Diversitet og sesongvariasjon av marine
pelagiske protister i Indre Oslofjord,
undersgkt med metastrekkoding.

Seasonal variation and diversity of marine pelagic protist in the inner
Oslofjord, revealed by metabarcoding.

Karoline Saubrekka

Masteroppgave ved Institutt for Biovitenskap

UNIVERSITETET | OSLO

Februar 2019



II



Diversitet og sesongvariasjon av marine pelagiske protister 1
Indre Oslofjord, undersgkt med metastrekkoding.

Seasonal variation and diversity of marine pelagic protist in the inner Oslofjord,
revealed by metabarcoding.

Karoline Saubrekka
karoline saubrekka@hotmail.com

+47 911 99 537

Veiledere
Professor Bente Edvardsen

bente.edvardsen@ibv.uio.no

Doktor Anders Kristian Krabberad
a.k krabberod@ibv.uio.no

«Det er pd grunn av temperaturen». Bjorn Saubrekka. Hele mitt liv.

Seksjon for akvatisk biologi og toksikologi
Institutt for biovitenskap
Universitet i Oslo

Februar 2019

III



© Karoline Saubrekka
Ar: 2019

Tittel: Diversitet og sesongvariasjon av marine pelagiske protister 1 Indre Oslofjord, undersokt
med metastrekkoding.

Forfatter: Karoline Saubrekka

http://www.duo.uio.no/

Trykk: Reprosentralen, Universitetet i Oslo

v



Sammendrag

Protister finnes 1 de fleste habitater og spenner over et stort spekter av sterrelser og former, fra
mikroskopiske encellede arter til store velkjente tang- og tare-arter. Protister har en rekke
avgjerende roller i det marine ekosystem, som primarprodusenter, predatorer, nedbrytere og

parasitter. I denne oppgaven fokuseres det pa marine pelagiske protister.

I overvakningen er det viktig med en metode som gir resultater som kan sammenlignes
uavhengig av tid og sted. Ved a studere artssammensetning og mengde kan man fa kunnskap
om tilstanden i det marine ekosystemet. Man kan registrere forekomst nye invaderende arter og
arter som produserer gifter som potensielt kan vaere skadelig for oss mennesker. Ved & studere
langtidsserier kan man oppdage trender og endringer i1 samfunnet som er forarsaket av
eutrofiering eller klimaendringer. Ut ifra dette kan det iverksettes forbedringstiltak, for & ivareta
marine hegstbare ressurser, det biologiske mangfoldet og kyst- og vannmiljeet som rekreasjons

og friluftsomradet.

Tradisjonelt 1 marin miljeovervidkning blir fytoplankton i1 vannprever identifisert og telt 1
lysmikroskop. Denne metoden er avhengig av dyktige taksonomer og begrenses til celler som
er store nok til 4 bli sett og godt nok preservert til & gjenkjenne i lysmikroskop. I denne studien
ble det undersekt muligheten for & bruke metastrekkoding i overvdkningen av marine pelagiske
protister. Metastrekkoding er en molekylaerbiologisk metode som overkommer begrensinger
ved bruk av lysmikroskop. Det ble tatt vannprever fra to dyp gjennom ca. en todrsperiode ved
en av overvikningsstasjonene i Indre Oslofjord. Vi oppformerte V4-regionen i 18S rRNA-genet

fra protistene i vannprgvene og sekvenserte med Illumina MiSeq teknologien.

Dette er den forst langtids-metastrekkodingstudien som er gjort i Indre Oslofjord. Det ble pavist
protister fra 22 forskjellige protistgrupper, som tilherte 17 rekker og 8 supergrupper.
Protistsamfunnets sammensetning viste sesongvariasjon hvor diversiteten var storst om
vinteren og lavest om sommeren. Ved bruk av V4-regionen i 18S rRNA-genet som marker var
provene dominert av dinoflagellater, etterfulgt av diatoméer. Den mest abundante OTUen
(Operational Taxonomic Unit) i1 datasettet ble klassifisert til ordenen Gymnodiniales.
Diatoméene dominerte varoppblomstringen, og maneden etter sé vi en ekning i den relative
abundansen til den heterotrofe stramenopile MAST-kladen. Sommer- og herstprevene var ofte
dominert av en dinoflagellat-OTU, som varierte fra maned til maned. Vare data viste ingen
signifikant forskjell 1 protistsammensetning eller hydrografiske data ved de to dypene 0-2 m og
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5 m. Denne studien paviste taksa som ikke ble pavist med lysmikroskop, spesielt en stor mengde
dinoflagellater innen den parasittiske ordenen Syndiniales. Av dinoflagellat OTUene som ble
klassifisert til art paviste metastrekkoding nakne- og cyste—dannende arter som ikke ble
observert i lysmikroskop. Markeren V4-regionen 1 18S rRNA-genet er tilstrekkelig til 4 skille
de store protistgruppene og enkelte arter. Men var uegnet til 4 skille enkelte naert beslektede
arter innen slekten Dinophysis. Dette kan forklares av mangel pa referansesekvenser i den
brukte referansedatabasen PR? eller at artene har for liten interspesifikk variasjon i V4-

regionen.

Derfor foreslér jeg de to metodene lysmikroskop og metastrekkoding per i dag kan ansees for
a veere komplementare, og metastrekkoding vil vere et godt supplement til den marine
miljgovervakningen. Resultatene vére kan bidra til sterre forstdelse av protistsamfunnets
sammensetning og sesongvariasjon i kystnere omrider og av protistergruppers globale

utbredelse.
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Abstract

Protists are present in most habitats and span a wide range of sizes and shapes, from
microscopic one-celled species to well-known seaweeds. Marine protists serve several key
functions in marine eco-systems — as primary producers, predators, decomposers and parasites.

This thesis has been concerned with marine pelagic protists.

When monitoring marine eco-systems it is important to employ a method that yields data which
is reproducible and can be compared to other studies. By studying the diversity and abundance
of species in samples of seawater, knowledge about the water quality of marine eco-system can
be gathered. In the short term, invasive and disruptive species or species that produce toxins
harmful to humans can be detected. In the long term, changes and trends caused by
eutrophication or shifts in climate can be discovered. This in turn can allow us to protect,
safeguard or even improve harvestable marine resources and the biological diversity, and to

maintain the coastal area as a place of recreation.

Traditionally in marine environmental monitoring, phytoplankton species composition and
abundance in water samples have been studied using optical microscopes. This method has its
drawbacks: it requires skilled taxonomists and is limited to cells that are large enough to be
seen and recognized under the light microscope. In this study, we investigated whether it is
possible to use metabarcoding as a tool in the monitoring of marine pelagic protists.
Metabarcoding is a molecular method, which can overcome the limitations connected with the
use of optical microscopes. We took samples from two depths over a nearly two years period
at one of the monitoring stations in the inner Oslofjord. We amplified the V4-region of the 18S
rRNA gene from the protists in our samples and sequenced this marker gene using the Illumina

MiSeq technology.

This is the first long-term metabarcoding study of the plankton in the inner Oslofjord. Protists
from 22 different protist groups, belonged to 17 phyla and eight supergroups were detected.
The composition of the protist community showed a seasonal variation where the diversity
peaked during winter and had a minimum during summer. Using the V4-region in the 18S
rRNA as marker, the samples were dominated by dinoflagelattes, followed by diatoms. The
most abundant OUT (Operational Taxonomic Unit) in our dataset was assigned to the order
Gymnodiniales. The diatoms dominated during the spring bloom, followed by a high relative

abundance of heterotrophic Strameopile MAST-clade. The summer and fall samples were often
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dominated by a single dinoflagellate OTU that differed between the months. Our data did not
show any significant difference in protist composition or hydrographic data between samples
taken from the two depths, 0-2 and 5 meters. We detected taxa by metabarcoding that were not
detected using optical microscopy, in particular a large amount of dinoflagellates in the parasitic
order Syndiniales. Of the dinoflagellate OTUs that were classified to species, the
metabarcoding detected naked and cyst-forming species that were not detected using optical
microscopy. The V4-region is sufficient as a marker to differentiate between the large groups
of protists and some species. But could not differentiate between some closely related species,
such as some species of the dinoflagellate genus Dinophysis. This may be explained either by
the lack of reference sequences in the reference database PR? or by the species having too low

interspecific variation in the V4-region.

I therefore suggest that optical microscopy and metabarcoding can be considered as being
complementary. Metabarcoding can be an efficient supplement to the monitoring of marine
environments. Our results can contribute to a greater understanding of the composition and

seasonality in protist communities in coastal areas and the global distribution of protists groups.
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Anerkjennelser

Flere av CTD-datene brukt i denne oppgaven er mottatt fra Fagrddet for vann- og
avlegpstekninsk samarbeid i indre Oslofjord. For noen av preovetakningsdatoene mangler det

CTD-data og det ble ikke alltid tatt prever fra dypet 0-2 m (listet i tabell S.1).

I denne oppgaven har jeg valgt & ikke folge norskstandard med komma som desimalseparator,
men heller benyttet engelskstandard med punktum. Dette er fordi programvarepakke R bruker
punktum. For et helhetlig og ryddig inntrykk ensket jeg at dette skulle samsvare gjennom

oppgaven.

I figur 3.1, 3.5, 3.9-3.11 er fargekoder identiske. Den samme fargen representerer den samme
gruppen/rekken protister 1 alle figurene. Fargekodene beskrives best i figur 3.1, der
supergruppene er oppgitt. Senere 1 oppgaven vil ikke supergruppen bli tydeliggjort i like stor
grad.

I figurer der dypene 0-2 m og 5 m sammenlignes er 0-2 m 1 gront og 5 m 1 blatt,

figur 3.17 — 3.23.

Supplementaere figurer (figur S.1 — S.7) og tabeller (tabell S.1 — S.11) tilherer stortsett
hovedteksten, men er plassert bak hovedteksten (fra s.125) for appendiks.

Det taksonomiske klassifiseringssystemet brukt i denne oppgaven er i hovedsak systemet brukt
i referansedatabasen PR? (Guillou mfl., 2013). I noen tilfeller har klassifisering blitt korrigert
for feil mot ALGAEBASE (algaebase.org), som i stor grad bruker det samme referansesystemet

som PR?.

Arstidene i denne oppgaven er definert til:

Var 15 februar - mai
Sommer Juni - august

Hast September - oktober
Vinter November -14 februar
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Det er tre datasett som er brukt til analyser 1 denne studien; det opprinnelige datasettet, protist
datasettet og subsamplet protistdatasett. Det blir gjennom oppgaven papekt hvilket datasett som

blir omtalt/fremstilt.
Hele OTU-tabellen er tilgjengelig pa figshare
DOI: 10.6084/m9.figshare.7637036.v2

Den blir gjennom oppgaven referert til som "OTU-tabell i figshare" og ligger i litteraturliste
under Saubrekka & Bjerneklett, 2019.
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Ordforklaring

Alignmet er DNA-sekvenser som ligger under hverandre slik at man kan sammenligne
baserekkefolgen 1 sekvensene.

Abundans antall sekvenser.
Diversitet et annet ord for mangfold
Cyste en hvilespore.

Eutrofiering i havet er okt fytoplankton- og planteproduksjon pa grunn av okt
naringstilforsel.

Indikator art indikerer spesielle miljoforhold.

Jevnhet forteller om hvor like arter er i antall individer (her sekvenser) i et samfunn.
Kimeer en hybrid sekvens fra mer enn en organisme.

Klustre a gruppere/sla sammen sekvenser etter likhet. Et ledd i dannelsen av en OTU.
Kontig overlappende korte deler av en sekvens som tilsammen utgjer hele sekvensen.

Opportunistiske art er en konkurransesvak art som kan forkomme i hoyt antall om
forstyrrelser har fjernet de konkurransesterke artene.

OTU stér for "Operational Taxonomic Unit" og er en pragmatisk erstatning for art.

Pielou indeks (J') er en jevnhetsindeks som bygger pa Shannon indeks (H"), gitt med

14

Pielou indeks J' = T
max
der H'max maksimumsverdi for H'.

Pipeline er en kjede av prosesser der data blir behandlet.
Relativ abundans prosentandel sekvenser.
Rikhet antall OTUer.

Shannon indeks er en diversitetsindeks som gker med antall arter (her OTUer) i samfunnet
og er en vanlig brukt indeks for & karakterisere diversitet i et samfunn.

S
Shannon indeks (H') = — Z p; Inp;

=1
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der p = relative forekomst (n/N) av antallet sekvenser til en spesifikk OTU (n) delt pa det
totale antallet sekvenser (N). /n er den naturligelogaritmen, ) er summen til beregningen og s
er antall OTUer.

Sprangsjikt er det vannlaget der tetten raskt endres fra lav til hay. Vannet sjiktes nar vann
med lavere tetthet legger seg over tyngere lag med vann.

Subsample ta ut en preve av en starre prove.

@vre blandingslag Vannmassene over spransjiktet danner det gvre blandingslaget og er
definert til & vaere homogent i tetthet, temperatur og saltholdighet.
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1 Innledning

1.1 Protister

Protister er en mangfoldig gruppe av eukaryote organismer, som hovedsakelig er encellede eller
forekommer som enkle kolonier. Rike Protista ble forst introdusert av Haeckel 1 1866, og bestod
av det han kalte primitive eukaryote organismer som ikke kunne plasseres i plante- eller
dyreriket. Rike Protista har blitt revidert mange ganger (Adl mfl., 2005, 2007; Corliss, 1984;
Scamardella, 1999; Whittaker, 1969, 1972) og fylogenetiske analyser har vist at denne gruppen
er parafyletisk. I moderne taksonomi klassifiseres ikke lenger Protista som et rike, men ordet
Protister har blitt et samlebegrep som omfatter eukaryote organismer som ikke er planter
(Streptophyta), sopp (Fungi) eller dyr (Metazoa), og mange er langt ifra primitive (Cavalier-
Smith, 1993). Protister er spredt utover i det eukaryote slektskapstreet og utgjer majoriteten av
de eukaryote linjene (figur 1.1). A studere protister har derfor vart av stor interesse for  forstd
den evolusjonere utviklingen og fylogenetiske sammensetningen i livets tre (Burki, 2014;
Keeling mfl., 2005). Protister er til stede i de fleste habitater og spenner over et stort spekter av
storrelser, former og fylogenetisk tilherighet (Graham mfl, 2009). I denne oppgaven fokuseres
det pa marine pelagiske protister, som hovedsakelig befinner seg innenfor sterrelsesordenen
pico- (0.2-2 um), nano- (2-20 um) og mikroplankton (20-200 um) og de fototrofe gruppene
vektlegges.

Marine pelagiske protister er plankton, det vil si at de lever i de frie vannmassene og har sa liten
horisontal egenbevegelse at de driver med havstremmene. Det er antatt at vi har kjennskap til
mindre enn 10% av de marine protistene som finnes, og antagelig enda ferre nir det kommer
til nano- og picoplankton ettersom det stadig oppdages nye organismegrupper (Lopez-Garcia

mfl., 2001; Massana mfl., 2004; Not mfl., 2007).

Protister har en rekke avgjerende funksjoner i det marine gkosystem, som primarprodusenter,
predatorer, nedbrytere og parasitter (Tabell 1.1). Fytoplanktonet danner fundamentet til den
marine naringskjeden. Ved & omdanne karbondioksid og vann til sukkerforbindelser og
oksygen ved hjelp av sollys, gjer de denne energien tilgjengelig for hayere trofiske niva ved a

selv bli spist.



Ty,
¥y o8
51\’-’\“?“51.:‘

b
Discicristates

Excavates

Figur 1.1. Fylogenetisk tre av eukaryote supergrupper (uthevet skrift) og rekker basert pd
publiserte molekylcer- fylogenetiske og morfologiske data. Utringet i sort er linjer som
hovedsakelig ikke inneholder protister. Figuren er modifisert fra Caron mfl., 2012 og basert
pd Baldauf, 2008.

I tillegg til & fiksere karbon 1 fotosyntesen, har mange et hoyt innhold av fettsyrer (f.eks. omega-
3-fettsyrene DHA og EPA), som akkumuleres oppover i naringskjeden og er essensielle for
bl.a oss mennesker (Doughman mfl., 2007). Det hoye innholdet av disse fettsyrene som vi
finner i fisk er pa grunn av direkte eller indirekte opptak av fytoplankton som har produsert
disse. Selv om fytoplanktonet (inkludert prokaryote cyanobakterier) kun utgjer 0.2% av jordas
fotosyntetiserende biomasse (Falkowski mfl., 1998), er de alene ansvarlig for opp mot 40-50%
av den globale érlige primarproduksjonen (Field mfl., 1998; Longhurst mfl., 1995). Det vil si

at omtrent halvparten av oksygenet vi puster inn er produsert av fytoplankton i havet.

Fytoplanktonet har rask vekst og kan om forholdene er gode mer enn doble antallet celler i lopet
av en dag (Eppley, 1972). Gode forhold er tilstrekkelig tilgang pa sollys, optimal temperatur,
fa predatorer og ubegrenset tilgang pa naringssalter. Tre potensielt begrensende neaeringssalter

er fosfor, nitrogen (Howarth, 1988; Paasche & Erga, 1987; Ryther & Dunstan, 1971) og silikat
2



Tabell 1.1. Oversikt over marine protistgrupper og deres ernceringsmdte, samt eventuell
X og tilleggserncering = (x), med tilhorende
kildehenvisning. F = Fototrof, H = Heterotrof, P = Parasittisk og G =Giftig.

giftighet for menneske. Hovederncering

SUPERGRUPPE REKKE/GRUPPE F | H G KILDER
ALVEOLATA Apicomplexa X - Ciancio mfl., 2001
- Leander, 2006; 2007
- Salomon mfl., 2003
Ciliophora X - Lynn, 2012
- Sherr & Sherr, 1994
- Skovgaard & Daugbjerg, 2008
Dinoflagellata X | X X - Edvardsen mfl., 2003
- Guillou mfl., 2008
- Jeong mfl., 2010
- Not mfl., 2012
- Sherr & Sherr, 1994
Perkinsea X - Azevedo, 1989
- Burreson & Ragone Calvo,
1996
- Park & Choi, 2001
AMOEBOZOA Amoebozoa X - Cavalier mfl., 2004
- Pawlowski & Burki, 2009
APUSOZOA Apusozoa X - Cavalier-Smith & Chao, 2003b
ARCHAEPLASTIDA | Chlorophyta X - Eikrem & Throndsen, 1990
- Graham mfl., 2009, kap. 16-
20
- Not mfl.,, 2004
Rhodophyta X - Graham mfl., 2009 kap. 15
- Throndsen mfl., 2007
EXCAVATA Euglenozoa X | X - Heyden mfl., 2004
HACROBIA Centroheliozoa X - Burki mfl., 2009
Cryptophyta (x) - Marin mfl., 1998
Haptophyta (x) X - Edvardsen & Paasche, 1992
- Not mfl., 2012
Katablepharidophyta X - Okamoto & Inouye, 2005
Picozoa X - Seenivasan, 2013
Telonemia X - Klaveness mfl., 2005
OPISTHOKONTA | Mesomycetozoa X - Medina mfl,, 2001
Choanoflagellata X - Espeland & Throndsen, 1986;
- Gold mfl., 1970
RHIZARIA Cercozoa X - Cavalier-Smith & Chao,
200343, 2003b
Foraminifera - Pawlowski mfl., 2003
Radiolaria - Nikolaev mfl., 2004
STRAMENOPILES | Heterotrofe - Massana mfl., 2004
Stramenopiles
Ochrophyta X | (x) X - Bates mfl., 1998

- Graham mfl. 2009, kap. 10,
12-14
- Notmfl, 2012



(Conley mfl., 1993). Disse finnes naturlig i ganske sma mengder i sjgvann i forhold til behovet
hos fytoplanktonet, men kan forkomme i store mengder i kystnare omrader. Eutrofiering i havet
er okt fytoplankton og planteproduksjon pga. ekt til fersel av naringssalter. Eutrofiering har
blitt et globalt problem i kystnaere omrader der befolkningsveksten har veart stor. Neeringssalter
1 avlegpsvann fra befolkning og industri, sammen med gkt avrenning fra land som bringer med
seg naringssalter fra gjedsel brukt i jordbruk og organiske stoffer, ender opp i havet og endrer
okosystemet der tilferselen er stor (Diaz & Rosenberg, 2008). Enkelte, ogsa sékalte
opportunistiske arter, kan raskt utnytte det ekte neringstilskuddet og fa en oppblomstring pé
bekostning av andre arter. Fytoplanktonvekst i vannmassene og unormalt stor tilfersel av
organisk materiale forer til en akkumulering av dedt materialet i bunnomradene og en ekt
biologisk nedbrytning som krever oksygen. Oksygenmangel kan igjen fore til tap av bunndyr
og lite tilgang pa sollys kan fore til tap av bunnflora. I tillegg kan store oppblomstringer av

giftige alger fore til bade fiskedod og gift i matnyttige skjell som blaskjell.

I planktonet er tre av de viktigste marine primarprodusenter diatoméer (i rekken Ochrophyta),

dinoflagellater (rekken Dinoflagellata) og haptofytter (rekken Haptophyta) (Not mfl., 2012).

Diatomeer (kiselalger) er den viktigste algegruppen i vare farvann (Skjoldal mfl., 2004) og er
fordelt pa de tre klassene Bacillariophyceae, Coscinodiscophyceae og Mediophyceae i rekken
Ochrophyta. Diatoméene er encellet og flere arter kan danne lange kjede-formede kolonier som
kan bestd av over 20 celler (Smayda & Boleyn, 1966). Majoriteten av marine diatoméer er
fototrofe og de er den mest diverse fytoplankton gruppen av alle (Armbrust, 2009). De kan
forekomme i stort antall i tempererte havomrader (Throndsen mfl., 2007) og i tropiske omrader
med oppstremning av naringsrikt dypvann (Not mfl., 2012). Noen arter kan til og med ha store
oppblomstringer under isen i Arktis (Arrigo mfl., 2012) og Antarktis (Ichinomiya mfl., 2007).
Det er estimert at diatoméene er ansvarlig for 20% av den éarlige globale karbonfikseringen

(Armbrust mfl., 2004; Graham mfl., 2009, s. 223).

Diatoméene har et ytre skall som bestar at kisel (silisium). I det dominerende stadiet av
livssyklusen har diatoméene i pelagialen ingen betydelig egenbevegelse. Tilsynelatende har de
andre strategier som kan hjelpe dem & regulere deres plassering i vannseylen. Hos noen arter er
det vist at det & danne kjeder kan bidra til & holde dem flytende (Smayda & Boleyn, 1966), nar
naringstilgangen er god (Takabayashi mfl., 2006). Men hos andre virker det som om det er en
strategi for & synke (Smayda & Boleyn, 1966a) til f.eks. mer neringsrikt vann. Noen diatoméer

regulerer ione-sammensetningen 1 saftvakuolen for & bli lettere eller tyngere enn vannet som
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omgir cellen (Boyd & Gradmann, 2002). Hos slekten Chaetoceros har cellene lange utvekster
kalt "berster", som kan bidra til senke synkehastigheten og eke naringsopptak (Bienfang mfl.,
1982). Disse berstene kan under store oppblomstringer danne problemer for fiskeoppdrett, ved
at berstene paforer mekanisk skade pé gjellene til fisken (Yang & Albright, 1992). Noen arter
innen slekten Pseudo-nitzschia danner gifter som kan gi nerveskader hos oss mennesker (Bates
mfl., 1998). Diatoméer dominerer ofte varoppblomstringen, men tilgangen pa silisium kan vere

en begrensende faktor (Paasche & Ostergren, 1980).

Dinoflagellater (fureflagellater) herer til rekken Dinoflagellata, i supergruppen Alveolata.
Dinoflagellatene har egenbevegelse ved hjelp av to flageller og de finnes sjeldent i kolonier
(Throndsen mfl., 2007). Noen dinoflagellater kalles nakne (athekate), det vil si at de mangler
cellevegg med cellulose (Throndsen mfl., 2007) og gjelder hele ordenen Gymnodiniales (de
Salas mfl., 2003). Omtrent halvparten av de kjente dinoflagellatene kan drive fotosyntese
(Taylor mfl., 2009). Av disse er mange miksotrofe, som er en blanding av foto- og heterotrof
ernering (Jeong mfl,, 2010; Not mfl., 2012). De heterotrofe dinoflagellatene har flere
forskjellige strategier for neringsopptak som fagocytose, bruk av pallium og peduncel (Hansen,
1991). Dinoflagellatene er diverse og tallrike, og har vid utbredelse 1 bade tropiske og polare
omrader (Taylor mfl., 2009). Dinoflagellatene er kjent for & danne store oppblomstringer og
noen arter er ansvarlige for naturfenomener som morild og oppblomstringer som farger vannet
redt, kalt "red tide" pé engelsk (Huang & Qi, 1997; Millie mfl., 1997; Schmitter, 1971). I tillegg
kan mange arter vere svert giftig for mennesker og vannlevende dyr (Anderson mfl., 1990;
Edvardsen mfl., 2003; Jellett mfl., 1995; Yasumoto mfl., 1985). Dinoflagellat-artene i Norske
farvann som er mest giftig for mennesker og som overvakes i Norge i dag, finner vi i slektene

Alexandrium, Azadinium og Dinophysis.

Haptofytter (svepeflagellater) herer til rekken Haptophyta og deles inn i klassene
Prymnesiophyceae og Pavlovophyceae. Disse er vanligvis mindre enn diatoméene og
dinoflagellatene, med en cellestorrelse pA 3 — 70 um (Throndsen mfl., 2007). De er
hovedsakelig fototrofe. Cellene er stort sett dekket av organiske skjell. Hos coccolithophorene
er cellene 1 tillegg omgitt av kalkplater (coccolither) (Throndsen mfl.,, 2007).
Coccolithophorene, f.eks Emiliania huxleyi, kan forkomme i store mengder og gir da sjeen et
blakket grennlig utseende (Holligan mfl., 1993). Noen arter, som Emiliania huxleyi og
Phaeocystis spp., kan produsere store mengder DMSP (dimetylsulfidpropionat) som spaltes til

DMS i vannet, som i sin tur frigjeres til atmosfaren under oppblomstringer og kan pavirke



klimaet (Graham mfl., 2009, s. 35-37). I atmosfeeren omdannes DMS til svoveldioksid og
sulfat. Sulfat avkjeler klima ved & spre solstréler i atmosfaren og genere skyer som reflekterer
sollyset tilbake ut 1 universet og dermed redusere innstarlingen som treffer jorda. Svoveldioksid
kan gi et bidrag til svovelinnholdet i sur nedber. Noen svepeflagellater kan vare giftige, som
Prymnesium polylepis (tidligere Chrysochromulina polylepis (Edvardsen mfl., 2011)). I 1988
hadde P. polylepis en massoppblomstring over 60 000 km?, i Kattegat og Skagerrak, som
foréarsaket stor skade pé fisk og bunnfaunaen (Skjoldal og Dundas, 1991).

Det er vist at smd celler generelt har hoyere vekstrate enn store (Graham mfl., 2009, s. 488—
491). En mulig forklaring er at celler med et storre forhold mellom overflate og volum, raskere
kan ta opp naringssalter over celleoverflaten enn store arter med stort volum 1 forhold til
overflate. I enkelte marine ekosystem er pico- og nanoplanktonet ansvarlig for over 60% av
primarproduksjonen (Uitz mfl., 2010). I tillegg til & vaere primearprodusenter er fytoplanktonet
en viktig komponent 1 den globale biogeokjemiske sirkulasjonen. P& grunn av ekt fokus pé
klimaendringer, har det de siste par tidrene vert stor interesse i & forstd protisters rolle i
karbonsyklusen (Riebesell, 2004; Uitz mfl., 2010). Den "korte-karbonsyklusen" kan beskrives
slik: CO21 gassform blir gjennom fotosyntese omdannet til organiske karbonforbindelser 1
fytoplanktonet og naringskjeden. I organismers cellednding gir det organiske karbonet tilbake
til CO21 gassform. Ved at noe av planktonet synker nir det der kan det bidra til & fjerne
karbondioksid fra det "korte-karbonkretslopet", ved vertikal transport av karbon til havbunnen.
Det som ikke spises av bunnlevende organismer eller brytes ned av bakterier vil over tid bli
fossilt karbon, som f.eks. kalkstein. Det er estimert at kalsifiserende coccolithophorer alene

bidrar til 25% av den arlig dypvannsakkumuleringen av karbon (Rost & Riebesell, 2004).

Selv om fytoplanktonet deler av dret dominerer i1 biomasse 1 det ovre, godt opplyste lag (den
eufotiske sonen) er det flere heterotrofe protistgrupper i planktonet som kan utgjere en stor del
av diversiteten (de Vargas mfl., 2015) (Tabell 1.1). De heterotrofe protistene kan vaere
bakterivore, herbivore eller spise andre heterotrofe protister. Samlet er de et essensielt ledd fra
det mikrobielle naringsnettet til den tradisjonelle naringskjeden vi mennesker benytter oss av.
Artssammensetningen og sterrelsen pa det heterotrofe samfunnet bestemmer hvor stor del av
primerproduksjonen som bindes opp i det mikrobielle neringsnettet og hvor mye som blir
overfort til hoyere trofiske nivi. Det er estimert at heterotrofe herbivore konsumerer 50% av
den daglige primarproduksjonen (Calbet & Landry, 2004). Omtrent halvparten av de kjente

frittlevende dinoflagellatene er heterotrofe og utgjer en viktig del av gkosystemet ved a beite



pa en rekke forskjellige fytoplankton og bakterier. I tillegg produserer dinoflagellatene en stor
mengde organiske materialer som bidrar til "marin sng", som i tillegg bestar av fekale pelleter
fra dyreplankton og ofte tomme diatomé-skall (Alldredge & Silver, 1988). Disse aggregatene
synker nedover gjennom vannseylen og er viktige komponenter i neringskjeden i de dypere
vannmassene. Rekken Ciliophora (flimmerdyr eller ciliater) blir ansett som topppredatorer i det
mikrobielle-naringsnettet, hvor noen arter ogsd er parasitter. Apicomplexa og Perkinsea

inneholder en mengde arter som er parasitter pa og 1 marine evertebrater og vertebrater.

Ved & studere artssammensetning og mengde kan man fi viktig kunnskap om tilstanden 1 det
marine gkosystemet. Man kan oppdage nye invaderende arter, og ved & studere langtidsserier
kan man oppdage trender og endringer i protistsamfunnet over tid. Endringer kan vere
forarsaket av menneskelig pavirkning som eutrofiering eller klimaendringer. Utfra dette kan
det iverksettes tiltak for & ivareta marine hostbare ressurser, bevare biologisk mangfold, kyst-
og vann-miljoet som rekreasjons- og friluftsomrader. I det norske statsbudsjett settes arlig av
flere millioner kroner til forskning pa havets helse (Narings-og fiskeridepartementet, 2018)

som bl.a. inneberer & identifisere og kvantifisere marine protister.
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Vannfornyelse i Indre Oslofjord skjer som regel pé vinteren, nar nordavinden er vedvarende og
sterk. Den forer de ovre vannmassene ut av fjorden og det dannes en motstrom av dypere
saltvann som stremmer inn over den grunne Drgbaksterskelen (20 m dyp og 1 km bred).
Saltholdigheten 1 de eovre vannmassene varierer i stor grad gjennom d&ret. Hvor lav
saltholdigheten kan bli i dette laget, avhenger mye av hvor stor ferskvannstilferselen er i fra
Drammenelva og Glomma, i Ytre Oslofjord. Dette gjor Indre Oslofjord til et omvendt estuarint
system. Det vil si at 1 motsetning til de fleste fjorder pd Vestlandet, kommer ikke den steorste
ferskvannspavirkningen fra elver som munner ut innerst i fjorden, den kommer utenfra og inn.

I tider da nedbersmengden er stor kan sméelvene og vann fra nedbersfelt i Indre Oslofjord vare

med pa 4 pavirke saltholdigheten nevneverdig.
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Figur 1.3. Fytoplanktonets drs-syklus i 1976 i midten av Vestfjorden, som ligger midt i Indre
Oslofjord. Figuren er trolig basert pd upubliserte data fra Paasche og Ostergren og blir

brukt i Norconsult (2017, 2018) og Paasche (2005) for d illustrere en typisk fytoplankton drs-
syklus i Indre Oslofjord. Figuren er modifisert.



Tidevannet i Indre Oslofjord feres inn og ut av fjorden to ganger i dognet og vannmassene som
pavirkes begrenses av den grunne Drabaksterskelen. Det er i stor grad de samme vannmassene
fra de overste 20 meterne som fraktes inn og ut over terskelen. Vannstandsvariasjonen mellom
flo og fjere er i snitt 28 cm og det er store vannmasser som skal fraktes ut og inn av fjorden

daglig (Baalsrud & Magnusson, 2002).

Det dynamiske blandingslaget er det @verste vertikale vannlaget hvor turbulent omrering av
vannmassene er fordrsaket av fysiske krefter (f.eks. vind, belger, béttrafikk). Omreringen i dette
laget kan skje i lopet av kort tid, sekunder til minutter eller timer (Brainerd & Gregg, 1995).
Det ovre blandingslaget er svaert viktig for fytoplanktonvekst. Et sterkt sprangsjikt begrenser
tilgangen pa naeringssalter fra de dypere lagene og de evre vannmassene kan bli neringsfattig

1 perioder med stor fytoplanktonvekst (Paasche & Erga, 1987).

Det kan skilles mellom to typer primearproduksjon: ny og regenerert. Ny produksjon er vekst
av fytoplankton basert pé tilforsel av naringssalter til det ovre blandingslaget fra land og de
dypere vannlagene (Rinde mfl., 1998, s. 59). Regenerert produksjon baseres pd neringssalter
som frigjeres fra bakterier, fototroft-, heterotroft- og dyreplankton pd grunn av nedbryting,

ekskrementer, urin, utskillelse fra cellene og "sloppy feeding".

Etter vinteren har dypt og neringsrikt vann kommet til overflaten og er tilgjengelig for
fytoplanktonet. Nar dagene blir lenger og sollyset tilstrekkelig vil varoppblomstringen kunne
starte. Samtidig forekommer det en sjiktning av vannmassene som er fordrsaket av sngsmelting
og oppvarming. I Indre Oslofjord er viroppblomstringen normalt i februar-mars (Paasche,
1990) og domineres vanligvis av diatoméer (figur 1.3). Diatoméene kan vokse eksponentielt i
antall sd lenge det er nok med neringssalter og mengden beiting er liten. Diatoméenes vekst
begrenses enten av tilgangen pa silisium, som de bruker til & bygge skallet sitt, eller nitrogen
nar lystilgangen er tilstrekkelig (Kristiansen mfl., 2001). Fytoplanktonbiomassen kan avta 1
samspill med at mengden heterotrofe protister og dyreplankton eker, siden de beiter ned
diatoméene eller fytoplanktonet synker til bunn pd grunn av neringsmangel (Kristiansen mfl.,
2001). Senere om véren bringer elvene med seg smeltevann med et heyt innhold av
naringssalter og en ny oppblomstring kan oppstd pa forsommeren, vanligvis mai-juni i Indre
Oslofjord (Paasche, 1990). Mot sommeren blir kystvannet delt av et skarpt sprangsjikt som
starter pd rundt 5-10 m (Paasche & Erga, 1987). I det ovreblandingslaget blir tilgangen pa
n&ringssalter lav og algebiomassen avtar. Det er vanlig & se dinoflagellatene dominere pa
sommeren. Dinoflagellatene kan holde seg 1 det ovre blandingslaget om dagen og drive
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fotosyntese, for sd & vertikalt migrere ned til 10 m dyp etter solnedgang (Hasle, 1950). Trolig
for & hente naringssalter eller unngd predatorer. Det finnes ogsd mange heterotrofe
dinoflagellater og mikstotrofe, som begynner & beite pa bakterier nar fotosyntesen ikke gir
tilstrekkelig naringsutbytte. Om hesten begynner sprangsjiktet & brytes ned og man kan se en
hest oppblomstring, men nér og i hvor stor grad avhenger av lokale klimatiske og hydrografiske

forhold.

1.3 Marin miljgovervakning

Forvaltning av norsk vannmilje regulert giennom Vannforskriften (Vannforskriften, 2007) og
har som hovedmal at alle vannforekomster skal oppna minst "god tilstand". Vannets tilstand
males ut ifra et sett med godkjente grenseverdier for ulike kvalitetskriterier. 1 regi av
Miljedirektoratet gjennomferes en rekke overvékningsprogrammer langs Norges kyst. De
innhenter kunnskap om utvalgte komponenter i det marine gkosystem og har som maél & fange
opp endringer pa et tidlig stadium. Spesielt fokuserer de pad wuensket endring av
n&ringssaltnivder som forer til eutrofiering og klimaendringers pavirkning pd det marine

okosystem.

Marine gkosystemtjenester, som bl.a. matproduksjon, ramaterialer, rekreasjon, resirkulering av
naeringsstoffer og gassregulering, har en svert hoy arlig verdi som globalt ble estimert til 21
billioner (eng. trillions) amerikanske dollar (US$) i 1997 (Costanza mfl., 1997), som per i dag
mest sannsynlig er langt hoyere. Fjord og kyst er globalt noen av de mest brukte ekosystemerer
og nd mest truet av alle jordas natur-systemer (Halpern mfl., 2008; Lotze mfl., 2006; Worm

mfl., 2006).

I Naturmangfoldloven §1 star det "Lovens formal er at naturen med dens biologiske,
landskapsmessige og geologiske mangfold og ekologiske prosesser tas vare pa ved barekraftig
bruk og vern, ogs slik at den gir grunnlag for menneskenes virksomhet, kultur, helse og trivsel,

nd og i fremtiden, ogsd som grunnlag for samisk kultur."

Tap av artsmangfold og habitat truer havet som ressurs og vil i stor grad pavirke mennesket
som benytter det. For & hindtere og bevare biologisk mangfold ma man vite hva som er der,

hva som gar tapt, hvor og hvorfor.
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1.3.1 Overvaking av Indre Oslofjord

Fagradet for vann- og avlepsteknings samarbeid i1 indre Oslofjord er ansvarlig for
overvékningen i Indre Oslofjord. Overvékningsprogrammet utferes av neringsbedrifter, som
frem til 2015 var NIVA (Norsk institutt for vannforskning) og fra 2015-2018 var Norconsult.
NIVA har siden 2015 fortsatt & gjennomfore arlige observasjoner med FerryBox-systemet av
overflatevannet 1 Oslofjorden, som tidligere var en del av hovedprogrammet i overvékningen

av Indre Oslofjorden (Norli & Eikrem, 2018).
Historikk

Siden starten av 1900-tallet har overgjodsling vaert et av hovedproblemene i Indre Oslofjord.
For 1970-arene ble avlgpsvann fra Oslos befolkningen fort rett ut i fjorden (Miljedirektoratet,
2017).11970-arene var tilforselen av naringssalter og organiske stoffer pé sitt hoyeste pa grunn
av stadig ekende befolkning og industri. Overvdkingsprogrammet i Indre Oslofjord ble startet
opp 1 1973 og det ble iverksatt en rekke tiltak for & forbedre vannkvaliteten. Utbygging av
ledningsnett og tuneller for oppsamling og transport av avlgpsvann til effektive renseanlegg -
VEAS og Bekkelaget - har fort til betydelig bedring av vannkvaliteten de siste ti-arene
(Thaulow & Faafeng, 2013).

Utfarelse

I overvékningsprogrammet gjennomfort av Norconsult i 2017 ble vannprever samlet fra 25
vannprevetakningsstasjoner (figur 1.4). Overvékning av fytoplanktonet skjedde 1 hovedsak ved
a méle mengde klorofyll a og naringssalter i vannprevene fra 10 av stasjonene og bestemme
artssammensetning og biomasse ved 4 telle arter i lysmikroskop i vannprever fra stasjonene

Dkl og Ep 1.

Klorofyll a er et mal pé fytoplankton biomasse og inngér i som et biologisk kvalitetselement i

Vannforskriften og utferes etter Veileder 02:2013 (Norconsult, 2018).

Artsammensetning og mengde analyseres fra 25 mL vannpreve som konserveres i 1% Lugols
losning og observeres 1 omvendt lysmikroskop 1 henhold til NS-EN 15972:2006 (Veiledning
for kvantitative og kvalitative undersokelser av marine planktonalger) og NS-EN 15204:2006
(Utermohls metode om omvendtmikroskop). Som kvalitativanalyse inkluderes vertikalt

hovtrekk, med maskevidde 10 um, fra 30 — 0 meters dyp (Norconsult, 2018).
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Figur 1.4. Bunntopografi i Indre Oslofjord (venstre) langs transsekt markert i gront (hoyre).
Oversikt over vannpravetakningsstasjoner i overvakningsprogrammet i Indre Oslofjord
(hoyre og venstre) (Norconsult, 2017).

Utermohls metode har globalt blitt standard metode for kvantitativ analyse av fytoplankton
(Lund mfl., 1958; Paxinos & Mitchell, 2000). Metoden baserer seg pa at fytoplanktonet

sedimenterer i et tellekammer for identifisering og telling av celler.
Fordeler og begrensninger med metoden lysmikroskop

Fordeler med & bruke lysmikroskop som metode i overvakningen er at dette er en relativt billig
metode, sd lenge man har lysmikroskop og taksonomisk kompetanse tilgjengelig. Et viktig
moment er at lysmikroskopi er en metode som er brukt i lang tid og i mange land, slik at nye
celletelledata kan settes inn i eksisterende langtidsserier som er viktig for 4 oppdage trender i
protistsamfunnet. En mengde bestemmelseslitteratur finnes der arter er beskrevet basert pa
morfologiske karakterer for observasjon i lysmikroskop, ogsd for arter observert i norske
farvann (Throndsen mfl., 2007; Throndsen og Eikrem, 2001). A identifisere arter i
lysmikroskop krever tid samt vesentlig kyndighet og taksonomisk kompetanse. Genetisk
variasjon i kryptiske arter og fenotypisk plastisitet er to store utfordringer. Selv for veldig synlig
grupper, som Pseudo-nitzschia, er det eksempler pé at individer som er morfologisk like i et

lysmikroskop er genetisk forskjellig arter (Amato mfl., 2007). Det finnes ogsd eksempler pa
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morfologisk distinkte individer av samme art, som til og med kan endre utseende etter tid pa
dognet (Pizay mfl., 2009). En tredje utfordring er at bestemmelseslitteratur ofte beskriver kun
et bestemt livsstadie til en art, slik at arter som befinner seg utenfor dette livsstadiet potensielt

ikke blir identifisert (Hebert mfl., 2003).

Noyaktig identifikasjon av arter kan altsé ikke alltid gjeres basert pa cellemorfologi observert i
lysmikroskop alene og er mer kritisk for protister mindre enn 20 pm som mangler igynefallende
former (Massana, 2011). Sterrelsen pd arter som kan identifiseres 1 lysmikroskop er vanligvis
begrenset til celler over ca. 15-20 um og er avhengig av at cellene er godt preservert.
Preservering i Lugols kan vere fordelaktig da cellene sedimenterer raskere i tellekammeret og
det farger cellene brune, som gjor de synligere og iblant lettere & telle. Lugols kan pd den annen
side ogsé forarsake at cellene bli deformert og ugjenkjennelige. Dette gjelder spesielt "nakne"
arter som mangler eller har tynne organisk skall (Gémez mfl., 2015; Hansen mfl., 1991). Det

er ogsa et lite vannvolum som telles, noe som kan ekskludere arter som har lav abundans.

For & overkomme begrensningene man meter pa med bruk av lysmikroskop, har ekologer lenge
veart pa utkikk etter en metode som er repliserbar og lett & gjennomfore for ikke-taksonomer.

Metastrekkoding er foreslatt som en lgsning.

1.4 Metastrekkoding

DNA-strekkoding er et diagnostisk verktey som benytter DNA-sekvenser til 4 identifisere arter
(Gall & Saunders, 2010; Hebert mfl., 2003; Lahaye mfl., 2008; Lin mfl., 2009). En DNA-
strekkode er en artsspesifikk DNA-sekvens 1 en valgt region av et gen (marker) 1 artens genom.
Dette kan ses som analogt med strekkoden pé en vare i en butikk. En DNA-sekvens pa 15 baser
kan ha 15 - over en milliard - forskjellige kombinasjoner av DNAets fire baser (Adenin,
Cytosin, Guanin og Thymin). Det er mer enn 100 ganger det antallet kombinasjoner man trenger
hvis hver enkelt levende art har sin unike strekkode med 15 baser (Hebert mfl., 2003). DNA-
sekvenser som ikke blir konservert gjennom evolusjon er utsatt for mutasjoner, og art-

spesifikke sekvenser kan oppsta i de variable regionene av genomet.

En god marker (DNA-region) ber vere lett & oppformere med PCR (Polymerase Chain
Reaction), finnes hos et stort antall eukaryote-linjer og inneholde hoy interspesifikk- men lav

intraspesifikk variasjon. De beste markerene har vist seg 4 ha konserverte regioner som gjor det
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mulig & designe primere samt en variabel region som er taksa-spesifikk: artens strekkode (Lin

mfl., 2009).

Den tradisjonelt mest brukte markeren for & underseke protister har vaert hele eller deler av
genet som koder for ribosomalt RNA 1 den lille ribosomale subenheten (SSU), 18S rRNA-
genet (Brown mfl., 2016; de Vargas mfl., 2015; Edvardsen mfl., 2000; Egge mfl., 2015a; Gran-
Stadniczefiko mfl., 2017; Logares mfl., 2012; Massana mfl., 2015; Zimmermann mfl., 2011).
Det er mange fordeler med & bruke 18S rRNA-genet (18S) som marker; 18S finnes i alle
eukaryote celler, det finnes vanligvis mange kopier av 18S 1 genomet og primarstrukturen til
18S bestar av en mengde konserverte og variable regioner (figur 1.5). V4-regionen er en hyper-
variabel region 1 18S og har av CBOL-protist arbeidsgruppen (ProWG) blitt utnevnt til den
beste markeren for & skille de store gruppene protister (Pawlowski mfl. 2012). En rekke andre

markerer for protister har ogsa blitt foresldtt som alternativer til 18S:

Det mitokondrielle genet for cytocrome ¢ oxidase (COl, ogsé kalt cox1) har blitt en veletablert
marker for deteksjon av dyr (Hebert mfl., 2003; Vences mfl., 2005) og har vist seg & fungere
godt pd enkelte dinoflagellater (Lin mfl., 2009), diatoméer (Evans mfl., 2007), redalger
(Saunders, 2005) og brunalger (McDevit & Saunders, 2009).

Klororplast-genet som koder for RUBISCO (rbcL) er en veletablert marker for landplanter som
ogsa kan brukes til a skille flere diatoméer til art (MacGillivary & Kaczmarska, 2011).

Ribosomalt ITS (internal transcribed spacer) som er markeren for sopp (Schoch mfl. 2012) kan
fungere for noen dinoflagellater (Litaker mfl., 2007) og diatoméer (Moniz & Kaczmarska,
2010).

28S rRNA-genet som koder for ribosomalt RNA i den store ribosomale subenheten (LSU)
fungerer godt som marker for noen ciliater (Gentekaki & Lynn, 2009), haptofytter (Liu mfl.,
2009) og potensielt noen diatoméer (Trobajo mfl., 2010).

I dag finnes det flere DNA-databaser hvor DNA-sekvenser er lagret og tilegnet taksonomisk
tilherighet. NCBI (National Center for Biotechnology Information) (Edgar mfl, 2002) og EBI
(European Bioinformatics Institute) er de storste databasene, de kalles ogsa genbanker og

inneholder alle typer gener og genomer.
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Databasene PR? (Guillou mfl., 2013), Silva (Quast mfl., 2013) og Dinoref (Mordret mfl., 2018)
inneholder DNA-sekvenser av 18S rRNA-genet. Disse DNA-databasene gjor det mulig a
taksonomisk klassifisere sekvenser av 18S rRNA-genet mer ngyaktig enn NCBI og EBI.

I okologiske diversitets studier har det den siste tiden blitt mer og mer popular & benytte seg av
metastrekkoding (Brown mfl., 2016; de Vargas mfl.,, 2015; Massana mfl., 2015).
Metastrekkoding er en metode som kombinerer DNA-strekkoding og " high-throughput"
sekvensering (HTS) (figur 1.6). Fra en miljepreve blir den valgte markeren oppformert fra
DNAet til alle organismer som er tilstede i preven, med PCR. Utviklingen av HTS-platformer
har gjort det mulig & raskt sekvensere millioner av korte DNA-sekvenser samtidig (Reuter mfl.,
2015). For gyeblikket er det Illumina sekvenserings-platformen (Illumina Inc., USA) som er
den ledende akteren pd markedet og gir den beste sekvenseringsdybden per sekvensering
(Reuter mfl., 2015). Med god sekvenseringsdybde menes at en stor del av sekvensene som er
tilstede i preven blir sekvensert (Sims mfl., 2014). Den gode sekvenseringsdybden gjor det
mulig a fa et detaljert bilde av protistsamfunnets komposisjon og 1 tillegg detektere sjeldne
taksa. Illumina MiSeq sekvensering (forklart 1 seksjon 2.3.4) resulterer i sekvenser lange nok
til & dekke markerer som er vanlig & bruke i1 deteksjon av protister (Pawlowski mfl., 2012).
Flere undersoker nd muligheten for & benytte metastrekkoding i miljeovervikning (Ji mfl.,

2013; Pawlowski mfl., 2016; Valentini mfl., 2016; Zaiko mfl., 2015).

Fordeler og begrensninger med metoden metastrekkoding

Mange av fordelene med metastrekkoding utfyller begrensningene mott med den tradisjonelle
metoden lysmikroskop. Metastrekkoding gir muligheten til en automatisert handtering av
miljeprever som kan bli analysert med en standardisert protokoll. Dette eker muligheten til &
sammenligne datasett fra forskjellige studier og laboratorier (Zimmermann mfl., 2015). Ved
hjelp av denne metoden kan man identifisere taksa uavhengig av livsstadiet og sterrelse samt

uten 4 ha taksonomisk og morfologisk kunnskap om arten.

Den storste begrensningen med metastrekkoding ligger 1 tilgangen pd referansesekvenser.
Metoden er avhengig av gode og oppdaterte referansedatabaser for identifisering av markeren.
En annen begrensning er valg av marker og hvilken primer som blir brukt for & amplifisere den
onskede markeren. A lage et primerpar som er universelt nok til 4 fange opp diversiteten i

proven uten a ha heyere affinitet for enkelt taksa (Taberlet mfl., 2012) er enskelig.
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I metastrekkoding oppformeres markeren med PCR. Metoden er derfor kun semi-kvantitativ:
Mengden sekvenser kan ikke overferes til antall celler som er i preven. Forholdet mellom

sekvenser 1 en prove gir likevel et inntrykk av hva det er mye av 1 preven og hva som er sjeldent.
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Figur 1.5. Skjematisk fremstilling av sekundcerstrukturen til 18S rRNA-genet, dvs. den lille
subenheten av ribosomenes RNA. Den hyper-variable V4-regionen er markert overst til venstre.

Modifisert figur fra Yu, mfl., 2013.
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2016.
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1.5 Formal med oppgaven

I denne studien ble protistplanktonsamfunnet i Indre Oslofjord ved stasjonen DK1 underseokt
gjennom en toarsperiode ved bruk av metastrekkoding. Da Norconsult i 2015 overtok
overvakningen av Indre Oslofjord, ble det opprettet et ekstra overvakningsdyp, 0-2 meter, i
tillegg til det tradisjonelle dypet pd 5 meter for kvantifisering av fytoplankton. Formalet med
denne oppgaven var & beskrive diversitet og sesongvariasjon ved overflaten (0-2 m) og 5 m
dyp, utforske nytten av & bruke metastrekkoding i miljeovervakingen og hvorvidt

protistsamfunnet er forskjellig i de to dypene.

Spersmal som ble stilt var:

1. Hvilke grupper protister i planktonet kan pavises i Indre Oslofjord ved bruk av
metastrekkoding?

2. Hvordan varierer metastrekkoding-prevene gjennom aret?

3. Pavises det forskjellige dinoflagellat-taksa med metastrekkoding enn det kan
observeres med lysmikroskop?

4. Er det signifikant forskjell i protistsamfunnet mellom de to dypene 0-2m og 5m og

hvorfor?
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2 Materialer og metoder

2.1 Lokalitet

Provetakningsstasjonen DK1 (59 48.900 N, 10 34.163 ©) ligger omtrent midt i Indre Oslofjord,
rett ut for Steilene i den delen av fjorden som heter Vestfjorden (figur 2.1.A og B). Allerede i
1916 var DK1 etablert som provetakningsstasjon, og den gang hadde DK1 nettopp navnet
Steilene (Braarud & Nygaard, 1967). I dag er DK1 en av 25 vannprevetakningsstasjoner i
Fagradets overvékningsprogram av Indre Oslofjord (Norconsult, 2018). DK1 er omtrent 100 m
dypt og omgitt av grunnere poller/terskler pa hver side som skaper et undervannsbasseng (figur
2.1.C). Vannmassene i dette bassenget kommer hovedsakelig inn Oslofjorden fra Skagerak og
mi krysse den grunne Drebakterskelen. I det overste vannlaget finnes det gjennom &ret en
varierende grad av ferskvannstilfersler fra Glomma og Drammenselva, sammen med nedber og

avrenning fra land.

Y ©

L
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A Figur 2.1. Provetakningsstasjonen DK 1. (A) Stasjonen DK 1 er markert i ncerbilde, fremhevet

fra (B) kart over Indre Oslofjord. Begge kartene er laget pa Norgeskart.no. (C)
Bunntopografien i Indre Oslofjord, dyp er angitt pd y-aksen og overste x-akse er navnene og
plasseringen til provetakningsstasjoner i overvdkningen oppfort. DKI er uthevet med rodt.
Bilde er hentet fra Norconsult (2018) og modifisert. (B og C) Drobakkterskelen er markert med
lilla pil.

2.2 Innsamling

Det ble samlet inn 30 vannprever fra to dyp, 0-2m og 5m, over ca. en toarsperiode (tabell S.1).
Det ble tatt vannprever tilneermet annenhver maned 1 2016. I 2017 hver maned med unntak av
januar og juli. Hver innsamling ble gjennomfoert fra forskningsfarteyet F/F Trygve Braarud,
samtidig som vannets ledningsevne (C, "conductivity", som er et mal pa saltholdighet),
temperatur (T), trykk (D, dybde), oksygenmetning og fluorescens ble malt med en CTD-maéler
(SBE 9plus CTD, Sea-Bird Scientific, USA).

Vannprevene fra de to dypene ble samlet inn pa hver sin méte. Overflatevannet (0-2 m) var en
blandepreve som ble tatt med en 2 m integrert vannhenter (KC Denmark A/S, Danmark).
Vannhenteren er et ror som penetrerer vannsgylen ned til onsket dybde. Ved at roret lukkes 1
bunn omslutter det vannseylen og gjor det mulig & ta ut et 2 L utsnitt som kan hentes om bord.
Vannet ble overfort til en ren 10 L plastdunk, som etter gjentatte vannhentinger ble full. Vannet
fra 5 m ble samlet i Niskinflasker (2x5 L) festet til en rosett pA CTD-maleren. CTD-méalingene
ble registrert fortlopende da maleren ble senket ned til ~100m dyp. P4 vei opp ble maleren

stanset p4 Sm og vannprevene ble samlet.

Vannet fra de to dypene ble filtrert pa hvert sitt Sterivex-filter (Sterivex GV 0.22 um, EMD
Milipore Corporation), som fanger opp plankton sterre enn 0.22 um. Dette ble gjort ved at
vannet ble pumpet med en hastighet pad 600-800 rtm, vha. en peristaltisk pumpe (ISMATEC,
Tyskland), gjennom filteret, til et malebeger (figur 2.2). Mélet var at det skulle filtreres 2 L
vann pa ett filter. De gangene det ikke ble filtrert 2 L var dette fordi filteret var tett (tabell S.1),
som 1 var-sommermanedene da det var mye plankton i vannet eller fordi det ikke ble registrert.
Etter filtreringen ble filteret forseglet med heftemasse (Tack-it 50g, Faber-castell), merket og
lagt 1 kjoleskap inntil det ble fraktet i kjolebag til -80 °C fryser, hvor det ble oppbevart frem til
DNA-ekstraksjon. Det ble laget to filter per prove, et som ble brukt og et i reserve.
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Figur 2.2. Skjematisk fremstilling av hvordan vannproven pumpes ved hjelp av en peristaltisk
pumpe gjennom et Sterivex-filter til et mdlebeger.

2.3 Molekyleere metoder

2.3.1 DNA isolering og kvantifisering

DNA ble ekstrahert fra Sterivex-filteret og isolert ved bruk av DNeasy PowerWater Sterivex
Kit (50) (Qiagen, Tyskland), etter protokoll fra produsent med noen modifikasjoner (appendiks
1). I Sterivex-filteret ble det forst sproytet inn ST1B-lgsning som far cellene til & losne fra
filtermembranen. Filteret ble ristet 1 en Vortex-maskin (Vortex Genie 2, Scientific Industries,
USA). Deretter ble det sproytet inn bufferen MBL som edelegger celleveggen og far cellene til
a gd 1 opplesning, cytolyse, ved inkubering pa hey varme. Filteret ble igjen ristet i Vortex-
maskinen. Etterpa ble den homogene lgsningen trukket ut av filteret med en sproyte og overfort
til et rer med smé glasskuler. Siden celleveggen var edelagt og cellemembranen allerede var
punktert kunne de smé kulene sla ut og frigjere cellenes og kjernenes innhold av DNA ved at
reret ble ristet i Vortex-maskinen. Etter sentrifugering ble kun supernatanten overfort med
pippette til et rent ror. For & rense supernatanten ble det tilsatt IRS. IRS er en losning som binder
seg til uorganiske- og organiske stoffer som ikke er DNA, slik som proteiner og humus-stoffer.

Etter roret ble ristet, inkubert 1 kjoleskap og sentrifugert ble IRS-bunnfallet med avfallsstoffene
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unngatt og supernatanten med DNAet overfort til et ror med en silika(silisiumdioksid)-
membran. DNA binder seg til silika ved heye konsentrasjoner av salt. Saltlesningen MR ble
tilsatt og DNAet i supernatanten bandt seg til silika-membranen. Cellerester, som membraner
og proteiner, samt annet uorganisk materiale ble vasket bort med forst etanol, som sentrifugeres
gjiennom membranen. Deretter sentrifugeres gjennom en PW-lgsning som ogsa er etanol-basert
og som fjerner saltrester. Til slutt en siste sentrifugering og vask med etanol. Det renvaskede
DNAet ble frigjort fra silika-membranen med EB-buffer (Elution Buffer 250 ml, Qiagen,
Tyskland) og isolert. Ekstraksjon ble utfort pa 4-6 filtre av gangen, dette ble gjort for 4 unngé
at DNA skulle degraderes siden hvert steg i protokollen tar lenger tid med ekende antall filter.

Som en forberedelse til PCR ble konsentrasjonen (ng/uL) av det isolerte DNAet fra hver enkelt
prove kvantifisert med Qubit® 3.0 fluorometer (Thermo Fisher Scientific, USA).
Arbeidslesning ble blandet med Qubit® dsDNA HS Assay Kit, 500 assays (Invitrogen, Thermo
Fisher Scientific, USA) etter protokoll fra produsent. I denne losningen festes fluorokrom til
dobbelttradet DNA fra preven. Fluorokrom som er bundet til DNAet vil emittere lys nar det
blir belyst med ultrafiolett lys (UV). Det emitterte lyset blir registrert og gir et mal pa mengden
DNA 1 proven. Dersom resultatet av malingen viste "Too Low", altsd ingen malbar DNA-
konsentrasjon i preven (<10 pg/uL), ble proven kastet og DNA-ekstraksjon fra reservefilteret
ble utfort ved et senere tidspunkt. Viste derimot mélingen en hayere DNA-konsentrasjon enn 5
ng/uL, ble proven fortynnet med PCR-vann (Water, Mol Bio grade DNase-, RNase-, and
protease-free, Tyskland) til konsentrasjonen 5 ng/uL.

Fortynningen ble utfert etter likningen:
cl1+xV1=c2+V2

Der c1 = DNA konsentrasjon i praven (ng/uL), c2 = gnsket DNA konsentrasjon (5 ng/uL),

V1 = x (ukjent volum av preven som skal tilsettes totalvolum) og V2 = totalvolum (100 uL).
Som gir

_ 5ng/puL+100puL 500

Vi
c1ng/pL cl

uL

22



2.3.2 PCR

I PCR-reaksjonsmiksen (tabell 2.1) ble det blandet KAPA, fremover- og revers-primer etter

oppskriften under, der n er antall prover:

Tabell 2.1. PCR-reaksjonsmiks. Tabellen viser navn (og produsent) pad de tre ingrediensene i
reaksjonsmiksen, hva de inneholder og etter hvilket forhold de skal blandes (basert pa n antall
prover).

Inneholder: Mengde:

KAPA DNA-polymerase, dNTP, MgCl, 125 puL *n
(KAPA HiFi HotStart Sekvensy Mix og stabilisatorer.
(X2), Kapabiosystems, USA)
Fremover-primer: Oligonukleotider: S5uL*n
V4F illumina (5'~ TCG TCG GCA GCG TCA GAT GTG TAT AAG

- AGA CAG CCA GCA SCY GCG GTA ATT CC-3')
Revers-primer: Oligonuklotider: S5uL*n
V4R_AZig_illumina (5' ~GTC TCG TGG GCT CGG AGA TGT GTA TAA

GAG ACA GACTTT CGT TCT TGA TYR ATG A-3')

KAPA inneholder enzymet DNA-polymerase, deoksiribose nukleotidene A, T, C og G (ANTP),
magnesiumklorid og stabilisatorer. Primere velges etter hvilken del av DNAet man egnsker &
oppformere 1 PCR-reaksjonen. Primerne som her ble valgt er universale for eukaryoter og
binder seg til flankene av V4 regionen i den lille ribosomale subenheten (18S) (Piredda mfl.,
2017). Primeren har festet pd seg et overheng (figur 2.4) som senere inngér i & feste indekser til

sekvensene (Seksjon 2.3.3).

Regionen V4 er i gjennomsnitt 380-410 basepar (bp) lang (Zimmermann mfl., 2011) og
vanligvis artsspesifikk (Zhan mfl., 2013). DNA-polymerasen er avhengig av at primeren fester
seg forst til DNA-templatet, slik at den kan bruke den ledige 3'-enden pé primeren til & starte

syntesen.

Det ble pipettert 22.5 uL reaksjonsmiks, deretter 2.5 uL DNA-templat (fortynnet til 5 ng/uL),
til hvert av de 4tte rerene i PCR-stripsen, utenom det siste reret. Den var blank, kun 22.5 pL
reaksjonsmiks og 2.5 pL. PCR-vann, som kontroll pa at ikke mastermiksen eller PCR-vannet
var kontaminert. PCR-maskinen (Eppendorf AG, Tyskland) ble stilt inn pd PCR-programmet
som ble benyttet: forst 3 min denaturering ved 95°C, fulgt av 30 sykluser med denaturering ved
98°C 120 s, hybridisering av primer ved 62°C 1 30 s og DNA-syntese ved 72°C 1 1 min og 30 s.
Avsluttende forlengelse ble gjort ved 72°C 1 10 min. Fer hybridiseringstemperaturen ble valgt,
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ble det kjort en test-PCR for & underseoke hvilken hybridiseringstemperatur som ga best resultat.
Temperaturgradienten som ble testet var 62°C, 65.2°C og 67.9°C, hvor 62°C ga best resultat
(appendiks 2).

Etter PCR ble agarosegelektroforese benyttet for & undersoke at PCR-produktet inneholdt
DNA-fragmenter med ensket lengde (~380 bp) og at den blanke kontrollen var uten DNA. Det
ble laget en 0.8% agarosegelé ved & blande 0.8 g agarosepulver (Lonza, USA) med 100 mL
TAE x1-buffer (appendiks 3). Lesningen ble varmet i mikrobglgeovn og etter kort avkjeling
ble det tilsatt 4 uLL GelRed (Biotium, USA). GelRed binder seg til DNA og fluorescerer i UV-
lys og derfor gjor det mulig & visualisere DNA-fragmentenes plassering pa gelen ved & belyse
den med UV. Den homogene losningen ble overfort til et elektroforesekammer med kam, som
lagde brennene i gelen. Da gelen hadde stivnet ble 1 pL "loadingbuffer" (Termo Scientific,
USA) blandet med 5 pL PCR-produkt applisert i hver sin brenn. Ferste og siste brenn var
forbeholdt 6 pL sterrelsesmarker (FastRuler™ Low Range DNA Ladder, Termo Scientific,
USA), som gjorde det mulig & kontrollere at DNA-fragmentene hadde den enskede lengden.
Gelen ble kjert i 40 min, ved 80V og 400mA (Electrophoresis Power Supply — EPS 301, Bio-
Sciences AB, Sweden). Gelen ble observert og fotografert i et UV-kabinett (Gene Genius, Bio
Imagine System, Syngene, England).

Kimeerer

Kimarer oppstar nér to enkelttradet DNA fra hver sin organisme ved en feil/tilfeldighet smelter
sammen under PCR. Dette kan skje ved at konserverte regioner i rDNAet fungerer som primer;
dermed kan det dannes et hybrid av trader fra to forskjellige organismer som bruker hverandre
som primer og templat (Berney mfl., 2004; Hugenholtz, 2003). For & redusere amplifiseringsfeil
ble hver prove oppformert i tre separate PCR-reaksjoner (Acinas mfl., 2005; Kanagawa, 2003).
De tre PCR-produktene ble etter gel-kjoring og kontroll blandet til ett PCR-produkt, som

heretter omtales som et amplikon.
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2.3.3 Forberedelse til lllumina sekvensering

Amplikonet ble forberedt til [llumina Miseq-sekvensering ifelge produsentens protokoll "16S
Metagenomic Sequencing Library Preparation Preparing /6S Ribosomal RNA Gene Amplicons
for the lllumina MiSeq System".

(https://support.illumina.com/documents/documentation/chemistry _documentation/16s/16s-

metagenomic-library-prep-guide-15044223-b.pdf)

Denne protokollen har flere trinn, sidetall blir oppgitt. Etter PCR ble amplikonet vasket (s.8-9).
Dette ble gjort med AMPure-kuler (Agencourt® AMPure® XP, Beckman Coulter Inc., USA)
og 80% etanol (figur 2.3). AMPure-kulene har den egenskapen at de er paramagnetiske, det vil
si at de kun er magnetiske i et magnetiskfelt. Kulene vil ikke tiltrekke hverandre og danne
klumper som blir bunnfall i lesningen, men isteden binde det negativt ladete DN Aet. Overflaten
pd kulen er dekket med karboksyl-molekyler som reversibelt binder DNAet ved
tilstedevaerelsen av PEG (polyetylen glykol) og salt (natriumklorid) (DeAngelis mfl., 1995).
Etter at DNAet bandt seg til AMPure-kulene, ble rarene plassert i et magnetstativ (DynaMag™-
96 Side Skirted, Life Technologies AS Oslo, England) som aktiverte magnetismen i kulene,
som da sammen med DNAet ble trukket mot veggen i reret der magneten stod. Det ble derfor
mulig a fjerne den DNA-fri supernatanten og vaske med etanol. Det ble tilsatt EB-buffer som
reverserte bindingen av DNAet til AMPure-kulene, og supernatanten som da inneholder DNAet

ble overfort til et rent ror.

{ AMPure XP 4 Binding Seperasjon Etanol vask EB-buffer Overfar

g.9 P € D)
P - 8
v A Lov A
o
7 4
1 2
Kast Kast
supernatant etanol

Figur 2.3. Skjematisk oversikt over stegene i vasking av PCR-produkt med AMPure-kuler.
Figuren er hentet fra Beckman Coulter, Inc. SPRIselect User Guide © 2012 og modifisert.
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Neste trinn i protokollen er Indeks-PCR (s.10-12). Det ble ved hjelp av PCR festet tre
oligonukleotider til DNA-templatet i amplikonet (figur 2.4). Oligonukleotidene var primer-
bindingsseter, indekser og Illumina Sekvenserings-adaptere (Nextera XT Index Kit, [1lumina,
USA). Indeksene er spesifikke for hver enkelt prove og gjor det mulig & gjenkjenne hvilke
sekvenser som tilhgrer hvilken preve etter sekvenseringen. Illumina Sekvenserings-adapterne
er nadvendig for at sekvensene skal feste seg til "flow"-cellen under sekvenseringen, som vil
bli forklart 1 seksjon 2.3.4. Illuminasekvensering. Alle amplikonene samlet omtales heretter

som et amplikon-bibliotek.

Forover-primers bindingssete (overheng)

5'-TCGTCGGCAGCGTCAGATGTGTATAAGAGACAG-3' ) ) )
VAF_illumina primer

VAR_AZig_illumina primer Revers-primer bindingssete (overheng)
\ 5'-GTCTCGTGGGCTCGGAGATGTGTATAAGAGACAG-3'
_\ DNA-templat
Illumina sekvenserings-ada pter\ PCR
Indeks 2
"\ Indeks 1
Indeks- \Illumina sekvenserings-adapter
PCR

Figur 2.4. Figuren illustrer hvordan primere med overheng gjor det mulig a feste indekser
(indeks 1: orange, indeks 2: gul) og Illumina sekvenserings-adaptere (i hver ende, bld og lilla)
vha. PCR til DNA-templatet i amplikonet.

Etter Indeks-PCR ble amplikon-biblioteket igjen vasket med AMPure-kuler og etanol (s.13-
14), deretter ble DNA fluoromertisk kvantifisert med Qubit. Arbeidslesning ble laget med
Qubit® dsDNA LS Assay Kit, 500 assays (Invitrogen, Thermo Fisher Scientific, USA) etter
protokoll fra produsent.

Som en siste sjekk pd at DNA-fragmentene i biblioteket er like lange (~600bp=380 bp + primer-
bindingssete + indeks + adapter), ble det kjort pa en 0.8% agarosegel. Alle provene i biblioteket
ble fortynnet med EB-buffer til lik konsentrasjon (10 nM), etter beskrivelse pd s.16 i protokollen
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og til slutt blandet til én blandeprove ved at det ble pipettert SuL av hver prove over til et nytt
rent ror. Blandeproven gjennomgikk en siste kvalitetssjekk der prevens renhet og mengde DNA
(ng/uL) ble malt med Nanodrop ND-1000 spektrometer (Thermo Scientific, USA). Renheten
til proven ble gitt etter forholdet mellom absorbsjon av belgelengdene 260nm og 280nm. DNA
absorberer lys ved belgelengden 260nm. En 260/280 ratio pa 1.8-2.1 bli ansett som en ren
preve, men er ratioen derimot lavere kan det indikere at proven inneholder proteiner, fenoler
eller andre forurensninger som absorberer lys ved belgelengden 280nm. Til slutt ble preven
kjort pa 0.8% agarosegel for & kontrollere at alle DNA-fragmentene var like lange. Disse

resultatene ble sendt med proven til Norsk sekvenseringssenter ved Universitetet i Oslo.

2.3.4 llluminasekvensering

Oppformering av kloner med "*bro-amplifisering™

CR2-T- 2 12
o
<o

3. Det dannes grupper av kloner over hele
“flow”-cellen med “bro-amplifisering”

-_— — —
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. "
e .e
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T .e
H "
l "

2. “Bro-amplifisering”:
Enkelttraden har

dannet en
bro og syntetiseringen
: o kan starte g
o
- z
- 0
: o 2
I I . A .
1. Venstre: Enkel DNA-trdd bundet til “flow”-cellen 4. Grupper av kloner der revers- 5. Forover-tradene far festet primer
Hayre: Oligonukleotide pa “flow”-cellen tradene skal vaskes bort og sekvenseringen kan starte

Figur 2.5. Figuren viser trinnvis hvordan det blir dannet kloner med "bro-amplifisering".
Figuren er modifisert © Illumina, Inc.

[Mluimuna MiSeq System sekvenserer ved syntese. Det vil si at baserekkefolgen blir registrert
etterhvert som DNA-trdden syntetiseres. Forst blir preven denaturert med natriumklorid
(NaOH). NaOH bryter ikke bare hydrogenbindingene i DNAets dobbelhelix, men forhindrer
ogsd enkelttrddene 1 & danne sekunderstrukturer (Wang mfl., 2014). Preven blir overfort til

"flow"-cellen som er en glassplate behdret med to ulike typer oligonukleotider. Disse er
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komplementzre til de to [lummina sekvenserings-adapterne som tidligere har blitt festet til hver
ende pa amplikon-prevene. Hybridisering skjer ved at de denaturerte fragmentene i proven
fester seg til den komplementare oligonukleotiden. Et polymerase-enzym danner en
komplementaer DNA-trdd til det hybridiserte fragmentet, det dobbelttradete molekylet blir
deretter denaturert og det originale templatet vaskes bort. Det blir dannet kloner av traden ved
"bro-amplifisering" (figur 2.5). I denne prosessen bgyer den fastsittende trdden seg over og
binder seg til det andre oligonukleotiden, slik at trdden blir staende i en broform. En polymerase
bruker trdden som templat slik at broen blir dobbelttradet. Broen blir denaturert, som resulterer
1 to enkelttradet kopier av molekylet som sitter fast i hver sin oligonukleotidet i "flow"-cellen.
Dette blir gjentatt igjen og igjen, og skjer samtidig for millioner av DNA-trdder over hele
"flow"-cellen, som resulterer i grupper av tilnermet 1000 kloner for alle sekvensfragmentene 1
proven. Etter klone-amplifisering blir revers-tradene vasket bort og kun forover-trddene star
igjen pé "flow-cellen". 3'-endene blir blokkert for a forhindre uensket priming og endelig kan

selve sekvenseringen starte.

Sekvensering

Qo "
3‘3 Flow"-cellen
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' enden 1 C
b : Syklus 3
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1 emitterer i hver
L] I r
| - ;yklus blir A
@w registrert. Dette Syklus 5
' (=] 2
: ! kjer parallelt for
Syklus 1: v ® S
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emitterer lys etter Neste sy.klus st.arter etter 0 kloner over hele C
belyst med laser MOTERIREIVES, enden l “flow"-cellen. Syklus 6

er fiernet

Figur 2.6. Figuren viser sekvensering ved syntese, med syntetiseringen (venstre) og hvordan
dette ser ut pd "flow"-cellen (helt til hayre). Figuren er modifisert © [llumina, Inc.
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Sekvenseringen starter med at forover-primer blir bundet til sitt bindingssetet pd forover-trdden
(figur 2.6). Teknologien "Sekvensering ved syntese" bruker dNTPer som er merket med hvert
sitt fluorokrom samt reversibelt blokkert i1 3'-enden. I hver syklus konkurrerer nukleotider om
den ledige plassen i den voksende trdden. Nukleotidene blir belyst med en gronn- (for G og T)
og rad- (for A og C) laser som far fluorokromet til & emittere lys. Lysets balgelengde og styrke
blir gjennom flere filtre tolket og det nukleotidet resultatet tilsvarer blir registrert (figur 2.6).
Hvert registrert nukleotid 1 sekvensrekkefolgen fér en tilherende kvalitetsverdi, som sier noe
om hvor korrekt denne avlesningen er kalkulert til & veare. Overfledige nukleotider,
fluorokromet samt blokkeringen i 3'-enden blir kjemisk fjernet og neste syklus kan starte.
Sekvenseringen stanser etter et bestemt antall sykluser, som da tilsvarer lengden pa den forste
sekvenserte traden. Den sekvenserte traden blir vasket bort, indeks 1 blir lest av, forover-traden
danner igjen en bro og indeks 2 blir lest av. Som ved "bro-amplifiseringen" blir revers-trdden
syntetisert og alle forover-trddene vaskes bort. P4 samme mate som forover-traden blir revers-
trdden sekvensert. Dette kalles "paired-end"-sekvensering og resulterer i to overlappende

sekvenser.
Sekvenseringsfeil

Den vanligste feilen i Illumina sekvensering er substitusjonliknende registreringer av
nukleotidet. Dette oppstér pa grunn av sterk korrelasjon mellom emisjonsspekteret til A og C,
og T og G, og begrensninger 1 filtrene som brukes til & tolke/skille signalet. Et annet problem
oppstdr nar ikke alle klonene i en gruppe emitterer lys i lik belgelengde, kjent som
faseforskyvning og pre-faseforskyvning. Faseforskyvning skjer nar blokkeringen i 3'-enden pa
det sist syntetiserte nukleotidet ikke er blitt tilstrekkelig fjernet. Dette kan fa noen av klonene i
en gruppe til henge etter de andre i syntetiseringen. Pre-faseforsyning pd den annen side skjer
nar ikke alle nukleotidene er tilstrekkelig vasket bort i slutten av en syklus og 3'-enden pé disse
blir fjernet. Dette gir noen kloner muligheten til & ligge litt foran de andre i syntetiseringen fordi
de syntetiserer flere nukleotider 1 en syklus enn hva som blir registrert. Begge
faseforskyvningene resulterer i folgefeilforstyrrelser 1 lyssignalet sendt ut fra den gitte gruppen

kloner (Kircher mfl., 2009; Schirmer mfl., 2015).
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2.4 Analyse av sekvensdata

Primer-bindingsseter, indekser og adaptere ble fjernet fra rasekvensene av Norsk

sekvenseringssenter og rasekvensenes lengde var ~250 baser.

2.4.1 Bioinformatikk

= Korrigerer sekvenseringsfeil BAYESHAMMER
=Slar sammen forover- og revers sekvenser PEAR

»Fjerner for korte sekvenser USEARCH
» Kvalitetssjekker

sSorterer sekvenser i 5'-3"-retning HMMER3
*Sorterer 16S-, 185-, 235- og 285
sekvenser hver for seg

*Dereplikerer USEARCH

*Fjerner kimzerer og single sekvenser UPARSE
»Danner OTUer

»Sgker OTUers taksonomiske tilhgrighet
opp mot en referansedatabase (PR?)

*Lager en matrise over OTUenes USEARCH

forekomst i alle prgvene

Figur 2.7. Arbeidsflyten i den bioinformatiske-pipelinen som ble brukt til a behandle
rdasekvensene og beskriver jobben de forskjellige programmer/algoritmer har utfort.

Pé datasettet ble det brukt en pipeline designet for filtrering og klassifisering av [llumina MiSeq
rasekvenser (Logares, 2017) (appendiks 6, figur 2.7). Alle analyser i1 pipelinen ble gjort pé
superdatamaskinen Abel ved Universitet i Oslo

(https://www.uio.no/english/services/it/research/hpc/abel/). I korte trekk ble fastq rdsekvensene
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forst korrigert for feil med BAYESHAMMER (Nikolenko mfl., 2013). BAYESHAMMER
bruker i forsteomgang grupperingsalgoritmen i HAMMER til & gruppere de tiln@rmet identiske
rasekvensene, for deretter & redefinere gruppene ved a sub-gruppere kontiger (overlappende
fragmenter av sekvensen som til sammen representerer hele sekvensen) etter kvalitetsverdiene
gitt av [llumina. For hver tilordnede sub-gruppe gis "Bayesianske-straffeverdier" (BIC) basert
pa Bayesiansk statistikk (dette blir ikke forklart naermere siden det gar utover rammene for
denne oppgaven). Til sammen inngér kvalitetsverdiene og straffeverdiene 1 en ny algoritme som
korrigerer de antatte sekvenseringsfeilene i1 kontigene. BAYESHAMMER setter sammen
kontigene til hele sekvenser og gir nye kvalitetsverdier til basene i sekvensene. De sekvensene
som da har for darlige verdier fjernes, siden det indikerer mange sekvenseringsfeil. "Pair-end"-
sekvenseringen genererte to sekvenser for hvert DNA-templat, en for hver av primerne (forover
og revers). Det komplementare overlappet i1 disse sekvensene ble paret og sekvensene slatt
sammen med PEAR (Zhang mfl., 2014). Hvis det var baser i overlappet som ikke var
komplementeaere, vurderte PEAR de nye kvalitetsverdiene til baseparet opp mot hverandre og
beholdt den basen med best verdi. Basen som ble beholdt fikk korrigert ned sin kvalitetsverdi.
Med USEARCH ble sekvenser som etter sammensldingen var kortere enn 100 baser fjernet.
Grensen ble satt til 100 for & unngd type 1 feil, altsd at den fjerner reelle sekvenser, men den
blir ikke satt lavere da dette vil gke sjansen for type 2 feil, at falske sekvenser beholdes. De
gjenverende sekvensene gjennomgikk en kvalitetskjekk, med en maksimumsforventningsfeil
= 1, der sekvenser med en kvalitetsverdi som tilsvarer over 1% feil-rate ble filtrert bort (Edgar

& Flyvbjerg, 2015).

Med metoden vi har brukt, er det mer enn 18S sekvenser som kan bli amplifisert og sekvensert.
Det er derfor viktig & identifisere 18S sekvensene fra alt annet. For & kunne sortere ut 18S
sekvenser ble verktoyet HMMER3 brukt. HMMERS3 er et verktoy som seker i sekvensdatabaser
eller forhdndlagede hmmr-profiler etter homologe sekvenser (Eddy, 1998; http://hmmer.org/).

I pipelinen er det forhandsdefinerte profiler for den lille- og den store ribosomale subenheten
for bade prokaryoter (henholdsvis 16S og 23S) og eukaryoter (18S og 28S). De sekvenser som
ikke var 18S ble fjernet, og de resterende sekvensene ble sortert i samme retning (5'-3").
Sekvensene ble deretter dereplikert med USEARCH (Edgar, 2010). Dereplikering betyr
fjerning av duplikater, altsd sekvenser som er like. Dette gjores for & minimere storrelsen pa

dataene man jobber med i pipelinen og derfor sparer mye tid pa de jobbene som kommer etter.
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Det er tre typer duplikater
Dereplikering (figur 2.8): "Full lengde"

duplikatet er det enskede
Full lengde produktet etter PCR og er
identiske sekvenser, ogsd i

antall baser, som navnet

Prefiks tilsier. "Prefiks" er et

duplikat 1 starten (eller
slutten) av sekvensen, men

har en kortere lengde.
Understreng

| | "Understreng" er et

duplikat innad i sekvensen,
Figur 2.8. Illustrasjon av de tre typene duplikater som kan ha

oppstatt til en sekvens." Full lengde" er et duplikat som er som er kortere enn
identisk sekvenseni lengde. "Prefiks" er et duplikat i starten

(eller slutten) av sekvensen. "Understreng" er et duplikat innad i
sekvensen. slutten  av  sekvensen

sekvensen fordi starten og

mangler. Den representative OTU-sekvensen man stdr igjen med etter dereplikeringen
inneholder informasjon om hvor mange duplikater den representerer og til hvilken prove

duplikatet tilhorte.

Som tidligere nevnt er mange sekvenser tilnermet like. Disse onsket vi & sld sammen til det
som kalles en OTU. OTU star for "Operational Taxonomic Unit" og er en pragmatisk erstatning
for art, som her ble definert til sekvenser med en 98% likhet (Ribeiro mfl., 2018). Dette ble
gjort med UPARSE V8.1.1756 som parallelt fjernet kimarer og OTUer som bare bestod av en
enkelt sekvens (Edgar, 2013). En OTU som bestir bare av en sekvens, ogsa kalt en singel
sekvens, er en sekvens som kun har forkommet 1 én enkelt prove én gang. Etter 4 ha tatt prover
over nesten to r som hver har gjennomgétt tre PCRer og vi har fitt 9 863 086 sekvenser, er
sannsynligheten liten for at vi vil std igjen med én singel sekvens fra en organisme. Disse ble
derfor vurdert som PCR- eller sekvenseringsfeil og fjernet. OTUenes taksonomiske tilharighet
ble bestemt ved & bruke programmet BLAST (Altschul mfl., 1997). BLAST tar den
representative sekvensen for hver OTU og generer et sek opp mot en valgt referansedatabase,
her PR? (Guillou mfl., 2013). PR? (The Protist Ribosomal Reference database) er en kuratert
database for RNA og DNA til 18S hos eukaryote. Avsluttende ble det med USEARCH generert
en matrise over OTUenes forekomst 1 hver prove. Sekvensene blir brukt som estimat for

abundans, OTUenes abundans estimeres for hver enkelt prove ved 4 telle hvor mange sekvenser
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(reads pa engelsk) som finnes i1 [llumina-biblioteket som korresponderer til den representative

OTU-sekvensen i den gitte proven.

2.4.2 Statistiske analyser og fremstilling av data

Alle analyser, databehandling og fremstilling ble enten utfert i Excel eller i R versjon 3.5.0 (R
Core Team, 2018) ved bruk av pakkene ggplot2 (Wickham mfl., 2018) og Vegan versjon 2.5-
3 (Oksanen mfl.,, 2018). R-skript til alle diagrammer og analyser er i appendiks 7.
Protistsamfunnets totale sammensetning ved stasjonen DK 1 toarsperioden, basert pé totalt
antall OTUer og sekvenser, ble fremstilt med treemap-pakken (Tennekes & Ellis, 2017). For &
kunne sammenligne samfunnet i provene ble datasettet ble subsamplet med funksjonen
"rrarefy" etter den proven med lavest antall sekvenser (10 530). Dette gjor provene like store

og sammenlignbare.
Miljevariabler

For a fremstille miljovariablene ved 0-2 m og 5 m, ble mélinger hentet ut fra CTD ra-datafilene

ved hjelp av R (appendiks 7).

For a undersgke om hver enkelt miljgvariabel samvarierer mellom de to dypene ble det benyttet
lineere regresjon. Viser miljovariabelen en linezer sammenheng mellom de to dypene, kan man
ved & underseke likningen til regresjonslinjen si noe om ulikheter og avvik fra samvariasjon.
En regresjonslinje beskrives med likningen y = ax + b, der a er stigningstallet til linjen og b
er skjeringspunktet med x-aksen. Overflatemalingene (0-2 meter) ble plottet pd y-aksen og 5
meter ble plottet x-aksen. Er stigningstallet a, tilneermet lik 1 er det stor samvariasjon mellom

de to dypene.

Det ovre blandingslaget ble bestemt ved & fremstille tetthets-profiler med Oce-pakken (Kelley
& Richards, 2018) og lese av dypet der sprangsjiktet startet.

Fylogenetisk analyse

For 4 verifisere den taksonomiske klassifiseringen tildelt av PR?> og for & undersoke
plasseringen til de mest abundante dinoflagellat-OTUene, ble det konstruert et fylogenetisk tre.
Det ble valgt ut 17 OTUer 1 gruppen Dinoflagellata. I disse 17 OTUene inngér de mest
abundante og frekvente OTUene fra bdde protistdatasettet og det subsamplede datasettet. For
hver OTU ble det manuelt gjort to Blast-sesk til genbanken NCBI
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(https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi), ett som inkluderte miljesekvenser og ett som

ekskluderte miljosekvenser. Ett til to av de beste treffene ble plukket ut fra hvert sgk. Sammen
ble disse brukt som en del av referansesekvensene 1 det fylogenetiske treet (tabell S.5). Resten
av referansesekvensene tilhorte typiske arter innen de forskjellige ordener i Dinoflagellata, samt
seks sekvenser som utgjorde utgruppen Apicomplexa, alle hentet fra PR?. Sekvensene ble
alignet med L-ins-algoritmen i MAFFT v7.300 (Katoh & Standley, 2013) og deretter trimmet
med trimAL etter standardinstillinger (Capella-Gutiérrez mfl., 2009). Det ferdige alignmentet
inneholdt 196 taksa og 1 908 karakterer. Maksimum-likhets-analyse ble utfort med programmet
RAxXML v8.0.26, ved & bruke fortlepende bootstrapping og ML-sek med GTRGAMMA-
modellen (Stamatakis, 2014). Antallet bootstrapper ble automatisk satt basert pA MRE boot-
stopp kriterier, og stoppet etter 352 replikater.

Alignment ble visuelt kontrollert i MAFFT (https://mafft.cbrec.jp/alignment/software/).

Ordinasjon

For & undersgke hvordan provene fra de to dypene var relatert til hverandre ble det benyttet
ordinasjon. Som foreslatt av van Son og Halvorsen (2014) ble det fortatt en multippel parallell
ordinasjon (MPO), som inkluderte DCA (detrending correspondance analysis) (Hill & Gauch,
1980) og GNMDS (gobal-non-metric multidimensional scaling) (Kruskal, 1964). For &
sammenligne ordinasjonsaksene fra DCA og GNMDS ble det brukt Kendall's tau
korrelasjonskoeffesient, . DCA ble kjort med standardinnstillinger for decorana-funksjon
(Hill, 1979), 4 reskaleringsykler med 26 segmenter i hver syklus. DCA-aksene er skalert i S.D
enheter. En to-dimensjonal GNMDS lgsning ble laget, der Bray Curtis-ulikheter ble
sammenlignet med distansematrisen. Der avstanden var s stor at den ikke var til & stole pa
(>0.8) ble nye Geodesic avstander beregnet. GNMDS-aksene er skalert 1 "Half Change"-
enheter. Miljovariabler ble skalert med "env.fit"-funksjonen og fremstilt sammen med

ordinasjonen i et biplot.

For & teste om prevenes plassering pa ordinasjonsaksene var lik for de to dypene, ble det
benyttet Welch tosidig t-test med funskjonen "t.test" og likhetsanalyse (Analysis of Similarity
— ANOSIM) for Bray-Curtis verdier ble utfert med funksjonen "ANOSIM" i Vegan-pakken.
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Rikhet, diversitet og jevnhet

Indekser for rikhet (antallet OTUer 1 hver prever), Shannon diversitet, H' (Shannon, 1948) og
jevnhet, J' (Pielou, 1966) ble bestemt med "diversity"-funksjon i Vegan-pakken, og ble brukt
til 4 undersgke sesongvariasjon i protistsamfunnet ved de to dypene. Funksjonen "gam" i mgcv-
pakken (Wood, 2018) tilpasset en ikke-parametrisk generalisert additiv modell (GAM) til
indeksdataene, slik at trender gjennom prevetakningsperioden ble fremhevet. Det ble benyttet

Welch tosidig t-test for a teste om indeksene var forskjellig ved de to dypene.
Sammenligning med lysmikroskop data

For & undersoke om metoden metastrekkoding paviser de samme dinoflagellat-taksa observert
med den tradisjonelle metoden lysmikroskop ble det sammenlignet tilstedeverelsen av
dinoflagellat-taksa registrert med de to metodene. Metastrekodding-dataene er resultatene i
denne studien fra de 11 provene som ble samlet pd 5 m dyp 1 2017. Lysmikroskopi-dataene er
basert pa 18 prover samlet med FerryBox systemet gjennom 2017. Lysmikroskop-prevene er
tatt ved samme preovetakningstasjon (DK1) og dyp som metastrekkoding-dataene. Prevene ble
talt i lysmikroskop av Wenche Eikrem pa NIVA (Norli & Eikrem, 2018). Ett taksa ble definert
til navnet gitt som narmeste taksonomiske klassifisering i de to metodene. I metastrekkoding-
dataene ble OTUene taksonomisk klassifisert mot referansedatabasen PR? og duplikate taksa-
navn ble fjernet. Ubestemte dinoflagellater innen en sterrelsesorden (um) eller innen en klade

regnet som ¢étt taksa.

Senere ble det kun sammenlignet taksa som ble klassifisert til art med de to metodene. Det ble
antatt at alle arter identifisert 1 lysmikroskop er 100% korrekt klassifisert. Alle taksa som ikke
ble klassifisert til art med stor sikkerhet (<99% identitet med referansesekvens i PR?) ble fjernet.
Tilslutt ble taksalistene for de to metodene kontrollert for synonymer ved & seke opp hver enkelt

art 1 ALGAEBASE (http://algaebase.org).

Vind

P& Landbruksmeteorologisk tjeneste sine nettsider (http://Imt.bioforsk.no/) ble det hentet ut

data pad gjennomsnittlig vindhastigheten, for hver dag fra februar 2016 til desember 2017
(prevetakningsperioden) ved meteorologiskmélestasjonen pid AS. Den meteorologiske
malestasjonen pa As er den nzermeste mélestasjonen til var provetakningslokalitet (DK 1) i Indre

Oslofjord.
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3 Resultater

3.1 Metastrekkoding-data

For hver enkelt av prevene ble det kontrollert at den inneholdt DNA-fragmenter med ensket
lengde, ~600 bp (appendiks 4), deretter ble de blandet til én blandeprove. For blandepreven ble
sendt til Norsk sekvenseringssenter for Illumina MiSeq sekvensering ble konsentrasjon og
renhet sjekket (appendiks 5). Blandeprevens renhet ble undersekt med Nanodrop hvor 260/280
nm ratioen var 1.97, og dermed innenfor kravet pa 1.8-2.1. Mengden DNA ble malt til 2.7

ng/uL, som tilsvarer 6.82 nM, noe lavere enn den enskede mengden pd 10 nM.

Fra Norsk Sekvenseringssenter mottok vi 60 (30 X 2) filer i formatet fastq.gz, det var 2 filer per
prove som inneholdt et likt antall sekvenser (én fil for forover- og én for revers sekvenser). |
filene tilsammen var det totalt 19 726 172 (9 863 086 X 2) sekvenser. Gjennom pipelinen ble
over 45% av sekvensene filtrert bort (tabell S.2.). I tillegg ble det fjernet 10 408 kimarer og
single sekvenser som til sammen utgjorde 285 323 sekvenser ("Radata" i tabell S.3). Videre ble
det manuelt fjernet OTUer som totalt i datasettet hadde under 10 sekvenser og OTUer som

forkom 1 kun én preve (tabell 3.1).

Tabell 3.1 Antallet OTUer og tilhorende sekvenser som manuelt er fjernet fra datasettet da de
kun forkom i én prove eller til sammen hadde under 10 sekvenser.

Antall OTUer  Antall sekvenser
Radata fer manuell filtrering - 5057 831
Forkommer i én prave 95 4093
<10 sekvenser 1 044 4 892
Totalt fjernet 1139 8 985
Gjenveerende i datasettet 1 584 5048 846

Det opprinnelige datasettet

De gjenvarende sekvenser (tabell 3.1) tilherer 1 584 unike OTUer som har 5 048 846
representative sekvenser med en gjennomsnittslengde pa 417 bp. Disse utgjer det "opprinnelige
datasettet" (tabell S.3) og ble taksonomisk klassifisert etter det taksonomiskesystemtet brukt i
referansedatabasen PR?. OTUene tilhorte 26 grupper som i hovedsak er taksonomiske rekker,

tilherende 8 supergrupper og uklassifiserte eukaryoter (figur 3.1).
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I tabell S.4 kan man finne antallet OTUer og sekvenser for hver av de taksonomiske gruppene.
Protist-gruppene blir beskrevet i storre detalj i seksjon 3.2.2. Figur 3.1 illustrerer hvilke grupper
1 planktonsamfunnet som ble pavist ved hjelp av metastrekkoding. Gruppene som ikke bestar
av protister (Fungi, Metazoa, Opisthokonta (uklassifiserte) og Streptophyta) vil kun raskt

nevnes under, siden denne oppgaven i hovedsak dreier seg om protister.

Ikke-protist-gruppene utgjorde 197 OTUer med 39% av antallet sekvenser, hvor Metazoa (dyr)
dominerte med 132 OTUer og nesten 2 millioner sekvenser (38.6%) (tabell S.4). De OTUene
med flest sekvenser 1 datasettet var OTU 1 og OTU 2, som til sammen hadde over 1 million
sekvenser (21.1%) (OTU-tabell i figshare). Begge OTUene ble klassifisert til familien
Maxillopoda i klassen Athropoda (leddyr), og OTU 1 ble bestemt til hoppekreps-arten
Paracalanus parvus. Det var kun 39 av OTUene i Metazoa som ikke ble klassifisert til art. Av
de 57 OTUene som utgjorde gruppen Fungi (sopp) ble alle klassifisert minst til taksonomisk
orden og 10 av disse bestemt til art. Det var kun én OTU fra uklassifiserte opisthokonter og 7

OTUer er Streptophyta (hayere planter).

Protister

Alle OTUer og tilherende sekvenser som ikke ble klassifisert som protister (markert 1 gult 1
suplementer tabell S.4.) ble fjernet fra det originale datasettet, som resulterte i
"Protistdatasettet". Dette datasettet bestod av 3 088 274 sekvenser fordelt pa 1 387 OTUer (figur
3.2). OTUene ble klassifisert til 22 grupper/rekker som tilherte 8 forskjellige supergrupper
(figur 3.5). Det var en ujevn fordeling av sekvenser per OTU. Hele 1226 OTUer (88%) ble
definert som sjeldne OTUer (<0.05% sekvenser per OTU) (OTU-tabell i1 figshare) og kun 15
OTUer som vanlige (>1% sekvenser per OTU) (tabell 3.2). Protistdatasettet ble subsamplet til
et likt antall sekvenser (10 530), etter den preven med ferrest sekvenser. For a teste om
subsamplingen pavirket den relative OTU-sammensetningen mellom prever ble det gjort
gjentatte subsamplinger som ble sammenlignet. De alle viste en korrelasjon pa >0.999 med p-
verdi <0.001. Etter subsamplingen bestod det subsamplede datasettet av 1315 OTUer og ca.
1/10 av sekvensene fra protistdatsettet (tabell S.4). Det var 72 OTUer som gikk tapt under
subsamplingen og antallet sekvenser som tilherte disse utgjorde 0.04% av protistdatasettet.
Antallet OTUer og sekvenser fordelte seg fortsatt svert likt pa de taksonomiske gruppene om
man sammenligner protistdatasettet for og etter det ble subsamplet (figur 3.5). De 1 315
OTUene ble taksonomisk klassifisert naermest til 1 095 referansesekvenser i referansedatabasen

PR?, 220 OTUer ble altsa tildelt samme referansesekvensen som en eller flere andre OTUer.
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Som eksempel ble 6 forskjellige OTUer taksonomisk klassifisert nermest FJ402945 Tripos
candelabrus, med varierende prosent identitet til referansesekvensen (OTU-tabell i figshare).

Det subsamplede datasettet fordeles etter dyp 1 Seksjon 3.3.

3e+05.
Antall OTUer: 1 387
Antall sekvenser: 3 088 274

o)
w
c
O 2e+05-
>
=
@
7]
S
c
<

1e+05.

0- L
0 500 1000
Antall OTUer

Figur 3.2. Viser hvordan de totalt 3 088 274 sekvenser i protistdatasettet er fordelt pa de 1 387
OTUene, i rekkefolge fra mest til minst abundant OTU (OTU nr. 1 387 har 10 sekvenser,
markert med rod pil). Legg merke til at de aller fleste OTUene har fd sekvenser.
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Rarefaction

For & undersoke om sekvenseringsdybden var tilstrekkelig til & fange opp protistsamfunnets
struktur og sammensetning ble det laget et rarefaction-plot basert pa protistdatasettet (figur 3.3).
Rarefactionkurver blir dannet ved 4 ta ut et gitt antall tilfeldige sekvenser fra hver enkelt prove
og fremstille hvor mange OTUer disse tilharer. Dette blir gjort gjentatte ganger og antallet
sekvenser man tar ut eker for hver gang, inntil man har tatt ut det totale antallet sekvenser 1
preven. Kurven viser OTU rikheten for et gitt antall sekvenser og gir et estimat pa antallet
OTUer som hypotetisk kan bli oppdaget. Hvis sekvenseringsdybden er tilstrekkelig vil kurven
for proven flate ut. Dette betyr at det ikke blir plukket ut sekvenser som tilherer nye OTUer.
Alle provene i protistdatasettet flater ut, utenom to (markert med * i figur 3.3.), som tilsier at
sekvenseringsdybden stort sett var tilstrekkelig til & fange opp OTU-rikheten som potensielt
kunne vert 1 hver enkelt av disse provene. Kurven til preve nr.10 (tatt den 25.11.16, fra 0-2 m)
og prove nr.26 (tatt den 18.10.17, fra 5 m) flater ikke ut. Dette kan tolkes som at det fantes

OTUer i disse provene som ikke ble sekvensert.

Antall OTUer
4|00

| [ [ I
0 50 000 100 000 150 000 200 000
Antall sekvenser

Figur 3.3. Rarefaction-diagram basert pd protistdatasettet for alle 30 prover. Hver linje i

diagrammet representerer én prove. Vertikal svart linje i diagrammet markerer antallet
sekvenser protistdatasettet ble subsamplet pd (10 530).
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OTU-rikhet og sekvenser fordelt pa taksonomiske grupper

De aller fleste OTUene ble klassifisert til en taksonomisk gruppe, utenom to OTUer som
omtales som uklassifiserte eukaryote. De taksonomiske gruppene er 17 rekker og 5 grupper. De
heterotrofe stramenopilene er en gruppe. Gruppen Stramenopiles er andre stramenopiler som
ikke med sikkerhet kan klassifiseres som heterotrofe eller som fototrofe ochrofytter. I PR? blir
Amoebozoa og Apusozoa omtalt som supegrupper (Guillou mfl., 2013) og de fa OTUene pavist
1 disse supergruppene, ble samlet i grupper med samme navn. Den siste gruppen er uklassifiserte
eukaryote. Omtrent halvparten (48%) av OTUene viste >99% likhet med en sekvens i1
referansedatabasen PR? (figur 3.4). Det var 287 OTUer som hadde 100% identitet med en
referansesekvens i PR? og 54 av disse ble klassifisert til art (tabell S.8).

Tetthet
0.15 0.|25

0.10

T T T T T
75 80 85 90 95 100
Prosent identitet mot referansedatabase (PR?)

Figur 3.4. Tetthetsdiagram (glatt histogram) som viser fordelingen av OTUenes identitets
prosent mot en referansesekvens i den kuraterte referansedatabasen PR’. Striplet linje
markerer 99%-likhet og vi ser at omtrent halvparten (48%) av OTUene har mer enn 99% likhet
med referansesekvens. Basert pd protistdatasettet.
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Tabell 3.3. Andel OTUer og sekvenser regnet i prosent (%) for hver supergruppe i protist- og
det subsamplede datasettet.

PROTISTDATASETT SUBSAMPLET DATASETT

OTUer (%) Sekvenser (%) OTUer (%) Sekvenser (%)
ALVEOLATA 50.97 69.16 50.65 68.36
AMOEBOZOA 0.14 <0.005 0.08 <0.005
APUSOZOA 0.29 <0.005 0.30 <0.005
ARCHAEPLASTIDA 6.63 6.16 6.77 5.44
HACROBIA 5.55 7.97 5.70 7.56
OPISTHOKONTA 2.52 0.53 2.66 0.44
RHIZARIA 7.86 1.68 7.91 2.04
STRAMENOPILES 25.88 14.47 25.78 16.11
UKL. EUKARYOTA 0.14 0.03 0.15 0.03

Forholdet mellom andelen OTUer og andelen sekvenser i datasettet viste liten korrelasjon og
fordelte seg ujevnt pa de forskjellige supergruppene (tabell 3.3). Alveolatene dominerte tydelig
datasettet med flest OTUer og sekvenser, etterfulgt av stramenopilene. Supergruppen Rhizaria
og Ochrophyta viste lav andel sekvenser i1 forhold til OTUer, og det motsatte gjelder for
Hacrobia. Archaeplastida var supergruppen som viste sterst likhet mellom andel sekvenser og
OTUer i datsettet. Amoebozoa, Apusozoa og uklassifiserte eukaryoter utgjorde sa liten del av

datasettet at de ikke vil bli diskutert videre.
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Figur 3.5. Treemap av protistgrupper. Antallet OTUer (venstre) og deres relative tetthet i
sekvenser (hayre) er proporsjonalt inndelt etter tilhorende taksonomiske gruppe/rekke og
supergruppe (uthevet), basert pa protistdatasettet (topp) og det subsamplet datasett (bunn).
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3.2 Variasjon gjennom aret

3.2.1 Sesongvariasjon i miljgvariabler

De hydrografiske forholdene og klorofyll-a-fluorecens ved DKI1 varierte gjennom
provetakningsperioden (figur 3.6). Provetakningsdatoene for malingene er listet i tabell S.1.
Temperaturmalingene for overflaten (0-2 m) og 5 m var identiske ved de fleste malingene og
viste en sterk sesongvariasjon, med varmeste registrering pa 19°C i august og kaldeste pd 1.3°C
1 februar (figur 3.6.A).

Saltholdigheten varierte mellom 19.9 og 30.3 og tettheten (sigma-t, or) fra 14.2 til 23.8 (figur
3.6.B-C). Saltholdighet og tetthet var sterkt korrelert for begge dyp (0-2 m: R?=0.9397, p-verdi
>0.001; Sm: R?>=0.9377, p-verdi >0.001). Overflatevannet viste generelt noe lavere verdier for
saltholdighet og tetthet enn ved 5 m, spesielt i manedene april-juni (2016), samt juni og
september (2017).

Dybden pa det ovre blandingslaget varierte mye gjennom de to arene (figur 3.7 og figur S.3).
Det dypeste var pa 12 m i april 2016 og grunnest var pa 2 m i mai 2017. [ mai 2017 var det en
markant ekning i saltholdighet og tetthet (figur 3.6.B-C).

Oksygenmetningen var lavere i overflatevannet i virméanedene (april-juni) i 2016 og september
og november (2017) enn ved 5 m (figur 3.6.D). Metningen ved 5 m overskred 100% i noen av
varméanedene begge ar, og det samme gjaldt for overflatevannet 1 2017. Det kan vaere fordi
primarproduksjonen denne perioden er sd hoy at havet kan gi fra seg oksygen til lufta. For at
dette skal vaere mulig forventes det en stor algebiomasse.

Dette ble bekreftet av forheyede fluorescens-mélinger ved spesielt 5 m samme periode (figur
3.6.E). Fluorescens er et mal pa mengden klorofyll-a som igjen er et estimat pa algebiomasse,
her oppgitt 1 relative enheter. Mengden fluorescens viste store svingninger gjennom aret for
begge dyp og har ved 5 m to tydelige topper 1 var-sommermanedene. Det var en svak ekning i
fluorescens 1 hestmanedene (sep-nov) begge ér.

Vindhastigenen varierte tydelig med sesong (figur 3.8). Det var storst spredning i vindhastighet
1 vinterménedene, hvor det var dager uten vind og dager med vind helt opp til 6 m/s. I
sommerménedene blaste det hver dag, men relativt sjeldent over 3 m/s. Vindhastigheten i
preveperioden (feb. 2016 — des. 2017) viste en gjennomsnittlig vindhastighet pa 1.77 m/s per
dag; 93 av dagene var vindhastigheten over 3 m/s (markert med red strek i figur 3.8). Alle
manedene, utenom juli 2016, hadde minst en dag (i snitt 4.2 dager) der vindstyrken var over 3

m/s.
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Figur 3.7. Dypet til det ovre blandingslaget giennom provetakningsperioden, ved DK 1. Datoer
for provetakning er oppgitt. Den rade horisontallinjen markerer 5 meters dyp.
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Figur 3.8. Gjennomsnittlig vindstyrke (meter per sekund) for hver dag, i perioden februar 2016
til desember 2017, ved metrologiske mdlestasjonen pd As (ncermeste metrologiske mdlestasjon
til provetakningsstasjonen DK1). Den rade horisontallinjen markerer vindhastighet 3 m/s.
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3.2.2 Protistsamfunnets sammensetning gjennom arstider

Sesongvariasjonen til protistsamfunnet ble undersekt ved a se pa antallet OTUer (figur 3.9),
prosentandelandel sekvenser fordelt pa gruppe/rekke (figur 3.10) og prosentandel sekvenser
fordelt pa klasse (figur 3.11) for hver enkelt prove tatt ved de to dypene (0-2 m og 5 m). Praven
representerer maneden den ble tatt (foruten om 2 og 20 februar 2017), eksakte datoer star listet

itabell S.1.

Hver supergruppe vil na bli presentert hver for seg. Beskrives antall OTUer refereres det til
figur 3.9 og OTU-tabell i figshare (Saubrekka og Bjerneklett, 2019). Antall OTUer er et mal
pa diversitet. En gruppe med et stort antall OTUer har hoy diversitet, altsd et stort mangfold og
rikhet. Prosentandelen sekvenser i proven forteller om tettheten til gruppene i forhold til
hverandre; deres relative abundans. Det refereres til figur 3.10 for gruppenes prosentandel
sekvenser og figur 3.11 for prosentandel sekvenser fordelt pa taksonomisk klasse. Disse tre
figurene burde for et helthetlig bilde sees i sammenheng og derfor presenteres hver supergruppe

isolert.
Alveolata

Supergruppen Alveolata dominererte datasettet og viste sterst diversitet i vintermanedene
november 2016 og desember 2017 og lavest diversiteten i var-sommer manedene (mars-juni).
Diversiteten ved begge dyp var gjennomgéende lik gjennom aret, foruten synlig faerre OTUer i

overflaten (0-2 m) i mai og november 2017 (figur 3.9).

Det kan vere noen f& OTUer som dominerer samfunnet med en stor andel sekvenser, altsa hay
relativ abundans. Dette sé vi 1 proven fra mai 2017 (0-2m), der én dinoflagellat-OTU (OTU 29)
utgjorde 93% av alle sekvensene i1 proven (figur 3.10 og tabell S.7). Dinoflagellatene viste ikke
en tydelig sesongvariasjon i andelen sekvenser, med totalt 567 unike OTUer i protistdatasettet
som varierte i relativ abundansen gjennom aret. Det var spesielt manedene juni og september
(2016), mai, juni og oktober (2017) som ble domineret av noen fa dinoflagellat-OTUer i klassen
Dinophyceae (figur 3.11 og tabell S.7). Denne klassen utgjorde hele 60% av alle sekvenser i
datasettet og var klart dominant da vi sammenlignet alle 79 klassene protister som ble pavist.
Hele 9 av de 15 vanligste OTUene i protistdatasettet tilherer klassen Dinophyceae (tabell 3.2),
som plasseres 1 et fylogenetisk tre 1 seksjon 3.3. OTU 3, som ble klassifiseret til 77ipos
candelabrus i PR?, dominerte ofte provene ved begge dyp gjennom hele provetakningsperioden

(tabell S.7).
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Syndinophyceae var den nest mest abundante dinoflagellat-klassen, med 297 OTUer som til
sammen hadde over 5% av sekvenser i datasettet, som alle tilherte Dino-gruppe I eller Dino-

gruppe II 1 ordenen Syndiniales (Figur 3.11 og OTU-tabell i figshare).

Ciliatene (Ciliophora) var tilstede gjennom hele aret ved begge dyp og hadde til sammen et
hoyt antall OTUer (124) (figur 3.9), men lav abundans (figur 3.10). OTU 31, klassifisert til
ordenen Strombidiida, var mest frekvent av ciliatene, med hey abundans spesielt i februar og

november 2016 og februar 2017 (OTU-tabell i figshare).

Alveolatene hadde lav andel sekvenser i mars ved 5 meter og det var tydelig den stramenopile

supergruppen (Stramenopiles) som dominerte (figur 3.10).
Stramenopiles

Stramenopilene viste en ganske lik sesongvariasjon som Alveolatene, med lavest diversitet i
var-sommerménedene (april - juli) og heyest 1 vintermanedene (nov. - des.) (figur.3.9). Den
relative abundansen til disse to supergruppene sé ut til & fluktuere parallelt: der den ene avtar
oker den andre og motsatt (figur 3.10). Abundansen av stramenopiler var hey ved overflaten i

juni 2016 og april 2017. Ved 5 m var abundansen hey i august 2016 og februar-april 2017.

Det var rekken Ochrophyta som innen stramenopilene hadde storst diversitet og hayest relativ
abundans (figur 3.9 og figur 3.10). Klassen Mediophyceae (senriske diatoméer) dominerte
proven fra 5 m 1 mars 2017 (figur 3.11) og spesielt OTU 15 hadde hey relativ abundans (tabell
S.7). OTU 15 ble klassifisert til Thalassiosira sp. Andre diatomé-OTUer som var realtivt
abundante (ca. 5% sekvenser) under varoppblomstringen i mars tilherte slekten Rhizosolenia
(OTU-tabell i figshare). OTU 15 var sammen med OTU 12 og OTU 13, som ble klassifisert til
henholdsvis Cyclotella sp. og Cheatoceros sp., blant de 15 vanligste OTUene 1 protistdatasettet
(tabell 3.2). Klassen Mediophyceae viste ogsa hey relativ abundans pd 2 m i juni og 5 m i august
2016, samt november 2017 ved begge dyp (figur 3.11). Innen klassen Bacillariophyceae tilhorte

majoriteten av sekvensene slektene Pseudo-nitzschia og Thalassionema.

De heterotrofe stramenopilene, spesielt den abundante MAST-kladen viste en hgy abundans

april 2017 ved 5 m dyp (figur 3.11).
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Hacrobia

Hacrobia, som bl.a. inneholder rekken Haptophyta (svepeflagellater), hadde som de andre
supergruppene storst diversitet 1 vinterminedene og lavest 1 var-sommer manedene. Den viste
verken et tydelig sesongmenster eller trender 1 antall OTUer eller andel sekvenser gjennom de

to arene (figur 3.9 og figur 3.10).

Klassen Cryptophyceae (svelgflagellater) var den mest abundante og eneste klassen i rekken
Cryptophyta (figur 3.11). Innen denne klassen fant vi én av de 15 vanligste OTUene i datasettet,
som ble klassifisert til arten Teleaulax amphioxeia (tabell 3.2).

Av haptofyttene (Haptophyta) viste klassen Prymnesiophyceae en plutselig stor ekning i
relative abundans i august 2017 ved 5 meters dyp (figur 3.11). I preven tatt i august 2017 var
det to OTUer som dominerte; den mest dominante tilherte dinoflagellaten Heterocapsa sp. og
den andre til slekten Emiliania (tabell S.7). Slekten Chrysochromulina var den slekten med
hoyest divesitet innen klassen Prymnesiophyceae, med seks OTUer som hadde hey relativ
abundans i feb.-apr. 2016 og sep. 2017. Kun én av Chrysochromulina-OTUene ble klassifisert
til art, Chrysochromulina leadbeateri (OTU-tabell 1 figshare).

Rekken Telonemia hadde hoy relativ abundans 1 sep. 2017, ved 5 m. De heterotrofe rekkene
Centroheliozoa, Katablepharidophyta, Picozoa og Telonemia viste en lav abundans gjennom
gjennom hele provetakningsperioden, foruten Picozoa som hadde en hey abundans i desember
2017 (figur 3.10). Innen disse rekkene var det kun OTUene som tilhorte
Katablephariodophyceae som ble bestemt til klasse (figur 3.11). Hacrobia var supergruppen der
antallet OTUer var positivt korrelert med relative abundans i protistsamfunnet ved flere

maneder.
Rhizaria

Supergruppen Rhizaria, hvor vi finner de heterotrofe rekkene Cercozoa og Radiolaria, viste en

okning i relative abundans i september 2017, en méned etter Haptophyta (figur 3.10)

Rekken Cercozoa hadde en hey diversitet med 94 OTUer i subsamplet protistdatsett (tabell
S.4). Av disse var OTUen som ble klassifisert til Cryothecomonas aestivalis den mest frekvente
og abundante (OTU-tabell i figshare). Ellers hadde Rhizaria reltivt f4 sekvenser gjennom de to

arene, som fordelte seg pé et varierende antall OTUer.
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Archaeplastida

Supergruppen Archaeplastida (planter) viste hay OTU-rikhet ved begge dyp fra desember til
april (figur 3.9). Antallet OTUer korrelerte ikke med andel sekvenser, som varierte mellom
dypene (figur 3.10). Dette sé vi spesielt i februar og november 2016, august og september 2017,
hvor antallet OTUer var relativt likt for begge dyp. Andelen sekvenser var synlig sterre i et av
dypene; ved 0-2 m i feb. 2016 og aug 2017 og ved 5 m i nov. 2016 og sep. 2017. Rekken
Chlorophyta (grennalger) var mest tallrik i antall OTUer og sekvenser i denne supergruppen.
En av de vanligste OTUene 1 protistdatasettet tilherte Bathycoccus prasinos 1 klassen
Mamiellophyceae (tabell 3.2.). Slekten Micromonas, med fire OTUer, hadde tilnermet like
mange sekvenser til sammen som Bathycoccus prasinos (OTU-tabell i figshare). Klassen
Mamiellophyceae hadde hey relativ abundans ved begge dyp i februar-april i 2016 og spesielt
ved 5 m 1 november samme ar (figur 3.11). Klassen Chlorodendrophyceae synliggjorde seg
merkbart 1 augustproven fra 2017, dominert av bl.a. OTU 19 klassifisert til ordenen
Chlorodendrales (figur 3.11 og tabell S.7).

I rekken Rhodophyta (redalger) ble det pavist 22 OTUer, hvor over halvparten viste lav prosent
identitet (~90%) med referansesekvensene i PR?> (OTU-tabell i figshare). Dette gjaldt alle
OTUer klassifisert til klassene Compsopogonophyceae og Stylonematophyceae. De mindre
abundante OTUene var mest til stede i apil og august 2017, hvor fem ble med 100% identitet
klassifisert til art innen klassene Florideophyceae (tabell S.8).

Opisthokonta

Opisthokonta var den supergruppen med gjennomgiende lavest OTU-rikhet og andel
sekvenser, ved begge dyp (figur 3.9 og figur 3.10). Innen rekken Choanoflagellida
(krageflagellater) var det klassen Choanoflagellatea som hadde flest sekvenser (figur 3.11).
Denne klassen var tilstede gjennom hele prevetakningsperioden ved 5 meters dyp, men uteble

1 overflaten 1 aug.-okt. 2017.

De mindre tallrike og abundante gruppene fulgte hverandre gjennom aret. De sd ut til & oke 1

andel sekvenser da Alveolatene avtok og minke da stramenopilene okte i abundans (figur 3.10).

» Figur 3.10. Soylediagram og linjediagram over andel sekvenser (%). For hver prove tatt
gjennom 2016-2017 ved de to dypene (A) 0-2 meter og (B og C) 5 meter fremstilles andelen
sekvenser i prosent fordelt pa taksonomiske grupper/rekker. Fargene i hver soyle har lik
rekkefolge som tegnforklaringen. Der det mangler soyle (A), er det ikke tatt prover ved dette
dypet (0-2 meter) for den gjeldende datoen. Basert pa subsamplet protistdatasett fordelt pd dyp.
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AFigur 3.11. Hver rad i varmekartet representerer en taksonomisk klasse (tilegnet av PR’ og
korrigert mot ALGAEBASE). Klassene er rangert i supergruppe, utenom uklassifiserte
eukaryoter og klassene innen Apusozoa og Amoebozoa. Alle klassene som inngadr i samme
gruppe har lik farge pa klasse-navnet, for noen er gruppenavn oppfort. Forste celle i hver rad
(i A og i B) er klassens prosentandel i datasettet ved det dypet. Prosentverdier er oppgitt i hver
celle, med to desimaler. For prosentverdier under 0.005 stdr dette oppfort som 0. Morkere farge
i cellen indikerer hoyere prosentverdi og i blanke celler er klassen fraveerende, prosenverdi 0.
Basert pd subsamplet protistdatasett fordelt pd dyp.

Sesongdynamikk hos funksjonelle grupper

OTUene ble klassifisert etter trofi basert pd deres taksonomiske tilherighet (figur 3.12). De
heterotrofe bestdr av Apicomplexa, klassen Syndiniophyceae i rekken Dinoflagellata,
Amoebozoa, Apusozoa, Centroheliozoa, Katablepharidophyta, Picozoa, Telonemia,
Choanoflagellida, Mesomycetozoa, Cercozoa, Radiolaria og de heterotrofe ikke-ochrophyte
stramenopilene. De fototrofe er medlemmer av Chlorophyta, Rhodophyta, Chryptophyta,
Haptophyta, Ochrophyta. Dinoflagellatene blir gruppert for seg siden de bestar av fototrofe,
heterotrofe og miksotrofe taksa uten om den heterotrofe klassen Syndiniophyceae. Det ble ikke
tatt hensyn til at det finnes unntak innen noen fototrofe grupper der medlemmer har mistet sin
evne til & drive fotosyntese gjennom evolusjon eller er miksotrofe, siden dette kan variere pa

slekts-niva og lite er kjent om omfanget.

Dinoflagellatene dominerte med heyest relativ abundans hele prevetakningsperioden, ved
begge dyp, for uten om i overflaten i feb. 2016 og april 2017 samt ved 5 m i mars 2017 (figur
3.12). De fototrofe gruppene hadde hay tetthet i var-manedene og dominerte i overflaten i feruar
2016 (figur 3.12.A) og var-manedene 1 2017 ved 5m (figur 3.12.B og C). Andelen fototrofe var
relativt lik ved hvert dyp 1 prevetakningsperioden og hadde heyest relativ tetthet i minedene
hvor dinoflagellatene avtok samtidig som den heterotrofe andelen var lav. Okning av
heterotrofe viste 1 2017 et sterkt samspill med andelen fototrofe, de eker i mengden relative
abundans i perioden etter det har vert en hey andel fototrofe (figur 3.12.C). Andelen heterotrofe

er lav nér andelen dinoflagellater er hay.

» Figur 3.12. Soylediagram over relative abundans fordelt pd trofisk niva (i prosent %). For
hver prove tatt gijennom 2016-2017 ved de to dypene (A) 0-2 meter og (B og C) 5 meter
fremstilles den relative abundansen (%) for to trofinivder, fototrof og heterotrof, samt
dinoflagellater og ukjente. Over de datoene de mangler en soyle, er det ved denne datoen ikke
tatt prover ved dette dypet (0-2 meter). Basert pd subsamplet protistdatasett fordelt pa dyp.
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3.3 Dinoflagellat-taksa

3.3.1 De mest abundant og frekvente OTUene i Dinoflagellata

I det fylogenetiske treet fremstilles de mest abundante og frekvente dinoflagellat-OTUene 1
protistdatasettet (figur 3.13. For fullstendig tre som inkluderer utgrupppen se figur S.2). I treet
ble 12 av 17 OTUer plassert sammen med kjente grupper og de resterende 5 OTUene ble
plassert 1 hver sin monofyletiske gruppe med miljesekvenser, som ble tildelt et gruppenavn.

Resultatene under burde leses sammen med tabell S.5.

Av figur 3.13.A ser vi at OTU 638 plasseres sammen med to andre miljosekvenser, samlet har
de blitt gitt navnet Gruppe 1. En av sekvensen funnet i NCBI var identiske regeransesekvensen
tildelt OTU 638 av PR? (tabell S.5). PR? ga litt mer opplysninger enn NCBI, da den klassifiserte
sekvensen som en sekvense innen klassen Dinophyceae, ikke kun som miljesekvens. Ser vi
videre pd resultatet fra Blast-analyse mot NCBI-databasen der miljosekvenser ble utelukket,
var en sekvens av Prorocentrum narmeste treff. OTU 638 er ikke en Prorocentrum ifolge
plasseringen 1 treet, men det kan heller se ut til at Gruppe 1 er en basal sgstergruppe til resten

av dinoflagellatene. Siden grenens stetteverdi er <65, er Gruppe 1 sin plassering 1 treet usikker.

OTU 733 ble passert i Gruppe 2 sammen med to andre miljosekvenser. Denne gruppen ser ut
til & vaere en sostergruppe til orden Peridiniales, men kan ogsa vaere en del av Peridiniales. Den
ene sekvensen med best Blast-treff i NCBI da miljesekvenser ble ekskludert, tilherte
Podolampas spinifera som er innen ordenen Peridiniales (tabell S.5). Den andre sekvensen
derimot, som hadde en like stor likhet med OTU 733, var en sekvens innen orden
Gymnodiniales. PR? viste at OTU 733 herte til klassen Dinophyceae. Utifra det overnevte kan

man ikke med sikkerhet klassifisere OTUen i en taksonomisk orden.

Vi kan med sikkerhet si at OTU 4 tilherer Heterocapsa rotundata, med god stette av Blast-
analyse mot PR? og NCBI, samt plassering i treet.

OTU 20 ble plassert i Gruppe 3 sammen med to andre miljesekvenser. OTU 20 er identisk med
en av miljesekvensene som ble naermeste treff med Blast-sek mot NCBI. Det er ikke inkludert
noen referansesekvenser fra seket der miljesekvenser ble utelatt, da treffene viste <90%
identitet. Gruppe 3 stdr som sestergruppe til Gonyaulacales, med lave stotteverdier. Grenens
plassering i treet kan derfor vere tilfeldig. Gruppe 3 har en lang gren, som kan tyde pa at den

er svaert forskjellig fra andre dinoflagellater inkludert i analysen.
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OTU 38 ble plassert i Gruppe 4, sammen med en annen miljesekvens, som var identisk
referansesekvensen tildelt av PR?. Det nzrmeste Blast-treffet i NCBI ble ved en feil ikke
inkludert 1 referansesekvensene til det fylogenetiske treet. OTU 38 sin narmeste slektning i

treet ble Spiniferites ramosus, med 100% stotte.

OTU 103 og OTU 3 ble begge klassifisert som Tripos-arter. OTU 103 var mest sannsynlig fra
Tripos fusus, som ble stettet av PR? og NCBI. Ved visuell inspeksjon av et MAFFT-alignment
med OTU 3 og to Tripos-sekvenser, var OTU 3 100% lik 7. muelleri og skilte seg fra T.
candelabrus med >40 bp. Dette indikerer at OTU 3 var fra Tripos muelleri, ikke fra Tripos

candelabrus som ble nermeste Blast-treff mot PR2.

OTU 8 ble plassert til Alexandrium hiranoi i treet, som ble stottet av Blast-treff mot PR2 og
NCBI. Siden dette er en art som ikke tidligere er pdvist i norskefarvann, ble det laget et MAFFT-
alignment med sekvensen til Alexandrium andersonii og sekvensen til Alexandrium
pseudogonyaulax, som er vanlig arter i Norge. OTU 8, A. hiranoi og A. pseudogonyaulax var

100 % identiske 1 V4-regionen og A. andersonii skilte seg fra disse med 28 bp.

OTU 37 ble plassert som Alexandrium margaelefii, som stettes av Blast-treff mot PR? og NCBI.
Ved visuell inspeksjon av MAFFT-alignmentet med disse to sekvensene, skilte OTU 37 seg fra
A. margaelefii med 2 bp.

OTU 22 ble klassifisert som Dinophysis acuminata i PR?, og ble i treet plassert midt i ordenen
Dinophysiales (figur 3.13.B). Et MAFFT-aligment viste at de tre Dinophysis-artene D. acuta,
D. acuminata og D. norvegica er 100% identiske og OTU 22 skilte seg fra disse med ett bp helt
1 starten av sekvensen. P4 grunnlag av det overnevnte kan OTU 22 med god sikkerhet
klassifiseres 1 slekten Dinophysis, men siden disse tre artene er identiske i V4-reginonen kan

OTU 22 ikke klassifisers til art.

OTU 14, OTU 639 og OTU 10 ble plassert i ordenen Gymnodiniales. OTU 14 passeres
sammen med en annen miljesekvens, hvor nermeste slektning ble en Warnowia-art. OTU 639
ble plassert i monofyletisk gruppe med to andre miljosekvenser og ble av PR? klassifisert som
en Gymnodinium-art, som 1 treet er nermeste sostergren. OTU 10 tilherer med god stotte

Gymnodinium beii (H. J. Spero) synonym til Pelagodinium bei.

OTU 51 ble plassert i Gruppe 5, med den lengste grenen i treet (figur 3.13.C). Av den grunn
ble det mistenkt at sekvensen til OTU 51 var en kimar. Den ble visuelt inspisert i et MAFFT-
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alignment mot andre dinoflagellat-arter og deler av sekvensen ble hver for seg sekt opp mot
NCBI. Det var ingenting som tydet pa at OUT 51 var en kimer. Dette gjor denne gruppen veldig
spennenende, da det kan vare en gren innen dinoflagellatene som ikke er genetisk karakterisert

enda.

OTU 30, OTU 29 og OTU 1033 ble alle klassifisert til Gyrodinium-arter. OTU 30 ble plassert
som G. gutrula. OTU 29 var den OTUen i protistdatasettet med flest sekvenser, og interessant
nok ble plassert i treet med ferskvanns-arten Gyrodinium helveticum som narmeste slektning.
Et MAFFT-alignment viste at OTU 8 var 6 bp forskjellig fra de to G. helvticum-sekvensene
som var nermeste Blast-treff i NCBI (tabell S.5). OTU 1033 ble plassert sammen med en annen

miljesevens, med G. fusiforme som nermeste slekning.
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3.3.2 Dinoflagellat-taksa sammenlignet med lysmikroskopfunn

De to metodene paviste svert
forskjellige dinoflagellat-taksa (figur
3.14 og tabell S.6). I protistdatasettet
ble det pavist 567 unike dinoflagellat-
OTUer (tabell S.4). Av disse var 401
OTUer tilstedet 1 provene tatt pd 5 m
1 2017. Disse ble taksonomisk
klassifiert til 106 unike dinoflagellat-
taksa (OTU-tabell i figshare).

Tilnermet dobbelt s& mange taksa
ble detektert med metastrekkoding

som med lysmikroskopi (figur 3.14

98 8 54

Unike dinoflagellat-taksa: Totalt = 160
Metastrekkoding = 106 = Lysmikroskop =62  Felles =8

Figur 3.14. Venndiagram over Dinoflagellat-taksa detektert
med metastrekkoding og lysmikroskop i 2017, innsamlet ved
stasjon DK fra 5 meter. Metastrekkodingtall er basert pd tall
fra protistdatsett og lysmikroskoptall er publisert i rapporten

og tabell S.6). Det er fa taksa som er - Overvikning med FerryBox (Norli & Eikrem, 2018).
blitt registrert med begge metoder,

kun atte arter (Dinophysis acuminata, Tripos furca, Tripos fusus, Akashiwo sanguniea,
Gyrodinium fusiforme, Protoperidinium depressum, Prorocentrum triestinum og "ubestemte

dinoflagellat").

Med lysmikroskop var det 9 taksa (tekate- og atekate dinoflagellater) som ble registrert som
ubestemte etter storrelsesorden (um) og 41 taksa som med metastekkoding ble registrert som
ukjente innen klader i dino-gruppe 1 og 2 i ordenen Syndiniales. Metastrekkoding fanget opp
32 slekter som ikke ble registrert med lysmikroskop. Av disse var 9 av slektene innen ordenen
Gymnodiniales. Det ble registrert 7 slekter med lysmikroskop som ikke ble registrert med med
metastrekkoding. Det ble pavist 6 Dinophysis-arter med lysmikroskop, hvor kun én av disse ble
pavist i metastrekkoding-OTUene klassifisert med PR? (tabell S.6).

Dinoflagellat-arter

Ved & fjerne alle taksa som ikke ble taksonomisk klassifisert til art fra metastrekkoding- og
lysmikroskop-taksalisten (tabell S.6) halveres det totale antallet unike taksa (figur 3.15). Taksa

defineres heretter som en art. Mange av metastrekkoding-OTUene har blitt klassifisert med lav
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prosent identitet mot referansesekvenser i referansedatabasen PR? (<99%). Det ble fjernet 30

taksa som var pavist med metastrekkoding pa grunn av usikker klassifisering.

Fordelingen av taksa identifisert med de to metodene er né jevnere og det er registrert 3 flere
taksa med lysmikroskop (punkt 3 i figur 3.15). Ett taksa som var felles i den opprinnelige
sammenligningen ble ikke pavist med metastrekkoding med hey nok identitet mot
referansesekvensen. Derfor ser vi en gkning i ett taksa kun pévist med lysmikroskop mellom
punkt 2 og 3 i Figur 3.15. En siste gjennomgang av taksalistene innebar sammenligning av
vitenskapelig artsnavn og synonymer. Dette var for a se om det er flere taksa som er felles for
begge metoder, men skjult i bruk av ulike artsnavn. Artsnavn i taksalistene ble sekt opp
ALGAEBASE hvor synonymer er listet (tabell S.10). Dette resulterte i to ekstra felles taksa
siden Lingulodinium polyedrum er synonym med Lingulodinium polyedra og Phalacroma
rotundatum er synonym med Dinophysis rotundata. Tripos candelabrus som péavist med
metastrekkoding ble i et alignment-sjekk omklassifisert til Tripos muelleri, som resulterte i

totalt 8 felles taksa for de to metodene.

Det var 22 unike dinoflagellat-taksa kun observert i lysmikroskop, hvor flesteparten enten var

Dinophysis-arter, Tripos-arter eller Protoperidinium (tabell S.11).

Med metastrekkoding ble det pavist OTUer som med stor sikkerhet ble klassifisert til 18 taksa
fordelt pa 16 forskjellige slekter, som ikke ble observert i lysmikroskop (tabell S.10). Ved en
gjennomgang av artene pavist med metastrekkoding ble det vist at omtrent halvparten av artene

er nakne dinoflagellater, noen kan danne cyster/hvilesporere, en var parasitt og en var mindre

enn 20 pm (tabell S.10).

» Figur 3.15. Sammenligning av dinoflagellat-taksa. Metastrekkoding-taksaliste og
lysmikroskop-taksaliste ble modifisert fra (1) opprinnelig sammenligning av alle taksa ved d
(2) fjerne taksa som ikke ble klassifisert til art, (3) beholde taksa som ble klassifisert med stor
sikkerhet og (4) kontrollere artsnavn for synonymer mot algaebase.org og korrigere listene mot
hverandre. Venndiagram (1,2,3, og 4) fremstiller fordelingen av taksa i hver liste i hvert trinn
av sammenligningen.
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08

Unike taksa = 160
Felles=8
Lysmikroskop = 62
Metastrekkoding = 106

2.

50

Unike taksa = 80
Felles=7
Lysmikroskop =29
Metastrekkoding = 57

3.

20

Unike taksa = 50
Felles=6
Lysmikroskop =29
Metastrekkoding = 26

4.

18

Unike taksa =48
Felles=8
Lysmikroskop =29
Metastrekkoding = 26
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54

Fjerner alle taksa som ikke ble klassifisert til art.

22

Fjerner alle metastrekkoding-taksa som hadde
<99% identitet med referansesekvens i PR?
Antar at alle lysmikroskop-taksa er 100%
korrekt klassifisert.

23

Kontrollerer begge taksa-lister for synonymer
(algaebase.org) og korrigerer mot hverandre.

21



3.4 Forskjellen mellom dypene

Alle miljovariablene viste en signifikant lineeersammenheng mellom de to dypene (p-verdi
<0.0001) (figur 3.16 og tabell 3.4). Temperaturen ved de to dypene var tilneermet perfekt lineaer
(y = x). Utfra likningene til saltholdighet og tetthet (likning B og C 1 tabell 3.4), ser man at
stigningstallet er <1, som vil si at forskjellen mellom dypene blir sterre nir verdiene for
mélingene oker. Oksygenmetningen var gjennomgdende lavere ved 0-2 m enn ved 5 m. Det

samme gjelder for fluorescens.

Temperatur (°C) Saltholdighet (PSU) o Tetthet (oT)
20 - y
C 2

S
()]
1 250
18-
22.5-
15-
20.0
5 10 15 14 16 18 20 22 24
5m om 5m
0 Oksygenmetning (%) Flourescens (ug/L)
D. . E .
3-
£
3 -
1-
40- * } ! } - | | |
60 80 100 2 4 6
5m 5m

Figur 3.16. Linecer regresjonsanalyse. Miljovariablene (4) temperatur, (B) saltholdighet, (C)
tetthet, (D) oksygenmetning og (E) fluorescens, malt gjennom praovetakningsperioden ved
stasjon DK ved de to dypene 0-2 meter og 5 meter.
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Tabell 3.4. Mdlingene for hver av miljovariablene ((A) temperatur, (B) saltholdighet, (C)
tetthet, (D) oksygenmetning og (E) fluorescens) fra dypene 0-2 meter og 5 meter ble
sammenlignet med lincerregresjonsanalyse. Alle viser en signifikant linecer sammenheng (p-
verdi >0.0001).

Miljgvariabel R? p-verdi Likning

A. Temperatur 0.9771 4.849e-12 y=1.02x-0.02

B. Saltholdighet 0.9303 6.772e-09 y =0.99x - 0.87

C. Tetthet 0.9525 5.514e-10 y=x-0.76

D. Oksygenmetning 0.8407 1.522e-06 y =0.89x + 4.93

E. Fluorescens 0.5923 0.0007926 y=0.41x+0.51
OTUene

Det var 1387 unike OTUer totalt i
protistdatasettet. Av disse var 1313
OTUer (95%) felles for de to dypene, 0-2
m og 5 m (figur 3.17). Det var 17 OTUer
som var s@regne i overflaten, hvor 8 av

disse ble klassifisert til art av PR? (tabell

OTUer:
3.5.A). Ved 5 m var det 57 OTUer som Totalt = 1387
M 0-2m=1330
ikke var tilstede i1 overflaten, av disse ble M 5m=1370
M Felles = 1313

6 bestemt til art (tabell 3.5.B). Av de
seregne OTUene bestemt til art, er det
kun 2 av artene der klassifiseringen har
relativt god stette (>99% identitet med
referansesekvens), ciliaten

Pseudocohnilembus  persalinus og

dinoflagellaten Oxyrrhis marina, begge Figyr 3.17. Venndiagam som viser hvordan OTUene i
protistdasettet fordeler seg pa de to dypene 0-2 meter
(gronn) og 5 meter (bla) og hvor mange OTUer som er
felles for begge dyp (turkis).

var kun 1 overflaten (tabell 3.5).
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Ordinasjon

Ordinasjonen viser at prover tatt samme dato ved de to dypene, er relativt like (figur 3.18).
Dette ble undergkt ved & benytte ordinasjon av typen MPO. Forste akse 1 DCA og GNMDS
viste sterk korrelasjon, t-verdi: 0.64, p-verdi <0.0001. Andre aksene viste en svakere
korrelasjon, t-verdi: 0.35, p-verdi = 0.006. Siden DCA-plottet viste tydelig tunge-effekt (figur
S.1), ble det valgt & kun analysere og diskutere GNMDS-ordinasjonen.

o - b -
. , %
Mar. 2017 \ Sep. 2017 \
@
1- Mai 2017 | A X
I/ @2 Feb. 2017 % \
20 Fel% %
2017 7§ Nov. 2016 |
Apr. 201 71 SaitholdighetN . %, 8 |
N F* un. /
2] =
© Temperatur - /
= e 3
C
< V4
Jun. 2017
-1- =
- 7
y Sep. 2016 3 Dyp
/ > - ®02m
-2 \ P = e 5m
N &
. ®Aug. 2016 I
_|2 __I1 ! .i 2|

0
gnmds 1

Figur 3.18. Ordinasjonsplot (gnmds) basert pda subsamplet protistdatasettet som viser provenes
plassering langs ordinasjonsaksene (gnmdsl og gnmds2). Provenes farge forteller ved hvilket
dyp de er tatt, 0-2 meter (gronn) og 5 meter (bla). Provetakningsdatoen for hver prove er
oppgitt og prover tatt pa samme dato er knyttet sammen med en grd linje. Der proven ikke er
knyttet til en annen, er det kun tatt prover ved ett dyp pd den gitte datoen. Miljovariablene er
fremstilt med sorte piler. Gruppering etter sesong: (Rosa) varprover 2016, (orange) vdarprover
2017, (rad striplet) sommer-hostprover og (lilla) vinterporver, inkludert oktober 2017.
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Shepards-diagram (figur S.4) viser liten spredning om linjen som indikerer at den opprinnelige
ulikheten 1 datasettet blir godt preservert nar datasettets dimensjoner reduseres til to i

ordinasjonen.

Prover tatt samme dato ved hvert sitt dyp ble plassert i naerhet til hverandre 1 ordinasjonsplottet
(figur 3.18). Dette indikerer at disse provene har protistsamfunn med en lik ssmmensetning av
OTU-diversitet og abundans. Paver tatt pa samme arstid dannet distinkte grupper. Vérprevene
(feb.-apr.) 1 2016, ble plasseret mellom -1 og 0 pé ordinasjonsakse 1 og 2. Varprevene (20. feb-
mai) 1 2017 ble plasseret med lavest verdi pd ordinasjonsakse 1 og heyest verdi pé
ordinasjonsakse 2. Hgst-vinterprovene (okt. til feb.) fikk spredning rundt midtverdiene pa
ordinasjonsakse 1 og 2. Sommer-hgstprovene begge arene viste en stor spredning langs begge

aksene, rundt de andre sesong-grupperingene.

Miljovariablene temperatur og saltholdighet forklarte preovenes plassering i like stor grad, men
1 motsatt retning. @kt temperatur forklarte prevene plassert med hey verdi pa ordinasjonsakse
1 og lav verdi pa ordinasjonsakse 2. Okt salinitet forklarte prover plassert med lav verdi pa

ordinasjonsakse 1 og hay verdi pa ordinasjonsakse 2.

(=]}
g £
o 5 ! :
) . p-verdi: 0.4891 e p-verdi: 0.9027
0-2m 5m 0-2m 5m
Dyp Dyp

Figur 3.19. Boksdiagram representerer provenes spredning langs ordinasjonsakse 1 (venstre)
og ordinasjonsakse 2 (hayre) for hvert dyp, 0-2 meter og 5 meter. Boksen gdr fra nedre forste
kvartil (25.persentil) til ovre tredje kvartil (75.persentil) og svart horisontal strek indikerer
medianen (50.persentil). Striplet linje over og under boksen strekker seg til nedre og ovre verdi
som ligger innenfor halvannen interkvartilavstand. Punkter utenfor dette kalles uteliggere og
representerer ekstremverdier. p-verdi fra Welch tosidig t-test er oppgitt i hvert diagram, som
viser ingen signifikan forskjell mellom de to dypene. Basert pa subsamplet protistdatasett.

Welch tosidig t-test viste ingen signifikat forskjell mellom provenes plassering langs
ordinasjonsaksene (gnmdsl og gnmds2), som sier at det ikke er detekterbar variasjonen i

prevene mellom de to dypene (figur 3.19 og tabell S.9). Dette ble bekreftet i likehetsanalysen
(ANOSIM) hvor R =-0.013 med p-verdi >0.5 (figur 3.20).
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Figur 3.20. Boksdiagram for likhetsanalyse (ANOSIM), som viser ulikheter mellom og innad i
hvert dypene 0-2 meter og 5 meter. Basert pd rangeringsverdier tilegnet Bray-Curtis verdier i
ulikhetsmatrisen. Boksen gar fra nedre forste kvartil (25.persentil) til ovre tredje kvartil
(75.persentil) og svart horisontal strek indikerer medianen (50.persentil). Striplet linje over
og under boksen strekker seg til nedre og ovre verdi som ligger innenfor halvannen
interkvartilavstand. Teststastikken (R = -0.013 med p-verdi >(.5) viser ingen signifikat
forskjell i pravene fra hvert dyp.

Ordinasjonsavstand og sprangsjikt

Ved a rangere ordinasjonsavstanden i figur 3.18 fra sterst til minst (figur S.7) og sammenligne

med dypet til det gvre blandingslaget sd vi ingen korrelasjon (tabell 3.6).

Tabell 3.6. Sammenligning av ordinasjonsavstand og dybden pa det ovre blandingslaget for
hver prove tatt i provetakningsperioden fra februar 2016 til desember 2017.
Ordinasjonsavstandene er rangert fra (1) storst til (12) minst, der avstand er synonymt med
forskjell i protistsamfunnets diversitet og abundans mellom proven tatt pa 0-2meter og 5 meters

dyp.

DATO ORDINASJONSAVSTAND @VRE BLANDINGSLAG (METER)
SEP. 2017 1 10
JUN. 2017 2 3
MAI 2017 3 2
SEP. 2016 4 6
AUG. 2017 5 10
JUN. 2016 6 5
NOV. 2016 7 9
OKT. 2017 8 5
NOV. 2017 9 5
FEB. 2016 10 4.5
APR. 2017 11 4
APR. 2016 12 12
DES. 2017 13 6
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Rikhet, diversitet og jevnhet

Indekser for rikhet, diversitet og jevnhet viser ingen signifikant forkjell mellom prevene fra de
to dypene (figur 3.21), siden indeksene mellom dypene er sterkt korrelert (tabell 3.7). Provene
viser tydelig sesongvariasjon, spesielt hvis man ser isolert pad 2017 (figur 3.21). Lavest rikhet,
diversitet og jevnhet er i var-sommerprovene (april-august), ved begge dyp. Rikheten er
synonymt med antallet OTUer, ndr det er lav rikhet er f& OTUer tilstede i proven. Om
diversiteten 1 tillegg er lav, betyr det at noen OTUer har hoy relativ abundans. Dette bekreftes
av den lave jevnheten, som viser at mengden sekvenser er fordelt skjevt pA de OTUene som er
tilstede. Utover hosten gker verdiene for de tre indeksene og viser hoyest verdi i vinterpravene
(desember-februar). Rikheten viser at et hoyt antall forskjellig OTUer tilstede i vinterprevene.
Diversiteten 1 vinterpravene er hgy, da andelen sekvenser er fordelt jevnt pé flere OTUer, som
bekreftes av hoy jevnhet. Dette gjelder for prover tatt ved begge dyp. Rikhet, diversitet og
jevnhet er korrelert med hverandrandre ved begge dyp (tabell 3.8).

Tabell 3.7. Korrelasjonstest mellom dypene. Indeksene rikhet, diversitet (Shannon, H') og
Jjevnhet (Pielou, J'), for dypene 0-2 meter og 5 meter, ble testet mot hverandre med Kendalls
korrelasjonstest. For hver test p-verdi og Kendalls tau (t) oppgitt i tabellen.

0-2m
Rikhet Diversitet (H') Jevnhet (J')
p-verdi T p-verdi T p-verdi T
Rikhet <0.001 0.67
5m  Diversitet (H') <0.001 0.79
Jevnhet (J') <0.001 0.69

Tabell 3.8. Korrelasjonstest for hver av dypene. For hvert dyp, 0-2 meter og 5 meter, er de tre
indeksene rikhet, diversitet (Shannon, H') og jevnhet (Pielou, J') testet mot hverandre med
Kendalls korrelasjonstest. For hver test er p-verdier og Kendalls tau (t) oppgitt i tabellen.

Dyp:  Indekser testet mot hverandre:
p-verdi T
0-2m  Rikhet — Divesitet (H') <0.001 0.88
Rikhet — Jevnhet (J') <0.001 0.77
Diversitet (H') — Jevnhet (J') <0.001 0.90
5m Rikhet — Divesitet (H') <0.001 0.69
Rikhet — Jevnhet (J') <0.001 0.57
Diversitet (H') — Jevnhet (J') <0.001 0.88
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Indekser mot miljgvariabler

Det ble ogsé undersgkt hvordan rikhet, diversitet og jevnhet forklares av miljovariablene. Dette
ble gjort ved a plotte hver av indeksene mot en miljovariabel av gangen. Det var kun temperatur
som viste et interessant menster, en parabel (figur S.6). Tross en tilsynelatende tydelig trend i
diagrammet, fikk denne trenden ingen stette da modellen ble testet mot en linezr- og en
nullmodell (p-verdi >0.05). Dette gjaldt for alle indekser og miljgvariabler da de ble testet mot

hverandre. Disse resultatene er ikke inkludet i oppgaven.
Ekskludering av dinoflagellater

Som et siste forsegk pé a teste om det er forskjell i protistsamfunnet ved de to dypene ble det
laget et nytt datasett der dinoflagellatene ble fjernet. Siden dinoflagellatene er s& abundante kan
det tenkes at de overskygger andre trender i samfunnet. Dette ble gjort ved & manuelt fjerne alle
OTUer som tilherte Dinoflagellata fra det originale datasettet, og deretter subsample dette etter
den preven med lavest antall sekvenser. Prove nr. 25 (18.10.17, 0-2 m) ble utelukket, da denne

hadde kun 824, som er 1/6 av antallet sekvenser det ble subsamplet pa.

Det ble utfert gnmds-ordinasjon pd det subsamplede datasettet hvor dinoflagellater var
ekskludert (figur 3.22), som viste at prevene tatt samme dato ved hvert sitt dyp er svart like.
Ordinasjonen viser de samme trendene som vi s& 1 ordinasjonen som inkluderer dinoflagellatene
(figur 3.18). Prover tatt hver samme dato plasseres nar hverandre og grupperes etter sesong.
Sommer-hgstpravene grupperes i figur 3.22 i tillegg etter hvilket ar de er tatt, og viser ikke en

stor spredning som i ordinasjonen med dinoflagellatene.

Shepards-diagram (figur S.5) viser liten spredning om linjen som indikerer at den opprinnelige
ulikheten 1 datasettet blir godt preservert nar datasettets dimensjoner reduseres til to i1

ordinasjonen.

Provenes plassering langs ordinasjonsaksene ble testet for hvert dyp og viste ingen signifikant

forskjell mellom de to dypene (figur 3.23).
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Figur 3.22. Ordinasjonsplot (gnmds) basert pa subsamplet datasettet der dinoflagellater er
fjernet. Viser provenes plassering langs ordinasjonsaksene (gnmds2 og gnmds2). Provenes
farge forteller ved hvilket dyp de er tatt, 0-2 meter (gronn) og 5 meter (mork bld).
Provetakningsdatoen for hver prove er oppgitt og prover tatt pd samme dato er knyttet sammen
med en grd linje. Der proven ikke er knyttet til en annen, er det kun tatt prover ved ett dyp pd
den datoen. Prover plassert ncer hverandre har liten variasjon. Gruppering etter sesong: (Rosa)

vdarprover 2016, (orange) virprover 2017, (rod striplet) sommer-hostprover og (lilla)
vinterporver, inkludert oktober 2017.
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Figur 3.23. Boksdiagram representerer provenes spredning langs ordinasjonsakse 1 (venstre)
og ordinasjonsakse 2 (hoyre) for hvert dyp, 0-2 meter og 5 meter. Boksen gdr fra nedre forste
kvartil (25.persentil) til ovre tredje kvartil (75.persentil) og svart horisontal strek indikerer
medianen (50.persentil). Striplet linje over og under boksen strekker seg til nedre og ovre verdi
som ligger innenfor halvannen interkvartilavstand. p-verdi fra Welch tosidig t-test er oppgitt i

hvert diagram, som viser ingen signifikan forskjell mellom de to dypene. Basert pa subsamplet
protistdatasett der dinoflagellater er ekskludert.
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4 Diskusjon

4.1 Protistdiversitet undersgkt med
metastrekkoding

Dette er den ferste langtidsstudien som har benyttet metastrekkoding for undersoke
protistsamfunnet i pelagialen i Indre Oslofjord. Vi paviste 22 protistgrupper (17 rekker, 4
grupper og uklassifiserte eukayote) som tilherte 8 supergrupper. Sekvenser klassifisert til
supergruppene Alveolata og Stramenopiles var de mest abundante. Innen disse supergruppene
er det henholdsvis dinoflagellater og diatoméer som dominerer i eutrofe kystnare omrader (Not
mfl., 2012). Majoriteten (88%) av de 1 387 OTUene i protistdatasettet var sjeldne (<0.05%
sekvenser per OTU) og de vil i liten grad bli diskutert her.

Alveolata

Dinoflagellatene hadde heyest diversitet og relative abundans av sekvenser gjennom stort sett
hele provetakningsperioden. Dette er 1 samsvar med flere tidligere metastrekkoding-studier av
marint protistplankton (f.eks. (Gran-Stadniczefiko mfl., 2018; Kilias mfl., 2014; Piredda mfl.,
2017).

Mange dinoflagellat-arter, som medlemmer av slekten 77ipos, er relativt store (>100 pm lange
(Throndsen mfl., 2007)). To av de mest abundante og vanligste dinoflagellat-OTUene 1 vart
datasett (>1% sekvenser per OTU), ble fylogenetisk klassifisert som nettopp Tripos-arter. Det
er tidligere vist positiv korrelasjon mellom cellestorrelse og antall rRNA-gen kopier i genomet
hos eukaryoter (Godhe mfl., 2008; Prokopowich mfl., 2003; Zhu mfl., 2005). Dinoflagellater
har en stor cellekjerne kalt dinokaryon (Throndsen mfl., 2007) og en stor andel av biomassen
til dinoflagellater gar til arveanlegget (Tang, 1996). Overrepresentasjonen av dinoflagellat-
sekvenser som vi ser kan vare relatert til den store genom-sterrelsen i denne gruppen (Piredda
mfl., 2017) og forholdet mellom genom-sterrelsen og antallet rRNA-gen kopier i genomet

(Prokopowich mfl., 2003).

OTU 3 ble i PR klassifisert til Tripos candelabrus (vitenskapelignavn Tripos candelabrum). 1
et MAFFT-aligment med 7. muelleri, T. candelabrus, T. brevis og OTU 3 viste OTU 3 seg a

mest sannsynlig tilhere Tripos muelleri. OTU 3 og Tripos muelleri (tidligere Ceratium tripos,
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O. F. Miiller) var 100% like i V4-regionen og OTU 3 skilte seg fra 7. candelabrus med >40 bp.
Hvorfor ikke OTU 3 ble klassifisert til 7. muelleri kan forklares med at denne sekvensen ikke
finnes i den versjonen av PR? som her ble brukt. Tripos muelleri ble registrert i hoyt antall i
lysmikroskopi-celletelledata tatt pd samme lokalitet som vare prover, men det ble ikke talt noen
T. candelabrus/candelabrum (Norli & Eikrem, 2018). Tripos candelabrum er distinkt stor
varmtvanns-art (100-200 um), der cellekroppen er bredere enn lang og er lett gjenkjennelig i
mikroskop (Dogde, 1982). Tripos muelleri er en stor art som kan vaere inntil 300 um lang, den
er en kosmopolitt og er vanlig 4 se 1 norske kystvann spesielt om sommeren og hesten
(Throndsen mfl., 2007). Pa grunn av det overnevnte antar vi at OTU 3 tilherer Tripos muelleri.
OTU 3 dominerte pa flere tidspunkt gjennom hele preevetakningsperioden og viste ingen

preferanser for hverken dyp eller arstid.

Den OTUen med flest sekvenser i datasettet var OTU 29, som ble fylogenetisk plassert neermest
ferskvanns-arten Gyrodinium helveticum (synonym Gymnodinium helveticum, Penard). Dette
stemmer godt med metastrekkoding-studie fra Ytre Oslofjord, der en av de mest abundante
OTUene ble fylogenetisk plassert som G. helveticum (Gran-Stadniczefiko mfl., 2018). I
Artsdatabanken.no (2018) er det kun registrert ett funn av Gyrodinium helveticum i Norge, 1
Tyrifjorden i Ringerike. Tyrifjorden har utlep i Vikersund og danner starten pa Drammenselva
som munner ut ca. midt i Ytre Oslofjord. I lepet av mai 2017 hadde Drammenselva gkende
vannfering til over 850 m3/s (Naustvoll mfl., 2018) og i var mai-proven fra 2017 dominerte
OTU 29. Det er fristende & spekulere at OTU 29 er ferskvannsarten G. helveticum, som ble
fraktet med Drammenselva fra Tyrifjorden i en periode hvor vannferingen var stor nok til & fore
arten inn i Indre Oslofjord. Men dette forklarer ikke den hoye tilstedevaerelsen av OTU 29 resten
av aret. En ferskvanns-art som overfores til saltvann vil oppleve et enormt osmoregulatorisk
stress og vil mest sannsynlig de innen kort tid (Bouvier & Giorgio, 2002; Ning mfl., 2002).
Vare CTD-malinger fra mai 2017 viste i tilegg en okning 1 saltholdighet sammenlignet med
april, som tyder pé at vannfering fra Drammenselva trekker overflatevannet ut av fjorden, ikke
skyver det inn. Logares og medarbeidere (2007) har vist at G. helveticum har nert slektskap til
marine grupper ved at arten ikke har nevneverdig forskjell i 18S-sekvensen sammenlignet med
andre marine arter. Gyrodinium helveticum ble fylogenetisk plassert sammen med den marine
arten Gyrodinium rubrum 1 flere studier (Gran-Stadniczefiko mfl., 2018; Hansen & Daugbjerg,
2004; Logares mfl., 2007). Logares og medarbeider (2007) omtaler denne kladen GYRO og
foreslar at den kan representere en linje som har kolonisert ferskvann. Gyrodinium-arter er stort

sett heterotrofe, f& finnes 1 kultur og mange beskrevne arter er enna ikke sekvensert (Hansen &
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Daugbjerg, 2004). OTU 29 skilte seg fra G. helveticum med 6 bp, som kan indikere at dette er

en nar marin slektning av G. helveticum som enna ikke er genetisk karakterisert.

Dinoflagellatene er, etter diatoméene, ansett a for vere de viktigste marine eukaryote
primerprodusentene i kystvannet (Not mfl., 2012). Arter innen denne rekken kan danne store
oppblomstringer som potensielt kan vare giftige. Blant de mest abundante dinoflagellat-
OTUene i protistdatasettet, ble tre plassert fylogenetisk i to slekter med giftige alger,
Alexandrium og Dinophysis. Alexandrium-arter produserer nervegiften saxitoksin som
forarsaker PSP (Paralytic Shellfish Poisoning) som potensielt kan vare dedelig (Anderson mfl.,
1990; Jellett mfl., 1995).  Dinophysis-arter produserer diaré-giftene okadasyre og
dinophysistoksiner, som forarsaker gastrointestinal DSP (Diarrhetic Shellfish Poisoning)
(Yasumoto mfl., 1985). Mennesker kan bli utsatt for disse forgiftningene ved & spise skjell der
giftene har blitt oppkonsentrert. I Norge blir forekomsten av giftige algeoppblomstringer og
mengden gift i1 skjell noye overvdket (Duinker mfl, 2016; Havforskningsinstituttet, 2007,

http://www.matportalen.no/verktoy/blaskjellvarsel/; http://algeinfo.imr.no/). Ved & studere

algeinformasjon for 1 Indre- og Ytre Oslofjord gjennom 2017 (se http://algeinfo.imr.no/), er

artene D. acuminata, D. acuta, D. norvegica, A. tamarense og A. ostenfieldii registrert. Dette
stemmer godt med vére funn. I langtidsstudier fra Flodevigen og Skagerrak ble det érlig sett
oppblomstringer av arter innen begge slektene (Havforskningsinstituttet, 2007). OTU 8 ble
klassifisert i PR? og fylogenetisk plassert som Alexandrium hiranoi. Inspeksjon av alignment
mellom OTU 8, A. hiranoi og A. psedugonyaulax viste at disse tre var identiske 1 V4-regionen.
A. hiranoi er ikke tidligere pavist i Norge og vi kan anta at OTU 8 tilherer 4. pseudogonyaulax.
Alexandrium pseudogonyaulax er en kosmopolitt, den finnes verden over og trives best i
brakkvann i kystomrader (Triki mfl., 2016) og er vanlig i Norge (Throndsen mfl., 2007). Den
er detektert 1 celletelledata fra hele Ytre Oslofjord i juni og juli 2016 (Walday mfl., 2017), noe
som stetter var tolkning. Den er tidligere registrert i Indre Oslofjord og blir omtalt som et &rvisst

fenomen i Oslofjorden (Berge mfl., 2015).

Alle OTUene i klassen Syndiniophyceae tilhorte Syndiniales som er en utelukkende parasittisk
orden (Guillou mfl.,, 2008). Syndiniales-arter innen Dino-gruppe II, som endoparasitten
Amoebophrya sp. er kjent for & infisere bl.a. Alexandrium- og Dinophysis-arter. Amoebophrya
ble pavist i Dinophysis norvegica da den i 2001 hadde stor oppblomstring i @stersjgen og
Nordsjeen (Salomon mfl., 2003) og i Alexandrium sp. som hadde oppblomstring utenfor den

franske kyst samme &r (Chambouvet mfl., 2011). Syndiniales-arter kan ogsa infisere mange
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andre dinoflagellat-arter, arter innen Radiolaria og ciliater (Brate mfl., 2012; Coats mfl., 1996).
Den store diversiteten av Syndiniales-OTUer vi ser i dette studiet, kan indikere at endoparasitter
er vanlig 1 protistsamfunnet i Indre Oslofjord som ellers i1 havet. Tara Ocean ekspidisjonen
paviste en stor mengde parasitter (MALV — marine alveolates) i sine data (de Vargas mfl.,

2015), som bekrefter vare antagelser.

OTUer som er klassifisert til ciliater ble registrert gjennom hele prevetakningsperioden, med
relativt f4 sekvenser utenom i1 november og februar. Dette stemmer darlig med tidligere
celletellestudier fra Kielbukta som viser at ciliatene her har heyest abundans om véren og pé
hesten og lavest gjennom vinteren (Smetacek, 1981). P4 den annen side er det i Oslofjorden
tidligere blitt pavist fa ciliater under varoppblomstringen (Kristiansen mfl., 2001), hvor antall
ciliater oker fra sensommeren og ut mot hesten (Paasche & Kristiansen, 1982). Ciliater beiter
pa bade nano- og picoplankton, diatoméer, dinoflagellater og bakterier og blir selv beitet pa av
zooplankton (Pierce & T. Turner, 1992) og blir derfor ansett som et viktig ledd i det marine

na&ringsnettet.
Stramenopiles

Rekken Ochrophyta var etter dinoflagellatene den rekken med sterst diversitet og relativ
abundans av sekvenser i protistdatasettet. Disse funnene stemmer darlig sammenlignet med
lysmikroskop-celletelledata fra Indre Oslofjord, hvor diatoméene dominerte over
dinoflagellatene (Norconsult, 2017, 2018; Norli & Eikrem, 2018). Kisel-skallet til diatoméene
er vanskelig 4 knuse, som kan forhindre isolering av DNAet og muligens forklare at diatoméene
er underrepresentert i vare data (Medinger mfl., 2010). P4 den annen siden kan véare data
inkludere mange dinoflagellater som ikke lar seg observere i lysmikroskop, som parasitter innen
ordenen Syndiniales, og kan derfor muligens fremstille et mer omfattende bilde av det totale

protistsamfunnet enn resultater fra mikroskopi celletelledata.

I klassen Mediophyceae (sentriske diatomeer) sa vi tre av de vanligste OTUene i
protistdatasettet, som tilhorte slektene Chaetoceros, Cyclotella og Thalassiosira. Arter innen
disse tre slektene kan danne lange kjeder. Thalassiosira er i norske farvann en av de best
undersekte og mest artsrike marine plankton slektene, med mer enn 100 kjente arter (Throndsen
mfl.,, 2007). Den forste marine diateoméen som fikk hele sitt genom sekvensert var
Thalassiosira pseudonana (Armbrust mfl., 2004). Dette er en vanlig art & se i Indre- og Ytre

Oslofjord (Throndsen mfl., 2007) og man tror at 7. psuedonana er nedstammet fra en stamfar i
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slekten Cyclotella (Alverson mfl., 2011). De fleste Cyclotella-artene herer hjemme i fersk- og
brakkvann og er vanlig & se i1 norske fjorder (Throndsen mfl., 2007). Cyclotella
choctawhatcheeana har blitt foreslatt som en potensiell indikatorart pé eutrofiering i kystvann

1 Ostersjoen (Jaanus mfl., 2009).

Det ble registrert et stort antall Chaetoceros celler i celletelledata fra overvékningen (Norli &
Eikrem, 2018), som stemmer godt med funnene vi har gjort. Blant de heterotrofe
stramenopilene 1 vart studie dominerte den relativt nyoppdagede MAST-kladen (Massana mfl.,
2004). MAST-kladen bestar av hovedsakelig bakterivore picoplankton, men ogsd herbivore
arter. De finnes i alle fem verdenshav (Massana mfl., 2002; 2004; Piwosz & Pernthaler, 2010).

Hacrobia

Innen supergruppen Hacrobia var cryptofytten Teleaulax amphioxeia blant de vanligste
OTUene 1 protistdatasettet. Dette er en art som det er normalt & finne i brakkvannsomrader 1
Skagerrak og Kattegat (Throndsen mfl., 2007). Dette var ogsé en av de mest abundante OTUene
i artikkelen til Gran-Stadiczefiko og medarbeidere (2018) 1 Ytre Oslofjord.

Innen rekken Haptophyta tilherte flest sekvenser OTUer 1 klassen Prymnesiophyceae. I
tidligere metastrekkodingstudier fra Ytre Oslofjord hvor det ble brukt haptofytt-spesifikke
primere, var ordenen Prymnesiales den mest abundante, frekvente og hadde hayest diversitet
(Egge mfl., 2015; 2015a). Artene Emiliania huxleyi og Chrysochromulina simplex ble av bade
Egge og medarbeidere (2015) og Gran-Stadiczefiko og medarbeidere (2018) pavist med hoy
abundans. I vdre data hadde slekten Chrysochromulina relativt hoy diversitet, med seks OTUer.
En ble klassifisert til arten Chrysochromulina leadbeateri. Dette er en vanlig art 1 kystvannet
(Throndsen mfl., 2007). Chrysochromulina leadbeateri er i Norge spesielt kjent etter en giftig
masseoppblomstring i Vestfjorden (Nordland) i 1991, hvor flere hundre tonn oppdrettslaks
dode (Edvardsen & Paasche, 1992; Eikrem & Throndsen, 1998). Studier har siden dette vist at
C. leadbeateri vanligvis er lite til ikke giftig (Edvardsen & Paasche, 1992). Innen slekten
Emiliania ble det kun pavist én OTU som ikke ble klassifisert til art. Denne sammen med én
annen OTU dominerte vannpreven fra 5 m 1 august 2017. Sannsynligheten er stor for at dette
er Emiliania huxleyi, siden lysmikroskop celletelledata viste et hoyt antall Emiliania huxleyi i

proven tatt i august 2017 fra 5 m pa samme lokalitet som vére prover (Norli & Eikrem, 2018).
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OTUer pavist i de heterotrofe rekkene Centroheliozoa, Katablepharidophyta, Picozoa og
Telonemia ble sjeldent klassifisert nermere enn til klasse. Alle rekkene ble pavist med lav
abundans, foruten Picozoa i desember 2017. Picozoa er en ganske nylig beskrevet rekke, som
inkluderer grupper picoeukayoter som tidligere hadde navnet «picobiliphytes» (Seenivasan,
2013). Picozoa blir regnet som heterotrofe, siden det ikke er funnet DNA fra disse som tilherer
kloroplaster (Yoon mfl., 2011). Innen denne gruppen er det forelopig kun beskrevet en art,

Picomonas judraskeda (Seenivasan mfl., 2013).
Archaeplastida

Innen rekken Chlorophyta var picoflagellaten Bathycoccus prasinos som tilherer klassen
Mamiellophyceae blant de 15 vanligste OTUene. Bathycoccus prasinos ble for forste gang
beskrevet av Eikrem og Throndsen (1990) fra vannprever tatt i Napolibukten utenfor Italia og
ble i samme arbeid bekreftet i vannprever tatt fra Austevoll 1 Hordaland og Floedevigen i Aust-
Agder. Utbredelsen til denne arten i Norge er lite kjent, mye fordi den er sé liten (1-2 pm) at
den er vanskelig a identifisere i lysmikroskop og lett kan forveksles med Micromonas pusilla
(Eikrem & Throndsen, 1998; Throndsen mfl., 2007). Bathycoccus prasinos er tidligere pavist
som en av de mest abundante grennalgene blant picoplanktonet i Den engelske kanal (Not mfl.,

2004) og kystnaere omrader i Arktis (Not mfl., 2005).

OTUene med hey abundans i rekken Rhodophyta hadde lav identitet med referansesekvenser i
PR? (<90%). I rekken Rhodophyta er majoriteten av de kjente artene flercellede bentiske alger
og det finnes kun noen fé encellede arter i planktonet som alle tilherer klassen Bangiophyceae
(Throndsen mfl., 2007). Ingen av OTUene i vére data tilherte klassen Bangiophyceae. Blant de
mindre abundante redalge-OTUene i1 protistdatasettet ble fem 100% klassifisert til art,
Ceramium rubrum (vanlig rekeklo), Dasya baillouviana (stremgarn), Leptosiphonia
schousboei, Polysiphonia fucoides (svartdokke) og Rhodomela confervoides (teinebusk). Arter
innen slektene Ceramium og Polysiphonia er blant de aller vanligste redalgene i norsk flora og
begge slektene er representer i alle verdens hav med et heyt antall arter (Rueness, 2006).
Teinebusk, vanlig rekeklo og svartdokke er vanlige arter & se i Oslofjorden (Artsdatabanken.no,

2018).

Siden vi har sett pA DNA og ikke RNA er det vanskelig & si om sekvensene vi observerer
stammer fra levende eller dede celler. DNA brytes langsommere ned i vann enn RNA. Rodalge

OTUene kan stamme fra levende celler som sporer og vegetative-spredningsenheter eller dedt
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og delvis nedbrutt materialet. Redalgenes sporer mangler flageller og er avhengig av stremmer
i vannet for spredning (Searles, 1980). Stromgarn ble forst observert i Norge i 1966 og ble
ansett som en fremmedart 1 Skandinavia. Den har na blitt vanlig & se langs ser-kysten og inn 1
Skagerrak (Lein, 1999), som kan indikere god spredningsevne. Mange arter slipper sporene
sine 1 lopet av viren og sommeren. Dette samsvarer med tiden de ble observert i vére prover.
Etter hardt veer er det vanlig & se alger drivende 1 vannoverflaten og over tid vil disse brytes ned
til mindre fragmenter. Indre Oslofjord er hverken ver- eller belgeeksponert, men man kan
spekulere 1 om okt menneskelig aktivitet i sommerhalvéret langs kystlinjen og antallet
fritidsbater kan bidra til ekt spredning av bade sporer, vegetative celler og lgsrevne plante-

rester.
Rhizaria

Innen supergruppen Rhizaria hadde sekvenser tilordnet rekken Cercozoa hey diversitet, men
lav relativ abundans. Cercoza var tilstede gjennom hele preovetakningsperioden og viste en
plutselig okning i september 2017, som var forarsaket av spesielt en OTU som ble klassifisert
til Cryothecomonas aestivalis. Cryothecomonas-arter er vanlig a se 1 Arktis og Barentshavet
(Lovejoy mfl., 2006) og ble forst beskrevet fra prover tatt i den danske Isefjorden som er knyttet
til Kattegat (Thomsen mfl., 1991). I Nordsjeen er det vanlig & se Cryothecomonas aestivalis
om sommeren og hesten, hvor den beiter pa diatomeen Guinardia delicatula, ved & penetrere
cellen og fagocytere cellens cytoplasma ved hjelp av et pseudopodium (Drebes mfl., 1996). I
vére data var OTUen som ble klassifisert til Guinardia delicatula ikke tilstede 1 hverken august-
eller september-provene fra 2017, som kan indikere at Cryothecomonas aestivalis ogsé beiter

pa andre diatoméer.
Opisthokonta

I supergruppen Opisthokonta var det krageflagellatene som dominerte av protistene.
Krageflagellatene er evolusjonert viktig, da de er den n&ermeste kjente slektningen til metazoa
(King mfl., 2008). Krageflagellatene har en global utbredelse, bdde marint og i ferskvann (Buck
& Garrison, 1988; Thomsen & Larsen, 1992).

Sammensetningen av protistgruppene vi sa i Indre Oslofjord hadde en hoy diversitet — av bade
brakkvann og saltvannsarter — som stemmer godt med hvor vannmassene i Indre Oslofjord

kommer fra. Planktonet har liten horisontal egenbevegelse og blir fraktet med havstreommene
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som forflytter seg over store avstander. Vi fant arter som er typiske i Nordsjeen, Den engelske
kanal, Skagerak, Kattegat, Qstersjoen og de fem verdenshav. Videre fant vi en god blanding av
arter fra forskjellige niva 1 neeringskjeden fytoplankton, heterotrofe beitere, predatorer,

bakterivore, samt parasitter.

4.2 Variasjon gjennom aret

Sesongvariasjon i fytoplanktonet

Figur 4.1 fremstiller hvordan noen grupper fytoplankton varierer gjennom &ret ved

provetakningsstasjonen DK1.

Det skal vare nevnt at det er mange feilkilder i det & sammenligne de tre diagrammene som

fremstilles 1 figur 4.1.

1. Metodene er forskjellige. Vi vet ikke om andel sekvenser er sammenlignbart med
biomasse, men det er et hdp om at det i fremtiden vil vaere mulig & regne ut biomasse

for ulike grupper basert pa sekvenser.
2. Metoden for innsamling forskjellig for alle tre diagrammene.
3. Vivet ikke fra hvilket dyp cellenetelledataene i diagram B er samlet fra.
4. Oppblomstringer av fytoplanktonet varierer fra ar til ar i mengde og tidspunkt.

Det er allikevel interessant a se hvor like trender de tre diagrammene fremstiller. Det er tydelig
at diatoméene/Ochrophyta/Kiselalger dominerer under en varoppblomstring som tilsynelatende
finner sted 1 mars, etterfulgt av en mindre oppblomstring 1  mai.
Haptofyttene/coccolithophorer/kalk- og svepeflagellatene har vanligvis en oppblomstring pé
sommeren. I diagram C er denne vanskelig & se, men man ser en tynn gul linje mellom gra og
blda over preven tatt 27.06.2017. Dinoflagellatene/fureflagellatene varierer med flere
oppblomstringer gjennom d&ret. Det forekommer en hestoppblomstring som bestér av

diatoméene/ochrophyta/kiselalger og dinoflagellatene/fureflagellatene.

Et poeng med denne sammenligningen er at metoden metastrekkoding har potensialet til &
avslere like trender som er avdekket med tradisjonelt lysmikroskopi. Det er relativt vanlig a se
at fytoplankton sammensetningen i havet skifter fra diatoméer til dinoflagellater og visa versa

(Tang, 1996; Taylor mfl., 1993), som kommer tydlig fram i1 véire data.
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Figur 4.1. Sesongvariasjon i grupper fytoplankton i (4) 2016-2017 (vdre data), (B) i 1978
(Norconsult, 2017, 2018, Paasche, 2005) og (C) 2017 (Norli & FEikrem, 2018) ved
provetakningsstasjonen DKI, som ligger midt i Vestfjorden i Indre Oslofjord. Mengde
fytoplankton er (A) andel sekvenser fra metastrekkoding studie og (B og C) biomasse
(mikrogram karbon/ liter) basert pd d telle celler i lysmikroskop.
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Sesongvariasjon i prgvene

De paviste protistgruppene varierte gjennom aret, bade i diversitet og relativ abundans. Indekser
for rikhet og Shannon diversitet (H”) og Pielou jevnhet (J”) viste sesongvariasjoner ved begge
dyp, med heyest indeksverdier i vintermanedene og lavest i var-sommerméanedene. Temperatur
viste tydelig sesongvariasjon med lavest méling 1 februar og hayest 1 august. Temperatur alene

kunne ikke forklare sammensetningen av protister i provene.

Vinter

I ordinasjonen grupperte vinterprovene seg tydelig sammen, som indikerer at OTU
sammensetningen i disse provene var ganske lik. Indeksverdiene for rikhet, diversitet (H’) og
jevnhet (J”) var signifikant korrelert med hverandre og viste hayest verdier i vintermanedene.
Den proven med heyest OTU-rikhet ble tatt i desember 2017, med >500 OTUer. Den hoye
diversiteten pa vinteren kan forklares ved at hoy jevnheten (J”) muligens tillater deteksjon av et

storre antall OTUer (Caporaso mfl., 2012).

Det er spesielt pa vinteren hvor man ser en vannfornyelse i Indre Oslofjord. Pdgaende sterk
nordavind vil frakte det evre vannlaget ut av fjorden og som kompensasjon dannes en dypere
motstrem av vann inn 1 fjorden (Baalsrud & Magnusson, 2002). Det nye vannet fra Skagerrak
kan frakte med seg arter som vanligvis ikke er & se ellers i1 dret. I vare data sd vi en okt
saltholdighet 1 vintermanedene og et svakere sprangsjikt, noe som kan bekrefte at en
vannfornyelse og omveltning 1 vannmassene har funnet sted. Et svakere sprangsjikt og
forflytting av vannmassene oppover tillater arter som vanligvis befinner seg i de dypere
vannlagene 4 komme til overflaten. I tillegg vil dypvannet bringe med seg naringssalter til
overflaten som tillater storre diversitet ettersom det er mindre konkurranse om naringssaltene.
Om vinteren er temperaturen i vannet pa det laveste og daglengden pé det korteste, som gir lav
vekstrate hos de fototrofe protistene (Lawrence & Menden-Deuer, 2012). Allikevel sd vi en
markant gkning av diatoméer i november 2017, som bekreftes av fluorescens-malingene. Vi
kan anta at en gkning i neeringssalter er arsaken til denne hestoppblomstringen. Saltholdigheten
er ikke spesielt hoy 1 november 2017 noe som indikerer at naringssaltene ikke kommer fra en

vannforneyelse, men muligens pd grunn av gkt nedber som ferer til avrenning fra land.
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Var

I ordinasjonen grupperes ogsd virprovene seg tydelig sammen. Nar varen kommer blir dagene
lenger og okt sol-innstriling gjer vannet varmere. Protistsamfunnet har etter vinteren lav
biomasse og tilgangen pa nearingssalter er god. Det fytoplanktonet som har evnen til & raskest
utnytte de overnevnte forholdene og samtidig ha hey maksimal vekstrate vil ha en mulighet til
a oppnd en heoy biomasse pa kort tid. OTUene som tilherte fototrofe rekker og grupper hadde
hey abundans i1 slutten av februar og i1 mars 2017. P4 véaren er det vanlig & se en
algeoppblomstring dominert av diatoméer i kystnaere omrader (Bruno mfl., 1983; Peperzak
mfl., 1998) og i1 Indre Oslofjord (Norconsult, 2018; Norli & Eikrem, 2018; Paasche &
Ostergren, 1980). Dette stemmer godt med vare resultater. Diatoméene kan ha stor overflate 1
fohold til sitt volum, som kan tillate raskt naringsopptak. De har ogsd en hey maksimal
vekstrate 1 forhold til andre fytoplanktongrupper (Chan, 1980). Dette er fordi diatoméene har et
lavt forhold mellom karbon og klorofyll a, som tillater hoy fotosyntese-hastighet per enhet

karbon.

At vi ikke ser en tidlig viroppblomstring i vare fluorescensdata kan forklares med at det
mangler CTD-data for prevene tatt i mars. I provene vére ser vi tydelig at de sentriske
diatoméene dominerer i mars 2017, spesielt OTU 15 som ble klassifisert til Thalassiosira sp.
Mengden bakterier eker vanligvis under varoppblomstringen og det blir hoy tetthet av bakterier
som er spesialisert 1 & bryte detritus fra fytoplanktonet (Riemann mfl., 2000). Dette forklarer
godt gkningen av den bakterivore MAST-kladen som vi ser 1 april 2017. Mengden diatoméer
begrenses hovedsakelig av tilgangen pa silisium (Harrison mfl., 1977; Paasche & Ostergren,
1980). Hos noen av diatoméene gker synkehastigheten ettersom silisium-mangelen begrenser
lengden pa setae ("berstene") i1 Chaetoceros-arter og stavene ("processes") som holder
Skeletonema-artene 1 lange kjeder og mulig flytende (Smayda & Boleyn, 1966; Takabayashi
mfl., 2006). Diatomésamfunnet kan bl.a. derfor gé fra hey abundans til lav pa relativt kort tid.
Mengden heterotrofe grupper og dinoflagellater eker markant 1 april 2017 etter
varoppblomstringen, som ogsé kan ha bidratt med & beite ned diatoméene. I mai 2017 ser vi en
ny okning av diatoméer som kan forklares av moderat vannfornyelse og dermed naringssalter.
I de hydrografiske malingene ser vi en ekning i saltholdighet i mai 2017, som bekrefter en
vannfornyelse. Det er vanlig i Indre Oslofjord a se i slik moderat vannfornyelse i mai (Baalsrud
& Magnusson, 2002). Om varen vil ogsa smeltevann fra innlandet bringe med seg naeringssalter

til fjorden, som kan bidra til ekt fytoplanktonvekst.
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Sommer - hgst

I sommerprovene var indeksverdiene for rikhet, diversitet (H”) og jevnhet (J*) pa det laveste og
prevene var dominert av dinoflagellater. Sommerpreovene viste en stor spredning i
ordinasjonsdiagrammet som hovedsakelig kan indikere en sterre variasjon mellom prevene
sammenlignet med resten av dret. Den store variasjonen forklares av at hver prove ofte var
dominert av én OTU som var forskjellig for hver prove. I juni 2016 dominerte OTU 8 som mest
sannsynlig tilherte Alexandrium pseudogonyaulax. Juniprevene fra 2017 ble dominert av
spesielt en OTU innen ordenen Suessiales, som ble fylogenetisk plassert til arten Pelagodinium
bei. Pelagodinium bei er endosymbiont i f.eks. den pelagiske foraminiferen Orbulina universa
(Spero, 1987). I september 2016 og august 2017 dominerte OTU 4 som ble fylogenetisk plassert
til Heterocapsa rotundata. Heterocapsa rotundata er en miksotrof dinoflagellat som beiter pé
bade bakterier og fytoplankton (Millette mfl., 2017). OTU 3 ble identifisert til 7ripos muelleri
og dominerte provene fra oktober i 2017. Dinoflagellatene har god egenbevegelse og pavirkes
derfor ikke av lite neringssalter i det gvre blandingslaget om sommeren. I tillegg er flere
fototrofe dinoflagellater kjent som miksotrofe og kan beite pd bakterier og andre protister

(Millette mfl., 2017) om fotosyntesen ikke kan dekke neringsbehovet.

4.3 Lysmikroskop vs. metastrekkoding

Arter

Det ble totalt observert 48 dinoflagellat-arter med lysmikroskop og metastrekkoding ved 5 m i
2017. Av disse var atte av artene felles for de to metodene, 21 av artene var unike for

lysmikroskop og 18 var unike for metastrekkoding.

Av de 21 unike dinoflagellat-artene kun observert i lysmikroskop var 15 av artene innen
slektene Dinophysis, Tripos eller Protoperidinium. Dinophysis-artene som forkommer i
Oslofjorden viser ekstremt liten til ingen interspesifikk variasjon i 18S rRNA-genet (Edvardsen
mfl. 2003; Raho mfl. 2013). Markeren V4-regionen i 18S rRNA-genet som ble brukt i denne
studien er derfor uegnet om man ensker skille Dinophysis-sekvenser til art. Det mitokondrielle
cox l-genet er foreslatt som en bedre marker for taksonomisk klassifisering av Dinophysis-arter

(Raho mfl., 2013).

Av de 2 342 beskrevne dinoflagellat-artene i ALGAEBASE har omtrent 18% fétt sitt 18S
rRNA-gen sekvensert (Mordret mfl., 2018). I referansedatabasen PR? mangler det sekvenser
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for alle de Tripos-artene som her ble kun observert i lysmikroskop (Guillou mfl., 2013).
Protoperidinium-arter er heterotrofe og derfor vanskelig & ha i kultur, mange av sekvensene er
fra isolerte enkeltceller. Derfor er det er veldig fa sekvenser klassifisert til Protoperidinium i
PR2. Det er den representative sekvensen for OTUene blir sokt opp mot PR? i den
bioinformatiske-pipelinen. Den referansesekvensen som har best identitet med den
representatives sekvensen blir gitt som taksonomisk klassifisering til OTUen. I PR? er det
inkludert mange miljesekvenser som ikke er taksonomisk klassifisert. Sannsynligheten er stor
for at mange av vare OTUer muligens som tilherer Profoperidinium har blitt klassifisert til en
miljesekvens eller "Ubestemt dinoflagellat". Ingen av de mest abundante dinoflagellat-OTUene
1 protistdatasettet ble fylogenetisk plassert som Protoperidinium-arter. Metoden viser derimot

at ukjente dinoflagellat-OTUer kan bli plassert til orden.

Med metastrekkoding ble det pavist 18 taksa som ikke ble observert i lysmikroskop fordelt pa
16 forskjellige slekter. Som nevnt i1 innledning kan arter vare vanskelig & gjenkjenne i1
lysmikroskop péd grunn av liten sterrelse eller etter bruk av Lugols. Ved en gjennomgang av
artene detektert med metastrekkoding viste det at omtrent halvparten av artene er nakne
dinoflagellater. Mange nakne dinoflagellater mangler harde organiske skall og cellene kan bli
deformert og ugjenkjennelige nar preservert i Lugols (Gomez mfl., 2015; Hansen, 1991). Av
de resterende ikke-nakne dinoflagellat-artene var det ingen arter som normalt er mindre enn 15-
20 pum. lallfall fire av de ikke-nakene dinoflagellatene pavist med metastrekkoding er kjent for
a danne cyster. Cyster kan vaere vanskelig a bestemme til art i lysmikroskop, siden cyster fra
samme art kan ha forskjellig morfologi og cyster fra forskjellig arter kan vaere tilsynelatende
like (Bravo mfl., 2006). En av artene pavist med metastrekkoding var Euduboscquella
crenulata som parasitt i ciliater og kan derfor heller ikke forventes a bli observert i

lysmikroskop, selv om den er synlig inni ciliaten den parasitterer (Coats mfl., 2012).
Taksa

I den forste sammenligningen av dinoflagellat-taksa (figur 3.14 og tabell S.6) ble det pavist 160
unike taksa sammelagt med de to metodene lysmikroskop og metastrekkoding. Av disse var det
kun 8 taksa som var felles for begge metoder. Kun med metastrekkoding ble det pavist 45 taksa

innen den parasittiske ordenen Syndiniales.

Det er mange feilkilder i den forste sammenligningen av dinoflagellat-taksa og de resultatene

vil derfor ikke bli diskutert videre her.
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Diversitet forsvinner i den brukte definisjonen av et taksa

I denne studien ble det pavist 567 OTUer som ble taksonomisk klassifisert til dinoflagellater.
Av disse var 401 av OTUer tilstedte pa Sm dyp 1 2017. I den ferste sammenligningen av antall
dinoflagellat-taksa pavist med de to metodene ble ett taksa definert til navnet gitt som naermeste

taksonomiske klassifisering i de to metodene.

Med denne definisjonen ble de 401 dinoflagellat-OTUene 1 protistdatasettet fordelt pa 106
unike taksa. Dette var fordi flere OTUer ble klassifisert til noyaktig samme referanse-sekvens
eller til referanse-sekvenser som var taksonomisk klassifisert til samme taksa. Disse ble dermed
definert som ett taksa. Med metastrekkoding ble f.eks. seks ulike OTUer taksonomisk
klassifisert til ngyaktig samme referansesekvens (FJ402945 Tripos candelabrus), som utgjer
kun ett taksa i taksa-definisjonen brukt i sammenligningen i1 denne studien. En av disse seks 7.
candelabrus-OTUene ble som forklart tidligere omklassifisert til 7. muelleri. De resterende fem
OTUene kan potensielt vaere noen av de andre Tripos-artene observert i lysmikroskop, men
fordi det mangler referansesekvenser pa disse artene i referansedatabasen PR? har vi ikke hatt

mulighet til 4 pavise de med bruk av kun den databasen.

Videre ble én OTU Kklassifisert til Heterocapsa nei/rotundata og med lysmikroskop ble bade
Heterocapsa niei og Heterocapsa rotundata registrert. Alle tre ble 1 dette studiet talt som unike
taksa. Vi kan anta at det er skrivefeil i PR? hvor nei skulle vart niei, siden det ikke finnes en art
som heter Heterocapsa nei. Det er en viss sannsynlighet for at Heterocapsa-OTUen er en av de
overnevnte artene. Siden sekvensene til disse tre ikke ble inspisert i et alignment kan vi ikke si
at Heterocapsa-OTUen sannsynligvis tilherer Heterocapsa rotundata eller Heterocapsa niei

og de tre taksa forble derfor unike i forste sammenligningen.

Det forsvant sannsynligvis mange taksa med den brukte definisjonen i begge metoder. I
lysmikroskop ble mange celler som ikke ble klassifisert til art fordelt i grupper etter
storrelsesorden som "Ubestemte tekate 20-40 um". Det er mulig at celler som var morfologisk
og taksonomisk ulike ble talt i samme storrelsesorden og da kun registrert som étt taksa. Det
ble totalt definert 9 storrelsesorden-taksa med lysmikroskop, 15 om man inkluderer
Gyrodinium/Gymnodinium og Protoperidinium spp. Vi kan anta at flere unike taksa ligger

skjult 1 disse gruppene registrert med.

Med metastrekkoding ble sekvenser med 98% likhet sldtt sammen til én OTU for sekvensene

ble taksonomisk klassifisert. Dette inneberer at det kun var den representative sekvensen for
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OTUen som ble klassifisert. Flere taksa kan derfor ogsa ligge skjult i sekvenser som inngér 1
hver enkelt OTU. Mordret og medarbeidere (2018) viste at omtrent 2/3 av dinoflagellat-
diversiteten gikk tapt ved klustring av V4-sekvenser med 98%-likhet. Til slutt, siden noen nart
beslektede arter kan ha identisk V4-region i 18 rRNA-et (Edvardsen mfl., 2003) kan en OTU

representerer flere arter.
Andre feilkilder i sammenligningen

Mengden sjevann man analyserer er forskjellig med de to metoden lysmikroskop og
metastrekkoding som er et bias i denne sammenligningen, i tillegg til antall prever som ble

sammenlignet.

Normalt 1 overvékningen i1 Indre Oslofjord er det celler fra 25 mL vann som observeres med
lysmikroskop. I dette studiet var det et mil & filtrere 2 L vann pa hvert Sterivex-filter. Det ble
ikke alltid malt volumet vann som gikk igjennom filteret og andre ganger ble filteret tett for 2
L var filtrert. Vannpreven kunne vart pre-filtrert (som blir papekt i seksjon 4.5) for & unnga
store celler, som ikke bare dominerer preven etter sekvensering, men ogsé kan bidra til at filteret
blir fortere tett. Selv om det hadde blitt filtrert 2 L pa hvert filter er det ikke nedvendigvis 2 L
sjovann som sekvenseres og analyseres. Mengden kan minke gjennom de molekylere
forberedelsene for sekvensering. Nar DNAet blir ekstrahert frigjores alt DNA 1 cellene og det
blandes 1 en antatt homogen lesning. Nar man tar ut en liten del av denne losningen (her 2.5
uL) til PCR kan den potensielt inneholde DNA-sekvenser fra alle organismene i den 2 L
vannpreven, men vi vet det ikke med sikkerhet. Det blir i seksjon 4.6 foreslatt et PCR-forsek

for & undersgke hvor homogen DNA-lgsningen er etter ekstraksjon.

I lysmikroskop celletelledataene er taksalisten basert pé celler observert i 18 prover (Norli &
Eikrem, 2018), mens 1 vare data er de basert pa de 11 provene tatt12017. Det er ogsa litt usikkert
om lysmikroskopprevene er samlet pa 4 m eller 5 m. I celletellelisten star det 5 m, men i
rapporten star det 4 m (Norli & Eikrem, 2018). Jeg har i denne studien valgt & si at
lysmikroskopdataene er fra 5 m, siden det er celletellelisten jeg har brukt som data for

sammenligning.
Fordel med metastrekkoding

Metastrekkoding har en stor fordel som lysmikroskop ikke har, sekvensene i prevene kan
fylogenetisk analyseres. Dette gjor at sekvenser som ikke taksonomisk klassifiseres til art i en

referansedatabase, allikevel kan bli klassifisert ved & bli fylogenetisk plassert nar en art i et
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fylogenetisk tre. Flere av de mest abundante dinoflagellat-OTUene med stor sikkerhet plasser
nar kjente arter, som OTU 4 — Heterocapsa rotundata og OTU 10 — Pelagodinium bei. Dette

kan vere for omfattende arbeid 1 overvakningssammenheng, men muligheten er der.

Siden det er en sd liten del av DNA-ekstraktet som blir brukt til analyse av proven, gjor det at
proven kan bli analysert igjen om det skulle vaere onskelig. I den farten molekylaere metoder
utvikles i dag, kan vére resultater her vere utdatert om kort tid. Det som er igjen av vére prover
er per 1 dag lagret i en fryser pd Institutt for biovitenskap pa Blindern. Det blir anbefalt av
protist-arbeidsgruppe (ProWG CBOL) at slike prover skal bli lagret i en DNA-bank eller i en
museums samling, slik at provene er tilgjengelig for fremtidige analyser (Pawlowski mfl.,

2012).

For & oppsummere kan vére resultatene tyde pa at de to metodene er komplementare til
hverandre. Metoden lysmikroskop fanger opp arter som ennd ikke er sekvensert eller er
vanskelig & skille ved bruk av markeren brukt i dette studiet. Metastrekkoding gir mulighet til
a detektere uavhengig av livsstadiet, om cellen har blitt deformert, skille cyster til art og

detektere sma arter, til og med parasitter.

4.4 Ingen signifikant forskjell mellom dypene

Viére resultater viste ingen signifikant forskjell mellom de to dypene, 0-2 m og 5 m, hverken i
hydrografiske forhold eller protist diversitet og abundans. Men noen smé forskjeller s vi

allikevel.
Forskjeller

Ved sammenligning av antall OTUer ved de to dypene i protistdatasettet var 17 OTUer s@regne
for 0-2 m og 75 OTUer som var sregne for 5 m. At det ble pavist flere seregne OTUer ved 5
m kan forklares med at det var flere prever som ble tatt pA Sm enn ved 0-2 m. Flere prover vil

fange opp mer diversitet og differansen i antall prever er en stor feilkilde i sammenligningen.

Kun 12 av de totalt 92 seregne OTUene ble klassifisert til art i referansedatabasen PR2. Av
disse var fem av artene tilstede ved begge dyp, ved at OTUer fra det andre dypet ogsa ble
klassifisert til samme art. Det var bare to OTUer som ble klassifisert med hay sikkerhet (>99%
identitet med referansesekvens) til art og begge var bare tilstede pd 0-2 m. De to OTUene

tilherte ciliaten Pseudocohnilembus persalinus og dinoflagellaten Oxyrrhis marina.
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Pseudocohnilembus persalinus er en ciliat som er i Korea kjent for & parasittere flyndren
Paralichythys olivaceus (Kim mfl., 2004). Frittlevende Pseudocohnilembus-arter beiter pa
bakterier og 1 kultur svemmer nedover om de blir sultet, for de tilslutt kan danne cyster
(Fenchel, 1990). Hvorfor denne tilsynelatende bunnlevende ciliaten bare blir observert i

overflaten er vanskelig & forklare.

Oxyrrhis marina er en heterotrof dinoflagellat (Goldman mfl., 1989; Hansen mfl., 1996). Den
er en euryhalin art, som vil si at den er i stand til 4 tile store vekslinger i vannets saltholdighet.
Den Oxyrrhis marina-arten som finnes 1 Ostersjoen téler et saltholdighetsspekter fra veldig
fortynnet brakkvann til en saltholdighet pé ca. 40 (Fenchel, 2005). En mulig preferanse for

lavsaltholdig vann kan derfor ikke forklare hvorfor O. marina kun finnes i overflaten.

Hansen og medarbeidere (1996) viste at O. marina fortrekker a beite pa haptofytten Emiliania
huxleyi framfor annet fytoplankton. Som kan forklare hvorfor vi i preven fra august 2017 sd en
mye hoyere relativ abundans sekvenser som tilherte rekken Haptophyta ved 5 m enn i

overflaten.

Provene tatt 1 april 2017 viste en mye hoyere relativ abundanse av sekvenser som tilherte
diatoméer i overflaten enn ved 5 m. Ved 5 m var den relative abundansen sekvenser som tilherte
dinoflagellater hoyere enn ved 0-2m. Spransjiktet denne méneden 14 pa 4 m, og vi kan spekulere
at den store mengden dinoflagellater trives godt under sprangsjiktet, som forer til at beitepresset
pa diatoméene i overflaten er mindre. En annen mulig forklaring kan vere at vi 1 provetakningen
har fanget opp en eller flere kjeder av Chaetoceros sp. (som var dominerende pd 0-2 m 1 april
2017), mens i provene fra 5 m har vi ikke fanget opp like mange eller lange kjeder. Dette ville
resulterert i faerre sekvenser. En siste forklaring kan veere PCR-feil. Det som oppformeres tidlig
under PCR kan dominere proven, siden hver PCR-syklus fir mer og mer templat av det
oppformerte produktet som kan brukes 1 neste syklus. P4 den annen siden har vi tatt heyde for
skjev oppformering i PCR ved & ha tre PCR-replikaer per prove, som gjor PCR-feil mindre

sannsynlig.

Generelt var den ingen signifikant forskjell i prevene mellom de to dypene, hverken 1 OTU-
rikhet, diversitet eller jevnhet. Mulige forklaringer pé dette kan vare at dypene 0-2m og 5m er
sa ner hverandre at omrering i de gvre vannmassene forer til at protistsamfunnet er tilnaermet

homogent.
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Omrgring i de gvre vannmassene

En type dyp omrering av vannmassene forarsaket av vind er langmuir-sirkulsjon (Langmuir,
1938). Langmuir-sirkulasjon er en forbigdende omrering av de evre vannmassene. Denne
sirkulasjonen er ofte synlig i vannskorpen som parallelle «vind-rader» som bestar av
bobler/skum og flytende detritus som ligger orientert i vindretning. Under vannoverflaten
dannes celler med stremhvirvler, vertikalt 90 grader pa vindretningen. Langmuir-sirkulasjon
kan oppsta raskt, innen fa ti-talls minutter om vindhastigheten er over 3 m/s (Talley, 2011). Den
vertikale omreringen nér da vanligvis ned til 4-6 m dyp (Talley, 2011), men ogsé dypere om
vindhastigheten er storre. Alle ménedene, foruten juli 2016, hadde minst en dag (i snitt 4.2

dager) der vindforholdene 14 til rette for at langmuir-sirkulasjon kunne oppstatt.

Om sommeren er ikke vindhastigheten hoy, men andre faktorer som temperaturendringer i
atmosfaeren bidrar til vertikal omroring 1 de evre vannmassene (Moum & Smyth, 2001). Om
dagen varmes de gvre vannmassene av solinnstraling. Om natten synker temperaturen i lufta,
som forer til vannoverflaten avgir varme og avkjeles. Avkjelingen av vannoverflaten induserer
dannelsen av konveksjonsceller, der det gvre vannet synker ned til vann med lik temperatur og

overflatevannet erstattes med vann fra underliggende lag.

En annen ting som skaper vertikal omrering i de evrevannmassene er turbulens i tidevannet
(Reun mfl., 2018). Vannmassene er utsatt for en omrering hver gang de gér ut og inn av fjorden.
I tillegg er det flere undersjoiske terskler i Indre Oslofjord. Tidevannet presses over disse
tersklene pa vei inn eller ut av fjorden. Dette kan skape indre belger i vannseylen som forplanter
seg innover fjorden (Baalsrud & Magnusson, 2002) — «lee balger» — som kan fore til turbulens

mellom de stratifiserte vannlagene (Farmer & Dungan Smith, 1980).

De ovre vannmassene pdvirkes ikke bare av naturlige fysiske krefter, men ogsa
menneskeskapte. Ekman beskrev i sin doktoravhandling i 1904 «dead water», et fenomen som
oppstar nér et lag ferskere vann ligger over et saltere (Mercier mfl., 2011; Walker, 1991). Néar
en bat kjorer i stratifiserte vannmasser skaper ikke béaten bare bglger i overflaten, men ogsa
indre bolger 1 det saltere og tettere vannlaget under det ferskere overflate laget (figur 4.2).
Dannelsen av de indre balgene krever energi, som blir overfort fra for eksempel motorkreftene
1 en batpropell. De indre balgene kan skape turbulens i og mellom de to vannlagene. Fritidsbater

kan derfor bidra til ikke bare omrering i vannmassene over sprangsjiktet, men ogsa mellom.
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Figur 4.2. Dead water-effekten demonstrert ved d dra en leke-bdt over et kar med vann
stratifisert i to lag, et farget lavt-saltholdig lett vannlag over et ufarget salt og tungt vannlag.
A og B viser noyaktig samme bilde hvor (B) har hoyere kontrast enn (4). Figur er modifisert
fra Mercier mfl., 201 1.

Béter som gér dypere 1 vannsegylen enn sprangsjiktet 1 vil ogsé fore til blanding 1 og mellom
vannlagene. Oslofjorden er en trafikkert fjord, med bade tankskip og ferjer som gar ut og inn

av fjorden omtrent daglig.

Vannmassenes sirkulasjon er kompleks og det er flere faktorer som spiller inn enn de f4 som
her er gjort rede for (se Moum og Smyth 2001 for flere faktorer). I det ovre blandingslag er
vannmassene utsatt for stadig omrering pd grunn av flere fysiske krefter som pévirker samtidig
og innen korte tidsrom. Datasimuleringer har vist at lateral rering av vannmasser kan gruppere
fytoplanktonet horisontalt flekkvis (phytoplankton patchiness pé engelsk) (Abraham, 1998).
Dette er ogsa vist med satellittbilder (Gower mfl., 2003; Martin mfl., 2003).

I vire data kan vi ikke se en sammenheng mellom dybden pa det evre blandingslaget og
forskjell i provene (ordinasjonsavstand) ved de to dypene. Sterst ordinasjonsavstand sa vi i
september 2016, da det gvre blandingslaget var pa 10 m. Flere protister har god egenbevegelse
eller andre tilpassninger som gjor at de kan regulere sin plassering i vannsegylen. Det er vanlig
a finne et dyp der fytoplanktontettheten er hey, kalt det dype klorofyll maksimum. I
metastrekkodingstudie til Gran-Stadniczefiko og medarbeidere (2018) sammelignet de prover

fra overflaten med prover fra det dype klorofyll maksimum. De kunne pévise en signifikant
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forskjell i antall OTUer men ikke 1 diversitet eller jevnhet. Vi kan ut ifra dette anta at vi ikke
har tatt prover fra klorofyll maksimum og at det evre blandingslaget har vert blandet. Det ble i
vart studiet vist at protistsamfunnet pa de to dypene ikke er nevneverdig forskjellig selv om

man fjerner dinoflagellatene fra sammenligningen.

4.5 Metodekritikk

I denne studien fulgte vi samme prosedyre for innsamling av vannprever som brukes under
Ocean Sampling Day (Kopf mfl., 2015). Denne metoden har vert lett & gjennomfore og det
viktigste har vaert & unnga kontaminering av prever. Dette kan ungas ved bruk av hansker, sorge

for at utstyr er godt vasket og rent for bruk.

Ved a se pa DNA og ikke RNA, risikerer vi & sekvensere ikke-levende DNA. Om vi hadde
brukt RNA kunne vi muligens unngatt at celler med stort genom dominerer prevene (Not, mfl.,
2009). Om vi skulle sett p& RNA krever dette en annen handtering av filtrene, som rask
nedkjeling i flytende nitrogen etter filtrering for & forhindre degradering av RNAet. Dette er en
prosedyre som gjor metoden vanskeligere & gjennomfere og mélet har vart 4 underseke om
dette er en metode som lar seg enkelt bruke i overvakning. DNA er mer robust og tiler mer

ogsa etter isolering, som gjor at DNA er mer egnet enn RNA.

Pre-filtrering

I det opprinnelige datasettet tilhorte 12,5% av OTUene og 39% av sekvensene dyr, planter eller
sopp. Det var spesielt to OTUer innen klassen Maxillopoda som var meget abundant. For &
fijerne store zooplankton kunne vi prefiltrert vannprevene, som er vanlig prosedyre i flere
studier pa protist-diversitet (Egge mfl., 2015a; Lovejoy mfl., 2006; Massana, 2011; Massana
mfl., 2015; Not mfl., 2004; Seenivasan, 2013).

Vare vannprever ble filtrert direkte pé et 0.22um filter, som fanget opp alt plankton sterre enn
dette. Sterrelsen til protister spenner over et stort spekter, hvor majoriteten av marine pelagiske
protister faller innen sterrelsesorden pico- til mikroplankton (0.20-200 um) (Azam & Malfatti,
2007; Brewin mfl., 2010; Takahashi & Bienfang, 1983). Sterrelsen pa prefiltreringssilen kan
bestemmes etter hvilken storrelsesorden av protister man ensker & studere, men man mé vere
bevisst at en prefiltrering kan fjerne store arter og arter som danner lange kjeder (Gran-
Stadniczefiko mfl.,, 2018), som diatomeene Skeletonema sp. (Takabayashi mfl., 2006;
Throndsen mfl., 2007) og Chaetoceros sp. (Fryxell, 1978; Throndsen mfl., 2007).
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V4-regionen i 18S rRNA-genet som markgr

Markeren har i1 denne studien vist seg & fungere godkt til a skille store gruppene, men begrenser
klassifisering til art innen noen slekter som Dinophysis. CBOL-protist arbeidsgruppen foreslar
en tosteg strekkodingsmetode, der man forst skiller de store gruppene ved bruk av V4-regionen
som marker for deretter benytte en rekke gruppe-spesifikk marker for klassifisering pa artsniva

(Pawlowski mfl., 2012).

Primere

Alle supergruppene som ble forventet & bli pavist var tilstede, utenom Excavata. I supergruppen
Excavata finner vi rekken Euglenozoa (Heyden mfl., 2004) og en vanlig euglenoid-art i
Oslofjorden er Eutreptiella braarudii (Throndsen mfl., 2007). Det ble talt Eutreptiella-arter 1
lysmikroskop fra overvidkningsprever fra mars - mai 2017, tatt pa samme lokalitet som vare
prever (Norli & Eikrem, 2018). At vi ikke fanget opp denne arten kan bero pa primerene som
ble brukt ikke var generelle eller spesifikke nok. Gruppen Foraminifera ble heller ikke pavist.
Foraminifera tilherer supergruppen Rhizaria, som fordi de har en mye lenger V4-region enn
andre eukaryote har vist seg vanskelig & fange opp ved bruk av universale eukaryote 18S rRNA-

primere (Pawlowski, 2000; Pawlowski mfl., 2003).

OoTuU

Et viktig problem er hvordan & definere en art i metastrekkoding-data (Pawlowski mfl., 2016).
For gyeblikket er den molekylare ekvivalenten for en art en OTU (ogsd kalt MOTU —
Molecular Operational Taxonomic Unit) (Godfray mfl., 2004). Vi definerte en OTU til
sekvenser med 98% likhet. I andre studier er 95% (Caron mfl., 2009), 97% (Balzano mfl., 2015)
eller 99% (Hu mfl., 2016) brukt som terskelverdier. For protister er det vanskelig & bestemme
en universell terskelverdi for en OTU, siden protister har evolusjonart utviklet seg i forskjellig
hastighet (Pernice mfl., 2013). En mulighet for & overkomme dette problemet er & bruke

forskjellige grenseverdier avhengig av hvilken gruppe protister man ensker & studere

(Pawlowski mfl., 2016).

Referansedatabasen PR?
En av de storste utfordringene vi mette pd var begrenset tilgang pa sekvenser som var

taksonomisk klassifisert i referansedatabasen PR?. Databaser blir daglig forbedret med flere
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sekvenser og kuratert taksonomisk klassifisering. Bruk av flere referansedatabaser kunne vart
en mulighet.

PR? inneholder noen feil som gjer arbeid med store datasett litt vanskeligere. Slik som at
Syndiniales var pé taksonomisk nivé klasse og ikke orden.

De 22 paviste protistgruppene tilhorte 8 supergrupper, som ble definert etter det taksonomiske
klassifiseringssystemet i PR? (Guillou mfl., 2013). I PR? finnes det 17 supergrupper (se tabell
1 1 Guillou mfl., 2013) som gjer sammenligning med annen litteratur noe forvirrende.
Supergruppene kan ansees som hovedgreinene i det eukaryote treet. De har gjennomgatt en
betydelig omorganisering de siste 20 drene (Burki, 2014; Burki mfl., 2007) og vi kan forvente
flere omveltninger 1 fremtiden. Taksonomisk klassifisering er ofte oppe til debatt ettersom
molekylaere studier stadig avslerer nytt slektskap mellom grupper (Massana mfl., 2004;
Nikolaev mfl., 2004; Seenivasan, 2013). Stamenopiles, Alveolata og Rhizaria som her omtales
som tre supergrupper, blir i annen litteratur klassifisert som superrekker som samlet utgjor
supergruppen «SAR» (Adl mfl., 2012; Burki, 2014; Burki mfl., 2007; He mfl., 2016).
Supergruppen Apusozoa blir 1 annen litteratur ikke omtalt som en supergruppe, men trolig en
parafyletisk sostergruppe til Opisthokonta som er sammen med Amoebozoa foreslatt & utgjore
supergruppen Unikonta (Cavalier-Smith & Chao, 2010). Det er viktig at referansedatabaser er

oppdatert og det er nedvendig & etterstrebe et universelt klassifiseringssystem.

Tolkning av antall sekvenser

Et annet kontroversielt aspekt ved bruk av metastrekkoding er hvordan tolke de kvantitative
sekvensdataene. Noen gkologiske studier viser at et er uoverensstemmelse mellom antallet
celler talt i lysmikroskop og den relative abundansen i sekvenser (Egge mfl., 2013; Medinger
mfl., 2010). Det er derfor et behov for flere studier som underseker sammenhengen mellom
antallet celler den relative abundansen sekvenser til forskjellige grupper protister. Jo mer
kunnskap vi far om dette, jo neermere kommer vi utviklingen av en prosedyre for behandling

og tolkning av metastrekkoding-data.

Det ble det ikke direkte undersekt om metoden vi brukte er repliserbar. Siden det ble tatt
reservepraver for hver prove, ville det veert fullt mulig & ekstrahere DNA fra en eller flere av
disse som kontroll av metoden. Pa den annen side viste vare resultater at provene tatt pa 0-2 m

og 5 m ikke var signifikant forskjellig. Dette kan indikerere at metoden er repliserbar.
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4.6 Fremtidige studier og konklusjon

Datasettet som vi sitter igjen med etter denne studien er stort. Det inneholder et enormt
potensiale for videre undersgkelser. Jeg har kun studert dette datasettet i lys av spersmalene jeg
stilte. Jo mer jeg jobbet med og ble kjent med dette datasettet, jo flere muligheter sa jeg at dette
datasettet har. Dette var mye av grunnen til at jeg onsket & legge hele datasettet ut pd figshare.

Andre oyne vil kanskje enske 4 analysere andre ting enn det jeg foreslar under.

4.6.1 Hadde jeg hatt mer tid med datasettet ville jeg
Undersgkt diversiteten pa nytt

I den bioinformatiske pipelinen vi brukte ble OTUene taksonomisk klassifisert etter de hadde
blitt klustret pd 98% likhet. Ved & taksonomisk klassifisere sekvensene for man klustrer kan
man unngd at taksa blir gijemt i OTUen. Dette kalles fylo-basert metode. Sekvensene blir forst
blir sekt opp mot en referansedatabase og taksonomisk merket, deretter slitt ssmmen etter hvor
like merkelappene er (Schloss & Westcott, 2011), ikke hvor like sekvensene er som ble gjort

med vare data.

Det hadde vert interessant & sammenlignet resultatene vire med resultatene vi hadde fatt fra &

bruke en fylo-basert metode.
Analysert dataene i overvakningsgyemed

Hva sier protistsammensetningen og de hydrografiske mélingene i vare ra-data om eutrofiering
og klimaendringer? Jeg ville samlet overvakningsrapporter og trendanalyser som allerede er
gjort for Indre Oslofjord, undersekt indikatorarter for eutrofiering og klimaendringer og satt det

1 sammenheng med hvordan fjorden har utviklet seg spesielt de siste 50 arene.
Sett pa parasitt-vert relasjoner

Det ble 1 vare data pavist en stor del OTUer som tilherte parasitter. Jeg ville undersekt om
parasitter har en regulerende effekt pd protistsamfunnets og om de er med pd & pévirke

sesongvariasjon i protistsamfunnet.

I pipelinen ble litt over 6 000 sekvenser som potensielt tilherte 16S rRNA-genet i bakterier
filtrert bort (tabell S.2). Med bakterie-sekvensene 1 tillegg til det opprinnelige datasettet kan

man se pa parasitt-vert relasjoner som ogsé inkluderer bakterier, dyr og sopp.
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Sammenligne med lysmikroskopdata fra samme praver

For hver dato vi var ute og samlet prover ble det i tillegg samlet inn prover til analyse i
lysmikroskop. Ph.d student Elisabeth Lundser vil 1 sitt prosjekt telle celler fra disse provene og
det hadde vert spennende & undersekt hennes resultater sammen med vare. Paviser de to

metodene de samme taksa nr det er samme vannprevene som blir analysert?
Sett pa arter

Den haye OTU-diversiteten pavist om vinteren er forslétt 1 diskusjonen & bero pa tilfersel av
arter som kommer med vannforneyelse eller fra dypere vannlag. Ved & studere litteratur pé
artene OTUene i1 vinterprovene ble klassifisert til, kan man faktasjekke det overnevnte

argumentet ved & potensielt oppdage dypvannsarter.
Fylogenetiske studier

Mange av OTUene 1 protistdatasettet ble f.eks. kun klassifisert til klasse. Som 107 unike OTUer
som tilherte klassen Dinophyceae. Fylogenetiske analyser kan potensielt plassere OTUene

narme kjente arter og gi mer informasjon om protistsammensetningen.

Om det er mye man ikke kan fylogenetisk plassere kan man kanskje fa et innblikk i hva som

ikke enda er oppdaget 1 Oslofjorden.
Sett pa sjeldne OTUer

De aller fleste OTUene (88%) pavist i denne studie var sjeldne (<0.05% sekvenser per OTU).
Det er her blitt fokusert pA OTUer med for det meste hey relativ abundans, som innebarer at

det er veldig lite av diversiteten som er blitt fremstilt og diskutert.

Jeg ville fjernet alle abundante OTUer fra datasettet. Deretter analysert og fremstilt mange av

dataene pa nytt for 4 undersgkt hvordan samfunnet s& ut om man kun sa pa det sjeldne OTUene.
Nye arter for Norge/Oslofjorden

Vi undersokte ikke om noen av de klassifiserte OTUene representerte arter nye for Norge eller
Oslofjorden. Dette ville jeg undersoke ved & gjennomga artslister for Norge og Oslofjorden og

sammenlignet med vare funn.
Homogenitet i DNA-ekstraktet

Vi har fortsatt de opprinnelige 30 ekstraherte DNA-provene 1 fryseren pa Blindern. Det var kun

en liten del av proven tatt ut til videre metastrekkoding-analyse. Ved & kjore neyaktig samme
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prosedyre pa en ny del av den resterende preven, kan man undersgke om resultatene viser det
samme. Gjor de det, vil det bekrefte at det er 2 L vann vi analyserer. Gjor de ikke det, er det
rom for forbedring av prosedyren. Dette tror jeg er viktig for & underseke hvordan best mulig

utvikle en standard prosedyre som kan brukes globalt.

Av vére prever hadde mange en s& hoy DNA-konsentrasjon (>5 ng/uL) at de ble fortynnet for
PCR (tabell S.1) De tre PCR-replikaene var fra samme fortynnede prove. Jeg mistenker at man
mister DNA-diversitet 1 fortynning, spesielt fra arter som forekommer i lav abundans. Ved &
lage flere fortynninger fra samme prove f.eks. 5, for deretter kjore PCR med tre replikaer pa
hver av de 5 fortynningene kan man undersgke om diversiteten er forskjellig i de 5 provene.

Det er viktig & da inkludere minst ett replika pa en av fortynningene som kontroll.
Hvaer OTU 29?

OTU 29 var den mest abundante OTUen 1 hele protistdatasettet og ble ikke klassifisert n@rmere

enn til en Gyrodinium sp. Sa hvilken art er det egentlig?

Under celletelling i overvékningen blir det observert en Gyrodinium som minner om
Gyrodinium helveticum, som det i1 perioder er mye av (Wenche Eikrem, personlig

kommunikasjon, 27 september 2018).

Dette underbygger at det i praksis skal vere mulig & isolere enkelt celler fra ufikserte
vannprever prover, oppformere 18S rRNA-genet og sekvensere. Celler som mulig representerer
OTU 29 burde 1 tillegg observeres i lysmikroskop og elektron mikroskop for morfologisk

karakteriserng.

4.6.2 Hvordan drive overvakning i framtiden

Metode

Jeg vil anbefale en kombinasjon av metastrekkoding og lysmikroskop. Vare resultater har vist
at metastrekkoding har et enormt potensiale for & undersgke arter som ikke kan observeres i
lysmikroskop. Det er ogsd en metoden som vil gjere det lettere & registrere nye innvaderende
arter pa et tidlig tidspunkt.

Metoden metastrekkoding har ogséd sine begrensinger, spesielt for kvantitative analyser. En
kombinasjon av disse metodene vil gi et helhetlig og realistisk bilde av protistsamfunnet
sammensetning og biomasse. Ved & allerede né starte overvakning med begge metoder, samler

man data som kan brukes til 4 utvikle en best mulig prosedyre for fremtidens overvakning.
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Man maé ogsa stille spersmalet om det i overvakning er viktig 4 identifisere til art. For noen
giftige arter er det penbart det, men for de resterende? Hvis det er tilstrekkelig & ha kjennskap
til biomassen av fytoplanktonet, kan en kombinasjon av klorofyll a malinger sammen med
satellittovervakning vaere en mulig metode (Nezlin mfl., 2010). Man kan ogsa bruke qPCR for
a pavise f.eks. giftige alger (Galluzzi mfl., 2004; Zhu mfl., 2005) eller biomassen til enkelte
diatoméer (Godhe mfl., 2008).

Dyp
Jeg vil anbefale & avslutte overvakning pa 0-2 m. Dette er ressurser som heller kan bli brukt pa
a feks. ta flere preover gjennom aret og starte opp med metastrekkoding i tillegg til

lysmikroskop.

4.6.3 Konklusjon

Denne studien har vist at metastrekkoding er en metode som er godt egnet som et supplement i
den marine miljoovervakningen. Den kan per 1 dag ikke erstatte den tradisjonelle
overvakningen med lysmikroskop, men kan bidra pd omrader der lysmikroskopi begrenses.
Metastrekkoding er en metode som er tidkrevende og krever molekylar- og bioinformatisk-
kompetanse. Men med gode prosedyrer og velfungerende pipeliner kan dette bli et verktoy som
de fleste kan handtere. Metoden metastrekkoding begrenses 1 dag hovedsakelig av
referansedatabaser brukt til taksonomisk klassifisering av sekvensene i proven og det er viktig
a velge en marker som fanger opp det man ensker & underseke. Arbeide for a forbedre og
oppdatere referansedatabaser er nedvendig, sammen med at flere arter identifiseres og
sekvenseres. Ved & starte opp med et overlapp av begge metoder kan man pé best grunnlag

utvikle prosedyrer for fremtidens overvdkning.

Resultatene vare kan bidra til bedre forstielse av protistsamfunnets sammensetning gjennom
aret 1 kystnaere omrader og de paviste protistenes globale utbredelse. Jeg hdper dette er starten

pa et enormt datasett som det vil bli bygget pd i lang tid fremover.
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A Figur S.3.. Hvert diagram viser hvordan saltholdigheten (x-akse) endrer seg med dyp (Y-
akse). Heltrukket bla linje markerer haloklinen og striplet bld linje marker mildere spransjikt
i saltholdighet. Basert pa CTD-mdlinger fra provedagene fra februar 2016 til desember 2017
(mangler CTD-data for 2 februar og mars 2017).
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Supplementeare tabeller

Tabell S 1.Tabellen viser pravene, hvilken dato hver enkelt prove ble tatt, fra hvilket dyp og
vannvolum som fra denne praven ble filtrert pa Sterivex-filteret. Tabellen inkluderer ogsd
resultatet fra den forste (1. pre-PCR) og siste (2. post-PCR) Qubit-mdaling. Provene er tatt av

EL = Elisabeth Lundsor eller H&K = Hulda K. Bjorneklett og Karoline Saubrekka

Prgve:

W R N U R w NPE

W N N N N N N N N NN R R R R R R R R = =
S ®© ® N 9o U S WNRLROO® NSO ®MHMWNRO

Dato:

24.02.16
24.02.16
11.04.16
11.04.16
22.06.16
22.06.16
18.08.16
12.09.16
12.09.16
25.11.16
25.11.16
02.02.17
20.02.17
06.03.17
18.04.17
18.04.17
15.05.17
15.05.17
21.06.17
21.06.17
14.08.17
14.08.17
18.09.17
18.09.17
18.10.17
18.10.17
16.11.17
16.11.17
15.12.17
15.12.17

Dyp
(m):

0-2
5
0-2
5
0-2

Vann
filtrert

(L):

1.95
1.875
1.2

0.8

NN N NN N NN N N DNMNDN

CTD-
malinger

1. DNA
konsentrasjon
(ng/uL):

10.1

10.5
8.46
14.4
21.4
226
13.4
15.9
18.4
10.5
222
8.22
11.7
9.52
5.86
9.2
43.6
20.4
1.27
13.2
1.84
13.7
29.0
14.7
17.5
4.72
1.59
9.18
12.7
4.48

2. DNA

konsentrasjon

(ng/uL):
129.0

145.0
186.0
139.0
145.0
89.2
146.0
96.0
139.0
158.0
78.0
181.0
151.0
41.0
76.8
70.4
47.6
93.4
76.6
140.0
64.6
131.0
152.0
90.0
132.0
182.0
68.2
125.0
120.0
123.0

Prgve
tatt av:

EL
EL
EL
EL
H&K
H&K
EL
EL
EL
EL
EL
EL
EL
EL
EL
EL
H&K
H&K
H&K
H&K
H&K
H&K
H&K
H&K
H&K
H&K
H&K
H&K
H&K
H&K

131



Tabell S.2. For hver prove kan man lese hvor mange sekvenser proven bestod av etter
hver de 4 forste stegene i pipelinen.

Prgve:

W Noo AW NP

WINDRDNRNNNNNRDLDRNONRNRRRR R B R R R R
W NSO WMALEWDNDEOOORNOO®A R WN RO

132

Dato:

24.02.2016
24.02.2016
11.04.2016
11.04.2016
22.06.2016
22.06.2016
18.08.2016
12.09.2016
12.09.2016
25.11.2016
25.11.2016
02.02.2017
20.02.2017
06.03.2017
18.04.2017
18.04.2017
15.05.2017
15.05.2017
21.06.2017
21.06.2017
14.08.2017
14.08.2017
18.09.2017
18.09.2017
18.10.2017
18.10.2017
16.11.2017
16.11.2017
15.12.2017
15.12.2017

Dyp:

SUM:

Fra sek.senter

374 682
415983
343 767
423511
317 263
469 646
94 646
173 318
414 557
162 895
253 290
150530
333230
300100
298 549
172 686
303 675
265034
449 302
609 061
458 687
339426
336 260
427 614
179 800
372294
288 427
360433
381913
392 507

9 863 086

BAYES-
HAMMER
372471
413 545
341989
421093
315227
467 233
93 899
172 206
412 391
161 789
251707
149 387
331342
298 268
296 936
171 568
302311
263 820
447 644
606 330
456 881
337 666
334 165
425 238
177 607
370353
287 257
358 995
380351
390 834

9810503

PEAR

361152
402 464
333 004
409 614
309 118
454 637
92 350
169 222
405 387
157 420
246 268
146 440
324 535
290 892
292 402
169 147
299 457
259 393
442 250
590932
448 758
332254
324 697
413 240
166 966
362 279
283 564
354536
371213
383 046

9596 637

USEARCH

195 102
229 026
183 468
223982
174 448
234614
51433
95 540
235753
89392
140 522
82214
185 585
160982
167 736
97039
184 694
152 769
256 005
329432
269 190
184 460
138 320
228182
44 863
203 866
162 541
213175
214043
220928

5349304

HMMR

194 776
228 683
182 772
223253
174 150
234 283
51401
95312
235382
91150
140 377
82165
185158
160 892
167 645
96 991
184 662
152729
255 647
329 280
267 865
184 036
138 260
228 047
44 836
203 788
162 449
213 038
213623
220504

5343 154



Tabell S.3. Tabellen viser antallet sekvenser i hver prover etter de var ferdig filtrert i pipelinen
(Radata), etter manuell filtrering av OTUer som kun forkom i en prave eller hadde totalt <10
sekvenser (Oprinnelige datasettet), etter manuell fjerning av ikke-protist-gruppene Fungi,
Metazoa, Opisthokona og Streptophyta (Protistdatasettet) og etter alle provene ble subsamplet
til likt antall sekvenser (subsamplet).

Prgve: Dato: Dyp Radata Opprinnelige = Protistdatasettet Subsamplet

(m): datasettet protistdatasett
1. 24.02.2016 0-2 184 535 184 357 168 932 10530
2. 24.02.2016 5 214 765 214 522 183 493 10 530
3. 11.04.2016 0-2 176 639 176 418 125711 10530
4. 11.04.2016 5 213 663 213 539 137910 10530
B, 22.06.2016 0-2 165 024 164 754 122 615 10530
6. 22.06.2016 5 224 197 223799 177 061 10530
7. 18.08.2016 5 47 304 47 183 29 680 10530
8. 12.09.2016 5 223433 223159 109 865 10530
9. 12.09.2016 0-2 89 108 88984 57 786 10530
10. 25.11.2016 0-2 82401 81927 66 960 10530
11. 25.11.2016 5 129 864 129323 113 637 10 530
12. 02.02.2017 5 75258 75147 56 123 10530
13. 20.02.2017 5 177 047 176 695 111 500 10530
14. 06.03.2017 5 148 065 147 945 60 158 10 530
15. 18.04.2017 5 81764 81 658 42 543 10530
16. 18.04.2017 0-2 144 390 144 113 132 062 10530
17. 15.05.2017 0-2 178 972 178 911 172791 10530
18. 15.05.2017 5 143 415 143 208 88 358 10 530
19. 21.06.2017 5 317 962 316 434 118 965 10530
20. 21.06.2017 0-2 250703 250 539 198 987 10530
21. 14.08.2017 5 170 748 170 500 78 640 10530
22, 14.08.2017 0-2 249 018 248 509 164 123 10530
23. 18.09.2017 0-2 131 664 131 603 10530 10 530
24, 18.09.2017 5 222 631 222100 37576 10530
25, 18.10.2017 0-2 41958 41920 22336 10530
26. 18.10.2017 5 195 430 195 156 83763 10 530
27. 16.11.2017 5 205 581 205431 90 647 10530
28. 16.11.2017 0-2 159 436 159 330 81555 10530
29. 15.12.2017 0-2 203 506 203 041 114 457 10530
30. 15.12.2017 5 209 350 208 641 129510 10530

SUM: 5057 831 5048 846 3088274 315900
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Tabell S.4 Tabellen viser hvor mange OTUer og sekvenser som tilhorer hver taksonomiske
gruppe i de tre datasettene (Opprinnelige-, Protist- og Subsamplet datasett). Gruppene markert
i gult, er de som fjernes fra det Originale datasettet og de gjenveerende danner da Protist
datasettet.

OPPRINNELIGE- OG | SUBSAMPLET
PROTIST- DATASETT | PROTISTDATASETT

SUPERGRUPPE | Gruppe OTUer Sekvenser OTUer  Sekvenser

ALVEOLATA Apicomplexa 13 2325 12 677

Ciliophora 124 132 536 117 12171

Dinoflagellata 567 2 000 859 534 203 100

Perkinsea 3 64 3 9

AMOEBOZOA Amoebozoa 2 30 1 3

APUSOZOA Apusozoa 4 64 4 9

ARCHAEPLASTIDA | Chlorophyta 70 140 025 67 12 698

Rhodophyta 22 50124 22 4 496

Streptophyta 7 462 - -

HACROBIA Centroheliozoa 5 1407 4 198

Cryptophyta 10 137 956 10 12 660

Haptophyta 28 46 074 28 4573

Katablepharidophyta 6 16 034 6 1628

Picozoa 12 30812 12 2 852

Telonemia 16 13771 16 1967

OPISTHOKONTA Choanoflagellida 28 11 652 28 1004

Fungi 57 7479 - -

Mesomycetozoa 7 4757 7 398

Metazoa 132 1952516 - -

Opisthokonta 1 115 - -

RHIZARIA Cercozoa 97 49 363 94 6281

Radiolaria 12 2621 10 176

STRAMENOPILES | Ochrophyta 190 333956 182 37599

Stramenopiles 9 4900 9 729

Het. Stramenopiles 160 107 880 148 12 576

UKL. EUKARYOTA | Uklas. Eukaryota 2 1064 2 96
TOTALT: Opprinnelige datasett 1584 5048 846
Protistdatasettet 1387 3088274

Subsamplet 1315 315900
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Tabell S.5. Mest abundante og frekvente Dinoflagellat-OTUer fra Protist- og subsamplet
protistdatasett. OTUenes taksonomiske Blast-treff i referansedatabasen PR’. Blast-sok gjort
mauelt mot NCBI, der to av de beste treffene er inkludert i tabellen. "minus" er Blast-sok mot
NCBI hvor uklutiverte sekvenser fra miljoprover er ekskludert. Alle har e-verdi = 0. Rekkfolgen
pa tabellen er fra mest til minst abundant i protistdatasettet.

Bit- Query Ident. Accession
score cover
OTU 29
PR2 Dinophyceae art 752 100% 99% KJ925408
NCBI Uncultured eukaryote clone 278C05 752 100% 99% KJ925408
Uncultured dinoflagellate clone HP18D-63 752 100% 99% AB827506
minus Gyrodinium helveticum 747 100% 99% FJ024299
Gyrodinium helveticum 741 100% 99% MG493227
oTu 4
PR? Heterocapsa sp. 774 100% 100%  JX661031
NCBI Heterocapsa rotundata 774 100% 100%  MHO071708
Uncultured eukaryote clone SGUH864 774 100% 100%  KJ763359
OTuU 3
PR2 Tripos candelabrus 763 100% 99% FJ402945
NCBI Uncultured dinoflagellate clone HPO9D-76 774 100% 100%  AB827614
minus Tripos muelleri 771 99% 100%  MF927990
Tripos brevis 769 100% 99% MF927975
OTU 10
PR? Suessiales art 774 100% 100%  JX457434
NCBI Pelagodinium beii 774 100% 100%  LC333575
Uncultured eukaryote clone EukT2B3_3_8 774 100% 100%  JX457434
minus Gymnodinium beii 774 100% 100%  U41087
OTU 8
PR2 Alexandrium hiranoi 771 100% 100%  LCO56068
NCBI Uncultured eukaryote clone WS074.017 771 100% 100%  KP404887
minus Alexandrium hiranoi 771 100% 100%  LC056070
Alexandrium sp. 771 100% 100%  LC0O56068
OTU 14
PR2 Dinophyseae art 774 100% 100%  KJ758398
NCBI Uncultured eukaryote clone SGYI987 774 100% 100%  KJ758387
minus Warnowia sp. 747 100% 99% KP790170
Gymnodinium sp. 741 100% 99% JQ639761
OTU 1033
PR2 Dinophyceae art 754 100% 99% HQ868921
NCBI Uncultured eukaryote clone SHAX407 754 99% 99% HQ868921
minus Heterocapsa rotundata 741 100% 99% KY980394
OTU 103
PR2 Tripos fusus 752 100% 99% FJ402958
NCBI Tripos fusus 752 100% 99% FJ402958
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Uncultured eukaryote clone 2C_H08 752 100% 99% EU733848

OTU 22

PR2 Dinophysis acuminata 769 100% 99% KJ508017

NCBI Dinophysis acuminata 769 100% 99% KJ508017
Dinophysis tripos 769 100% 99% HM853816

OTU 20

PR2 Dinophyceae art 776 100% 110%  KJ925274

NCBI Uncultured eukaryote clone 271F02 776 100% 100%  KJ925274
Uncultured eukaryote clone NPK2_155 763 100% 99% EU371152

OTuU 733

PR2 Dinophyceae art 758 100% 99% KJ763177

NCBI Uncultured eukaryote clone 010.75_35 758 100% 99% KX532441
Uncultured eukaryote clone SGUH560 758 100% 99% KJ763177

minus Podolampas spinifera 730 100% 98% FJ888597
Gyrodinium rubrum 730 100% 98% AB120003

OTU 30

PR2 Gyrodinium sp. 774 100% 100%  KJ758257

NCBI Uncultured eukaryote clone SGYI817 774 100% 100%  KJ758257
Uncultured Gymnodiniales clone 774 100% 100%  FJ431822
RA071004T.017

minus Gyrodinium cf. gutrula 769 100% 99% FN669511
Gyrodinium dominans 769 100% 99% FN669510

OTU 638

PR2 Dinophyceae art 758 100% 99%  KJ763538

NCBI Uncultured eukaryote clone WS073.095 758 100% 99% KP404843
Uncultured eukaryote clone SGUH1319 758 100% 99% KJ762968

minus Prorocentrum mexicanum 736 100% 98% KY426836
Prorocentrum koreanum 736 100% 98% KP711353

OTuU 37

PR2 Alexandrium margaelefii 767 100% 99% U27498

NCBI Alexandrium margaelefii 767 100% 99% U27498
Alexandrium minutum 725 100% 98% AJ535388

OTU 51

PR2 Dinophyceae art 767 100% 100%  JN832710

NCBI Uncultured eukaryote clone E_MO_3H07 767 100% 100%  JN832708
Uncultured eukaryote clone 44c_40931 721 93% 100%  KT816783

OTU 639

PR? Gymnodinium sp. 756 100% 99% KJ762951

NCBI Uncultured eukaryote clone SGUH1285 756 100% 99% KJ762951
Uncultured alveolate clone SW0_72 756 100% 99% JF826353

minus Barrufeta bravensis 728 100% 98% MH732694
Gymnodinium dorsalisulcum 728 100% 98% MH732691
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Tabell S.7. Dominante OTUer i hver enklet prove tatt i 2016 og 2017. Dominant er her
definert til >10% av sekvensene i proven. Tabellen innholder OTU-nummer (OTU), andelen
sekvenser OTUen hadde i prover oppgitt i prosent (%) og OTUens taksonomiske
klassifisering i referansedatabasen PR?. Basert pd subsamplet protistdatasett.

0 - 2 meter 5 meter
AR | MND. | OTU  ANDELI KLASSIFISERT TIL OTU  ANDELI  KLASSIFISERT TIL
PR@VE PR@VE
Feb. 4 12% Heterocapsa sp.
29 11% Dinophysis sp.
14 17% Dinophysis sp.
w0 Apr. 3 12% Tripos candelabrus
—i 4 15% Heterocapsa sp. 4 21% Heterocapsa sp.
(@) Juni 3 11% Tripos candelabrus
N 8 36% Alexandrium hiranoi 8 66% Alexandrium hiranoi
Aug. 38 23% Dinophysis sp.
4 11% Heterocapsa sp.
Sep. 37 11% Alexandrium margalefii
4 18% Heterocapsa sp. 4 52% Heterocapsa sp.
Nov. 29 17% Dinophysis sp. 29 11% Dinophysis sp.
2 feb. 29 19% Dinophysis sp.
15 10% Thalassiosira sp.
20 feb. 29 17% Dinophysis sp.
15 13% Thalassiosira sp.
Mars 15 34% Thalassiosira sp.
April 29 28% Dinophysis sp. 29 29% Dinophysis sp.
1033 12% Dinophysis sp.
13 18% Chaetoceros sp. 56 18% MAST
Mai 29 93% Dinophysis sp. 29 67% Dinophysis sp.
Juni 3 34% Tripos candelabrus
N 10 63% Suessiales-art 10 39% Suessiales-art
— Aug. 4 49% Heterocapsa sp. 4 32% Heterocapsa sp.
(@) 10 13% Suessiales-art
N 19 11% Chlorodendrales-art
27 10% Emiliania sp.
Sep. 51 14% Dinophysis sp.
116 11% Dinophysis sp.
3 21% Tripos candelabrus 3 15% Tripos candelabrus
Okt. 3 67% Tripos candelabrus 3 64% Tripos candelabrus
103 10% Tripos fusus
Nov. 3 58% Tripos candelabrus 3 46% Tripos candelabrus
103 12% Tripos fusus
Des. 733 10% Dinophysis sp.
3 10% Tripos candelabrus
4 13% Heterocapsa sp.
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Tabell S.8. OTUer med 100% identitet mot referansesekvens i referansedatabasen PR’.

REKKER KLASSE KLASSIFISERT TIL OTU

Ciliophora Spirotrichea Pelagostrobilidium neptuni 97
Strombidium capitatum 229

< Laboea strobila 108
= Schmidingerella quequenensis 382
3 Tintinnopsis tubulosoides 433
8 Helicostomella subulata 1422
3 Dinoflagellata Dinophyceae Alexandrium hiranoi 8
< Gonyaulax spinifera 216
Lingulodinium polyedra 1551

Protoceratium reticulatum 268

Polykrikos kofoidii 344

Chlorophyta Chlorophyceae Chlamydomonas parkeae 534

< Mamiellophyceae Bathycoccus prasinos 16
Q Ostreococcus mediterraneus 66
l;) Mamiella gilva 227
5 Prasino-Clade-V Pycnococcus provasolii 114
& Pyramimonadophyceae = Pyramimonas disomata 131
:<:t Rhodophyta Florideophyceae Ceramium rubrum 284
O Dasya baillouviana 271
n<: Leptosiphonia schousboei 590
Polysiphonia fucoides 318

Rhodomela confervoides 371

HACROBIA | Cryptophyta Cryptophyceae Teleaulax amphioxeia 11
Haptophyta Prymnesiophyceae Calyptrosphaera sphaeroidea 172
Katablepharidophyta Katablepharidaceae Leucocryptos marina 52

OPIS. Mesomycetozoa Ichthyosporea Pseudoperkinsus tapetis 528
RHIZARIA Cercozoa Filosa-Thecofilosea Ebria tripartita 47
Ochrophyta Bacillariophyceae Licmophora gracilis 482

Licmophora paradoxa 903

Synedra hyperborea 671

Cylindrotheca closterium 238

Pleurosigma intermedium 1394

Bolidophyceae Triparma strigata 119

Triparma pacifica 312

wn Coscinodiscophyceae Coscinodiscus radiatus 291
w Leptocylindrus aporus 88
o Leptocylindrus convexus 708
g Dictyochophyceae Florenciella parvula 99
78] Pseudopedinella elastica 158
<§I Mediophyceae Attheya longicornis 690
o Cerataulina pelagica 36
; Chaetoceros setoense 72
Chaetoceros tenuissimus 139

Chaetoceros socialis 259

Chaetoceros muellerii 228

Chaetoceros pumilum 304
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Chaetoceros decipiens 332
Ditylum brightwellii 462
Minutocellus polymorphus 327
Porosira pseudodenticulata 269
Skeletonema marinoi 21
Thalassiosira pseudonana 226
Thalassiosira delicatula 704
Pelagophyceae Aureococcus anophagefferens 737

Tabell 8.9. Welch Two Sample t-test for indeksene til rikhet, Shannon diversitet og jevnhet for
dypene 0-2 meter og 5 meter. Tabeller hentet fra R.

Welch Two Sample t-test

data: indexes$R_2m and indexes$R_5m
t = -0.92361, df = 23.87, p-value = 0.3649
alternative hypothesis: true difference in means is not equal to O
95 percent confidence interval:
-111.47709 42.56306
sample estimates:
mean of x mean of y
214.3077 248.7647

data: indexes$S_2m and indexes$S_5m
t = -0.72334, df = 22.435, p-value = 0.4769
alternative hypothesis: true difference in means is not equal to O
95 percent confidence interval:
-1.0455124 0.5043371
sample estimates:
mean of x mean of y
2.732295 3.002882

data: indexes$J 2m and indexes$J 5m
t = -0.65096, df = 21.818, p-value = 0.5219
alternative hypothesis: true difference in means is not equal to O
95 percent confidence interval:
-0.16003055 0.08359646
sample estimates:
mean of x mean of
0.5059308 0.5441479
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Appendiks

Appendiks 1.

Protokoll for DNA ekstraksjon fra Sterivex-filter med bruk av Qiagen
Sterivex Kit.

Denne protokollen er en modifisert protokoll for & ekstrahere DNA fra Sterivex-filter ved a
bruke Qiagen DNeasy Power Water Sterivex Kit. Denne protokollen krever ikke "Tube
extenders", "VacConnector", "VacValve" eller steg 18-26 i Quick-Start Protokollen som
folger med kittet.

For start:

Les Quick-Start protokollen og sikkerhetsprotokoller ved UiO.

Oppbevar alle lgsningene ved romtemperatur Etter blandning av ST1B-1gsning, sett
den 1 kjeleskap ved 2-8°C.

Vask arbeidsbenk med 20% deconex-lgsning.

Still inn to inkubatorer til 65°C og 90°C.

Tin filtrene pa is. Serg for at de er helt temt for sjgvann. Om ikke, trekk ut resterende
vann med en sproyte.

Protokollen utferes i romtemperatur.

Protokoll:
1. Plasser MBL- og MR-lgsning i inkubator, ved 65°C, til de skal brukes.
2. Hell ST1A lesning i ST1B pulver og bland ved & riste.
3. Forsegl filterets utlop enten med tilherende hette eller tack-it heftemasse.
4. Tilsett 900 pL ST1B-lesning gjennom filterets innlop ved a bruke en tynn 1 mL-

pipette. Plasser pipettespissen forbi innlepet, like over filterets hvite membran. Tilt
filtert slik at luft slipper ut innlepet, samtidig som vasken sakte presses inn.

Forsegl innlapet og plasser filteret pa votexeren med innlepet pekende utover. Vortex
1 5 min med minimumshastighet (500). Roter filteret 180 grader, nér det fortsatte er
festet til vortexseren med innlgpet pekende ut og vortex 5 min med
minimumshastighet.

Tilsett 900 pL varm (65°C) MBL-lgsning i filteret.

Forsegl filteret, pakk det inn 1 aluminiumsfolie og inkuber ved 90°C i1 5 min (ikke
varmere eller lenger).

Fjern folie og avkjel filteret i 2 min ved romtemperatur. Vortex (innlep ut) i 5 min
med maksimumbhastighet (2100).

Trekk ut lysat fra filter ved bruk av en 3 mL sproyte. Overfor lysat til Power Bead ror
(blatt lokk).
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10. Vortex Power Bead tube (lokk ut) i 5 min ved maks hastighet.

11. Sentrifuger Power Bead tube 1 1 min/4000g.

12. Overfor kun supernatant fra Power Bead Tube til 2.2 mL rer med en mikropipette.

13. Tilsett 300 puL IRS-lgsning, vortex raskt og inkuber ved 4°C i 5 min. Deretter vortex
igjen raskt og sentrifuger i 1 min/13 000 rpm. Overfor supernatant til 5 mL ror.

14. Tilsett 3 mL varm (65°C) MR-lgsning og vortex tuben i noen sekunder.

15. Overfor 750 pL lysat til MB Spin kolonner (som str plassert i tilherende rer). Bruk to
Spin kolonner per prove. Sentrifuger i 1 min/8000 rpm. Kast den filtrerte veesken og
gjenta prosessen ved & bruke den samme kolonnen til alt lysatet er filtrert pd kolonnen
(tre runder).

16. Tilsett 750 pL etanol til Spin kolonnen og sentrifuger i 1 min/8000 rpm. Kast den
filtrerte vaesken.

17. Tilsett 750 uLL PW til Spin kolonnen og sentrifuger i 1 min/8000 rpm. Kast den
filtrerte vaesken.

18. Tilsett 750 uL etanol til Spin kolonnen og sentrifuger i 3 min/4000 rpm. Kast den
filtrerte vaesken og flytt Spin kolonnen over 1 et nytt rent ror. La kolonnen luftterke til
filteret ikke lenger lukter etanol (minimum 5 min).

19. Tilsett 20 uL EB-lgsning i midten av Spin kolonnen og inkuber i 1 min. Sentrifuger i
1 min/10000 rpm. Ikke kast den filtrerte Igsningen, men overfor den til den samme
kolonnen og sentrifuger igjen 1 min/10000 rpm.

20. Bland de to lgsningene fra de to Spin kolonnene som var brukt pd samme prove.

21. Merk tubene og legg de 1 fryseren.

Appendiks 2.

Figur A.1. Agarosegel. Bilde er tatt av agarosegelen som viser resultatet etter test av
temperaturgradienten 62°C, 65.2°C og 67.9°C i PCR. Det er tydelige band under 62°C.
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Appendiks 3.

TAE x 50 Stock solution

Fremstilt av kjemi-ingenier Sissel Irene Brubak

Bland:

e 242 g Tris-acetat
e 57.1 mL iseddik (glacial acetic acid)
e 100mL 0.5 M EDTA (pH 8.0)

e Tilsett dH20 til totalvolum blir 1 L

e Autoklaver.

TAE x1 buffer
Bland:

e 20 mL TAE x50 Stock solution
e 980 mL dH20

Appendiks 4.

Figur A.2. Agarosegel. Bilde er tatt av agarosegelen der det ble testet at alle provene
inneholdt DNA-fragmenter med lik lengde. Storrelsemarkorene er plassert helt til hore, begge
rader. De kolonnen som ikke viser bdnd, er dette fordi de er blanke-kontroller (3 stk.).
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Appendiks 5.

Fe-blank Frint Screen : ' Measurement complete 0g.02.2018 12:03
Measure - Exit
Blank Frint Bepart | Shaow Report User Default
Owerlay control | Clear graph each Sample E Sample Type DMARD \—l
1.00-
0,90
0.80 Sample ID
0,70
8 080
©
g 0,50 sample # 4
[y)
2 040 L o280 = nm Abs. 0028
=
E pan A26010 mm path 0,055
020 A-28010 mm path| 0,028
0.00 T —— e, ot
26072300 1,48
-D,1D—| 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
220 230 240 250 260 270 280 290 300 310 320 330 340 350
Wawelength nm ng!uL 2,?
381 B2614 -0,28/36/1E

Figur A.3. Nanodrop-resultater. Bilde viser resultatet hvor blandeproven ble testet for
urenheter (260/280) og mengde DNA (ng/uL) med Nanodrop, for den ble sendt til Norsk
Sekvenseringsenter.

Appendiks 6

HHHTR T T T R
## RAMIOROS PIPLINE i ABEL ##
HHHH PR

#Hver gang(dag) nar vi starter arbeid § ABEL, ber vi om glogin
gqlogin --account=uio --ntasks=1 --mem-per-cpu=4G --time=05:00:00

#og loader disse modulene.
module purge
module load amplicon_processing/1.5

## 1 hver forlgkke som det her star *S*, s er dette fordi alle vare prgvemapper har et navn
som inneholder S.

## LAGER ARBEIDSOMRADET 0G HENTE SEKVENSER

#lager directory som vi skal jobbe i, kaller det DK1.

mkdir DK1

cd DK1

#henter sekvensene vi skal arbeide med

wget --user=edvardsenb-18sl --ask-password https://hts-
nonsecure.web.sigma2.no/180306_M01132_Project EdvardsenB-18S1-2018-02-14/ --accept "*_tar" --
recursive --no-directories --no-parent

#skriver inn passord tilsendt fra sekvenseringsenteret.

#sjekker hva vi har 1 mappen
Is

#filen som ender p4d .gz, skal vi unzippe med tar — xvzf (Ffilnavn)
tar — xvzf (Ffilnavn)
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#N& har vi en unzippa-mappe, med alle prgvemappene i. Gir mappen nytt navn som nd na
arbeidsomradet.

#Noter hva FILNAVNENE heter.

T A R
# Starter UPARSE pipeline #
THHHHHHHHHHHEHHH

## STEG 1. SEPARERE FILER INN I MAPPER SOM HAR PR@VENAVNET.

# L001 er i alle filnavnene, filene far ogsd nye navn etter alt som star feor _L00l.
for i in $Cawk -F"_LO01" “"{print $1}" <(Is *.fastq.gz) | sort | uniq); do mkdir $i; mkdir
$i/Raw; mv $i*._fastq.gz $i/Raw/.; done

## STEG 2. og 3. BAYESHAMMER OG SLA SAMMEN FOROVER- OG REVERS SEKVENSER (PEAR og USEARCH)

#lager slurmskript for begge jobbene

#slurmfil vist 1 nano

W I T R T R
GNU nano 2.0.9 File: amplicon.slurm

#1/bin/sh

#SBATCH --job-name=spade_error
#SBATCH --account=uio

#SBATCH --output=slurm-%j_base
#SBATCH --time=24:00:00
#SBATCH --ntasks-per-node=4
#SBATCH --mem-per-cpu=4G

source /cluster/bin/jobsetup

module load amplicon_processing/1.5

STR="$(pwd | sed "s/~.*\///")"

#spades.py --only-error-correction -1 Raw/*_R1_* -2 Raw/*_R2_* -o $STR.corrected;
pear2 -j 24 -n 200 -o $STR -f $STR.corrected/corrected/*_R1_* -r
$STR.corrected/corrected/*_R2_*;

#

# gunzip *.corrected/corrected/* R1_*

# gunzip *.corrected/corrected/*_R2_*

#

HEHEHFHFHHFEHFH RS

# usearch -fastqg_mergepairs $STR.corrected/corrected/*_R1_* -reverse
$STR.corrected/corrected/*_R2_* -fastqout

# $STR.usearch.merged.fastq -fastq_maxdiffs 10 -fastq_maxdq_maxdiffpct 10 -fastq_minovlen 16;
PHHHH R

#Kjorer slurmskrip:

for i in $(Is -d *S*); do cp amplicon.slurm $i; cd $i; sbatch amplicon.slurm; cd ..; done

#Denne jobben vil kjgre til i1 morgen.
#sjekker at alt er ok

grep -c ~@MO */*fastq | grep -w “usearch\]assembled”

#ser:

HHHHHHE
# 38 _S38/38_S38.assembled.fastq:361152

# 38_S38/38_S38.usearch.merged.fastq:237748

# 39_S39/39_S39.assembled. fastq:333004

# 39_S39/39_S39.usearch.merged.fastq:222535

# ...,
B T T T T R TR R TR T R T R T

## STEG 4. KVALITETS FILTRERING
# har satt minimumlengde pd sekvensene til 100 og maksimumforventningfeil =1

#PEAR
for i in $(Is -d *S*); do cd $i; usearch -fastg_filter *assembled.fastq -fastg_maxee 1 -
fastg_minlen 100 -fastaout $i.pear.longname.fna ;cd ..; done

#USEARCH
for i in $(Is -d *S*); do cd $i; usearch -fastg_filter *usearch.merged.fastq -fastq_maxee 1 -
fastg_minlen 100 -fastaout $i.usearch.longname.fna ;cd ..; done

#for & sammenligne sekvensene som har passert kvaltiteskontrollen for PEAR og USEARCH
grep -c ">" */*longname*

HHHH B

#38_S38/38_S38.pear.longname.fna:50258
#38_S38/38_S38.usearch.longname.fna:43735
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#39_S39/39_S39.pear.longname.fna:45861
#39 S39/39_S39.usearch.longname.fna:40445

#.o..
BT TR T TR

## STEG 5. FORENKLE FASTE OVERSKRIFTENE.
#gjor dette for pear og usearch

for i in $(Is -d *S*); do cd $i; simplifyFastaHeaders.pl $i.pear.longname.fna $i.seqgnum
$i.pear.fna $i.map;cd ..; done

for i in $(Is -d *S*); do cd $i; simplifyFastaHeaders.pl $i.usearch.longname.fna $i.seqnum
$i.usearch.fna $i.map;cd ..; done

## STEG 6. SETTER SEKVENSER 1 SAMME RETNING (5°-3") vha. HMM
#6.1 Gjor om fastafilen slik at den blir indeksert, sd HVMM kan lese

#pear
for i in $(Is -d *S*); do cd $i; cdbfasta $i*pear.fna ;cd ..; done

#usearch
for i in $(Is -d *S*); do cd $i; cdbfasta $i*usearch.fna ;cd ..; done

#6.2

#6.2.1

#Lager to slurm-skript, et for pear og et for usearch.
HHHEHE TP T

# GNU nano 2.0.9 File: hmm_pear.slurm
#

#1/bin/sh

# #SBATCH --job-name=hmm_pear

# #SBATCH --account=uio

# #SBATCH --output=slurm-%j .base

# #SBATCH --time=10:00:00

# #SBATCH --ntasks=16

# #SBATCH --mem-per-cpu=4G

#

# source /cluster/bin/jobsetup

#

# module load amplicon_processing/1.5

#

# STR="$(pwd | sed “s/A.*\///")"

# HMM3=/cluster/software/VERSIONS/amplicon_processing/1.5/mitag/mitags_extraction_protocol-

#master/miTAGs_extraction_protocol/HMM3
#

# rna_hmm3.py -i $STR.pear.fna -o $STR.pear.rRNA -m ssu,lsu -k bac,arc,euk -p 16 -L $HMM3
W HH A AR R R R A A R S R R R R

B
GNU nano 2.0.9 File: hmm_usearch.slurm

#1/bin/sh

#SBATCH --job-name=hmm_usearch
#SBATCH --account=uio

#SBATCH --output=slurm-%j.base
#SBATCH --time=10:00:00
#SBATCH --ntasks=16

#SBATCH —--mem-per-cpu=4G

source /cluster/bin/jobsetup
module load amplicon_processing/1.5
STR="$(pwd | sed "s/~.*\///")"

#HMM3=/cluster/software/VERSIONS/amplicon_processing/1.5/mitag/mitags_extraction_pr#otocol-
#master/miTAGs_extraction_protocol/HMM3

HHFEHHHFEHHHHFE IR

H

# rna_hmm3.py -i $STR.usearch.fna -o $STR.usearch.rRNA -m ssu,lsu -k bac,arc,euk -p #16 -L
$HMM3
THHHHH

#kjorer jobbene
for i in $(Is -d *S*); do cp hmm* $i; cd $i; sbatch hmm_usearch.slurm; sbatch hmm_pear.slurm;
cd .. ; done

# 6.2.2

#kjogrer kommandoen under igjen om vart logget av
HMM3=/cluster/software/VERSIONS/amplicon_processing/1.5/mitag/mitags_extraction_protocol-
master/miTAGs_extraction_protocol/HMM3

for i in $(Is -d *S*); do cd $i; parse_rna_hmm3_output.pl $i.pear.rRNA ;cd ..; done
for i in $(Is -d *S*); do cd $i; parse_rna_hmm3_output.pl $i.usearch.rRNA ;cd ..; done

#vi bestemmer oss for & bare jobbe videre med pear. Legger derfor alle usearch i en egen mappe
vi kalle USEARCH
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for i in $(Is -d *S*); do cd $i; mkdir USEARCH; mv *usearch* USEARCH; cd ..; done

## 6.2.3

#lager slurmskripet extract_rrna.slurm

HHBHHHHH AR R R R R AR
GNU nano 2.0.9 File: extract_rrna.slurm

#1/bin/sh

#SBATCH --job-name=extract
#SBATCH --account=uio

#SBATCH --output=slurm-%j.base
#SBATCH --time=24:00:00
#SBATCH --ntasks=1

#SBATCH --mem-per-cpu=4G

source /cluster/bin/jobsetup
module load amplicon_processing/1.5

HEHEHHFHHEHHHFEHSS

extract_rrna_seqs.pl *.rRNA.parsed 1 250

HHHHH AR R R R A S R R R R R A

#kjorer jobben

for i in $(Is -d *S*); do cp extract_rrna.slurm $i; cd $i; sbatch extract_rrna.slurm; cd ..;
done

#nar jobben er ferdig

#sjekker at alle mappene er der, nr. Ser det er mindre av 16S.
Is *S*/*18S* -alh

Is *S*/*16S* -alh

## STEG 7. GI NYTT NAVN 1 UPARSE FORMAT
#fester identiteter pd sekvensene (legger til pregvenavnet til sekvensoverskriften)
#bruker bare 18S

for i in $(Is -d *S*); do cd $i; cp *18S_rRNA $i.rRNA.fna ;cd ..; done
for i in $(Is -d *S*); do cd $i; sed "-es/">\(-*\)/>\1;barcodelabel=$i;/" < $i.rRNA.fna >
$i.rRNA_pear.uparse.fna ;cd ..; done

## STEG 8.

# S& langt har vi jobbet p& hver enkelt prgve hver for seg, men nd er det pa tide & sla de
sammen til en Fil

# Det kan vi gjgre fordi alle sekvensene nd har navn etter den prgven de er fra

# Etter dette steget gjgres alle kommandoer pd det sammenslatte datasettet, og man trenger
ikke lenger & bruke for-lgkker.

###slar resultatene sammen til fasta fil med alle sekvensene i

mkdir ../concatenated_sekvenser_same_direction

for i in $(Is -d *S*); do cd $i; cp $i.rRNA.pear.uparse.fna

../ ../concatenated_sekvenser_same_direction ;cd ..; done

cat ../concatenated_sekvenser_same_direction/*rRNA.pear.uparse.fna >

. ./concatenated_sekvenser_same_direction/all_sekvenser_5_3dir_pear_UPARSEfmt.fna

mv ../concatenated_sekvenser_same_direction/all_sekvenser_5_3dir_pear_UPARSEfmt.fna .
rm -rf __/concatenated_sekvenser_same_direction

## STEG 9
#hopper over 9.1
## 9.2 DEREPLIKASJON

usearch -derep_fulllength all_sekvenser_ 5 3dir_pear UPARSEfmt.fna -fastaout
all_sekvenser_5_3dir_pear_UPARSEfmt_dereplicated.fna -sizeout

THHHHH A A
T

#usearch -derep_fulllength all_sekvenser_5 3dir_pear_ UPARSEfmt.fna -fastaout
#all_sekvenser_5_3dir_pear_ UPARSEfmt_dereplicated.fna -sizeout

#usearch v9.2.64_i8611nux32, 4.0Gb RAM (65.9Gb total), 32 cores

#(C) Copyright 2013-16 Robert C. Edgar, all rights reserved.

#http://drive5.com/usearch

#

#License: sabry.razick@usit.uio.no

#

#00:25 2.8Gb 100.0% Sekvensing all_sekvenser_5_3dir_pear_UPARSEfmt.fna
#

#WARNING: Max OMP thsekvenser 1

#

#00:43 3.0Gb 100.0% DF

#00:43 3.1Gb 5619953 seqs, 1338884 uniques, 1053880 singletons (78.7%)

#00:43 3.1Gb Min size 1, median 1, max 107429, avg 4.20

#00:51 3.0Gb 100.0% Writing all_sekvenser_5_3dir_pear_UPARSEfmt_dereplicated.fna

#bash-4_1%

W HH AR R R R R S A S SR S R R R R R R R R R R R R A SR R AR R A
HHHHH

### Max OMP tsekvenser WARNING: Har ikke noe & si, sd denne overser vi.
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## 9.3 SETTER VARIABLER

#Pear Merging
sekvenser_derep_pear=all_sekvenser_5_3dir_pear_UPARSEfmt_dereplicated.fna
sekvenser_pear=all_sekvenser_5_3dir_pear_UPARSEfmt.fna

## 9.4 TETTHET OG KASTER SINGLE
#setter den med flest gverst og kaster single sekvenser
usearch -sortbysize $sekvenser_derep_pear -fastaout pear_sorted_sekvenser.fa -minsize 2

## 9.5 OTU CLUSTRING ved bruk av UPARSE og de-novo kimazrsjekk.
##HH#VI md bestemme oss for % likhet § OTU

#lager slurmskript for alle tre i nano

##99% clustering
#usearch -cluster_otus pear_sorted_sekvenser.fa -thsekvens 8 -otu_radius_pct 1 -otus
otus99_pear_repset.fa

HHHHHHH T
GNU nano 2.0.9 File: cluster99.slurm

#1/bin/sh

#SBATCH --job-name=99cluster
#SBATCH --account=uio

#SBATCH --output=slurm-%j.base
#SBATCH --time=140:00:00
#SBATCH --ntasks=8

#SBATCH —--mem-per-cpu=4G

source /cluster/bin/jobsetup

module load amplicon_processing/1.5

HHEHFEHFHHFEHFHFERT SR

usearch -cluster_otus pear_sorted_sekvenser.fa -thsekvenser 8 -otu_radius_pct 1 -otus
otus99_pear_repset.fa
W T T T T

##98% clustering
#usearch -cluster_otus pear_sorted_sekvenser.fa -thsekvens 8 -otu_radius_pct 2 -otus
otus98_pear_repset.fa

#
HHHHHHHE T
#

GNU nano 2.0.9 File: cluster98.slurm

#

#

# #1/bin/sh

# #SBATCH --job-name=98cluster
# #SBATCH --account=uio

# #SBATCH --output=slurm-%j .base
# #SBATCH --time=140:00:00

# #SBATCH --ntasks=8

# #SBATCH --mem-per-cpu=4G

#
#
#
#
#
#
o)

source /cluster/bin/jobsetup
module load amplicon_processing/1.5

usearch -cluster_otus pear_sorted_sekvenser.fa -thsekvenser 8 -otu_radius_pct 2 -otus
tus98 pear_repset.fa

HHHHHHH R R AR
#

##97% clustering
#usearch -cluster_otus pear_sorted_sekvenser.fa -thsekvens 8 -otus otus97_pear_repset.fa

#
B R
# GNU nano 2.0.9 File: cluster97._slurm
#

##1/bin/sh

##SBATCH --job-name=97cluster

##SBATCH --account=uio

##SBATCH --output=slurm-%j .base

##SBATCH --time=140:00:00

##SBATCH --ntasks=8

##SBATCH --mem-per-cpu=4G

#

#source /cluster/bin/jobsetup

#

#module load amplicon_processing/1.5
#
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#usearch -cluster_otus pear_sorted_sekvenser.fa -thsekvenser 8 -otus otus97_pear_repset.fa
HHH T

#lager ett nytt dir til & ha disse jobbene i, flytter slurmskripta dit, og siste jobben
mkdir CLUSTER

mv cluster* CLUSTER

mv pear_sorted_sekvenser.fa CLUSTER/

#kjorer jobbene

sbatch cluster99.slurm
sbatch cluster98.slurm
sbatch cluster97.slurm

# VIKTIG! Nar jobben er ferdig:

#sjekker og skriver opp ANTALL OTU"er (ved 100%), dette skal brukes videre i1 steg 9.8
THHHHHH A A

#-bash-4.1$ more slurm-21204274 _base

#Starting job 21204274 (*'97cluster'™) on c17-[30-33],c18-29 at Mon May 7 11:14:57 CEST 2018
#usearch v9.2.64_i861inux32, 4.0Gb RAM (65.9Gb total), 32 cores

#(C) Copyright 2013-16 Robert C. Edgar, all rights reserved.

#http://drive5.com/usearch

#

#License: sabry.razick@usit.uio.no

#

#00:11 53Mb 16.2% 892 OTUs, 510 chimeras
#00:22 56Mb 32.4% 1221 0TUs, 1004 chimeras
#00:32 56Mb 45_.1% 1462 O0TUs, 1729 chimeras
#00:43 57Mb 55.1% 1631 OTUs, 2338 chimeras
#00:54 58Mb 63.0% 1816 OTUs, 3152 chimeras
#01:04 59Mb 70.3% 1930 OTUs, 3726 chimeras
#01:15 59Mb 77.6% 2093 OTUs, 4379 chimeras
#01:26 60Mb 85.2% 2246 OTUs, 4956 chimeras
#01:37 61Mb 92.1% 2392 OTUs, 5682 chimeras
#01:47 61Mb 99.0% 2551 OTUs, 6332 chimeras
#01:48 61Mb 100.0% 2567 OTUs, 6406 chimeras
#

#WARNING: Option -thsekvenser not used #ikke noe & bry seg o
##################################################################################

more slurm-21204275_base

T Y

#Starting job 21204275 (*'98cluster'™) on c17-[30-32],c18-29 at Mon May 7 11:17:23 CEST 2018
#02:27 63Mb 100.0% 2771 OTUs, 10408 chimeras

T HH A

more slurm-21204276 .base

T

#Starting job 21204276 (*'99cluster') on c17-[6,12,18,28] at Mon May 7 11:22:40 CEST 2018
#06:18 65Mb 100.0% 2956 OTUs, 13826 chimeras

T HH Y

## 9.7 NAVNSETTER OTU-SEKVENSER

scripts=/cluster/software/VERSIONS/amplicon_processing/l.5/scripts

python $scripts/fasta_number.py otus99_pear_repset.fa OTU_ > otus99 pear_repset_clean.fa
python $scripts/fasta_number.py otus98_pear_repset.fa OTU_ > otus98_pear_repset_clean.fa
python $scripts/fasta_number.py otus97_pear_repset.fa OTU_ > otus97_pear_repset_clean.fa

## 9.8 MAP SEKVENSER (INCLUDING SINGLETONS) TILBAKE TIL OTUS

#GAar inn i nano og lager slurmskript for alle jobbene.
#HUSK!11 Endre maxrejects til det antall OTUer som blir laget i job 9.5. Endre ogsa ntasks til
16 og legge inn kommandoen for hver jobb, se under.

#Disse to kommandolinjene md ogsa inn i jobbskripene:
# sekvenser_derep_pear=all_sekvenser_5_3dir_pear_UPARSEfmt_dereplicated.fna
# sekvenser_pear=all_sekvenser_5_3dir_pear_UPARSEfmt.fna

#99%

#usearch -usearch_global $sekvenser_pear -db otus99_pear_repset_clean.fa -strand plus -id 0.99
-uc map99.pear.uc -maxhits 1 -maxaccepts 20 -maxrejects 2956 -thsekvenser 16

#

HHIHHHH T T T T T
# GNU nano 2.0.9 File: mapsekvenser99.slurm
#

##1/bin/sh

##SBATCH --job-name=99mapsekvenser

##SBATCH --account=uio

##SBATCH --output=slurm-%j .base

##SBATCH --time=140:00:00

##SBATCH --ntasks=16

##SBATCH --mem-per-cpu=4G

#
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source /cluster/bin/jobsetup
module load amplicon_processing/1.5

sekvenser_derep_pear=all_sekvenser_5_3dir_pear_UPARSEfmt_dereplicated.fna
sekvenser_pear=all_sekvenser_5_3dir_pear_UPARSEfmt.fna

HHHFEHFHHFHH

usearch -usearch_global $sekvenser_pear -db otus99 pear_repset_clean.fa -strand plus -id
0.99 -uc map99.pear.uc -maxhits 1 #-maxaccepts 20 -maxrejects 2956 -thsekvenser 16
THHHHH

#98%
#usearch -usearch_global $sekvenser_pear -db otus98_pear_repset_clean.fa -strand plus -id 0.98
-uc map98.pear.uc -maxhits 1 -maxaccepts 20 -maxrejects 2771 -thsekvenser 16

#
HEHHH A AR RS R R R R R R AR R R S R R R R R
GNU nano 2.0.9 File: mapsekvenser98.slurm

#1/bin/sh

#SBATCH --job-name=98mapsekvenser
#SBATCH --account=uio

#SBATCH --output=slurm-%j_base
#SBATCH --time=140:00:00

#SBATCH --ntasks=16

#SBATCH --mem-per-cpu=4G

source /cluster/bin/jobsetup
module load amplicon_processing/1.5

sekvenser_derep_pear=all_sekvenser_5_3dir_pear_UPARSEfmt_dereplicated.fna
sekvenser_pear=all_sekvenser_5_3dir_pear_UPARSEfmt.fna

HHHFHEHHFHHF TS

usearch -usearch_global $sekvenser_pear -db otus98 pear_repset_clean.fa -strand plus -id
0.98 -uc map98.pear.uc -maxhits 1 #-maxaccepts 20 -maxrejects 2771 -thsekvenser 16
#

B T T R T T T R T R T T R T R

#97%
#usearch -usearch_global $sekvenser_pear -db otus97_pear_repset_clean.fa -strand plus -id 0.97
-uc map97.pear.uc -maxhits 1 -maxaccepts 20 -maxrejects 2567 -thsekvenser 16

TP TP TR
GNU nano 2.0.9 File: mapsekvenser97.slurm

#1/bin/sh

#SBATCH --job-name=97mapsekvenser
#SBATCH --account=uio

#SBATCH --output=slurm-%j.base
#SBATCH --time=140:00:00

#SBATCH --ntasks=16

#SBATCH —--mem-per-cpu=4G

source /cluster/bin/jobsetup
module load amplicon_processing/1.5

sekvenser_derep_pear=all_sekvenser_5 3dir_pear_ UPARSEfmt_dereplicated.fna
sekvenser_pear=all_sekvenser_5_3dir_pear_UPARSEfmt.fna

HHEHFHFHHFEHHH TS

usearch -usearch_global $sekvenser_pear -db otus97_pear_repset_clean.fa -strand plus -id
0.97 -uc map97.pear.uc -maxhits 1 #-maxaccepts 20 -maxrejects 2567 -thsekvenser 16

#

HHPHH R R R R R R R R R R

#Flytter inn begge, all_sekvenser_5 3dir_pear_ UPARSEfmt og
all_sekvenser_5_3dir_pear_UPARSEfmt_dereplicated filene inn 1 CLUSTER-mappa.
mv all_sekvenser_5_3dir_pear_UPARSEfmt.fn CLUSTER

mv all_sekvenser_ 5 3dir_pear_UPARSEfmt_dereplicated.fn CLUSTER

#kjorer jobbene;

sbatch mapsekvenser97.slurm
sbatch mapsekvenser98.slurm
sbatch mapsekvenser99.slurm

#disse tar tid.

## 9.9 LAGE OTU TABELLER

scripts=/cluster/software/VERSIONS/amplicon_processing/l.5/scripts
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#99%
python $scripts/uc2otutab.py map99.pear.uc > otu_table99.pear.txt

#sjekker OTU tabell
wc otu_table99._pear.txt
grep -c ">" otus99_pear_repset_clean.fa

#98%
python $scripts/uc2otutab.py map98.pear.uc > otu_table98.pear.txt

wc otu_table98.pear.txt #n-1 = ant. OTUs
grep -c ">" otus98_pear_repset_clean.fa

#97%
python $scripts/uc2otutab.py map97.pear.uc > otu_table97.pear.txt

wc otu_table97._pear.txt
grep -c ">" otus97_pear_repset_clean.fa

## STEG 10. TAKSONOMISK KLASSIFISERING
#dette tar tid, lag slurmskript for alle jobbene

#disse to kommandolinjene skal i1 alle skripta
silval32=/usit/abel/ul/anderkkr/blastdb/SILVA_132/SILVA_132_blastDB
pr2=/usit/abel/ul/anderkkr/blastdb/PR2/pr2_version_4.10.0

# 99% clustering

blastn -db $silval32 -query otus99 pear_repset_clean.fa -outfmt "6 std glen” -perc_identity
75 -max_target_seqs 1 -evalue 0.0001 -out blastn_vs_SILVA v132_evaluelOmin4_99per_pear -
num_thsekvenser 16

blastn -db $pr2 -query otus99_pear_repset_clean.fa -outfmt "6 std glen” -perc_identity 75 -
max_target_seqs 1 -evalue 0.0001 -out blastn_vs pr2_evaluelOmin4_99per_pear -num_thsekvenser
16

#98%

blastn -db $silval32 -query otus98_pear_repset_clean.fa -outfmt "6 std glen” -perc_identity
75 -max_target_seqs 1 -evalue 0.0001 -out blastn_vs_SILVA_v132_evaluelOmin4_98per_pear -
num_thsekvenser 16

blastn -db $pr2 -query otus98_pear_repset _clean.fa -outfmt "6 std glen™ -perc_identity 75 -
max_target_seqs 1 -evalue 0.0001 -out blastn_vs_pr2_evaluelOmin4_98per_pear -num_thsekvenser
16

# 97% clustering

blastn -db $silval32 -query otus97_pear_repset_clean.fa -outfmt "6 std glen” -perc_identity
75 -max_target_seqs 1 -evalue 0.0001 -out blastn_vs_SILVA_v132_evaluelOmin4_97per_pear -
num_thsekvenser 16

blastn -db $pr2 -query otus97_pear_repset_clean.fa -outfmt "6 std glen” -perc_identity 75 -
max_target_seqs 1 -evalue 0.0001 -out blastn_vs_pr2_evaluelOmin4_97per_pear -num_thsekvenser
16

#Heksempel pd slurm-skript til disse tre jobbene

#

WP T
#1/bin/sh

#SBATCH --job-name=99BLAST

#SBATCH --account=uio

#SBATCH --output=slurm-%j.base

#SBATCH --time=140:00:00

#SBATCH --ntasks=16

#SBATCH —--mem-per-cpu=4G

source /cluster/bin/jobsetup
module load amplicon_processing/1.5

silval32=/usit/abel/ul/anderkkr/blastdb/SILVA_132/SILVA_ 132 blastDB
pr2=/usit/abel/ul/anderkkr/blastdb/PR2/pr2_version_4.10.0

HHEHFHFHHFEHF RIS

blastn -db $silval32 -query otus99 pear_repset_clean.fa -outfmt "6 std gqlen” -perc_identity
75 -max_target_seqs 1 -#evalue 0.0001 -out blastn_vs_SILVA_v132_evaluelOmin4_99per_pear -
num_thsekvenser 16

# blastn -db $pr2 -query otus99_pear_repset_clean.fa -outfmt "6 std qlen® -perc_identity 75 -
max_target_seqs 1 -evalue #0.0001 -out blastn_vs_pr2_evaluelOmin4_99per_pear -num_thsekvenser
16

HHHH AR

#send inn jobbene
sbatch BLAST97.slurm
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sbatch BLAST98.slurm
sbatch BLAST99.slurm

Appendiks 7.

R Skript

#pakker som ble burkt:
library(grid)
library(reshape2)
library(treemap)
library(rlang)
library(ggplot2)
library(vegan)

library (egg)

library (RColorBrewer)
source(*https://bioconductor.org/biocLite.R™)
biocLite(''systemPipeR™)
library(*'systemPipeR'™)
library(lattice)
library(MASS)
library(stats)

library (oce)

library (tables)

HHHHBHIHHHR T
## CTD-Filer ##
HHEHAFHIHER G

ctd.file <- "DK1 24022016_oks.cnv"
ctd <- sekvens.table(ctd.file, skip=219) #hopper over de fgrste 219 radene.

names(ctd) <- c(
"depth"”,# Depth [salt water, m]

"temp', # Temperature [ITS-90, deg C]

"sal™, # Salinity, Practical [PSU]

"sigT", # Density [sigma-t, Kg/m"3 ]

"FISP", # Fluorescence, Seapoint

"FIWL", # Fluorescence, WET Labs WETstar [mg/m"3]
#

"turb", Turbidity, Seapoint [FTU]

"svCM", # Sound Velocity [Chen-Millero, m/s]
"Ox (%sat)', #prosent Oksygen saturasjon
"Ox (ml/L)", #mengde 02 i ml/L

"Ox (mg/L)", #mengde 02 i mg/L

"flag') # flag: 0.000e+00

#Runder av til hver meter.
table(round(ctd$depth))

par(mfrow=c(1,1))
plot(table(round(ctd$depth)))
median(table(round(ctd$depth))) # Ant malinger/meter

z <- round(ctd$depth)
ctd.mean <- aggregate(ctd[, 2:12], by=list(z), mean)
names(ctd.mean)[1] <- "depth"

#for & sjekke at alt ser fint ut.

par(mfrow=c(1, 3))

plot(-depth ~ temp, type="1", data=ctd.mean)
points(-depth ~ temp, pch="_", col=2, data=ctd)
plot(-depth ~ sal, type="I1", data=ctd.mean)
points(-depth ~ sal, pch="_"", col=2, data=ctd)
plot(-depth ~ sigT, type="1", data=ctd.mean)
points(-depth ~ sigT, pch="_", col=2, data=ctd)
#skriv ut fil

write.csv(file = "ctd.mean24022016.csv", ctd.mean)

T
## CTD ggplot ##
B

#Figur 3.6

gr <- sekvens.table(*'ctd_2_5b.txt", header = TRUE)

gr$date <- factor(gr$date, levels=c("Feb.16", "Apr.16", "Jun.16", "Aug.16", "Sep.16",
“Nov.16", "Feb.17', "Apr.17", "Mai.17', "Jun.17", "Aug.17', "Sep.17', "Okt.17', "Nov.17",
"Des.17"))

#temp

gt <- ggplot(gr, aes(x = date, y = temp)) +
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geom_point (aes(shape = depth, colour=depth)) +

geom_line(aes(group = depth, linetype = depth, colour=depth))

theme(axis.text.x = element_text(angle=45, vjust=0.5,
colour="darkgrey'), legend.position=""none') +

ylab (“'Temperatur (C)™) +

xlab ('Dato'™)

#saltholdighet
gs <- ggplot(gr, aes(x = date, y = sal)) +
geom_point (aes(shape = depth, colour=depth)) +
geom_line(aes(group = depth, linetype = depth, colour=depth))
theme(axis.text.x = element_text(angle=45, vjust=0.5, colour=
legend.position="none") +
xlab (“'‘Dato’™) +
ylab ("Salinitet)

#fluorescense

gf2 <- ggplot(gr, aes(x = date, y = fISP)) +
geom_point (aes(shape = depth, colour=depth)) +
geom_line(aes(group = depth, linetype = depth, colour=depth))
theme(axis.text.x = element_text(angle=45, vjust=0.5, colour=
xlab (“'Dato™) +
ylab ('Flourescens (mg/m"3)')

#0ksygen
go <- ggplot(gr, aes(x = date, y = Ox...sat.)) +
geom_point (aes(shape = depth, colour=depth)) +
geom_line(aes(group = depth, linetype = depth, colour=depth))
theme(axis.text.x = element_text(angle=45, vjust=0.5, colour=
), legend.position="none"™) +
xlab (“'‘Dato’™) +
ylab (“'Oksygensaturasjon (%))

#tetthet
gth <- ggplot(gr, aes(x = date, y = sigT)) +
geom_point (aes(shape = depth, colour=depth)) +
geom_line(aes(group = depth, linetype = depth, colour=depth))
theme(axis.text.x = element_text(angle=45, vjust=0.5, colour=
legend.position="none") +
xlab (“'‘Dato’™) +
ylab ("'Tetthet™)

ggarrange(gt, gs, gth, go, gf2, ncol = 3, nrow = 2)

HHHH B
## TREEMAP ###
WA T

#Figur 3.1 og 3.5

all <- sekvens.table(file="treemap.m.meta2", header = TRUE)
as.data.frame(all)

windows() #Apener et nytt vindu for plottet da R studio ikke viser det godt nok.

vplayout <- function(x, y) viewport(layout.pos.row = x, layout.

grid.newpage()#Lager et plot fra start p& en ny blank, hvis ikke iverlapper den sist plot.

pushViewport(viewport(layout = grid.layout(1l, 2)))
treemap(all,
index=c(''Supergruppe", "Gruppe'),
vSize="0TUs",
vColor=y,
type="index",
palette ="MinPalett",
vp = vplayout(1,1))
treemap(all,
index=c(*'Supergruppe’, "Gruppe'),
vSize="Sekvenser",
vColor= vy,
type="index",
palette = "MinPalett",
vp = vplayout(l,2))

T L
## Histogram (sekvenser per OTU) ##
THHHHHHHHHHH A

#Figur 3.2

+
"darkgrey'™),

+
"darkgrey™ )) +

+
"darkgrey"

+
"darkgrey'™),

pos.col =y)
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sum <- sekvens.table("'sum_ant_otuer.txt", header = T)
plot (sum)

p<-ggplot(data=sum, aes(x=0TU_id, y=sum)) +
geom_bar(stat="identity") +
ylim (0,1000)

HHTHHH T
## Rarefaction-kurver ##
HHAHH AR R R T

#Figur 3.3

data <- sekvens.table(rarkurve_fgr_sub.txt", header = TRUE, sep="\t")
data2 <- data[,-1]

tdata <- t(data2)

raremax <- min(rowSums(tdata))

col <- c('black'™, "darkred", "forestgreen", *orange'™, "blue"™, "yellow", "hotpink'™)
Ity <- c("solid"”, "dashed", "longdash", "dotdash')

pars <- expand.grid(col = col, Ity = Ilty, stringsAsFactors = FALSE)

head(pars)

raremax2 <- min(rowSums(t(data2)))

Srare <- rarefy(t(data2), raremax)

plot(specnumber(t(data2)), Srare, xlab = "Observert antall OTUer"™, ylab = "Rarefied antall
OTUer™)

abline(0, 1)

out <- rarecurve(t(data2), step = 20, sample = raremax, col = "blue", cex = 0.6)

Nmax <- sapply(out, function(x) max(attr(x, *Subsample™)))
Smax <- sapply(out, max)
plot(c(1l, max(Nmax)), c(l, max(Smax)), xlab = "Sekvenser per prgve",
ylab = "Antall OTUer", type = "n")
abline(v = raremax)
for (i in seqg_along(out)) {
N <- attr(out[[i]], "Subsample’™)
with(pars, lines(N, out[[i]], col = col[i], Ity = 1ty[i]))

T A
## Subsampling ##
THEHHHHHHEHH

data <- sekvens.table("'Protist.txt"”, row.name = 1, header = TRUE)
y <- as.data.frame(t(data))

#Ffinn laveste nummer av sekvenser i samplene
min(rowSums(y))

# Subsampling

otu_rrarefy<-rrarefy(y, sample = 10530) # min(rowSums(otu_trans)))
otu_rrarefy2<-rrarefy(y, sample 10530) # min(rowSums(otu_trans)))
otu_rrarefy3<-rrarefy(y, sample 10530)

otu_rrarefy4<-rrarefy(y, sample 10530)

cor.test(otu_rrarefy, otu_rrarefy2)

cor.test(otu_rrarefy, otu_rrarefy3)

cor.test(otu_rrarefy, otu_rrarefy4)

cor.test(otu_rrarefy2, otu_rrarefy3,

cor.test(otu_rrarefy2, otu_rrarefy4)

cor.test(otu_rrarefy3, otu_rrarefy4)

write.csv(otu_rrarefy, "Subsamplet™)

HHHHH A AR R R R

## Barplot over antall OTUer ##

HAHAHBH A AR R

#Figur 3.9

#0-2m

ant2 <- sekvens.table(antOTU2m.txt", header = TRUE, row.names = 1)
]

otu2 <- melt(as.matrix(ant2), useNA = "ifany" )

names(otu2) <- c("Gruppe',”Dato™, "Ant.OTUer™)

plototu2 <- ggplot (otu2, aes(x=Dato, y=Ant.OTUer, Ffill=Gruppe, useNA = "ifany")) +
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coord_cartesian(ylim = c(0, 580))+
geom_bar(stat=""identity", na.rm = FALSE)+
scale_fill_manual(values = "Minpalett"”, name=""Gruppe')

#5m

ant5 <- sekvens.table(*antOTUS5m.txt", header = TRUE, row.names = 1)

otu5 <- melt(as.matrix(ant5), useNA = "ifany" )
names(otu5) <- c("Gruppe',”Dato™, "Ant.OTUer™)

plototu5 <- ggplot (otu5, aes(x=Dato, y=Ant.OTUer, Ffill=Gruppe, useNA = "ifany")) +
coord_cartesian(ylim = c(0, 580))+
theme(axis.text.x = element_text(angle=45, vjust=0.5, colour="darkgrey'))+
geom_bar(stat = "identity") +
scale_fill_manual (values ="MinPalett", name="Gruppe')

ggarrange(plototu2, plototu5, ncol = 1, nrow = 2)

B
## Andel sekvenser (%) ##
HHEHHH A

#figur 3.10
#0-2m

data <- sekvens.table('prob.sekvenser.2m.NA", header = T, row.names = 1 )
head (data)

colSums(data)

pro <- prop.table(as.matrix(data), margin = 2)

sum (pro)

bptot <- pro*100

#write_table(bptot, *prosent_sekvenser_2m.txt", col.names= TRUE)

tx <- melt (as.matrix(bptot))
head (tx)
names(tx) <- c("'Gruppe",'Dato","value')

pbp2 <- ggplot(tx, aes(x=Dato,y=value,ymin=0,ymax=value, fill = Gruppe)) +geom_ bar(stat =
“"identity™) +
theme(axis.text.x = element_text(angle=45, vjust=0.5, colour="darkgrey'))+

ylab ("Andels sekvenser (%)') +

xlab (") +

scale_fill_manual (values ="MinPalett'), name="Gruppe') +

ggtitle(0-2 m™)

#5m

data5 <- sekvens.table('prob.sekvenser.5m", header = T, row.names = 1 )
head (data5)

colSums(datab)

pro5 <- prop.table(as.matrix(data5), margin = 2)

sum (pro5)

bptot5 <- pro5*100

#write_table(bptot5, "prosent_sekvenser_5m.txt", col._names= TRUE)

tx5 <- melt (as.matrix(bptot5))
head (tx5)
names(tx5) <- c(*'Gruppe’,"Dato","value')

pbp5 <- ggplot(tx5, aes(x=Dato,y=value,ymin=0,ymax=value, fill = Gruppe)) +geom_bar(stat =
“"identity™) +

theme(axis.text.x = element_text(angle=45, vjust=0.5, colour="darkgrey'))+

ylab (""Andel sekvenser (%)) +

xlab (‘'Dato™) +

scale_fill_manual(values ="MinPalett'), name="Gruppe') +

ggtitle ("5 m™)

#legge plotta i samme bildevindu
windows Q)
ggarrange(pbp2, pbp5, ncol = 1, nrow = 2)

#linjeplot

plot <- ggplot (trxbm, aes(x=Dato, y=Prosent,colour=Gruppe, group=Gruppe)) +
geom_line(na.rm = TRUE)
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B
## Heatmap ##
BB

#Figur 3.11

myPalette2 <- brewer.pal(6, "Blues™)

#5m

heat5 <- sekvens.table("heat5_sum.txt', header = TRUE, row.names = 1, sep = "\t")

ma5 <- prop.table(as.matrix(heat5), margin=2)
pro5 <- ma5*100
write.table(pro5, "%fordeling_klasse heat _5m", col.names = T)

h5 <- melt(pro5)
colnames(h5) <- c("Klasse', '"‘Dato","Prosent™)
h5[h5==0] <- NA

heatmap5 <-ggplot(h5, aes(Dato, Klasse)) +
geom_tile(aes(fill=Prosent)) +
geom_text(aes(fill=h5%Prosent), label = round(h5$Prosent, 2), size=2) +
scale_fill_gradientn(colours = myPalette2, na.value="white', space = "Lab", guide =
*colourbar™) +
theme(axis.text.y = element_text(size = 8), axis.text.x = element_text(size = 8,angle=90),
axis.title.y=element_blank(), legend.position="none")
#element_text(size = 8)
#rownames(h5) <- c(" SUM", "Feb.", "Apr.","Jun.","Aug.","Sep.","Nov', "Feb.(t)",
"Feb.(s)","Mar.", "Apr.", "Mai', "Jun.", "Aug.', "Sep.", "Okt.", "Nov.", '"Des.')

#0-2m
heat2 <- sekvens.table("heat2_sum.txt', header = TRUE, row.names = 1, sep = "\t")

ma2 <- prop.table(as.matrix(heat2), margin=2)
pro2 <- ma2*100
write.table(pro2, "%fordeling_klasse heat_2m", col.names = T)

h2 <- melt (as.matrix(pro2)
colnames(h2) <- c(“Klasse', '"Dato","Prosent™)
h2[h2==0] <- NA

heatmap2 <-ggplot(h2, aes(Dato, Klasse)) +

geom_tile(aes(fill=Prosent)) +

geom_text(aes(fill=h2%$Prosent), label = round(h2$Prosent,2 ), size=2) +

scale_fill_gradientn(colours = myPalette2, na.value="white', space = "Lab", guide =
*colourbar'™) +

theme(axis.text.y = element_text(size = 8), axis.text.x = element_text(size = 8,angle=90),
axis.title.y=element_blank(), legend.position="none")

#ggarrange(heatmap2, heatmap5, ncol = 2, nrow = 1)

BRI
## % TROFI ##
HHHHBAHHHHA

#Figur 3.12
#0-2m

tro2m <- sekvens.table('trofi2m_NA", header = T, row.names = 1)
head

colSums(tro2m)

ptro2m <- prop.table(as.matrix(tro2m), margin = 2)

sum (ptro2m)

bptro2m <- ptro2m*100

trx2m <- melt (as.matrix(bptro2m))
head (trx2m)
names(trx2m) <- c("Trofi',"Dato","Prosent')

pt2 <- ggplot(trx2m, aes(x=Dato,y=Prosent,ymin=0,ymax=Prosent, fill = Trofi)) +geom_bar(stat =
“"identity'™) +

theme(axis.text.x = element_text(angle=45, vjust=0.5, colour="darkgrey"))+

ylab (“Relativ abundans (%)') +

xlab (") +

scale_fTill_manual ((values = "MyPalett"), name="Gruppe') +

ggtitle(0-2 m'™)
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#5m

tro5m <- sekvens.table("trofi5m_NA", header = T, row.names = 1)
head

colSums(tro5m)

ptro5m <- prop.table(as.matrix(tro5m), margin = 2)

sum (ptro5m)

bptro5m <- ptro5m*100

trx5m <- melt (as.matrix(bptro5m))
head (trx5m)
names(trxsm) <- c("Trofi","Dato","Prosent')

pt5 <- ggplot(trx5m, aes(x=Dato,y=Prosent,ymin=0,ymax=Prosent, fill = Trofi)) +geom_bar(stat =
"identity™) +
theme(axis.text.x = element_text(angle=45, vjust=0.5, colour="darkgrey'))+
ylab ('Relativ abundans (%)') +
xlab (") +
scale_fill_manual ((values ="MyPalett'), name="Gruppe') +
ggtitle('5 m"™)

ggarrange(pt2, pt5, ncol = 1, nrow = 2)

#linjeplot
plot <- ggplot (trx5m, aes(x=Dato, y=Prosent,colour=Trofi, group=Trofi)) +
geom_line(na.rm = TRUE)

THHHHHHHHHHH
## Venn diagram ##
ifiaiararareraraiaiaea arararaiataid

#Figur 3.14, figur 3.15 og figur 3.17

df.venn <- sekvens.table(*'chi.txt", header = TRUE)
head(df.venn)

MB <- as.character (df.venn [df.venn$Metastrekkoding==1,1])
LM <- as.character(df.venn [df.venn$Lysmikroskop==1,1])

venn <- list (mb=MB, Im=LM)

vennset_all <- overLapper(venn, type="vennsets')
vennPlot(vennset_all, mymain = *"Venndiagram over delte taksa ", line=c("cyan”, "yellow))

WP T
## CTD sammenlignet ##
WA AR R R R

#Figur 3.16
CTD <-sekvens.csv(''ctd.alle.mean_b", sep = '"\t", dec = ",")
summary (CTD)

#endre dato til dato, dag i aret og ar, hver for seg.
CTD$Date = as.Date(CTD$date, "%d.%m.%Y'™)

CTD$DoY = as.numeric(format(CTD$Date, "%j'"))
CTD$Year = as.numeric(format(CTD$Date, "%Y'))

#hente ut malingene fra de to dypene
CTD5 = subset(CTD, subset = (depth == 5))
CTDO2 = subset(CTD, subset = (depth <= 2))

#Temperatur
CTD2t = aggregate(temp~Date, data = CTDO2, FUN = mean)

dt <- as.data.frame(cbind(CTD5%temp, CTD2t$temp))
tl <- ggplot (dt, aes(Vi, V2)) +
geom_point () +
stat_smooth(method = Im, se = FALSE)+
xlab(*'5m'™)+
ylab(''2m")+
ggtitle("Temperatur (C)')

summary (Im(V2 ~ V1, dt))

#Salinitet
CTD2s = aggregate(sal-Date, data = CTD0O2, FUN = mean)

ds <- as.data.frame(cbind(CTD5%$sal, CTD2s$sal))
s2 <- ggplot (ds, aes(V1i, V2)) +
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geom_point () +

stat_smooth(method = Im, se = FALSE)+
xlab(*'5m'™)+

ylab("'2m")+

ggtitle(Salinitet™)

summary (Im(V2 ~ V1, ds))

#Tetthet
CTD2sT = aggregate(sigT~Date, data = CTD02, FUN = mean)

dsT <- as.data.frame(cbind(CTD5%$sigT, CTD2sT$sigT))
th5 <-ggplot (dsT, aes(V1, V2)) +
geom_point () +
stat_smooth(method = Im, se = FALSE)+
xlab(*'5m™)+
ylab(''2m")+
ggtitle("Tetthet (kg/m"3)')

summary (Im(V2 ~ V1, dsT))

#0ksygen
CTDox = aggregate(Ox...sat.~Date, data = CTDO2, FUN = mean)

dox <- as.data.frame(cbind(CTD5%0x...sat, CTDox$0x...sat))
04 <- ggplot (dox, aes(Vl1l, V2)) +

geom_point () +

stat_smooth(method = Im, se = FALSE)+

xlab(**'5m™)+

ylab("'2m")+

ggtitle('Oksygensaturasjon (%))

summary (Im(V2 ~ V1, dox))

#Flourescens
CTD2f = aggregate(fISP~Date, data = CTDO2, FUN = mean)

df <- as.data.frame(cbind(CTD5$fISP, CTD2f$fISP))
TfSP<- ggplot (df, aes(Vl1, V2)) +
geom_point () +
stat_smooth(method = Im, se = FALSE)+
xlab(*'5m™)+
ylab(''2m"™)+
ggtitle("Flourescens™)

summary (Im(V2 ~ V1, fSP))

windows()
ggarrange(tl, s2, th5, o4, fSP, ncol = 3, nrow = 2)

#sjekke salinitet og tetthet mot hverandre for de to dypene
summary (Im(dsT$V1l ~ ds$Vvil))
summary (Im (dsT$V2 ~ ds$Vv2))

THEHHHH
## Linjeplot ##
T

#Figur 3.10 C og figur 3.12 C

library(reshape2) #melt-funksjonen
library(ggplot2)

#bruker samme inputfil som %sekvens-barplot.

data5 <- sekvens.table('prob.sekvenser.5m", header = T, row.names = 1 )
pro5 <- prop.table(as.matrix(data5), margin = 2)

sum (prob5)

bptot5 <- pro5*100

line <- melt(as.matrix(bptot5))
names(line) <- c(Gruppe™,"Dato","Sekvenser')

plot <- ggplot (line, aes(x=Dato, y=Sekvenser,colour=Gruppe, group=Gruppe))+
geom_line() +

theme(axis.text.x = element_text(angle=45, vjust=0.5, colour="darkgrey'))+
scale_fill_manual(values = "MyPalett'), name="Gruppe™)

W
## gnmds ##
HEH AR

#Figur 3.18 og figur 3.22
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df <- sekvens.table("ordinasjon.txt", row.name = 3, header = TRUE)
ctd <- sekvens.table(ctd.txt", header = TRUE)
ctd2 <- ctd[,-c(7:9, 11:13)]

data <- cbind(ctd2, df)
data2 <- datal[,-c(1,2)]

y <- data[,-c(1:9)]

# lage Bray-Curtis ulikhets-matrise:
dist.y<-vegdist(y,method="bray")

# Erstatte avstander (B-C > 0.8 by geodesic avstander)
geodist.y<-isomapdist(dist.y, epsilon=0.8)

k=2 #k = ant. Dimensjoner i ordinasjonen
mds<-NULL #definerer et tomt objekt
# lager 1000 "mds"er fra fogrste starts konfigurasjon og sette dem inn i det # mds-objektet
for(i in 1:1000)
{mds[[i]]<- monoMDS(geodlst Y, matrlx(c(runlf(d|m(y)[1]*k)) nrow—dlm(y)[l])
k=2, model = "global", maxit=20000, smin = le-7, sfgrmin = le-7)}

# mds-objektet er nd en listen med 1000 "Sub-objekter™, som igjen er
# listet.

# tar ut stress-verdiene som en vektor

# stress er gitt som det 22 elemnet i hver "'sub-objekt"-liste.
mds.stress<-unlist(lapply(mds, function(V\){v[[22]11}))

# rangere stressverdiene
order(mds.stress)

# lagre rangeringen som en vektor
ordered<-order(mds.stress)

# Finne stressverdien til lgsningen med lavest og nest lavest stress-
# verdier

mds.stress[ordered[1]]

mds.stress[ordered[2]]

# skalere aksene til half change units og varimax rotation med postMDS

mds . best<-postMDS(mds[[ordered[1]1].,geodist.y, pc = TRUE, halfchange = TRUE, threshold = 0.8)
mds . secbest<-postMDS(mds[[ordered[2]]],geodist.y, pc = TRUE, halfchange = TRUE, threshold =
0.8)

par(mfrow=c(1,1))

# Procrustes sammenligning
procrustes(mds.best,mds.secbest,permutations=999)
protest(mds.best,mds.secbest,permutations=999)

plot(procrustes(mds.best,mds.secbest,permutations=999))

# lage variabler for GNMDS for 1 og 2 akse
gnmdsl<-mds.best$points[,1]
gnmds2<-mds .best$points[,2]

# Ta miljevariablene inn i plottet

ctd.var <- ctd2[,-c(1,2)]

df <- data.frame(gnmdsl, gnmds2)

fit <- envfit (df, ctd.var, 999, na.rm = TRUE)

plot (fit, arrow.mul =0.75, p=0.05, col=1, cex=0.75)

Ffit.df <- data.frame (scores(fit, display = "vectors'))

mds.z<-envfit(scores(mds.best,display="sites",choices=1:2,origin=TRUE)[,1:2],ctd.var,999,
na.rm = TRUE)

plot(gnmdsl,gnmds2, type="n"")

plot(mds.z,arrow.mul=1.6,col=3,add=T,cex=0.7)

# plotter
ggplot(data, aes (x= gnmdsl,y= gnmds2, colour=Dyp, label=Dato, group=Dato)) +

geom_point(size=2) +

geom_text(aes(label=Dato),hjust=0, vjust=0) +

geom_line() +

geom_segment(data=Ffit.df,aes(x=0,xend=gnmdsl1,y=0,yend=gnmds2),

arrow = arrow(length = unit(0.5, "cm')),colour="grey", inherit.aes=FALSE) +

geom_text(data=fit.df,aes(x=gnmdsl,y=gnmds2, label=row.names(fit.df)),size=5,
inherit.aes=FALSE)+

coord_fixed()

# Shepard-diagram (stressplot)
stressplot(mds.best,dist.y)

## BOKSPLOT

X <- dato$Dato
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plot(gnmdsl ~ factor(dato$Dyp))
summary(Im(gnmdsl ~ factor(dato$Dyp)))

plot(gnmds2 ~ factor(dato$Dyp))
summary(Im(gnmds2 ~ factor(dato$Dyp)))

HHtHHH T
## dca ##
HHHH

#supplementer figur S.1.

dca.Y<-decorana(y, iresc=4)
decorana(veg = y, iresc = 4)
head (dca.Y)

dca.Yl<-scores(dca.Y,display="sites",choices=1:4,origin=FALSE)[,1]
dca.Y2<-scores(dca.Y,display="sites",choices=1:4,origin=FALSE)[, 2]

ggplot(dato, aes (x= dca.Y1l,y= dca.Y2, colour=Dyp, label=Dato, group=Dato)) +
geom_point(size=2) +
geom_text(aes(label=Dato),hjust=0, vjust=0) +
geom_line()

plot(dca.Yl ~ factor(dato$Dyp))
summary(Im(dca.Y1l ~ factor(dato$Dyp)))

plot(dca.Y2 ~ factor(dato$Dyp))
summary(Im(dca.Y2 ~ factor(dato$Dyp)))

HHEHHHHHHHHE A
## Korrelasjons-test ##
HHHHEHHH TP

cor.test(gnmdsl, dca.Yl, method
cor.test(gnmds2, dca.Y2, method

"k'™) #evt 's' = Spearman
"l
T L

## Shannon, Rikhet og Jevnhet #it
THHEHHHHHHHHHH A

#figur 3.21
#2m

sh2 <- sekvens.table("sh_2m.txt", header = T, row.names = 1)
sh2_o <- sh2[,-(which(colSums(sh2) == 0))]
# fjern OTUs ingen verdi

#HH# SHANNON ###
H2<-diversity(sh2_o, index="shannon', base = exp(1))
write.table(H2, file="shannon_index_ 2m.txt", sep="\t")

#HH# Rikhet ####t
S2<-specnumber(sh2_o)
write.table(S2, file="rikhet_index_2m.txt", sep="\t")

###t Jevnhet/Pielou ###H#
J2<-H2/10g(S2)
write.table(J2,file="pielou_index_2m.txt", sep="\t")

#5m

sh5 <- sekvens.table(*'sh_5m.txt", header = T, row.names = 1)
sh5_o <- sh5[,-(which(colSums(sh5) == 0))]

#HH## SHANNON ###
H<-diversity(sh5_o, index="shannon', base = exp(1))
write.table(H, file="shannon_index_5m.txt", sep="\t")

#HHH# Rikhet ###H#HE

S<-specnumber(sh5_o0)

write.table(S, file="rikhet_index_5m.txt", sep="\t")

### Jevnhet/Pielou ####

J<-H/1og(S)

write.table(J,file="pielou_index_5m.txt", sep="\t")

### SAMMENLIGNER DE TO DYPA ###

indexes <- sekvens.table(file="indexes.txt", header=TRUE)
#T tests for Indexes

t.test(indexes$R_2m , indexes$R_5m)
t.test(indexes$S_2m , indexes$S_5m)
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t.test(indexes$J_2m , indexes$J_5m)

mi <- melt(indexes)
write.table(mi, "mindexestest.txt", col_names= TRUE)

# Fikser tabell i Excel. Med overskriftene:
# var month index depth value

min <- sekvens.table(file="mindexes2.txt", header=TRUE)
head(min)

min$depth <- factor(min$depth, levels=c(''2m","5m"))
min$index <- factor(min$index, levels=c(''R","S","J"

min$month <- factor(min$month, levels=c(''Feb.24.2016", "Apr.11.2016", "Jun.22.2016",
"Aug-18.2016", "Sep.12.2016", "Nov.25.2016", "Feb.02.2017", "Feb.20.2017", "Mar.06.2017",
"Apr.04.2017", "Mai.15.2017", ""Jun.21.2017", "Aug.14.2017", "Sep-18.2017", "Okt.18.2017",
"Nov.16.2017", '"Des.15.2017'))

summaryBy(value ~ depth + index , min, FUN=c(median))
bwpalette<- c("white”,"white"™) # Set up a black/white palette

dl <- ggplot(min, aes(x = depth, y = value, fill = depth)) + scale_fill_manual(values =

bwpalette)+
geom_boxplot() +
facet_wrap(~ index,scales = "free'")+

theme_bw()+

theme(axis.text.x = element_text(color="black", size=8), axis.text.y =
element_text(color="black", size=8),legend.title = element_text(colour="white",
size=14,face="bold"), legend.text = element_text(colour="black™, size=8)) +ylab("""")+

ylab(*") + xlab(**"'")

d2 <- ggplot(min, aes(x = month, y = value)) +
geom_point(aes(shape = depth), size=1)+scale_shape(solid
geom_smooth(aes( group = depth, method = "‘gam", linetype

=0.5,se = FALSE) +
facet_wrap(~index,scales = "free') +
theme_bw() +
theme(axis.text.x = element_text(color="black"™, size=8,angle=90), axis.text.y =

element_text(color="black", size=8),legend.title = element_text(colour="white",

FALSE) +
depth), color = "black", size

size=14,face="bold"), legend.text = element_text(colour="black", size=8)) +ylab(*"""") +xlab("""

windows()
ggarrange(dl, d2)

WP T T
## indekser vs. miljogvariabel ##
B HH AR AR SRS R

#Supplementer figur S.6

shCTD <- sekvens.table('shannonCTD.txt", header = TRUE, row.names = 1, dec=",")
str(shCTD)

### Shannon og temp###
st <- ggplot(shCTD, aes(x=temp, y=S)) +
geom_point() +
stat_smooth(method = "Im", formula =y ~ x + I(xX"2), size = 1, se=FALSE)+
xlab(*"Temperatur'™) +
ylab(*'Shannon indeks™)

#H##HRikhet og temp###
sr <- ggplot (shCTD, aes(x=temp, y=R)) +
geom_point() +
stat_smooth(method = "Im", formula =y ~ x + I1(x"2), size = 1, se=FALSE)+
xlab(**'Temperatur') +
ylab("'Rikhet™)

###H#Jevnhet og temp###
sj <- ggplot (shCTD, aes(x=temp, y=J)) +
geom_point() +
stat_smooth(method = "Im", formula =y ~ x + I1(X"2), size = 1, se=FALSE)+
xlab(*'Temperatur') +
ylab(*'Fordeling™)

windows()
ggarrange (sr, st, sj, ncol = 3)

#ANOVA TEST, KURVE MOT LINEAR og nul 1###

summary(ml <- Im(S ~ temp , data=na.omit(shCTD)))

summary(m2 <- Im(S ~ temp + I(temp”2), data=na.omit(shCTD)))
summary (m3<- Im(S ~ 1, data = na.omit(shCTD)))

anova(ml, m2)
anova (m2, m3)
AIC (m1, m2)
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AIC(m2,m3)
### Dette ble gjort for R og J 0gsd ###
HEHAHFH A
## Vind ##
HHHH R

#Figur 3.8

library(scales)

vind <- read.table(*'vind.txt")
vind$Date = as.Date(vind$Vl, "%Y-%m-%d')

gt <- ggplot(V|nd aes(x = Date, y = V3)) +
geom_point () +
scale_x_date(limits = as. Date(c( ‘2016-02-01","'2017-31-12"))) +
geom_| hllne(ylntercept =3) +
theme(axis.text.x = element_text(colour="darkgrey" )) +
xlab (“'Date') +
ylab (*'Vind (m/s™)

THHHHHHTHHHHHHH
## Saltholdighetsprofil ##
PP

#Supplementer figur S.3

ctdl <- read.ctd ('DK1 24022016_oks.cnv")
pycnhocline <- ctdTrim(ctdl, "range’

parameters—llst(ltem— pressure”, from=0, to=10))
plotProfile(pycnocline, which="density+N2", yaxs = "i")

THHEHHH A
## Ovre blandingslag ##
HHTHEHHH TP T

#Figur 3.7
uml <- read.table("mld.txt", header = TRUE)
uml$Date = as.Date(uml$Dato, "%Y-%m-%d'")

gt <- ggplot(uml, aes(x = Date, y = MLD)) +
geom_point() +
geom_line () +
scale_x_date(limits = as.Date(c(''2016-02-01","2017-31-12""))) +
geom_hline(yintercept = 5) +
theme(axis.text.x = element_text(colour="darkgrey"” )) +
xlab (“'Dato’™) +
ylab ("Dyp (m)™) +
scale_y_ reverse()

WA T
## ANOSIM ##
HHHHBHHHH

dato <- read.table(ordinasjon_input_dato _dyp.txt", row.name = 3, header = TRUE)
data <- read.table('Ordinasjon_input.txt", row.name = 1, header = TRUE)
maned <-read.table(ordinasjon_input_dato_dyp_maned.txt", row.names = 4, header = TRUE)

y <- as.data.frame(t(data))
x <= y[,-c(1:2)]

p <- anosim(x, grouping = dato$Dyp , permutations = 999, distance = "bray") #,
strata=dato$Dyp)

plot (p)

summary (p)
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