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Mikroorganismi, kas veido mikrobialas kédes, parstav vairakas funkcionali loti atskirigas
organismu grupas. Baltijas juras pelagiskaja ekosistema parsvara ir sastopamas baktérijas,
autotrofas alges, heterotrofiski organismi (protozoa), miksotropi organismi (var funkcionét gan ka
autotrofi, gan ka heterotrofi), mikrozooplanktons (kopepodas, kladoceras). Mikroorganismu
kopéja biomasa salidzinajuma ar sauszemes augiem ir relativi neliela, bet to produktivitate butiski
parsniedz sauszemes augu produktivitati.

Apskatot mikroorganismu lomu jlras ekosistéma, ir divi lieli izaicinajumi. Pirmais ir
mikroorganismu kvantificéSana, un otrais ir sugu sastava noteikSana. Sugu sastava noteikSana ir
bltiska ekosistemas analizes komponente, jo ir svarigi apzinat mikroorganismu sadalijjumu pa
funkcionalam nisam. Respektivi, mikroorganismi veido nosacitu ciklu, kur viena sugu grupa patéré
izSkiduSo organisko materialu un izdala neorganiskos slapekla un fosfora savienojumus, kurus
savukart asimilé autotrofi fotosintezejosi organismi, un ciklu noslédz heterotrofi mikroplanktona
organismi, kas partika patéré citus organismus un izdala organiskos izSkiduSos savienojumus.

Sai etapa pétijumi tika fokuséti uz planktoniskajiem mikroorganismiem, jo fitoplanktons (mikro,
piko un nanoplanktons) ir viens no galvenajiem primaras produkcijas razotajiem Baltijas jlras
ekosisttma, un ta sastava un daudzuma izmainas tieSi ietekmé baribas kédes struktdru,
biokimiskos ciklus un Gdens kvalitati ( ). Tapéc regulars fitoplanktona
monitorings ir batiskS jdras vides stavokla novértésanai Eiropas Juras stratégijas pamatdirektivas
un Baltijas jlras ricibas plana ietvaros. Tradicionali Baltijas jara fitoplanktona monitorings tiek
veikts, izmantojot HELCOM standartizétas metodes ( ), kas nodrosina labu datu
kvalitati, salidzinamibu starp regioniem. Sugu identificéSana balstas uz SGnu morfologiskam
pazimém, izmantojot gaismas mikroskopu. Tomér $I metode ir laikietilpiga, prasa augstas
taksonomiskas zinasanas un ir ierobeZota |oti mazu Stnu (<10 um) vai morfologiski mainigu sugu
noteiksana.

Attiecigi, lai iegltu pilnvertigaku ieskatu Gdens ekosistému procesos, ir nepiecieSams pétit ari
mazakus organismus ka pikoplanktonu un bakterioplanktonu, kas ir izméros no 0,2 um lidz 2 um.
Tiek lests, ka pikocianobaktérijas Prochlorococcus un Synechococcus gintis veido aptuveni 25% no
okeana primaras produktivitates. To globala izplatiba padara Prochlorococcus un Synechococcus
par butisku jaras baribas tiklu sastavdalu, galvenokart piegadajot fiksetu oglekli augstakajiem
trofiskajiem limeniem ( ).

Pikoplanktons LHEI tiek analizéts kops$ 2010.gada, tacu noverojumi tika veikti tikai atseviskas Rigas
[i¢a stacijas, kuras tiek ievakts ari fitoplanktons. Paraugus ievac paraléli fitoplanktona paraugiem
ar plastmasas cauruli 0-10m tdens slani. Analizeti ar epifluorescences mikroskopijas metodi, kas
ietver paraugu fikseéSanu glutaraldehida, filtréSanu uz melniem 0.2 um poru izméra Nuclepore
polikarbonata filtriem un iekrasoSanu ar proflavina krasvielu ( ).
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Epifluorescences mikroskopijas metode ir laikietilpiga un musdienas aizvien vairak pikoplanktona
analizei tiek izmantota plismas citometrija, jo ST metode |auj izanalizét ievérojami lielaku paraugu
skaitu.

Pikoplanktons sak kllt par popularaku pétijumu objektu, jo Sobrid Gdens ekosistému baribas kézu
pétijumos trikst datu par $o organismu grupu. Sogad ir izveidota jauna HELCOM darba grupa EG
Pelagic, kuras darbibas princips ir sniegt parskatu par pelagisko dzivotnu stavokli un ka viens no
interesu objektiem ir pikoplanktons. Plismas citometrija ir veids ka iegut lielu datu apjomu un
paplasinat pétijumu virzienus.

Savukart sugu noteikSanas virziena pédéjos gados arvien vairak tiek stradats pie vides DNS (eDNS)
metozu attistibas, pieméram, metabarkodésanas, kas lauj identificét fitoplanktona un
mikrozooplanktona taksonus, izmantojot molekularos markierus. Atskiriba no mikroskopijas
eDNS noteikSana nav atkariga no Sinu lieluma vai morfologijas (

). Lidz ar to DNS |auj konstatét sugas, ko mikroskopéjot ir griti vai neiespéjami noteikt,
un tadéjadi rezultadti varétu aptvert plasdku biologiskas daudzveidibas spektru. Sis metodes
pieméroSana gan liela meéra ir atkariga no starptautiskajas DNS datubazés pieejamas references
(SGnu DNS fragmentu) informacijas, kas Baltijas jlras sugam vél nav pilniga. Papildus janem véra,
ka sekvenésanas rezultatu nolasijumu (“reads”) skaits ne vienmér atspogulo sugas faktisko
biomasu.

Attiecigi, 2024. gada tika izmantota Ziemelvalstu Ministru padomes fonda projekta “Reliable e-
DNA-based detection of planktonic biodiversity and invasive species — standardisation of
minimum sample volume (BioStandard)” radita iespéja testét metodi ari Latvijas Gdenos. Kopuma
testésana piedalijas pétnieki no 10 valstim, un tika ievakti paraugi no 13 vietam Baltijas jura,
Zieme)jira un Atlantijas okeana zieme|rietumos ( ). Projekta meérkis bija
noskaidrot un standartizét minimalo parauga tilpumu, kas nepiecieSams DNS analizém, lai
noteiktu statistiski ticamu fitoplanktona un mikrozooplanktona sugu daudzveidibu. Paradit, ka
DNS metodes ir ieklaujamas juras monitoringa un ir salidzinamas ar citam tradicionalam
metodém, un ir pielietojamas potenciali toksisko un invazivo sugu monitoringa.

2025. gada projekta nodevuma publikacija ( ) tika apkopoti pirmie projekta
BioStandard rezultati, kuros dazadas Baltijas un Ziemeljuras vietas tika salidzinata DNS
metabarkodésana ar tradicionalo mikroskopijas metodi. Zinojuma secinajumi paradija, ka DNS
metodes ir daudzsoloSas un savstarpéji papildina tradicionalos monitoringa panémienus, tacu
nepiecieSama talaka protokolu standartizacija un rezultatu salidzinamibas uzlabosana.

Saja zinojuma uzmaniba tiek pievérsta tiesi LHEI iegltajiem rezultatiem Rigas Iici, kur DNS un
mikroskopijas metodes tika salidzinatas detalizétak. Analize |auj izvértét abu metozu priekSrocibas
un ierobeZojumus vietéja konteksta un papildina BioStandard projekta kopsavilkumu ar
padzilinataku izpéti.



2025.gada aprilt tika iegadats un uzstadits Agilent NovoCyte 2060R sérijas plusmas citometrs
( ), kas spéj uztvert dalinas izméros no 0,2 lidz 50 um. Parauga caurulites diametrs ir 50
um, tacu fitoplanktona Sunu un detrita izméri medz bat lielaki, tapéc, lai izvairitos no plismas
citometra sistémas nosprostosanas, pirms parauga analizes nepiecieSams veikt filtréSanu, lai
atdalitu lielakas dalinas.

NovoCyte Advanteon ir 3 |lazeri (lietotajs var izvéléties konfiguraciju, izmantojot 405 nm, 488 nm,
561 nm un 640 nm vilna garuma lazerus). Mums ir komplektacija ar 488nm un 640nm lazeriem.

Katram fluorescences kanalam NovoCyte citometra atbilst atseviSsks detektors, kas uztver
konkréta spektra emisiju. Sada detektoru sistéma nodrosina loti plasu signalu diapazonu un
augstu jutibu, laujot vienlaikus precizi izmeérit gan vajus, gan loti spilgtus signalus. Advanteon
konfiguracija ir aptuveni 21 fluorescences kanals, kas lauj uztvert lielu dalinu daudzveidibu.
Papildus fluorescences kanaliem instruments méra ari priek$éjas un sanu gaismas izkliedes
signalus (FSC un SSC), Sie detektori lauj analizét $Gnu izméru un granularitati.

Instruments paraugus ievada caur paraugu zondi (SIP — sample injection probe) no mégenes un
analizei izmanto 1,5 ml mikrocentrifligas mégenes (Eppendorf tipa). Katrs paraugs péc mérisanas
tiek automatiski izskalots (gan zondes iekSpuse, gan arpuse) ar mazgasanas skidumu, lai noveérstu
paraugu parnesi. ST sistéma spéj nodrodinat <0,1% paraugu parneses starp paraugiem.

NovoCyte citometrs izmanto precizu Slirces siikna tipa parauga padevi, kas nodrosina tiesSu
tilpuma uzskaiti — katra parauga apjoms tiek precizi nomérits. Instruments var uztvert un



apstradat parauga tilpumus no 5 ul Iidz 5 ml — iespéjams analizét gan loti nelielus paraugus, gan
pilnas 5 ml mégenes.

Agilent NovoCyte platforma veidota ka modulara un paplasinama. Sistemu iespéjams pielagot un
uzlabot art péc sakotnéjas uzstadiSanas — pieméram, jau eso$ajam instrumentam var pievienot
papildu lazerus vai fluorescences detektorus (kanalus), palielinot nosakamo parametru skaitu. Bez
lazeriem paplasinama ir ari optiska detektoru sistéma, var nomainit filtrus un instruments
automatiski atpazis ievietoto filtru spektralos parametrus. Tas nozimé, ka lietotajs var pielagot vai
papildinat fluorescencu kanalu spektralo iestatijumu (pieméram, nomainot 530/30 nm filtru pret
525/45 nm utt.). NovoCyte sistéma var augt lidzi zinatnisko eksperimentu prasibam, neprasot
pilnigi jauna citometra iegadi.

Vides DNS analizém paredzetie paraugi tika ievakti ar plastmasas cauruli no integréta 0-10m
ddens slana Rigas Iict (121.st.) 2024. gada 16. aprili monitoringa reisa laika. DNS analizém tika
nemti Cetri dazada tilpuma ddens paraugi: 1000 ml, 500 ml, 200 ml un 20 ml, filtréti caur
membranas filtriem (0,4 um poru izmeérs) un iegutie filtri sasaldéti [idz DNS ekstrakcijai. DNS tika
ekstraheéts laboratorija, ka mérka molekularo markieri izmantojot 18S rRNA géna regionu, kas ir
plasi pielietots eikariotu (fitoplanktona un mikrozooplanktona) metabarkodésana. PCR
amplifikacijas produkti tika sekvencéti un ieglitas sekvences analizétas, izmantojot starptautiskas
references datubazes PR2 (Protist Ribosomal Reference database), SILVA rRNA un NCBI GenBank.
Taksonu identifikacija balstijas uz vislabako atbilstibu (<0.99) datubazés esoSajiem DNS “barcode”
fragmentiem. Katram taksonam tika registréts sekvencésanas nolasijumu (“reads”) skaits, kas
izmantots ka relativas sastopamibas raditajs.

Paraléli DNS analizém tika ievakts un analizéts fitoplanktona un mikrozooplanktona paraugs,
izmantojot invertéto mikroskopu atbilstosSi HELCOM vadlinijam ( ).

DNS rezultatu analizé tika ieklauti tikai tie taksoni, kuru sekvences nolasijumu (“reads”) skaits
vismaz viena no paraugiem bija 5. Sis filtré8anas solis tika izmantots, lai samazinatu iesp&jamo
metodologisko troksni un izvairitos no sugu izmantoSanas, kas balstas uz Joti nelielu nolasijumu
skaitu.



Kop$ citometra uzstadiSanas 16.aprili ir izanalizéti kopuma 205 paraugi - 11 aprila paraugi, 48
maija paraugi, 58 augusta paraugi un 88 novembra paraugi. Péc katras paraugu serijas
izanalizésanas uz plismas citometra tika veikta rezultatu izvértéSana un izstradati uzlabojumi
talakai paraugu ievakSanai un analizei. Tapat tika apzinati veidi, ka uzglabat paraugus no
ievakSanas briza lidz analizéSanai. Pagaidam paraugu fikséSanai tiek izmantots glutaraldehids
( ), kas tiek izmantots ari paraugiem, kas tiek analizéti ar epifluoriscences
mikroskopiju. Tacu ka labaks veids paraugu uzglabasanai tiek minéta saldéSanas metode Skidraja
slapeklt, $ada veida Stnas labak saglabajas, bet, fikséjot ar glutaraldehidu, tas var tikt bojatas,
tapéc katram eksperimentam ir japiemeklé labakais uzglabasanas veids, lai iegltu labako
rezultatu.

Parskata perioda paraléli tika veikta datu ieguve gan ar plismas citometru, gan ar
epifluorescences mikroskopiju (101A, 119, 121, 142, 162.stacija), lai varétu atrast kopsakaribas
un vésturiskos datus pielidzinat jaunajai metodei.
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Ta ka Synecoccocus vésturiski tika analizéts epifluorescences mikroskopija, iekrasojot Stnas ar
proflavinu, tad ari plismas citometra izméginajam, ka proflavins ietekmé Synecoccus $inu
uzskaiti. Jau vizuali var novérot, ka atSkiriba starp abiem meérijumiem ir ievérojama ( ).



Plusmas citometra lielaks uzskaitito SUnu skaits tika novérots pie nekrasota parauga, iekrasoSana
ar proflavinu traucé lazeram uztvert Stnas, jo paraugs iekrasojas izteikti dzeltena krasa. Tadél,

vienojoties ar citometrijas ekspertiem, tika nolemts talakai pikoplanktona analizei citometra
neizmantot proflavinu.

Abas paraugos$anas stacijas (119 un 101A) ir vérojama lidziga tendence un datu vizualizacija

izskatas gandriz vienadi ( ), bet atskiras kopéjais uztverto dalinu skaits, jo 101A.stacija
ir lielaka ietekme saldidens ieplidei no Daugavas.
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Fitoplanktona un pikoplanktona taksonus lauj atskirt punktu izkliede un autofluorescences signali
no fotosintézes pigmentiem. Hlorofils a izstaro sarkanu fluorescenci (konstatéta PerCP vai APC
kanalos), savukart zilalgu pigments fikoeritrins izstaro oranzu fluorescenci (konstatéta PE kanala).
Parbaudot Sos fluorescences kanalus, tika identificétas tris fitoplanktona apak$populacijas:



® Synechococcus — identificéts péc spécigas oranzas (PE) fluorescences un spécigas sarkanas
hlorofila fluorescences. Sis zilalges (~1 um) satur fikoeritrinu, tapéc tas spilgti fluorescé
gan PE, gan hlorofila kanalos. Tam ir ari mérena izkliede (lielaka neka baktérijam, mazaka
neka algém). 2. un attélota ka P3 grupa.

® Prochlorococcus — identificéti tikai péc hlorofila (sarkanas) fluorescences, ar nelielu vai bez
PE signala. Sie ir izméros mazakie fotosintézéjosie prokarioti (~0,5-0,7 um) un tiem triikst
fikoeritrina, tapéc tie paradas ka sarkanas fluorescéjoSas dalinas bez oranzas
fluorescences. 3. un atteélota ka P1 grupa.

e Pikoeukarioti — dentificéti péc augstas sarkanas (hlorofila) fluorescences un lielaka izméra
(augsts FSC), bet bez PE fluorescences (tiem trikst fikoeritrina). Tas ir mazas eikariotu alges
(2-5 um), pieméram, prasinofiti. Datos tas paradas ka dalinas ar visaugstako FSC/SSC, un
hlorofila fluorescence ir vél spilgtaka neka Synechococcus uz vienu $nu. Tas neizstaro
oranzu PE fluorescenci. 3. un attélota ka P3 grupa.

Apskatot pirmos iegitos plismas citometra rezultatus no 2025.gada aprila monitoringa reisa, tika
izdarits secinajums, ka fitoplanktona Sinu skaits ir tik liels, ka tas traucé meérka grupas —
pikoplanktona — analizi, tapéc tika pienemts [émums turpmak paraugus filtrét ar 50 un 5 um
sietiem, lai atdalitu lielaka izméra fitoplanktona Sinas un iegltu precizaku informaciju par
pikoplantona struktiru, tapéc sakot ar maija ménesi katram paraugam ir 2 merijumi.



Metode

Raksturlielums

Epifluorescences
mikroskopija

Pliismas citometrija

Siinu skaita noteik3ana

Laba, bet 1éna

Laba, atra (~10= atraka)

Siinu lieluma noteikSana

Tendence parvertdt izmerus
{fluorescences 1zkliede)

Tendence nepietickami vai
neprecizi noverteét (FSC
atkartgs no formas un
refraktivitates)

Biomasas aprékins

Vidgji ~15= lielaks neka
citometrija

Nesakrit ar mikroskopiju,
Zema precizitate

Kolonijas/daudziinu
struktiiras

Redzamas un atpazistamas

Bie# interpreté ka vienu lielu
“dalipu™

Trokini/fons

Mazaki

Liels fona troksnis
citogrammas

Prickirocibas

Preciza vizualizacija, iespeja
noteikt inu morfologiju

Loti dtra skaiti3ana,
automatizéta analize

Triikumi

L&na, darbietilpiga

Nevienm@erigs FSC signals,
refraktivitates problémas,
koloniju sajaukianas

Kopéjais uztverto dalinu skaits 119.stacija 100 um parauga ir 53000, parrékinot uz ml, sanak 530
000 sunas. Skaitliski aprekinot P1 (4,66%) un P3 (0,93%) grupas no kopéja dalinu skaita, rezultata
sanak, ka P1=24698 stnas/ml, savukart P3=4929 stnas/ml, kopé&jam pikoplanktona $anu skaitam
sasniedzot 29627 sinas/ml, kas ir mazaks raditajs neka epifluorescences metodé iegiitas 56938
sanas/ml. Art ). Abas
metodes ir piemérotas pikoplanktona daudzuma noteikSanai, bet nav piemérotas precizai

norada uz atskirtbam abu metozu salidzinasana (

biomasas aprékinasanai, jo Slnu lielumu noteikSana ir nepreciza un atskiriga abas metodes.
Epifluorescences mikroskopija un plismas citometrija dod lidzigus pikofitoplanktona daudzuma
novértéjumus, tacu Sunu lieluma noteikSana batiski atSkiras, tapéc biomasas aprékini nav
savstarpéji salidzinami. Mikroskopija labak vizualizé Slnas, bet citometrija ir daudz atraka un
automatiskaka, tomeér jutigaka pret optiskiem un tehniskiem traucéjumiem.



50_0-10m

PlGsmas citometra tika analizéti divi ar glutaraldehidu fikséti jaras Gdens paraugi, kas filtréti caur
dazadiem sieta izmériem (5 un 50 um). Ar 5 um filtrétais paraugs saturéja 17 020 dalinas, savukart
ar 50 um filtrétais paraugs saturéja 42 004 dalinas (kop€jais noteikto dalinu skaits). Daudz lielaks
Sunu skaits 50 um parauga liecina, ka filtréSana uz smalkaka filtra (5 um) nonéma ievérojamu daju
dalinu/sanu. ir vérojama art vizuala atSkiriba - 50 um filtratam saskaititas Slinas ir
izvietojusas daudz blivak.

Paraugs Kopéjais | Heterotrofas | Prochloroc | Synechococ | Pikoeikarioti (%)
(121_10 11 20 sanu baktérijas (%) | occus (%) cus (%)
25) skaits
5 um filtrs 17,02 14,444 (=85%) | 504 (=3%) | 1,931 141 (=0.8%)
(=11%)
50 um filtrs 42,004 30,831 (=73%) | 3,914 5,335 1,924 (=4.6%)
(=9%) (=13%)

Apskatot kopéjo Sinu skaita sadalijumu pa apaksgrupam, ir novérojams, ka, filtréjot paraugu caur
5 um filtru, art mazaka izméra stinas Prochlorococcus un Synechococcus zaude lielu dalu no skaita.
( ). Prochlorococcus un Synechococcus ir aptuveni 1 um izméra, kam butu jaiziet cauri 5
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um sietam. lespéjams, ka Stnas, kas ir izméros no 5 [idz 50 um aizsprosto smalka sieta poras un
dala siko Stinu netiek cauri. Turpmak japadoma par vél vienu soli filtréSanas procesa (pieméram,
25 um), kas iespéjams samazinatu mazo Sinu aizkerSanos uz filtra.

Lai plismas citometru bitu iespéjams pielietot fitoplanktona pétijumos, btu nepiecieSams veikt
ari mikroskopésanu tai paraugu dalai, kas tiek nofiltréta nost ar 50 mikrometru sietu, un cik liela
dala no mazaka izmeéra Sinam paliek arpus parauga. Ka art apréekinat, cik liela dala no fitoplankona
populacijas, kuras izméri ir mazaki par 50 um, paliek uz filtra.

Datu apstrades atvieglosanai, lai batu vieglak atdalit pikoplanktona un fitoplanktona apaksgrupas,
danu pikoplanktona eksperte ieteica salidzinat virséjo udens slani ar dzilako (mudsu gadijuma 0-
10m un 59m). Sads salidzindjums palidz izprast $linu grupu atrasanas vietu grafikos, jo fotiskaja
zona 0-10m jabat daudz vairak fitoplanktona SGnam neka 59m dziluma. Savukart heterotrofa
pikoplanktona populacija ir lielaka dzilakaja tdens slan.

5_59m
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Abi paraugi tika ieprieks filtréti caur 50 un 5 um sietu un analizéti ar plismas citometru. Virsmas
integrétaja parauga (0—10 m) bija 17 020 dalinas/siinas, savukart 59 m atseviskaja parauga bija 36
132 dalinas. Abos gadijumos tika analizeti 100 ul jaras Gdens. Tas norada, ka 59 m dziluma ir
aptuveni divreiz lielaka sSunu koncentracija salidzinajuma ar virsmu ( ). Abos paraugos
dominéja heterofas bakterijas (=86% 0—10 m dziluma un =93% 59 m dziluma). Fotosintétiska
pikoplanktona daudzums ievérojami atSkiras atkariba no dziluma: uz virsmas bija lielaka
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Synechococcus proporcija, savukart Prochlorococcus bija izplatitaki 59 m dziluma. Pikoeukarioti
bija neliela sastavdala abos paraugos.

Rezultati parada planktona Stnu sadalijuma atSkiribas dazados dzilumos. Virsmas slant ir
daudzveidigaka kopa, Synechococcus un mazas eikariotu alges, kam raksturigi lielaki izkliedes
signali un spéciga oranza fluorescence. 59 m dziluma kopiena mainas, kura dominé
Prochlorococcus un baktérijas — mazakas Sunas, kas pielagojusas vajam apgaismojumam, ka
rezultata samazinas kopéja izkliede, palielinas hlorofila fluorescence uz vienu stinu, bet ir Joti mazs
fikoeritrina signals. Sis at$kiribas norada uz izmainam gan planktona daudzuma, gan fiziologiskaja
stavoklt dzilakajos slanos: pieméram, palielinas zemakam apgaismojumam pielagoto
Prochlorococcus (ar augstaku hlorofila saturu) daudzums un samazinas citu mikroskopisko algu
daudzums, virzoties no virsmas uz dzilJumu. Tada pati tendence vérojama ari paraugos, kas filtréti

caur 50 um sietu, 59m Sunu koncentracija ir izteikti lielaka ka 0-10m slani ( ).
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Veicot salidzinajumu 0-10m un 59m dziluma, ir redzams, ka ir nepiecieSams turpinat
pikoplanktona sabiedribas izpéti ari visa Udens staba, lai labak izprastu organismu sadalijjumu un
dzivosanas apstaklus. Bltu vértigi paskatities gan integrétos paraugus, gan atsevisku dzilumu
paraugus (1m, 5m, 10m). Paraugu ievaksanu varetu veikt paraléli kimijas parametru paraugu
ievak$anai ar batometriem, tapéc katram dziluma slanim batu klat ari kimijas dati. PlGsmas
citometra ir iespéja noteikt ari fitoplanktonu, taéu precizakam rezultatam ir nepiecieSams Stnas
iekrasot ar krasvielu. Sada veida varétu parbaudit, vai fitoplanktona produktivitate dzilak par 10

metriem batiski samazinas.
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Plismas citometrija ir loti noderigs riks eksperimentos ar algu kultiram, jo ta piedava atru,
kvantitativu un daudzdimensionalu analizi Sinu Ilimeni. lespéjams sekot algu populacijas
izmainam laika, pieméram, pirms un péc zooplanktona pievienosanas.
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Pirms citometra iegades algu uzskaite tika veikta ar mikroskopu, kas ir laikietilpigs process. Tiek
analizéts paraugs pirms eksperimenta un péc 72 stundu zooplanktona iedarbibas. Pirms
eksperimenta paraugs saturéja 66,67% fitoplanktona Sinu, un péc 72 stundam Sunu proporcija
samazinajas uz 7,37% ( ).
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Turpmak plismas citometru varétu izmantot ari ekotoksikologijas pétijumos, lai noteiktu
fitoplanktona Stnu reakciju uz dazadam vielam, noteikt, cik liela ir SGnu mirstiba.

S Surface (0-10m) - FSC vs SSC i 59 m Depth - FSC vs SSC
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Plismas citometra generétais datu faila formats ir savienojams ar citam datu apstrades
programmam. Sis fails (.fcs) tika pievienots Python programmai ( ). Savukart ir
vérojama ta pati datu kopa, bet attéli veidoti NovoExpress programmatuira. Ari citas programmas
ir spéjigas pienemt datu formatu, ko izdod citometrs, un datu apstradi var veikt ari pierastakas
datu apstrades programmas ka R vai Python.
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Mikroskopijas un DNS analizu rezultati paradija, ka neatkarigi no izmantota tilpuma (20 ml, 200
ml, 500 ml, 1000 ml) noteiktais kopé&jo taksonu skaits bija [idzigs, variéjot no 59 lidz 68 ( ).
DNS analizés konstatéto taksonu kopskaits (59—68) bija salidzinams ar mikroskopijas rezultatiem
(67 taksoni). Kaut arT abu metozu kopéjais noteikto taksonu skaits bija Iidzigs, atsevisku grupu
Tpatsvars atsSkiras. DNS datos fitoplanktona taksonu skaits bija nedaudz mazaks (41-46) neka
mikroskopija (56), savukart mikrozooplanktona daudzveidiba DNS paraugos bija ievérojami lielaka
(18-22 taksoni) neka mikroskopija (11). So at$kiribu varétu skaidrot ar meto?u specifiku:
mikroskopa ir labak atpazist lielakas un morfologiski raksturigas Stinas, savukart DNS metode ir
jutigaka pret mazizméra un trauslam formam, ieskaitot mikrozooplanktonu. Turklat DNS analizés
noteikSana nav atkariga no Sinas integritates vai vizualajam pazimém, tapéc iesp&jams konstatéti
ari udens vidé esosus brivus DNS fragmentus no organismiem, kas mikroskopiski nav novérojami.
Savukart mikroskopijas rezultati vairak atspogulo aktivas un morfologiski labi saglabajusas Stinas.
Fiksacijas laika mikrozooplanktona Sinas bieZzi deforméjas vai zaudé raksturigas pazimes, kas
apgrutina to noteikSanu Iidz sugai vai pat augstakam taksonomiskajam limenim. Tadeé|] DNS
metode $aja gadijuma papildina mikroskopiju, sniedzot plasaku prieksSstatu par kopéjo biologisko
daudzveidibu.
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Metode/tilpums | Fitoplanktons | Mikrozooplanktons Kopéjais PEG_BVOL2025 Rigas [ica taksoni
taksonu skaits taksoni (Hallfors, 2004)

DNS 1000ml 46 22 68 26 32

DNS 500ml 42 21 63 24 29

DNS 200ml 41 20 61 24 28

DNS 20ml 41 18 59 25 27

Mikroskopija 56 11 67 56 49

legltie abu metozu rezultati (fitoplanktona taksoni) tika salidzinati ar Baltijas jiras HELCOM
fitoplanktona sugu tilpuma datu bazi PEG_BVOL2025, kas tiek regulari atjaunota, pievienojot
mikroskopijas paraugos konstatétas jaunas sugas, un ar Hallfors (2004) publicéto Checklist of
Baltic Sea Phytoplankton Species. Hallfors fitoplanktona sugu datu baze joprojam tiek izmantota
ka pamatatsauce Baltijas juras fitoplanktona sugu salidzinajumos, jo ta ietver ari ekologiskas un
geografiskas sugu raksturojuma norades, tostarp sugu sastopamibu Rigas lict (GR).

Salidzinot ar Hallfors (2024) Rigas lici registrétajiem taksoniem, DNS rezultatos bija atrodamas 27—
32 gintis, kas ir aptuveni 40-50% no kopéja noteikto taksonu skaita. Savukart mikroskopijas
rezultati uzradija ievérojami augstaku parklajumu — 49 taksonus (ap 73%). Lidziga tendence
novérojama ari salidzinajuma ar PEG_BVOL2025 datubazi, kur DNS rezultatos parklajums bija 24—
26 taksoni (aptuveni 35-40% no kopé€ja skaita), bet mikroskopija — 56 taksoni (ap 84%). Tas
norada, ka mikroskopijas metode uzrada lielaku sakritibu ar regionalajam un oficialajam, regulari
atjaunotajam, datubazém, savukart DNS metode sniedz papildinformaciju par mazak zinamam
vai datubazés vel neparstavetam gintim. Un atskiribas lielakoties skaidrojamas ar DNS noteikSanas
atkaribu no starptautiskajam génu bankam, kuras vél nav pilnigi parstavetas visas Baltijas jlras
un, jo 1pasi Rigas lic¢a fitoplanktona sugas. Kas varétu liecinat par to, ka liela dala DNS noteikto
taksonu sakrit gan ar HELCOM PEG_BVOL2025, gan Hallfors (2004) Rigas li¢a sugam, kas norada
uz labu metoZu savstarpéjo papildinamibu, un DNS rezultatu spéju atspogulot regionali
raksturigas fitoplanktona sabiedribas tendences.

Lai labak izprastu metozu atskiribas, tika veikta atseviska analize, kura ieklauti tikai biezak
sastopamie taksoni (230 nolasijumi DNS datos vai 230 Sunas litra mikroskopijas paraugos), kas
raksturo pavasara fitoplanktona kopienu Rigas licl.
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Metode Taksonu skaits | Taksonu skaits | Pieméri
sugas lment | gints liment

DND 46 35 Bathycoccus prasinos, Paraphysomona,
Fragilariopsis cylindrus, Thalassiosira
concaviuscula

Mikroskopija 20 32 Pauliella taeniata, Skeletonema marinoi,
Thalassiosira baltica, Woronichinia compacta,
Aphanocapsa, Chaetoceros ceratosporus,
Peridiniella catenata

Kopigie taksoni 1 19 Mesodinium rubrum

abas metodés

Ta ka analizeé netika iek|auti visu konstatéto taksonu, bet tikai 230 nolasijumi/sinas, tad vairakas
gintis, kas DNS datos tika identificétas,
Pyramimonas, Navicula, Karlodinium), mikroskopijas paraugos tika noteiktas ar loti zemu Stnu

ka biezak sastopamas (pieméram, Teleaulax,

skaitu un tapéc neiekluva biezak novéroto saraksta. Lidziga situacija novérojama ari starp
augstakiem taksonomiskajiem limeniem, pieméram, DNS datos noteiktas Dinophyceae un
Karlodinium veneficum atbilst mikroskopija novérotajai Gymnodiniales kartai, savukart DNS
noteikta Navicula ieklaujas mikroskopiski konstatétaja Pennales grupa, jo mikroskopija nav
iesp€jams saskatit visas nepiecieSamas morfologiskas pazimes, lai noteiktu lidz sugas limenim.

DNS analizé dominéja sika izméra Sunas, tadas ka zalalges Bathycoccus prasinos, kuras izmeri ir
no 1 lidz 2 um un tradicionalaja mikroskopijas metodé nav iesp&jams noteikt. Tadejadi DNS un
mikroskopijas datu atskiribas $aja gadijuma vairak atspogulo metozu jutibas un kvantifikacijas
robezas, nevis pilnigi atsSkirigu planktona sastavu. DNS metode labak atklaj klatesoSo taksonu
kopéjo spektru, savukart mikroskopija precizak raksturo to ipatsvaru un biomasu.

Savukart mikroskopijas rezultatos dominéja pavasarim raksturigas kramalges (Pauliella taeniata,
Skeletonema marinoi, Thalassiosira baltica) un kolonijveida cianobaktérijas (Woronichinia
compacta, Aphanocapsa), kas DNS datos netika konstatétas, jo izmantotais molekularais
markieris (18S rRNA) neaptver prokariotu grupas. Tas nozimé, ka zilalges jeb cianobaktérijas DNS
analizeé nav ieklautas, jo tas pieder prokariotiem, savukart saja pétijuma izmantotais markieris bija
paredzets tikai eikariotu (fitoplanktona un mikrozooplanktona) noteiksanai.

DNS un mikroskopijas datu salidzinajums paradija ar1 gadijumus, kad DNS identificétas sugas
neatbilda mikroskopiski novérotajam, bet bija ekologiski un morfologiski radniecigas. Pieméram,
DNS analizés konstatétas kramalges Fragilariopsis cylindrus un Thalassiosira concaviuscula ir
genetiski ldzigas mikroskopa noteiktajam Pauliella taeniata un Thalassiosira baltica, kas ir
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raksturigas Rigas li¢a pavasara sugas. Si atskiriba norada uz datubazu nepilnigu regionalo
parklajumu.

Analizéjot rezultatus gints limeni, abu metozu sakritiba batiski palielinas ( ). Kopigi abas
metodés tika konstatétas vairakas pavasarim raksturigas gintis — Chaetoceros, Thalassiosira,
Strombidium, Mesodinium un Diaphanoeca, kas ir tipiski sastopamas Rigas licl $aja sezona. DNS
metode papildus identificéja vairakas gintis, kuras mikroskopiski paraugos tika konstatétas ar
zemu Sunu skaitu, piemeéram, Teleaulax, Pyramimonas un Karlodinium. Gints [imeni abu metozu
sakritiba sasniedza aptuveni 59 %, kas liecina, ka abas metodes kopuma atspogulo lidzigu
planktona sabiedribas struktiru.

Lai paraugu analize sniegtu precizakos rezultatus, ir nepiecieSams izprast, kadi filtri japielieto, lai
izceltu petamo organismu grupu. Ka ari japielago plismas atrums un skaitamo objektu izmérs.
Mums ir nepiecieSama plismas citometra ekspertu konsultacija, lai batu drosi, ka datu ieguve ir
pareiza. Janvari paredzéta salidzinasanas ar danu eksperti Maria Lund Paulsen, veicot viena un ta
pasa parauga analizi uz katram sava citometra. Mérkis bis saprast, vai mlsu dati, kas ieguti no
daZadu firmu plismas citometriem, ir salidzinami. Sobrid no plismas citometra datiem spé&jam
ieglt Stnu skaitu un nodalit atseviskas Stnu grupas, bet ir nepiecieSams apgdt, ka noteikt Stnu
tilpumu, lai aprekinatu biomasu. Lai plusmas citometra dati bitu salidzinami ar vésturiskajiem
datiem, jo, pielietojot mikroskopésanu, uzreiz tiek ieglti dati gan par Stnu skaitu, gan izméru.

Kopuma var secinat, ka plismas citometra iegade ir nesusi lielu pienesumu turpmako pétijumu
veiksana un ideju generésana, jo tas padara paraugu apstradi daudz atraku un efektivaku. Ka art
dod iespéju veikt apjomigakus pétijumus ar vairak paraugo$anas punktiem. Sobrid plasmas
citometra izmantoSana koncentréjamies uz sikakajiem Gdens organismiem, jo instruments |auj
meérit fitoplanktona Stinas izméros lidz 50 um, bet liela dala ir art lielaka izméra Sdnas. Datu
ieglSanu ar plusmas citometru var veikt ari cilveks, kas nav tieSi saistits ar So organismu
taksonomisko noteikSanu, bet ir ar labam bioinformatikas zinasanam un spéj veikt apjomigu
literatliras avotu un datu analizi.

Kopuma DNS un mikroskopijas rezultati savstarpéji papildina viens otru: DNS metode sniedz
plasaku prieksstatu par taksonu daudzveidibu, savukart mikroskopija nodrosina precizaku sugu
identificeSanu un biomasas novértéjumu, kas kopa lauj pilnigak raksturot Rigas li¢a planktona
sabiedribas pavasara sezona. Kopé€jie projekta rezultati apliecinaja, ka eDNA metode ir
piemérojama juras vides biologiskas daudzveidibas monitoringa, ja tiek ievéroti vienoti paraugu
nemsanas, filtréSanas un analizes standarti. Rezultati ar1 paradija, ka, neatkarigi no izmantota
tilpuma (20-1000 ml), DNS analizés noteiktais kop€jais taksonu skaits bija lidzigs ar mikroskopijas
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rezultatiem, tomeér atskiras noteikto grupu struktlra. DNS metode konstatéja vairak
mikrozooplanktona un sika Sdnu izméra vicainu taksonus, savukart mikroskopija dominéja
kramalges un kolonijveida cianobaktérijas. Kopigais taksonu skaits gints limenT starp abam
metodém sasniedza aptuveni 59 %, kas norada uz to savstarpéjo papildinamibu.

DNS metode nodrosinaja plasaku taksonu spektra atklasanu, ieklaujot mazizméra un trauslas
sugas, kuras biezi mikroskopa nevar noteikt. Savukart mikroskopijas metode lava detalizéti
identificet lielakas SUnas un novértét biomasu, kas DNS datu interpretacija nav iespéjams. DNS
rezultati paradija lielaku sakritibu ar genétiski tuvam, bet datubazés nepilnigi parstavetam sugam,
kas liecina par nepiecieSamibu papildinat Baltijas juras regionalas DNS references bibliotékas ar
lokali sastopamam sugam.

Rigas lica gadijuma DNS un mikroskopijas datu salidzinajums paradija, ka, lai gan abu metozu
taksonu saraksti pilntba nesakrit, to sniegta informacija ir savstarpéji papildinosa. DNS pieeja
precizak atspogulo kopé€jo biologisko daudzveidibu, savukart mikroskopija — taksonu relativo
daudzumu un ekologisko nozimi. Tadejadi abas metodes kopa nodroSina visaptveroSaku
planktona sabiedribu raksturojumu.

DNS metabarkodésanas metodes prieksrociba ir ievérojami 1saks paraugu apstrades un taksonu
noteikSanas laiks salidzinajuma ar tradicionalo mikroskopiju. DNS ekstrakcijas un sekvencésanas
posms prasa aptuveni 1-2 dienas, savukart bioinformatikas analize var tikt veikta dazu stundu
laika péc datu sanemsanas. Salidzinajumam mikroskopiska parauga apstrade un saskaitiS8ana var
aiznemt vairakas stundas lidz pat vairakam dienam atkariba no parauga sareigitibas un Stnu
blivuma. Tadéjadi DNS metode butiski samazina cilvekresursu noslodzi un Jauj analizét lielaku
paraugu skaitu Tsaka laika. Tomér tas plasaka ievieSana jlras vides monitoringa Sobrid ir
ierobeZota ar salidzinosi augstam analizu izmaksam, kas galvenokart saistitas ar sekvencésanas
un bioinformatikas datu apstrades posmiem. Tomér sagaidams, ka lidz ar tehnologiju attistibu un
analizu automatizaciju So pakalpojumu izmaksas samazinasies, padarot DNS metodes ekonomiski
salidzinamas ar tradicionalajam mikroskopijas pieejam.

Veicot literatlras avotu analizi, tiek veikti plismas citometra metodes uzlabojumi, lai datu ieguve
batu precizaka, tapéc 2026.gada paraugoSanas sérijas tiks ieviests jauns solis, ik péc paris
paraugiem cauri sistémai tiks izlaists cauri Milli-Q Udens, lai parbauditu to, vai dalinas no
iepriek$éja parauga nepaliek plismas citometra sistema ( ).
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2026.gada ir planots pastiprinati pievérsties paraugu fikséSanas metodém, méginat ievakt gan
fiksétus, gan nefiksétus paraugus un pielietot uzglabasanu saldéjot. SaldéSana der, ja mérka grupa
ir pikoplanktons, jo fitoplanktona Stnas sald€jot plist. Literatliras avotos tiek izmantota arl
metode fikséjot ar glutaraldehidu un péc tam saldéjot Skidraja slapekli -80°C. Ir planots veikt
eksperimentu, ka mainas Stnu saglabasanas paraugos, ja lieto tikai glutaraldehidu un ja lieto
maisijumu glutaraldehidu kopa ar Pluronic68 (ta ir virsmaktiva viela, aizsarga SUnas pret
mehaniskiem bojajumiem). Salidzinat Pluronic68 efektu ari nefiksétos paraugos, lai iegltu
maksimali efektivako risinajumu pikoplanktona Stnu saglabasanai no Gdens ievak$anas briza lidz
analizei uz plismas citometra. Literatura ir atrodami dazadu fikséSanas metozu salidzinajumi
( ), tacu metodi nepiecieSams pielagot specifiski iesaliem Gdeniem, kas ir Rigas li¢a
atskiriba.

Pamatojoties uz BioStandard projekta rezultatiem un padzilinato LHEI fitoplanktona un
mikrozooplanktona pavasara sukcesijas datu analizi, DNS metabarkodésanas metodes ir
perspektivas un piemérojamas juras vides biologiskas daudzveidibas novértéjuma. Lai
nodrosinatu datu salidzinamibu un metoZu integraciju esosaja Baltijas jlras monitoringa sistéma,
ieteicams:

1. Integrét DNS metabarkodésanas pieeju ka papildinoSu metodi fitoplanktona un
mikrozooplanktona monitoringa, sakotnéji ievieSot to pilotprojekta veida Rigas lict un
citos Baltijas juras regionos ar lidzigu ekologisko raksturu. Tas lautu salidzinat abu
metozu datus ilgtermina un novértét to pielietojamibu biologiskas daudzveidibas
novéertésana.

2. Paplasinat regionalas DNS references datubazes ar Baltijas juras un Rigas li¢a sugam,
lai uzlabotu taksonu noteikSanas precizitati un regionalo pielagojamibu.

3. Turpinat metodiskos pétijumus, izmantojot vairakus molekularos markierus
(pieméram, 18S, 23S, 16S rRNA), lai nodrosinatu abu organismu grupu — eikariotu un
prokariotu (tostarp cianobaktériju) — aptverSanu, nodrosSinot pilnigaku planktona
sukcesijas raksturojumu.

4. Standartizét DNS paraugu nemsanas un apstrades proceduras, filtracijas materialus,
DNS ekstrakcijas un bioinformatikas solus, balstoties uz BioStandard projekta
vadlinijam, lai veicinatu datu atkartojamibu un starptautisku salidzinamibu.

5. lzstradat vienotu pieeju DNS datu interpretacijai, tostarp noteikt minimalo nolasijumu
(“reads”) slieksni retu sugu izslegSanai, relativas sastopamibas aprékinasanas
principus un rezultatu vizualizacijas formatus, kas butu piemérojami monitoringa.

6. Veikt sezonalos salidzinajumus starp metodém, lai novertétu, ka mainas fitoplanktona
un mikrozooplanktona sastavs dazados gadalaikos un ka DNS dati korelé ar biomasas
un dominéjoso sugu izmainam.
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7. lzvértet DNS metodes ievieSanas iespéjas nacionalaja jaras monitoringa programma
ka papildinoSu riku tradicionalajai mikroskopijai, Tpasi nemot véra tas potencialu
agrinai invazivo un toksisko sugu noteikSanai.
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