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Sammanfattning

Vixtplankton utgor en viktig del av den marina naringsvaven. Darfor pagar
nationell och regional 6vervakning av vixtplanktons utbredning i tid och rum,
antal, biomassa och biodiversitet i haven runt Sverige. EU-direktiv och
mellanstatliga konventioner influerar 6vervakningens utformning. Vissa
algblomningar kan vara skadliga, darfor finns ett visst fokus pé alger som
producerar gifter eller ar skadliga pd annat satt. For att utféra 6vervakningen pa ett
kostnadseffektivt sitt behover flera olika metoder kombineras. I den hir rapporten
presenteras resultat fran en jamforelse av mikroskopbaserad analys av
vaxtplanktonprover med resultat baserad pa rDNA-metabarcoding. Provtagning
skedde med hjilp av ett sa kallat FerryBox-system i juli 2013 p4 arton platser langs
en salthalts-gradient (ca 3-24 promille) frin Bottenviken via Bottenhavet och
Egentliga Ostersjon till Kattegatt. Resultat frin rDNA metabarcoding visade p& en
mycket storre biodiversitet jamfért med data fran mikroskopi. Totalt 89 olika
organismer identifierades med mikroskop (Utermo6hl-metoden). Bland dessa ingar
samlingsgrupper som “oidentifierade flagellater” och “oidentifierade encelliga
organismer”. Baserat pd rDNA data noterades totalt ca 2000 olika organismer
(exKklusive heterotrofa bakterier) vilket innebér att mer dn 95% av biodiversiteten
forbisdgs med Utermohl-metoden. For prokaryoter (16S rDNA) noterades 36 olika
Operational Taxonomic Units (OTUs) for cyanobakterier och for eukaryoter (18S)
noterades 1860 olika OTU. Flera organismer som noterades med mikroskopi
saknades helt i rDNA data. Det tyder pa att referensdatabaser for 16S och 18S
rDNA saknar sekvenser for vanligt forekommande arter i haven runt Sverige. Det
kan ocksa bero pa att just sekvensdelen 18S ar identisk for vissa arter/sldkten,
varfor klassificeringen hamnade pa en hogre taxonomisk niva.

rDNA-barcoding ger inte samma typ av data som mikroskopi, det saknas bl.a.
motsvarigheter till cellantal och biomassa. En alternativ molekylarbiologisk metod
ar sa kallad kvantitativ PCR (qPCR). Med qPCR kan méangden DNA for enskilda
organismer bestimmas, miangden DNA ir relaterat till cellantal. Idag ar det endast
mojligt att utfora qPCR pa ett fatal organismer i ett prov.

Forfattarna foreslar att rDNA-barcoding av plankton infors i marina 6ver-
vakningsprogram i Sverige som komplement till annan metodik. Férutom att
rDNA-data ger hogupplost information om biologisk méngfald, s& har rDNA
barcoding ett lagt pris per prov om manga prover analyseras och dr inte beroende
av mikroskopisters skicklighet att identifiera organismer. Inférandet bor innehélla
foljande delmoment: 1. Pilotstudie — rDNA-data for ett helt ar jamfors med
mikroskopi och flodescytometri; 2: Sekvensering av vanligt forekommande arter
som saknas i referensdatabaser; 3: Standardisering av provtagningsprotokoll; 4:
Standardisering av metodik for sekvensering; 5: Utveckling av qPCR for utvalda
skadliga arter; 6: Standardisering av datafloden och jamforelser med inter-
nationella referensdatabaser; 7: Uppbyggnad av system for datahantering hos
nationell datavird och 8: Utveckling av bedomning av miljostatus géllande t.ex.
biodiversitet och invasiva arter baserat pd rDNA data.
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Abstract

Phytoplankton is a fundamental part of the marine food web. Therefore, a national
monitoring programme that is focused on the spatial and temporal distribution of
phytoplankton in the sea around Sweden is ongoing. The design of surveillance is
based on EU directives and intergovernmental conventions. Since some algal
blooms can be harmful, there is a special focus on the algae that produces toxins
and are potentially harmful in other ways. To carry out the monitoring in a cost
effective way, several methods are conducted. This report presents a comparison of
the results yielded by microscope-based analysis and rDNA metabarcoding-based
analysis. Sampling was done with the help of a Ferrybox system in July 2013 in
eighteen locations along a salinity gradient (3 - 24%o) from the Bothnian Bay
through the Bothnian Sea and the Baltic Proper to the Kattegat. Results of rDNA
metabarcoding showed a much greater biodiversity compared to the result from
microscopic counting (Utermohl method). In total, only 89 organisms were
identified by Utermohl method and the rest were marked as "unidentified
flagellates" and "unidentified unicellular organisms". rDNA metabarcoding
recorded a total number of almost 2,000 different organisms (excluding hetero-
trophic bacteria), which means that more than 95% of biodiversity was overlooked
by Utermohl method. Altogether 36 Operational Taxonomic Units (OTUs) were
identified as cyanobacteria from the prokaryotes data (16S rDNA) and 1860
different OTUs were found in eukaryotes data (18S rDNA). There were still several
organisms missing from the list that microscopic counting yielded. This result
suggests that the reference databases for the 16S and 18S rDNA sequences lack
some species common in the seas surrounding Sweden. Another reason may be
that the 18S rDNA is identical to other species or a genus leading to that the
classification is at a higher taxonomic level.

Metabarcoding provides different types of data than microscopic counting. The
rDNA-based data can offer a high resolution on biodiversity but cannot offer data
on cell counts and biomass as microscopic counting does. An alternative molecular
biological method is known as quantitative PCR (qPCR) which can determine the
amount of DNA from individual organisms so that the cell count of the organisms
can be inferred. At present it is only possible to perform qPCR on a small number
of organisms in a sample.

The authors suggest introducing the rDNA metabarcoding approach of plankton
analysis in Swedish marine monitoring programs as a complement to other
methods. Besides its advantage regarding the high resolution on biodiversity, rDNA
barcoding has a low price per sample when many samples are analysed in one go,
and it is not dependent on the taxonomists’ skill on identifying organisms. The plan
includes the following elements: 1. Pilot study - rDNA data from a full year should
be compared with microscopy and flow cytometry data; 2: Sequencing of the
common species in the Baltic that are missing in the reference databases; 3:
Standardization of sampling protocols; 4: Standardization of sequencing method;
5: Developing qPCR method targeting selected harmful species; 6: Standardization
of sequencing data and comparing it with the available reference databases; 7:
Structuring the data management system for the monitoring data and 8:
Development of the assessment of the environmental status regarding biodiversity
and invasive species based on rDNA data.
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Inledning
Syftet med rapporten

Syftet med den hir rapporten ar att beskriva en jamforelse av mikroskopi-
baserad analys av vattenprover med rDNA-baserad analys av samma prover
och att ge rekommendationer gillande inférande av molekylarbiologisk
analysmetodik av plankton inom svensk marin miljoovervakning.

Bakgrund

Vaxtplankton utgor grunden i den marina niaringsvaven. Artsammanséattning,
cellantal och biomassa ingar i marina miljo6vervakningsprogram sedan lange.
Det finns ménga anledningar att 6vervaka viaxtplanktonsamhallets
artsammansattning. I EU:s vattendirektiv (EU 2000) och Havsmiljodirektiv
(EU 2008 och 2010) ingér vixtplankton i indikatorer relaterade till
biodiversitet, introducerade arter, fodovivar, 6vergodning m.m. Skadliga
algblomningar kan paverka marina ekosystem kraftigt. Biotoxiner, som
produceras av vissa vaxtplankton, kan ansamlas i bl.a. musslor, och utgora en
hélsofara for méanniskor. Inom HELCOM-COMBINE programmet for
Ostersjon (HELCOM 2015) pagér vixtplanktonovervakning sedan slutet av
1970-talet. Aven inom OSPAR-omradet, i vilket Kattegatt och Skagerrak ingar,
ar overvakning av viaxtplankton en viktig del. Riktlinjer for vaxtplankton-
overvakningen inom OSPAR &r under revision. Livsmedelsverket ansvarar for
overvakning av algtoxiner i tviskaliga skaldjur som skordas fér konsumtion
samt for 6vervakning av vixtplankton som producerar dessa algtoxiner. Utover
nationell miljo6vervakning pagar regional 6vervakning av vaxtplankton langs
Sveriges kuster. En av flera anledningar ar att uppfylla EU:s vattendirektiv (EU
2000). Denna 6vervakning administreras ofta av Lansstyrelser eller
vattenvardsforbund (Karlson 2014).

Om metodik for analys av planktonprover

I en skrift i Havs- och vattenmyndighetens rapportserie beskrivs olika typer av
provtagningsutrustning och analysmetoder for plankton relativt detaljerat
(Karlson 2014). En anledning till att olika metoder anvinds &r att det ar
onskvirt att fainga upp naturlig variabilitet i tid och rum p4 ett kostnads-
effektivt satt. I en rapport publicerad av UNESCO-IOC beskrivs olika metoder
for vaxtplanktonanalys i detalj (Karlson et al. 2010).

Mikroskop-baserad analys av vaxtplanktonprover

Mikroskop har anvénts for att observera vaxtplankton i vattenprover sedan
1800-talet. Till en borjan anvindes planktonnit av silke for att koncentrera
plankton men redan i borjan av 1900-talet noterade Lohmann (1911) att ménga
planktonorganismer passerar genom nitet. Silke har ersatts av nylon men
planktonnat ar fortfarande inte ett kvantitativt satt att koncentrera vaxt-
plankton. De mindre organismerna gar ritt igenom nétet och méanga storre
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organismer trasas sonder. Utermohl (1931 och 1958) anvinde sedimentations-
kammare for att koncentrera plankton. Denna metodik, kallad Utermohl-
metoden, dr idag vanlig och har visat sig fungera mycket bra nir den jamforts
med andra metoder (Godhe et al. 2007). Edler och Elbrachter (2010) har
beskrivet metodiken i detalj. Tyvarr fungerar Utermohl-metoden inte f6r de
minsta och talrikaste planktonorganismerna, sa kallade nano- och piko-
plankton. Nanoplankton (2-20 um) ar ofta svéra att identifiera med Utermohl-
metoden och kategorierna "unidentified flagellates” samt ”"unidentified
unicells” anvands ofta. For pikoplankton (0.2-2 um) anvints vanligen
fluorescensmikroskopi pa prover som koncentrerats genom filtrering (Maclsac,
1993), alternativt anvinds flodescytometri for analys av pikoplankton
(Campbell, 2001).

De mikroskopibaserade metoderna ger information om biodiversitet, t.ex. vilka
arter och hur ménga arter som finns i ett prov, abundans (t.ex. antal
organismer per liter) och biomassa. Biomasse-bestimning utgar ifran hur stor
volym (cellvolym) en organism har (Olenina et al 2006). Utifrin cellvolym
beraknas sedan kolinnehall enligt omréakningsfaktorer som ar specifika for
olika grupper av plankton (Menden-Deuer och Lessard 2000).

Molekylarbiologisk teknik for analys av planktonprover

De flesta molekylarbiologiska tekniker for att identifiera plankton bygger pa att
det finns DNA sekvenser som ar unika for en viss art eller ett slidkte. Sekven-
serna bor vara variabla mellan arter men konserverade inom arter. De behover
ocksa omgardas av lag-variabla regioner som majliggor PCR-amplifiering av
sekvensen med hjilp av PCR-primers som matchar DNAt hos en stor del av
organismerna man vill identifiera. Det &r ocksa viktigt att det finns ett stort
referensmaterial i form av sekvenser fran kianda organismer. Ofta anviands 16S
rDNA (ribosomalt DNA) for bakterier, inklusive cyanobakterier, och 18S rDNA
for eukaryota plankton. En férdel med dessa sekvenser, utéver vad som
angivits ovan, ar att de dessutom majliggor analys av rRNA istéllet for rDNA.
Det finns ménga fler kopior av rRNA i en cell jamfért med rDNA och
analyserna blir darfor enklare. En nackdel med att analysera rRNA ar att
antalet rRNA kopior per cell varierar stort mellan olika arter. I en och samma
art kan antalet rRNA kopior variera beroende pa fas i livscykel och beroende pa
tillvaxtforhallanden. Dessutom dr RNA mindre stabilt an DNA och &r
kansligare for nedbrytning.

Det finns flera olika typer av molekylarbiologiska metoder for planktonanalys. I
s kallad Sandwich hybridisering anviands markorer som binder till rDNA eller
rRNA i malorganismen. Ofta anvands fluorescerande markorer, i dessa fall
anvands fluorescensmikroskop, eller annan utrustning som mater fluorescens,
for att detektera malorganismerna. En fordel med metoden &r att samma
organismer kan identifieras bade utifrdn morfologi och DNA om mikroskop
anvands. The Environmental Sample Processor (ESP) ar en sorts automatiserat
minilaboratorium som bl.a. kan anvindas under vattnet och som automatiskt
utfor hybridisering av plankton koncentrerade pa filter for att identifiera och
rakna skadliga alger (Anderson et al 2012). En annan metod ar sa kallade
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microarrays, eller "DNA-chip” dar DNA eller RNA marks in med fluroforer och
hybridiseras pa ett chip som har "DNA prober” mot olika organismer i olika
positioner pa ytan. Med denna metod ar det svart att identifiera sekvenser som
man inte visste fanns i provet pa forhand. Precisionen av metoden blir ocksa
lidande av att DNAL till viss del kors-hybridiserar med prober for niarbesliktade
arter.

I den hér rapporten anvands s kallad metabarcoding-teknik. Metoden har
blivit populidr sedan storskalig sekvensering (high throughput sequencing)
utvecklats och blivit relativt billig att utfora. Alla organismer i ett vattenprov
koncentreras pa ett filter. Darefter amplifieras art-markor sekvensen (t.ex. en
utvald del av rDNA) som man ska analysera m.h.a. PCR. Darefter sekvenseras
ett stort antal av de PCR-amplifierade sekvenserna. Detta resulterar i ett stort
antal "reads” av olika 16S och 18S sekvenser. Sekvenserna jamfors sedan med
kianda sekvenser i databaser. Ofta kan arter eller slikten identifieras men det
finns dven sekvenser som hor till organismer som saknas i referensdata-
baserna, och vissa arter och t.o.m. slakten har identiska sekvenser vilket i dessa
fall endast mojliggor klassificering pa en hogre taxonomisk niva. Antalet
sekvenser for en viss organism dividerat med totalantalet sekvenser ger en
relativ abundans.

Medan sekvenseringen ger relativ abundans av olika sekvens-typer i provet ger
den ingen absolut kvantifiering. Detta kan dock till viss del avhjédlpas genom att
riakna antalet vixtplankton och/eller bakterieceller i provet med t.ex. flodes-
cytometri och multiplicera de relativa abundanserna med totala antalet celler
per volym. Alternativt kan man kvantifiera total mangd bakteriellt och/eller
eukaryot rRDNA i provet m.h.a. kvantitativ-PCR (q-PCR) och multiplicera de
relativa abundanserna med dessa varden. Olika arter har dock olika antal
kopior av rDNA-genen i cellen, vilket dessa metoder inte kan justera for.
Genom att jaimfora data for mikroskopiska kvantifieringar och (justerade)
rDNA sekvenser for ménga prover s kan man troligtvis pa sikt skapa art-
specifika kalibreringskurvor. I Norge har man utvecklat q-PCR for nagra arter
som orsakar fiskmortalitet (Engesmo 2016 och Engesmo et al. Manuskript).

11
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Material och metoder

Provtagning och lagring av prover

Vattenprover samlades in 13-19 juli ir 2013 i Kattegatt, Egentliga Ostersjon och
i Bottniska viken (Fig. 1). Ett sa kallat Ferrybox-system ombord pa lastfartyget
TransPaper anviandes vid provtagning. Vatten pumpas in i fartyget fran ca 3 m
djup. Automatiska mitinstrument méter temperatur, salthalt, syre, fluorescens
fran klorofyll m.m. Det finns dven automatiska vattenprovtagare. Ferrybox-
systemet ar beskrivet i detalj av Karlson et al. (2016). Vattenproverna som
anvindes i den hir rapporterade studien samlades in genom att en kran
oppnades, sedan fylldes en polykarbonatbehallare med ca 10 liter havsvatten
vid varje provtagningstillfalle. Ur denna behallare togs sedan mindre
provvolymer for vidare bearbetning. Vattnet i behéllaren blandades om for att
undvika att plankton sedimenterade till botten eller fl6t upp till ytan. Prover for
analys med Utermohl-metoden konserverades med sur Lugols 16sning och
forvarades i rumstemperatur till dess att analysen startade. For rDNA
sekvensering filtrerades en volym mellan 200 och 500 ml pé 0.2 ym mixed
cellulose ester membrane filters (Merck Millipore Inc.). Efter avslutad filtrering
veks filtren ihop och stoppades ned i plastburkar (kryovialer) och frystes i
flytande kvave. Filtren forvarades i flytande kvive eller vid -80 °C till dess att
DNA- extraktion startade. For analys av klorofyll a filtrerades 200-500ml pa
Whatman GF/F filter med diametern 25 mm. Proverna férvarades pa samma
satt som rDNA-proverna.

66 °N

9°%  12°E 159 18°E  21°E  24°E

Fig. 1. Karta over provtagningspunkter. Kélla for kartunderlag:
http://www.ngdc.noaa.gov/mgg/shorelines/data/gshhs/

12
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Klorofyll a

Fotosyntespigment analyserades med HPLC enligt Wright & Jeffrey (1997).
Halterna av de flesta pigmenten, forutom klorofyll a, var sa laga att de inte
kunde kvantifieras. Endast klorofyll a koncentrationer rapporteras hér.

Mikroskopi-baserad analys

Analysen utfordes enligt HELCOM-COMBINE (2015), se dven Edler &
Elbrachter 2010. Cellvolymer ar enligt Olenina et al. (2006) med arliga
uppdaterringar av artlistor och cellvolymer enligt HELCOM Phytoplankton
Expert Group. Artlistor med cellvolymer finns tillgiangliga pd www.ices.dk.
Sedimentationskammare med en volym pa 10 ml anviandes vid analyserna som
utfordes med ett Nikon Diaphot inverterat mikroskop. Data har bearbetats med
programvaran Plankton Toolbox (Karlson et al. 2015). Programvaran ar gratis
och finns tillganglig pa http://nordicmicroalgae.org/tools. Programvaran
anvandes framforallt for aggregering till olika taxonomiska nivéer. Data fran
mikroskop-analys ar fritt tillgangliga pa Svenskt Oceanografiskt Datacentrum,
www.smbhi.se.

Extraktion av DNA, PCR amplifiering och
sekvensiering av rDNA

DNA extraherades med PowerWater® DNA isolation kit (MO-BIO
Laboratories Inc, Carlsbad CA, USA) enligt instruktioner fran tillverkaren. V3-
V4 regionerna av 16S rDNA PCR amplifierades med primrar 341F
(CCTACGGGNGGCWGCAG) och 805R (GACTACHVGGGTATCTAATCC)
(Herlemann et al., 2011). V4-V5 regionerna av 18S rDNA amplifierades med
primerar 574*F (CGGTAAYTCCAGCTCYV och 1132R
(CCGTCAATTHCTTYAAR) (Hugerth et al., 2014). En tvastegs PCR anvindes
med totalt 35 respektive 38 PCR cykler for 16S och 18S rDNA. Sekvensieringen
utférdes pa Scilifelab i Stockholm med en Illumina MiSeq (Illumina Inc, USA).
En mer detaljerad beskrivning finns i Hu et al. (2016).

Fran sekvenser till biodiversitet

Utifran de rda DNA sekvenserna togs sa kallade Operational Taxonomic Units
(OTU) fram. Metodiken for att ta fram OTU finns beskriven i
https://github.com/EnvGen/Tutorials. USEARCH anvéndes for ”quality
trimming and OTU-clustering” (Edgar, 2010). For cyanobakterier anviandes
16S sekvenser av rDNA som jamfordes med databasen SILVA 119 SSU (Quast
et al., 2013). For eukaryota organismer anviandes 18S sekvenser som jamfordes
med sekvenser i databasen PR2 (baserad pa GenBank 203 - October 2014,
Guillou et al., 2013). En mer detaljerad beskrivning finns i Hu et al. (2016),
tillganglig har: http://dx.doi.org/10.3389/fmicb.2016.00679
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Resultat

Salthalt, temperatur och klorofyll.

I figur 2 finns kartor som visar salthalt, temperatur, klorofyllfluorescens och
phycocyaninfluorescens fran FerryBox-systemet. I Fig. 3 finns diagram 6ver
salthalt, temperatur och klorofyll. Salthalten varierade mellan 2.2 och 24.2. De
lagsta salthalterna uppmaittes i Bottenviken och de hogsta i Kattegatt.
Temperaturen varierade mellan 12.3 och 19.1 °C. Klorofyllhalterna var laga,
vilket ar normalt for arstiden. Den ldgsta halten uppmattes i Kattegatt (station
r) och den hogsta halten i Egentliga Ostersjon (station m).

10
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Fig. 2. Kartor som visar utvalda parametrar fran de automatiska matningarna
med FerryBox-systemet. Killa for kartunderlag:
http://www.ngdc.noaa.gov/mgg/shorelines/data/gshhs/
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Fig. 3 Uppifran och ned: Salthalt, temperatur och klorofyllkoncentration
vid de olika provtagningspunkterna. Se Fig. 1 for karta.

Resultat fran mikroskopi och rDNA

Oversikt biodiversitet

Prover fran arton stationer analyserades med bade mikroskopi (Utermohl-
metoden) och rDNA-barcoding. Totalt 88 olika namn anvindes for organismer
noterade med Utermohlmetoden (tabell 1). Namnen innefattar arter, sliakten,
och ibland &ven andra taxonomiska nivder samt namn pa grupper av
oidentifierade organismer. Trofityperna autototrof (benamns ofta fototrof),
mixotrof och heterotrof anviandes. I gruppen “flagellates” ingick bade autotrofa
och heterotrofa organismer.

rDNA resultat, som sammanfattas i tabellerna 2-4, visar pa att totalt 1860 olika
Operational Taxonomic Units, OTU (unika 18S rDNA-gener) forekom i de
arton proverna vilket indikerar 1860 olika eukaryota organismer.
Etthundrafem (105) av dessa horde till flercelliga djur (Metazoa), t.ex. stérre
zooplankton. Ovriga 1755 OTU representerar encelliga eukaryoter, ibland
kallade protister. Resultat frdn 16S-data (prokaryota organsimer) visar pa totalt
1235 olika bakterier varav 156 cyanobakterier. Kompletta OTU-listor med
DNA-sekvenser och namn finns som bilagor till Hu et al. 2016.
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Tabell 1. Lista 6ver organismer som noterades vid mikroskopanalys av

prover fran 18 stationer.

Plankton Group
Ciliophora
Ciliophora
Ciliophora
Ciliophora
Cryptophyta
Cryptophyta
Cryptophyta
Cryptophyta
Cyanobacteria
Cyanobacteria
Cyanobacteria
Cyanobacteria
Cyanobacteria
Cyanobacteria
Cyanobacteria
Cyanobacteria
Cyanobacteria
Cyanobacteria
Cyanobacteria
Bacillariophyta
Bacillariophyta
Bacillariophyta
Bacillariophyta
Bacillariophyta
Bacillariophyta
Bacillariophyta
Bacillariophyta
Bacillariophyta
Bacillariophyta
Bacillariophyta
Bacillariophyta
Bacillariophyta
Bacillariophyta
Bacillariophyta
Bacillariophyta
Bacillariophyta
Bacillariophyta
Bacillariophyta
Bacillariophyta
Bacillariophyta
Bacillariophyta
Bacillariophyta
Bacillariophyta
Dinophyta
Dinophyta
Dinophyta
Dinophyta
Dinophyta
Dinophyta
Dinophyta
Dinophyta
Dinophyta
Dinophyta
Dinophyta
Dinophyta
Dinophyta
Dinophyta
Dinophyta
Dinophyta
Dinophyta
Dinophyta
Dinophyta
Dinophyta
Dinophyta
Dinophyta
Dinophyta
Euglenozoa
Chlorophyta
Chlorophyta
Chlorophyta
Chlorophyta
Chlorophyta
Chlorophyta
Chlorophyta

Class
Gymnostomatea
Oligotrichea
Prostomatea
Unidentified ciliates
Cryptophyceae
Cryptophyceae
Cryptophyceae
Cryptophyceae
Cyanophyceae
Cyanophyceae
Cyanophyceae
Cyanophyceae
Cyanophyceae
Cyanophyceae
Cyanophyceae
Cyanophyceae
Cyanophyceae
Cyanophyceae
Cyanophyceae
Bacillariophyceae
Bacillariophyceae
Bacillariophyceae
Bacillariophyceae
Bacillariophyceae
Coscinodiscophyceae
Coscinodiscophyceae
Coscinodiscophyceae
Coscinodiscophyceae
Coscinodiscophyceae
Coscinodiscophyceae
Coscinodiscophyceae
Coscinodiscophyceae
Mediophyceae
Mediophyceae
Mediophyceae
Mediophyceae
Mediophyceae
Mediophyceae
Mediophyceae
Mediophyceae
Mediophyceae
Mediophyceae
Mediophyceae
Dinophyceae
Dinophyceae
Dinophyceae
Dinophyceae
Dinophyceae
Dinophyceae
Dinophyceae
Dinophyceae
Dinophyceae
Dinophyceae
Dinophyceae
Dinophyceae
Dinophyceae
Dinophyceae
Dinophyceae
Dinophyceae
Dinophyceae
Dinophyceae
Dinophyceae
Dinophyceae
Dinophyceae
Dinophyceae
Dinophyceae
Euglenophyceae
Chlorophyceae
Chlorophyceae
Chlorophyceae
Chlorophyceae
Chlorophyceae
Prasinophyceae
Prasinophyceae

Scientific name
Mesodinium rubrum
Helicostomella subulata
Tiarina

Ciliophora

Hemiselmis

Leucocryptos marina
Plagioselmis prolonga
Teleaulax

Anabaena
Aphanizomenon
Aphanizomenon flos-aquae
Aphanocapsa
Aphanothece paralleliformis
Cyanodictyon
Lemmermanniella
Nodularia spumigena
Pseudanabaena limnetica
Snowella

Woronichinia
Bacillariophyceae
Cylindrotheca closterium
Diatoma tenuis

Nitzschia paleacea
Pseudo-nitzschia
Actinocyclus

Dactyliosolen fragilissimus
Guinardia delicatula
Guinardia flaccida
Leptocylindrus danicus
Leptocylindrus minimus
Proboscia alata
Thalassiosira levanderi
Attheya septentrionalis
Chaetoceros

Chaetoceros affinis
Chaetoceros ceratosporus var. ceratosporus
Chaetoceros crinitus
Chaetoceros danicus
Chaetoceros impressus
Chaetoceros pseudobrevis
Chaetoceros subtilis var. subtilis
Chaetoceros throndsenii var. throndsenii
Chaetoceros wighamii
Alexandrium ostenfeldii
Amphidinium sphenoides
Ceratium fusus

Ceratium longipes
Ceratium tripos
Cladopyxis claytonii
Dinophysis acuminata
Dinophysis norvegica
Gymnodiniales
Gymnodinium
Gymnodinium simplex
Heterocapsa rotundata
Heterocapsa triquetra
Katodinium glaucum
Oblea rotunda
Phalacroma rotundatum
Prorocentrum cordatum
Protoperidinium
Protoperidinium brevipes
Protoperidinium steinii
Pyrophacus horologium
Scrippsiella

Scrippsiella hangoei
Eutreptiella
Desmodesmus armatus var. armatus
Eudorina elegans
Monoraphidium contortum
Monoraphidium griffithii
Monoraphidium minutum
Pyramimonas
Pyramimonas virginica

Trophic type
MX
HT
HT
HT
AU
HT
AU
AU
AU
AU
AU
AU
AU
AU
AU
AU
AU
AU
AU
AU
AU
AU
AU
AU
AU
AU
AU
AU
AU
AU
AU
AU
AU
AU
AU
AU
AU
AU
AU
AU
AU
AU
AU
AU
HT
AU
AU
AU
AU
MX
MX
HT
HT
AU
AU
MX
HT
HT
HT
AU
HT
HT
HT
AU
AU
AU
AU
AU
AU
AU
AU
AU
AU
AU



Chlorophyta
Chlorophyta
Haptophyta
Ochrophyta
Ochrophyta
Ochrophyta
Ochrophyta
Others
Ochrophyta
Others
Charophyta
Unidentified
Unidentified
Unidentified
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Trebouxiophyceae
Ulvophyceae
Prymnesiophyceae

Oocystis
Planctonema lauterbornii
Chrysochromulina

Chrysophyceae Dinobryon
Chrysophyceae Dinobryon divergens
Chrysophyceae Dinobryon faculiferum
Chrysophyceae Paraphysomonas
Cryptophyta, ordines incertae sedis Katablepharis
Dictyochophyceae Dictyocha speculum
Ebriophyceae Ebria tripartita
Klebsormidiophyceae Elakatothrix gelatinosa
Unidentified cells without flaggella Unicell

Unidentified flagellates, autotrophic Flagellates
Unidentified flagellates, heterotrophic Flagellates

Tabell 2. Lista 6ver de viktigaste organismgrupperna identifierade med
16S och 18S rDNA i arton prover.

Huvudgrupp Exempel p& marina organismer i Antal unika OTU

(namn enligt SILVA- och PR2- gruppen

databaserna)

Bacteria Bakterier inklusive cyanobakterier 1243
och kloroplaster

Cyanobacteria Cyanobakterier (blagronalger) 36

Alveolata Dinoflagellater, ciliater 415

Apusozoa En grupp av flagellater som livnar 1
sig pa bakterier

Archaeplastida Gronalger, rédalger 107

Hacrobia Rekylalger (Cryptophyta) och 132
héftalger (Haptophyta)

Opisthokonta Bland annat hégre djur och 90
svampar (fungi) samt
choanoflagellater

Stramenopiles Kiselalger, "guldalger” m.m. 278

Rhizaria Foraminiferer, radiolarier och 169
amobalika organismer.

Eukaryota organismer som inte 563

kunde knytas till nAgon av

ovanstaende grupper

Summa encelliga eukaryoter 1755
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Tabell 3. Antal unika OTU for nigra utvalda taxa pa taxonomisk niva 3
(~phylum) i PR2-databasen som observerats i de arton proverna.

Huvudgrupp Antal unika OTU
(PR2-databasen)

Chlorophyta 99
Rhodophyta 2
Ciliophora 168
Dinophyta 238
Ochrophyta 206
Haptophyta 67
Cryptophyta 19
Picobiliphyta 6
Choanoflagellida 23
Fungi 56
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Tabell 4. Antal unika OTU for nigra utvalda taxa pa taxonomisk niva 4
(~Kklass) i PR2-databasen som observerats i de arton proverna.

Namn pé grupp i PR2-databasen

Exempel pad marina organismer
eller kommentar

Antal unika OTU

Chlorophyceae Vissa grona flagellater och 18
gronalger utan flageller

Eustigmatophyceae Vissa grona mikroalger, t.ex. 5
Nannochloropsis

Mamiellophyceae Vissa grona mikroalger, t.ex. 31
Micromonas

Trebouxiophyceae Vissa grona mikroalger, t.ex. 24
Chlorella och Planctonema

Florideophyceae Rodalger 2

Dinophyceae Dinoflagellater, t.ex. sliktena 144
Alexandrium och Dinophysis.

Syndiniales Organismer besliktade med 93
Dinophyceae

Prymnesiophyceae Hiftalger, t.ex. sliktena 62
Emiliania, Chryoschromulina
och Prymnesium

Pavlovophyceae T.ex. sldktet Pavlova 5

MAST Marine Stramenopiles 30

Oomycota Har tidigare forts till Fungi 9

Bacillariophyta (notera att detta Kiselalger, t.ex. sliktena 55

phylum innehaller tre olika klasser |Skeletonema, Coscinodiscus och

av kiselalger) Thalassiosira

Chrysophyceae och Synurophyceae | Paraphysomonas, Dinobryon 100

Pelagophyceae Aureococcus 5

Dictyochophyceae Dictyocha, Pedinella, 25
Pseudopedinella,
Pseudochattonella

Cryptophyceae Cryptomonas, Hemiselmis, 19
Rhodomonas, Teleaulax

Chytridiomycota Fordes tidigare till Fungi 20

Euglenozoa Euglena, Eutreptiella 3
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Fig. 5. Relativ abundans for bakterier baserad pa metabarcoding av 16S
rDNA. Pa x-axlarna visas salthalt och stationsnamn. A visar huvud-
grupper av bakterier, B visar dominerande cyanobakterie-OTU:er
(Subsection I innefattar pikocyanobacterier), OTU_56 dr en Microcystis
och Subsection IV innehaller filamenttsa cyanobacterier, OTU_ 777,
OTU_49 och OTU_19 hoér till Aphanizomenon, Nodularia och
Dolichospermum (syn. Anabaena). C visar Bakteriegruppen SAR11 (en
av de vanligaste heterotrofa bakterie-grupperna). Figuren ar modifierad
efter en forlaga i Hu et al. 2016.
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Cellantal, biovolym och biomassa

Utermohl-metoden resulterade i ett totalt cellantal pd max ca 1 miljon celler
per liter (Fig. 4). Notera dock att sa kallade pikoplankton forbises med
Utermohlmetoden. Sommartid observeras pikoplankton ofta i cellantal mellan
100 miljoner per liter och en miljard celler per liter och utgor en stor del av den
totala vaxtplanktonbiomassan. Cryptophycéer och grona flagellater samt
oidentifierade mikroalger var de dominerande grupperna nar det géller
cellantal i resultaten fran Utermohlmetoden. Nar det giller biomassa beraknad
som biovolym eller kolinnehall per liter ser bilden helt annorlunda ut (Fig. 4).
Cyanobakterier, kiselalger och dinoflagellater utgor storst biomassa. De
oidentifierade organismerna utgor endast en liten del av biomassan. Det ar vart
att notera att kiselager har en hog andel av biovolymen, framforallt i Kattegatt.
Kolinnehall ger en mer rattvisande bild av biomassa dn biovolym som
overskattar kiselalger jamfort med andra grupper.
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Fig. 4 Mikroskopi-data summerade till huvudgrupper av encelliga
organismer. Uppifran och ned: cellantal, biovolym och biomassa
berdknat som kolinnehall.
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Oversikt - totalt antal taxa och”Operational Taxonomic Units”

Totalt 89 olika organismer (Tabell 1) identifierades med mikroskop (Utermohl-
metoden). Bland dessa ingar samlingsgrupper som “oidentifierade flagellater”
(flagellates) och ”oidentifierade encelliga organismer” (unicells). Meta-
barcoding data sammanfattas i tabellerna 2-4 och i figurerna 5 och 6. Baserat
pa rDNA data noterades totalt ca 2000 olika Operational Taxonomic Units,
OTU, (exklusive heterotrofa bakterier). For prokaryoter (16S rDNA) noterades
156 olika Operational Taxonomic Units (OTU) for cyanobakterier och for
eukaryoter (18S) noterades 1860 olika OTU. Biodiversiteten ar starkt kopplad
till salthalt och havsomrade.
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Fig. 5. Relativ abundans for bakterier baserad pa metabarcoding av 16S
rDNA. Pa x-axlarna visas salthalt och stationsnamn. A visar huvud-
grupper av bakterier, B visar dominerande cyanobakterie-OTU:er
(Subsection I innefattar pikocyanobacterier), OTU_56 dr en Microcystis
och Subsection IV innehéller filamentosa cyanobacterier, OTU_ 777,
OTU_49 och OTU_19 hoér till Aphanizomenon, Nodularia och
Dolichospermum (syn. Anabaena). C visar Bakteriegruppen SAR11 (en
av de vanligaste heterotrofa bakterie-grupperna). Figuren ar modifierad
efter en forlaga i Hu et al. 2016.
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Fig. 6. Relativ abundans av eukaryota organsimer identiferade med
meta-barcoding. Pa x-axlarna visas salthalt och stationsnamn. A visar
relativ abundans av olika klasser av huvudsakligen auto- och mixotrofa
grupper av eukaryota plankton. Inom gruppen dinoflagellater (Dino-
phyceae) finns ocksd manga arter som ar heterotrofa. B visar relativ
abundans av huvudsakligen heterotrofa grupper av plankton. Inom
gruppen ciliater forekommer dessutom flera arter som har kloroplaster
och fungerar som vixtplankton. C visar relativ abundans av metazoer
(flercelliga djur). I A och B har de relativa abundanserna berdknats
genom att dela antalet sekvenser for varje grupp med totalantalet
sekvenser for encelliga organismer, i C genom att dela med totalantalet
sekvenser (encelliga + flercelliga). Figuren ar modifierad efter en forlaga i
Hu et al. 2016.
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Cyanobakterier

I tabell 1 listas de cyanobakterier som noterades med Utermohl-metoden,
sammanlagt 11 olika taxa observerades. I Fig. 5 ges en oversikt 6ver OTU av
cyanobakterier. Trettiosex olika OTU for cyanobakterier observerades. Flera av
dessa kunde inte knytas till ndgon sekvenserad cyanobakterie med namn. Det
ar vart att notera att 150 olika OTU knutna till kloroplaster hos eukaryota
vaxtplankton noterades med 16S-metabarcoding. I Fig. 7-9 visas resultat for
utvalda taxa av cyanobakterier baserade bade pa Utermohlmetoden och
metabarcoding. De olika observationsmetoderna &r inte direkt jamforbara men
resultaten ger information om vad som noterats med Utermohl-metoden
respektive rDNA metabarcoding. Mikroskopiresultat redovisas som riknade
enheter per liter medan rDNA-resultat redovisas som relativ abundans, d.v.s.
antal sekvenser for aktuellt taxon dividerat med totalt antal sekvenser for alla
bakterie-taxa i provet. Microcystis noterades enbart med metabarcoding-
teknik. Inte heller Synechococcus noterades med Utermohlmetoden.
Observationer av Synechococcus med metabarcoding redovisas i Fig. 10.

Aphanizomenon noterades huvudsakligen i egentliga Ostersjon.

Dolichospermum (syn. Anabaena) noterades huvudsakligen i egentliga
Ostersjon och i Bottenhavet.

Nodularia observerades huvudsakligen i egentliga Ostersjon.

Microcystis noterades framforallt i Bottenhavet men &ven i nordligaste delen
av egentliga Ostersjon.

Synechococcus var det vanligaste sldktet bland cyanobakterier. Elva olika OTU
observerades. Ett par av dessa forekom i stort sett uteslutande i Kattegatt
medan andra forekom endast i egentliga Ostersjon (se Fig. 10).

Aphanizomenon flosaquae
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Fig. 7 Utbredningen av Aphanizomenon. Vita staplar: Utermohl-
metoden: abundans (100 um bitar per liter), gra staplar, rDNA.
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Fig. 8 Utbredningen av Dolichospermum/Anabaena. Vita staplar:
Utermohl-metoden: abundans (100 um bitar per liter), gra staplar,
rDNA. Anabaena ir en synonym for Dolichospermum.
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Fig. 9 Utbredningen av Nodularia. Vita staplar: Utermohl-metoden:
abundans (100 um bitar per liter), gra staplar, rDNA.
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Fig. 10 Utbredningen av utvalda OTU for Synechococcus. Gra staplar,
rDNA. Synechococcus observerades inte med Utermohlmetoden.
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Eukaryota plankton

Bland de eukaryota encelliga planktonorganismerna observerades totalt ca 77
olika taxa med Utermohl-metoden (tabell 1). Nagra organismer noterades som
varieteter, manga som arter eller slikten och nagra pa hogre taxonomisk niva,
t.ex. klassen Bacillariophyceae (kiselalger). Dessutom noterades oidentifierbara
flagellater (flagellates) och oidentifierbara organismer utan flagell (unicells).
Metabarcoding-data sammanfattas i tabellerna 2-4 och i Fig. 6. Om man raknar
bort flercelliga organismer fanns det ca 1755 olika eukaryota OTU. De olika
observationsmetoderna ir inte direkt jamforbara men resultaten ger infor-
mation om vad som noterats med Utermohl-metoden respektive rDNA
metabarcoding. I diagram som visas i figurerna 11-34 redovisas mikroskopi-
resultat som ridknade enheter per liter medan rDNA-resultat redovisas som
relativ abundans, d.v.s. antal sekvenser for aktuellt taxon dividerat med totalt
antal sekvenser for alla encelliga taxa i provet.

Kiselalger

I den hir studien anvinds en taxonomi dar kiselalger (Bacillariophyta) placeras
pa phylum-niva. Det innebar att foljande klasser for kiselalger anvéands:
Bacillariophyceae, Mediophyceae och Coscinodiscophyceae. Arton arter och
tolv slakten av kiselalger noterades med Utermo6hlmetoden (Tabell 1). Flera av
dessa saknades bland OTU baserad pa metabarcoding. Metabarcoding-data
resulterade i 55 olika OTU inom Bacillariophyta. Det ar sannolikt att ett antal
av dessa OTU hor till arterna som identifierades med mikroskopi men att
sekvenser saknas i referensdatabasen PR2. Nagra exempel pa arter eller sliakten
som observerades med Utermohl-metoden men som saknades i metabarcoding
data presenteras i figurerna 12-15. I Fig. 16 ges ett exempel pa ett slikte
(Leptocylindrus) dar metabarcodingdata ger tva unika OTU och mikroskopi
visar pa tva arter. Guinardia flaccida ar en art som ar relativt enkel att kdnna
igen i mikroskop. Utermohl-metoden och metabarcoding gav likande resultat
(Fig. 17). I Fig. 18 visas utbredningen av en unik OTU for Rhizosolenia. Detta
slakte observerades inte med mikroskopi trots att det ar relativt 14tt att kinna
igen. En anledning kan vara att sliktet inte kom med i de 10 ml som
analyserades av slumpskal.
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Fig. 11 Utbredningen av kiselalgssliktet Actinocyclus baserat pa
Utermohlmetoden. Ingen OTU kunde knytas till detta slikte.

Cylindrotheca closterium
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Fig. 12 Utbredningen av kiselalgen Cylindrotheca closterium baserat pa
Utermohlmetoden. Ingen OTU kunde knytas till art eller till slaktet
Cylindrotheca. Det gillande namnet for Cylindrotheca closterium ar
Ceratoneis closterium.

Chaetoceros wighamii
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Fig. 13 Utbredningen av kiselalgen Chaetoceros wighamii baserat pa
Utermohlmetoden. Ingen OTU kunde knytas till denna art men det finns
7 olika OTUs for sliktet Chaetoceros.

Dactyliosolen fragilissimus
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Fig. 14 Utbredningen av kiselalgen Dactyliosolen fragillisimus baserat pa
Utermohlmetoden. Ingen OTU kunde knytas till art eller till slaktet
Dactyliosolen.
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Leptocylindrus danicus
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Fig. 15 Utbredningen av kiselalgerna Leptocylindrus minimus och L.
danicus baserat pa Utermohl-metoden (vita staplar) samt en OTU for
slaktet Leptocylindrus (gré staplar) och en for L. minimus (gra staplar).
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Fig. 16 Utbredningen av kiselalgen Guinardia flaccida baserat pa
Utermohlmetoden (vita staplar) samt en OTU for samma art (gra

staplar).
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Fig. 17 Utbredningen av kiselalgen Rhizosolenia baserat pa en unik OTU
fran metabarcoding (gra staplar). Sliaktet observerades inte med
Utermohlmetoden.

Dictyochophyceae

Den hir gruppen av alger kallas ibland kiselflagellater och innehéller relativt
valkanda slakten som Dictyocha med ett karakteristiskt kiselskelett och
Pseudochattonella som har orsakat fiskdod i Vasterhavet. Endast Dictyocha
speculum observerades med Utermohlmetoden medan metabarcoding
resulterade i 25 olika OTU. I Fig. 18 presenteras resultat for Dictyocha och i
Fig. 19 finns resultat for Pseudochattonella.
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Fig. 18 Utbredningen av kiselflagellaten Dictyocha speculum,
Dictyochophyceae och en OTU knuten till Dictyocha. Vita staplar
representerar Utermohl-data och gra rDNA-data.
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Fig. 19 Utbredningen av tvd OTU knutna till Pseudochattonella. Data ar
baserade pa metabarcoding. Pseudochattonella noterades inte i
Utermohl-resultaten.

Chrysophyceae och Synurophyceae

Med Utermdhlmetoden observerades tre olika Dinobryon-arter och en
Paraphysomonas. Etthundra (100) olika OTU observerades med
metabarcoding. Bland dessa finns ménga oidentifierade organismer. Det ar
sannolikat att manga av dessa ar heterotrofer. Det fanns ingen OTU knuten till
Dinobryon.
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Raphidophyceae
Representanter for denna grupp observerades varken med Uterméhlmetoden
eller med metabarcoding.

Pelagophyceae

Fem representanter for denna grupp observerades som unika OTU med
metabarcoding-teknik. En av dessa ar knuten till Aureococcus anophagefferens
(Fig. 20), en art som orsakar skadliga algblomningar. Tata blomningar, t.ex. vid
Long Island i USA, gor att musslor slutar dta och svilter. Inga Pelagophyceae
noterades med Uterm6hlmetoden.

OTU 856 Aureococcus anophagefferens

Relative abundance, %
0.00 0.04 0.08

Fig. 20. Utbredningen av en OTU knuten till Aureococcus
anophagefferens. Data ar baserade pa metabarcoding. A.
anophagefferens noterades inte i Utermohl-resultaten.
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Dinoflagellater (Dinophyceae)

Tjugotre (23) olika taxa observerades med Utermohlmetoden. Négra ar arter,
nagra slakten och en organism har noterats pa den taxonomiska nivan ordning.
Etthundrafyrtiofyra (144) olika OTU observerades inom Dinophyceae. Det ar
vart att notera att totalt 238 OTU observerades inom Dinophyta. Totalt 93 OTU
inom Dinophyta har forts till Syndiniales i PR2-databasen. Syndiniales
innehaller bl.a. parasiter. Har foljer nagra exempel pa resultat fran olika
slakten av dinoflagellater:

Alexandrium

En art, A. ostenfeldii, observerades med Utermohl.metoden. Metabarcoding
resulterade i fem olika OTU, en av dessa ar knuten till A. ostenfeldii. Exempel
pa resultat finns i Fig. 21.

Dinophysis och Phalachroma

Med Utermdohl-metoden observerades D. acuminata, D. norvegica och
Phalachroma rotundatum. Nagra OTU direkt knutna till sldktena Dinophysis
eller Phalachroma observerades inte men tvd OTU knutna till ordningen som
dessa tillhor, Dinophysiales, noterades. OTU-erna ar specifika pa familjeniva
for familjerna Dinopysaceae/Oxyphysaceae.Detta innebar att 18S-rDNA inte
skiljer Dinophysis-arter at men de noteras pa taxonomiska nivan familj.
Resultat presenteras i Fig. 22.

Ceratium (syn. Tripos)

Marina representanter for sliktet Ceratium har nyligen bytt namn till Tripos.
Under en period har d&ven namnet Neoceratium anviants. Med Utermohl-
metoden observerades tre arter. Fem olika OTU noterades med metabarcoding.
I Fig. 22 presenteras resultat for Ceratium.

Heterocapsa

Utermohlmetoden visade att Heterocapsa triquetra var vanlig vid fyra stationer
i Ostersjon medan H. rotundata noterades vid en station. Metabarcoding
resulterade i en OTU knuten till sldktet Heterocapsa: H. rotundata/nei. I Fig.
23 finns exempel pa resultat for Heterocapsa.

Protoceratium

Slaktet observerades inte med Utermohl-metoden. Metabarcoding visar pa att
arten P. reticulatum var vanligt forekommande, i Fig. 24 finns diagram.
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Fig. 21. Utbredningen av dinoflagellater fran sliktet Alexandrium. Vita
staplar visar data fran Utermohlmetoden. Gra staplar visar data fran
metabarcoding.
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Fig. 22. Utbredningen av dinoflagellater inom ordningen Dinophysiales.
Ofta anvinds synonymen Dinophysis rotundata fér Phalachroma
rotundatum. Tvéa unika OTU noterades, bada ar specifika pa familjeniva
for Dinopysaceae/Oxyphysaceae. Vita staplar visar data fran
Utermohlmetoden. Gra staplar visar data fran metabarcoding.
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Fig. 23. Utbredningen av dinoflagellaten Ceratium tripos och fyra OTU knutna
till slaktet Ceratium samt en OTU knuten till slaktet Neoceratium (syn.
Ceratium). Vita staplar visar data fran Utermohlmetoden. Gra staplar visar data
fran metabarcoding.
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Heterocapsa triquetra
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Fig. 24. Utbredningen av dinoflagellaten Heterocapsa triquetra, H.
rotundata och H. nei/rotundata. Notera att detta ar tva olika arter inom
samma sldkte. De tva arterna férviantas inte forekomma pa samma plats.
En OTU knuten till H. triquetra saknas i metabarcoding-data. Vita
staplar visar data fran Utermohlmetoden. Gra staplar visar data fran
metabarcoding.
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Fig. 25. Utbredningen av dinoflagellaten Protoceratium reticulatum
baserat pa metabarcoding (gra staplar). Arten observerades inte med
Utermohlmetoden.
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Syndiniales

Syndiniales ir en systergrupp till Dinophyceae inom Dinophyta. Namnet
antyder att gruppen ar en ordning men den ligger pa samma niva som
Dinophyceae i PR2-databasen. Nittiotre (93) olika OTU for Syndiniales
noterades i metabarcoding-data. Med Utermohlmetoden observerades inte
Syndiniales. Organismerna kan mojligen inga i de oidentifierade flagellaterna
eller oidentifierade organismerna utan flagell.

Ciliater (Ciliophora)

Med Utermdchlmetoden observerades tre olika ciliater: Mesodinium rubrum,
Helicostomella subulata och sliktet Tiarina. Dessutom riaknades ovriga ciliater
under beteckningen Ciliopohora. Metabarcoding resulterade i 168 olika OTU
inom Ciliophora. Bland dessa fanns tva olika OTU for Mesodinium.

“Grona alger” (Chlorophyta)

I gruppen Chlorophyta ingér bl.a. Chlorophyceae, Mamiellophyceae och
Eustigmatophyceae. Med Utermohlmetoden noterades nio olika taxa, nagra
som arter, andra som slikten. Metabarcoding-resultat innehéller 99 olika OTU
for Chlorophyta. Nagra exempel visas i Fig. 26-30.
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OTU 165 Bathycoccus prasinos
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Fig. 26. Utbredningen av tre OTU knutna till Bathycoccus (Chlorophyta;
Mamiellophyceae). Data ar baserade pa metabarcoding. Bathycoccus
observerades inte med Utermoéhlmetoden.
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Fig. 277. Utbredningen av tvd OTU knutna till Ostreococcus
(Chlorophyta;Mamiellophyceae). Data &dr baserade pa metabarcoding.
Ostreococcus observerades inte med Utermohlmetoden.
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Fig. 28 Utbredningen av fyra OTU knutna till Micromonas (Chlorophyta;
Mamiellophyceae). Data ar baserade pa metabarcoding. Micromonas
observerades inte med Utermoéhlmetoden.
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OTU 69 Nannochloropsis sp.
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Fig. 29. Utbredningen av tvd OTU knutna till Nannochloropsis

(Chlorophyta; Eustigmatophyceae). Data ar baserade pa metabarcoding.

Nannochloropsis observerades inte med Utermohlmetoden.
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Fig. 30. Utbredningen av Planctonema lauterbornii, Chlorophyta,
baserad pa Utermohlmetoden (vita staplar) och utbredningen aven OTU
knuten till Planctonema (gra staplar).
Euglenophyceae
Ibland anvinds beteckningen 6gonalger for Euglenophyceae. Beteckningen
Euglenozoa ar ocksé vanligt forekommande. Inom gruppen finns bade
heterotrofa och fototrofa representanter. Vilkanda fototrofa sldkten ar Euglena
och Eutreptiella. En Eutreptiella noterades med Utermohl-metoden.
Metabarcoding resulterade i tre olika OTU. I Fig. 31 visas exempel.
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Fig. 31. Utbredningen av Eutreptiella gymnastica, Euglenophyceae,
baserat pa metabarcoding (gra staplar). En Eutreptiella, mojligen en
annan art, observerades med Utermohlmetoden (vita staplar).
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Ebria

Slaktet Ebria ar heterotrofa flagellater som man tidigare trodde var néra slakt
med dinoflagellater. Med Utermohl-metoden noterades en art. Metabarcoding
gav 15 olika OTU. I Fig. 32 visas exempel pa data.
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Fig. 32. Utbredningen av den hetetrotrofa flagellaten Ebria tripartita och
fyra OTU knutna till arten. Vita staplar visar data fran Utermohl-
metoden. Gra staplar visar data frdn metabarcoding.
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Haptophyta

I gruppen ingar bl.a. Prymnesiophyceae. Kdnda representanter ar
coccolithophorider (kalkflagellater), t.ex. Emiliania. Andra vialkanda slakten ar
Prymnesium och Chrysochromulina. Flera arter av Prymnesium och
Chrysochromulina ar skadliga for fisk. En representant for Haptophyta
raknades med Utermohl-metoden. Totalt observerades 22 olika OTU for
Chrysochromulina, tva OTU for Phaeocystis och tvd OTU f6r Haptolina. For
hela Haptophyta observerades 67 olika OTU med metabarcoding, 62 av dessa
horde till Prymnesiophyceae, 6vriga fem till Pavlovophyceae. Det dr vart att
notera att OTU fran tva coccolithophorider observerades. I Fig. 33 visas
exempel pa data.
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Fig. 33. Utbredningen av sliaktet Chrysochromulina (Haptophyta;
Prymnesiophyceae) baserat pd mikroskop-data (vita staplar).
Metabarcoding data fran utvalda Prymnesiophyceae visas med gra
staplar. Totalt observerades 22 olika OTU for Chrysochromulina.
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Cryptophyceae (rekylalger)

I gruppen ingér bl.a. sliktena Cryptomonas, Rhodomonas, Hemiselmis och
Teleaulax. Fyra representanter for Cryptophyceae raknades med Utermohl-
metoden. En av dessa (Leucocryptos marina) hor egentigen till en annan
grupp. Totalt observerades 19 olika OTU for Cryptophyceae. I Fig. 34 visas
exempel pa data.
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Fig. 34. Utbredningen av utvalda Cryptophyceae: Teleaulax (mikroskopi, vita
staplar) samt OTU f6r en Rhodomonas och en Cryptomonas (gra staplar).
Totalt observerades 19 olika OTU f6r Cryptophyceae.
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Choanoflagellater (kragflagellater - Choanoflagellida)

Choanoflagellater ar en grupp heterotrofa organimser som livnir sig av att dta
andra encelliga plankton. Namnet Craspedophyceae har anvéants inom
botaniken. Pa svenska anvinds ibland beteckningen kragflagellater. Totalt 23
olika OTU noterades for choanoflagellater. Inga choanoflagellater noterades
med Utermohl-metoden.

MAST

Ett stort antal organismer noterades med metabarcoding men inte med
Utermohlmetoden. Ett exempel ar MAST (Marine Stramenopiles) som &r en
tillfallig beteckning pa en grupp i havet vanligt forekommande organismer.
MAST har mojligen raknat som oidentifierbara flagellater (flagellates) med
Utermohlmetoden. Trettio olika OTU observerades for MAST.

MOCH

Marine Ochrophytes (MOCH) dr en annan samlingsgrupp for oidentifierade
OTU. Tre olika OTU foér MOCH observerades.
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Metazooplankton

rDNA sekvenser for flercelliga djurplankton noterades i metabarcoding-data.
Det giller bl.a. kraftdjur samt en appendicularie (Oikopleura). Ojaveer et al.
(2010) har sammanfattat observationer i Ostersjon. I Fig. 35 visas en
jamforelse mellan OTU-data fran denna studie med Ojaveers resultat.
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Fig. 35. Utbredningen av utvalda flercelliga djurplankton baserade pa
observerade OTU (bla prickar och linjer) och data fran Ojavaer et al. (2010, gra
trianglar och linjer). Figuren ar modifierad efter en forlaga i Hu et al. 2016.
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Diskussion och slutsatser

Den hir studien ar baserad pa planktonprovtagning i Bottniska viken,
Egentliga Ostersjon och Kattegatt under sju dagar i juli 2013. Sammanlagt
arton prover har analyserats bdde med mikroskop (Utermohl-metoden) och
genom att 16S och 18S rDNA sekvenserats. Proverna samlades in enbart i
ytvattnet. Salthalten varierade frén ca 3 till 24 psu och ar darfor representativa
for haven runt Sverige. Klorofyllhalt, ett grovt matt pa vaxtplanktonbiomassa,
indikerade att provtagningen skedde under en period med 1ag total
vaxtplanktonbiomassa. Med Utermohl-metoden analyserades 10 ml per prov
medan 200-500 ml anvéandes for de enskilda rDNA-proverna. Detta innebar att
séllsynta organismer kan ha missats i Utermohl-proverna av slumpskil medan
sannolikheten ar storre att de kom med i rDNA-proverna. Trots att
datamaterialet ar relativt litet kan f6ljande slutsatser goras:

1. Bada metoderna fangade biodiversiteten bland storre vaxtplankton (>20
um) pé ett likartat sétt for vissa arter/slakten. For andra var skillnaderna
betydande.

2. Med Utermohl-metoden noterades en stor andel av organismerna som
oidentifierbara flagellater eller oidentifierbara celler utan flagell
("flagellates” eller "unicells”).

3. Utermohlmetoden gav kvantitativa data vad géller cellantal, biovolym
och biomassa matt som kol.

4. Med Utermohl-metoden forbisags plankton <2 pum fullstindigt.

Med barcoding tekniken observerades en mycket storre biodiversitet 4n
med Utermohl-tekniken.

6. Barcoding-tekniken pavisade att det finns organismer i Ostersjon och
Kattegatt som sannolikt inte har beskrivits tidigare.

7. Barcoding-resultat visar att organismer <2 um har hog biodiversitet.
Storleksgruppen innefattar ett antal olika eukaryota arter samt flera olika
arter av cyanobacterier av Synechococcus-typ.

Resultat fran Utermohl-metoden visar hur cellantal och biomassa f6r plankton
varierar i Osterjon och Kattegatt. Det finns en tydlig koppling till salthalt.
Barcoding-resultat sager valdigt lite om fordelningen av biomassa. Resultaten
for metabarcoding presenteras i form av relativ abundans. I tabell 5
sammanfattas for- och nackdelar med de olika metoderna.
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Tabell 5. En sammanfattning av skillnader och for- och nackdelar med
Utermohl-metoden och metabarcoding.

Utermohl rDNA barcoding
Kvantitativa data — Ja Nej
celler per liter
Biomassa baserat pa Ja Nej
cellvolymer
Volym analyserad 10-50 ml ~500 ml
Artsammansattning Ja Ja
Organismer >20 pm
Artsammansattning Delvis Ja
Organismer 2-20 um
Artsammansattning Nej Ja
Organismer <2 ym
Arbetstid per prov 3-4h Kort, om méanga prover
analyseras
Kostnad per prov Hog Lag, om ménga prover
analyseras
Kréaver personal som Ja Nej
kan identifiera (men for att bestimma
plankton baserat pa arter korrekt vilkas
morfologi rDNA finns i
referensdatabaser ar
kunskap om klassisk
taxonomi och morfologi
nodvandig)
Kréaver personal som Nej Ja

kan identifiera

plankton baserat pa
rDNA
Utrustning Sedimentationskammare | Filtreringsutrustning,
och mikroskop flytande kvive,
sekvenseringsutrustning
Standardiserade Finns Ar under utveckling

metoder och databaser
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Man kan stilla sig fragan varfor de olika metoderna ger sa olika resultat i denna
studie. En anledning som redan namnts ir att en storre provvolym analys-
erades med metabarcoding-teknik jamfort med Utermohl-metoden. En
viktigare anledning ar sannolikt att man med Utermohl-metoden inte alltid
klarar av att identifiera organismer mindre dn ca 5-10 pum till art eller till slakte.
Dessa organismer raknas oftast som oidentifierade celler med flagell
(flagellates) eller som encelliga organismer utan flagell (unicells). En tredje
anledning ar att man med Utermoéhlmetoden helt forbiser de organismer som
ar mindre 4n 2um. Bland dessa finns de talrikaste vaxtplanktonen i havet,
fototrofa pikoplankton. I den gruppen ingar bade cyanobakterier av
Synechococcus-typ och smé eukaryota plankton. De kan riknas pa ett kvanti-
tativt satt med fluorescensmikroskop eller med en flodescytometer.
Metabarcoding-data ger ny insikt om biodiversiteten bland pikoplankton. I den
hér studien noterades flera olika OTU f6r Synechococcus och de har dven olika
utbredning. Uppenbarligen sa finns det olika Synechoccocus i olika havs-
omraden i haven runt Sverige. Bland eukaryota picoplankton ar det vart att
notera det stora antalet olika OTU inom Chlorophyta. Sliakten som inte
observeras med Utermdéhl-metoden ar bl.a. Ostreococcus, Bathycoccus och
Nannochloropsis. Det ar ocksa vart att notera att tva arter av coccolitho-
phorider (~kalkflagellater) noterades med rDNA teknik men inte med
ljusmikroskopi.

Nir det giller storre vaxtplankton som borde kunna observeras med bada
metoderna finns det flera exempel pé god 6verensstimmelse mellan resultat.
Man far dock beakta att Utermohl-metoden ger resultat i form av absoluta
cellantal eller biomassa (biovolym eller kol) medan metabarcoding-data idag
endast ger relativ abundans av antalet OTU. Exempel pé god 6verenstimmelse
mellan de tvd metoderna ar cyanobakterierna Aphanizomenon och Nodularia,
gronalger Planctonema, kiselalgerna Leptocylindrus och Guinardia,
dictyochophycéerna Dictyocha och Pseudochattonella samt dinoflagellatsliktet
Ceratium (syn. Tripos). Det finns dven exempel pa arter eller slikten som
endast observerats med ljusmikroskopi (Utermohl-metoden), bl.a. kiselalgerna
Actinocyclus och Cylindrotheca. Det ar dock mycket vanligare att
metabarcoding har resulterat i observationer av organismer som inte noterats
med Utermohl-metoden. En anledning till att arter/slakten inte noterats med
rDNA-metodiken kan vara att sekvenser for arten/sldktet saknas i referens-
databaser, organismen har helt enkelt aldrig sekvenserats. En annan anledning
kan vara att det inte finns specifika sekvenser pa art eller sliktesniva. I dessa
fall kan det vara lampligt att anvdnda en storre del av rDNA genomet, t.ex. att
ta med 28S.

Skadliga alger har noterats med bade mikroskopi och metabarcoding-teknik
men den senare visade pa storre utbredning och mycket storre biodiversitet.
Béda metoderna gav likartade resultat for cyanobakterien Nodularia.
Haftalgerna Chrysochromulina och Prymnesium kan bl.a. orsaka fiskdod.
Prymnesium polylepis (syn. Chrysochromulina polylepis) skadade en stor del
av det marina ekosystemet i Kattegat-Skagerrak ar 1988. Metabarcoding-data
visar pa forekomst av denna art bade i Kattegat och i Egentliga Ostersjon. Med
Utermohl-metoden noterades Chrysochromulina endast som slikte.
Aureococcus anophagefferens ar tidigare inte kand fran Svenska vatten men
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noterades i Kattegat med metabarcoding-tekniken. Arten orsakar s kallade
“brown tides” bl.a. vid Long Island i USA. Vid dessa blomningar slutar musslor
ita och svilter. Pseudochattonella (Dictyochophyceae) har orsakat fiskdod i
bl.a. Danmark, Sverige och Norge. Sliktet noterades med rDNA-teknik men
missades med mikroskopi-metoden.

Bland dinoflagellater finns det béde arter som skadar fisk och arter som
producerar biotoxiner som ansamlas i t.ex. musslor. Med Utermohl-metoden
noterades bl.a. flera arter av dinoflagellatslaktet Dinophysis som producerar
biotoxiner som kan ansamlas i t.ex. musslor. Dinophysis kunde inte
bestammas till slaktes- eller artnivi med 18S rDNA. Variabiliteten mellan arter
inom sléktet ar for liten. Daremot identifierades familjen Dinopysaceae-
/Oxyphysaceae i vilken sliktet Dinophysis ingar. Alexandrium ir ett annat
dinoflagellatslikte som producerar biotoxiner som kan ansamlas i filtrerande
organismer och foras vidare i naringsvaven. Med Utermohl-metoden noterades
Alexandrium péa en provtagningspunkt medan rDNA visar pa forekomst flera
arter och forekomst pé flera stationer. Protoceratium, som producerar
yessotoxin, observerades endast med rDNA-teknik. Det ar forvanande att
Protoceratium inte observerats med ljusmikroskopi eftersom den ar relativt
latt att identifiera. I det har fallet kan man misstidnka att den OTU som ar
knuten till Protoceratium aven kan vara knuten till en annan organism.

Rekommendationer

I detta stycke ger forfattarna sin syn pa hur barcoding-teknik och qPCR kan och
bor inforas i svensk nationell och regional miljoovervakning av plankton i
haven runt Sverige. Forslagen ar till stor del relevanta dven for 6vervakning av
plankton i s6tvatten.

Metabarcoding av 16S och 18S rDNA av plankton ar idag en teknik som ar
mogen att inforas i miljoévervakningsprogram. En anledning ar att den ger
mer information om biodiversitet 4n metodik baserad pa mikroskopi. En annan
anledning ar att tekniken ar etablerad och relativt billig. Metabarcoding &r inte
beroende av den individuella skickligheten hos en viaxtplanktonexpert som
analyserar viaxtplankton med mikroskop. Tekniken kan dock inte ersatta
mikroskop-baserad teknik eftersom barcoding-resultat inte ger samma
information om antal celler per liter eller information om biomassa baserad pa
cellvolym och cellantal. Metabarcoding skall ses som ett komplement till
mikroskopi och andra optiska metoder (t.ex. Imaging Flow Cytometry).

gPCR metodik for att kvantitativt analysera forekomst av skadliga alger har
utvecklats i bl.a. Norge (Engesmo et al. 2016 och Engesmo et al. manuskript).
gPCR bor anvindas dven i Sverige for kvantitativ analys av utvalda arter. Det
giller framforallt skadliga arter som ar svara att identifiera och kvantifiera pa
annat sitt, t.ex. Alexandrium spp., Karlodinium spp, Pseudochattonella spp.
och Heterosigma spp. Ett alternativ ar att man kvantifierar hela mangden 18S
rDNA med qPCR. Kombinerat med metabarcoding kan absoluta miangder av
olika OTUs da riaknas fram
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Forslag

Referensmaterial

Idag saknas rDNA-sekvenser for ett stort antal encelliga plankton som
forekommer i haven runt Sverige. Nagra sekvenser i referensdatabaser ar
sannolikt knutna till fel organismer p.g.a. misstag eller okunskap. Det behovs
darfor en insats for att sekvensera fler organismer. Det dr mojligt att
sekvensera rDNA fran enstaka celler som identifierats utifran morfologiska
karaktarer med mikroskopi. Det finns behov av ett projekt for sekvensering av
utvalda planktonarter.

Utokad pilotstudie

Resultaten som rapporteras i den har rapporten utgar fran ett relativt litet antal
prover som samlades in i juli 2013. Ett stérre datamaterial som innefattar alla
arstider inklusive varblomning och hostblomning skulle ge ett bittre
beslutsunderlag for att 6verviga inforande av rDNA metabarcoding i det
langsiktiga miljoovervakningsprogrammet. SMHI och KTH/Science for Life
Laboratory haller pa att samla in prover lampliga for analys. Under varje
svensk miljé66vervakningsexpedition med R/V Aranda tas ett delprov fran
vaxtplanktonprovet som samlas in med slang frdn 0-10 m djup. Provet filtreras
och fryses for framtida sekvensering av rDNA. For narvarande saknas
finansiering for att sekvensera proverna. Det finns behov av ett projekt for att
analysera rDNA med “high trougput sequencing” och bearbeta data bade fran
Utermohl-proverna och rDNA.

Provtagning inom nationell miljodvervakning

Under nagot av de nirmaste aren, t.ex. fran 1 januari 2018, bor provtagning for
barcoding-analys av plankton inforas i den svenska nationella
miljoovervakningen. For narvarande finns tre olika utforare av nationell
plankonprovtagning i haven runt Sverige: SMHI, Stockholms universitet och
Umead universitet. Innan start av provtagning bor provtagare utbildas sa att
filtrering och forvaring av prover sker pa ett korrekt och konsekvent sitt. En
lathund for provtagning tas fram.

Sekvensering och upparbetning av rDNA data

En standardiserad metodik for sekvensering bor beskrivas i ett versions-
hanterat dokument. Metodiken f6r bearbetning av DNA-sekvenser och
jamforelser med referensdatabaser for identifiering av organismer bor ocksa
beskrivas. Forslagsvis utfor KTH/Science for Life Laboratory rDNA
sekvensering av planktonprover inledningsvis. S smaningom kan eventuellt
andra aktorer utfora analyserna.

Ackrediterade laboratorier

Utforare av provtagning och analyser bor vara ackrediterade av SWEDAC enligt
ISO-standard. Idag saknas laboratorier som ar ISO-certifierade for
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metabarcoding-analys av plankton. En process for ackreditering bor med andra
ord startas.

Datafléde och databaser

I Fig 36 beskrivs dataflodet fran provtagare till anvindare av biodiversitetsdata
baserad pa rDNA barcoding av 16S och 18S rDNA. For prokaryoter, d.v.s.
arkéer och bakterier inklusive cyanobakterier bor databasen SILVA anvandas
som referensdatabas. For encelliga eukaryoter bor databasen PR2 anvindas.
En ny global databas kallad UniEuk for eukaryoter dr under uppbyggnad med
stéd av EU. Den kommer sannolikt att utgéra en ny standard inom négra ar. En
databas for flercelliga eukaryoter, t.ex. fiskar och ryggradslosa djur, bor ocksa
anvandas. Det ar viktigt att antalet referensdatabaser begransas. Man bor helst
verka for globala databaser men europeiska, nordiska eller svenska databaser
ar ocksa mojliga.

Det ar nodvandigt att uppritta en databas for sekvenserna fran plankton-
proverna. Den kan antingen placeras som en del av det nationella datavard-
skapet for marinbiologi och oceanografi vid SMHI eller placeras nagon
annanstans, t.ex. vid SNIC, Vetenskapsradets system for hantering av stora
dataméngder. Sekvens-data bor ocksa deponeras i publika sekvens-databaser
som ENA (EBT’s databas).

Slutresultatet av metabarcoding-data, d.v.s. listor 6ver operational
taxonomic units (~artlistor) frén enskilda prover, bor forvaltas och
tillgangliggoras av nationell datavird for marinbiologi och oceanografi, for
narvarande SMHI. Den nationella datavirden gor sedan data tillgingliga for
nationella och internationella anviandare.

Exempel pa dataflode fér barcoding-
data i marin miljéévervakning

Fig. 36 Ett exempel pa dataflode fran prover till anvindare av biodiver-
sitetsdata baserad pa barcoding av rDNA. Sekvenser fran prover kan
antingen lagras hos nationell datavird eller i en databas som skapas
speciellt for detta &andamal.
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Ovrigt internationellt samarbete

UNESCO-IOC (Intergovernmental Oceanographic Committee) och SCOR
(Scientific Committee on Oceanic Research) har startat ett flerdrigt
forskningsprogram kallat GlobalHAB. Inom ramen for GlobalHAB anvéands och
utvecklas molekylarbiologisk teknik for studier av skadliga algblomningar.
GlobalHAB planerar att anordna en eller flera workshops/open science
meetings inom detta omrade.

ICES har arbetsgrupper inom vilket det sker samarbete vad géller
molekylarbiologisk teknik for planktonforskning och invasiva arter. Vid
arbetsgruppernas moten presenteras nya resultat och speciella workshops
kommer att arrangeras. Den relativt nyetablerade arbetsgruppen ICES
Working Group on Integrated Morphological and Molecular Taxonomy
(WGIMT) ar hogst relevant. Det ar viktigt att fortsitta arbetet gillande
plankton i WGPME (Working Group on Phytoplankton and Microbial Ecology),
WGHABD (Working Group on Harmful Algal Bloom Dynamics) och WGZE
(Working Group on Zooplankton Ecology). Nir det giller invasiva arter ar det
arbetsgrupperna WGITMO (Working Group on Introduction and Transfers of
Marine Organisms) och WGBOSV (Working Group on Ballast and Other Ship
Vectors som ar relevanta.

Det pagar aven EU-projekt som arbetar med dessa fragor, bl.a. JERICO-
NEXT, som SMHI deltar i. Inom BONUS-programmet for Ostersjon pagar
BLUEPRINT som ar inriktat pa bakterier och AFISMON som ar inriktat pa att
ta fram automatiserad provtagningsutrustning. KTH deltar i bada dessa.

Erkannanden

TransAtlantic AB, besittning och kapten pa lastfartyget TransPaper, har gjort
det mojligt att installera och driva ett FerryBox-system pé fartyget. Detta har
gjort var vattenprovtagning mojlig. Stort tack for detta. EU-projektet JERICO
(Framework Program 7) har bidragit till att provtagning och analyser kunnat
genomforas. Lars Edler utforde mikroskop-analyserna av planktonproverna.
DNA sekvenseringen utfordes av National Genomics Infrastructure (NGI) pa
Science for Life Laboratory i Stockholm. HPLC-analys av klorofyll a utfordes av
Inst. for biologi och miljovetenskap, vid Goteborgs universitet. Marie
Johansen, SMHI, har last manuskriptet och kommit med kloka forbattrings-
forslag.

Forkortningar och ordforklaring

BLAST Basic Logical Alignment Search Tool http://blast.ncbi.nlm.nih.gov
PR2 Protist Ribosomal Reference Database http://ssu-rrna.org

SILVA SILVA ribosomal RNA database project http://arb.silva.de
UniEuk A Universal taxonomic framework and integrated reference gene
database for Eukaryotic biology, ecology ad evolution
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