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Fytoplankton - artssammensætning, 
antal, biovolumen og kulstofbiomasse

9.1 Formål

Fytoplankton artsundersøgelser tjener en række formål i overvågnings​pro​grammet. Kendskab til artssammensætningen og dermed også til den biologiske struktur indgår i vurderingen af omsætningen i det pelagiske system og dermed i tolkningen af bl.a. klorofyl-, ilt- og primærproduktionsdata. Ved algeopblomstringer indgår artssammen​sætningen i såvel analysen af forhistorien og årsagerne til opblomstringen, som i vurderingen af nødvendige aktioner i den givne situation og prognosen for udviklingen og følgerne. Specielt forekomsten af (potentielt) toksiske arter kræver opmærksomhed. For at analysere udviklingen i fytoplankton (f.eks. ved tids​se​rie​a​na​ly​ser og multivariat statistik) er det nødvendigt at have eksakte op​gø​relser af den relative betydning af arter​ne/artsgrupperne. Til dette formål gennemføres kvantitative analyser af sammensætning og bio​volu​men. Kvantitative opgørelser er ligeledes vigtige i øko​sy​s​tem-ana​​lyser til fastlæggelse af årsagssammenhænge og mulig fremtidig ud​vikling.

Ved algeopblomstringer eller forekomst af fiskedød, bunddyrdød, giftige mus​lin​ger etc. kan det være nødvendigt at tage prøver på andre tids​punk​ter og lokaliteter end beskrevet i programmet. Prøvetagningen må i disse tilfælde tilpasses den givne situation. Denne anvisning giver ikke nærmere vejledning om, hvorledes sådanne indsamlinger skal gennemføres.

9.2 Principper

Fytoplankton artsundersøgelser designes så hele den fotiske zone be​skrives. Ved forekomst af et dybtliggende fluorescens-maksima tages sup​plerende prøve i dette. 

Fytoplankton-artsundersøgelser omfatter som standard bestemmelse af klorofylkoncentration, bestemmelse af arts​sam​men​sæt​ning samt kvantitativ opgørelse af antal, biovo​lu​men og kulstofbiomasse for de enkelte arter. Den kvantitative opgørelse udelades dog for prøver fra fluorescens-mak​simum, der kun analyseres kvalitativt for do​mi​ne​ren​​de arter. 

Undersøgelserne af arts og kvantitativ sammensætning omfatter fo​to​​trofe og heterotrofe organismer, som traditionelt henregnes til fytoplankton. For eksempel henregnes de heterotrofe choanoflagellater til fytoplankton. I de repræsentative områder og på havstationerne, hvor undersøgelserne ikke omfatter microzoo​plank​ton, regnes arter af Noctiluca og fototrofe ciliater som Myrionectra rubra (tidligere Mesodinium rubrum) til fytoplankton. Heterotrofe ciliater er derimod ikke om​fattet af fytoplanktonundersøgelserne. I typeområderne tælles dis​se organismer enten i fytoplanktonprøven eller i mi​kro​zoo​planktonprøven afhængigt af hvor det mest sikre celletal opnås.

Fytoplankton-artsundersøgelserne skal videreføre gamle tidsserier og undersøgelserne skal derfor fortsættes med de hidtidige metoder. Som standard sker bestemmelsen af artssammensætning og kvantitativ opgørelse ved omvendt mi​kro​skopi, som beskrevet af Utermöhl (1958). I nogle områder suppleres som hidtil med epifluorescensmikroskopering. Epi​fluo​rescens-undersøgelser anbefales, fordi det med Utermöhl-me​to​den er vanskeligt og i mange tilfælde umuligt at skelne mellem fototrofe og heterotrofe nanoflagellater. Ved systemorienterede undersøgelser af pelagiske øko​sys​te​mer, herunder frem​skaf​felse af data​grund​lag for modellering, er adskillelsen mellem heterotrofe og fototrofe flagellater vigtig. 

Metoder til bestemmelse af fytoplankton artssammensætning, antal og biomasse beskrives nær​me​re i afsnit 9.4.

Metode til bestemmelse af klorofylkoncentration er beskrevet i kapitel 7.

For at sikre, at resultaterne har en høj og ensartet kvalitet skal der for alle undersøgelsestrin beskrives kva​li​tets​sik​rings​procedurer, og det skal sikres at disse følges. Første forudsætning for god og ensartet kvalitet er at de tekniske anvisninger følges. En anden forudsætning er at der hos hver undersøgelsesinstitution findes klare manualer over procedurer i forbindelse med prøvetagning og prøvebehandling samt at der føres protokol over betingelserne ved de enkelte undersøgelser. Kvalitetssikringssystemer er nærmere omtalt i afsnit 9.5.

Resultaterne fra de kvantitative og kvalitative undersøgelser ind​be​ret​tes i STANDAT-format til Det marine Fag​da​ta​cen​ter. Krav til ind​be​retning er beskrevet i afsnit 9.6.

Dertil kommer et system til løbende indberetning af algeop​blom​stringer, forekomst af toksiske arter, der giver anledning til giftige muslinger, fiske- og bunddyrdød etc. og andre usædvanlige fore​kom​ster. Disse løbende indberetninger vil blive offentliggjort på Internettet (hjemmeside er under produktion og forventes færdig i 1998).

9.3 Udførelse - i felten

Prøvetagningsfrekvens og prøvetagningsdatoer
Prøvetagningsfrekvensen fremgår af de aftaler, der er indgået mel​lem amterne og staten. 

Prøvetagningsdatoerne fastlægges udfra tidligere erfaringer og såle​des at de overordnede retningslinier følges: 

· I typeområderne skal hele året dækkes. I vinterperioden skal der maksimalt være 1 prøvetagning pr måned. De resterende prøvetagninger lægges i vækstperioden forår-efterår. Vækstperiodens eksakte udstrækning fastlægges udfra tid​ligere erfaringer om væksten af fy​to​plankton på den givne station. Prøvetagningen koordineres med prøvetagningen for vandkemi.
· I de repræsentative områder og på havstationerne har prø​ve​tagningen i vækstsæsonen højest prioritet. Ved høj prøve​tag​nings​frek​vens ((24 pr år) kan vinterperioden inddrages med maksimum 1 prøvetagning pr måned. Vækstperiodens eksakte udstrækning fastlægges udfra tid​ligere erfaringer om væksten af fytoplankton på den givne station. Prøvetagningen koordineres med prøvetagningen for vandkemi.
· Prø​ve​tagningen bør så vidt muligt være tættest i de perioder, hvor der erfaringsmæssigt kan forventes størst forandringer. 

· Prøvetagningsdatoerne lægges således, at der fås data fra mindst 1 dato indenfor en måned før og efter perioden 1. maj - 30. sep​tember. 

Prøvetagningsdybder
· På intensive havstationer tages en integreret prøve dækkende dybdeintervallet 0-10 m. 

· På stationer i typeområder og repræsentative områder tages en integreret prøve dækkende den fotiske zone; dvs. dybdeintervallet fra overfladen ned til 1% lysdybden eller, hvis denne overstiger vanddybden, ned til 0,5 m over bunden). Lysforholdene fastlægges med et kvantameter (se kapitel 3). I særlige tilfælde, hvor det er aftalt med Det marine Fagdatacenter, kan lysforholdene be​stem​mes med en Secchi-ski​ve.

· På alle stationer skal der, ved eventuel forekomst af et dybere liggen​de klorofyl-maksimum, udtages en prøve i klorofyltoppen til bestemmelse af dominerende arter og klorofyl. Tilstedeværelse af Dyb-klo​rofylmaksimum vurderes ud fra fluorescensprofilen og defineres ved 2 krav: 

1. fluorescensværdien er større end 2 gange “nor​mal”​-ni​veauet i profilen for dybdeintervallet 0,1-1 m på lav​van​de​de sta​tioner og 0,1-5m på dybe stationer, og

2. fluorescensværdien svarer til en klorofylkoncentration ( 4 µg chl a pr. liter.

Prøvetagning
Den integrerede prøve kan tages med slange eller med vandhenter (afsnit 1.3). Slange-metoden anbefales, idet den sikrer at hele vandsøjlen repræsenteres i vandprøven. Prøve​tag​ningen skal ske efter samme metode og kriterier hver gang. Det er vigtigt, at prøvetagnings​stra​te​gi​en fastlægges fra programmets start og at prøvetagningspro​to​kol​len følges hver gang, samt at omstæn​dig​heder omkring prø​ve​tag​nin​gen noteres hver gang. 
Ved slange-metoden anvendes en ugiftig plastikslange (f.eks. almindelig haveslange) med en indre diameter på 25 mm. Slangen tynges med et lod (Error! Unknown switch argument.), således at det er muligt at føre den langsomt lodret ned gennem vandsøjlen, indtil mundingen befinder sig i den nederste grænse af dybdeintervallet (= 10 m for havstationer og 1% lys for alle andre stationer). Slangen lukkes og hales op. Indholdet tømmes ud i en rengjort beholder, hvor vandet blandes inden udtagning af delprøver til klorofyl og artsbestemmelse og kvantitativ opgørelse af fytoplankton og i typeområderne microzooplankton.




Figur 9-Error! Unknown switch argument.. Prøvetagning med slange-metoden.

Ved integrerede prøver blandet af vand fra adskilte dybder anven​des en vandhenter, som beskrevet i afsnit 1.3. Delprøverne hældes sammen i en rengjort beholder, og blandes inden udtagning af prø​ver til klorofyl og artsbestemmelse og kvantitativ opgørelse af fyto​plank​ton og i typeområderne desuden microzooplankton. 

Retningslinier for prøvetagningen er givet i Error! Unknown switch argument.. På hav​​sta​tio​ner er prøvetagningsdybderne faste. I Repræsentative og ty​pe-områ​der af​hæn​ger prøvetagningsstrategien af de lokale for​hold. 

Prøver fra dyb-klorofylmaksima tages midt i fluorescenstoppen. Fluorometeret og vandhenter nedsænkes sammen og vandhenteren placeres således, at midten af vandhenteren befinder sig midt i fluorescenstoppen.

Til hjælp ved artsbestemmelsen tages netprøver med 10 µm planktonet. Nettet trækkes langsomt lodret og vandret gennem vand​søjlen. Prøven bør ikke være for “tæt”.

	Tabel 9-Error! Unknown switch argument..  Prøvetagningsdybder til fytoplankton-artsundersøgelser i repræsentative og type-områder, når den integrerede prøve blandes af vand fra adskilte dybder. Vandet blandes i en rengjort beholder før udtagning af analyseprøver.

	Vanddybde
	Blandet/lagdelt vandsøjle
	Algefordeling#
	Prøvetagningsdybder

	Havstationer
	uanset springlagsforhold
	uanset algefordeling
	1, 2.5, 5, 7.5 og 10 m

	Repræsentative og typeområder


	vanddybde < 2m
	fuldt opblandet vandsøjle
	
	1 m under overfladen +

2%-lysdybde/0,5 m over bunden*

	vanddybde > 2m
	fuldt opblandet vandsøjle
	
	1 m under overfladen +

25% lysdybde +

eventuelt flere dybder i flg. * +

2%-lysdybde/0,5 m over bunden

	# Vurderes ud fra fluorescensprofilen.

 * Prøver udtages med mindst 1 meter og højst 2 meter mellemrum. 

 ¤ Dybden skal bruges til at beregne biomasse pr kvadratmeter.


Prøvebehandling og opbevaring
Når delprøverne er blandet skal der udtages prøver til klorofylbestemmelse, fytoplankton artsbestemmelse og bio​mas​se​op​gø​relse samt i typeområderne protozooplankton artsbestemmelse og biomasseopgørelse. Udtagning og behandling af prøver til klo​ro​fyl​be​stem​mel​se er beskrevet i kapitlerne 5 og 7.

Prøver til arts- og biomassebestemmelse

Til planktonundersøgelser udtages normalt henholdsvis 200-500 ml til fytoplank​ton og 300 ml til protozooplankton. I områder med høje koncentrationer af fytoplankton kan prøvemængden nedsættes. Prøveflaskerne skal være klare glasflasker med tætsluttende skruelåg. Derved sikres dels at konserveringsmidlet ikke damper af, dels at det kan kontrolleres at der er tilstrækkeligt konserveringsmiddel i prøven.

Til Utermöhl-metoden konserveres prøverne (normalt 200 ml) med sur Lugol-blanding (Error! Unknown switch argument.). Der tilsættes ca. 0,5-1 ml pr 200 ml fytoplanktonprøve og 2,5-3 ml pr 300 ml mikrozooplanktonprøve. Prøven skal være “lys cognac​far​vet”. Det er vigtigt hverken at under- eller overdosere. Underdosering vil generelt give en dårlig fiksering af cellerne. Overdosering vil give mørke præparater, og celleindholdet i kiselalgerne vil forsvinde. Flaskerne opbevares mørkt og gerne køligt indtil mikroskopering.

Til epifluorescens konserveres prøverne (50 ml) med frisk 5%-forma​lin i forholdet 3:1 svarende til en slutkoncentration på 1.5% eller med kold analyse-ren glutaraldehyd til en slutkoncentration på 1% ( 2 ml 25%-glutaraldehyd). Formalinen skal være mindre end 1 år gammel, da den bliver sur ved længere tids opbevaring. Glutaraldehyden skal være frisk; åbnede flasker opbevares i fryser. 

Lugol-prøverne bør mikroskoperes hurtigst muligt efter prøvetagningen, og helst indenfor ½ år. Mikroskopering skal være sket inden 1 år efter prøvetagningen. Opbevares prøverne i længere tid, skal de jævnligt efterses og, hvis nødvendigt, efterfikseres (hver 2.-3. Måned, hyp​pi​gere jo længere tid de står). 

Epifluorescensprøverne skal viderebehandles inden 14 dage efter prø​​ve​​tagning (se under Epifluorescens-tælling af prøver). Flaskerne opbevares mørkt og altid køligt (4ºC) indtil mikroskopering.

	Tabel 9-Error! Unknown switch argument..  Lugol-opløsninger til konservering af fyto- og mikro​zoo​plankton​prø​ver

	Sur Lugolopløsning (Willen 1962):

 200 ml destilleret vand

  20 g kaliumiodid (KI)

  10 g resublimeret jod (I2)

  20 ml eddikesyre (conc. CH3COOH).

Blandes i den beskrevne rækkefølge. Vær sikker på at det forrige kemikalie er opløst før det næste tilsættes. Opbevares i glasflaske med tætsluttende låg.

	Alkalisk Lugol opløsning (modificeret efter Utermöhl 1958):

 Eddikesyre i sur Lugol opløsning erstattes med 

  50 g natriumacetat (CH3COONa)

Acetaten opløses i lidt af vandet, før det hele blandes.

	
Mængde tilført (begge opløsninger): ca. 0.5-1 ml/100 ml prøve.(Eller til prøven er cognac‑farvet).


Netprøver
Netprøverne kan opbevares i scintillationsglas eller lignende. Der udtages 1-2 delprøver. Normalt konserveres prøven med sur lugol (Error! Unknown switch argument.). Der tilsættes lugol indtil prøven er cognacfarvet. Prøverne opbevares mørkt og køligt.

Hvis coccolithophorider kan udgøre en væ​sent​lig andel af biomassen, udtages en delmængde af netprøven og konserveres med alkalisk lugol (Error! Unknown switch argument.). I den alkaliske opløsning bevares coccolither, så det er muligt at erkende cocco​litho​pho​ri​der​ne. 

Andre prøver
I specielle situationer som algeopblomstringer, bunddyrdød etc., hvor artsbestemmelse af fytoplankton kræver særligt behandlede prøver kan det være nødvendigt at indsamle ekstra prøver, der konserveres på andre måder. Hvilke typer prøver, der er nød​ven​di​ge, afta​les med det insti​tut/firma, der skal artsbestemme prøverne. Hyppigst vil følgende prøvetyper være aktuelle:
· Levende prøver. Mange arter bestemmes bedst og sikrest i levende prøver. Levende prøver kan opbevares op til 24 timer i en åben beholder, der sættes køligt (10-15ºC). Ved forsendelse skal prø​ver​ne bevares kølige og transporttiden skal begrænses mest muligt.

· Elektronmikroskopi-prøver. Nogle arter kan kun bestemmes med elektron​mi​kro​skop. Dette kræver at de fikseres i glutaraldehyd. Der udtages 100-200 ml prøve, der konserveres med analyse-ren glutaraldehyd til en slutkoncentration på 4%.

9.4 Udførelse - i laboratoriet

Laboratorieundersøgelserne af fytoplankton foregår på to niveauer:

· kvantitative standardundersøgelser af integrerede prøver, hvor arts​sam​men​sæt​ning og biovolumen bestemmes og kul​stof​bio​mas​sen beregnes 

· kvalitative undersøgelser for dominerende arter i dyb-klorofyl​mak​si​ma

Standardundersøgelser gennemføres på de mellem amterne og staten aftalte stationer. Sidstnævnte undersøgelser udføres på sam​me stationer, når der observeres et dyb-klorofylmaksima.

Artsbestemmelse, nye arter og STANDAT-kodelisten

Til artsbestemmelsen bruges nyere bestem​mel​ses​litteratur. I Appendiks 9.1 findes en liste over den mest anvendte litteratur. I enkelte tilfælde kan det være nødvendigt at bruge specialartikler. 

Som udgangspunkt laves en artsliste på basis af gennemsyn af de(n) ophældte prøver (se under tælling) og netprøven. For nogle arter (slægter) med stor variation i cellestørrelse samt for ubestemte arter er det nødvendigt at opsplitte i størrelsesgrupper (se under tælling).

Dominerende arter bør så vidt muligt artsbestemmes. 

Generelt gælder, at en organisme identificeres til det laveste SIKRE tak​so​no​miske niveau. Alle yderligere informationer om taksonomi angives i bemærkningerne. For eksempel: hvis der er tvivl om artnavnet henføres arten til slægt, og e​ven​tuelle kommentarer om mulig artsnavn noteres i bemærkninger til arten. Tilsvarende gælder, at hvis det kun er muligt at bestemme en art til orden, angives arten under ordensnavnet, eventuelt med note i be​mærk​ninger om det mest sandsynlige slægts/artsnavn, hvis dette ken​des. Etc.

Alle godkendte taksonomiske betegnelser fremgår af STANDAT-kodelisten. Findes der i forbindelse med gennemgang af prøverne nye arter, familier etc. eller anvendes der ny nomenklatur skal der ved indberetningen af data, ved​læg​ges en liste over disse “nyheder” med tilhørende følgeoplysninger (fremgår af Appendiks 9.2). I alle andre tilfælde vil indberettede data blive sendt retur med ønske om at ukendte arter rettes.

Enkelte specielle artsangivelser som f.eks. Chaetoceros sp. A er tilladte, hvis disse er inkluderet i STANDAT-kodelisten. I Appendiks 9.2 findes retningslinier for bestemmelse af almindeligt forekommende vanskelige arter.

Da artslisten bygger på såvel tælleprøver som netprøver, kan den omfatte arter, der ikke bliver kvantificeret ved tællingen. Disse arter kan indberettes. I feltet antal talte angives “blanktegn”. Hvis informationen haves, angives i bemærkninger, om arten udgjorde en væsentlig andel af en af de uspecificerede grupper, f.eks. nanoflagellater 10-20 µm. 

Utermöhl-tælling af prøver
Antallet af celler samt biovolumen pr liter bestemmes med Utermöhl metoden (1958). Metoden består af følgende trin:

a) delprøver sedimenteres i et-flere sedimentationskamre

b) individantallet pr taksonomisk enhed tælles

c) dimensioner af dominerende taksonomiske enheder måles

d) antal pr liter beregnes

e) bio​vo​lu​men pr individ og pr liter beregnes

f) kulstofbiomasse pr individ og pr liter beregnes

a) Sedimentation
For at undgå dannelse af luftbobler tempereres prøverne til stuetemperatur inden de hældes op i sedimentationskamrene. Lige før en prøve hældes op skal flasken vendes i uregelmæssige bevægelser 10-20 gange. Det er vigtigt at rystelsen ikke er for kraftigt da det vil give luftbobler og kan beskadige trådformede arter. Er det nødvendig med kraftig omrystning skal dette ske senest 1 time før prøven hældes i tællekammer.

Sedimentationskamret skal stå på en vandret flade (kontrolleret med vaterpas), der ikke på​vir​kes af vibrationer. Kamret må ikke udsættes for tem​pera​tur​sving​nin​ger eller direkte sollys. 

De normale kammerstørrelser til marine prøver er 10, 25 og 50 ml. Hvilke(n) kammerstørrelse, der er nødvendig, afhænger af celle​tæt​he​den i prøven. Da alle arter/taksono​miske enheder, der bidrager væsentligt til biomassen skal tælles med mindst ±28% sikkerhed (= mindst 50 individer) og helst ±20% (= mindst 100 individer, se nærmere under tælleprocedure) kan det være nødvendigt at opstille flere kammerstørrelser. 

Til tælling af store arter, der forekommer i lille antal, men har stor betydning for biomassen, kan det være nødvendigt at sedi​men​tere i 2x50 ml’s kamre eller i et 100 ml kammer. I sådanne tilfælde tælles hele bundpladen. 

Ved masseopblomstringer kan celletætheden være så høj at prøverne skal tælles i hæmocytometre eller 0,125 ml cellekamre.

Den krævede sedimentationstid afhænger af kammerstørrelsen. For de mest anvendte kamre er minimumsedimentationstiderne for lugolfikseret materiale vist i Error! Unknown switch argument..

	Tabel 9-Error! Unknown switch argument..  Den minimale sedimentationstid for de mest almindelige kammerstørrelser.

	Kammervolumen

ml
	Kammerhøjde

cm
	Sedimentation

timer

	10
	2
	24

	25
	5
	24

	50
	10
	48


Tællingen bør gennemføres senest 1 uge efter sedimentationen er sat i gang. Kamre, der har stået mere end 2 uget, må ikke bruges til tæl​ling.

Har prøven fået for meget lugol, så farvningen er for stærk, kan jodet re​du​ceres ved tilsætning af små mængder af natrium-thiosulfat (Na2S2O3 · 5H20) før sedimentationen.

Efter brug skal kamre og specielt bundplader renses grundigt med varmt vand, for at undgå forurening af de efterfølgende prøver. Cellekamre må aldrig få lov at tørre inden de bliver rensede, da organismerne så kan være meget vanskelige at fjerne. Kamre og bundplader spules først grundigt, evt. sættes de i blød i blid detergent (uden slibemidler), derefter gnubbes de med et vådt ikke-ridsende materiale, skylles grundigt og aftørres med et ikke-ridsende materiale.

b. Tælleprocedure
Det sikres, at tællekamret kan anvendes. Har vibrationer og tem​pe​ra​tur​​sving​ninger medført, at algerne er meget ujævnt fordelt på sedi​men​​ta​tions​kamrets bund (f.eks. samlet i bånd), skal kamret kasseres og et nyt sættes op, med mindre he​le bundpladen tælles for alle arter.

Udfra artslisten og en vurdering af sedimentationskammerbunden bestemmes, hvilke taksonomiske enheder (arter/arts​grup​per​/fa​mi​lier/ubestemte etc.), der skal tælles og hvilke størrelsesgrupper de e​ven​tuelt skal deles op i. Opdeling i størrelsesgrupper bruges for arter/artsgrupper med stor størrelsesvariation, samt når individerne grupperes på højere taksonomiske niveauer (klasse, orden etc.) eller i “ubestemte”. 

Dominerende og erkendbare arter tælles separat uanset hvilket taksonomisk niveau de er bestemt til. Det vil sige, at hvis en nanoflagellat er dominerende og kan udskilles som en selvstændig art, men det ikke er muligt at navngive den, tælles den separat under betegnelsen “ubestemt nanoflagellat sp.” med angivelse af hvilken størrelsesgruppe den tilhører.

Nogle arter er vanskelige at adskille med sikkerhed med Utermöhl metoden, og arterne skal derfor tælles og an​gi​ves i artsgrupper. De artsgrupper, der er godkendt, fremgår af STAN​DAT-kodelisten. Eksempler på artsgrupper er givet i Appendiks 9.2.

Arter, der findes i lille antal, eller individer som ikke kan identificeres, tælles i størrelsesgrupper. Normalt arbejdes med størrelsesgrupper indenfor diatomeer, dinoflagellater, nanoflagellater og cyano​bak​te​rier. Er celleantallet lavt og udgør individerne kun en lille andel af bio​mas​sen kan “klasserne” slås sammen og rubriceres under “ube​stem​te”.

Omfatter en størrelsesgruppe flere arter skal navnet (f.eks. ubestemt nanoflagellat) have specifikationen spp.

	Følgende størrelsesgrupper skal bruges:

	størrelse, enhed (m

<5 (2-5)

 5-10

10-15

15-20

20-30

30-40

40-50

50-60

50-75

75-100

100-125

125-150

150-200

200-300

300-400

400-500

>500
	STANDATkode

01

02

03

04

05

06

07

08

09

10

11

12

13

14

15

16

17


Picoplankton (organismer <2 µm) indgår principielt ikke i undersøgelserne. Kvantificering af pi​co​plankton kræver brug af epifluorescens-teknik. I fjordområder, hvor cyanobakterier og chlorococcaler med cellestørrelser på 1-2 (m har stor betydning, tælles disse fortsat med Utermöhl-metoden, og bruges denne metode fortsat, indgår picoplankton i undersøgelserne.

Arter, der danner kæder, tælles som enkelt celler (f.eks. alle kædedannende diatomeer). En undtagelse er trådformede cyanobakterier (blågrønalger), som ikke er tydeligt celleopdelt (f.eks. Nodularia). Disse tælles som tråde af varierende længde. Ved indberetning angives antal 100 µm fragmenter talt og biovolumen pr 100 µm fragmenter.

Arter, der danner kolonier, tælles så vidt muligt som enkelt celler, men hvis dette ikke lader sig gøre vælges forskellige strategier afhængig af morfologi. Strategier kan være:

· enkelt celler tælles (f.eks. Dinobryon, Uroglena).

· kolo​ni​erne deles op i mindre enheder, som vurderes at indeholde identiske celleantal. Antallet af celler i enheden tælles, og ganges med antallet af enheder (f.eks. arter af Microcystis). Er der stor va​ria​tion i kolonistørrelsen inddeles i størrelses​grup​per. Der indberettes største lineære dimension på kolonierne, antal talte celler og bio​vo​lu​men pr celle.

· kolonierne tælles som hele kolonier. Koloni-volumen beregnes som en kugle eller en kugleskal (f.eks. Aphanothece, Gomphosphaeria). Er der stor variation i kolonistørrelsen inddeles i størrelses​grup​per. Biovolumen beregnes ved at gange kolonivolumen med en faktor. Der indberettes kolonistørrelse, antal talte kolonier og biovolumen pr koloni.

· kolonier med kendt celletal (coenobier af f.eks. Scenedesmus) eller delkolonier med kendt celletal (f.eks. Merismopedia) tælles som hele kolonier/delkolonier og antallet ganges med antal celler pr enhed. Der indberettes kolonistørrelse, antal talte, kolo​ni​er/delkolonier, antal celler pr enhed og biovolumen pr. celle.

I STANDAT-kodelisten er angivet, hvilke enheder der skal tælles.

Som hovedreglen skal der for de tak​so​no​mi​ske enheder og størrelsesgrupper, der udgør hovedparten af biomassen, tælles mindst 50 og helst 100 tælleenheder. Derved opnås et 95%-konfidens interval på ca. ±28% og helst ca. ±20% (Error! Unknown switch argument.). En undtagelse er store individer, der udgør en væsentlig del af biomassen (som for eksempel Ceratium, Coscinodiscus, Noctiluca arter). For disse skal der tælles mindst 17 tælleenheder svarende til et konfidens​interval på ca. ±48%. For hele prøven skal der mindst tæl​les 500 tælleenheder. 

Tællingen skal foregå således, at der tages højde for en ujævn fordeling af cellerne på kammerbunden. (Er ujævnhederne markante, skal kammeret kasseres med mindre hele kammerbunden tælles). Eksempler på tællestrategier er vist i Olrik (1991).

Hvor meget af kammerbunden, der skal tælles, afhænger af hyp​pig​he​​den af de taksonomiske tælleenheder. Hvilke forstørrelser (ob​jek​tiv og okular), der skal bruges, afhænger af cellestørrelserne. Følgende kombinationer anbefales:





mikroplankton (>20 µm)
nanoplankton (3-20 µm)

objektiv
10x
16x
25x
40x
63x
32


okular
10-16
10-16
10-16
10-16
10-12,5
10-12,5

Det angives i protokollen til tællingen hvilket okular og objektiv, der er brugt.

Der fastlægges en strategi, som følges hver gang, for enkeltceller, der ligger over kanterne på tællebåndet/tællefeltet. Tælles langs en diagonal inkluderes kun de individer der krydser venstre(højre) kant, men ikke dem der krydser højre(venstre) kant. Tælles et felt, inkluderes for eksempel individer, der krydser den venstre og den øverste kant, men ikke de individer der krydser den nederste og højre kant.

c)  opgørelse af celledimensioner
For at opgøre fytoplanktonets biomasse er det nødvendig at estimere individernes biovolumen. Fytoplanktonets biovolumen beregnes på basis af målinger af celler​nes geometri​ske dimensioner. I STANDAT-kodelisten er for hvert art angivet hvilken formel, der skal bruges, og dermed hvilke dimensioner, der skal måles. For ubestemte arter væl​ges den geometriske form der anses for tættest på den sande form.

Bemærk at for Ceratium-arterne måles tværsnitfurens bredde. Bemærk desuden at for kolonidannende individer varierer det, hvor​le​​des biovolumen skal udregnes og dermed også hvilke dimensioner der skal måles (se b) tælleprocedure). Metoderne fremgår af STANDAT-kodelisten. 

I Appendiks 9.3 findes en oversigt over hvilke geometriske former, der normalt anvendes ved volumenopgørelserne. 

I hver prøve måles dimensioner af alle talte taksonomiske enheder, der bidrager væsentligt til biomassen. Mindst 10 individer måles. Hvis der er lille størrelsesvariation, kan der måles færre individer. For de resterende talte ar​ter kan der anvendes ta​bel​værdier, etableret fra tidligere undersøgelser. Disse angives uden standardafvigelse.

Eksempler på beregning af volumen er givet i Olrik (1991).

d) beregninger af antal pr liter
Antal alger pr. liter beregnes ved at gange antal talte individer med en koefficient. Koefficienten afhænger af:

· kammerbundens areal

· areal af den del af kammerbunden, der er talt

· vandvolumet, hvor i algerne er sedimenteret

Koefficienten beregnes for hvert kammer og for hver anvendt forstør​relse i det givne mikroskop. Eksempel på beregning er givet i Olrik (1991, s. 22). 

Celletallene er behæftet med en usikkerhed, som afhænger af antallet af talte enheder. Usikkerheden beregnes efter:

95% konfidensinterval = ±2 x 100/(n %

n = antal talte individer

Hvis tælleenheden er tråde eller kolonier, er n= antallet af tråde eller kolonier.

Konfidensintervaller er ikke symmetriske, og bliver mere og mere asymmetrisk jo færre enheder, der tælles. For eksempel er 95%-kon​fi​dens​intervallet når der er talt 4 enheder -73% - +156%. Error! Unknown switch argument. giv​er eksempler på tælleusikkerheden og dermed betydningen af, hvor mange enheder der tælles.

	Tabel 9-Error! Unknown switch argument..  Eksempler på tælleusikkerhed ved forskellige antal talte individer.

	Antal individer talt
	95% konfidensinterval

	4
	-73 - +156

	15
	-44 - +65

	17
	± 50

	50
	± 28

	70
	± 23

	100
	± 20

	500
	± 10

	4000
	± 3


Man skal være opmærksom på, at de angivne værdier ikke angiver den maksimale usikkerhed. Den statistiske beregning forudsætter at organismerne er tilfældig og jævnt fordelt i kammeret, hvilket sjældent er tilfældet. Dertil kommer at alle trin i proceduren med oparbejdning af prøverne tilfører fejl. Mere information om usikkerheder kan bl.a. findes i Venrick (1978 a, b).

Som nævnt tidligere skal der for at få et statistisk acceptabelt estimat tælles mindst 50 og helst 100 individer af hver af de vigtige taksonomiske enheder. For hele prøven skal der tælles mindst 500 indi​vi​der. 

Ved dataindberetning til den nationale database angives antal talte enheder, koefficienten samt den okular- og objektiv-forstørrelse, der er talt ved. Disse oplysninger skal bl.a. indberettes til de internationale databaser (HELCOM, ICES).

I rapporter anvendes antal pr liter. Tælleusik​kerheden bør ligeledes angives. Antal pr liter angives f.eks. i rap​porttabeller med det antal betydende cifre som tælle​usik​ker​he​den angiver (se Olrik 1991 for eksempler).

e) beregning af biovolumen
Biovolumen kan benyttes som et direkte mål for bio​massen. Beregning af biovolumen er endvidere en forudsætning for at estimere fytoplanktons kulstofbiomasse. Kendskab til fytoplanktons dimensioner indgår i analyser af relationer til zooplankton, bl.a. når dyrenes føde​grund​lag skal vurderes.

Biovolumenet beregnes på basis af de målte dimensioner (se c) opgørelse af celledimensioner) og de i STANDAT-kodelisten angivne formler. For ubestemte arter væl​ges den geometriske form der anses for tættest på den sande form.

For Ceratium-arterne skal tværfuremålet ganges med en faktor, som varierer fra art til art. Faktoren fremgår af STANDAT-ko​de​lis​ten. 

Udover biovolumen beregnes Standard Error = SE for 95% kon​fi​dens​grænserne ved at beregne SE for gennemsnitsvolumenet.

Enheden for volumenet er µm3 pr individ. I dataprotokollen noteres gen​​nem​snitsvolumen pr individ ± SE og antal målte in​di​vi​der.

f) beregning af kulstofbiomasse
Hyppigst omregnes biovolumen til kul​stof​biomasse, fordi re​sul​ta​ter​ne derved kan indgå i vurderinger af stofomsætningen. Skal resultaterne sammenlignes med resultater publiceret i den in​ter​na​tionale litteratur er det ligeledes nødvendigt at omregne til kulstofbiomasse. Man skal dog være opmærksom på, at resultaterne dermed behæftes med endnu en usikkerhedsfaktor, idet det nøjagtige kulstofindhold pr celle ikke kendes. Udover at kulstofindholdet varierer mellem arter/grupper, vil det for den enkelte art afhænge af cellernes fysiologiske tilstand.

Kulstofbiomassen estimeres ved at gange plasmavolumenet med en faktor (kulstof-faktoren). For alle grupper på nær diatomeerne er plasmavolumen = biovolumen.

For diatomeer beregnes plasmavolumen modificeret efter Strath​mann (1967):

Plasmavolumen = biovolumen - (0,9 • vakuolevolumen)

idet det antages at plasmavolumenet er 1 µm tykt, og at 10 % af vaku​o​le​vo​lu​me​net repræsenterer vakuolens bidrag til kulstofbiomassen.





Biovolumen (BV) = (/(4•d12•h1)





Vakuolevolumen (VV) = (/(4•d22•h22)






Plasmavolumen (PV) = (/4 ((d12• h1) ‑ 0,9 (d22 • h22))




Kulstoffaktoren varierer fra art til art og for den enkelte med den fysiologiske tilstand (Verity et al. 1992). For at sikre sammenlignelighed af data inden for overvågningsprogrammet anvendes en række faste kulstoffaktorer (Error! Unknown switch argument.). Data skal imidlertid altid gemmes på en måde, så det er nemt at genberegne kulstofbiomasserne, hvis kulstoffaktorerne ændres. 

	Tabe 9-Error! Unknown switch argument.. Kulstoffaktorer, som skal anvendes i over​vågnings​programmet ved beregning af fytoplank​ton kulstofbiomassen.

	Gruppe
	kulstoffaktor
	

	thecate dinoflagellater
	0,13 •plasmavolumen 
	(plasmavolumen=biovolumen)

	athecate dinoflagellater
	0,11 •plasmavolumen
	(plasmavolumen=biovolumen)

	diatomeer
	0,11 •plasmavolumen
	(plasmavolumen=biovolumen -(0,9•vakuolevolumen) *

	andre
	0,11 •plasmavolumen
	(plasmavolumen=biovolumen)


* se under d) beregning af biovolumen.

Det er op til den enkelte bruger af data om kulstofbiomassen in​klu​de​res i dataprotokollen. Hvis kulstofbiomassen inkluderes skal den an​vendte kulstoffaktor angives.

Ved indberetning af data til overvågningsprogrammet angives kun celleantal og biovo​lu​me​n samt for diatomeer plasmavolumen pr individ, samt de følgeoplysninger der fremgår af afsnit 9.5. 

I forbindelse med rapportskrivning anvendes antal pr liter og kul​stof​biomasse pr liter. Enhederne for kulstofbiomassen er pg C pr. µm 3 cellevolumen og µg C pr. liter.

Epifluorescens-tælling af prøver
Til epifluorescensmikroskopering udtages delprøve på normalt 5-10 ml (afhængigt af “tætheden” af prøven) af vandprøver fikseret i formalin eller glutaraldehyd. Delprøven farves enten med DAPI (4’,6-diamidino-2phenylindiol) eller med Acridin Orange (AO). Prøverne bør tælles hurtigst muligt efter prøvetagning (< 14 dage).

	DAPI-opløsning
	Acridin Orange-opløsning

	10 (g DAPI

   1 ml dem. H2O


	  80 mg Acridin Orange

  50 ml 30% Formalin

450 ml dem. H2O

	Begge blandinger filtreres gennem 0,2 (m og opbevares herefter i kø​le​skab.


Præparater

Til DAPI-præparater tilsættes 8 dråber opløsning pr 10 ml prøve. Til AO-præparater tilsættes ca. 5 (l opløsning pr ml prøve (slutkon​cen​tra​tion 0,004% AO) (Hobbie et al. 1977). Ved høje koncentrationer af partikulært materiale øges koncentrationen. Efter inkubering i 5 mi​nut​ter, filtreres prøven ned på et 0,2 (m sortfarvet polycarbonatfilter, som er understøttet af et gennemfugtet filter, f.eks. 0,65 (m cellu​lo​seacetatfilter. Vacuumtrykket må ikke o​ver​stige 30 cmHg. Det næs​ten tørre filter tages af holderen, mens vacuum stadig er på, og mon​te​res på objektglas. Ved monteringen bruges ikke-fluores​ceren​de im​mer​sionsolie. Præparatet kan opbevares op til 1 døgn i køleskab inden tælling. Tælles prøverne ikke umiddelbart kan de opbevares i fryser.

Tælling af autotrofe og heterotrofe nanoflagellater

Præparaterne mikroskoperes med 100x immersionsobjektiv og 12,5x okkular og brug af et lysfilter, der passer til det anvendte fluorocrom: for DAPI UVlys (355-425 nm) og for AO blåt lys (455-500 nm). Den anvendte immersionsolie skal være identisk med den, der er brugt ved montering af præparatet. 

Organismerne tælles normalt i diagonaler. For dominerende grupper tælles mindst 50 individer. Kan der identificeres dominerende genkendelige taksonomiske grupper (f.eks. Cryptophyceer), bør disse tælles separat. Hyppigst må organismerne henføres til uidentificerede nanoflagellater. Disse tælles som autotrofe henholdsvis heterotrofe opdelt i de vedtagne størrelsesgrupper. 

Præparaterne kan bruges til tælling af autotroft picoplankton og bakterier. Ved tælling af cyanobakterier bruges grønt pålys (530-560 nm).

Kvalitative undersøgelser af prøver fra dybe klorofylmaksima

I dyb-klorofylmaksima prøverne måles altid klorofyl til støtte for be​reg​ningerne af kvadratmeter-klorofylkoncentrationer. Det anbefales derudover at undersøge fytoplanktonet kvalitativt.

Undersøgelserne af fytoplankton skal give informa​tio​ner om artssammensætningen, således at det kan vurderes om der er tale om en særlig population og om maksima udgør en potentiel kilde til opblomstringer af giftige alger. Ved forekomst af dybere liggende maksima af giftige alger indgår undersøgelserne i en vurdering af udbredelsen. 

For at opnå tidsserier af data, der kan sammenholdes, anbefales det at bruge en standardiseret metode: Prøven analyseres efter sedimentation som ved standard​under​sø​gel​ser. Prøven gennemses ved 10x og 40x objektiv-forstørrelse. Til​stede​væ​rende arter noteres og de vigtigste markeres. Eventuelt tælles de dominerende arter eller de ran​kes efter følgende skala:

5
dominerende, uanset forstørrelse er der mange enheder i hvert synsfelt

4
almindelig, uanset forstørrelse er der flere-mange celler i næsten alle synsfelter

3
spredt forekomst, uanset forstørrelse er der flere-mange celler i enkelte synsfelter

2 
sjælden, få-flere celler i nogle af synsfelterne

1
meget sjælden, en-få celler i sedimentationskammmeret

Denne ranking-skala anvendes internationalt, bl.a. i det marine HEL​COM pro​gram​.

Uanset oparbejdningsniveau anbefales det at gemme dyb-klo​ro​fyl​mak​sima prøverne i 1 år, således at det er muligt at vende tilbage til prøverne. Dette kan blive aktuelt ved vurdering af “forhistorien” for en opblomstring.

9.5 Kvalitetssikring

Kvalitetssikring (KS) af fytoplankton-artsundersøgelser foretages på 2 niveauer: For det første gennem procedurer, der sikrer at forholdene omkring den aktuelle prøvetagning og prøveoparbejdning er af ensartet og høj kvalitet (KS i huset). For det andet gennem procedurer der sikrer, at alle aktører er kvalificerede og har en ensartet opfattelse af, hvordan undersøgelserne gennemføres (KS på landsplan). 

KS i huset omfatter kontrol af

· om metodeforeskrifter overholdes

· at primærdata er OK

· at beregnede resultater er realistiske

Til kontrol af om metodeforeskrifter overholdes udarbejdes for det før​ste en præcis manual for 1) hvordan prøver skal indsamles og be​hand​les i felten og 2) hvorledes skal prøverne oparbejdes i laboratoriet. Manualen for prøvetagning skal være tilpasset præcist de forhold, der tages prøver under i det givne amt. I bilag 2.1 er der givet et eksempel på, hvad sådanne manualer skal omfatte. 

Manualen for prøveoparbejdning skal sikre, at konsulenterne ved hvad der forventes af dem, at der er en entydig udveksling af prøver, og at procedurerne for oparbejdningen er omhyggeligt beskrevet. Konsulenten bør fra årets start have en oversigt over prøvetagningsdatoer, prøve​typer og mærkning af prøver. Beskrivelsen af hvornår og hvordan prøver og resultater udveksles skal være klare. I denne anvisning er så vidt muligt givet retningslinier for alle tænkelige tvivlsspørgsmål, men der vil altid være punkter som ikke er dækket - måske fordi de er specifikke for det givne undersøgelsesområde. For at få en ensartet oparbejdning er det meget vigtig at sådanne tvivlspørgsmål afklares og beslutninger skrives ned. For fytoplanktonundersøgelser, hvor det ikke er muligt at arbejde med standarder og referencemateriale, er dette altafgørende for at få en kvalificeret videreførelse af tidsserier. Dette gælder ikke kun, når der benyttes kon​sulenter, men også når amtet selv oparbej​der prøverne.

I forbindelse med skift af konsulent skal amtet sikre sig, at der sker en tilstrækkelig videnoverførsel, og at resultaterne er sammenlignelige. Ovennævnte gennembearbejdede procedurebeskrivelser er et redskab til dette. Derudover skal amtet sikre, at tælleresultater fra konsulenterne er sammenlignelige. Generelt anbefales det ikke at skifte konsulent med mindre denne ikke leverer data af den ønskede kvalitet.

En anden side af kontrollen af metodeforeskrifter er, at der indføres pro​tokoller, hvor det løbende noteres hvornår og hvordan punkterne i manualerne er gennemført og hvilke data, der er “indsamlet” i felten såvel som laboratoriet. I forhold til konsulenterne er protokollerne amtets redskab til at kontrollere, at de tekniske anvisninger og andre af​taler er overholdt. For eksempel kan oplysninger om konsulentens deltagelse i interkalibreringer og KS-møder indikere overfor amtet om konsulenten er kvalificeret til at oparbejde prøver fra overvågningsprogrammet. En konsulent-protokol skal som et minimum indeholde de data, som er nævnt under dataindberetning (dele af gruppe 2 og hele gruppe 3 i Error! Unknown switch argument.).

Kontrol af primære data omfatter bl.a. tjek af værdier: ligger de indenfor sædvanligt niveau. Dette gøres nemmest og bedst ved brug af edb-pro​gram​mer, som automatisk kontrollerer data i forhold til græn​seværdier. For eksempel tjekkes koefficienter, antal talte og dimensioner. Kontrollen omfatter også en sikring af at datoer og prøve​tagningsdybder osv. er i overensstemmelse med angivelser for andre variable, herunder specielt vandkemi, hvor der er taget samhø​rende prøver. Dette gøres bedst ved et database-udtræk, der giver en samlet overskuelig “togt”​over​sigt ( data skal være lagret så dette er muligt. Tjekket bør foretages hver gang, der er lagt nye data ind for et “togt”, så fejl opdages så hurtigt som muligt. 

Kontrol af resultater omfatter vurdering af niveau for antal pr. liter og bio​masse pr. liter i forhold til tidligere resultater. Dette kan nemt gøres med et edb-program, der giver fejl meldinger når grænseværdier overskrides. En anden mulighed er standard plot-ud​træk, som viser de seneste værdier mod tidligere målinger. Det anbefales ligeledes løbende at sammenholde biomasseresultaterne fra fytoplankton-artsundersøgelser med målingerne af klorofyl. 

I alle tilfælde anbefales en løbende kontrol, da dette giver mulighed for hurtigt at rette op på fejl. Specielt systematiske fejl skal opdages og håndteres med det samme. 

KS på landsplan 

Kvalitetssikring på landsplan kræver, at der løbende afholdes workshops, hvor den nødvendige interkalibrering skal finde sted og eventuelle taksonomiske eller metodiske ændringer implementeres i programmet.
9.6 Dataindberetning

Tabel 9-6 giver de parametre, der skal indberettes til den nationale database. Med hensyn til koder henvises til STANDAT-kodelisterne. Med hensyn til nærmere specifikationer om dataoverførslen henvises til STANDAT-vejledningerne.

STANDAT-filerne tjekkes med det af DMU udsendte program, inden de sendes til Det marine fagdatacenter.

Indeholder artslisterne nye arter (dvs ikke med i seneste version af STANDAT-kodelisten, skal der indsendes en særlig fil med nye navne samt følgeoplysninger (se Appendiks 9.4).

	Tabel 9-Error! Unknown switch argument..  Parametre der skal indberettes til Det Marine Fagdatacenter.


STANDAT
Bemærkning

Kodeliste

Gruppe 1 Stationsoplysninger
standard nøgleparametre
se afsnit STANDAT-rapport

Gruppe 2 Plankton_prøveoplysninger
emne
fyto eller zoo

laboratorium





STD00032

prøvebearbejder
person (tælleren)

tekst

interkalibrering
sidste dato, hvor tælleren har 
dato

deltaget i interkalibrering

KS-møde
KS-møder, tælleren har deltaget i
tekst

oparbejdet-start 
datoer for start af laboratoriearbejde
dato

valideret af
initialer


tekst

udtagningsudstyr
vandhenter, slange
STD00024

prøvetype
04 for blandingsprøve, 24 for blandingsprøve
STD00034
over springlag




dybde 1
gennemsnitsdybden i meter (som for vandkemi)
tal

dybde 2
enkelte dybder i meter adskilt af blanktegn,
tal


hvis det er adskilte dybder (som for vandkemi) og 


interval, hvis der er brugt slange

konservering
kode for konserveringsmiddel
STD00145

metode
kode for tællemetode
STD00018

bemærkninger
f.eks. hvis der har været problemer


ved prøvetagningen
tekst

Gruppe 3 Plankton_resultater
artskode-nr
STANDAT kodenummeret
STD00135

mnemokode- RUBIN
fremgår af STANDAT-kodelisten
STD00135


latinsk navn

tekst

bestemmelseusikkerhed
f.eks. spp.


STD00141

morfologi
er det monade, flagellat, koloni, cyste etc.
STD00140

bestemmelsesværk
reference


tekst

størrelsesgruppe
hvis der er talt i størrelsesgrupper kode
STD00144


for denne

størrelsesinterval
hvis der ikke er givet en størrelsesgrup​pe,
tal


angives her hvilket størrelsesinter​val 


“arten” dækker over i prøven


hvis koloni, men tælles som enkeltceller 


angives her interval for kolonistørrelse

koefficient
koefficienten som antal talte skal gange med
tal

forstørrelse, objektiv
anvendte objektiv
tal

forstørrelse, okular
anvendte okular

tal

sedimentationsvolumen
i ml



tal

enhed
ml




STD00016

ernæringsbiologi
fototrof etc.

STD00138

talt som
kode for enkeltcelle, koloni, filament etc.
STD00140

antal tælleenheder
antal af ovenstående
tal

antal målte
antal, hvorpå der er målt dimensioner
tal

målt som
kode for enkeltcelle, koloni, filament etc.
STD00140

*dimension1
gennemsnitsmål for dimension 1
tal

*standardafvigelse
beregnede standardafvigelse
tal

*dimension2
gennemsnitsmål for dimension 2
tal

*standardafvigelse
beregnede standardafvigelse
tal
eventuelt flere dimensioner efter samme form

formel
kode for volumenformel
STD00137

biovolumen
beregnede biovolumen pr. celle/koloni etc.
tal
skal være i overensstemmelse med ovenfor

enhed
kode - SKAL angives altid i µm3
STD00016

standard error
i %




tal

enhed
%




STD00016

plasmavolumen
beregnede plasmavolumen, kun for diatomeer
tal

enhed
µm3



STD00016

bemærkning
f.eks. tentativt navn, dårlig fordeling i kammer
tekst

*  frivillige
Referencer

HELCOM (1997, in press). Manual for the Marine Monitoring in the COMBINE Programme of HELCOM.

Hobbie, J.E., Daley, R.J., & Jasper, S. (1977). Use of nuclepore filters for counting of bacteria by epifluorescence microscopy. - Appl. Environ. Microbiol. 33: 1225-1228.

Olrik, K. (1991). Planteplankton - metoder. Miljøprojekt nr. 187., Miljøstyrelsen: 108 s.
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Venrick, E.L. (1978a). The implications of subsampling. I: A. Sournia (ed.) Phytoplankton Manual. UNESCO Monogr. on Oceanogr. Me​thodology 6. Paris: 75-87.
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9.8 Appendiks II - Retningslinier for artsbestemmelse

Dette appendiks giver konklusionerne fra work​s​hops om algebestemmelse afholdt i relation til det nationale VMP-over​våg​nings​pro​gram, hvor specielt usikkerheder i artsbestemmelsen er diskuteret. Appendikset giver en oversigt over vurderinger af bestemmelsesusik​kerheden for en række arter. Oversigten er ikke udtryk for, at der ikke findes andre problematiske arter.

Generelt gælder, at en art kun skal navngives, hvis identifikationen er sikker. På den anden side bør en art så vidt muligt identificeres, hvis den bidrager væsentligt til biomassen og/eller kan være en skadelig art (giftproducerende). Sidstnævnte arter skal altid tælles som selvstændig gruppe uanset om det er muligt at identificere arten.

Hvis en usikker art med stor sandsynlighed kan relateres til en specifik taxa, kan dette indikeres ved anvendelse af “cf.”. “cf.” bør, som hovedregel, kun anvendes ved angivelse af sandsynlige artsnavne.

Mange arter/slægter kan ikke bestemmes med sikkerhed uden nærme​re undersøgelser (skalpræparater, calcofluorpræparat, elektron mikroskopi), og arterne angives da som f.eks. centriske kiselalger (diatomeer) eller dinoflagellater spp. Individerne opdeles størrelsesgrupperne angivet på side 9-10.

Da nogle arter ligner hinanden så meget at de ikke kan skelnes med de anvendte standardmetoder, er der oprettet en række artsgrupper. Artsbestemmelsen må da kun ske til dette gruppeniveau med mere der er udført specialundersøgelser (dette skal i givet fald anføres ved indberetning af data). De påbudte artsgrupper er angivet i STANDAT-kodeliste ved en liste over de til gruppen tilhørende arter adskilt med en /, eller samlet under en gruppebetegnelse (f.eks. delicatissima-gruppen, Scrippsiella-gruppen).

	
	Relativ sikker bestem​melse
	Kun typiske individer kan bestemmes
	Bemærkning

	DIATOMEER
	
	
	

	Chaetoceros
	
	
	

	affinis
	+
	
	

	brevis
	
	+
	

	borealis
	
	
	

	compressus
	+
	
	

	constrictus
	
	+
	

	crinitus
	+
	
	

	curvisetus
	
	
	

	danicus
	
	+
	

	debilis
	+
	
	

	decipiens
	+
	
	

	diadema
	
	+
	

	didymus
	+
	
	

	laciniosus
	+
	
	

	septentrionalis
	
	
	

	similis
	+
	
	

	socialis/radians
	
	(+)
	når individerne har sporer

	solitær sp.
	
	
	

	subtilis
	+
	
	

	wighamii
	
	
	

	brevis/diadema
	
	
	

	diadema/debilis
	
	
	

	diadema/constrictus
	
	
	

	phaeoceros-gruppen =

danicus/densus/sp.A
	
	
	

	Coscinodiscus
	
	
	andre arter kræver skalpræparater

	granii
	+
	
	

	concinnus/wailesii
	+
	
	

	Rhizosolenia
	
	
	

	delicatula
	+
	
	

	fragillissima
	+
	
	

	hebetata f. semispina
	+
	
	

	imbricata-gruppen
	+
	
	

	setigera
	+
	
	

	styliformis
	+
	
	

	Skeletonema
	
	
	

	costatum
	
	+
	det kan være vanskeligt at ad

	subsalsum
	
	+
	skille de 2 arter 

	Thallasiosira
	
	
	andre arter kræver skalpræparater

	anguste-lineata
	+
	
	

	nordenskoldii
	+
	
	kan forveksles med T. angulata; dette bør tjekkes nøje

	Navicula
	
	
	alle arter kræver skalpræparater

	Nitzschia
	
	
	

	closterium/longissima
	+
	
	

	seriata-gruppen (=

pungens/seriata)
	+ (>3 (m)
	
	de 2 grupper adskilles på celle- bredden

	delicatissima-gruppen
	+ (<3 (m)
	
	

	Thalassiosira
	
	
	

	nitzschioides
	+
	
	i brakvand vær opmærksom på forvekslingsmuligheder med Diatoma elongatum og D. vulgaris

	DINOFLAGELLATER
	
	
	

	Ceratium
	
	
	

	arietinum
	+
	
	

	furca
	+
	
	

	lineatum
	+
	
	

	longipes/horridum
	+
	
	

	macroceros
	+
	
	vær opmærksom på lighed med C. tricroceros

	symmetricum
	+
	
	

	tripos
	+
	
	

	Dinophysis
	
	
	

	acuminata
	+
	
	

	acuta
	+
	
	

	dens
	+
	
	

	hastata/odiosa
	+
	
	

	norvegica
	+
	
	

	rotundata
	+
	
	

	tripos
	+
	
	

	Diplopsis-gruppen
	
	
	kan ikke artsbestemmes uden detaljerede studier

	Gonyaulax
	
	
	

	digitale
	+
	
	

	grindleyi
	+
	
	

	polyedra
	+
	
	

	spinifera
	+
	
	

	triacantha
	+
	
	

	Katodinium rotundatum/

             Heterocapsa minima
	+

som gruppe
	
	kan ikke skelnes på arter uden calcofluorfarvning

	Protoperidinium
	
	
	

	bipes
	+
	
	

	brevipes
	+
	
	

	conicum-gruppen
	+
	
	

	curtipes
	+
	
	

	depressum
	+
	
	

	divergens
	+
	
	

	excentricum
	+
	
	

	oblongum
	+
	
	

	pallidum
	+
	
	

	pellucidum
	+
	
	

	steinii/pyriforme
	+
	
	

	thorianum
	+
	
	

	Scrippsiella
	
	
	

	trochoidea
	+
	
	

	faeroense
	+
	
	

	Scrippsiella-gruppen
	+
	
	alle andre arter

	Thecate dinoflagellater
	
	
	betegnelsen bruges kun hvis 100% sikkert at arten er thecat

	Athecate dinoflagellater
	
	
	betegnelsen bruges kun hvis 100% sikkert at arten er thecat

	
	
	
	


9.9 Appendiks III - Geometriske formler

Nedenstående figur giver formler for de geometriske former der anvendes ved bestemmelsen af fytoplanktons biovolumen.

Ved mikroskoperingen vil mange arter pga. deres form ligge således, at det kun er muligt at måle 2 dimensioner af individerne. Vejledning til fastlæggelse af den 3. dimension er givet i STANDAT kodelisten. Generelt er den 3. dimension = højden h eller dybde d i den geometriske formel. 

Eksempler på 3. dimension hos diatomeer:



 

Generelle geometriske formler:
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9.10 Appendiks IV - Oplysninger til STANDAT-kodeliste

For nye arter, der optages på STANDAT-kodelisten over fytoplanktonarter, skal der som minimum oplyses:

· latinske navn (slægt, art) 



er der tale om en artsgruppe angives hvilke arter gruppen omfatter




eventuelt dansk navn

· author(er)

· bestemmelsesværk

· klasse

· geometriske formel

· ernæringsbiologi (autotrof, heterotrof, mixotrof)
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