第２３章　微小動物プランクトンによる植物プランクトンの捕食

1.0　目的と適用分野

  本章では、微小動物プランクトン自然群集による植物プランクトンの捕食過程（食植過程）を定量化するのに必要な実験方法について述べる。微小動物プランクトンによる食植過程は 表層水における植物プランクトンからの栄養変換の主要な経路であることはJGOFSや他の研究で示されている(Burkill et al., 1993; Verity et al., 1993)。それゆえ表層水中における有機炭素のフラックスに関する重要な情報をもたらすものである。
2.0　定義
2.1
  微小動物プランクトンは、Dussart (1963)によると、体長<200μmの貪食栄養型生物と定義される。簡単のためSieburth et al. (1978) のナノ動物プランクトン(2-20μm) をこれに含める。
2.2
  微小動物プランクトンの植食過程は、単位海水体積あたりの微小動物プランクトンによる植物プランクトン有機炭素の補食速度と定義される。この単位は μg C liter-1 day-1。
3.0　原理

  動物プランクトンの食植を定量化するアプローチはいくつかあって、それらは過去の中心測定項目プロトコルに関するJGOFS報告書 (SCOR, 1989) にまとめられているが、そのうちのひとつがJGOFSで日常的に用いられている。これがLandry & Hassett (1982) の「希釈法」である。希釈法のプロトコルは希釈系列における植物プランクトンの成長速度の実験的測定に基づいている。希釈系列は自然の微生物群集を含んだ濾過前の海水と、濾過して微生物を除いた海水との組み合わせで成り立っている。この手法についての理論と実際については Landry and Hassett (1982) に詳しく述べられており、Landry (1993)が改訂している。基本的には、植物プランクトンの成長は、その密度に依存せず、いかなる希釈条件においても比成長速度は一定であると仮定する。これが問題となるような状況では、栄養塩を添加したコントロール実験を行うべきである。微小動物プランクトン１匹当りの海水濾過速度は希釈系列の中で、一定と仮定するので、微小動物プランクトンの濃度が高くなれば比例して植物プランクトンの死亡率は高くなる。その結果、植物プランクトンの成長と捕食による死亡とのカップリングが、希釈率に伴ってずれることとなる。さらに、植物プランクトンの成長と補食による死亡は指数関数的な速度で適切に表されるものとの仮定も用いられる。

  このプロトコルは、それゆえ、異なる既知の濃度の希釈水中での植物プランクトン比成長速度の定量化に基づいている。植物プランクトン成長速度は培養の時間変化から測定する。
  実験のために、試水の微小動物プランクトン生物量の計測（第22章参照）も行うべきである。
4.0　器具

4.1
  培養瓶を含む、ポリカーボネイト（またはテフロン）の実験器具。培養瓶は試水中の植物プランクトン濃度とそれを測定する方法とに応じて容量は２もしくは５リットルであること。
4.2
  現場培養のための漂流システムもしくは擬似現場培養のための培養器。

4.3
  Nitex 200μm ガーゼと色素を含む粒子を含まない海水を作るための大容量濾過システム。

4.4
  高感度蛍光光度計、分光光度計またはHPLC システム、加えて、 植物プランクトンクロロフィル測定のための補助設備（第13･14章参照）。希釈を準備する間、試水の温度変化を最小限に抑えるための適当な部屋へのアクセス。
5.0　試薬類

  必要な場合には、クロロフィルaや他の色素を抽出・測定するためのアセトン(90%)とHCl(10%) 。
6.0　試料採取

6.1
  実験試料は清浄な酸洗浄したGo-Floもしくはニスキン採水器を用いて、CTD/ﾛｾﾞｯﾄまたは通常のプロファイリングによって調べようとする深さから採る。試水は少なくとも２つの深さから採る；ひとつは最も補食の大きいと考えられる深さ　－植物プランクトンの生産量が最も大きい深さがよい指標となる―　であり、もうひとつのサンプリング深度さは関連する海洋学指標（例えば、亜表層クロロフィル極大、密度躍層など）に関係つける。
6.2
  原生動物の多くは非常に壊れやすいので、船上では試料を注意して取り扱うこと。粒子を取り除いた希釈水を加える前に、試料は採水器から直接ポリカーボネート瓶にサイフォンで移す。

6.3
  微小動物プランクトンによる食植実験のサンプリングは一次生産測定のためのサンプリングと、できればマクロ動物プランクトンの食植と細菌生産とも、あわせて行なう。一次生産の測定と同時に行なうためにサンプリングは普通夜明け前に行なう。
7.0　手順

7.1
  実験を始める前に必ず、培養瓶に適切に希釈するための印をつけ（例えば、４０%の濃度にするためには、瓶の全容量の40%のところに非水性マーカーで印をつけておく）、用いるポリカーボネート器具は全て酸洗浄して蒸留水ですすいでおくこと。希釈シリーズに用いる典型的希釈濃度は現場濃度の100%、70%、40%、10%とし、各希釈濃度毎に3本の瓶を使って繰り返し実験を行う。精度を高めるためには希釈段階数が大きいことが望ましい。
7.2  
試水は、上述のように、適切なクリーン採水手法で採取しなければならない。0.2μm多孔性 Gelman Suporcap フィルターカプセルを用いて、必要なだけ（おおよそ全水量の半分）の試水を植物プランクトンがいなくなるよう濾過する。このカプセルが入手できない場合には、トリトン（界面活性剤）が含まれていない、酸洗浄済みメチルセルロースフィルターを使う。フィルターは使用前に酸(HCl　10%）で洗いMilli-Q水ですすいでおく。濾過した海水のはじめの数リットルは棄て、残りを使用する。濾過海水を瓶に適当に加える。
7.3
  注意しながら、しかも手早く、試水を200μmガーゼを通して、サイフォンで培養瓶に一杯まで満たす。
7.4
  培養瓶を一時的に現場温度に近い条件で、薄明かりで保管する。瓶をゆっくり逆さまにして静かに混ぜる。植物プランクトン色素のために各瓶からサブ試料をとるか、二本の瓶のうちのひとつを犠牲にして、0.2μm ヌクレポアフィルタ－で濾過する。分析時までフィルタ－を極低温で冷凍保存する。24時間続く実験の始めと終わりの微小動物プランクトン量を計数するためのサブ試料も各瓶から採る。
7.5
  植物プランクトンの成長が栄養塩に制限されるであろう極度の貧栄養条件下では、この影響を最小限に抑えるために追加の栄養塩を加える。これに関する議論はLandry(1993)参照。
7.6
  希釈培養の培養瓶は、従来の一次生産の測定と並行して、漂流系を使って現場法で培養する。これによって直接の相互比較が妥当なものとなる。これができない場合には、照明つき培養器か光減衰フィルタ－のついたデッキ培養器どちらかを用いて、船上の疑似現場条件下で培養を行なう。
7.7
  色素は速やかに分解するので、植物プランクトンは採取後できるだけ早くクロロフィルかほかの光色素を測定して定量化する。光色素はJGOFSプロトコルの中で奨められている適当な改良を行なって、蛍光法 (Yentsch & Menzel, 1963)、吸収法 (Jeffrey & Humphery, 1975)またはHPLC法(Mantoura & Llewellyn, 1983) で分析する。HPLC法では分類群に特有な光色素を分析出来るので望ましい。HPLCによる光色素の分析を希釈培養法と組み合わせると微生物ダイナミクスをより詳しく解析することができる (Burkill et al., 1986; Verity et al., 1993)。しかし、HPLCは従来の蛍光計分析よりもずっと専門的で高価なものである。
7.8
  植物プランクトンの定量化に関して、代替的かつ完全に受け入れられる方法は、培養瓶中の植物プランクトンの細胞を従来法どおり顕微鏡で分析することである。この方法で各植物プランクトン分類群ごとのダイナミクスに関する情報を得ることができる。
8.0　計算と結果の表現

  完全な計算の例を下に示す：

8.1
  希釈実験　NO.1 結果：
  原本に記載なし

8.1.1
微小動物プランクトンによる植物プランクトンの回転速度（／日）を回帰式の傾きから計算する(=1-e-傾き)。
8.1.2
回転速度に周囲のクロロフィル濃度をかけて(=クロロフィル濃度ｘ回転速度）クロロフィル補食速度（g chl liter-1 day-1）を計算する。
8.1.3
クロロフィルの捕食速度に炭素／クロロフィル比を掛けて、ミクロ動物プランクトンによる植物プランクトン炭素の補食速度を計算する。炭素／クロロフィル比は10-200で変化する。1989年北大西洋での平均は32であった。それぞれの場合で実測すること。
8.1.4
これらについての詳細はLandry and Hassett (1982) とBurkill et al. (1986)　を参照。
9.0　品質管理と評価

  この測定法についての基準はなく確度は測定できない。
  各測点にいる間に最低ふたつの実験を行うべきである。数日間おいて１測点でいくつか測定すれば、補食の時間パターンが解釈できるだろう。
10.0 注意

  微小動物プランクトン生物の多くが壊れやすいことに注意；試水は固定前に注意して取り扱うこと。実験は採取後できるだけ早く行なうこと。
11.0 相互比較

  将来は相互比較することが絶対に必要であるが、JGOFSでは行われたことはない。
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