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Samenvattifl

In de periode van 4 mel tot 31 mel 1990 werd aan boord van

R.V. "Tyro" in het kader van de Joint Global Ocean Flux Stu-

dies (JGOFS) de bakteriële produktie en biomassa gemeten op

het trajekt Madeira — IJsland. De drie hoofdstatiOflS bevonden

zich op 33°N 20°W, 47°N 20°W en 60°N 20°W. De in de eufotische

zone gevonden bakterie—dichtheden waren over het gehele tra—

jekt konstant; ze vielen binnen de range 4. 108_8. 108 ce1lenl'.

Dit komt overeen met 8—16 .tg C1'. De dichtheid bleek voor de

gehele waterfase een ondergreflS te hebben van 410 cellenl'.

Dit komt overeen met 0.99 tg Cl'.
De bakteriële produktie nam van het zuiden naar het noorden

gaande toe. Op 33°N bedroeg het produktiemaXimUm 2.82 ng C1

1d' op 35 m diepte, op 47°N 3.81 pg c1"d' op 3 m diepte en

op 60°N 5.89 Lg Cl'd1 op 2 m diepte. De bakteriële produktie

was sterk gekorreleerd met de primaire produktie. Ongeveer 60%

van de C—flow van de primaire producenten verliep via het

bakteriOplaflkt on.
Dat de bakteriële produktie een ritmiek in de dag vertoonde

met viak na zonsopgang een maximale produktie is een extra

aanwijziflg voor een direkt verband tussen de primaire produk—

tie en de bakteriële produktie. Om de bakteriële produktie te

kwantificerefl is meer kennis van deze ritmiek noodzakeliik.

Van deze ruimte wil 1k gebruik maken om een ieder te bedanken

die mij heeft geholpen tijdens het onderz9ek. Dat zijn zowel

mijn begeleiders in Haren, Thomas Ietswaart en Winfried Gies—

kes, als de gehele bemanning van R.V. Tyro, technici en op—

stappers. Met name noem 1k Gijs Kraay voor het beschikbaar

stellen van de primaire produktie getallen.
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1 INLEIDIN

1.1 Joint Global Ocean Flux Studies (JGOFSI

JGOFS heeft als doel te onderzoekefl in hoeverre de toenemende

anthropOgene ernissie van CO2 gereguleerd wordt door de oceanen

en wat de processen zijn waardoor dit gebeurt. Hiertoe is een

netwerk opgezet, waarbinflefl verschilleflde landen particiPeren.

Mijn taak was het bepalen van de bakteriële produktie en bio—

massa in de periode 4 mei — 31 mei tijdens JGOFS leg 3 aan

boord van R.V. Tyro. Bakteriëfl spelen een belangrijke rol in

de flow van organisch C ( 1.2) . De heterotofe aktiviteit van

bakteriën verhoogt de PCO2, terwiji de autotrofe aktiviteit van

het fytoplaflktOfl een "C02—sink" is. Bakteriëfl zijn potentiële

konsumenten van fotosyflthetisch gefixeerd materiaal. Voor een

inzicht in de C—flow door het marlene systeem is het dus van

belang zowel de autotrofe als de heterotrofe aktiviteit te

kwantificerefl en een mogeliike onderlinge relatie te achterha

len.
Het afgelegde trajekt met monsterstatiofls is weergegeven in

figuur 1.1.

Fig 1.1 Afgelegde trajekt met daarifl

____________________________________

de superstatiOns aangegeVefl.

De dataset, op grond waarvafl de C—flow werd gekarakteriseerd

bestond uit de volgende parameters:

Chemische parameters
I Zuurstof profiel (Vertikaal)
• Profiel nutriëntefl (nitraat, nitriet, ammonia,

ortho—fosfaat en silica)

I CO2
• TOC (total organic carbon)

Expeditietrajekt.
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• Sporernetalen
• Isotopen

BiolOgiSChe parameters
• Primaire produktie: '4C—assimiJatie
• Pigmenten (fytoplaflktOfl)

• Bakteriële produktie en biomassa
• 0p1anktongrOei5nelhe3d en zoöp1anktOfleiPr0thJte

• Meso— en mikrozoöp1aflkt0nbb0m3sa
• Deep moored traps
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1.2 Mikrobiële 1oo

Ons inzicht in het pelagische voedselweb is de laatste decenia

ingrijpefld veranderd. In het klassieke model (Steele, 1974)

werden bakteriëfl opgevat als decomposers van faecaal materiaal

in het benthoS. Het is inmiddels echter duidelijk dat de bio—

massa en de aktiviteit van het bakterioplaflkton niet alleen

een rol speelt in de mineraliSatie van organisch materiaal,

maar ook van belang is voor de fixatie van DON, waardoOr dit

beschikbaar komt voor de hogere trofische nivos. Nieuwe metho—

den om de biomassa, produktie en respiratie van bakteriOPlank

ton te meten tonen aan dat de bakteriële biomassa vaak hoog is

en dat zij een groot deel vertegenwoordigt van het totale

plankton (BjrflSefl, 1989) . Bakteriële produktie ligt in de

orde van 24% — 60% van de primaire produktie (Fuhrman & Azam

1980, 1982; Ducklow & Hill, 1985) . Williams (1981) vond dat

50% van de respiratie van het plankton veroorzaakt wordt door

organismen kleiner dan 1—3 m. Het blijkt dus dat in het

pelagische systeem het bakteriOPlanktofl een belangrijke rol

speelt in de flux van materiaal en energie. Voor een beter

inzicht is het dan ook nodig dit deel van het pelagische

voedselWeb, de mikrobiële loop (Azam et al., 1983), voor wat

betreft struktUUr en funktiOflerefl verder te onderzoekefl (Laws

et al., 1984; DucklOw et al., 1986; Azam & Cho, 1987).

Cole et al. (1988) en Bjørnsefl et al. (1989) vonden een signi—

fikante korrelatie tussen de primaire produktie en de bak—

teriële produktie. Dit suggereert een direkt verband tussen

beide funktiOnele groepefl. Dit geldt dan voornarnelijk voor

oceanen waar benthische en anthropOgene bronnen van nutriëntefl

afwezig zijn, dit in tegenstelling tot estuaria waar het

aanbod van allochtoorl materiaal divers is.

Bakteriëfl zijn osmotroof. Het substraat van het bakteriOplaflk

ton bevindt zich dus in de fraktie opgelost organisch materi

aal (DON) . Zoals uit het bovenstaaflde blijkt wordt ± 50% van

de primaire produktie door bakteriëfl opgenomefl. Het materiaal

ult de primaire produktie bestaat in eerste instantie echter

uit particulair organisch materiaal (PON) dat niet door bakte—

riën opgenomefl kan worden. Het is dus de vraag welk mechaflisme

er toe leidt dat ± 50% van de primaire produktie in het DON

terecht komt. Hagström et al. (1988) vonden, voor een systeem

waarifl de bakteriële produktie hoog is en vergeliikbaar met de

primaire produktie die voornamelijk uitgevoerd werd door

cyanobakteriefl, dat ± 10% van de primaire produktie direkt in

de vorm van DON vrijkwam door exudatie. De overige produktie

kwam ten goede aan het mikroplaflkton. Ook van deze fraktie zal

een belaflgriik deel in het DON terecht komen door exkretie en

lysis. Slechts 6% van de primaire produktie komt beschikbaar

voor de hogere trofische nivo'S. Een belaflgrijk deel van het

fotosyflthetisch gefixeerde koolstof wordt binnen de mikrobiële

loop gemineraliSeerd zodat de loop dus gekenmerkt kan

worden als een sink voor energie (fig 1.2)
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Fig 1.2 C-flux in een door cyano-
bakteriéfl gedomineerde mikrobiële
loop (Hagstrom et al., 1988).

a: C-flow van cyanobakteriën en fy-
toplanktOn (>lLm) naar bakterio—

foren en mikroplaflktofl.
b: predatiedrUk op bakteriëfl.

C: C-flow van bakteriOfOrefl en
mikroplanktOn naar DOM.
d: respiratie.
e: C—flow van DOM naar bakteriëfl.

f: bakteriële respiratie
g: Organi-sch exudaat
h: C-flow naar hogere trofische

nivo' s
i: C—flow van bakterioforefl naar

mikroplankton
j: mikroplaflktofl respiratie.

Ook sloppy feeding is een mechanisrfle waardoor een belangrijk

deel van de primaire produktie besChikbaar komt voor bakteriëfl

(Lampert, 1978; copping and Lorenzen, 1980) . DaarnaaSt komt

een deel van het door herbivoor zooplankton opgenomen materi—

aal door ineffiCient gebruik voor een deel besChikbaar in de

vorm van faecal pellets. De stimulatie van de mikrobiële

aktiviteit door grazende herbivoren is dan ook voor een groot

aantal milieus aangetoofld (Hamilton, 1973; FenChel & Harrison,

1976; Abrams and MitChel, 1980)

Het effekt van virussen op fytoplaflktOn is steeds ondersChat.

Het wordt nu duidelijk dat zij algemeen voorkoiflen onder verte—

genwoordigerS van de verschilleflde taxa marien fytoplankton

(Suttle et al., 1991). Wat bet effekt van virussen (fytoplank

tonfagen) is op de flow van nutriëfltefl en energie is nog onbe—

kend. Het verdient dan ook extra aandaCht.

Nu bakteriëfl zo'n dominante rol blijken te spelen in zowel de

energieflow als in de koolStOfflOW door bet systeem wordt bet

belang van betrouwbare methoden om de bakteriële produktie,

respiratie en biomassa te kwantifiCerefl onderkend. Er is de

laatste jaren dan ook veel over gepubliCeerd.
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1.3 Bakteriële produktie, respiratie en biomassa: methoden

Pelagische bakteriëfl zijn klein, terwiji zij in grote dichthe—

den voorkomen (Tabel 1.1) . Hierdoor ontstaan 2 problemefl:

• Het totale aantal is moeilijk te bepalen doordat de bakte—

riën gemakkeliik aan de aandacht ontsnappefl.

• Er ontstaat een grote fout wanneer de biomassa bepaald

wordt door het celvolume te vermenigvuldigefl met de dicht—

heid. De fout in het bepaalde celvolume wordt dan verme—

nigvuldigd met de fout in de dichtheid.

Area depth (ml stations l0'/Iiter C/liter ReFerence

Coastal and Eatctaflne

U.S. east coast 0—20 3 5.5—6.8 5.1—6.0 Feroson and Rablrn.

(976

U.S east st 0—50 7 21
Frnusoo and Palarobo.

'979

U.S east coast 5
8

Johnson and 5,rbanth.

(979

U.S east coast S 3 i3 63.3 Sirbonlh ci a!., unpiibl.

U.S. East Corn
Eases raaey
Inner part

3 68
Wn,ht. (978

Inlet
I 49

Oocaidn
5 29

U.S. East coast
Newport Ricer 0—2 4 61

Palornbo and Fengiccon.

notissny

978

U.S. East coos!
Noenh inlet

High marsh creeks 0.1 3 78
Wiltan and Stevenson.

(980

Prierary tidal 0,2 I 25

channel
English retoaner

Hamber aarnmnr Sarfacc I 64 Clorclder. 1977

Httrnbnn winter Sorlaco I 35

Tync winter Ssrlaoo I 264

Offshore and oceanic

NW. Atlanrtc.
2 6.7

Per9otOn and PslarnbO.

coorinental shelf

(979

N W. Atlantic
7 (0.4 0.5 Sibanrh et al.. onpabl.

contltnnfltal shell

data

S.rgaoso Sea 5
4.1

Johnson and S,rboenh.

2 2.5

Tabel 1 . 1 Dicht— SnrgassoSna 0.7

Lieboneitnisl. 1980

heden en bakte— NorrhCenirslffsci6r t
14

Ca,lccci and Wtllisnnc.

riële produktie, 75 I

zoals die door l 0.07

verschilleflde 5550

Dee 0 Sanface
(6

Hohb,c ,t sI.. (977

onderzoekerS
gevonden werd

4200
05

Antaentc water onden 66—200 I 0.1 0 I Acorn ci a!.. 97

voor het mariene RoosIcoShel!
/

systeem (Van Es &
Meyer-Reil,
1982)

Daarom zijn er alternatieve methoden ontwikkeld, gebaseerd op

de chemische analyse van celbestanddelen. Deze indirekte

methoden zijn gebaseerd op de aanname dat het onderzochte

bestanddeel een vaste fraktie is van de celmassa (biomassa)

Tabel 1.2 geeft de rneest toegepaste direkte en indirekt metho—

den voor de bepaling van de dichtheid en biomassa.
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Ook de bepaling van de in situ produktie kampt met een aantal

problemen. Het is moeiliik orn de produktie door de proefop

stelling niet te beInvloedefl. Bovendien is het aantal fysiolo—

gische typen organismen zeer divers, waardoor de mogeliikheid

aanwezig is dat niet de produktie van het gehele bakteriO

plankton gemeten wordt, maar van slechts een subpopulatie

hiervan (1.3.2)

Het is van belang te weten hoeveel CO verloren gaat door

respiratie. Het bepaalt niet alleen de efficiëntie waarmee C

beschikbaar komt 'voor de hogere trofische nivo's rnaar het is

ook een belangriike determinant die aangeeft of bakteriëfl als

konsumenten dan wel als mineraliseerders aangeri'erkt moeten

worden. Groeisnelheid,
substraatlimitatie en de vorm van de

koolstofbrOfl zijn faktorefl die de respiratie sterk beinvloe—

den. De range van gemeten respiratiekoeffi enten (% C dat

geoxideerd wordt tot C02) ligt tussen de 44% en 75% (Thingstad,

1987) . Een deel van deze grote variatie wordt veroorzaakt door

experimefltel.e fouten.

A. Methods that trace the fate of specific substrates

a. Biological oxygen consumption rate (BOC) and diurnal oxygen curve analysis

b. Ileterotrophic 4C02 fixation

c. Uptake kinetics of organic substrates

d. Turnover time of substrates added at trace concentrations

e. Rate of nucleotide incorporation into RNA and DNA

B. Methods that follow changes within the bacterial community

1. Increase in cell number during incubation of a sample without predators present

g. Increase in cell length after incubation with naladixic acid

h. Increase in cell numbers on membrane filters in contact with natural water

j. Increase of biomass in dialysis containers in contact with natural water

k. Determination of washout rate in a continuous culture

I. Increase in cell numbers or cell length on submerged glass slides

m. Determination of frequency of dividing cells

Tabel 1.2 (Van Es & Meyer—Re±l, 1982)

1.3.1 Bakterie dichtheid en bioma
Licht_mikrOSk0P heeft het belangrijke nadeel dat zelfs na

kleuring van de monsters of gebruik makend van een fasekon—

trast—mikr05k00P veel bakteriëfl onherkeflbaar blijven. Verder

is de methode subjektief en bewerkelijk
Door bakteriëfl te kleurefl met fluorOChroom, b.v. DAPI, acridi

ne oranje of Hoechst dye (Porter & Feig, 1980; Hobbie et al.,

1977; Paul, 1987), neemt de rnogelijkheid tot differentiatie

toe (Francisco et al., 1973). Door polycarboflaatfilters te

gebruiken wordt het mogeliik kleine cellen (< 0.5 m) te

tellen en te differefltiërefl naar grootteklaSse. polycarbo

naatfilterS zijn superieUr ten op zichte van filters gebaseerd
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op cellulose—esters (Millipore en Sartorius) door hun vlakke

opperviak met gedefinleerde poriegrootte en lage retentie van

fluorochrOOm (Hobble et al.,1977) . In de sponzige struktuur

van de cellulose_esterfilters kunnen bovendien kielne kokken

penetreren.
Om fouten op grond van subjektiviteit te verkleinen moet het

getelde objekt aan een aantal vereisten voldoen:

• Scherpe omgrenziflg
• Herkenbare vorm
I Heldere fluorescentie (Meyer—Reil, 1977)

De ratio van de vrij-levende en de gebonden bakteriën kan

relatief eenvoudig bepaald worden. Tot voor kort werd aangenO—

men dat de meeste bakterlëfl in het pelaglaal gebonden waren

aan verschilleflde oppervlaktefl (Darnell, 1967; Seki, 1972)

Het lijkt er nu echter op dat steeds het bakteriOPlaflktOn over

het hoofd Is gezien. GekonklUdeerd moet worden dat het groot—

ste deel van de bakterlën vrij levend zijn (Wiebe & Pomeroy,

1972; Hobble et al., 1972; HollibOugh et al., 1980), hoewel in

estuarla en kustwater het aantal gebonden bakteriën relatief

veel hoger is (Watson & Stevenson, 1980)

Voor de bepaling van de biomassa op grond van epifluoreScentle

mikroskoPie is een konversiefaktOr nodig van volume naar bio—

massa. Fuhrman (1981) heeft op verschillende wljzen het biovo—

lume bepaald en konkludeerde dat epifluoreScentie mikroskopie

het volume het beste benadert. In tabel 1.3 staan de celvolu—

mina en konversiefaktOren zoals die door verschillende onder—

zoekers gevonden werden weergegeven.

Celvolume
Palumbo et al., 1984 marlen 0.072—0.096 m3cel'

Turley & Lochte, 1986 marien 0.11—0.2 mcel'
Riemann et al., 1986 kust 0.020—0.115 mcel'

Biomassa
Bratbak, 1985 560 fg Cm3
Bjørnsefl, 1986 350 fg CjLm-3

Lee & Fuhrman 1987 380 fg 0jtm3
20 fg Cce1'

'rabel 1.3

Viable count
De kiassieke methode is het bepalen van het aantal kolonievOr

mende bakteriëfl (CFU: colonie forming units) op agarplaten.

Slechts een fraktie (0.0001%— 10%) van de totale populatie

wordt geteld. Het verschil tussen de viable count en de total

count heeft verschillende oorzaken:
I Aanwezigheid van rustende cellen.

I De fysisch—chemische inkubatiekOfldities zijn niet geschikt

voor groei van een deel van de populatie.

I Cellen groeien te langzaam om binnen de gekozen inkubatie

tijd tot kolonies uittegroeien.



Bakter.iële procluktie
12

I Inaktivatie door andere cellen.
• Inaktivatie door bewerking. Bijvoorbeeld door ternperatuUr—,

druk— of zuurstofshock.
I Cellen hebben de neiging zich aan glasoppervlaktefl te

hechten. Hierdoor worden ze uit het monster genomen tijdens

het pipetterefl en andere bewerkingen.

De relatieve eenvoud van de techniek verklaard dat deze tech—

niek toch nog vaak wordt toegepast. Een variatie is de MPN

(Most Propable Number) telling (De Man, 1975) . Deze techniek

is gebaseerd op het verdunnen van het monster tot theoretisCh

1 cel per monster. De hoogste verdunning waarin nog groei op—

treedt geeft de dichtheid aan waarin het organisme voorkwam.

Ook deze methode heeft het nadeel dat de uitkomstefl afhanke—

l±jk zijn van het gekozen medium en de overige fysisch—Chemi—

sche kweekkOfldities.

Chemische analyse
Door gebruik te maken van de chemische analyse van een celbe—

standdeel van het bakterioplankton kunnen de nadelen van de

hierboven genoemde technieken omzeild worden. De bruikbaarheid

van de techniek is afhankelijk van de gekozen indikator. Hier—

aan moeten verschillende eisen gesteld worden:

• Het rnoet in alle levende cellen voorkomen en in alle dode

cellen afwezig zijn.
• Het moet niet geassocieerd zijn met anorganisch materiaal

en detritus.
I Het moet op een redelijk konstant nivo in de cellen voorko—

men, onafhankelijk van staat waarin de cel zich bevindt.

• De analyti-sche techniek voor de bepaling van de indikator

moet een drempelwaarde hebben van submicrogram hoeveelhe—

den.
(Holm—Haflsefl, 1973)

Twee indikatoren die hi-er redelijk aan voldoen zijn ATP en

celwandbestaflddelefl.
De konversiefaktor van ATP naar cel koolstof is voor een skala

aan organismen onder sterk variërende kondities bepaald en

blijkt nogal te variëren, afhankelijk van de fysiologisChe

kondities en de soort. Voor een gemengde populatie blijkt een

C/ATP ratio van 250 een aanvaardbare schatting te zijn (Karl,

1980) . Totaal adenine nucleotide (AMP+ADP+ATP) heeft een

sterkere korrelatie met biomassa. Soms echter komt ANP in
signifikante hoeveelhedefl buiten de cel voor (Davis & White,

1980)
In tegenstelling tot ATP zijn de celwandbestaflddelefl muramine

zuur en lipopolysaCCharide (LPS) specifiek voor bakteriëfl.

MuramifleZUur is het belangrijkste bestanddeel van de membraan

van gram—positieve bakteriëfl en is ook aanwezig in de peptido—

glycanlaag van gram—negatieve bakteriën. LPS komt alleen bij

gram—negatieve bakteriëfl voor. Beide zijn een funktie van het

celopperviak en niet van het volume. Voordat de konversie naar

biomassa kan worden gemaakt moet het gemiddelde volume bepaald
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worden. Er is een sterke temporele en spatiële variatie in het

celvo]-ume van bakteriëfl. Bovendien vonden Matin & Veldkamp

(1978) dat de oppervlaktevolume ratio verandert met de fysio—

logische staat van de bakterie. Het is dus raadzaarfl de konver—

siefaktor voor de gegeven mstandigheden te bepalen.

1.3.2 Bakteriële produkti
Dichtheid en biornassa van het bakteriOPlanktofl geeft geen

dynamiek aan. Voor het achterhalen van de energie— en kool—

stofstroom door het voedseiweb is het nodig de produktie te

bepalen.
De in situ bakteriële aktiviteit is moeilijk te bepalen, omdat

bakteriën zeer snel reageren op relatief kleine veranderingen

in het milieu. Om deze produktie toch zo goed mogelijk te

benaderen is een aantal verschillende technieken ontwikkeld:

• BOC (Biological oxygen consumption)

• '4C02 opname (heterotroof)
• EnzymaktiViteit
I Toename celdichtheid
• Frekwentie delende cellen
I NukleOtide inbouw in RNA en DNA

Een fundamenteel bezwaar tegen inkubatie in gesloten vaten is

dat een open systeem gereduceerd wordt tot een gesloten sys—

teem. Dit kan een direkt effekt op het metaboliSme hebben.

Biological Oxygen Consumption (BOC)

02 is de terminale elektrOflen_akseptor in de aerobe mineraliSa

tie. Omdat de P°2 in veel milieus ook een belangrijke ekolo—

gische parameter is is de BOC een veel toegepaste bepaling. De

BOC van watermonsters kan met een precisie van 0.3 mol1'd'
bepaald worden (Bryan et al., 1976). Verder heeft de techniek

als voordeel dat 02 een natuurlijk en univerSeel substraat is,

zodat geen toevoegingen nodig zijn. Voor oligotrofe en koude

milieus is de techniek echter te ongevoelig. Een oplossing zou

zijn om de monsters te konsentreren (Pomeroy & Johannes,

1968) . Holm—HanSen et al. (1970) vonden echter een drastische

afname van de ATP—pOOl in oceaanmOnSters die voor BOC gekon—

streerd werden.
De BOC in bet donker kan uitgedrukt worden in organische C

mineralisatie, wanneer een respiratiekoefficient bepaald of

aangenOmen wordt en de oxidatie van anorganisch materiaal

(b.v. NH4) klein is. Ogura (1972) en Zsolnay (1975) vonden

respiratiekOefficnt die tussen de 0.7 en 1.0 (mol O'mol'

C) liggen voor de eenvoudig afbreekbare fraktie in bet opper—

vlakte zeewater.

'4C02 opname (heterotroof)
TijdenS groei benutten bakteriën een deel van de intermediai

ren uit de jroenzuurcyclu5 om aminozuren en andere monomeren

van celbestaflddelen te synthetiseren. Het verlies aan interme—

diairen wordt gekompenSeerd door anaplerotische C02—fixatie,
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waarbij voornamelijk pyruvaat maar ook fosfoenolpyrUVaat

gekarbOxyleerd wordt tot oxaalacetaat (Kornberg, 1966) . Wan—

neer er een konstant verband bestaat tussen cle biosyntheSe en

anaplerotische C02—fixatie kan de bakteriële produktie bepaald

worden zonder de biomassa of groeisnelheId van de populatie te

weten.
De monsters worden geinkubeerd in het donker met 'O02. De

bakteriële produktie wordt dan bepaald aan de hand van de

SteemanNie1Sen_form1e en een konversiefaktor (002 fixatie
(donker)41eterotroo biomassa produktie) . De konversiefakto

ren liggen in de orde van 0.03 — 0.10 (Sorokin, 1964,1971;

RomanenkO, 1964)
Jordan & Likens (1980) vonden dat de bakteriële produktie 2

tot 5 maal overschat werd wanneer anoxische pockets (b.v.

marine Snow) niet uitgesloten konden worden, door de aanwezig—

heid van een aktieve populatie nitificeerderS, zwavel—oxideer

ders en of methylotrofen die veel meer 002 in het celmateriaal

opnemefl dan de aerobe heterotrofe organiSmerl.

Enzymaktiviteit.
Ook de bepaling van de enzymaktiviteit biedt de mogeliikheid

de mineraliSat1eProceSsl in situ te bestuderen. Exo—enzymefl

zijn direkt meetbaar in het medium, terwiji endo—enzyrflefl door

mechanische manipulatie of lysis vrijkomen.
Verschilleflde enzymen zijn als ekskretiePrOduktefl van mariefle

bakteriëfl gedetekteerd (Corpe & WinterS, 1972; Corpe 1974) in

kultuurmedia maar ook in natuurlijke wateren en sedimentefl

(Kim & ZoBell, 1974) : fosfataSe, amylase, i—g1ukosidaSe en

protelnaSeS.
Naast bakteriëfl zorgen ook alle overige dode en lysereride

cellen voor het vrijkomefl van enzymefl (Meyer—Re11, 1981)

Energie_bUdgettair gezien IS het niet aannemelijk dat er

kontiflU enzymekSkretJe plaatS vindt. Bovendiefl is de gedachte

aan enzymefl vrij in de waterfase te simplistisch. Burns (1980)

toonde aan dat enzymefl komplexeren met bodembeStanddelefl.

Toeflame celdichtheid.
H±erbij wordt er vanuit gegaan dat het effekt van bakteri-ovo—

ren opgehevefl wordt door filtratie van het monster. Het fil—

traat wordt dan onder gesimuleerde in situ konditieS geInku—

beerd, gedurende td. Op t0 en t1 worden de aantallen bakteriëfl

N0 en N1 mikroSkOPiSch bepaald. De generatietlid g wordt dan

gegevefl door:

log 2*( —t
log N1—log N0

1 0

Wanneer echter niet gekorrigeerd wordt voor de rustende cellen

wordt de g sterk overschat. Din hiervoOr te korrigeren wordt de

konstante '2' in de teller aangepaSt. Bij een aangeflomefl

aktieve fraktie van 90% wordt de konstant 1.8. Dit is een
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grove benadering. Rustende cellen werken door in de N0 en

korrektiefaktoren zouden daarom in de noemer moeten staan. De

resultaten worden sterk bepaald door de jatieomstandighe

den. 1-lierop zijn dan ook veel variatieS mogelijk. Onder andere

de inkubatie in diffusiekamerS om nutriëflt-limitatie te voor—

komen en kontiflUkU1tUUr (kk) (Pirt, 1975)

Frekwefltie delende cellen (FDC)

Hagström et al. (1979) vonden in kk een positieve korrelatie

tussen fdc en de groeisnelheid. Met deze korrelatie en de

gemeten fdc wordt het mogelijk de groeisnelheid van een ge—

mengde populatie te bepalen zonder inkubatie. Verder vonden

LarsSOfl & Hagström (1982) een signifikante positieve korrela—

tie tussen het gemiddelde celvolurne en de fdc van een gemengde

populatie. Hierdoor wordt het mogelijk zowel de groeisnelheid

als de produktie te bepalen aan de hand van de fdc.

Nadeel van de methode is dat de korrelaties bepaald worden aan

de hand van kk—werk. Een kontinu kultuur is selektief voor

groeiende cellen, terwiji deze in natuurlijke systemen waar—

schijflhijk in de minderheid zijn. Bovendien zijn delingefl bij

de zogenaamde mini—cellen moeilijk te zien.

Opname nucleotiden
DNA wordt alleen gesynthetiSeerd door groeiende cellen met een

sneiheid die evenredig is met de vorming van biomassa, omdat

de hoeveelheid DNA per cel konstant is en de turn—over van DNA

verwaarloosd mag worden (Maaløe & Kjeldgaard, 1966) . De syn—

these van DNA geeft de groeisnelheid dus nauwkeurig weer.

De techniek is gebaseerd op de toediening van 3H—thyrflidifle

dat vervolginS in het DNA ingebouwd wordt.

De thymine—baSe inbouw in DNA verloopt via 2 routeS, de zoge—

naamde "salvage pathway" en de "novo pathway" (fig 1.4)

Fig. 1.4 De novo en salvage en de
pathway voor de thymine inbouw in DNA

(Grivell & Jackson, 1968)

De toegediende hoeveelheid 3H—thymidifle moet in verhouding tot

de pool zo groot zijn dat de novo synthese uitgeschakeld

wordt. Experirflentefl
waarbij de 3H—thymidifle konsentraties gevarieerd werden leidde

tot een een verdubbeling tot vrdrievoudigiflg van de bepaalde

groeisnelheid, terwiji de hoeveelheid isotoop dat werd toege—

NF4,
Co.
Apartate

1?

—S. liMp —S. S.

t.
Mg"

dTMP —,- —*-

AlP

drIP —..



Bakteriële produktie
16

voegd 20—100 voudig varieerde. Moriarty & Pollard (1981)

waarschuwefl dat er niet zondermeer vanuit gegaan kan worden

dat "de novo synthese stilgelegd wordt of zelfs maar vermin—

dert door een hoge dosis 3H—thymidifle. Het blijft dan van

belang de specifieke aktiviteit van de nukleoside—PrekUrSOr te

meten. De bepaling leidt tot een onderschattiflg van de bakte—

riële produktie wanneer er zonder

meer van wordt uitgegaafl dat de novo synthese stil ligt.

1-let 3H—thymidine blijkt voor meer dan 80% in het DNA te worden

ingebouwd (Fuhrman & Azam, 1980) . Het overige komt in andere

biopolyrneren terecht. Wicks & Robarts (1987) beschreven een

methode orn het DNA te extraheren en te zuiveren, waardoor de

bakteriële produktie beter wordt benaderd.

Fuhrman & Azam (1980) toonden aan dat wanneer 3H—thymidifle in

konsentraties van 11 nM of minder wordt toegevoegd het voor

meer dan 90% door bakteriëfl wordt opgenomen. Door de methyl—

groep van thymidine te labelen wordt voorkomen dat het label

in het RNA terecht komt, omdat tijdens de synthese van uridine

en cytidine uit thymidine de methyigroep verloren gaat.

Het label blijkt dus specifiek in het DNA terecht te komen en

DNA is een nauwkeurige parameter voor produktie. Helaas wordt

thymidine niet door alle bakteriëfl ingebouwd. Voor chemoli—

thotrofen, sulfaatreduCeerders en gebonden bakteriëfl is be—

schrevefl dat ze geen 3H—thymidifle inbouwen (JohnstOfle & Jones,

1989; Gilmour, 1990; Fallon & Newell, 1986) . In milieus waar

zij een belangriik deel van de populatie vertegenwoordigen

wordt de produktie dus onderschat en zou het beter zijn een

andere techniek te volgen.

Zoals uit het bovenstàaflde blijkt moet een aantal parameters

bekend zijn om de produktie uit de 3H—thymidifle inbouw af te

kunnen leiden:

UDeel van de radioaktiViteit dat zich in de DNA fraktie be

vi n dt

IDe intracellulaire specifieke aktiviteit van van dTTP moet

bekend zijn. dTTP is de direkte precursor van DNA, die

uiteindelijk afkomstig is van thymidine (Fig. 1.4)

IFraktie thymidineresidUen in DNA moet bekend zijn.

IDe hoeveelheid DNA per cel moet bekend zijn om aan de hand

van de DNA synthese de snelheid van celaanwas te kunnen bepa—

len.

Voor zover mogelijk is de bepaling van de afzonderlijke para-

meters erg tijdrovend. Het kan omzeild worden door het bepalen

van de konversiefaktOr volgens Kirchman et al., 1982. Hierbij

wordt tegelijkertiid de inbouw van 3H—thymidifle en de toename

van de celdichtheid en de biomassa in de tijd bijgehoudefl. De

range van gepubliceerde konversiefaktOrefl loopt van 1 1018

cellenmOl 3H—thymidifle — 7.5 1018 cellenmol 3H—thymidifle

(Coveney & Wetzel, 1988; Bell,199O)
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1.3.3 Het JGOFS proto)cQi

Voor JGOFS is gekozen voor een uniform protocol. Het protokol

rnaakt gebruik 3H—thymidine inbouw voor de bepaling van de

bakteriële produktie. De bakteriediChtheid en celvolurfle werden

bepaald aan de hand van epifluoreScentie_mi oskopie (Zie

materiaal en methoden hdst 2) . Voor de konversie van dichtheid

en biovolume naar biomassa werd van de konversiefaktOren van

Lee & Fuhrman (1987: 20 fg Ccel', 380 fg C).tm3) gebruik

gemaakt.
De produktiebepaliflg op grond van thymidine—inboUw heeft z'n

beperkingen, maar wanneer aan de randvoorwaardefl wordt voldaan

is het een snelle en eenvoudige methoden, waarmee de bakteri

ele aktiviteit nauwkeurig bepaald kan worden. Bovendien is de

methode wijd verspreid (Fuhrman & Azam, 1980, 1982; Rieman et

al., 1982; Kirchmafl et al., 1985; Simon & Azam, 1989).
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1.4 Vraagstelliflq

Het onderzoek was in eerste instantie gericht op de kwantifi

katie van de bakteriële produktie (jtg C*1') en biomassa (.Lg

C 1') . Deze produktie werd op drie hoofdstatiOfls, respektieVe

lijk 33°N 200, 47°N 20°W en 60°N 20°W, van het oppervlak tot

aan de bodem gemeten.
Uit de literatuur blijkt er een sterke korrelatie te zijn

tussen de primaire — en bakteriële produktie. Hier werd onder—

zocht of dat ook op de gekozen hoofdstatiOnS gold. De korrela—

tie geeft een indikatie van de afstand tussen beide trofische

nivos. Verder werd onderzoCht in hoeverre naast de primaire

produktie ook de bakteriële produktie in de loop van de dag

varieert. Wanneer er namelijk, zoals bij de primaire produk—

tie, een sterke ritmiek optreed is het van belang meerdere

keren per dag de produktie te bepalen om tot een juiste bakte—

riële produktie per dag te komen. Op grond van een eenmalige

meting zal in het geval dat de produktie sterk over de dag

varieert een over— of onderschatting van de bakteriële produk

tie plaats vinden.
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2 MATERIAAL EN METHODEN

2.1 Monstername

Monsternaifle verliep volgens het JGOFS protocol en werd syn—

chroon uitgevoerd met de monstername voor de primaire produk

tie. Tussen 5 mel en 31 mel 1990 werd gemonsterd op de stati-

ons die zich op respektiveliik 33°N 200 (#30), 47°N 20°W (#51)

en 60°N 20°W (#81) bevonden (fig 1.1)

Monstername in de eufotische zone gebeurde op 7 lichtdiePteS,

respektieVelijk 65%, 33%, 14.5%, 6.4%, 3.0%, 1.8% en 0.5% van

de oppervlakteifl5tral311 (deze dieptes werden steeds een dag

van te voren bepaald)
Bij zonsopgang werd tot ± 200 m diepte gemonsterd, de eufoti—

sche zone en drie aanvullende dieptes tussen de 75 en 200 m.

Later op de dag werd de rest van de waterkolom bemonsterd.

Beneden de eufotische zone is een dagelijkse ritrniek onder

invloed van het daglicht niet aannemelijk. Op de monitor van

de CTD was tijdens het afdalen van de Rosette—sampler en CTD

te zien hoe het profiel van de chlorofYlkOflsefltratie, zuur—

stofkonsentratie, ternperatUUr en saliniteit in de diepte

verliep. Op grond van deze gegevens werden de dieptes bepaald

waar het best monsters van beneden de eufotiSChe zone genomen

konden worden. Dit waren onder andere zuurstofminima, chioro—

fylmaxima en de pycnocline.

Uit de rosetteSamPler werden submonsterS genomen in polycarbo

naat flessen die donker werden gehouden tot de verwerking. De

zo verkregefl monsters werden direkt naar het lab overgebracht

waar ze verwerkt werden. Per diepte is 100 ml nodig. 40 ml

werd direkt gefixeerd met 3.5 ml 25% 0.2 im gefiltreerde
formalifle voor bepaliflg van de bakteriediChtheid en biomassa

( 2.3), de rest werd gebruikt voor de jvjteitsbepal1flg

(2.2)

2.2 Bakteriële produktie (Kirchmafl et al., 1982)

De bakteriële produktie werd bepaald aan de hand van de thymi—

dine incorporatie.

Re age ntj.
1. 3H—thymidine 12.5 tM (3H—TdR, Amersham, 82 Cimmol')

2. 5% trichloorazijnzuur (TCA)

3. Fenol/Chloroform 50% w/v

4. 80% ethanol (EtOH)
5. Instagel
6. Formaldehyde 25%

Bepaliflg
1. Voeg aan 50 ml monster 3H—TdR toe tot een eindkonSefltratie

van 5 nM (inkubatie in polycarbonaat potten)

2. Meng goed en fixeer (punt 4) direkt in duplo 20 ml monster
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(Blanko) . Zie punt 5 voor de verdere verwerking van de

blariko' s.

3. De monsters van boven de thermocline worden in het donker

geInkubeerd bij de temperatUUr die in de oppervlakte laag

heerst. De overige monsters worden op de temperatuur die

juist onder de thermocline heerst geInkubeerd.

4. Na 60 mm wordt de inkubatie gestopt door 1.75 ml 25%

formaldehyde aan 20 ml monster toe te voegen.

5. Filtreer in duplo 10 ml monster onder laag vacuum (0.2

atm) af op 25 mm cellulose nitraat filters (poriegrootte

0.2 tm, Sartorius)
6. Verwijder onderdruk en voeg 3 ml ijskoude 5% TCA toe aan

extrakt. Na respektievelijk 60 en 120 s wordt nog eens 1.5

ml ijskoude 5% TCA toegevoegd. Na 180 s onder laag vacuum

affiltreren.
7. Wanneer de TCA is doorgeloPen 5* spoelen met 1.5 ml ijskou

de 5% TCA. Breng de volgende pas op wanneer de vorige

geheel is doorgezogen.
8. Onderdruk verwijderen en 5 ml fenol/chioroform 50% w/v

opbrengen. Na 180 s extraheren affiltreren (Deze stap

alleen voor de monsters die volgens de methode van Wicks

en Robarts, 1989, verwerkt worden)

9. Onderdruk verwjderen en 5 ml ijskoude 80% EtOH opbrengefl.

Na 180 s affiltreren.
10. Filter overbreflgen in een scintillatiePotJe en 12 h laten

drogen. 5 ml instagel toevoegen. Na het oplosSen van het

filter suspensie schudden.

11. Aktiviteit van de monsters doormeten op de scintillatie

counter (LKB, Rackbeta)

2.2.1 Lineariteit
Om te kontroleren of de konsentratie 3H—TdR (5 nM) het monster

gedurende de gehele inkubatie verzadigd werd de lineariteit

bepaald van de 3H-TdR opname in de tijd te volgen. Het monster

voor de bepaling werd op het chlorofYl maximum genomen en

gemnkubeerd op de temperatuUr van het oppervlaktewater.

Bepaling
1. Voeg aan 250 ml monster 3H—TdR toe tot een konsentratie

van 5 nM.
2. Inkubeer het monster 5 h bij de bovende de thermocline

heersende temperatUUr.
3. Neem na respektievelijk 0, 30, 45, 60, 90, 120, 180, 240

en 300 mm in duplo een submonster en volg verder de

werkwijZe zoals deze verrneld staat onder § 2.2 vanaf punt

4.

2 .2 .2 Konversiefaktor
Om de bakteriële produktie (g Chl) te kunnen herleiden ult

de bakteriële aktiviteit (mol thymidineh'1') moet de konver—

siefaktor (gCrnOl' thymidine) bepaald worden. Dit gebeurde



Bakteriële produktie
21

volgens de door Kirchmafl et al. (1982) beschreVen methode. De

toenarne van zowel het biovolUme als de inbouw van 3H—thyrflidifle

werd in de tijd gevolgd. De konverSie—faktor wordt gegeven

door het kotiëflt van de toename van de celdichtheid en de

geIntegreerde 3H—thyrflidifle inbouw.

a 1 i nq

1. Filtreer 450 ml monster over een 0.2 Lm cellulose acetaat

filter.
2. Breng dit samen met 50 ml onbehandeld monster over in een

uitgegloeide pyrexfles (
5 h 500°C)

3. Inkubeer het monster 48 h op de boven de thermoclifle

heersende temperatUUr.
4. Neern na respektievelijk 0, 8, 12, 24 en 48 h submonsters

voor de bepaling van de aktiviteit ( 2.2) en biomassa

(2.3)

2.2.3 Tijdserie
Om een idee te krijgen van de dageliikse ritmiek werd de

bakteriële produktie gedurende de dag gemeten op respektieve

lijk 47°N en 60°N. Gedurende 24 h werd op de diepte van het

chlorofYl maximum monsters genomen met de Niskin. Elk monster

werd direkt verwerkt, zoals in § 2.1 — § 2.3 beschreVefl staat.

2.3 Bepaling bakteriële bioma

De biomassa op een bepaalde diepte wordt gegeven door het

produkt van het gemiddelde volume, de bakterie dichtheid en de

konversiefaktor (biovolume-4iOma5sa) voor pelagisChe bakte—

riestammen, 380 fg CLm3 (Lee & Fuhrman, 1987). De biomassa

werd ook direkt aan de hand van de dichtheid bepaald. HiervoOr

werd gebruik gemaakt van de konversiefaktor (dichtheid—iomaS

sa) 20 fg C cel—1 (Lee & Fuhrman, 1987)

2.3.1 Bakterie dichthe
De dichtheid werd bepaald door middel van epifluoresCentie

mikroskOpie. Bakteriëfl worden gekleurd met het DNA—specifieke

fluorochrOOm Hoechst dye 33258 (Paul, 1982) . Na affiltreren op

een gezwart Nucleopore polycarbOnaatfilter (0.2tm, Hobbie et

al., 1977) werd de dichtheid bepaald door in een kwadrant met

bekend oppervlak het bakterie aantal te bepalen. De dichtheid

wordt gegeven door:

A 1000 V+V
BakterledlChtheld (*11)

Ak V1 Vm

X aantal getelde bakteriëfl Af Netto oppervlakte filter; Ak Getelde oppervlak

V Inkubatie—vOlUme, v MonstervOlume en vf volume toegevoegd fixatief.
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Per preparaat werden 20 velden met 25 tot 250 cellen geteld.

Reagentia
1. Hoechst dye 33258 0.5 mM in kunstmatig zeewater (Hoechst)

2. Irgalan zwart oplossing: los 0.2 g irgalan zwart op in 100

ml dest met 2% ijsazijn.
3. Mc Ilvaines buffer (pH 4.0): 12.9 gl' citroenzuur en 27.6

g 1' Na2HPO4.10H20 in kunstmatig zeewater (KZ)

4. Kunstmatig zeewater (KZ):
Hieraan werd gebufferde formidehyde toegevoegd tot 2% om

bederf te voorkomen.
Alle reagentia zijn 0.2 .im gefiltreerd.

Bepalinq
1. Inkubeer het te tellen monster 30 mm in het donker met een

Hoechst eindkonsentratie van 10 jtM en 1/6 deel buffer.

2. Filtreer het monster onder laag vacuum (0.2 bar) af op een
gezwart nucleopore filter (0.2 m)

3. Zorg ervoor dat het filter geheel droog is en breng het dan

over op een van imrnersieolie voorziefl objektglas.

4. Doe ook op het filter een druppel immersieolie en plaats er

een dekglaasje op. Ilet geheel moet mm of meer doorzichtig

zijn.
5. Tel in duplo minstens 200 cellen per preparaat in 10

kwadranten (Zeiss standaard mikroskoop)
Regelmatig werd een blanko telling uitgevoerd. Hierbij werd de
bovengenOemde procedure gevolgd. In plaats van monster werd

echter gesteriliseerd KZ gelnkubeerd.

2.3.2 Biovolume
Het biovolume werd bepaald door met behulp van een oculair

micrometer (0.488 JIm) de dimensies d (= breedte) en 1 (=

lengte) van de cellen op te meten en gebruik makend van de

onderstaande formule voor het volume van een staaf met half—

bolvormige uiteinde. Deze formule geldt zowel voor staven als

voor kokken, omdat voor cocci geldt dat de lengte gelijk is

aan de breedte (l—d0) . De vergelijking voor het volume van

een bol blijft dan over.

V=(d2*) * (1—d)

Spirillen worden opgevat als gekromde staven. Er zijn 20
grootte kiassen gemaakt waarover de 200 cellen die per prepa—

raat geteld werden verdeeld worden. Hieruit werd het gemiddel—

de volume bepaald. De SD bedroeg ± 5% van de gemiddelde waar—

de.



Fig 3.2 Lineariteit #81
38_Thymidifle-inbOUw logaritmisch uit—

gezet tegen de tijci.
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Aktivflett
100000

3 RESULTATEN

3.1 Bakteriële produktie

3.1.1 Lineariteit
Op station #51 en #81 is de 3H—thymidifle inbouw gedurende 5 h

gemeten. De aktiviteit (mol H—Thymidine11) staat in fig 3.1

en 3.2 iogarithmisch uitgezet tegen de inkubatiedUUr.

Fig 3.1 Lineariteit #51
3H_Thymidifleiflbouw logaritniiSch uit-

gezet tegen de tijd.
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3.1.2 KonversiefaktOr (Kirchman et al., 1982)

Door het monster 10* te verdunnen werd de pred.atiedruk groten—

deels opgeheven. De empirische konversiefaktOr (cellenmOl'

thymidifle) wordt gegeven door het kotiënt van de toename van

de celdichtheid (cellen' 1') en de geintegreerde 3H—thymidifle

inbouw (mol thymidine 11)
. In fig 3 . 3 en 3. 4 staan de toename

van het biovolume en de de celdichtheid voor station #51 en

#81 weergegeven. De monsters werden genomen op de diepte van

het chiorofylmaXimum. Voor station #51 en #81 was dit respek—

tievelijk 11 m en 10 m. Inkubatie vond plaats op de opperviak—

tewatertemPeratUur respektievelijk 13°C en 10°C.

De konvesiefaktor van station
#51 bedraagt 2.8410' cellen'
mol' 3H—thymidine. Voor sta-
tion #81 werd een konversie—
faktor van 2.3310' cel—
len'mo11 3H—thymidine gevon—
den. Vergeleken met litera—
tuurwaarden ( 1.3.2) is de
gevonden konversiefaktor een
faktor 10 te hoog.

Fig 3.3 Toename van het biovolume en
de celdichtheid in de tijd voor sta-

tion #5]-. De r.c. geeft het gewogen
gemiddelde van de groeisnelheid van
de gemengde populatie.

Wanneer de bakteriële produk—
tie aan de hand van deze kon-

ver-
siefaktor bepaald wordt
blijkt de bakteriële produk—
tie hoger
te zijn dan de primaire
produktie. Dat is in het
onderzochte systeem, zonder
allochtoon substraat, onmo—
gelijk.

Fig 3.4 Toenaine van het biovolume en
de celdichtheid in de tijd voor sta-

tion #81. De r.c. geeft het gewogen
gemiddelde van de groeisnelheid van
de gemengde populatie.

TIJd (h)

flid (h)
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Fig 3 . 5 Bakteriële produktie (g 1 d)
met standaard deviatie uitgzet tegen de
diepte (niet lineair). Berekend m.b.v.
de konversiefaktOrefl 210's cellenmol"
thymidifle en 20 fg Ccel'' (Lee &
Fuhrman, 1987)

De bakteriële produktie werd dan ook berekend aan de hand van

de konverSiefaktOr die op de JGOFS workshop in Kiel beschOUWd

werd als de beste benadering, namelijk 2.0.1018 cellenmol'

thymidifle.

De bakteriële produktie
De bakteriële produktie
de diepte (Fig 3.5).
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3.1.3 Ti-idseri
In fig 3.6 en 3.7 staat het verloop van de aktiviteit in de

tijd aangegeVefl voor station #51 respektievelijk #81.

Fig 3.6 Ritmiek #51
Bakteriële produktie (fig C 1' h1) en

de celdichtheid (1) uitgezet tegen
de tijd.

Fig 3.7 Ritxniek #81
Bakteriële produktie (rig C. 1' h1)
uitgezet tegen de tijd.

3.2 Bakteriële biomassa

De bakteriële biomassa is het produkt van de bakteriële dicht—

heid, het celvolume en de konversiefaktOr van biovolume naar

biomassa (20 fg Cce1' & 380 fg CLrrC3, Lee & Fuhrman, 1987).

TIjd (h)

— ProdUktlB —A— Dohtheld

o 2 4 6 8 10 12 14 10 18 20 22 24
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3.2.1 Bakterie dichtheid
De dichtheid werd bepaald door in 20 mikroskoOpVeldefl 25 tot

250 cellen te tellen. Alleen cellen met een duidelijke be—

grensde herkenbare vorm en heldere fluorescentie werden ge—

teld. Kontroles waarbij steriel kunstmatig zeewater werd

bepaald gaven geen counts.
Door de lage dichthedefl in de diepe monsters was tot 20 ml

monster nodig, waardoor deze diepten slechts 2 maal geteld

konden worden. De gevonden dichthedefl (aantallefll') staan

weergegeven in fig 3.8.

I-

Station #51

AantIIen (10e8 It)
10000

0 100 200 300 400 500

Fig 3.8 Bakterie dichtheid.
Cellen 1' tegen de diepte (log m) . Station #81

3.2.2 Biovolume
Het celvolume varieert sterk met de diepte. In de eufotische

zone domineren 0.061 .Lm3 grote kokken. In de diepte neemt het
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percentage staven en spirillen toe. Door hun grote volume

hebben spirillen een sterke invloed op het gemiddeld.e biovo—

lume in de diepe monsters. In fig 3.9 is het gemiddelde volume

per cel (ILm3) voor de drie stations weergegeVen in de diepte.

Fig 3.9 Verloop van het celvolurne in

de diepte (log m) voor de drie stati-

ons.

Fig 3.10 Verloop van de biomassa in

de diepte (log m) . De biomassa is
berekent aan de hand van de 2 konver-
siefaktoren, 20 fg ccel' en 380 fg

CtrrC3 (Lee & Fuhrman, 1987).

In fig 3.10 staat de biomassa tegen de diePte uitgezet. Voor

de konversie naar biomasSa werden de twee konversiefaktoren

van Lee & Fuhrman, 1987 gebruikt.

2010 16 25 0 5 10 15 20 25 30 35 0

Blomae8e/l (g/l) BIomeesa/l (ti/l)

-. numb 30 — vol 30 — vol 51 - numb 51 — vol 61 - - numb 81

10
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4 DISKUSSIE

4.1 Bakteriële produkt

In de kontrole van statiOn #51 en #81, op respektieVelijk 470

en 600 noorderbreedte, bleek 5 nM Thymidifle (82 Cimmol')

slechtS 60 minuten verzadigend te werken (fig 3.1 en 3.2) . Dit
zijn dan wel de monsters met de hoogste produktie. Toch is het

raadzaam de inkubatieS niet langer dan 60 minuten te laten

durefl of de konsentratie thymidine op te voeren.

De empirisch bepaalde konversiefaktOrefl op station #51 en #81

zijn respektievelijk 2.8410' en 2.3310's cellenmol' thymidi—

ne. Deze waarden liggen een faktor 10 hoger dan de gebruike—

lijke konversiefaktoren en de theoretisCh bepaalde waarde, 0.3

— 1.3.1018 ce1lenmo11 thymidifle. Bovendiefl komt de bakteriële

produktie hoger uit dan de primaire produktie wanfleer met de

bepaalde konverSiefaktoren
doorgerekefld wordt. Omdat er geen

allochtone C—bronnen aanwezig zijn kan dat niet. De afwijkeflde

konversiefaktOren moeten derhalve opgevat worden als een

artefact. Wat de oorzaak is van de lage inbouw van 3H—thymidine

is niet duidelijk. Mogelijk wordt het isotoop door een deel

van de populatie niet ingebouwd of gaat een deel tijdens

extraktie verloren. Er is daarom gekozen voor de konversiefak

tor, zoals die tijdens de JGOFS workshop in Kiel (maart 1990)

gevonden werd. De daar aangeflOmen konversiefaktor had een

waarde van 2.1018 celien' mo11 thymidine.

De bakteriële produktie op de verschillende stations nam naar

het noorden gaande toe. Op 33°N (station #30) was de produktie

erg laag. De maximale bakteriële produktie bedroeg op 35 m

diepte 2.82 ng C1-1d'. Op 47°N en 60°N was de maximale

produktie respektievelijk 3.81 g C1d'oP 2m en 5.89 g Cl

1•d op 3m. De gevonden bakteriële produktie op 47°N en 60°N

komt sterk overeen met eerder gevonden waarden voor de open

oceaafl (DucklOW & Hjll,1985)
De lage primaire produktie kan niet de enige oorzaak zijn van

de lage bakteriële produktie op station #30. Mogeliik groeide

het bakterioplaflkton onder sterke N— of P—limitatie waardoor

de respiratie ten opzichte van de assimilatie sterk toeneemt

( 1.3) en de vorming van biomassa afneemt. Een tweede moge—

lijke oorzaak is dat het voedseiweb een andere struktuur

heeft. Nogeliik speelt op station #30 van herbivOOr zodplank

ton een grotere rol in de opname van gefotosynthetiseerd

materiaal. Hierdoor zou minder C beschikbaar zijn in de vorm

van DON ( 1.3) . In hoeverre de lage produktie veroorzaakt

wordt door een artefakt of wat de mogelijke achterliggende

oorzaak is is helaas niet te achterhalen. Wanneer een respira—

tiekOëffiCiënt van 50% wordt aangenOmen ( 1.3) is de C—opname

door de mikrobiële populatie 2 maal zo groot als de bakteriële

produktie. De rnaximale C—flow naar het bakteriOPlankton was op

station 451 en station #81 dan respektievelijk 7.6 g Cld'

en 11.7 g c1'd1.



Bakteriële produktie
30

Wanneer in het pelagiaal de primaire en bakteriële produktie

signifikant gekorreleerd zijn (Cole et al, 1988; Bjørnsen et

al., 1989; §4.3) is het te verwachten dat naast de primaire

produktie ook de bakteriële produktie een dagelijkse ritmiek

vertoont, indirekt onder invloed van het zonlicht. Hoewel het

een eenmalige meting betrof (om praktische redenen kon helaas

niet vaker naar de dagelijkSe ritmiek gekeken worden) kon op

station #51 een dageliikse ritmiek in de bakteriële aktiviteit

aangetoond worden. Onafhankelijk van de celdichtheden nam de

aktiviteit na zonsOpgaflg signifikaflt toe. De verhoogde aktivi—

teit nam in ± 6 h weer af tot het basale nivo. De produktie

verdubbelde tijdens het maximum. Te verwachten is dat de

verschillen in de primaire produktie veel extrerfler zijn.

Zoals in "Materiaal & Methoden" vermeld staat is ieder monster

op verschillende tijdstippen genomen. Hierbij bestaat het

gevaar dat uit verschillende watermaSSa'S werd gemonsterd. Het

alternatief was dat uit één groot monster gedurende de dag

submonsterS voor inkubatie werden genomen. De laatste methode

heeft echter als nadeel dat er een bottle—effect kan optreden.

Daarom werd aan de eerstgenoemde methode de voorkeur gegeven.

De kleine spreiding in de meetwaarde, het regelmatige verloop

van de aktiviteit in de tijd onafhankelijk van de bakterie—

aantallefl en het feit dat de aktiviteit na 24 h weer op het

zelfde nivo uit komt pleit voor de gemeten trend. Op station

#81 was geen sprake van een dagelijkSe ritmiek in de bakteri—

ele aktiviteit. Het is hierbij van belang te weten dat eind

mei op deze breedtegraad de nacht beperkt blijft tot een uur

schemering. Dit zal tot gevolg hebben dat gedurende de dag het

verschil in de primaire produktie minder extreem is, wat tot

gevolg kan hebben dat de ritmiek in de bakteriële produktie

achterwege blijft. De bakteriële produktie varieert over de

dag namelijk slechts met een faktor 2, terwijl de primaire

produktie vele malen sterker over de dag zal variëren. Een

afvlakkiflg in de primaire produktie kan dan tot gevolg hebben

dat de variatie in de bakteriële produktie niet meer meetbaar

is.
Zonlicht zou in het geval van een dagelijkSe ritmiek het

sturende mechaflisme zijn. Om de hypothese dat bakteriële

aktiviteit indirekt door zonlicht gemedieerd wordt te bewij—

zen, zijn echter meer metingen noodzakelijk. Wanneer de bakte—

riële produktie inderdaad een signifikante ritmiek vertoont,

is het voor een korrekte meting van de bakteriële aktiviteit

nodig meerdere keren per dag deze aktiviteit te bepalen en

niet slechts eenmaal zoals dat flu gebeurt.

4.2 Bakteriële biomassa

De verschillen in de dichtheid en daarmee in de biomassa

tussen de 3 stations waren gering. De dichtheid in de eufoti—

sche zone lag tussen de 4.108 en 8.108 cel1en11. Deze waarden

komen sterk overeen met eerder gevonden waarden voor de open

oceaan; 1.4.108 cellenl1 tot 10 108 cellenl' (Ferguson &
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Palumbo, 1979; Sieburth et al., ;
Johnson & Sieburth, 1979).

In de diepte nam de dichtheid af tot ± 210 cellenl1 (5.106

cellenl' tot 310 cellenl', CarlucCi & Williams 1978; Azam

et al., 1979). Wanneer naar de gehele waterfase wordt gekeken

blijkt de ondergreflS dus ± 210 cellenl1 te zijn. Cho & Azam

(1990) vonden hetzelfde fenomeefl. Voor de eufotische zone van

oligotrofe en eutrofe marine systemen vonden zij een onder—

grens van ± 108 cellen l Een mogelijke verkiaring hiervoor is

dat dit de rninimale dichtheid is die voor predatie vereist is

of dat onder deze dichtheid viruspropagatie bemoeilijkt wordt.

Wanneer er van wordt uitgegaan dat een cel een vaste biomassa

heeft ongeacht het volume (20 fg C'cel'; Lee & Fuhrmafl,1987),

dan bedroeg de bakteriële biomassa in de eufotisChe zone 8 .ig

Cl'— 16 Lg C11. Dit nam in de diepte af tot 0.4 gl'. Wan—

neer de biomassa bepaald wordt aan de hand van het biovolume

(380 fgLm3; Lee & Fuhrman, 1987) dan werd voor de eufotisChe

zone een biomassa van 10 gl120 g1' gevonden en 0.99 Lg

voor de minimale waarde in de diepte. Ook deze waarden

komen sterk overeen met wat anderen eerder vonden voor verge—

lijkbare systemen (2.5 gl' — 35.2 gl'; Azam et al., 1979;

Sieburth et al., ;Landry et al., 1984; Holligan et al.,

1984) . Naar de bodem toe neemt het relatieve aantal spirillen

toe. Zij beInvlOeden het gemiddelde celvolume sterk. Waar—

schljnhijk is voor hen de iornassabepaling op grond van het

volume beter toepasbaar dan op grond van aantal. De minimale

biomassa komt dan op 0.99 tg Cl1.
Op station #51 was op 7 m en 1500 m diepte de bakteriële

biomassa respektieveliik 33.0 gl' en 19.5 gl1. Deze hoge

biomassa vond niet zijn weersiag in een evenredig verhoogde

aktiviteit. De hoge biomassa op 1500 m kan echter veroorzaakt

zijn door organismen waarvan de produktie door de gebruikte

methode niet gemeten wordt (JohnstOfle & Jones, 1989; Gilmour

el al., 1990). Wanneer de organismen dan wel in staat zijn

extern thymidine op te nemen is het goed mogelijk dat tijdens

inkubatie de fysisch—ChemisChe omstandigheden niet geschikt

waren of dat door de bewerking van het monster de cellen

geInaktiveerd werden. De methode is waarschijn1ijk alleen

geschikt voor het bepalen van de produktie van aerobe hetero—

trofe organismen. De produktie van andere organismen wordt

helaas niet gemeten. Omdat vooral in de diepte naast aerobe

heterotrofe organismen ook anaerobe heterotrofe mikro—OrganiS

men een minstens evengroot aandeel in de produktie kunnen

hebben is het van belang technieken te ontwikkelefl die deze

organismen niet uitsluitefl (Johnstone & Jones, 1989; Gilmour,

1990; Fallon & Newell, 1986)

4.3 Korrelatie met de prirnaire produkti

De bakteriële produktie was sterk gekorreleerd met de primaire

produktie (fig. 4.1) . De primaire produktie (Lg C 1') werd

tijdens JGOFS leg III door Gus Kraay bepaald.
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Fig 4.1
Korrelatie
tussen pri—
maire en
bakteriële
produktie.

Wanneer een respiratiekOëffiC1t van 50% wordt aangenOmefl (

1.3) verloopt 50%—66% van de C—flow van het fytoplanktOfl via

de bakteriëfl (bakteriële prod. /primaire prod.: fig. 4.1) . Dit
toont de invloed van de bakteriëfl op het systeem aan. Doordat

bakteriëfl in staat zijn simultaafl op veranderende milieufaktO

ren, zoals veranderende substraatkOnSefltraties, te reageren

zal een direkt verband ook tot uitdrukking kunnen komen. De

dagelijkSe ritmiek in de bakteriële produktie op station #51

geeft aan dat de link tussen de prirnaire produktie en de

bakteriële produktie zeer nauw is. Uit de hoge korrelatie

tussen de primaire en bakteriële produktie en de ritmiek

waarmee het bakreriOPlaflkton op de primaire produktie reageert

moet gekonkludeerd worden dat de bakteriële produktie direkt

onder invloed staat van de primaire produktie. Dit verloopt

waarschijflhijk via het DOM. Een deel van de primaire produktie

zal direkt in het DOM terecht komen, waaruit het wordt opgeno—

men door het bakteriOPlaflkton. Wanneer het organische materi—

aal bijvoorbeeld via het herbivore zoöplanktOfl beschikbaar zou

komen is het uitgesloten dat 50%—66% van de primaire produktie

in het bakterioplankton terecht komt, dat de korrelatie tussen

de de primaire produktie en de bakteriële produktie zo hoog

zou zijn en dat er een dagelijkse ritmiek in de bakteriële

produktie gevonden zou worden.
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5 KONKLUSIES

De bakteriediChtheid was over het gehele trajekt vrij kon—

stant. In de oppervlaktelaag lag deze binnen de range 4 108 tot

8.108 cellenl'. De biomasSa bedroeg 8 tot 16 C tgl* De
bakteriële biomassa had op de twee noordelijke stations een
verdubbelingstijd van 1.1 tot 23 dagen.
In de gehele waterfase bedroeg de minimale dichtheid 2 iO

cellenl1 of te wel 0.99 g C1'. De bakteriële dichtheid en

daarmee biomassa blijkt binnen bepaalde grenzen konservatief

te zijn. Meer onderzoek is nodig om te achterhalen of dit een

algemeen geldend principe in het pelagiaal is en wat het
achterliggeflde principe ervan is (Cho & Azam, 1990) . Mogelijke
oorzaken van homeostasiS zijn de regulerende werking van
predatoren en bakteriofagen die beide een minimale dichtheid

nodig hebben beneden welke zij niet effektief zijn.

Het bakteriële produktiemaXimUm nam op het trajekt
330 N

47°N— 60 °N sterk toe en bedroeg respektievelijk 2.82 ng Cl

'd' op 35 m diepte, 3.81 g Cl'd' op 2 m diepte en 5.89 ig
Cl'd' op 3 m diepte. Veel onderzoekers werken met een
standaardkOnversiefaktor van thymidine (ingebouwd) naar cellen

(gevormd) . Helaas werd ook ik gedwongen om van deze konver—

siefaktor gebruik te maken. Het is natuurlijk beter om ter

plaatse de konversiefaktOr te bepalen, omdat deze varieert en

het nog niet duidelijk is waardoor deze variatie wordt veroor—

zaakt. Er is dus meer onderzoek nodig naar de omstandighedefl

die de konversiefaktor beInvloedefl.

De produktie was sterk gekorreleerd met de primaire produktie

en het is dan 00k niet verwonderlijk dat de bakteriële produk—

tie, evenals de primaire produktie, een dagelijkse ritmiek

vertoont. Hieruit kan worden gekonkludeerd dat de bakteriële

produktie direkt onder invloed staat van de primaire produktie

via het DON. Omdat de bakteriële produktie over de dag va—

rieert is het beter deze meerdere malen per dag te bepalen.

Tot nu toe is er te weinig aandacht besteed aan de mogelijke

ritrniek in de bakteriële produktie. Er is meer onderzoek aan

deze ritmiek nodig om tot een juiste kwantifikatie te komen

van de produktie. Er is aanvullend werk nodig om de relatie

tussen de primaire produktie en de bakteriële produktie te

achterhalen. Kontinu_ku1tUUr_eXPer1mten, waarbij zowel

primaire producenten als bakterioPlanktOn vertegenwoordigd

zijn, moeten antwoord geven op de vraag wat de relaties tussen

beide groepen zijn.
Wanneer een respiratiekoëfficiëflt van 50% wordt aangenomefl,

verloopt ±60% van de C—flux van de primaire producenten via

het bakterioPlanktOfl. Hieruit volgt dat van de primaire pro—

duktie direkt 30% weer als CO2 vrijkornt en dat 30% ingebouwd

wordt in het bakterioplanktofl. De overige 40% komt ten goede

aan herbivoren of sedimenteert. Er vindt dus een snelle turno-

ver plaatS van het fotosynthetisCh gefixeerde materiaal. Het

is nog onduidelijk wat er de oorzaak van is dat ±60% van de

primaire produktie in het DON terecht komt. Fagen, exkretie

door het fytoplankton en sloppy—feeding van het zoöplanktofl
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zullen hierbij een rol spelen. Er is meer onderzoek nodig naar

het kwantitatieVe belang van de genoemde bronnen.

Voor een beter inzicht in de bakteriële produktie, ook in de

diepere watermaSSa'S, is het nodig dat er een methode komt die

geen funktioflele groepen uitsluit, zoals dat flu gebeurt.

ChernolithOtrOfe en sulfaat—redUCerende bakteriëfl worden met

deze methode gemist omdat zij geen extra—cellulair thymidine

inbouwen (Johnstone & Jones, 1989; Gilmour, 1990; Fallon &

Newell, 1986)
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On2te OPMO DPM duplo 19ng81,L 894.8 22895.7 242871 10
0 1fl ¶2pp.q

81 4 t!9 2 '44'7.l 23762.'
1.t 10 2801.4 24129t5 20576.9 10 120

31.&Lt L9 1327.4 12898.5 13239.4 tO 120
120 22!!'.':C81.41 1 942 23536.1 21544.b 10

81.1 2; 2564.3 10810 12607.1 10' 120
120

24!70
71400081.1 27 2938 10078 11225.8 10

81.41 29 2015.2 24974.4 23237.8 10 120 2295920

81.1 fl 1684.4 5414.3 4957.6 10 120 372°90

81.41 40 1912 15798.2 14849.8 10 120 1388620

81.1 50 2009.7 2593.3 2442.7 10 120 58360

81.41 60 1729.1 5269.1 4836.4 10 120

81.41 90 1296.1 2744.1 3201.3 10 120

81.1 100 1313.9 1130.2 1970.7 10 120 —18370

81.41 125 844.5 1733 3701.2 10 120 88850

9s.41 150 1322.9 1466.4 1126.5 10 120 141!0

61.1 200 1752.4 2674 1451.6 10 120 92160

8:.41 200 680.6 1942.7 1192.7 10 120 126210
1110081.11 500 1434.7 1545.7 1734.8 10

. 500 1807.3 2455.8 3694.7 20 116 3242!

81.11 750
750
1000
1250

2044.3
2213.6

1436
1193.7

1768.7
3250.9
2523.3
2166.4

1401.2 10 135
2464.5 20 116
2534.1 20 116
2650.1 20 116

—27560
51865
54365
48635

91.11 1500
1500

1041.8
1658. 1

1497.6
2923.3

.1175.8 10 135
2266.4 20 1t6

45590
63260

91.33 2000 2065.8 1591.7 1877.8 20 120
1726061.33 2425 925 1270.2 1532.2 20

81.33 2525 386.8 1276.6 1249 20 12
91.33 2625 800 1839.2 1255.6 :20 5±560

duplo nmal t/ duplo k.f. ;esn.vol. x0Cnumb) xO(fm3) fg.I
02339230 1.2E—11 1.3E—11 2.OE+18 268511 •

2222400 1.2E—11 1.2E—11 2.OE+18 0.0865 437592.2 37851725 14.3936!
17.626791777550 1.2E—11 9.6E—12 2.OE+18 0.1114 416394 46386291
16.259371191200 6.2E—12 6.4E—12 2.OE+18 0.1114 384091.9 42787837

02060260 1.2E—11 1.1E—11 2.OE+18 248926.9

1004280 4.5E—12 5.4E—12 2.OE+18 0.0782 209458.8 16379678 6.224277

828780 3.9E—12 4.5E—12 2.OE+18 0.1289 279110.1 35977291 13.67137
02122260 1.2E—11 1.1!—11 2.OE+18 421441.2

flTfl3 2.cE— ,7E—2 2.3E—L8 C.''9 :7"à3C.
01293780 7.5E—12 7.OE—12 2.OE+18 220057.9
043300 3.2S—13 2.3E—13 2.OE+18 79442.93
0310730 1.9E—12 1.7E—12 2:OE+18 253369.4
0190520 7.SE—13 1.OE—12 2.OE+18 150406.5



fl!7e 'L.Za.-fl 1.St—12 2.')E4-:S 42crZ!.7
CAS') 7.:3E14 —L1E—fl 2.OEa.ts 0.176( 44E1.,16 79:.!c. tOc/7'::

—s:eo !.E--: -L.SE—lt 2.0E—a âC5,.S7 '

sit:o s.a—a: 2.81—i! 2.OE•k18 374à 4!
7:•:1
'?T7C

.'.Z—t4
CE—:

:.6E—13
!.:E—XZ

1.01-19
2.OE'sS

0.C913 &9a. r!-'.:2.
0.0fl2 2TI!-

:.4::r-s•:n:
—6C1:) —1.!!—13 —3.!E•-13 2.0E+19 0.30O 1!64.,,32.47D7z7. 1.n-c.
12545 2.8E-13 6.BE—14 2.0E18 0.3009 2251fl.5l 6773412. 2.!7E
54905 2.9E—13 3.OE—13 2.OE+1B 0.1596 17362.37 2771034. l.0!29fl
72820 2.6E—13 3.9E—13 2.08+18 0.2924 7772.689 2272734. 0.9636zc
13400 2.58—13 7.2E—14 2.OE+18 0.2539 7873.63 1999114. 0.759667
30415 3.48—13 1.68—13 2.OE+18 0.2539 C'

—9400 —1.3E—13 -5.IE—14 2.OE+1B 0.2231 i'
30360 9.38—14 1.68—13 2.08+18 0.2231 24226.56 !4C:4945. 2.0!E
43060 2.48—fl 2.3E—13 2.08+18 0.2231 24529.39 !flI!'..6. 2.09!!
22780 2.BE—13 1.2E—13 2.OE+18 0.2231 35734.18 7972295. 3.029a

5.37022 3.08+09 6.069353 2.98+08 5.70!77 5.387550 ERR 3
8.751844
8.32738

2.98+08
2.38+08

5.766227
4.612021

3.08+08
2.98+08

5.938741 5.852484 0.154615
5.533517 5.072769 0.109359

J, 4
V1

7.661938 1.5E08 3.090681 1.58+08 2.999636 3.045159 0.071169 1014.9765:8 2.7E09 5.345539 2.98+08 5.962252 5.s038G6 ER
4.189176 1.8+08 2.605699 1.18+08 2.139424 2.372561 0.144847 '. 2Z
5. 532202 1 • E+0E 2. 150348 92627027 1 • 852540 2.00 144 0.055630 27

, 288.428924 2.8E08 5.506404 3.OEaOB 5.956C81 5.731692 SRR
3.553806 t:6!837 0.823316 48357891 0.967757 0.895Z37 0.06L607 •3b

4.401159 1.7E+0E 3.356834 1.98+06 3.60205 3.47987C ERF: £C
i.89!S 5617257. 0.11134! 7571027. 0.151420 0.t3t883 ERF 5t
5.067388 t0310Q16 0.806218 45911351 0.918227 0.62222 ERR .

3.0Sfl 24716t08 0.494322 197s444 0.375697 0.435(U)! Cf'
•:-.74653 !20648. 0.170412 —2363fl5 —0.04766 0.0ã1!7! o.c:rc2 )C

2.856714 3705891 0.741197 t1!26486 0.230529 0 858Z ER 12!
0.896382 —2!4791 186162i. 0 0 t50
i.2:9L3 —scozro —0.07804 11955891 0.29tI7 0.090!3a :or•

C.740529 6bS3S. 0.132869 16fl189 0.327463 C.23016 20
1.989S9 3L40612. 0.069212 1230C00 0.02!6 0.0406 0.007! 500
05042 12664753 0.253295 4351537. 0.097030 0.170162 0.0341 500

0.3:292s —7415927 -3r8C'90 0 0 75:
0.4!21C 1683578. 0.033671 6960tA7. 0.13?2C8 C.c6440 O.O.7.St 75C
'.3472t17 73a42:.. 0. L473E.3 '29'!9f!. ', 14!':' 0. 1é643 ;r2c2C LC•OC'

t,1554fl 57274. 0.954! 6526971. 0.130539 0..429à '.'.C'1719 125v
0157472 1545225. 0.030904 5256072. 0.105121 0.068012 0.03021 1!.C

0 4081789. 0.081635 8489692. 0.169793 0.125714 -ERR 15CC'

0 —1219459 0 ERR 20CC
0.484531 3938594. 0.078771 2239135. 0.044792 0.061777 0.011429 22!
0.490567 5586162. 0.111723 5771675. 0.115433 0.113578 0.020754 252!
0.714883 2955243. 0.059104 6740756. 0.134815 0.09696 0.012162 262!



1.991—02—20 1:2 u.I.o.:. TEL31 222o900 1 22201974 P.02

tti die irredi Inc prod c chior prod Incidon

2209.00
43/1

43/1

6.5 65

17 33

26

24

1.19
1.7

0.318
0.365 4.658

43/1 29. 14.5 26 1.54 0.354 4.350

43/1, 41 6.4 24 1 0.263 3.802

43/1 52 3 24 9.73 0.318 2.296

43/1 59 1.8 26 0.61 0.233 2.618

43/1 78 0.5 24 0.23 0.209 1.100

U
• ERROR

3.5 65 24 5.82 1,381 4.216 1734.00
47/1

47/1 3.7 33 24 6.4 1.381 4.63'. •

15 14.5 24 5.91 1.381 4.260
4711

47/1 22 6.4 24 3.9 1.381 4.272

67/1 28 3 26 3.83 1.381 z.m
47/1 32 1.8 24 3.18 1.381 2.303

67/1 58 0.5 24 0.74 1.381 0.536
ERROR

20/0 8 65 24 2.2 0,657

20/9 20 33 26 2.25 0.529 6.253

20/9 34 16.5 26 1.87 0.395 4.734

70/9 48 6.4 24 1.22 0.485 2.515

1.818
20/9 62 3 24 0.78 0.429

20/9 71 1.8 26 0.74 0.362
0.429

20/9 94 0.5
.

24 0.17 0.396
ERROR

20/17 3 65 24 2.92 0.404 7.228 1637.00

6.564
20f17 20 33 26 2.35 0.358

20/17 34 14.5 24 2.84 0.406 7.030

3.789
20/17 48 6.4 24 1.47' 0.388

20,17 62 3 26 0.6 0.36 1.667

20/17 71 1.8 26 0.38 0.366 1.095

20/17 94 0.5 24 0.16 0.286 0.559

ERROR

017 3 65 1 1.99 0.404 4.926

20/17 20 33 1 1.8 0358

20,17 34 14.3 1 1.36 0.606 3.366

20/17 68 6.4 1 0.61 0.388

0.639
20/17 62 3 1 0.23 0.36

0.289
20/17 71 1.8 0.1 0.346

20/17 91. 0.5 1 0.03 0.286

0
ERROR

2394.00
30/3 7.5 65 1 1.1.9 0.13 11.462

30/3 20 33 1 1.18 0.117 10.085

30/3 35 16.5 1 0.62 0.159 3.899

3o/3 50 o.4 1 0.65 0.385 1.688

30/3 64 3 1 0.2 0,247 0.810

30/3 73 1.8 1 0.11 0.163 0.675

30/3 96 0.5 1 0.01 0.232 0.043

0

30(3 7.5 65 26 1,7 0.13 13.077

30/3 20 33 26 1.46 0,117

30/3 35 14.5 26 0.97 0.159 6.101

30/3 50 6.4 24 1.7 0.385 4.416

30/3 6. 3 24 0.62 0.247 2.510

30/3 73 1.8 24 0.39 0.163 2.33

30/3 96 0.5 24 0.07 0.232 0.302

43/1 6.5 65

45/1 17 33

45/1 29 14.5

45/1 41 6.4
43/1 52 3

45,1: 59 1.8

45/1 78 0.5

24 1.06

24 1.54
24 1.24
24 1.18
24 0.81

24 0.34
24 0.04

1 8.43

1 3.05

1 1.24

1 0.26

1 0.21

1 0.13

4.16

3.23
2.62
0.92
0.68
0.18
0.04

0.3 3.467 1992.00

0.314 4.904

0.358 3.464

0.355 3.324
0.365 2.219

0.241 1.411

0.082 0.488

ERROR

101.600

36.600

14.900

3.100
2.500

1.600

ERROR

0.91 4,571 2360.00

0.9 3.589
1.01 2.596

0.99 0.929

1.27' 0.375

1.19. 0.151

0.75 0.053

ERROR

0.91 3.099 2340.00

0.9 6.622

1.01 5.218

0.99 4.737
1.27 2.233

1.19 1.353

o;75 0.293
ERROR

1.37 6.876 2215.00

1.43 6.399

1.4 4.363
ERROR

0.92 0.717
0.94 0.362

0.57 0.211
ERROR

24 9.9 1.37 7.226 2215.00

inter 2

intef' 10

inter 15

inter 20

inter 25

inter 35

51/16 3 65

51/16 7 33

51/16 15 14.5

51/16 23 6.4
51(16 30 3

51/16 36 1.8

51/16 48 0.5

U

51/16 1.5 65

31/16 3.5 33

51/16 9.5 14.9

51/16 16 6.4
31/16 22 3

51/16 26 1.8

51/16 34 0.5

0

51/26 2 65

51/26 6 33

51/26 11 14.5

51/26 17 6.4
51/26 23 3

51/26 23 1.8

51/26 38 0.5

51/26 1.2 69

0

3711

37/1
37/1
37/1
37/1
37/1
37/1

0

39/1

39/1
39/,
39,1

30(1
30/1
39/1

7.4 65

19 33

33 14.3
46 6.6

59 3

68 1,8

89 0.5

7 69

18 33

31 16.5

43 6.4

56 3

66 1.8

84 0.5

• 26 0.95

24 1.16

24 1.19

24 2.5

24 2.26

24 0.6

24 0.07

26 1.28

26 1.23

24 1.63

24 1.11

24 0,45

24 0.79

24 0,1

0,132

0.141

Q,165

0,975

0.816
0.332

0.077

0.265

0.269

0.363

0.256
0.352

0.36

0.195

ERROR

7.197 1663.00

8.227
8.20 7

2.564

Z.7'70

1.807

0.909
jcIv

5.224 1011.00

4.572

3.939
4.336
1.278

2.194

0.313

ERROR

24 4.64
26 3.96

24 5.27

24 4.69

26 2.9

24 1.61

24 0.22

1 9.42

1 9.15

1 6.08

1 2.36

1 0.66

1 0.34

1 0.12



14].t1.W .t.,.a., fl.L.U.—. ''—'—•—"

teoI cafe Irewl Inc prod c chloe prod pe Inciden

' si/26 5 33

51/26' 12 16,5

51/26 20 6.4
51/26 23 3

51126 33 1.5

51/26 43 0.5

26

24

24

24

26

24

10.85

10.06
7.62
2.16
1.11

0.26

1.43 7.507

1.6 7.171

ER2OR

0.92 2.326
0.94 1.181

0.57 0.456

68/1 16 3 :4
63/1 17 1,3 26

68/1 23 0.5 24

0

71(1 0.7 65 24

71/1 2.4 33 24

3,12
2.15
0.48

19,1

21.2

1.57 1.937

2.23 0.964

2 0.240

ERROQ

3.51 5.442 1450.00

3.51 6.040
5.953

64/1 2 65

64/1 3,5 33

6.4/1 9 16.5

66/1 16 6.4
66/I tO 3

64/1 23 1.8
6411 31 0.5

66/1 1.5 65

66/1 6 33

66/1 II 14.5
64/1 18 6.4
66/1 23 3

66/1 27 1.8
66/1 36 0.5
0

68/1 1 65

68/1 2.2 33

68/1 6.4 14,5

$3/I 10 6.6
68/1 14 3

24

24

26

24

26

24

24

24

24

2'.
24

24

24

24

24

26

26

26

24

4.94
6.2

5.33
6.51
243

1.6
0.27

2.4?
3.71
2.3?
1.39
0.92

0.5
0.09

5.86
6.67
5.77
5.38
3,12

ERROR

1.06 4,660
1.06 5.869
1.01 5.277

1.01 4.665

0.79 3.329
0.79 2.025

0.31 0.371

ERROR

0.09 2.775 a61Lt)
0.59 4.169
0.61
0.61 2.279
0.45 2.046

0.45 1.111

0.3 0.300
ERROR

1.67 3.509 1339.00

1.67 3,994

1,67 3.455
1.59 3.384

1.57 1.937

71/1 6.5 .14.5 24

71(1 10 6.6 24

7111 14 3 24

71/1 17 1.0 26

71/1 22 0.5 24

el/I 1.2 65 1

SI/I 4 33 1

31/1 10 16,5 1

81/1 16 6.4 1

31(1 23 3 1

81/1 27 1.8 1

31/1 30 0.5 1

31/1 1 65 26

51/1 3 33 24

51/1 3.4 14.5 24

81/1 16 6.4 24

51/1 19 3 24

31/1 22 1.1 24

81/1 30 0.5 24

0

21

16.5
10.6
5.37
1.01

12.5
11.1

5.4
2.1

0.93
0.63
o.27

18

13.4
13.1

7.5
4.1
2.3

0.82

3.51
3.44 4.797

3.44 3.051

3.44 1.561

2.94 0.344
CRROR

8,26 5.644 767,00

2.26 4.912

2.37 2.275

2.36 0.890

2.5 0.372

2.52 0.250
2.52 0.107

aoo
2.26 7.965 767.00

2.26 3.142
2.37 5.527

2.36 3.175

2,5 1.660

2.52 0.913

2.52 0.325

ERROR

68/I 17 1.8
68/1 23 0.5

24

24

2.15
0.48

2.23 0.964

2 0.260
81/31 1 65 1 14 2.37 5.907 1588.00

0 ERROR

71/1 0.7 65 24 19.1 3.5' 5.462 1450.00

71/1 2.4 33 24 21.2 3.51 6.040

71/1 6.5 14.5
71/1 10 6.4

24

26

21

16.5

3.51 5.953
3.64 4,797

. 71/1 16 3 24 10.6 3.44 3.081 .

etetl dl. irredi Inc prod c ebtor prod p. Inclden

.
,

.

71/1 17 1,5
71(1 22 0.5

81/1 1.2 65

81/1 4 33

51/1 10 14.5

31/1 16 6.4
81/1 23 3

01(1 27 1.8

81/1 30 0.5

81/1 1 4$

26

24

1

1

1

1

1

1

1

24

5.37
1.01

12.8
11.1
5.4
2.1

0.93
0.63
0.27

15

3,46 1,561

2.94 0.546

ERROR

2.26 5.664 767.00

2.26 4.912

2.37 2.275
2.36 0590

2.5 0.372

2.52 0.250

2.52 0.107tn
2.26 7965 767

81/31 3 33 ¶

81/31 * 14.5 1

01(31 13 6.4 1

31/31 133 I

51/31 21 1.8 1

31/31 28 0.5 1

81131 1 65 26

51/31 2.8 33 26

*1/31 7.2 16.5 24

81/31 12 6.4 24

31/31 16 3.0 24

81/31 19 1,3 24

12.9
0.4
6.6

2

1

0.18

6

6.005
4.407
3.616
3.378
2.268

,2.37 5,443

2.09 4.495 -

2.09 3.062

2.2 0.909.j
8.2 0.455

2.47 0.073

ERROR

2,37 2.532 1588.00

2.3? 2.534

2.09 2.109
2.09 1.730

2.2 1.535

2.2 1.031

steel die lrredI Inc prod c thtor prod p Incldea 81/31 25 0.5 24 0.482 2.47 0.195
ERROR

51/26 5 33 6 10.0) 1.43 7,557 ERROR

51/26 12 14.5 26 10.04 1.4 7.171

51/26 20 6.4 24 7.62 ERROR

• 51fl6 25 3 24 2.16 0.92 2.326

51/26 33 1.8 24 1.11 0.94 1.151 .

51/26 43 0.5
.

04/1 2 65

64/1 3.5 33
66/1 9 14,5

• 66/1 14 6.4
64/1 20 3

66/1 23 1.3
66/1 31 0.5

24

24

24

24

26

24

24

24

0.26

4.94
6.2

5.33
4.51
2.63

1.6
0.27

0.57 0.456
ERROR

1.06 4.660 2025.00
1.06 5,369
1.01 5.277
1,01 4.465
0.79 3.329
0.79 2.025

0.31 0.871

ERROR

c

c

A
tZ.Ot,4.'

C.

..C(CJqtO%

64/1 1.5 65 26 2.47 0.89 2.713 2415,00

66/1 4 33 26 3.71 0.89 6.169

66/1 11 14.5 24 2.37 0.61 3.885

66/1 18 6.4 26 1.39 0.61 2479
66/1 23 3 24 0.92 0.65 2.046

66/1 2? 1.8 24 0.5 0,65 1.111

66/1 36 0.5 26 0.09 0.3 0.300

0 ERROR

63/1 1 65 26 5.86 1.67 3.509 1359.00

65/1 2.2 33 26 6.67 1.67 3,994

6$/I 6.6 14.5 2'. 5.77 1.67 3.655


