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Lihendid

COI —tsitokroom okslidaas | (cytochrome oxidase I)

DNA — desoksiribonukleiinhape

eDNA — keskkonna DNA (environmental DNA)

HELCOM — Helsingi Komisjon (Helsinki Commission), Lédnemere merekeskkonna kaitse komisjon
MOTU — molekulaarne taksonoomiline Ghik (Molecular Taxonomic Unit)

MSTS — zooplanktoni keskmise suuruse ja koguhulga indikaator (Zooplankton Mean Size and Total
Stock)

PCR — poliimeraasi ahelreaktsioon (polymerase chain reaction)
psu — praktiline soolsuse skaala (practical salinity unit)

rRNA — ribosomaalne ribonukleiinhape

sp. — liik (species)

spp. — mitmed liigid (several species)

TAE — tris-atsetaat-etlileendiamiintetradadikhape



Sissejuhatus

Zooplankton koosneb vees vabalt holjuvatest mikro- ja makroskoopilistest loomadest, kes on
oluliseks llliks toiduahelas: zooplankton toitub primaarsetest tootjatest ning on ise toiduks
korgemal troofilistel tasemetel olevatele organismidele. Lddnemeres esineb mage-, riimveelisi ja
merelisi zooplanktoni lilke, madala soolsusega Soome lahes leidub peamiselt mage- ja riimveelisi
liike. Ladnemeres on bioloogiline mitmekesisus madal ning suur osa Lddnemeres registreeritud
vddrliikidest on siin juba kanda kinnitanud. Uheks selliseks v&drliigiks on naiteks vesikirbuline
Cercopagis pengoi, mida tuvastati esimest korda Eesti planktoniproovides 1991. aastal.

Zooplanktoni seirel kirjeldatakse mesozooplanktoni ehk 0,2 kuni 20 mm kehasuurusega
loomhdljumi liigilist koosseisu, arvukust ja biomassi. Ladnemeres jargitakse zooplanktoni seirel
Ldanemere keskkonnakaitse komisjoni (HELCOM) avaldatud metoodikat. Seire p&hineb
mesozooplanktoni isendite morfoloogilisel analiiisil, mille kdigus tuvastatakse nad mikroskoobi abil
vOimalikult madala taksonoomilise riihmani. Eesti riikliku mereseire raames toimub zooplanktoni
seire nii rannikumere kui ka avamere veekogumites.

Zooplanktoni morfoloogia-pdhine tuvastamine on ajamahukas ning mdéningaid proovis leiduvaid
isendeid ei ole morfoloogiliste erisuste puudumise tottu véimalik perekonna vai liigi tasemeni
tuvastada. Traditsioonilise, morfoloogia-pdhise tuvastamisele lisaks on hakatud kasutama ka DNA-
pohised meetodeid, mis aitavad tuvastada proovides leiduvaid isendeid hoolimata nende
morfoloogiliste tunnuste olemasolust vdi nende puudumisest. Isendite tuvastamiseks voib kasutada
nii spetsiifilisi kui universaalseid molekulaarseid markereid. Uheks v&imaluseks, kuidas uurida
keskkonnas leiduvaid voi seal olnud isendeid on kasutada nende poolt keskkonda jaetud DNA-d ehk
keskkonna DNA-d (eDNA). Naiteks véimaldab selline Iahenemine varakult tuvastada v&orliike.

Kiesoleval bakalaureusetdél oli kaks eesmérki. Uheks eesmirgiks oli vdrrelda, milline on
traditsioonilise morfoloogia-p&hise ning eDNA-pShise zooplanktoni liikide tuvastamise véimekus.
Teiseks eesmargiks oli hinnata, kas zooplanktoni eDNA pdhiseks seireks on sobivam kasutada
vorguproovi voi paralleelselt samal ajal kogutud vee pinnakihist parinevat proovi.

K3esolevas bakalaureuset6ds kasutati Eesti riiklikus mereseires kasutatavaid zooplanktoni proove
ning paralleelselt kogutud veeproove.



1 Kirjanduse ulevaade

1.1 Zooplankton

Zooplankton koosneb erinevates suuruses loomadest, kes hdljuvad vabalt veekeskkonnas.
Zooplankton omab tahtsat rolli toiduvorgustikus, olles Uhendusliliks primaarsete tootjate,
fiitoplanktoni, ning kdrgemate troofiliste tasemete vahel (Harris et al., 2000; HELCOM, 2021a).
Toitudes fltoplanktonist, reguleerib zooplankton nende arvukust ja kasvu ning takistab seelabi ka
fiitoplanktoni Gitsenguid (Harris et al., 2000; Lipsewers & Spilling, 2018). Kuna zooplankton on
toiduks kalavastsetele ja noortele kaladele, mdjutab zooplanktoni kooslus, arvukus ja suurus
kalavarusid ning seeldbi ka kalatoostust (Harris et al., 2000; HELCOM, 2021a). Zooplanktoni hulka
kuuluvad aerjalalised ja hiilgevahilised toituvad nii fatoplanktonist kui ka detriidist ehk surnud
orgaanilisest ainest ning on oma laia leviku ja suure arvukuse t&ttu ihed olulisemad sekundaarsed
tootjad (Harris et al., 2000).

Lddanemeri on riimveeline sisemeri, kus keskmine soolsus on palju madalam kui Atlandi ookeani
pohjaosas ning PGhjameres. Lddnemere zooplanktoni koosseisu kuuluvad nii mage- ja riimveelised
liigid kui ka mereliigid (O’Brien et al., 2013). Lddnemeres esineb soolsuse gradient, kus soolsus
vaheneb suunal edelast kirdesse ning erinevused Lddnemere alambasseinide soolsuses mdjutavad
nende zooplanktoni kooslust. Naiteks on vee pinnakihi keskmine soolsus Kattegati vdinas 22,3 psu
ehk 22,3 grammi soola tuhande grammi merevee kohta, seevastu Soome lahes on keskmine soolsus
4,6 psu (Ojaveer et al.,, 2010; O’Brien et al., 2013). Mida ldhemal Taani vdinadele, Ladne- ja
P6hjamere kohtumispaigale, seda rohkem esineb mereliike. Arkona basseinis, Lddnemere
I6unaosas, on domineerivad erinevad keriloomad ja aerjalalised Acartia spp., Pseudocalanus spp.
ning Temora longicornis (O’Brien et al., 2013). Soome lahes on valdavalt mage- ja riimveelised
aerjalalised, vesikirbulised ning keriloomad (Raateoja & Setédld, 2016). Eesti vetes domineerivad
aerjalaliste liigid Acartia bifilosa ning Eurytemora affinis, arvukaim vesikirbuline on B. coregoni
(O’Brien et al., 2013). Kbige arvukamaks zooplanktoni riihmaks Eesti rannikumeres on keriloomad
ja nende arvukus on eriti kérge Tallinna lahes (Raateoja & Setéla, 2016).

Laanemeri kui madala bioloogilise mitmekesisusega siisteem on eriti haavatav voorliikide
invasioonide suhtes: umbes 70 siin registreeritud 100 vG&0orliigist on loonud endale kohalikud
paljunemisvéimelised populatsioonid (P6llumée & Kotta, 2007; P&lluméae, 2011). Lddnemeres on
tihe laevaliiklus ning (le poole eelmise kahe sajandi jooksul Lédnemeres registreeritud vdorliikidest
on levinud siia laevaliikluse abil (Raateoja & Setéld, 2016). Levinuimad invasiivsed zooplanktoni liigid
Lddanemeres on C. pengoi, Evadne anonyx ning Mnemiopsis leidyi (O’Brien et al.,, 2013).
Vesikirbulised C. pengoi ja E. anonyx on muutunud suvekuudel pisivateks liikideks Ladnemere kesk-
ja pohjaosas ning kammlooma M. leidyi taheldatakse igal aastal Iduna- ja lddneosas (O’Brien et al.,
2013). Vesikirp C. pengoi, tiks hilisematest v6orliikidest, on parit Ponto-Kaspia vesikonnast ning Eesti
rannikumere planktoniproovides ilmus ta esimest korda aastal 1991 (Kotta et al., 2006). Cercopagis
pengoi mojutab pelaagilist toiduvorgustikku toitudes peamiselt vdiksematest zooplanktoni liikidest
ning olles ise saagiks kaladele (Kotta et al., 2006; Raateoja & Setéld, 2016). Cercopagis pengoi
konkureerib seelabi kohalike liikidega toidu parast ning vahendab energia ilekandumise efektiivsust
Ulemistele troofilistele tasemetel (Kotta et al., 2006; Raateoja & Setala, 2016).



1.2 Zooplanktoni seire

Mesozooplankton on suuruspShine zooplanktoni grupp, kuhu kuuluvad koik taksonid ning erinevate
loomorganismide eluetapid, milles nende suurus jadab vahemikku 0,2 kuni 20 mm. Ladnemere
keskkonnakaitse komisjon (HELCOM) on valja to6tanud ihtse metoodika mesozooplanktoni seireks
Ladanemeres (HELCOM, 2021a). Seiramise eesmargiks on kirjeldada mesozooplanktoni liigilist
koosseisu, arvukust, biomassi ning nende muutust ajas. Seire tulemuste pd&hjal madratakse
alambasseinide zooplanktoni keskmise suuruse ja kogubiomassi indikaator (Zooplankton Mean Size
and Total Stock, MSTS) (HELCOM, 2021a; Keskkonnaagentuur, 2023a). MSTS hindab merekeskkonna
staatust zooplanktoni koosluse struktuuri ja hulga jargi. Reeglina valjendub hea keskkonna staatus
suuremootmeliste zooplankterite rohkes arvukuses planktonikoosluses (HELCOM, 2023;
Keskkonnaagentuur, 2023a).

Seire toimub vastavalt riigile erineva regulaarsusega. HELCOM-i (2021a) metoodika pohjal
kogutakse mesozooplanktoni proove seirejaamades vertikaalsete tdmmetega labi veesamba ning
proove sdilitatakse 4% formaldehiidi lahuses. Mesozooplanktoni seire pdhineb isendite
morfoloogilisel analisil mikroskoobi abil ning zooplanktoni taksonoomiliseks tuvastamiseks ja
loendamiseks vaadatakse labi kogu proov. Isendid tuvastatakse véimalikult madala taksonoomilise
kategooriani. Loendatud isendite arv teisendatakse arvukuseks (isendid/m3) vdttes arvesse vee
kogust, mis proovivétmise ajal ldbi vorgu filtreeriti. Proovides esinevad isendid, kes on
mesozooplanktonist suuremad, loendatakse samuti vastavalt mesozooplanktoni metoodikale
(HELCOM, 2021a). Mesozooplanktonist vaiksemad loomorganismid, suurusega 20 kuni 200 pum,
kuuluvad mikrozooplanktoni hulka. Mikrozooplanktonit zooplanktoni seiresse ei kaasata, kuid
tsiliaat Mesodinium rubrum-i loendatakse fitoplanktoni ehk taimhdljumi seire kaigus (Lipsewers &
Spilling, 2018; HELCOM, 2021b).

Eesti riikliku mereseire kdigus maaratakse rannikumere ja avamere veekogumite flilisikalis-keemilisi
omadusi, hiidrobioloogilisi nditajaid ning zooplanktoni naitajaid ja indikaatorit (Keskkonnaagentuur,
2023a; b). Zooplanktoni proovid kogutakse vertikaalsete tdmmetega pdhjast pinnani, kasutades
Juday vdi WP2 tilpi planktonivérku, mille suu pindala on vastavalt 0,1 v&i 0,25 m?
(Keskkonnaagentuur, 2023a; b). Zooplanktoni piisiseiret teostatakse kolmes rannikumere
veekogumis: Narva-Kunda lahes, Muuga-Tallinna-Kakumae lahes ning Parnu lahes (Joonis 1). Igas
veekogumis on kolm seirejaama, kus maaratakse zooplanktonit vahemalt kiimme korda aastas,
vahemikus aprillist oktoobrini. V&drliikide seiret teostatakse Muuga ja Sillamde sadama aladel ning
Muuga sadama territooriumi kaidelt (Keskkonnaagentuur, 2023b). Mé&lema sadama piirkonna
seirejaamadest kogutakse proove kiimme korda aastas, aprillist oktoobrini. Muuga sadama kolmelt
kailt vOetakse zooplanktoni proove kolm korda aastas, kahe eri tihedusega vorguga. Liivi lahes
asuvas kahest seirejaamast maaratakse zooplanktonit korra aastas (Keskkonnaagentuur, 2023b).
Avamere seire kdigus kogutakse zooplanktoni proove kuueteistkiimnest seirejaamast kaks korda
aastas (Keskkonnaagentuur, 2023a). Zooplanktoni proovide analiisimisel jargitakse HELCOM
(2021a) metoodikat. Kogutud proovid fikseeritakse formaliiniga ning zooplanktoni madramiseks
vaadatakse mikroskoobi all l1abi kogu proov. Zooplanktoni proovidel maaratakse liigiline koosseis,
arvukus (isendid/m3), biomass (mg/m3) ning arvutatakse indikaatori MSTS naitaja
(Keskkonnaagentuur, 2023a; b).



g T ’%j‘;;b:}’i? ? = :‘flel \Y o)
¢z RTEH LT 7%
:” o i N & S

-~ » T \ !/‘\\‘
{
= ool N3Z)\  \ X
S e > e
2 s z- 3 ﬂ N8/
e 136 5 e ° LR
] Ry -
P 12¢
/ P &E 7a a8
ot ¥ »PB A {
H37 £S5 /
10 ®5 HR0 e %
5 i 18 Ku20
§ 0 . 50 ‘eepg e §
- et HR';es LA
e L S 182 HR1S
( Wi 4 KL3S
) ) 3 KL20 5 1 5
) o) P Ute M 0 5 10 20 8
/ ) W3 3
J e &) W=
V3 Sé {
/ 051 %
[
f £ . WAL, =
| st2@ gsiy e 3 S N
| sy | X e n L b HLLHEG
( o o 3 A A "7'! HL4
| W ot » L] T-vs HUY Lo
\ : Ko o o VESRRN
, \ e ¥xe 4 S\ Vis PMI2.
\ 125 : K21y ; a2 R e
\ su® ) & 4 KSge g MTSEIMTY
\ { > K2 Pt \\’/Vv‘;,\ V4 { Va5
\ \y s | Q2 : w’:‘x K VVE) S5k
\ % X: I Wi, %
5 b. % | 0osw 2 » u&""‘:v
( \
_— \ i )
N\ N | " N
\ | L
/ ¥ N
/ \ \
/ Y | A 0 125 26 © A_—J)md
| s

Joonis 1. Eesti mereseire pelaagiliste naitajate ja p6hjaloomastiku seirekohad. Punasega on margitud pisiseirejaamad,
sinisega rannikuveekogumite seirejaamad. Zooplanktoni seirejaamad: 38, 12c, N8, 2, 3, 57a, K2, K21, K4, K5 ja K7.
(Keskkonnaagentuur, s.a.; 2019)

1.3 Keskkonna DNA pdhine zooplanktoni tuvastamine

Morfoloogia-pdhine zooplanktoni tuvastamine on aegandudev ning td6mahukas protsess, mis
nduab kogemusi ja oskusi. Kulu- ja ajat6husama variandina liikide tuvastamiseks ning bioloogilise
mitmekesisuse uurimiseks on jarjest enam hakatud kasutama DNA-pGhiseid meetodeid (Panksep et
al., 2021). Keskkonna DNA-ks ehk eDNA-ks nimetatakse keskkonnas leiduvat DNA-d, mida
organismid enda elu jooksul keskkonda maha jatavad ning mikroorganismide puhul ka terveid
organisme, mis proovis leiduvad (Panksep et al., 2021; Jerney et al., 2023). eDNA metoodika
pohietapid on proovide kogumine, DNA eraldamine proovidest, PCR ja sekveneerimine ning
andmete anallilis (Panksep et al., 2021).

Vorreldes traditsioonilise zooplanktoni tuvastamisega on eDNA meetodil mitmeid eeliseid. DNA-
pohine meetod vdimaldab tdpsemini tuvastada morfoloogia pdhjal raskesti eristatavaid
organismide arengustaadiumeid (Panksep et al., 2021; Jerney et al., 2023). Samuti saab eDNA
meetodit kasutada voorliikide varajaseks tuvastamiseks, sest organismide DNA-d saab tuvastada
madalate kontsentratsioonide juures ning traditsioonilist meetodit kasutades on isendite
tuvastamine madala arvukuse korral keeruline (Panksep et al., 2021). eDNA-p&hisel meetodil on ka
puudusi: meetodiga ei saa maadrata isendite suurust, elutsiikli etappi ega kaalu ning meetod nduab
korge kvaliteediga referentsandmebaase (Lipsewers & Spilling, 2018; Panksep et al., 2021; Jerney et
al., 2023).

Hetkel peetakse morfoloogia- ja DNA-pGhise tuvastamise kombinatsiooni parimaks lahenduseks,
kuidas zooplanktoni hulka kuuluvaid isendeid tuvastada (Lipsewers & Spilling, 2018; Panksep et al.,
2021; Jerney et al., 2023).
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eDNA-pshist tuvastamist on zooplanktoni uurimiseks kasutatud juba paljudes erinevates meredes
ja ookeanites. Naiteks vordlesid Hirai ja teised (2017) Ohhoota merest kogutud proovidega DNA- ja
morfoloogia-pOhist zooplanktoni tuvastamise meetodit: DNA meetodiga tuvastati 561
molekulaarset taksonoomilist ihikut ehk MOTU-t, mis on tuvastatud perekonna tasemeni ning
morfoloogilise anallilisiga tuvastati 201 morfoloogilist rihma. DNA-pohise meetodiga suudeti
tuvastada ka koorikloomade vastseid ning meroplanktonit ehk organisme, kes on planktilised vaid
osa oma elutsiiklist (Hirai et al., 2017). Hirai ja teised (2020) uurisid ka Vaikse ookeani ja Pdhja-
Jaddmere aerjalaliste koosluse struktuuri ja mitmekesisust kasutades eDNA-pShist meetodit.
Ladanemeres tuvastasid Sildever ja teised (2021) eDNA-pShise meetodiga 29 mesozooplanktoni liiki,
samas kui morfoloogia-pOhise meetodiga tuvastati ainult 7 mesozooplanktoni liiki. eDNA-pShise
meetodiga tuvastati ka 15 uut zooplanktoni liiki, nendest 8 olid mikrozooplanktoni ja 7
mesozooplanktoni liigid.
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2 Too0 eesmargid

Kaesoleva bakalaureusetoo eesmargiks oli tuvastada, milline on traditsioonilise morfoloogia-pdhise
ning keskkonna DNA pdhise zooplanktoni liikide tuvastamise vGimekus, kasutades selleks Eesti
riiklikus seires kasutatavaid proove. Bakalaureusetod teiseks eesmadrgiks oli hinnata, kas
zooplanktoni keskkonna DNA pd&hiseks seireks on sobivam kasutada vorguproovi voi paralleelselt
samal ajal kogutud vee pinnakihist parinevat proovi.
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3 Metoodika

3.1 Proovivott

Antud bakalaureuset6ds kasutatud zooplanktoni vee- ja vorguproovid on kogutud Eesti
rannikumere pisiseirejaamast 2 (Joonis 2). Jaam 2 asub Muuga-Tallinna-Kakumée lahes (59,5392°N
24,6864°E) ning jaama sligavus on 45 meetrit (Keskkonnaagentuur, s.a.; 2023b).
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Joonis 2. Eesti rannikumere zooplanktoni pusiseirejaamad Muuga-Tallinna-Kakumae lahes (tahistatud lillaga),
proovivotujaam margitud punase ringiga (muudetud Keskkonnaagentuur 2023b pé&hjal).

Proove koguti 2022. aasta Eesti rannikumere seire kdigus kimme korda, vahemikus aprill-oktoober,
Tartu Ulikooli Eesti mereinstituudi td6tajate poolt. Proovide kogumiseks kasutati Juday tiiipi
planktonivérku, mille suu pindala on 0,1 m? ja fikseeriva osa tihedus on 0,1 mm
(Keskkonnaagentuur, 2023b).

3.2 Proovide analiiiis

3.2.1 Morfoloogia

Zooplanktoni taksonoomiliseks tuvastamiseks fikseeriti proov formaliiniga ning vahemalt 100x
suurendusega mikroskoobi all vaadati ldbi kogu proov. Isendid tuvastati vGimalikult madala
taksonoomilise kategooriani. Keriloomad maarati reeglina perekonnani, vesikirbuliste ja aerjalgsete
esindajad maarati enamasti liigini. Aerjalgsete puhul maarati ka isased ja emased isendid ning isendi
arengustaadium. Meroplankton tuvastati seltsi v6i klassini (HELCOM, 2021a; Keskkonnaagentuur,
2023b). Proovide morfoloogilise analiiisi viis 13bi kaasprofessor Arno P8llumae (Tartu Ulikooli Eesti
mereinstituut).
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3.2.2 Keskkonna DNA (eDNA)

Keskkonna DNA eraldati kiimnest veeproovist ning kiimnest vorguproovist (Joonis 3).

Joonis 3. Vorguproovi vorguriide tiikk Petri tassil. Pildi autor: Sirje Sildever.

Enne eDNA eraldamist koguti vérguproove sisaldavast proovipudelist kogu proovimaterjal (Joonis
4). Selleks korjati vorgult kogu zooplanktoni mass 50 ml tsentrifuugituubi, vorguriide tiikk ja
proovivotupudel loputati 96% etanooliga ning koguti samasse tuubi, seejdrel vdeti tuubist
Uhekordse pipetiga kaheksa kuni kimme alamproovi. Selleks t&steti 1,5 ml tuubidesse umbes 1 ml
proovi, proove tsentrifuugiti lauatsentrifuugil Eppendorf Centrifuge 5415 D tdispdoretel 7 minutit
ning etanool eemaldati ettevaatlikult pipeteerides. Alamproovid tsteti kokku kolme kuni nelja 1,5
ml tuubi, et oleks piisavalt proovimaterjali, kust eDNA-d eraldada. Peale seda tsentrifuugiti proove
tdispooretel 5 minutit, etanool eemaldati pipeteerides ning seejarel alustati eDNA eraldamisega.

Zooplanktoni
varguprooy

—_— = — i — i —
Id o | \ E ! '
DA eraldus (Y { \ A \ A
-\'.v “.'z — ' ¢ a'. -.' LI‘.-.' ".q'.
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Joonis 4. Vorguproovi ettevalmistus eDNA eraldamiseks, joonise koostamiseks on kasutatud BioRender programmi.
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Vorgu- ja veeproovide eDNA eraldamiseks kasutati DNeasy Blood & Tissue Kit-i (QIAGEN). Mdlema
proovititbi puhul [GUsiti proove ile66. DNA-d elueeriti proovist kaks korda: proovile lisati 100 pl
puhver AE-d, inkubeeriti (iks minut, seejarel tsentrifuugiti proovi tdispdoretel ks minut ning
protsessi korrati veel Uks kord. Proovide eDNA kontsentratsioon moddeti kasutades Thermo
Scientific NanoDrop 2000c. Vorguproovide eDNA eraldamisel jargiti tootjapoolset protokolli,
veeproovide puhul kasutati tootjapoolsest protokollist erinevaid reagentide koguseid.

Veeproovide filtreerimiseks kasutatud filtrid |6igati enne eDNA eraldamist steriilsete kaaridega
vaiksemateks tlikkideks. Et filtrid oleksid erinevate puhverlahustega taielikult kaetud, suurendati
eDNA eraldamise tootjapoolses protokollis (DNeasy Blood & Tissue Kits, 2023) jargnevalt valja
toodud reagentide mahtusid 2,8 korda. Proovile lisati 500 ul puhver ATL-i, seejarel segati proovi iks
minut (sagedusega 30 Hz) kasutades QIAGEN Tissuelyser Il ning lisati 55,6 ul proteinaas K-d (20
mg/ml). Peale proovi litsimist, lisati 11,1 pl RNaas A-d (100 mg/ml) ning lisati 556 pl puhver AL-i ja
556 ul etanooli.

Poliimeraasi ahelreaktsioonis (PCR) kasutati 18S ribosomaalse RNA (rRNA) geeni V7-V9 regiooni
amplifitseerimiseks praimereid 185-F1289-sn ja 185-R1772-sn (Dzhembekova et al., 2018), millele
olid lisatud lllumina indekspraimeritega seonduvad adapterid (lllumina, 2014) ning PCR-i kokteili
komplekti HOT FIREPol Blend Master Mix (Solis BioDyne). PCR reaktsioon viidi ldbi 25 pl mahus
proovi kohta kasutades HOT FIREPol (5x), praimereid (0,4 uM), 2 ul DNA proovi ning destilleeritud
vett reaktsioonisegu mahu taitmiseks. PCR-i esimeseks etapiks oli pollimeraasi aktivatsioon 15
minutit 95°C juures. Sellele jargnesid 25 kuni 30 tsiklit: DNA denaturatsioon 20 sekundit 95°C
juures, praimerite DNA hiibridisatsioon 30 sekundit 58°C juures ning komplementaarse DNA ahela
elongatsioon 40 sekundit 72°C juures. Viimasena pikendati amplifitseeritud DNA fragmente 5
minutit 72°C juures.

PCR-i tulemusi kontrolliti geelelektroforeesiga. Selleks valmistati 1% agaroosi geel (TAE puhvris ehk
tris-atsetaat-etiileendiamiintetradadikhappe puhuvris). eDNA visualiseerimiseks lisati
etiidiumbromiidi (0,5 ug/ml, Naxo OU). Enne proovide geelile laadimist, lisati 5 pl proovile 1 ul
laadimispuhvrit (6x Loading Dye, Thermo Scientific). Geeli jooksutati 120 V 50 minutit. Sobiva
pikkusega PCR-i produktid (umbes 570 aluspaari) saadeti puhastamiseks ja sekveneerimiseks Tartu
Ulikooli genoomika instituudi Genoomika tuumiklaborisse. Proovid sekveneeriti kasutades lllumina
sekvenaatorit MiSeq ja komplekti v3 600 tsiklit (2 x 300 aluspaari).

Sekveneerimistulemuste bioinformaatiline anallils viidi labi Jaapani riikliku kalandusuuringute ja
hariduse agentuuri juhtivteaduri Satoshi Nagai poolt, kasutades nende poolt vilja arendatud
bioinformaatilise analiilisi siisteemi (Nagai et al., 2022). Saadud DNA jarjestuste taksonoomiline
kirjeldamine toimus NCBI andmebaasi p&hjal nagu kirjeldatud Nagai jt. (2022) poolt.
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4 Tulemused

4.1 Morfoloogia-pohine analiilis

2022. aasta zooplanktoni seire andmete (Keskkonnaagentuur, 2023c) pdhjal tuvastati terve
proovivotu perioodi jooksul kokku 21 erinevat liiki (Lisa 1). Taksonoomilise maaramise tulemusena
esines kbige rohkem liike keriloomade hdimkonnas, kuhu kuulus 6 tuvastatud liiki. Viis liiki tuvastati
nii aerjalaliste alamklassis kui ka vesikirbuliste seltsis. Ripikloomade klassi kuulus 2 liiki.

Kbige arvukamad liigid olid Keratella quadrata, Synchaeta baltica ning E. affinis. Keriloom K.
quadrata moodustas 51% kogu zooplanktoni arvukusest. Synchaeta baltica ja E. affinis moodustasid
vastavalt 25% ja 7% kogu arvukusest. Keratella quadrata esines proovides juulist oktoobrini ning oli
arvukaim juuli I6pus ja augustis. Synchaeta baltica domineeris aprillist juulini ning E. affinis oli kdige
arvukam liik juuli alguses. Kdige suurema mesozooplanktoni arvukuse ja biomassiga kuu oli august,
kus arvukus oli 239714 isendit/m?3 ning biomass 464 mg/m3 (Lisa 2). Mais ja juulis oli zooplanktoni
arvukus ja biomass samuti kdrged, seevastu aprillis olid vaartused kdige vdiksemad.

Aprillis esines kdige rohkem keriloomi, Synchaeta baltica domineeris arvukuselt terve kuu (Lisa 3).
Kogu aprillikuu véltel esines suure arvukusega ripiklooma Fritillaria borealis ning hulkharjasussi
pelaagilisi vastseid. Mais ja juunis domineerisid keriloomad, mdlemal kuul oli arvukaim liik S. baltica.
Arvukuselt teine liik mais oli Synchaeta curvata, juunis aga Synchaeta monopus. Maikuus esines
arvukalt karpide pelaagilisi vastseid ja ripiklooma F. borealis ning juunis vesikirpu Pleopis
polyphemoides. Mdélemal kuul leidus rohkelt ka aerjalalist E. affinis ja vesikirpu E. nordmanni.

Juulis olid kbige arvukamad aerjalaline E. affinis ja keriloom K. quadrata. Suure arvukusega esines
ka vesikirpu P. polyphemoides, voorliiki Amphibalanus improvisus ja kerilooma S. baltica. Augustist
oktoobrini domineerisid arvukuselt keriloomad: augustis oli arvukaim liik K. quadrata, septembris
S. monopus ja S. baltica ning oktoobris taas S. baltica. Kdigil kolmel kuul esines rohkelt aerjalalisi,
peamiselt Acartia sp. ning E. affinis. Septembris esines arvukalt ka teisi keriloomi: K. quadrata,
Keratella cochlearis ning Keratella cruciformis.

Voorliikidest domineeris arvukuselt A. improvisus, toruvahi pelaagilisi vastseid esines vahemikus
juuni-september, olles suurima arvukusega juulis ja augustis. Vesikirbulised C. pengoi ja Evadne
anonyx esinesid madala sagedusega: C. pengoi esines ainult juuli keskel ning E. anonyx juuli keskel
ja oktoobris. Kammlooma Mertensia ovum esines vaid aprillis ja septembris, olles aprillis suurema
arvukusega.

Enamustel proovivétu kuupaevadel olid domineerivaks keriloomad, kelle suhteline arvukus oli >
60% (Joonis 5A). Erandiks on 15. juulil véetud proov, kus keriloomade arvukus jai alla 20% ja
domineerivaks olid aerjalalised (Joonis 5A). Teine dominantne riilhm varieerus palju olenevalt
proovivotu kuupédevast (Joonis 5A). Naiteks olid kolmes proovis teiseks dominantseks riihmaks
ripikloomad, neljas proovis aerjalalised ja kolmes proovis vesikirbulised.
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Joonis 5. A Morfoloogia-pShisel analiiusil tuvastatud taksonoomiliste riihmade suhteline arvukus. B Vorguproovide eDNA
analldsil tuvastatud taksonoomiliste rihmade suhteline arvukus. C Veeproovide eDNA analilsil tuvastatud
taksonoomiliste rihmade suhteline arvukus. X-teljel on ndidatud proovivétu kuupdevad, Y-teljel tuvastatud organismide
vOi DNA jarjestuse suhteline arvukus. Kategooria “muu” pdhineb liikidel voi MOTU-del, mis ei kuulunud mainitud
taksonoomilistesse riihmadesse ning mis liideti tulemuste lihtsamaks télgendamiseks kokku Gheks grupiks.
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4.2 Keskkonna DNA pohine analiiiis

eDNA-péGhiseks anallilisiks kasutati molekulaarseid taksonoomilisi Uhikuid (MOTU), mille
sarnasusprotsent NCBI andmebaasist saadud taksonoomilise vastega oli > 99%. eDNA analllsi
tulemusena tuvastati kogu proovivotu perioodil kokku 57 erinevat zooplanktoniga seotud MOTU-t,
mis olid liigi tasemeni maaratud. Kdige rohkem MOTU-sid esines ripsloomade hdimkonnas, kuhu
kuulus 24 MOTU-t. Keriloomade hdimkonda kuulus 15, aerjalaliste alamklassi 6 MOTU-t ning
ripikloomade klassi 1 MOTU. Ulejddnud 11 zooplanktoniga seotud MOTU-t ei kuulunud eelmainitud
taksonoomilistesse riihmadesse ning kategoriseeriti rihma “muu”.

Kbdige enam tuvastati proovidest aerjalalise E. affinis DNA jarjestusi. Kdikidest proovidest saadud
DNA jarjestustest oli aerjalalise E. affinis-ega seotud 53%. Palju tuvastati ka aerjalaliste Acartia
tonsa, Temora stylifera ja keriloomade S. baltica, Keratella serrulata DNA jarjestusi. Aerjalalist E.
affinis ja kerilooma S. baltica DNA jarjestusi esines kdikides vorgu- ja veeproovides.

eDNA-pdhisel analiilsil tuvastati lisaks zooplanktonile ka vetikaid, seeni ja taimi. Kdige rohkem
tuvastati vetikaid: 24 ja 78 MOTU-t oli maaratud vastavalt perekonna ja liigi tasemeni. Seentel
tuvastati 2 ning taimedel 6 perekonnani maaratud MOTU-t.

4.2.1 Vorguproovide keskkonna DNA pohine analiiiis

Vorguproovide eDNA-pdGhisel analiiUsil tuvastati kogu proovivétu perioodil kokku erinevat 40
MOTU-t, mis olid liigini maaratud (Lisa 4). Ripsloomade hGimkonnas tuvastati 13 ja keriloomade
héimkonnas 10 MOTU-t. Aerjalaliste alamklassis tuvastati 6 ning ripikloomade klassis 1 MOTU.
Ulejdanud 10 MOTU-t liigitati rithma “muu”.

Vorguproovides esines kdige rohkem aerjalalise E. affinis DNA jarjestusi. Rohkelt tuvastati ka
keriloomade S. baltica, K. serrulata ning aerjalaliste A. tonsa, T. stylifera DNA jarjestusi. 59%
koikidest vérguproovidest saadud DNA jarjestustest oli seotud E. affinis-ega ning 9% jarjestustest oli
seotud S. baltica-ga. 8% DNA jarjestustest oli seotud nii A. tonsa kui ka T. stylifera-ga, K. serrulata-
ga oli seotud vaid 3% jarjestustest. Kdige rohkem DNA jarjestusi saadi juulis véetud vérguproovidest,
palju jarjestusi saadi ka mai ja oktoobri proovidest. Kdige vahem DNA jarjestusi saadi aprilli
vorguproovidelt.

Aprilli alguses tuvastati kdige rohkem ripiklooma F. borealis typica (Lisa 5). Taksonoomilistest
rGhmadest esines kdige rohkem aerjalalistega seotud MOTU-sid ning aerjalalised domineerisid
aprilli 16pust oktoobri [6puni ehk proovivotu perioodi IGpuni (Joonis 5B). Erandiks on 18. aprillil
kogutud proov, milles domineerisid ripikloomad. Liikidest esines enim aerjalalist E. affinis. Aprilli
IGpus esines rohkelt ka kammlooma M. ovum ja aerjalalist T. stylifera.

Mais ja juunis esines rohkelt keriloomi, mélemal kuul domineeris keriloomadest S. baltica. Mai
alguses tuvastati palju S. gyrina-t, maikuu 16pus ripslooma Cothurnia parva-t ning juunis aerjalalist
T. stylifera-t. Juulis oli rohkelt aerjalalisi: juuli alguses esines enim T. stylifera, kuu |Gpus aga A. tonsa.
Juulikuu alguses esines palju ka vaorliiki A. improvisus, kuu 16pus kerilooma K. serrulata. Augustis ja
septembris tuvastati rohkelt aerjalalisi A. tonsa, T. stylifera ning keriloomi K. serrulata ja S. baltica.
Oktoobris esines palju kerilooma S. baltica ning ripsloomi, peamiselt Epicarchesium sinense-t.
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4.2.2 Veeproovide keskkonna DNA pohine analiiiis

Veeproovide eDNA-pdhisel analiisil tuvastati kogu proovivotu perioodi jooksul kokku 51 liigini
maaratud MOTU-t (Lisa 6). Ripsloomade hdimkonda kuulus 22 ning keriloomade héimkonda 15
MOTU-t. Aerjalaliste alamklassis tuvastati 5 ning ripikloomade klassis 1 MOTU. Ulejddnud 8 MOTU-
t kuulusid erinevatesse klassidesse.

Veeproovides esines kdige rohkem aerjalalise E. affinis DNA jarjestusi. Suure arvukusega esines ka
aerjalaliste A. tonsa ja T. stylifera ning keriloomade K. serrulata ja Notholca acuminata DNA
jarjestusi. E. affinis-ega olid seotud 37% koikidest veeproovidest saadud DNA jarjestustest, A. tonsa
ja K. serrulata-ga oli seotud vastavalt 13% ja 9% jarjestustest. Kaheksa protsenti DNA jarjestustest
oli seotud N. acuminata-ga ning 5% jarjestustest T. stylifera-ga. Kdige rohkem DNA jarjestusi
tuvastati oktoobri veeproovi pdhjal, palju jarjestusi oli ka augustis ning juunikuu Idpus voetud
veeproovides. Vahe DNA jarjestusi oli juuni ja mai alguses vGetud veeproovides, koige vahem
jarjestusi oli aprillikuu 16pus.

Aprilli alguses esines enim keriloomi, peamiselt N. acuminata, Colurella colurus ja Acyclus inquietus
(Lisa 7). Aprilli I16pust mai keskpaigani tuvastati kdige rohkem ripsloomi: domineerisid liigid
Pelagostrobilidium neptuni, Mesodinium rubrum ja Mesodinium major. Maikuu |Gpust kuni
oktoobrini, proovivotu perioodi I16puni, esines kbige enam aerjalalisi. Kdige rohkem tuvastati
aerjalaliste liike E.affinis, T. stylifera ja A. tonsa.

Keriloomi esines rohkelt mai I16pus ning ka juuli 10pust septembrini. Keriloomadest esines kdige
enam S. baltica ja K. serrulata. Juunis ja oktoobris tuvastati rohkelt ripsloomi: juunis esines palju M.
rubrum-it ning oktoobris E. sinense ja M. major-it. Juuli |8pus tuvastati palju vdorliiki A. improvisus.

Erinevate taksonoomiliste rithmade suhteline arvukus oli veeproovide puhul erinev vérguproovide
omast (Joonis 5 B, C). Kui vérguproovide puhul oli enamustes proovides domineerivaks aerjalalised,
siis veeproovides olid olenevalt proovivotu kuupdevast domineerivaks keriloomad, ripsloomad vai
aerjalalised (Joonis 5C).

4.3 Zooplanktoni liikide tuvastamine erinevate meetoditega ja erinevatest
proovidest

eDNA-pGhise analiilsiga tuvastati rohkem liike kui morfoloogia-pdhise analiilisiga (Joonis 6; Lisa 8).
eDNA meetodiga tuvastati 24 ripsloomade hdimkonda kuuluvat liiki, kes kuuluvad
mikrozooplanktoni hulka. Kuna zooplanktoni seires anallilisitakse morfoloogia-pOohise meetodiga
mesozooplanktonit, siis nendest vdiksemaid loomorganisme, mikrozooplanktonit, tavaparaselt
seireproovidest ei loendata (Lipsewers & Spilling, 2018; HELCOM, 2021a).
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Joonis 6. Morfoloogia-p&hise anallilisiga ning vGrgu- ja veeproovi eDNA-pohise anallilisiga tuvastatud liikide arv. Joonise
koostamiseks on kasutatud BioRender programmi.

Seitse liiki tuvastati kdigi kolme proovitlilbi puhul. Nendeks liikideks olid A. improvisus, Centropages
hamatus, E. affinis, Fritillaria borealis, K. cochlearis, M. ovum ning S. baltica. Morfoloogia-pGhise
anallitisiga tuvastati 13 liiki, mida teiste meetoditega ei tuvastatud. Tuvastatud liikidest 5 kuulus
vesikirbuliste seltsi ning 4 liiki maarati keriloomade h&imkonda. Vorguproovide eDNA anallusil
maarati 5 ainult vorguproovides tuvastatud liiki: 2 liiki kuulus ripsloomade hdimkonda ja 3 liiki
maarati rithma “muu”. Veeproovide eDNA analiilsiga tuvastati 17 teiste meetoditega maaramata
jaanud liiki. Tuvastatud liikidest 11 kuulus ripsloomade hdéimkonda ning 5 keriloomade hdimkonda.

Morfoloogia-p6hisel analiilsil tuvastati 5 liiki vesikirbuliste seltsis ning kdige arvukamad liigid olid
K. quadrata ja S. baltica. eDNA-pdhisel anallilisil ei tuvastatud Uhtegi vesikirbulist. Morfoloogia-
pohise anallilisiga tuvastati kerilooma K. quadrata ning aerjalalisi Pseudocalanus acupes ja L.
macrurus, sarnaselt vesikirbulistele, neid liike eDNA analiisil ei tuvastatud.
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5 Arutelu

Kaesolevas t00s kasutati zooplanktoni tuvastamiseks kolme erinevat meetodit: morfoloogia-pdhist
anallidsi ning eDNA-pdhist anallilsi vorguproovide ja veeproovidega. Saadud tulemustes esines
meetodite vahel erinevusi suurima zooplanktoni arvukusega (isendid/m3) kuu mé&aramisel,
tuvastatud liikide arvus ning ka taksonoomiliste rthmade suhtelises arvukuses.

Morfoloogia-pdhise meetodiga kujunes suurima zooplanktoni arvukusega (isendid/m3) kuuks
august. Vorguproovide eDNA pdhisel analidsil oli suurima DNA jarjestuste arvuga kuuks juuli,
veeproovide puhul oli selleks oktoober. Kdigi kolme meetodi puhul oli vaiksema zooplanktoni
arvukusega/DNA jarjestuste arvuga Uks aprillikuus kogutud proovidest: morfoloogia-psohisel ja
vorguproovi eDNA analiiisil oli selleks kuu keskel véetud proov, veeproovi puhul aprilli 10pus
kogutud proov. Vihese arvukuse/DNA jarjestuste arvu seletuseks aprillis on ilmselt asjaolu, et
paljude zooplanktoni liikide areng sGltub temperatuurist ning enamus liike on Ldaanemeres
esindatud juulist septembrini (Jan et al., 2024), mistottu vois nende arvukus proovivotu hetkel olla
veel mojutatud madalast veetemperatuurist. Seda toetavad ka proovivétuga samal ajal méddetud
veetemperatuurid erinevatel siigavustel |abi veesamba. 18.04.22 olid veetemperatuurid erinevatel
sligavustel vahemikus 1.7-3.3°C, samas kui 29.04.22 oli veetemperatuuride erinevus juba vaiksem
(2.3 -3.2 °C) (Keskkonnaagentuur, 2023c).

Erinevusi esines ka taksonoomiliste rGthmade suhtelises arvukuses. Morfoloogia-pdhisel analiidsil
olid keriloomad peaaegu kogu proovivotu valtel domineeriv riihm, ainult juulis esines aerjalalisi
rohkem. Vorguproovide puhul esines aprilli alguses kdige rohkem ripikloomi ning aprilli 16pust
proovivotu perioodi I6puni esines enim aerjalalisi. Veeproovide puhul esines rohkem domineerivaid
taksonoomilisi riihmi: aprilli alguses esines kdige enam keriloomi, ripsloomad domineerisid aprilli
I6pust mai keskpaigani ning taas juunis, aerjalalisi esines kdige rohkem mai 16pus ning juuli
keskpaigast proovivotu perioodi IGpuni. Taksonoomiliste riihmade suhtelise arvukuse erinevusi
meetodite vahel vGis pdhjustada asjaolu, et morfoloogia-pdhisel analllsil ripsloomi ehk
mikrozooplanktoni ei tuvastata. Samuti vBis erinevusi pdhjustada eDNA meetodite vdimekus
rohkem liike tuvastada. Morfoloogia-p&hisel analiilisil on keeruline madalate kontsentratsioonide
juures isendeid liigini tuvastada ning erinevate organismide arengustaadiumite identiftiseerimine
on Uhtlasi ka keerukas. Lisaks vdib keriloomade suurem suhteline arvukus vérguproovides tuleneda
ka sellest, et vGrguga proovivott aitab vaiksemaid organisme rohkem kontsentreerida vorreldes
tavalise veeprooviga (A. P6llumae, suuline kommunikatsioon).

eDNA anallitis véimaldas meroplanktonit ehk organisme, kes on planktilised vaid osa elutsiiklist,
tuvastada perekonna véi liigi tasemeni. Morfoloogia-pShises analiilisis madarati meroplankton
klassini (naiteks Bivalvia ja Polychaeta), erandiks on voorliigid A. improvisus ja M. ovum, kelle
pelaagilised vastsed tuvastati liigini (Keskkonnaagentuur, 2023b). eDNA-pShisel anallisil tuvastati
karpide (Bivalvia) klassis ks perekond, Mytilus, ning kaks liiki, Limecola balthica ja Mya arenaria.
Hulkharjasusside ehk Polychaeta klassis tuvastati kaks liiki: Marenzelleria arctia ja Marenzelleria
viridis. eDNA-pohisel anallitsil tuvastati veel meroplanktoni liikke nagu A. improvisus, Aurelia aurita,
Gonothyraea loveni, Limapontia nigra, M. ovum, Oncholaimus brachycercus ning Peringia ulvae.
Vorreldes kadesoleva to6ga tuvastasid Sildever ja teised (2021) eDNA pdhjal rohkem meroplanktoni
liike kui morfoloogia-pShise analiilisiga. Lisaks tuvastasid nad eDNA abil kaks uut meroplanktoni liiki,
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G. loveni ja Halicryptus spinulosus ning ka kahe Marenzelleria liigi vastseid. Gonothyraea loveni, M.
arctica ja M. viridis tuvastati proovidest ka kdesolevas t606s.

Morfoloogia-p6hisel anallilsil tuvastati 5 vesikirbuliste liiki, kuid eDNA pdhjal ei tuvastatud 99%
sarnasusega Uhtegi vesikirbuliste liiki. Kaks vesikirbu liiki, Bosmina longirostris ja Evadne spinifera,
tuvastati 97% sarnasusega. Bosmina longirostris esines ainult vorguproovides, samas kui E.
spinifera-t tuvastati nii vee- kui ka vérguproovides. Vesikirbuliste vahese tuvastamise pohjuseks voib
olla nende 18S rRNA geenijdrjestuste vaike arv vdi nende puudumine andmebaasidest nagu
mainitud ka Sildeveri jt. poolt et al., (2021). NCBI andmebaasis oli morfoloogia p&hjal tuvastatud
vesikirbulistel enim vasteid Cercopagis pengoi ja Evadne nordmanni-l, vastavalt 11 ja 5 vastet.
Enamus morfoloogia pdhjal tuvastatud vesikirbuliste DNA jarjestused NCBI andmebaasis pShinesid
18S rRNA geeni teistest piirkondadel (V1-V7), mis ei soodusta antud riihma tuvastamist kasutatud
markeritega (185 RRNA V7-V9). Edaspidi peaks vesikirbuliste paremaks tuvastamiseks kasutama ka
molekulaarseid markereid, mis iseloomustaksid 18S rRNA geeni algust.

Morfoloogia-pdhisel anallitisil tuvastati kerilooma K. quadrata, aerjalalisi P. acuspes ja L. macrurus,
kuid eDNA pohisel analldsil neid liike ei tuvastatud. Selle péhjuseks vGib sarnaselt vesikirbulistele
olla 18S rRNA V7-V9 piirkonna geenijarjestuste puudumine rahvusvahelistest andmebaasidest.
Kdigil kolmel eelnevalt mainitud liigil oli NCBI andmebaasis (ks vaste, kuid need jarjestused olid
samuti saadud kasutades teisi molekulaarseid markereid, mille tottu neid liike kdeosolevas t60s ei
tuvastatud. Sarnaseid pShjuseid on mainitud ka varasemates to6des. Naiteks selgus Hirai ja teiste
(2017) poolt labi viidud DNA- ja morfoloogia-p&hise analiiiisi vérdlusel, et DNA analiilis véimaldab
zooplanktoni mitmekesisust paremini kirjeldada, kuid méne zooplanktoni taksonoomilise riihma
puhul pole piisavalt andmeid liigi tasemel, mis muudab tapse tuvastamise raskeks. Lddnemere
zooplanktoni puhul on Lipsewers ja Spilling (2018) leidnud, et suurim rilhm, mis planktoni seire
andmetes puudus, on ripsloomad.

Tapsemaks zooplanktoni liigilise koosseisu maidramiseks eDNA pd&hjal voib lisaks kasutada ka
tstitokroom okstidaas | (COl) markerit (Sildever et al., 2021; Bucklin et al., 2022). eDNA analtisi
tulemustest puudunud liikidel C. pengoi, E. nordmanni, K. quadrata, L. macrurus, P. polyphaemoides
ning P. acupes oli NCBI andmebaasis COl geenil pdhinevaid jarjestusi rohkem saadaval kui 18S rRNA
geenil pdhinevaid jarjestusi. Lisaks sellele oli eelmainitud liikidel zooplanktonile keskenduvas
andmebaasis MetaZooGene! saadaval rohkem jarjestusi kui NCBI andmebaasis. Seetdttu vdib COI
markerit kasutades kaaluda ka MetaZooGene andmebaasi kasutamist. Samuti tuleks andmebaase
liikide tapsemaks tuvastamiseks tdiendada morfoloogia pdhjal tuvastatud liikide DNA jarjestustega.

Antud t66 tulemused nditasid, et zooplanktoni liigilise koosseisu kirjeldamiseks on lisaks
morfoloogia-pOhisele liikide tuvastamisele sobilik kasutada ka eDNA-pdhist meetodit, kuna see
vOimaldas tuvastada rohkem liike, vGimaldas meroplanktoni puhul tdpsemat taksonoomilist
maaratlust ning andis infot ka mikrozooplanktoni liikide kohta, mida tavaliselt seires ei tuvastata.
Vorgu- ja veeproovide eDNA anallilsil esines vdahem erinevusi kui veeproovide ja morfoloogia-
pohise tuvastamise vahel. Samas tuvastati veeproovide eDNA analiisil rohkem liike kui
vorguproovidest. Neist enamus kuulus rips- ja keriloomade hulka, keda morfoloogia-pGhises
anallitisis on raskem liigini tuvastada. Kuna erinevate proovitilpide puhul tuvastati liike, mida

! https://metazoogene.org/
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teistest proovidest ei tuvastatud, on maistlik kdiki kolme tllipi proovide analiilisimisega jatkata, et
saada pohjalik tilevaade Eesti vetes leiduvatest zooplanktoni liikidest.
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Kokkuvote

Zooplankton ehk loomhdljum on veedkosiisteemides oluline toiduahela lili. Traditsiooniliselt
tuvastatakse zooplanktoni liike nende morfoloogia pd&hjal valgusmikroskoobi all. Samal ajal pole
paljusid zooplanktoni proovides esinevaid organisme nende valimuse pdhjal usaldusvaarselt liigini
tuvastada. Kdesoleva bakalaureusetod lheks eesmargiks oli vGrrelda morfoloogia-pdhise ning
keskkonna DNA pdhise zooplanktoni liikide tuvastamise vdimekusi. Bakalaureusetoo teiseks
eesmargiks oli hinnata, kas zooplanktoni keskkonna DNA pdhiseks seireks on sobivam kasutada
vorguproovi voi paralleelselt samal ajal kogutud vee pinnakihist parinevat proovi.

Toos kasutati Eesti riiklikus seires kasutatavaid proove, mis olid kogutud 2022. aasta Eesti
rannikumere seire raames Muuga-Tallinna-Kakumae lahest. Keskkonna DNA ehk eDNA-pdhises
anallitsis kasutati vorgu- ja veeproove, mida uuriti 18S rRNA V7-V9 molekulaarse markeri pdhjal.

Zooplanktoni morfoloogia-p&hisel anallisil kirjeldatakse ainult mesozooplanktoni liigilist koosseisu.
Mesozooplankton ja nendest suuremad isendid maaratakse véimalikult madala taksonoomilise
kategooriani, mesozooplanktonist vdiksemaid isendeid ehk mikrozooplanktonit ei loendata.
Zooplanktoni eDNA pdhisel analtisil on vdimalik rohkem liike tuvastada: naiteks lubab see
tuvastada ka mikrozooplanktonit ning vdimaldab meroplanktoni tdpsemat taksonoomilist
identifitseerimist. Tanu sellele sobib eDNA-pdhine anallilis zooplanktoni morfoloogial pShinevat
anallisi tdiendama.

Zooplanktoni keskkonna DNA pd&hisel seirel on véimalusel parim kasutada nii vee- kui vérguproove,
kuna mdlemat tidpi proovidest tuvastati unikaalseid MOTU-sid, mida teist tllipi proovist ei
tuvastatud.
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Abstract

Zooplankton, also known as planktonic animals, are an important part of the food web in aquatic
ecosystems. They are traditionally identified based on their morphology using light-microscopy.
However, a number of organisms present in the zooplankton samples lack the morphological
characteristics to allow their identification to species level. The aim of this Bachelor’s thesis was to
determine the capabilities of morphology-based and environmental DNA-based zooplankton
species identification. The second aim was to assess whether it is more suitable to use a net sample
or a sample collected from the surface layer of water at the same time for environmental DNA
(eDNA)-based monitoring of zooplankton.

Zooplankton samples from the Estonian national marine monitoring were used. The samples were
collected from Muuga-Tallinn-Kakumae bay as a part of the 2022 Estonian coastal sea monitoring.
For eDNA analysis, net and water samples were analyzed based on the 18S rRNA V7-V9 molecular
marker.

In morphology-based zooplankton analysis, the species composition of mesozooplankton and
specimens larger than them are described. eDNA-based zooplankton analysis can identify more
species as microzooplankton is also counted and more meroplankton species can be identified to
the species level.

For eDNA-based monitoring of zooplankton, it would be better to use both sample types: net and
water samples, as both types facilitate the detection of unique species not identified from the other
type of samples.
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Lisad

Lisa 1. Morfoloogia-pohisel analiiiisil tuvastatud liigid

Taksonoomiline rithm

Liik

Hoéimkond keriloomad

Keratella cochlearis

Keratella cruciformis

Keratella quadrata

Synchaeta baltica

Synchaeta curvata

Synchaeta monopus

Selts vesikirbulised

Bosmina (Eubosmina) coregoni

Cercopagis pengoi

Evadne anonyx

Evadne nordmanni

Pleopis polyphaemoides

Alamklass aerjalalised

Centropages hamatus

Eurytemora affinis

Limnocalanus macrurus

Pseudocalanus acuspes

Temora longicornis

Klass ripikloomad

Fritillaria borealis

Oikopleura dioica

Muu

Amphibalanus improvisus

Mertensia ovum

Podon intermedius

30




Lisa 2. Morfoloogia-pohise analiilisi proovide mesozooplanktoni arvukus ja
biomass

Andmed parinevad KESE andmebaasist (Keskkonnaamet, 2023c).

Proov Mesozooplanktoni arvukus (isendid/m3) | Mesozooplanktoni biomass (mg/m3)
18.04.2022 | 1561 12
29.04.2022 | 1645 10
17.05.2022 | 75932 323
30.05.2022 | 26803 111
21.06.2022 | 18068 71
15.07.2022 | 46306 365
25.07.2022 | 38917 152
15.08.2022 | 239714 464
12.09.2022 | 24604 98
18.10.2022 | 35986 114
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Lisa 3. Morfoloogia-pohise analiiiisi proovide kdige arvukamad liigid, nende
arvukus ja suhteline arvukus

Andmed parinevad KESE andmebaasist (Keskkonnaamet, 2023c).

Kuupdev Arvukaim liik Liigi arvukus (isendid/m?3) | Liigi suhteline arvukus (%)
18.04.2022 | Synchaeta baltica 480 31
29.04.2022 | Synchaeta baltica 360 22
17.05.2022 | Synchaeta baltica 37376 49
30.05.2022 | Synchaeta baltica 20768 77
21.06.2022 | Synchaeta baltica 11225 62
15.07.2022 | Eurytemora affinis 17043 37
25.07.2022 | Keratella quadrata | 14500 37
15.08.2022 | Keratella quadrata | 187600 78
12.09.2022 | Synchaeta monopus | 8000 33
18.10.2022 | Synchaeta baltica 16000 44
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Lisa 4. Keskkonna DNA pohisel analiiusil vorguproovidest tuvastatud liigini
maaratud molekulaarsed taksonoomilised Gihikud (MOTU-d)

Taksonoomiline riihm | Liigini tuvastatud MOTU-d

Hoimkond keriloomad | Acyclus inquietus
Collotheca pelagica

Keratella cochlearis
Keratella serrulata
Notholca acuminata
Synchaeta baltica
Synchaeta gyrina

Synchaeta tremula
Synchaeta triophthalma

Synchaeta vorax

Alamklass aerjalalised | Acartia bifilosa

Acartia tonsa

Centropages hamatus

Eurytemora affinis

Temora longicornis

Temora stylifera

Klass ripikloomad Fritillaria borealis typica
Muu Amphibalanus improvisus

Aurelia aurita

Limapontia nigra
Limecola balthica
Marenzelleria arctia

Marenzelleria viridis

Mertensia ovum

Mya arenaria
Oncholaimus brachycercus

Peringia ulvae

Hoimkond ripsloomad | Antetintinnidium mucicola
Cothurnia parva

Epicarchesium sinense

Euplotes daidaleos

Halodinium verrucatum
Helicostomella subulata

Hexasterias problematica
Mesodinium major

Mesodinium pulex
Mesodinium rubrum

Pelagostrobilidium neptuni

Rimostrombidium veniliae
Strombidium biarmatum

Strombidium caudispina
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Zoothamnium intermedium
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Lisa 5. Vorguproovidest enim tuvastatud liigid, nende DNA jarjestuste arv ja
suhteline jarjestuste arv

Toorandmed kéattesaadavad kokkuleppel t66 juhendajatega.

Kuupdev Enim tuvastatud liik Liigi DNA jarjestuste | Liigi suhteline jarjestuste arv
arv (%)
18.04.2022 | Fritillaria borealis | 536 54
typica
29.04.2022 | Eurytemora dffinis 2697 30
17.05.2022 | Eurytemora daffinis 8375 38
30.05.2022 | Eurytemora dffinis 17207 64
21.06.2022 | Eurytemora affinis 11515 64
15.07.2022 | Eurytemora affinis 27045 91
25.07.2022 | Eurytemora affinis 15444 54
15.08.2022 | Eurytemora affinis 10063 39
12.09.2022 | Eurytemora dffinis 14854 61
18.10.2022 | Eurytemora dffinis 21785 79
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Lisa 6. Keskkonna DNA pohisel analiiiisil veeproovidest tuvastatud liigini
maaratud molekulaarsed taksonoomilised Gihikud (MOTU-d)

Taksonoomiline rithm

Liigini tuvastatud MOTU-d

H6imkond keriloomad

Acyclus inquietus

Collotheca pelagica

Colurella adriatica

Colurella colurus

Encentrum marinum

Euchlanis dilatata

Keratella cochlearis

Keratella serrulata

Notholca acuminata

Proales reinhardti

Synchaeta baltica

Synchaeta gyrina

Synchaeta tremula

Synchaeta triophthalma

Synchaeta vorax

Alamklass aerjalalised

Acartia bifilosa

Acartia tonsa

Centropages hamatus

Eurytemora affinis

Temora stylifera

Klass ripikloomad

Fritillaria borealis typica

Muu

Amphibalanus improvisus

Aurelia aurita

Gonothyraea loveni

Limapontia nigra

Limecola balthica

Marenzelleria arctia

Mertensia ovum

Peringia ulvae

Hoimkond ripsloomad

Antetintinnidium mucicola

Colpoda steini

Cothurnia parva

Epicarchesium sinense

Halodinium verrucatum

Helicostomella subulata

Hemiophrys procera

Hemiurosomoida longa

Hexasterias problematica

Mesodinium major

Mesodinium pulex

Mesodinium rubrum
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Pelagostrobilidium neptuni

Pseudotontonia simplicidens

Rimostrombidium veniliae

Strombidium basimorphum

Strombidium biarmatum

Strombidium caudispina

Strombidium conicum

Strombidium rassoulzdegani

Strombidium tropicum

Vorticella fusca
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Lisa 7. Veeproovidest enim tuvastatud liigid, nende DNA jarjestuste arv ja

suhteline jarjestuste arv

Toorandmed kéattesaadavad kokkuleppel t66 juhendajatega.

Kuupdev Enim tuvastatud liik Liigi DNA jarjestuste | Liigi suhteline jarjestuste arv
arv (%)
18.04.2022 | Notholca acuminata 7469 63
29.04.2022 | Pelagostrobilidium 1062 44
neptuni
17.05.2022 | Mesodinium rubrum 2667 46
30.05.2022 | Eurytemora affinis 5273 36
21.06.2022 | Eurytemora affinis 1441 27
15.07.2022 | Eurytemora affinis 5148 43
25.07.2022 | Eurytemora affinis 4668 45
15.08.2022 | Acartia tonsa 7801 37
12.09.2022 | Eurytemora affinis 3559 44
18.10.2022 | Eurytemora affinis 17357 77
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Lisa 8. Keskkonna DNA pohisel analiiiisil vorgu- ja veeproovidest tuvastatud
liigid

Acartia bifilosa
Acartia tonsa

Acyclus inquietus

Antetintinnidium mucicola

Aurelia aurita

Collotheca pelagica

Cothurnia parva

Epicarchesium sinense

Halodinium verrucatum

Helicostomella subulata

Hexasterias problematica

Keratella serrulata

Limapontia nigra

Limecola balthica

Marenzelleria arctia

Mesodinium major

Notholca acuminata

Pelagostrobilidium neptuni

Peringia ulvae

Rimostrombidium veniliae

Strombidium biarmatum

Strombidium caudispina

Synchaeta gyrina

Synchaeta tremula

Synchaeta triophthalma

Synchaeta vorax

Temora stylifera
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Lisa
rektori 07.04.2020 kaskkirjale nr 1-8/17

Lihtlitsents 16putd6 reprodutseerimiseks ja I16putdd lildsusele kattesaadavaks tegemiseks?

Mina, Laura Johanna Kadak

1. Annan Tallinna Tehnikadlikoolile tasuta loa (lihtlitsentsi) enda loodud teose
Zooplanktoni tuvastamine morfoloogia ja eDNA pdhjal,

mille juhendaja on Sirje Sildever, Maria Cecilia Sarmiento Guerin ja Lenne Nigul,

1.1 reprodutseerimiseks I6putdo sdilitamise ja elektroonse avaldamise eesmargil, sh Tallinna
Tehnikadllikooli raamatukogu digikogusse lisamise eesmargil kuni autoridiguse kehtivuse
tahtaja |[Gppemiseni;

1.2 Uldsusele kattesaadavaks tegemiseks Tallinna Tehnikadlikooli veebikeskkonna kaudu,
sealhulgas Tallinna Tehnikailikooli raamatukogu digikogu kaudu kuni autoridiguse kehtivuse
tahtaja [Gppemiseni.

2. Olen teadlik, et kdesoleva lihtlitsentsi punktis 1 nimetatud Gigused jaavad alles ka autorile.

3. Kinnitan, et lihtlitsentsi andmisega ei rikuta teiste isikute intellektuaalomandi ega isikuandmete
kaitse seadusest ning muudest digusaktidest tulenevaid digusi.

29.05.2024

2 Lintlitsents ei kehti juurdepddsupiirangu kehtivuse ajal vastavalt iiliépilase taotlusele I5putééle juurdepddsupiirangu
kehtestamiseks, mis on allkirjastatud teaduskonna dekaani poolt, vélja arvatud llikooli Gigus I6putdéd reprodutseerida
iiksnes sdilitamise eesmdrgil. Kui I6putdé on loonud kaks voi enam isikut oma lihise loomingulise tegevusega ning I6put66
kaas- véi Gihisautor(id) ei ole andnud 16putééd kaitsvale lidpilasele kindlaksmddratud tédhtajaks néusolekut 16puto6
reprodutseerimiseks ja avalikustamiseks vastavalt lihtlitsentsi punktidele 1.1. jq 1.2, siis lihtlitsents nimetatud téhtaja
jooksul ei kehti.
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