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Forord

Overvégning og vurdering af eutrofiering i de danske farvande er et nggle-
element i miljgovervagningen af de danske marine omrader. Overvagningen
er traditionelt baseret pa fglgende parametre: neaeringsstoffer, lysforhold og
koncentrationen af klorofyl i de frie vandmasser, fyto- og zooplankton, un-
dervandsvegetation, blgdbundsfauna og iltkoncentrationer i bundvandet.

Kvaliteten af de indsamlede miljgdata, i denne forbindelse fytoplankton, er
afggrende for, at de kan anvendes til vurdering af effekten pa havmiljget af
vandmiljgplanerne, der blev vedtaget af Folketinget og iveerksat i 1989. Fy-
toplanktondata omfatter taksonomiske arts-/slaegtsbestemmelser og opge-
relse af biomasse pa arts-/slaegtsniveau. Ligeledes indgar indsamlede miljg-
data i radgivende modelstudier og miljgprojekter samt radgivningsunder-
stgttende forskningsprojekter. Resultaterne heraf danner grundlag for regu-
lering af en raekke samfundsaktiviteter, eksempelvis anbefalinger vedr. til-
farslen af naeringsstoffer til vandmiljget samt forstelse af samspillet mellem
klima- og miljgpavirkninger og initiativer rettet mod miljgforbedringer.

Siden Folketingets beslutning i 1989 er der gget fokus pa internationalt sam-
arbejde inden for havmiljg. Dette foregar typisk i HELCOM regi, men ogsa i
forbindelse med implementeringer af EU’s havstrategi forgar der allerede et
omfattende arbejde med at dele data samt udvikle metoder til feelles fastsaet-
telse af greenseveerdier for god miljgtilstand "GES” indenfor OSPAR. Det be-
tyder, at landende omkring Jstersgen deler miljgdata via ICES dataportal
(HELCOM) samt via EMODNET dataportal (OSPAR) i tilfeeldet med statio-
ner, der forefindes i havomraderne, der hgrer under OSPAR.

Indenfor rammerne af HELCOM bidrager Danmark med data for blagrgnal-
ger for NOVANA stationerne ved Bornholms dyb og fra stationen i Arkona
bassinnet (Wasmund et al. 2018) til beregning af indikatorer for forekomst af
blagrgnalger (Anttila m.fl. 2018).

EU’s havstrategi fokuserer pa diversitet og fadekader i langt hgjre grad end
EU’s vandrammedirektiv, hvor fokus ligger pa biomasser og puljer. Diversi-
tet og anvendelse af specifikke arter og grupper vil derfor fremadrettet veere
fokus i arbejdet med at udvikle malemetoder og indikatorer til at bestemme
grenseverdier for god miljgtilstand inden for rammerne af EU's” havstrategi
(McQuatters et al. 2019).

Det betyder overordnet, at fytoplankton data indsamlet under NOVANA pro-
grammet forventes at bidrage til EU's” havstrategi deskriptorer D2 (ikke hjem-
mehgrende arter), D5 (Eutrofiering) og til tilstandsvurdering D1 (Biodiversi-
tet) samt at kunne indgd i udviklingen af D4 (havets fadenet), der er under
udvikling.

Taksonomisk bestemmelse, optaelling og opmaling af fytoplankton er tids-
kreevende og kraever stor erfaring og omhu. Regelmaessige traeningskurser og
interkalibreringer efterfulgt af evaluering og evt. justering af de tekniske an-
visninger er et element i forbindelse med sikring af, og om muligt, forbedring
af datakvaliteten fra overvagningen af fytoplankton. Resultaterne og de hg-
stede erfaringer fra narvarende interkalibrering udger det faglige grundlag



for at udvikle og sikre kvaliteten af savel selve overvagningen som de ind-
samlede data.

Formalet med denne interkalibrering er saledes at undersgge preacisionen og
akkuratheden af data fra fytoplanktonundersggelser gennemfart efter den
gzldende tekniske anvisning.

Af hensyn til sammenligneligheden pa tveaers af de deltagende konsulenter er
der fortaget en kritisk gennemgang af data med henblik pa harmonisering af
data. Desuden er der i det omfang, hvor der har veeret begrundelse for det,
samlet forskellige artsangivelser (se nedenstaende). Artsidentifikation og op-
teellingen er undersggt med de til radighed veerende statistiske metoder og
veerktajer.

Konsulenter, der er involveret i den marine planktonovervagning, blev invite-
ret til at deltage i interkalibrering af fytoplankton. Deltagerne blev anonymise-
ret ved tildeling af et deltagernummer, der muligger genkendelse af egne re-
sultater uden kendskab til de gvrige deltageres identitet.

I det omfang normal kvalitetskontrol omfatter verifikation hos kolleger, er kon-
sulenterne blevet bedt om at undlade dette ved indeveerende interkalibrering.
Dette skyldes gnsket om at kunne vurdere de enkelte konsulenter, frem for det
deltagende konsortiums arbejde.



Sammenfatning

Til understattelse af Det Nationale Program for Overvagning af Vandmilje og
Natur (NOVANA) blev der i efteraret 2018 afholdt en fytoplankton interkali-
brering med fokus pa artsidentifikation og optalling af fytoplankton, samt
beregning af fytoplanktons kulstofbiomasse og diversitetsindeks. Fytoplank-
ton interkalibreringen er en del af den nationale kvalitetssikring og indgar
som en del af rammeaftalen mellem DCE/Aarhus Universitet og Miljgstyrel-
sen. Fire personer (konsulenter) fra Danmark deltog i interkalibreringen (ap-
pendiks 5.1). Data blev indrapporteret via Miljgstyrelsens datarapporterings-
portal STOQ, hvorfra data i denne rapport er trukket. Vaesentlige resultater af
interkalibreringen er:

Ud fra antallet af optalte celler samt opmaling af de dominerende arter leve-
rede alle fire konsulenter data efter retningslinjerne angivet i de tekniske an-
visninger med den enkelte undtagelse, at en konsulent kun opmalte cellestar-
relserne i en enkelt af de triplikate oparbejdede praver.

Artssammensatning blev overvejende domineret af kiselalger og andre arter
(dinoflagellater og rekylalger) udgjorde en meget lille fraktion.

Der blev i alt identificeret 27 arter i det indsamlede prgvemateriale, hvoraf der
var sammenfald mellem 11 arter (ngglearter) pa tvaers af alle konsulenter. Nag-
learternes biomasse udgjorde > 95 % af den total biomasse. Den gennemsnitlige
fytoplanktonbiomasse pa klasseniveau varierede tilsvarende pa tveers af alle
deltagere og viste en svag statistisk forskel mellem deltagerne for kiselalger (P
=0,03) og furealger (P=0,01), men ikke for rekylalger. Datamaterialet for rekyl-
alger og dinoflagellaten Heterocapsa rotundata er minimalt pa grund af prgvens
arstidsbestemte beskaffenhed, hvilket medfarer starre variation som fglge af en
lille pravestarrelse. Forskellen mellem konsulenternes biomasse bestemmelse
af kiselalger er 11%, hvilket er minimalt i forhold til de seesonbetingede variati-
oner i kiselalgebiomasse, der typiske er af stgrrelsesordenen 200 — 300%.

Similaritetsanalyser pa basis af tilstedevaerelse — fraveer af arter giver et over-
ordnet billede af “ensartetheden” (similariteten), af konsulenternes artbe-
stemmelse pa praveniveau som en helhed. Her fandtes en similaritet >80%
mellem tre af de deltagende fire konsulenter. Der findes ingen endelig facitli-
ste pa hvad der er tilfredsstillende, men ud fra studier i primeerlitteraturen
anses dette for at veere tilfredsstillende (Culverhouse mfl. 2003).

Pravestarrelsen har indflydelse pa antallet af arterl, der observeres i en given
prave. Dette kan der korrigeres for med en sékaldt “’rare faction”-korrektion.
Efter denne korrektion reduceredes den indbyrdes forskel mellem konsulenter-
nes bestemmelse af artsrigdomme fra 40% til 17%, hvilket peger pa forskelle i
teellestrategierne, som en af faktorerne i bestemmelse af artsrigdommen.

1 Artsrigdom er betegnelsen for antallet af arter i en givne prgve



| forhold til tidligere interkalibreringer afholdt i 2004 og 2012, er variationen i
konsulenternes opmaling af cellestgrrelser vaesentligt reduceret. Dertil er bio-
masse variationen mellem konsulenternes biomassebestemmelse faldet fra =
40 til = 11%.

Interkalibreringen blev afsluttet med et konkluderende mgde pa Aarhus Uni-
versitet, Institut for Bioscience (Roskilde). Pa mgdet blev data fra naervaerende
rapport fremlagt og diskuteret.



Summary

In support of the Danish Nationwide Monitoring and Assessment Program for
the Aquatic and Terrestrial Environments (NOVANA), a phytoplankton inter-
calibration was executed in the summer of 2018 focusing on species identifica-
tion and enumeration, species diversity index calculations and calculation of
phytoplankton carbon biomass. Inter-calibration is a part of the national quality
assurance procedure where all consultants and data providers have to partici-
pate regularly. Phytoplankton inter-calibration is a part of the framework agree-
ment between DCE/Aarhus University and the Danish Environmental Protec-
tion Agency. Four participants from Denmark participated in the intercalibra-
tion (appendix 5.1). Data were reported to the data portal ‘STOQ’ operated by
the Danish Nature Agency, and from where data used in this report were
drawn. Significant results of the phytoplankton inter-calibration are:

Based on the number of cells counted and the volume measurements of the
dominant cells, all four consultants provided data accordingly to the guide-
lines stated in the technical instructions. However, one exception was that one
of the consultants apparently only measured the cell sizes in one of the ana-
lyzed triplicate samples.

The species composition was overwhelmingly dominated by diatoms whereas
other species (dinoflagellates and cryptophytes) made a small fraction.

A total of 27 species were identified in the sample, of which 11 species (key
species) were identified by all consultants. The key species biomass accounted
for > 95% of the total biomass. The average phytoplankton biomass at class
level varied accordingly across all participants and showed a slight statistical
difference between the participants for diatoms (P = 0.03) and dinoflagellates
(P =0.01), but not for cryptophytes.

Similarity analysis based on presence/absence of species gives an overall pic-
ture of the "uniformity (similarities), of the sample at the level as a whole com-
munity composition. There was a similarity > 80 % between three of the par-
ticipating four consultants. There is no general accepted level of on satisfac-
tory performance, but based on studies in the primary literature, 80% is con-
cluded satisfactory (Culverhouse et al. 2003).

The sample size affects the number of species observed in a given sample. This
can be corrected for, so-called "rare faction" correction. After this correction,
the mutual difference between the consultants' species count was reduced
from 40% to 17%, which points to differences in the counting strategies.

Compared to previous inter-calibrations held in 2004 and 2012, were the var-
iation in measurements of cell sizes significantly by the consultants' signifi-
cantly reduced. In addition, the variation between consultants' biomass deter-
mination has decreased from =40 to 11% since 2012.

The inter-calibration was concluded with a concluding meeting at Aarhus
University, Department of Bioscience (Roskilde). At the meeting, data from
the present report were presented and discussed.
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1. Materialer og metoder

Hver deltager fik tilsendt materiale indsamlet iht. TA M09 (Jakobsen og Fos-
sing, 2017) af Miljgstyrelsen i Aarhus Bugt marts 2018. Prgverne blev indsam-
let af Miljgstyrelsen efter samme principper der normalt anvendes til indsam-
ling af planktonprgver2.

De indsamlede prgver blev blandet til én felles pa prgvetagningsskibets deek
og derefter fordelt og fikseret i brune flasker.

Miljgstyrelsen sendte pragverne til konsulenterne, der oparbejdede prgverne
efter TA MO09. Oparbejdningen omfattede bestemmelse af cellekoncentratio-
ner, biomasser og diversitets indeks. Fytoplanktonprgven skulle teelles i et 25
ml Uthermol-kammer efter gaeldende retningslinjer iht. TA M09.

Den tekniske anvisning TA09 angiver, at der medfalger en kvalitativ prgve ind-
samlet med net. Denne prave er ikke medtage i interkalibreringen, da formalet
med interkalibreringen, er at sammenligne konsulenternes kvantitativt. En net-
prove er indsamlet kvalitativt dvs. uden kendskabet til prgvestgrrelsens volu-
men, og dens formal er at konsulenterne skal bruge prgven til at danne sig et
overblik over arternes taksonomi. Der er derfor ikke mulighed for at fortage
beregninger pa netpravens data til sammenligningen af konsulenterne i denne
interkalibrering.

Prgven var karakteriseret af opblomstringer af én enkelt dominerende art
samt flere andre kiselalgearter i lave koncentration, én enkelt art af furealger
samt rekylalger. Da mindre flagellater typisk ikke kan identificeres til artsni-
veau, og oftest end ikke til sleegtsniveau, er denne gruppe efter aftale med
Miljgstyrelsen udeladt fra analysen. Deltagerne blev derfor inviteret til at
identificere og opmale alle kiselalger, rekylalger samt optealle dinoflagellaten
Heterocapsa rotundata oparbejdet efter retningslinjerne i TA M09. @vrige arter
kunne saledes ignoreres.

Den tekniske anvisning tillader, at der anvendes teellekamre af varierende star-
relse, men deltagerne blev palagt at anvende et fast kammerstarrelse for at re-
sultaterne kunne sammenlignes pa tveers af deltagerne. 25 ml Uthermol-kam-
meret anvendes bredt i overvagningsprogrammet. Dette er en begreensning i
forhold til TA MO09, der tillader frit valg af teellekammer.

Konsulenterne har i forbindelse med interkalibreringen tilkendegivet, at der var
tale om en usaedvanlig kraftig opblomstring af Skeletetonema costatum/ Skeleto-
nema sp., som normalt ville blive talt i et 10 ml kammer. | et 25 ml kammer &
algerne delvist i lag, hvilket besveerliggjorde teellingen og muligheden for at
opdage andre arter, der var til stede i meget lave koncentrationer.

2 Prgveindsamlingen fortaget efter TA MO1, som pt ikke er offentligt tilgeengelig og
der henvises til tidligere TA http://www?2.dmu.dk/1_om_dmu/2_tvaer-
funk/3_fdc_mar/programgrundlag/TekAnv2004_2009/Del2/TA04_2 1 Proevetag-
ning.pdf



For at vurdere variationen inden for den enkelte konsulent og deltagerne i
mellem blev hver deltager bedt om at oparbejde den udleverede blandings-
prave fra marts tre gange. Prgverne blev talt separat i triplikat af hver konsu-
lent. Konsulenterne blev bedt om at teelle hver prave efter fglgende retnings-
linjer: Teellekammeret skulle henseettes i mgrke. Dernast haeldes og oparbejdes
en ny prgve i et 25 ml Uthermol-kammer. Til sidst oparbejdes farste prave igen.
Det betyder, at hver deltager talte samme prgve to gange samt samme prgve i
to forskellige kamre. Procedure med opteelling i triplikat er en afvigelse fra TA
MO09, i det der i det daglige arbejde normalt kunne teelles en prave per NO-
VANA station. Optellingen i triplikat er ngdvendig for at bestemme variati-
onen inden for og pa tvers af konsulent.

Statistiske metoder

Det kan vere vasentligt at undersgge variationen i data, der skyldes faktorer,
der ikke er relateret til konsulenternes arbejde, men i stedet kan knyttes til prg-
vehandteringen. Ved at optzlle praven som angivet, oparbejdes data i et split-
plot design, hvor variation inden for og mellem deltagerne kvantificeres tillige
med variationen, der skyldes pravehdndteringen. Data blev derfor undersggt
med en blandet model3, der er en statistik metode, egnet til at arbejde med split
plot test design. Analysen er ledsaget af en P-veerdi, der givet et samlet udtryk
for preecisionen af analysen (inden for delprgven og mellem delprgverne) samt
kvantificerer variationen, der er drevet af prgvehandteringen.

I de forskellige test i rapporten anvendes et P niveau pa 0,05 som signifikans
niveau. Det betyder at P-vardier under 0,05 anses for statistisk signifikant for-
skellig, hvorimod P-veerdier >0,05 anses som ikke signifikante forskellige. Det
skal bemaerkes, at P-veerdier mellem 0,01 og 0,10 bgr tolkes med en vis forsig-
tighed, da minimale &ndringer i data kan forskyde P-vardien.

Ifalge TA M09 skal der i en planktonprgve som minimum optelles 500 celler.
I TA M09 er angivet hvordan artbestemmelsen og optzllingen bgr forgd, men
processen er generelt praeget af et element af tilladt subjektivitet, hvad angar
opteallingsstrategi. Eksempelvis optelles de mest almindelige arter i ét enkelt
eller fa diagonaler af teellekammerets bundplader, indtil mindst 50 celler er
optalt. Sjeeldnere arter optelles fra hele bundpladen. | tilfeelde af at >50 op-
teelles af sjeeldnere arter, kan optallingen indstilles, nar ¥ bundplade er op-
talt. Overordnet betyder dette, at de enkelte arter kan veere bestemt ud fra
varierende pragvevolumener, hvilket kan pavirke precisionen af biomassebe-
stemmelsen, cellekoncentrationen og artsdiversiteten i prgven.

Efterfglgende omregnes telletallene til specifikke cellekoncentrationer og bio-
masser ved at korrigere med faktorer, der omregner fra antallet af talte diago-
naler eller bundpladens areal. Se evt. i TA M09 for detaljer.

3blandet model metode (UK: MIXED MODEL, Linegere blandede modeller), er en udvidelse af simple linezre statistiske
modeller til at undersgge effekten af en givne respons og anvendes her i stedet for den velkendte ANOVA. En blandet
model tillader bade faste og tilfeeldige effekter og anvendes iszer, nar der ikke er uafhaengighed i dataene, som stammer
fra en hierarkisk struktur som eksempelvis et Split plot design. | dette eksempel er det arter der indsamles fra en praver.
Appendiks b beskriver i detaljer naervaerende forsggsdesign.



Antallet af arter stiger med prgvestgrrelset. Det betyder, at hvis der teelles ek-
sempelvis en halv bundplade i Uthermél-kammer, bestemmes faerre arter end
hvis hele Uthermdél-kammerets bundplade var blevet optalt. Det betyder, at
konsulenternes tellestrategi pavirker antallet af arter samt preecisionen af teel-
letallene.

Det er muligt at "normalisere” antallet af fundne arter samt beregne diversi-
tets indicies med en "rare-faction” korrektion for delvist at korrigere for usik-
kerheden, der opstar som falge af varierende tellestrategi. | denne rapport
anvendes en rare faction korrektion svarende til en prgvestgrrelser pa 1000
celler talt i en preve svarende til %2 bundplade, saledes at konsulenternes be-
stemmelse af artsrigdom vurderes pa et feelles grundlag svarende til en stan-
dard provestgrrelse.

Der er anvendt softwarepakken Primer 7 til analyserne af de forskellige di-
versitet parametre. Primer 7 er en softwarepakke, der er specielt udviklet til
analyser af feltdata af bl.a. artssammensatninger.

Data skulle indtastes i STOQ efter gaeeldende retningslinjer, jf. DT03 (Holmboe
et al. 2015).

Alle resultater blev analyseret med SAS software samt Primer?7 til similaritets-
analyser.

41 denne sammenhang er prgvestarrelsen antallet af talte celler
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2. Resultater og analyser

2.1 Taksonomi

Der blev i alt indrapporteret fire datasaet med hver tre optzllinger. Konsulen-
terne havde faet oplyst, at de kun skulle bestemme og optelle arter inden for
klasserne kiselalger (Bacillariophyceae), furealger (Dinophyceae), og rekylal-
ger (Cryptophyceae).

Sleegter

De identificerede slaegter omfattede én furalgesleegt (Dinophyceae), én enkelt
sleegt af rekylalger (Cryptophyceae identificeret til klasse) samt 15 sleegter af
kiselalger (Bacillariophyceae).

Heraf er 8 slagter identificeret af alle konsulenter, 2 slegter er identificeret af
tre konsulenter, mens der er 7 sleegter, som kun er set en enkelt gang af én kon-
sulent (Tabel 1).

Tabel 1. Slaegter fundet i proven

Klasse Slaegt Konsulent 1 Konsulent 2 Konsulent 3 Konsulent 4

Bacillariophyceae Attheya X X X X

Bacillariophyceae Bacillaria X

Bacillariophyceae Chaetoceros X X X X

Bacillariophyceae Coscinodiscus

Bacillariophyceae Detonula X X X

Bacillariophyceae Leptocylindrus X

Bacillariophyceae Licmophora X

Bacillariophyceae Melosira X

Bacillariophyceae Navicula X

Bacillariophyceae Nitzschia X

Bacillariophyceae Pseudo-nitzschia X X X

Bacillariophyceae Rhizosolenia X X X X

Bacillariophyceae Skeletonema X X X X

Bacillariophyceae Thalassionema X X X X

Bacillariophyceae Thalassiosira X X X X

Cryptophyceae Cryptophyceae X X X X

Dinophyceae Heterocapsa X X X X
Arter

Der i alt fundet 26 arter (Tabel 2 og 3). Arten Skeletonema costatum var i det
oprindelige dataseet identificeret enten som Skeletonema eller som Skeletonema
costatum. Det blev efter dialog med konsulenterne besluttet ved databehand-
lingen at behandle dem som én enkelt art. Lignende overlap i arter fandtes
hos Chaetoceros brevis, Chaetoceros brevis/diadema samt Chaetoceros diadema og
ogséa her blev arterne samlet til én enkelt art Chaetoceros brevis/diadema. Andre
arter som Chaetoceros sol. er en samlegruppe af sma kiselalger af sleegten Cha-
etoceros med ligheder af arten Chaetoceros solitarus og er de facto og per kon-
sensus i STOQ samlet som Chaetoceros sol.



Antallet af arter eller morfotyper (identificeret til hgjest mulig taksonomisk
tilhgrsforhold) er vist i Tabel 2 og Tabel 3. Det hgjeste antal arter er 24 bestemt
af konsulent 2, mens det mindste antal er 12 bestemt af konsulent 4. Blandt de
optalte arter er 11 arter optalt og malt af alle fire konsulenter, syv arter er op-
talt og malt af tre konsulenter og ni arter er optalt og malt af én konsulenter.

Tabel 2. Det samlede antal arter identificeret indenfor klasserne kiselalger, furealger og
rekylalger af konsulenterne.

Konsulent Antal arter
1 18
2 24
3 17
4 13

Tabel 3. Cellekoncentrationer (celler L") for arter talt i praven. Veerdier er gennemsnitsveerdi + standardafvigelse. Antallet a
replikater er angivet i Tabel 4. Aller arter er bestemt som middelveerdien af tre replikater. Hvor ingen standardafvigelse er an-
givet, er arten kun set i et enkelt tilfaelde.

Art Klasse Konsulent 1 Konsulent 2 Konsulent 3 Konsulent 4
Attheya septentrionalis  Bacillariophyceae 40320+14250 24910+11620 23560+1571 124400+153000
Bacillariophyceae Bacillariophyceae 960+400

Chaetoceros Bacillariophyceae 2531+1058 160 45900+3564

Chaetoceros brevis/di-

adema Bacillariophyceae 1571 80 200

Chaetoceros decipiens Bacillariophyceae 620+141 160+113 220+28 120
Chaetoceros phae-

oceros gruppen Bacillariophyceae 187+92

Chaetoceros similis Bacillariophyceae 1396+400 667+333 1571£314

Chaetoceros sol. Bacillariophyceae 97910+32090 152900425030 156600+14600 160700+14880
Chaetoceros subtilis Bacillariophyceae 183500+82450 426000+67260 267600+85770 251500+10500
Chaetoceros wighamii  Bacillariophyceae 16670+11630 1080+283 6851+384

Coscinodiscus Bacillariophyceae 80

Detonula confervacea  Bacillariophyceae 8901+3434 373192 9425+1047

Leptocylindrus danicus  Bacillariophyceae 1360

Licmophora Bacillariophyceae 80

Melosira arctica Bacillariophyceae 32

Navicula Bacillariophyceae 80

Nitzschia longissima Bacillariophyceae 80

Pseudo-nitzschia del-

icatissima Bacillariophyceae 24444842 453+201 4189+363

Rhizosolenia hebetata

var. semispina Bacillariophyceae 53+23
Rhizosolenia setigera Bacillariophyceae 387+220 533+46 387+46 507+92
Skeletonema costatum  Bacillariophyceae 15210000+2487000 13800000+594100 18290000+1024000 13580000+533100
Thalassionema

nitzschioides Bacillariophyceae 2967+1442 373+370 1653+1198 173+83
Thalassiosira Bacillariophyceae 96200+120700 879404203200 71380+74330 6740
Thalassiosira anguste-

lineata Bacillariophyceae 733+23 827482 267+23 840+80
Thalassiosira minima Bacillariophyceae 263200+33070
Cryptophyceae Cryptophyceae 45120+22710 33930+32420 34450+29670 105000+5267
Heterocapsa rotundata Dinophyceae 20940+2618 36630+5828 26600+2020 29180+3432
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Koncentrationer

I cellekoncentrationerne, der afspejler prgvens kvantitative artssammensaet-
ning, er der forskelle mellem konsulenternes bestemmelser (Tabel 3). Kiselal-
gearten Skeletonema costatum, der er kvantitativt dominerende i prgven, blev
bestemt til koncentrationer mellem 13,6x106 og 18,3x106 celler L1,

Nogle arter er er identificeret og talt i meget lave koncentrationer, og det kan
derfor af statistiske arsager, ikke forventes at sjeldenende arter findes af alle
konsulenter. Det skal alligevel bemarkes at i flere tilfeelde har konsulent et, to
og tre identificeret og talt sjeeldenende arter, som ikke er identificeret og talt
af konsulent fire. Dette geelder for kiselalgerne Chaetoceros similis (talte indivi-
der 2 - 8), Chaetoceros wighamii (talte individer 44 — 117), Detonula confervacea
(talte individer 4 — 31) og Pseudo-nitzschia delicatissima (talte individer 6 — 9
celler). Veerdierne i parentes angiver gennemsnitligt lavest — starste antal talte
celler. Et andet eksempel er Thalassiosira minima, hvor der er talt gennemsnit-
ligt 164 celler af konsulent fire, men den er ikke fundet af de gvrige konsulen-
ter. Formentligt er Thalassiosira minima noteret pa sleegtsniveau som Thalassi-
osira af de gvrige konsulenter.

2.2 Biomasser, cellestarrelser: klasse og art

Opmaling af korrekte cellestarrelser er vigtig for at kunne beregne biomasser
pa arts-, klasse- og preveniveau.

Biovolumen pa artsniveau

Volumenbestemmelsen af enkelte arter er vist i Tabel 4. De 11 arter, der er talt
af alle konsulenter, er vist farst og markeret med * foran artsnavn, og betegnes
efterfalgende som ngglearter.



Tabel 4. Cellevolumen (um? celle’) for alle arter talt i praven. Veerdier er gennemsnitsvaerdi + standardafvigelse. Antallet a
replikater er angivet med parentes. Alle arter er bestemt som middelveerdien af tre replikate praver, i tilfeelde hvor antallet
overstiger 3, indikerer dette at gruppen er en samlegruppe, bestdende af flere forskelle men ikke identificerbare arter. Hvor
ingen standardafvigelse er angivet, er arten kun set i et enkelt eller fa tilfaelde. Arter der er talt af alle konsulenter er noteret
gverst i tabellen med * foran artnavn.

Klasse art Konsulent 1 Konsulent 2 Konsulent 3 Konsulent 4
*Thalassiosira an-

Bacillariophyceae  guste-lineata 29220,0+10170(3) 28280,0+906,6(3) 27880,0+£5097(3) 22930,0+NA(3)

42150,0+24550(

Bacillariophyceae *Thalassiosira 9574,0£17270(14)  19110,0+21850(17) 2702,0+2668(12) 9)
*Thalassionema

Bacillariophyceae  nitzschioides 1590,0+394,4(3) 4880,0+457,0(3) 1650,0+155,9(3) 1813,0xNA(3)
*Skeletonema co-

Bacillariophyceae  statum 152,4+36,1(3) 194,9+9,8(3) 126,4+8,8(3) 256,7+0,1(3)
*Rhizosolenia seti-

Bacillariophyceae  gera 326700+97890(3) 225400+58000(3) 182500+25930(3) 201800+£NA(3)
*Heterocapsa ro-

Dinophyceae tundata 281,9+31,5(3) 308,8+7,8(3) 215,0+45,1(3) 142,7+NA(3)

Cryptophyceae *Cryptophyceae 104,5+73,0(6) 171,0+£144,7(9) 126,3+110,1(12) 112,3+0,0(3)
*Chaetoceros sub-

Bacillariophyceae tilis 60,9+24,7(3) 43,0+0,1(3) 44,5+9,4(3) 15,6:NA(3)

Bacillariophyceae = *Chaetoceros sol. 130,1+11,0(3) 78,8+0,8(3) 191,4+62,7(3) 129,2+NA(3)
*Chaetoceros deci-

Bacillariophyceae  piens 11590,0+3986(2) 2168,0+1377(2) 5890,0+1666(2) 10210,0+NA(3)
*Attheya septentrio-

Bacillariophyceae  nalis 73,6+6,6(3) 35,3+NA(3) 450,3+182,6(3) 49,6:NA(3)
Thalassiosira mi-

Bacillariophyceae  nima 516,5+NA(3)
Pseudo-nitzschia

Bacillariophyceae  delicatissima 238,0+6,9(3) 151,2+NA(3) 288,0+124,7(3)

Bacillariophyceae

Bacillariophyceae
Bacillariophyceae
Bacillariophyceae
Bacillariophyceae

Bacillariophyceae

Bacillariophyceae

Bacillariophyceae

Bacillariophyceae
Bacillariophyceae

Bacillariophyceae

Bacillariophyceae
Bacillariophyceae
Bacillariophyceae

Rhizosolenia hebe-
tata var. semispina
Nitzschia longis-
sima

Navicula

Melosira arctica

Licmophora
Leptocylindrus da-
nicus

Detonula confer-
vacea
Coscinodiscus
Chaetoceros wigha-
mii

Chaetoceros similis
Chaetoceros phae-
oceros gruppen
Chaetoceros bre-
vis/diadema
Chaetoceros

Bacillariophyceae

1605,0+238,2(3)
5234000+379000(2)

469,0+151,1(3)
640,4+128,7(3)

4657,0+2883(2)
101,1£70,3(3)

80,1=NA(2)
7550,0+:NA(1)
11910,0+NA(2)
5044,0+2666(2)

848,2:NA(1)

1257,0+NA(3)

84,8:NA(2)
392,7:NA(3)

2651,0+NA(3)

1689,0+170,0(3)
2588,0:NA(1)
3693,0+66,2(3)

8791,0+NA(3)

1872,0+98,8(3)

2313,0+184,4(3)
279,6+71,9(3)

7069,0:NA(1)
128,6+34,7(3)
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Biomasse pd klasseniveau

Den gennemsnitlige biomasse for de tre undersagte klasser er beregnet som
middelveerdien af summen af de artsspecifikke observationer for hver replikat
prove for hver konsulent (Tabel 5). Der blev fundet statistisk signifikante for-
skelle i de gennemsnitlige biomasser for kiselalger og furealger mellem konsu-
lenterne (P < 0,05), hvorimod konsulenternes biomasseopggrelse for rekylalger
ikke afveg signifikant (Tabel 5). For rekylalger er variationen i den gennemsnit-
lige biomasse ikke statistisk signifikant (P=0,06) og meget lav (0,3%). Andelen
af identificeret biomasse er 100 % eller taet pd 100% pa klasse niveau (Tabel 5),
idet prgven indenfor for hver af de tre klasser var domineret af fa arter hhv.
Skeletonema costatum, rekylalge og Heterocapsa rotundata (Tabel 5).

Tabel 5. Andelen af identificeret biomasse med angivelse af +standardafvigelse mel-
lem replikater. P-veerdien angiver signifikansniveauet mellem konsulenterne.

% identificeret

Klasse biomasse pg C L 'xstd P

Bacillariophyceae 98,3+1,4 239,2+28,7 0.03
Cryptophyceae 100 1,6+0,4 0.06
Dinophyceae 100 0,7+0,3 0.01

Forskellen mellem konsulenterne parvis viste ikke noget konsistent mgnster.
Dvs. inden for kiselalger og furealger var der parvis statistisk signifikante for-
skelle mellem konsulenterne.

Tabel 6 Biomasser beregnet pa prgveniveau

konsulent Hg C L + standardafvigelse
1 219.3+27.6
2 242.0+6.2
3 224.5+13.8
4 280.5+8.3
gennemsnit 241.6+27.7

Datamaterialet for rekylalger og dinoflagellaten Heterocapsa rotundata er mi-
nimalt pa grund af prgvens arstidsbestemte beskaffenhed, hvilket medfarer
starre variation som fglge af en lille pravestarrelse. Forskellen mellem konsu-
lenternes biomassebestemmelse af Kiselalger er =11%, hvilket er minimalt i
forhold til de seesonbetingede variationer i kiselalgebiomasse, der typisk er af
stgrrelsesordenen = 200 — 300%.

Biomassen pa prgveniveau var gennemsnitlig = 241+27 ug C L-1+ standardaf-
vigelse, svarende til en variationskoefficient pa = 11%. Denne forskel er lav og
ma anses som tilfredsstillende.

Ngglearter

Cellekoncentrationerne for hver af de 11 ngglearter (markeret med * i Tabel 4)
blev logaritmetransformeret og sammenlignet med en lineaer blandet model
test for at kunne opdele variationen, der skyldes underopdelingen af prgven
i transportflasker, transport, opbevaring og ophaldningen i teellekamre (prg-
vehandtering) og variationen, der skyldes mikroskoperingen (konsulent). En
kort beskrivelse af den anvendte blandede model findes i Appendiks 5.2.



For ni arter fandtes der ingen samlet signifikant statistisk forskel mellem kon-
sulenterne (P > 0,05), hvorimod de to resterende ngglearter viste signifikante
forskelle i cellekoncentrationerne (Tabel 7). Tre arter, Chaetoceros sol., Skeleto-
nema costatum samt Thalassiosira anguste-lineata har P vaerdier i greenseomradet
mellem 0,05 og 0,1.

Tabel 7. Liste over ngglearter, der blev identificeret of talt af alle konsulenter. Kolonnerne *Variation pravehandtering’ og 'Variation
mikroskop” behandles i nedenstdende tekst. Datagrundlag er den artsspecifikke kulstofbiomasse. NA indikerer in variation fundet

variation prevehandtering variation mikroskop

Klasse Art %[lav - haj (%)] %[lav - haj (%)] P

Bacillariophyceae Attheya septentrionalis NA 100,4[63-134] 0.28
Bacillariophyceae Chaetoceros decipiens 52,4[9-80] 17,8[0-26] 0.17
Bacillariophyceae Chaetoceros sol. NA 23,7[16-30] 0.10
Bacillariophyceae Chaetoceros subtilis NA 38,5[26-49] 0.11
Bacillariophyceae Rhizosolenia setigera 41,8[20-58] 5,6[3-7] 0.85
Bacillariophyceae Skeletonema costatum 6,6[0-11] 7,7[4-10] 0.08
Bacillariophyceae Thalassionema nitzschioides 49,9[0-133] 119,3[563-179] 0.06
Bacillariophyceae Thalassiosira NA 774,3[592-980] 0.01
Bacillariophyceae Thalassiosira anguste-lineata 51,3[22-73] 14,7[8-20] 0.15
Cryptophyceae Cryptophyceae NA 162,1[127-197] 0.18
Dinophyceae Heterocapsa rotundata 8,0[0-14] 10,9[6-14] 0.03
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Kiselalgen Skeletonema costatum var den overvejende art i prgven og den ud-
gjorde mellem 85 og 94% af total kulstofbiomassen hos de fire konsulenter
(Tabel 8). De gvrige arter udggr en minimal andel og med f& undtagelser min-
dre end 0,05 og op til 1% for de enkelte arter, hvorved prgvestgrrelsen er den
starste kilde til variation. For tre arter udgjorde prgvehandteringen den hg-
jeste variation, i de tilfeelde var der ingen signifikante forskelle mellem kon-
sulenterne. Det er alligevel bemaerkelsesveardigt, at den miksede statistiske
model peger pa, at prevehandteringen er endnu en kilde til variation.



Tabel 8. Procentvise bidrag til total kulstofbiomasse i praven for hver af konsulenterne. Veerdier er bestemt som middelveer-
dien af tre replikater. Hvor ingen standardafvigelse er angivet, er arten kun set i et enkelt eller f4 tilfeelde. Arter der er set af
alle konsulenter er noteret gverst i tabellen ned * foran artnavn.

Klasse Art Konsulent 1 Konsulent2 Konsulent 3 Konsulent 4
Bacillariophyceae *Attheya septentrionalis 0,1+0,0 <0,05 0,3+0,1 0,2+0,3
Bacillariophyceae Bacillariophyceae 0,1+0,0
Bacillariophyceae Chaetoceros <0,05 <0,05 0,2+0,1
Bacillariophyceae Chaetoceros brevis/diadema 0,1+0,0 <0,05 <0,05
Bacillariophyceae *Chaetoceros decipiens 0,1+0,0 <0,05 <0,05 <0,05
Bacillariophyceae Chaetoceros phaeoceros gruppen <0,05
Bacillariophyceae Chaetoceros similis <0,05 <0,05 <0,05
Bacillariophyceae *Chaetoceros sol. 0,4+0,1 0,4+0,1 0,9+0,3 0,5+0,1
Bacillariophyceae *Chaetoceros subtilis 0,4+0,1 0,8+0,1 0,5+0,1 0,2+0,0
Bacillariophyceae Chaetoceros wighamii 0,2+0,1 <0,05 0,3+0,0
Bacillariophyceae Coscinodiscus 2,7+0,2
Bacillariophyceae Detonula confervacea 0,4+0,2 <0,05 0,4+0,1
Bacillariophyceae Leptocylindrus danicus <0,05
Bacillariophyceae Licmophora <0,05
Bacillariophyceae Melosira arctica 0,1+0,0
Bacillariophyceae Navicula <0,05
Bacillariophyceae Nitzschia longissima <0,05
Bacillariophyceae Pseudo-nitzschia delicatissima <0,05 <0,05 0,1+0,0

Rhizosolenia hebetata var.
Bacillariophyceae semispina <0,05
Bacillariophyceae *Rhizosolenia setigera 1,3+0,5 1,2+0,4 0,8+0,2 0,9+0,2
Bacillariophyceae *Skeletonema costatum 85,4+1,8 92,4+1,7 89,2+1,4 94,1+1,0
Bacillariophyceae *Thalassionema nitzschioides 0,2+0,1 <0,05 0,1+0,1 <0,05
Bacillariophyceae *Thalassiosira 8,6+1,0 3,5+1,0 6,1+0,9 0,1+0,0
Bacillariophyceae *Thalassiosira anguste-lineata 0,3+0,1 0,3+0,2 0,1+0,0 0,2+0,0
Bacillariophyceae Thalassiosira minima 3,2+0,5
Cryptophyceae *Cryptophyceae 0,6+0,2 0,8+0,0 0,9+0,0 0,5+0,0
Dinophyceae *Heterocapsa rotundata 0,3+0,1 0,5+0,1 0,3+0,1 0,2+0,0

2.3 Diversitet

Der eksisterer en rekke indeks, der anvendes bredt i biologiske analyser til at
undersgge og sammenligne artsrigdommen og diversiteten i et givent gkosy-
stem, herunder ogsa planktonsamfund. Antallet af arter (artsrigdom) og di-
versitet regnes for entydige mal for et gkosystems kvalitet og funktion, og
a&ndringen heri antages derfor at afspejle eendringer i gkosystemet.

Diversitetsindeksene kan anvendes som et mal til sammenligning af artsiden-
tifikation og registrerede artsantal.

Artsrigdom, udtrykt som antallet af arters (S), er det simpleste udtryk for di-
versitet i givne pragver og beregnes som:

5 Oftest anvendes udtrykket species richness”, til at beskrive antallet af arter i den
peer reviwed litteratur



s=XS, formel 1
hvor S angiver summen af arter og S, angiver art.
Dernast blev Margalefs indeks beregnet:

Pravestgrrelsen har indflydelse pa antallet af arter, der observeres i en given
prave. Det betyder, at jo starre prave der oparbejdes, jo flere arter og individer
vil der blive registreret. Dette vil i et vist omfang pavirke beregningen af arts-

rigdommen.
5-1

Margalef = - formel 2
hvor n er antallet af observationer.
Shannon-Weaver diversitetsindeks (H’) er beregnet som:

H =-Y] (%) (ln%)] formel 3

hvor n; er teelletallet af den i’de art oparbejdet i prgven. Formel 3 har den for-
del, over de gvrige indekser, at alle arters relative individantal (her cellekon-
centration) medtages i beregningen.

For at imgdekomme dette, kan data 'rare-faction’-korrigeres, hvorved artsrig-
dommen normalisere til sammenlignelige teelletal, og derved fjernes usikkerhe-
den, der skyldes variationer i teelletal som fglge af forskelle i teellestrategier
samt artsbestemmelser.

Tabel 9 Gennemsnitlige indeks + standard afvigelse beregnet vha. formel 1, 2 og 3. Der var statistiske forskelle mellem kon-
sulenterne inden for alle indekser (ONE-WAY ANOVA P< 0,001).

Artsrigdom Rare-faction korr. an-  Margalef artssrigdoms Shannon -Weaver diversitet
Konsulent (formel 1) tal arter indeks (formel 2) indeks (H’) (formel 3)
1 17.00+1.73 8.32+0.47 1.24+0.12 0.31+0.06
2 20.33+0.58 7.07+0.17 1.51+0.05 0.40+0.06
3 16.00 (NA) 8.45+0.24 1.15+0.00 0.29+0.01
4 13.00 (NA) 6.94+0.06 0.94+0.00 0.34+0.07
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Data er rare-faction korrigeret til en prgvestarrelse, der svarer til at teelle 1000
tilfeeldige celler inden for en %2 bundplade. Tabel 9 viser de beregnede diver-
sitet indices, inklusiv Shannon-Weaver indeks. Der indgar ikke rare-faction
korrektion i beregningen af Margalefs indeks og Shannon-Weaver indekset.

En one-way ANOVA efterfulgt af en ad hoc Tukey's t-test blev udfart pa art-
rigdommen for at identificere signifikante forskelle mellem konsulenterne.
Det viste, at konsulent 2 og 4 adskilte sig statistisk signifikant fra de gvrige
konsulenter (P < 0,001). Nar artsrigdomme rare faction korrigeres og der tages
hgjde for uens prgvestgrrelse, var artsantallet bestemt af konsulent 1 og kon-
sulent 3 statistisk signifikant ens, samt konsulent 2 og 4 var statistisk signifi-
kant ens (P < 0,0002).

Der blev fundet gennemsnitligt 16,3 arter med omkring 40% forskel mellem
konsulent 4 (13 arter) og konsulent 2 (20,3 arter) (Tabel 9). Efter rare-faction
korrektion var forskellen reduceret til 17% mellem hgjest og lavest antal arter.
Det peger pa, at lidt under halvdelen af forskellen mellem konsulenterne skyl-



des, at konsulenterne optalte forskellige pravestgrrelser. Den resterende for-
skel (23%), kan henfgres til specifikke forskelle mellem konsulenternes tzlle-
strategi og artsbestemmelse.

Optellingen blev fortaget i et 25mL kamre og det kan argumenteres, at den
usaedvanligt store forekomst af Skeletonema sp./Skeletonema costatum gjorde,
at materialet delvist 1a i lag og muligvis skyggede for fatallige celler af andre
arter. Denne forklaring udfordres af, at forskellen mellem hgjeste og laveste
antal arter var mellem 20 og 13 fundne arter (Tabel 9).

De arter, der ikke er set af alle konsulenter, er almindeligt forekommende ar-
ter. Det vurderes derfor, at forskellen ikke skyldes, at konsulenterne ikke har
kunnet kende arterne. De arter, som ikke er talt af alle konsulenter, er arter,
som fandtes i meget lave koncentrationer i praven. Rare —faction korrektionen
reducerede forskellen mellem konsulenterne. Dette betyder, at nogle af kon-
sulenterne var i stand til at finde fatallige arter, mens andre i hgjere grad
oversa disse. Resultatet peger ogsa pa, at selvom alle konsulenter fulgte de
tekniske anvisninger, har konsulenternes individuelle tzllestrategi® indfly-
delse pa det endelige resultat.

Similaritet

Similaritet kan udtrykkes som ligheden mellem konsulenter. | denne analyse
er similariteten beregnet vha. Bray-Curtis similaritet (herefter 'similaritet’), se
formel 4, ud fra tilstedeveerelse — fraveer i en prave.

Similariteten udtrykker forskellen mellem den jde og kde prave. Det betyder,
at yij repraesenterer tilstedeveerelse (eller fraveer) af en art (i) i den jde prove.
Lignende repraesenterer yi den ide art i den kde prgver. | formlen anvendes
den numeriske vaerdi for differencen saledes, at reekkefglgen af den jde og kde
prave er uden betydning (uden fortegn).

formel 4

Py iy
Bray — Curtis = 100 {1 _ ZePyvad y”"'l}

Zle(yijﬂ’ik)

Ved at beregne similariteten ud fra tilstedeveerelse — fraveer, bestemmes et re-
lativt mal for den indbyrdes lighed mellem de fire deltagende konsulenters
taksonomisk praestation, uden indflydelse af forskelle der skyldes varierende
teelletal og volumenbestemmelser. Similariteterne angiver derfor et overord-
net mal for ligheden mellem konsulenternes artbestemmelse pa praveniveau.

De beregnede similariteter danner en veerdi mellem 0 og 100, hvor 100 angiver
fuldsteendig overensstemmelse mellem to praver. Tilstedeveerelse af de en-
kelte arter indgar séledes som individuelle variable i formel 4. Konsulenternes
praestationer er vist i Tabel 10. De graskraverede felter i Tabel 10 indikerer
similariteten indenfor de enkelte konsulenter, hvorimod de gvrige verdier
indikerer den gennemsnitlige similaritet pa tveers af konsulent. Konsulent 4
har 100% similaritet indenfor egen artbestemmelse, hvilket betyder at denne
konsulent ikke fandt forskelle i artssammensetningen indenfor egen artbe-
stemmelse, de gvrige viser tilsvarende hgje similariteter indenfor egne be-
stemmelser mellem 87 til 94%. Nar similariteten beregnes pa tveers af konsu-
lenterne, viser konsulent 4 derimod den stgrste forskel i forhold til de gvrige

6 Med teellestrategi peges der sarligt pa opteelling af antal transekter, hvilket pavir-
ker prgvestarrelse og derved antallet af fundende arter.
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konsulenter (69- 74%), hvorimod similariteten pa tveers af de gvrige tre kon-
sulenter var mellem 81 -95%. De tre konsulenter havde i deres artsbestem-
melse similariteter, der pa tveers af konsulenterne kun var svagt mindre end
similiarteten indenfor konsulenterne (gennemsnitligt 88% mod gennemsnit-
ligt 89%, Tabel 10).

En forklaring p&, at konsulent 4 har 100 % overensstemmelse mellem egen
replikater og den mindste overensstemmelse med de gvrige kan veere, at kon-
sulenten ikke har de sjeeldne arter med i bestemmelsen.

Tabel 10. Beregnede similariteter af tilstedeveerelse — fraveer af arter (%). Veerdier er
gennemsnit af triplikat bestemmelser. Gra skraverede felter markerer similariteter inden
for konsulenterne. @vrige veerdier viser similariteter pa tveers af konsulenterne.

Konsulent 1 2 3 4
1 94 81 95 71
2 87 81 69
3 87 74
4 100




3. Konklusion og anbefalinger

3.1 Generelt

Det kraever stor taksonomisk erfaring at oparbejde planktonprgver i omvendt
mikroskop. Fremgangsmaden ved NOVANA er defineret af de tekniske an-
visninger (TA MO09), som angiver en nedre graense for, hvornar en prgve er
tilfredsstillende oparbejdet. Det betyder, at de dominerende arter skal teelles i
mindst 50 individer, samt at der samlet skal telles mindst 500 celler i hver
prove. Dette krav er opfyldt til fulde af alle deltagende konsulenter.

Hyvis en konsulent oparbejder en stgrre del af prgven end angivet i de tekniske
anvisninger, vil konsulenter, der lgser opgaven preecist efter de tekniske an-
visninger, fremsta som praesterende darligere. Ved at rare-faction korrigere
artsrigdomme i forhold til prgvestgrrelsen, er den specifikke forskel mellem
konsulenternes bestemmelse af artsrigdommen ved narvarende interkalibre-
ring reduceret fra omkring 40% til 17%, hvilket peger pa, at omhu ved mikro-
skopet og teellestrategi er vigtige faktorer.

3.2 Taksonomi

Deltagernes bestemmelse af artsrigdommen viste en del variation mellem
konsulenterne. Der blev samlet set optalt 27 arter, hvoraf 24 arter blev optalt
af den konsulent, der talte flest, mens der kun blev optalt 13 arter af den kon-
sulent, der talte feerrest. | alt blev 11 arter optalt af alle fire konsulenter. Disse
betegnes ngglearter. Forskellen i artsrigdom peger pa heterogenitet i den mi-
kroskopiske analyse pa tveers af konsulenterne. Det skal noteres, at forskellen
i artsrigdommen mellem konsulenterne er inden for den erfaringsmaessige
forskel i forhold til forrige fytoplankton interkalibrering, hvor der blev be-
stemt mellem 24 og 52 arter (Jakobsen 2012).

De arter, der ikke er set af alle konsulenter, er almindeligt forekommende ar-
ter. Det vurderes derfor, at forskellen ikke skyldes, at konsulenterne ikke har
kunnet kende arterne. De arter, som ikke er talt af alle konsulenter, er arter,
som fandtes i meget lave koncentrationer i prgven. Forskellen skyldes derfor
formentlig forskelle i tellestrategi eventuelt kombineret med, at de fatallige
arter kunne veere skjult under de teette forekomster af Skeletonema sp./Skeleto-
nema costatum i teellekammeret. Hvis teetheden Skeletonema sp./Skeletonema co-
statum har spillet en rolle, vurderes det, at omhu og teellestrategi er vigtige
faktorer, der spiller ind pa det endelige resultat.

Forskellen mellem konsulenternes navngivning har ikke afspejles i bestem-
melse af totalbiomassen, i inddelingen i overordnede algeklasser, i beregningen
af Shannon — Weaver diversitets indekset eller i beregning af artrigdommen.

3.3 Diversitet

I moniteringssammenhang pagar lgbende en dialog inden for EU samt i de
regionale havkonventioner (HELCOM, OSPAR) omkring udvikling af indi-
katorer, hvor bl.a. fytoplanktonarter, klasser og biomasser indgar i bestem-
melse af bl.a. vandsgjlens gkologiske/miljgmaessige tilstand samt for at iden-
tificere e&endringer over tid i tilstanden.
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Der findes overraskende f& undersggelser, der systematisk adresserer den
menneskelige faktors indflydelse pa usikkerheder i forbindelse med navngiv-
ningen under oparbejdningen af planktonprgver. | en undersggelse blev det
fundet, at den mest kompetente gruppe af eksperter kunne genkende mellem
84% - 95% af fytoplankton arter fra billedmateriale (Cluverhouse m.fl. 2003).
Selvom naerveerende interkalibrering ikke er er direkte sammenlignelig med
studiet af Cluverhouse m.fl. (2003) idet der ikke arbejdes med billeder, men
med komplekse naturlige prever, sa anses similariteter >80% som verende
tilfredsstillende. Konsulent 4 har en gennemsnitlig similaritet pa 71% i forhold
til de gvrige konsulenter, og scorer saledes lavere end 80%. Dette kan forkla-
res ved, at denne konsulent bestemte feerre arter end de gvrige deltagerer.

3.4 Biomasser

Den blandede statistiske model fandt forskelle i biomasser bestemt pa arts- og
klasseniveau mellem konsulenterne. Det skal bemerkes, at 1) antallet af del-
tagere kun er fire, og 2) den fundne P-vaerdi er 0,03, hvilket peger pa risikoen
for en falsk, positiv signifikans.

Derudover er datamaterialet for rekylalger og dinoflagellaten Heterocapsa ro-
tundata minimalt pa grund af prgvens arstidsbestemte beskaffenhed, hvilket
medfarer starre variation som fglge af en lille prgvestarrelse.

Der blev observeret forskelle i stgrrelsesbestemmelser af arterne, som konsu-
lenterne var enige om. Slaegten Thalassiosira og gruppen Cryptophyceae bestar
af flere arter, og cellevolumen vil derfor variere mere. Hvis bidraget fra Tha-
lassiosira og Cryptophyceae ignoreres, er det tydeligt, at der stadig er forskelle
i konsulenternes starrelsesbestemmelse. For den dominerende art Skeletonema
costatum varierer cellevolumen med omkring en faktor 2. For de gvrige arter
er forskellen stgrre, men det kan meget vel skyldes, at der for disse arter er
opmalt fa individer. Derudover peger den miksede statistiske model p3, at
prevehandteringen er endnu en kilde til variation.

Forskellen mellem konsulenternes biomassebestemmelse af kiselalger samt
bestemmelsen af prgvernes total biomasse er =11%, hvilket er minimalt i for-
hold til de s&sonbetingede variationer i kiselalgebiomasse, der typiske er af
starrelsesordenen = 200 — 300%. Det vurderes derfor, at biomassebestemmel-
serne er preecise.

3.5 Sammenligningen med tidligere interkalibreringer af ma-
rint fytoplankton

Der blev afholdt interkalibrering inden for det marine fytoplankton i 2004
(Henriksen m.fl. 2006) og i 2012 (Jakobsen 2012). I interkalibreringen i 2004
var der i alt 16 deltagere, i 2012 var der seks deltagere, og naerveerende inter-
kalibrering havde fire deltagere.

| interkalibreringen 2012 blev der opmalt langt flere arter end i 2018 interkali-
breringen. Dette skyldes forskelle i indsamlingstidspunkt og lokalitet og kan
ikke henfares til de deltagende konsulenter. Variationen mellem deltagerens



opmaling af naglearter” varierede med en faktor to i 2018, hvorimod opmalin-
gen af ngglearter varierede med en helt op til faktor 10 i 2012 interkalibreringen.
Der var ligeledes mindre variation mellem konsulenterne (inklusiv konsulent
4), som i 2012 var = 43% hvorimod den var = 11% i 2018 interkalibreringen.

Ifglge MST er der siden interkalibreringen i 2012 lagt ekstra veegt pa konsu-
lenternes interne kvalitetskontrol ved udbud af opgaver. | det omfang den
interne kvalitetskontrol omfatter verifikation hos kolleger er konsulenterne
blevet bedt om at undlade denne del af den interne kvalitetskontrol i indevee-
rende interkalibrering, og det kan ikke udelukkes at en del af de fremkomne
forskelle i taxonomi og diversitet derfor ville kunne vare fanget i denne in-
terne kontrol.

7 Heri er kun konsulent 1-3 medtaget, da konsulent 4 ikke opmaélte ngglearter i alle
replikater
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5.2 Blandet model test

Blandede model test, er en udvidelse af simple linegre statistiske modeller til
at undersgge effekten af en givne respons og anvendes her i stedet for den
velkendte ANOVA. En blandet model tillader bade faste og tilfeeldige effekter
og anvendes bla. til at undersgge data indsamlet i et split plot design, som er
anvendt i denne rapport. | dette eksempel er konsulenterne den faste effekt,
der testes. Variansen med tilhgrende P veerdier, som er variationen (varian-
sen) af opdelingen af prgven i to separate delprgver, og residual variationen,
som er variansen af optellingen af prgven i samme kammer to gange. Del-
prave variationen fortolkes som variationen, der skyldes at prgven bestem-
mes to gange og fortolkes hidrgrende fra konsulenternes arbejde ved mikro-
skopet. Det betyder at residual variation er den del af variansen, der ikke kan
forklares med at prgven optelles separate, og fortolkes som variationen, der
skyldes handteringen af pragve.

|
r ) 1
Residual Residual Residual Residual
variation variation variation variation
{ J
— | — N —
Delprgve variation Delprgve variation Delprgve variation Delprgve variation
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En interkalibrering af fytoplankton blev udfert i labet af
sommeren 2018. Der var i alt 4 deltagere i interkalibrerin-
gen, hvis formdl var at beskrive variationen mellem delta-
gerne samt variationen indenfor for den enkelte deltager.
Interkalibreringen var designet saledes, at det var muligt at
skelne effekten af prevehdndtering, fra variationen, der op-
stdr ved arbejdet ved mikroskopet. Der blev fundet statistisk
signifikante forskelle mellem deltagerne i bestemmelsen

af totalbiomassen. P& trods af, at forskellen var signifikant,
var den meget lille. Der var forskelle mellem deltagernes
opgerelse af arter, cellesterrelser og cellekoncentrationen
mellem alle 4 deltager. Prevehdndteringen var ligeledes
en kilde til variation. Forskellen mellem deltagerne bestemt
som similiaritet, dannede et fingeraftryk, der adskilte 2
deltager fra de @vrige 2 deltager.
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