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Samenvatting

Een vast onderdeel van het Rijkswaterstaat monitorings programma in de
Nederlandse kustwateren bestaat uit fytoplanktontellingen. Deze worden
uitgevoerd met behulp van microscopie en de laatste jaren aangevuld met
flowcytometertellingen voor een zestal lokaties. Deze lokaties zijn: Noordwijk
2, Noordwijk 10, Terschelling 135, Schaar van ouden Doel, Vlissingen en Zijpe.
De bevindingen zijn qua verschijningsdata onderverdeeld in drie categorién:
een zeer snelle rapportage van monitoringsgegevens binnen 48 uur en via een
website te bekijken (flowcytometrie en snelle microscopie), een halfjaarlijkse
uitgebreidere evaluerende rapportage van de eerste of tweede helft van een
kalenderjaar (flowcytometrie, snelle microscopie, chemische technieken), en
een uitgebreide éénjaarlijkse rapportage fytoplankton (uitbesteding
microscopie). Het rapport dat voor u ligt behandelt de halfjaarlijkse rapportage
van fytoplanktonmonitoringgegevens en evalueert deze in relatie met andere
parameters zoals nutriénten, particulair organisch koolstof, chlorofyl-a en de
snelle microscopische tellijst(en). Per lokatie wordt een samenvattende
beschrijving van de algemene geconstateerde fytoplanktontrends gegeven. De
standaard verwerking van flowcytometrische resultaten (concentraties
autotrofe deeltjes en biomassa) door opdeling in groottefracties heeft
aangetoond een goed monitoringsinstrument te zijn voor de vastlegging van
de fytoplanktondynamiek in watersystemen. De concentratie autotrofe
fytoplankton deeltjes, de biomassa hiervan en specifieke verzamelgroepen
gebaseerd op het verschil in pigmentsamenstelling tonen overeenkomsten en
verschillen tussen de eerste zes maanden van de jaargangen 2000 en 2001.

Dankzij de reproduceerbaarheid van de flowcytometrische meettechniek is
een vergelijking tussen jaargangen goed mogelijk. Aanbevolen wordt om
vergelijkingen tussen jaargangen ook tijdsgeintegreerd te doen.

Imaging in flow, het maken van digitale foto's van algen in ‘flow’, wordt
vanwege de geringe tijdswinst en verschillen ten opzichte van microscopie niet
aangeraden als kwantitatieve teltechniek, maar is uitstekend bruikbaar voor de
identificatie van clusters.

De vergelijking tussen flowcytometrie en chemische referentietechnieken
toont over het algemeen een redelijke tot goede correlatie tussen de FCM-
parameter linFGR/ml en chlorofyl-a bepaald met HPLC. Voor meer heldere
wateren wordt een redelijke tot goede relatie gevonden tussen linFGR/ml en
POC bepaald met Carlo Erba.

Informatie over soorten kan snel verkregen worden met behulp van de
verkorte snelle microscopische analyse.

De verwerking van MWTL monsters in de eerste zes maanden van 2001
heeft aangetoond dat een snelle flowcytometrische analyse en verwerking tot
de eindresultaten in combinatie met rapportage via grafieken op HTLM-sites
goed te realiseren is binnen een kort tijdsbestek van gemiddeld één uur per
monster.

De combinatie van de informatie afkomstig van flowcytometrie en snelle
microscopie is op dit moment een goede methode om snel kwantieve en
kwalitatieve informatie te verkrijgen over fytoplankton in watersystemen, die
bovendien middels rapportage op internet/intranet binnen 48 uur beschikbaar

Flowcytometrie fytoplanktonmonitoring 2001a



kan zijn.
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1. Inleiding

1.1 Ditverslag

In dit verslag worden de resultaten van fytoplanktonanalyses van januari tot en
met juni 2001 met behulp van flowcytometrie van zes lokaties, behorende tot
het MWTL programma, gerapporteerd en besproken. Eerder dit jaar zijn de
flowcytometrische resultaten uit hetjaar 2000 ook verschenen (Rapport
R1KZ/2001.034). De resultaten van 2000 en 2001 zijn uitgevoerd op de
EurOPA n.s. flowcytometer met de 'Imaging In flow’ module, waarmee digitale
foto's van algen gemaakt kunnen worden. Het streven Is door middel van een
schriftelijke rapportage, zoals dit verslag snel (binnen 2 maanden) een overzicht
en een toelichting te geven op de fytoplanktongegevens over de eerste helft
van het monltoringsjaar. Nog sneller en dus aktueler kwam een groot deel van
de In dit verslag gepresenteerde resultaten beschikbaar voor de Interne RIKZ-
gebrulker (binnen één week na monstername) via een website. Op korte
termijn zal dit ook voor externe geinteresseerden via Internet beschikbaar

komen.

Het doei van de fytoplanktonmonitoring Is tweeledig:

A. de Invloed van het menselijk handelen op het ecosysteem op de lange
termijn kwalitatief (soortensamenstelling) dan wel kwantitatief
(biomassa, soortenconcentraties) vast te stellen.

B. het verkrijgen van Informatie over de In de Nederlandse wateren
voorkomende giftige algensoorten of soorten die plagen of bloeien
veroorzaken, zoals bijvoorbeeld de 'schulmvormer' Phaeocystis sp.

Het streven Is de bevindingen van fytoplanktonmonitoring onder te
verdelen In een drletraps-rapportage. Een zeer snelle rapportage van
monltoringsgegevens binnen 48 uur, die via een website bekeken kunnen
worden (flowcytometrie en snelle tellljst microscopie), een halfjaarlijkse

ultgebreldere evaluerende

eknd*1 —and*Ml
48 hr
binnen
WEBSITE RAPPORT/WERKDOC RAPPORT
Globaal overzicht evaluerend uitgebreider gedetailleerd overzicht
van FCM gegevens overzicht FCM gegevens, uitgebreide
snelle microscopie microscopische analyse

rapportage van de eerste of tweede helft van een kalenderjaar
(flowcytometrie, snelle microscopie, chemische technieken) die binnen twee
maanden verschijnt, en de ultgebrelde éénjaarllikse rapportage fytoplankton

(microscopie).
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1.2.Wat is nieuw in dit rapport ?

In het vorige verschenen rapport werden drie onderdelen specifiek voor de
lokatie Noordwijk 10 uitvoerig toegelicht: 1) De globale trend in 2000 van
autotrofe deeltjesconcentraties uitgesplitst naar groottefracties, van biomassa
(chlorofyl-a) uitgesplitst naar groottefractie, biovolume naar groottefractie en
de concentraties van autotrofe deeltjes met fycoerithrine en met
fycocyanine/chlorofyl-b uitgeplitst naar groottefracties. 2) De vergelijking of
correlatie met andere technieken (chlorofyl-a, zwevend stof, particulair
organisch koolstof) 3) Bekeken werd in hoeverre er overeenkomst was tussen
microscopie (snelle tellijst) en foto's genomen met de imaging in flow module.
In dit rapport zal uitvoeriger ingegaan worden op het fytoplanktonsoortniveau
en worden de overige vijf lokaties nu ook besproken. In dit rapport wordt een
vergelijking met de 2000-resultaten uit dezelfde periode gemaakt. Verder zal
worden besproken welke nieuwe opvallende innovaties zijn uitgevoerd
(uitvoering in RIKZ project TNWMILLAB), voor verdere verbetering van de
analyse en kwaliteit van de resultaten in relatie met de informatievraag.

1.3 Vraagstelling van dit verslag

Dit verslag beoogt uiteindelijk de volgende vragen te beantwoorden:

1. Welke concentraties fytoplankton onderverdeeld naar groottes worden op
zes MWTL lokaties gemeten ?

2. Wat is de relatie van de flowcytometrische resultaten met resultaten uit
2000 ?

3. Watis de relatie van de resultaten, die met flowcytometrie bepaald zijn,
met referentietechnieken (bijvoorbeeld microscopie, HPLC) ?

4. Welke kwaliteit hebben de ‘flowcytometrische getallen'?

5. Welke monitoringsstrategie wordt aanbevolen ?
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2. Materialen en Methoden

2.1 Beschrijving gehanteerde materialen en methoden

Monstername wordt gedaan per schip met een ringleiding, drie meter onder
het wateroppervlak volgens RWS standaard (GSV B003). Monsters van circa 1
liter worden na monstername ongefixeerd (levend, zonder toevoegingen)
gekoeld bij 4 °C en in het donker bewaard en aangeleverd in 1 liter PE plastic
flessen. Bij aankomst op het laboratorium worden de monsters in het donker bij
4 °C opgeslagen (waarmee de invloed van biologische activiteit en
fotoadaptatie geminimaliseerd wordt). Binnen 24 uur na binnenkomst bij ITL
vindt in principe een flowcytometrische analyse plaats. Voor subsampling
wordt het monster gehomogeniseerd door licht zwenken van de fles. Het
subsamplevolume dat voor de flowcytometrische analyse gebruikt wordt is
maximaal 5 ml.

Ter calibratie van de flowcytometeropstelling worden per analysedag
standaardanalyses uitgevoerd met referentiebollen (7,9 pm FCSC
chlorofylbollen (Flow Cytometry Standardization Corporation, USA) en 1,8 pm
fluoresbrite PCRed-bollen (Polysciences Inc., USA)).

Drie druppels chlorofylbollen (FCSC) worden toegevoegd aan 5 ml
calibratieoplossing van fluoresbrite PC red bollen. Bij een sample rate van 50
pl/min wordt bij standaardinstellingen van de apparatuur getriggerd op FGR
(rode fluorescentie van de groene laser). Ter controle van de EurOPA n.s.
flowcytometer worden voor beide boltypes de lineaire waarden van alle
optische parameters geregistreerd in digitale (Shewart)kaarten als ook de
gemeten concentratie van de deeltjes. Bij een te grote afwijking in één van de
optische kanalen, waarbij als referentie een vastgesteld gemiddelde en een
waarschuwingsgrens (10%) en een actiegrens 15%) geldt, wordt de
apparatuur nogmaals bijgesteld en wordt de analyse vervolgens opnieuw
uitgevoerd. De laserintensiteiten van de Argon (Coherent, Innova 90, USA) en
HeNe-lasers (Coherent, USA) worden elke analysedag gecontroleerd en
bijgehouden op (Shewart)kaarten.

Afhankelijk van de deeltjesconcentratie worden per analyse minimaal 5000,
maar meestal 15000 deeltjes opgeslagen bij FGR triggering (alleen
fluorescerende deeltjes). De concentratiebepaling wordt uitgevoerd in triplo. Bij
PLS-triggering (zowel fluorescerende als niet-fluorescerende deeltjes) worden
5000 deeltjes opgeslagen per monster.

Per deeltje worden gemeten: FGR (rode fluorescentie aangeslagen door groene
laser) correlerend met chlorofyl-a, FGO (oranje fluorescentie aangeslagen door
groene laser) correlerend met de hoeveelheid fycobiliproteinen, PLS
(lichtverstrooiing in zijwaartse richting aangestraald door groene laser) relatie
hebbende met volumetrische en morfologische kenmerken van een deeltje en
FLS (voorwaartse lichtverstrooiing aangestraald door groene laser) relatie
hebbende met volumetrische kenmerken. Ook wordt FRR (rode fluorescentie
aangeslagen door rode laser) correlerend met chlorofyl-a,-b en fycocyanine
(blauwalgen) gemeten en de time of flight (TOF) uit de lengte van het
triggersignaal dat correspondeert met de lengte van deeltjes in langgerekte
richting.
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Van elke analyse wordt de gemiddelde concentratie deeltjes (fluorescerende als
niet-fluorescerende) per ml berekend en worden de fluorescentieconcentraties
(a.u./ml) en lichtverstrooiconcentraties (a.u./ml) berekend als functie van de
deeltjesgrootte. Elk monster wordt opgedeeld in 17 fracties
(deeltjesgrootteranges) en per fractie worden de eerder genoemde
karakteristieken bepaald. Per analyse is een geautomatiseerde deeltjesclustering
mogelijk voor de indeling van deeltjes naar hoofdclusters van deeltjes met
optisch gelijke eigenschappen. Alleen voor Noordwijk 10 is dit toegepast.
Dataverwerking vindt geautomatiseerd plaats in MATLAB software (v5.2, The
Math Works, Cambridge) met behulp van het algoritme mwtlverwerk2 (v2.1).

Met behulp van imaging in flow (IIF) worden deeltjes gefotografeerd op grond
van geselecteerde clusters in bivariate scatterplots in Spyro. Van visueel goed
gescheiden clusters (van deeltjes) wordt tijdens de analyse een selectie gemaakt
en worden de deeltjes gefotografeerd. In bivariate scatterplots treedt echter
vaak (visueel) overlap op van verschillende soorten plankton waardoor het
noodzakelijk is om opnames te maken van een vaste selectie (genaamd
‘MWTL2'") van alle autotrofe deeltjes > ca. 10 pm. Monsters met lage
concentraties fytoplankton worden eerst geconcentreerd door middel van
filtratie van ca 5000-1000 ml over een 10 pm gaas waarbij het fytoplankton
residu geresuspendeerd wordt in een kleiner volume kunstmatig zeewater(30 g
NaCl/l demiwater).

Per analyse worden circa 200 tot 300 opnames gemaakt die digitaal
opgeslagen worden als tif-format en vervolgens door een laboratorium
medewerker(geen microscopist) worden beoordeeld.

Uit het aantal foto's dat van een bepaalde soort wordt waargenomen is het
percentage per soort in de selectie bepaald. Door de combinatie van de
gehanteerde concentratiefactor, het selectiepercentage en de
totaalconcentratie is de concentratie(c/ml) van de selectie berekend.

Voor de microscopische analyse worden monsters genomen en afgeleverd
volgens RWS standaard voorschrift BOO1 met behulp van Niskin-flessen of een
ringleiding.

Snelle microscopische analyse vindt plaats op levend (ongefixeerd) monster,
waarbij 30 tot 100 ml over 10 ym gaas gefilterd wordt (buitenshuis door
Koeman en Bijkerk bv.). Tellingen zijn gebaseerd op 100 waarnemingen.
Onderscheid wordt gemaakt in verschillende klassen namelijk deeltjes die
dominant aanwezig zijn (+++/meer dan 10-maal waargenomen), algemeen
aanwezig zijn (++/5-10-maal) en deeltjes die 2-5 (+) of éénmaal (.)
waargenomen zijn. Alleen voor Noordwijk 2, Noordwijk 10 en Terschelling 135
zijn deze snelle tellingen met behulp van microscopie uitgevoerd.

Voor de uitgebreide microscopische analyse worden tellingen op lugol-
gefixeerde monsters uitgevoerd zowel op ongeconcentreerde als
geconcentreerde (4-20x) monsters. Voor een meer gedetailleerde beschrijving
van de werkwijze wordt verwezen naar de jaarlijkse rapporten van de
‘Biomonitoring van fytoplankton in de Nederlandse zoute en brakke wateren'.
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2.2 Uitwerken gegevens

De verwerking van de flowcytometrische analyses wordt in verschillende
onderdelen beschreven in paragrafen 2.2.1,2.2.2 en 2.2.3.

Van elke analyse wordt een geautomatiseerde standaardrapportage gemaakt
en zijn de rapportages en grafieken van de resultaten via een webbrowser per
lokatie te bekijken via W:\flowcyto\aktuee\monitoring.htm. De
microscopische snelle tellijstresultaten zijn geinventariseerd en op lokatie
gesorteerd en gebruikt ter vergelijking met de flowcytometrische resultaten.
In dit rapport wordt voorafgaand aan de presentatie van de resultaten per
lokatie een korte samenvattende beschrijving gegeven, waarin de algemene
trends, die geconstateerd zijn beschreven zijn.

2.2.1. globale trends
De globale trends in 2001 worden uitgesplitst in een aantal grafieken:

- de totaalconcentraties van deeltjes met chlorofyl-a (n/ml)

- de concentraties van deeltjes met chlorofyl-a uitgesplitst in 17 groottefracties
(n/ml.fractie)

- de percentuele bijdrage per fractie aan de totaalconcentraties van deeltjes met
chlorofyl-a uitgesplitst in 17 groottefracties (% n.fractie/n,y,.)

- de concentraties chlorofyl-a/ml (biomassa) uitgesplitst in 17 groottefracties
(inFGR/ml.fractie)

- de percentuele bijdrage per fractie aan de totaalconcentratie chlorofyl-a/ml
uitgesplitst in 17 groottefracties (% linFGR/ml.fractie/totaal-linFGR/ml)

- de concentraties biovolume (van deeltjes met chlorofyl-a)/ml uitgesplitst in 17
groottefracties (linFLS/ml.fractie)

- de percentuele bijdrage per fractie aan de totaalconcentratie biovolume/ml|
uitgesplitst in 17 groottefracties (% linFLS/ml.fractie/totaal-linFLS/ml)

- de concentraties van deeltjes met chlorofyl-a EN fycobiliproteinen uitgesplitst in
17 groottefracties (Ncro0arcos-o/Ml-fractie)

- de concentraties van deeltjes met chlorofyl-a, chlorofyl-b EN fycocyanine
uitgesplitst in 17 groottefracties (Ncro0arcos0yMl-fractie)

2.2.2 Vergelijking met andere technieken (Microscopie, HPLC, POC)

Een globaal overzicht van de abundante numerieke deeltjes, die gevonden zijn
met de snelle microscopische methode zijn in een tabel gepresenteerd.

Een vergelijking tussen microscopie en imaging in flow flowcytometrie wordt
gemaakt voor de monsters van de lokaties Noordwijk 10, Noordwijk 2 en
Terschelling 135. Hiertoe worden de soorten en aantallen op dezelfde wijze als
de (snelle) microscopische tellijsten ingedeeld. Deze indeling bestaat uit ‘+++'
(meer dan 10% aanwezig), ‘++' (5-10% in aantal aanwezig) en ' +' (2-5% in
aantal aanwezig). Aan de hand van kleuring wordt aangegeven of een goede
overeenkomst (groen) of geen overeenkomst (rood) of verschil in
overeenkomst (wel gevonden met imaging in flow niet met microscopie)
(blauw) tussen beide technieken gevonden is.

Flowcytometrie fytoplanktonmonitoring 2001a
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Voor de lokatie Noordwijk 10 is specifiek nog gekeken naar het fycoerithrine
cluster (een cluster dat uit deeltjes met fycoerithrine bestaat bijv. Rhodomonas)
en het ‘Phaeocystis-cluster.

Voor de vergelijking met chemische referentietechnieken zijn per lokatie de
onderstaande correlaties onderzocht tussen een flowcytometrische parameter
en een chromatografische techniek, te weten HPLC (Chlorofyl-A), uitgevoerd
volgens Standaard Voorschrift A200 en GC (particulair organisch koolstof,
POC) uitgevoerd volgens Standaard Voorschrift AO67.

Flowcytometrie versus Chromatografische techniek

Lin FGR/mL HPLC (Chlorofyl-A gehalte)
Lin FGR/mL GC (POC-gehalte)
Lin FLS/mL GC (POC-gehalte)

Door middel van lineaire regressie (excel + Analyse-it versie 1.62) is onderzocht
wat de mate van correlatie is van bovenstaande combinaties. Indien er een
acceptabele correlatie aanwezig is, wordt de grafiek gepresenteerd waarin ook
de vergelijking van de trendlijn (blauwe lijn) wordt weergegeven. Door middel
van stippellijnen worden de 95 % betrouwbaarheidsintervallen gevisualiseerd
en door middel van zwarte lijnen de 95 % voorspelbaarheidsintervallen.

2.2.3 Uitwerken in scatterplots

Met behulp van scatterplots worden optische eigenschappen van
fytoplanktondeeltjes ten opzichte van elkaar uitgezet. Deeltjes met gelijke
optische eigenschappen clusteren in deze scatterplots en kunnen als zodanig
verder verwerkt worden. Door geringe pigment- en volume verschillen van
deeltjes bestaat een cluster zelden uit één enkele soort. Een opvallend cluster
dat eenvoudig herkend wordt is een cluster dat onstaat door sterk oranje
fluorescerende deeltjes zoals Ahodormonas sp. Een tweede cluster is het
FPhaeocystis sp. cluster dat vooral ten tijde van APhacocyst/s-bloei duidelijk
onderscheidbaar is. Voor Noordwijk 10 zijn van deze twee clusters de
concentraties bepaald met behulp van Spyro en/of het bij ITL ontworpen
MATLAB-Algoritme clustervb (v2.01). Microscopische tellingen van
FPhaeocystis sp. (aantallen cellen afkomstig van solitaire cellen en kolonies) uit
het Monisnel-project zijn gebruikt ter vergelijking. Ter controle zijn in de loop
van het eerste halve jaar foto's van deeltjes behorend tot deze clusters
genomen.

12
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Noordwijk 10

3. Resultaten

3.1 Noordwijk 10

3.1.1 Algemene trends

De totaalconcentratie van deelljes /77¢f c//or0/y/-a /s tot en met februar

stabre/ (ca 8000/ mf) en wordt gedormineerd door kle/ne deeftjes (<70 pim).
Vanaf medio maart wordft de tolaal/concentratie ook door grotere fracties (<50
wm) bepaald Fen eerste bloes start de tweede week van apri/ en heelt een
MaxImum In de derde week van apri/ (concentratie ca 3,5 x hoger dasn in de
winterperiode nameljik circa 30000/mil). Hiema volgt een tweede bloejpiek (ca
dezelfde concentratie als de eesste bloepiek) 1 de eerste week varn mes en
neemt de concentratie gestaag al naar ca 5000 deelties/m/. bind funi treedt een
verdubbeling van de concentratie op, die hooldzakeljik veroorzaakt wordft door
Kkleine deeftjes (< 5 pm).

Biomassa: Vanal medio maart vindt een toename /n de chloroty/-a
concentratie plaats met een maximum in de tweede week van apri/ (ca 7,5x7
au/ml), die voora/ wordt veroosrzaakt door grote deeltjes (>200 ym). Deze
groltere deelfjes fiken vanal de derde week van apr/ verdrongern te wordes door
Kleinere deellies (<50 ym), die een refatief grote lotaalbydrage /1 de chloroly/-a
concentratie hebbern en numeriek domimnant zijjn. 7ot juns Huctueert de
chlorotyl-a concentratie rond de 7,5x70° au en neemt deze in juni toe, voora/
veroorzaakt door middelgrote deeffes (725-300 um). De /aalste week van fun/
/s de chlorofy/-concentratie /neens /agers.

Het biovolume geci? ccrr bee/d dat overeenkomt met de fotaal concentratie
van deeffjes alleen /s het aandee/ grotere deefljes nadiykkeljiker aanwezig

De concentratie deeltjes met fycobiliproteinen (#/cocrithrine) begint in janvars
met een concentratie van 4000/m/ en neemt gestaag af ot e/nd maart naar
minder dan 7000/m/. Vanal apri/ (ot en met de eerste week van juni schommert
de concentratie rond de 7000/m/. Medio en emnd juns/ stiygt de conceniratie,
veroorzaakt door kleine deeltjes (< 5 yim) naar een waarde van 70000/,

De concentratie deeltjes met fycocyanine-chlorofyl-b vertoont cer
vergelyykbaar verfoop als de fotaalconcentratie autotrole dee/ljes

De twee lotaalconcentratie(voorjaars) maxima die in 2007waargenomern zi,
waren /1 2000 nauweljiks aanwezig Daar tegenover staat dat in jurns 2000 een
grote bloes geconstateerd werd varn 760000/m/ end juns en dat in deze/fde
periode 1n1 2007 slechts een lichie deelljesconcentratietoenarme geconstaleerd
werd van slechits 75000/m/ (meer dan factor 70 /ager). B een
blomassaverge/yiking tussen de twee jaren bkt dat in 2007 een maand eerder
(namerik 1n april) een opvallende biomassa loename optrad, die bovendien /n
bromassa driemaal hoger was dan /n 2000, De hoge deelljesconcentratie en
bromassaconceniratie medio juns in 2000 is niet in 2007 geconstateerd /n zowe/
2000 als 2007 wordt vanal medio fun/ een 1inke toename waargenomer var
Kleine deeftjes (<5 pm) met fycoerithrine Groot verschi/ tussen de twee jares /s
dat de toename /n 2007 beperkt bljft ot 70000/m/ en /1 2000 oploopt fot
740000/ /.

Flowcytometrie fytoplanktonmonitoring 2001a
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Imaging in flow: /11 /et eerste half jaar zjin de volgende soorten dominant :
Ceratautina sp.(wk 77 t/m 27), Chaetoceros sp.(wk. 77 t/m 23 en 25), Nitzschra
sp.(wk 3, 4 en 7) Rhizosolenia delicatulaiwk 75, 77 en 23 L/m 26) Rhrzosolenia
shrubsoleitwk 75), Rhrzosolernia stofterfothiiiwk 20 t/m 26), Rhodomonas(iwk.
26), Skeletonema costatumiwk. 7). Thalassionema sp.(wk 3)en Thalassiosira
sp.(wk 7). Chaetoceros sp. en Ceratau/ina sp. zin gedurende eer /ange periode
aanwezig op Noordwirk 70. Net als op Noordwirk 2 /s het percentage detritys
relatief hoog in het begin van het jaar maar neemt in de loop van het eerste halt
Jjaaral De /maging /n Flow resultaten van de soorten Asterionella sp., Ceratau/ina
sp., Chaetoceros sp., Pseudonitzschia sp., Rhizosolenia stolterfottr;, Skeletonerma
costatum en Thalassionema sp. zin goed vegelikbaar met de snelte
microscopische waarnemingen. Gedeelteliik vergeliikbaar zin de resufiaten van
Rhizosolenia delicatu/a, Rhizosolenia shrubsoles en 7halassiosira sp. Fen aanta/
wordt door Imaging /11 Flow waargenomern en et door snelle microscopre en vice
versa. Opvallend is dat Mitzschia sp. voor de lokaties Noordwiik 2 en 70 we/
wordt waargenomen met /maging /in FHow maar niet met snelle microscopre.

De correlatie t/sser /infFGR/m/ (FCM) en chlorofv/-a (HPL O is matig
(7=0,56). De correlatie tussen POC en inFGR/m/ en linfLS/m/ is tevens matig
(7’=047 ern O,49),

Het nutriéntenverloop verioont een grilljg atnemende trend voor alle
nutriénten. Opvallend /s een grote toename van NH¥ van week 78 naar 20, De
N/P-ratio(opgelost) neemt foe tot een maximum van 60 in week 77 en neemt
vervolgens weer al

De clusterresultaten van Noordwijk 70 van het fycoerrthiine-cluster heert aan
de hand van folo's van deelljes binnen dit cluster aangetoond dat het bestaat wrt
Rhodomonas sp. deeflljes en kie/nere ronde deelljes van ca 5-70 pm. De aantallen
111 het cluster verschillen van de folaalconcentratie deeffjes met fycoerthirine,
omdat deze aanzien/jjk bepaald wordern door kle/nere orarnye Hiorescerende
deeltjes Het concentratiever/oop van deeltjes urt het ‘FPhaeocystss cluster toont
een goede overeenkomst tussen Howcylometrie en de microscop/sche tellinger.
De absolute concentratie van de eerste bloejpiek /s goed, de tweede foont voor
Howcytomelrie een onderschalting ten opzichte van microscople. Drt wordt
IMOZELIK VEroorzaakt door een verschi/ 11 tellen van meerdere /ndividuele cellen
117 kolonres (MIC) ten opzichte van kolornies tellen als één deelt/e (FCM).

Flowcytometrie fytoplanktonmonitoring 2001a
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Noordwijk 10
3.1.2 Flowcytometrische fytoplanktonconcentraties Noordwijk 10

Fytoplanktonconcentratie: de totaalconcentraties van deeltjes met chlorofyl-a
zijn uitgesplitst in 16 groottefracties (deeltjes/ml.fractie) in FIGUUR 1 en de
percentuele bijdrage per fractie aan de totaalconcentraties van deeltjes met
chlorofyl-a uitgesplitst in 16 groottefracties (% n.fracfie/ntdaa) in FIGUUR 2.

n10 Phytoplankton concentration n/ml >1000 pm

750 1000
500-750
400-500
300-400
200-300
150-200
125-150
ino 125
75-100

week nr

FIGUUR 1 Concentratie autotrofe deeltjes (met chlorofyl-a) per lengtefractie

ni0 % size distribution of numbers of particles >

7501000
500 750
400500

100 300-400
200300
150200

3) 125-150
100175
75-100
5075

80 4050
3040
2030
1020

20

week nr

FIGUUR 2 % aantal autotrofe deeltjes met chlorofyl-a per lengtefractie
De chlorofyl-a/ml concentraties (biomassa) of flowcytometrische linFGR/ml
variabele is uitgesplitst in 16 groottefracties (linFGR/ml.fractie) (FIGUUR 3) en de
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percentuele bijdrage per fractie aan de totaalconcentratie chlorofyl-a/ml
uitgesplitst in 16 groottefracties (% linFGR/ml.fractie/totaal-linFGR/mI) in FIGUUR
4.

n10 chlorophyll-a (biomass) related concentration (linFGR/mI] '

m | 750 toon
m <
m
H  300-400
= i 200-300
150-200
125-150
100-125
" Y
ma 40-50
= i 80-40
m i20-30
H 020
am ‘5

week nr
FIGUUR 3 totale LinFGR/mL (chlorofyl-a/m I) per lengtefractie

ni0 % size fractions of chlorophyll-a related concentration I »I000pm
1 750 1000
| 500-750
| 400-500
| 300-400
. : 200-300
150-200
125-150
ino 125
i 75-100
150-75
| 40-50
| 30-40
I 20-30
I 10-20
1510
I <5»*n

FIGUUR 4 % LinFGR/ml per lengtefractie
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De biovolumeconcentraties (van deeltjes met chlorofyl-a)/ml uitgesplitst In 16
groottefracties (lin FLS/m l.fractie) is weergegeven in FIGUUR 5 en de percentuele
bijdrage per fractie aan de totaalconcentratie biovolume/ml uitgesplitst in 16
groottefracties (% linFLS/ml.fractie/totaal-linFLS/mIl) in FIGUUR 6.

nio i related ration [linFLS/mI] 1 >1000 pm
AP 1 75a 1000
1 500-750
1 400-500
I 300-400
| 200-300
150-200
125-150
ino 175
» 75-100
1 5075
1 4050
13040
12030
11020
1510
I <5»an

24 25 %

week nr

FIGUUR 5 totale LinFLS/ml per lengtefractie Noordwijk 10

n10 % size fractions of bi related i == , mnpm
H 750 1000

100 H 300400
200300
150200
3 125-150
100125
um 75100
um 5075
80 um 4050
B 3040
H i 2030
H 1020
am <5pm

60
50
40
30

20

week nr

FIGUUR 6 % LinFLS/mI per lengtefractie Noordwijk 10
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De concentraties van deelties met chlorofyl-a EN fycobiliproteinen uitgesplitst in

16 groottefracties (n(FCROSFA>0)m l.fractie) is gepresenteerd in FIGUUR 7 en de
concentraties van deeltjes met chlorofyl-a EN fycocyaninen-chlorofyl-b in FIGUUR

1 >1000 pm
| 750 1000
| 500-750
| 400-500
I 300-400
| 200-300
150-200
125-150
ino 175
» 75-100
| 50-75
1 40-50
| 30-40
1 20-30
1 10-20
1510
| <5]*n

n10 Phytoplankton-phycoerithine particle concentration n/ml

2000 —

24 25 26

week nr

FIGUUR 7 absolute deeltjesconcentratie van deeltjes met FGR & FGO

n10 Phy phy y IchlorophyU-b particle ation n/ml ™M >1000 pm
xl0* m1 75a 1000
H  50a750
H i 400-500
H i 300-400
200-300
150-200
125-150
ioai75
H i 7aloo
=9 5a75
H1 4a50
= i 3040
HI 2030
1020
5-10
«5pm

24 25 20

week nr

FIGUUR 8 absolute deeltjesconcentratie van deelties met FGR & FRR
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3.1.3 Aantallen uit clusters van scatterplots

Alleen voor Noordwljk 10 Is het cluster bestaande uit sterk oranje
fluorescerende deeltjes (Fycoerlthrine-cluster) eruit gelicht (Figuur 9). Dit

blijken behalve Rhodomonas-deeltjes ook kleine ronde (ca 5 pm) deeltjes te

zijn. Dit Is ook voor het 'Phaeocystls-cluster' gedaan (Figuur 10). Het

'Phaeocystls-cluster' wordt duidelijk waargenomen ten tijde van bloei, maar

bulten deze periode Is door overlap met andere soorten de telling minder

betrouwbaar.
Fycoerithrine-cluster
Noordwijk 10 (2001)
4 500
400
3
P &
a 300
2
2] 200
o g
3 100
0
3 4 7 11 13 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26
Weeknummer
% -d/mL

o=

FIGUUR 9 Concentratleverloop van deeltjes met sterke oranje fluorescentie

Phaeo-cluster (Matlab)
Noordwijk 10 (2001)

45.0 20000
40.0 18000
35.0 16000
30.0 14000

12000
25.0

10000
20.0

8000
15.0 6000
10.0 4000
5.0 2000
0.0

3 4 7 1 13 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26
Weeknummer
% (15,10) -d/mL (15,10) -d/mL (micro)

FIGUUR 10 Concentratleverloop van deeltjes uit het Phaeocystls-cluster
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3.1.4 Imaging in flow en snelle microscopie

In onderstaande tabel zijn de resultaten van de digitale foto-opnames van de
imaging in flow gegeven naast de resultaten van de snelle microscopische
tellingen. De kleur geeft de aan of er overeenkomst is (groen) of deeltjes met
imaging in flow gemist zijn (rood) of deeltjes alleen met imaging in flow zijn
waargenomen (blauw). De plussen in de tabel geeft aan in welke mate deeltjes
gevonden zijn waarbij ‘+++' >10%, ‘“++ >5% en < 10%, '+' >2% en <5%.
De daarop volgende tabel toont de percentages van de gevonden soorten, die
digitaal gefotografeerd zijn in de vaste flowcytometrische selectie (Spyro,
mwtl2-selectie) vanaf een bepaalde grootte en pigmentinhoud.

Flowcytometrie fytoplanktonmonitoring 2001a
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NOORDWIJK 10 -2001

Algensoort
Actionoptychus senarius

Asterionella sp.

Brockmanniella brockmannii

Cerataulina sp.
Chaetoceros sp.
Cylindrotheca closterium
Coscinodiscus sp.
Craspedomonadaceae
Delphineis minutissima
Dinobryon sp.
Diplopsalis gr.,

Ditylum brightwellii
Eucampia zoodiacus
Guinardia flaccida
Gymnodinium sp.
Gyrodinium spirale
Leptocylindricus danicus
Meuniera membranacea
Mesodinium rubrum
Navicula sp.

Nitzschia sp.

Paralia marina

Pennate diatomee
Phaeocystis cel
Phaeocystis kolonie
Prorocentrum micans
Protomonadales sp.
Protoperidinium sp.
Pseudonitzschia sp.
Rhaphoneis amphiceros
Rhizosolenia delicatula
Rhizosolenia shrubsolei
Rhizosolenia stolterfothii
Rhodomonas
Scenedesmus sp.
Skeletonema costatum
Thalassionema sp.

Thalassiosira sp.

detritus
cel indet
celresten

onduidelijk
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Noordwijk 10

Week
-2001 no.
S
1 3 4 7 1 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26
1,6 0,9 0,4 3,6 1,2 1,4 0,5
2,5 7,2 16,6 43,0 71,8 71,5 40,6 54,2 0,4
0,9 1.8 56,6 28,8 35,0 18,5 4,0 15,2 39,3 21,7 22,6 5,9 0,5 13,4 7,3
4,3 1,1 0,4 0,4
0,7 0,4 4,1 2,4 0,5 0,5 0,5
lus 1,0 1,6 3,0 1,0
6,3 8,7 6,9 0,4 0,5
0,9
1,0 51 0,4 1,0
1,6
1,7 0,4 0,4 3.1
0,4 0,5 2,9 4,5 5,0 1,5
a 1,1 10,6 1,1 8,3 0,8 0,4 1,5 11,8 14,3 21,9 7.3
ei 3,6 18,7 2,5 1,1 0,8 2,6 3,1 3,2 1,5 1,0
thii 0,9 0,7 0,2 0,7 0,4 0,5 0,7 0,8 0,8 19,5 16,5 38,2 17,9 11,9
0,7 18,1
0,4 0,5
n 1,6 8,7
14,1 3,5 4,3
4,7 9,1 0,4 1,0
40,6 33,9 26,1 8,2 15,3 17,7 4,5 2,5 1,8 2,5 2,9 2,6 10,2 3,7 2,0 9,8
12,5 20,9 41,7 211 15,1 17,3 18,5 16,3 4,0 1,1 12,5 28,2 37,0 30,0 24,4 33,2
57 0,5 1,1 4,5 1,0 3,9 41 0,5
18,8 21,7 0,5 2,5 3,5 1,8 1,3 9,7 5,5 4,6 13,4 6,2
srd(j/n) j i i j i j j j j j i j j j n n
64 115 276 279 417 277 265 202 277 244 240 195 254 217 201 193
ie(c/ml) 484 635 138 151 278 531 381 401 1142 480
Flowcytometrie fytoplanktonmonitoring 2001a Noordwijk 10
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3.1.5 Vergelijking met referentietechnieken

Relaties tussen flowcytometrie linFGR/ml en chlorofyl-a met behulp van High
Performance Liquid Chromatography en tussen linFGR/ml of linFLS/ml en
Particulair Organisch Koolstof met Carlo Erba Gas Chromatografie zijn

weergegeven in onderstaande figuren.

Lin FGR/mL versus Chlorofyl-A

I.OE+09 -, y = 1.47E+08X + 4.69E+08

7.0E+09 - R2=0.56

6.0E+09 -
5.0E+09 -

4.0E+09 -

o<g o-FONm

3.0E+09 -

"o e

2.0E+09 -

1.0E+09 -

0.0E+O0
0 5 10 15 20 25 30 35 40

HPLC (Chlorofyl-A) (in ug/L)

FIGUUR 11 Vergelijking tussen LinFGR/mL en het gehalte aan Chlorofyl-A

Lin FGR/mL versus POC-gehalte

I.OE+09 -,
y = 3.14E+09X + 1.21E+08
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E  5.0E+09 -
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o
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0.0E+00
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POC-gehalte (in mg/L)

FIGUUR 12 Vergelijking tussen linFGR/mL en het POC-gehalte
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Lin FLS/mL versus POC-gehalte
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FIGUUR 13 Vergelijking tussen IINFLS/mL en het POC-gehalte_
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3.1.6 Nutrientenverloop

In onderstaande figuren zijn de nutriéntenconcentraties gegeven van de eerste
zes maanden van 2001.

Nutrienten
Noordwk 10

2
B
2
o o] ii o u-
aNO3NO2N e SULIl- NO2 N NH4 N PO4 P

FIGUUR 14 Nutriéntenconcentraties

Opgebst P,N en Org.C & de N/P -ratio
Noordwk 10

30

25
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FIGUUR 15 Opgelost P, Nen org. C
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3.2 Noordwijk 2

3.2.1 Algemene trends

De concentratie autotrofe deeltjes wordt op Noordwiik 2 in de eerste zes
maanden van 2007 voora/ gedomineerd door één enorme bIoe/prek /11 de eerste
week van mei, waarbly de concentratie ot 750000/m/ /s toegenomen. Dit /s
ongeveer een factor 70 hoger dan het gemyiddae/de /n de overige weken van fet
eerste halve jaar en een factor 5 hoger dan de hoogste bloejpiek op /okatie
Noordwipk 70. De fracties < 40 pm dragern voor het grootse dee/ biy aan de
lotaalconcentratie.

Het biomassacorncentiatiever/oop (chlorofy/-a of infFGR/mf) toont een
loename, die begint in de derde week van maart (ot e/nd maart naar een waarde
van ca Sx70° au/m/. Vervolgens neemt de bromassa rets (20%,) af in de tweede
week van april. In week 78 bereikt de bromassa de hoogste waarde (ca 77x70
au/my) veroorzaakt door vooral kleere deellies (< 50 pimn). Vanaf medio mer
t/m medio juni schomme/t de biomassa rond de 4x70° au/m/ en in de /laatste
week van juni neemt de biomassa af naar een vijfmaal lagere waarde.

et biovolume (/1 /inFl S/l verfoont eenzelfde beeld als het
lotaalconcentratiever/oop alleern is de invioed van middelgrote deelljes rets
groter.

De concentratie deeltjes met fycobiliproteinen (*ycoe/ithi1ine) begint in january
rond de 2000/m/ en neemt /angzaam af naar 7500/m/ medio maart /1 de eerste
week van mel s er een opvallende bloepiek (ca 6000/m/) van deeltjes in de
fracties 40-75 pm. Deze bloejpriek wordt niet waargenomen op lokatie Noordwik
70. Eind jun/ /s er, net als op Noordwitk 70, een bloejprek veroorzaakt door klerne
deelljes (< 5 pm), maar in concentratie /ets /ager namelisk 7500/ 1/,

De concentratie deeltjes met fycocyanine-chlorofyl-b verioont eenze/ide bee/d
als het totaalconcentratiever/oop autotrofe dee/ljes

De bloepiek van de lolaalconcentratie autotrofe deell/es /1 de eesste week
van mer in 2007 ontbreekt /n fiet jaar 2000. Daarenteger is de bloejpiek dre
optreedt e/nd juni 2000 atwezig in deze/lfde periode 11 2007, De
bromassatoename /11 2007 begint eerder(inaart) dan in 2000(mey). De hoogste
waarde /n bromassa /n de eerste zes maanden van 2000 (in mey) s ca 8x /ager darn
hoogste waarde /n 2007 (0ok /11 mey). De bloejprek van deelles met fycoerithrine
117 2007/n de tweede helft van juni wordt tevens /n 2000 waargenomer /i1
dezelfde periode maar is in 2000 ca 8x foger dan in 2007 (ca 65000/m/
tegenover 7500/1m/)

Imaging in flow: De meest dosminante soorten in het eerste half jaar zjn.
Cerataulina sp.(wk 75, 78 en 20), Chaetoceros sp.(wk. 4 t/m 26), Nitzschia
sp.(wk 3, 4 en 7) Phacocystisiwk 26), Pseudoniizschia sp.(wk 20), Rhrzosolenia
deficatufaiwk 75 en 24) Rhizosolernia shrubsoleriwk 75) Rb/zosolern/a
stolterfothiniwk 24) Rhodomonasiwk 26) en 7Thalassionema sp.(wk 4).
Chaetoceros sp. /s gedirende de eerste 6 maarndern conting aanwezig op
Noordwipk 2 met refatief hoge percentages en een maximum 1 week 22 van
79%.

Het percentage detritus is refatief hoog in het begin van het jaar maar neemt in de
loop van het eerste half jaar al

Flowcytometrie fytoplanktonmonitoring 2001a
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/7 vergelking met de snelle microscopische telling worden voor eéen aanta/
S00rten goede overeenkomsien gevondern en voor een aantal soorten worden
verschillen gevornden. Fen aantal wordt door limaging /n Flow waaigenomern e/
nret door snelle mircroscopre en vice verssa.

De correlatie {ussen /infGR/m/ én chiorofyl-a (HPLC) en particu/alr oganisch
koolstof (POC) is redeliik tot goed (¥ =0,78 en 0.79) e goed tussen /infLS/m/ en
POC (P=0,89), hoewe/ deze vooral door één hoge waarde bepaald wordt

Het nutriéntenverloop /s crg grilljg Vanal week 7 tot week 73 nemen alle
nutriénten sterk ar Van week 73 fot en met week 75 nemer vooral/ NOINO2N
en S04 toe en naar week 78 weer all weer toe naar week 20 én weer ar naar het
einde van week 26. /n refatie met de Howcylometrische gegevens neemt ot en
met week 73 het aandee/ grote deelljes loe. Opvallend in week 75 /s dat naast de
aanwezigherd van grotere deefljes een loename van kleine deelljes plaats vindt
Deze gaat gepaard met een toename van een aantal nutriénten (NVOINO2N,
NO3, 5504). /n de eerste drie maanden wordt een gestage toename van de N/P
ratio (opgelost) geconstateerd met een maximum in week 75 De N/P-ratio byt
vervolgens Loogim.u. v week 78) L/m week 22 waarna een daling volgt 11 week
24 en 26. Deze /aalste twee /age waarden gaan gepaard met een relatief groot
aandee/ van midde/grote deeltjes (200-300 i),

Flowcytometrie fytoplanktonmonitoring 2001a
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3.2.2 Flowcytometrische fytoplanktonconcentraties Noordwijk 2

Fytoplanktonconcentratie: De totaalconcentraties van deeltjes met chlorofyl-a
zijn uitgesplitst in 16 groottefracties (deeltjes/ml.fractie) in FIGUUR 16 en de
percentuele bijdrage per fractie aan de totaalconcentraties van deeltjes met
chlorofyl-a ultgesplitst In 16 groottefracties (% n.fracfle/ntdaa) In FIGUUR 17.

n2 Phytoplankton concentration n M *1000 pm
L] 75a tono

m soar7s0
m 4oasoo
H  300-400
= i 200-300
150-200
125-150
10ai75
75 100
=n Sars
M 4a50
m t 3040
= i 2030
B 1020
M 510
am <5pm

FIGUUR 16 Concentratie autotrofe deeltjes (met chlorofyl-a) per lengtefractle

I >1000 pm

n2 % size distribution of numbers of particles
1 750 1000

500750
| 400500
300-400
200300
150200
125-150
100125
75-100
5075
4050
3040
2030
1020
510
<5»an

FIGUUR 17 % aantal autotrofe deeltjes met chlorofyl-a per lengtefractle
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Noordwijk 2

De chlorofyl-a/ml concentraties (biomassa) of flowcytometrische linFGR/ml

variabele is uitgesplitst in 16 groottefracties (linFGR/ml.fractie) (FIGUUR 18) en

de percentuele bijdrage per fractie aan de totaaiconcentratie chlorofyl-a/ml

uitgesplitst in 16 groottefracties in FIGUUR 19.

n2 chlorophyta (bi ) related ation [linFGR/mI]

X\tf

| 75a 1000
1 000-750
| 400-500
| 300-400
1200-300
150-200
125-150
ino 175
I 75-100
1 5075
1 4050
3040
2030

o,

FIGUUR 18 totale UnFGR/mL (chlorofyl-a/m 1) per lengtefractie Noordwijk 2

n2 % size fractions of chlorophyta related concentration

17 ' <
FIGUUR 19 % LinFGR/mI per lengtefractie Noordwijk 2
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De biovolumeconcentraties (van deeltjes met chlorofyl-a)/ml uitgesplitst In 16
groottefractles (lin FLS/m l.fractie) is weergegeven in FIGUUR 20 en de percentuele
bijdrage per fractie aan de totaaiconcentratie biovolume/ml uitgesplitst in 16
groottefracties (% linFLS/ml.fractie/totaal-linFLS/ml) in FIGUUR 21.

n2  bi related ation [linFIS/ml] »me
m  7sa looo
ul
m
H  300-400
= | 200-300
15a200
125-150
ina i?5
mm 7aloo
=B 3040
=B 2030
'
S ')
am <5tn
FIGUUR 20 totale LinFLS/ml per lengtefractie Noordwijk 2
n2 % size fractions of biovolume related concentration 1 >1000 pm
| 750 1000
1 500 750
1 400500
1 300-400
: 200300
150200
125-150
100175
1 M . 41 1
. 1 5075
1 4050
1 3040
1 2030
1 1020
L, 5
i H & L L 16

30 -

20 -

FIGUUR 21 % LinFLS/ml per lengtefractie Noordwijk 2

30

Flowcytometrie fytoplanktonmomtoring 2001a Noordwijk 2



Noordwijk 2

De concentraties van deelties met chlorofyl-a EN fycobiliproteinen uitgesplitst in
16 groottefracties (n(FOROSFI>0Yml.fractie) is gepresenteerd in FIGUUR 22 en de
concentraties van deeltjes met chlorofyl-a EN fycocyaninen en chirofyl-b in
FIGUUR 23.

n2 Phytoplankton-phycoerithine particle concentration n/ml 1B >1000 pm
= w750 1000
= 1 500-750
B8 400-500
300-400
200-300
150-200
125-150
1Q8178
75-100
5075
40-50
30-40
20-30
10-20

B
B

DODD DD

week nr

FIGUUR 22 absolute deeltjesconcentratie van deeltjes met FGR & FGO

»1000 pm
75a 1000
i 500-750
400-500
300-400
200-300
150-200
125-150
100-125
75 100

i 5075
40-50
30-40
20-30
10-20

n2 Phy phy yani ophyll-b particle ion n/ml

DO DD ®

DD O.

B <~5t'n

week nr

FIGUUR 23 absolute deeltjesconcentratie van deelties met FGR & FRR
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3.23 Imaging in flow en snelle microscopie

In onderstaande tabel zijn de resultaten van de digitale foto-opnames van de
imaging in flow gegeven naast de resultaten van de snelle microscopische
tellingen. De kleur geeft de aan of er overeenkomst is (groen) of deeltjes met
imaging in flow gemist zijn (rood) of deeltjes alleen met imaging in flow zijn
waargenomen (blauw). De plussen in de tabel geeft aan in welke mate deeltjes
gevonden zijn waarbij ‘+++' >10%, ‘“++ >5% en < 10%, ‘'+' >2% en <5%.
De daarop volgende tabel toont de percentages van de gevonden soorten, die
digitaal gefotografeerd zijn in de vaste flowcytometrische selectie vanaf een
bepaalde grootte en pigmentinhoud.
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Algensoort
Actionoptychus senarius
Asterionella sp.
Brockmanniella brockmannii
Cerataulina sp.

Centr. diatomee
Chaetoceros sp.
Chrysochromulina
Cylindrotheca closterium
Cryptophyceae
Delphineis minutissima
Diplopsalis gr.
Distephanus speculum
Ditylum brightwellii
Eucampia zoodiacus
Eunotogramma dubium
Eutreptiella sp.
Guinardia flaccida
Gymnodinium sp.
Gyrodinium spirale
Leptocylindricus danicus
Nitzschia sp.

Oblea rotunda
Odontella aurita
Oxytoxum

Paralia marina

Pennate diatomee
Phaeocystis cel
Phaeocystis kolonie
Prasinophyceae
Plagiogrammopsis vanheurckii
Protomonadales sp.
Protoperidinium sp.
Pseudonitzschia sp.
Rhaphoneis amphiceros
Rhizosolenia delicatula
Rhizosolenia shrubsolei
Rhizosolenia stolterfothii
Rhodomonas
Scenedesmus sp.
Skeletonema costatum
Thalassionema sp.

Thalassiosira sp.
detritus

cel indet

onduidelijk

Flowcytometrie fytoplanktonmonitoring 2001a

Noordwijk 2

Week no.
3 4 7 1 15 18 20 22 24 26
MF MIC MF MIC MF MIC MF MIC MF MIC MF MIC MF MIC MF MIC MF MIC MF MIC
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Week
NOORDWK2 - 2001 no.

% lIF-foto's

Algensoort 3 4 7 1" 15 18 20 22 24 26
Asterionella sp. 2,0 2,3
Centr. diatomee 0,4
Cerataulina sp. 57 19,0 11,2
Chaetoceros sp. 2,8 7,9 71,6 52,9 27,0 55,9 78,8 5,4 18,6
Ditylum brightwellii 1,8 2,0 0,5 0,6
Eucampia zoodiacus 0,9 0,6
Leptocylindricus danicus 0,6 2,7
Nitzschia sp. 8,0 7,3 5,1 0,6
Paralia marina
Pennate diatomee 0,9 1,6 11 1,2
Phaeocystis cel 6,6
Phaeocystis kolonie 2.1
Pseudonitzschia sp. 2,3 9,9 1,0
Rhizosolenia delicatula 0,4 1,4 57 1,2 1,0 20,4 1,8
Rhizosolenia shrubsolei 2,4 9,3 1,7 2,3
Rhizosolenia stolterfothii 0,6 29,9 3,6
Rhodomonas 3,7 4,5 251
Skeletonema costatum 3,6
Thalassionema sp. 2,7 10,1 3,6
Thalassiosira sp. 0,7 4.6 3,2 0,6
Detritus 73,3 45,0 21,7 12,8 12,9 18,4 6,2 5,1 4,5 2,4
cel indet 14,0 22,9 50,6 9,5 11,4 25,3 10,6 11,1 27,6 23,4
onduidelijk 1,3 2,8 3,4 16,2
monster geconcentreerd(j/n) J J J n J J n n n n
totaal aantal foto's 150 109 253 211 140 174 161 99 221 167
concentratie 1F-selectie(c/ml) 1656 659 1643 2423 1201 719
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3.2.4 Vergelijking met referentietechnieken

De relatie tussen flowcytometrie linFGR/ml en chlorofyl-a met behulp van
HPLC en tussen linFGR/mI of linFLS/mI en particulair organisch koolstof (POC)

zijn onderzocht en gepresenteerd in onderstaande figuren.

Lin FGR/mL versus Chlorofyl-A

12B+10 | - 5 50E+08X + 5.67E+07

R2=10.78
1.0E+10

I.OE+09

-
o

6.0E+09

4.0E+09

"Olgo <@ &

2.0E+09

0.0E+O0
0 5 10 15 20 25 30 35 40

HPLC (CHLOROFYL-A) (in ug/L)

FIGUUR 24 Vergelijking tussen LinFGR/mL en het gehalte aan Chlorofyl-A

Lin FGR/mL versus POC-gehalte

1.4E+10 -y = 3E+09X + 6E+07

R2=0.793
g 12E+10-
£
0] 1.0E+10 -
LLI.
g j.OE+09 -
C

6.0E+09 -
0
05
o 4O0E+09 -
I-

2.0E+09 -

0.0E+00

0 15 2 2.5 3 3.5 4

POC-gehalte (in mg/L)

FIGUUR 25 Vergelijking tussen linFGR/mL en het POC-gehalte
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Lin FLS/mL versus POC-gehalte

y = 1.88E+09X - 8.74E+08
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FIGUUR 26 Vergelijking tussen IInFLS/mL en het POC-gehalte.
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3.2.5 Nutrientenverloop

In onderstaande figuren is het nutriéntenverloop en de N/P-ratio weergegeven
over de eerste zes maanden van 2001.

Datum

FIGUUR 27 Nutriéntenconcentraties

Opgebst P,N en Org.C &de N/P -ratio
Noordwk 2

N/P-iatb P (Pnf) N (N nf) oig .C (DOC)

FIGUUR 28 Opgelost P, N en org. C
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5.3 Terschelling 135

5.3.1 Algemene trends

Len algemene opmerking over Jerschelling 735 is de matige aanvoer vasn
monsters gedurernde de eerste helft van het jaar, waardoor over de maarndesn
febryary, maart en apri/ geen data beschikbaar /s

De totaalconcentratie autotrofe deeltjes /s /17 week 2 ca. 8000/m/. Van een
waarde kleiner dan 7000/m/ in week 78 neemt deze foe naar ca 8000/ m/ 17
week 22, /n week 26 /s de concentratie gedaald naar 3000/m/. De concentratie
wordt voornameliik bepaald door deelles klerner dan 20 ym.

De chlorofyl-a (linFGR//ml) concentratie /s /et hoogst medio mer (biyna
0.2x70° au/ml). Daarvoor en daarna Is deze een factor 2 tot 4 lager. Begin mer
en eind juni worden refatief meer (middel) grofere deelljes gevonder, die
bydragen aan de biomassa.

et biovolume (linFLS/ml) ver/oop vertoont vee/ overeenkormst met fet
deelljescoricentratie ver/oop.

De concentratie van autotrofe deeltjes met fycoerithrine /s /et Hoogst
begin januan (5000/mf) vooral veroorzaakt door kleine deelljes (<5 pim). /n de
periode begin mer ot en met juns s de concentratie faag (ca 500/m/l) op een
bloeprek na begin funis (2000/m/) veroorzaakt door deefljes <5 ym.

7en opzichie het vorige jaar (2000) /s de vergelyiking door het wegvallen
van monsters lastig De abso/ute concentiatie van auiotrofe deelljes in het begin
van het jaar /s in 2007 hoger (8000 lov 5000/mf), voor de overge periode niet
opvallend atwikend De biomassapiek van medio mer in 2007 /s /n exact
dezellde periode ook aanwezig /11 2000, maar is /n 2007 circa 7,5 maal hoger.
De aeeltjes met fycoerithrine zin in 2007 alleen bly aanvang van het jaar rets
alryker dan in 2000, maar fjjken over de gehele /inie niet veel van elkaar af te
wiken.

Imaging in flow: De meest dominanie soorten die zi/n waargenomen zin
Chaetoceros sp. (wk. 20, 22), Rhizosolenia delicatulaiwk 78) en Rhrzosolenia
Shrubsoleiiwk 26). De overeenkormsien met microscop/sche waarnemingen Zy
Lenng

Correlatieorderzoek en nutriénitenverioop /i relatie met 1y toplanktorn-
gegevens worden beperkt door Aet geringe aantal waarnemingen/analyses De
conclusies hieromirent dienen met enige reserves le wordern geévaluveerd Goede
correlaties worden gevondern tussen HnfGR/my/ en chlorofyl-a (HPLCO) en POC
(7=099 en .82,

De nutriénten NOSNO2N, 704 NO3 en PO4 dalen van week 2 naar week 78
sterk (Slechts 2 meelpunien). De nutriénten NH4 en NO2 zin constant refatief
/aag en vertonen weinig variatie. /n week 78 wordt de hoogste N/P ratio opgelost
gevornden.
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3.3.2 Flowcytometrische fytoplanktonconcentraties Terschelling 135

Fytoplanktonconcentratie: De totaalconcentraties van deeltjes met
chlorofyl-a zijn uitgesplitst in 16 groottefracties (deeltjes/ml.fractie) in FIGUUR
29 en de percentuele bijdrage per fractie aan de totaalconcentraties van deeltjes
met chlorofyl-a uitgesplitst in 16 groottefracties (% n.fractie/ntdaa) in FIGUUR
30.

>1000 pm
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1 400-500
300-400
ficoo : 200-300
150-200
125-150
ino 125
75-100
50-75
40-50

ts Phytoplankton concentration n/ml
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raoa

@
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S
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week nr

FIGUUR 29 Concentratie autotrofe deeltjes (met chlorofyl-a) per lengtefractie

>1000 pm

ts % size distribution of numbers of particles 750 1000
500-750
400-500
300-400
200-300
150-200
125-150
ino 125
75-100
50-75
40-50
30-40
20-30
10-20
5-10
«5jan

week nr

FIGUUR 30 % aantal autotrofe deeltjes met chlorofyl-a per lengtefractie
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De chlorofyl-a/ml concentraties (biomassa) of flowcytometrische linFGR/ml
variabele is uitgesplitst in 16 groottefracties (linFGR/ml.fractie) (FIGUUR 31) en
de percentuele bijdrage per fractie aan de totaaiconcentratie chlorofyl-a/ml
uitgesplitst in 16 groottefracties (% linFGR/ml.fractie/totaal-linFGR/mI) in

FIGUUR 32.

AB  inonpm
ts chlorophyll-a (bi ) related ion pinFGR/mI] = | 750-1000
*1(f = i 500-750
BB 400-500
= | 300-400
= | 200-300
150-200
125-150
ino 125
75 100

FIGUUR 31 totale UnFGR/mL (chlorofyl-a/m 1) per lengtefractie

AB  »1000 pm

BB 75n mnn

m

m A&

H  300-400

= i 200-300
150-200
125-150

ts % size fractions of chlorophyll-a related concentration

mi25
BB 75-100

FIGUUR 32 % LinFGR/mI per lengtefractie Terschelling 135
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De biovolumeconcentraties (van deeltjes met chlorofyl-a)/ml uitgesplitst in 16
groottefracties (linFLS/ml.fracties) is weergegeven in FIGUUR 33 en de
percentuele bijdrage per fractie aan de totaaiconcentratie biovolume/ml
uitgesplitst in 16 groottefracties (% linFLS/ml.fractie/totaal-linFLS/ml) in
FIGUUR 34.

AB  »1000 pm
BB 75a 1000
B | coa750
BB 400-500
H  300-400
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ts biovolume related concentration [linFLS/ml]
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FIGUUR 33 totale LinFLS/ml per lengtefractie Terschelling 135
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FIGUUR 34 % LinFLS/ml per lengtefractie Terschelling 135
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De concentraties van deelties met chlorofyl-a EN fycobiliproteinen uitgesplitst in
16 groottefracties (n(FOROBFA>0)ml.fractie) is gepresenteerd in FIGUUR 35 en de
concentraties van deeltjes met chlorofyl-a EN fycocyaninen en chlorofyl-b in
FIGUUR 36.

AB  »1000 pm
B 75a 1000
|

n 406D

B | 300-400
m 200-300
150-200
125.150
10ai25
BB 75-100
mi 5075
5000 BB 4a50
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 m
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1000
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FIGUUR 35 absolute deeltjesconcentratie van deeltjes met FGR & FGO
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FIGUUR 36 absolute deeltjesconcentratie van deeltjes met FGR & FRR
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3.3.3 Vergelijking met referentietechnieken

In onderstaande tabel zijn de resultaten van de digitale foto-opnames van de
imaging in flow gegeven naast de resultaten van de snelle microscopische tellingen.
De kleur geeft de aan of er overeenkomst is (groen) of deeltjes met imaging in flow
gemist zijn (rood) of deeltjes alleen met imaging in flow zijn waargenomen (blauw).
De plussen in de tabel geeft aan in welke mate deeltjes gevonden zijn waarbij '+++'
>10%, '++' >5% en < 10%, V >2% en <5%.

De daarop volgende tabel toont de percentages van de gevonden soorten, die
digitaal gefotografeerd zijn in de vaste flowcytometrische selectie vanaf een
bepaalde grootte en pigmentinhoud.

TSLG135 - 2001 W eek NoO.

2 18 20 22 26
Alaensoort MF MIC MF MIC MF MIC MF MIC IIF MIC
Actiniscus Dentasterias +
Alexandrium sd. +
Brockmanniella brockmannii +

Cerataulina sd.

Ceratium triDos A
P.hpptnnprn<i sn + +++ o+

Chrysochromulina sd. 4+ 4 ++ +
CoronosDhaera mediterranea +

CrasDedomonadaceae +

Cylindrotheca closterium ++

DelDhineis minutissima ++

Dictochva fibula +

DinoDhvsis accuminata t+
DinoDhvsis norveaica ++ +
DiDloDsalis ar. +

Entomoneis sd. ++

Fraailidium subalobosum +
Glenodium danicum ++

Guinardia flaccida + ++
Gymnodinium sd. ++ +

Gyrodinium calvDtoalvDhe +
Gyrodinium sd. +

LeDtocvlindricus danicus +
Nitzschia sd. +

Odontella reaia +

Paralia marina ++

Phaeocystis flaaellaat +
PlaaioarammoDsis vanheurckii +

Pleurosiama normanii +

PreDeridinium meunierii +

Prorocentrum balticum +
ProtoDeridinium sd. o+ ++ + ++
Pseudonitzschia sd.

RhaDhoneis amDhiceros ++

Rhizosolenia alata + *Ht
Rhizosolenia delicatula e s 4 +
Rhizosolenia shrubsolei o+
ScriDsiella sd. o+ o+
Thalassionema sd. +++

Thalassiosira sd. +++ +

detritus ErEs o . e e
cel indet ++ rE: i P I
onduideliik 44 e e d ht
celresten .
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TERSLG135 -2001

% lIF-foto's
Algensoort

Cerataulina sp.

Chaetoceros sp.

Dinophysis sp.

Nitzschia sp.

Pseudonitzschia sp.

Rhizosolenia delicatula

Rhizosolenia shrubsolei

Scripsiella sp.

detritus
cel indet
onduidelijk

celresten

monster geconcentreerd(j/n)

totaal aantal foto's

concentratie IIF-selectie(c/ml)

Terschelling 135

Week
no.
2 18 20
0,9
2,8 1,7 72,8
3,2
1,7
16,7 1,8

30,6 18,3 5,3
6,4 61,7 13,2

57,1 6,1
11,7
i j i
252 60 114
6 66
44

22

13,0
1,6

1,6
4,2

4,2

59,6
15,5

193

59

Terschelling 135

26

22,0
1.8

11,9

42,2
22,0

109
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3.3.4 Vergelijking met referentietechnieken

Voor de lokatie Terschelling 135 wordt goede correlatie tussen flowcytometrie
linFGR/mI en chlorofyl-a met behulp van HPLC gevonden, maar geen goede
correlatie tussen linFLS/ml en Particulair Organisch Koolstof (POC) (r2< 0.2).

Het aantal meetpunten is erg gering om een betrouwbare correlatie te bepalen.
Lin FGR/mL versus Chlorofyl-A

2.0E+08 \ - 5 74E+07X + 2.34E+07
1.8E+08 R2=0.99
1.6E+08

1.4E+08
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g O o<grFOfm
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2.0E+07
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HPLC (Chlorofyl-A) (in ug/L)
FIGUUR 37 Vergelijking tussen LinFGR/mL en het gehalte aan Chlorofyl-A

Lin FGR/mL versus POC-gehalte
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FIGUUR 38 Vergelijking tussen linFGR/mL en het POC-gehalte
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3.1.5 Nutrientenverloop

In onderstaande figuren zijn de nutriéntenconcentraties gegeven van de eerste

zes maanden van 2001.

Nutriénten
Terslg135
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FIGUUR 39 Nutriéntenconcentraties
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FIGUUR 40 Opgelost P, Nen org. C
Particulair P, N en Org. C
Terslg135
0.4 15
0.3
12
0.3
99
Q.
6 z
3
0.0 0
2 18 20 2 26
-P(PP) N (PN) org. C (POC)

FIGUUR 41 Particulair P, N en org. C
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3.4 Schaar van Ouden Doel

3.4.1 Algemene trends

De totaalconcentratie van auiotrofe deeltjes (et chloroty/-a) wordt
gedomineerd door grooties kleiner dan 20 ym. De concentralie gediurende de
eerste 6 maarnden toont wernig varatie met alleen een lichte bloes midden jun/
(week 24) waarbly de concentratie circa driemaa/ hoger /s dan in de eerste 5
maandern wordt waargernomern.

De biomassa of c//orofy/-a concentratie (/infGR/mf) blft nagenoeg
constant t/m midden mes (week 20) en neemt dan gestaag toe en wordt voora/
bepaald door deell/es /11 de grootiekiasses tussern de 75 en 750 pm. De chloroly/-a
concentratie emnd jun/ Is ongeveer 7,5 maal hoger dan 1n de eerste 4 maandern van
het jaar.

De concentratie van deeltjes met fycobiliproteinen /aat /i//st de foogste
concentratie zien gedurende de eerste twee maarnden van het jaar, daama /s de
concentratie ca een factor twee /ager en wordt deze vooral gedormineerd door
middelgrote deellies (<75 pm).

Dee/yes met fycocyanine/chlorofyl-b worden voora/ gevondern in de kleinste
groottekiasses (< 20 ym) en laten een geljike trend zien als het
fotaalconcentratiever/oop.

7en opzichite van vorig jaar (2000) is de tolaalconcentratie en de
chlorotylconcentratie (infGR/m/) en de grootiekiasseverdel/ing viywel geljik
maar is 11 2007 de bloes van frioplankion rets langzamer op gang gekomen. De
deelljescoricentratie van deellies met fycobrljproteinen verfoont /n 2007 meer
dynamiek dan 11 2000, maar zin gemidde/d aan elkaar gelljk.

Imaging in flow: Over /et ajgemeen valt op dat vee/ detritusdee/ljes
gevonden worden op deze /okatie met een extreesm /11 week 77, waarby 96 % van
de fofo's getritysv/okken waren. De detritysv/okken zin waamgenomen omdat ze
chlorofy/tlorescentie hebbern en op deze parameter getriggerd is Alleern /n de
/aatste weken 24 en 26 /s de detritysbydrage /ager (<73 %), Visvee! zijn de
monsters vaak sliiprisk. Opvallend aanwezig /n de monsters, /s de (Zoetwaler)soort
Scenedesmus sp.. £r /s een Coscinodiscus bloes 1n week 24, een Chaetoceros sp.
bloes in week 22 en week 26 e een centrische diatomee-bloer in week 76 en 78,
Len nret identificeerbare ketenachtige /s gevonden.

De relatie met nutriénten ‘oot cenr aanta/ interessante aspecten. £ /s een
daling van de NH4-concentratie van week 77 naar week 20. Op grond van
Howcytomeltrische gegevens /s geen opvallende verandering te zien van de
concentratie tytoplankiondee/lies of biomassa. De /angzaam dalende N/ P-ratio
van lotaal opgelost N en P Ikt een tegengeste/de trend te volgen met de de
langzaam stygende fyloplankionconcentratie en de stygende
blomassaconcentratie veroorzaakt door grotere deeltyes (>50 ym). De M/P ratio
prek van particuiair iV en P toont in week 78.een opvallende verfioogde
ratiowaarde en gaat gepaard met een opvallende verhioogde biomassaconcentratie
van zeer grote deeftjes (>500 (1),
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3.4.2 Flowcytometrische fytoplanktonconcentraties Schaar van ouden Doei

Fytoplanktonconcentratie: De totaalconcentraties van deeltjes met chlorofyl-a zijn
uitgesplitst in 16 groottefracties (deeltjes/ml.fractie) in FIGUUR 42 en de
percentuele bijdrage per fractie aan de totaalconcentraties van deeltjes met
chlorofyl-a uitgesplitst in 16 groottefracties (% n.fracfie/ntdaa) in FIGUUR 43.

sv Phytoplankton concentration n/ml 1
vtop 1 75a 1000

week nr

FIGUUR 42 Concentratie autotrofe deeltjes (met chlorofyl-a) per lengtefractie

= »1000 pm
= 75a 1000
[ 2750

sv % size distribution of numbers of particles

week nr

FIGUUR 43 % aantal autotrofe deeltjes met chlorofyl-a per lengtefractie
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De chlorofyl-a/ml concentraties (biomassa) of flowcytomethsche linFGR/mI
variabele is uitgesplitst in 16 groottefracties (linFGR/ml.fractie) (FIGUUR 44) en de
percentuele bijdrage per fractie aan de totaaiconcentratie chlorofyl-a/ml
uitgesplitst in 16 groottefracties (% linFGR/ml.fractie/totaal-linFGR/mI) in FIGUUR
45.

sv chlorophyll-a (bi related i inFGR/mI I »1000pm
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| 40-50
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I 20-30
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FIGUUR 44 totale UnFGR/mL (chlorofyl-a/m 1) per lengtefractie
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FIGUUR 45 % LinFGR/mI per lengtefractie Schaar van Oude Doei
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De biovolumeconcentraties (van deeltjes met chlorofyl-a)/ml uitgesplitst In 16
groottefractles (linFLS/ml.fractie) Is weergegeven In FIGUUR 46 en de percentuele
bijdrage per fractie aan de totaalconcentratle blovolume/ml uitgesplitst in 16
groottefracties (% linFLS/ml.fractie/totaal-linFLS/ml) in FIGUUR 47.

sv  biovolume related concentration pinFIS/ml) I >1000 pm
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1 200-300
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ino 175
I 75-100
1 5075
1 4050
1 3040
1 2030
1 1020
1510
I <5i*n

week nr

FIGUUR 46 totale UnFLS/ml per lengtefractie Schaar van Oude Doei
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FIGUUR 47 % UnFLS/ml per lengtefractie Schaar van Oude Doei

50

Flowcytometrie fytoplanktonmonitoring 2001a Schaar van ouden Doei



Schaar van ouden Doei

De concentraties van deelties met chlorofyl-a EN fycobiliproteinen uitgesplitst in
16 groottefracties (n(FOROBFO>0)ml.fractie) is gepresenteerd in FIGUUR 48 en de
absolute concentratie deeltjes met met chlorofyl-a EN fycocyanine en chlorofyl-b
uitgesplitst in FIGUUR 49.

sv Phytoplankton-phycoerithine partiele concentration n/ml ;;g?%gg‘

500-750
400-500

6000 300-400
200-300
150-200
125-150
100125
75-100

5000 5075
4050
3040
2030
1020
5-

4000 é)kn

3000

1000

FIGUUR 48 absolute deeltjesconcentratie van deeltjes met FGR & FGO
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FIGUUR 49 absolute deeltjesconcentratie van deeltjes met FGR & FRR
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3.4.3 Imaging in flow en snelle microscopie

In onderstaande tabel zijn de resultaten van de digitale foto-opnames van de
Imaging In flow. De tabel toont de percentages van de gevonden soorten, die
digitaal gefotografeerd zijn In de vaste flowcytometnsche selectie vanaf een

bepaalde grootte en plgmentinhoud.

SCHAARVOD - 2001 Week no.

% lIF-foto's

Algensoort 3 7 1" 16 18 20 22 24 26
Asterionella sp. 2,6 2.1 0,5 0,4 1,9
Baccilaria paradoxa 0,6
Cerataulina sp. 0,6 0,5
Centr. diatomee 18,0 8,2
Coscinodiscus sp. 0,6 1,3 1,3 4,2 13,0 1,5 31,6 12,1
Chaetoceros sp. 0,4 0,3 51 14,0 8,1 37,2
Ditylum brightwellii 0,3 0,3 0,4
Eucampia zoodiacus 0,3
Fragilaria sp. 0,6 0,4
keten 9,0 7.1 4,8 3,9 0,8 0,4 0,9
Nitzschia sp. 0,9
Paralia marina 1,2 1,8 1,3 0,9 1,6 1,0
Pediastrum sp. 0,4 1,2 0,8
Pseudonitzschia sp. 0,9 1,8
Rhizosolenia delicatula 0,6 0,3
Rhodomonas 1,8 0,3
Scenedesmus sp. 6 17,4 0,5 9,6 9,1 6,0 7,0 7,2 2,6
Skeletonema costatum 0,8 0,4 0,5
Thalassionema sp. 0,3 0,3 0,5 0,9
Detritus 56 281 961 27,6 41,2 271 36,2 129 13
cel indet 247 424 29 320 29,7 436 399 364 34,2
monster geconcentreerd(|/n) n i n i i i i i i
totaal aantal foto's 166 224 205 228 330 369 27 209 231
concentratie IIF-selectie(c/ml) 7 91 437 333 307

52

Flowcytometrie fytoplanktonmonitoring 2001a Schaar van ouden Doei



Schaar van ouden Doei

3.4.4 Vergelijking met referentietechnieken
De relatie tussen flowcytometne linFGR/mI en chlorofyl-a HPLC is

weergegeven in onderstaande figuur. Tussen linFGR/ml of linFLS/ml en POC is

net ais in 2000 geen correlatie gevonden (r2< 0.3).

Lin FGR/mL versus gehalte Chlorofyl-A

2.5E+09 -,
y =4.79E+07X + 4.44E+07
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(@]
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€ 1.0E+09 -
)

O 5.0E+08 -

0.0E+00
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HPLC (Chlorofyl-A) (in ug/L)

FIGUUR 50 Vergelijking tussen UnFGR/mL en het gehalte aan Chlorofyl-A

53

Flowcytometrie fytoplanktonmonitoring 2001a Schaar van ouden Doei



Flowcytometrie fytoplanktonmonitoring 2001a
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3.4.5 Nutriéntenverloop

In onderstaande figuren zijn de nutriéntenconcentraties weergegeven.

FIGUUR 51
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FIGUUR 52

FIGUUR 53

Opgelost P, N en org. C
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5.6 Vlissingen

5.5.1 Algemene trends

De concentratie autotrofe deelljes vc/ioont ecr gritlig verloop, zonder echite
bloepreken met waarden die schommelen tussen ca 8000 deeflljes/m/ midden
Juni en 35000 deelfes/m/ in de eerste week van mer. De concentratie wordt
gedomineerd door kleine deefljes (< 50 ym). Het dee/ljesconcentratiever/oop
WKL duidelfik af van het concentratiever/oop by Schaar van ouden Doe/.

De biomassa (c/i/orofy/-a/m/ of infGR/mY) kent een sterke stjjging (factor

70 toename (ot 4 5x70°/ml) in de eerste week var mer vooral veroorzaakt door
deeltjes groler dan 30 pim met een opvallende bijdrage van deelljes in de fractie >
750 pm. 1n de periode mes t/m juns schommelt de /inf GR-waarde rond de

2. 5x7C0°/m/ en neemt deze eind juni plotseling af naar ca G 3x70°/m./ Dit is het
gevolg van het wegvallen van deelljes in de fractie > 40 pm.

Het biovolumever/oop verfoont een geljjke trend als het totaa/
deelljescoricentratie-ver/oop.

De concentratie van deeltjes met fycoerithrine 7/./.ctueert tot en met medjo
maart rond de 5000/, vervo/gens /s (ot midden juni een concentratie varn ca
2000/m/ aanwezig en is er een duideliike bloer eind jun/ veroorzaakt door
voora/ kleine deeffjes (< 5 um) van 72000/m/. 7en opzichte van vorig jaar
(2000) va/t op dat de concentraties autotrofe dee/ljes in 2007 hoger zifn, maar
dat de witschieter vorig jaar in jun/ (bina 40000/mi) ru riet in dezellde
periode fheeft plaats gevondern, Wel wordt begin mes een bloejpiek (ca
F5000/m1) waargenomen en in 2000 begin apri/ (ca 20000/m1).

De biomassatoename /n 2000 vond 3 weken /aler plaals gediirende een
kortere periode(2 weken) vergeleken met 2007(5 weker). Berden werden voora/
bepaald door grotere deeltjes (> 750 ).

Voor dee/ties met fycoernthrine, Cryplophyceae /jkt de concentratietrend
van 2000 en 2007 hetzellde. /n het begrn van het jaar wat hogere concentraties
vervolgens 1ot begrn juni /agere concentraties met eind juni een sterke toename
van kleine deelljes tot een concentratie van ca 72000/m/ (berde jarer).

imaging in flow: V//ssingen /s een Jokatie met re/atief hoge concentraties
detritys vooral in weken 3, 7, 77 (begin van het jaar) en week 26  Fen langere
periode met fogere concentiaties Chaeloceros sp. deefljes wordt gevondern varsn
week 76 ot en met 22, Frzin tweemaal bloesen van RAzosolenia delicatula, Ook
werd een bloes van Rhrzosolenia shrubsolers waargenomen. /1 week 26 werd een
lichte toepame van Rhodomas cellen waargenomen. De calegorie celindet,
minder duidelik te definiéren cellen, neemt in percentage foe gedurende het
eerste halve jaar.

De relatie met nutriénten ‘oot cerr da/ing van ammonium én siticaat vanar
week 7 1ot week 76 voor ammonium en (ot week 20 voor sificaat /n dezeflde
periode volgt uit Howcytometrische analyses een toenarme van de chloroty/-a
concentratie of biomassa van met name middaelgrote deeljjes Vanal week 76 gaat
de foename van de N/P-ratio(opgelost) gepaard met een bromassatoename var
zeer grote deefljes Fen geljjke trend wordt gevondern voor opge/ost organ/sch
Kkoo/stof (DOC) en de lotaal concentratie fytoplankton-dee/ljes.
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3.5.2 Flowcytometrische fytoplanktonconcentraties Vlissingen

Fytoplanktonconcentratie: De totaalconcentraties van deeltjes met chlorofyl-a zijn
uitgesplitst in 16 groottefracties (deeltjes/ml.fractie) in FIGUUR 54 en de
percentuele bijdrage per fractie aan de totaalconcentraties van deeltjes met
chlorofyl-a uitgesplitst in 16 groottefracties (% n.fracfie/ntdaa) in FIGUUR 55.
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FIGUUR 54 Concentratie autotrofe deeltjes (met chlorofyl-a)
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FIGUUR 55 % aantal autotrofe deeltjes met chlorofyl-a
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De chlorofyl-a/ml concentraties (biomassa) of flowcytometrische linFGR/ml
variabele is uitgesplitst in 16 groottefracties (linFGR/ml.fractie) (FIGUUR 56) en
de percentuele bijdrage per fractie aan de totaalconcentratie chlorofyl-a/ml
uitgesplitst in 16 groottefracties (% linFGR/ml.fractie/totaal-linFGR/ml) in
FIGUUR 57.

FIGUUR 56 totale LinFGR/mL (chlorofyl-a/m I) per lengtefractie Vlissingen

FIGUUR 57 % LinFGR/ml per lengtefractie Vlissingen
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De biovolumeconcentraties (van deeltjes met chlorofyl-a)/ml uitgesplitst in 16
groottefracties (linFLS/ml.fractie) is weergegeven in FIGUUR 58 en de
percentuele bijdrage per fractie aan de totaalconcentratie biovolume/ml
uitgesplitst in 16 groottefracties (% linFLS/ml.fractie/totaal-linFLS/ml) in
FIGUUR 59.

FIGUUR 58 totale LinFLS/ml per lengtefractie Vlissingen

FIGUUR 59 % LinFLS/ml per lengtefractie Vlissingen

Flowcytometrie fytoplanktonmonitoring 2001a
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De concentraties van deeltjes met chlorofyl-a EN fycobiliproteinen uitgesplitst in
16 groottefracties (Ncr-0arco-o/M|-fractie) is gepresenteerd in FIGUUR 60 en
concentraties van deeltjes met chlorofyl-a EN fycocyaninen en chlorofyl-b in
FIGUUR 61.

FIGUUR 60 absolute deeltjesconcentratie van deeltjes met FGR & FGO

FIGUUR 61 absolute deeltjesconcentratie van deeltjes met FGR & FRR
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3.4.4 Imaging in flow en snelle microscopie

In onderstaande tabel zijn de resultaten van de digitale foto-opnames van de
imaging in flow verwerkt, waarbij de percentages van de gevonden soorten,
die digitaal gefotografeerd zijn met een vaste flowcytometrische selectie,

gegeven zijn.

VLISSGBISSVH - Week no.
2001

% lIF-foto's

Algensoort 3 7 11 16 18 20 22 24 26
Asterionella sp. 1,2 8,7 1,0 2,8
Cerataulina sp. 8,4 494 17,8
Chaetoceros sp. 2,3 6,4 43,0 28,7 57,6 484 1,7
Ditylum brightwellii 0,5
keten 3,9 11 0,5 2,0
cf Leptocylindricus danicus 0,5 2,6
Nitzschia sp. 0,5 2,8
Phaeocystis kolonie 0,6 0,4
Pseudonitzschia sp.
Rhizosolenia delicatula 20,7 0,5 40,8
Rhizosolenia shrubsolei 8,4 1,2 1,4 3,6
Rhizosolenia stolterfothii 0,6 31
Rhodomonas 1,5 0,6 2,0 6,1
Scenedesmus sp.
Schroederella schroederi 0,5
Thalassionema sp. 0,6 1,7 0,5
Thalassiosira sp. 1,94 0,6 2,3 0,4
Detritus 786 753 894 84 4,6 8,5 9,6 10,2 42,0
cel indet 16,5 14,0 3,2 10,1 12,6 131 29,7 34,7 475
monster geconcentreerd(j/n) n i n i i i n n n
totaal aantal foto's 206 178 94 179 87 236 219 196 181
concentratie IIF-selectie(c/ml) 852 518 1034 2692 975 288
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3.4.4 Vergelijking met referentietechnieken

De relatie tussen flowcytometrie linFGR/ml en chlorofyl-a HPLC is
weergegeven in onderstaande figuur. Zoals ook bij de andere lokatie op de
Westerschelde (Schaarvoddl) is er bij deze lokatie net ais in 2000 geen
correlatie aanwezig tussen het POC-gehalte en een flowcytometrische

parameter (r2<0.1).

Lin FGR/mL versus gehalte Chlorofyl-A
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FIGUUR 62 Vergelijking tussen de Lin FGR/mL en het gehalte aan
Chlorofyl-A.

61

Vlissingen



Vlissingen

3.4.5 Nutriéntenverloop

In onderstaande figuren zijn de nutriéntenconcentraties weergegeven

Datum

FIGUUR 63 Nutriéntconcentraties

Opgebst PN enOrg.C &deN/P -ratio
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FIGUUR 64 Opgeloste P, N en org. C

Particulair P, N en Org . C
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FIGUUR 65 Partlculalre P, N en org. C
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3.6 Zijpe
3.6.1 Algemene trends

De totaalconcentratie a./fotrofe deelljes heert een lichte bloer (ca
72000/m/) van kleine deeltjes (< Sum) in de tweede felft van maart gevolgd
door een griiiig verloop varn een verfioogde concentratieca 20000/m/). Find apri/
en Iinn mer zin er relatief wat grotere deelljes die significant bidragen aan de
lotaalconcentratse.

De chlorofyl-a concentratie of b/omassa neemt toe in de tweede week van
apri/ met een maxixum in de lfaalste week van apri/ (ca 2,5x70°/m/). Vervolgens
vertoont de biomassa een arname van ca 20-30% met een gritlg verloop ot en
met de eesste week van Juns. Hierma daalt de chlorofy/-a concentratie /n de derde
week van juni met 75 % ten opzichlte van de maximum concentraye.

Voor het biovolume (7/nf1 S/m1) is een vergeljykbare trend waarneembaar als
het totaalconcentratiever/oop, maar komt de biydrage van grotere deelljes
duwidelyker naar voren.

De concentiatie var deeltjes met fycoerithrine sc/iomme/t ot medio mer
rond een waarde van 7000/m/ en neemt de tweede helft van mer rets toe naar
2000/m), veroorzaakt door vooral/ wat grolere deelljes (40-75 ym). Vervolgens
vindt een snelle toename plaats van vooral kie/ne deelles (<20 ym) naar ca
75000/,

Het totaalconcentratie (autotroof) ver/oop /1 2000 wikt af van 2007, De
hogere concentratiewaardes 1 Aet eerste halve jaar /igeen /n berde jaren rond de
20000-30000/1m/.

De biomassatoename (chlorofy/-a/m/) start in 2007 een maand eerder dasn
117 2000 en duurt in 2007 ook rets langer. Het maximum van de chloroly/-a
concentratie /n het eerste halve jaar is voor berde faargangen nayweliks
afwipkend (globaal rond de 2. 5x7F au/ml). De absolute concentraties van deeftjes
met tycoerithrine in 2007 versch/t t o.v 2000, De (lichie) bloespiek dre in berde
Jjaren medio mes optrad /s /n 2007 een lactor 3,5 /ager dan in 2000, De bloejprek
emnd juni 1n 2007 is rets hoger (factor 7,5) dan dezelfde bloejpiek 1 2000,

Imaging in flow: Lt de /imaging /n How oprarmes worden diverse
bloeperiodes van soorten onderscherden. Ceratau/ina sp. neemt toe vanal week
75 met een refatieve hoge bidrage in week 79 (58 %,), Chaetoceros sp. /s
gevonden vanal week 77 met hoge bidragen in de weken 73 (76 %), 75 (59%,) en
1 week 20 Lm 25 (75 34 54%). Hoge percentages van Rh/zosolen/a del. en
R.shrub. zin gevonden in week 77 en week 23, Skeletonema costatum /s
aangetrotfen /n week 7, 77 en 73. De refatieve bjjdragen van detritus zin met
name hoog in weken 2, 7en 77.

De correlatie ./sser /infFGR/m/ (FCM) en chlorofv/-a (HPLCO s matig fot
reqeljik (°=0,62) wat vooral veroorzaakt wordt door twee uitbisters De correlatie
tussern POC en LinFGR/ml en linfLS/m/ is goed (°=0, 9 en 0.85), dit in
legenstelling ot de /okaties Schaar van Ouden Doe/l en Viissingen. Waarschiyn/yk
wordt een betere correlatie gevonden in helder water.

fen dee/ van de nutriénten (VH4, S704, PO4) neemt vanaf januars direct arf
en het overige dee/ vapal week 73 (WOINO2N,NO3). Opvaliend is de gelijke
trend tussen het opgelost koo/lstof (DOC) verloop en het lotaa/

63
Flowcytometrie fytoplanktonmonitoring 2001a Zijpe



Zijpe

Hiloplanktonconcentratiever/oop. Het maximum in de N/P ratio (opge/ost) in
week 77valt samern met een maximum /171 het bromassamaximum,
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3.6.2 Flowcytometrische fytoplanktonconcentraties Zijpe
Fytoplanktonconcentratie: De totaalconcentraties van deeltjes met chlorofyl-a
zijn uitgesplitst in 16 groottefracties (deeltjes/ml.fractie) in FIGUUR 66 en de

percentuele bijdrage per fractie aan de totaalconcentraties van deeltjes met
chlorofyl-a uitgesplitst in 16 groottefracties (% n.fractie/n,..) in FIGUUR 67.

FIGUUR 66 Concentratie autotrofe deeltjes (met chlorofyl-a) per lengtefractie

FIGUUR 67 % aantal autotrofe deeltjes met chlorofyl-a per lengtefractie
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De chlorofyl-a/ml concentraties (biomassa) of flowcytometrische linFGR/ml
variabele is uitgesplitst in 16 groottefracties (linFGR/ml.fractie) (FIGUUR 68) en de
percentuele bijdrage per fractie aan de totaalconcentratie chlorofyl-a/ml
uitgesplitst in 16 groottefracties (% linFGR/ml.fractie/totaal-linFGR/ml) in FIGUUR

69.

FIGUUR 68 totale LinFGR/mL (chlorofyl-a/m I) per lengtefractie Zijpe

FIGUUR 69 % LinFGR/ml per lengtefractie Zijpe
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Zijpe

De biovolumeconcentraties (van deeltjes met chlorofyl-a)/ml uitgesplitst in 16
groottefracties (linFLS/ml.fractie) is weergegeven in FIGUUR 70 en de
percentuele bijdrage per fractie aan de totaalconcentratie biovolume/ml
uitgesplitst in 16 groottefracties (% linFLS/ml.fractie/totaal-linFLS/ml) in
FIGUUR 71.

FIGUUR 70 totale LinFLS/ml per lengtefractie

FIGUUR 71 % LinFLS/ml per lengtefractie
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Zijpe

De concentraties van deeltjes met chlorofyl-a EN fycobiliproteinen uitgesplitst
in 16 groottefracties (Ngcr-0srco-oyMl-fractie) is gepresenteerd in FIGUUR 72 en
concentraties van deeltjes met chlorofyl-a EN fycocyaninen en chlorofyl-b in
FIGUUR 73.

FIGUUR 72 absolute deeltjesconcentratie van deeltjes met FGR & FGO

FIGUUR 73 absolute deeltjesconcentratie van deeltjes met FGR & FGR
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Flowcytometrie fytoplanktonmonitoring 2001a

3.6.3 Imaging in flow en snelle microscopie

Zijpe

In onderstaande tabel worden de resultaten van de digitale foto-opnames van

de Imaging In flow getoond. De percentages van de gevonden soorten, die

digitaal gefotografeerd zijn In de vaste flowcytometnsche selectie zijn

gegegeven.

ZIJPE -2001

% lIF-foto's

Algensoort 2 7
Asterionella sp.
Cerataulina sp.
Centr. diatomee
Ovale diatomee
Chaetoceros sp.
Ditylum brightwellii
Eucampia zoodiacus
Nitzschia sp. 3,8
Pseudonitzschia sp.
Rhizosolenia delicatula
Rhizosolenia shrubsolei
Rhizosolenia stolterfothii
Rhodomonas 24,4 17,2
Scenedesmus sp. 0,6
Schroederella schroederi
Scripsiella sp.
Skeletonema costatum 0,6

Thalassionema sp.

Thalassiosira sp. 0,6 0,6
Detritus 58,3 471
cel indet 16,7 26,8
onduidelijk 3,2
celresten

monster geconcentreerd(|/n) n n

totaal aantal foto's 156 157

concentratie IIF-selectie(c/ml)

Zijpe

1
0,4

13,7

7,3
7,3

4.4

0,4

10,0

1,2

1,2

18,5

27,0
7,3

248

69

13

0,9

2,7

76,1
0,9

0,9

1,8

3,5

0,9

1,8
10,6

113

Week no.
15 17 19
8,3 144 58,9
0,5
58,8 7,8 158
14 06 1.2
0,6
21
10,7 29,9 0.4
6,5 22,8 04
0,6
1,8
32 42 17
9,7 12,0 154
0,5
54 42
i i i
216 167 241
367 239

20

2,4

77,0
0,5

1,0
18,2
1,4

209

1162

23
1,0
2,4

34,9
9,6
2,4

7,2
12,4
0,5
1,0
0,5

1,44
4.8

19,6
2,4

209

705

25

1,2

54,0

0,6

3,4

4,6

9,2
26,4

174

121



Zijpe

3.6.4 Vergelijking met referentietechnieken

De relatie tussen flowcytometrie linFGR/mI en chlorofyl-a HPLC en de relatie

tussen linFGR/ml of linFLS/ml en POC.

Lin FGR/mL versus gehalte Chlorofyl-A

y = 8.95E+07X + 2.55E+08

3.0E+09 -,
R2=0. 62

2.5E+09 -
E
£
O  2.0E+09 -
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E
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C
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HPLC (Chlorofyl-A) (in ug/L)

FIGUUR 74 Vergelijking tussen LinFGR/mL en het gehalte aan Chlorofyl-A

Lin FGR/mL versus POC-gehalte

3.0E+09 -,
y = 3.81 E+09X - 5.36E+08
R2=0.90
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POC-gehalte (in mg/L)

FIGUUR 75 Vergelijking tussen linFGR/mL en het POC-gehalte
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Lin FLS/mL versus POC-gehalte

1.0E+09 -i
y = 1.33E+09X - 9.65E+07

R2=0.85
8.0E+08 m

6.0E+08 m
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POC-gehalte (in mg/L)

FIGUUR 76 Vergelijking tussen IInFLS/mL en het POC-gehalte.
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3.6.5 Nutriéntenverloop

In onderstaande figuren zijn de nutriéntenconcentraties weergegeven over de
eerste zes maanden van 2001.

Nutriénten
Zijpe
0.18
0 0.16 Q
z 0.14S
© 012
z A
0.104 -
cn
E 0.08! g
9 0.4 0.0652
0.04
02 0.02
0.0 0.00
2 7 " 13 15 17 19 20 23 25
-NO3NO02 N -siu NO3 N
-N02 N NH4 N PO4 P
FIGUUR 77 nutriéntenconcentraties
Opgelost P, Nen Org. C & de N/P-ratio
Zijpe
3.5 70
3.0
2.5 50
2.0 40
30
20
0.5
0.0
20 23 25
N/P-ratio P (P nf) N (N nf) org. C (DOC)
FIGUUR 78 Opgelost P, N en org. C balans
Particulair P, Nen Org. C
Zijpe
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-P (PP) -N (PN) org. C (POC)

FIGUUR 79 Particulair PpN en organisch C
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4. Discussie

De uitwerking van flowcytometrische resultaten opgesplitst in 17
groottefracties voor de totale concentratie autotrofe deeltjes, biomassa en
overige gegegevens laat zien dat een goede indruk gekregen kan worden over
de dynamica van het fytoplankton op diverse lokaties, maar ook tussen de
onderzochte jaren 2001 en 2000. Bloeien in aantallen of in biomassa
veroorzaakt door bepaalde groottefracties kunnen duidelijk worden
waargenomen. Een bloei van deeltjes met hoge aantallen gaat niet per definitie
gepaard met een opvallende biomassastijging. Vooral voor kleine deeltjes (<10
pm) blijkt dit het geval.

Een biomassawaarde geintegreerd in tijd levert mogelijk een tussen
jaargangen goed te vergelijken biomassagetal op. Getallen uitgedrukt in dit
totale tijdsgeintegreerde biomassa en totale concentratie autotrofe deeltjes
gemeten per jaargang zou dan inzicht kunnen geven in vragen over de
ontwikkelingen in het totale fytoplankton gedurende diverse jaargangen. Een
voorbeeld hiervan wordt in het grijze kader op de volgende bladzijde
toegelicht voor de lokatie Noordwijk 10. Randvoorwaarde voor lange termijn
vergelijkingen tussen jaargangen is dat (aantoonbaar) reproduceerbaar
gemeten moet kunnen worden. Bij flowcytometrie is een goede
reproduceerbaardheid van de analyse gegarandeerd, omdat gebruik gemaakt
wordt van referentiemateriaal en standaarden, zoals voor MWTL-analyses sinds
jaren wordt toegepast. De flowcytometrische techniek heeft aangetoond een
bruikbaar instrument te zijn voor het volgen en vergelijken van algemene
fytoplankton trends.

Met behulp van flowcytometrie is de voorjaars Phaeocystis-bloei op
Noordwijk 10 in 2001 waargenomen, die als duidelijk cluster onderscheiden
kon worden ten opzichte van de andere fytoplanktonsoorten. Deze Phaeocystis
bloei is niet geconstateerd op lokaties in 2000. Voor andere lokaties is dit in
deze verwerking niet bekeken.

Verschi/ (FCM en Microscopre) in aanialien

De concentratie autotrofe deeltjes gemeten met flowcytometrie bestaat uit
alle deeltjes met chlorofyl-a fluorescentie in het groottebereik van ca 0,5 tot
1000 pm, die als één deeltje of aanééngesloten combinatie van deeltjes (keten,
kolonie, wolk) de lasers passeren. Ketens, kolonies bestaande uit meerdere
losse fytoplanktoncellen worden als één (groter) deeltje geteld. Ten opzichte
van microscopie kunnen aantallen deeltjes van ketenvormige en
kolonievormende cellen om deze reden verschillen in aantal. Verder valt op dat
regelmatig detrituswolken met chlorofyl-a fluorescentie worden waargenomen,
veroorzaakt door insluitingen van fytoplanktoncellen. Vooral in de eerste
maanden van het jaar worden relatief hoge percentage detritus met chlorofyl-a
waargenomen. Microscopisch worden deze deeltjes bij tellingen genegeerd, bij
flowcytometrie worden ze wel meegeteld. Verder is bekend dat sommige
planktonsoorten door chemische fixatie ineen schrompelen en dus niet bij de
microscopische telling herkend of geteld worden. Daarnaast is de
microscopische telling van fytoplanktondeeltjes kleiner dan 5 pm nauwelijks
mogelijk. Deze punten kunnen aanleiding zijn voor verschillen die gevonden
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kunnen worden tussen flowcytometrie en microscopie.

FCM versusreferentletechn/eken

Voor de chlorofyl-a fluorescentie wordt de flowcytometrische linFGR/mI
parameter gebruikt, die gedurende een aantal jaren redelijke tot goede
correlaties heeft laten zien met de chlorofyl-a fluorescentiemetingen afkomstig
van de HPLC-techniek. Ondanks het verschil in het gehanteerde
monstervolume bij beide technieken (< 5 ml voor FCM, ca

Tijdsgei'ntegreerde biomassa of concentratie

Een vergelijking van de totale biomassa geintegreerd in tijd over de eerste zes
maanden van 2001 en 2000 maakt het mogelijk aan te geven hoe de hoeveelheden
fytoplankton onderling verhouden. Dit is dus niet hetzelfde ais de optelling van alle
biomassawaardes van de geanalyseerde monsters, want bij een verschil in
monsteraantallen is een vergelijking tussen jaren onderling niet meer mogelijk. In
onderstaand voorbeeld is dit gedaan voor de lokatie Noordwijk 10 en is de
verhouding van de oppervlakte onder de curven berekend. Hieruit blijkt een totale
biomassaratio (2001 t.o.v. 2000) van 3.1. Met andere woorden ‘in de eerste zes
maanden van 2001 wordt circa driemaal hogere biomassa gevonden ais in dezelfde
periode in 2000'. Opvallend is dat, op dezelfde manier blijkt dat de ratio van de
concentratie autotrofe deeltjes (2001 vs 2000) 0,6 is. In 2001 zijn er 40% minder
deeltjes aanwezig geweest dan in 2000 in dezelfde periode. Dit wordt hoofdzakelijk
veroorzaakt door de hoge bloeipiek eind juni in 2000 van zeer kleine deeltjes, die
nauwelijk bijdragen aan de totale biomassa.

Total biomass 2001 (bl) versus 2000 (gr) Noordwijk 10

(2001 vs 2000)(wk 1t/m 26)

%2458‘01214161820222426
week number

Total concentration autotrophic fytoplankton Noordwijk 10

2 (2001 vs 2000)(wk 1t/m 26)
6
4
2
(b 2 4 6 D 12 14 16 18 20 22 24 26
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1000 ml voor HPLC) en de mogelijke tijdsinvloed van de monsters onderling is
de correlatie tussen beide technieken over het algemeen opvallend goed. De
relatie tussen particulair organisch koolstof en de flowcytometrische linFGR/ml
of de linFLS/ml lijkt een verband te hebben met de helderheid van het water.
Naarmate er helderder water wordt geanalyseerd (dus minder slib en detritus)
wordt een betere correlatie gevonden. Dit is logisch omdat het aandeel
particulaire organische koolstof afkomstig van fytoplankton hoger wordt
naarmate er minder detritus en slib in het water zijn en dus een correlatie met
het particulaire organische koolstof beter wordt.

De biovolumeparameter linFLS/ml valt tegen, omdat deze te weinig
biovolume representeert. De linFLS/ml parameter correleert vooral met
aantallen en gevonden lengtes, maar minder met biovolume. Een alternatief
om het biovolume uit te drukken is eventueel de linPLS/ml parameter of een
omrekening uit de lengteparameter en de lichtverstrooiing van deeltjes.
Onderzoek hierna wordt gedaan.

De deeltjes met fycoerithrine tonen een algemeen terugkerend verloop. lets
hogere aantallen in het begin van het jaar en sterke toenames van kleine
deeltjes in juni. Deze kleine deeltjes behoren waarschijnlijk tot de
verzamelgroep Cryptophyta.

/imaging in fHow resu/fiaten

De deeltjes die met imaging in flow zijn gefotografeerd zijn deeltjes met
chlorofyl-a fluorescentie (FGR-triggering). Deeltjes zonder chlorofyl-a worden
dus niet gefotografeerd zoals heterotrofe fytoplanktonsoorten, die wel in de
tellijsten van de snelle microscopie voorkomen zoals de Froformonadales sp.,
Frotoperidinium sp. en Craspedomonadaceae. De filtratiestap over een 10 pm
gaas, die gebruikt wordt om grotere deeltjes te concentreren, heeft tot gevolg
dat kleinere deeltjes buiten de imaging in flow opnames vallen zoals
Phaeocystis en Rhodomonas cellen en andere cellen kleiner dan 10 pm. Hierbij
dient dus rekening gehouden te worden bij de vergelijking van imaging in flow
met microscopie.

Over het algemeen kan gesteld worden dat numeriek dominantere soorten (>
5-10%), die met imaging in flow zijn waargenomen, redelijke overeenkomsten
vertonen met de snelle microscopische waarnemingen, maar dat dit veel tijd
kost (circa 3 hr).

Chermische referentietectinieker

Voor alle lokaties is een relatie tussen nutrienten, chlorofyl-a, POC en de
flowcytometrische parameters onderzocht met behulp van principaal
componenten analyse. Vaker is geconstateerd dat N-gerelateerde nutriénten
tegengesteld variéren met de toename van middelgrote en kleine algen, en P-
gerelateerde nutriénten meer tegengesteld veranderen op middelgrote en grote
algen. Ook is echter geconstateerd dat een toename in N-nutriénten gepaard
ging met de toename van de kleinste algen. Verder wordt vaker gezien dat
opgelost organisch koolstof (DOC) toeneemt met een toename van
middelgrote en grotere algen en dat de N/P ratio toename gepaard gaat met
een toename van grotere algen. Het gebruik van de principaal componenten
techniek toonde desondanks geen duidelijke eenduidige trends voor alle zes
lokaties.
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Lerekening lengte van deelljes

De algemeen gebruikte indeling bij de verwerking van resultaten van
fytoplanktoncellen in 17 grootteklasses is gebaseerd op de lengte of breedte
van het signaal afkomstig van deeltjes in de langgerekte richting. Voor
bepaalde type deeltjes is deze lengtebepaling onnauwkeurig, omdat het
chlorofylfluorescentiesignaal breder of smaller is dan op grond van de
werkelijke cellengte verwacht zou worden. Smaller als bijvoorbeeld
chloroplasten geconcentreerd (geklonterd) voorkomen in een cel in plaats van
homogeen verdeeld (bijv. soms geconstateerd bij Prorocentrum micans); breder
indien cellen compact zijn, maar relatief veel homogeen verdeeld chloroplasten
bevat (bijv. Phaeocystis sp.). Onderzoek (bij ITL) naar alternatieve
omrekeningen naar lengte uit flowcytometrische signalen heeft inmiddels
aangetoond dat de lengtebepaling nauwkeuriger en meer in overeenstemming
met de microscopisch waargenomen lengtes mogelijk is. Eind 2001 wordt
bekeken welke omrekenmethode definitief gebruikt zal gaan worden.

Fficiéncy

De verwerking van MWTL monsters in de eerste zes maanden van 2001
heeft aangetoond dat een snelle flowcytometrische analyse en verwerking tot
de eindresultaten in combinatie met rapportage via grafieken op HTLM-sites
goed te realiseren is binnen een tijdsbestek van gemiddeld één uur per
monster. Bij grotere aanvoer van monsters wordt de verwerkingsduur korter
omdat de overhead (calibratiemetingen) per monster geringer wordt. De
benodigde tijdsduur voor het maken van 200-300 imaging in flow opnames en
verwerking viel qua benodigde tijd tegen, want dit kostte circa 3 uur per
monster. Handelingen als concentreren, het fotograferen en verwerking van
honderden foto's zijn arbeidsintensief. Imaging in flow wordt daarom niet
aangeraden als kwantitatieve teltechniek, maar is uitstekend bruikbaar
gebleken voor de identificatie van clusters.

Fyiloplankiton deellies en clusters /in scatternplots

Met behulp van scatterplots worden optische eigenschappen van
fytoplanktondeeltjes ten opzichte van elkaar uitgezet. Deeltjes met gelijke
optische eigenschappen clusteren in deze scatterplots en kunnen als zodanig
verder verwerkt worden. Door geringe pigment- en volume verschillen van
deeltjes bestaat een cluster zelden uit één enkele soort. Met behulp van pulse
shape analysis (zie later) wordt verwacht dat meer clusters van deeltjes
onderscheiden kunnen worden. De automatische clusterverwerking in MATLAB
met het zelf ontworpen clustervb (v2.01) commando toonde redelijke
overeenkomst tussen flowcytometrie en microscopie. Hieruit blijkt dat ondanks
geringe pigmentverschillen clusters toch (goed) herkend kunnen worden,
omdat gebruik gemaakt wordt van meer dan één scatterplot. De grootste
beperking echter zit in de validatie van deze door het MATLAB-Algoritme
herkende clusters. Achteraf is het namelijk lastig te controleren welke
gefotografeerde deeltjes tot welke clusters behoren. Validatie van clusters
achteraf wordt met de invoering van de pulse shape analysis electronica,
mogelijk gemaakt.
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/nnovatieve ontwikkelingen

De invoering van het pulse shape analysis principe, waarbij meer informatie
per deeltje gegenereerd wordt, zal leiden tot meer clusters van specifieke
soorten en een betere soortherkenning. Hierbij zal de rol van de imaging in
flow als extra validatie van de controle van de clusters per soort belangrijk(er)
worden. De pulse shape analysis gegevens zullen worden gekoppeld aan een
database en statistische verwerkingstechnieken, waarbij op soortniveau pulse
shape kenmerken worden opgeslagen en herkend. De verwachte oplevering
van de pulse shape analysis is eind 2001. (project TNMWMILLAB). De
volgende stap is daarna de toepassing ervan en de introductie van
dataverwerkings-programmatuur.

Een tweede ontwikkeling is het gebruik van labelling van specifieke (vaak
toxische) soorten fytoplankton. Met behulp van de gebruikte technieken
(antilichaam of RNA-probes) is in 2001 progressie geboekt voor de toepassing
van deze technieken binnen monitoring (project MONISNEL). Bij calamiteiten
van de onderzochte soorten kan snel flowcytometrisch hierop worden
ingesprongen.

De aanwezigheid van één unieke flowcytometer (EurOPA n.s.) is een zwakte
met betrekking tot voortgang van de analysegang bij uitval of defect raken van
dit apparaat. In 2001 is de upgrade van de OPA nieuwe stijl in een bijna
afgerond stadium beland en is er dus eind 2001 een tweede apparaat als
backup beschikbaar.

De herkenning van deeltjes staat en valt met een geringe verschuiving in de
optische eigenschappen van deeltjes. Het gebruik van absolute getalwaarden
voor de vastlegging van de optische eigenschappen van deze deeltjes zou in
principe beter uitgedrukt kunnen worden ten opzichte van een interne
standaard teneinde kleine verschillen tussen meetdata te corrigeren. Ook zou
gedacht kunnen worden aan het gebruik van dimensieloze getallen
bijvoorbeeld de ratio van twee pigmentfluorescentiewaarden. De verdere
verfijning van methoden voor de herkenning van soorten vergt nog onderzoek.
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5. Aanbevelingen

Flowcytometrie en de geautomatiseerde verwerking van flowcytometrische
resultaten (bijv. van concentraties autotrofe deeltjes en biomassa) door een
opdeling van deeltjeslengtes in groottefracties wordt aanbevolen, omdat hieruit
een goede indruk verkregen wordt over de dynamiek van fytoplankton. Deze
resultaten geven echter nauwelijks informatie over soorten fytoplankton.
Informatie over soorten kan snel verkregen worden met behulp van de
verkorte snelle microscopische analyse. Combinatie van deze informatie
afkomstig van beide technieken kan middels rapportage op internet/intranet
binnen 48 uur beschikbaar zijn.

Op grond van de innovatieve ontwikkelingen bij ITL wordt aanbevolen om de
uitbreiding van de optische kenmerken van fytoplanktonsoorten verkregen met
pulse shape analysis gekoppeld aan een database, waarbij met een bepaalde
‘matching’ soorten gevonden zouden kunnen worden, operationeel te maken
en te onderzoeken in 2002.

Een uitbreiding van het aantal monitoringslokaties (nu 6) wordt aanbevolen om
over meer lokaties te kunnen beschikken voor d euitvoering van de drietraps-
monitoring gekenmerkt door de snelle rapportage via een website en de
halfjaarlijkse evaluerende rapportage voor het kunnen volgen van de
fytoplanktontoestand in het water.

Het verdient aanbeveling te overwegen wat dient te gebeuren met de overige
Terschelling 135 data, die bemonsterd zijn op halve diepte en drie meter boven
de bodem. Deze zijn tot nu toe niet verwerkt of gerapporteerd.
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6. Conclusies

In dit rapport wordt, voorafgaand aan de presentatie van de
flowcytometrische fytoplanktonresultaten, per lokatie een korte samenvattende
beschrijving gegeven, waarin de algemene trends, die geconstateerd zijn
beschreven worden. De flowcytmetrische analyses en de standaard verwerking
van flowcytometrische resultaten (concentraties autotrofe deeltjes en biomassa)
door opdeling in groottefracties heeft aangetoond een goed monitorings-
instrument te zijn voor de vastlegging van de fytoplanktondynamiek in
watersystemen. De concentratie autotrofe fytoplankton deeltjes, de biomassa
hiervan en specifieke verzamelgroepen gebaseerd op verschil in
pigmentsamenstelling tonen overeenkomsten en verschillen tussen de eerste
zes maanden van de jaargangen 2000 en 2001.

Dankzij de reproduceerbaarheid van de flowcytometrische meettechniek is
een vergelijking tussen de jaargangen mogelijk. Aanbevolen wordt om
vergelijkingen tussen jaargangen ook tijdsgeintegreerd te doen.

Deze flowcytometrische resultaten geven echter nauwelijks informatie over
soorten fytoplankton. Informatie over soorten kan snel verkregen worden met
behulp van de verkorte snelle microscopische analyse. Combinatie van de
informatie afkomstig van beide technieken kan middels rapportage op
internet/intranet binnen 48 uur beschikbaar zijn.

Imaging in flow, het maken van digitale foto's van algen in ‘flow’, wordt
vanwege de geringe tijdswinst en verschillen ten opzichte van microscopie niet
aangeraden als kwantitatieve teltechniek, maar is uitstekend bruikbaar voor de
identificatie van clusters.

De verwerking van MWTL monsters in de eerste zes maanden van 2001
heeft aangetoond dat een snelle flowcytometrische analyse en verwerking tot
de eindresultaten in combinatie met rapportage via grafieken op HTLM-sites
goed te realiseren is binnen een tijdsbestek van gemiddeld één uur per
monster.

Verder onderzoek en verfijning van de techniek is nodig.
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