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VARDS &

VERKET &5
Programomrade: Kust och Hav
Undersdkningstyp: Pelagiala bakterier

Mal och syfte med undersékningstypen

Syftet med att méata forekomst och produktion av pelagiala bakterier (gruppen heterotrofa) i
havsvatten ar framst att upptacka onaturlig gédning av havsmiljon. Metoden ger ett matt pa
den biologiska syreforbrukningen in situ (jmf. biologisk syreférbrukning, BOD7 )
Undersokningstypen kan anvandas bade lokalt i recipienter och i stor skala (Ostersjons
delbasséanger). Bakterievariablerna kan ocksa bidra till 6vervakning av klimatférandringar och
UV-instralning. Miljogifter, framst tungmetaller, forvantas paverka bakterievariablerna
negativt.

Malet ar att upptéacka skillnader och forandringar i bakerieproduktion, staende
bakteriebiomassa och dess omséattningshastighet (produktion/biomassa, P/B-kvot). Dessutom
ar ambitionen att skilja klimatologiskt eller andra naturligt betingade variationer fran
antropogena.

Att tanka pa

Bakteriernas korta generations tid (1-6 dagar sommartid) gor att de speglar vattenmassan dar
de befinner sig, sa lange dess omsattningstid ar langre. En kustbassang med 1 km®
vattenvolym och i medeltal 10 d omsattningstid skiljer sig tydligt fran motsvarande
utsjoomrade avseende absoluta varden for pelagiala variabler. Den korta generationstiden gor
att bakterievariablerna potentiellt kan reagera pa miljostérningar dven inom ar. De bor
overvagas for program med sk. “tidig-varning” ambitioner, da bade analys av prover och
rapportering i princip kan utféras samma dag.

| 6ppna utsjoomraden &r den tidsmassiga variationen i bakterievariablerna klart hogre an de
rumsligal. For val av matstation i kustomraden bor framst indelningen i typomraden beaktas.
Kunskap om lokala stromforhallanden eller medeltemperatur kartor ar ocksa av vérde for om
en eller flera métpunkter bor laggas ut for att beskriva en lokal. Sétvattenplymer och speciellt
turbulenta vattenomraden (eg. betingat av strommar och bottentopografi) bor undvikas om
inte syftet ar att méata just dessa. Kustpaverkan av naringsforhallandena i stort kan variera
mellan 0 och 10-tals kilometer beroende p& om det &r 6ppen kust eller skargardsomréade 2.
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Prover for bakteriebiomassa konserveras direkt i glasflaskor. Analys utfors vid ett
kvalificerat. Prov for bestdmning av bakterieproduktionen tas i 2 x 3 replikat och
upparbetning maste delvis ske i direkt anslutning till provtagning. Arbete med och analys av
radioisotoper maste kunna utforas.

Undersokningen samordnas lampligen med annan pelagialévervakning avseende biologi och
kemi. Temperatur &r en viktig forklaringsvariabel, liksom fosfat och oorganiskt kvdve och
bakteriedtande flagellater. Ytterligare forklaringsvariabler av betydelse kan tillforas efter
utvardering av pagaende matserier.

Strategi

Bakterieproduktionen &r i grova drag proportionell mot respirationen (eg. biologisk
syreforbrukning) och darmed den organiska produktionen i systemet. Produktionen av
bakterieplankton paverkas direkt av halt och sammanséttning av organiskt material och
narsalter i vattenpelaren vid temperaturer 6ver c:a 5 °C 3-2. | pelagialen sker 80-90% av
sekundarproduktionen i havet och bakterieplankton star for 40-50% (Bottniska viken). Detta
innebdr att bakterieplanktons syreupptag utgor en stor del av den biologiska
syreforbrukningen i systemet och indirekt ger ett matt pa den totala respirationen av organiskt
material (sekundarproduktionen). Detta kan liknas vid en in situ bestamning av biologiskt
syrekrav_(eg. BODy). Harvid antas bl.a. att mellanarsvariationen i andelen bakteriell
respiration av den totala respirationen ar forsumbar (arsbasis), liksom bakteriesamhallets
genomsnittliga tillvéxteffektivitet.

En positiv korrelation mellan naringsstatus.och bakterievariablerna har visats 3. Okad
produktion av organiskt material genom 6kad vaxtplankton produktion och/eller tillférsel av
alvburet 16st organiskt material foérvantas darmed resultera i en hdgre produktion och en hogre
biomassa av bakterier. Likasa kan en direkt godning av bakteriesamhallet via begransande
narsalt (framst kvave eller fosfor) forvantas. Temperatur verkar direkt begransande endast
under 5°C. Betning av sma encelliga djurplankton paverkar ocksa bakteriebiomassan, men
konkurrens inom bakteriesamhallet verkar huvudsakligen vara reglerande faktor.

Undersokningstypen skall framst svara mot hotbilden 6vergédning i kustvatten savél som
utsjoomraden. Férandrad UV-instralning® och klimat (framst temperatur) forvantas ocksa
orsaka forandring hos bakterievariablerna. Aven vissa miljogifter med verkan pa
fundamentala cellprocesser (exv. Hg, Cd, Cu, Ni och Zn) forvéntas paverka
bakterievariablerna initialt 7. Genetisk anpassning hos bakteriesamhallet kan dock dolja
belastning av tungmetaller redan inom nagra generationer.

Statistiska aspekter

Den rumsliga (horisontella) variationen hos bakterievariablerna & mindre &n den tidsmaéssiga
1.1 grunda omraden <25 m ar aven den vertikala variationen relativt liten. Fa stationer med
hog tidsupplosning anses idag ge basta skattning av arsmedelvérden for ett omrade. For att
bedéma paverkansomraden i exv. recipienter kan dock annan typ av upplaggning med stérre
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rumslig spridning av provtagningspunkter och enstaka djup vara fordelaktigare. Generellt sett
maste upplaggningen anpassas till fragestallningen.

Baserat pa hogfrekvent provtagning (18 ggr per ar) har styrkan (eg. sannolikheten att
upptécka en trend, 1-B) for bakteriebiomassa berdknats till 5% &'t med 80% sannolikhet for
en 11 &rs métserie 8. Motsvarande for bakterieproduktionen ar 12 % &r™* (1-$=0.80) for en 10
ars matserie. Vilken forandring per ar som kan anses motsvara signal om forhéjd produktion
ar ej fastlagt. Styrkan hos bakteriebiomassevariabeln ar nara jamférbar med den for nérsalter.

For langre matserier tillampas lampligen ett icke-parametriskt sasongsbaserad trendanalys av
typen Mann-Kendall (HELCOM rekommendation)®: 10, For intensivstationer dar tillracklig
tackning av sasongsvariationen finns (c:a 18 provtagningar per ar) kan arsproduktioner
anvandas och parametrisk linjar regression enligt modell | tillampas. Senaste arets matresultat
kan ocksa jamforas med 95% konfidensintervallet for hela foregadende matperiod.

Matvérden for bakteriebiomassa &r ofta normalférdelad. Bakterieproduktion och P/B-kvot kan
vanligen logaritm-transformeras till en approximativ normalférdelning. Dédrmed kan
parametriska variansanalyser (ANOVA) med efterf6ljande post-hoc tester tillampas for att
visa skillnader mellan lokaler och tidsperioder. | de fall dar normalférdelning ej kan uppnas
rekommenderas icke-parametriska test av typen Mann-Whitney U-test eller Wilcoxon signed
rank-test 11, Minst tre ars matningar (féren given méanad eller-helt ar) behavs for att kunna ta
hansyn till-naturlig variation vid test-av skillnad mot ett referensomrade. En bedémning av om
visad skillnad beror av antropogen paverkan-bor andock goras bl.a. genom jamférelse med
andra undersokningstyper, klimatologiska forandringar och forekomst av industriell eller
kommunal aktivitet. Anledningen &r att undersokningstypen p.g.a. sin styrka kan tdnkas
upptackanaturliga skillnader dven inom typomraden.

Matprogram

Variabler och tidsperioder

Bakterieproduktion och bakteriebiomassa méts for hela bakteriesamhallet. Den berdknade
kvoten mellan produktion och biomassa blir ddrmed en approximation for
medeltillvaxthastigheten per cell. Som extra information ger bildanalysen morfologiska
grupper for bakteriesamhallet. Metoder for rutinmassig 6vervakning pa artniva saknas.

Vattentemperatur ar en viktig forklaringsvariabel under den kallare delen av aret (Tabell 1).
Kunskap om forekomsten av flagellater som &r bakteriedtande kan bidra till tolkningen av
forandringar i bakteriebiomassan. Halten av 16st organiskt kol &r kopplat till
bakterieplanktonens substrattillgang. Kunskap om fosfathalten och halten av oorganiskt kvave
ar ocksa vardefullt som forklaringsvariabler till férandringar i bakterievariablerna.

Sékrast uppskattning av bakterieproduktionen och biomassa erhélls om bada variablerna mats
hogfrekvent med tva veckors intervall under den produktiva sdsongen. Kringvariablerna
temperatur och heterotrofa flagellater ger mojlighet att sérskilja temperatur och
betningseffekter pa variationen i bakterievariablerna. Detta kan minska mellanarsvariationen
och darmed 6ka styrkan hos huvudvariablerna. Forsiktighet bér dock visas vid nyttjande av
forklaringsvariabler som i sig sjalv kan paverkas av huvudvariabeln, som t.ex. halten av
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heterotrofa flagellater. Forklaringsvariablen kan exv. ocksa ta bort trender hos huvudvariabeln
p.g.a. interaktionen dem emellan.

Provtagning enskilda manader med lag mellanarsvariation kan ge uppfattning om nivan pa
bakterievariablerna jamfort med en referensstation. Augusti ar preliminért en god
forhandskandidat till en representativ manad. Minst tva provtagningar per manad bor
genomforas. VVardet av kringvariablerna minskar dock vid denna typ av provtagning, eftersom
de inte &r direkt korrelerade med huvudvariablerna inom ar.

Tabell 1. Huvudvariabler och kringvariabler i undersokningstypen hégfrekvent 6vervakning
av pelagiala bakterier. Preliminar provtagningsfrekvens anges.

Foreteelse Determinand  Fraktion Enhet Prio-  Frekvens Referens
ritet och till metod-
tidpunkter  protokoll

Vattenmassa ~ Bakterie- Hela samhallet,  celler m? dag™ 2 18 ggr&r'  Bilaga 1
produktion cellantal alt. Aug.
Vattenmassa ~ Bakterie- Hela samhallet,  pmol C m? dag™ 2 18 ggrér' Bilagal
produktion biomassa alt. Aug.
Vattenmassa _Bakterieantal —Hela samhallet  celler m™ 1 18 ggr&r'  Bilaga 2
alt. Aug.
Vattenmassa  Bakterie- Hela samhallet pmol C m2 1 18 ggr&r*  Bilaga 2
biomassa alt. Aug.
Vattenmassa  Bakterieantal  Morfologityper  celler m? 3 18 ggr&r*  Bilaga 2
alt. Aug.
Vattenmassa Temperatur - °C 1 18 ggr &r*  Termomet

alt. Aug. erel. CTD

Vattenmassa  Flagellater Heterotr. 1-5 um  pmol C/m? 3 18 ggr&r*  Se véxtpl.
alt. Aug.
Vattenmassa  Lost organiskt  Alla kolféreningar pmil liter™ 3 18 ggr &'  Bilaga 3
kol alt. Aug
Metoder

Matning av bakterieproduktion utfors enligt upptag av basanalogen tymidin enligt HELCOM
“s riktlinjer (se ocksé 12 och referenser dari). Metoden har modifierats for enklare och
billigare analys enligt metodprotokoll i bilaga 1 (jmf. 13).

Uppskattning av bakteriebiomassa gors genom markning med fargdmnet acridinorange och
analys i epifluorescencemikroskop enligt HELCOM's riktlinjer 14. Bildanalys enligt
Blackburn et al (1997) ger samtidigt med cellantal, data om biovolym och cellmorfologier.
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Detaljerade anvisningar ges i metodprotokoll i bilaga 2, dér vikten av snabb preparation efter
provtagning sarskilt beaktats 19,

L6st organiskt kol méts efter hog temperatur oxidering med infrarod spektroskopil6 enligt
bilaga 3 . Flagellater bestams i samband med analys av véxtplankton.

Plats/stationsval

For val av matstation ar kannedom om lokala stromférhallanden eller medeltemperatur kartor
av varde. Sétvattenplymer och speciellt turbulenta vattenomraden (eg. betingat av strommar
och bottentopografi) bor undvikas om inte syftet ar att mata just dessa. Kustens paverkan pa
naringsforhallandena kan variera mellan 0 och 10-tals kilometer beroende pa om det ar 6ppen
kust eller skargardsomrade 2. Definitionen av typomraden inom projektet
”Beddmningsgrunder for kusthav” bor beaktas vid placering av stationer.

Observations/provtagningsmetodik

Vattenprover tas med vattenhdmtare. Ldmplig volym &r 5 liter-och hamtare av exv. Niskin-typ
(PVC-plast) kan anvéndas. Se for dvrigt bilaga 1 och 2.

Arstidsvariationen hos bakterieplankton@r betydande, medanden rumsliga variationen ar
mindre 1. For att fa en god uppfattning om arsproduktion‘och medelbiomassa tas for
narvarande c:a 18 prover per ar pa en koordinatsatt matpunkt per lokal (exv. bassang,
typomrade). Antalet provtagningar kan komma att reduceras (jmf under "Ovrigt”).
Provtagning kencentrerad till manader med relativt liten mellanarsvariation kan utgéra en
alternativ strategi vid reducerad ambitionsniva. Augusti ar preliminart en rekommenderad
manad, dar minst tva prov inom manaden bor tas.

| grundare omraden (<25 m) ar djupfordelningen av bakterieplankton relativt homogen. Fem
prov anvénds idag for att uppskatta integrerad produktion och medelhalten bakteriebiomassa i
vattenpelaren. I djupare omraden ar halten i trofogena skiktet klart hogre an i underliggande
vattenmassa. Atta prov anvénds idag for att beskriva produktion och biomassa av bakterier pa
djupare lokaler (>100 m).

Tillvaratagande av prov, analysmetodik

Prover for bestdmning av bakteriehalt och -biomassa konserveras med formalin.
Mikroskopreparat gors helst inom 12 timmar och lagras fryst. Konserverat prov kan dock
sparas 14 dagar innan mikroskoppreparat gors, med en forsumbar paverkan pa matresultatet
(se bilaga 2).

Prover for bakterieproduktion maste tillvaratas inom 30 min. och upptagsexperiment
genomforas. Analys av radioisotop i upparbetade prover kan goras inom 7 dagar. For 6vrig
analysmetodik hanvisas till bilaga 1.

Databehandling

Bakterierna biovolym beraknas fran c:a 1000 celler dar medianvéardet for bakteriesamhallet
anvands som genomsnitt. Bakteriehalten berdknas fran samma data och bakteriebiomassan
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berdknas fran dessa varden och ett allometriskt forhallande mellan kolinnehall och biovolym
hos bakterierl’. 18, Se bilaga 2 for ytterligare information.

Bakterieproduktionen beréknas fran nettoupptag av radioisotopen tymidin baserat pa
triplikaten. En omvandlingsfaktor frdn mol tymidin upptaget till antal celler bildat tillampas
som baseras pa bestamningar fran havsomradet. Produktion av biomassa beréknas fran
kolinnehall per bakterie enligt ovan. Se bilaga 1 for ytterligare information.

Bakgrundsinformation

Kunskap om stromningsforhallanden (exv. inforsel av syrerikt vatten) och utbytestider ar
viktigt vid valet av plats for stationer och bidrar till en sékrare tolkning av resultaten.
Referensinformation fran ett motsvarande typomrade, utan direkta fororeningskallor, ger
mojlighet till direkta jamforelser med undersokningsomradet (jmf. bedéomningsgrunder for
kusthav). Tillgang till flera ars (> 3) data ger mojlighet att ta hansyn till naturlig variation.
Vattentemperatur ar dessutom av varde for tolkningen av data, framforallt pa intensivstationer
(>18 ggr &r™).Tillgéng till 6vriga planktonvariabler och information om bottenfauna bidrar
ocksa till att 6ka sékerheten i en tillstindsbeddmning. Kunskap.om sisongsvariationen hos
variablerna i typomradet r viktig om endast enskilda manader matts.

Utvardering

Bakterieproduktionen réknas om till dagsproduktion under antagande att dygnsvariationen ar
mindre an sasongsvariationen 19. 20, Om flera djup matts integreras produktionen Gver
bassangens medeldjup, medan ett viktat medelvérde beraknas for bakteriebiomassan. Kvoten
mellan produktion och biomassa kan beraknas for enskilda djup eller integrerade djupprofiler.

Vardena for bakterieproduktion och biomassa samt P/B-kvot kan jamfoéras med
referensstationer fran motsvarande typomrade dar direkta féroreningskallor ej finns (jmf.
bedémningsgrunder for kusthav). I vissa fall utgors referensstationerna av utsjo- eller
kuststationer i det nationella programmet. Tydliga avvikelser fran ett angivet jamforintervall
foranleder ytterligare undersokning av orsakerna vid behov.

Bakterievariablerna kan ocksa jamforas med litteraturdata fran motsvarande biotoper. De har
dock framforallt véarde i en langre tidsserie dér relativa forandringar kan dokumenteras.
Bakteriebiomassan ar ofta normalférdelad och signifikanta skillnader mellan lokaler, eller i ett
provtagningsnat inom en lokal, kan analyseras via parametrisk variansanalys (ANOVA). Vid
bedémning av papverkansgrad maste hansyn tas till naturlig rumslig och tidsmassig variation
inom och mellan lokaler. Information fran intensivstationer med langre matserier,
foretradesvis fran samma typomrade, ar i detta ssmmanhang vardefulla. En rekommendation
ar att varden signifikant hogre an 75% quartilen hos matvardena for typomradet och
referensperioden foljs upp.

Pa tidsserier dver 5 ar kan trendanalys som angivet under “Statistik” genomforas.
Forandringar bor framst jamforas med utsjostationer och klimatologiska variabler.
Samvariation mellan en kuststation och utsjostationer antyder att férandringarna ar
klimatologiskt betingade eller att det &r en storskalig forandring av annat slag &n klimat, t ex
kvéavedeposition med nederbdrd.
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Utvardering av inverkan fran UV-instralning gors framst genom analys av skillnader mellan 0
m prov och underliggande varden i djupprofilen. Bakterieproduktionen férvantas hdmmas
relativt kraftigare i ytan vid hég UV-exponering®. Skillnaderna forvantas visa specifika
sésongsvariationer.

Kvalitetssakring

Kvaliteten sakras fortlopande genom att iaktta noggrannhet i alla steg fran provtagning till
analys och folja angivna tidsbegrénsningar i upparbetningen i de metodprotokoll som
tillampas.

Analyserna av bakterieantal och -biomassa har automatiserats med hjalp av bildanalys, dar
bakterierna identifieras automatiskt vis s.k. neuralt natverk. Detta sékrar i sig
reproducerbarhet och gér analysen operatoroberoende, samt mer ekonomisk.

Reproducerbarheten i upparbetningen av bakterieproduktionsprover ar god med nuvarande
protokoll. Detta avser framst variansen inom replikat och nivan pa blankvéarden.

Standardfelet for cellantal skall understiga 5% mellan bildfalt pa ett mikroskop preparat.
Bakterieantal och biovolym kvalitetskontrolleras genom jamférelse med andra data i
djupprofilen och djupprofiler fran motsvarande sasong. Triplikat som har ett CV hdgre an
+41% bor kontrolleras och tydligt avvikande replikat (>>2 SD fran medelvardet) ev. strykas.
Likaledes bor blank prover som éverstiger 200 dpm kontrolleras och tydligt avvikande varden
ev. strykas. Data kvalitetskontrolleras genom jamforelse med andra data i djupprofilen och
djupprofiler fran motsvarande sasong. Arligen kalibreras bakterieproduktionsmetoden mot
tillvaxt av bakterier i havsvattenkulturer.

Metoderna interkalibreras regelbundet med 6vriga laboratorier inom HELCOM.

Rapportering, presentation

Data rapporteras till den regionalt kvalitetssékringsansvarige for vidare leverans till den
nationella biologiska databasen. | dagslaget forekommer undersokningstypen i det nationella
programmet endast inom Umea Marina Forskningscentrums ansvarsomrade. Kompetens for
kvalitetssakring av bakterievariablerna finns ddrmed framst vid UMF.

Bakterieantal rapporteras som totalantal celler liter" fér hela samhallet. Biomassa anges som
umol kol liter™. I fsrekommande fall anges de separat for olika morfologier.
Provtagningskoordinater, djup, datum och tidpunkt utgor providentifiering. Antal rdknade falt
och bakterier anges, samt £SD mellan réknade falt.

Bakteriebiovolym rapporteras som medianvolymen for samhallet i pm?. | fdrekommande fall
anges biovolymen for de olika morfologierna separat. Antal raknade falt och bakterier anges
samt +SD for medelvardet.

Bakterieproduktion anges for hela bakteriesamhallet som celler liter* dag™.
Provtagningskoordinater, djup, datum och tidpunkt utgér providentifiering.
Handbok for miljoovervakning
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Biomasseproduktion beraknas fran cellproduktion och uppmatt biovolym, och anges som
umol kol liter® dag™.

Omradeskartering presenteras fordelaktligen som konturlinjer eller staplar pa karta dver
omradet med teknik enligt Geografiska InformationsSystem. Tidsserier visas som integrerade
varden i x-y-figurer, liksom djupprofiler. For tidsserier kan antingen varje enskild
provtagning redovisas eller, fran intensivstationer, arsmedelvarden.

Datalagring, datavard

En regional databas for bakterievariabler finns vid Umea Marina Forskningscentrum med
matvarden fran 1984. Kontaktperson ar Johan Wikner. Framledes bor miljéévervakningsdata
fran undersokningstypen utgora en del av den nationella biologiska databasen.

Kostnadsuppskattning

Provtagnings- och analyskostnaden for bakterieproduktion uppskattas till 80 kr per provdjup.
Motsvarande kostnad for bakteriehalt och biovolym &r 65 kr per-provdjup. For morfologier
tillkommer 10 kr per prov. Fartygskostnad och extra personalomkostnader (sjotillagg,
traktamente och ev. 6vertid) ar ej inraknad.

Samordningsvinster kan normalt goras mellan framforallt pelagialprovtagning men dven
pelagial och bottenfauna. Detta galler framst fartygskostnad (2000 kr/person och dygn) och
extra personalkostnader (sjotillagg 30 kr /timme, traktamente 240 kr/dygn). Ev. Overtid
debiteras med 1.5 ggr (18.00-22.00) resp. 2 ggr (22.00-06.00) l6nekostnaden (ca. 100
Kr/timme).

En salt och temperatur profil (CTD-profil) kostar 89 kr. Flagellatantal utgor delresultat fan
vaxtplanktonanalys. Kostnaden for ett véaxtplankton prov (slang 0-14 m) &r 730 kr. Lost
organiskt kol kostar 148 kr per provdjup. Alla kostnader galler 1996 och for verksamhet vid
Umea Marina Forskningscentrum.

Ovrigt

Utvardering av bakterievariablernas vérde och styrka for miljotillstandsbeskrivning pagar och
berdknas klar 1998. Mojligheterna att uppna tillracklig styrka med reducerad provtagning i tid
(eg. en manad) skall undersokas, liksom samvariationen mellan intensivstationer pa skalan
150 km. Matserierna kommer ocksa att anvandas for att identifiera forklaringsvariabler som
kan bidra till hojd styrka och forenklad tolkning av resultaten. Slutligen kommer forsok att
bedéma gransvarde for tydlig paverkan att goras.
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Bilaga 1. Metod protokoll fér analys av [6st organiskt kol.

att

Ar under utarbetning. Bifogas senare.
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Syfte med utvardering av matprogram

Att skapa ett marint miljoovervakningsprogram som kan ge en tillrackligt bra
tillstandsbeskrivning till basta ekonomi

Mal med utvardering av matprogram

Att bestdmma styrka hos pelagiala variabler

Att bestdimma association mellan pelagiala variabler

Att bestdmma variablernas kénslighet for gédning och miljogifter
Att bestdamma varabilitet inom olika manader

Att bestamma om reducerad provtagning enskilda manader ger tillracklig styrka
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