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Voorwoord

Binnen d e  labora to r ia  van  h e t  RIKZ v ind t  innovatie  en tech n o lo g isch e  o n tw ik 

keling p laats van  analyses en b e m o n s te r in g s m e th o d e n  o n d e r  h e t  dee lp ro jec t  

TNWMILLAB. Dit dee lp ro jec t  is een  o nd e rd ee l  van  h e t  P ro g ra m m a  Basisinfor

m atie  N a t te  In f ra s t ruc tuu r  d a t  d o o r  h e t  h o o fd k a n to o r  w o r d t  gefinancierd . Een 

o n d e rd ee l  v an  h e t  PBNI is h e t  p ro g r a m m a  ten  b a te  van  de  M o n i to r in g  W a t e r 

s ta a tk u n d ig e  l o e s t a n d  des  Lands (MWTL) van  d e  N eder lan dse  k u s tw a te ren  en 

h e t  g e he le  N ed er lan dse  deel van  de  N o ord zee  d a t  voorz ie t  in registra tie  van 

biotische en abiot ische  fac to ren ,  m e t  ais doei h e t  vo lgen  van  lange termijn 

t r e n d s  en  v e ra n d e r in g e n  in de  g e n o e m d e  w a te re n  v o o r  d e  v o o rb e re id in g  en 

eva lua tie  van  h e t  w ate rbe le id .  Een v an  d e  biotische fac to ren  die bepaa ld  

w o rd e n ,  b e s ta a t  uit fy top lank ton te l l ingen .

Een o n d e rd e e l  van  tech n o lo g isch e  v e rn ieu w in g  b innen  h e t  lab ora to r ium  in 

M id d e lb u rg  is d e  inzet van  f low cy tom etr ie ,  een  tech n iek  om  snel, ob jec t ief  en 

re p ro d u c e e rb a a r  a lgen  te  tellen in een  w a te rm o n s te r .  A lgente l lingen w o rd e n  

m o m e n te e l  u i tgevoerd  m e t  beh u lp  van  m icroscopie  en zijn t i jd rovend  en p e r 

soonsafhankeli jk .  Bekeken is in ho ev e rre  f low cy tom etr ie  ge ïn teg ree rd  kan 

w o rd e n  m e t  m icroscopie  m e t  ais doei de  a lgen te ll ingen  in d e  to e k o m s t  e f 

fic iënter te  k u n n en  uitvoeren . De resu lta ten  van  f low cy tom etr ische  analyses 

v an  m o n s te rs  uit h e t  P B N I-m o n i to r in gsp ro g ram m a van  h e t  jaa r  2 0 0 0  zijn 

g e ë v a lu e e rd  en verg e lek en  m e t  m icroscopische  resulta ten .

Dit r a p p o r t  is g e m a a k t  in o p d ra c h t  v an  d e  pro jectle ider (TNWMILLAB) dhr.

Evers en d e  projectle ider (B IO M O N ) dhr. Bot, be iden  van  h e t  Rijksinsti tuut v oo r  

Kust en Zee (RIKZ). H et  r a p p o r t  richt zich m e t  n a m e  op  een  lezerspubliek m e t  

een  aq ua t isch e -b io log isch e  ach te rg ro n d .
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Samenvatting

De fy to p la n k to n m o n i to r in g  in de  N eder land se  k u s tw a te re n  w o r d t  sinds ja ren  in 

h e t  k a de r  van  h e t  R ijkswaterstaa t M W T L -p ro g ra m m a  u itg evo erd  m e t  behu lp  

v an  microscopie. H iernaas t  w o r d t  f low cy tom etr ie  de  laa ts te  ja ren  tev en s  in g e 

z e t  o p  e en  b e p e rk te r  aan ta l  locaties. De daadw erke li jke  in tegra t ie  m e t  d e  ti jd ro

v e n d e  microscopische  analyse  en  een  gedeelte li jke v e rv an g in g  d aa rv an ,  is n o g  

n ie t gerealiseerd . De v e rb e te rd e  f low cy tom etr ische  a p p a ra tu u r  (kw ali te i tsbor

ging, ro b u u s t  sys teem , in s ta a t  zijn digitale fo to 's  te  m a k e n ,  v e rg a a n d e  a u t o 

m atisering) bij d e  labora to r ia  van  h e t  RIKZ en de  n ieuw e  an a lyses tra teg ie  

(g roo tte f rac t ies ,  visuele in form atievoorz ien ing , snelle ra p p o r tag e ) ,  h e b b e n  

geleid t o t  n ieuw e  informatie .  O p  g ro n d  van  d e  in dit v e rs lag  b e h a n d e ld e  

b ev ind ingen ,  kan d e  discussie g ev o e rd  w o rd e n  w elke  rol f low cy tom etr ie  in 

fy to p la n k to n m o n i to r in g  zal b e tek e n en .

De bev in d ing en  o p  de  m e e s t  f r e q u e n t  b e m o n s te rd e  locatie  Noordwijk 10 zijn 

g eëv a lu ee rd .  Van d e  overige  vijf locaties zijn de  resu lta ten  in de  vo rm  van  v isu

ele p resen ta t ie s  in h e t  b ij lagenverslag  w e e rg e g e v e n .

Uit d e  g e s ta p e ld e  s ta a fd ia g ra m m e n  van  Noordwijk  10  blijkt d a t  de  b ijdragen 

aan  d e  to taa lc o n c e n t ra t ie  fy top la n k to n d e e lt je s  b e p a a ld e  t r e n d s  laat zien. O v e r  

h e t  g e he le  ja a r  d o m in e ren  de  deelt jes  kleiner d an  5 pm in aan ta l ,  m a a r  is hun  

bijdrage in d e  ch lorofyl-a  co n c en tra t ie  klein. In h e t  voorjaar,  ais ook  m id den -  

eind juli en  begin  au g u s tu s  zijn duidelijke bloeien  (aan ta llen  deeltjes) w a a r 

n e e m b a a r  v an  g ro te re  g roo ttek lasses .  H et  b iom assave r loo p  verschilt v an  h e t  

to taa l(aan ta l )co n cen tra t iev e r lo o p .  Begin mei en m idden  juni, m id den  juli en 

begin  au g u s tu s  w o rd e n  de  h o o g s te  b iom assa 's  g e v o n d e n ,  terwijl d e  to t a a lc o n 

cen tra t ie  alleen m idd en  juli opvallend  h o o g  is. V erde r  valt o p  d a t  een  g ro o t  deel 

v an  d e  deelt jes kleiner d an  5 pm te v e n s  fy co e r i th r in e -p ig m e n t  b ev a tten .

Uit d e  vergelijking van  f low cy to m etr isch e  resu lta ten  m e t  re fe ren tie techn iek en  

w aarbij chlorofyl-a , z w e v e n d  s to f  en  particulair organ isch  kools tof van  dezelfde  

locaties b ep aa ld  zijn, blijkt m e t  n a m e  v o o r  ch lorofyl-a  (voor alle locaties) en 

PO C (voor 4  locaties) e e n  redelijke t o t  g o e d e  correlatie m e t  d e  f lo w c y to m e 

trische LinFGR/ml pa ram e te r .  V o o r z w e v e n d  s to f  w e rd  nauwelijks correlatie 

g e v o n d e n  m e t  een  f low cy to m etr isch e  p a ram e te r .

De vergelijking m e t  m icroscopische  resu lta ten  leverden  g o e d e  o v e re e n k o m s te n  

tu s sen  beide  tec h n iek en  v o o r  d e  g e v o n d e n  to ta a l - fy to p lan k to n co n c en t ra t ie s ,  

indien bij f low cy to m etr ie  d e  g ro e p  deelt jes  kleiner dan  5 pm w erd  w e g g e la te n .  

Hierin blijkt een  essentiee l verschil tu ssen  beide  tech n ieken .  F low cytom etr ie  

m e e t  dankzij de  h o g e  gevoe lighe id  ook  p icop lank ton  (1 -5  pm ) d a t  veela l g e 

mist w o r d t  bij microscopie. Uit de  m icroscopische  w a a rn e m in g e n  blijkt d a t  de 

so o r ten  die m ee r  d an  2 %  b ijdragen aa n  d e  to taa lc o n c e n t ra t ie  gem idd e ld  9 2 %  

v an  d e  to ta a lc o n c e n t ra t ie  verklaren. H et aan ta l  so o r ten  d a t  h iervoor n o d ig  is 

ligt gem idd e ld  o p  7 ,5  (±2 ,5)  pe r  m o n s te r  g e b a se e rd  op  de  u i tgebre ide  m icros

copische  ana lyse resu l ta ten  van  Noordwijk 10 ov e r  h e t  ee rs te  half ja a r  2 0 0 0 .  Uit 

d e  f low cy tom etr ische  c lus teranalyse  w o rd e n  in deze lfde  periode  g em idd e ld  8 ,4  

(±1 ,9)  clusters van  deelt jes g e v o n d e n .

Een vergelijking tussen  soo r ten  g e v o n d e n  m e t  m icroscopie  en im ag in g  in flow
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flo w cy to m etr ie  is v o o r  h e t  jaa r  2 0 0 0  een  leerproces geb lek en .  In h e t  begin 

w e rd e n  te  kleine en niet d e te rm in e e rb a re  deelt jes tevee l g e fo to g ra fe e rd ,  w a a r 

d o o r  d e  g ro te re  deeltjes, die juist m e t  m icroscopie  bepaa ld  w e rd e n ,  statistisch 

g em is t  w e rd e n .  H et instellen van  d e  digitale c a m e ra  vere is te  te v e n s  en ige  e rv a 

ring die aan  h e t  eind v an  h e t  ja a r  2 0 0 0  g o e d e  fo to 's  g in g  op leveren .  De o o g s t  

duidelijke fo to 's  van  g ro te re  deelt jes w a s  d a a rd o o r  relatief laag. C o n c en tre re n  

o f  frac t io ne r ing  van  g ro te re  deelt jes  (m.b.v. e en  p la n k to n n e t  van  10  pm ) is 

noodzakelijk  geb leken .  De duidelijke fo to 's  van  g ro te re  deelt jes w a re n  go ed  

vergel i jkbaar m e t  de  microscopisch w a a r g e n o m e n  soor ten .  V a n a f  januari  2001 

w o rd e n  g o e d e  en g ro te  aan ta llen  digitale fo to 's  per m o n s te r  g e n o m e n ,  dankzij 

d e  in 2 0 0 0  o p g e b o u w d e  ervaring.

Uit d e  relatie tu s sen  verschillende variabelen  (nu tr iën ten ,  chlorofyl,  koolstof 

etc.) en f low cy to m etr isch e  variabelen  blijken m e t  b ehu lp  van  principaal c o m p o 

n e n te n  analyse  drie g roo t tek lasses  te  c lusteren. Kleinere fy to p lan k to nd ee lt je s  

< 4 0  pm , m idd e lg ro te  tu s sen  4 0  en 15 0  pm en d e  g ro te re  fy to p lank ton dee l t je s  

> 15 0  pm. De m id de lg ro te  deelt jes to n e n  de  g ro o ts te  te g e n g e s te ld e  relatie m e t  

N -verb ind ingen ,  d e  g ro te re  deelt jes  v e r to n e n  de  g ro o ts te  te g e n g e s te ld e  relatie 

m e t  P -verb ind ingen .  Feofytine t o o n t  deze lfde  m a te  variantie  m e t  de  g ro ep  g r o 

te re  deeltjes , chlorofyl lijkt m e e r  te  corre leren  richting de  g ro e p  m idde lg ro te  

deeltjes. De particulaire fracties (PO C, PN, PP) to n e n  deze lfde  variatie ais de 

g ro e p  m idd e lg ro te  deeltjes.

De aan ta llen  deelt jes o p  g ron d  w a a rv a n  m e t  be ide  tech n iek en  tellingen g e b a 

seerd  zijn verschilt van  circa 2 0 0  v o o r  m icroscopie  t o t  1 0 0 0 0 - 1 5 0 0 0  v o o r  f lo w 

cy tom etr ie .  H et aan ta l  digitale fo to 's  zal vergelijkbaar zijn m e t  microscopie.

C o n c lu d e re n d  a c h te n  de  a u te u rs  van  dit ve rs lag  een  in tegra t ie  van  f lo w c y to m e 

trie en im ag ing  in f low  m e t  de  microscopie  w aa rd ev o l  en  mogelijk. A a n g e to o n d  

is d a t  de  f low cy tom etr isch e  v e rk reg en  informatie ,  die ge leverd  w o r d t  b e t r o u w 

b aa r  en ob jectief  is. H e t  v oordee l  van  h e t  tellen in levende  m o n s te rs  en he t  

m ak en  v an  digitale o p n a m e s  hierin is d a t  g e e n  celverlies o p t r e e d t  d o o r  c o n se r 

v e r in g  en fixatie d o o r  h e t  uit e lkaar sp a t te n  van  cellen zoals pe r  definitie zal 

p laa tsv inden  bij elke t o t  n o g  to e  b e k e n d e  f ix a t iem e tho de .  H et nadee l van  le

v e n d e  m o n s te rs  is d e  snelheid  w a a rb in n e n  een  m o n s te r  g ea n a ly see rd  m o e t  zijn 

om  d e  rep resen ta t iv i te i t  van  h e t  m o n s te r  te  w a a rb o rg e n .  Uit de  bev ind ingen  

blijkt d a t  de  flow cy tom etr isch  ve rk reg en  inform atie  g o e d  o v e re e n k o m t  m e t  

a n d e re  (b ek en d e re )  analy t ische  te ch n ieken .  Bij een  s ta n d a a rd  f lo w cy to m e tr i 

sche  analyse  w o rd t  m e e r  inform atie  ve rk re g e n  ov e r  kleine deeltjes, die m icros

copisch nie t  of nauwelijks z ich tb aa r  zijn. D aa rn aa s t  o n d e rsch e id t  f low cy tom etr ie  

zich van  m icroscopie  d o o r d a t  snel een  relatie g e le g d  kan w o rd e n  tussen  a a n ta l 

len, b iom assa ,  g roo t te f rac t ie s  en soor ten .  De soo r ten sam en s te l l in g  u i tg ed ru k t  

ais b io m assa  pe r  v o lu m e  (chlorofyl-a) is bij m icroscopische  tellingen lastig. 

G edeta i l lee rde  in form atie  ov e r  so o r te n  of de  identificatie v an  so o r ten  w o rd t  

v e rk reg en  o p  g ro n d  digitale o p n a m e s  van  deelt jes ( im ag ing  in flow). A an de 

fo to - o p n a m e s  kan kw an ti ta t ieve  inform atie  o n t le en d  w o rd e n  o ve r  de  o n d e r 

linge v e rh o u d in g e n  w aarin  soo r ten  v o o rk o m e n  in e en  m ons te r .

De kosten  van  de  f low cy tom etr ische  analyse  liggen zeker  n ie t h o g e r  d a n  van  

een  m icroscopische  telling. Tellingen bij f low cy tom etr ie  zijn e c h te r  op  ro b u u s 

te re  statistiek g eb a se e rd .  Een nadee l  van  f low cy to m etr ie  is d e  a p p a ra a ta fh a n -
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kelijkheid, o m d a t  de  a p p a ra tu u r  com m erc iee l  n ie t leverbaar  is. Een v e rb e te r in g  

v an  d e  s o o r th e rk e n n in g  alleen o p  g ro n d  van  f low cy to m etr isch e  op tische  d a ta  

(dus g e en  fo to 's )  w o rd t  v e rw a c h t  in 2001  d o o r  de  in troduct ie  van  een  n ieuw e 

vorm  van  signaalanalyse , die to e p a s b a a r  w o r d t  g e m a a k t  in h e t  k ade r  van  de 

u p g ra d e  van  de  optical p lank ton  analyser.
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1 Inleiding

1.1 Een overzicht
In dit  rap p o r t  w o r d t  de  vergelijking ten  b a te  van  fy to p la n k to n m o n i to r in g  tussen  

f lo w cy to m etr ie  en microscopie  u i tgew erk t.  Dit is drie, vier en zes jaa r  g e led e n  al 

e e rd e r  u i tg evo erd ,  b esch reven  en  besp ro k e n ,  m a a r  d o o rd a t  d e  f low cy tom etr ie -  

a p p a ra tu u r  bij h e t  lab ora to r ium  van  h e t  RIKZ m o m e n te e l  significant ve rb e te rd  

is, liggen n ieuw e  m ogel ijkheden  in h e t  verschiet. Zo is er d e  a fg e lo p e n  jaren  e x 

t r a  in sp an n in g  a an  d e  v o o r td u re n d e  k w alite i tsborg ing  b e s teed  om  re p r o d u c e e r 

b aa r  m e te n  te  g a ra n d e re n ,  is de  d a ta v e rw e rk in g  g e a u to m a t i s e e rd  en v e rb e te rd  

en w o r d t  actief gebru ik  g e m a a k t  van  de  op tie  o m  fo to 's  ti jdens analyse  te  

m ak en  ( im ag ing  in flow) te r  identificatie van  fy to p lan k to n  deeltjes.

V olledigheidshalve  w o r d t  h e t  doei van  de  fy to p la n k to n m o n i to r in g  beschreven .  

Dit is tw eeled ig :

A. De invloed van  h e t  menselijk h an d e le n  o p  h e t  ecosy s tee m  o p  de  lange  

termijn kwalita tief (soor tensam ens te l l ing )  dan  wel k w an tita t ie f  

(b iom assa , so o r ten co n c en t ra t ie s )  v as t  te  stellen.

B. H et verkrijgen van  informatie  o ve r  d e  in de  N eder land se  w a te re n  

v o o rk o m e n d e  giftige a lg en so o r te n  of so o r ten  die  p lagen  of bloeien 

v e ro o rzaken ,  zoals de  'sch u im v o rm er '  P haeocystis sp.

Uit d e  v o o rg a a n d e  s tukken  en discussies ('R o t fiow cytom etrie in  fytopiankton- 
m onitoring', R/K Z//T-97.838) ov e r  dit o n d e rw e rp  is a a n g e g e v e n  d a t  b e h o e f te  

is a an  ‘bruikbare inform atie, w eike van b eia n g is voor ecoiogischestudies, 
zoa is de fytopiankton grootteverdeiing, biodiversiteit, eetbaarheid en toxische 
aigenprobiem atiek. Van b iod iversiteit w erd g ezegd  d a t d it op verschiiiende 
m anieren gedefin ieerd  kan worden nam eii/k op soortniveau (zoais m e t m icros
copie bepaaid wordt), m aar ook op grootte o f biovoium e, ofpigm entgroepen. ' 
Uit d iezelfde discussie bleek d a t  er 'behoefte was aan een sneiiere vorm van 
rapportage van fytopianktongegevens'.
M e n  w a s  h e t  e ro v e r  e en s  d a t  destijds de  s terke  p u n te n  v an  f low cy tom etr ie  

w aren :

A /logeii/kheid to t grootteverdeiing van fytopiankton gekoppeid  aan 
fiuorescentiegegevens (bi/v. chiorofyi).
D e grote aantaken die g eteidkunnen  worden.
Toxische soorten d ie m et bi/v. RNA -probes sneigem eten  kunnen  
worden.
N anopiankton en picopiankton anaiyse.

V erder  w e rd  g eco n c lu d e e rd  d a t  ‘deprobiem atiek van h e t teiien  van zeidzam e 
soorten en de hiervoor benodigde grote voium ina zou  aangepakt m oeten  
worden m e t concentrering o f fractionering, d a t fiow cytom etrie een goede 
bi/drage in  com binatie m e t m oiecuiaire (RNA-probe) technieken kan ieveren  
binnen de toxische aigen m onitoring, d a t er geen trendbreuk w ordt veroor
za a kt (zo w ei n ie t m icroscopisch a is fiow cytom etrisch) aivorens de resuitaten  
van de bioiogische evaiuatie u itgew erkt waren en da t (inter)nationaie ver- 

piichtingen over eutrofiërende param eters nagekom en b ii/ven  worden '.
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Uit s teekp roe fsg ew ijze  vergelijkingen van  een  vorige  eva lua tie  tu s se n  f lo w c y to 

m etrie  (Optical P lankton A n a ly se r /O P A ) en  m icroscopie  ('E valuatiem onito- 
ringsdata '9 0 '-'9 6  ',P /K Z//T97.81 ' J V  bleek al d a t  op  de  locaties Noordwijk 2, 

N oordw ijkIO  en Terschelling 135  ‘redeti/ke corre/atiesgevonden w erden tussen  
deelt/esconcentraties bepaald m e t m icroscopie en flow cytom etrie'. Echter de  

o v e re e n k o m s te n  w a re n  m e t  n a m e  t e r u g  te  v o e ren  'op de korte periodes van 
b  lo e t van de overeenkom stige soorten, w e/ke door be¡de technieken waarge
nom en werden, a fgew isse/d doorperiode m e t lage concentraties'.
Een n ieu w  g e g e v e n  w a s  d a t  op  g ro n d  van  d e  m icroscopische  tellijsten

'h et aantal soorten d a t voor een groo t d ee l (95  % ) de to ta /e Fytopiank- 
tonconcentratie bepaa/de voorde drie genoem de locaties m ax/m aai 13 en 
gem idde/d5  à 6 soorten bedroeg'. B ovendien b leek da t een redeii/k d eel 
van deze soorten (circa 50% ) g eteid /vastgesteidkon  worden m et flo w 
cytom etrie.
D aarnaast b leek ie ts  soortgeii/ks voor de biom assa nam eii/k 'h et aantal 
soorten da t voor een groo t d ee l (95  % ) de to ta le biom assaconcentratie 
bepaalde, w as m axim aal 2 4  en gem iddeld  9  soorten. '

Echter h e t  aan ta l  so o r ten  per m o n s te r  d a t  geïden tif iceerd  w o rd t  m e t  behu lp  

v an  m icroscopie  is veel g ro te r  dan  f low cy tom etr ie ,  o m d a t  m e t  f low cy tom etr ie  

m e t  n a m e  alleen de  num er iek  d o m in a n te n  w o rd e n  o nd e rsc h e id en  in kleinere 

v o lu m in a  w a a rd o o r  g ro te re  deelt jes (m e t  veel relatieve b iom assa)  statistisch 

g em is t  w e rd en .

V erde r  viel op  d a t

'h et to ta a l aantal tellingen p e r  so o rt en analyse b i/ m icroscopie o ver h e t 
algem een veel geringer is  dan b i/ flow cytom etrie', hoew el  m e t  f lo w cy to 

m etrie  veelal in veel kleinere v o lu m in a  g ean a ly see rd  is.

N o g  e e rd e r  zijn O P A -re su l ta te n  van  de  locatie Noordwijk 10 (N W 1 0 )  uit 1 9 9 0  

en 1991 u i tg ew erk t  en  b esch rev en  in een  r a p p o r t  (v. Z e i// e t a i, 1993) en  p u 

blicatie {H ofstraat e t a i, 1994). O o k  hierin zijn vergelijkingen g e m a a k t  tu ssen  

lichtm icroscopische en f lo w cy to m etr ische  resu lta ten  v o o r  d e  variabelen , die 

m en  to e n  duidelijk kon o n d e rsch e id en  namelijk de  to ta le  con cen tra t ie  f y to 

p ian k to n ,  R h o d o m o n a s  o f  C ry p to p h y c e a e  en Phaeocyst is  sp. (alleen '91).

V erde r  w e rd e n  vergelijkingen g e m a a k t  tu s sen  d e  lineaire rode  f luorescen tie  van 

d e  g ro e n e  laser ( f low cytom etr ie)  en de  chlorofyl-a  co n cen tra t ie  (HPLC/High 

P e rfo rm an ce  Liquid C h ro m a to g ra p h y )  en de  in-situ f luorescen tie  (Turner)(alleen 

'91).  De conclusies lu idden dat:

F io  w cytom etrie bruikbaar is  a is kw a n tita tie f m eetinstrum ent o ver lang
ere periodes b i/ gebruik van standaard chiorofylbolien voor instrum en
te le  caiibratie.
Totaaiteliingen van natuurii/ke fytopianktonm onsters m e t behulp van 
flow cytom etrie m ogeii/k is  door onderscheid op h e t niveau van de 
be1angri/k(st)e taxa ofsoortgroepen en ze lfs  van som m ige soorten.
D e kracht van flow cytom etrie vooral z it in  h e t verrichten van grote 
aantallen tellingen.
D e vergeii/king tussen flow cytom etrie en iichtm icroscopie (m icro
scopie) voorde dom inante soorten (bi/v. P haeocystis sp .) een goede 
correlatie tussen flow cytom etrie en fiuorescentiem icroscopie leverde,

Evaluat ie van f l owcytome t r i e  f y top l a nk t onm on i t o r i n g  2 0 0 0 2



Rijksinsti tuut voo r  Kust en Zee/RIKZ

waarbi/ de m icroscoopm onsters g/utaara/dehyde g efixeerd  waren.
Een onderschatting voor fluorescentiem icroscopie waargenom en w erd  
voor k /e i n e oran/'e en rood  fluorescerendpicopiankton ten  opzichte 
van flow cytom etrie.
Voor ievende m onsters er m e t behuip van m icroscopie een onderschat
tin g  geconstateerd w erd van flageiiaten ten  opzichte van flow cytom e
trie.
O m dat flow cytom etrie de ceichiorofyifluorescentie p e r d eeit/e m eet, 
goede correiatie aanw ezig w as tussen in  situ  fluorescentie en chiorofyi- 
a resuitaten.
F iow cytom etrie beiangri/k bi/draagt aan de fytopianktonm onitoring a is 
interm ediair tussen m icroscopie en buikanaiyses (zoais chiorofyij.

V erd er  zijn ra p p o r ta g e s  v e rsc h e n e n  m e t  d e  u itw erk ing  f low cy to m etr isch e  moni- 

to r ing sresu l ta ten  uit 19 92  en 1993  (Vriezekolk 1 9 94 ,  Vriezekolk 1995).  Van 

199 2  zijn l ichtmicroscopische en f low cy to m etr isch e  ana ly se resu l ta ten  v e rg e le 

ken v o o r  d e  to ta le  en afzonderli jke (voor soo r ten )  co n cen tra t ie s  fy top ian k ton  

en tu ssen  d e  f lo w cy to m etr ische  lineaire verschillende f luo rescen t ieco ncen tra t ie s  

(FGO (excitatie g ro en -em iss ie  oranje),  FGR (g ro en - ro o d )  en FRR ( r o o d - ro o d ) /  

f low cy tom etr ie )  en  d e  ch lorofyl-a  co n cen tra t ie  (HPLC). O o k  w e rd  in éé n  van  

d eze  ra p p o r te n  n ad ruk  g e leg d  o p  d e  fo u te n a n a ly s e  ( s p re id in g e n  n a u w k e u r ig 

heid).

De conclusies van  d eze  ra p p o r ten  luiden dat:

• F ytopianktonconcentraties sn e i en nauw keurig bepaaidkonden worden.
• H et aan ta i  te  onderscheiden groepen m ax i  maa i  6  is, som s m eer m aar 

voor iden tifica tie zi/'n toegevoegde technieken nodig.
O m rekening van flow cytom etrie-fluorescentie param eters m ogeii/k is  
naar fluorescentie p e r Uter, hetgeen een redeii/ke correiatie h e e ft m e t 
HPL C chiorofyi-a p e r Uter.
Lineaire Time o fF iig h t waarden (reia tie  m e t de iengte van d eeit/esj vee i  
spreiding tonen en in  absoiute zin  n ie t g o ed  in  overeenstem m ing waren 
m et de theoretische waarde.

• D e aanbeveiinggedaan w erd om  ten  ti/d e van aigenbioeihoogfrequen
ter te  bem onsteren (naar éénm aaiper w eek van aprii t/m  septem ber) 
om  een g o ed  b ee id  te  kri/gen van h e t opkom en en afsterven van aigen- 
bioeien.

1.2 Wat Nu?
Na zoveel evalua ties  en conclusies is eigenlijk e en  v o ld o e n d e  beeld  b ek en d  over 

d e  t o e g e v o e g d e  w a a rd e ,  m a a r  ook  d e  te k o r tk o m in g e n  v an  f lo w cy to m etr ie  vo o r  

fy to p lan k to n m o n i to r in g .  Toch blijkt d a t  de  im p lem en ta t ie  v an  f low cy tom etr ie  in 

m o n i to r in g  o n v o ld o e n d e  succesvol is g e w e e s t ,  o m d a t  im m ers een  e c h t  in te g ra 

le a a n p a k  van  b e ide  tec h n iek en  b innen  m o n i to r in g  niet w o r d t  t o e g e p a s t  en 

d a a rm e e  de  b e o o g d e  doels telling  van  f low cy tom etr ie  n ie t g e haa ld  is. 

F low cytom etr ie  w a s  juist oo it  geïn itieerd  om  d e  t i jd rovende  m icroscopische 

analyses gedeelteli jk  te  v e rv an g en .

Is d a a rm e e  d e  conclusie ge rech tv aa rd ig d  om  de  inzet van  f low cy tom etr ie  vo o r  

d e  fy to p la n k to n m o n i to r in g  in h e t  vervo lg  te  s c h ra p p e n ?  H et a n tw o o rd  is 'n e e '
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en wel om  re d e n e n  die g e n o e m d  zullen w o rd e n  in dit verslag.

Buiten de  n aa r  o n ze  m e n in g  n o g  te r e c h t  te  v o e ren  discussie o f  de  b e o o g d e  

doels te l lingen v an  d e  fy to p la n k to n m o n i to r in g  g e n o e m d  o p  d e  vorige  p ag in a  

m e t  de  t rad it ionele  m icroscopische  analyses v o ld o e n d e  k u n n e n  w o rd e n  b e a n t 

w o o rd  en bu iten  de  n aa r  o n ze  m e n in g  te r e c h te  v ra a g  of de  m icroscopische 

analyse  wel d e  m e e s t  eff ic iënte  m e th o d e  is en resu lta ten  op lever t ,  is de  (g e 

deeltelijke) v e rv an g in g  van  de  m icroscopische  m e th o d e  d o o r  de  f lo w c y to m e 

trische m e th o d e  vooral t e r u g  te  v o e ren  op  één  te k o r tk o m in g  van  f lo w c y to m e 

trie namelijk h e t  in s ta a t  zijn om  vele soo r ten  te  identif iceren. Zelfs ais d a t  wel 

lukt is h e t  n o g  d e  v ra a g  o f  de  o v e rg a n g  n aa r  e en  a n d e re  tech n iek  g e m a a k t  zal 

w o rd e n ,  o m d a t  e r  e en  mogelijke t r e n d b re u k  in een  d a ta s e t  kan o p tr e d e n .  M e t  

a n d e re  w o o rd e n ,  h e t  zijn niet alleen de  pres ta ties  van  een  ana lyse techn iek  die 

volledig  d e  d o o rs lag  g e v en ,  m a a r  ook  d e  politiek en durf  o m  een  b e s ta a n d e  

techn iek  af te  b o u w e n  ten  g u n s te  van  een  n ieuw e  techniek .

Ten opz ich te  van  alle v o o rg a a n d e  evalua ties  is d e  f low cy to m etr isch e  techn iek  

zoals w o r d t  t o e g e p a s t  bij ITLM-RIKZ v e rb e te rd ,  namelijk d o o r  een  un ieke  c o m 

binatie  van  h e t  h e t  fo to g ra fe ren  van  deelt jes ti jdens de  f low cy tom etr ische  a n a 

lyse ( im ag ing  in flow) z o d a t  d e ze  geïden tif iceerd  k u n n e n  w o rd e n .  Dit h o u d t  in 

d a t  er dus gede ta i l lee rde re  inform atie  geleverd  w o rd t ,  d an  bij e e rd e re  e v a lu a 

ties.

W a t  b e te k e n t  dit  in de  discussie o ve r  de  rol v an  f lo w cy to m etr ie  in fy to p lan k 

to n m o n i to r in g  ?

In dit rap p o r t  w o r d t  zoveel mogelijk op  g ro n d  van  ge ta l sm a t ig e  fe i ten  u i tsp ra 

ken g e d a a n  o ve r  de  pres ta ties  van  f low cy tom etr ie  ge leve rd  o p  m o n s te rs  uit de  

periode  van  januari t / m  d e c e m b e r  2 0 0 0 .  D a a rn a a s t  w o r d t  u i tg e w erk t  w a t  de 

f low cy tom etr isch e  tech n iek  aan  e x tra  in form atie  o p lev e r t  ten  o pz ich te  van  a n 

d e re  tech n iek en  in h e t  w erkveld  van  fy to p iank to n  g e re la te e rd e  g e g e v e n s ,  zoals 

chlorofyl-a, PO C, b iovo lum e, n u tr iën ten  en p rod uk t ie  en w o rd e n  h ie rm ee  v e r 

gelijkingen g e m a a k t .  De pres ta ties  v an  d e  im ag ing  in flow w o rd e n  verge leken  

m e t  de  m icroscopische  resu lta ten .  De resu lta ten  van  Noordwijk  10 in 2 0 0 0  

w o rd e n  in vier o n d e rd e le n  n a d e r  verw erkt:

A. g lobale  t r en d  2 0 0 0  m e t  g e g e v e n s /g ra f i e k e n  d.w .z. C o n cen tra t ie s  to taa l ,  

co n cen tra t ie s  n aa r  g ro o t te frac ties ,  b iom assa  (chlorofyl-a) to taa l ,  b iom assa  

n aa r  g roo t te f rac t ie ,  b iovo lum e to taa l ,  naa r  g roo tte frac tie ;

B. vergelijking m e t  a n d e re  tec h n iek en  (chlorofyl-a, z w e v e n d  stof, particulair  

organ isch  koolstof);

C. vergelijking m e t  m icroscopie  (snelle tellijst) en  fo to 's  van  im ag in g  in flow 

m odule .
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1.3 Vraagstelling van d it rapport
Dit r a p p o r t  b e o o g t  uiteindelijk d e  v o lg e n d e  v rag en  te  b e a n tw o o rd e n :

1. In h o ev erre  is h e t  mogelijk d e  f low cy to m etr isch e  analyse  te  in teg reren  m e t  

d e  m icroscopische  analyse?

2. W elk e  be teke n is  h e b b e n  de  ex tra  variabelen , die m e t  f low cy tom etr ie  b e 

paald  w o rd e n  in relatie m e t  r e fe re n t iew aa rd en  (bijvoorbeeld f lo w cy to m e-  

trisch v o lu m e  versus particulair o rgan isch  kools tof)?

3. W elke  kwaliteit h e b b e n  de  'f low cy tom etr ische  g e ta l le n ’?

4. W a t  zijn d e  kosten  van  f low cy tom etr ische  analyses?
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2. Materialen en Methoden

2.1 Beschrijving gehanteerde materialen en methoden
M o n s te rn a m e  w o r d t  g e d a a n  pe r  schip m e t  een  ringleiding 3 m e te r  o n d e r  h e t  

w a te ro p p e rv lak  vo lgens  RWS s ta n d a a rd  GSV B003). M o n s te rs  v an  circa 1 liter 

w o rd e n  n a  M o n s te rn a m e  ong ef ix ee rd  (levend, z o n d e r  to e v o e g in g e n )  gekoeld  

bij 4  °C en in h e t  d o n k e r  aan g e lev e rd  in 1 liter PE plastic flessen en bij a a n k o m s t  

o p  h e t  labora to r ium  in h e t  d o n k e r  bij 4  °C o p g e s la g e n  (w a a rm e e  d e  invloed van 

biologische activiteit en fo to a d a p ta t ie  gem in im aliseerd  w o rd t) .  Binnen 3 0  uur 

v ind t  in principe f low cy tom etr ische  analyse  plaats. V o or  su b sa m p lin g  w o r d t  h e t  

m o n s te r  g e h o m o g e n ise e rd  d o o r  licht zw e n k e n  van  de  fles. H et  sub sam p lev o lu -  

m e  d a t  v o o r  d e  f low cy to m etr isch e  analyse  g eb ru ik t  w o rd t  is circa 5 - 1 0  ml.

Ter calibratie van  de  f lo w cy to m e te r  opste ll ing  w o rd e n  per a n a ly s e d a g  s t a n 

daa rd a n a ly se s  u itgev oerd  m e t  referen tiebo llen  (7,9  pm FCSC chlorofylbollen 

(Flow C y to m e try  S tandard iza t ion  C orp o ra t io n ,  USA) en 1,8  pm fluoresbrite  

PCRed-bollen  (Polysciences Inc., USA).

Drie d rup pe ls  chlorofylbollen (FCSC) w o rd e n  to e g e v o e g d  aan  5 ml calibratie- 

o p lo s s in g v a n  f luoresbrite  PC red bollen. Bij een  sam ple  ra te  van  5 0  pl/min  

w o r d t  bij s tandaard ins te l l ingen  van  d e  a p p a ra tu u r  ge tr ig ge rd  op  FGR (rode 

fluo rescen tie  v an  d e  g ro e n e  laser). Ter con tro le  van  de  EurOPA n.s. f lo w c y to 

m e te r  w o rd e n  verv o lgen s  de  ru w e  w a a rd e n  in Spyro so f tw a re  (Pyxilla so f tw are )  

v an  alle op tische  kanalen  u i tgelezen  en op  (S h ew art )kaa r ten  gereg is tree rd  ais 

ook  de  co n cen tra t ie  deeltjes. Bij e en  te  g ro te  afwijk ing in één  van  d e  op tische  

kana len ,  waarbij ais referen tie  de  g em id d e ld en  ±  s ta n d a a rd  devia t ie  (2x) geld t ,  

w o r d t  de  a p p a ra tu u r  n o g m aa ls  g eco n tro lee rd .  De laserin tensite iten  v an  de  

A rgon  (C oh eren t ,  Innova  90 , USA) en H eN e-lasers  (C oh eren t ,  USA) w o rd e n  

elke a n a ly s e d a g  geco n tro lee rd  en  b ijg eh o u d en  op  (Shew art )kaa r ten .

Per analyse  w o rd e n  minimaal 5 0 0 0 ,  m a a r  m ees ta l  1 5 0 0 0  deelt jes  o p g es lag en  

bij FGR tr ig ge r ing  (alleen f lu o re sce ren d e  deeltjes). De c o n cen t ra t ieb ep a l in g  

w o r d t  u itgev oerd  in triplo. Bij PLS-triggering (zowel f lu o resce rend e  ais niet- 

f luo re sce ren d e  deeltjes) w o rd e n  5 0 0 0  deelt jes  o p g es lag en  pe r  m ons te r .

Per deelt je  w o rd e n  g e m e te n :  FGR (rode  fluo rescen tie  a a n g e s la g e n  d o o r  g ro e n e  

laser) corre lerend  m e t  chlorofyl-a, FGO (oranje  f luorescen tie  a a n g e s la g e n  d o o r  

g ro e n e  laser) corre le rend  m e t  de  ho evee lhe id  fycobiliprote inen, PLS (l ichtver

s troo iing  in z ijwaartse  r ichting aan g es t raa ld  d o o r  g ro e n e  laser) corre le rend  m e t  

v o lum etr ische  en m orfo log ische  k e n m erk e n  van  een  deelt je  en FLS (voor

w a a r t s e  lichtverstrooiing a a n g es t raa ld  d o o r  g ro e n e  laser) corre le rend  m e t  v o lu 

m etr ische  ken m e rk en .  O o k  w o rd t  FRR (rode  f luorescen tie  a a n g e s la g e n  d o o r  

ro de  laser) corre le rend  m e t  ch lorofy l-a ,-b  en fycocyan ine  (b lau w algen )  g e m e 

te n  en d e  t im e  of flight (TOF) uit d e  leng te  van  h e t  tr iggers ignaal d a t  co rres 

p o n d e e r t  m e t  de  leng te  van  deelt jes in lan g g e rek te  richting.

Van elke analyse  w o r d t  d e  g em id d e ld e  co n c en tra t ie  deelt jes ( f luo rescerende  ais 

n ie t - f lu o resce rend e)  pe r  ml b e rek e n d  en w o rd e n  de  f luo rescen t ieco ncen tra t ie s  

(a .u . /m l)  en l ich tvers troo iconcentra ties  (a .u . /m l)  b e rek en d  ais funct ie  van  de 

d ee l t je sg roo tte .  Elk m o n s te r  w o r d t  o p g e d e e ld  in 16 fracties (dee l t je sg roo t te -  

ranges)  en  p e r  f ractie w o rd e n  d e  e e rd e r  g e n o e m d e  karakteris tieken bepaa ld .
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Per analyse  is een  g e a u to m a t i s e e rd e  dee lt jesc lus te r ing  mogelijk v o o r  d e  indeling 

v an  deelt jes  n aa r  h oofdc lus te rs  v an  deelt jes  m e t  optisch  gelijke e ig e n sc h a p p en .  

D a tav e rw erk in g  v in d t  g e a u to m a t i s e e rd  p laats in MATLAB so f tw a re  (v5.2, The 

M a th  W orks ,  C am bridge) .

M e t  b e hu lp  van  im ag in g  in f low  (HF) w o rd e n  deelt jes  g e fo to g ra fe e rd  o p  g ro nd  

v an  g e se lec tee rd e  clusters in b ivariate sca t te rp lo ts  in Spyro. Van d e  m e e s t  v isu

eel opva llen de  clusters w o rd e n  ti jdens de  analyse  deelt jes  g ese lec tee rd  en w o r 

d en  van  d eze  deelt jes  a ldus fo to 's  g em a a k t .  Per analyse  w o rd e n  circa 1 0 0  to t  

2 0 0  o p n a m e s  g e m a a k t .  Fo to 's  w o rd e n  digitaal o p g es lag en  ais tif- o f  ais jpg -  

fo rm at.

V o or  de  m icroscopische  analyse  w o rd e n  m o n s te rs  g e n o m e n  en a fgeleverd  

vo lg ens  RWS s ta n d a a rd  voorschrif t  B001 m e t  b ehu lp  van  Niskin-flessen of 

ringleiding.

Snelle microscopische  analyse  v ind t  p laats op  levend (ongef ixeerd)  m o ns te r ,  

w aarbij 3 0  t o t  10 0  ml o ve r  10 pm g a as  gefilterd w o rd t  (bu itenshuis  d o o r  

K oem an en Bijkerk bv.). Telling g e b a se e rd  o p  1 0 0  w a a rn e m in g e n  v ind t  plaats. 

O n d e rsc h e id  w o r d t  g e m a a k t  in verschillende klassen namelijk deelt jes die d o m i

n a n t  a a n w e z ig  zijn ( + + + /m e e r  d a n  10-m aa l  w a a rg e n o m e n ) ,  a lg e m e e n  a a n w e 

zig zijn (+ + /5 -1 0 - m a a l )  en deelt jes  die 2 -5  (+) of é én m a a l  (.) w a a r g e n o m e n  

zijn.

V o or  de  u i tgebre ide  microscopische  analyse  w o rd e n  te llingen o p  lugol-gefixeer-  

d e  m o n s te rs  u i tgevoerd  zow el op  o n g e c o n c e n t r e e rd e  ais g e c o n c e n t re e rd e  (4- 

20x) m ons te rs .  V oo r  een  m e e r  gede ta i l lee rd e  beschrijving v an  de  w erkwijze 

w o r d t  v e rw e z e n  n aa r  de  jaarlijkse ra p p o r ten  v an  d e  'B iom oni to r ing  v an  f y to 

p iank ton  in de  N eder land se  zo u te  en brakke w a te re n ' .

2.2 Uitwerken gegevens
De ve rw erk in g  van  d e  f low cy tom etr ische  analyses w o rd  opgesp l i ts t  in v e r 

schillende delen  v an  g lobale  g e g e v e n s  n a a r  gede ta i l lee rd e  g e g ev en s .  Van elke 

analyse  w o r d t  een  g e a u to m a t i s e e rd e  s tan d  aard  rap p o r ta g e  g e m a a k t  vo lgens  

bijlage X. Alle resu l ta ten  van  d eze  s ta n d a a rd ra p p o r ta g e s  zijn ve rzam eld  en 

u i tg ez e t  per locatie in een  aan ta l  graf ieken  en w o r d t  bijna gehee l  g e a u t o m a 

tiseerd  verw erk t .  In dit  v e rs lag  is dit  g e p re s e n te e rd  v o o r  Noordwijk 10  (N W 10).  

In h e t  b ij lagenverslag  zijn de  resu lta ten  v an  d e  overige  vijf locaties u i tgew erk t  

en g e p re s e n te e rd .  In 2001  w o r d t  g e t r a c h t  d e  ak tue le  resu lta ten  ONLINE via 

INTERNET te  p resen te ren .

O o k  alle m icroscopische  snelle tellijs tresultaten zijn ge ïnv en ta r isee rd  en op 

locatie  ge so r tee rd  en g eb ru ik t  te r  vergelijking m e t  de  f low cy tom etr ische  

resu lta ten .

Van de  ee rs te  helft v an  2 0 0 0  zijn g e d u re n d e  d e ze  evalua tie  m icroscopische 

resu l ta ten  van  gef ix ee rde  m o n s te rs  g e reed  en  besch ikb aa r  g e k o m e n  en deze  

zijn te v e n s  g eb ru ik t  v o o r  de  vergelijking m e t  de  f low cy to m etr isch e  resu lta ten .

2.2.1. Globale trends
De g lobale  t r e n d s  in 2 0 0 0  w o rd e n  u itgesplitst  in e en  aan ta l  grafieken:

- d e  to ta a lco n c en t ra t ie s  van  alle deelt jes  van  ca  0 ,5 - 1 0 0 0  pm (n/ml);

- d e  to ta a lco n c en t ra t ie s  van  deelt jes m e t  ch lorofyl-a  (n /ml);
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- d e  c o n cen tra t ie s  van  deelt jes m e t  ch lorofyl-a  uitgesplitst  in 16 g roo t te f rac t ies  

(n /ml.fractie);

- d e  pe rc en tu e le  bijdrage pe r  fractie aan  de  to taa lco n cen t ra t ie s  v an  deelt jes  m e t  

ch lorofyl-a  u itgesplitst  in 16  g roo t te f rac t ie s  (% n .f rac t ie /n totaa,);

- d e  co n cen tra t ie s  ch lo ro fy l-a /m l (b iom assa)  uitgesplitst  in 16 g roo t te f rac t ies  

(linFGR/ml.fractie);

- de  pe rcen tu e le  bijdrage per fractie aan  de  to ta a lco n c en t ra t ie  chlorofy l-a /m l 

u itgesplitst  in 16 g roo t te f rac t ie s  (%  linFGR /m l.frac t ie /to taa l-l inFG R/m l);

- de  co n cen tra t ie s  b iovo lum e (van deelt jes m e t  ch lorofy l-a) /m l u itgesplitst  in 16 

g roo t te f rac t ie s  (linFLS/ml.fractie);

- de  pe rcen tu e le  bijdrage per fractie aan  de  to ta a lco n c en t ra t ie  b io vo lum e/m l 

u itgesplitst  in 16  g roo t te f rac t ie s  (% linFLS/ml.fractie/totaal-linFLS/ml);

- d e  co n cen tra t ie s  v an  deelt jes  m e t  ch lorofyl-a  ÈN fycobiliproteinen uitgesplitst  in 

16  g ro o t te f rac t ie s  (n(FCR>0&FCO>0)/ml.fractie);

- d e  pe rcen tu e le  bijdrage per fractie aan  deelt jes m e t  ch lorofyl-a  ÈN fycobilip ro te

inen uitgesplitst  in 16 g roo t te f rac t ie s  ( % n (FCR>0&FCO>0)//m l . f rac t ie / to taa l -

n ( F G R > 0& F G O > 0) / ) r

2 .2 .2  Vergelijking met andere technieken (HPLC, zwevend stof, POC)
Ter vergelijking m e t  re fe ren t ie techn ieken  zijn de  v o lg en d e  f low cy tom etr ische  

variabelen  u i tg eze t  ais func t ie  v an  re fe ren t iew aa rd en .  De m e t  e en  * 

a a n g e g e v e n  o n d e rd e le n  zijn daadw erkeli jk  verg e lek en  en u itgevoerd .  De 

o verige  o n d e rd e le n  zijn n ie t vo lledig  besch ikb aa r  om  de  vergelijking uit te  

v oeren .

Variabele Flowcytometrie Refere ntievariabele

* Totaalconcentratie 
f luorescerende deeltjes

deeltjesconcentratie FGR getriggerd Mie.lijst gedeeltelijk beschikbaar

* Totaalconcentratie deeltjes deeltjesconcentratie PLS getr iggerd zwevend stof

Fytopiankton grootteverdeiing fracties onderverdeeld u itTOF-FCM Mie.lijst gedeeltelijk beschikbaar

* Biomassa gerelateerd linFGR/ml chlorofyl-a

linFRR/ml chlorofyl-b.fycocyanine

linFGO/ml Fycobiliproteinen

Biovolume gerelateerd linPLS/ml Mie.lijst gedeeltelijk beschikbaar

linFLS/ml Mie.lijst gedeeltelijk beschikbaar

* Biovolume linPLS/ml POC
* linFGR/ml POC

* Aantal aangetroffen  soorten hoofdclusters / I IF snelle Mic.tellijst Koeman

<ton(soorten) concentratie hoofdclusters / I IF Mie.lijst gedeeltelijk beschikbaar
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2.2.3 Fytoplanktonsoorten flowcytometrie versus microscopie
Een globaal overz ich t v an  d e  a b u n d a n te  n um er ieke  deeltjes, die  g e v o n d e n  zijn 

m e t  de  snelle m icroscopische  m e th o d e  zijn in een  tabel g e p re s e n te e rd .

De uit .gebreide microscopische  resu lta ten  van  lugoi gef ix ee rde  m o n s te rs  van  de  

ee rs te  helft v an  h e t  jaa r  zijn reeds  g e ra p p o r te e rd .  Hiervan zijn d e  deeltjes , die 

m e e r  d an  2 %  v an  d e  to ta le  co n c en tra t ie  b e pa len  uitgelicht en w e e rg e g e v e n  in 

een  tabel .  De ge te ld e  to taa lc o n ce n t ra t ie s  van  Noordwijk 10  v an  januari  t / m  juni 

2 0 0 0  w o rd e n  g eb ru ik t  v o o r  v e rd e re  vergelijking m e t  f low cy to m etr isch e  g e g e 

vens.

Een vergelijking m e t  b e trek k in g  to t  g e v o n d e n  so o r ten  tu ssen  microscopie  en 

im ag in g  in f low cy tom etr ie  w o rd t  g e m a a k t  v o o r  de  m o n s te rs  van  d e  locaties 

Noordwijk  10  en 2. Digitale fo to 's  w o rd e n  verg e leken  de  w a a rg e n o m e n  

(m icroscopische  g e v o n d e n )  soor ten .  H et  gebru ik  van  de  im ag ing  in f low  m o d u 

le zoals geb ru ik t  in h e t  jaa r  2 0 0 0  w o r d t  g eëv a lu ee rd ,  o m d a t  geb lek en  is d a t  de  

an a ly sem e th o d ie k  v ak e r  a a n g e p a s t  is. H et ko pp e len  van  so o r ten  m e t  op tische  

f low cy tom etr isch e  d a ta ,  bijvoorbeeld clusters uit sca t terp lo ts ,  w o r d t  besp roken .
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3. Resultaten

De resu lta ten  van  de  f low cy tom etr ische  analyses w o rd e n  in d eze lfde  vo lg o rd e  

ais in h o o fd s tu k  2 b eschreven .  Één locatie  is e r  uitgelicht, namelijk Noordwijk 

10. D eze locatie w o r d t  g ed e ta i l lee rd e r  u i tgew erk t.  De overige  5 locaties 

w o rd e n  in h e t  b ij lagen - resu l ta ten -ve rs lag  g e p re sen tee rd .

3.1 Algemene trends Noordwijk 10
De to taa lco n cen t ra t ie s  van  alle n ie t-(chlorofyl-a) f luo re sce ren d e  en (chlorofyl-a) 

f luo re sce ren d e  deelt jes van  ca  0 ,5 - 1 0 0 0  pm (deel t jes/m l)  is w e e rg e g e v e n  in 

FIGUUR 1, de  to taa lc o n c e n t ra t ie  van  deelt jes m e t  ch lorofyl-a  (deel t jes /m l)  in 

FIGUUR 2.

FIGUUR 1: D eeltjesconcen tra tie  (alle deeltjes)
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FIGUUR 2: D eeltjesconcen tra tie  (alleen m e t  chif-a) Noordwijk 10
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Fytoplanktonconcentratie: De a lg e m e n e  t r en d  in de  fy to p lan k to n c o n ce n tra t ie  

o p  Noordwijk  10  is e en  o p va l lend e  h o g e  bloei van  a lgen m idd en  juni (FIGUUR 

2). D oor deze  h o g e  co n cen tra t ie  w o rd t  h e t  beeld  o ve r  d e  overige  m a a n d e n
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v e r tek en d ,  o m d a t  hier relatieve v e ra n d e r in g e n  e rg  klein lijken. Lichte bloeipie- 

ken zijn w a a r n e e m b a a r  rond 12 juli, 3 au g u s tu s  en 1 s e p te m b e r ,  m a a r  q u a  a a n 

tallen per ml n iet in v e rh o u d in g  to t  de  h o g e  g e m e te n  co ncen tra t ie  m idden  juni.

De f rac t ioner ing  v an  d e  m o n s te rs  in 16 g roo t tek lasses  laat zien d a t  de  to t a a l 

con ce n tra t ie  fy to p lan k to nd ee lt je s  vooral bepaa ld  w o r d t  d o o r  deelt jes < 5 pm 

(FIGUUR 3 en 4). Er zijn verschillende so o r ten  b loe iperioden  (concen tra t ieve r-  

h o g in g en )  te  o n dersche iden .

Kie i  ne deeit/es (< 5  pm ) : 25 apr/I, midden /uni, eind augustus -
begin september.

Middeigrote deeit/es (.>5, < 30 pm ) : midden aprii, rond 30 mei, midden - eind
/u ii

C rote re deeit/es (> 30 pm ) : begin - midden mei, eind/uii - begin
augustus

Dezelfde  to ta a lco n c en t ra t ie s  van  deelt jes m e t  ch lorofyl-a  zijn u itgesplitst  in 16 

g roo t te f rac t ie s  (deel t jes/m l.f rac tie)  in FIGUUR 3 en de  pe rcen tu e le  bijdrage per 

fractie a a n  d e  to taa lc o n ce n t ra t ie s  van  deelt jes m e t  ch lorofyl-a  u itgesplitst  in 16 

g roo t te f rac t ie s  (% n .f rac t ie /n totaa,) in FIGUUR 4.

FIGUUR 3: C o n cen tra t ie  a u to t ro fe  deelt jes (m e t  chlorofyl-a) pe r  leng tefrac tie  Noordwijk 10
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FIGUUR 4: %  aan ta l  a u to t ro fe  deelt jes  m e t  ch lorofyl-a  p e r  leng te frac tie  Noordwijk  10
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De ch lo ro fy l-a /m l concentraties (biomassa) o f flow cytom etrische linFGR/ml varia

bele is uitgesplitst in 16 groottefracties (linFGR/m l.fractie) (FIGUUR 5) en de per

centuele bijdrage per fractie aan de totaalconcentratie ch lo ro fy l-a /m l uitgesplitst in 

16 groottefracties (%  linFG R /m l.fractie /to taa l-linFG R /m l) in FIGUUR 6.

FIGUUR 5: Totale LinFGR/mL (ch lo ro fy l-a /m  I) per lengtefractie N oordw ijk 10

E '
2  2,

o
LL
C

0E+09

5E+09

0E+09

5E+09

0E+09

5E+09

0E+09

0E+08

OE+OO

i
■ ea

I »
H i —-  I

- - - □ ■ ■ B s !

‘ — rr
ÍS-=Ss =:

LO LO LO LO co  co  co

LO CO O)

Datum

co co co co co co co

CO CO O) co  co CO IO O) LO

□  > 1000 |jm 
■750-1000 |jm 

0500-750 |jm 
■400-500 |jm 

■300-400 |jm 
□200-300 |jm

□  150-200 |jm
□  125-150 |jm 

■  100-125 |jm
75-100 |jm 

50-75 |jm 
40-50 |jm 

30-40 |jm 
20-30 |jm 

10-20 |jm 
0 5 -1 0  |jm

□  < 5 |jm

FIGUUR 6 : % LinFGR/ml per lengtefractie N oordw ijk 10
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Chlorofyl-a: O n d a n k s  de  h o g e  co n cen tra t ie  is de  bijdrage van  de  kleinste f rac 

tie a an  d e  ch lo ro fy l-concen tra tie  te  v e rw aar lozen  ten  opz ich te  van  d e  g ro te re  

fracties (FIGUUR 5 en 6). De p e rioden  van  bloei die  o p t r e d e n  o p  g ro n d  van 

b i o m a s s a t o e n a m e  verschilt van  de  bloei die o p t r e e d t  op  g ro n d  van  fy top lank- 

to n c o n c e n tra t ie s  (zie b o v e n s ta a n d e  o nderdee l) .

Biomassa toenames : begin m ei veroorzaakt door grote deeit/es van
500-750pm), 15/u n i ('bioei van deeit/es van 20 
to t 125gm), midden /u ii (deeit/es van 10-40pm ) 
3 augustus (deeit/es van 40 to t 75pm ) en ten- 

s/otte rond 16 augustus (deeit/es500-750pm).

Aiieen midden /u ii waren er fytopianktondeeit/es tegeii/kerti/d verantwoorde- 
ii/k vooreen significante toename in zo w ei de deeit/esconcentraties ais in
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b/omassa. M idden /u n i bi/voorbee/d /i/k t d it enigszins ook aanwezig hoe w e/ 
de concentratie toename vooral veroorzaakt wordt door k/e/ne dee/t/es en de 
ch/orofy/-a toename door andere (grotere) dee/t/es.
De b io v o lu m eco n cen tra t ie s  (van deelt jes m e t  ch lorofy l-a) /m l u itgesplitst  in 16 

groo t te f rac t ie s

(l inFLS/ml.fractie) is w e e rg e g e v e n  in FIGUUR 7  en  d e  pe rcen tu e le  bijdrage per 

fractie a a n  d e  to taa lc o n c e n t ra t ie  b io v o lu m e /m l u itgesplitst  in 16 g ro o t te f rac t ie s  (% 

linFLS/ml.fractie/totaal-linFLS/ml) in FIGUUR 8.

FIGUUR 7: Totale  LinFLS/ml pe r  leng tefrac tie  Noordwijk  10
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□  200-300 m m
□  150-200 m m

□  125-150 pim
■  100-125 pim

□  75-100 |jm
□  50-75 |jm

□  40-50 |jm
■  30-40 pim

□  20-30 pim
□  10-20 |jm

□  5-10 |jm
□  < 5 pim

FIGUUR 8: % LinFLS/ml per  leng tefrac tie  Noordwijk  10

Datum

□ > 1000 pim

■  750-1000 pim 
0500-750 pim

■  400-500 pim
■  300-400 pim
□  200-300 pim

□  150-200 pim
□  125-150 pim

■  100-125 pim
□  75-100 pim

□  50-75 pim

□  40-50 pim
■  30-40 pim
□  20-30 pim

□ 10-20 pim 
0 5 -1 0  pim

□  < 5 pim

Biovolume: H et b iovo lum e van  deelt jes  w o rd t  g e k o p p e ld  aan  de  f lo w c y to m e 

trische linFLS/ml p a ra m e te r  (FIGUUR 7  en 8). G o e d e  o v e re e n k o m s te n  m e t  

ch lorofyl-a  t o e n a m e s  w o rd e n  g e v o n d e n  in de

periodes : 15/uni, begin en midden /u ii en 3 augustus
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De co n cen tra t ie s  van  deelt jes m e t  ch lorofyl-a  ÈN fycobiliproteinen u itgesplitst  in 16 

g roo t te f rac t ie s  (n(FCR>0&FCO>0)/ml.fractie) is g e p re s e n te e rd  in FIGUUR 9 en  d e  p e rc e n 

tue le  bijdrage pe r  fractie aan  deelt jes m e t  ch lorofyl-a  ÈN fycobiliproteinen u i tg e 

splitst in 16  g roo t te f rac t ie s  ( % n (FCR>0&FCO>o)/ /m l.fractie /to taal-  n(FCR>0&FCO>o)/) in 

FIGUUR 10.

FIGUUR 9: A b so lu te  d ee l t je sco ncen tra t ie  v an  deelt jes  m e t  FGR & FGO p e r  leng tefrac tie  Noordwijk  10
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FIGUUR 10: %  aan ta l  FGR & FGO f luo rescen tie  pe r  leng te frac tie  Noordwijk  10
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□75-100 pim 
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□40-50 pim 
■30-40 pim 

□20-30 pim
□  10-20 pim 

□ 5-10  pim 
□ <  5 pim

3.2 Noordwijk 10, een vergelijking met referentiemethoden
V o or  Noordwijk 10 zijn d e  o n d e r s ta a n d e  correlaties o n d e rz o c h t  tu s sen  een  rele

v a n t  g e a c h te  f low cy tom etr ische  variabele  en  d e  resu lta ten  van  een  c o n v e n t io 

nele ana lysetechniek .

•  FCM -linFGR/ml (FG R-tr iggered) versus HPLC-Chlorofyl-a: LinFGR/ml is 

d e  f low cy tom etr isch e  fluo rescen tie  p a ra m e te r  die rech ts treeks  van  d e e l 

tjes d e  in vivo to taa l  f luorescen tie  m e e t  a a n g es t raa ld  d o o r  g ro e n  (laser) 

licht (529  nm ) en emissie g e m e te n  in h e t  ro de  geb ied  (> 6 7 0  nm). De
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g e m e te n  f luorescen tie  van  a u to t ro o f  fy to p iank ton  (=FGR -triggered) 

d ie n t  b in nen  d e  g e g e v e n  g renzen  sterk m e t  ch lorofyl-a  f luorescen tie  te  

correleren.

•  FCM -linFGR/ml (FG R -tr iggered) versus particulair o rgan isch  Koolstof 

(P O C -g eha l te ) :  De bijdrage van  a u to t ro o f  fy to p iank to n  in w a te r  aan  

h e t  to taa l  g e m e te n  particulaire kools tof g eh a l te  van  w a te r  zou  in rela

tief he ldere  k u s tw a te re n  m e t  w e in ig  a n d e re  ko o ls to fb ro n n en  aan le id ing  

k u n n e n  g ev en  to t  e en  lineaire relatie tu s sen  beide  pa ram ete rs .

•  FCM-linFLS/ml (FG R -tr iggered) versus particulair organ isch  Koolstof 

(P O C -g eha l te ) :  De bijdrage van  a u to t ro o f  fy to p iank to n  u i tg ed ru k t  in 

b io v o lu m e /m l  d o o r  gebru ik  v an  d e  v o o rw a a r t s e  lichtverstrooiingsvaria- 

bele  h e e f t  eve n tu e e l  een  relatie m e t  h e t  to taa l  particulair g e v o n d e n  

organ isch  m ateriaal bij de  a a n n a m e  d a t  de  kools to fd ich theid  van  de  

p lanktoncellen  n a g e n o e g  gelijk is.

•  FCM-linFLS/ml (PLS-triggered) versus z w e v e n d e  s to f  geha lte :  Het 

b iovo lum e van  alle g e m e te n  deelt jes (= PLS-triggered) pe r  ml h e e f t  

e v e n tu e e l  een  lineaire correlatie m e t  h e t  z w e v e n d e  s to f  bij de  a a n n a m e  

d a t  de  d ichtheid  van  alle deelt jes o n g e v e e r  gelijk blijft.

•  FCM-linPLS/ml (PLS-triggered) versus z w e v e n d e  s to f  gehalte :  Idem ais 

linFLS/ml, alleen w o rd t  m e t  linPLS de  zijwaartse  lichtverstrooiing g e m e 

ten  en is deze  p a ra m e te r  g evoe liger  v o o r  m orfo log ische  verschillen.

Alleen d e  ee rs te  tw e e  o n d e rz o c h te  relaties lieten een  accep tab e le  correlatie 

zien. Deze  tw e e  vergelijkingen zijn in de  FIGUREN 11 en 12 g e p re sen tee rd .

FIGUUR 11: Vergelijking tussen  h e t  HPLC-Chlorofyl-a  g eh a l te  en  d e  FCM- 

linFGR/ml Noordwijk  10
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FIGUUR 12: Vergelijking tu ssen  h e t  P O C -g e h a l te  en de  FCM-linFGR/ml 

Noordwijk 10
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Zoals e e rd e r  al is a a n g e to o n d  (H o fs t raa t  e t  al., 1994 ,  Vriezekolk, 1 994) w o rd e n  

ook  nu redelijke t o t  g o e d e  correlaties g e v o n d e n  tu s sen  de  c on cen tra t ie  

ch lorofyl-a  bep aa ld  m e t  FCM (linFGR/ml) en de  HPLC g e v o n d e n  hoevee lhe id  

ch lorofyl-a  (zie TABEL 1).

TABEL 1: linFGR/ml versus H PLC-Chlorofyl-a

Locatie LinFGR/m l v.s. Chlorofyl a gehalte
r2 Vergelijking

Noordwijk 10 0.61 y = 9.36*107 x +  1,73*10®
Noordwijk 2 0.56 y = 9.65*107 X + 1,12*10®
Terschelling 135 0.85 y = 6.10*107 x +  5.65*10®
Zijpe 0.76 y  = 1.39*10® X - 9.57*107
Schaarvoddl 0.75 y = 6.66*107 x +  9.29*10®
Vlissgbissvh 0.97 y = 9.82*107 X -  8.89*107
Opm.: Het term ijneffect bij Noordzee monsters zou mogelijk wat groter kunnen zijn omdat de 

HPLC-monsters direct na monstername worden geconser-veerd en de fcm monsters 
gemiddeld twee dagen ongeconserveerd onderweg zijn

Een a n d e re  d e n k b a re  correlatie w as  die tu ssen  de  f low cy to m etr isch e  linFGR/ml 

w a a rd e  en  h e t  particulair o rgan isch  kools to f  (PO C ) geha l te .  V o or  Noordwijk  10 

blijkt d a t  er correlatie  is tu s sen  de  tw e e  p a ra m e te r s  (zie FIGUUR 12). M a a r  

zoals in d e  o n d e r s ta a n d e  TABEL 2 te  zien is g e ld t  dit  n ie t  v o o r  alle o n d e rz o c h te  

locaties.

TABEL 2: linFGR/mL versus P O C -g e h a l te  (Carlo Erba)

Locatie LinFGR/m l versus PO C-gehalte
r2 Vergelijking

Noordwijk 10 0.85 y = 2.71*10® X - 4.04*10®
Noordwijk 2 0.58 y = 1.73*10® X - 2.47*10®
Terschelling 135 0.59 y = 5.27*10® X - 1.58*107
Zijpe 0.79 y = 3.96*10® X - 8.08*10®
Schaarvoddl < 0.10 niet relevant
Vlissgbissvh < 0.10 niet relevant
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3.3 Noordwijk 10, microscopie versus flowcytometrie
De resu lta ten  van  de  snelle m icroscopische  te llingen zijn s a m e n g e v a t  in o n d e r 

s t a a n d e  TABEL 3. S a m e n g e v a t  blijkt d a t  h e t  to taa l  aan ta l  verschillende soor ten  

fy to p lan k to n  d a t  in h e t  jaa r  2 0 0 0  m e e r  dan  2 %  van  de  to ta a lco n c en t ra t ie  v e r 

t e g e n w o o rd ig t ,  s lechts t ientallen  verschillende so o r ten  zijn en per  d a tu m  g e 

m iddeld  10 soor ten .  U itgespli tst n aa r  ca teg o r ie  zijn gem idd e ld  2 so o r ten  a a n 

w e z ig  m e t  een  bijdrage > 1 0 %  , 2 so o r ten  tu ssen  d e  5 - 1 0 %  en 5 so o r ten  > 2 % .

TABEL 3: R esulta ten  v an  d e  snelle m icroscopische  analyse  (levend m ons te r)
> 10 % ■  

2 -10  % |
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28

Noordw ijk 10 (2000) Dat um 1

u m u m Algensoort 01
/1

1/
00 oo

o

oo

mo

oo
om
mo

oo
m

o

oo

o

oo

o

oo
mo
o

oo
oîo
o

oo
cq

o

oo
om
o

0
0

0

0

0
0

0

0
0
0

5̂
0

0
0
00

5̂
0

0
0

0

0 07
/1

2/
00 0

0
0

0 07
/2

6/
00 0

0
m
0
00
0

0
0
oî
0
00
0

0
0
^0

00
0

0
0
m
00
0

0
0

0
0^
0

0
0
00
0
0^
0

0
0

0^
0

0
0
0^

0

0
0

1 5 Cryptophyceae
2 5 Leptocylindrus minimus
3 20 Skeletonema costatum
4 8 Phaeocystis flagellaat
4 8 Phaeocystis cel
5 50 Rhizosolenia setigera
5 16 Leptocylindrus danicus
6 49 Rhizosolenia stolterfothii
6 40 Rhizosolenia shrubsolei
6 12 Chaetoceros socialis
6 12 Chrysochromulina sp H
10 25 Brockmanniella brockmannii □
10 40 Chaetoceros debilis ■
10 100 Eucampia zodiacus
15 45 Delphineis minutissima
20 100 Rhaphoneis amphiceros
20 30 Scripsiella sp
20 60 Lauderia annulata
25 100 Ditilum brightwellii
25 100 Nitzchia closterium
25 30 Mesodinium rubrum
25 90 Guinardia flaccida
25 35 dagiogrammopsis vanheurckii
30 61 Thalassiosira rotula
30 40 Ebria tripartita 1 1
35 70 Prorocentrum micans
40 60 Paralia marina M
40 70 Roperia tesselata
43 145 Thalassiosira punctigera Ü J Z i
80 140 Pseudonitzschia pungens cf H
90 150 Pleurosigma normanii p
200 300 Ceratium fusus □

Rhizosolenia delicatula M
Thalassionema nitzschioides B

Thalassiosira sp < 30 um ■ m
Thalassiosira sp < 30-80um n

Coccolithus pelagicus M
Chaetoceros (sol. cellen)

Chaetoceros sp
Protomonadales > 10  um

1 Protoperidinium sp 10 -30  um |
Protoperidinium bipes

Protoperidinium minutum
Tintinnida non det
Phaeocystis kol.

~aantal Concentratie 2 - 5 % 5 “T " T "T " " T ~ r 6 3 4 2 " T 6 6 " T
—

" T
aantal Concentratie 5 -10 % "T " ~T~ ~4~ ~4~ " T " ~T~ " T " ~ T ~T~ ~~2~ ~ 4~ ~~2~ ~T~ 3 1 ~ T ~~2~ ~T~ ” 5” ~~T~ 4 2 "T " ~ 4~ ~T~
aantal Concentratie > 10 % ~ ~ r 3 ~2~ ~3~ ~3~ ~2~ " T " ~2~ ~ "T " ~~T ~ T " ” 2" ” 2" 3 1 ~~2~ ~~4~ ~3~ ” 2" 2 4 ” 3” ~TT” 2" ~TT~
aantal algensoorten > 2% TT ~ 9 ~ "TT "TT ~TT TT ~9~ ~6~ ~T~ ~T" ” 5” ~ W "T " ~9~ 9 6 ~5~ "TT"TT~8~ ~8~ 12 12 "TT"TT"TT ~8~ "IT
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De resu lta ten  van  de  u i tgeb re ide  microscopische  te llingen t / m  juni 2 0 0 0  zijn 

s a m e n g e v a t  in TABEL 4. H et  to taa l  aan ta l  verschillende soo r ten  fy top lan k to n  

d a t  in h e t  jaa r  2 0 0 0  m e e r  d an  2 %  van  de  to taa lc o n c e n t ra t ie  v e r te g e n w o o rd ig t  

is lager d an  bij d e  snelle  telling namelijk gem idd e ld  slechts 7  so o r ten  ( t /m  juni). 

Uitgespli tst n aa r  ca teg o r ie  zijn g em id de ld  3 soo r ten  a a n w e z ig  m e t  e en  bijdrage 

> 1 0 %  , 2 so o r ten  tussen  de  5 - 1 0 %  en 3 soo r ten  > 2 % .  De soo r ten  die m e e r  

d an  2 %  b ijdragen aan  de  to taa lc o n ce n t ra t ie  (dus g e n o e m d  in TABEL 4) v e r te 

g e n w o o rd ig e n  gem idd e ld  (van januari  t / m  juni 2 0 0 0 )  9 2 %  (+ 5 % )  van  de  t o 

taa lco ncen tra t ie .

TABEL 4: zie v o lg e n d e  p ag in a
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TABEL 4: V erkorte  resu lta ten  van  de  u i tgeb re ide  m icroscopische  analyse  

(gefixeerd  m ons te r)
> 1 0 %

2 - 1 0
9 10 11 12 13 14 15

Noordwijk 10 (2000) Datum

A lgensoort
Cryptophyceae <10

Chrysomonodales sp
Leptocylindrus minimus
Skeletonema costatum
Phaeocystis nagellaat

Phaeocystis cel
Rhizosolenia setigera

Leptocylindrus dam cus
Rhizosolenia stolterfothii
Rhizosolenia shrubsolei

C haetoceros socialis
Chrysochromulina sp

Brockmanniella brockmanni
Chaetoceros debilis
Eucampia zodiacus

Delphineis minutissima
Rhaphoneis amphiceros

Scnpsiella sp
Lauden a annulata

Ditilum brightwellii
Nitzchia clostenum
Mesodinium rubrum

G uinard ia flaccida
’lagiogrammopsis vanheurckii

Thalassiosira rotula
Ebna tripartita

Prorocentrum micans
Paralia manna

Roperia tesselata
Thalassiosira punctigera

Pseudonitzschia pungens et
Pleurosigma normami

Ceratium fusus
Rhizosolenia delicatula

Thalassionema nitzschioides
Thalassiosira sp < 30 um

Thalassiosira sp < 30-80um
Coccolithus pelagicus

Chaetoceros (sol. cellen)
Chaetoceros sp

Protomonadales >10 um
Protoperidinium sp 10 - 30 um

Protoperidinium bipes
Protoperidinium minutum

Tintinnida non det
Phaeocystis kol
Centrales < 10

Centrales 10-30
Cryptophyceae >10

Pennate diatomee <10 d<50
Planktothrix sp
Prasinophyceae

Protomonadales <101
Heterocapsa mimma

Cylindrotheca clostenum
Naviluca sp

Skeletonema subsalsum
Chaetoceros compressus

Pyramimonas <101
Chaetoceros ceratosporus

aantal Concentratie 2 -5
aantal Concentratie 5-10
aantaTConcentrati^^H)
âântâO gëiîsôôrtëî^^

Evaluat ie van f l owcytome t r i e  f y top l a nk t onm on i t o r i n g  2 0 0 0 19



Rijksinsti tuut voo r  Kust en Zee/RIKZ

De to taa lc o n c e n t ra t ie  van  deelt jes ge te ld  m e t  m icroscopie  en m e t  f lo w c y to m e 

trie (deeltjes m e t  chlorofyl-a) zijn o n der l in g  verge leken  v o o r  m o n s te rs  t / m  juni 

v an  d e  lokatie  Noordwijk 10.

Uit d e  d a ta s e t  van  de  to taa l  fy to p la n k to n c o n c e n tra t ie  van  de  f low cy tom etr ische  

g e g e v e n s  is d e  g ro e p  deelt jes  < 5 pm verw ijderd . D eze g ro e p  deelt jes is n ie t of 

nauwelijks microscopisch w a a r n e e m b a a r  en w o rd e n  niet g e te ld ,  terwijl bij f lo w 

cy to m etr ie  d e  klasse < 5 pm juist v o o r  h e t  g ro o ts te  g e d ee l te  (ca 4 0 - 9 0 % )  de 

to taa lc o n c e n t ra t ie  b ep a le n  (zie FIGUUR 3). V erw ijder ing  uit d e  d a ta s e t  is t e 

v ens  g e d a a n  v o o r  de  g ro ep  deelt jes < 1 0  pm. In FIGUUR 13 is de  vergelijking 

v an  d e  fy to p la n k to n c o n c e n tra t ie  s tu ssen  beide  tech n iek en  w e e rg e g e v e n .

FIGUUR 13: C on ce n tra t ie  deelt jes /l  bepaa ld  m e t  m icroscopie  (b lau w e  kolom ) en he t  

f lo w cy to m etr ie  (paarse  en gele  k o lo m m en)
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TABEL 5: Inventarisatie  v an  de  u i tg eb re id e  m icroscopische  analyse  v an  de  so o r te n  of v e rz a m e l

n a a m  van  soo r ten  (b.v. C ry p to p h y cea e ) ,  die  m e e r  dan  2 %  van  d e  to taa lc o n ce n t ra t ie  

v e r te g e n w o o rd ig e n  en de  bijdrage van  deze  so o r ten  (> 2 % )  aan  de  to taa lco n cen t ra t ie

+ h e t  aan ta l  g e v o n d e n  clusters 

stell ing

van  deelt jes  g ese lec tee rd  o p  g ron d  van p ig m e n ts a m e n -

Aantal te herkennen soorten/verzamelgroepen meer dan 2% aanwezig in monster 

M l  C R O S C  O P I E FLOWCYTOMETRIE
Datum Soorten/groepen tezamen x% van totaalconcentratie Clusters

11-Jan-00 11 93.6 10
22-Feb-00 8 81.3 8
14-M ar-00 14 88.7 9
30-M ar-00 4 90.9 5
13-Apr-00 9 87.7 10
17-Apr-00 10 92.9 9
25-Apr-00 8 91.4 10
03-M ay-00 3 89.0 8
09-M ay-00 5 94.4 10
23-M ay-00 5 97.4 6
30-M ay-00 7 98.0 6
07-Jun-00 6 91.5 10
15-Jun-00 10 97.5 10
20-Jun-00 7 89.2 6
28-Jun-00 4 94.7 9

Gemiddelde 7.5 91.9 8.4

standaard deviatie 

(68% )

2.9 4.4 1.8

3.4 Imaging in flow  versus microscopie (Noordwijk 10 en Noordwijk 2)
De resu lta ten  van  de  im ag in g  in f low  (HF) analyses w o rd e n  v o o r  een  aan ta l  

d a t a  g e p re s e n te e rd  in o n d e r s ta a n d e  TABEL v o o r  d e  locaties Noordwijk 10 en 2. 

Per soo r t  c.q. deelt je  s t a a t  h e t  aan ta l  w a a rn e m in g e n  verm eld . Deze zijn v e r g e 

leken m e t  de  snelle m icroscopische  analyses die d o o r  K oem an en Bijkerk bv. 

u itg evo erd  zijn. De deelt jes w o rd e n  o n d e rsch e id en  in verschillende ca te go r ieën  

namelijk:

1) m.b .v . m icroscopie  ais d o m in a n t  a a n w e z ig  (++ en +++) geclassificeerd en 

nie t  m e t  d e  11F w a a rg e n o m e n ;

2) d o o r  zow el m icroscoop  ais m e t  de  11F w a a rg e n o m e n ;

3 )  m e t  de  11F w a a r g e n o m e n ,  n ie t m e t  de  microscoop.

O p va llen d  is d a t  m e t  de  11F veel deelt jes  zijn g e fo to g ra fe e rd  die n ie t d e te rm in a -  

bel zijn. D eze g ro ep  b e s ta a t  hoofdzakelijk  uit kleine deeltjes , bollen en detr itus  

vlokken. V erhoud ingsgew ijs  zijn er te  w e in ig  fo to 's  g e n o m e n  van  (gro tere)  

p lanktoncellen . In m o n s te rs  w a a rv a n  slechts e e n  b e p e rk t  aan ta l  b ru ikbare  fo to 's  

g e n o m e n  is, zoals o p  d e  d a t a  1 7 /4 ( n = 9 ) ,  4 /7 ( n = 1 0 )  en 1 5 /1 1  (n=5),  w o rd e n  in 

vergelijking m e t  de  snelle m icroscopische  analyse  v e rsch e id e n e  (n=4) d o m in a n t  

a a n w e z ig e  so o r te n  gem ist .  Z o d ra  er een  g ro te r  aan ta l  b ru ikbare  fo to 's  v o o r h a n 

d en  is, bijvoorbeeld  o p  d e  d a t a  9 /5 ( n = 2 1 )  en 9 /8 ( n = 4 1 )  , va lt  op  d a t  op  één  

so o r t  n a  alle d o m in a n t  a a n w ez ig e  so o r ten  w a a r g e n o m e n  w o rd e n .
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H et aan ta l  soo r ten  fy to p lank ton  d a t  m .b .v . d e  m icroscoop  slechts b ep e rk t  (+)en 

n ie t m e t  d e  HF w a a r g e n o m e n  is, va r iee r t  van  2 t o t  8. Soorten  die slechts e e n 

maal ti jdens een  microscopische  analyse  zijn a a n g e t ro f fe n  en  n ie t m e t  de  11F 

variëren  in aan ta l  van  18  t o t  35.

Er zijn nogal w a t  d a t a  w a a ro p  g e e n  fo to 's  g e n o m e n  zijn. De o o rzak en  v o o r  dit 

p ro b leem  zijn tw eeërlei.

Een belangrijk 'p ro b le e m ' d a t  g e d u re n d e  h e t  hele  ja a r  spee lde ,  w as  d e  tijd van  

m o n s te ro n tv a n g s t .  De N o ord zee  m o n s te rs  w o rd e n  m ees ta l  o p  v r i jd agm idd ag  

b ezo rgd  tussen  1 2 .0 0  en 1 5 .0 0  uur. De m o n s te rs  m o e te n  dan  ee rs t  f low cyto-  

metrisch  g ean a ly see rd  w o rd e n ,  w a t  bij lage co n cen tra t ie s  en ige  tijd kost. 

V ervo lgens  m o e t  d e  im ag in g  in f low  m o d u le  uitgelijnd w o rd e n  w a t ,  zeker  in 

h e t  begin  van  h e t  jaa r  d o o r  een  g eb rek  aan  ervaring, veel tijd kost te .  V a n w e g e  

dit t i jdsgebrek  zijn een  aanzienlijk aan ta l  m o n s te rs  n ie t m e t  d e  11F g eana lyseerd .  

De IIF-module is tev en s  n o g  een  b ep aa ld e  periode  n iet in ze tbaa r  g e w e e s t  v a n 

w e g e  p ro b lem en  m e t  de  uitlijning.

In bijlage 1 zijn fo to 's  a fg eb ee ld  v an  fy top lank tonce l len ,  die  g e m a a k t  zijn m e t  

d e  im ag ing  in f low  m odu le .
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TABEL 6: Resulta ten  van  de  im ag ing  in flow fo to 's  verge lek en  m e t  

microscopische  w a a rn e m in g e n

'++ en +++ Koeman, - 11F 
'+ Koeman, +IIF 

Koeman, +IIF
4 5 6 7 8 10

Noordwijk 10 (2000)
o o o o o oo o o o o o

LD CD CD T—
o O o O O T—

Algensoort
O )
O o CO

O
O )
O

LO

detritus 3 147
cel indet. 4 3 11 19 8
bol indet. 7 5 7 7

keten indet. 1
keten diatomee 2 2 14

pennate diatomee 1 1
cf. Rhodomonas

Brockmanniella Brockmannii
centrische diatomee 2 1 2

Paralia marina

Rhizosolenia stolterfothii 2
Rhizosolenia delicatula 1

Rhizosolenia c f delicatula 1 16 2 1
Rhizosolenia shrubsolei 1

Thalassiosira sp < 30 um

Thalassiosira sp < 30-80um
Thalassiosira nordenskioldii

Thalassiosira punctigera
Nitzehia sp 1 1

cf Chaetoceros 3 11
Chaetoceros socialis

Chaetoceros sp 2 4 1
Delphineis minutissima

Chrysochromulina sp

Phaeocystis flagella at

cf Phaeocystis 1
Phaeocystis kol.

cf L eptocy lindricus 2
Leptocylindrus cf minimus 1

Eucampia zodiacus 2
cf Pleurosigma 5

Pleurosigma normanii

Pseudonitzschia sp 1
Pseudonitzschia pungens cf

Ceratium sp 2
Lauderia annulata
cf Prorocentrum 1

n Koeman + 8 2 4 2 2 8
n Koeman. 28 29 18 24 26 35
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TABEL 6 : vervo lg

'++ en +++ Koeman, - 11F | 
'+ Koeman, +IIF 

Koeman, +11FI

Noordwijk 2 (2000) Datum
o o o o oo o o o o,_ co co CDo o o o O

Algen soort oco CD

detritus 33 16 10 4 2
cel indet. 8 6 33 2
bol indet. 6 12 2

keten diatomee 1 4
pennate diatomee 2 1

cf siliaat tin tin 1
cf. Rhodomonas 1 9 1

Brockmanniella Brockmannii
Bidulphia aurita var. minima

cf dinoflagellaat 1
Actinoptychus senarius

Paralia marina
Rhizosolenia setigera

Rhizosolenia delicatula 1
Rhizosolenia c f delicatula 9
Rhizosolenia cf pungens
Rhizosolenia shrubsolei 2

Thalassionema nitzschioides
Thalassiosira sp < 30 um

Thalassiosira sp < 30-80um
Thalassiosira cf nordenskioldii

Schroederella schroederi 5
Ditilum brightwellii
Nitzchia closterium

Nitzehia sp 1 2
cf Chaetoceros 2
Chaetoceros sp 2 3

Delphineis minutissima
Protomonadales > 10  um

Protoperidinium sp 10 -3 0  um
Protoperidinium sp 30 - 50 um

cf Phaeocystis 2
c f L eptocy lindr icus

Leptocylindrus cf minimus 21
Eucampia zodiacus 1
Pseudonitzschia sp 5

Plagiogramma brockmannii
Plagiogrammopsis vanheurckii

n Koeman + 6 10 7 4 8
n Koeman. 17 34 24 37 41
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4. Discussie

4.1 Algemene trends
4.1.1 Fytoplanktonconcentratie
H et verloop  van  de  to ta le  en o ve r  de  fracties ve rd ee ld e  a u to t ro fe  fy to p lan k to n -  

on cen tra t ie s  v arieer t  m e t  g ro te  f luc tuat ies  in é én  jaar. De e n o rm e  con cen tra t ie s  

m idd en  juni v e r te k e n e n  de  relatieve v e ran d e r in g e n  in de  overige  perioden  van  

h e t  jaar. Een voorjaarsbloei op  Noordwijk  10 is n ie t g e c o n s ta te e rd  in d e  (aantal)  

concen tra t ie .  Uit de  m e t in g en  op  Noordwijk 10, m a a r  ook  op  de  overige  locaties, 

blijkt d a t  de  b ijdragen in d e  fy top lan k to n d ee l t je sco n cen t ra t ie  van  de  kleinste f rac 

tie < 5 pm  g ro o t  is en g e d u re n d e  h e t  jaa r  variee r t  van  ca  2 0 %  to t  9 5 %  van  de 

to taa lco ncen tra t ie !  Deze  kleine deelt jes w o rd e n  veelal gem is t  m e t  micros-copie .  

O p va llen d  in de  m e e s te  (ook in ternat ionale)  m on i to r in g  p ro g r a m m a 's  is d a t  d eze  

alleen de  m o n i to r in g  van  h e t  m icro -fy top lank to n  (> 5 pm ) o m v a t te n  en niet h e t  

n a n o -  of p icop lank ton  (bijvoorbeeld h e te ro t ro fe  bac te r iën  en kleine au to t ro fe  

a lgen)  en h e t  fe m to p la n k to n  (virussen). M e t  f low cy to m etr ie  w o r d t  bij h e t  RIKZ 

du s  te v e n s  h e t  a u to t ro fe  n a n o -  en p icop lank ton  g e m e te n  tu ssen  ca  1-5  pm. De 

w a a rn e m in g  van  d ez e  ex tra  g ro ep  zee r  kleine deelt jes is e en  v o o rd ee l  van  de 

f low cy tom etr isch e  analyse. Indien de  m o n i to r in g  van  bac te r iën  en virussen van  

b e la n g  is, kan f low cy tom etr ie  in g eze t  w o rd e n ,  zoals b ek en d  is uit de  li teratuur. 

V o or  (f low cytom etr ische)  m e t in g e n  v an  bac te r iën  en virussen d ien t  g eb ru ik t  te  

w o rd e n  g e m a a k t  v an  k leuring  van  h e t  DNA of  RNA. D eze tec h n iek en  w o rd e n  

ro u t in e m a t ig  (voor f low cy to m etr isch e  analyse) al t o e g e p a s t  (M arie e t  al., 1999) 

en zijn u itvoerig  b esch reven  v o o r  bac te r iën  d o o r  M arie  e t  al (1 9 9 7 )  en  Gasol e t  

a l . (2000)  en v o o r  virussen d o o r  M arie  e t  al. (19 99 )  en Brussaard (2000).

H et ver/oop van de autotrofe fytopianktonconcentratie opgedee/d'in fracties 
g e e ft in zich t in  h e t opkom en van bioeien van bepaaide groottefracties 
fytopiankton gedurende h e t /aar. H et to taa ibeeid  w ordt voorai num eriek 
gedom ineerd door de kiein ste waarneem bare fytopianktonceiien kieiner dan 5  
pm .

4.1.2 Chlorofyl-a
De ch lorofyl-a  co n cen tra t ie  w o rd t  veela l g eb ru ik t  ais b iom assa - ind ica to r  van  

h e t  levende  a u to t ro fe  fy to p ian k to n  in een  w a te rsy s te e m . De b io m assa  is g e c o r 

releerd m e t  h e t  b iovo lum e en u i tg a a n d e  van  bo lvorm ige  deelt jes  n e e m t  de  b io 

m a s sa  to e  m e t  de  d e rd e  m a c h t  van  d e  leng te  o f  d ia m e te r  van  een  deeltje. De 

g ro te re  deelt jes  bep a len  d a a ro m  v aak  h e t  g ro o t s te  deel van  d e  b iom assa ,  tenzij 

d e  kleine deelt jes  zo d a n ig  talrijk zijn (concen tra t ie  kleine deelt jes  m e t  de  d e rde  

m a c h t  h o g e r  d an  de  g ro te re  deeltjes) d a t  ze  in b iom assa  de  gelijke of m ee rd e re  

zijn van  de  g ro te re  deeltjes . Uit de  resu lta ten  v an  Noordwijk  10 (FIGUUR 5) 

blijkt d a t  de  ch lorofyl-a  bijdrage van  de  kleinste fractie, o n d a n k s  een  a a n z ie n 

lijke nu m er iek e  d o m in an tie ,  nauwelijks b ijd raag t aan  de  to ta le  b iom assa .  Alleen 

rond  2 0  juni en begin  s e p t e m b e r  d ra g e n  de  deelt jes < 5 pm  redelijk bij, o n g e 

v e e r  1 5 % ,  aa n  d e  to ta le  ch lorofyl-a  con cen tra t ie .  De rest van  h e t  jaa r  w o r d t  de  

b io m assa  vooral bep aa ld  d o o r  g ro te re  deeltjes. In h e t  voorjaar  zijn h e t  vooral de
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g ro te re  deelt jes  > 2 0 0  pm , die b ijdragen aan  d e  b iom assa ,  dit k u n n e n  bijvoor

beeld  o ok  ke ten s  zijn. In juli zijn h e t  vooral m id de lg ro te  deelt jes t o t  4 0  |jm die 

d e  b io m assa  bepa len .  Eind juli en begin  au g u s tu s  t r e e d t  lan gza am  een  verschu i

v in g  op  van  m idd e lg ro te  deelt jes  n aa r  iets g ro te re  deelt jes < 7 5  pm , die vo o r  

een  g ro o t  deel de  b io m assa  verklaren. M id d en  a u g u s tu s  bep a le n  n e t  ais in he t  

v oor jaar  z ee r  g ro te  deelt jes > 2 0 0  pm  d e  b iom assa ,  w a a r n a  snel een  verschu i

v in g  in s e p t e m b e r  vo lg t  n aa r  d e  m idd e lg ro te  deelt jes < 7 5  pm en vervo lgens  

w e e r  later in h e t  ja a r  d e  deelt jes < 4 0  pm.

U it de biom assaverdeiing o f de ch/orofy/-a concentratie u itg esp iitst naar 
fracties b  ti/k t d a t d it vooraf bepaaid w ordt door de grotere dee ft/e s  waarin p e r  
periode bepaaide dom inante groottekiasses onderscheiden kunnen worden.

4.1.3 Biovolume
De linFLS/ml p a ra m e te r  is indicatief v o o r  h e t  b iovolum e. Bekend is d a t  deelt jes 

een  t o e n a m e  in de  linFLS/ml p a ra m e te r  g ev en  bij een  t o e n a m e  van  de  dee l t je s 

g ro o t te ,  m a a r  e en  lineaire o f  an d e rs  een d u id ig e  correlatie  m e t  h e t  werkelijk b io 

v o lu m e  v an  fy to p ian k to n  m o e t  n o g  w o rd e n  g em o de l lee rd .  De v e rw a c h t in g  is 

d a t  h e t  b iovo lum e in h o g e  m a te  corre leer t  m e t  d e  b iom assa .  Echter, e en  afwij

kend  beeld  is a a n w e z ig  te n  o pz ich te  van  de  ch lorofyl-a  co n c en tra t ie  in de  peri

o d e  begin  mei, waarbij nauwelijks e en  b iovo lum e to e n a m e  w o r d t  g e c o n s t a 

te e rd  bij een  gelijktijdige h o g e  ch lorofyl-a  t o e n a m e  in deze lfde  periode. De 

aan w ez ig h e id  van  ch lorofyl-a  w o r d t  vooral bepaa ld  d o o r  g ro te re  deeltjes, 

w a a rv a n  de  v e rw a c h t in g  w as  d a t  dit ook  to t  u itd rukk ing  had  m o e te n  k om e n  in 

h e t  b iovo lum e o f  linFLS/ml p laatje  (FIGUUR 7). A an  d e  a n d e re  k an t  blijkt uit de  

linFLS grafiek d a t  d ez e  p a ra m e te r  to ch  sterk b epaa ld  w o r d t  d o o r  de  talrijke klei

nere  deelt jes en d us  m e t  relatief w e in ig  b iovo lum e en lijkt d e  relatie tu ssen  

linFLS/ml en b iovo lum e m inder  sterk a a n w e z ig  dan  m en  o p  g ro n d  van  de 

lichtverstrooiing  in v o o rw a a r t s e  r ichting van  deelt jes zou  v e rw ach ten .

Voorzichtig kan geconciudeerd w orden da t h e t iinF L S/m igetai h e t gem iddeide 
e ffe c t van beide param eters (aan ta Hen, biovoium e en -m assa) in  zich  verenigt 
en m inder dan verw acht h e t biovoium e e ffe c t w ordt doorberekend.

4.1 .4  Fycoerithrine en fycocyanine
D eze p ig m e n te n  k om e n  v o o r  in C ry p to fyceae  (fycoerithrine) en C y an o b ac te r ia  

(fycocyanine).  Fycoerithrine w o r d t  bepaa ld  m e t  d e  linFGO /m l. Niet ee rd e r  

w e rd  specifiek n a a r  deelt jes g ek ek en  m e t  d e  com b ina t ie s  ch lorofyl-a  en fy co 

erithrine. O p  Noordwijk 10  in 2 0 0 0  blijkt d a t  de  g ro e p  deelt jes kleiner dan  5 

pm  g ro te n d e e ls  deelt jes zijn m e t  n a a s t  ch lorofyl-a  ook  fycoerithrine (FIGUUR 

9). H et relatieve a a n d ee l  van  deelt jes d a t  zow el ch lorofyl-a  ais fycoerithrine 

b e v a t  ligt in de  p e r io den  t / m  februari,  in juni en v a n a f  m idd en  au g u s tu s  rond 

d e  5 0 %  en h o g e r  (van d e  to taa l  concen tra tie ) .  In de  perioden  3 0  m aar t ,  m id 

d en  mei, m id d en -e in d  juli rond  d e  2 5  % en lager.

In mei is h e t  aan d ee l  van  g ro te re  deelt jes d an  5 pm m e t  fycoerithrine opvallend  

h o o g  verg e lek en  m e t  d e  res t van  h e t  jaa r  w a a r  de  g ro ep  < 5 pm in aan ta l  

d o m inee r t .
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Fycocyanine w o rd t  g e m e te n  m e t  d e  linFRR/ml p a ram e te r .  C y an o b ac te r iën  

w o rd e n  g e k e n m e rk t  d o o r  de  aan w ez ig h e id  van  fycocyanine .  D eze g ro ep  a lgen 

w o r d t  vooral geassoc ieerd  m e t  d e  zo e tw a te ra lg e n p ro b le m a t ie k ,  waarbij drijf

lagen en a fs te rv ing  van  talrijke a lgen  in eu tro fe  w a te r s y s te m e n  v o o r  z u u rs to f 

loosheid  in h e t  w a te r  k u n n e n  z o rg e n  o f  waarbij tox ines  w o rd e n  g e p ro d u c ee rd .  

In 200 1  w o rd t  d ez e  g ro ep  a lgen  m e t  fycocyan ine  m e e g e n o m e n  in d e  s t a n 

d aa rd  m on i to r in gsda ta .

D e totaaiconcentratie fytopiankton d eeit/es w ordt grotendeels bepaa/d door 
d eeit/es < 5 p m  m e t zo w el ch/orofy/-a a is fycoerithrine, verm oede/i/k 
Cryptofyceae. D eze groep, k/einer dan 5 pm , is  m oeiii/k te  te/ien  m et 
m icroscopie.

4.2 Relatie met nutriënten
De relatie tu s sen  n u tr iën ten  en  fy to p la n k to n g e g e v e n s  a fk o m stig  van  f lo w c y to 

m etrie  is o n d e rz o c h t  v o o r  d e  locatie  Noordwijk 10. H et n u t r ië n te n c o n ce n tra t ie -  

ver loop  en h e t  o p g e lo s t  N, P, organ isch  kools to f  en d e  N /P -ra t io  zijn w e e r g e 

g ev en  in de  f iguren  14 en 15. Indien e en  relatie tu ssen  de  f low cy tom etr ische  

g e g e v e n s  en de  n u tr ië n te n g e g e v e n s  g e m a a k t  w o r d t , valt  op  d a t  n a  een  peri

o d e  van  januari t / m  april m e t  een  h o g e  con cen tra t ie  a an  silicium (FIGUUR 14), 

in mei f low cy tom etr isch  een  g ro te  p ro cen tu e le  bijdrage aan  deelt jes  g e d e t e c 

te e rd  w o rd e n  m e t  e en  h o g e  linFLS-waarde (veel v o o rw a a r t s e  lichtverstrooiing, 

veel b iovo lum e) (FIGUUR 8). Uit FIGUUR 15 blijkt d a t  in mei een  h o g e  N /P- 

ratio a a n w e z ig  is. Uit d e  m eso co sm  stud ies  is o n d e r  a n d e re  n a a r  vo ren  

g e k o m e n  d a t  e en  h o g e  N /P  ratio in h e t  v oo rdee l  w e rk t  van  d ia to m e e ë n .  De 

u i tgebre ide  microscopische  tellijst laa t  in deze lfde  periode  ee n  p ro cen tu e le  

to e n a m e  zien van  d ia to m e e ë n  {C haetocerossociaiisen de  Rhizosoienia 
deiicatuia). D eze g e g e -v e n s  in b e sc h o u w in g  g e n o m e n  lijkt h e t  er d us  op  d a t  in 

d ez e  periode  (mei) e en  bloei g e w e e s t  is van  d ia to m e e ë n ,  die f low cy tom etr isch  

opvallend  v e rh o o g d e  w a a rd e n  to o n d e  m e t  de  linFLS/ml p a ram e te r .  Dus 

mogelijkerwijs g e e f t  d e  linFLS/ml p a ra m e te r  e e n  indicatie v o o r  (p rocen tue le )  

bloeien van  d ia to m e e ë n ,  indien d eze  w o rd t  u i tg ez e t  in een  10 0  % g e s tap e ld e  

ko lom grafiek  (FIGUUR 8). Dit w o rd t  bevest igd  in de  periode  a u g u s tu s ,  w a a r  

te v e n s  een  d ia t iom eeën b loe i  h e e f t  p la a tsg e v o n d e n  zoals uit de  microscopische 

tellijst blijkt. In deze lfde  periode  w e rd  flow cy tom etr isch  een  to e n a m e  van 

deelt jes  g e c o n s ta te e rd  m e t  een  h o g e  linFLS-waarde.
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FIGUUR 14: N utriën ten  balans van  Noordwijk 10
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4.3 Relaties nutriënten met behulp van statistiek: principaal 
com ponenten analyse

W a t  zijn d e  ond er l in ge  relaties en e ffec ten  van  diverse p a ra m e te r s  op  elkaar?  

Bekend is d a t  n u tr iën ten  en  fy to p ian k to n  onderl inge  relaties h e b b e n .  Bij o n d e r 

zo ek  n aa r  de  o n d e r l ig g en d e  relaties tu s sen  vele p a ra m e te r s  m e t  principaal c o m 

p o n e n te n  analyse  w o rd t  d e  covariantie  tu s sen  p a ra m e te r s  o n d e rz o c h t  en kan 

w o rd e n  u i tg ed ru k t  in tw e e  principale c o m p o n e n te n ,  w elke  d e  g ro o t s te  variantie  

(spreiding) in een  geh e le  d a ta s e t  verklaren. Is een  vec to r  van  een  variabele  

evenw ijd ig  m e t  principale c o m p o n e n t  1 (de c o m p o n e n t , die d e  h o o g s te  vari

an t ie  in d e  d a ta s e t  u itdrukt)  d an  zal e e n  v e ra n d e r in g  van  de  b e t r e f fe n d e  vec to r
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of p a ra m e te r  alleen sp re id ing  ve ro o rza k e n  o p  deze  principale c o m p o n e n t  1 en 

g e e n  invloed op  de  spre id ing  in c o m p o n e n t  2 ve ro o rzaken .  Is d eze  vec to r  a 

lan ge r  d an  v ec to r  b d an  is de  invloed van  p a ra m e te r  a  g ro te r  o p  de  sp re id ing  in 

d e  principale c o m p o n e n t  1 dan  vec to r  o f  p a ra m e te r  2. Is de  h oek  v an  v ec to r  ç 
45° d an  h e e f t  een  v e ra n d e r in g  van  vec to r  ç evenvee l invloed o p  d e  spre id ing  

v an  principale c o m p o n e n t  1 ais 2. De hoek  van  d e  vec to ren  on d e r l in g  b ep aa l t  

in h oev erre  de  v ec to ren  o v e re e n k o m st ig e  e ffec ten  op  beide  principale c o m p o 

n e n te n  ve ro o rzak en .  De leng te  van  de  v ec to ren  b ep aa l t  de  m a te  w aarin  d a t  e f 

fec t  ten  op z ich te  van  a n d e re  vec to ren  z w a a rd e r  w e e g t  op  de  b e tr e f fe n d e  prin

cipale c o m p o n e n t .

Bij w elisw aar  evenw ijd ige , m a a r  te g e n g e s te ld e  r ichtingen h e b b e n  d e  b e t r e f fe n 

d e  v ec to ren  of p a ra m e te r s  e en  te g e n g e s te ld  e f fec t  op  de  principale c o m p o 

nent.

In FIGUUR 16  is h e t  re su ltaa t  van  de  principaal c o m p o n e n te n  ana lyse tech n iek  

a fge b e e ld  en zijn d e  t w e e  principale c o m p o n e n te n  1 en 2 ais x- respectievelijk 

y -as  g e p re s e n te e rd .  De o p g e te ld e  variantie  u i tg e d ru k t  d o o r  beide  c o m p o n e n 

te n  verk laart  6 6 %  van  de  to ta le  variantie  van  de  g eh e le  d a ta se t .  Elke gebru ik te  

variabele  in de  d a ta s e t  is ais v e c to r  a fg eb ee ld  in FIGUUR 16.

FIGUUR 16: Pri ncipaal c o m p o n e n t  analyse  van  n u tr ië n tg e g e v e n s  in relatie m e t  

f low cy tom etr isch e  g e g e v e n s

p¿
O
H
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Een verklaring  van  d e  g ebru ik te  sym bolen  in FIGUUR 1 6 :

• D1 t/m  D16is de flowcytometrische ch/orofy/-a concentratie in de 
genoemde 16 k/asses (D1 < 5/jm t/m  D16750-1000gm)

CQjwCF GONPML

ÎOMC610N03N02Î

CHLFA

ÎOMC1116

UVTIO(2)
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• SomC 15 ís de som  van de concentraties van autotrofe dee/t/es to t 40 
fjm

•  SomC610 is  de som  van de concentraties van autotrofe dee/t/es van 
40-150fj.m

•  SomC 1116is de som  van de concentraties van autotrofe dee/t/es van 
150-1000p  m

•  i/NPCRPM is de flowcytom etrische ch/orofy/-a concentratie
•  i/NP/SPM  is de flowcytom etrische bio vo/ume/voorwaartse 

iichtverstrooiing concentratie
•  CONCNPML is  de tota/e autotrofe dee/t/esconcentratie
•  CONCPCOPMi zi/'n de dee/t/es m et fycobi/iproteihen (waaronder 

fycoerithrine, fycocyanine)
• N, N N f N 03N 02N , N03N, N02N, NH4Nzi/'n de stikstofgere/ateerde 

nutriënten
•  P, PNf, P 04P zi/'n de fosforgere/ateerde nutriënten
•  S fli is  si/icium  gere/ateerd nutriënt (diatom ee-nutriënt)
•  DOC is  opge/ost organisch koo /sto f
•  PN is  particu/air stiksto f
•  PP is  particu/air fosfor
•  POC is  particu/air organisch koo /sto f
•  NPRA T /0 1 en 2  zi/'n de ratio 's tussen totaaiN  en P (opge/ost, n iet 

opge/ost)
•  ZS is  zw evend s to f
•  CfflPA is  de f/P i C bepaa/de ch/orofy/-a concentratie
•  PEO A is  de f/P i C bepaa/de feofytine concentratie (afbraakprodukt van 

ch/orofy/-a)

De g eb ru ik te  d a t a  b e s ta a t  uit g e g e v e n s  van  alle m o n s te rs  v an  N oordw ijkIO  uit 

h e t  jaa r  20 00 .

Er zijn tw e e  principale c o m p o n e n te n  fac to r  1 en fac to r  2: Factor 1 verk laar t  de 

g ro o t s te  variatie in de  d a ta s e t  en w o r d t  g e k e n m e rk t  d o o r  p a ra m e te r s  die h ier

aan  evenw ijd ig  liggen zoals n u tr iën ten  m e t  N, SI en P 0 4 P  en  n a a r  de  positieve 

k an t  p a ra m e te r s  ais chlorofyl,  PN. Factor 2 h e e f t  g e e n  duidelijke relatie m e t  

p a ram ete rs .  N o g  h e t  m e e s t  m e t  P, de  NP-ratio  (opgelos t)  en D2.

O p v a llen d  is d a t  drie verschillende g ro o t tek lasses  elk c lus teren  in deze lfde  richting: 

De g roo t tek lasses  zijn a lgen  in d e  g ro o t te ra n g e :

1 to t 40  pm (op 1 uur) : d1 t/m  d5 

40 to t 150 pm (op 2 tot 4 uur) : d6 t/m  d10 
150 to t 1000 pm (op 5 uur) : d11 t/m  d16

1 tot 40  pm: D eze g ro ep  a lgen correleren  nauwelijks m e t  de  nu tr iën ten .  O p 

vallend is d a t  een  to e n a m e  van  a lgen  in deze  g roo t tek lasse  niet d irect leidt to t  

e e n  a fn a m e  van  de  nu tr iën ten  en zelfs een  lichte t o e n a m e  van  to taa l  P en P na  

filtratie.

40 to t 150 pm
D eze g ro e p  a lgen  corre leert  sterk neg a t ie f  m e t  vooral de  N nu tr iën ten .  Een t o e 

n a m e  fy to p ian k to n  uit d e  m iddenk lasse  leidt t o t  e en  a fn a m e  van  vooral d e  N
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verb in d ing en .  V erde r  co rre leer t  d eze  g ro e p  g o e d  m e t  de  to taa l  g e m e te n  

ch lorofyl-a  co ncen tra t ie ,  de  f lo w cy to m etr isch e  linFGR/ml p a ra m e te r  (ook 

chlorofyl). O o k  corre leer t  d e  m id d e n g ro e p  m e t  PO C  en  PN. Tussen PN en 

ch lorofyl-a  blijkt ook  een  g o e d e  correlatie .

150 tot 1000 |im
D eze g ro e p  co rre leer t  h e t  m e e s t  ne g a t ie f  m e t  P en Pnf. Een to e n a m e  van  g ro te  

a lgen  leidt t o t  relatief een  g ro te re  a fn a m e  van  P d an  N nu tr iën ten .  De g ro te re  

a lgen  lijken redelijk te  correleren  m e t  de  p a ra m e te r  NP-ratio  (particulair).

V erd e r  blijkt d a t  een  to e n a m e  van  de  g ro te re  a lgen  g e p a a rd  g a a t  m e t  e en  t o e 

n a m e  van  d e  feo fy tine  concen tra tie .

4.4 Vergelijkingen met ref erentietech n i eken
4.4.1 LinFGR/ml (biomassa) versus Chlorofyl-a (HPLC)
Zoals e e rd e r  al is a a n g e to o n d  (H o fs t raa t  e t  al., 1994 ,  Vriezekolk, 1 994) w o rd e n  

ook  nu redelijke t o t  g o e d e  correlaties g e v o n d e n  tu s sen  de  c on cen tra t ie  

ch lorofyl-a  bep aa ld  m e t  FCM (linFGR/ml) en de  HPLC g e v o n d e n  hoevee lhe id  

ch lorofyl-a  (zie TABEL 1).

De uitbijters in de  graf ieken  w aar in  d e  ond er l ing e  correlaties zijn on d e rzo ch t ,  

zijn g ro ten d ee ls  te  verklaren  d o o r  h e t  verschil in d e  tech n iek en  e n / o f  d o o r  b e 

paa lde  opva l lend e  m o ns te rkarak te r is t ieken .  W a n n e e r  deze  uitbij ters w o rd e n  

verw ijderd  w o rd e n  de  corre la tiecoëff ic iënten  g ro te r  d an  0 .8 0  en ko m en  de  v e r 

gelijkingen van  de  trendlijnen d ich te r  bij e lkaar te  liggen. Zo w o rd t  bij N o o rd 

wijk 10 d e  correlatie 0 .91  w a n n e e r  de  p u n te n  op  de  d a t a  23  mei, 15 juni en 12 

juli w o rd e n  verw ijderd  (zie o ok  FIGUUR 11). Een verklaring v o o r  d e  te  lage 

Im F G R /m l-w aard e  o p  23  mei zou  k u n n en  zijn d a t  e r  (gezien d e  u itgebre ide  

m icroscopische  tellijst) e en  relatieve h o g e  bijdrage in b io m assa  (linFGR/ml) zou  

m o e te n  zijn v an  d e  so o r t  Rhizosolenia deiicatuia , m a a r  d a t  deze  deelt jes bij de 

f low cy tom etr isch e  analyse  statistisch g em is t  zijn d o o r  e en  relatief h o g e  p ro c e n 

tu e le  bijdrage in de  nu m er iek e  co n c en tra t ie  van  de  Prasinophiceae (kleine d e e l 

tjes) g e c o m b in e e rd  m e t  een  lage to taa l  co n cen tra t ie  v an  f luo re sce re n d e  d e e l 

tjes. O p  1 5 -0 6 - 0 0  is uit d e  snelle m icroscopische  te lli js tgegevens e en  bloei a a n 

w e z ig  van  M esodinium  rubrum  (h e te ro t ro fe  m icroflagellaat die  in sym biose  

leeft m e t  Cryptophyceae). H et is z ee r  aannem elijk  d a t  de  cellen van  deze  

k w e tsb a re  m ic ro zo ö p lan k to n so o r t  bij de  fi ltratiestap van  de  H P L C -m eth od e ,  

k a p o t  slaan op  h e t  filter, waarbij d e  kleine Cryptofyceae v ri jkom en en d o o r  de  

poriën  v an  h e t  filter verdw ijnen .  H ierdoor zou  er een  o n d e rs c h a t t in g  in h e t  

HPLC-Chlorofyl-a  g eh a l te  k u n n e n  on ts taan .

V erde r  m o e t  o p g e m e r k t  w o rd e n  d a t  iedere techn iek  zijn specifieke f o u t e n b r o n 

n en  ken t  d o o r  h e t  verschil in de  ana ly se m e th o d iek .  H iero nd er  w o rd e n  de  b e 

langrijkste  verschillen tussen  f low cy tom etr ie  en HPLC w e e rg e g e v e n .
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FCM

0 ,2 5 -2 ,5  ml m o n s te r  in b ew erk in g
nadeel: door numerieke dominantie 

kunnen zeldzamere grotere 
deeltjes statistisch worden 

gemist

levende  cellen
nadeel: kans op termijneffecten na 

de monstername (groei, 
sterfte, etc.)

HPLC

0 ,2 5 -1  L m o n s te r  in b ew erk in g

gefi l t ree rd(>1 |jm ),  g e ë x tr a h e e rd  
nadeel: kans op lyse van de cellen, 

pigmentafbraak (b.v. t.g.v. 
Chlorofylase)

4.4.2 LinFGR/ml (biomassa) versus particulair organisch koolstof (Carlo Erba)
Uit d e  TABEL 2 m e t  g e g e v e n s  ov e r  e en  e v en tu e le  correlatie tu s sen  de  f lo w cy to 

m etr ische  linFGR/ml w a a rd e  en h e t  particulair organ isch  kools tof (PO C) g eh a lte  

blijkt d a t  redelijke correlaties g e v o n d e n  w o rd e n  v o o r  alle locaties, b eha lve  v o o r  

d e  locaties in de  W este rsch e ld e .  Een verklaring  vo o r  d e  on geco rre le e rd h e id  van  

d e  m o n s te rs  a fk o m stig  v an  d e  W es te rsc h e ld e  locatie  is d a t  h e t  w a te r  in de 

W e s te rsch e ld e  veel d e tr i tu s -a ch t ig  m ateriaal b e v a t  w aarin  leven de  kleine cellen 

o p g e s lo te n  o f  e raan  vas tgek lee fd  zit ten. Dit blijkt bijvoorbeeld uit d e  fo to 's  van 

d e  im ag ing  in f low  v an  W es te rsch e ld e  m ons te rs ,  w aarin  veel de tr i tus  g e c o n s t a 

te e rd  w o rd t .  O o k  blijkt d a t  e en  deel van  deze  vlokken één  o f  m e e r  a lgen  b e v a t 

ten ,  waarbij relatief g ro te  deelt jes g e m e te n  w o rd e n  m e t  een  relatief lage fluore- 

scen t iew aa rd e .  Afwijkingen tu s sen  d e  f low cy to m etr isch e  f luorescen tie  b iom assa  

w a a rd e s  en de  P O C -w a a rd e n  zijn h ie rm ee  in d ez e  matrix  te  verk laren , o m d a t  

h e t  de tr i tus  v e rs to ren d  w e rk t  o p  d e  werkelijke kools to fb i jd rage  per  fy top lank-  

toncel.

4.4.3 LinFLS/ml (biovolume) versus particulair organisch koolstof (Carlo Erba)
Een relatie tu s sen  d e  g ro o t te  van  een  fy top lan k to n d ee l t je  en de  h oevee lhe id  o r 

ganisch  kools tof van  h e t  deelt je  lijkt logisch. O m  d e ze  reden  is o n d e rz o c h t  of 

een  correlatie a a n w e z ig  w as  tu ssen  d e  linFLS/ml en h e t  P O C -g eh a l te .  Uit de 

g e g e v e n s  blijkt e c h te r  d a t  er g e e n  correlatie g e v o n d e n  w o rd t .  Een verklaring  is 

lastig. Een mogelijke verklaring  is d e  variatie in ce linhoud  in relatie t o t  h e t  v o lu 

m e  v an  e en  cel. G e c o n s ta te e rd  w o rd t  d a t  soo r ten  een  d ich te  ce ls truc tuur  (veel 

ce lm ateriaal)  h e b b e n  en a n d e re  so o r te n  een  o p e n  ce ls truc tuur.  O o k  b innen  d e 

zelfde so o r t  w o r d t  dit g e c o n s ta te e rd  w a n n e e r  cellen in een  verschillende fase 

(groei,  s terfte)  z itten.

4.4 .4  LinFLS/ml & linPLS/ml (biovolume) versus zwevend stof gehalte 
(gravimétrie)

De b o v e n s ta a n d e  correlaties zijn v o o r  de  locatie Noordwijk 10 o n d e rz o c h t  en 

w a re n  m e t  regressiecoëffic iën ten  van  respectievelijk 0 .21 resp. 0 .3 8  o n g e c o r 

releerd. Een verm oede li jke  o o rzaak  is d e  g ro te  fo u t  die  o p t r e e d t  in de  to t a a l 

con ce n tra t ie  (w aar  h e t  aan d ee l  a u to t ro fe  fy top lan k to n d ee l t je s  relatief h o o g  is. 

De fy top lan k to n d ee lt je s  h e b b e n  een  lagere d ich theid  dan  de  slibdeeltjes of
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a n d e re  v a s te  in suspensie  v e rk e ren d e  deelt jes en  ve ro o rza k e n  bij een  h o g e  

con ce n tra t ie  toch  een  laag  zw e v e n d  s to f  geha lte .

4.4.5  Totaalconcentratie autotroof fytopiankton: flowcytometrie versus 

microscopie
De d o o r  d e  f lo w c y to m e te r  b e p a a ld e  con cen tra t ie  a u to t ro o f  fy to p iank to n  is veel 

h o g e r  dan  de  microscopische  b e p a a ld e  con cen tra t ie ,  o m d a t ,  zoals e e rd e r  al is 

o p g e m e rk t ,  d e  fractie kleiner dan  5 pm 3 0 - 9 5 %  van  d e  to ta a lco n c en t ra t ie  

v e r te g e n w o o r d ig t  en d eze  klasse n ie t  kan w o rd e n  ge te ld  m e t  microscopie. 

N ieuw  ech te r ,  is d a t  bij de  d a ta v e rw e rk in g  van  f lo w c y to m e te r  resu lta ten  e e n 

v o u d ig  gecorr igee rd  kan w o rd e n  v o o r  deze  g ro e p  deelt jes kleiner dan  5 pm, 

w a a rd o o r  de  vergelijking m e t  microscopie  b e te r  w o r d t  zoals in FIGUUR 15 

w o r d t  a a n g e to o n d .  De g ro o ts te  verschillen in con cen tra t ie  w o rd e n  g e v o n d e n  in 

d e  periode  m idden  juni. Hier is d e  f lo w cy to m e te rco n cen tra t ie  veel h o g e r  d an  de 

m ic ro sco op co ncen tra t ie .  Uit d e  (snelle) tellijst van  h e t  levende  m o n s te r  blijkt 

d a t  op  d eze  d a tu m  een  zee r  h o g e  con cen tra t ie  van M esodinium  rubrum  cellen 

(h e te ro t ro o f  microflagellaat) die  in sym biose  leven m e t  Cryptophyceae aan  g e 

t ro ffen  zijn, terwijl bij de  u i tgebre ide  tellijst de  con ce n tra t ie  veel lager is na  

lugoi fixatie, w a a rv a n  b ek en d  is d a t  cellen 'k a p o t '  k lappen  en d a a rm e e  v e r m o e 

delijk d e  m icroscopische  co ncen tra t ie  o n d e rs c h a t  is. In h e t  lugoi m o n s te r  blijkt 

d eze  so o r t  d a n  ook  slechts 5 %  van  d e  to taa ld ee l t je sco n cen t ra t ie  uit t e  m aken ,  

terwijl uit d e  snelle (ongef ixee rde )  m icroscopische telling blijkt d a t  de  soo r t  d o 

m in a n t  (> 1 0 % )  in h e t  m o n s te r  vo o rk o m t.  D a a rn a a s t  is h e t  te v e n s  mogelijk d a t  

h e t  verschil in con cen tra t ie  tu s sen  f low cy tom etr ie  en  gef ixee rd e  m icroscopische 

te l lingen g ro te r  is d o o r d a t  bij de  f low cy tom etr ische  analyse  kw e tsb a re  cellen 

z o u d e n  k u n n e n  besch a d ig en  (d oo r  de  roerder),  waarbij de  kleinere Crypto
phyceae  v ri jkom en en een  h o g e re  con ce n tra t ie  ve ro o rzaken .  C on tro le  h ierop  is 

mogelijk d o o r  h e t  m ak en  van  digitale fo to 's  van  d eze  cellen ti jdens d e  f low cy

tom e tr isc h e  analyse.

Een te g e n g e s te ld  (co ncen tra t ie )e f fec t  d o e t  zich v o o r  op  de  m an ie r  w a a ro p  de 

co n ce n t ra t ie b e p a l in g  p laats v ind t  bij respectievelijk m icroscopie  en f lo w c y to m e 

trie. Bij f low cy tom etr ie  w o r d t  d e  co n c en tra t ie  vas tg es te ld  op  g ro n d  v an  h e t  

aan ta l  observa tie s  pe r  vo lum e. H et begrip  observa t ie  v e r t e g e n w o o r d ig t  é én  e n 

kele cel, m a a r  o ok  m e e rd e re  cellen indien d eze  ais k e ten  of kolonie aan  elkaar 

z it ten . Bij m icroscopie  w o r d t  een  o bserva t ie  u itgesplitst  naa r  h e t  aan ta l  cellen of 

individuen pe r  ob se rv a t ie  en w o rd t  o p  g ro n d  hiervan de  co n cen tra t ie  v a s tg e 

steld (O verigens  w o r d t  h e t  begrip  individu in bij m icroscopie  verschillend g e ïn 

te rp re tee rd ) .  O p  g ro n d  hiervan w o r d t  v e rw a c h t  d a t  d e  microscopische  v a s t g e 

ste lde  fy to p la n k to n c o n c e n tra t ie  v o o r  de  g ro ep  deelt jes > 5 pm  c o n s e q u e n t  

h o g e r  zal uitvallen d an  bij f low cy tom etr ie ,  vooral v o o r  m o n s te rs  die  uit vele 

(lange) ke ten s  of kolonies bes taan .  O p va llen d  is d a t  de  verschillen tussen  beide 

tec h n iek en  to ch  n ie t g ro o t  zijn. Alleen op  3 mei, 23 mei en op  2 8  juni zijn de  

con cen t ra t ie s  fy to p lan k ton dee l t je s  bij m icroscopie  h o g e r  d an  g e m e te n  m e t  

f low cy tom etr ie ,  m a a r  v o o r  d e  overige  d a t a  is dit lager. O p  3 mei is m icrosco

pisch e en  relatief e rg  h o o g  a a n d e e l  (6 7 % )  van  de  k o lo n ie v o rm en d e  soor t  

Chaetoceros socialis g e v o n d e n ,  op  23 mei is d e  k e te n v o rm e r  so o r t  R h/zoso- 
/en/a de//catu/a  redelijk talrijk (3 6 % ) .  V oor de  v e rh o g in g  van  2 8  juni is g ee n
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verklaring, wel is er een  relatief h o o g  aan d ee l  van  de  g ro ep  Prasinophyceae 
(6 5 % )  in h e t  m o n s te r  aan w ez ig ,  m a a r  dit zijn losse enke le  cellen.

4.4 .6  Imaging in flow  foto's versus microscopische waarnemingen
A a n p ass in g e n  g e d u re n d e  h e t  ja a r  2 0 0 0  aan  d e  m e th o d ie k  

In 2 0 0 0  is b e g o n n e n  m e t  h e t  s ta n d a a rd  inze t ten  van  d e  im ag in g  in f low  m o 

dule  bij h e t  m e te n  van  m o n i to r in g  m ons ters .  De ee rs te  o p z e t  w as  o m  in de  

m o n s te rs  zo veel mogelijk clusters te  o n d e rsc h e id en  o p  g ro n d  van  bivariate 

sca t te rp lo ts  in S pyro -so ftw are ,  g e b a se e rd  o p  f lo w cy to m etr ische  w a a rn e m in g e n  

v an  fy top lank tonce llen .  Van d e  visueel a a n g e t ro f fe n  clusters zou  een  d u sd a n ig  

aan ta l  fo to 's  g e m a a k t  w o rd e n  d a t  h e t  mogelijk zou  m ak en  om  so o r ten  te  k o p 

pelen  aan  clusters . Er w e rd  g e s t ree fd  naa r  een  gem idd e ld  aan ta l  fo to 's  van  2 0 0  

pe r  m ons te r .  Na een  aan ta l  m a a n d e n  op  d ez e  m an ie r  g e w e rk t  te  h e b b e n  bleek 

een  a a n p a s s in g  v an  d ez e  m e th o d iek  noodzakelijk , o m d a t  d e  m e e s te  clusters 

v an  deelt jes  in d e  diverse sca t te rp lo ts  (pls-fgr,  pls-fgo en pls-frr) w e rd e n  g e 

v o rm d  d o o r  m e t  n a m e  z ee r  kleine deelt jes  (<5 pm). In ee rs te  ins tantie  w e rd e n  

ook  van  d eze  deelt jes  veel fo to 's  g e n o m e n .  In de  "clusters" m e t  g ro te re  d e e l 

tjes w e rd e n  bo ve n d ien  veel de tr i tusv lokken  a an g e t ro f fen .  H et  g e v o lg  w a s  d a t  

er in v e rh o u d in g  ze e r  w e in ig  h e rk e n b a re  p lanktoncellen  g e fo to g ra fe e rd  w e r 

den .  De planktoncellen  die wel via  fo to 's  h e rken d  ko n d e n  w o rd e n  b e v o n d e n  

zich voornam eli jk  in h e t  c luster m e t  deelt jes > ca. 10  pm.

O p  g ro n d  van  de  resu lta ten  van  h e t  ee rs te  h a l f ja a r  w e rd  b es lo ten  om  de  zee r  

k le ine(n ie t-d e te rm inab e le )  deelt jes niet m e e r  te  fo to g ra fe ren .  In p laats hiervan 

is e r  v e rd e r  g e w e rk t  m e t  e en  v as te  selectie van  h e t  c luster  m e t  d e  deelt jes > ca. 

10  pm. M e t  d e ze  o p z e t  w e rd  deels a fg e s ta p t  van  h e t  idee om  so o r ten  te 

k u n n e n  koppe len  aan  clusters . Er w e rd  v a n a f  d a t  m o m e n t  g e s t ree fd  n aa r  h e t  

n e m e n  van  ca. 2 0 0  fo to 's  van  h e t  c luster m e t  de  g ro te re  (>ca. 10 pm ) deeltjes. 

Een ta x o n o m is t  zou  op  deze  m an ie r  ca. 2 0 0  h e rk e n b a re  p lanktoncellen  te  zien 

krijgen w a a rd o o r  in vergelijking m e t  d e  snelle microscopische  tellijsten een  re 

p re sen ta t ie f  beeld  zou  m o e te n  o n ts ta a n  v an  d e  p lan k to n sam e n s te l l in g  in de 

m ons te rs .  H et  c luster m e t  d e  g ro te re  deelt jes w o r d t  e ch te r  g e v o rm d  d o o r  een  

klein p e rc e n ta g e  v an  h e t  to taa l  aan ta l  deeltjes. In de  praktijk b e te k e n t  dit  d a t  

h e t  fo to g ra fe ren  v an  2 0 0  fo to 's  v an  dit c luster  een  t i jd rovende  bezigheid  is 

(h e t  o p v o e re n  van  d e  m o n s te r to ev o e rsn e lh e id  kan dit p roces versnellen m aa r  

leidt to t  een  lagere kwaliteit fo to 's) .

A an h e t  e inde  van  h e t  jaa r  is de  m an ie r  van  w e rk en  no g m aa ls  a a n g e p a s t ,  v a n 

w e g e  de  lage aan ta llen  p lanktoncellen  g ro te r  dan  10 pm  in slechts enke le  milli

liters m o n s te r  d o o r  de  m o n s te rs  v o o r  d e  IIF-analyse eers t  te  c o n c en t re re n  over  

een  10  pm  gaas. H et belangrijkste  v oordee l  d a t  h ie rm ee  bere ik t  w o r d t  is een  

h o g e re  con ce n tra t ie  aan  p lank tondee lt jes .  De m o n s te r to e v o e rsn e lh e id  kan laag  

blijven w a a rd o o r  d e  kwaliteit van  d e  fo to 's  g o e d  blijft. Een a n d e r  v oordee l  is de 

k orte re  t i jdsduur van  de  IIF-analyse die nu g eh aa ld  w ord t .  B ovendien kan er 

sneller g ean tic ipeerd  w o rd e n  o p  kleine fluc tuat ies  van  de  m ante lv loeis to f-  

snelheid  w a a r  d e  IIF-analyse zee r  g evoe lig  v o o r  is.

V o or  2001  is g e s ta r t  m e t  een  u i tgeb re ide  IIF-analyse w a a rm e e ,  zoals ti jdens de 

ee rs te  m a a n d e n  van  2001  is geb lek e n ,  resu lta ten  w o rd e n  b eh aa ld  die veel 

b e te r  vergel i jkbaar zijn m e t  d e  m icroscopische  analyses d an  in 2 0 0 0  h e t  geval 

w as.
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De so o r t (en )sam en s te l l ing  van  opva l lend e  clusters in h e t  n iet g e c o n c e n t re e rd e  

m o n s te r  w o rd e n  in 2001  m e t  d e  HF on d e rzo ch t .  V ervolgens  w o rd t  h e t  m o n s te r  

g e c o n c e n t re e rd  o ve r  e en  10  pm  g aas  en  w o rd e n  de  cellen g e re s u sp e n d e e rd  in 

3 0  %o NaCI.

Van h e t  g e c o n c e n t re e rd e  m o n s te r  w o r d t  no g m aa ls  d e  con cen tra t ie  bepaa ld  en 

een  v as te  selectie in dit m ons te r(dee l t je s  > ca. 10 pm ) w o r d t  m e t  d e  11F g e a n a 

lyseerd. H et s t r e e fp u n t  is om  2 0 0  duidelijke fo to 's  v an  fy top lan k to n d ee l t je s  te  

m ak en .  A an gez ien  h e t  se lec t iepe rcen tag e ,  d e  c o n cen t ra t ie fac to r  en de  c o n c e n 

tra tie  van  h e t  g e c o n c e n t re e rd e  m o n s te r  b ek en d  is kan de  con ce n t ra t ie  van  de 

d o m in a n t  a a n w ez ig e  so o r ten  b e rek en d  w o rd e n .

Een belangrijke v o o ru i tg a n g  is d e  kwaliteit van  d e  fo to 's  die n a  een  jaar  e rv a 

ring duidelijk is to e g e n o m e n .  De gede ta i l lee rde  classificatie zoals die m e t  de  

m icroscoop  mogelijk is zal n ie t m e t  de  11F g ehaa ld  k u n n e n  w o rd e n ,  o m d a t  m e t  

een  v as te  v e rg ro t in g  g e w e rk t  w ord t .  Een snelle b ep a l in g  van  de  d o m in a n t  a a n 

w ez ige  soo r ten  op  species n iveau inclusief con cen tra t ie  b e h o o r t  wel to t  de  m o 

geli jkheden.

Vergelijking m e t  microscopie  in 2 00 0 :  In vergelijking m e t  de  snelle m icrosco

pische analyses,  zoals die d o o r  K oem an  en  Bijkerk bv. u i tgevoerd  zijn, blijkt d a t  

e r m e t  de  11F toch  een  aan ta l  d o m in a n t  a a n w ez ig e  so o r ten  g em is t  w o rd e n .  Dit 

is m e t  n a m e  h e t  geval op  die d a t a  d a t  er z ee r  w e in ig  p lank ton dee l t je s  g e f o t o 

g ra fee rd  zijn. H et aan ta l  gem is te  (d o m in a n te )  so o r ten  n e e m t  e ch te r  snel af ais 

er m e e r  duidelijke fo to 's  a a n w e z ig  zijn.

Een belangrijk verschil m e t  m icroscopie  blijft h e t  v e rm o g e n  van  de  m icroscoop  

om  m e t  b ehu lp  van  verschillende ve rg ro t in g e n  d e  a lgen  g ed e ta i l lee rd e r  in beeld 

te  krijgen. O p  basis van  de  11F fo to 's  kan vaak  wel g e co n c lu d ee rd  w o rd e n  w e l 

ke species h e t  b e t r e f t  m a a r  is h e t  d a a re n te g e n  m ees ta l  nie t mogelijk om  o ok  de 

su b  species te  b e n o e m e n .  In h e t  geval er sprake  is van  o n sc h e rp e  fo to 's  w o rd t  

een  so o r t  vaak  b e n o e m d  m e t  h e t  v oorvoegse l  cf.(con fir).

De kwaliteit van  d e  fo to 's  is afhankelijk v an  d e  uitlijning v an  d e  IIF-module en 

v an  d e  stabiliteit van  h e t  f luidics-systeem. O n d a n k s  d a t  be iden  v aak  n ie t o p t i 

maal w a re n  w e rd  d e  sch e rp te  van  de  g e n o m e n  fo to 's  d o o r  Louis Peperzak  

(OSB) to ch  ais g o e d  gekwalif iceerd

C o n c lu d e re n d  op  g ro n d  v an  d e  resu lta ten  en b ev ind ingen  van  d e  11F in 2 0 0 0  

blijkt duidelijk d a t  de  n ieuw e  11F een  leerproces is g e w ees t . .  De m an ie r  van 

w e rk e n  is g e d u re n d e  h e t  jaa r  een  aan ta l  keren  a a n g e p a s t .  De fc m -o p e ra to re n  

h a d d e n  g een  e rvar ing  m e t  11F w a a rd o o r  er reg e lm a t ig  m e t  e e n  n ie t op tim aal 

uitgelijnde 11F g e w e rk t  is . De kwaliteit v an  d e  fo to 's  var iee rt  h ie rdoor  sterk 

m a a r  is ov e r  h e t  a lg e m e e n  redelijk.

4.4 .7  Aantallen flowcytometrie versus microscopie
Uit d e  microscooptell ijsten van  h e t  ee rs te  helft van  2 0 0 0  blijkt d a t  de  k w an t i 

ta t iev e  en  kwalita tieve karak ter iser ing  g e b a se e rd  is op  circa 10 0  -1 5 0  o b s e r v a 

ties per m ons te r .

De kw an ti ta t iev e  en kwalita tieve karak ter iser ing  op  g ron d  van  de  digitale fo to 's  

v an  d e  com b in a t ie  f lo w cy to m etr ie  en  im ag ing  in f low  is g e b a se e rd  op  circa 2 0 0  

observaties .
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Tellingen bij e e n  s ta n d a a rd  f low cy tom etr ische  analyse  zijn g e b a se e rd  op 

1 0 0 0 0 - 1 5 0 0 0  observa t ie s  per m ons te r .

In h e t  a lg em e en  w o r d t  bij m icroscopische  tel lingen de  b e t ro u w b a a rh e id  b e re 

kend  ais funct ie  van  de  w orte l  van  h e t  aan ta l  w a a rn e m in g e n  (Lund e t  al.,

19 58 )  o n d e r  de  a a n n a m e  d a t  d e  ran d o m  verde l ing  die bij de  sch a t t in g  van  de  

b e t ro u w b a a rh e id  van  een  s te ek p ro e f  o n t s t a a t  Poisson ve rdee ld  is. Bij een  9 5 %  

b e tro u w b aa rh e id s in te rv a l  w o r d t  dit: (2 * V a a n ta l* 1 0 0 % ) /a a n ta l .  Bij 100  w a a r n e 

m ing en  is de  b e t ro u w b a a rh e id  2 0 % ,  bij 2 0 0  w a a rn e m in g e n  1 4 % ,  bij 1 0 0 0 0  

w a a rn e m in g e n  2 %  en  bij 1 5 0 0 0  w a a r n e m in g e n l  .6% .

Bij d e  c o n c e n t r e e rm e th o d e  w aarbij gebru ik  g e m a a k t  w o rd t  van  bezink ing  is de  

kans a a n w e z ig  d a t  deelt jes  aan  de  w a n d  blijven kleven. Vooral v o o r  kleiner 

p lank ton  w o r d t  d a a ro m  g e e n  b ez in k in g sm e th o d e  a a n g e ra d e n  (Reid, 1983)

4.4 .8  Huidige obstakels om soorten te benoemen uit flowcytometrie-data
De a u to m a t i s c h e  c lus ter ing  via de  m a t la b - so f tw a re  (algoritm e clus terfcm (v6 .0)  

3 0 ,1 5 )  levert een  aan ta l  clusters op  die in aan ta l  en co n cen tra t ie s  te  vergelijken 

zijn m e t  m icroscopie  (zie FIGUUR 13). Toch is h e t  lastig a ch te ra f  g e v o n d e n  

clusters to e  te  ken n en  aan  soo r ten  om  diverse redenen :

•  Een essen tië le  s tap , die m o m e n te e l  n o g  mist is d e  k op pe lin g  tussen  fo to  en 

de  o v e reen k o m st ig e  f low cy to m etr isch e  op tische  e ig e n s c h a p p e n  van  h e t  g e 

fo to g ra fe e rd e  deelt je  op  g ro nd  w a a rv a n  een  cluster  a ch te ra f  is te  co n tro le 

ren o f  defin iëren . Nu kan 'a l leen ' o p  g ro n d  van  een  selectie v an  deelt jes in 

de  bed ien in g sso f tw a re  g e fo to g ra fe e rd  w o rd e n ,  m a a r  d us  n ie t  in com bin a t ie  

m e t  d e  o p s lag  v an  de  o p tische  e ig en sch ap p e n .  Foto 's  w o rd e n  g e m a a k t  aan  

de  h a n d  v an  een  selectie v an  d a t a  in e e n  sca t te rp lo t  v an  tw e e  f lo w c y to m e 

trische variabelen . D oor s terke  overlap  v an  cluster  (van soo r ten )  in deze  

tw e e d im e n s io n a le  p lo t  is h e t  m a k e n  van  een  a p a r te  selectie v an  ee n  a c h te r 

af d o o r  MATLAB g e v o n d e n  cluster onmogelijk .  A ch te ra f  is e r  du s  b e h o e f te  

aan  de  com bin a t ie  van  een  fo to  en de  o v e re e n k o m st ig e  op tische  d a t a  om 

de  a ch te ra f  g e v o n d e n  clusters te  k u n n e n  'va lideren '.  Z o la n g  d e ze  gelijktij

d ige  o p s lag  van  fo to  en o v e re en k o m st ig e  f lo w c y to m e tr ie d a ta  van  een  

deelt je  n ie t mogelijk is, is de  definit ieve validatieslag  n ie t  uit t e  vo e ren .  De 

oorspronkeli jke o p z e t  v an  d e ze  c om bin a t ie  van  fo to  en o p s lag  fc m -g e g e -  

ven s  is in principe d e  b ed o e l in g  g e w e e s t ,  m a a r  d o o r  g eb rek  a an  tijd b innen  

h e t  E urO PA -pro jec t  is h ieraan nauwelijks a a n d a c h t  bes teed .  V o lgens  de 

s o f tw a re -o n tw e rp e r  is de  op tie  wel a a n w e z ig  in Spyro -so ftw are .

•  De sp re id ing  van  de  g em id d e ld e  op tische  karakteris tieken van  de  g e v o n d e n  

clusters is g ro o t ,  hoofdzakelijk  v e ro o rzaa k t  d o o r  biologische spre id ing  (korte 

ke ten s  lange  ketens ,  g ro te  cellen kleine cellen). D oor d e  g ro te  s p r e id in g e n  

onder l in g e  overlap  van  d e e l t je se ig e n sch ap p en  is h e t  v a s t leg gen  v an  d e  a b 

so lu te  g e ta lw a a rd e n  in een  d a ta b a s e  per  so o r t  riskant. Een d a ta b a s e  zou 

o n tw o rp e n  ku n n en  w o rd e n  o p  g ron d  van  d im ensie loze  geta l len , waarbij de  

op tische  g e v o n d e n  g e ta lw a a rd e n  onafhanke l i jker  w o rd e n  van  len g te  (bij 

ke tens)  of v o lum e  e ffec ten  (bij kolonies, enkelcelligen).
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4.4 .9  Resumé
In d e  inleiding is ges te ld  de  o n d e r s ta a n d e  v rag en  te  b e a n tw o o rd e n  en h ier toe  is 

vooral in g eg aa n  op  d e  huidige s tand  v an  zaken  en resu lta ten  v an  f lo w c y to m e 

trie (m e t  de  ex tra  m ogel ijkheden  verge lek en  m e t  e e rd e re  evaluaties)  van  de  lo- 

katie Noordwijk 10  in 20 00 :

1. In hoev erre  is h e t  mogelijk de  m icroscopische  analyse  gedeelte li jke te 

v e rv a n g e n ?

2. W elk e  be tek en is  h e b b e n  de  ex tra  variabelen , die m e t  f low cy tom etr ie  

bep aa ld  w o rd e n  in relatie m e t  r e f e ren t iew aa rd e n  (bijvoorbeeld f lo w 

cytom etr isch  vo lu m e  vs particulair organ isch  koolstof)?

3. W elke  kwaliteit h e b b e n  d e  'f low cy to m etr isch e  g e ta l le n ’?

4. W a t  zijn de  kosten  v an  f low cy tom etr ische  analyses?

V ra a g  1 kan eigenlijk pas b e a n tw o o rd  w o rd e n  n a  de  v ragen  2 t o t  en m e t  4  

b e a n tw o o rd  te  h e b b e n .  A n tw o o rd  v an  v ra a g  2 : In vergelijking m e t  referen tie-  

tec h n iek en  ais chlorofyl-a, POC, g e te ld e  a u to t ro fe  dee lt je sco ncen tra t ie s  > 5 p m  

(m e t  microscopie), fy to p la n k to n so o r te n  die ge te ld  zijn op  g ro n d  van  de  im a 

g in g  in f low  bee ld en  en vas tges te ld  m e t  m icroscopie  zijn g o e d e  to t  redelijke 

o v e re e n k o m s te n  g e v o n d e n .  F low cytom etr ie  levert een  m e e r w a a r d e  d o o r  de  

g ro e p  v an  deelt jes < 5 pm , die m e t  a n d e re  tech n iek e n  n iet bep aa ld  w o rd en .  

V erd e r  blijkt uit de  relatie m e t  bijvoorbeeld  n u t r ië n tg e g e v e n s  d a t  b ep aa ld e  

g ro o t tek lasses  c lus teren  in drie g ro e p e n  < 4 0  pm , 4 0 - 1 5 0  pm en > 1 5 0  pm en 

elk ais g ro e p  e en  specifieke relatie h e e f t  m e t  een  to e n a m e  v an  N- of P- 

v e rb ind in gen  in h e t  w a te r .

A n tw o o rd  op  v ra a g  3 : De kwaliteit van  d e  f low cy tom etr ische  analyses w o r d t  op  

diverse m an ie ren  g e b o rg d .  Zoveel mogelijk w o r d t  b innen  de  criteria, die ge lden  

v o o r  Sterlab, g ew erk t .  De EurOPA n.s. is bijvoorbeeld  u itgebre id  gevalideerd ,  

w a t  in h o u d t  d a t  verschillende p re s ta t iek en m erk e n  ( rep ro d u c ee rb aa rh e id ,  g e 

voeligheid , juistheid, ro bu us the id ,  dynam isch  bereik, e tc.) v as tges te ld  en v a s t 

ge leg d  zijn (Sandee ,  w e rk d o c u m e n t  RIKZ/IT-99.896x). Hiertoe zijn c o n cen t ra -  

t i ebep a lin gen  tu s sen  f lo w cy to m etr ie  en microscopie  v e rge leken ,  w aarin  g o e d e  

ond er l in ge  correlaties g e v o n d e n  w e rd e n .  Elke a n a ly s e d a g  w o rd e n  s t a n d a a r d 

bollen d o o rg e m e te n ,  die d ien en  te  v o ld oen  a an  een  o p g e g e v e n  m in im um  en 

m a x im u m w a a rd e .  Deze  1e l i jnsborging w o rd t  c o n s e q u e n t  b ijg e h o u d en  op  een  

kaa r t  om  lange termijn r e p ro d u ce e rb aa rh e id  van  d e  analyses te  w a a rb o rg e n .

Een 2 e li jnsborging (gecertificeerd re fe ren tiem ater iaa l)  en een  3 e li jnsborging 

( r in g o nd erzoek en )  v inden  niet plaats, m a a r  h e t  is wel de  b ed o e l in g  dit zoveel 

mogelijk to e  te  g aan  passen  in d e  to e k o m s t .  W o r d t  g ek ek en  naa r  h e t  aan ta l  

te l lingen per m o n s te r  d a t  per analyse  w o r d t  g e d a a n  d an  is dit 1 0 0 0 0 - 1 5 0 0 0  

v o o r  f low cy tom etr ie  ten  opz ich te  van  ca  1 0 0 -1 5 0  v o o r  microscopie .  V olgens  

Poissonstatistiek is h e t  verschil in te l fo u t  op  g ro n d  van  de  to taa lte ll ing  

V aan ta l /a an ta l  o f tew el  1 % v o o r  f low cy tom etr ie  en 1 0 %  v o o r  microscopie. 

F lo w cy to m e tr iem o n s te rv o lu m in a  zijn klein ( to t  10  ml) ten  opz ich te  van 

m ic rosco p iem o n s te r -v o lu m in a  (o p c o n c e n t re r in g  to t  c a 2 0 x  g e b a se e rd  op  ca 

5 0 0  ml). V o or  de  im ag ing  in f low  f o to -o p n a m e s  w o r d t  sinds eind 2 0 0 0  ook  

o p g e c o n c e n t re e rd  (van ca  5 0 0  n aa r  5 0 - 2 0  ml) en w o rd e n  circa 2 0 0  fo to 's  

g e n o m e n .  De fo tokw al ite it  is m ind er  g o e d  d an  de  m icroscopische  op tische
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kwaliteit , w a a rd o o r  identificatie op  g ro n d  v an  digitale im ag ing  in f low  fo to 's  

som s nie t  mogelijk is. Een voordee l  v an  d e  im ag ing  in flow o p n a m e s  is d a t  elk 

deelt je  d a t  ch lorofyl-a  f luorescen tie  h e e f t  in principe g e fo to g ra fe e rd  kan w o r 

d en  en 'o n z ich tb aa rh e id '  d o o r  detr i tus  u i tges lo ten  is bij deze  techniek .

A n tw o o rd  op  v ra a g  4 : De kosten  v o o r  een  n ieu w  f low cy tom etr isch  a n a -  

ly se ap p a raa t  zijn ca  kt 3 0 0 , -  en  w o r d t  in 8  jaa r  a fg e sch reven  (kt 3 7 ,5  

p.jr.). Een s tan d a a rd a n a ly se  d u u r t  gem idd e ld  1 uu r  inclusief rap p o r tag e .

Kosten v o o r  o n d e rh o u d  en m ater ia len  per  jaa r  w o rd e n  op  ca  5 %  v an  de 

nieuwprijs  g e sc h a t  (kt 15 ,-  p.jr.). U itg aa n d e  v an  h e t  uurtarie f  van  h e t  

RIKZ v an  tl 1 5 2 ,-  zijn bij 5 0 0  f low cy tom etr ische  analyses pe r  jaar, de  

kos ten  pe r  analyse  tl 2 5 7 , -  (tl 7 5 , -  + 152 ,-  + 30,-) .  Bij 1 0 0 0  analyses 

pe r  jaa r  zijn d e  kosten  per analyse  tl 2 1 9 ,5 0  (tl 3 7 ,5 0  + 1 52 ,-  + 30,-) .  In 

2 0 0 0  zijn in to taa l  op  d e  f lo w c y to m e te r  m e e r  d an  1 0 0 0  analyses g e 

draaid.

A n tw o o rd  op  v ra a g  1 : Ais toe lev e ranc ie r  van  inform atie  o ve r  fy to p iank to n  g e 

g e v e n s  in d e  k u s tw a te re n ,  a ch te n  de  au teu r s  van  dit vers lag  e en  (g e d e e l te 

lijke) v e rv a n g in g  van  m icroscopische  analyse  d o o r  een  c om bin a t ie  van  f low cy

to m e tr ie  en im ag ing  in f low  g o e d  mogelijk. A a n g e to o n d  is d a t  d e  f lo w c y to m e 

trische v e rk reg en  informatie ,  die  ge leve rd  w o r d t  b e t r o u w b a a r  en ob jectief  is. 

H e t  v oo rdee l  van  h e t  tellen in lev end e  m o n s te rs  en  h e t  m ak en  v an  digitale o p 

n a m e s  hierin is d a t  g e en  celverlies o p t r e e d t  d o o r  c o n se rv e r in g  en  fixatie d o o r  

h e t  uit e lkaar s p a t te n  v an  cellen zoals per  definitie zal p laa tsv inden  bij elke to t  

n o g  to e  b e k e n d e  f ix a t iem e th o d e .  H et  nad ee l  van  levende  m o n s te rs  is de  sne l

heid w a a rb in n e n  een  m o n s te r  g ean a ly see rd  m o e t  zijn om  d e  represen ta t iv i te i t  

v an  h e t  m o n s te r  te  w a a rb o rg e n .  O o k  uit dit v e rs lag  blijkt d a t  de  f lo w c y to m e 

trisch ve rk regen  in form atie  g o e d  o v e reen  k o m t m e t  a n d e re  (bek en d e re )  a n a 

lytische tech n iek en .  Bij een  s ta n d a a rd  f low cy to m etr isch e  analyse  w o r d t  m e e r  

in form atie  v e rk reg en  o ve r  kleine deeltjes, die microscopisch n ie t  o f  nauwelijks 

z ich tbaa r  zijn. D a a rn a a s t  o n d e rsch e id t  f low cy to m etr ie  zich van  microscopie  

d o o r d a t  snel een  relatie ge legd  kan w o rd e n  tu ssen  aan ta llen ,  b iom assa , 

g roo t te f rac t ie s  en soor ten .  De so o r ten sa m en s te l l in g  u i tg ed ru k t  ais b io m assa  per 

v o lu m e  (chlorofyl-a) is bij m icroscopische  tellingen lastig. De b iom assab ijd rage  

v an  soo r ten  w o r d t  bij m icroscopie  g e sc h a t  aan  de  h an d  van  een  th eo re t isch e  

b io m assa  g e re la tee rd e  variabele  pe r  soort. G eco m b in e e rd  m e t  ev en tu e e l  een  

sch a t t in g  van  h e t  b iovo lum e kan d an  d e  b io m assa  per  so o r t  b e rek en d  o f  g e 

sc h a t  w o rd e n  (Reid, 1983).  De b e t ro u w b a a rh e id  van  deze  afgele ide  m e th o d e  is 

m atig ,  alleen al d o o r  de  g ro te  b iologische spreiding. Bij f low cy to m etr ie  is de  

b io m assave rd e l in g  v an  diverse g roo t te f rac t ie s  e en  duidelijk voordee l ,  o m d a t  per  

individueel deelt je  e en  chlorofy l-a  bijdrage en b iovo lum e bijdrage van  d a t  

deelt je  daadw erkeli jk  g e m e te n  w o r d t  en  h e t  to taa lb ee ld  van  alle deelt jes 

d e s g e w e n s t  snel kan w o rd e n  g e g e v e n ,  zoals w o rd t  a a n g e to o n d  in dit verslag. 

De m e e r w a a r d e  van  f low cy tom etr ie  kan d an  geleve rd  w o rd e n  bij v rag en  ais: 

w elke  g ro o t tek lasses  d ra g e n  h e t  belangrijkst bij a an  d e  b iom assa ,  w elke  deelt jes 

leveren d e  m e e s te  kools tof en h o e  v e rh o u d e n  d e  aan ta llen  deelt jes  zich te n  o p 

z ichte  van  d e  b io m assa  van  die deelt jes?

G edeta i l lee rde  in form atie  ov e r  so o r te n  of de  identificatie v an  so o r ten  w o rd t  

v e rk reg en  o p  g ro n d  digitale o p n a m e s  van  deelt jes ( im ag ing  in flow). A an de
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fo to - o p n a m e s  kan kw an ti ta t ieve  inform atie  o n t le en d  w o rd e n  o ve r  de  o n d e r 

linge v e rh o u d in g e n  w aarin  soo r ten  v o o rk o m e n  in e en  m ons te r .

De kosten  van  de  f low cy tom etr ische  analyse  liggen niet ho ger ,  m a a r  w a a r 

schijnlijk lager d a n  van  een  m icroscopische  telling. Tellingen bij f low cy tom etr ie  

zijn e ch te r  op  h o g e re  aan ta llen  g e b a se e rd ,  ais ook  h e t  aan ta l  digitale fo to -  

o p n a m e s ,  verge lek en  m e t  h e t  aan ta l  m icroscopische  w a a rn e m in g e n .  Een nadeel 

v an  f lo w cy to m etr ie  is de  apparaa t -a fhan ke l i jk he id .  Bij uitval is e en  tw e e d e  id e n 

tiek a p p a ra a t  n ie t  aanw ez ig .  W el m o e t  w o rd e n  o p g e m e r k t  d a t  d e  u p g ra d e  van 

d e  'o u d e re  ’O ptica l  P lankton A nalyser 'o p  ze e r  korte  termijn een  tw e e d e  flow- 

c y to m e te r a p p a ra a t  op levert.  De mogelijke com m erc ia lise r ing  van  f low cy tom etr ie  

en in h e t  b ijzonder van  de  R IK Z-apparaten , zal garan t ie s  k u n n e n  b ieden  in de 

to e k o m s t  m e t  b e tre k k in g  to t  de  ap paraa ta fhanke l i jkhe id .
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5. Conclusies

De bev in d ing en  van  d e  m e e s t  f r e q u e n t  b e m o n s te rd e  locatie Noordwijk 10 zijn 

geëv a luee rd .

Uit d e  g e s ta p e ld e  s ta a fd ia g ra m m e n  van  Noordwijk  10  blijkt d a t  de  b ijdragen 

aan  d e  to taa lc o n c e n t ra t ie  fy top la n k to n d e e lt je s  h e rk en b a re  t r en d s  laat zien.

O v e r  h e t  g eh e le  jaa r  d o m in e re n  d e  deelt jes  kleiner d an  5 pm in aan ta l ,  m a a r  is 

h un  bijdrage in de  chlorofyl-a  co n c en tra t ie  klein. In h e t  voorjaar,  ais ook  

m id d en -e in d  juli en begin  a u g u s tu s  zijn duidelijke bloeien (aan ta llen  deeltjes) 

w a a r n e e m b a a r  v an  g ro te re  g roo ttek lasses .  H et b iom assav e r lo op  laat tev en s  

t r e n d s  zien, m aa r  verschilt duidelijk van  h e t  to taa l (a an ta l )co ncen tra t ieve r lo op .  

Begin mei en m idden  juni, m idd en  juli en  begin  au g u s tu s  w o rd e n  de  h o o g s te  

b io m assa 's  g e v o n d e n  v e ro o rzaak t  d o o r  g ro te re  deeltjes , terwijl de  

to taa lc o n c e n t ra t ie  vooral m idden  juli opva llend  h o o g  is ten  o pz ich te  van  de 

overige  periodes. V erde r  valt o p  d a t  een  g ro o t  deel van  d e  deelt jes kleiner dan  

5 pm te v e n s  fyc o e r i th r in e -p ig m en t  te  b ev a tten .

Uit d e  vergelijking van  f low cy to m etr isch e  resu lta ten  m e t  re fe ren tie techn iek en  

w aarbij chlorofyl-a, z w e v e n d  s to f  en  particulair organ isch  kools tof in m on s te rs  

v an  d e  deze lfde  locaties b ep aa ld  zijn, blijkt m e t  n a m e  v o o r  ch lorofyl-a  (voor  alle 

locaties) en PO C  (voor 4  locaties) een  redelijke t o t  g o e d e  correlatie m e t  de 

f low cy to m etr isch e  linFGR/ml p a ram e te r .  V o o r z w e v e n d  stof w e rd  nauwelijks 

correlatie g e v o n d e n  m e t  e en  f low cy tom etr ische  p a ram ete r .

De vergelijking m e t  m icroscopische  resu lta ten  leverden  g o e d e  o v e re e n k o m s te n  

tu s sen  beide  tec h n iek en  v o o r  d e  g e v o n d e n  to ta a l - fy to p lan k to n co n c en t ra t ie s ,  

indien bij f low cy to m etr ie  d e  g ro e p  deelt jes  kleiner dan  5 pm w erd  w e g g e la te n .  

Hierin blijkt een  essentiee l verschil tu ssen  beide  tech n ieken .  F low cytom etr ie  

m e e t  dankzij d e  h o g e  gevoeligheid  ook  p icop lank ton  (1 -5 pm ) d a t  veelal 

g em is t  w o r d t  bij microscopie. Uit d e  m icroscopische  w a a rn e m in g e n  blijkt d a t  de  

so o r ten  die m ee r  d an  2 %  b ijdragen aa n  d e  to taa lc o n c e n t ra t ie  gem idd e ld  9 2 %  

v an  d e  to ta a lc o n c e n t ra t ie  verklaren. H et aan ta l  so o r ten  d a t  h iervoor n o d ig  is 

ligt gem idd e ld  o p  7 ,5  (±2 ,5)  pe r  m o n s te r  g e b a se e rd  op  de  u itgeb re ide  

m icroscopische  a n a ly s e re s u l t a t e n  van  Noordwijk 10 ov e r  h e t  ee rs te  halve jaar 

2 0 0 0 .  Uit de  f low cy to m etr isch e  c lus teranalyse  w o rd e n  in d eze lfde  periode  

gem id d e ld  8 ,4  (±1 ,9)  clusters van  deelt jes g e v o n d e n .

Een vergelijking tussen  soo r ten  g e v o n d e n  m e t  m icroscopie  en im ag in g  in flow- 

f lo w cy to m etr ie  is v o o r  h e t  jaa r  2 0 0 0  een  leerproces geb lek en .  In h e t  begin 

w e rd e n  te  kleine en niet d e te rm in e e rb a re  deelt jes tevee l g e fo to g ra fe e rd  

w a a rd o o r  de  g ro te re  deelt jes , die juist m e t  m icroscopie  b ep aa ld  w e rd e n ,  

statistisch g e m is t  w e rd e n .  H et instellen v an  d e  digitale c a m e ra  vere is te  te v en s  

en ige  e rvar ing  die a an  h e t  eind van  h e t  jaa r  2 0 0 0  g o e d e  fo to 's  g in g  op leveren .  

De o o g s t  duidelijke fo to 's  van  g ro te re  deelt jes w as  d a a rd o o r  relatief laag. 

O p c o n c e n t r e r in g  o f  f rac t ioner ing  van  g ro te re  deelt jes  (m.b.v. een  p la n k to n n e t  

v an  10  pm ) is noodzakelijk  geb lek en .  De duidelijke fo to 's  van  g ro te re  deelt jes 

w a re n  g o e d  vergelijkbaar m e t  de  microscopisch w a a r g e n o m e n  soor ten .  V an af  

januari  2001  w o rd e n  g o e d e  en  g ro te  aan ta llen  digitale fo to 's  per  m o n s te r  

g e n o m e n ,  dankzij de  in 2 0 0 0  o p g e b o u w d e  ervaring.
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Uit d e  relatie tu s sen  verschillende variabelen  (nu tr iën ten ,  chlorofyl,  koolstof 

etc.) en f low cy to m etr isch e  variabelen  blijken m e t  b ehu lp  van  principaal c o m p o 

n e n te n  analyse  drie g roo t tek lasses  te  c lusteren. Kleinere fy to p lan k to nd ee lt je s  

< 4 0  pm , m idd e lg ro te  tu s sen  4 0  en 15 0  pm en d e  g ro te re  fy to p lank ton dee l t je s  

> 15 0  pm. De m id de lg ro te  deelt jes to n e n  de  g ro o ts te  te g e n g e s te ld e  relatie m e t  

N -verb ind ingen ,  d e  g ro te re  deelt jes  v e r to n e n  de  g ro o ts te  te g e n g e s te ld e  relatie 

m e t  P -verb ind ingen .  Feofytine t o o n t  deze lfde  m a te  variantie  m e t  de  g ro ep  g r o 

te re  deeltjes , chlorofyl lijkt m e e r  te  corre leren  richting de  g ro e p  m idde lg ro te  

deeltjes. De particulaire fracties (PO C, PN, PP) to n e n  deze lfde  variatie ais de 

g ro e p  m idd e lg ro te  deeltjes.

De aan ta llen  deelt jes o p  g ron d  w a a rv a n  m e t  be ide  tech n iek en  tellingen g e b a 

seerd  zijn verschilt van  circa 2 0 0  v o o r  m icroscopie  t o t  1 0 0 0 0 - 1 5 0 0 0  v o o r  flow- 

cy tom etr ie .  H et aan ta l  digitale fo to 's  zal vergelijkbaar zijn m e t  microscopie. 

C o n c lu d e re n d  a c h te n  de  a u te u rs  van  dit ve rs lag  een  (gedeeltelijke) v e rv an g in g  

v an  m icroscopische  analyse  d o o r  een  com b in a t ie  van  f low cy to m etr ie  en 

im ag in g  in f low  g o e d  mogelijk.
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6. Aanbevelingen

1. De kans d a t  g ro te re  deelt jes g em is t  w o rd e n  bij d e  digitale fo to -o p n a m e s  

v an  ee n  m o n s te r  is a a n w e z ig  o m d a t  ze m inder  talrijk en  dus  m e t  een  relatief 

lage con ce n tra t ie  in e en  m o n s te r  a a n w e z ig  zijn. De identificatie van  deelt jes 

a an  d e  han d  van  de  digitale fo to 's  is mogelijk v a n a f  circa 5 pm  en  gro ter.

De relatief langere  w ach tt i jden  v o o rd a t  g ro te re  deelt jes g e fo to g ra fe e rd  zijn 

en h e t  kwijtraken v an  e en  g ro te  h oevee lhe id  'ba llas t 'dee l t jes  kleiner dan  5 

pm  vere is t  de  o p c o n c e n t re r in g  of f rac t ioner ing  van  g ro te re  deeltjes . Dit zal 

te v e n s  de  vergelijking m e t  m icroscopische  resu lta ten  ten  g o e d e  k o m en ,  o m 

d a t  in principe alleen d e  g ro te re  deelt jes g e m e te n  w o rd e n .  O m  d eze  reden

is b es lo ten  eind 2 0 0 0  en  v a n a f  200 1  te  s ta r ten  m e t  h e t  f rac t ioneren  van 

m o n s te rs  ten  b a te  van  de  im ag in g  in flow o p n a m e s .  V an  elk o p g e c o n c e n 

tree rd  m o n s te r  w o r d t  de  co n c en tra t ie  fy to p lan k to n  n o g m aa ls  bepaa ld ,  z o 

d a t  kw an ti ta t ieve  inform atie  g e c o m b in e e rd  kan w o rd e n  m e t  d e  v a s tg e s te ld e  

soo r ten  in d e  o p g e c o n c e n t r e e rd e  m onsters .

2. H et  is z ee r  g e w e n s t  d e  digitale fo to 's  van  fy to p la n k to n  te  co m b in e ren  m e t  

d e  o v e re e n k o m st ig e  f low cy to m etr isch e  o p t ische  e ig e n s c h a p p e n  v an  de 

deelt jes ,  z o d a t  a ch te ra f  g e v o n d e n  clusters v an  deelt jes  geva lideerd  ku n nen  

w o rd e n  m e t  fo to 's .  Hiervoor d ie n t  d e  SPY R O -sof tw are  te  w o rd e n  a a n g e 

past. O p  g ro n d  van  deze  to e p a s s in g  kan m ee r  in form atie  ge leverd  w o rd e n  

o ve r  soor ten .

3. H et  w o r d t  a an b e v o len  om  (w eer) gebru ik  te  m ak en  van  een  in terne  refe- 

ren t ie s tand aa rd (b o l)  w a a rm e e  re f e ren t iew aa rd e n  g eb ru ik t  ku n n e n  w o rd e n  

o m  clusters m e t  een  b e p a a ld e  spreiding, ju ister  in e en  d a ta b a s e  te  k u n n en  

defin iëren . Invloed d o o r  afwijkingen in laserintensiteit,  s t roo m sne lhe id  e.d. 

k u n n e n  w o rd e n  d an  w o rd e n  u itgevlakt.

4. De u p g ra d e  van  de  O P A  zal o n d e r  a n d e re  b e s taa n  uit een  g e a v a n c e e rd e  

vo rm  van  signaa lverw erk ing ,  d o o r  to e p a s s in g  van  h e t  pulse sh a p e  analysis 

principe (Ruften  e t  al. 2 0 0 1 ) .  Dit zal e r to e  leiden d a t  op  de  O P A  n ieu w e  stijl 

(O PA  n.s.) vele e x tra  variabelen  per op tische  p a ra m e te r  bepaa ld  zullen w o r 

den .  O p  g ro n d  van  deze  ex tra  in form atie  o n t s t a a t  e en  te  v e rw a c h te n  uniek 

sp ec tru m  van  geta l len  per soort ,  w a a rd o o r  so o r th e rk en n in g ,  bijvoorbeeld 

a an  d e  h an d  van  een  d a ta b a se ,  sterk v e rb e te rd  zal w o rd en .

5. A an b e v o len  w o r d t  dankzij de  h o g e  snelheid  van  de  f low cy to m etr isch e  a n a 

lyse en d e  bijna g eh e e l  g e a u to m a t i s e e rd e  re su l taa tv e rw erk in g  om  binnen  

é é n  w e e k  resu lta ten  via in te rne t  te  visualiseren, z o d a t  ac tueel en snel een  

g lobaal beeld  over  fy to p la n k to n g e g e v e n s  in de  N eder land se  k u s tw a te ren  

d o o r  h e t  RIKZ geleverd  w o rd t .  Een vo o rb n ee ld  is g e g e v e n  in bijlage 2.

6. De b lau w algen  of b lau w w ie ren  o f  C y an o b ac te r iën  d ien en  v o lgens  d e  Euro

pese  kaderrichtlijn in de  d a a r to e  g ed e f in iee rd e  s t ro o m g e b ie d e n  g em o n i to rd
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te  w o rd e n .  H ieronder  vallen de  N eder land se  estuaria ,  W a d d e n z e e  en de  1- 

mijlszone v an u it  de  N eder land se  kust. M e t  b e hu lp  van  f lo w cy tom etr ie  zijn 

b lau w algen  g o e d  te  m on i to ren .  H et w o rd t  a an b e v o len  n a d a t  de  juistheid 

v an  d e  F C M -m e th o d e  is vas tg es te ld ,  daadw erkeli jke  de  b lau w a lg m o n i to r in g  

te  g a a n  uitvoeren .

7. M e t in g e n  aan  z o ö p la n k to n ,  m icro zoö p lan k ton ,  p icop lank ton ,  n an o p lan k -  

to n ,  bac te r iën  e n / o f  virussen in (k u s t)w a te ren )  is in d e  m e e s te  m on ito r ings-  

p ro g r a m m a 's  onderbe l ich t .  A an b ev o len  w o r d t  o m  de  essen tie  en  rol v an  elk 

v an  d e  g e n o e m d e  g ro e p e n  in h e t  eco sy s teem  te  o v e rw e g e n .  De rol van 

f low cy to m etr ie  in m o n i to r in g  v o o r  d ez e  'n ie u w e '  g ro e p e n  kan hierin niet 

g e n e g e e rd  w o rd en .

8. Is er een  toxische a lg en p ro b le m a t iek ?  D oor diverse in te rna t iona le  o n d e r z o e 

kers w o r d t  de  tox ische  a lg en p ro b lem a t ie k  gezien  ais een  nauwelijks serieus 

g e n o m e n  p rob leem  ( 'R esearchers  criticize re sp o n se  to  killer a lg a e ’, Nature). 

A d e q u a te  respons  is m o m e n te e l  (te) traag .  K e n n iso pb ou w  o v er  d e  t o e p a s 

sing  van  an ti l icham en  en R N A -probes , k leu r ingstechn ieken ,  fixa tie technie- 

ken en  snelle m on i to r in g  v ind t  p laa ts  b innen  h e t  RIKZ-project 'M onisne l '  

(OSB). De bijdrage van  f lo w cy to m etr ie  is hierin essentiee l en v o o r  een  t o e 

kom stige  snelle m o n i to r in g  v an  tox ische  a lgen m e t  behu lp  van  f lo w c y to 

metrie  en voo rbew erk ing s(k leu r ing s ) techn ieken  w o rd t  lange  termijn kenn is 

o p b o u w  en im p lem en ta t ie  b innen  m o n i to r in g  aanb ev o len .

9. DNA label lingstechnieken v oo r  h e t  o p sp o ren  v an  activiteit van  f a rm a c a  in 

co m bin a t ie  m e t  HPLC of  f low cy tom etr ie  is al ve r  g ev o rd e rd .  O o k  v o o r  b e 

paa ld e  s to ffen  die b inden  aan  recep to ren  (bijvoorbeeld o e s t ro g e n e n )  ligt al 

g e re e d s c h a p  klaar. Dit is misschien een  van  de  m ogel ijkheden  v o o r  f low cy

to m etr ie ,  die p as t  in m e e r  e ffec tge r ich t  m o n i to ren  (signaal = f[affiniteit 

v o o r  recep to r  x concentra tie]) .
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Bijlage 1: Foto's gemaakt met de Imaging in Flow module
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Ceratau//na pe/ag/ca

1I

Ii
▼

Rh/zoso/en/a shrubso/e/

Phaeocystis sp.
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Eucampia zoodiacus

%

»
Rhizosoienia deiicatuia

I •
Thaiiasiossira sp.
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Bijlage 2: Voorbeeld mogelijke internetpresentatie flowcytometrische 

analyseresultaten

Phytoplankton data in Dutch coastal waters
Zie sites 2 - 7

TS135
Press on a location spot

N10

s
Vlissinge

Zie sites 1 4 -1 6

Schaar/

A b o u t  used  m e th o d s

sites 2 -7  (per lokatie  h e tze lfde  alleen m e t  a n d e re  m e e tg e g e v e n s )

Chlorofyl-a concentration 
classified by size fraction

Phytoplankton data in Dutch coastal waters

Noordwijk 10

\  -f- - r(

Concentrations of 

autotrophic phytopla 
c lass ified  h v  size frac1

lkton
on

Press here for 

Observed species on 
th is  lo c a tio n __________

Zie sites 8 -13
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sites 8-13 (per  lokatie  h e tze lfde  alleen m e t  a n d e re  m e e tg e g e v e n s )

Phytoplankton data in Dutch coastal waters

Noordwijk 10

M o s t  rece n t  da ta :

Species observed : 
+ + +  > 10 %

Phaeocystis sp. 
Rhodomonas sp. 
Nitzschia sp.

++ 5-10%

Tha/iassiosira nord. 
Rhizosolenia de/.

+ 2-5%

J»

°/<aantal %conc

GROOTTE VERDELING FGRX) linFGR/ml

< 5 um 73.91 4.66

5-10 8.21 2.27

10-20 12.09 20.74

20-30 3.38 19.92

30-40 1.10 12.84

40-50 0.61 10.19

50-75 0.41 11.76

75-100 0.11 5.08

100-125 0.09 3.30

125-150 0.05 3.94

150-200 0.03 3.22

200-300 0.01 2.08

300-400 0.00 0.00

400-500 0.00 0.00

500-750 0.00 0.00

750-1000 0.00 0.00

>1000 0.00 0.00
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Bijlage 3: Schematisch overzicht mogelijkheden met flowcytometrie

EurOPA n.s./OPA n.s. ~~l

Primaire parameters

Concentratie fluoresc/niet- 
fluoresc deeltjes

D eeltjesgrootte

correlerend met

-j Deeltjes/m l |------ [Deeltjes/ml

-|TOF [jjm] L e n g te

Concentratie rode/oranje 
fluorescentie

FGR [au/ml] 
FGO [au/ml] 
FRR [au/m l]

Chlorofyl-a
Fycoerithrine
Fycocyanine/Chlorofyl-b

Concentratie lichtverstrooiing FLS [au/ml] 
PLS [au/m l]

Volum e/Biomassa
Volum e/M orfologisch

Afgeleiden/Secundaire parameten

Globale soortenonderscheid 
(C,D)

Specifieke soortenonderscheid 
(B)

Groeisnelheid
(A,B)

Graassnelheid

C yan o's, rood-fluoresceren d e, oranje 
fluorescerende, groep dinofl'n+diat'n, 
groottefracties,
Virussen/B acteriën /Fytopl an kton /Mi croz nöplanktnn_____________
Veelal toxische/plaagsoorten

Signaalspecifieke inform atie/ 
spectra per deeltje (*)

Per FGR,FGO, levert karakteristieke 
getallen per soortFRR,FLS,PLS 

worden 12 extra 
variabelen 
bepaald* nieuw in ontwikkeling voor OPA n.s.

Foto v.e. deeltje digitaal o p g e
slagen foto

Soortherkenning

Primaire produktie

Hulptechnieken

Kleuring algem een

Kleuring specifiek
RNA/DNA/anti-
lichaam

Fraction e  ring/ 
Concentrering

Dataverwerking m et 
NN/MVS
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Bijlage 4: M onitoring door Bedford Basin Institute/W illiam  Li

O n d e r s t a a n d  v oo rb ee ld  verwijst n aa r  e en  deel v an  d e  b iologische m on i to r in g  
v an  h e t  Bedford Basin Institute te  C a n a d a ,  waarbij o n d e r  a n d e re  f low cy tom etr ie  
g eb ru ik t  w ord t .  T evens  k u n n e n  via h e t  g e n o e m d e  in te rn e tad re s  resu lta ten  
b ek ek en  w o rd e n .  N aar  ana log ie  van  dit vo o rb ee ld  k u n n en  m o m e n te e l  
f low cy tom etr isch e  fy to p lan k to n re su l ta te n  van  h e t  RIKZ via een  in te rn e tb ro w se r  
b innen  1 á  2 d a g e n  w o rd e n  b ek ek en  b innen  h e t  RIKZ en w o r d t  g e s t ree fd  dit in 
20 01  o p  in te rn e t  o p e ra t io nee l  te  m aken .

http://www.mar.dfo-m po.gc.ca/science/ocean/BedfordBasin/Pages/M ethods.htm l

Bacteria
Total heterotrophic bacteria were counted by epifluorescence microscopy o f DAPI-stained cells 

collected on 0.2 mm

polycarbonate membrane filters (Li and Dickie 1984); or by flow  cytometric analysis of 

cryogenically preserved cells

(1 % paraformaldehyde, -70oC) stained w ith TOTO-1 (Li et al. 1995) or w ith SYTO-13 (del 

Giorgio et al. 1996;

Guindulain et al. 1997). Bacterial abundance is reported as cells mL-1.

Viruses
Total number o f viruses were counted by flow  cytometric analysis of cryogenically preserved 

samples (1 %
paraformaldehyde, -70oC) stained w ith SYBR Green-I (Marie et al. 1999). Viral abundance is

reported as particles

mL-1.

In vitro chlorophyll
Chlorophyll a was measured in vitro by fluorometric method on 90%  acetone extracts of 

material filtered onto

W hatman GF/F filters from triplicate 100-mL subsamples. Fluorescence was measured in 

Turner Design M odel 10

fluorom eter and calibrated against spinach chlorophyll a. Measurements are reported in units 

o f mg m-3.

Phytoplankton pigments
W ater samples o f 250 to  500-mL were filtered onto W hatman GF/F glass-fibre filters (25mm 

diameter) and stored in

liquid nitrogen until processed. Pigment concentrations were quantified w ith reverse-phase, 

high- performance liquid

chromatography (HPLC) as described in Head and Horne (1993). Frozen filters were 

homogenized in 1.5-ml 90%

acetone, centrifuged and diluted w ith 0.5 M  ammonium acetate buffer at a ratio o f 2:1 before 

injection. Pigments were

identified by comparing their retention times and absorption characteristics w ith standard 

solutions o f purified

pigments: chlorophyll a, chlorophyll b, alloxanthin, fucoxanthin, peridinin, 19- 

hexanoyloxyfucoxanthin.

Synechococcus and unclassified phytoplankton
Red autofluorescing cells were enumerated by flow  cytometric analysis (Becton Dickinson 

FACSort ) o f cryogenically

preserved samples (1 % paraformaldehyde, -70oC) according to  Li (1995). Synechococcus 

were identified as red

http://www.mar.dfo-mpo.gc.ca/science/ocean/BedfordBasin/Pages/Methods.html
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autofluorescing picoplankters (<2 mm) that were also orange autofluorescing. All other red 

autofluorescing cells

(w ithou t orange fluorescence) were deemed to be phytoplankton but remain unclassified by 

taxonomic affiliation. For

these cells, measurements o f forward light scatter per cell allow an estimate to be made o f the 

mean equivalent

spherical diameter (ESD, mm) as a characteristic o f the assemblage. Abundance of 

Synechococcus and unclassified 

phytoplankton are reported as cells mL-1.

Diatoms, dinoflagellates and silicoflagellates
Phytoplankton were fixed in acid Lugol's solution (Throndsen 1978). Microscope slides were 

prepared by the

filter-transfer-freeze method (Hewes and Holm-Hansen, 1983; Hewes et al. 1984)) as 

modified by Pauley (1989). In

essence, 10 mL o f phytoplankton sample was filtered onto a 25 mm polycarbonate filter which 

was then placed

sample-side down onto a drop o f water in the centre of a wax ring on a microscope slide. The 

slide-filter combination

was frozen at -20oC, after which the filter was smoothly peeled o ff and a cover-slip sealed 

over the sample. Slide

preparation, taxonomic identification and cell enumeration were all performed by K. Pauley

(Botánico Services, New

Brunswick).

http://www.sb-roscoff.fr/Phyto/cyto_examples.html

A few examples o f the analysis o f picoplankton 

populations by flow  cytometry

by. D. Marie, Station Biologique, Roscoff

November 1998

Phytoplankton
The combined analysis o f the light-scattering parameters and o f the fluorescence o f natural 

photosynthetic pigments

(chlorophyll, phycoerythrin) allows the identification o f different groups tha t d iffer in terms of 

size and pigment

contents. Subpopulations o f picoplankton are interactively defined w ith gates and identified by 

the combination o f all

recorded parameters. The Synechococcus population (Syn, green) is discriminated from other 

phytoplankters by its

orange fluorescence (due to the presence o f phycoerythrin) on the orange versus red 

fluorescences cytogram (C).

Prochlorococcus cells (Proc, red) that are smaller and less fluorescent are distinguished from 

picoeukaryotes (Euk,

blue) on the bivariate distribution of the Forward and Side Scatters (as a function of size) 

versus red fluorescence (A 

and B).

Bacteria
Flow cytometric analysis of bacteria, tha t have generally a very low DNA content and that 

have no pigments, requires

the combination o f highly fluorescent stains and sensitive instruments. Initially the UV-excited 

dyes DAPI or Hoechst

http://www.sb-roscoff.fr/Phyto/cyto_examples.html
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33342 have been used for this purpose. Recently, blue-excited dyes such as Y O Y O -1, 

PicoGreen or SYBRTM Green-I

have been introduced that make this type o f analysis possible on small low-cost flow  

cytometers (laser line = 488 nm).

Each cell has an intensity o f fluorescence tha t is assumed to be proportional to  its DNA 

content. The coastal waters are

dominated by the bacteria tha t have a higer DNA content (Fig. A) while the small bacteria are 

more abundant in the 

oligotrophic waters (Fig. B).

Viruses
Viruses infecting algae and bacteria, constitute the most abundant group o f nucleic acids- 

containing particles in the

ocean w ith concentration ranging from 105 to 108 m l-1 . Analysis o f natural samples from 

different oceanic regions

ranging from mesotrophic to  oligotrophic conditions revealed tw o  or three populations of 

SYBR-I stained particles

clearly above background but w ith  much lower fluorescence than tha t usually displayed by 

bacteria. These virus

populations (V-l and V-11) seem to be ubiquitously present in oceanic samples from very 

d ifferent environments. In the

mesotrophic English Channel, we found 20 times more viruses than bacteria and 10 fold more 

V -ll than V-l viruses.

The analysis o f a depth profile in the Mediterranean Sea revealed that the abundance o f virus 

particles displayed the

same vertical trend as bacteria and phytoplanktonic cells.

Probes targeted to 18S rRNA
The taxonomy o f small eukaryotic picoplankton is still poorly known. M ost species have very 

few morphological

features and can hardly be discriminated, even at the class level, by classical methods such as 

optical microscopy.

Fluorescent oligonucleotide probes targeted to 18S rRNA appear as very promising tools for 

this purpose, allowing the

identification o f specific groups w ith in complex communities. From knowledge o f the 

ribosomal DNA sequences of

microorganisms, nucleic acid probes specific fo r taxa can be designed. They are 

complementary to  a region of the

ribosomal RNA molecule which is unique to the target group and can be used as 

"phylogenetic stains" once they have

been labeled w ith a fluorochrome. Oligonucleotide probes will hybridize to their homologous 

strand on the rRNA

molecule w ith in preserved cells. Labeled cells are detected by the probe-conferred 

fluorescence. Cells are
discriminated on SSC versus green fluorescence (FITC) cytograms
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Evaluatie van flowcytometrie 

fytoplanktonmonitoring 2000  

(BIJLAGEN-RESULTATEN-VERSLAG)

Opdrachtgever : /TB en /TL /htern
Pro/ect : B/O M O N & THW*M///ab
U/tgevoerd door : Ange/o Hofman, Ben Sandee en Thomas Putten
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ínhoud

Dit b ij lagenverslag  b e h o o r t  bij h e t  rap p o r t  "Evaluatie van  f low cy tom etr ie  

fy to p la n k to n m o n i to r in g  2 0 0 0 "  (R IK Z /2001 .034). In dit  w e rk d o c u m e n t  w o rd t  

u iteen  g e z e t  w a t  de  pres ta ties  w a re n  van  de  f lo w cy to m etr ie  t.a .v .  de 

m on i to r in g sm o n s te rs  in h e t  jaa r  2 0 0 0 .  V o o r d e  duidelijkheid zijn h iervoor 

hoofdzakelijk  g e g e v e n s  van  d e  lokatie  Noordwijk 10 gebruikt.  D oor een  

g e a u to m a t i s e e rd e  v e rw erk in g  v an  d e  g e g e v e n s  zijn ook v o o r  de  a n d e re  lokaties 

mogelijkerwijs in te ressan te  graf ieken  g e g e n e re e rd .  D eze graf ieken  w o rd e n  in 

dit  b ij lagenverslag  g e p re s e n te e rd ,  m a a r  n ie t v e rd e r  g eëva lu ee rd .

In dit  bijlagen v e rs lag  w o rd e n  f low cy to m etr isch e  g e g e v e n s  (2000) 

g e p re s e n te e rd  v an  d e  o n d e r s ta a n d e  lokaties;

Blz.

•  SCHAARVODDL (W e s te r s c h e ld e ) ------------------------------------  3

•  VLISSGBISSVH ( W e s te r s c h e ld e ) --------------------------------------  9

• ZIJ PE ( O o s t e r s c h e l d e ) ------------------------------------------------------- 15

• N O O R D W K 2  ( N o o rd z e e ) ------------------------------------------------- 22

• N O O R D W K 1 0  ( N o o r d z e e ) ---------------------------------------------- 2 8

• TERSLG135  ( N o o r d z e e ) ---------------------------------------------------- 34

• O p p e rv la k t e -----------------------------------------------------------------34

• S p ro n g la a g ------------------------------------------------------------------ 4 0

• Bodem + 3 m -------------------------------------------------------------- 4 4

De g e g e v e n s  w o rd e n  per lokatie  g e p re s e n te e rd  in de  o n d e rs ta a n d e  

gra f iekvorm en ;

•  d e  to taa lco n cen t ra t ie s  van  alle deelt jes  van  ca  0 ,5 - 1 0 0 0  pm (n /m l)

•  d e  to taa lco n cen t ra t ie s  van  deelt jes m e t  ch lorofyl-a  (n /m l)

•  d e  co n cen tra t ie s  van  deelt jes  m e t  ch lorofyl-a  u itgesplitst  in 16  g roo t te f rac t ies  

(n /m l.frac t ie)

•  d e  p e rce n tu e le  bijdrage per fractie aan  de  to ta a lco n c en t ra t ie s  v an  deelt jes  m e t  

chlorofyl-a

uitgesplitst  in 16  g roo t te f rac t ie s  (% n .f r ac t ie /n totaa,)

•  d e  co n cen tra t ie s  ch lo ro fy l-a /m l (b iom assa)  uitgesplitst  in 16 g roo t te f rac t ies  

(ImFGR/ml. fractie)

•  d e  p e rce n tu e le  bijdrage per fractie aan  de  to ta a lco n c en t ra t ie  ch lorofy l-a /m l 

uitgesplitst  in 16

g ro o t te f rac t ie s  (% linFG R /m l.frac t ie /to taa l-l inFG R/m l)

•  d e  co n cen tra t ie s  b iovo lum e (van deelt jes m e t  ch lorofy l-a) /m l uitgesplitst  in 16 

g ro o t te f rac t ie s

(ImFLS/ml. fractie)

•  d e  p e rce n tu e le  bijdrage per fractie aan  de  to ta a lco n c en t ra t ie  b io vo lum e/m l 

uitgesplitst  in 16

g ro o t te f rac t ie s  (% linFLS/ml.fractie/totaal-linFLS/ml)

2
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• d e  co n cen tra t ie s  van  deelt jes m e t  ch lorofyl-a  ÈN fycobiliproteinen uitgesplitst  in 

16

g ro o t te f rac t ie s  (n(FCR>0&FCO>0)/ml.fractie)

•  d e  p e rce n tu e le  bijdrage per fractie aan  deelt jes m e t  ch lorofyl-a  ÈN 

fycobiliproteinen uitgesplitst

in 16  g ro o t te f r a c t i e s (% n (FCR>0&FCO>0)//m l.  f r a c t ie / to taa l -  n(FCR>0&FCO>0)/)

V o or  een  u i tgebre ide  beschrijving w o rd t  v e rw e zen  n aa r  h e t  r a p p o r t  " Evaluatie 

v an  f low cy to m etr ie  fy to p la n k to n m o n i to r in g  2 0 0 0 "  (RIKZ/ 2 0 0 1 .0 3 4 ) .

3
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SCHAARVODDL

4
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Lin FLS/mL (biovolume/mL) per lengtefractie  
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D e e ltje sc o n c e n tr a tie  m e t  FGR& FGO (C hlorofyl-A  e n  fy co b ilip ro te in en ) p er  len g te
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VLISSGBISSVH
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Lin FGR/mL (Chlorofyl-A /m L ) per len g te fr a ctie  
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Lin FLS/mL (b iovo lu m e/m L ) per  len g te fr a ctie  
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ZIJPE
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Lin FGR/mL (Chlorofyl-A /m L ) per len g te fr a ctie  
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Lin FLS/mL (b iovo lu m e/m L ) per  len g te fr a ctie  
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NOORDWIJK 2
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Lin FGR/mL (Chlorofyl-A /m L ) per len g te fr a ctie  
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Rijksinstituut voor Kust en Zee/RIKZ
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Rijksinsti tuut voo r  Kust en Zee/RIKZ

TERSLG 135
(Oppervlakte) 
(Spronglaag) 

(Bodem + 3 m)
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Rijksinstituut voor Kust en Zee/RIKZ
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Rijksinsti tuut voo r  Kust en Zee/RIKZ
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