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NEMOte BARCODing - Férbattrad miljodvervakning av Ostersjons bentiska ekosystem

Forord

Héar presenteras resultaten fran forskningsprojektet "NEMOte BARCODing -
Forbittrad miljodvervakning av Ostersjons bentiska ekosystem”. Projektet dr ett
av atta projekt som genomfoérts inom forskningssatsningen DNA-metoder inom
miljé6vervakning.

Med forskningsomradet ville Naturvirdsverket och Havs- och vattenmyndig-
heten stddja forskning som kan bidra till en béttre och effektivare miljéévervakning
genom inférande av DNA-baserad analysteknologi.

Projektet har finansierats med medel fran Naturvardsverkets miljoforsknings-
anslag.

Rapporten har skrivits av Henrik Sandberg (Stockholms universitet, Institutionen
for ekologi, miljo och botanik), Dandan Isabell-Shen (Stockholms universitet, Insti-
tutionen for ekologi, miljoé och botanik), Elias Broman (Stockholms universitet,
Institutionen for ekologi, miljo och botanik), Mohammed Ahmed (Naturhistoriska
riksmuseet, Zoologi), Oleksandr Holovachov (Naturhistoriska riksmuseet, Zoologi)
och Francisco Nascimento (Stockholms universitet, Institutionen for ekologi, miljé
och botanik). Rapporten har granskats for vetenskaplig kvalitet av Jon Thomassen
Hestetun (NORCE, Norge) och for praktisk relevans av Michael Haldin (Miljo-
Overvakningsenheten, Havs- och vattenmyndigheten).

Forfattarna svarar for rapportens innehall.

Stockholm, mars 2024

Marie Uhrwing
Avdelningschef, Hallbarhetsavdelningen
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Sammanfattning

Foérandringar av ekosystem och hot mot biologisk mangfald, samt de p&4 denna
mangfald vilande ekosystemtjinsterna, har skapat ett behov av mer robusta och
kostnadseffektiva miljoovervakningsmetoder. Projektet NEMOte BARCODing

har undersokt om de frilevande nematoderna kan hjélpa oss att fylla detta behov.
Metastreckkodning (metabarcoding pa engelska), en avde moderna DNA-metoderna,
har méjliggjort att meiofauna-organismer som nematoder effektiv kan provtas.
Nematoderna dr en av de mest mingfaldshaltiga organismgrupperna i varlden, och
de har visat sig vara bra indikatorer pa ekosystems hélsa och férdndringar i miljon.
I Ostersjon, dér traditionellt enbart stdrre organismer, makrofauna, har anvints, kan
nematoderna tillféra virdefull information. D& antal makrofauna-arter i Ostersjén
ar 14gt har bedomningar av ekosystemhéilsa baserat pA makrofauna mindre upp-
l6sning 4n bedomningar baserat pa de mer mangfaldiga och abundanta nematod-
samhaéllet.

Det finns dock hinder fér DNA-streckkodning ska for att 6vervaka nematoder
i Ostersjon: 1. Bristande tickning av nematod-arter i nuvarande referensdatabaser.
2. Bristande kunskap om streckkodningsmetoders formaga att kvantifiera nematod-
samhaéllet och aterspegla samhillskompositionen i miljéerna som provtas. Och
3. Bristen pa verktyg for att beddma ekosystemhélsa och ekologiska status fran data
Oover nematod-samhéllet. NEMOte BARCODing har bidragit till att 6verkomma
dessa brister och dirigenom till att méjliggdra miljodvervakning av Ostersjons
nematoder.

I Arbetspaktet 1 forbittrade NEMOte BARCODing existerande referensdatabaser
genom att ladda upp referenssekvenser av 18S och 28S rRNA-markérgenerna for 110
av Ostersjons nematod-arter. I Arbetspaket 2 utvirderades sekvenseringsmetoders
lamplighet for miljoévervakning. 18S-streckkodning med TAReuk primerparen
fungerade bast av de testade metoderna, gav en god bild av nematod-samhdllet,
och rekommenderas dirav fér nematod-6vervakning i Ostersjon. I Arbetspaket 3
har NEMOte BARCODing utvecklat ett verktyg for statusklassning med nematod-
data, Nematod-BQI (BQIL _ ), med utgdngspunkt i det BQI som anvinds inom svensk
miljodvervakning. Andra potentiella verktyg fér nematod-6vervakning utforskades
aven och en karta ritades for Nematod-BQI:s framtida utvecklingen, med potentiell
inkludering av fler meiofauna-grupper som ett alternativ.

Slutligen sé forslogs ett pilotprogram for streckkodningsbaserad nematod-
Overvakning, med rekommenderade metoder, provtagningsuppligg och status
klassningsverktyg (BQI ). De frilevande nematoderna kan sdga oss mycket om
ekosystemens hélsa och arbetet inom NEMOte BARCODing har férhoppningsvis
bidragit till att denna information férmedlas.
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Summary

Changes to ecosystems and threats to biodiversity and ecosystem services have led

to a need for robust and cost-effective environmental monitoring methods. NEMOte
BARCODing has explored the use of the free-living nematodes for environmental
monitoring, and specifically their sampling with metabarcoding methods. Modern
DNA-sequencing methods such as metabarcoding allow for cost effective monitoring of
the meiofauna sized nematodes, meiofauna being animals between 1 mm and 45 pm.
The monitoring of the benthic ecosystems in the Baltic Sea is currently based mainly
on the softbottom macrofauna communities, which leaves out the meiofauna fraction
where the majority of the metazoa diversity exists. A monitoring program based on
nematodes would improve monitoring in the Baltic where the low species richness of
macrofauna is a hinderance for high resolution status assessments. Metabarcoding
based monitoring of meiofauna will provide additional information to stakeholders
as well as robustness and cost effectiveness in monitoring programs.

There are however some obstacles that need to be overcome: 1. Lacking coverage
of nematode species in current reference databases. 2. Lack in knowledge about how
well metabarcoding quantifies nematode communities and how well it represents the
community composition of the sampled habitats. And 3. The lack of tools to practically
facilitate their inclusion into status assessments. NEMOte BARCODing have sought
to alleviate these obstacles to free the true potential of nematode monitoring in the
Baltic Sea.

In Work Package 1 NEMOte BARCODing improved the reference databases for
the 18S and 28S rRNA marker genes of 110 Baltic Sea nematode species by uploading
reference sequences for these. Work Package 2 constituted a proof of concept for the
ability of metabarcoding to quantify the patterns in nematode communities. Metabar-
coding of the 18S rRNA marker gene with the TAReuk primers preformed the best
of the methods tested, and was thus recommended for nematode monitoring. In
Work Package 3 a tool for nematode status classification, a Nematode-BQI (BQI ),
was developed, with the BQI used in Swedish environmental monitoring as a starting
point. Multiple methods and nematode monitoring tools were explored, and a path
for future development of BQI . was drawn, with inclusion of other meiofauna groups
being a possibility.

In concluding, a pilot program for nematode monitoring was suggested, with
recommendations of the method, sampling arrangement and status classification tools
to be used (BQI , ). The free-living nematodes have a lot to tell us about the health
of ecosystems, hopefully the developments within NEMOte BARCODing will allow
for their message to be heard.
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1. Inledning

Forandringar av ekosystemen och hot mot biologisk mangfald och ekosystemtjinster
har lett till ett behov av robusta och kostnadseffektiva miljddvervakningsmetoder.
Hur kan de frilevande nematoderna bidra till att fylla detta behov? Det dr frdgan som
projektet ’NEMOte BARCODing: Forbittrad miljdévervakning av Ostersjons bentiska
ekosystem” sokt att besvara. NEMOte BARCODing inleddes 2019 i samband med
forskningssatsningen “DNA-metoder inom miljéévervakning”, en forskningssatsning
fran Naturvardsverket i samarbete med Havs och vattenmyndigheten. Nematoderna
(rundmaskar, fylum Nematoda) lever i alla milj6er. I frilevande tillstind 4r de nistan
uteslutande i storleksklassen meiofauna, djur mellan 1 mm och 45 pm, och de &r
en av de mest mangfaldshaltiga organismgrupperna i virlden (Appeltans m.fl.,
2012). Metastreckkodning (metabarcoding pa engelska) dr en av metoderna som
kommit ur utvecklingen av modern DNA-sekvensering. Denna metod mojliggr
kostnadseffektiva studier av nematod-samhéllen (Fonseca m.fl., 2010; Aylagas m.fl.,
2018), vilka kréver expertkunskap och stor tidsatging att studera med traditionella
morfologiska metoder dir djuren artbestdms fran deras synliga egenskaper. Dessa
moderna metoder 6ppnar upp for anvindning av nematoder och andra meiofauna-
grupper inom miljédvervakningsprogram, nadgot som skulle forbéttra miljo-
dvervakningen av havsmiljéer som Ostersjon dir behovet av dvervakning ér stor
och enbart storre djur tidigare anvénts.

I Ostersjon, en av virldens mest paverkade havsmiljder (Reusch m.fl., 2018), har
bottenfauna évervakats i 6ver 50 &r (Nygard m.fl., 2020). Overvakning av bentiska
miljéer dr effektivt d& 6vergddning eller foéroreningar for eller senare paverkar
havsbotten, vars annars relativt stabila djursamhélle snabbt férdndras som svar
pa dessa (Pearson och Rosenberg, 1978; Heip, 1995). Havsbottnar utgér en stor del
av jordens yta och deras biologiska mangfald ar kritisk for ekosystems funktion
och ekosystemtjinster (Snelgrove, 1997; Solan m.fl., 2008). Ostersjén ekosystem
utstar stor pafrestning fran 6vergddning, och det 14ga antalet arter gor ekosystem-
funktionen i havet extra sarbart mot forluster i diversitet. Bottenlevande organismer
bidrar till ekosystemprocesser som denitrifiering och mineralisering av organiskt
material, vilka mitigerar effekten av 6vergddning, och pdskyndar nedbrytningen
av fororeningsdmnen (Nislund m.fl., 2010; Nascimento m.fl., 2012; Bonaglia m.fl.,
2014; Gammal m.fl., 2017). Men utbredningen av tillfillig eller permanent syrebrist
i Ostersjoén (Diaz och Rosenberg, 2008; Kulinski m.fl., 2022) hotar denna biologiska
mangfald, och dirigenom ekosystemtjdnsterna, vilket kan ytterligare forvirra dver-
godningens effekter (Norkko m.fl., 2015; Meier m.fl., 2022; Viitasalo och Bonsdorff,
2022). Stora delar av djupare Egentliga Ostersjon r syrefria (Kulinski m.fl., 2022),
och dven kustomriden drabbas av sisongsmassig och tillfillig syrebrist som ett
resultat av 6vergddning (Rosenberg och Loo, 1988; Cederwall och Elmgren, 1990;
Conley m.fl., 2011). For att n4 de svenska miljémalen "Giftfri miljo”, Ingen 6ver-
g0dning” och ”Hav i balans samt levande kust och skirgird” kravs tillforlitlig
miljé6vervakning som mojliggor att forvaltningsbeslut kan utvarderas. Utveckling
av metoder som forbittrar precisionen i 6vervakningsresultat och var férmaga att
beddma dessa ekosystems hilsa och mangfald 4r dirav viktigt. DNA-streckkodning
av meiofauna-organismer som nematoder ir kostnadseffektivt (Fonseca m.fl., 2010)
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och skulle tillféra information ekosystemens hélsa (Balsamo m.fl., 2012). Darav
skulle det forbattra tillforlitligheten hos de habitatstatusklassningar som gors i
enlighet med Vattendirektivet (Europaparlamentets och radets direktiv 2000/60/EC,
2000) och Havsmiljodirektivet (Europaparlamentets och radets direktiv 2008/56/EG,
2008), samt ge forvaltare battre mojlighet att forsta, forutse och atgarda konsekvenser
av miljoférandring.

Bottenlevande makrofauna, djur stérre 4n 1 mm, ingar i svenska 6vervaknings-
program som underlag for att bestimma ekologisk status i kust och havsmiljo, bade
som indikator pa évergddning och som matt pa de bentiska habitatens ekologiska
hilsa (HaV, 2012, 2019, 2020). Denna 6vervakning uteldamnar dock merparten av
den biologiska mangfalden och den del av djursamhéllet vars sanna diversitet &nnu
ar ett kunskapsgap, nimligen meiofaunan (Creer m.fl., 2010). Meiofauna utgor
en distinkt grupp frdn de stérre makrofauna-organismerna i ekosystemet och de
fyller unika roller i ekosystemprocesserna (Coull, 1999; Schratzberger och Ingels,
2018; Bonaglia och Nascimento, 2023). Detta innebér att relevant, och potentiellt
avgorande, information idag saknas frin beddmningar av ekosystemens hélsa.
Det 1dga antalet makrofauna-arter i Ostersjon, samt artrikedomens beroende av
salthaltsgradienten, utgor ocksa ett problem fér miljéovervakning da det forsvarar
bedémningen av spatiotemporala fordndringar (Ankar och Elmgren, 1978; Zettler
m.fl., 2007). Antalet meiofauna-arter i Ostersjon dr langt hogre én det for makro-
fauna, speciellt i de nordligaste delarna som naturligt har ett vildigt 14gt antal
makrofauna-arter (Elmgren m.fl., 1984; Olafsson och Elmgren, 1997). I de djupare
omraden av Egentliga Ostersjon, som ir kraftigt pAverkade av syrebrist, dr de stdrre
djuren nistintill helt frAnvarande medan meiofauna fortfarande férekommer
(Norkko m.fl., 2015; Broman m.fl., 2021). Meiofaunans bentiska livscykel och dess
kontinuerliga reproduktion gor att de snabbt reagerar pa miljofoérandringar (Giere,
2009). Om meiofauna inkluderades i miljo6vervakning skulle de ddrav kunna
forbéttra tillforlitligheten hos statusbedémningar, speciellt i omraden med f&
eller inga makrofaunaorganismer, och tillfora viardefull information till férvaltare
(Schratzberger, 2012).

Av meiofauna-grupperna dr nematoder de mest mangfaldiga och abundanta,
det uppskattas finnas 6ver 1 million nematod-arter, men endast 27 000 (varav de
marina utgdr runt 11 400) ar beskrivna (Coomans, 2000; Appeltans m.fl., 2012;
Schratzberger, 2012). Nematod-samhallet dr en bra indikator pa miljéfordndringar
och dess anviandning for detta syfte har forekommit i 6ver 40 ar (Alves m.fl., 2013;
Ridall och Ingels, 2021). Miljoévervakning av nematoder &r &nnu inte utbredd
(Ridall och Ingels, 2021), men forskning om deras anvdndning som indikatorer pa
ekologisk status har 6kat (di Montanara m.fl., 2022). De ar toleranta mot syrebrist
(Modig och Olafsson, 1998) och ibland den enda faunagruppen som férekommer
i kraftigt fororenade miljoer (Armenteros m.fl., 2010). Denna tolerans &r ocksé art-
specifik, och nematod-samhéllets komposition férdndras snabb som svar pi storning
och miljoférandringar (Balsamo m.fl., 2012; Semprucci m.fl., 2015). Information
om nematodernas artsammanséattning kan dirav méjliggora att vi tidigare, och
tydligare, ser fordndringar av ekosystemhélsa, inklusive forsimringar och ater-
himtning i kraftigt pAverkade miljer. Om den ekologiska hilsan i Ostersjons djupare
och syrefattiga habitat skulle kunna bedémas med storre precision och med en
biologisk indikator skulle det stirka den malbaserade férvaltningen géllande 6ver-
gO0dningens negativa effekter. Ett hinder for att inkludera nematoder och annan
meiofauna i miljodvervakning dr dock kostnaden och svarigheten att artbestimma
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dem, ndgot som kraver bade tid och expertkunskap. Men moderna metoder som
DNA-streckkodning kan anvandas for att 6verkomma detta hinder (Creer m.fl., 2010;
Balsamo m.fl., 2012; Aylagas m.fl., 2018; Broman m.fl., 2019).

DNA-streckkodning baserar sig pa sekvensering av artspecifika markoérgener i
de provtagna organismernas genom, dess arvsmassa. Till skillnad frAn morfologiska
metoder déir varje individ artbestdms for sig s kan DNA-streckkodning anvindas
for att bestimma hela samhéllen samtidigt (Aylagas m.fl., 2018). Detta mojliggors
av nyare metoder dir massiv parallell sekvensering genomfors (vars applicering
inom DNA-streckkodning brukar kallas metastreckkodning, metabarcoding pa
engelska). Metoden Kraver inte expertkunskap om varje art, utan de sekvenserade
DNA-streckkoderna jimférs mot en referensdatabas (Hovmoller m.fl., 2017).
Streckkodningsmetoder har visat pa existensen av 1dngt hogre mangfald &n vad som
tidigare varit kint eftersom de effektivt kan anvindas dven pa mindre organismer
(Fonseca m.fl., 2010; Lallias m.fl., 2015; Nascimento m.fl., 2018). Dessa metoder
har visat sig vara potentiellt mer kostnadseffektiva &n traditionell provtagning,
och passande for miljoovervakningssyften (Aylagas m.fl., 2018; Keeley m.fl., 2018).
De mojliggor darigenom miljoovervakning av nematoder och andra meiofauna-
grupper. Metoden begridnsas dock av bristfilligheten hos de nuvarande referens-
bibliotek (Dell’Anno m.fl., 2015; Holovachov m.fl., 2017; Hovmoéller m.fl., 2017).
Nematod-arter varierar i egenskaper s som livshistoria och tolerans. For att repre-
sentera denna mangfald dr information om samhéillskompositionen pa &tminstone
slaktesniva nodvandig (Moens och Vincx, 1997). Vart projekt NEMOte BARCODing
har sokt 6verkomma detta hinder genom att forbattra referensdatabaserna for
Ostersjons nematoder. Detta arbete utgjorde det forsta av tre Arbetspaket inom
NEMOte BARCODing. Genom Arbetspaket 1 har projektet dirmed bidragit till
att 0ka precisionen for DNA-streckkodning av nematoder samt till mojligheten
att fylla kunskapsluckor om deras mangfald i Ostersjon. I férlingningen stirker
detta sikerheten i data och i statusklassningar av Ostersjons habitat som gérs med
nematod-streckkodning.

Ett andra hinder f6r DNA-streckkodning dr kunskapsluckor om hur vil den
relativa férdelningen av sekvensldsningar stimmer 6verens med den faktiska
samhéllskompositionen, fordelningen av arter, individer och biomassa, i nematod-
samhallet. Bide faktorer relaterade till varje arts genom och potentiella metod-bias
kan paverka utkomsten och leda till snedférdelningar i resultatet (Porazinska m.fl.,
2010; Dell’Anno m.fl., 2015; Pifiol m.fl., 2015). Korrelationer mellan sekvenslidsningar
och biomassa har dock hittats fér bentiska organismer (Elbrecht och Leese, 2017;
Bista m.fl., 2018) och Korrigeringar i dataanalysen kan goras om en systematisk
snedférdelning 4r kdnd (Bik m.fl., 2013; Pifiol m.fl., 2015; Elbrecht och Leese, 2017).
Vilka sekvenseringsmetoder och genmarkorer som dr bast lampade for att kvantifiera
samhaéllskomposition skiljer sig mellan djurgrupper och ar dnnu inte klarlagt for
nematoderna. I vart andra Arbetspaket har vi forsdkt besvara frigorna: Vilka metoder
ger bist representation av det faktiska nematod-samhaéllet och vilka metod-bias finns
som ger en skev representation av detta samhélle? Detta undersoktes experimentellt
for 8 potentiella indikatorslikten med god utbredning i Ostersjon. Streckkodnings-
metoder har i Arbetspaket 2 dven testats pA makrofauna-prover for att undersoka
metodernas potential inom makrofauna-overvakning. Genom att belysa dessa fragor
forbattras var formaga att omséitta data fran DNA-streckkodningsstudier till kunskap
om samhéllskomposition och i férldngningen ekologisk status.

10
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Slutligen sa behdvs metoder och verktyg for statusklassning med nematoder. Detta
inkluderar bade praktiska falt- och labbmetoder samt det sammanfattande verktyg,
ett index, som statusklassningen ska basera sig pa. Utformning och formulering av
dessa metoder utgor ett nddvandigt underlag for att en nematod-bedémningsgrund
ska kunna definieras. Igenom arbetet i NEMOte BARCODing sa har lampligheten
hos olika DNA-streckkodningsmetoder praktiskt utvirderas, med mélet att utveckla
ett standardiserat metastreckkodnings-protokoll fér dvervakning av Ostersjons
nematoder. I det tredje Arbetspaketet utvecklades statusklassningsverktyg som
kan anvindas for just streckkodningsdata 6ver nematod-samhaéllet. Index som
anvinds for att bedéoma ekosystemhalsan hos bottenlevande fauna paverkade av
stérning har ofta en liknande struktur, som utgar fran arters olika kinslighet (Diaz
m.fl., 2004; Pinto m.fl., 2009). BQI (benthic quality index), som anvinds i Sverige,
har fungerat vil sdrskilt i de artrika viastkusthabitaten, dar kinslighetsvirden har
kunnat riknats ut empiriskt. Men i det artfattiga Ostersjo habitaten s& 4r BQI mindre
robust mot fordndringarna i mangfald, och kénslighetsvirden dr i Ostersjon baserade
pa expertbeddmning (Rosenberg m.fl., 2004; Zettler m.fl., 2007; Leonardsson m.fl.,
2009). De icke empiriska kédnslighetsvardena samt det 1ga antalet arter sinker
den potentiella upplésningen med vilken statusklassning kan goras. Ett index for
nematod-6vervakning, ett Nematod-BQI, skulle méjliggora att férdelarna av ett
sddant 6vervakningsprogram i friga om kostnadseffektivisering kan utnyttjas,
samtidigt som det skulle bidra med en robust metod f6r statusklassning. De verktyg
som utvecklats i NEMOte BARCODing kan inom miljoévervakning ge viardefull
information till férvaltare, speciellt om den ekologiska statusen i Ostersjéns mest
paverkade miljder.

Malen for NEMOte BARCODing har varit:

1. Att forbéattra referensdatabaser for marin- och bracktvattensnematoder
i Ostersjon.

2. Attundersoka hur vél sekvenseringsdata frdn DNA-streckkodning dverens-
stimmer med den faktiska férdelningen av individer och biomassa mellan
nematod-arter. Och genom detta bedéma om eventuella metod-bias utgor ett
problem samt om nddvéndigt hitta korrigeringar fér dessa. Liknande undersok-
ningar kommer dven goras for DNA-streckkodning av Ostersjons makrofauna,
som potentiellt kan provtas med samma metod.

3. Attjamfora DNA-streckkodning och sekvenseringsmetoder ur Iimplighets-
synpunkt specifikt fér 6vervakning av nematod-samhaéllen, samt att baserat pa
detta arbete ta fram en rekommendation till standardiserat metastreckkodnings-
protokoll for ett sdidant miljédvervakningsprogram.

4. Attutveckla potentiella férvaltningsverktyg, och specifikt ett Nematod-BQI,
vilka tillsammans med ett standardiserat metodprotokoll kan anvdndas som
beddmningsgrund for statusklassning. Genom det utforskande arbetet for detta
kommer projektet bidra till utvecklingen av skraddarsydda forvaltningsverktyg
som ir limpliga for att detektera och kvantifiera regionala och lokala miljo-
forandringar.
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Genom dessa mél har NEMOte BARCODing utvecklat metoder som kan forbittra
miljédvervakningen av Ostersjon. Men de utvecklade metoderna har ocksa potential
for generalisering, och applicering av dessa i vistkusthabitat skulle utgdra en
intressant fortsidttning pa projektet. Vi hoppas att rapportens innehéll leder till
fortsatt forskning och vidareutveckling av sekvenseringsbaserade metoder for
miljodvervakning. Dessa metoder har stor potential att 6ka vir kunskap om eko-
systemens hélsa och dirigenom férbittra den ekosystembaserade forvaltningen.
De har dven potentialen att pa sikt kraftigt 6ka kostnadseffektiviteten inom milj6-
Overvakning. En bred anvindning av metoderna inom miljoévervakning kommer
medfora skalférdelar, och med tiden kommer metoderna ocksa bli alltmer effektiva.
Tidig implementering av sekvenseringsmetoder i valstrukturerade miljodvervaknings-
program skulle méjliggdra utvirdering och forbittring, och darigenom langsiktigt
bidra till att realisera denna potential. Ett dvervakningsprogram av Ostersjons
nematoder ir ett utmérkt exempel pa ett sdidant program, vars implementering dven
har mycket att bidra med i dagsliget. Vi ar Overtygade om att nematoderna har
vardefull information att ge till férvaltare, och hoppas att verktygen som presenteras
i rapporten mojliggor att denna information férmedlas.
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2. Faltprovtagning
och beskrivning av
DNA-streckkodning

Ostersjon har en karakteristisk salthaltsgradient fran norr till syd, vilket strukturerar
havets biologiska mingfald (Segerstrale, 1957). Syretillstindet p& havsbotten spelar
ocksé en stor roll i att forma Ostersjoéns biologiska samhillen, och djupare delar av
Egentliga Ostersjons ir ofta syrefattiga eller helt syrefria i vad som vanligtvis kallas
ddda zoner (Norkko m.fl., 2015; Meier m.fl., 2022). For att fanga in variationen

i miljéforhallanden, méangfald och samhéllskomposition mellan Ostersjons habitat
har NEMOte BARCODing haft som mal att samlat in prover fran hela Sveriges
Ostkust. Genom detta kan vi ticka in den naturliga spridning som finns i samhélls-
komposition och diversitet hos Ostersjons meiofauna och nematod-samhéllen.
For att lyckas med detta samarbetade projektet nira med miljédvervaknings-
programmen som drivs av Stockholms universitet och Umed universitet for den
regionala och nationella miljodvervakningen (miljoovervakningsprogrammet

av sedimentlevande makrofauna).

Prover togs fran Ostersjon mellan 2015 och 2019 till projektet, fran totalt 81 miljé-
dvervakningsstationer. Stationerna ér utspridda i 1ings svenska kusten i Ostersjén
fran Bottniska viken till Arkonahavet. De flesta stationer tillhor stationskluster,
medan andra dr mer utspridda och utgér historiska miljé6vervakningsstationer.
Stationerna 1&g i bade kust och utsjdbomréden, och tillhérde 26 olika vattenférekomster.
Karta 6ver provtagna stationskluster och enskilda stationer ses i Figur 1, och medel-
viarde samt omfang av miljovariabler for de provtagna havsbassingerna kan ses
i Tabell 1.

Tabell 1. Havsbassénger och miljovariabler fér de provtagna stationerna, givet som medelvarde
(omféang). Fullstandig lista 6ver provtagna stationer, vilka stationskluster de tillhér och varden
for abiotiska variabler finns i Bilaga 8.

Havsbassang Djup Temperatur Salinitet Syreméattnad
(m) (c°) (PSV) (mg/1)
01-Bottenviken 78 (27-125) | 2.3(0.8-4.9) 3.2(2.6-3.7) 10 (9.4-10.5)
02 - Norra Kvarken 87(78-92) | 3.3(3.2-3.3) 5.9 (5.8-5.9) 7(6.8-7.2)
03 - Bottenhavet 61(17-84) 2.3 (1.9-2.8) 5.3(5.1-5.6) 7.9 (2.4-10.1)
04 - Alands hav 72 (24-123) | 4(2.8-5.3) 6 (5.1-6.8) 9.4 (8-10.8)
07 —Norra Gotlandshavet 48 (24-76) | 20.9 (4.4-63.4) | 7.5(4.4-9) 8.6 (2-11.5)
08 —Vastra Gotlandshavet 45 (10-124) | 18.8 (3-72.3) 8.6 (4.4-10.3) 7.9 (0-11.8)
09 - Ostra Gotlandshavet M @1-12) | 6.7 (6.2-7.3) 11.1(10.4-11.6) | 0.2(0.1-0.3)
12 - Bornholmshavet och Hanébukten | 79 (64-90) | 7.5(6.7-8.8) 15.9 (9.3-18.9) | 1.7(0.2-4.7)
13 - Arkonahavet och Sédra Oresund 42(39-48) | 11.8 (4.5-55.8) | 10.3(7.8-16) 7.9 (5-11.3)
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Figur 1. Karta dver 0stersjon och med de provtagna stationsklustren markerade, stationerna
ar fargade efter vilken havsbassang de tillhér. Linjer for avgrédnsning av havsbasséngerna
tagna fran HELCOM. Fullstandig lista 6ver provtagna stationer och vilka stationskluster de
tillhor finns i Bilaga 8.

I falt togs sedimentprov med kajakhdmtare (dér prov tas med rér som har en area pa
50 cm?). De Oversta 2 cm av sedimentet avskildes och samlades in. Ett antal av proven
var &mnade for bAde DNA-extraktion och morfologisk analys. Dessa prov forvarades
i DESS (en 16sning som innehéller dimetylsulfoxid, dinatrium-etylendiamintetra-
attiksyra, och méattad natriumklorid) som méjliggér bAdde morfologiska och DNA-
baserade analyser, till skillnad fran forvaring i formalin (Yoder m.fl., 2006; Bik m.fl.,
2009). Prover som var Amnade till endast DNA-extraktion konserverades genom
att frysas i —20 °C. Efter 2019 har &ven flera prov samlats in i samband med milj6-
overvakningen for att mojliggéra en fortsdttning pé arbetet, om 4n inte i lika stor
skala. Planen var att fortsidtta med samma provtagningsuppldgg som genomforts
2019 under efterfoljande ar, men pa grund utav Covid-19 pandemin s& fokuserades
arbetet i stillet pa redan insamlade prover.

P4 labb gjordes densitetsextrahering av meiofauna organismer fran sediment-
proverna enligt Nascimento m.fl. (2008). For denna metod anvénds Levasil Colloidal
Silica (H.C. Starck). Sedimentprover (100 g av homogeniserat prov per kajakror) sallas
med ett sall vars nit 4r 40 pm, sedimentfraktionen som stannar i sallet innehaller
darmed meiofaunan. Sedimentet férs sedan 6ver till en Erlenmeyerkolv tillsammans
med Levasil-16sningen, och kolven skakas. Blandningen 14ts vila i S minuter. Under
denna tid flyter meiofauna upp medan sedimentpartiklar sjunker. Blandningen
dekanteras och den 6verforda volymen som innehaller meiofauna tvittas med
vatten vars salinitet matchar provstationens. Denna process repeteras ytterligare tva
ganger, en andra ging med 5 minuters vilotid efter skakning och en tredje gdng med
30 minuters vilotid. De dekanterade volymerna sallas ytterligare en gdng genom
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det 40 pm maskiga séllet, och innehallet i sallet fors till sist 6ver till en forvarings-
behallare. Max 10 ml volym anvands for att fora 6ver meiofaunan fran sallet. Proverna
forvarades sedan i —20 °C. Vissa av proverna anvindes fér morfologisk analys och
andra genomgick DNA-extrahering direkt.

Alla prov fran filt, experiment och isolerade nematod-arter som var Amnade for
DNA-streckkodning genom gick sedan biblioteksforberedelse (library preparation pa
engelska), som &r forberedelserna for streckkodnings-sekvensering dar PCR-metoder
(polymeraskedjereaktion, polymerase chain reaction pa engelska) anvands. Stegen
for biblioteksforberedelse for metastreckkodning ar i breda drag 1. DNA-extrahering,
2. Forsta PCR-amplifieringen — markorgens-amplifering, 3. Andra PCR-amplifieringen
- indexering av prover, 4. Renande av amplifierat DNA i proverna, 5. Sammanféring
av prover till det slutgiltiga biblioteket. For metastreckkodning dr dessa steg oftast
gemensamma, men de varierar i specifikationerna si som anvinda material vid
PCR-amplifering, PCR-program, dar proven sétts i en termocykler och genomgér
olika cykler vid specifika temperaturer, samt inkluderingen av rengéring av DNA och
PCR-produkter som mellansteg. Streckkodning som inte dr av flera prover, utan av
enskilda prov eller individer, som i Arbetspaket 1, dr inte metastreckkodning och da
indexeras inte proverna. Nedan féljer en kort sammanfattning av stegen. Metoderna
i varje Arbetspaket kommer beskrivas i korthet och en mer detaljerad lista pa specifi-
kationer fOr respektive biblioteksforberedelse kommer finnas i Bilaga 1.

I ett forsta steg sa genomfors extrahering av DNA frin de organismer som ska
sekvenseras, detta gors oftast med kommersiella DNA-extraherings kit. Mingden DNA
som har extraherats samt kvalitén pa proven méts efterat fér att kunna identifiera
hinder fér PCR-amplifiering. Ibland maste DNA-proven genomg3 ytterligare ett
renande steg for att bli av med d4mnen som blockerar amplifieringen. Generellt s&
gors 3 replikat per prov under PCR-ampliferingsstegen, som sammanfors pa slutet.
I forsta PCR-amplifieringen sa amplifieras genmarkoren med hjélp av tvi hophodrande
primrar, en “framat” och en “bakat” primer. Dessa binder till DNA i templatet (DNA
fran de sekvenserade organismerna) vid specifika positioner pd markérgenen, och vid
PCR-amplifiering sker en stor 6kning av de korta sekvenssegment som ligger mellan
basparen som primrarna bundit till. Detta sker med hjilp av ett DNA-polymeras
(vanligen Taq-polymeras) och andra nédvindiga komponenter som har adderats
till proven. PCR-buffertlosningar som innehéller de nédvindiga ingredienserna,
vanligtvis kallad master mix pa engelska, anvinds ofta. De amplifierade, korta
sekvenssegmenten dr vara streckkoder, amplikons, som anvinds for att bestimma
arten. De cykliska momenten i PCR-programmen behover ibland optimeras, och
resultatet testas efterat med gelelektrofores for att sdkerstélla att amplifiering har
skett.

PCR-ingredienserna, 6verblivna primers och Taq-polymeras, tvittas generellt
frdn proven innan den andra omgéingen av PCR-amplifiering som gors vid meta-
streckkodning. Vid metastreckkodning dir flera prov sekvenseras samtidigt gors
den andra omgéingen for att kunna sérskilja prov i utvunna sekvenseringsdata.
Indexerings-primrar, som binder till anvinda markérgensprimar, anvands i unika
kombinationer for de olika proverna vilket gor att de kan sirskiljas. Efter index-
amplifieringen sa rengdrs proven och endast sekvenssegment med en basparslingd
som matchar den 6nskade streckkoden behélls. Detta exkluderar diverse biprodukter

15



NATURVARDSVERKET RAPPORT 7131
NEMOte BARCODing - Férbattrad miljodvervakning av Ostersjons bentiska ekosystem

frdn PCR-processen. Till sista s sammanfors replikat, midngden DNA i varje prov
mats (med Qubit) och sist sammanfors alla prov till ett gemensamt provrér som da
utgor det fardiga biblioteket. En specifik volym per prov foérs 6ver for att fa en lika-
fordelning av koncentration och molarméingd av varje prov. Biblioteket sekvenseras
sedan, en vanlig plattform for metastreckkodning ar Illumina MiSeq. Sekvenserings-
data behdver sedan genomgé steg av kvalitetssidkring och datastddning, s som
trimmandet av primersekvenser och mitning av kvalitén pa sekvensldasningarna.
Sekvensldsningar ir antalet detekterade avldsningar av ett visst sekvenssegment
under sekvenseringen. Vidare bioinformatik krivs dven for att sekvensdata ska
kunna analyseras, sa som jimforelse av sekvenser mot referensbibliotek.

Vidare ldsning om metoderna fér DNA-streckkodning finns i bland annat
Aylagas m.fl. (2016, 2018), och Bourlat m.fl., (2016), och beskrivningar av metoderna
som anviandes inom detta projekt finns i artiklar som publicerats i samband med
projektet (Broman m.fl., 2019, 2021; Ahmed m.fl., 2020).
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3. Arbetspaket 1.
Forbattrade referens-

bibliotek for Ostersjons
nematoder

3.1 Bakgrund och syfte

DNA-sekvensering har potentialen att hjélpa oss ticka de kunskapsluckor som finns
gillande ekosystemens mangfald av meiofauna och mikrober (Bik m.fl., 2012). Men
for att DNA-streckkodning ska kunna ge en representativ bild av mingfalden i
samhaéllet s& maste det finnas referensbibliotek som har bra tickning, badde av de
arter som provtas och de markdérgener som anvédnds. Nagra exempel p4 markor-
gener ir ribosom-RNA generna 18S rRNA och 28S rRNA, samt den mitokondriella
genen for cytokrom c-oxidas (COI). Dessa anvdnds vid DNA-streckkodning av
nematoder (Nascimento m.fl., 2018) och har i marina miljer visat pd en storre
mangfald 4n vad som tidigare antogs (Fonseca m.fl., 2010; Lallias m.fl., 2015;
Nascimento m.fl., 2018) samt lett till att endemiska nematod-arter har upptickts
(Porazinska m.fl., 2010). Detta visar pa potentialen hos DNA-streckkodning, men
implicerar ocksa behovet av kontinuerlig forbattring av referensdatabaser for att
ta vara pa streckkodningsmetodernas fulla potential.

I idealfallet skulle varje referensbibliotek ha tickning for alla arter inom det
studerade ekosystemet, samt data dver varje taxas utbredande i forhallande till
geografi och ekologi, de salinitets, temperaturs och syrehalts-férhallande under
vilka de férekommer (Holovachov m.fl., 2017). Detta &r ett ideal som nuvarande
referensdatabaser inte lever upp till (Dell’Anno m.fl., 2015; Holovachov m.fl.,
2017). En studie av Holovachov m.fl. (2017) visade att endast 180 av 530 (beskrivna)
marina nematod-sldkten fanns representerade i NCBI GenBank, och en annan
studie av Hovmoller m.fl. (2017) pekade ocks& ut nematoder som en grupp i behov
av forbattrad tickning i referensdatabaserna, och de estimerade att endast 0,3 %
av nordiska nematod-arter finns i BOLD (Bold Systems v4, 2023), dessa ar tva av
de mest anvanda referensdatabaserna. Data 6ver nematod-samhaéllet pé slaktes-
niva behdvs for att gdra noggranna och ekologiskt relevanta statusbedémningar
(Moens och Vincx, 1997). Prover insamlade inom NEMOte BARCODing har visat
pa samre tickning for nematod-slikten i Norra Egentliga Ostersjon dn de i sddra,
se Figur 2 (Broman m.fl., 2019). Syftet med forsta delen av NEMOte BARCODing var
att forbittra dessa databaser med hinsyn till Ostersjons nematoder. De referens-
sekvenser som laddats upp i samband med NEMOte BARCODing kommer att
forbattra representationen av det faktiska nematod-samhaéllet vid streckkodning,
och dirigenom forbittra potentialen i miljoovervakning av nematoder samt bidra
till forskning om meiofauna-samhéllets utbredd och méingfald.
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Malen for arbetspack 1i NEMOte BARCODing var:

» Att binda samman morfologiska och molekylira data for 110 nematod-arter
fran Ostersjon.

« Att forbittra referensdatabaser for 18s och 28s rRNA markoérgener genom att
ladda upp denna data till referensdatabaser som SILVA och NCBI.

+ Att potentiellt beskriva tidigare obeskrivna och endemiska nematod-arter
i Ostersjon.
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Figur 2. Slakten av meiofauna baserat pa DNA-streckkodning med prover fran Norra och Sédra
Egentliga Ostersjon. Andelen oklassificerade nematod-slakten &r stérre i Norra Egentliga
Ostersjon. Figur modifierad fran Broman m.fl. (2019), darav text pa engelska.

3.2 Metod

Arbetspaket 1 baserade sig pa prover tagna l1angs hela Sveriges 0stkust. De togs bade
under vir och sommar for att ta hansyn till sisongsmaéssiga variationer. Som beskrivet
i Del 2 av rapporten togs sedimentprov med kajakhdmtare och meiofauna-fraktionen
separerades. Nematoder bestdmdes till art morfologiskt av Dr Oleksandr Holovachov
pa Naturhistoriska riksmuseet, en taxonomisk expert pi nematoder. DNA fran
enskilda nematoder extraherades, rengjordes och genomgick biblioteksférberedelser
for 18S rRNA samt 28S rRNA markorerna. Metoderna fér sekvensering dr beskrivna
i detalj i Ahmed m.fl. (2020), specifikationer finns 4ven i Bilaga 1. Metoderna presen-
teras hér i korthet.

DNA frin de enskilda nematoderna extraherades med Qiagen QiAmp DNA Micro
kit. Tva rRNA genregioner amplifierades, 18S-rRNA och D2-D3 segmentet av 28S-rRNA.
18S-rRNA genen amplifierades med primerparet 988F-1912R for det férsta fragmentet
och primerparet 1813F-2646R for det andra fragmentet (Holterman m.fl., 2006). D2-D3
segmentet av 28S-rRNA genen amplifierades med primerparet D2Af and D3Br (Nunn,
1992). Kvalitetskontroll och sekvenstrimning gjordes i BioEdit (Hall, 1999) och ihop
sittning av framat och bakat segmenten av sekvenserna gjordes i Fragment Merger
online tool (Bell och Kramvis, 2013). For 18S si sattes dven de tva fragmenten ihop
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till ett contig (sammansatt sekvens) med samma verktyg. Biblioteken skickades
sedan till Macrogen Europe B.V. for Sanger sekvensering. Sekvenser for genmarkorer
laddades upp till databaserna SILVA och NCBI.

3.3 Resultat och diskussion

Fran proverna har 450 nematoder identifierades. Dessa tillhorde 110 arter respektive
72 sldkten, fran 29 olika nematod familjer. Sekvenseringen var framgingsrik i ca

95 % av fallen och misslyckades helt fér endast fér 13 av 318 prov for 18S och endast
8 av 188 prov for 28S. Totalt 440 referenssekvenser har uppladdats (285 for 18S och
155 for 28S D2-D3). Referenssekvenserna var runt 1 600 baspar langa for var och

en av markorgenerna. Se Tabell 11 i Bilaga 2 for lista pd uppladdade sekvenser och
nematod-art, samt vilken familj dessa tillhor.

D4 121 nematod-slékten hittades i data baserat pa prover fran hela Ostersjon
som inom NEMOte BARCODing anviandes for Arbetspaket 3 s& utgér uppladdning
av referenssekvenser for 72 olika sldkten ett betydande bidrag till forbattringen av
existerande referensdatabaser. Referenssekvenser for sliktena fanns representerade
i referensdatabaserna sedan innan, och inga endemiska eller beskrivna arter
uppticktes. Men i och med variationen i markérgen som kan finnas inom en art
(Porazinska m.fl., 2010; Bik m.fl., 2012; Dell’Anno m.fl., 2015), samt vikten av referens-
sekvenser fran olika geografiska omraden (Holovachov m.fl., 2017), kommer NEMOte
BARCODings bidrag till referensbiblioteken forbittra streckkodning av Ostersjons
nematoder.

Bade miljodvervakning och forskning kommer gynnas av den fortsatta utveck-
lingen och forbéttringen av referensbibliotek. Kunskapsluckor om meiofauna-
méngfalden i Ostersjon kommer successivt att minska i och med denna forbéttring,
och felaktiga taxonomiska bestimningar vid streckkodning kommer att bli farre.

Forvaltning inom vilken streckkodningsovervakning ir en del maste se till
denna langsiktiga utveckling av referensdatabaser. En fordel med metoden &r att
sparad sekvensdata senare kan ater jaimforas mot forbéttrade referensdatabaser,
vilket gor att historiska data kommer vara jamfoérbar med nyare data givet jaAmfor-
bara metoder i 6vrigt. I och med metoderna och databasernas fortsatta utveckling
kommer ocksi skillnaderna som resulterar fran uppdateringar av databaserna avta.
Dessa forbattringar kraver dock fortfarande taxonomisk expertis inom meiofauna
och nematoder. For att se till referensdatabasernas utveckling skulle identifiering,
sekvensering, och uppladdning av referenssekvenser dér brister i databaserna
existerar kunna utgodra en del i ett nematod-dvervakningsprogram.

Ett sitt att inkorporera detta i ett vervakningsprogram &r att morfologiskt
bestdmma arter for utvalda prover inom nematod-6vervakning, vilket kan fungera
som en metod for kvalitetssdkring. Ett sddant uppligg skulle mojliggdra kontinuer-
liga forbattringar av metoderna samt validering av resultaten. Detta arbete krdver
fortfarande taxonomisk expertis, men dr mindre i skala 4n om samtliga prov skulle
morfologiskt bestimmas. Att taxonomisk expertis om mélorganismerna finns ar
saklart ocksd bade nédviandigt och gynnsamt for ett miljoovervakningsprogram.
For att bestimma nematod-samhéllet kan nematoderna i en bestimd volym av ett
homogeniserat prov och/eller ett specifikt antal individer artbestimmas, vilket ger
en bild av den relativa abundansen och potentiellt den absoluta abundansen. Om
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mojligt kan samma individer aterforas till provet och DNA-streckkodning genom-
foras for en direkt jAmforelse inom provet. Annars kan prov frin samma station,
eller mangfalden i ett kluster, jaimforas.

D4 denna morfologiska metod ej har en absolut sékerhet s& skulle denna
kvalitetssdkringsmetod oftast inte innebaéra ett definitivt god- eller underkdnnande
av prov. Ett troskelvirde for gemensamma taxa skulle kunna séttas, men det har
visat att gemensamma taxa mellan metoderna kan vara lag (Schenk m.fl., 2020).
Det skulle dock utgdra ett matt pa tillforlitligheten i data, mojliggéra utvirdering
av metoder Over tid, samt att arter med bristande representation i referensdatabaser
kan plockas ut, sekvenseras och fi referenssekvenser uppladdade. Aven i liten skala
skulle det tilldta en l1Angsiktig utvirdering och forbittring av metoderna. Vart projekt
har visat pa méjligheten till fortsatt forbittring av referensdatabaserna for Ostersjons,
och har &ven som en fortsittning p4 detta inlett ett arbete med att ta fram en data-
bas for nematoder fran alla livsmiljder. En sddan databas skulle vara en god resurs
for ett miljoovervakningsprogram av nematoder.
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4. Arbetspaket 2.
Kvantifiering av
nematod-samhéllen med
DNA-streckkodning

4.1 Bakgrund och syfte

Aven med referensbibliotek som ticker de provtagna arterna sa aterstar frigan om
sekvenseringsdata utgdr en korrekt representation av samhéllskompositionen och
den relativa abundansen (Schenk m.fl., 2019). Fragan &r alltsd om det gar att koppla
sekvenslidsningar till kvantitativa mitt av abundans eller biomassa. Det finns tva
problem som kan forsvara detta och stéra djurens relativa féordelning av sekvens-
lasningar jimtemot dess fordelning i samhéllet. For det forsta finnas det en potentiell
variation bdde mellan och inom arter i relevanta genomegenskaper sa som genkopior
och genmarkorernas exakta nukleotidsekvens (Bik m.fl., 2012). Detta har setts for
nematod-arter, dir individer fran vilbeskrivna arter varierar i bade antal genkopior
och har skillnader i sekvens for markorgener vid enskilda baspar (Porazinska m.fl.,
2010; Bik m.fl., 2012; Dell’Anno m.fl., 2015; Schenk m.fl., 2019). Variationsgraden skiljer
sig mellan arter, vilket kan gora det svart att fi korrekta matt av relativ eller absolut
abundans fran sekvenseringsdata. Det andra problemet dr potentiella metod-bias vid
PCR-amplifiering. Dynamiker i amplifieringsprocessen, sekvensinteraktioner samt
bindningspreferenser for anvinda primers kan gora att vissa amplikons amplifieras
i hogre grad 4n andra. Detta resulterar i en 6verrepresentation av dessa amplikons

i det slutgiltiga biblioteket och ddrmed en inkorrekt och snedférdelad representation
av djursambhadllet (Pifiol m.fl., 2015).

Men studier visar ocksi att streckkodningsdata utgér en representation, om dn
en bristfillig sddan, av den underliggande samhéllsstrukturen. Detta kan till exempel
visas genom de Korrelationer mellan sekvenseringsldsningar och biomassa som har
hittats for bentiska organismer (Elbrecht m.fl., 2017; Bista m.fl., 2018). Det 4r dock
viktigt att beddma hur mycket, och kanske dnnu viktigare pa vilket sitt, sekvensdata
skiljer fran den faktiska fordelningen. Det har visats att korrigeringsfaktorer kan
anvindas for att minimera effekten av systematisk snedférdelning om en sadan ar
kind (Bik m.fl., 2013; Pifiol m.fl., 2015; Elbrecht och Leese, 2017). En metod som har
lett till lovande resultat ndr det kommer till biomassaestimering dr anvandningen
av flera primer par for olika genmarkoérer i samma replikat samt kombinationer av
genmarkorer for sekvenssegment frdn samma region (Gibson m.fl., 2014; Kelly m.1l.,
2014; Bista m.fl., 2018), vilket kan férbéttra bade méttet av artrikedom, och biomassa-
estimering fran streckkodningsdata. Dessa metoder har dock inte applicerats pa
nematoder eller meiofauna i allméinhet.
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I Arbetspacket 2 s& har NEMOte BARCODing undersokt hur vil streckkodnings-
metoder kvantifierar nematod-samhaéllet, samt undersokt hur metod-bias, som ar
potentiella hinder for streckkodningsévervakning, paverkar metodens anvindning
pa nematoder. Arbetet har fokuserat pa 8 slikten som dr potentiella indikator pa
syrebrist och dven abundanta i Ostersjon. Dessa slidkten visade sig ha olika kéinslighet
mot syrebrist i experiment gjorda av Modig och Olafsson (1998) och férdelningen
av dem i nematod-samhaéllet kan darav potentiellt indikera negativa effekter av 6ver-
godning i form av hypoxi. Olika DNA-sekvenseringsmetoder, bade streckkodning
med 18S och 28S markdrgenerna och shotgun-sekvensering, testades och jaimfordes
ur lamplighetssynpunkt for miljoovervakningssyften i relation till de ovanstaende
beskrivna problemen. Information om hur vil DNA-streckkodning kvantifierar
nematod-samhéillen kommer forbittra var forméga att omsétta data till kunskap om
nematodernas samhaéllsstruktur, och i férldangningen underlétta deras inkludering
i miljoovervakning och var férmaga att bedéma habitatens ekologiska status utifran
denna. Streckkodningsmetoder testades dven for applicering p4 makrofauna-
samhéllen for jaimforelse och for att utforska potentialen att d&ven 6évervaka makro-
fauna med DNA-baserade metoder.

Malen for arbetspack 2 i NEMOte BARCODing var:

« Att testa hur vil sekvenseringsmetoder kvantifierar abundans och biomassa fér
dessa 8 sldkten. Detta for att antingen visa pa goda aterspegling av det faktiska
nematod-samhaéllet, eller hitta mojliga korrigeringsfaktorer som kan anvindas
for att korrigera for snedférdelningar.

+ Att dven testa streckkodningsmetoder p4 makrofaunasamhéllen, och jaimféra
berdkningar av BQI, som anvinds for att bestimma ekologisk status, mellan
morfologiska och DNA-baserade metoder.

« Attutifrdn dessa tester jimfora sekvenseringsmetoder for miljoovervakning
ur lamplighetssynpunkt, och fran detta ge ett forslag till ett standardiserat
meta-streckkodningsprotokoll f6r miljé6vervakning av meio och makrofauna
i Ostersjon.

4.2 Metod

4.21 Experiment med artificiella nematod-samhallen

Experiment genomfdrdes med artificiellt sammansatta nematod-samhéllen. Frdgorna
som vi ville besvara var: 1. Fir olika nematodtaxa olika antal sekvensldsningar i for-
hallande till sitt individantal? 2. Korrelerar mdngden DNA med relativa abundans av
sekvensldsningarna for de 8 sliktena? 3. Paverkar val av sekvenseringsmetod eller
markdrgener forhillandet mellan sekvensldsningar och antal individer eller DNA
maingd for de 8 sldktena?

Tva experimentella upplidgg anvindes for att besvara dessa fragor. I det forsta,
DNA-méngdsexperimentet, anvindes en bestdmd proportion av redan extraherat
DNA fran de 8 sldktena. I det andra, individexperimentet, anvindes en bestimd
proportion av individer fran sldktena.

De 8 slidktena valdes fér experimentet baserat pa deras férekomst i Ostersjén samt
har visat skillnader i kinslighet mot syrebrist (Modig och Olafsson, 1998), vilket gér
dem till potentiella indikatorsldkten. Klassningen av tolerans mot syrebrist var
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baserad pa experimentella resultat frin Modig och Olafsson (1998), samt férekomsten
av sldktena langs en syrehaltsgradient i prover tagna inom projektet. Utvalda sldkten
och respektive klassning var féljande:

1. Toleranta mot syrebrist: Sabatiera, Leptolaimus och Halomonhystera.
2. Mindre kinsliga mot syrebrist: Paracanthonchus, Daptonema och Microlaimus.
3. Kénsliga mot syrebrist: Axonolaimus och Desmolaimus.

Respektive experiment hade 3 typer av artificiella samhéllen som dominerades av
respektive toleransklass:

+ Ettsamhéille dominerat av toleranta sldkten.
« Ettsamhéille dominerat av mindre kénsliga sldkten.
» Ettsamhille dominerat av kidnsliga sldkten.

For individexperimentet tillférdes dven fjarde artificiellt samhélle med lika antal
individer av sldktena. For alla typer av artificiella samhéllen i respektive experiment
gjordes 3 replikat.

=57 Experiment 1 — Mock community composed of input DNA

| 1. Nematoda selection ‘

8 genera with varying I—\_
sensitivity to hypoxia:
Less P
| Tolerant Sensitive

sensitive
Sabatieria Paracanthonchus Axonolaimus
Leptolaimus Daptonema Desmolaimus
Halomonhystera Microlaimus

| 2. Staggered mock communities ‘

Mock 1: Tolerant species Mock 2: Less sensitive Mock 3: Sensitive species
dominance species dominance dominance
[ [ [
. X 3 replicates X 3 replicates X 3 replicates
(22 ng DNA) (22 ng DNA) (22 ng DNA)

Figur 3. Uppléagg experiment 1. DNA-mangdsexperimentet, dar olika méangd DNA fran respektive
kénslighetskategori anvandes for att konstruera 3 typer av artificiella samhéllen, med 3 replikat
var. Figur tagen fran manuskript i férberedelse som kommit ur NEMOte BARCODing, darav text
pa engelska.

Prover togs med kajakcores och meiofauna separerades som beskrivet i Del 2 av
rapporten. Nematoderna identifierades visuellt av experter pa4 Naturhistoriska
riksmuseet och individer frin de 8 utvalda nematod-sldktena separerades. Till
DNA-méngdsexperimentet extraherades DNA fran 50 individer fran respektive
sldkte. De 3 replikaten for respektive samhéllstyp konstruerades sedan, med 22 ng
som den totala mingden DNA i varje samhélle, se Figur 3.
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I individantalsexperimentet utgjordes varje replikat av 80 individer totalt, med
fordelning enligt samhéllstyperna, se Figur 4. Samhéllet med lika antal av sliktena
utgjordes dock av 70 individer da otillrdckligt antal individer gjorde att sldktet
Daptonema behovde utelimnas. Extrahering gjordes av varje artificiella samhélle
med QIAmp DNA Micro kit enligt tillverkarens instruktioner.

n

Y Experiment 2 — Mock community composed of nematode specimens
1. Specimen sorting ‘ 2. Even and staggered mock communities I
Mock 1: Equal number per genus Mock 2: Tolerant species dominance

Q® suuicia L ) (N 20 15 13
. Leptolaimus 102 ; : ﬁ . . A
A Halomonhystera 87 L) ¢ 9 8O G’I7
EE] Paracanthonchus 153 10 10 ﬁ
@ 99 A P s 3

Daptonema - AT
6 Microlaimus 126 |
5 S —— 132 Mock 3: Less sensitive species dominance Mock 4: Sensitive species dominance
D Desmolaimus 114 i

Total 930

20

[ ]
A

15

Q"“ <>; I“-

T
x 3 replicates

Figur 4. Upplagg experiment 2. individexperimentet, dar olika antal individer fran respektive
kénslighetskategori anvandes for att konstruera 3 typer av artificiella samhéllen, samt ett
fjarde samhalle med lika antal individer av 7 av slaktena (Daptonema behdvde utelamnas
pa grund utav brist pa individer). Samtliga av dessa gjordes i 3 replikat var. Figur tagen fran
manuskript i forberedelse som kommit ur NEMOte BARCODing, darav text pa engelska.

Samtliga replikat frAn badda experimenten, samt negativa kontroller, genomgick
biblioteksforberedelser med 3 olika metoder. Tva olika streckkodningsmetoder,
den forsta med primers TAReuk454FWD1 och TAReukREV3 (Stoeck m.fl., 2010)
som har 18s rRNA genregionen som mélsekvens, och den andra med primers 1274F
och 706R (Schenk m.fl., 2019) som har 28s rRNA genregionen som méilsekvens)
samt en tredje metod dir Shotgun-sekvensering anvindes. I Shotgun-sekvensering
sa genomfors sekvensering direkt pa det extraherat DNA, DNA massan bryts i
mangder av sm4 bitar som sekvenseras. Genom att man kan pulsa ihop dessa bitar
och jimfora med referensdatabaser kan man bestdimma samhéllskompositionen.
Biblioteken sekvenserades sedan med Illumina MiSeq.

For bioinformatiken trimmades index och markorprimers fran sekvensdata med
programmet Cutadapt (version 1.17). DADA2 paketet i R milj6 (Callahan m.fl., 2016)
anvindes for kvalitetsfiltrering, métning av fel och borttagning av duplicerade sek-
venser. 18S-sekvenssegmenten jaimférdes sedan mot databasen NCBI med BLAST
algoritmen. FOr 28S gjordes en jimforelse av sekvenssegmenten mot de referens-
sekvenser som tagits fram i projektet, &ven det med hjilp av BLAST algoritmen.
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4.2.2 DNA-streckkodning av makrofaunaprover

Under juli 2021 samlades makrofaunaprover in fran 38 stationer i Askd omréadet,
Norra Egentliga Ostersjon, varav 15 dr miljdévervakningsstationer. Proven konser-
verades i etanol (90 %, utspétt fran 96 % med glycerol) som innehdoll infargnings-
medlet Bengalrosa (0,1 g per liter). Samhéllskompositionen, artabundans, biomassa
(vatvikt) och artantal faststélldes morfologiskt och BQI rdknades ut per station.
Djuren konserverades sedan ater i samma konserveringslésning. 20 av dessa provet,
10 med 1&gt BQI och 10 med hogt BQI, valdes ut for DNA-streckkodning for att
jamfora samhillskomposition och BQI utrdkning med den morfologiska analysen.
DNA extraherades med Powermax Soil DNA Isolation Kit (som bedémdes kunna
anvindas effektivt pa djurvivnad) i februari 2022, 7 manader efter konservering. Fore
extrahering tvittades och skoljdes djuren for att fa bort konserveringsvatskan, samt
homogeniserades med mortel. Biblioteksforberedles genomférdes med 2 upp-
siattningar av PCR-buffert-blandningar (buffert som innehéaller DNA-polymeras och
andra nédviandiga komponenter for PCR-amplifiering), AmpliTaq Gold och Q5 High
Fidelity 2X Master Mix. Primers fér COI genmarkoren anvindes (framat-primern
mlCOIlintF och bakat-primern mICOIintR, (Leray m.fl., 2013)). Rengdring av proven
var nodviandigt for lyckad amplifiering, for detta anviandes DNeasy PowerClean

Pro Cleanup Kit. En méjlig anledning till att reng6ring behovdes ar att kvarvarande
bengalrosa utgjorde ett hinder for PCR-amplifiering. D& konserveringsmetoden ar
identisk med den som utfors i nuvarande makrofauna-évervakningsprogram har
detta potentiellt implikationer for metodens anvindning inom denna makrofauna-
Overvakning. Biblioteket sekvenserades sedan med Illumina MiSeq. Trimning av
primersekvenser och kvalitetsfiltrering genomférdes med hjalp av DADA2 paketet
i R. Sekvenssegmenten jamfordes mot referensdatabasen NCBI med hjdlp av BLAST
algoritmen.

4.2.3 Statistik

Samtlig statistik gjordes i R miljo. F6r experimenten med artificiella nematod-
samhéllen anvdnde en PCoA analys med Bray-Curtis avstand for att jamfora
variationen mellan replikaten och samhéllstyperna. R paketet "vegan” anvindes
(Oksanen m.fl., 2022). Ett Manteltest gjordes for att mita om skillnaden mellan
samhéllena var signifikant. Pearsons korrelationstest anvédndes fOr att testa korre-
lationen mellan varje sldktes relativa del av sekvensldsningarna i replikaten med
antalet individer eller mdngden DNA som anvéants.

Streckkodningsdata frin makrofaunaproverna sorterades for tilldelning av
kénslighetsviarden. Totala artantalet var hogre i streckkodningsmetoderna, detta
kan vara pa grund utav felaktiga bestamningar och sillsynta sekvenssegment som
uppstatt pa grund metodfel, vilket var tydligt i vissa fall. Men det var ocksa pé& grund
utav hogre taxonomisk upplésningen 4n vad som anvéands i morfologisk analys. Bade
for taxa som Oligochaeta, vilka ska rdknas sammanslaget i enligt beddmnings-
grunderna (HaV, 2020), och taxa som av praktiska skil oftast inte bestims till artniva,
sa som frilevande plattmaskar (klass Turbellaria). Hela taxonomiska klassificerings-
hierarkin av varje bestimt taxon jaimfordes mot listan pa kénslighetsvirden for taxa
samt exkluderade grupper f6r Ostkusten. Kinslighetsvirdet som kunde ges till hogst
taxonomisk niva for arten valdes. I vissa fall gjordes manuell till delning nir ett taxon
var kdnt men inte hade tilldelats ritt kinslighetsvirde eller exkluderingsstatus.
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De relativa proportionerna av varje taxa i proven riaknades ut for respektive metod.
BQI rdknades ut for de 4 samhéllskompositionerna (2 baserade pa morfologi, individ-
antal och biomassa, och 2 pa streckkodningsdata, Q5 High Fidelity och AmpliTaq
proverna). For data 6ver antal individer, som BQI &r &mnat att anvandas for, rdknades
BQI ut enligt bedémningsgrunden (Leonardsson m.fl., 2009; HaV, 2020). For data
baserat pa sekvenslasningar och biomassa behévde dock abundansfaktorn uteslutas
da den ej kan rdknas for dessa. Se Faktaruta om BQI i Arbetspaket 3 for mer detaljer
om de olika faktorerna i BQIL.

FoOr artantal riknades endast de taxa som kunde ges kdnslighetsvarde. P4 sa
sett uteslots effekten av séllsynta sekvensldsningar fran icke relevanta taxa, vilka
kan bero pa metodfel. Da artantal for samhaéllet 4r den samma oavsett om antal
individer eller biomassa anviands sa gjordes endast jamforelsen mot artantal riknat
med antal individer. Kdnslighetsfaktorn for BQI, respektive hela BQI-indexet samt
artantal jimfordes mellan metoderna. Pearsons Korrelationstest gjordes for att testa
korrelationer och Parade t-test med Holms metod fér multipla jamforelser gjordes
for att jamfora skillnaden i medelvérde. Pearsons Korrelationstest gjordes ocksé for
varje art dir dess relativa abundans i proven korrelerades mellan metoderna

For att jamfora samhéllsstrukturen gjordes en NMDS-visualisering (Non-metric
multidimentional scaling). For detta anvindes funktionen "metaMDS” fran R paketet
”Vegan” (Oksanen m.fl., 2022). Ett PERMANOVA-test (funktionen adonis2 i “Vegan®)
samt ett parvis PERMANOVA-test (funktionen “pairwise.adonis2” fran R paketet
“pairwiseAdonis” (Arbizu, 2023)) anvdndes dven fOr att statistiskt jaimfora samhélls-
kompositionen mellan metoderna. Ett SIMPER-test (funktionen “simper” frin R
paketet "Vegan” (Oksanen m.fl., 2022) anvéndes fOr att testa vilka arter som signifikant
bidrog till skillnaden mellan metoderna, med gréans vid 90 % f6r bidrag till den
kumulativa olikheten. Samtliga av dessa gjordes med Bray-Curtis avstand mellan
prov baserat pa fordelning av relativ abundans (utan vidare omvandling) med
metod som den férklarande variabeln till skillnader.

4.3 Resultat

4.31 Experiment med artificiella nematod-samhallen

Replikaten av olika toleransklasstyp skiljde sig statistiskt at, medan de av samma
typ ej gjorde det. Detta visades bade fér DNA-mingdsexperimentet (Manteltest,
p<0,002 for samtliga) och individantals-experimentet (Manteltest, p <0,003, for
samtliga). Implikationen av detta r att DNA-metoder dr robusta nog att vara jam-
forbara mellan prover, samt att de kan anvindas for att jAimféra breda monster

i samhaillskomposition och mangfald. Dock sé visade experimenten pa en viss
metod-bias och sned foérdelning.
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DNA-méangdsexperimentet

P4 toleransklass niva visade streckkodning med 18s rRNA och shotgun-sekvensering
god 6verrensstimmelse med den egentliga féredelningen av DNA-méingd mellan
klasserna i replikaten. Men streckkodning med 28s rRNA frangick den egentliga
fordelningen kraftigt pa grund utav 6verrepresentationen av Daptonema (“mindre
kénslig”) och Desmolaimus ("kanslig”), se Figur 5. Viss sldktesspecifik éver eller
underrepresentation forekom dock for alla metoder:

Streckkodning av 18s rRNA: I 18s-data si var Halomonhystera Overrepresenterad,
medan Leptolaimus, Microlaimus och Paracanthonchus var underrepresenterade.

Streckkodning av 28s rRNA: I 28s-data s utgjorde Daptonema och Desmolaimus
nistintill hela den relativa abundansen, oavsett den egentliga kompositionen
(samhaéllets tolerans-typ). Paracanthonchus och Axonolaimus forekom i 1ag relativ
abundans men Sabatieria, Halomonhystera och Leptolaimus var nést intill helt
frdnvarande.

Shotgun-sekvensering: I data fran shotgun-sekvensering si var Halomonhystera
Overrepresenterad, medan Leptolaimus och Paracanthonchus var underrepresenterade,
precis som i 18s-data.
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Figur 5. Fran DNA-mangdsexperimentet. Samhallsstrukturen i de olika replikaten, med den
egentliga kompositionen langs till vanster markerad med Ref. Figur tagen fran manuskript
i forberedelse som kommit ur NEMOte BARCODing, darav text pa engelska.
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Individantals-experimentet

P4 toleransklass niva visade streckkodning med 18s rRNA och shotgun-sekvensering
aven for individantalsexperimentet god Overrensstimmelse med den egentliga
féredelningen. Overrepresentationen av Daptonema (mindre kiinslig”) och
Desmolaimus ("kinslig”) gjorde ocksa i detta experiment att sekvenseringsdata fran
28S-streckkodning ej speglade den verkliga fordelningen av individer i samhéllet,
se Figur 6. Aven i individantals-experimentet férekom viss sléktesspecifik dver
eller underrepresentation for alla metoder:

Streckkodning av 18s rRNA: 1 18s-data si var bade Halomonhystera, Desmolaimus,
och Daptonema O6verrepresenterad, medan Leptolaimus och Paracanthonchus var
underrepresenterad.

Streckkodning av 28s rRNA: I 28s-data sa var bide Halomonhystera, Desmolaimus,
och Daptonema 6verrepresenterad, medan Leptolaimus och Paracanthonchus var
underrepresenterad.

Shotgun-sekvensering: Intressant nog féorekom Daptonema i shotgun-
sekvenseringsdata for samhéllet med jimnt antal individer, trots att den hade
uteldmnats fran dessa. Leptolaimus och Microlaimus var underrepresenterad
i shotgun-sekvenseringsdata.
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Figur 6. Fran individantalsexperimentet. Samhallsstrukturen i de olika replikaten, med den
egentliga kompositionen langs till vanster markerad med "Ref”. Figur tagen fran manuskript
i forberedelse som kommit ur NEMOte BARCODing, darav text pa engelska.
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Figur 7. Fran DNA-mangdsexperimentet. Korrelationer mellan DNA-méangd och relativ abundans
av sekvenslasningar. Dessa korrelationer ar for DNA-streckkodning av 18s rRNA genmarkdren,
som visade bast samband med det faktiska forhallandet i nematod-samhéllet. Samtliga korre-
lationer féorutom den for Leptolaimus var signifikanta. Figur tagen fran manuskript i férberedelse
som kommit ur NEMOte BARCODing, darav text pa engelska.

I DNA-méngdsamhaéllena korrelerade den relativa abundansen av sekvensldsningar
for alla nematod-sldkten positivt med den anvinda mingden DNA for 7 sldkten, alla
utom ett Leptolaimus, se Figur 7. Korrelationerna var starkare i 18S och shotgun-
sekvensringsdata dn in 28s data (p<0,001).

Positiva korrelationer fanns ockséa i de artificiella samhéillena baserade pa
antalet individer. I 18S var 6 sldkten korrelerade med sitt individantal, alla forutom
Leptolaimus och Axonolaimus, se Figur 8. I proven dir shotgun-sekvensering anvants
korrelerade 7 slakten med antalet anvdanda individer, alla férutom Paracanthonchus.
I data fran 28S sekvensering av de individbaserade samhéllena hittades positiva
korrelationer endast for Paracanthonchus och Microlaimus. Korrelationerna var
dock starkare i experimentet dar DNA-méangd anvdndes dn de dir antalet individer
anvindes, se bade Figur 7 och Figur 8.
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Figur 8. Fran individantalsexperimentet. Korrelationer mellan antal individer och relativ abundans
av sekvenslasningar. Dessa korrelationer ar fér DNA-streckkodning av 18s rRNA genmarkdren,
som visade bast samband med det faktiska férhallandet i nematod-samhallet. Samtliga
korrelationer forutom de for Axonolaimus och Leptolaimus var signifikanta. Figur tagen fran
manuskript i férberedelse som kommit ur NEMOte BARCODing, darav text pa engelska.
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4.3.2 Makrofauna DNA-streckkodning

Samhéllsstrukturen skilde sig it signifikant mellan metoderna (PERMANOVA,

p = 0,001. Parvis PERMANOVA, p<0,002 for samtliga jimforelser). Den tydligaste
skillnaden var den starka dverrepresentationen av slaktet Marenzelleria for streck-
kodningsmetoderna, se Figur 9 for visualisering av den genomsnittliga samhélls-
kompositionen. Overrepresentationen var som starkast i prover dér Q5 High Fidelity
anvints som PCR-buffert. Slaktet bidrog signifikant till skillnaden mellan samhall-
sammanséittningen fran streckkodning med Q5 High Fidelity jAmfort mot biomassa
och abundansdata (SIMPER, p<0,001 fér bada). For jamforelse mellan AmpliTaq
proverna och morfologiskdata sa bidrog Marenzelleria bara signifikant till skillnaden
mot samhéillssamanséattningen baserad pé individantal (SIMPER, p<0,001). Maren-
zelleria forekom endast i 11 av proven som hade bestdmts morfologiskt, men fanns
representerat i samtliga 20 streckkodningsprov fér bdda PCR-buffertmetoderna.
Den hade i prov dir Marenzelleria ej hittats fortfarande hog relativ abundans, men
lagre &n i proven dir sldktet hade hittats (for Amplitaq 15,4 % och Q5 33,4 % i prov
dir Marenzelleria ej hittats respective 26,7 % och 47,8 % dér sldktet hittats). Detta
tyder pa korskontaminering, men detta kan inte ensamt forklara den stora 6ver-
representationen av just Marenzelleria. Storleksgraden i 6verrepresentationen
tyder pa metod-bias, sa som preferentiell primer-bindning (Pifiol m.fl., 2015) till
Marenzelleria DNA for de COI-milgensprimrar som anvéindes.

Taxa

Idacoma balthica

Monoporeia affinis

Mytitus edulis

80% 4 Pontoporeia famorata

Pygospio elegans

Hydrobia spp

Relativ abundans

Marenzellria spp
Halicryptus spinulosus
Bylgides sarsi

Saduria entomon

20% 1 Aterstaende taxa

DNA-slrcé«kudmng DNA-slrchkcdnmg h10rfo\cgi Morf‘o ogi
AmpliTag Gold Q5 High-Fidelity Antal individer Biomassa
Metod

Figur 9. Genomsnittlig samhallskomposition raknat med relativ abundans baserade pa samma
20 prover. Jamforelse mellan de 4 olika metoderna, forst de 2 DNA-streckkodningsbaserade,
dar AmpliTaq Gold respektive Q5 High-Fidelity anvdndes som PCR-buffert. Sedan morfologiskt
bestamda samhallskompositionerna baserat pa antal individer och biomassa. Stor éver-
representation av Marenzelleria kan ses fér DNA-streckkodningsmetoderna.
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Monoporeia affinis och Pontoporeia femorata bidrog dven signifikant till skillnaderna
mellan samhéllet representerat med antal individer och de 6vriga, da de hade hogre
relativ abundans rdknat med individantal (SIMPER, p<0,001 for samtliga). SIMPER-
testet visade inga arter som bidrog signifikant till skillnaderna mellan biomassa och
AmpliTag-sekvensdata. I Figur 10 kan samhéllenas férhallande till varandra samt
taxa som bidrog till skillnaderna observeras. Lista Over jaimforelser for vilka dessa
arter bidrog signifikant till skillnaderna finns i Bilaga 3.

Korrelationer av varje arts relativa abundans mellan metoderna visade att de
oftast korrelerade positivt mellan morfologiska och streckkodningsbaserade data.
For 15 av 17 taxa som bestamts till gemensam taxonomisk niva fanns en signifikant
korrelation mellan relativ abundans baserat pa morfologiska metoder (individantal
eller biomassa) och relativ abundans baserat pa sekvensldsningar. For de flesta taxa
korrelerade béda stark positivt, med hdgre korrelationen var mellan biomassa och
streckkodningsdata for majoriteten. Se Tabell 12 i Bilaga 3.

1.0 1 o o
Mytilus edulis

o @
0.5 1
° Metod
DNA-streckkodning
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(78] " DNA-streckkodning
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1] ° ° e D Morfologi
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Figur 10. NMDS graf 6ver de 4 olika samhéllena baserade pa samma 20 prover. De 4 metoderna
ar de DNA-streckkodningsbaserade, AmpliTaq Gold (réda punkter) respektive Q5 High-Fidelity
(Blaa punkter) PCR-buffert, och morfologiska, antal individer (gréna punkter) och biomassa
(lila punkter). Taxa som bidrog signifikant till skillnaden mellan metoderna &ar ut markerade
pa grafen med namn och pil for att indikera riktningen i vilken de drog stationer som de var
abundanta pa. Punkter ar stationer, och stjarnan ar varje metods centroid (tyngdpunkt).

Artrikedom, rdknat med arter som kunde ges kédnslighetsvirde, korrelerade signifikant
mellan samtliga metoder. Aven artrikedomen riknat med alla arter for streckkodnings-
data hade signifikanta korrelationer mellan metoderna, se Tabell 13 i Bilaga 3.

Kénslighetsfaktorn hade en stark korrelation mellan de tva streckkodnings-
metoderna (R = 0,80, p<0,001) och samt en stark korrelation mellan de tva morfologiska
metoderna (R = 0,74, p<0,001). Resterande korrelationer av kdnslighetsfaktorerna
var ocksé positiva, (R mellan 0,38 och 0,52) men av dessa var den enda signifikanta
korrelationen mellan biomassa-kinslighetsfaktorn och kinslighetsfaktorn riknad
med sekvenseringsdata nir Q5 anvindes (R = 0,52, p = 0,020).
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BQI-index Korrelerade signifikant mellan de tva streckkodningsmetoderna (R = 0,78,
p<0,001) och mellan de tvad morfologiska metoderna (R = 0,60, p<0,001). BQI rdknat
med biomassa korrelerade dven signifikant med de tv4 streckkodningsmetoderna
(Q5,R =0,73. Amp. R = 0,60, p<0,006 for bida). BQI rdknat med antal individer hade
positiv korrelation med streckkodningsmetoderna, men dessa var ej signifikanta
(Q5, R =041, Amp. R = 0,37). Medelviarden fér BQI, kinslighetsfaktorn och artrikedom
finns i Tabell 2. I Tabell 13 i Bilaga 3 finns statistiska jamforelser av medelvirdena.

Tabell 2. Medelvarde och standardavvikelse for BQl, kanslighetsfaktorn och artantal for
respektive metod.

Metod BQl Kénslighetsfaktor Artrikedom
Taxa med kanslighetsvarde
AmpliTaq 5,98 + 0,88 5,61+ 0,59 10,85 + 2,43
Q5 6,563+ 0,85 5,83 + 0,59 12,45 + 2,67
Biomassa 4,86 £ 0,74 5,50 + 0,55 -
Antal individer 7,28 +2,48 8,62 +2,92 7,00 +£2,0
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Figur 11. Kanslighetsfaktorn och BQl réknat med respektive metodunderlag baserade pa
samma 20 prover. Bla punkter ar kanslighetsfaktor for stationer och réda punkter ar BQl varde
for stationer. Linjen visar spannet pa varden och ifyllda punkten pa linjen visar medelvardet.
Bakgrundsfargerna utgér statusklasser samt troskelvarden mellan statusklasser fér Krabb-
fjarden, vattenférekomsten som Aské omradet befinner sig i.
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44 Fortsatt arbete inom Arbetspaket 2

Véren 2023 togs makrofaunaprover till NEMOte BARCODing fran miljdévervaknings-
stationer. Fran Askdomridet togs 5 prover, fran Trelleborgs-omradet 3 prover, och
fran Stockholmsomradet 3 prover. Dessa forvarades i —20 °C efter sillning. Lamplig-
heten i frysning kontra konservering i etanol for streckkodningssyften kan goras
med dessa. Resterande prov frdn 2021 har redan homogeniserats med mortel d&
detta gjordes for samtliga prover, och dessa skulle kunna anvédndas for en sddan
jamforelse. Planen dr att bestimma proverna fran 2023 morfologiskt, for att sedan
genomfora bibliotekforberedelser. Data frin de 2021 prover som sekvenserade

kan &ven analyseras vidare, speciellt for att utforska hur den taxonomiska upp-
l6sningen fér DNA-streckkodningsdata ska hanteras, samt vilka modifieringar av
BQI som mojligtvis skulle kunna goras for fa ett jaimforbart resultat med BQI med
nuvarande metoder. Prover som har samlats in inom projektet ger god potential
att fortsitta testa ett streckkodningsbaserat BQI for makrofauna pa stationsniva.

Utover dessa kvantitativa prover samlades &ven en stor méangd individer av
alla de vanligare makrofauna-arterna in. Planen for dessa ar gora experiment med
artificiella samhéllen likt de genomfdrda med nematoder inom projektet. Ett
experimentellt uppligg med samhéillen baserade pi lika férdelning av abundans,
biomassa (vatvikt eller torrvikt) och DNA mingd f6r ett antal arter finns planerat.
Detta kommer utgora ett mer kontrollerat test av streckkodning av makrofauna,
och kan klargoéra orsaken till Marenzellerias Overrepresentation i streckkodnings-
proven fran 2021.

I dessa prover finns stor potential till fortsatt arbete. Speciellt for att testa och
optimera DNA-metoder fér makrofauna. DA vissa av stationerna &ven har meiofauna-
prover insamlade s& kan en jimférelse mellan meio och makrofauna-streckkodning
gOras pa stationsniva. Allt detta ryms inte inom projektet, som gar mot sitt slut, men
har potential att genomfoéras i framtida projekt.

4.5 Diskussion

Kan vi kvantifiera bentiska samhallen med sekvenseringsmetoder?

Sekvenseringsbaserade metoders formaga att kvantifiera biologiska samhéllen ir en
central fraga for diskussion om deras anvandningsomraden (till exempel Porazinska
m.fl., 2010; Dell’Anno m.fl., 2015; Schenk m.fl., 2020). Resultaten i Arbetspaket 2
visar att data frin DNA-streckkodning speglar kvantitativa férhillanden i bentiska
samhéllen. I badde resultaten frdn nematod-experimenten och resultaten fran
makrofauna-prover sa var de relativa proportionerna av sekvenslidsningar for ett
taxon beroende av dess faktiska relativa abundans i samhéllet. Nastintill samtliga
taxa som forkom i proverna aterfanns ocksa i streckkodningsdata. Detta resultat
Overensstimmer i breda drag med vad som rapporterats i tidigare streckkodnings-
studier (Porazinska m.fl., 2010; Kelly m.fl., 2014; Elbrecht m.fl., 2017), men vissa
studier har ocksa rapporterat omfattande problem och brister i streckkodnings-
metoders férmaga att kvantifiera biologiska samhéllen (Pifiol m.fl., 2015). Vara
resultat visar pd mojligheten att anvinda streckkodning for 6vervakning av
Ostersjon, men ocksa pa problem som maéste adresseras.

33



NATURVARDSVERKET RAPPORT 7131
NEMOte BARCODing - Férbattrad miljodvervakning av Ostersjons bentiska ekosystem

DNA-streckkodning har i visat sig kunna anvéandas effektivt for att uppticka nematod
(Porazinska m.fl., 2010) och makrofauna (Elbrecht och Leese, 2017) méngfald i natur-
liga miljoer. I Arbetspaket 2 visade bade experimenten med nematod-sldkten och
streckkodningen av makrofauna en god éverenstimmelse mellan morfologiska
bestdmningar och streckkodningsdata. Andra studie har dock observerat svarigheter
med att identifiera samtliga nematod-arter som forekommer i prov nir morfologisk
och streckkodningsbaserade metoder jimfors (Dell’Anno m.fl., 2015; Schenk m.fl.,
2020). I nematod-experimenten saknades inga sldkten i streckkodningsdata, men
bestimning av nematoder till art 4r svarare dn bestdmning till sldkte, bAdde med
streckkodning och morfologiska metoder. Streckkodningsanalyser pa artniva ar for
nematoder dirav Annu inte mojligt med god tillférlitlighet men fran vira resultat sa
verkar streckkodning verkar ge data 6ver nematod-férekomst pa sldktesniva, vilket
ar nddvandigt for att analysen ska ha ekologisk relevans (Moens och Vincx, 1997).
For makrofauna dr morfologisk bestdmning oftast lattare 4n for meiofauna, men svart
for vissa arter. Oligochaeter bestims till exempel inte till hdgre taxonomisk niva
och behandlas sammanslaget inom miljéévervakning (HaV, 2020). Streckkodnings-
metoder kan ge hogre taxonomisk upplésning av dessa taxa, vilket ocksé sags for i
Arbetspaket 2. En studie av Elbrecht m.fl. (2017), ddr makrofauna i floder provtogs
med streckkodningsmetoder, visade ocksa att fler taxa kunde identifieras pa grund
av den hogre taxonomisk upplésning som metoden ger jamfor med morfologiska
metoder. DNA-streckkodning bor alltsa vara passande for 6vervakning av bredare
mangfaldsmonster i Ostersjon, bAde av nematoder och makrofauna.

Nér det kom till att aterspegla arternas relativa abundans, méatt med individantal
eller biomassa (fér nematoder representerat av DNA-méngd), sé var resultaten i
Arbetspaket 2 mer delade. Antalet individer och biomassa Korrelerade med sekvens-
lasningar for néstintill samtliga taxa, bade f6r makrofauna och nematoder. I bida
fallen var korrelationen bittre med biomassa. Korrelationer med biomassa har tidigare
hittats bide fér makrofauna (Elbrecht m.fl., 2017; Bista m.fl., 2018) och nematoder
(Schenk m.fl., 2019), ndgot som gett férhoppningar om att sekvenseringsdata kan
anvandas for biomassaestimering i naturliga habitat. Detta skulle forbéttra var forméga
att bedoma nérings och fodovavsfloden i ekosystemen (Schenk m.fl., 2019). Kvanti-
fiering av biomassa frdn sekvenseringsdata dr dock komplext. En foérhallandet
diremellan har visat sig vara icke-linjart (Kelly m.fl., 2014) och kan vara péverkat
av metod-bias som leder till 6verrepresentation av enskilda arter (Pifiol m.fl., 2015).

I Arbetspaket 2 sags stor 6verrepresentation av nematod-sliktena Daptonema
och Desmolaimus nir 28S-streckkodning gjordes, medan andra sldkten, Sabatieria,
Halomonhystera och Leptolaimus, underskattades till den grad att de grinsade till att
vara totalt franvarande i data. I streckkodningen av makrofauna, dar COI-mélgenen
anvandes, visades stor verrepresentation av sliaktet Marenzelleria. En mojlig férklaring
ar att anvinda primerpar preferentiell binder till DNA-templat fran vissa taxa vid
PCR-amplifiering, ndgot som paverkar resultatet (Pifiol m.fl., 2015). Bias likt dessa
skiljer sig mellan metoder och utgor ett jamforande matt p& deras lamplighet, i vart
experiment visade till exempel 18S-streckkodningen av nematoder farre problem
med bias. Jamforelser av metod-bias dr enklare med makrofauna 4n med mindre
organismer vars morfologisk bestimning ir tidskrdvande och har hogre osidkerhet.
Experimenten med artificiella samhaéllen som gjordes i NEMOte BARCODing visar
ett tillvigagangsitt genom vilket olika DNA-metoder kan jamfoéras i sin ldmplighet,
dven for meiofauna, och liknande experiment har &ven genomfdrts i andra studier
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(Pifiol m.fl., 2015; Schenk m.fl., 2019). Denna form av experiment kommer ocksa
genomforas med makrofauna fran prover insamlade inom NEMOte BARCODing
for att fortsitta testa streckkodning av makrofauna.

Vilken markdrgen som ger bést resultat for streckkodning av nematoder
skiljer sig 4t mellan studier. Schenk m.fl., (2019) visade, till skillnad fran vara
resultat i Arbetspaket 2, att 28S-streckkodning av nematoder fungerade vil, medan
18S-streckkodning ej gjorde det. I en annan studie, Schenk m.fl. (2020), visades
bade 18S och 28S-streckkodning fungera vil. Resultaten ir beroende av anvint
primerpar, metodspecifikationer samt vilka taxa som sekvenseras. Problemen med
Over och underrepresentation av sldkten nar 28S anvidndes som markorgen skulle
dirav kunna vara specifikt till de sldkten som ingick i experimenten, eller till de
primerpar som anvindes. Dessa slidkten dr dock abundanta i Ostersjon (se Tabell 19
i Bilaga 5), och resultatet talar darav fér Ilimpligheten hos det anvdnda 18S primer-
paret (TAReuk) for évervakning av Ostersjons nematoder, speciellt jAmfért med de
28S primerpar som testades, dven om resultatet ir sldktesspecifikt. De 18S-primerpar
som visade sig prestera ddligt i Schenk m.fl. (2019) var andra &n de som anvéndes
i arbetspaket 2, och skillnader i specifik malregion kan ha bidragit till de olika
resultaten.

Shotgun-sekvensering och streckkodning har tidigare jAmforts i studier, och
metoderna har visat olika férdelar och nackdelar (Bista m.fl., 2018). B&de 18S-streck-
kodning och shotgun-sekvensering visade sig i Arbetspaket 2 fungerade val nar
det kom till att kvantifiera nematodsamhéllet, till skillnad fran 28S-streckkodning,
som presterade virst av metoderna. I Bista m.fl. (2018), dar bAda metoderna testades
for provtagning av makrofauna, sags béttre precision med shotgun-sekvensering
an med streckkodning nir det kom till kvantifiering av biomassa och féorekomsten
av arter. Men resultaten fran Arbetspaket 2 visade att 18S-streckkodning presterade
likvardigt eller till och med bittre 4n shotgun-sekvensering, en dyrare metod, nér
det kom till kvantifiering av biomassa hos Ostersjons nematoder.

Implikationer fér 6vervakning av nematoder

Resultaten i Arbetspaket 2 talar for att streckkodningsdata 6ver nematod-samhéllet
kan anvindas som underlag for bedémning av ekosystemhélsa. Trots att viss 6ver och
underrepresentation fanns pa sliktesniva sa speglade data fran 18S-streckkodning
fordelningen av kédnslighetsklasser vil. P4 samhéillsniva bor de alltsd kunna
representera ekologiskt relevanta forhallanden, s linge stora metod-bias ej finns.
Klassning av nematoders kénslighet och tolerans, si som tilldelningen av kinslighets-
viarden, kommer vara ett viktigt steg for att mojliggdra deras inkludering i miljo-
Overvakningsindex som BQI. Att ta fram korrigeringsfaktorer for samtliga nematod
eller meiofauna slikten i Ostersjon genom experiment likt de ge genomforda i
Arbetspaket 2 skulle vara bade dyrt och tidskrdvande. Vara resultat visar att om
en tillforlitlig klassificering av kdnslighet gors pé sldktesniva, och 1ampliga streck-
kodningsmetoder anvinds, s bor detta inte vara nddvandigt.

Den fortsatta utvecklingen av metoder som shotgun-sekvensering, en dyrare
metod (Hovmoller m.fl., 2017) men som visat sig prestera bittre 4n streckkodning
i andra studier (Bista m.fl., 2018), bor foljas. Shotgun-sekvensering dr intressant
eftersom PCR-metoder inte anviands. Metoden dr dirav opaverkad av metodfel vid
PCR-amplifiering och primer-bias. I nuldget ar streckkodning dock mer férdelaktigt
i termer av Kostnadseffektivitet.
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Fortsatt forskning om vilka markodrgener, primerpar och andra metod specifikationer
som dr bist Iimpade vid streckkodning av nematoder bor ocksa utvirderas inom
ett nematod-Overvakningsprogram. Den kvalitetssdkringsmetod som beskrivits i
Arbetspaket 1, dér vissa individer bestdms morfologiskt inom ett streckkodnings-
baserat program, skulle mgjliggdra metodutveckling genom att éver tid beskriva
brister i metoderna. Men d4 18S-streckkodning med de primerpar (TAReuk) och
metod-detaljer (Bilaga 1) som anvints i NEMOte BARCODing visade sig prestera
bide vél och bist av de testade metoderna sé kan vi rekommendera denna metod
for ett miljodvervakningsprogram av Ostersjons nematoder som skulle implemen-
teras idag.

Implikationer fér évervakning av makrofauna

Streckkodning av Ostersjéns makrofauna kommer fortsitta att utforskas med de
inom projektet insamlade proverna. Men de goda korrelationerna som visades
mellan sekvenseringsldsningar och biomassa eller abundans for 15 av 17 i data
gemensamma taxa indikerar att potential finns for att gora statusklassning baserat
pa makrofauna-streckkodning. For makrofauna aterstir dock storre hinder dn for
nematoder, och dessa maste 6verkommas for att detta ska vara mojligt.

BQI baserat pa streckkodningsdata foljde till viss del ménstren i BQI baserat pa
morfologiska metoder. Sekvenserings-baserade varianter har skapat fér andra index
(Aylagas m.fl., 2014) och inkludering av streckkodningsdata i index ar viktigt for att
metodernas ska utvecklas och n sin fulla potential for anvindning inom milj6-
Overvakning (Pawlowski m.fl., 2018). De skillnader som fanns gentemot samhalls-
strukturen baserat pa individantal, som BQI dr &mnat for, hade dock en avgérande
inverkan pa BQI utrdkningen. BQI rdknat med streckkodningsdata hade liga virden
som alla var inom ett smalt spann, trots att stationer med bide hdgt och 14gt BQI
sekvenserats. En meningsfull beddmning av ekologisk status dr svar att géra med
pa ett for smalt spann av virden (Leonardsson m.fl., 2009). Anledningen till det
smala spannet var den minskade representationen av kinsliga arter, samt dver-
representationen av sldktet Marenzelleria (som klassas som tolerant med BQI-
kédnslighetsvirde 5). Medan 6verrepresentationen av Marenzelleria bdr kunna
overkommas genom optimering av metoderna sa 4r den minskade representationen
av kinsliga arter troligt ndgot som kommer kvarst& och behova korrigeras for i ett
streckkodnings-BQI.

Korrigeringsfaktorer for makrofauna kan mdjligtvis baseras pa konverterings-
faktorer mellan individantal och biomassa. P4 grund utav de Korrelationer som
visats i NEMOte BARCODing och andra studier (Elbrecht m.fl., 2017; Bista m.fl.,
2018) har detta potential att forbattra aterspeglingen av samhéllet och det skulle
Oka representationen av abundanta kinsliga arter s& som Monoporeia affinis
(med BQI-kéinslighetsvarde 15) for vilka individer viger mindre i genomsnitt 4n
till exempel Macoma balthica (med kanslighetsvirde 5) som ocksa dr abundant i
Ostersjon (Ankar och Elmgren, 1978). Littaraturvirden f6r estimering av biomassa
skulle kunna anvindas (till exempel de i Ankar och Elmgren (1978)) eller en utrdkning
baserat pa den stora mingden data som finns frin miljé6vervakningen. Genom-
snittlig individstorlekt skiljer sig dock mellan stationer, och detta kombinerat med
osdkerhet i sekvensldsningar kan férsok att efterlikna ett individantalsbaserat BQI
med tillfredstillande tillforlitlighet. Storre justeringar av BQI och en mer sjilvstandig
utformning for en streckkodningsvariant kan da vara nodvindig.
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Sekvenseringsbaserade varianter av ett annat bottenfauna index, AMBI, gAMBI, har
tidigare utvecklats (AMBI beskrivet i Borja m.fl. (2000), gAMBI beskrivet i Aylagas
m.fl. (2014)). Likt vara resultat for BQI s har gAMBI visat sig korrelera bittre med
AMBI varianter baserade p& biomassa (Warwick m.fl., 2010), 4n det ursprungliga
AMBI baserat pa individantal (Aylagas m.fl., 2018). AMBI baserat pa férekomst
(Warwick m.fl., 2010), om taxa hittas i provet eller inte, har ocksa utforskats for bade
sekvenseringsdata och data fran traditionella metoder med jamférbara resultat
diaremellan (Aylagas m.fl., 2014, 2016, 2018). Ett forekomstbaserat BQI skulle dock
troligtvis fungera daligt i det artfattiga Ostersjon.

Utover 6ver och underrepresentation av vissa arter s observerades dven
korskontaminering som ett problem for ett streckkodnings-BQI fér makrofauna.
Marenzelleria forekom i sekvenseringsdata for prov dér de inte funnits i det
egentliga provet. Detta tyder pa korskontaminering, som kan ha stor paverkan
i DNA-streckkodning (Aylagas m.fl., 2016). Extra celluldrt DNA i till exempel
maginnehallet av vissa djur kan dven ha bidragit, men Marenzelleria bor ej ha
forekommit i niromridet for samtliga stationer. Biblioteksfoérberedelser utfordes
sterilt, men labb och faltarbete ddar makrofauna provtogs och bestdimdes morfo-
logiskt gjorde inte det likt inom nuvarande miljédvervakningsprogram. Att kon-
tamineringar kombinerat med metod-bias kan fa stora effekter pa resultatet ar
problematiskt for anvindningen av ett streckkodningsbaserat Makrofauna-BQI.
Korskontaminering kan minimeras i filt (Aylagas m.fl., 2016), men kan vara svart
att undvika helt om 6vervakning ska ske vara kostnadseffektiva. Att hitta kostnads-
effektiva 16sningar for att minimera Korskontaminering dr darav en viktig fraga att
16sa for streckkodningsévervakning av makrofauna, och miljéévervakning med
sekvenseringsbaserade metoder i allménhet.

Den 6kade taxonomisk uppldsningen som DNA-streckkodning har potential att
forbittra precisionen for statusbeddomningar. Att antalet taxa som identifieras i prov
hojs skulle potentiellt ocks& underlitta utrdkningen av empiriska kinslighets-
virden i Ostersjon med de metoder som anvints inom BQI (Rosenberg m.fl., 2004;
Leonardsson m.fl., 2015). Dock krivs arbete for att hantera och bearbeta den taxo-
nomisk informationen, och utvecklingen av metoder och rutiner for detta kommer
behdvas. Detta inkluderar tilldelning av existerande kinslighetsvirden till ritt taxa,
sdrskiljning av tolerans for de arter som tidigare behandlats som ett sammanslaget
taxon, uteslutning av arter som uppenbart kommer frdn kontaminering, samt
hantering av féordndringar av taxonomi i databaser. Konkret s beh&vs standar-
diserade arbetsfléden vid dataanalys samt utvidgade listor av kinslighetsvirden
och uteslutna taxa (som de i HaV, (2020)).

Det kréavs alltsa fortsatt utforskning och metodutveckling fér att méjliggéra
streckkodningsbaserad dvervakning av Ostersjéns makrofauna. Det bér tilldgas att
streckkodningen av makrofauna gjordes efter att proverna sorterats pé labb, och
detta skulle inte utgora en kostnadseffektivisering av metoderna. I det artfattiga
Ostersjon dr artbestimning inte heller ett avgdrande moment for tidsatgéngen i
makrofauna-6vervakning. Streckkodning av makrofauna bor dock fortsatt utforskas
och i framtiden kan metoden mojligtvis anvindas for att provta flera organism-
grupper, bAdde makrofauna och meiofauna, samtidigt (Porazinska m.fl., 2010; Bik
m.fl., 2012).
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Implikationer fér streckkodningsévervakning generellt

Resultaten i NEMOte BARCODing visar att streckkodning kan ge en approximativ
representation av samhéllsstrukturen i bentiska habitat, men att de inte utgoér
ett exakt matt av individantal eller biomassa. Mojligtvis bor sekvensldsningar ses
och behandlas som ett matt i sig, men betydande snedférdelningar i samhaélls-
komposition méste tas hdnsyn till. Vid implementering av sekvenseringsbaserade
miljodvervakningsprogram bor val av metoder 6vervigas baserade pa Iimplighet
for just miljodvervakningssyften. Inom program dar metoder och bedémnings-
grunder ir framtagna for, och baserat p4, sekvenseringsdata si kan minskad
osédkerhet i resultat for prov vara mer fordelaktigt in minimerad skillnad mot den
faktiska samhaéllskompositionen. Arbetspaket 2 visar att sekvenseringsmetoder,
trots vissa metod-bias, ger konsekventa resultat. Resultaten visade ocksa DNA-
streckkodning, med ritt metoder, ger en god representation av samhéllet och dess
mangfald, trots att sekvenseringsldsningar inte utgdr en exakt representation

av individantal eller biomassa. Det visar ocksa att metod-bias kan ha avgdrande
effekt pa resultatet om felaktigt metodval gors.

Metoderna for streckkodning av makrofauna behdver fortsitta utforskas for att
hitta lampligare metoder 4n de anvdnda i Arbetspaket 2, och prover som samlats
in inom projektet kommer anvdndas for detta. Men den lagre forekomsten av just
kansliga arter i streckkodningsdata kommer troligtvis behdva korrigeras for i ett
streckkodnings-BQI fér makrofauna oavsett metod.

For nematoder sa visade resultaten i Arbetspaket 2 att sekvenseringsdata, frin
lampliga streckkodningsmetoder, utan korrigering kan ge en god representation av
samhéllsstrukturen. Resultaten visade dven att Klassificering av nematoders kinslighet
kan férbittra aterspeglingen géllande ekologiskt relevanta férhallanden i nematod-
samhadllet. I Arbetspaket 3, som syftar till att utveckla verktyg for klassificering av
ekologisk status, kommer dirav sekvenseringsdata 6ver nematod-samhéllet utan
korrigeringar anvindas. Streckkodning av 18S-mélgenen med de anvinda primer-
paren (TAReuKk) var bist lampade av de testade metoderna och rekommenderas
dirav, tillsammans med de 6vrigt anvdnda metodspecifikationerna, fér milj6-
dvervakning av Ostersjons nematoder.
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5. Arbetspaket 3.
Verktygen fOr att
bestimma ckologisk
status med nematoder

5.1 Bakgrund och syfte

Overvakning av ekosystemens hilsa kriver robusta och precisa verktyg, dir resultaten
ger ett tydligt handlingsunderlag at forvaltare och effektivt informerar allmanheten
om miljons hélsotillstand. Vattendirektivet anger ddrav att omradens ekologiska
status ska Klassas till antingen Hog, God, Mattlig, Otillfredsstillande eller Dalig
status (Europaparlamentets och radets direktiv 2000/60/EC, 2000), och Havsmiljo-
direktivet forenklar klassificeringen till antingen God eller Dilig status (Europa-
parlamentets och radets direktiv 2008/56/EG, 2008). Index ir den vanligaste formen
som statusklassningsverktyg tar, och dessa anvands for klassificering av ekologisk
status i de flesta bedomningsgrunder. Index sammanfattar data, som kan variera
ityp och skala, till ett enskilt viarde for jaimforelse som sedan kan jamféras mot
troskelviarden. BQI, som anvinds fér 6vervakning av mjukbottenlevande makro-
fauna i Sveriges kust och havsomraden, ir baserat pa 3 olika datatyper: den forsta
ar fordelningen av kénsliga respektive toleranta arter, den andra antalet arter och
den tredje det totala antalet individer i samhéllet (Leonardsson m.fl., 2009, 2015),
se Faktaruta om BQI for mer detaljer.

Makrofaunasamhaillet i Ostersjons artfattigdom gér Makrofauna-BQI mindre
robust i havet. Salthaltsgradienten har 4ven en avgdrande effekt pa artantalet i
Ostersjons habitat (Segerstréle, 1957), och dérav kan BQI variera kraftigt mellan
havsbassinger (Zettler m.fl., 2007; Fleischer och Zettler, 2009). Ett index baserat
pa nematoder bor vara mindre kinsligt mot dessa variationer pa grund utav det hégre
antalet arter och individer (Elmgren m.fl., 1984). Nematod-0vervakning har alltsa
potential att vara mer robust mot forandringarna mellan omréden och stokastisk
variation dn 6vervakning av makrofauna. Som diskuterat tidigare i rapporten sa skulle
Overvakning av nematoder ocksa bidra med vardefull information och potentiellt
hdja kostnadseffektiveten inom miljodvervakningsprogram. For miljodvervakning
med nya indikatorer, s som nematoderna, behdvs dock utveckling av status-
klassningsverktyg s en beddmningsgrund kan definieras. Om vi vill ta vara pa
fordelarna av nematodévervakning s behdvs alltsi ett index som gor att vi kan
ga fran data 6ver nematod-samhdllet till en klassificering av ekologisk status, ett
Nematod-BQI.
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Faktaruta om BQI

Indexet BQIl som verktyg for att bestimma ekologisk status i havsmiljéer formulerades
i Rosenberg m.fl. (2004), och hade 2 delar, kanslighetsfaktorn, férdelningen av toleranta
respektive kansliga arter, samt viktning av indexet baserat pa antalet arter. | bedom-
ningsgrunder benamns indexet ofta BQIm for att sarskilja det fran ett index med
samma namn och férkortning som anvénts i dvervakning av svenska sjoar sedan
80-talet (Wiederholm, 1980).

Kénslighetsfaktorn &r den del i BQl med storst vikt, och utgar fran kéanslighetsvarden
som tilldelats arter. Kanslighetsvardet for varje art raknades i Rosenberg m.fl. (2004)
empiriskt ut genom att berdkna den 5te percentilen av det forvantade antalet arter,
ES50,, (utrdknat mer rarefieingskurvor fér 50 individer), fér artens abundans
(Rosenberg m.fl., 2004). Detta ger ett vdarde som indikerar om arten férekommer i
habitat med fa arter (tolerant) eller habitat med manga arter (kanslig). Appliceringen
av denna metod i Ostersjén som har en naturligt lg diversitet gav endast status-
klassningar under god status (Zettler m.fl., 2007). En studie av Schiele m.fl. (2016)
dar ES50, . metoden anvandes i Ostkusten visade ocksé att arter som bedéms
vara kansliga, sd som Bylgides sarsi och Monoporeia affinis, klassades som relativt
toleranta med metoden. ES, , kénslighetsvarden utréknade i Ostersjon far dven

ett smalare span &n pa vastkusten, vilket skulle minska indexets upplésning samt
minska vikten av kanslighetsfaktorn (Leonardsson m.fl., 2009). Leonardsson m.fl.
(2009) presenterar i stéllet kanslighetsvarden fér Ostersjdns arter som &r baserade
pa expertbedomning, darvardena 1,5, 10 och 15 anvands for att representera en
skala fran tolerant till kénslig. Leonardsson m.fl. (2009) féreslog aven abundans-
faktorn som ett tillagg till BQI, vilket korrigerar for fall da en enskild individ med
hogt kénslighetsvarde simmar till ett kraftigt stort omrade. Nuvarande formell

for BQl ar alltsa foljande:

Sklassade
i N,
BQI = — x Kanslighetsvarde, [ x log;o(S + 1) X (L"”)
im1 klassade Ntotalt + 5
Ekvation1.S, . drantalet taxa med kéanslighetvarde, Ni &r abundansen av taxoni, N, ...

ar den totala abundansen av taxa med kanslighetsvarde, Kanslighetsvardei ar kanslighets-

vardet for taxon i, S &r artantalet och N, . &r totala abundansen av alla arter per 0.1 m?

Och utgors av tre faktorer. Den forsta faktorn, kanslighetsfaktorn, baseras pa
fordelningen av toleranta respektive kénsliga arter, och &r summan av varje arts
kanslighetsvarde viktat mot dess relativa abundans av arter med kanslighetsvarde,
vilket ger ett viktat kanslighetsvarde for provet. Den andra, artantalsfaktorn, ar
logaritmen av antalet arter i provet plus 1i basen 10, den gemensamma logaritmen.
Denna faktor séanker vardet pa prov med ett artantal under 9, och hojer de med ett
artantal 6ver 9. Den tredje &r abundansfaktorn, antalet individer i provet (per 0,1 m)
delat med antalet individer i provet plus 5, som representerar abundansvardet dar
abundansfaktorn ar lika med 0.5 och da halverar indexet.

| Leonardsson m.fl. (2009) féreslogs ocksd metoden som anvands for att statistisk
sékerstalla den ekologiska statusen for en vattenférekomst, utrdknandet av den
20:e percentilen av omradets BQl-medelvardet med bootstrap-metoder. | samband
med WATERS projektet forslogs ytterligare forandringar av BQl (Andersen m fl., 2016).
Déaribland att kénslighetsvardet skulle réknas ut med det observerade artantalet i
stéllet for det forvantade (S, ), att BQl pa vastkusten skulle korrigeras for djup, och
ett nytt index pBQl fér Ostersjon (Leonardsson m.fl., 2015, 2016; Andersen m.fl., 2016).
Dessa har dock annu inte implementerats i bedémningsgrunderna (HaV, 2012, 2019).
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Genom Arbetspaket 1 har NEMOte BARCODing praktiskt bidragit till att forbattra
referensbiblioteken, en central infrastruktur for streckkodningsévervakning, och
genom Arbetspacket 2 si har projektet visat pa streckkodningsmetodernas formaga att
kvantifiera nematod-sambhaéllet. I det tredje Arbetspaketet har NEMOte BARCODing
utvecklat det verktyg som mojliggor statusklassning baserat p4 nematod-data, ett
Nematod-BQI. For att forenkla utveckling av detta index, samt underlitta dess
implementering i ett 6vervakningsprogram, si valde NEMOte BARCODing att ha
formen fér Makrofauna-BQI som utgdngspunkt. P4 sa sitt kan indexet anpassas
nematod och DNA-streckkodningsdata, men med potential att anvdnda existerande
troskelvarden i en inledande fas av nematod-6vervakning. Ett Nematod-BQI skulle
Oka statusklassningarnas uppldsning speciellt i Bottenviken, dir markofauna-
mangfalden naturligt dr extra 1ag (Elmgren m.fl., 1984; Jenny Caruso m.fl., 2013), och

i de syrefria habitaten i Egentliga Ostersjon, dir makrofauna saknas helt (Norkko
m.fl., 2015). I syrefattiga miljoer utan makrofauna utgdr nematoderna en potentiell
biologisk indikator (Broman m.fl., 2021). Ett Nematod-BQI kan dérav forbattra var
forméaga att beddma ekosystemhélsa, samt identifiera potentiell &terhdmtning,

i Ostersjons dodzoner. Detta skulle innebira att dtgirder mot dvergddning béttre
kan utvirderas, och dirigenom stirka den mélbaserade férvaltningen av Ostersjon.

Malen for arbetspacket 3 var:

« Attutveckla de index som anvands for miljé6vervakningen av bentiska habitat
och darav mojliggdra inkluderingen av nematoder.

« Att med denna utveckling formulera ett Nematod-BQI index, och med detta
verktyg gora statusklassningar for jaimférelse mot Makrofauna-BQI.

« Att ge ett forslag till ett standardiserat meta-streckkodningsprotokoll fér milj6-
dvervakning av meio och makrofauna i Ostersjon.

5.2 Metod

5.21 Beskrivning av prover och data

Dataanalysen i Arbetspaket 3 baserar sig framst pa 200 prover tagna mellan 2015 och
2019 fran miljéovervakningsstationer med jimforbara makrofauna-data. Ytterligare
ett prov tagits i samband med miljé6vervakningen, men som ej hade jamforbara
makrofauna-data, anvindes for utrdkningen av kinslighet baserat pa antalet nematod-
slakten. Detta prov anvindes dock inte i nigra jaimférelser mellan nematod och
makrofauna-data eller i utrdkningen av beskrivande data fé6r nematoder.

Samtliga prov genomgick biblioteksforberedelser for 18S. Biblioteksférberedelser
for 16S-rRNA och metagenomik har ocksd genomforts for proven i andra syften, men
dessa data ingick inte i dataanalysen for Arbetspaket 3. Sekvenssegmenten jamférdes
mot NCBI med hjilp av BLAST algoritmen. De amplikonsekvenser som blev bestimda
till fylum Nematoda, samt hade en taxonomisk bestdmning till slékte separerades,
dessa utgjorde dataunderlaget nematod-sambhaéllet i analysen. Av de lasningar som
bestdmdes till Nematoda var 73 % bestidmda till sldkte, och av de sekvenser (ASVs,
Amplicon sequence variants) som bestamits till Nematoda var 80 % bestdmda till slékte
(se Tabell 17 och Tabell 18 i Bilaga 4). Analys pa slidktesniva valdes for att fa en balans
mellan behallna sekvensldsningar och tillrdckligt god uppldsning fér ekologisk
relevans (Moens och Vincx, 1997). I tva av proven saknades nematodssekvens-
lasningar helt, dessa behandlades som att nematoder saknades frdn provet.
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Makrofauna-data for provtagna stationer himtades frdn Sharkweb for ren 2015
till 2019. Data for ett antal stationer fanns inte pa Sharkweb, men tillhandaholls av
ansvariga for miljédvervakningen av mjukbottenfauna pa Stockholms universitet.
Abundansdata anvindes for berdkning av artrikedom samt BQI per prov for de
jamfodrda stationerna. Statusklassning gjordes enligt Leonardsson m.fl. (2009) och
beddmningsgrunderna (HaV, 2020) med arternas kénslighetsvirde for Ostersjon.
Statusklassning gjordes utifran vattenforekomst eller stationskluster i de fall ett
stationskluster var delat pé flera vattenférekomster. Jimforelse mellan nematod-
data och makrofauna-data gjordes per provtagningstillfille och medelvirdet for
varje tillfille riknades ut nir mer en ett makrofauna-prov var taget. P4 35 stationer
saknades levande makrofauna, vilka riknades till BQI varde O.

Miljovariabler s& som syreméittnad och salinitet, vilka samlats in i miljovervak-
ningen, anvandes dven. For tv4 tillfdllen dar syreméttnad saknades tog medelvardet
fran de kringliggande &ren vid samma station.

For att underlitta att implementeringen av nematod-6vervakning sa fokuserades
arbetet pi att ta fram ett liknande index for nematoder. Detta index kommer benim-
nas Nematod-BQI i skriven text for att tydligt sarskilja det frain Makrofauna-BQI.

I formler kommer BQI  _anvéndas, som dr mer passande f6r framtida anvindning
da indexet ir etablerat.

5.2.2 Formulering av ett Nematod-BQl index

Om ett Nematod-BQI skulle initialt kunna anvinda samma troskelvirden som
Makrofauna-BQI i beddmningsgrunder skulle det underlétta den initiala implemen-
teringen av ett nematod-6vervakningsprojekt. Makrofauna-BQI dr &ven, trots brister,
det bista mattet pé ekologisk status for de jamfdrda stationerna. Korrelationer

och jaimforelser med Makrofauna-BQI och dess olika faktorer samt jamforelser av
statusklassningar utgjorde darav en del i utvirderingen av potentiella Nematod-BQI
formler samt kinslighetsvirden. Malet var dock inte att maximera korrelation eller
likheten med Makrofauna-BQI, utan att visa pa samstdmmighet i bred drag gillande
de jamforda stationernas ekologiska status.

Sarskild vikt gavs ocksa till stationer/provtagningstillfdllen dar levande makro-
fauna saknades, da en fordel med ett Nematod-BQI ar potentialen att bedéma dessa
stationer pé storre djup eller drabbade av syrebrist (medelvirde for syreméttnad
vid provtagningstillfillen utan levande makrofauna var 0,92 mg/1). Variation i
ett Nematod-BQI for dessa provtagningstillfillen dr naturligt, men hade de varit
samma vérde eller hégre dn resterande provtagningstillfdllen. Beskrivande statistik
sd som medelvirden kommer dirav presenteras bade for alla provtagningstillféllen,
och for de tillfillen dar levande makrofauna hittades respektive inte hittades.

Da ett problem for utrdkningen av makrofaunakénslighetsvirden med de
metoder som anvands pé vistkusten &r skillnaderna mellan havsbassdnger och
mangfaldens beroende av salthaltsgradienten (Zettler m.fl., 2007), samt att denna
paverkar Makrofauna-BQI som det gors i Ostersjon idag, s& testades dven hur stort
detta problem var for ett Nematod-BQI. Saliniteten dr dock dven hogre i djupare
omraden, som tenderar att vara artfattigare, vilket gor att fler faktorer méste tas
med i en modell som méter effekten av salinitet i Ostersjon (Norkko m.fl., 2015).

I stillet anvindes en korrelation med longitud for att se om ett monster fanns
mellan index eller mangfald och Ostersjéns miljdgradient fran norr till syd.
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Slaktesantalsfaktorn

Artantalsfaktorn i Makrofauna-BQI tar in en stations biologiska méngfald som en
del i beddmningen av ekologisk status (Rosenberg m.fl., 2004). Nematodernas bio-
logiska mangfald kan ocksa anvidndas for att bedoma ekosystemhéilsa (Lambshead
m.fl., 1983). Stationer med hég méangfald bor beddmas ha hogre ekologisk status. I
det hér fallet &r m&ngfald maétt i antalet sldkten, da detta &r den taxonomiska nivan
vi valt att basera var analys pd. Om nematoder inte féorekom i provet rdknades dven
Nematod-BQI till O, likt for Makrofauna-BQI, detta var fallet i 2 prov.

Déa antalet nematod-sldkten dr hdgre dn antalet makrofauna-arter s behévs
en korrigering av virdet for antalet slikten om en sldktesantalsfaktor i Nematod-
BQI ska kunna fylla samma roll som artantalsfaktorn i Makrofaun-BQI. Denna roll
ar att sinka BQI-vardet for de stationer som har 1ag méngfald, och héja det for de
som har h6g mangfald. I Makrofauna-BQI si sdnks prov med mindre 4n 9 arter,
medan prov med 6ver 9 arter 6kar. Antalet nematod-sldkten korrelerade vil med
antalet makrofauna-arter (rho = 0,71, p>0,001), vilket mojliggjorde anvindandet
av en korrigeringsfaktor for att fi ett jaAmforbart resultat med artantalsfaktorn.
Korrigeringsfaktorn som valdes var att dela antalet nematod-sldkten med 3,5. Detta
var medelvérdet av férhallandet mellan antalet nematod-slédkten och makrofauna-
arter och dven kurvan for en linjir regression med makrofauna artantal som
responsvariabeln och nematod sldktesantal forklarande variabel.

Vi ville dven bestraffa, alltsi ytterligare sinka indexvirdet, for stationer med
sérskilt [agt antal sldkten. Detta av liknande anledningar som inkluderingen av
abundansfaktorn i Makrofauna-BQI, stationer med inga eller vildigt fA nematoder
bor fa ett 1agt BQI-varde. Enskilda sldkten med hogt kidnslighetsvarde kan férekomma
i data pa grund av korskontaminering eller PCR-artefakter, och Nematod-BQI blir
mer robust mot dessa metod-fel genom att bestraffa stationer med vildigt 14gt antal
sldkten. En modifierad variant av abundansfaktorn (som inte kan rdknas med
sekvensdata), inkluderades déarfor, med antalet sldkten i stillet fér abundans.
Detta ses som en andra del av sldktesfaktorn, dir antalet sldkten delas med antalet
sldkten plus 2,5. Virdet 2,5 valdes genom en bedémning av vad som sénkte proverna
med l4gt sldktesantal tillrdckligt och samtidigt héll indexet jamférbart med Makro-
fauna-BQI. Dessa tvad kommer i rapporten tillsammans att benidmnas som sliktes-
antalsfaktorn. Formeln f6r Nematod-BQI som anvindes var alltsa:

S assaae
BOIL,,. = klzd Ni o Kinslighetsvirde | x 1 (S+1)><< S )
e i=1 Nyiassade AIIEEAEE o810 3,5 S+25

Ekvation 2.Dar S, __ . &rantalet taxa med kanslighetvarde, N, ar antalet sekvensléasningar
avslaktei, N, .. &rdettotala antalet sekvenslasningar for slakten med kénslighetsvérde,
Kénslighetsvérde, ar kanslighetsvardet for slakten i, S &r antalet slakten. Densamma som

i formeln for Makrofauna-BQl férutom att S &r antalet slékten istéllet for arter. N, respektive
N, .ssa0e Fa@knas dven med sekvenslasningar tillika relativ abundans av dessa, men detta utgor

inte en skillnad mot hur Makrofauna-BQl da det ar den relativa férdelningen som raknas ut
i bada fallen.
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Denna formel for sldktesfaktorn var inte den enda mdjliga, och dr 6ppen for kKor-
rigering, vilket skulle vara nodvandigt om antalet slikten ar hogre eller om arter
ska anvandas i stillet. Till exempel skulle en hégre bas av log kunna anvéandas,
anvdndning av log i bas 35 i stéllet for att dela antalet sldkten med 3.5 visade
jamforbara resultat som ovanstdende indexformulering. Anvindning av log
valdes da det underldttar kommunikation och jimférelse med Makrofauna-BQI.
Hur ett index likt BQI skulle paverkas av ett mycket stor sifferspann i taxaantal
bor dock utvérderas.

Kéanslighetsfaktorn och kanslighetsvarden

Faktorn med hogst vikt i BQI dr kinslighetsfaktorn (Leonardsson m.fl., 2009). F6r
att ett Nematod-BQI ska framgangsrik kunna anvindas for att bedéma ekologisk
status miste nematod-sldktena ges kinslighetsvirden som representerar verkliga
ekologiska forhé&llanden. Flera metoder fOr att géra detta utforskades i NEMOte
BARCODing, och samtliga har inte inkluderats i rapporten. For empiriska metoder
gavs kravet att nematodsliktet skulle forekomma i minst 20 prov, vilket var kravet
vid bestimningen av nuvarande makrofauna-kinslighetsvirden (Rosenberg m.fl.,
2004; Leonardsson m.fl., 2015). Antalet prov beddmdes vara for fa for att anvinda
forekomst i minst 40 prover som grians som foreslas i Leonardsson m.fl. (2015). 41 av
121 nematod-slékten forekom i mer &n 20 prov, dessa utgjorde i snitt 97 % av den
relativa abundansen och minst ett av sldktena férekom i samtliga prov dir nematoder
forekom generellt. Kdnslighetsvirden avrundades till nirmaste heltal da det gér
dem till ett mer effektivt kommunikationsverktyg om organismers kénslighet. Det
kontrollerades forst att detta endast hade marginell effekt pa resultaten.

Metodval gjordes i enighet med de kriterier som beskrivits for indexet i allménhet
ovan. Ut6ver dessa togs praktiska avvdgande in, med vikt pd mdjligheten att rdkna
om vardena i framtiden samt arbetsbérdan som skulle vara nédvandig for detta. Det
ar en fordel om kénslighetsvirdena kan baseras pa data som samlas in i nuvarande
miljédvervakning, eller endast malorganismerna sjélva, och dérav inte kriver extra
arbete utdver provtagning av nematoderna. Anvindningen av kinslighetsvirden
baserat pa litteratur frain Modig och Olafsson (1998) och Ridall och Ingels (2021)
utforskades dven, och presenteras som underlag for diskussion om expertbestimda
nematod-kénslighetsvirden. Men da dessa virden inte kan rdknas om presenteras
de ej som alternativ till kénslighetsvarden fér nematoder.

Kénslighetsvarde S, utrdknat med relativabundans

D4 antalet nematod-slikten dr hégre dn antalet makrofauna-arter i Ostersjon finns
potential i att anvdnda en likande metod som den anviand péa vastkusten (Rosenberg
m.fl., 2004; Leonardsson m.fl., 2015). Metoden beskriven i (Leonardsson m.fl., 2015),
dir kénslighetsvirdet rdknas ut som 5:e percentilen av artrikedom for en arts-
abundans, S, valdes som passande for sekvensdata. Till skillnad mot metoden

i Leonardsson m.fl. (2015) anvindes antal sldkten, samt sldktets relativa abundans

i stéllet for absoluta abundans. Den stratifiering som gjordes i Leonardsson m.fl.
(2015), vilken har syftet att statistiskt sdkerstélla att kinslighetsvirdet ir det 1agsta
for arten, gjordes inte heller d& en tydlig kategorisering av prover i de som kom
fran paverkade och inte paverkade omraden inte fanns, samt att ett stérre antal
prover beddmde behdvas fér metoden.
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S,0s Fiknades ut for sldkten som férekom i minst 20 prov ut som 5:e percentilen
nematodslaktesantal for varje sldktes relativa abundans. Detta gjordes med
funktionen *wtd.quantiles” fran R paketet "Hmisc” (Harrell, 2023). Parametern
“"norm.wt = TRUE” anvindes. En analys av likgiltighetsgrad for sldkterna (“degree
of indifference”) utrdknad enligt Leonardsson m.fl. (2015) gjordes &ven med samma
funktion. Likgiltighetsgraden riknas ut som skillnaden mellan den 97,5:e percentilen
och 2,5:e percentilen, delat med det maximala virdet, i det hir fallet sliktesantal, i
nagot prov. Viardena f6ll i ett spann (1 till 26) och hade en férdelning som gjorde att
Nematod-BQI baserat pa dessa skulle fa ett jimforbart virde med Makrofauna-BQI.
Darav gjordes ingen omvandling av virdena for att fi ett mer jamforbart virde med
Makrofauna-BQI, och Nematod-BQI utrdknat med S . kKénslighetsvirden bedomdes
kunna anvéndas med existerande troskelvirden for klassning av ekologisk status.

Generalisering av 5:te percentil metoden baserat pa andra variabler

Som en f6rldngning av metoden f6r att rdkna ut S, testades &ven att tilldela
kanslighetsvirden baserade pa 5:te percentilen av andra underliggande virden
som samlas in i miljoévervakningsprogrammen. Flera variabler utforskades inom
NEMOte BARCODing, 2 av dessa presenteras hér:

Syremaéttnad i bottenvatten, da forekomst i syrefattiga miljoer visar tolerans
mot syrebrist. Dessa kidnslighetsvirden kommer bendmnas DO, _, ddr DO star for
syreméttnad, dissolved oxygen pa engelska.

Och Makrofauna-BQI virdet for station/provtagningstillfille, d& slikten som
forekommer pa stationer med 1ag ekologisk status, BQI virde 1agt eller O (ingen
makrofauna), bor kunna ses som toleranta. Dessa kdnslighetsvirden kommer
bendmnas BQI-Sens, for att p4visa att de &r baserade p4 BQI-virden, men sérskilja
dem frn indexet BQI. D4 17,5 % av provtagningstillfdllena (35 stycken) saknade
makrofauna si valdes en hogre percentil 4n den 5:te. For manga slidkten fick annars
vardet 0, vilket skulle resultera i en skev fordelning av kdnslighetsvirden. Den 33:e
percentilen valdes f6r att minimera antalet sldkten som fick virde O men fortfarande
behélla anledningen att anvinda en lagre percentil for utrdkning, att sliktet repre-
senteras av de mest toleranta individerna (Rosenberg m.fl., 2004). For tre sldkten,
Halomonhystera, Molgolaimus och Sabatieria, sa var BQI-vardet vid den 33:e percen-
tilen av dess relativa abundans fortfarande 0.

En analys av likgiltighet gjordes for dessa kénslighetsvirden, BQI-Sens ., och
DO, ., med samma metod som for S fast med percentil och maximumvérden f6r
de relevanta variablerna.

Da virdet som tilldelas sldkten fran utrdkning av percentilen av dessa tva variabler
(syremittnad och Makrofauna-BQI) inte faller i samma spann som de kinslighets-
viarden som anvédnds for makrofauna sa gjordes en omvandling av virden for att
existerande troskelvirden (vid klassning av ekologisk status) ska kunna anviandas.
Malet med omvandlingen var att kinslighetsvirdena skulle ha ett jamforbart viktat
medelvdrde med makrofaunakinslighetsvirden (vid jAimférda provtillféallen). Vi
ville dven att det minsta virdet skulle vara 1. Det viktade medelvéirde for makrofauna,
medelvardet av kdnslighetsfaktorn for provtillfillena, var 8,9.

For att uppna detta sa genomfordes en standardisering av kinslighetsvirdena som
riknades ut baserat pa 5:te percentilen av syreméittnad och Makrofauna-BQI. Standard-
poéng rdaknades ut och fran dessa transformerades vardena till 6nskad skala. Standard-
poidngen rdknades ut med det viktade medelvirdet (funktionerna "wtd.mean” fran

0.05°

45



NATURVARDSVERKET RAPPORT 7131
NEMOte BARCODing - Férbattrad miljodvervakning av Ostersjons bentiska ekosystem

R paketet "Hmisc”) och den viktade standardavvikelsen (kvadratroten av funktionen
“wtd.var” fran R paketet "Hmisc”, med parametern “norm.wt =TRUE”). Sldktets
relativa abundans (av de som Klassats) vid varje station anvindes som vikt.

Standardpoidngen multiplicerades sedan med 6nskad standardavvikelse och
Onskat viktat medelvarde. Det 6nskade viktade medelvirdet adderades sedan. D&
det viktade medelvirdet for makrofauna kénslighetsvarden gav for stor tungvikt
pa hogre virden si anvindes i stéllet 8, mittpunkten mellan 1 och 15. Den 6énskade
standardavvikelsen rdknades ut som den standardavvikelsen med vilken det minsta
vardet skulle vara 1 efter utrdkning.

Utrdkningen gjordes alltsa enligt féljande ekvation:

(% _Ew
Z = sd,,

Kinslighetsvirde, = z; * min w
Z1...Zn

Ekvation 3. Dar x, ar det originella percentilvardet for slakte i som réaknats ut, X &r det viktade

medelvardet av dessa varden for alla slakten (i minst 20 prov), sd  é&rdenviktade standard-

avvikelsen for vérdena, z standardpoangen for slakte i och y, det énskade viktade medelvérdet,

i det har fallet 8.

Detta behaller virdenas spridning runt det viktade medelvirdet i standardpoingen,
men spridningen i absoluta tal beror pa det viktade medelvardets forhallande till
det 1agsta vardet. Om det viktade medelvirdet ligger for nira det l4gsta virdet i
standardpoing kan kénslighetsvardet fi ett valdigt stort intervall, medan om det
ligger for langt ifrdn det l4gsta virdet s& kommer kinslighetsvirdena fa ett véldigt
smalt intervall.

Att virdena behovde omvandlas for att vara jimforbara med makrofauna har
saklart implikationer for dess anvindning. Schiele m.fl. (2016) anvinde normali-
sering, som liknar standardisering av vdrden, av ES , virden for makrofauna for
att bittre jimfora kinslighet mellan havsbassinger i Ostersjon. Schiele m.fl. (2016)
ansag dock inte att dessa var passande att anvdnda, eftersom normalisering av
kénslighetsvirden skulle leda till fordndrade resultat. Si 1dnge samtliga kénslighets-
viarden som anvédnds rdknas ut och omvandlas samtidigt, som i denna rapport,
bedomer vi inte detta vara ett problem. Men i l1dngsikten ar det en brist som kan
praktiskt forsvara metodens anvindning. En annan brist dr virdenas beroende
av makrofauna-data respektive syreméttnadsvirden fran stationer. S har storre
potential for anvindning pa langre sikt, dd endast data fran nematod-samhéllet krévs.
Inkludering av meiofauna i allménhet skulle dock 6ka spannet for S kidnslighets-
viarden, och omvandling dessa kan da vara nédvindigt. Inte bara for géra dem mer
jamférbart med Makrofauna-BQI, som inte dr nddvandigt nir nematoddvervakning
ar mer etablerad och har sjdlvstdndiga troskelvdrden, utan dven for att virdena ska
vara hanterbara och utgora ett effektivt kommunikationsverktyg.
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Test av slumpbaserade kanslighetsvarden

Sldkten med forekomst i fler prov och med hdgre genomsnittlig relativ abundans
generellt fick l1agre kdnslighetsvirden med de utrdknade metoderna. Vi ville darav
testa om detta fenomen bidrog till relationen mellan Nematod och Makrofauna-BQI.
Vi ville alltsa testa om Nematod-BQI tenderade att korrelera med Makrofauna-BQI
delvis eller enbart p4 grund utav att de nematod-samhéllet vid de starkt paverkade
stationerna dominerades av generellt abundanta sldkten. For att testa denna effekt
sa rdknades slumpbaserade kdnslighetsvirden ut for jamforelse. Funktionen
“rnorm_bounded” fran R-paketet “dyngen” (Cannoodt och Saelens, 2022) anvindes
for att generera virden som efterlikna den verkliga férdelningen av de anvinda
viardena, BQI, syreméittnad och sldktesantal. Varje station slumpades 3 varden for
vardera variabel som replikat, och kidnslighetsvirden riknades ut for varje replikat
med respektive metod ovan. De baserat pd BQI och syreméittnads fordelningen
genomgick standardiseringen medan de baserad pi sldktesantals-fordelningen inte
gjorde det. Kénslighetsfaktorer utrdknade baserat pa dessa virden korrelerade inte
med makrofauna-kinslighetsfaktorn (medelvirde av rho f6r samtliga replikat = —0,01).

Kanslighetsvarden baserat pa expertbedémning

I det inledande arbetet med att ta fram kinslighetsvirden fér Nematod-BQI anvdndes
de 9 indikator sldkten som kunde delas in i klasser av kdnslighet mot syrebrist baserat
pa Modig and Olafsson (1998). Dessa gavs virdena:

1: Sabatieria, som bedomdes vara extra tolerant (Ridall och Ingels, 2021).
5: Leptolaimus och Halalaimus.

10: Paracanthonchus, Daptonema, Microlaimus, och Campylaimus.

15: Axonolaimus och Desmolaimus.

De 9 sldktena utgjorde en stor del av samhéllet i de flesta fall, i snitt 38 % av den

relativa abundansen och endast 2 av 198 prover dir nematoder férekom saknade de
9 sldktena helt. Dock korrelerade kdnslighetsfaktorn f6r Nematod-BQI utrdknat med
dessa vérden inte vil med kinslighetsfaktorn for Makrofauna-BQI och de empiriska
metoder for att rdkna ut kinslighetsvirden som redogors for ovan utforskades i stéllet.

For att fortsatt testa konceptet med expertbeddmda kénslighetsvirden sa anvindes
dven data fran Ridall och Ingels (2021), diar nematod-slékten listas som kénsliga respek-
tive toleranta baserat p4 bendmningar om kénslighet i litteraturen. Ridall och Ingels
(2021) gav varje sldkte minus 1 per artikel de bendmnts som kédnsliga och plus 1 per
artikel de bendmnts som toleranta.

Av de 121 nematod-sldkten som fanns i var data var 43 listade i Ridall och Ingels
(2021). Dessa utgjorde i snitt 60 % av den relativa abundansen. Av de 10 mest abundanta
slaktena saknades dock 3 fran listan, Halomonhystera, Desmolaimus, Cyatholaimus,
ochi4 av 198 prover dir nematoder forekom s& saknades sldkten frin listan helt.

For att testa hur vél kédnslighetsvarden baserat pa litteraturen skulle stimma
Overens med ekologiska status baserat pA Makrofauna-BQI si riknades en kinslighets-
faktor ut baserat listan. Da vardena gick frdn minus 10 (-10) mest kinsligt till plus 27
(27), mest tolerant, s& behévde virdena skalas om for utrdkningen. Storleksordningen
av vidrdena omvindes och gjordes till en positiv skala. Alla virden subtraherades med
27 och sedan med det 6nskade minimum vardet 1 for att f4 virden mellan -38 och 1.
Absolutbeloppet av dessa virden togs sedan for att f4 en skala mellan 1, mest tolerant,
och 38, mest kinslig.
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Dessa virden skulle kunna genomga samma process av standardisering som ar
beskrivet ovan for att gora att de kan anvindas med BQI troskelviarden. Men d4 de
troligtvis 6verskattar virdena for arter som bendmns oftare i litteraturen, saknar
virden fér abundanta nematod-slikten i Ostersjon samt dr svara att uppdatera si
presenteras de hidr som ett test av potentialen for expertbedémning av kinslighets-
viarden i framtida nematod-6vervakningsprogram.

5.2.3 Andraindex

Andra index som har féreslagits for nematoder inom 6évervakning och bedémning av
ekologisk status utforskades dven. Dessa var Shannon-Wieners index och Maturity
Index (Bongers m.fl., 1991), f6r vilka Moreno m.fl. (2011) foreslagit statusklassgrianser
inom vattendirektivet. Nematode-Copepode ratio (Raffaelli och Mason, 1981), for-
hallandet mellan nematoder och copepoder (hoppkriftor), riknades ocksa ut, men
har fér ndrvarande inga foreslagna klassgrinser i litteraturen.

Statusklassning med Shannon-Wieners och Maturity Index

Statusklassning av habitat med Maturity Index (Bongers, 1990) och Shannon-Wieners
index baserat pd nematod-samhaéllet har testats med framging i medelhavet (Moreno
m.fl., 2011). Moreno m.fl. (2011) férslog klassgranser for Maturity Index respektive
Shannon-Wieners-index for klassning enligt vattendirektivet. Shannon-Wieners-
index for var data jaimfordes mot dessa granser. Maturity Index utrdknades ocksi
med en sammanfoéra en lista pa colonizer-persister virden for de nematod-slikten
som forekom i var data. Viardena togs fran de ursprungliga artiklarna om Maturity
Index (Bongers, 1990; Bongers m.fl., 1991), 6vriga publicerade artiklar som anvint
colonizer-persister virden (Holterman m.fl., 2011; Broman m.fl., 2019) samt virden
fran websidan Nemaplex (Nemaplex, 2023). Genom detta kunde 100 av 121 slikten
tilldelas ett colonizer-persister varde, dessa utgjorde i snitt 99,5 % av den relativa
abundansen. Maturity Index utrdknades enligt (Bongers, 1990).

Nematode-Copepod ratio

Nematode-Copepod ratio, férhallandet mellan nematoder (fylum Nematoda) och
de frilevande copepoderna (ordning Harpacticoida)(Raffaelli och Mason, 1981),
rdknades ut genom att totala antalet sekvenslidsningar for dessa tvi taxon i varje prov
separerades och antalet sekvensldsningar bestamt till fylum Nematoda delades med
antalet sekvensldasningar bestdmt till ordning Harpacticoida. Detta skulle Dock
kunna underskatta mingden frilevande copepoder om samtliga av dessa inte hade
bestdmningen till Harpacticoida i sin taxonomi. De finns for ndrvarande inga status-
Klassgrianser foreslagna for Nematode-Copepod ratio inom vattendirektivet eller
havsmiljodirektivet.
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5.2.4 Statistik

Samtlig statistik gjordes i R miljo, visualisering gjordes med hjélp av R paketet ggplot2
(Wickham m.fl., 2023).

D4 Kkorrelationer testades for flera olika variabler mot Makrofauna-BQI och
kanslighetsvirden s& anvdandes Spearmans rangkorrelation for samtliga for att 6ka
jamforbarheten mellan olika korrelationer. For de komponenter av Nematod-BQI
som har utvecklats just for att ha ett samband med Makrofauna-BQI sa rapporteras
inte p viarden for korrelationerna. Detta da vi har haft syftet att fi denna Korrelation,
och ett p virde for hypotestest ej skulle vara ett korrekt mitt. Rho virden for dessa
korrelationer dir p varde inte rapporteras ska snarare ses som beskrivande varden.
For 6vriga korrelationer har p varde rapporterats. Spearmans rangkorrelation gjordes
med samtliga 200 prov, inklusive de som saknade levande makrofauna och de som
saknade nematoder.

Ett méatt pa osdkerhet rdknades ut for kdnslighetsfaktorerna respektive indexen
med de tre kinslighetsvirdena. Detta mitt baserar sig pa formler i Leonardsson och
Blomgqvist, (2014) for att rdkna ut osidkerhet for medelvirdet av samtliga kluster i
en havsbassidng 6ver fler &r, men d& endast 1 replikat fanns per provtagningstillfille,
sa riknades osdkerheten utan replikat osdkerheten. Detta rdknades dven for makro-
faunavirdena, och gjordes dar med medelvarde i de fall de fanns replikat fran stationer,
for att utrdkningen skulle vara jamférbar med utrdkningen fér Nematod-BQI virdena.

For att fa ett jAimférande matt pa hur mycket de olika Nematod-BQI viardena
skiljde sig fran Makrofauna-BQI oavsett om virdet var lagre eller hogre sa riknades
den procentuella skillnaden ut. Detta riknades som den absoluta skillnaden mellan
ett Nematod-BQI virde och ett Makrofauna-BQI virde pi stationsniva, delat med
medelvirdet mellan de tva virdena.

5.3 Resultat

5.31 Mangfald och jamférelse mellan artantalsfaktorn
och sléktesfaktorn

Medelvirdet av taxaantal var 17 f6r nematoder och 5 f6r makrofauna (samtliga prov-
tagningstillfillen, se 4ven Tabell 3). Medelvardet av Shannon-Wieners index var 1,9
for nematoder, och 1,0 for makrofauna (provtagningstillfillen dir levande makro-
fauna hittats). Skillnaden i Shannon-Wiener index berodde framst pa skillnaden i
taxaantal di nematoder och makrofauna hade likande medelvéarde i Pielus jamnhet,
jdmnhetskomponenten av Shannon-Wiener index. Medelvirdet av Pielus jimnhet
var 0,7 féor nematoder, och 0,6 féor makrofauna (provtagningstillfallen dar levande
makrofauna hittats).

Nematod och makrofauna-mangfald korrelerade vél (Taxaantal: rho = 0,71 p>0,001
se Figur 12. Shannon-Wieners index: rho = 0,60, p>0,001) och nematod-méngfald
korrelerade dven vdl med Makrofauna-BQI (Taxaantal: rho = 0,48, p>0,001, Shannon-
Wieners index: rho = 0,45, p>0,001).
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Tabell 3. Medelvarde och standardavvikelse for taxaantal (artrikedom fér makrofauna och
sléaktesantal f6r nematoder) samt Shannon-Wiener index, och Pielus jamnhet. Vardena ar
uppdelat i samtliga provtillféllen, provtillfallen dar ingen levande makrofauna hittades samt
provtillfallen dar levande makrofauna hittades for taxaantal. Fér Shannon-Wiener index, och
Pielus jamnhet anges vdrdena fér provtillfallen dar levande makrofauna hittades.

Taxaantal Taxaantal Taxaantal Shannon-Wieners | Pielous Jamnhet
Samtliga prov | Utanlevande | Med levande | index Med levande
makrofauna makrofauna Med levande makrofauna
makrofauna
Nematoder | 17+8 106 19+8 1.9+ 0.5 0.7+01
(0-48) (0-26) (4-48)
Makrofauna | 5+3 0 6+3 1+£0.5 0.6+0.2
(0-17) (1-17)
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Figur12. Férhallandet mellan antal nematod slakten och antalet makrofauna-arter till vanster.
Relationen mellan longitud och Antal nematod-slékten samt antal makrofauna-arter i Ostersjén
till héger, gréna punkter och trendlinje representerar antal nematod-slakten och réda punkter
respektive trendlinje representerar antal makrofauna-arter.

Dock kan korrelationerna mellan taxaantal delvis bero pé att dessa korrelerade
negativt med longitud for bAde makrofauna och nematoder (Makrofauna:

rho = -0,65, p>0,001. Nematoder: rho = -0,42, p>0,001). For att testa om meiofauna
i allminhet ocks& hade samma forhallande med longitud s gjordes korrelationer
mellan antalet meiofauna-sldkten totalt i varje prov samt antal sekvensldsningar
for nematoder och for meiofauna total. Nematod-sekvensldsningar korrelerade
negativt med longitud (rho = -0,50, p>0,001) medan totala antalet meiofauna-
sekvensldsningar och meiofauna sldktesantal inte gjorde det (Meiofauna-sekvens-
lasningar: rho = 0,13, p = 0,06. Meiofauna-slidktesantal: rho = -0,05, p =0,49). Detta
tyder pa att antalet nematod-slikten likt antalet makrofauna arter 4r hogre i de
sydligaste delarna av Ostersjon. Dock har resultat fran vart projekt visat att nematod-
slikten i sodra Ostersjon ér bittre representerade i referensdatabaserna #n de i
norra, samt att nematoder har simre representation d4n andra meiofauna-grupper
(se Figur 2 i Arbetspaket 1, samt Broman m.fl. (2019)).

Slaktesfaktorn i Nematod-BQl

For prov med levande makrofauna hade slidktesfaktorn av Nematod-BQI medelvardet
0.67 = 0.18, medan makrofauna artantals och abundansfaktorn riknat tillsammans
hade medelvirde 0,73 £ 0,23. I prov utan levande makrofauna hade sldktesfaktorn
medelvirdet 0.41 £ 0.24 och for samtliga 0.63 = 0.21. Dessa delar av respektive index
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korrelerade val med varandra (rho = 0,71) och sldktesfaktorn fér Nematod-BQI var
framst hogre for stationerna med l4gst Makrofauna-BQI, se Figur 13. Sldktesfaktorn
korrelerade dven starkt negativt med longitud (rho = -0,65, p>0,001).
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Figur 13. Sléktesantalsfaktorn av Nematod-BQI mot artantalsfaktorn och abundans faktorn
i makrofauna BQI. Till vanster ar férhallandet mellan de tva visualiserat, och till hoger ses
procentuell skillnad mellan vardena langs gradienten av Makrofauna-BQl (hela indexet) fran
vanster, lagst BQI, till héger, hdgst BQI. Procentuell skillnad har raknats som den absoluta
skillnaden mellan ett Nematod-BQI varde och ett Makrofauna-BQI varde pa stationsniva,
delat med medelvardet mellan de tvé vardena.

5.3.2 Nematod-BQl, kdnslighetsfaktorn och
kanslighetsvarden

De tre metoder for utrdkning av kéinslighetsvirden vars resultat presenteras hér ar S,
baserat pa antal nematod-slékten, DO, baserat p4 syreméttnad och BQI-Sens .., som
baseras pa stationsviardena for Makrofauna-BQI. Se Tabell 4 Foér beskrivande statistik
for kianslighetsfaktorn och hela Nematod-BQI indexet utriknat med dessa.

Tabell 4. Medelvirde och standardavvikelse for de utrdknade kanslighetsfaktorerna och pa
dem baserade fullstandiga index, samt samma varden fér makrofauna. Vardena ar uppdelat i
samtliga provtillfillen, provtillfallen dar ingen levande makrofauna hittades samt provtillfallen
dar levande makrofauna hittades. Lista pa kénslighetsvarden for de 41 slaktena finns i Bilaga 5.
Osikerheten riknades ut baserat pa formell Fi Leonardsson och Blomqvist (2014), utan
replikat osdkerheten.

Medelvarde Medelvarde Medelvarde Osdkerhet i Medelvéarde
Samtliga prov | Utanlevande | Med levande | Medelvdrde | procentuell
makrofauna makrofauna | férsamtliga | skillnad mot
prov makrofauna
Kanslighetsfaktor
BQl-Sens . 79+2,6 46+29 8,6+1,8 0,73 28 %
DO, s 77+45 2,424 8,8 + 4,1 1,39 37%
Soos 7,8 £ 31 5,2+3,0 8,3+2,8 0,86 37%
Makrofauna 7,3+ 4,3 0 8,9+3,0 1,39 -
Fullsténdigt Index
BQl-Sens,, . 52+2,4 21+1,8 59+2,0 0,66 35%
DO, 45 5,2+3,6 11+£1,3 6,1+3,4 0,98 45 %
Soos 5,4+3,2 2,6+2,1 6,0 + 3,1 0,9 47 %
Makrofauna 5,2+3,4 0 6,3+2,6 1,0 -
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Nematod-BQl med kénslighetsvarden baserade pa sléktesantal-S

S,os Kdnslighetsvirdena hade ett spann mellan 1 och 26, och kénslighetsfaktorn
utrdknad baserat p4 dem hade medelviarden som var lika de for makrofauna (se
Tabell 4). Det fanns ingen korrelation mellan likgiltighetsgrad och kinslighetsvirde
(p = 0,9, rho = -0,025). Dock korrelerade kinslighetsvirdet starkt negativt med
andelen prov sldktet forekom i, samt den genomsnittliga relativa abundansen for
slaktet (Forekomst: rho = -0,89, p <0,001. Genomsnittlig relativ abundans: rho = -0,75,
p <0,001). Sldkten som forkom i fler prover och generellt i hogre abundans tenderade
alltsé att fa ett 1agre kinslighetsvirde rdknat med S,  metoden.

Kénslighetsfaktorn utrdknad med dessa kinslighetsvirden korrelerar delvis
med kénslighetsfaktorn fér makrofauna (rho = 0,20). Dock visade grafer av virdena
plottade mot varandra att S kénslighetsfaktorn f6ljer makrofauna BQI vél upp
tills ca viarde 10 av makrofauna kinslighetsfaktorn, varefter virdena gick ifran
varandra (se Figur 19 i Bilaga 6). En anledning till att detta &r att flera av dessa hoga
varden for kinslighetsfaktorn ar fran stationer dir enskilda individer med hoga
kanslighetsvirden forekommer i omradden som annars skulle helt avsaknad makro-
fauna. De var tydligt fran en inspektion 6ver makrofauna-data for dessa stationer
att s var fallet for vissa av dem. Artantalsfaktorn och sirskilt abundansfaktorn
i Makrofauna-BQI korrigerar for detta, och de fullstindiga indexen Korrelerade
béttre med varandra (rho = 0,41). Det fullstindiga indexet rdknat med S . hade
dven ett l1agt medelvirde fér prov utan ingen levande makrofauna (se Tabell 4).
Nematod-BQI virdena rdknat med S eller OD , skilde sig mer frdn Makrofauna-
BQI i genomsnitt d4n de rdknade med BQI-Sens ., se Figur 15 samt figurer i Bilaga 5
och 6, Figur 19 och Figur 20) och detta syntes i en hogre absolut och procentuell
skillnad mot Makrofauna-BQI samt en hogre standardavvikelse, Tabell 4.

Nematod kénslighetsfaktorn rdknat med S hade &ven en stark negativ
korrelation med longitud (rho = -0,67, p>0,001), vilket beror pé att antalet nematod-
slikten var hogre i de sédra delarna av Ostersjon (som ndmnt tidigare kan denna
mangfaldsgradient delvis vara ett resultat av simre tickning for nematodsldkten
i norra delarna av Ostersjon i referensdatabaserna). Detta dr &nnu en foérklaring
till de 1dga varden i kénslighetsfaktorn vid provtillfidllen med hég makrofauna-
kinslighetsfaktor. Stationer i de nordligaste delarna av Ostersjén dir makrofauna-
sambhaéllet frimst utgdrs av Monoporeia affinis, med kdnslighetsvarde 15, far ett
hoégt virde pa kinslighetsfaktorn men som dras ner av artantalsfaktorn. Nematod-
BQI rdknad med S, (hela indexet ssmmanréknat med sldktesfaktorn) hade ocksé
en stark negativ korrelation med longitud (rho = -0,70, p>0,001). Det kunde dven
visas i det ldga virde Nematod-BQI rdknat med S . hade for vattenférekomsten
”Del av S n Kvarkens utsjovatten”, som ligger i Bottniska viken, se Figur 22 i Bilaga 6.
Detta var lagre 4n baAde Makrofauna-BQI och Nematod-BQI utrdknade med de &vriga
tvéa kénslighetsvirdena, DO, och BQI-Sens ...

Fordelar med S Kénslighetsvirdena &r att de dr utrdknade med samma metod
som anvants fér makrofauna, samt att metoden endast kréver data frAn nematod-
samhillet. Att Nematod-BQI utrdknat med S , visade en samstimmighet med
Makrofauna-BQI visar pa potentialen i ett mer sjdlvstindigt Nematod-BQI. Det dr
troligtvis den metod, av de presenterade, som har stdrst potential pa langre sikt,
speciellt da stérre méngder data frain meiofauna-samhillet i Ostersjon finns till-
ganglig. Baserat p4 de data som anvinds i projektet s& beddms dock Nematod-BQI
med S . ha hogre osékerhet 4n Nematod-BQI utrdknade med Kénslighetsvirden
baserade p4 Makrofauna-BQI, BQI-Sens ... Den starka relationen som sags mellan
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So0s Varden och longitud ar ocksé problematiskt fér dess anvdndning. Andra
kénslighetsvirden, som de baserade pd Makrofauna-BQI, BQI-Sens, .., bedoms
dirav vara mer lampliga for ett nematod-6&vervakningsprogram som skulle initieras
idag. Men anvindning av S | baserat p data fran fler prover, och mojligtvis med
inkluderingen av flera eller alla meiofauna-grupper, bor utvarderas i framtiden.

Nematod-BQI med kénslighetsvéarden baserade pa syreméttnad -DO_

Nematod kéinslighetsvirden utrdknade baserat pa sldktens forhallande till syre-
maéttnaden hade ett spann mellan 1 och 32. De visade ett tydligt ligre varde for
stationer utan makrofauna (2,4 for kinslighetsfaktorn 1,1 fér hela indexet av
Nematod-BQI) och god korrelation med Makrofauna-BQI respektive kinslighets-
faktor (rho = 0,51 for kdnslighetsfaktorn, rho = 0,61 for hela indexet, samtliga prov).
Nematod-kinslighetsfaktorn utrdknat med DO, korrelerade inte signifikant med
longitud (rho = -0,11, p = 0,11). Men vid utrdkning av hela Nematod-BQI indexet sa
fanns en negativ korrelation med longitud (rho = -0,34, p>0,001) vilket beror pé att
slaktesfaktorn i Nematod-BQI negativt korrelerar med longitud. Som ndmnt var
spridningen samt skillnaden mot Makrofauna-BQI stérre f6r DO, och S  a4n f6r
BQI-Sens . (se Figur 24 och Figur 25 i Bilaga 7).

DO, kénslighetsvédrdena for slikten hade dven en starkt negativa Korrelationer
med likgiltighetsgraden, samt ocksi negativa korrelationer med andel férekomst
i prov och genomsnittlig relativ abundans (Likgitlighetsgrad: rho = -0,92, p>0,001.
Forekomst: rho = -0,46 p = 0,002. Genomsnittligt relativ abundans: rho = 0,52,
p>0,001). Sldkten som férekom under ett stérre spann av syreméttnad, i fler prover
och generellt i hogre abundans tenderade alltsa att fi ett l4gre kinslighetsvirde
rdknat med DO, . metoden.

Syrehalt i bottenvatten ett inexakt matt pa syreférhallanden i de bentiska
habitaten. De l4gsta virdena (under ca 2 mg/1) bor tyda pa syrebrist, men for hogre
vérden ldr arternas férdelning frdmst bero pa djupférekomst. DO, kédnslighets-
véirdena dr dirav simre lampade for generell anvindning 4n BQI-Sens . ellerS ..
De skulle dock kunna anvéndas for att uppticka indikatorarter for syrebrist, och
potentiellt kan denna generalisering av S | .. metoden anvéndas f6r 6vervakning
av andra specifika storningar, sa som férorening. Relationen mellan kinslighets-
virden och likgiltighetsgrad tyder ocksé pé att ett hogre antal prover och en bittre
fordelning av syreméttnadsvirden i dessa har potential att férbéttra utrdkningen.

Nematod-BQl med kénslighetsvéarden baserade pa BQl-BQl-Sens,,

BQI-Sens, ., Kédnslighetsvirdena fér nematod-sldkten hade ett spann mellan 1 och 16.
Dessa viarden riknades ut baserat pa sldktes forhallande till Makrofauna-BQI pa
stationerna de forekom. Kénslighetsfaktorn och det fullstindiga indexet av Nematod-
BQI hade bist korrelation med Makrofauna-BQI av de 3 alternativen till kdnslighets-
varden (rho = 0,51 for kinslighetsfaktorn, rho = 0,63 for hela indexet). Det fullstdndiga
indexet hade l4gre varde for prov utan makrofauna, Se Tabell 4. De hade ocksé lagst
medelvarde i absolut och procentuell skillnad mot Makrofauna-BQI, se Figur 15,
och jaimforbara figurer f6r DO,  och S . kénslighetsvédrden i Bilaga 5 och Bilaga 6.
Likt f6r DO, korrelerade kénslighetsfaktorn fér BQI-Sens, ., inte negativt med
longitud men det fullstindiga indexet gjorde det som pa grund av sldktesantals-
faktorn (Kénslighetsfaktorn, rho = -0,05, p =0,52. Hela index, rho = -0,45, p>0,001).
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De fanns en ickesignifikant negativ korrelation med likgiltighetsgrad och kinslighets-
virde (p = 0,1, rho = -0,23). Negativa korrelationer med férekomst och genomsnittliga
relativ abundans fanns dven och var signifikanta (Férekomst: rho = -0,34, p = 0,03.
Genomsnittlig relativ abundans: rho = -0,40, p = 0,01). Aven for BQI-Sens, ., kdnslig-
hetsvédrdena sé tenderade alltsa sldkten som férekom i fler prover och generellt i hogre
abundans att f4 ett 14gre kinslighetsvirde. Det fanns ocksa en tendens att de som
forekom under ett stdrre spann av stations Makrofauna-BQI varden fick ett 14gre
kinslighetsvirde.
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Figur 14. Makrofauna-kanslighetfaktor mot nematod-kénslighetsfaktor nar BQl-Sens,, kdnslighets-
vardena anvandes. Till vanster &r férhallandet mellan de tva visualiserat, och till héger ses procen-
tuell skillnad mellan vardena langs gradienten av Makrofauna-BQl (hela indexet) fran vanster, lagst
BQl, till hoger, hégst BQl. Procentuell skillnad har réknats som den absoluta skillnaden mellan ett
Nematod-BQl varde och ett Makrofauna-BQl varde pé stationsniva, delat med medelvardet mellan
de tva vardena.
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Figur 15. Makrofauna BQI mot Nematod-BQl nar BQl-Sens ,, kénslighetsvérdena anvéndes. Till
vanster ar férhallandet mellan de tva visualiserat, och till hoger ses procentuell skillnad mellan
vérdena langs gradienten av Makrofauna-BQl (hela indexet) fran vanster, lagst BQl , till hoger, hogst
BQl. Procentuell skillnad har raknats som den absoluta skillnaden mellan ett Nematod-BQI varde
och ett Makrofauna-BQI varde pa stationsniva, delat med medelvardet mellan de tva vardena.
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Nematod-BQI utrdknat med kénslighetsvirdena BQI-Sens ,, hade l4gst absolut
och procentuell skillnad mot Makrofauna-BQI, se Figur 14 och Figur 15. Det 4r ocksa
alternativet med lagst osédkerhet, se Tabell 4, och kinslighetsfaktorn i Nematod-BQI
utrdknat med BQI-Sens ,, hade ingen relation till longitud i Ostersjon. Den hdga
samstimmigheten med Makrofauna-BQI gor att samma troskelvirden for att
Klassificera ekologisk status bor kunna anviandas. Efter en initial period av nematod-
Overvakning, d& data insamlats fran storre antal prover, kan mer precisa och sjilv-
stindiga troskelvdrden fér Nematod-BQI sittas. I och med datan som skulle samlas
in vid nematod-6vervakning skulle mer sjdlvstdndiga kinslighetsvirden baserade
pa nematod och meiofauna-samhiéllet kunna rédknas ut. BQI-Sens . -kidnslighets-
vardena, som har utrdknats baserat pd Makrofauna-BQI, mojliggor att Nematod-BQI
kan bidra med informativa och tillférlitliga statusklassificeringar medan mingden
data &ver Ostersjons meiofauna-samhélle byggs upp. Darav rekommenderas
Nematod-BQI med BQI-Sens, , for ett nematod-miljédvervakningsprogram som
skulle inledas idag.

5.3.3 Statusklassning med Nematod-BQIl —BQI-Sens, 55

Nematod-BQI - BQI-Sens . klassade 11 av 12 vattenférekomster som kunde klassas
enligt beddmningsgrunden likadant som Makrofauna-BQI, se Figur 16 och Figur 17.
Potentialen for statusklassning i omrédden utan makrofauna kan ses i Figur 18,
dock bor noteras att de flesta av dessa stationer ar for djupa for att inkluderas

i beddmningsgrunden.
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Figur 16. Ar for vattenférekomsten Krabbfjarden. Alla bedémda enlige bedémningsgrunden.
Grafen visar stationsvarden och medelvarden (20:e percentilen) for ytvattenférekomsterna.
BQI-Sens,,, anvandes.
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Figur18.Arinom Del av V Gotlandshavets utsjévatten. Det bér noteras att de flesta av dessa
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5.3.4 Ovriga index

Tabell 5 Medelvarde och standardavvikelse for 6vriga index. Vardena ar uppdelat i samtliga
provtillfallen, provtillfallen dar ingen levande makrofauna hittades samt provtillfallen dar
levande makrofauna hittades. For Nematode-Copepode ratio indikerar hogre varden och
avsaknaden av copepoder pa samre ekologisk status. Samtliga index visade alltsa pa samre
ekologisk status for stationer dar levande makrofauna saknades.

Medelvarde Medelvarde Medelvarde
Samtliga prov Utan levande Med levande
makrofauna makrofauna
Maturity Index 2,4+ 0,48 2,0+0,74 2,5+0,35
Ridall och Ingels (2021) 20,4 + 6,17 14,0 8,01 21,6 + 4,94
varden, omréaknad.
Nematode-Copepode ratio 245 + 829* 515 + 795* 223 + 831*
*21% av proven * 64 % av proven *12 % av proven
saknade copepoder | saknade copepoder | saknade copepoder
Shannon-Wieners index 1,80 £+ 0,60 11+0,65 1,9 £ 0,50

Shannon-Wieners index

Shannon-Wieners index for nematoder Korrelerade vil med Makrofauna-BQI, och
hade ocksé lagre varden for stationer utan makrofauna. Jimfort med troskelvirdena
foreslagna i Moreno m.fl. (2011) klassades dock samtliga vattenférekomster under
god status, se Tabell 5.

Maturity Index

Maturity Index korrelaterade med Makrofauna-BQI (rho = 0,25, p>0,001) och visade
lagre viarden for provtagningstillfillen utan levande makrofauna. Maturity Index
korrelerade dven negativt med longitud (rho, = -0,28, p>0,001). Jamfort med troskel-
virdena foreslagna i Moreno m.fl. (2011) klassades 11 % av vattenforekomster till hog
och 18 % till god status. Majoriteten, ca 70 %, klassades under god status, se Tabell 6.

Tabell 6. Statusklassningar baserat pd Maturity Index och Shannon-Wieners index.

Hég God Mattlig Otillfredsstillande Délig
Maturity Index 1% 18 % 30% 20% 21%
Shannon-Wieners index 0% 0% 7% 80 % 13%

Dessa laga klassningar av ekologisk status visar att de troskelvarden for Maturity
Index och Shannon-Wieners index som foreslas i Moreno m.fl. (2011) ej kan appliceras
i Ostersjon. Nya troskelvirden maste foreslas for dessa index i Ostersjon om de ska
anvindas.

Nematode-Copepode ratio

Nematode-Copepod ratio, for vilket hogre virden innebar simre ekologisk status,
korrelerade negativt med macrofauna-BQI (rho -0,33, p>0,001) och hade medelvirdet
pa 244 i prov dir bAdde nematoder och copepoder férekom. Nematode-Copepod ratio
korrelerade dven negativt med longitud (rho -0,29, p>0,001). I 41 av de prov dar
nematoder férekom dock inte sekvenslidsningar frilevande copepoder (ordning
Harpacticoida), detta forekommer dock dven nidr morfologiska metoder anvands
(Raffaelli och Mason, 1981; Amjad och Gray, 1983). Prov utan copepoder indikerar
dalig ekologisk status.
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Nematode-Copepod ratio ar ett av de tidigast féreslagna indexen fér nematod-
Overvakning och har framst anvénts for 6vervakning av fororeningar. Indexet visade
sig kunna sirskilja stationer dar makrofauna saknades, genom hogre viarden och
att frilevande copepoder i ldng hogre grad saknades frdn dessa. Anvindning av
Nematode-Copepod ratio har varit omdiskuterad sedan det forslogs (se till exempel,
Coull m.fl. (1981) och Warwick, (1981), men indexet har nyligen visats kunna anvindas
framgangsrikt i Ostersjén (Berezina och Petukhov, 2023). D4 trdskelvirden saknas
f6r Nematode-Copepod ratio skulle sidana behdva foreslas fér Ostersjon om indexet
ska anvindas.

Anvandning av viarden baserat pa expertbedémning

En kinslighetsfaktor tillika index baserat pa Ridall och Ingels (2021) virden Korre-
lerade vil kinslighetsfaktorn och makrofauna BQI. En korrelation fanns med denna
kénslighetsfaktor och Makrofauna-BQI (rho = 0,37, p>0,001) visar pa nematoders
anvindning som indikatorer for pdverkan av miljon. Det visar att det finns ett
samband mellan forskningen om nematoders kinslighet och tolerans och nematod-
sliktens férdelning i Ostersjon gentemot ekologisk status.

En implikation av dessa resultat &r att kdnslighetsvirden for nematoder skulle
kunna baseras p en expertbeddmning utifrin litteraturen om ett nematod-
Overvakningsprogram skulle implementeras dir tidigare provtagning och data
inte finns tillgdnglig.

54 Fortsatt arbete inom Arbetspaket 3

Ett forsta steg i att utvirdera de metoder som utvecklats i NEMOte BARCODing ar
validering av den framtagna formeln och utrdknade kinslighetsvirdena fér Nematod-
BQI med externa data. Vi vill testa om dessa kan anvdndas for stationer och prov som
inte anvénts for utrdkningen och 4nda ge jAmforbara resultat. Det maste dock hittas
en datamingd fran stationer i Ostersjon som innehéller data éver bade nematod och
makrofauna-samhéllet. Om metoden visar goda resultat &ven fér oberoende data

sa bor kinslighetsvirdena rdknas om med ett storre antal prover, d& antalet som
anvindes i projektet bedoms vara lagre dn vad som dr optimalt.

En sak som ar genomférbart i nartid ar utforskningen av att generalisera metoden
till hela meiofauna-samhaéllet. Detta skulle kunna vara férdelaktigt om meiofauna
mangfalden i allminhet &r mindre paverkad av salinitet, eller andra gradienter 1ings
Ostersjon, dn nematoder. Detta indikeras av de korrelationer vi gjort med longitud,
men bor utforskas vidare. Preliminédra analyser som gjorts for hela meiofauna-
sambhaéllet har tyder pé att en generalisering av metoderna skulle fungera vil. Men
Overviaganden bor ocksa goras om alla meiofauna-grupper ska inkluderas, och
resultat for olika fylum bor ocksa utforskas for sig.

Kontinuerlig utvirdering av metoderna som presenterats i NEMOte BARCODing
behd6vs och ett uttdommande arbete har inte rymts inom projektet. Vissa férberedelser
for framtida arbete och analyser kommer dock att utforskas i den mén det &r mojligt.
Modellering av indexen for att mita effekten av miljovariabler, s& som djup och
salinitet, bor 4ven goras, Leonardsson m.fl. (2016) utgor ett exempel pa metod for
detta. Ett storre antal prover skulle dock vara férdelaktigt for denna modellering.
En mer rigords beddmning av variansen och osékerheten i Nematod-BQI bér &ven
pabdrjas. DA vi har prover fran flera delar av Ostersjon, stationskluster med olika
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antal stationer och prov for olika antal ar fran stationer bor vissa slutsatser kunna
dras genom jimforelsen av dessas varians.

Osidkerheten i just kinslighetsvirden ar ocksa viktigt fo6r miljé6évervakningsindex
(Chuseve och Daunys, 2017) och ndgot som tagits hinsyn till i den stratifierings-
metod for utrdkning av kinslighetsviarden som presenterades i Leonardsson m.fl.
(2015). Denna metod bér utforskas for Nematod-BQI kénslighetsvirden i Ostersjon
for att forbittra precisionen och bedéma osikerheten. Aven hir skulle ett stdrre
antal prover vara fordelaktigt, och en indelning av Ostersjon i paverkade och icke-
paverkade omraden skulle behdva goras. Detta dr komplext i Ostersjon eftersom
hela ekosystemet dr paverkat av 6vergddning (Bonsdorff m.fl., 1991).

5.5 Diskussion

Nematoder som indikatorer fér ekologisk status

Nematoder har badde pa land och i sjo, flod och hav visat sig kunna effektivt anvindas
som en indikator pa miljoforandringar (Balsamo m.fl., 2012, Alves m.fl., 2013; Ridall
och Ingels, 2021; Martinez m.fl., 2023). De frilevande nematoderna har anvints

for miljoovervakning i &tminstone 40 &r (Ridall och Ingels, 2021) och metoder for
bedémning av ekosystemhélsa frdn nematod-samhéllet har under denna tid ocksa
utvecklats. Nagra exempel pa verktyg i nematod-o6vervakningens tidiga historia ir
anvindningen av specifika indikator taxa (Zullini och Peretti, 1986), forhallandet
mellan nematod-Kklasser (Zullini, 1976), andelen omnivorer i samhéillet (Wasilewska,
1974) och generella diversitetsmonster (Lambshead m.fl., 1983). Forskningen om
deras anvindning har fortsatt (Ridall och Ingels, 2021) och &ven 6kat under de
senaste aren (di Montanara m.fl., 2022). Vara resultet inom Arbetspaket 3 ger fog
for nematodernas rykte att vara goda indikatororganismer.

Bade det Nematod-BQI som utvecklades, och andra index som foreslagits for
nematoder och utforskades inom projektet, Maturity Index (Bongers m.fl., 1991),
Shannon-Wiener index och Nematode-Copepod ratio (Raffaelli och Mason, 1981),
samt virden frin sammanstéllning av litteratur 6ver nematodkinslighet (Ridall
och Ingels 2021) visade alla en samstimmighet med Makrofauna-BQI, som trots
brister ir ett bra matt pa breda monster i ekologisk status. Dessa index visade ocksé
formaga att sdrskilja stationer dar makrofauna saknades helt, och dirav bedéms
vara kraftigt padverkade, genom att de hade lagre varden for dessa stationer.

Dessa resultat visar inte bara pa att nematoders potential som indikatorer pa
ekosystemhélsa, det visar ocksé pa streckkodningsmetoders praktiska potential for
beddmning av ekosystemhélsa. Att streckkodningsdata kan anvindas i bentiska
index har dven i andra studier visats for nematoder (Schenk m.fl., 2020) och ocksa for
makrofauna (Aylagas m.fl., 2018). Bottenfaunasamhéllens svar pa miljoférandringar
och storning har ett vil utarbetat teoretiskt ramverk i Pearson och Rosenberg (1978),
och provtagning av bentiska miljoer dr baserat pa detta en viletablerad del av
havsmiljoers 6vervakning (Heip, 1995). Vara resultat visar att detta valprovade
miljoovervakningsarbete kan utvidgas till provtagning av nematoder och att
streckkodningsmetoder ir en passande metod for detta.

Verktyg for att klassificera ekologisk status, nematod-index, dr dock nédvandiga
i 6vervakning, och troskelvirden for dessa behdver séttas. Vara resultat visar att de
troskelvirden som foreslagits av Moreno m.fl. (2011) fér Maturity Index och Shannon
Wiener-index i medelhavet ej var passande i Ostersjon. Statusklassgranser kan
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oftast ej vara densamma for olika miljéer (Leonardsson m.fl., 2009), men for nya
troskelvarden si dr tillgang till stora mingder existerande data férdelaktigt (Rosenberg
m.fl., 2004), vilket saknas fér nematod-sambhillet. I Ostersjon ir sittandet av nya
troskelvarden ocksa komplicerat av att goda referensomraden saknas (Bonsdorff m.fl.,
1991).

P4 grund av detta valde vi i NEMOte BARCODing att utveckla ett Nematod-BQI
baserat pa det existerande Makrofauna-BQI, med potential att anvinda existerande
troskelvirden. Samtidigt vi har ocksa utforskat framtida mojligheter for detta
Nematod-BQI att bli mer sjilvstindigt i sin utformning. Detta r i linje med f6éreslag
for integrering av DNA-streckkodningsmetoder i miljoovervakning som presenteras
i Pawlowski m.fl (2018). Pawlowski m.fl (2018) ritar en karta for denna process, och
foreslar att streckkodningsdata bor integreras i landers nuvarande index och miljo-
Overvakningsverktyg som ett forsta steg. Detta tillater en jamforelse och harmonisering
med traditionella metoder inom varje lands miljoévervakningsprogram, for att sedan
kunna jamféra och optimera streckkodningsbaserade verktyg pa internationell skala
(Pawlowski m.fl., 2018).

Statusklassningsverktyg, Nematod-BQl

Baserat pd Makrofauna-BQI och de utrdkningsmetoder som anvéants for makrofauna-
kinslighetsvarden (Rosenberg m.fl., 2004; Leonardsson m.fl., 2009, 2015) s har vi tagit
fram en formel f6r ett Nematod-BQI, och kénslighetsvarden fér nematod-sldkten
som dr abundanta i Ostersjon. Nematod-kénslighetsviarden utriknade empiriskt
baserat pa stationers Makrofauna-BQI, BQI-Sens .., retkommenderas for ett initialt
nematodévervakningsprogram d4 Nematod-BQI bedomdes ha hogst tillforlitligt med
dessa virden. Artantalsfaktorn och abundansfaktorn i Makrofauna-BQI (Leonardsson
m.fl., 2009) modifierades och anvinder istillet antalet nematod-sldkten. Sldktesfaktorn
ar, likt abundansfaktorn i Makrofauna-BQI (Leonardsson m.fl., 2009), utformad

for att Nematod-BQI ska kunna ge tillforlitliga statusklassningar av stationer som

ar kraftigt paverkade och har 14g abundans, dér status annars latt kan 6verskattas.
Nematod-BQI bestraffar stationer med vildigt 14gt antal sldkten, vilket gér indexet mer
robust mot metod-fel som kontaminering och PCR-artefakter. Nematod-BQI visade
god samstimmighet med Makrofauna-BQI och de tvd indexen klassade generellt
vattenforekomster likadant med existerande troskelvirden.

Statusen for de vattenforekomster som kunde klassas enligt beddmningsgrunden
(HaV, 2020) var dock i de flesta fall god status, som ticker ett stort spann av BQI
viarden. Férmagan att sdrskilja av omraden med god status fran de med mattlig eller
lagre ar en viktig egenskap hos miljéévervakningsindex, da klassningar under god
status har forvaltningsmaissiga och juridiska konsekvenser (Josefson m.fl., 2009).
Men det som bést visar potentialen hos Nematod-BQI ir att indexet kan anvindas
i kraftigt paverkade stationer, métt med avsaknaden av makrofauna, och lyckas
klassificera dessa som stationer med 1ag ekologisk status. Forutom att detta ger fog
for Nematod-BQI:s férmaga att spegla generella monster i ekosystemhélsa s stodjer
det ocksé en av férhoppningarna som vi hade om ett Nematod-BQI. Att det kan
anvandas for att beddma skillnader i ekologisk status &dven for de djupare syrefattiga
havsbottnarna i Ostersjon dir makrofauna saknas (Norkko m.fl., 2015). Och att
Nematod-BQI dirav kan anvéndas for att snabbare uppticka dterhdmtning i eko-
system hélsa i dessa habitat.
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Vad Nematod-BQIl kan bidra med

Som diskuterat tidigare i rapporten sé skulle det vara férdelaktigt att kunna ha en
biologisk indikator pa ekosystemhilsa i Ostersjons syrefattiga miljder. Overgddning
minskar férhoppningsvis i linje med Baltic Sea Action Plan (HELCOM, 2021), men
det kommer ocksa ta tid for de syrefria bottnarna att aterhdmta sig (Kulinski m.fl.,
2022; Meier m.fl., 2022). Ett matt pa forsdmring och dterhdmtning av ekosystemhélsa
i kraftigt syrefattiga miljder skulle forbattra utvirderingar av atgirder och stirka
den malbaserade férvaltningen relaterat till 6vergddning i Ostersjon. Vart resultat
indikerar att Nematod-BQI har potential att mojliggdra detta, men hur val detta
fungerar i praktisk miljoévervakning aterstér att se. Nematoder lever, dr ekologiskt
relevanta och varierar i samhéillskomposition pa dessa syrefattiga bottnar (Broman
m.fl., 2020). Men ett ekosystems vag till aterhdmtning 4r ocksa komplexet, och de
fordndringar som sker i samhéllsstrukturen vid aterhAmtning &r inte en spegelbild
av dess historiska tillstdnd (Steckbauer m.fl., 2011; Ehrnsten m.fl., 2020). Fortsatt
insamling av prover fran dessa syrefria miljoer, och modellering av indexet mot
monster i syreméttnad inom dessa, behovs for att siga till vilken grad Nematod-BQI
kan bedéma skillnader paverkan frin syrebrist i Ostersjéns déda zoner.

Vid implementeringen av ett nematod-6vervakningsprogram sa foreslar vi
dérav att syrefattiga utsjbomraden i Egentliga Ostersjon (Kulinski m.fl., 2022)
ar ett av detta programs fokusomraden. Vissa av de provtagna stationer som ar
syrefria, till exempel de som visas i Figur 18, ir inte del av nuvarande nationella
miljoovervakningsprogrammet, utan tidigare miljé6vervakningsstationer men
som fortfarande provtas i samband med miljo6vervakningen. Det har beddmts
vara ineffektivt att provta makrofauna i dessa djupare stationer i syfte att Overvaka
syrefria bottnar (Leonardsson och Blomqvist, 2014). Men den information som prov-
tagning av nematoder frdn dessa stationer skulle bidra med kan vara en anledning
att teruppta stationerna i miljoovervakningsprogram.

Fortsatt provtagning av nematoder i Ostersjon dr d&ven det som bést kommer
kunna belysa Nematod-BQI:s potential i mer generellt hinseende. Kustomradden
bor sjilvklart ocksé inkluderas i ett nematod-0vervakningsprogram. Nematod-BQI
kan tillféra information om ekosystemets hélsa dven i mindre piverkade omréden
och data fran dessa dr nodvéindigt for fortsatt utvecklingen av statusklassnings-
verktygen. Nematod-BQI har ocksa speciell potential att forbattra miljé6évervakning
av Bottenvikens kustomraden, dir det naturligt Iiga antalet makrofauna-arter
(Elmgren m.fl., 1984) g6r att Makrofauna-BQI inte r tillforlitligt (Jenny Caruso m.fl.,
2013). Antalet nematod-slikten hade likt antalet makrofauna-arter i Ostersjon en
negativ relation till longituden, och det dr m&jligt att nematoder har liknande
problem som makrofauna gillande statusbedémning av omraden med 1&g salinitet
(Zettler m.fl., 2007; Dauvin och Ruellet, 2009). Som nidmnt innan kan detta dock
delvis bero pé brister i referensdatabaserna (Broman m.fl., 2019) och den hogre
mangfalden i absolut antal taxa bor fortfarande leda till mer robust statusbeddém-
ning. En ett intressant resultat frin NEMOte BARCODing var ocksé att meiofauna i
allminhet inte delade denna relation mellan longitud och mangfald i Ostersjén, och
utvidgningen av Nematod-BQI till ett bredare meiofauna-BQI bor dirav 6vervigas.

Framtida utveckling av Nematod-BQl

Inkludering av all meiofauna, data om vilka &nd4 samlas in i samband med prov-
tagning av nematoder, skulle kunna innebéra en forbittring i och med den storre
mangfalden. Om det bekriftas att meiofauna i allménhet ej visar nagra kraftiga
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monster i antal slikten 14ngs salthaltsgradienten i Ostersjon skulle vervakning av
dessa potentiellt kunna ge mer generaliserbara indexvirden for hela Ostersjon. Det
behdver dock utforskas vidare teoretiskt och praktiskt. Meiofauna i allminhet ar
mindre utforskat som indikatorer pa ekosystemhéilsa 4n nematoder (Balsamo m.fl.,
2012). Som ndmns i metodbeskrivningen skulle sliktesantalsfaktorn da behova
korrigeras for det hégre antalet inkluderade sldkten och det skulle ocksa paverka
utrdkningen av S .. Om metoderna fér Nematod-BQI kan utvidgas till meiofauna

i allmédnhet kommer att delvis besvaras i fortsatt arbete inom projektet, och preli-
minira resultat har redan indikerat att det skulle kunna fungera vél.

Utrdkning av kinslighetsvirden, likt de anvint i BQI och andra bentiska index, ar
ett viktigt bidrag till utvecklingen av meiofauna-index (Diaz m.fl., 2004; Leonardsson
m.fl., 2009; Pinto m.fl., 2009). Utveckling av metoder for ekologiskt relevanta data-
analys som dessa for streckkodningsdata dr ocks&d nédvandigt fér att metoderna
ska forbattra var kunskap om ekosystemens dynamik (Bik m.fl., 2012). Validering
fortsatt utveckling av metoderna i Artbetspaket 2 dr dirav viktigt. Skillnader mellan
index uppstar oftast ndr dominanta taxa klassats olika (Labrune m.fl., 2012). En
skillnad frdn metoden som anvints for makrofauna (Rosenberg m.fl., 2004) ir att
kanslighetsvirdena rdknas ut med relativ i stillet for absolut abundans. Medelvardet
av relativa abundans 6kar exponentiellt nir taxaantalet nirmar sig 1 (eftersom virdena
ar multiplikativ invers for varandra), och detta gor att sldkten som férekommer pa
kraftigt paverkade stationer med fa sldkten kommer fa ett extra 1agt kdnslighetsvirde.
Att klassa allmint abundanta och likgiltiga taxa som de mest toleranta, vilket skulle
kunna vara resultatet, dr oférdelaktigt (Leonardsson m.fl., 2015), da det férhindrar
en sirskiljning mellan kraftigt och méttligt pAverkade miljoer. Likgiltighetsgrad hade
ingen storre effekt pa de i projektet féreslagna Kénslighetsvirdena, BQI-Sens ., eller
S,0s Vardena, trots det 1aga antalet prover. Men slékten som forekom i fler prover
tenderade att fa 14gre kdnslighetsvarde. Precisionen fér nematod-kinslighetsvirden
skulle forbattras om ett hégre antal prov anvéndes utrdkning, likt de fér makrofauna
(Rosenberg m.fl., 2004; Leonardsson m.fl., 2009, 2015). Aven hér dr fortsatt av prov-
tagning av Ostersjon meiofauna-samhille det som skulle bést bidra till utveckling
av Nematod-BQI och andra meiofauna-baserade miljédvervakningsverktyg.

P4 lang sikt kan utrdkningen av kinslighetsvarden eller index ta hjédlp av mer
resursintensiva metoder som maskininldrning (Pawlowski m.fl., 2018; Fontaine m.fl.,
2023) och med utveckling av datahanteringskapacitet och mingden tillginglig data
kommer néstintill odndliga metoder finnas f6r att rikna ut och rdkna om dessa virden.
Det dr dock viktigt att bibehilla medvetenhet om vilka underliggande ekologiska
forhallandena som 6vervakas, annars riskerar syftet i miljéovervakning gé férlorat
i abstrakta siffor.

Overvakning av ekosystemhilsa eller dvervakning av specifik belastning

En viktig fraga r om det som ska dvervakas ir en sdrskild storning av ekosystemet,
syrebrist, 6vergddning eller fororeningar, eller om det 4r ekosystemhélsan som
helhet (Ridall och Ingels, 2021). Overvakning bér g mot évervakning av hela eko-
systemets hélsa for att kunna ta in komplexiteten och géra korrekta bedomningar
(Semprucci m.fl., 2015; Ridall och Ingels, 2021). Meiofauna har féreslagits som en
storleksklass med béade fordelarna av kiand och férstidd ekologisk information som
kan studeras at enda sidan, och snabbt svar pa miljofordndringar at andra sidan,
nagot som kan bittre lita oss 6vervaka flera komplexa storningarna av ekosystem
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samtidigt (Lallias m.fl., 2015). Overvakning av specifika stérningar kan dock vara
nodvandigt vid till exempel punktbelastning. Nematod-samhéllet har anvints som
indikatorer pA méanga olika specifika belastningar, sarskilt kemiska féroreningar
(Ridall och Ingels, 2021). Nematoder, och meiofauna i allminhet, har alltsa potential
att bidra till bade undersdkande 6vervakning av specifika belastningar, och till
operativ och kontrollerande 6évervakning. Viktning av index och kinslighetsvirden
skulle kunna goras for att belysa olika aspekter av ekosystemhélsa.

Utvecklingen av de olika index i Maturity Index familjen, som viktas olika
beroende pa om det ir indikation av 6vergddning eller hilsan hos ekosystemets
struktur som dr av intresse, ar ett larorikt exempel pa hur olika aspekter av belast-
ningar och ekosystemets hilsa kan beddmas vid nematod-6vervakning (Ferris m.fl.,
2001; Ferris och Bongers, 2009). De 4r ocksa en paAminnelse om hur kunskap om
organismernas ekologi kan bidra till miljéévervakning.

Expertbedémning inom nematod-évervakning

Maturity Index, som visat sig fungera vl for 6vervakning av nematod-samhéllen
(Ferris och Bongers, 2009; Moreno m.fl., 2011), 4r baserat pa kunskap om nema-
todernas livshistoria och ekologi. BAdde anvdndningen av taxonomiska grupperingar,
pa ekologiskt relevant niv4, och funktionella grupper av nematoder har visat sig
vara anvindbar i bedémningen av ekosystemhélsa baserat p4 nematod-samhaéllet
(Semprucci m.fl., 2015; Baldrighi m.fl., 2021; Beauchard m.fl., 2021). Empiriskt
utrdknade kénslighetsvirden &r att foredra da de oftast 4r mer tillforlitliga, men
expertbeddmning kan vara nddvandigt om data saknas eller av praktiska hinder
(Leonardsson m.fl., 2009). Vi testade i NEMOte BARCODing att anvinda virden fran
Ridall och Ingels (2021) vilka baserar sig pa den existerande litteraturen om marina
nematoder kinslighet, och véra resultat indikerar att den existerande kunskapen
om nematoders kinslighet r tillrdckligt stor for att expertbeddmning skulle vara
moijlig om noédvandigt.

Den virdefulla informationen som information om sldktenas livshistoria och
funktionella roll i ekosystemet kan ge (Balsamo m.fl., 2012) visar p&4 nddvandigheten
att halla kunskap om nematodernas faktiska ekologi vid liv. MiljoOvervakning av
nematoder och meiofauna i allméinhet hjilpa fylla de kunskapsluckor som finns
om ekosystemens verkliga mangfald, stirka potentialen till forskning om meiofauna,
och facilitera att denna kunskap utvecklas och bibehalls.

Férhallandet mellan makrofauna och meiofauna-évervakning

Meiofauna spelar en central roll i ekosystemprocesser (Schratzberger och Ingels,
2018) och dr dirav inte bara en indikator pa ekosystemhélsa utan ocksé en livsviktig
del i denna. I Ostersjon finns svarigheter med att beddma belastning pa grund av
Shifiting baselines fenomenet (Pauly, 1995) dir referensomraden saknas for hela havet
redan ir paverkat (Bonsdorff m.fl., 1991; Villnas och Norkko, 2011). Att faststilla
den nuvarande hilsan hos meiofauna-samhéllet skulle, utdver att foérbéttra var
beddmning i nirtid, gbra att vi i framtiden undviker problem med ovetskap om
deras historiska tillstdnd (Ridall och Ingels, 2021).

Men inférandet av meiofauna-miljoovervakningsprogram ger upphov till frigan
om vad dess roll ska vara i férhallande till makrofauna-overvakning. Som ndmnt ir
en fordel med sekvenseringsbaserad 6vervakning att den har potential att vara mer
kostnadseffektiv 4n traditionell miljdévervakning. En detaljerad kostnadsanalys har
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inte genomfordes inom projektet men kostnadseffektiviteten hos sekvenserings-
metoder har bedémts och diskuterats i flera studier (till exempel: Fonseca m.fl.
(2010), Gibson m.fl. (2014), Aylagas m.fl. (2018) och Hering m.fl. (2018). Forandringar
av Overvakningsprogram ar kostsamma déa de kréver att nya metoder anvands
parallellt med gamla under en tid for utvardering och kalibrering av resultat och
for att mojliggora jaimforelser med historiska data, men metodutveckling 4r ocksé
nodvandigt for 1Angsiktig kostnadseffektivisering och forbittringar av tillforlitlig-
heten (Magurran m.fl., 2010; Nygard m.fl., 2020).

Makrofauna och meiofauna-provtagning behover dock inte utesluta varandra.
Parallella 6vervakningsprogram med meiofauna och makrofauna, dir de kan senare
skiljas at och fylla olika roller, skulle méjliggora en langsiktig kostnadseffektivitet
inom miljoovervakning. Det skulle ocks utgora en sédkerstéllning av statusbeddém-
ningar, samt att begynnande forsdmring eller aterhAmtning av ekosystemhélsa
upptéicks tidigare. Utover kostnadsaspekter, kan provtagning av de tvi organism-
grupperna beddmas utifran roll i framtida miljé6vervakning, till exempel dver-
vakning av syrefattiga miljoer med nematoder, samt tillforlitligheten och vilka
synergieffekter som finns.

Som ndmnt kan de mindre dramatiska fordandringarna som sker i nematod-
samhéllet (pa grund utav ett storre absolut antal individer) bidra med statistisk
sdkerhet i 6vervakning. En fraga ar dock hur mycket den hogre spatiala variationen
av meiofauna (Schratzberger, 2012) kommer gora att denna maste skilja sig i uppliagg
fran makrofauna-6vervakning. Mingden sediment-provvolym péaverkar exempelvis
kvalitén pa streckkodningsstudier (Nascimento m.fl., 2018). Nér tillférlitlighet och
provtagningsupplédgg fér 6vervakning av de tva organismgrupperna jamfors bor
bida dessa aspekter (spatial variation och graden av dramatiska fordndringar i
samhadllet) vigas i hur de paverkar osidkerheten i mitvirden och hur denna osédkerhet
forhaller sig till férsiktighetsprincipen som bor ligga till grund fér miljoovervakning
(Carstensen, 2007).

Samtidigt skulle parallell provtagning av meiofauna och makrofauna moéjliggéra
gynnsam korsvalidering av verktyg och metoder, s& som utrdkning av kinslighets-
varden. Korsvalidering ar viktigt f6r den fortsatta utvecklingen av miljé6vervaknings-
verktyg, och har foreslagits for skandinaviska benthos-index (Perus m.fl., 2007) och
streckkodnings-index internationellt (Pawlowski m.fl., 2018). Data frdn meiofauna-
samhadllet utgdr dven ett potentiellt underlag for utrdkning av empiriska kénslighets-
virden f6r makrofauna i Ostersjon, som tidigare inte varit mdjlig pa grund utav de
laga antalet arter (Zettler m.fl., 2007; Leonardsson m.fl., 2009). Ett sammanrédknat
antal av meiofauna och makrofauna taxa, potentiellt med streckkodningsdata fran
aven for makrofauna, skulle kunna anvéndas for att rdkna ut S,  kinslighetsvirden
fér bada organismgrupperna i Ostersjon.

I och med etablering av streckkodningsmetoder f6r 6vervakning av nematoder
i synnerhet, och dess anvidndning for 6vervakning av ekosystem och méngfald i
allméinhet, s kommer potentialen for mer sjilvstindiga, sekvenseringsbaserade
metoder att 6ka. Speciellt om ett lyckat arbete med att harmonisera och optimera
dessa metoder p4 internationell skala sker (Pawlowski m.fl., 2018). Vi har diskuterat
framtida utvecklingar av Nematod-BQI i denna riktning, kinslighetsvirden
utrdknade med endast nematod-data, S, och differentiering av troskelvirden
for makrofauna och meiofauna. Ett alternativ till att sirskilja taxonomiska grupper
och storleksklasser ar att méita ekologisk status med hjilp av index baserade pa
biologisk méingfald i storre skala, speciellt i och med DNA-metoders potential att
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mojliggodra detta (Porazinska m.fl., 2010; Bik m.fl., 2012). Som ett resultat av det
lyckade arbetet med NEMOte BARCODing s har vi fatt finansiering for ett nytt
projekt som syftar till att utforska just detta, utvecklandet av index pé biologisk mang-
fald f6r bedomning av ekosystemhélsa i stor skala med DNA-metoder. Projektet har
nyligen paborjats och dr en del av EU programmet Biodiversa+ (Biodiversa+, 2023).
Detta projekt kommer utgora en fortsittning pa, och framfor allt en vidareutveckling
av koncepten som presenterats i NEMOte BARCODing.

Slutsats, nematod-évervakning av Ostersjoén

I Arbetspaket 3 har vi utvecklat de verktyg som mojliggodr nyttjandet av férdelarna
nematod-&vervakning. Ett 6vervakningsprogram baserat pd DNA-streckkodnings-
metoder anvindandet av ett Nematod-BQI (BQI_ ), eller ett bredare index som inklu-
derar all meiofauna (BQI_ . ), skulle bidra med en robust metod f6r statusbedémning.
Det skulle mojliggoéra kostnadseffektivisering vid behov i miljéévervakning av
Ostersjon, samt bidra till forskning och kunskap om den verkliga méngfalden

i svenska havsmiljoer. Praktisk utvardering och optimering av streckkodnings-
baserade metoder inom miljodvervakning dr dock beroende av att de anvinds inom
verksamheten. Bred anvindningen av DNA-sekvensering i miljdovervakningssyften
kommer leda till skalférdelar, och att inkludera metoderna i fler miljoévervaknings-
program idag kommer bidra till att denna langsiktiga potential realiseras. Darfor
rekommenderar vi att ett nematod-miljodvervakningsprogram inleds i Ostersjon,
och foreslar ett uppligg till pilotprogram for denna miljoévervakning.
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6. Forslag.
Pilotprogram for
nematod-Overvakning

Bakgrund, framtida miljéévervakning

Forskning om den praktiska anvindningen av sekvenseringsmetoder och DNA-
streckkodning inom miljédvervakning har 6kat och metoderna har féreslagits vara
effektiva for detta syfte, men hittills har inget bredd omfamnande av metoderna
inom 6vervakning gjorts (Aylagas m.fl., 2018). Det finns ménga potentiella fordelar
med streckkodningsbaserade metoder inom miljoévervakning. Till exempel kan
det 1ata oss provta flera organismgrupper samtidigt, med enig metod, vilket skulle
héja informationsvirdet i miljoévervakningen. Och anvindningen av sekvenserings-
metoder i fler 6vervakningsprogram, sa vil som inom flera samhéllsomraden i
bredare bemaérkelse, gor att det finns stor méjlighet till effektivisering och skal-
fordelar. Implementering av metoderna i praktisk verksamhet idag dr nddvéandiga
for deras framtidsutveckling, men det beh6vs ocksa tydliga appliceringsomraden
dir anvindningen bidrar till nuvarande verksamhet och kan utvirderas (Pawlowski
m.fl., 2018). Med denna bakgrund, och med de resultat och metodutvecklingar som
presenterats i NEMOte BARCODing, anser vi att implementeringen av ett nematod-
dvervakningsprogram i Ostersjon med DNA-streckkodning bade dr méjligt och
nagot som skulle bidra med virdefull information. Vi har foreslar darfor féljande
uppligg till ett pilotprogram fér miljdévervakning av nematoder i Ostersjon.

Forslag, metodprotokoll fér nematod-6vervakning med streckkodning

Tabell 7a. Foreslaget protokoll féor metastreckkodningsmetoder vid initial implementering av
ett nematod-miljéévervakningsprogram. Férberedande steg i falt och labb.

Steg Kommentar

Provtagning av éversta 2 cm sediment i falt Med kajakhamtare (50 cm?), Férvaring i —20 °C
Densitetsextraktion av meiofauna Levasil, Foérvaring i =20 °C

DNA extraktion, slutgiltig volym 4 ml. Forvaring i tillhérande elueringsbuffert,—20 °C
Kvantifiering av DNA méngd Med Nanodrop

Renande av 100 pl extraherat DNA Forvaring i tillhérande elueringsbuffert,—20 °C
Kvantifiering av DNA méngd Med Nanodrop
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Tabell 7b. Féreslaget protokoll for metastreckkodningsmetoder vid initial implementering av
ett nematod-miljéévervakningsprogram. Biblioteksférberedelse och sekvensering.

Steg

‘ Specifikation

‘ Kommentar/referens

PCR 1. Markoérgens-amplifering

Primerpar Framéat-primern: TAReuk454FWD1 (Stoeck m.fl.,2010)
(5'CCAGCA(G/C)C(C/T)GCGGTAATTCC-3")
Bakat-primern: TAReukREV3
(5'ACTTTCGTTCTTGAT(C/T)(A/G)A-3")

Foreberedelse 3 replikat per prov + negativ kontroll

av replikat

Total volym per replikat 25 pl:

12,5 pl Q5 High-Fidelity Master Mix X2
0,5 pl Framat-primern

0,5 ul Bakat-primern

5 ul DNA-templat

6,5 pl PCR-vatten (molekylar grad)

Termocyklerprogram

Initiering 98 °C i 30 sek

15 denatureringscykler:

98 °C, 10 sek,

Hybridisering, 50 °C i 30 sek
Elongering vid 72 °C 30 sek

10 min avslutande vid 72 °C

Gelelektrofores

TASP-rengéring

Replikat fran PCR-1

0,1 ml Exonukleas |

0,2 ml Alkaliskt fosfatas

15 minuters inkubering i 37 °C
15 minuters inkubering i 74 °C

PCR 2. Indexering

Indexeringsprimers

Nextera XT indexprimers

Unikt indexerings-primerpar anvénds
for varje prov

Foreberedelse
av replikat

3 replikat per prov + negativ kontroll

Total volym per replikat 25 pl:

5 pl Renad PCR-produkt fran PCR-1
0,5 pl (indexerings) Framat-primer
0,5 pl (indexerings) Bakat-primer

12,5 pl Q5 High-Fidelity Master Mix X2
6,5 ul PCR-vatten (molekylar grad)

Termocyklerprogram

Initiering 95°C i 3 min

15 denatureringscykler:

95 °C, 30 sek,
Hybridisering, 55 °C i 30 sek
Elongering,72 °C 30 sek

10 min avslutande vid 72°C.

Gelelektrofores

Renande av PCR-produkt

Med Agencourt AMPure XP
Replikat sammanférs

Kvantifiering av DNA

Med Qubit (Samt Nanodrop som st&d)

Sammanférande av slutgiltigt streckkodningsbibliotek, med en enhetlig molar mangd DNA fran
samtliga prover. Sekvensering med Illumina Miseq
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Forslag till Provtagningsupplagg
Arligen bér pilotprojektet sikta pa att provta:

2 Stationskluster i kustomridden av Egentliga Ostersjon
2 Stationskluster i utsjpomraden av Egentliga Ostersjon
1 Stationskluster i kustomriden av Bottniska viken

1 Stationskluster i utsjbomraden av Bottniska viken

Foreslag pi stationskluster:
Egentliga Ostersjon:
NAT Askod (Krabbfjirden)
NAT Mysingen (Mysingen)
NAT Vistervik (Del av V Gotlandshavets utsjovatten)
NAT Nir (Del av O Gotlandshavets utsjovatten)

Bottenviken:
NATS8 (Gussofjirden och Ranefjirden)
NATS5 (Del av Bottenvikens utsjovatten)

Med 10 provtagna stationer vardera.

Déa samtliga stationskluster ej provtas arligen s& kan vissa stationskluster skifta
mellan r, men malet bor vara att ta prover frin 6 stationskluster totalt irligen.
Fran varje station bor 3 prov av sedimentprover tas, for att utvirdera variationen
samt osdkerheten i nematod-6vervakning.
Som kvalitetssidkrings bor 2 prov arligen tas for morfologisk identifiering av
100 individer. Forslagsvis 1 fran Egentliga Ostersjon, samt 1 frin Bottniska viken
med station slumpad inom dessa.

Utover dessa bor det siktas pa att ta &rligen ta prover fran stationerna:
5139 N OLANDS NORRA UDDE
6007 S LANDSORT
6008 SO LANDSORT
BY2 ARKONA
BY38 KARLSODJ
BYS BORNHOLMSDJ
C10
HBP215
IVB2
TORH22

DA flera av dem &r placerade i syrefriabottnar dar makrofauna saknas kan information
om nematod-samhéllet pa dessa ge oss viardefull och mer precis information om eko-
systemens hélsa och potential for &terhdmtning. Det skulle ocks4 tilldta en utvirdering
av nematod-6vervakning i detta hinseende, och spridningen av stationerna ar
gynnsam for att provta och bedéma nematodmangfalden i Ostersjon.
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Forslag till statusklassningsverktyg — Nematod-BQl - BQI-Sens .

Vi forslér att foljande index anvénds som verktyg for statusklassning i ett pilotprogram
for 6vervakning av nematoder.

Sklassade

N; S S
BQI = Z — " x Kinslighetsvirde. | x lo (— + 1) X <—)
Qlnem £: Nuassade s i| 7 0810\35 S+25
DarS, ., Air antalet taxa med kénslighetvérde, N, 4r antalet sekvensldsningar av
slakte i, N, .. dr det totala antalet sekvensldsningar for sldkten med kinslighets-

virde, Kénslighetsvéirde, 4r kénslighetsvirdet for sldkten i, S dr antalet slédkten.
Vi foreslar dven att de kénslighetsvirden som bendmns BQI-Sens . i Tabell 19
i Bilaga 5 anvinds for utrdkningen av kdnslighetsfaktorn.

Avslutande reflektioner

Vi har sokt att ge klara forslag och rekommendationer gillande vilka metoder som
ska anvindas for detta pilotprogram. De dr beh6vs dock sjdlvklart optimeras 6ver
tid. Manga fragor aterstar gillande sikerheten och variationen i ett Nematod-BQI.
Dérav har det foreslagits att 3 prov tas fran stationer i den initiala fasen av nematod-
Overvakning, s att denna osdkerhet kan beddmas (Leonardsson m.fl., 2015). Det
kan visa sig att 1 prov per station med mer stationer dr det optimala fér nematod-
provtagning i Ostersjon, likt det r fér makrofauna (Cuff och Coleman, 1979). Det kan
ocksa visa sig att mer utspridda stationer, snarare dn stationskluster (Leonardsson
och Blomgqvist, 2014), ir mer ldmpligt fér nematoder.

Om detta pilotprogram genomfdrs med ett uppldgg som vilar pé existerande
miljoovervakningsstruktur, likt den provtagning som genomforts inom NEMOte
BARCODing, sa skulle det vara en mycket kostnadseffektiv borjan pa ett nematod-
Overvakningsprogram. Filtprover som samlas in fér framtida sekvensering skulle
vara till nytta, &ven om de ej kan sekvenseras i nirtid.

Om det visar sig att anvindning av meiofauna i allménhet 4r mer anvindbart 4n
bara just nematoder s behdver vissa justeringar av indexformel och omrikning av
kénslighetsvirden goras, men provtagningsuppligget skulle vara densamma. Data
om hela meiofauna-samhéllet fas ocksa vid streckkodning av nematod-samhaéllet,
sd insamlade data inom ett nematod-pilotprogram skulle dven forbattra mojligheten
for ett allmint meiofauna-BQI. P4 langre sikt finns gott utrymme for utveckling av
metoderna, och aspekter i denna potentiella utveckling har rérts vid i de diskussions-
delarna av varje Arbetspaket. Implementeringen av ett pilotprogram for 6vervakning
av nematoder skulle vara den basta garanten for att facilitera denna utveckling av
Nematod-BQI och meiofauna-6vervakning med DNA-streckkodning, da det ger
denna utveckling fasta ramar och ett klart syfte.
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7. Slutsatser

NEMOte BARCODing har lett till forbattringar av infrastruktur, metoder och verktyg
som krévs for att mojliggdra 6vervakning av nematoder med DNA-streckkodning.
I Arbetspaket 1 s forbittrade projektet de existerande referensdatabaserna for 18S
och 28S markérgenerna hos 110 nematod-arter i Ostersjon, nagot som &r centralt
for att ge god representation av nematod-samhéllet genom DNA-streckkodning.

I Arbetspaket 2 si utvarderades sekvenseringsmetoder i dess forméga att spegla
kvantitativa forhillanden i nematod-samhéllet. Metoderna for streckkodning av
nematoder utvirderades dven. Streckkodning av 18S-rRNA markorgenen med
TAReuk primerparen visade sig ge en tillfredstillande bild av nematod-samhllet,
medan de testade 28S primerparen visade sig vara bristféllig. Ddrav rekommenderar
vi att 18S-streckkodning med de i rapporten testade primerparen (Primerpatr:
TAReuk, Stoeck m.fl., 2010) anvinds vid évervakning av nematoder i Ostersjon.
DNA-streckkodnings potential for att &ven anvindas p& makrofauna-samhaéllet
utforskades dven och streckkodning av COI genomfordes for detta, med delade
resultat (Primerpar: mlCOIlint, Leray m.fl., 2013). De visade bade pa god korrelation
mellan sekvensldsningar och biomassa eller abundans for del flesta arter. Men
ocksé pa metod-bias vilket ledde till stor 6verskattning av ett specifikt slikte,
Marenzelleria. Vi beddmer att fortsatt optimering och justering av index som BQI
behovs for streckkodning av makrofauna ska kunna anvandas i 6vervakning.

I Arbetspaket 3 har NEMOte BARCODing utvecklat det verktyg som foreslas
anvindas for statusklassning inom ett nematod-miljoévervakningsprogram,
Nematod-BQI. Detta index utvecklades med data frin DNA-streckkodning av
nematoder och mojliggor statusklassning baserat p4 densamma. En rad andra
index som tidigare presenterats som alternativ fér miljéovervakning av nematoder
testades dven, och framtida utveckling av statusklassning och verktyg med
meiofauna och streckkodningsmetoder diskuterades.

Genom dessa tre Arbetspaket har NEMOte BARCODing testat, utvecklat och tagit
fram metoder och verktyg fér genomférande av nematod-miljédvervakning. For att
ta vara pa dessa framsteg och de mojligheter det 6ppnar upp sa féreslas ett pilot-
program for nematod-6vervakning. Ett sidant program skulle bidra till nuvarande
miljodvervakning genom att tillféra information, 6ka precisionen i statusbeddm-
ningar samt potentiellt mojliggdra kostnadseffektiviseringar. Det skulle ocksa bidra
till fortsatt forskning om hur metoderna kan effektiviseras. Som diskuterats behdvs
kontinuerlig jaimforelse och forbittring av metoderna, till exempel optimering
av streckkodningsprotokoll fér Ostersjons makrofauna. Fortsatt utveckling av
streckkodningsbaserade index, speciellt multitrofiska index, dr ocksé centralt
for metodernas anvindning inom miljédvervakning. Vi hoppas att denna rapport
kommer bidra bade till framtida utveckling av miljodvervakningen och till
forskning om praktisk applicering av streckkodningsmetoder.

P4 lang sikt har milj6overvakning med DNA-metoder stor utvecklingspotential
och mdjliga skalfordelar. For att tillgodose det nuvarande och det framtida behovet
av miljddvervakningar, 16sa brister och moéta nya utmaningar behdvs bade utveckling
av existerande metoder och nya robusta metoder. Streckkodning av de frilevande
nematoderna kan bidra till detta, och nematod-samhéllet har mycket att sdga oss
om ekosystemens méngfald och hilsa.
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Bilaga 1. Metodspecifikationer
Bibliotekstorberedelser

Tabell 8. Biblioteksféreberedelser fér Sanger sekvensering av enskilda nematoder i Arbetspaket 1
fér uppladdning till referensdatabaser.

Steg Specifikation Kommentar/referens
Extraktion och férberedelser, detaljerat i Ahmed m.fl. (2020)
PCR Markérgens-amplifering

Primerpar 18S: 988F-1912R and 1813F-2646R 18S: (Holterman m.fl., 2006).
28S: D2Af and D3Br (Nunn 1992). 28S: (Nunn 1992).

Féreberedelse For bade 18S och 28S

av replikat

Total volym per replikat 25 pl:
Illustra Hot Start Mix RTG 0,2 ml kit
1 ul Framat-primern

1 ul Bakat-primern

2 pl DNA-templat

21 ul PCR-vatten (molekylar grad)

Termocyklerprogram 18S:

Initiering 94 °C i 5 min

5 denatureringscykler:

94 °C, 30 sek,
Hybridisering, 45 °C i 30 sek
Elongering vid 72 °C 30 sek
35 denatureringscykler:

94 °C, 30 sek,
Hybridisering, 54 °C i 30 sek
Elongering vid 72 °C 30 sek

5 min avslutande vid 72 °C

28S:

Initiering 94 °C i 4 min

35 denatureringscykler:

94 °C, 60 sek,
Hybridisering, 54 °C i 90 sek
Elongering vid 72 °C 2 min
10 min avslutande vid 72 °C
Rengoring PCR produkt

Exonukleas |

Alkaliskt fosfatas

Sanger sekvensering
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Tabell 9. Biblioteksférberedelser for streckkodning av prov anvanda i Arbetspaket 2 och 3.

Steg

Specifikation

‘ Kommentar/referens

PCR 1. Markérgens-amplifering

Primerpar

18S:
Framat-primern: TAReuk454FWD1

(5'CCAGCA(G/C)C(C/T)GCGGTAATTCC-3")

Bakat-primern: TAReukREV3
(5'ACTTTCGTTCTTGAT(C/T)(A/G)A-3")
28S:

Framat-primern: 1274F
(5'-GACCCGTCTTGAAACACGGA-3')
Bakéat-primern: 706R
(5'-GCCAGTTCTGCTTACC-3')

18S:
(Stoeck m.fl., 2010)
28S:
(Schenk m.fl., 2019)

Foreberedelse
av replikat

3 replikat per prov + negativ kontroll

Total volym per replikat 25 pl:

5 pl DNA-templat

0,5 ul Framat-primern

0,5 pl Bakat-primern

12,5 pl Q5 High-Fidelity Master Mix X2
6,5 pl PCR-vatten (molekylar grad)

Termocyklerprogram

Initiering 98 °C i 30 sek

15 denatureringscykler:

98 °C, 10 sek

Hybridisering, 50 °C i 30 sek
Elongering vid 72 °C 30 sek

10 min avslutande vid 72 °C

Gelelektrofores

TASP-rengéring

Replikat fran PCR-1

0,1 ml Exonukleas |

0,2 ml Alkaliskt fosfatas

15 minuters inkubering i 37 °C
15 minuters inkubering i 74 °C

PCR 2. Indexering

Indexeringsprimers

Nextera XT indexprimers

Unikt indexerings-primerpar anvands
for varje prov

Foreberedelse
avreplikat

3 replikat per prov + negativ kontroll

Total volym per replikat 25 pl:

5 pul Renad PCR-produkt fran PCR-1
0,5 pl (indexerings) Framéat-primer
0,5 pl (indexerings) Bakat-primer

12,5 pul Q5 High-Fidelity Master Mix X2
6,5 pl PCR-vatten (molekylar grad)

Termocyklerprogram

Initiering 95°C i 3 min

15 denatureringscykler:

95 °C, 30 sek,
Hybridisering, 55 °C i 30 sek
Elongering, 72 °C 30 sek

10 min avslutande vid 72°C.

Gelelektrofores

Renande av PCR-produkt

Med Agencourt AMPure XP
Replikat sammanfors

Kvantifiering av DNA

Qubit (Samt nanodrop som st6d)

Sammanférande av slutgiltigt streckkodningsbibliotek med en enhetlig molar mangd DNA fran

samtliga prover

Sekvensering med Illumina Miseq

86



NATURVARDSVERKET RAPPORT 7131

NEMOte BARCODing - Férbattrad miljodvervakning av Ostersjons bentiska ekosystem

Tabell 10. Biblioteksforbereldelser DNA-streckkodning av makrofauna i Arbetspaket 2.

Steg

Specifikation

Kommentar/referens

PCR 1. Markérgens-amplifering

Primerpar Framat-primern: (Leray m.fl., 2013).
mlCOlintF_Rnd1
Bakat-primern:
mlCOlintR_Rnd1

Foéreberedelse 3 replikat per prov + negativ kontroll

av replikat

Total volym per replikat 25 pl:

5 ul DNA-templat

1 ul Framat-primern

1 pl Bakat-primern

12,5 pl AmpliTaqg gold/ Q5 high fidelity X2 master mix
5,5 ul PCR-vatten (molekylar grad)

Termocyklerprogram

Initiering 95° Ci 2 min

25 denatureringscykler:
95° C1min

Hybridisering, 48° C i 45 sec
Elongering vid 72 °C 1 min

5 min avslutande vid 72 °C

Gelelektrofores

TASP-rengéring

Replikat fran PCR-1

0,1 ml Exonukleas |

0.7 molecular water

0,2 ml Alkaliskt fosfatas

15 minuters inkubering i 37 °C
15 minuters inkubering i 74 °C

PCR 2. Indexering

Indexeringsprimers

Nextera XT indexprimers
Unikt indexerings-primerpar anvands for varje prov

Foreberedelse
av replikat

3 replikat per prov + negativ kontroll

Total volym per replikat 25 pl:

5 ul Renad PCR-produkt fran PCR-1
0,5 pl (indexerings) Framat-primer
0,5 pl (indexerings) Bakéat-primer

12,5 pl Q5 High-Fidelity Master Mix X2
6,5 pl PCR-vatten (molekylar grad)

Termocyklerprogram

Initiering 95°C i 3 min

8 denatureringscykler:

95 °C, 30 sek,
Hybridisering, 55 °C i 30 sek
Elongering,72 °C 30 sek

5 min avslutande vid 72°C.

Gelelektrofores

Renande av PCR-
produkt

Med Agencourt AMPure XP
Replikat sammanférs

Kvantifiering av DNA

Qubit (Samt nanodrop som st6d)

Sammanfdrande av slutgiltigt streckkodningsbibliotek
Med en enhetlig molar mangd DNA fran samtliga prover

Gel-extraktion av bibliotek

Sekvensering med Illumina Miseq
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Bilaga 2. Tabell 6ver upp-
laddade referenssekvenser

Tabell 1. Uppladdade referenssekvenser samt familj och artnamn, bifogat Accession number
ar till databasen NCBI GenBank.

Art 18S rRNA D2D3
Axonolaimidae (familj)

Ascolaimus elongatus OR590892 -
Ascolaimus elongatus OR590893 -
Ascolaimus elongatus OR590894 -
Axonolaimus spinosus OR590895 OR589643
Axonolaimus spinosus OR590896 OR589644
Odontophora setosa OR590897 OR589645
Odontophora villoti OR590898 OR589646
Odontophora villoti OR590899 OR589647
Odontophora villoti OR590900 OR589648
Camacolaimidae (familj)

Alaimella cincta OR590901 -
Alaimella cincta OR590902 -

Dagda bipapillata OR590903 OR589649
Deontolaimus sp indet OR590904 OR589650
Loveninema tubulosa OR590905 OR589651
Neocamacolaimus parasiticus MWO078532 OR589652
Neocamacolaimus parasiticus MWO078531 OR589653
Stephanolaimus elegans MWO078530 OR589654
Stephanolaimus elegans OR590906 OR589655
Stephanolaimus elegans OR590907 OR589656
Stephanolaimus elegans OR590908 OR589657
Ceramonematidae (familj)

Dasynemoides sp 0L671195/0R590909 -
Metadasynemella cassidiniensis 0L388471 -
Chromadoridae (familj)

Euchromadora striata OR590924 -
Euchromadora striata OR590925 -
Euchromadora striata OR590926 -
Euchromadora striata OR590927 -
Euchromadora striata OR590928 -
Actinonema pachydermatum OR590910 -
Actinonema pachydermatum OR590911 -
Ptycholaimellus sp. OR590942 -
Ptycholaimellus ponticus OR590938 -
Ptycholaimellus ponticus OR590941 -
Ptycholaimellus ponticus OR590939 -
Ptycholaimellus ponticus OR590940 -
Neochromadora sp1 OR590931 -
Neochromadora sp1 OR590932 -
Neochromadora sp2 OR590933 -
Dichromadora cucullata OR590920 -
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Art 18S rRNA D2D3
Dichromadora cucullata OR590921 -
Dichromadora cucullata OR590922 -
Chromadoridae sp3 OR590913 -
Denticulella sp. OR590916 -
Denticulella sp. OR590919 -
Denticulella sp. OR590918 -
Denticulella sp. OR590917 -
Innocuonema tentabunda OR590929 -
Innocuonema tentabunda OR590930 -
Prochromadorella obtusidens OR590937 -
Prochromadorella obtusidens OR590934 -
Prochromadorella obtusidens OR590935 -
Prochromadorella obtusidens OR590936 -
Chromadorella filiformis OR590912 -
Chromadorita sp. OR590914 -
Chromadorita sp. OR590915 -
Dichromadora sp. OR590923 -
Comesomatidae (familj)

Sabatieria pulchra OR714840 OR711233
Sabatieria pulchra OR714841 OR711234
Sabatieria pulchra OR714842 OR711235
Sabatieria punctata OR714843 OR711236
Sabatieria sp. OR714844 OR711237
Sabatieria sp. OR714845 OR711238
Sabatieria sp. OR714846 -
Sabatieria celtica OR714837 -
Sabatieria celtica OR714838 -
Sabatieria celtica OR714839 -
SetoSabatieria hilarula OR714847 OR711239
SetoSabatieria hilarula OR714848 OR711240
SetoSabatieria hilarula OR714849 -
SetoSabatieria hilarula OR714850 -
SetoSabatieria hilarula OR714851 -
Cyartonematidae (familj)

Cyartonema zosterae 0L388474 -
Cyartonema zosterae OR590943 OR589658
Cyartonema zosterae 0OL388472 -
Cyartonema zosterae 0L388473 -
Cyatholaimidae (familj)

Paracanthonchus longus OR714860 -
Paracanthonchus longus OR714861 -
Paracyatholaimoides sp. OR714867 -
Paracyatholaimoides sp. OR714868 -
Praeacanthonchus punctatus OR714869 -
Praeacanthonchus punctatus OR714871 -
Praeacanthonchus punctatus OR714873 -
Praeacanthonchus punctatus OR714870 -
Praeacanthonchus punctatus OR714872 -
Praeacanthonchus punctatus OR714874 -
Paracanthonchus sp. OR714866 -
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Art 18S rRNA D2D3
Paracanthonchus longicaudatus OR714858 OR71M1241
Paracanthonchus longicaudatus OR714859 OR71M242
Paracanthonchus caecus sensu lato OR714856 -
Paracanthonchus caecus sensu lato OR714857 -
Paracanthonchus caecus sensu lato OR714855 -
Paracanthonchus sp "Aské” OR714862 -
Paracanthonchus sp "Aské” OR714865 -
Paracanthonchus sp "Aské” OR714863 -
Paracanthonchus sp "Aské” OR714864 -
Paracanthonchus bothnicus OR714852 -
Paracanthonchus bothnicus OR714853 -
Paracanthonchus bothnicus OR714854 -
Desmodoridae (familj)

Chromadoropsis vivipara MT846144 OR589661
Chromadoropsis vivipara OR590945 OR589660
Chromadoropsis vivipara MT846145 OR589662
Chromadoropsis vivipara OR590946 -
Chromaspirina parapontica MT846146 OR589663
Chromaspirina parapontica MT846147 OR589664
Chromaspirina parapontica MT846148 OR589665
Chromaspirina parapontica MT846149 OR589666
Desmodora communis sensu Platt & Warwick OR590947 -
Desmodora communis sensu Platt & Warwick OR590948 -
Desmodora communis sensu Platt & Warwick MWQ078525 OR589667
Desmodora pontica - OR589668
Desmodora pontica OR590949 -
Desmodora pontica MT846155 OR589669
Desmodora pontica MT846151 OR589670
Desmodora pontica MT846152 OR589671
Desmodora pontica MT846153 OR589672
Desmodora pontica MT846154 OR589673
Desmodorella tenuispiculum MWO078515 OR589674
Desmodorella tenuispiculum MWO078514 OR589675
Desmodorella schulzi MT846156 -
Desmodorella schulzi MT846157 -
Desmodorella schulzi MT846158 -
Desmodorella schulzi MT846159 -
Leptonemella cfvicina MW078513 OR589676
Chromaspirina pellita OR590950 OR589677
Bradylaimus suecicus OR590944 -
Bradylaimus suecicus MW078526 OR589659
Spirinia parasitifera MWO078516 OR589678
Spirinia parasitifera MWO078517 OR589679
Spirinia parasitifera MWO078518 OR589680
Spirinia parasitifera - OR589681
Spirinia parasitifera MW078520 OR589681
Spirinia parasitifera MWO078521 OR589683
Spirinia parasitifera MWO078522 OR589684
Spirinia parasitifera MWQ078523 OR589685
Spirinia parasitifera MWO078524 OR589686

90



NATURVARDSVERKET RAPPORT 7131
NEMOte BARCODing - Férbattrad miljodvervakning av Ostersjons bentiska ekosystem

Art 18S rRNA D2D3
Diplopeltidae (familj)

Araeolaimus elegans 0L388448 -
Araeolaimus sp. OR590951 -
Araeolaimus sp. 0OL388449 OR589642
Campylaimus longispiculus 0L388453 -
Campylaimus orientalis 0L388452 -
Campylaimus sp indet 0L388454 OR589689
Diplopeltis cirrhatus MWO078528 OR589690
Diplopeltis cirrhatus OR590952 -
Neodiplopeltula barentsi 0OL388451 -
Neodiplopeltula barentsi OR590953 -
Neodiplopeltula incisa OR590959 OR589691
Neodiplopeltula incisa MWQ78527 OR589692
Neodiplopeltula incisa OR590954 -
Neodiplopeltula incisa OR590955 -
Southerniella sp indet OL388447/0R590956 | -
Diplopeltoididae (familj)

Diplopeltoides asetosus OR590957 OR589687
Diplopeltoides pumilus 0L388457 OR589688
Diplopeltoides suecicus OR590958 -
Diplopeltoides suecicus 0L388458 -
Draconematidae (familj)

Draconema cephalatum OR590960 OR589693
Draconema sp. - OR589694
Enchelidiidae (familj)

Belbolla longispiculata OR590961 -
Epsilonematidae (familj)

Perepsilonema corsicum - OR589695
Perepsilonema corsicum 0OL388475 OR589696
Perepsilonema corsicum OR590963 OR589699
Perepsilonema corsicum OR590962 OR589697
Perepsilonema corsicum 0OL388476 OR589698
Perepsilonema corsicum OR590964 OR589700
Perepsilonema corsicum OR590965 OR589701
Leptolaimidae (familj)

Anomonema haplostoma MWO078529 OR589704
Anomonema "nasobema” spn - OR589702
Anomonema “nasobema” spn OL388444 OR589703
Leptolaimus papilliger OR590973 -
Leptolaimus septempapillatus OR590975 OR589711
Leptolaimus elegans OR590966 -
Leptolaimus elegans OR590967 OR589705
Leptolaimus elegans OR590968 OR589706
Leptolaimus elegans OR590970 OR589708
Leptolaimus elegans OR590971 OR589709
Leptolaimus macer OR590972 OR589710
Leptolaimus donsi 0L388445 -
Leptolaimus pellucidus 0L388446 -
Leptolaimus pellucidus OR590974 -
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Art 18S rRNA D2D3
Linhomoeidae (familj)

Desmolaimus zeelandicus 0L388464 OR589717
Desmolaimus zeelandicus OR590980 OR589716
Desmolaimus zeelandicus OR590981 OR589718
Desmolaimus bulbulus OR590978 OR589714
Desmolaimus bulbulus OR590979 -
Desmolaimus bulbulus 0L388463 OR589715
Eleutherolaimus schneideri 0L388467 -
Eleutherolaimus schneideri OR590982 -
Eleutherolaimus schneideri 0OL388468 -
Anticyathus primitivus OR590976 OR589712
Anticyathus primitivus OR590977 OR589713
Linhomoeus sp. OR590983 -
Linhomoeus sp. OR590984 -
Linhomoeus sp. OR590985 -
Terschellingia longicaudata 0L388465 -
Terschellingia longicaudata OR590987 -
Terschellingia longicaudata OR590988 OR589719
Terschellingia longicaudata 0L388466 OR589720
Terschellingia lissa OR590986 -
Microlaimidae (familj)

Ixonema powelli MWO078512 OR589721
Ixonema powelli 0L388482 OR589722
Microlaimus robustidens 0L388480 OR589723
Microlaimus robustidens 0L388479 OR589724
Microlaimus robustidens OR590989 OR589725
Microlaimus robustidens 0L388481 OR589726
PseudoMicrolaimus dentatus OR590990 -
Monoposthiidae (familj)

Monoposthia costata MWO078507 OR589727
Monoposthia costata MWO078505 OR589728
Monoposthia costata MWQ078511 OR589729
Monoposthia costata MWO078508 OR589730
Monoposthia costata MWO078509 OR589731
Monoposthia costata MWO078506 OR589732
Monoposthia costata MWO078510 OR589733
Monoposthia costata MT846160 OR589734
Monoposthia mirabilis MWO078504 OR589735
Monoposthia mirabilis MT846161 OR589736
Anoplostomatidae (familj)

Anoplostoma viviparum OR590891 OR589641
Oncholaimidae (familj)

Oncholaimus brachycercus OR590991 OR589737
Oncholaimus brachycercus OR590992 OR589738
Oncholaimus brachycercus OR590993 OR589739
Oxystominidae (familj)

Oxystomina elongata 0L388491 OR589740
Oxystomina sp (indet) 0L388492 OR589741
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Art 18S rRNA D2D3
Pandolaimidae (familj)

Pandolaimus latilaimus 0L388487 -
Pandolaimus latilaimus 0L388486 -
Pandolaimus latilaimus 0L388488 -
Rhabdodemaniidae (familj)

Rhabdodemania sp. 0L388484 OR589742
Rhabdodemania sp. 0OL388485 -
Richtersiidae (familj)

Richtersia sp. 0L388477 OR589743
Richtersia sp. 0L388478 OR589744
Selachinematidae (familj)

Choniolaimus panicus OR590994 OR589745
Choniolaimus papillatus MN786721 MN786742
Choniolaimus papillatus - MN786743
Choniolaimus papillatus - MN786744
Choniolaimus papillatus MN786722 MN786745
Choniolaimus papillatus OR590995 -
Cobbionema cylindrolaimoides OR590997 -
Cobbionema acuminata OR590996 -
Cobbionema acuminata MN786723 MN786746
Gammanema rapax MN786725 MN786749
Gammanema rapax MN786726 MN786750
Gammanema rapax MN786727 MN786751
Gammanema rapax MN786728 MN786752
Gammanema rapax MN786730 MN786754
Gammanema rapax MN786732 MN786756
Gammanema rapax sensu Platt & Warwick MN786729 MN786753
Gammanema rapax sensu Platt & Warwick MN786731 MN786755
Halichoanolaimus sp. - OR589746
Halichoanolaimus dolichurus MN786733 MN786757
Halichoanolaimus dolichurus MN786734 MN786758
Halichoanolaimus dolichurus MN786735 MN786759
Halichoanolaimus dolichurus MN786736 MN786760
Halichoanolaimus norvegicus MN786738 MN786763
Halichoanolaimus norvegicus - MN786761
Halichoanolaimus norvegicus MN786737 MN786762
Halichoanolaimus norvegicus OR590998 -
Latronema dyngi MN786739 MN786764
Latronema dyngi MN786740 MN786765
Latronema dyngi MN786741 MN786766
Siphonolaimidae (familj)

Siphonolaimus sp1 0L388469 -
Siphonolaimus sp2 OR590999 -
Siphonolaimus sp2 0L388470 -
Sphaerolaimidae (familj)

Sphaerolaimus macrocirculus 0L388460 OR589752
Sphaerolaimus macrocirculus OR591003 -
Sphaerolaimus macrocirculus OR591004 -
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Sphaerolaimus macrocirculus OR591005 OR589753
Sphaerolaimus macrocirculus 0L388459 OR589754
Sphaerolaimus macrocirculus OR591006 OR589755
Sphaerolaimus balticus 0L388461 OR589747
Sphaerolaimus balticus OR591000/0R591001 OR589748
Sphaerolaimus balticus - OR589749
Sphaerolaimus balticus OR591002 OR589750
Sphaerolaimus balticus OR591007 OR589751
Tubolaimoididae (familj)

Tubolaimoides tenuicaudatus OR591008/0R591009 | -
Tubolaimoides tenuicaudatus 0L388455 -
Tubolaimoides tenuicaudatus 0L388456 -
Tubolaimoides tenuicaudatus - OR589756
Tubolaimoides tenuicaudatus OR591010 -
Xenellidae (familj)

Xennella suecica 0L388490 -

Xennella suecica 0L388489 -

Xyalidae (familj)

Theristus bastiani 0L388462 OR589762
Theristus bastiani OR591024 OR589763
Theristus sp. OR591025 -
Daptonema sp2. OR591021/0R591022 -
Daptonema svalbardense OR591023 -
Daptonema procerum OR591013 OR589757
Daptonema procerum OR591014 OR589758
Daptonema procerum OR591015 OR589759
Daptonema hirsutum OR591011 -
Daptonema hirsutum OR591012 -
Daptonema setosum genotype A OR591016 -
Daptonema setosum genotype A OR591017 -
Daptonema setosum genotype B OR591018 OR589760
Daptonema setosum genotype B OR591019 -
Daptonema setosum genotype B OR591020 OR589761
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Bilaga 3. Arbetspaket 2.

Kompletterande resultat

Tabell 12. Korrelationer mellan makrofaunataxas relativa abundans mellan olika metoder.
Varje taxas relativa abundans i en metod korreleras alltsd mot dess relativa abundans

i samtliga andra metoder. Q5 star for Q5 High-fidelity, Amp for AmpliTag. Varden ar

korrelationskoefficienten R for Pearsons korrelationstest med p varde under.

Abundans Biomassa Abundans Q5
Taxa Q5 Amp Q5 Amp Biomassa AMP
Bylgides sarsi 0,49 0,52 0,28 0,21 0,65 0,9
0,027 0,018 0,233 0,380 0,002 <0,001
Chironomidae 0,93 0,94 0,46 0,47 0,71 1
<0,001 | <0,001 | 0,043 0,036 <0,001 <0,001
Corophium volutator 0,96 0,96 1 1 0,96 1
<0,001 | <0,001 | <0,001 | <0,001 | <0,001 <0,001
Halicryptus spinulosus 0,42 0,36 0,61 0,5 0,55 0,86
0,067 o4 0,005 0,024 0,012 <0,001
Hediste diversicolor 0,82 0,83 1 1 0,81 1
<0,001 | <0,001 | <0,001 | <0,001 | <0,001 <0,001
Hydrobiidae 1 1 1 1 1 1
<0,001 | <0,001 | <0,001 | <0,001 | <0,001 <0,001
Jaera albifrons 1 - 1 - 1 -
<0,001 <0,001 <0,001
Macoma balthica 0,16 0,34 0,4 0,62 0,58 0,91
0,489 0,145 0,080 0,004 0,007 <0,001
Marenzelleria spp 0,26 0,23 0,55 0,83 0,4 0,81
0,264 0,331 0,012 <0,001 | 0,081 <0,001
Monoporeia affinis 0,51 0,45 0,64 0,56 0,67 0,93
0,023 0,047 0,002 0,01 0,001 <0,001
Mya arenaria 0,48 0,47 0,48 0,47 1 1
0,034 0,036 0,034 0,036 <0,001 <0,001
Mytilus edulis 0,72 0,6 0,83 0,75 0,96 0,93
<0,001 | 0,005 <0,001 | <0,001 | <0,001 <0,001
Nemertea 0,93 0,9 0,86 0,88 0,65 0,96
<0,001 | <0,001 | <0,001 | <0,001 | 0,0021 <0,001
Oligochaeta 0,47 0,52 0,48 0,39 0,92 0,94
0,036 0,019 0,032 0,087 <0,001 <0,001
Pontoporeia femorata 0,87 0,88 0,83 0,56 0,77 0,89
<0,001 | <0,001 | <0,001 | 0,010 <0,001 <0,001
Potamopyrgus antipodarum - -0,05 - -0,05 1 -
0,826 0,826 <0,001
Pygospio elegans 0,01 -0,08 0,15 -0,08 0,86 0,73
0,975 0,736 0,522 0,733 <0,001 <0,001
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Tabell 13. Parade t-test for jamforelse av medelvardet i BQl, kanslighetsfaktorn och artantal
mellan metoderna. Q5 star fér Q5 High-fidelity, Amp fér AmpliTaq, Ind. for antal individer, Bio.
fér biomassa. Vardet ar p-varde for jamférelsen, korrigerat med Holms metod for multipla
jamforelser. Signifikans indikerat med stjarnor.

Parat t-test Antal Individer Biomassa Ind. Q5
Variabel Q5 Amp Q5 Amp Bio. AMP
BQl 0,136 0,034* <0,001*** | <0,001*** | <0,001*** 0,001**
Kéanslighetsfaktor <0,001*** | <0,001*** 0,051 0,449 <0,001*** 0,051
Artantal (klassade) | <0,001*** | <0,001*** - - - <0,001***

Tabell 14. Korrelationer mellan BQI, kédnslighetsfaktorn och artantal mellan metoderna.
Q5 star for Q5 High-fidelity, Amp for AmpliTagq, Ind. fér antal individer, Bio. for biomassa.
Varden ar korrelationskoefficienten R for Pearsons korrelationstest, signifikans markerat
med stjarnor, p-varde inom parentes.

Pearson Antal Individer Biomassa Ind. Q5
Variabel Q5 Amp Q5 Amp Bio. AMP
BQl 0,41 0,37 0,73** 0,60*** | 0,60** 0,78***
(0,072) (0112) (<0,001) | (0,005) (0,006) (<0,001)
Kanslighetsfaktor 0,40 0,38 0,52* 0,41 0,74 0,79%**
(0,078) (0,096) (0,020) (0,074) (<0,001) | (<0,001)
Artantal (klassade) 0,76*** | 0,73*** | - - - 0,81***
(<0,001) | (<0,001) (<0,001)
Artantal 0,70** 0,68** - - - 0,74%**
(Samtliga ASV bestamda tillart) | (0,001) (0,001) (<0,001)

Tabell 15. Taxa som bidrog signifikant till skillnader mellan metoderna (SIMPER-test)

Medelvarde
Jamforelse Taxa A B p-véarde
A. Antalindivider Monoporeia affinis 20% 3% 0,001
B. Amplitaq Pontoporeia femorata 1% 0% 0,001
Marenzelleria spp 4% 43 % 0,001
A. Antalindivider Monoporeia affinis 20 % 3% 0,001
B. Q5 High Fidelity Pontoporeia femorata 1% 0% 0,001
Halicryptus spinulosus 04 % 1% 0,001
A. Biomassa Macoma balthica 69 % 37% 0,001
B. Q5 High Fidelity Marenzelleria spp 1% 43 % 0,001
A. Amplitaq Marenzelleria spp 23% 43 % 0,021
B. Q5 High Fidelity Nemertea 2% 3% 0,003
Macoma balthica 36 % 69 % 0,001
A. Antalindivider Mytilus edulis 16 % 22% 0,003
B. Q5 High Fidelity Monoporeia affinis 20 % 1% 0,001
Pontoporeia femorata 1% 1% 0,001
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Bilaga 4. Tabeller sekvens-
data fran arbetspaket 3

Tabell 16. Sekvenslasningar and sldktesantal per havsbassing fran norr till sdder.

Medelvarde
Havsbassang Antal prov Sekv.las Sekv.ldas % | Slaktesantal | Slaktesantal
Meiofauna | Nematoder Meiofauna Nematoder
01-Bottenviken 101595 15 % 92 10,7
02 — Norra Kvarken 5 127 416 10 % 79 1,6
03 - Bottenhavet 14 106 457 1% 63 9,7
04 - Alands hav 4 77126 1% 97 15,0
07 — Norra Gotlandshavet 16 77 937 15 % 65 14,4
08 —Vastra Gotlandshavet 100 90 881 17 % 68 15,6
09 - Ostra Gotlandshavet 5 86 556 1% 42 3,8
12 — Bornholmshavet 15 49 967 48 % 46 15,1
och Hanébukten
13 —Arkonahavet 35 63 512 42% 76 29,6
och Sédra Oresund

Tabell 17. Antal sekvenslasningar som bestdmts till specifik taxa per taxonomisk niva fér
nematoder baserat p& data fran 2015 till 2019.

Niva Totalt antal lasningar Procent
Fylum 3189893 100 %
Klass 2977 356 93 %
Ordning 2977 356 93%
Familj 2976779 93 %
Slakte 2511303 79 %

Tabell 18. Antal ASV:s (Amplicon sequence variants) som bestamts till specifik taxa per
taxonomisk niva fér nematoder baserat pa data fran 2016 till 2019.

Niva Totalt antal ASV Procent
Fylum 1170 100 %
Klass 1131 97 %
Ordning 1131 97 %
Familj 1123 96 %
Slakte 938 80 %
Art 337 29%
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Bilaga 5. Kinslighetsvarden
fOor nematoderna

Tabell 19. Kénslighetsvarden for slakten som forekom p& minst 20 stationer. Sorterade efter
genomsnittlig relativ abundans for alla prov.

Slékte Genomsnittlig Férekomst | BQI-Sens DO, . Soos
relativabundans

Cyatholaimus 15,89 % 194 (97 %) 9 1 5
Leptolaimus 7,49 % 155 (77 %) 13 18 5
Eleutherolaimus 7.41% 117 (58 %) 8 2 5
Desmolaimus 718 % 145 (72 %) 3 1 1
Sabatieria 6,86 % 157 (78 %) 1 9
Daptonema 5,48 % 173 (86 %) 4 4 4
Oncholaimus 5,21% 101 (50 %) 10 4 14
Axonolaimus 471% 78 (39 %) 9 6 13
Halomonhystera 4,22 % 104 (52 %) 1 1
Microlaimus 3,66 % 94 (47 %) 12 17 14
Bathylaimus 3,61% 91 (45 %) " 18 6
Molgolaimus 3,28% 57 (28 %) 1 1

Tripyloides 2,36 % 69 (34 %) " 18 15
Sphaerolaimus 212 % 161 (80 %) 1 18 9
Ascolaimus 2,10 % 59 (29 %) 10 16 13
Bathyeurystomina 1,75 % 48 (24 %) 13 17 9
Metalinhomoeus 1,70 % 36 (18 %) 10 2 1
CaloMicrolaimus 1,51% 107 (53 %) 12 4 10
Campylaimus 1,32 % 148 (74 %) 1 18 M
Oxystomina 1,21% 66 (33 %) 10 18 16
Enoplolaimus 1,14 % 32 (16 %) 12 21 24
Halalaimus 1,08 % 122 (61 %) " 19 14
Aphanolaimus 0,90 % 35 (17 %) 10 24 1
Viscosia 0,77 % 53 (26 %) 12 18 16
Adoncholaimus 0,75 % 40 (20 %) 8 25 5
Neochromadora 0,46 % 21 (10 %) 1 32 19
Paracyatholaimus 0,37 % 78 (39 %) 8 20 1
Odontophoroides 0,33% 33 (16 %) 9 23 13
Desmoscolex 0,32% 56 (28 %) 16 24 M
Metadesmolaimus 0,28 % 41(20 %) 10 31 7
Chromadorita 0,27 % 64 (32 %) 9 6 16
Onchium 0,22 % 56 (28 %) " 18 12
Paraplectonema 0,15% 25 (12 %) 14 7 8
Tubolaimoides 0,14 % 34 (17 %) 13 18 20
Astomonema 0,13% 28 (14 %) 2 2 12
Terschellingia 0,09 % 34 (17 %) 13 2 13
Odontophora 0,08 % 29 (14 %) 13 18 25
Choniolaimus 0,07 % 22 (11 %) 13 18 22
Anoplostoma 0,05 % 22 (M%) 9 20 13
Cyartonema 0,02 % 28 (14 %) 13 18 18
Tripylina 0,01% 21(10 %) " 32 16

98



NATURVARDSVERKET RAPPORT 7131
NEMOte BARCODing - Férbattrad miljodvervakning av Ostersjéns bentiska ekosystem

Bilaga 6. Arbetspaket 3.
.kompletterande figurer

B Loess Hogre eller 1agre varde an makrofauna: . Hogre . Lagre

100%- Medelvirde:
Absnlutsklllnad 33
Rrocentuell skillnad: 37

i J i f il

100%

Procentuell skillnad

Nematod-kanslighetsfaktor - Sg s

123 4 5 6 7 10 1112
2 Provtagningstillfalien med levande makrolauna
Makrofauna-kanslighetsfaktor Ordnade efter makrofauna-BQI varde, uppnétt heltal markerat

Figur 19. Makrofauna-kanslighetfaktor mot nematod-kanslighetsfaktor nér nar S  kénslighets-
vardena anvandes. Till vanster ar férhallandet mellan de tva visualiserat, och till hGger ses
procentuell skillnad mellan vardena langs gradienten av Makrofauna-BQl (hela indexet) fran
vanster, lagst BQl, till hdger, hdgst BQI. Procentuell skillnad har raknats som den absoluta
skillnaden mellan ett Nematod-BQl varde och ett Makrofauna-BQl varde pa stationsniva, delat
med medelvardet mellan de tva vardena.

N Loess Hogre eller lagre vérde an makrofauna; . Hégre . Lagre

a

100% r
i skillnad: 2.7
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123 4 5 3 w1112
6 g Provtagningstillfallen med Ievande makrofauna
Makrofauna-BQI Ordnade efter makrofauna-BQI varde, uppnatt heltal markerat

Figur 20. Makrofauna BQI mot Nematod-BQl nér S  kénslighetsvardena anvéndes. Till véanster
ar forhallandet mellan de tva visualiserat, och till héger ses procentuell skillnad mellan vardena
langs gradienten av Makrofauna-BQl (hela indexet) fran vanster, lagst BQl, till hoger, hégst BQI.
Procentuell skillnad har réknats som den absoluta skillnaden mellan ett Nematod-BQl varde

och ett Makrofauna-BQl varde pa stationsniva, delat med medelvardet mellan de tva vardena.
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Figur 21. Ar fér vattenférekomsten Krabbfjarden. Alla bedémda enlige bedémningsgrunden.
Grafen visar stationsvaden och medelvarden (20:e percentilen) for ytvattenférekomsterna.
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Figur 22. Ar inom vattenférekomster. Alla beddmda enlige beddémningsgrunden. Grafen visar
stationsvaden och medelvarden (20:e percentilen) for ytvattenférekomsterna. med S,05 vardena.
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Figur 23. Stationer inom Del av V Gotlandshavets utsjovatten. Det bor noteras att de flesta av
dessa utgor dock inte del av nuvarande stationskluster samt ingér inte i bedémningsgrunderna.
Grafen visar stationsvaden och medelvarden (20:e percentilen) for ytvattenférkomsten med
S,05véardena.
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Bilaga 7. Arbetspaket 3.
DO _kompletterande figurer
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o 3 9 12 15 Provtagningstillfallen med Ievande makrolauna
Makrofauna-kanslighetsfaktor Ordnade efter makrofauna-BQl varde, uppnatt heltal markerat

Figur 24. Makrofauna-kénslighetfaktor mot nematod-kénslighetsfaktor nér nér DO kdnslighets-
vardena anvandes. Till vénster &r férhallandet mellan de tva visualiserat, och till hdger ses procentuell
skillnad mellan vardena langs gradienten av Makrofauna-BQl (hela indexet) fran véanster, lagst

BQl, till hoger, hogst BQI. Procentuell skillnad har raknats som den absoluta skillnaden mellan ett
Nematod-BQl varde och ett Makrofauna-BQl varde pa stationsniva, delat med medelvardet mellan
de tva vardena.
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Figur 25. Makrofauna BQl mot Nematod-BQI nar DO, kénslighetsvérdena anvandes. Till vénster
ar forhallandet mellan de tva visualiserat, och till hdger ses procentuell skillnad mellan vardena
langs gradienten av Makrofauna-BQl (hela indexet) fran véanster, lagst BQl, till hoger, htgst BQl.
Procentuell skillnad har réknats som den absoluta skillnaden mellan ett Nematod-BQl varde och
ett Makrofauna-BQl varde pa stationsniva, delat med medelvardet mellan de tva vardena.
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Figur 26. Ar fér vattenférekomstern Krabbfjarden. Alla bedémda enlige bedémningsgrunden.
Grafen visar stationsvaden och medelvarden (20:e percentilen) for ytvattenférekomsterna.
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Figur 27. Arinom vattenférekomster. Alla bedémda enlige bedémningsgrunden. Grafen visar
stationsvaden och medelvarden (20:e percentilen) for ytvattenférekomsterna. DO, anvéndes.
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Figur 28. Ar och stationer inom Del av V Gotlandshavets utsjévatten. Det bér noteras att de flesta
av dessa utgér dock inte del av nuvarande stationskluster samt ingdr inte i bedémningsgrunderna.
Grafen visar stationsvaden och medelvarden (20:e percentilen) for ytvattenforkomsten.
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Bilaga 8. Provtagna stationer

Tabell 20. Lista 6ver provtagna stationer.

* Stationen "New Nat3A” togs i samband med miljéévervakningen av stationskluster NAT3A och &r inte en ordinarie miljéévervakningsstation.

Stationsnamn Vattenférekomst Stations kluster Havsbassang Provtagna ar Djup | Temp | Salinitet | Syreméattnad
(m) °C (PSU) (mg/l)
B4 Del av Bottenvikens utsjévatten NAT5 01- Bottenviken 2019 92 1,3 3,5 9,4
B1-BOTTENVIKEN Del av Bottenvikens utsjévatten NAT5 01-Bottenviken 2019 109 1,0 3,5 9,9
F9/A13 Del av Bottenvikens utsjévatten NAT5 01-Bottenviken 2019 124 0,8 3,7 10,1
N 5-2 Del av Bottenvikens utsjévatten NAT5 01-Bottenviken 2019 125 0,9 3,7 9,5
AC3 Skelleftebukten RK_BOLIDEN 01— Bottenviken 2019 31 3,9 2,7 10,5
AC5 Skelleftebukten RK_BOLIDEN 01- Bottenviken 2019 27 4,9 2,6 10,3
AC6 Skelleftebukten RK_BOLIDEN 01- Bottenviken 2019 38 3,3 2,8 10,4
NK10 Del av S n Kvarkens utsjévatten NAT12B 02 - Norra Kvarken 2019 90 3,3 59 6,8
NK11 Del av S n Kvarkens utsjdvatten NAT12B 02 - Norra Kvarken 2019 88 3,3 5,9 7,0
NK12 Del av S n Kvarkens utsjovatten NAT12B 02— Norra Kvarken 2019 92 3,3 5,9 6,9
NK 8S Del av S n Kvarkens utsjovatten NAT12B 02 — Norra Kvarken 2019 78 3,2 5,8 7,2
NK 9S Del av S n Kvarkens utsjdvatten NAT12B 02 - Norra Kvarken 2019 88 3,3 5,9 6,9
N 2-5 N S M Bottenhavets kustvatten NAT2A 03 —Bottenhavet 2019 79 2,3 5,1 10,1
N 2-7 N S M Bottenhavets kustvatten NAT2A 03 - Bottenhavet 2019 72 2,1 5,1 10,0
N 2-8 N S M Bottenhavets kustvatten NAT2A 03 — Bottenhavet 2019 66 2,1 5,2 10,0
N 2A -1 N S M Bottenhavets kustvatten NAT2A 03 — Bottenhavet 2019 50 2,7 5,1 8,5
N 3-3 Del av Bottenhavets utsjovatten NAT3A 03 - Bottenhavet 2019 81 2,4 5,5 7,2
New Nat3A * Del av Bottenhavets utsjovatten NAT3A 03 - Bottenhavet 2019 84 2,6 5,5 7,1
N 3-4 N M Bottenhavets kustvatten NAT3A 03 — Bottenhavet 2019 68 1,9 5,3 9,3
N 3-5 N M Bottenhavets kustvatten NAT3A 03 - Bottenhavet 2019 68 2,1 5,4 7,8
N 3-7 N M Bottenhavets kustvatten NAT3A 03 — Bottenhavet 2019 67 2,0 5,3 8,1
G10 Gaviksfjarden REG4A 03 — Bottenhavet 2019 52 2,3 5,5 8,1
G4 Gaviksfjarden REG4A 03 - Bottenhavet 2019 48 2,2 5,4 7,6
G7 Gaviksfjarden REG4A 03 - Bottenhavet 2019 17 2,8 5,2 2,4
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Stationsnamn Vattenférekomst Stations kluster Havsbassang Provtagna ar Djup | Temp | Salinitet | Syreméttnad
(m) °C (PSU) (mg/)

GAVI.I.(SFJARD.EN- Gaviksfjarden REG4A 03 - Bottenhavet 2019 65 2,5 5,6 6,8

EDSATTERFJARDEN

G12

GAVI_I_(SFJARD_EN— Gaviksfjarden REG4A 03 - Bottenhavet 2019 30 2,0 5,3 7,8

EDSATTERFJARDEN

G2

AH 5 Del av N Alands havs utsjévatten NAT10 04 - Alands hav 2019 123 2,8 6,8 10,8

AH 8 Del av N Alands havs utsjévatten NAT10 04 - Alands hav 2019 12 2,8 6,8 8,0

KAS 1 Kasfjarden sek namn NATT1A 04 - Alands hav 2019 27 5,3 5,1 9,8

R1-15 Kasfjarden sek namn NATT1A 04 - Alands hav 2019 24 5,1 5,2 8,9

Bjf1 Bjorkskarsfjarden REG Bjorkskarsfjarden 07 — Norra Gotlandshavet 2016, 2018 40 30,9 8,4 10,7

Bjf 4 Bjorkskarsfjarden REG Bjorkskéarsfjarden 07— Norra Gotlandshavet 2016, 2018 76 4,4 5,4 4,3

Bjf 5 Bjorkskarsfjarden REG Bjorkskarsfjarden 07 —Norra Gotlandshavet 2016, 2018 49 21,9 7,5 8,8

Bjf 8 Bjorkskarsfjarden REG Bjorkskarsfjarden 07 —Norra Gotlandshavet 2016, 2018 58 15,9 6,9 6,9

SV 1NO LANGHOLMEN Svartloégafjarden REG Svartlégafjarden 07 — Norra Gotlandshavet 2015, 2017,2019 24 26,8 8,5 10,9

SV 2 S STORSKAR Svartlégafjarden REG Svartlogafjarden 07 — Norra Gotlandshavet 2015, 2019 40 29,3 8,5 10,6

SV 3 NANGEDROMMEN | Svartlégafjarden REG Svartlogafjarden 07 — Norra Gotlandshavet 2015, 2017, 2019 60 16,3 7,0 7,3

6001 KAFTUDDEN Krabbfjarden NAT Asko 08 —Vastra Gotlandshavet | 2015, 2016, 2017, 39 20,1 8,1 9,0
2018, 2019

6004 ASENSKALLEN Krabbfjarden NAT Asko6 08 —Vastra Gotlandshavet | 2015, 2016, 2017, 44 18,6 9,2 10,4
2019

6006 SV LANDSORT Krabbfjarden NAT Asko 08 —Vastra Gotlandshavet | 2015,2016, 2017, 60 171 7,6 7,8
2019

6010 FURHOLMARNA Krabbfjarden NAT Asko6 08 —Vastra Gotlandshavet | 2015,2016, 2017, 21 24,3 9,7 1,4
2019

6020 Y HALLSFJARDEN | Krabbfjarden NAT Asko6 08 —Vastra Gotlandshavet | 2015, 2016, 2017, 37 14,8 8,2 9,7
2018, 2019

60210 GALTEN Krabbfjarden NAT Asko 08 —Vastra Gotlandshavet | 2015, 2017,2018, 52 13,5 8,4 9,2
2019

6022 LILLBERGET Krabbfjarden NAT Asko 08 —Vastra Gotlandshavet | 2015, 2016, 2017, 47 10,8 8,3 9,4
2018, 2019

6025 SKVALLRAN Krabbfjarden NAT Asko6 08 —Vastra Gotlandshavet | 2015,2017,2018, 38 21,3 8,1 9,2
2019

MYS 7 Mysingen NAT Mysingen 08 —Vastra Gotlandshavet | 2016,2018 32 3,9 5,9 6,0

MYS 95 Mysingen NAT Mysingen 08 —Vastra Gotlandshavet | 2016,2018 56 4,0 8,5 10,2
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Stationsnamn Vattenférekomst Stations kluster Havsbassang Provtagna ar Djup | Temp | Salinitet | Syreméttnad
(m) °C (PSU) (mg/)
BY37 Del avV Gotlandshavets utsjovatten NAT Vastervik 08 —Vastra Gotlandshavet | 2015 7 4,8 4,4 1,5
VAE 17 Del avV Gotlandshavets utsjévatten NAT Vastervik 08 —Vastra Gotlandshavet | 2015 66 4,5 6,9 6,5
VAE 2 Del avV Gotlandshavets utsjévatten NAT Vastervik 08 —Vastra Gotlandshavet | 2015 66 4,5 7,2 6,9
GRYT 4 Hesselofjarden REG Gryt 08 —Vastra Gotlandshavet | 2015,2017,2019 29 25,4 9,0 10,9
GRYT5 Hesselofjarden REG Gryt 08 —Vastra Gotlandshavet 2015, 2017, 2019 32 24,6 911 1,0
GRYT6 Hesselofjarden REG Gryt 08 —Vastra Gotlandshavet 2015, 2017,2019 25 25,4 8,9 10,8
GRYT7 Orren REG Gryt 08 —Vastra Gotlandshavet | 2015,2017,2019 39 23,7 8,9 10,7
GRYT 8 Orren REG Gryt 08 —Vastra Gotlandshavet | 2019 33 60,1 9,1 1,5
BF 34B Ytter6omradet REG Gryt 08 —Vastra Gotlandshavet 2015, 2019 33 33,0 9,0 1,0
GRYT 2 Ytter6omradet REG Gryt 08 —Vastra Gotlandshavet | 2015, 20172019 10 28,9 9,1 1,1
STANNA 10 Finnfjarden REG St Anna 08 —Vastra Gotlandshavet 2015, 2017,2019 17 26,1 8,9 10,7
BF 32 Karrfjarden REG St Anna 08 —Vastra Gotlandshavet 2015, 2019 13 38,5 8,8 10,5
NO | KARRO Karrfjarden REG St Anna 08 —Vastra Gotlandshavet | 2015, 20172019 20 24,3 8,1 9,5
STANNA1 Karrfjarden REG St Anna 08 —Vastra Gotlandshavet 2015, 2017,2019 21 24,8 8,9 10,7
STANNA 2 Karrfjarden REG St Anna 08 —Vastra Gotlandshavet 2015, 2019 13 38,3 8,7 10,6
STANNA 5 Karrfjarden REG St Anna 08 —Vastra Gotlandshavet | 2015,2017,2019 10 29,7 8,7 10,5
STANNA 6 Karrfjarden REG St Anna 08 —Vastra Gotlandshavet 2015, 2019 16 37,6 8,6 10,4
STANNA9 Karrfjarden REG St Anna 08 —Vastra Gotlandshavet 2015, 2019 14 34,9 8,2 9,7
5139 N OLANDS Del avV Gotlandshavets utsjévatten Ovrigt 08 —Vastra Gotlandshavet | 2015, 2017, 2019 79 5,5 8,8 0,1
NORRA UDDE
6007 S LANDSORT Del avV Gotlandshavets utsjovatten Ovrigt 08 —Vastra Gotlandshavet 2015, 2016, 2017, 79 6,0 8,9 0,5
2018, 2019
6008 SO LANDSORT Del avV Gotlandshavets utsjovatten fjvrigt 08 —Vastra Gotlandshavet 2015, 2016, 2017, 78 5,7 8,6 0,6
2018, 2019
BY38 KARLSODJ Del avV Gotlandshavets utsjévatten Ovrigt 08 —Vastra Gotlandshavet | 2016, 2018 109 6,0 8,5 0,3
c10 Del avV Gotlandshavets utsjovatten Ovrigt 08 —Vastra Gotlandshavet 2015, 2016, 2017, 124 6,0 9,8 0,3
2018, 2019
IVB2 Del av O Gotlandshavets utsjévatten Ovrigt 09 - Ostra Gotlandshavet 2015, 2016, 2017, m 6,7 1,1 0,2
2018, 2019
PMK 21 Del av Bornholmshavets utsjévatten NAT Utklippan 12 - Bornholmshavet och 2015 64 7,6 9,3 4,7
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Stationsnamn Vattenférekomst Stations kluster Havsbassang Provtagna ar Djup | Temp | Salinitet | Syreméttnad
(m) °C (PSU) (mg/1)

BY5 BORNHOLMSDJ Del av Bornholmshavets utsjévatten Ovrigt 12 - Bornholmshavet och 2015, 2016, 2017, 90 7,3 16,8 1,3
Hanobukten 2018, 2019

TORH22 Del av Bornholmshavets utsjévatten Ovrigt 12 — Bornholmshavet och 2015, 2016, 2017, 70 7,8 15,9 1,6
Handbukten 2019

HBP215 Del av Handbuktens utsjévatten Ovrigt 12 — Bornholmshavet och 2015, 2016, 2017, 79 7,5 16,3 1,4
Handbukten 2018, 2019

DM 107 Del av Arkonahavets utsjovatten NAT Trelleborg 13 - Arkonahavet och 2015, 2016, 2017, 44 14,2 10,0 7,8
Sodra Oresund 2018, 2019

GT10 Del av Arkonahavets utsjévatten NAT Trelleborg 13 - Arkonahavet och 2015, 2016, 2017, 41 10,6 9,2 8,0
Sodra Oresund 2018,2019

11 Del av Arkonahavets utsjévatten NAT Trelleborg 13 —Arkonahavet och 2015, 2016, 2017, 41 12,2 9,2 7,7
Sodra Oresund 2018,2019

I:2 Del av Arkonahavets utsjévatten NAT Trelleborg 13 —Arkonahavet och 2015, 2016, 2017, 39 16,0 9,9 10,1
Sodra Oresund 2018, 2019

P204 Del av Arkonahavets utsjovatten NAT Trelleborg 13 —Arkonahavet och 2015, 2016, 2017, 41 10,3 9,3 7,6
Sddra Oresund 2018, 2019

P206 Del av Arkonahavets utsjovatten NAT Trelleborg 13 - Arkonahavet och 2015, 2016, 2017, 43 12,8 9,4 7,3
Sédra Oresund 2018, 2019

BY2 ARKONA Del av Arkonahavets utsjovatten @vrigt 13 - Arkonahavet och 2015, 2016, 2017, 48 6,4 14,9 6,7
Sodra Oresund 2018,2019
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Forbattrad miljédvervakning av
Ostersjéns bentiska ekosystem

Hotet mot den biologiska mangfalden har skapat ett behov av bittre
metoder fér miljodvervakning. Det giller sirskilt Ostersjon som genom
salthalten och syrefattiga bottnar har en 14g biodiversitet.

Projektet NEMOte BARCODing har undersokt om de frilevande
nematoderna kan hjilpa oss att fylla detta behov. Nematoderna har visat
sig vara goda indikatorer pa ekosystems hélsa och férandringar i miljon.
Men vi har saknat kunskap om hur vi ska kunna anvinda nematoder
som ett verktyg for miljé6vervakning.

Darfér har NEMOte BARCODing forbittrat referensdatabasen och
metoden for kvantifiering av den relativa férdelningen av nematodarter,
samt utvecklat verktyg for 6versidttning av data om nematoder till miljo-
klassning.

Projektet har finansierats med medel frin Naturvirdsverkets miljo-
forskningsanslag som finansierar forskning till stod for Naturvardsverkets
och Havs- och vattenmyndighetens kunskapsbehov.
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Besoksadress Stockholm: Virkesvagen 2. Beséksadress Ostersund: Forskarens véag 5, hus Ub.
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