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Forord

Denne anvisning under regi af Vandmiljeplanens Overvagnings-
program er resultatet af en interkalibrering omfattende plan-
teplanktonundersegelser i ferskvand.

Interkalibreringen blev gennemfert i sommeren/efteraret 1993 ved
udsendelsen af tre forskellige planktonprover til i alt 14 deltagere.

Deltagerne i interkalibreringen takkes for deres engagement og
indsats, uden hvilken denne anvisning ville veere umulig. En
seerlig tak rettes til Gertrud Cronberg, Lunds Universitet, og
Jorgen Kristiansen, Kebenhavns Universitet, der bistod som
eksterne og uvildige eksperter.

Anvisningen er tenkt som et supplement til Miljostyrelsens
tidligere udsendte vejledning: "Planteplankton - metoder” (Olrik,
1991).






Resumé

Der blev i august-september 1993 gennemfort en interkalibrering
vedr. planteplanktontzllinger i ferskvandsseer. I interkalibrerin-
gen deltog i alt 14 personer omfattende stort set alle, som be-
skeaeftiger sig med planteplanktontzllinger i Overvagningssoerne.
I modet deltog ogsa to eksterne eksperter (Jorgen Kristiansen,
Kabenhavns Universitet, og Gertrud Cronberg, Lunds Universitet)
med speciale i henholdsvis gulalger og blagrenalger.

Interkalibreringen blev gennemfert pa grundlag af deltagernes
teelling af tre udsendte prover fra seer med forskelligt neerings-
stofniveau og dermed forskellige planteplanktonsamfund. Pa en
efterfelgende workshop blev de indsendte prover gennemgaet i
feellesskab og problemer i forbindelse med artsidentifikation og
biomasseberegning diskuteret.

Interkalibreringen viste, at planteplanktonbestemmelsen blandt
deltagerne generel var god pa slegtsniveau, men at det i mange
tilfelde er vanskeligt at foretage en god artsbestemmelse ved
almindelig lysmikroskopi. Inden for de forskellige planteplankton-
klasser blev det bl.a. pa baggrund af deltagernes erfaring skitseret,
til hvilken detaljeringsgrad bestemmelsen kan forventes gennem-
fort.

Biomassebestemmelsen for to af de udsendte prover, - med domi-
nans af henholdsvis gulalger og grenalger, - var generelt rimelig
ensartet bestemt af deltagerne og med en usikkerhed, der 1a teet
pa den statistisk forventede. For preven domineret af blagron-
alger var der imidlertid tale om meget store forskelle mellem de
enkelte deltagere. Den totale biomasse varierede sdledes med op
til en faktor 20. Arsagen til den store variation skyldes primeert
vanskeligheden ved at biomassebestemme store kolonier af sma-
cellede eller tradformede blagrenalger som f.eks. arter af Micro-
cystis og Anabaena.

En efterfolgende udsendelse og bestemmelse af ultralydsbehand-
lede bldgrenalgeprover, hvorved kolonierne sanderdeles, viste, at
forskellen mellem starste og mindste biomassebestemmelse prove-
tagerne imellem var reduceret til ca. en faktor 2, d.v.s. til 1/10 af
den tidligere forskel.

For at forbedre biomasseberegningen af blagrenalger blev det
derfor besluttet fremover at anbefale anvendelse af ultralyd forud
for teellingen i prover domineret af blagrenalger. Derved vil det
veere muligt at teelle enkeltceller og opné en starre sikkerhed pa
biomasseberegningen. Anvendelsen af ultralyd betyder dog samti-
digt ogs3, at visse arter inden for Microcystis slegten ikke lengere
kan adskilles.






1. Indledning og baggrund.

Kvantitative planteplanktonundersagelser indgar som en obliga-
torisk del af soundersegelserne i Vandmiljgplanens Overviag-
ningsprogram. Af hensyn til vurdering af tilstanden og udvik-
lingen i overvagningsseerne er det vigtigt, at kvaliteten af disse
data er optimal.

Efter de ferste ars resultater af Overvagningsprogrammet blev det
klart, at det var enskeligt med en hgjere grad af standardisering
af disse undersogelser bade med hensyn til metodiske og be-
stemmelsesmzessige forhold. Pa denne baggrund blev det ved-
taget at gennemfore en interkalibrering af planteplanktonunderse-
gelser i ferskvandsseer.

Formalet med denne interkalibrering var at standardisere arts- og
biomassebestemmelsen af planteplankton i seer, samt at analysere
usikkerheden ved disse bestemmelser for pa denne baggrund at
kunne forbedre mulighederne for at vurdere forskelle og ligheder
for den enkelte so samt mellem seer.

Danmark Miljeundersagelser, Afdeling for Ferskvandsekologi
(DMU), har stiet for det praktiske i forbindelse med interkali-
breringen samt indsamlet og bearbejdet resultaterne. For at bi-
drage til et hojt fagligt niveau blev Docent Gertrud Cronberg,
Limnologisk Institut, ved Lunds Universitet samt Docent Jergen
Kristiansen, Botanisk Institut, afdeling for svampe og alger ved
Kebenhavns Universitet, inddraget i interkalibreringen som
eksterne eksperter.

Der deltog 14 personer i selve interkalibreringen, d.v.s. stort set
alle de personer, der beskaftiger sig med planteplanktonunderse-
gelser i forbindelse med Overvagningsprogrammet og det amts-
kommunale miljetilsyn i ferskvandsseer i evrigt. En liste over
deltagerne i interkalibreringen findes i bilag I. I bilag II er givet
en samlet liste over biomasse-bestemte arter og deres biomasse i
de tre soer.

Som bilag III er vedlagt en liste over den mest anvendte litteratur
i forbindelse med planteplanktonbestemmelser. Endelig er der i
bilag IV og V givet henholdsvis en tabel med forskellige artska-
rakterer blandt diverse blagronalger samt den mulige bestem-
melsesgrad af gulalger ved anvendelsen af almindelig lysmikro-
skopi.






2. Metoder og databearbejdning

Interkalibreringen bestod af tre faser:

Fase 1: udsendelse af planteplanktonprever fra tre seer med
forskellig naeringsstofniveau. Disse blev bestemt af
deltagerne efter deres saedvanlige rutine og med sad-
vanligt udstyr, og jvf. de regler, der er opstillet i for-
bindelse med etableringen af Vandmiljeplanens over-
vagningsprogram (Kristensen et al., 1990 og Olrik, 1991).
Resultaterne blev efterfolgende indsamlet og behandlet
af DMU.

Fase 2:  afholdelse af en workshop med deltagelse af alle de
personer, der havde foretaget optellingen af de tre
prover. Her blev resultaterne fra de tre sper analyseret
og diskuteret. Derudover blev det forsegt at skabe
storst muligt fodslag ved planteplanktonbestemmelser
specielt med hensyn til arts- og biomassebestemmelse.

Resultaterne fra fase 1 og 2 fik som konsekvens, at man blev
enige om at gennemfere endnu en fase:

Fase 3: der omfattede udsendelse af to ens prever, der hen-
holdsvis var behandlet med ultralyd og ubehandlet.
Denne fases primeere mal var at undersoge mulighe-
den for forbedre biomassebestemmelserne for blagre-
nalger ved hjelp af ultralydsbehandling. Ultralydsbe-
handling foregik med ultralydsstav, idet et ultralyds-
bad ikke er anvendelig til dette formal. DMU valgte at
benytte en af de tidligere udsendte prever for saledes
ogsa at kunne udnytte resultaterne fra fase 3 til at
evaluere, om workshoppen havde haft den enskede
virkning med hensyn til standardisering m.v.

De tre prover, der blev udsendt i fase 1, blev valgt saledes at
savel forskelle i variationer i dybdeforhold som forskelle i
neeringsstofniveau blev deekket. Saledes omfattede preverne en
rentvands-type fra en dyb se (Knud Se), en blagrenalge-type fra
en middeldyb se (Skanderborg Se, Store So) og en granalgedomi-
neret prove fra en meget lavvandet se (Lading Se). [ tabel 2.1 er
de tre soer, hvorfra preverne stammer, kort beskrevet.

Dataindberetningen til DMU var anonym, og hver deltager var pa
forhand blevet tildelt et "personnummer”, der sikrede deltagernes
anonymitet, men samtidigt gjorde det muligt for den enkelte
deltager via sit nummer at genfinde sine egne resultater i de
forskellige sammenstillinger. Gertrud Cronberg optalte ogsa pro-
verne fra interkalibreringen. Disse resultater er medtaget pa
figurerne som et slags fikspunkt med personnummeret 99. Efter-
som Gertrud Cronberg allerede under fase 1 anvendte ultralyd til
blagrenalgepreven, deltog hun ikke i fase 3.

Hver deltager havde mulighed for at angive, om planteplankton-
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samfundene i de aktuelle prover var nogle, man aldrig, sjeldent
eller jeevnligt sa. Herudover blev der for hver prove indberettet
oplysninger om en rakke metodiske forhold: mikroskoptyper og
-forsterrelser, eventuelle fortyndingsfaktorer, sedimentationskam-
mersterrelser, sedimentationstider samt anvendt bestemumelses-
litteratur.

Dataindrapporteringen omfattede en total artsliste, samt dimen-
sioner, specifik volumen, antal og biomasse for de optalte og
biomassebestemte arter i de tre prever. Data blev lagret som de
traditionelle planteplanktondata fra Vandmiljoplanens overvag-
ningsprogram i DMU’s database og kodet ved hjelp af DMU's
artskodeliste, siledes at materialet kunne sammenlignes pé tveers.
P4 dette grundlag blev der udarbejdede en lang raekke sammen-
stillinger, som blev udleveret til alle deltagerne i forbindelse med
den efterfolgende workshop. Heraf er kun de, der er mest rele-
vante for vurderingen af sikkerheden pa planteplanktonunderse-
gelser samt vigtige for standardiseringer af metoder, medtaget i
denne rapport.

Under fase 3 skulle deltagerne kun bestemme og optelle blagren-
alger fra de to prover. Dataindberetningen, -lagringen og -be-
arbejdningen fulgte i evrigt samme procedure som ovenfor be-
skrevet for fase 1.

Tabel 2.1 Oversigt over de tre seer hvorfra planteplanktonproverne stammede fra. Provetagnings-
tidspunktet var medio august 1993.

So Areal Middel- Maksi- Opholds- | Sigt- Eutrofie- Domine-
(km?) dybde mumsdybde | tid dybde’ | ringsgrad | rende al-
(m) (m) (ar) (m) ger
Oligo/- gulalger
Knud Se 1,9 134 29 1,3 3 mesotrof
Skanderborg blagren-
So, Store Se 32 8,5 19 0,7 0,3 Eutrof alger
Hyper- gron-
Lading Se 0,6 1,0 1,5 01 0,35 eutrof alger

" Pa provetagningstidspunktet
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Figur 3.1 Resultater fra
Knud Se, hvor A) er de
forskellige deltageres be-
regning af den samlede
planteplanktonbiomasse, B)
er antallet af arter anvendt
ved biomasseberegningen
og C) er det totale antal
registrerede arter i proven.
Grupperingen af deltagerne
i1, 2 og 3 svarer til, om
algeproven var af en type,
som de pageldende perso-
ner aldrig, sjeeldent eller
jeevnligt sa.

3. Resultater

Indledningsvis ber det naevnes, at de tre udsendte prover bar
stzerkt preeg af den kraftige vindpavirkning op til prevetagningen,
bl.a. var prevernes indhold af resuspenderet materiale fra bunden
stort. Men ogsa selve planteplanktonet var pavirket af den krafti-
ge omrering. Dette gjaldt iseer proven fra Skanderborg Se, Store
So, hvor kolonierne af Microcystis var delvist senderdelt. Disse
forhold gjorde naturligvis oparbejdningen af preverne mere be-
sveerlig end normalt, men ikke desto mindre er preverne jo rea-
listiske - omend ekstreme.

3.1 Knud Se (den "rene" se domineret af gulalger)

Den samlede estimerede biomasse for planktonpreven fra Knud
Se varierede kun i mindre omfang mellem deltagerne (Fig. 3.1A).

41 A

[
1

Biomasse (mm? [°7)
n
[

—
i

20 -

10 -

Antallst optaite arter

B0 ¢
70
60 -
50 4
40 -
30 4
20 -
10 4

Total antal arter

29 31 323334353899

27283038 3637 40

—1— —2— 3 4
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Figur 3.2: Den beregnede
biomasse i Knud Se fordelt
pa sleegter: 1 = Ceratiim, 2
= Dinobryon, 3 = Oclromo-
nas, 4 = Uroglena, 5 = @v-
rige. Deltagernes grup-
pering er efter samme prin-
cip som i 3.1.
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Den estimerede biomasse kunne for alle deltagere stort set holdes
indenfor +20 %, hvilket svarer til teelleusikkerheden ved et teelle-
tal pa 100 individer. Hundrede individer er det minimum man
som generel tommelfingerregel om muligt skal telle ved plan-
teplanktonundersegelser (Olrik, 1991). Tillige er biomasseestimatet
for denne preve uafhangigt af deltagernes kendskab til den
aktuelle prevetype (Fig. 3.1A), d.v.s. om prevetypen aldrig ses
eller ses jmvnligt ser ikke ud til at have nogen indflydelse pa den
samlede biomasse. Ej heller har det antal forskellige tzlleenheder
(arter, slegter eller hojere taksonomiske enheder) deltagerne har
valgt at opteelle nogen indflydelse pa den resulterende biomasse i
preven (Fig. 3.1B). 5& det m& konkluderes, at biomassebestemmel-
sen af proven fra denne se er tilfredsstillende og reproducerbar.

Antallet af arter fundet i preven varierede derimod meget fra
person til person (Fig. 3.1C). Saledes varierede antallet af arter,
der blev brugt ved biomassebestemmelsen, mellem 4 og 27 for
denne prove. Der kunne spores en tendens til et hejere antal arter,
nar personerne i forvejen havde kendskab til provetypen.

E

E

3

a

E

8

o
27 28 30 39 36 37 40 29 31 32 33 34 3538 99
—_——l—_— —2 — 3 1

Slaegt I 1 2 EE=EE 3

v 4 [C— s

Deltagerne var generelt enige om, at furealger og gulalger ud-
gjorde hovedparten af biomassen (Fig. 3.2), men deltagerne var
dog uenige om hvilken gulalgesleegt, der var tale om. Det viste
sig, at det drejede sig om en Uroglena-art, men at kolonierne ved
fiksering var faldet fra hinanden, men i enkeltceller, hvorfor en
del havde fejlbestemt slaegten til den mere typisk solitere fore-
kommende sleegt: Ochirononas. Den lille Chrysochronulina parva
havde kun under halvdelen af deltagerne optalt i preven. Men
herudover synes bestemmelsen af de arter/slaegter, der udgjorde
den vaesentligste del af biomassen, at vere gaet nogenlunde. En
mere detaljeret oversigt over de forskellige arter m.v. i proven
findes i bilag II.1.



Figur 3.3: Resultater fra
Skanderborg Se, Store Se,
hvor A) er de forskellige
deltageres beregning af den
samlede planteplanktonbio-
masse, B) er antallet af arter
anvendt ved biomasse-
beregningen, og C) er det
totale antal registrerede
arter i preven. Deltagernes
gruppering er efter samme
princip som i 3.1.

3.2 Skanderborg Se, Store So (domineret af bla-
gronalger)

Proven fra Skanderborg Se, Store Sp, viste meget stor variation
med hensyn til den samlede biomasse (Fig. 3.3A), idet denne
varierede mellem 20 og 400 mm® I'". Ca. halvdelen af deltagerne
var dog enige om en biomasse omkring 60-80 mm’ I'. Den store
variation kunne ikke umiddelbart relateres til metodiske forskelle
som antallet af forskellige teelleenheder, eller deltagernes kend-
skab til pravetypen (Fig. 3.3B).

4004 A

300 -

200 -

100 -

Biomasse (mm3 [|-7)

0-
30-1p

20 A

10 1

Antallet optalte arter

Total antal arler

28 29 31 3233 34 35 36 38 40 98

37 273039

Fld — 24 3 4

Antallet af arter varierede relativt mindre for denne preve (Fig.
3.3C), men i absolutte tal var forskellen pd det mindste og sterste
antal arter dog 38 (fra 22 til 60). Antallet af arter var klart af-
hangigt af deltagernes kendskab til pravetypen. Personer, der
havde et godt kendskab til prevetypen, turde satte navn pa flest
arter. Alle deltagerne var dog enige om, at kun blagrenalger
havde en vesentlig biomasse i proven. Og samtidigt fandt alle
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Figur 3.4: Den beregnede
biomasse i Skanderborg So,
Store Se, fordelt pa grup-
per: 1 = Microcystis, 2 =
blagrenalger, 3 = blagrenal-
gelignende, 4 = ubestemte,
5 = evrige.
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deltagerne, at slaegten, der udgjorde hovedparten af biomassen,
var Microcystis (Fig. 3.4). De tre almindelige arter af Microcystis:
M. aeruginosa, M. wesenbergii og M. viridis turde de fleste saette
navn pa, men et par stykker havde dog valgt optaelle Microcystis
spp. Yderligere oplysninger om de forskellige arter og sleegter i

preven findes i bilag 11.2.

400
T 300
e
E
o 200 p
0
8
g 100
2
0
37 273039 2820313233343536384099
11 —2— 3 |
Slagt . 1 3
Y/ 7777 | I—

Tabel 3.1. Reduktionfaktorer anvendt for kolonidannende blagrenalger for

so 2. Opdelt pa forste og anden optelling.

Person 1. opteelling 2. opteelling
40 0,5-0,8 0,34-0,54
39 0,4-0,8 04

38 0,3-0,8 0,3-0,8
29 0,3-0,8 0,3-0,7
34 0,3-0,7 0,2-0,3
33 0,3-0,7 0,1-0,6
27 0,3-0,7 0,1-0,6
35 * 0,1-0,4
31 0,15-0,8 0,2-0,5
32 * 0,1-0,4
28 0,76-0,77 0,35-0,5
30 0,4-0,5 0,4

36 0,3-0,4 0,3-0,4
37 0,3-0,65 0,2-0,4

* Disse personer estimerede celletallet i stedet

Som nzevnt matte det altsd konkluderes, at biomassen i denne
prove var blevet bestemt til meget forskellige veerdier af flere



Figur 3.5: Den beregnede
biomasse af Microcystis i
Skanderborg Se, Store Se i
forhold til det anvendte
specifikke volumen af del-
kolonierne.

deltagere, herunder ogsa personer som jeevnligt s& prevetypen.
Under den efterfolgende gennemgang viste det sig, at en stor del
af variationen i den estimerede biomasse kunne henferes til den
sterrelse (diameteren) af delkoloni, de forskellige deltagere havde
valgt at underopdele Microcystis-kolonierne i.
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Proceduren ved biomassebestemmelse af kolonidannende blagren-
alger er at underopdele kolonierne i delkolonier, der optzlles.
Delkolonierne antages at veere kugleformede, og hermed kan den
samlede biomasse for kolonierne estimeres. De store biomasser i
preven fra Skanderborg Se var sammenfaldende med en stor
storrelse af delkolonierne (Fig. 3.5). Problemet syntes at veere, at
der blev valgt s store delkolonisterrelser at diameteren af kuglen
ikke var afstemt efter koloniernes tykkelse. Hvis kuglens diameter
overstiger tykkelsen af kolonien overestimeres biomassen derfor.
Det modsatte vil naturligvis vaere tilfzldet med for sma delkolo-
nier, men dette syntes ikke at veere et problem i dette tilfzlde.

En yderligere usikkerhedsfaktor ved biomassebestemmelsen af de
kolonidannende blagrenalger er, at der skennes en reduktionsfak-
tor, der bruges til at reducere den fundne biomasse, der er inklu-
siv gelekappen, til cellebiomasse. Forskellig brug af reduktions-
faktoren kunne dog ikke umiddelbart relateres entydigt til for-
skelle i den resulterende biomasse, men maske er faktoren ge-
nerelt med til at overestimere biomassen af blagranalgekolonier.
At denne reduktionsfaktor typisk er mellem 0,2 og 0,8 (Tabel 3.1),
pa trods af at teoretiske overvejelser omkring det antal mindre
kugler, der kan pakkes i en sterre kugle, tyder p4, at den maksi-
malt kan antage en veerdi pa 0,5.

Resultaterne fra biomassebestemmelsen af denne preve samt de
deraf folgende diskussioner under workshoppen fik som konse-
kvens, at det blev vedtaget at overveje muligheden af ultralydsbe-
handling fer biomassebestemmelsen af denne type blagrenalger i
prever, hvor disse udger en veasentlig andel (>30 %). Ultralydsbe-
handlingen senderdeler disse kolonier og gor det muligt at op-
tzelle enkeltcellerne direkte. Det blev vedtaget at gennemfore en
fase 3 af interkalibreringen, hvor deltagerne skulle estimere biom-
assen i henholdsvis en ultralydsbehandlet og en ubehandlet preve
for at teste metoden. Ultralydsbehandlingens effekt er illustreret i
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ill. 1, hvor man henholdsvis ser tre Microcystis-arters kolonier fer
ultralydsbehandlingen samt preven efter behandlingen - alle fotos
er fra preven fra Skanderborg Se.

Ultralydsbehandlingen viste, at variationen i biomassebestemmel-
serne i blagronalgeseen var betydeligt mindre end ved bestem-
melsen af den samme preve under fase 1 (Fig. 3.6). Hvor bio-
massen under fase 1 varierede med en faktor 20 (mellem 19 og
398 mm’ 1), varierede biomassebestemmelsen i de ultralydsbe-
handlede prever kun med en faktor 2 (mellem 53 og 105 mm? 1).
Der er altsa tale om eget sikkerhed i bestemmelsen deltagerne
imellem.

Samtidigt er det bemeerkelsesveerdigt, at ogsi den ikke ultralyds-
behandlede preve blev bestemt med en langt mindre variation
under fase 3 (Fig. 3.6). Ogsa her varierede biomassebestemmelsen
nu kun med ca. en faktor 2 (mellem 44 og 79 mm® I"). Arsagen til
denne forbedring skyldes formentlig isaer den feelles afklaring
under workshoppen om, hvordan underopdelingen i delkolonier
bedst foretages. Samtidigt var der efter workshoppen nok ogsé en
lidt starre enighed om brugen af reduktionsfaktorerne (Tabel 3.1),
selv om dette kun har haft mindre betydning for den mere ensar-
tede bestemmelse. Endelig kan en del af forklaringen skyldes, at
deltagerne under gennemgangen efterhdnden er blevet "for godt”
kendt med proven, sa denne analyse giver for pant et billede.

- ¥
|
|
|

Il1.1: A-C: For ultralydsbehandling, D: Efter ultralydsbehandling.
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Figur 3.6: Den beregnede
biomasse i Skanderborg 5o,
Store Se ved A) den ferste
og oprindelige optelling, B)
opteelling efter ultralydsbe-
handling, og C} anden op-
teelling efter den "gamle”
metode. Bemeerk den for-
skellige Y-akse mellem a og
b samt c.

Biomasse (mm? | )

Biomasse (mm?2 |")

180 1 ¢

100 -

Biomasse (mm? |")

27 28 29 30 31 32 33 34 35 36 37 38 39 40
Personnummer

3.3 Lading Se (domineret af grenalger)

Den samlede biomasse fra Lading Se var betydeligt mere ensartet
bestemt end preven fra Skanderborg So (fase 1), men der var dog
ogsa her en utilfredsstillende haj forskel mellem det storste og
mindste biomasseestimat (hhv. 36 og 11 mm’ I), selv hvis kun
gruppen af deltagere, der ser prevetypen jevnligt, betragtes (Fig.
3.7A).

Som ved de to foregdende prover var der ingen sammenhang
mellem det antal forskellige arter (teelleenheder), der blev optalt,
og den samlede biomasse (Fig. 3.7B). I denne prave kunne en del
af forskellen i den samlede biomasse henferes til forskelle i det
specifikke volumen, der la til grund for biomasseberegningen.
Med hensyn til artsbestemmelser fandtes den samme tendens i
denne prove som ved de ovrige prover, sdledes at det ikke over-
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Figur 3.7: Resultater fra
Lading Se, hvor A) er de
forskellige deltageres be-
regning af den samlede
planteplanktonbiomasse, B)
er antallet af arter anvendt
ved biomasseberegningen,
og C) er det totale antal
registrerede arter i preven.
Deltagernes gruppering er
efter samme princip som i
3.1

20

raskende var de personer, der havde et godt kendskab til provety-
pen, der havde de lzengste artslister (Fig. 3.7C).

409 A

30 A

20 -

Biomasse (mm? i)

10 +

144
12 -
10 +

8-
6-
4-

Antaliet oplalte arter

2 =

50 ¢
40

30 -

20 A1

Total antal arier

10 1

28323537 33 27293031 3436383394099

—1— 121 3 —

Alle deltagerne var enige om, at det var gronalgeslaegten: Scene-
desmus, der udgjorde hovedparten af biomassen (Fig. 3.8), samti-
dig fandt de fleste, at forskellige kiselalger udgjorde en signifi-
kant, omend lille del, af den samlede biomasse.

Niveauet af artsbestemmelsen for sleegten: Scenedesimus var meget

forskellig; nogle stoppede artsbestemmelsen ved Scenedesmuis spp.,
andre optalte og bestemte biomassen for 5 forskellige Scenedesmus-
arter (Bilag IL3).



Figur 3.8: Den beregnede
biomasse i Lading Se for-
delt pa sleegter: 1 = Scene-
desmus, 2 = Fragilm'ia, 3=
Synedra, 4 = ubestemte, 5 =
evrige.

Biomasse (mm? |°')
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4. Retningslinier og konklusioner

P4 baggrund af deltagernes bestemmelse af de tre prever samt
aftestningen af ultralydsbehandlingen er der i det felgende givet
en rekke retningslinier for, hvorledes planteplanktontzllinger
under Overvagningsprogrammet i sger ber gennemfores.

4,1 Artsbestemmelse

Det hajeste informationsniveau opnas naturligvis, hvis alle
planteplanktontyper kan henfores til art. Derfor skal man som ud-
gangspunkt forsege at bestemme ned til sa detaljeret et taxono-
misk niveau som muligt. For mange arter er det dog ikke muligt
alene pa grundlag af lysmikroskopi, at foretage en sikker artsbe-
stemmelse. Her skal man veaere forsigtig med at pafore et arts-
navn, med mindre man er "ternmelig” sikker.

Tabel 4.1 Generel angivelse af den opnéelige bestemmmelsesgrad ved
almindelig lysmikroskopi inden for de almindeligste planteplanktonklas-
ser.

Klasse/gruppe  Bestemmelsesgrad

Gulalger De fleste sleegter og nogle arter, iszer inden for kolo-
nidannende Dinobryon-arter, kan bestemmes. Se i
ovrigt bilag V

Rekylalger Rliodomonas lacustris er nem at bestemme. Cryptonio-

nas-lignende i avrigt:

hvis sterrelsen > 20 nm, Cryptonionas sp.

hvis sterrelsen < 20 pm, Cryptomonader, opdelt efter
storrelse

Blagrenalger De fleste kan henfares til sleegt og en del til art. Tax-
onomien er p.t. under andring; de primzere referen-
cer for eendringerne er Komarek og Anagnostidis’
arbejder (se Bilag III). Til sleegter og arter fra ordenen
Clilorococcales kan tabellerne i bilag IV veere en god
hjeelp

Furealger Kan bestemmes rimeligt let, men for de fleste dog
kun pa baggrund af plademenstre, hvilket er van-
skeligt pa lugol-fixerede prever

Kiselalger Nogle slzgter og fa arter kan bestemmes, men ofte er
det kun muligt at opdele i centriske eller pennate
kiselalger, der sa kan storrelsesopdeles. Taxonomien
er p.t. under @ndring

Grenalger En del arter og stort set alle sleegter kan bestemmes.
Dog er de sma arter (gronne kugler) meget vanskeli-
ge. Scenedesmus-arter kan som minimum henferes til
grupperne angivet i Huber-Pestalozzi (se Bilag 111}

Ved prioriteringen af arbejdsindsatsen er det som hovedregel
vigtigere at lave en god artsbestemmelse af de dominerende arter
end at bruge for megen tid pa at lave en fuldstendig artsliste og
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opteelling. Dette betyder f.eks., at man ikke behaver at bruge
megen tid pad artsbestemnmelsen af en biomassemaessig ubetydelig
art, mens det for biomassemaessig vigtige arter er vigtig at lave en
god artsbestemmelse. [ sidstnzevnte tilfzelde kan det derfor veere
nedvendigt at forbehandle proven (f.eks. affarvning eller glad-
ning) og at gennemfere artsbestemmelsen i et retvendt mikroskop.

Af hensyn til sammenligneligheden og evt. senere artsbestemmel-
se er det vigtigt, at notere hvilke bestemmelsesvarker, der har
veeret anvendt ved klassifikationen. I Tabel 4.1 er der angivet den
opnaelige bestemmelsesgrad for en raekke planteplanktonklasser.

I de tilfaelde, hvor det ikke kan lade sig gore at identificere en
algeart kan det veere formalstjenligt at gruppere de ubestemte
arter i en raekke sterrelsesgrupper. For at lette tolkningen af data
anvendes der standardiserede sterrelsesgrupper (Tabel 4.2).

Tabel 4.2 Standardiserede sterrelsesinddelinger af planteplankton.

Storrelsesklasser (pm): 0-2, 2-5, 5-10, 10-15, 15-20, 20-30, 30-50

for kiselalger kan >10, 10-20, 20-30, 30-50, 50-100, > 100
der evt. anvendes:

for rekylalger kan 0-5, 5-10, 10-20, Cryptomonader
evt. anvendes 20-30, 30 Cryptomonas

Det understreges dog, at man ved beregning af individvolumenet
skal anvende aktuelle mal (f.eks. starrelsesgruppe 50-100 pm i
opmalingen, Fas en middelvaerdi pa 60 pm i diameter skal denne
anvendes i stedet for middelvardien for storrelsesgruppen (= 75

um).

4.2 Biomasseberegning

Ved beregning af biomassen er det ligesa vigtigt at estimere det
specifikke volumen for de forskellige arter godt bl.a. ved at
opmale et tilstraekkeligt stort antal individer, som at fa talt et
tilpas stort antal individer. Der skal kun relativt sma unejagtig-
heder til ved opmalingen af de forskellige dimensioner, for det,
nar dimensionerne ganges sammen og eventuelt opleftes i anden
eller tredje potens, far en vesentlig indflydelse pa bio-

massen. Af hensyn til malesikkerheden er det derfor vigtigt, at
maleskalaen er tilstraekkelig fin. Den mindste maleenhed ber vre
cirka 2-3 ym ved en forsterrelse pa 400 gange. Det er naturligvis
helt legalt at stoppe artsbestemmelsen pa slegtsniveau, men man
skal veere papasselig med ikke at tvinge to forskellige typer til at
have samme storrelse og eventuelt geometrisk form, hvis der er
veesentlige forskelle mellem disse. I sadanne tilfeelde skal de for-
skellige typer optelles og opmales separat.

Hvis der ses bort fra forholdene omkring volumenbestemmelser-
ne, ser de metodiske forhold (sedimentationstid, kammersterrelse,



fortynding m.v.) ikke ud til at kunne forklare nogen vaesentlig del
af variationen i biomasseestimaterne. Men det skal dog navnes, at
i forbindelse med en prove, der er sa teet som Lading Se (og
Skanderborg So), er det ogsa vigtigt ved behandlingen af preven
(ophelding m.v.), at man serger for at preven er fuldt opblandet
under hele opheldningsproceduren. En vurdering af prevebe-
handlingens indflydelse har det ikke veeret muligt at inddrage i
denne interkalibrering, men det er kendt, at hvis preverne ikke
behandles omhyggeligt introduceres nemt en vasentlig fejl.

Som det fremgar af den store variation mellem biomassen bestemt
af de enkelte deltagere i interkalibreringen, ser der iser ud til at
veere problemer i forbindelse med biomasseberegningen hos
blagrenalger. Den store variation skyldes iszr den usikkerhed,
der opstér i forbindelse med den subjektive vurdering af storrel-
sen af delkolonierne samt i mindre grad reduktionsfaktoren.

P4 baggrund af diskussionerne under workshoppen blev det
vedtaget at foresla falgende retningslinier:

1) Hvis biomassen af de "svart tellelige arter" skennes at
udgore mere end 1/3 af dem samlede biomasse anvendes ultra-
lyd. Der anvendes en ultralydsstav og ikke et ultralydsbad.

2) Hvis der ikke anvendes ultralyd (d.v.s. hvis biomassen af de
svart tellelige bligrenalger udger mindre end 1/3 af den sam-
lede biomasse), skal kolonierne inddeles i et passende stort
antal delkolonier, siledes at delkoloniernes diameter svarer til
koloniens "dybde".

3) Ved anvendelsen af ultralyd:

- hvis en art skennes at udgoere mere end 90% af den
samlede biomasse, henfores hele biomassen til den-
ne.

- hvis der ikke kun er en dominerende art, inddeles
arterne i grupper efter storrelse, der sa kan omfatte 2-
3 arter. Dette angives f.eks. som Microcystis
botrysiM. viridis/M. wesenbergii.

4) Det er en god idé at bruge et forholdsvis finmasket kvadrat-
net i stedet for traditionelt maleokular. Et kvadratnet med kendt
storrelse af ruderne, der deekker hele synsfeltet i okularet, gor
savel tellinger som malinger nemmere og sikrere.

5) Man skal vare opmarksom pa ikke at overestimere reduk-
tionsfaktoreren, der kun i helt tetpakkede kolonier kan over-
stige 0,5.

Ved anvendelse af ultralyd er det nedvendigt at preve sig frem
for at finde den rette behandlingslengde. Normalt er det nok
med ca. 1 minut, men visse kolonier som f.eks. kolonier af Micro-
cystis wesenbergii er vanskelige at sla i stykker og kan kraeve
lzengere tid. Men samtidigt er det vigtigt ikke at give ultralydsbe-
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handling for leenge, idet de enkelte celler derved kan slas i styk
ker. En mere indgdende beskrivelse af ultralydsmetodikken findes
i Cronberg (1982).

4.3 GALD-vardier

Ved GALD-verdien forstas den sterste linesere dimension af en
planteplanktonorganisme (Greatest Axial Linear Dimension).
Under udregningen af GALD-veerdien medtages alle synlige
vedhaeng, det vil sige, at f.eks. hornene hos Scenedesnius med-
regnes. Det skal i denne forbindelse nzvnes, at GALD-vzardien er
et obligatorisk mal ved planteplanktonundersegelser i forbindelse
med Vandmiljeplanens Overvagningsprogram, og man skal sdle-
des ved bl.a. ultralydsbehandlede praver serge for at fa denne
maélt i den ubehandlede prove. GALD-verdien har betydningen
ved vurdering af dyreplanktons graesning.
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6. Bilagsoversigt

Bilag I:
Bilag II:

Bilag III:

Bilag IV:

Bilag V:

Deltagerliste
Artsliste m.v. for de enkelte prover/sper.

Udvalgte bestemmelsesvaerker (delvist efter Gertrud
Cronberg, pers. med.)

Tabeller med karakterer for almindeligt forekommende
blagrenalger (Chroococcales) (efter Kom.-Legn. & Cron-
berg, in press).

Oversigt over mulig bestemmelsesgrad af gulalger ved
lysmikroskopi
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Bilag I

Liste over deltagere i Interkalibrering for Planteplankton

Navn Stilling Institution

Flemming Bach Biolog Hedeselskabets Laboratorium

Gertrud Cronberg Docent Ekologiska Inst./Limnologi, Lunds Universitet
Lisbeth Drasbech Biolog Arhus Amt

Lone Reerse Hansen Biolog Carl Bro as

Bodil Aavad Jacobsen Biolog Miljebiologisk Laboratorium

Birgit Jacobsen Laborant Fyns Amt

Helle Jensen Biolog Arhus Amt

Jens Peder Jensen’ Biolog Danmarks Miljpundersegelser

Jergen Kristiansen’ Docent Botanisk Institut, Kebenhavns Universitet
Birte Laustsen Laborant Danmarks Miljeundersegelser

Jette Mikkelsen Biolog Bio/Consult

Mona Nielsen Laborant Vejle Amt

Vibeke Nordby Biolog Storstroms Amt

Lone Nergaard’ Laborant Danmarks Miljgundersogelser

Kirsten Olrik Biolog Miljebiologisk Laboratorium

Martin Sendergaard’ Biolog Danmarks Miljgundersegelser

Annie Serensen Biolog Miljebiologisk Laboratorium

Helle Bjerg Serensen Biolog Kebenhavns Kommune

Henriette Lang Serensen Biolog Vejle Amt

" Deltog ikke i planteplanktontzellingerne
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Bilag I

Oversigt over de biomasseopgjorte "telleenheder” i de tre prover sorteret efter den gennemsnitlige
biomasse. Antal obs. angiver, hvor mange af de 15 deltager, der har registrere den pagmldende art/type.

nostocophyceae = CYANOPHYCEAE
MICROCYSTIS VIRIDIS
PSEUDCOSPHAEROCYSTIS LACUSTRIS

0.00
0.00
(L00

Antal obs. Txlleenhed Gns. biomasse
{mm” 1)
3 UROGLENA SPP. 146
1 QOCHROMONAS SPP. 1.37
6 OCHROMONAS 5P, 117
3 UROGLENA SP. 1.09
2 CERATIUM FURCOQIDES (.74
1 DINOBRYON 5P. 0.65
13 CERATIUM HIRUNDINELLA (.64
1 OCHROMONAS OVALIS 046
1 MICROCYSTIS SPP. 039
2 ubestemte FLAGELLATER 0.21
2 MICROCYSTIS AERUGINOSA 017
7 CRYPTOMONAS SPP. 0.15
3 RHODOMONAS LENS 0.14
4 CHRYSOCHROMULINA PARVA 012
1 CHROMULINA SPP. 0.12
8 CRYPTOMONAS SP. 012
9 UBESTEMTE ST@RRELSES-OPDELTE 0.11
5 CRYPTOPHYCEAE 0.11
2 CHROOMONAS 5P, 0.10
3 ANABAENA SPP. 0.07
2 ANABAENA FLOS-AQUAE 07
5 PERIDINIUM CINCTUM .06
2 ANADBAENA SP. 0.06
2 CHRYSOCHROMULINA SP. 0.05
8 ANABAENA CIRCINALIS 0.04
1 GYMNODINIUM SP. 0.04
1 GYMNODINIUM UBERRIMUM 0.4
1 PERIDINIUM SPP. 0.04
3 CHLOROCOCCALES 0.04
1 APHANIZOMENON FLEXUOSUM 0.03
1 MALLOMONAS 5P. 0.03
2 CHLAMYDOMONAS SP. 0.03
2 RHODOMONAS SP./CHROOMONAS 0.03
4 APHANIZOMENON FLOS-AQUAE 0.02
2 NG@GNE FUREALGER 0.02
3 aphanizomenon flos-aquae v. klebahnii= A. KLEBAH.. 002
1 ubestemte NANOFLAGELLATER .02
3 THEKATE FUREALGER 0.02
4 anabaena flos-aquae f. lemmermannii= A. LEMMERM.. 0.01
2 MICROCYSTIS WESENBERGII 0.01
4 CYMNODINIUM HELVETICUM 0.01
2 ANABAENA SPIROIDES 0.01
3 PERIDINIOPSIS POLONICUM 0.01
1 ENTZIA ACUTA 0m
1 NITZSCHIA 5P, 0m
1 SAMLEGRUPPE FOR FATALLIGE 0.01
2 SCENEDESMUS SPP. 0m
2 RHODOMONAS LACUSTRIS 001
2 oscillatoria agardhii = PLANKTOTHRIX AGARDHII 0.01
1 RHODOMONAS SP. 0.01
1 MONORAPHIDIUM CONTORTUM 0.00
1 melosira italica = AULACOSEIRA ITALICA 0.00
1 STEPHANODISCUS BINDERANUS 0.00
1 DIPLOPSALIS ACUTA 0.00
1 lyngbya limnetica = PLANKTOLYNGBYA LIMNETICA (00
1 ASTERIONELLA FORMOSA (.00
i PEDIASTRUM DUPLEX 0.00
1
1
1
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Se nr. 2 - Skanderborg Se, Store Se.

Antal obs. Telleenhed Gns. biomasse
(mm?* 1)
1 Blagrenalgelignende celler/kelonier 80.35
15 MICROCYSTIS AERUGINOSA 52,00
1 MICROCYSTIS BOTRUS/WESENBERGII/ VIRIDIS 38.09
12 MICROCYSTIS VIRIDIS 28.80
14 MICROCYSTIS WESENBERGII 26.33
3 MICROCYSTIS SP. 15.39
6 MICRCCYSTIS SPP. 13.90
3 MICROCYSTIS FLOS-AQUAE 10,19
1 nostocophyceae = CYANOPHYCEAE 1017
6 UBESTEMTE STERRELSES-OPDELTE 245
1 NITZSCHIA KUETZINGIANA 1.50
1 ANABAENA SPIROIDES 1.14
3 NITZSCHIA SPP. 0.78
3 aphanizomenon flos-aquae v. klebahnii= A. KLEBAH.. 0.72
2 CYCLOTELLA SPP. 0.54
2 NITZSCHIA SP. 0.48
1 FRAGILARIA SP. 0.46
5 STEPHANODISCUS ROTULA 0.46
1 BACILLARIALES pennat kiselalge 0.40
3 PSEUDANABAENA MUCICOLA 0.35
6 APHANIZOMENON FLOS-AQUAE 0.26
1 ANABAENA 5PP. 0.18
1 DIPLOPSALIS ACUTA 0.09
1 melosira spp. = AULACOSEIRA SPT. (.08
1 gomphosphaeria compacta = WORONICHINIA COMPACTA 0.07
1 COELASTRUM SPP. 0.07
1 oscillatoria limnetica = PSEUDANABAENA LIMNETICA (.06
2 ANADAENA SP. (.06
1 CRYPTOMONAS SP. 0.03
2 CHLOROCOCCALES 0.03
1 CLOSTERIUM SPP. 0.02
2 SCENEDESMUS SPP. 0.02
1 gomphosphaeria naegeliana= WORONICHINIA NAEGELIANA 0.02
1 COELOMORON PUSILLUM 0.02
1 PEDIASTRUM BORYANUM 0.01
1 PEDIASTRUM DUPLEX 0.01
1 melosira granulata v. angustissima=AULACOSEIRA G.. 0.0
1 CRYPTOPHYCEAE 0,01
1 ASTERIONELLA FORMOSA 0.00
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Se nr. 3 - Lading Se.

Antal obs. Talleenhed Gns. biomasse
(mm® 1)
2 SCENEDESMUS SEMPERVIRENS 35.67
10 SCENEDESMUS SPP. 17.19
1 SCENEDESMUS SP. 11.69
4 SCENEDESMUS QUADRICAUDA 11.46
3 SCENEDESMUS ARMATUS 7.33
2 SCENEDESMUS OPOLIENSIS/PROTUBERANS 7.0
2 SCENEDESMUS OPOLIENSIS 4.85
5 UBESTEMTE ST@RRELSES-OPDELTE 3.62
1 SCENEDESMUS INTERMEDIUS 1.61
1 SYNEDRA SP. 1.13
1 PEDIASTRUM DUPLEX 1.1
2 FRAGILARIA 5P. 1.01
1 CYCLOTELLA SPP. 0.79
1 SCENEDESMUS SPINOSUS 0.55
2 SYNEDRA ACUS 0.52
1 PHACOTUS LENTICULARIS 0.37
3 EUPODISCALES/CENTRALES centriske kiselalger 0.24
3 PEDIASTRUM BORYANUM 0.24
3 NITZSCHIA ACICULARIS 0.22
1 BACILLARIALES pennat kiselalge 0.16
1 FRAGILARIA ULNA 0.16
3 CHLOROCOCCALES 0.15
1 STEPHANODISCUS/CYCLOTELLA 0.15
2 ubestemte FLAGELLATER 013
1 lyngbya limnetica = PLANKTOLYNGBYA LIMNETICA 0.09
8 lyngbya contorta = PLANKTOLYNGBYA CONTORTA 0.09
1 SCENEDESMUS DIMORPHUS 0.08
1 CHROOMONAS ACUTA 0.08
3 oscillatoria planctonica = LIMNOTHRIX PLANCTONICA 0.07
1 SCENEDESMUS ACUMINATUS 0.06
1 CHLAMYDOMONAS 5P. 0.06
1 oscillatoria limnetica v. acicularis=PSEUDANAB.AC. 0.06
1 SAMLEGRUPPE FOR FATALLIGE 0.05
1 RHODOMONAS SP./CHROOMONAS 0.04
1 CRYPTOPHYCEAE .04
2 BICOSOECA PLANCTONICA 0,02
1 SCENEDESMUS ACUMINATUS/ACUTUS (.02
1 CYANODICTYON SPP. .02
1 PEDIASTRUM SPP. (.01
1 PEDIASTRUM TETRAS (.00
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Bilag IV (efter Cronberg, i trykken)

Bilag IV.1. Characteristic features of the Aplinocapsa species recorded in this investigaton

< 200

Aphanocapsa Cell size Colony form, shape, Comments
(pm) size (um)

delicatissima 0.5-1 spherical or oval, without aeroptopes,
14-30 x 15-50 cells regularly located

conferta nov. comb. 1.6-2 spherical or oval without aeroptopes,
73-52 sometimes groups of

two
pulchra 3.55 spherical or oval facultatively

with aerotopes,
large cells

Bilag IV.2. Characteristic features of the Cyanodictyon species

rod-like

Cyanodictyon Cell size Cell form Comments
(pm)

endophyticum 0.5-(1.5) spherical In mucilage of other
algae

filiforme nov. sp. 1.5-2.1-2.4 x 0.2-0.5 rod-like cells in pairs,
long filaments,
loose bundle-like
colonies

imperfectum 0.4-0.8-1.0 spherical cells in pairs,
short filaments,
colony-forming,
with Fe-incrustations

plancionicum 0.5 x 0.8-1 ellipsoid net-like colonies

reticulatim 1-15 spherical net-like colonies

tubiforme 2.2-3-3.8 x 1.9-2-2.2 spherical to short cells irregularly

arranged in rows,
long filaments up to
densely packed colonies
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Bilag IV.3. Characteristic features of the Microcystis species recorded in this investigation

distinctly refractive

irregular, sack-like

Microcystis  Cell size Mucilage Colonies Comments
(pm) size, shape

agrogunosa (3.5-5)-6-6.2  diffluent large, cells in old frequent, forms mo-
colonies loosely nospecific blooms
spread

botrys 5-6 radial, indistinct tube-  large, with subcolo- frequent, probably

like formations nies, outer cells misinterpreted as M.

arranged in more or aeruginosa
less radial rows

flos-aquae (3)-4.2-4.8  very narrow, diffluent  with dense cells, often associated with

M. aeruginosa

holsatica 0.8-1-1.13 diffluent cloud-like, irregular; mixed with other
cells evenly spread blue-green algae,
inside the colonies without aerotops

ichtyoblabe 2-2.6-3.2 wide, fine diffluent spherical, ellipsoidal, uncommon
composed of smaller
colonies

natans 1-2.2 diffluent, fine 20-200 pm, spherical- frequent, probably
ovale overlooked

viridis 4-6-7.5 well-defined, waved+  small packet-like, occurs often with

refractive other Microcystis
species
wesenbergii 4-5-6.5-7 well-defined, smooth, ellipsoidal to forms sometimes

monospecific blooms
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Bilag V. Oversigt over mulig besternmelsesgrad af gulalger ved almindelig lysmikroskopi {efter [.

Kristiansen, upubl.)

Form Slagt Bestemmelsesgrad /metode
Negne Uroglena De fleste arter kan kun bestemmes v.h.a.
deres cyster
Ochromonas Artsbestemmelse frarades generelt
Chromulina Artsbesternmelse frarddes generelt
Former med lorica Chrysococcus Bestemmes isa@r pa antallet af porer i
lorica, hvilket kan vaere vanskeligt i lysmi-
kroskopi
Kephyrion Kun fa arter kan bestemmes med sikker-

hed, f.eks. K. spirale og K. moniliforme

Dinobryon (enlige)

D. suecicum kan bestemmes, mens det
kraever cyster at bestemme D. crenudatum

Dinobryon (koloni)

Arter kan som regel bestemmes

Skmelberende

For de fleste arter er det noedvendigt med
elektronmikroskop

Mallomonas Dog kan Mallomonas akrokomos, M. teilingti,
M. candata, M. tonsurata, M. punctifera, M.
crassisquama bestemmes med sikkerhed

Synura Elektronmikroskopi som regel nedvendigt

Chrysosphaerella Elektronmikroskopi nedvendigt

Spiniferomonas Artsbesternmelse kun i elektronmikroskop

Paraphysomonas Kun P. vestitn kan bestemmes i lysmikro-

skop
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