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SISSEJUHATUS

Kdesolev t66 on tehtud SA Keskkonnainvesteeringute Keskuse poolt rahastatud projekti nr 17253
,Bioindikaatorite rakendamine Vdinameres ja Liivi lahes” raames. Projekt on labi viidud ajavahemikus
2020-2022 Liivi lahes ja Vainameres. Projekti eesmargiks oli katsetada ja kohandada Eesti mereala
keskkonnaseisundi  hindamiseks kolme bioindikatiivset = metoodikat: ,AChE  aktiivsus®,
,Paljunemishaired: vaararenenud embriod kirpvahilistel“ (ReproIND) ning ,Tributtiltina (TBT) ja
imposex (isastunnuste teke emasorganismidel)” Vdinamere ja Liivi lahe naitel. Projektis saadud
tulemusi vorreldi HELCOMi HKS-vaartustega “TBT ja imposex” ja ,Paljunemishaired: vaararenenud

Ill

embriiod kirpvahilistel” ning anti esmahinnangud uuritud piirkonna p&hjaloomastiku seisundile.
Esmahinnangu kohaselt HKS uuritud piirkonnas ei ole saavutatud mélema indikaatori puhul. Projekti
tulemused annavad vaartusliku sisendi Eesti Merestrateegia meetmekava ja mereseire programmi
arendamiseks, Merestrateegia raamdirektiivi - MSRD (2008/56/EU) ndudmiste tiitmiseks eelkdige

ldhtuvalt tunnusest 8 (D8C2) ning Ladanemere tegevuskava eesmarkide saavutamiseks.

Uuendatud Lddanemere tegevuskava (BSAP 2021) maéarab tegevusi, mis aitavad saavutada pdstitatud
eesmarki ,, Lidnemeri mdjutamata ohtlikkest ainetest ja priigist“. Uks nendest tegevustest, HL13, nideb
ette 2028. aastaks valja arendada asjakohase ohtlikkest ainetest tingitud bioloogiliste mdjude seire,
et hélbustada usaldusvaarset 6koslisteemi tervise hinnangut” (By 2028 develop further relevant
monitoring for the biological effects of hazardous substances in order to facilitate a reliable ecosystem
health assessment). Samuti réhutab ICES (ICES Viewpoint 2021) ja JP Oceans (JP Oceans Policy Paper,
2021) bioloogiliste md&jude seire olulisust ja vajadust. Antud projekti kdigus saadud tulemusi
kasutatakse bioloogiliste mdjude seire arendamiseks ja Ladnemere seisundi hindamiseks HELCOMi

tasemel.

Teostajad:

Natalja Kolesova - merebioloogia spetsialist (projektijuht)
Maarja Lipp - insener

Ivan Kuprijanov - teadur



ATSETUULKOLIINI ESTERAASI (ACHE) AKTIIVSUSE HINDAMINE

Atsetuilkoliini esteraasi (AChE) aktiivsus on (ks laialdaselt uuritavatest biomarkeritest
Okotoksikoloogias (Fulton & Key 2001). Erinevad pestitsiididena kasutatavad organofosfaadid ja
karbamaadid on tuntud kui neurotoksilised Uhendid, mis elukeskkonda sattudes parsivad AChE
aktiivsust organismides (Costa et al. 2018). Vahenenud aktiivsus p&hjustab hairinguid narvisiisteemi
toimimises, kuna AChE reguleerib neurotransmitter atsetiillkoliini lagundamisega narviimpulsside

kestust. Praegu see on eel-tuumikindikaator (pre-core indicator) HELCOMi indikaatorite nimekirjas.

Keskkonnareostuse méju voib aga valjenduda ka AChE aktiivsuse tdusuga. Naiteks voivad sellist efekti
looduses omada moned raskemetallid ning paljud erinevad orgaanilised Ghendid (L6f et al. 2016, Fu
2018). Hapestumisest ning temperatuuri tousust tingitud oksitdatiivne stress véib samuti AChE

aktiivsust tGsta (Carmona 2019).

Laialdase hulga mojurite tottu, mis antud biomarkeri vaartusi tihele voi teisele poole vdivad kallutada,
on looduslike proovide puhul maistlik vaadelda mitmeid bioloogilisi mdjusid korraga. Lof et al. (2016)
ndidanud, et vaararenenud embriiote esinemisel on ka AChE aktiivsused muutunud. Mitmed
uurimisrihmad maéaravad ka teisi (enstimaatilisi) biomarkereid, mille tulemusi on véimalik koos AChE
aktiivsustega koondada ning arvutada valja intergeeritud biomarkerite vastus (integrated biomarker

response, IBR) (Beliaeff & Burgeot 2002).

Antud projekti kaigus optimeeriti ning kinnistati metoodika, millega on véimalik ensiimaatilise
biomarkeri AChE aktiivsusi madrata ning seda vastavalt Laanemere konkreetses piirkonnas levivatele
pohjaloomastiku liikidele. Koostati AChE aktiivsuse maadramise luhikirjeldust eesti keeles ning projekti
kdigus saadud AChE aktiivsuste tulemusi vorreldi teiste saadud andmetega ning tehti jareldused,
kuidas selle biomarkeri uurimine ning rakendamine ko&ige tulemuslikum oleks. Tanu
Keskkonnainvesteeringute Keskuse poolsele rahastusele oli véimalik soetada selleks vajalik aparatuur
(mikserveski, spektrofotomeeter), mis on aluseks ka tulevastele projektidele ning biomarkerite

seireks.
Meetodid

Limecola balthica isendeid koguti viiest Vdinamere ning neljast Liivi lahe jaamast. Kirpvahilised olid
kogutud kolmest avamere (Monoporeia affinis) ja kolmest rannikumere (Gammarus tigrinus) jaamast
(Joonis 1). Kogutud loomad prepareeriti vastavalt nende liigile. Limecola balthica indiviididest eraldati

AChE analiitiside jaoks lihaskude, kirpvahiliste M. affinis ning G. tigrinus puhul kasutati tervet



organismi. Bioloogiline materjal kilmutati viivitamatult vedelas lammastikus ning sailitati -80 °C

juures.

Kudede I6hkumiseks, nendest ensiilimi vesilahusesse toomiseks ning proovide esinduslikkuse
tagamiseks viidi labi sailitatud bioloogilise materjali homogeniseerimine. Koed sulatati jaal, maarati
nende mass ning lisati sellele vastav kogus homogeniseerimise puhvrit. Limecola balthica koed
valmistati ette Uihekaupa, kirpvahilised koondati nende vaikse massi tottu (ihte proovi 5-8 indiviidi
kaupa. Rakkude purustamiseks kasutati mikserveskit Retsch MM400, 2 x 30 vdi 3 x 30 sekundit,
sagedusel 30 Hz. Homogenisaati tsentrifuugiti 20 minutit, 10 000 x g ja 4 °C juures. Supernatant jagati

tuubidesse, kiilmutati koheselt vedelas lammastikus ning sailitati -80 °C juures.

Gulf of Riga

Joonis 1. Seirejaamad, kust koguti Limecola balthica (A) ja kirpvahilisi AChE maaramiseks (B).

AChE aktiivsused moddeti vastavalt Bocquene & Galgani (1998) poolt avaldatud metoodikale.
Reaktsioonisegusse lisati M. affinis proovide puhul 10 pl ning L. balthica ja G. tigrinus puhul 5 pl
homogeniseerimise kadigus saadud supernatanti. Mikrotiiterplaadil jalgiti lainepikkusega 412 nm
valgust neelava kollase varvusega tihendi kogust, mis tekib 5,5-ditiobis (2-nitrobensoehape) (DTNB)
reageerimisel tiokoliiniga (atsettiltiokoliini jodiidi ensiimaatilise lagundamise produkt). Tulemuste

arvutamiseks kasutati iga reaktsiooni maksimaalset neelduvuse muutust ajalihikus.

Aktiivsuste valjendamiseks kasutatavad valgusisaldused homogeniseeritud kudedes maarati vastavalt
Bradford (1976) metoodikale. Supernatanti lahjendati vastavalt m&&detava proovi liigile. Saadud
lahust pipeteeriti plaadile 10 pl ning lisati sellele 200 ul varvireagendi kontsentraadi (Bio-Rad 5000006)

viiekordset lahjendust. Kalibreerimiseks kasutati veise seerumi albumiini (BSA).



Koikideks m&6tmisteks kasutati poolemahulisi 96-kaevulisi mikrotiiterplaate, Tecan Infinite 200 Pro
spektrofotomeetrit ning andmete kogumiseks ja tootlemiseks tarkvara Magellan Pro 7.3. AChE
aktiivsused viljendati hidroliitsitud atsetuiltiokoliini jodiidi (ACTC) kogusena: pmol ACTC min™t mg
valk! kohta ehk mU. Laboratoorse tegevuse lihtsustamiseks koostati homogeniseerimise,

valgusisalduse ja AChE maaramise jaoks lihiprotokolle eesti keeles (Lisa 1).
Tulemused

Balti lamekarp (Limecola balthica)

Kbige madalamad L. balthica aktiivsused olid jaamades V1, V3 ja L1, kdige kdrgemad V4 ja L9 (Joonis

2). Limecola balthica méddetud AChE aktiivsustes esines suur varieeruvus ihe jaama sees.
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Joonis 2. AChE aktiivsused Limecola balthica proovides.

AChE aktiivsuseid v&rreldi karpide pikkustega. Uksikute loomade I&ikes seost isendi suuruse (pikkus)
ja AChE aktiivsuse vahel ei esinenud (Joonis 3). Jaamade keskmiste vaartuste (10 looma) p&hjal voib
ndha aga Usna vahest tendentsi, mille puhul vdiks suurema médduga loomadelt eeldada kdrgemaid
AChE aktiivsuseid. See vbib omakorda naidata, et suuremad loomad taluvad paremini ebasoodsaid

keskkonnatingimusi ja vahem tundlikud hairingute suhtes.
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Joonis 3. Limecola balthica koja pikkuse ning AChE aktiivsuse seos.
Kirpvahilised (Amphipoda)

KG&ike kirpvahilisi AChE analliUsi jaoks koguti 2020 (M. affinis) ja 2021. aastal (G. tigrinus). Oma eluviisi
tottu voib M. affinis olla tundlikum reostuse suhtes, kuid siiski on nende kahe liigi (tavaparased) AChE

aktiivsused samas suurusjargus ning seetdttu omavaheliseks vordluseks samal joonisel esitatud

L1 L6 L9

Kabli Rohukiila Virtsu

(Joonis 4).
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Joonis 4. AChE aktiivsused kirpvahiliste Monoporeia affinis ja Gammarus tigrinus proovides.

AChE aktiivsuseid M. affinis kudedes vorreldi settete keemiliste analiiliside tulemustega. Liivi lahe
jaama L6 setetest leiti oluliselt suuremates kogustes nii toitaineid, raskemetalle kui ka orgaanilisi
toksilisi Ghendeid polliaromaatsete sisivesinike (PAH-ide) ja pollklooritud bifeniidlide (PCB) klassist
(Tabel 1). Kdige madalam ohtlikke aineid sisaldus oli jaamas L1. Keskmine AChE aktiivsus oli madalam

kdrgema ohtlikke ainete kontsentratsiooniga jaamas L6 ja kdrgem jaamas L1, kus ohtlikke ainete



sisaldus oli kdige vaiksem. Selle pdhjal vGime eeldada suuremat neurotoksilist méju liigile M. affinis

jaamas L6.

Tabel 1. Keemiliste Ghendite sisaldused ning Monoporeia affinis keskmised AChE aktiivsused Liivi lahe jaamades
L1, L6 ja L9. Keemiliste tihendite kontsentratsioonid on toodud thikutes mg/kg sette kuivkaalu (DW) kohta ning
AChE aktiivsuse ihik on mU. Jaamades L1, L6 ja L9 kogutud settetest keemilised analiilsid teostati KIK nr 16300
projekti raames GBA laboris, Saksamaal.

L1 L6 L9
AChE 356+17.6 | 21425 28.5+4.7
Arseen (As) 14 8.9 3.7
Plii (Pb) 4.1 30 8.4
Kaadmium (Cd) <0.10 0.59 0.19
Kroom (Cr) 8.9 58 24
Vask (Cu) 6.5 27 14
Nikkel (Ni) 5.5 36 16
Tsink (Zn) 22 149 49
Elavhdbe (Hg) <0.010 0.05 0.015
PAH (summaarne) 0.015 0.206 0.0308
PCB (summaarne) - 0.00161 -
Uldiammastik 1000 18000 1200
Uldfosfor 430 840 460

Arutelu

TTU Mereékoloogia laboris loodi vdimekus biomarkeri ,, AChE aktiivsus” mairamiseks kahte erinevsse
taksonoomilisse rithma (Bivalvia, Amphipoda) kuuluvatel liikidel. Kuid L. balthica paljude
mootmisseeriate puhul tdheldati vaga suurt AChE aktiivsuste kdikumist sama jaama erinevate

indiviidide vahel. Selle pdhjus vdib peituda nii bioloogilises varieeruvuses kui ka erinevate kudede



ebaefektiivses homogeniseerimises. Bioloogiline varieeruvus saab endas hdlmata nii looma
vanust/suurust, anatoomilisi ja flsioloogilisi eripdrasusi ning stressiseisundit, mis vdib pdhjustada
suuri erinevusi Uksikindiviididena anallisitud L. balthica tulemuste vahel. Limecola balthica
tulemuste varieeruvuse vahendamise (iheks vGimaluseks on teostada anallilisi proovist, mis koosneb
mitmest kokku pandud isendist. Samuti tuleb aga markida, et L. balthica ning M. affinis koed
homogeniseeriti mikserveskil esialgse protokolli jargi reziimiga 2 x 30 sekundit. M.affinis biomarkerite
proovide puhul, kuhu oli kokku pandud viis looma, vbiks aga tulemustes eeldada bioloogilise
varieeruvuse Uhtlustumist keskvaartuse juurde. Heterogeense proovi puhul vdib reaktsioonisegusse
sattuda vahem vdi rohkem ensiilimiga kontsentreerunud osakesi, mis annavad vaiksema v6i suurema

signaali ning seda ei ole voimalik korrigeerida ka moddetud valgusisaldustega.

Seega otsustati homogeniseerimise protseduuri optimeerida nii, et mikserveskis toimuks kudede
I6hkumine 3 x 30 sekundit, eelnevalt 4 °C juures jahutatud proovihoidikutes. Esmaste andmete péhjal,
nagu naiteks AChE aktiivsuste maadramise tulemused G. tigrinus kudedes, voib jareldada, et
intensiivsem homogeniseerimine vGimaldab saada adekvaatsemaid analiisitulemusi. Lisaks on
tooriihmas labiviidava teise projekti kaigus ning optimeeritud homogeniseerimisega proovide
moGtmisel saadud silmnahtavalt vdiksemate standardhalvetega katalaasi aktiivsuste tulemusi. AChE
aktiivsuseid M. dffinis kudedes vorreldi settete keemiliste analliliside tulemustega. Suuremate
ohtlikke ainete kontsentratsiooniga jaamades tdheldati vdiksemaid AChE aktiivsuseid, mille pd&hjal

eeldame suuremat neurotoksilist moju liigile M. affinis nendes jaamades.

Erinevatel raskemetallidel vdib erinevatel tingimustel ning erinevates liikides olla aga tdiesti erinev
toime — Lof et al. 2016 leidsid, et Co, Zn, Ni, Cr ja V tdstavad AChE aktiivsust; Frasco et al. 2005 nditasid
in vitro, et Hg, Cd, Cu ja Zn kaituvad hoopiski inhibiitoritena. Seetdttu on oluline keskkonnaseisundi ja
loomade tervise hindamiseks koondada mitmete biomarkerite ja ka teiste bioloogiliste mdjude
mootmistulemusi. Téérihma teiste projektide raames on samades liikides maaratud ka teiste
enstimaatiliste biomarkerite, nagu oksidatiivsele stressile indikatiivsete katalaasi (CAT) ja glutatiooni
reduktaasi (GR) ning ksenobiootikumidega kokkupuutele viitava glutatiooni S-transferaasi (GST)

aktiivsuseid.

Saadud tulemusi on edastatud ka Léanemere merekeskkonna kaitse komisjoni (HELCOM) bioloogiliste
mdojudega tegelevale alamtéérihmale (HELCOM BE sub-team), et integreerida biomdjusid selleks
suuremamahulisi andmeid kasutades. HELCOM-i poolt koostatud Baltic Sea Action Plan (2021) raames
on 2028. aastaks okosiisteemide seisundi hindamiseks planeeritud valja arendada toksilistest ainetest
tulenevate bioloogiliste méjude monitooring (tegevus HL13). Biomarkerite analiitiside labiviimine on

ks persepktiivsemaid vahendeid, millega neid rahvusvahelisi eesmarke saavutada.



Projekti raames kiilastati 2022. aasta suvel interkalibreerimise ning kogemuste jagamise eesmargil ka
Soome Keskkonnainstituudi (SYKE) laborit. Interkalibreerimisel SYKE kolleegidega Uhtsustati AChE
maaramise metoodikat, aktiivsuse arvutamise viise ning viidi |abi biomarkerite anallitise, mida TalTech
meredkoloogia labor saaks tulevikus tdiendavalt okslidatiivse stressi hindamiseks rakendada. Lisaks
jagati andmeid, mis viitavad homogeniseerimise efektiivsemaks muutmise vajadusele ning lepiti
kokku, et rohkemate tdendusmaterjalide kogumisel vdetakse mdlemas asutuses kasutusele
optimeeritud homogeniseerimise protokollid. Tugev koost6d Soome kolleegidega on aarmiselt
oluline, kuna neil on olemas pikaajaline kogemus erinevate biomarkerite analiitisidega, mis aitab kaasa

Uihtlase metoodikate kasutusele vétmisele.

Visiooniks olevate biomarkerite piirvaartused ei ole veel arvutatud ega Uhiselt heakskiidetud, kuna
Ladnemere-aarsetes riikides kasutatavad metoodikad ei ole Ghtlustunud ning eri piirkondades levivate
liikidele on omased erinevad enslilimide aktiivsuste tasemed. Proovide ettevalmistusel tuleb silmas
pidada ka bioloogilist varieeruvust. Seni tuleb aga koguda andmeid, vérrelda laborisiseselt erinevate

jaamade tulemusi ning vGimalusel alustada interkalibreerimise katseid teiste asutustega.
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PALJUNEMISHAIRED: VAARARENENUD EMBRUOD KIRPVAHILISTEL
(ReprolIND)

Nimetatud indikaator on tdiendav (supplementary indicator) bioindikaator HELCOMi indikaatorite
nimekirjas. Inimtegevuse tagajarjel satub merre suur hulk erinevaid saasteaineid, mis teatud
kontsentratsioonidel vGivad kahjustada pdhjaloomastiku paljunemisvoimekust. PaljunemisvGime
langus ning korvalekalletega embriiote osakaalu tdus kirpvahilistel voib tingida olulisi mdjusid
populatsiooni tasemel ja peegelduda jargmise pdlvkonna seisundis. Samuti vGib see pdhjustada liigi
lokaalse arvukuse languse, mis avaldab negatiivset mdju sellest liigist voi organismide riihmast

toituvatele teistele organismidele.

Indikaatorit kasutatakse Rootsi riiklikus seires juba lile 20 aasta. Meetodi sisuks on kirpvahiliste
(Amphipoda) vaararenenud embriiote mikroskoopiline tuvastamine ning nende osakaalu maaramine.
Eestis esmakodselt hakati kasutama 2015-2016 aastal Soome lahes KIK10313 projekti raames ning
osutus efektiivseks antud basseini keskkonnaseisundi hindamiseks. Kadesoleva projekti (iheks

eesmargiks oli indikaatori kasutusala laiendamine Vdinamerele ja Liivi lahele.
Meetodid

Projektis kasutatud metoodika p&hjaproovide kogumiseks ja analiilisimiseks pohineb ICES

(International Council for the Exploration of the Sea) metoodikal:

No. 41, june 2008. ,Biological effects of contaminants: the use of embryo aberrations in amphipod
crustaceans for measuring effect of environmental stressors” (Sundelin et al., 2008). Lisaks kasutati
Lof et al. (2016) teadusartiklis metoodika tdiendamise informatsiooni. Indikaatori metoodika on

kirjeldatud eesti keeles KIK10313 projekti raames.

Kirpvahiliste proovid olid kogutud 2021 ja 2022 aastal. M. affinis proovivott toimus 2021 ja 2022 aasta
talvel Liivi lahe sligavatest jaamadest. Vainameres M. affinis anallilsi jaoks piisavas koguses ei leitud.
2021 aastal proovid olid kogutud kahest jaamast (111 ja L9) ja 2022 aastal kolmest jaamast (111, L9 ja
114). Madalast veest kirpvahkide (Gammarus sp.) proovivott toimus suvel ja sigisel, 2021 aastal
kolmest piirkonnast Rohukiila (RH), Virtsu (VR) ja Kabli (KA) ja 2022 aastal neljast piirkonnast: Rohukdla
(RH), Haapsalu (H), Virtsu (VR) ja Pivarootsi (P) (Joonis 5, Tabel 2). ProovivGtujaamade valikul Idhtuti
kirpvahiliste esinemisest ja arvukusest. Samuti proovivétujaamade valikul arvestati, et jaamade
asukohad kattuksid olemasolevate seirejaamadega voi oleksid nende lahedal. Madalas vees

proovivotupunktid olid valitud nii, et paikneksid nii Vdainameres kui ka Liivi lahes.

11
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Joonis 5. Kirpvahiliste (Amphipoda) proovivétupunktid Vdinameres ja Liivi lahes. Sinise varviga on maérgitud
avamere jaamad, kust on kogutud M. affinis. Rohelise varviga on margitud rannikumere jaamad, kust on kogutud
kirpvahid (Gammarus sp.).

Avameres proovide kogumine toimus Meresiisteemide Instituudi uurimislaevaga Salme. Setete
kogumiseks kasutati Van Veen settekoppa haardepindalaga 0.1 m?2. Laeva tekil sGeluti ettevaatlikult
setete pealmine (2-5 cm) kiht 1 mm vorgusilmaga sGelaga, et sette pealmiselt pinnalt korjata elusad
M. affinis isendid. Kuni laboratoorse analtusini hoiti M. affinis isendid proovivGtukohast kogutud vees

temperatuuril 4-6°C. Jaamast 111 voeti ka setteproovid keemilise ja |Gimisanallisi jaoks.

NB Ulioluline on kuni laboratoorse analiiiisini hoida loomi elusana proovivétu kohast voetud vees
ning proovivotukohas ldhedastel keskkonnatingimustel, kuna temperatuuri, hapniku ja soolsuse

koikumised voivad mojutada analiiiisi tulemusi!

Madalas vees koguti emaseid isendeid sGelaga vetikate pealt sligavuselt u 0.5 meetrit. Vetikaid
raputati soela kohal nii, et loomad sattuksid sGelale ja parast paigutati neid proovivétukohast veega
tdidetud ambrisse. Proovid transporditi pidevalt aereeritavas vees (kasutati portatiivset patareiga

aeraatorit). Laboris hoiti loomi elusana proovivotukohast véetud vees temperatuuril 15-20 °C.
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Tabel 2. ProovivGtujaamade metaandmed

Siigavus 0,
Jaam Lat Lon Piirkond Aasta [m] Soolsus | T[°C] | [mg/I] Liik

111 | 57.8130 | 22.8892 Liivi laht | 2021, 2022 39 6,7 2,7 11,7 M. affinis

L9 57.9870 | 23.8062 Liivi laht | 2021, 2022 27 5,8 2,6 12,5 M. affinis

114 | 57.8300 | 22.2833 Liivi laht 2022 29 6,8 1,2 11,8 M. affinis
Kabli, Liivi

KA 58.0370 | 24.4525 laht 2021 0,5 5.1 26.8 nd | G. tigrinus

Rohukiila, Gammarus

RH | 58.9118 | 23.4227 | Vainameri | 2021, 2022 0,5 6,5 nd nd sp.
Haapsalu,

H 58.9433 | 23.5186 | Vainameri 2022 0,5 5,3 14,8 nd | G. tigrinus

Virtsu, Gammarus

VR | 58.5740 | 23.5040 | Vainameri | 2021, 2022 0,5 5,9 21,3 nd sp.
Pivarootsi,

P 58.5575 | 23.5827 | Vainameri 2022 0,5 5,8 19,8 nd | G. tigrinus

Kogutud loomi hoiti elusana kuni laboratoorse analiitisini Meresiisteemide Instituudi Meredkoloogia

labori kliimaruumis. Kirpvahiliste embriiote mikroskoopiline analiilis teostati stereomikroskoobiga

(Joonis 6). Laboratoorse anallilisi metoodikat arendati antud projekti raames CO, kasutusele

vBtmisega. Enne analiilisi uimastati loomi CO,-ga rikastatud veega, et nad oleksid liikumatud, mis

oluliselt kiirendab ja lihtsustab laboratoorset anliusi. Mikroskoobi all eemaldati kéik embriiod

ettevaatlikult, et neid mitte I6hkuda, lilkkumatu kuid elusa emase seest peenikese pipettiga, millejarel

igast pesakonnast maarati jargmised parameetrid:

Embriote arv igas emases (viljakus)

Embriote arengustaadium (ICES, 2008)
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Embriiote kdrvalekalded (Sundelin et al., 2008; Lof et al., 2016; TTU MSI, 2016) — kd&rvalekalle
tdhendab normaalsest arengust erinevat

Emase pikkus [mm]

. .b

Joonis 6. Laboratoorne analiitis mikroskoobiga (A) ja embriod vaararengu tiuubiga “kahjustatud membraan” (B)

Indikaatori kasutusala laiendamiseks Liivi lahele ja piirvdartuste arendamiseks kasutati koos Lati poolt
kogutud andmetega ka 2021 aastal jaamast 111 saadud ohtlikke ainete, IGimisanallisi ja embriote
vaararengute tulemused (Lisad 3, 5, 6). Liivi lahe piirvdartuste arvutamine toimus koost6ds Rootsi
ekspertidega Stockholm Ulikoolist, kes on ka antud indikaatori arendajad. Piirvdartuste arvutamiseks
kasutati HELCOM (2018a) kirjeldatud metoodikat. Piirvaartuste arvutamised on vajalikud iga
Ladanemere basseini jaoks, kuna fiilisikalis-keemilised protsessid ja reostusastmed on basseiniti

erinevad.

Antud indikaator pohineb kahel muutujal: 1. Vaararenenud embriiote sagedus (AbEmb); 2. Emaste
sagedus, kellel on rohkem kui lks vaararenenud embriio (Fem>1). HKS (Hea keskkonnaseisundi) kahe
muutuja (AbEmb, Fem>1) arvutamiseks vOeti vastavalt metoodikale arvesse kolme tulpi
korvalekaldeid: vdaarareng, membraanikahjustus ja eristumatud embriod, mida edaspidi nimetatakse
Ghiselt vadrarenenud embriioteks. Kuna surnud pesakondade esinemine proovides oli harv, need on
edaspidisest anallisist valja jaetud. Kui vahemalt (iks muutujatest Gletab piirvaartust, siis ei ole antud
proovivotukohas HKS saavutatud. Kogu basseini seisundi hindamiseks on oluline jalgida 50% reeglit
(Helcom, 2018), eriti selle ajalist mdddet: hindamine HOLAS hindamisperioodi raames on vGimalik, kui

kuueaastase hindamisperioodi valtel on olemas vahemalt kolme aasta andmed.
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TULEMUSED

Monoporeia affinis

M. daffinis esines arvukalt vaid Liivi lahes, Vdinameres ei 6nnestunud antud liiki anallilisi jaoks piisavas
koguses leida. Kokku anallsiti 168 M. affinis isendit ja 4582 embriiot. Kurnaga emaste viljakus
(munade arv emase kohta) uuritud piirkonnas oli vahemikus 22-34 muna emase kohta, 2022 aastal

viljakus oli kdrgem vorreldes 2021 aastaga.

Piirvdaartuste arvutamise tulemusena on saadud 0.06 vaararenenud embriiote sageduse (AbEmb)
jaoks ja 0.22 emaste sageduse, kellel on rohkem kui Uiks vddrarenenud embriio (Fem>1) (Tabel 3).

Piirvaartuste arvutamise pdhjalikud tulemused on esitatud Lisas 7.

Tabel 3. HKS klassi naitajad kahe muutuja pohjal

19_21 L9_22 111_21 111_22 114 22 HKS-piir
AbEmb 0.08 0.08 0.03 0.07 0.07 0.06
Fem >1 0.33 0.38 0.24 0.23 0.34 0.22

Kbige kérgemad indikaatori muutujad olid jaamas L9, kahe aasta vahel olulist erinevust selles jaamas
ei taheldatud (Joonis 7, Tabel 3). Jaamas 111 vaararenenud embriote sagedus oli rohkem kui kaks
korda madalam, kuid emaste sagedus Fem>1 jai samaks. Tulemuste vdrdlusena piirvaartustega HKS ei

olnud saavutatud lkski jaamas, kuna vahemalt Giks muutuja kahes Uletas piirvaartust mélemal aastal.

A: AbEmb

0,09

0,08
0,07
0,06
0,05
0,04
0,03
0,02
0,01

0

2021 2022

- | 9 111 N 114 e—T\

15



B: Fem>1
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Joonis 7. Kahe indikaatori muutujate, AbEmb (A) ja Fem>1 (B), vordlus piirvaartustega.

Gammarus sp.

Projekti kdigus leiti rannikumere jaamadest vahemalt kolm kirpvahkide liiki, mis sobivad analiisi jaoks
ja mille emased olid tiined (G. salinus, G. zaddachi ja G. tigrinus). Uksikult leiti G. locusta. Gammarus
tigrinus leidus koikides jaamades ja antud liigi emased olid tiined kogu hooaja valtel, mis teeb antud
liigi mugavaks indikaatorliigiks antud piirkonnas. Jaamades, kus esinesid erinevate liikide tiined
emased (VR_21, RH_22), kasutati muutujate arvutamisel kdikide emaste analtitsitulemused. Kdige
kdorgem vaararenenud embriiote sagedus (AbEmb) rannikumere jaamades oli Rohukiila sadama
I&histel 2022 aastal (0.06) ja kdige madalam Pivarootsi piirkonnas jaamas P (0.2) (Joonis 8). Ulejdanud
jaamades AbEmb vaartused oli sarnased. Kui vorrelda rannikumere jaoks saadud tulemused siivavee
jaamade tulemustega, siis olid rannikumere jaamades AbEmb vaartused lldiselt madalamad. See on
omakorda kooskdlas saadud AChE analuitsi tulemustega kirpvahiliste jaoks. Muutuja Fem>1 puhul olid
madalamad vaartused Pivarootsi ja Haapsalu piirkonnas. Sadamate ldhedal olid Fem>1 kdrgemad.
Antud muutuja puhul sadamate Ildhedal kogutud kirpvdahkide tulemused ei erinenud
tahelepanuvaarselt M. affinis jaoks saadud tulemustest. Vdinamere ja Liivi lahe rannikumere
keskkonnaseisundit ei ole vdimalik hinnata antud indikaatori pohjal, kuna HKS piirvaartuseid veel ei

eksisteeri madalaveeliste liikide jaoks.
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A: AbEmb
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Joonis 8. Gammarus sp. (roheline) ja M. affinis (sinine) muutujate AbEmb (A) ja Fem>1 vaartused (B)

Arutelu

Kdesolev indikaator on lihtsasti kasutatav ja ei vaja keerulisi keemilisi anallitise, kuid vaga oluline on
anallilisi teostaja padevus, proovide OGige kasitlemine ja sdilitamine. Samuti on siligavatest
piirkondadest M. affinis proovide kogumiseks on vaja kasutada vastava varustusega laeva. Kahe
projekti pShjal (KIK10313, 17252) on tdestatud indikaatori rakendatavus Vdinameres ning Soome ja
Liivi lahtedes. Kuna Lédnemere basseinid erinevad oma fiilisikaliste ja biokeemiliste protsesside kui ka
reostusastme poolest, vajab antud indikaator kohaldamist iga basseini jaoks ning eraldi piirvaartuste
arvutamist. Pikaajaliselt indikaator oli kasutusel M. affinis neljas Lddnemere basseinis (Western
Gotland Basin, Northern Baltic Proper, Bothnian Sea and the Quark), kuid piirvadrtused nende
piirkondade jaoks olid arendatud 2018. aastal. Samuti Soome lahe jaoks alates 2018. aastast on

plstitatud piirvaartused rannikumere kirpvahkide jaoks (Gammaridean). Tanu KIK poolt rahastatud
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projektidele ning tihedale koostoéle rahvusvahelisel ja piirkondlikul tasemel, indikaatori kasutamine
on hetkel laiendatud Soome ja Liivi lahtede slivavee piirkondadele, kus parimaks indikaatorliigiks on

M. dffinis.

Vainameres seda liiki vajalikus arvukuses ei esinenud, seega antud piirkonna hindamiseks sobivad
paremini rannikumere liigid. Soome ja Liivi lahe rannikumere piirkondade hindamiseks on soovitav
kasutada ka madalas vees elavaid kirpvahke. Kdaesoleva projekti tulemused on ndidanud, et Vdainamere
ja Liivi lahe rannikumere hindamiseks vdiks kasutada mitmest kirpvahkidest koosneva proovi, kuna
nendes piirkondades on levinud mitu liiki, mis paljunevad kogu hooaja valtel. See omakorda lihtsustab
proovide kogumist ja nende sdilitamist enne anallilsi. Kuna nditeks M. affinis puhul proovid peavad
olema kogutud talveperioodil jaanuaris-veebruaris ja kuni anallilisini hoitud +4°C juures. Edasiseks
loogiliseks sammuks oleks indikaatori andmete kogumine rannikumere liikide jaoks 2022-2027

perioodi jooksul ja piirvaartuste plstitamine jargmiseks HOLAS 4 hindamiseks.

Oluline on vilja tuua, et kdesoleva projekti raames toimus tihe rahvusvaheline koost6o piirvaartuste
arendamiseks Liivi lahe jaoks ja metoodika (ihtlustamiseks. Piirvaartuste arendamiseks M. affinis jaoks

kasutati peamiselt Lati kolleegide poolt kogutud andmed.
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TBT JA IMPOSEX

Nimetatud indikaator on bioloogilise mdju tuumikindikaator HELCOM-i indikaatorite nimekirjas.
Kaesolev uuring oli teostatud eesmargiga teada saada, kas Eesti rannikumeres esinev mudatigu
(Molluska, Gastropoda: Peringia ulvae) on sobilik objekt loomade seisundi uurimiseks hormonaalsel

tasemel ja indikaatori , TBT ja imposex” potentsiaalseks hindamiseks.

TBT on toksiline tinaorgaaniline (ihend mida lisati varvidesse ja kasutati biotsiidina, et takistada meres
asuvatel objektidel pealiskasvu moodustamist (Viglino et al., 2004; Radke et al., 2008). TBT-pohiseid
varve kasutati alates 1960. aastatest ja vaatamata sellele, et alates 2008. aastast on TBT kasutamine
keelatud kogu maailmas, leidub seda ainet intensiivse meretranspordi piirkonnas meresettetes le
HELCOM-i kehtestatud hea keskkonna seisundi piirnormi (1,6 pg/kg kuivkaalu kohta; Kuprijanov et al.,
2021). TBT puhul on kontsentratsioonid, mis pohjustavad tugeva mirgituse ilmingud limustel rohkem
kui 1000 korda madalamad kui Ghelgi teisel teadaoleval merekeskonnas leiduval saasteainel (His et
al.,, 1999). Vorreldes imetajatega on limustel TBT metaboliseerimine palju aeglasem, seega on
bioakkmulatsioon limustes korgem. Naiteks korgeimad sisaldused, mis tigude organismis on
moddetud, olid kuni 100 tuhat korda korgemad kui TBT sisaldus Umbritsevas veekeskkonnas
(Sternberg et al., 2010). Mereseire programmides kasutatakse tigude arenguhéireid nagu imposex
(sugu muutus) ja intersex (mélema soo tunnuste esinemine) laialdaselt biomarkeritena, mis

peegelduvad kokkupuudet TBT-ga (OSPAR, 2008; Strand, 2009; HELCOM, 2018b).

Mesogastropoda riihma kuuluv mudatigu on kasutuses TBT-spetsiifilises bioloogilise efekti seires,
kuna need selgrootud on piisavalt tundlikud tlivaikestele TBT sisaldusele veekeskkonnas (Schulte-
Oehlmann et al., 1997). Selle liigi emastel isenditel arenevad anomaalselt isaste tunnused, mis on
pohjustatud TBT neurotoksilisest mdjust. Endokriinse sisteemi héire téttu hilisematel imposex
staadiumitel areneb viljatus ja enneaegne isendite surm, mis vGib negatiivselt mdjutada tervet

populatsiooni labi arvukuse drastilise kahanemise.

Meetodid

Mudateo isendeid koguti médda rannajoont Vadinamere piires - kahes kohas ladnerannikul (Virtsu,
Rohukila) ja dhes kohas Vormsi saare juures, vahemikus juuni-august 2021 (Joonis 9).
Proovivétujaamad Virtsu ja Rohukiila asuvad vastavalt 1 ja 0.5 km kaugusel sadama akvatooriumist.
Proovipunktides Virtsu ja Rohukdla koguti tigusid kdsikahvaga madalas vees (sligavus kuni 1 meeter,
Joonis 10), ning punktis Vormsi koguti p&hjaelustiku proove kasutades sukeldumisvarustust 6 meetri

siigavuselt.
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Hiiumaa

Mudatigu proovide kogumine 2021. aastal

# Proovivotujaamad

Joonis 9. Mudateo (Peringia ulvae) proovivétu jaamade paiknemine uuringualal

Setted koguti 2020. aastal kahest piirkonnast, Vormsi ja Virtsu tigude proovivétu jaamade ldheduses.
Keemilised anallilsid teostati setetes KIKi projekt nr 16300 ,Prioriteetsete ainete ja toitainete
vertikaalsest jaotusest Vainameres ja Liivi lahes” raames. Rohukilast ei dnnestunud esinduslikku

setteproovi saada.

Joonis 10. Virtsu sadama akvatoorium tigude kogumise ajal juunis 2021

Tigude inter- ja imposex anallilis teostati jargides HELCOMi metoodikat (Magnusson and Strand,

2016). Analtsidele sobivate Peringia ulvae isendite vahesuse tottu uuritud aladel polnud véimalik
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jargida HELCOMi juhendite soovitusi tdies mahus, nt. polnud v&imalik jargida soovitust koguda
tdiskasvanud loomi (iile 3mm pikkuse kojaga) mahus 50 isendid uuritava ala kohta, sest uuritavatelt
aladelt oli véimalik saada keskmiselt ainult 15 tdiskasvanud isendit. Peale kogumist transporditi tigusid
aereeritud merevees ning sdilitati kliimaruumis kuni 10 pdeva, stabiilse 5-10°C temperatuuri juures

laboratoorse analiisini.

Enne anallilisi teod sorteeriti, maaratud liigini ja nende kodade pikkus mdddeti 0.01 mm tapsusega.
Sobivad emaseid tigusid uimastati 7% MgCl lahusega, murti lahti kojad ja uuriti loomade pehmet keha
stereomikroskoobi all. Stereomikroskoobi all tehti kindlaks emasloomadel isastunnuste olemasolu:
peenise vOi peenise s6lme olemasolu. Emasloomade seas imposex haire tugevuse ja leviku

hindamiseks kasutati indeksit Vas Deferens Sequence Index (VDSI), mida arvutati jargmise valemi jargi:

VDSI = Kéigi uuritud emasloomade summeeritud imposex tasemed /femasloomade arv

Peringia ulvae jaoks hea keskkonnaseisundi (HKS) piirvdartus HELCOM soovituse jargi (Good
Environmental Status (GES); HELCOM, 2018b) on: VDSI = 0.1. Kuid vastavalt OSPAR
hindamiskriteeriumitele, mis on kasutuses TBT bioloogilise m&ju hindamiseks PGhjameres ja Taani
vdinades, on mudateo jaoks VDSI vaartused alla 0.3 aktsepteeritavates parameetri piirides (Strand and

Gercken, 2012). Antud t606s on kasutatud HELCOM juhendi HKS piirvaartust.

Tulemused

Virtsu sadamas registreeriti 28. mail 2020. aastal véarske TBT reostus meresette proovis (14 ug/kg
DW), seega Uletas sadamaala pindmises settes TBT hulk ohutu piirvaartuse (1.6 ug/kg DW; HELCOM,
2018b) mitmekordselt. Vormsi setetes jaid TBT ja teiste tinaorgaaniliste (ihendite sisaldused alla
maaramispiiri, vastavalt alla 1 pg/kg DW. Laboratoorse analtitsi kdigus leiti kolmel teol Rohukdlast ja
Uhel Vormsist ektoparasiite, seega neid isendeid jaeti imposex analiisist valja (Joonis 11-A). Seoses
raskustega lahkamisel polnud vdimalik sailitada puutumatuna suurema osa emasloomade genitaalset
poori ning seega maarata selle seisundi. Koikidel isastel olid peenis ja seemnejuha hasti arenenud

(Joonis 11-B).
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Joonis 11. Parasiidiga (punast varvi moodustis) nakatatud emane isend Rohukiila sadama akvatooriumilt (A) ja
sugukiips isane mudatigu arenenud peenisega (B).

Imposex seisundi maarati 22% Virtsus, 27% Rohukilast ja 20% Vormsi emasloomade isendites, mis

vastas VDSI vaartustele 0.2, 0.4 ja 0.2 (Tabel 5). Suurim osa imposex tunnustega tigudest olid selle

arenguhaire esimesel staadiumil, nimelt oli arenenud isaste peenisekohas ndhtav peenisesdlm (Joonis

12). Uhel teol Rohukiila sadama piirkonnast registreeriti 3-nda imposex staadium, mille kohaselt

isendil esines 6-mm suurune peenis ja seemnejuha.

Tabel 5. Imposex analliside tulemused mudatigudes. *nd-pole maaratud

Parameetrid Virtsu Rohukiila Vormsi
isendite arv 11 21 14
koja keskmine pikkus, mm 4,38 4,08 3,64
isaste keskmine peenise pikkus, mm 1,33 1,36 1,34
isaste arv 2 6 7
emaste arv 9 15 5
imposex hdiretega isendite arv 2 4 1
summeeritud imposex vddrtused 2 6 1

VDSI indeks 0,2 0,4 0,2
TBT sisaldus settes, ug/kg DW 14 nd <1
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Joonis 12. Imposex seisundis emased teod Rohukiila sadama mdjuala piirkonnast. A: arenguhdire esimesel
staadiumil (peenise s6lm margitud noolega); B: imposex kolmas staadium, kus on eristatav arenenud peenis ja
seemnejuha (arenenud peenis margitud noolega)

Saadud VDSI vaartused kolmest piirkonnast vérreldi HELCOM HKS piirvaartusega 0.1 (Joonis 13). Koik
2021 aasta andmete pdhjal leitud vaartused Uletasid piirnormi, mis viitab sellele, et HKS antud

bioloogilise mdju indikaatori jaoks uuritud piirkondades ei ole saavutatud.
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Joonis 13. TBT bioloogilise m&ju hindamiseks maaratud VDSI vaartused ja vastav HELCOM HKS piirvaartus
uuritaval alal

Arutelu

Selle uuringu raames oli keeruline saada esindusliku proovi erinevatel pdhjustel. Esmalt, tihti
puuduvad kdige rohkem TBT reostuse poolt hadiritud sadamaala piirkondades sobilikud elupaigad
Peringia ulvae jaoks, seega isegi kui liik antud alal esineb, siis vdib arvukus olla vdga madal. Teiselt,

mudateo populatsioonid ldbivad rannikumeres suuri soolise ja vanuselise struktuuride kdikumisi, mille
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tagajarjel proovivGtuajal voib esineda kas rohkem isaseid vGi juveniilses arengustaadiumis loomi, keda
ei saa kasutada imposex arengu hindamiseks. Vaatamata mudateo vahesele esinemisele uuritavatel
aladel proovivotu ajal, oli siiski voimalik registreerida TBT potentsiaalne bioloogiline mdju tigudele.
Suurem osa mdjutatud isendeid oli imposex arengu algstaadiumis. Rohukiila sadama mdjualas

registreeriti kdige rohkem imposex tunnustega isendeid.

Arvutatud VDSI indeksi jargi ei olnud mdju, mis voiks avalduda varske meresette reostuse tunnustega
Virtsu sadam uuritavatele tigudele, vaga ilmne ja vordus naitajaga, mis oli saadud Vormsi isendite
anallusist. Voimalik, et proovivotu ajal oli mudateo populatsioon Virtsus drastiliselt kahanenud kas
looduslikke (nt. kalade/lindude kiskluse surve suurenemisest) vdi lokaalse TBT reostuse tdttu. Samas
on kirjanduse jargi teada, et mudateo VDSI vaartused ile 0.5 vdivad olla seostatud suure TBT
reostusega, mida vastavad kontsentratsioonidele lle 50 pg/kg kuivkaalu kohta meresettes (Barroso et
al., 2000). Mudateo taiskasvanute isendite madal arvukus sadamaga piirnevatel aladel vdib
potentsiaalselt olla pShjustatud TBT poolt indutseeritud reproduktiivsete hairete laialdasest levikust,
mille tagajarjel tigude populatsiooni arvukus on jarsus languses, mida omakorda vahendab t6endosust

leida piisavas koguses materjali bioloogilise moju tuvastamiseks sellistel aladel.

Antud biomdju indikaatori kasutamine Eesti rannikualal on raskendatud, kuna Eestis esineb vaid Uks
kiiige sobilikum liik — Peringia ulvae. Liik esineb vaga lokaalselt ja vaikestes kogustes, mis ei ole
esindusliku analiiiisi jaoks piisav. Seega sobib antud indikaator vaid piiratud arvu piirkondade jaoks,
kus on piisavalt suur tigude populatsioon ja esineb vGimalik TBT reostus (nt. eelnevalt kindlaks tehtud
sette keemiliste analllsidega). Antud biomdju indikaatori voib kasutada lisaindikaatorina teiste

biomdju indikaatori tdiendamiseks (naditeks ReprolIND).
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SOOVITUSED TULEVIKUKS

Ensiimaatiliste biomarkerite abil (ndit. AChE) keskkonnaseisundi ja loomade tervise hindamiseks
soovitatakse koondada mitmete biomarkerite ja ka teiste bioloogiliste mdjude mddtmistulemused.
Tooriihma teiste projektide raames on samades liikides maadratud ka teiste enslimaatiliste
biomarkerite, nagu oksiidatiivsele stressile indikatiivsete katalaasi (CAT) ja glutatiooni reduktaasi (GR)
ning ksenobiootikumidega kokkupuutele viitava glutatiooni S-transferaasi (GST) aktiivsused.

Saadud AChE aktiivsuse tulemused L. balthica kudedes on vdga varieeruvad, tulevikus on oluline vilja
selgitada sellise varieeruvuse poOhjus suurema andmestiku pdhjal. Lisaks on vajalik metoodika
Ghtlustamine ja tulemuste vérdlemine Lati ekspertide poolt kogutud andmetega.

Liivi lahest 2022. aastal kogutud ReprolND indikaatori andmed M. affinis jaoks on sisendiks jargmiseks
HOLAS 4 hindamise jaoks. Andmeid on vGimalik kasutada juhul kui kuueaastase hindamisperioodi
jooksul (2022-2027) on olemas vdahemalt kolme aasta andmed. Naiteks, vaatamata arendatud
piirvaartustele, ei ole véimalik teha Liivi lahe hindamist HOLAS 3 hindsmisperioodil, kuna kadttesaadav
andmestik hdlmab kahte aastat, 2020 ja 2021.

Mereala laiapdhjaliseks hindamiseks on soovitav kasutada nii sligavate alade liiki M. affinis, kui ka
rannikumere madalaveelisi kirpvahilisi (Gammarus sp., Pontogammarus sp.). Lisaks juba
olemasolevatele andmetele on soovituslik Liivi lahe rannikumerest koguda aastatel 2022-2027
kirpvahiliste vaararenenud embriiote andmed ja Uhindada need Lati andmetega piirvaartuste
arvutamiseks rannikumere liikide jaoks.

Indikaatori , TBT ja imposex” kasutamine Eesti rannikualal on raskendatud, kuna Eestis esineb vaid (iks
sobilik liik — Peringia ulvae. Liik esineb vaga lokaalselt ja tihtipeale vidikestes kogustes, mis
esinduslikku anallilsi jaoks ei ole piisav. Seega sobib antud indikaator vaid piiratud arvu piirkondade
jaoks, kus on piisavalt suur tigude populatsioon ja esineb vGimalik TBT reostus (nt. eelnevalt kindlaks
tehtud sette keemiliste anallilsidega). Selle indikaatori vGib vajadusel kasutada lisaindikaatorina

teiste biomdjude indikaatorite tdiendamiseks (naiteks ReprolND, biomarkerid).
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OLULISED TULEMUSED JA KOKKUVOTE

Kaesoleva projekti tulemusena on arendatud AChE aktiivsuse maaramise vOimekus TalTech
meredkoloogia laboris. Meretkoloogia laboril on olemas vajalikud instrumendid ning vbimekus jatkata
biomarkerite anallilisiga. Esmakordselt Eestis katsetati ja optimeeriti metoodika AChE aktiivsuste
hindamiseks kohalikes pdhjaloomastiku liikides, nagu balti lamekarp ning erinevad kirpvahilised.
Kogutud AChE analiilsi tulemused on saadetud HELCOM bioloogiliste mdjude alamtéoriihmale
pilootuuringu jaoks. Uuringu eesmark on katsetada bioloogiliste modjude hindamise jaoks
integreeritud lahenemist, mis pohineb erinevatel biomdju indikaatoritel.

Hetkel on rahvusvahelisel tasemel algamas Interreg BSR projekt (BEACON), mille eesmark on tGsta
teadlikkust, usaldust ja arusaama bioloogilise moju tooriistade vajalikkusest Ladanemere
merekeskkonna seires, hindamises ja majandamises. KIK projekti kaigus saadud tulemused
kasutatakse integreeritud biomd&ju hindamiseks no6. tooriista katsetamiseks.

Projekti kdigus saadud vaararenenud embriiote andmestikku on kasutatud indikaatori ReprolND
kasutusala laiendamiseks Liivi lahele ja piirvaartuste arvutamiseks M. affinis jaoks. Samuti on andmed
saadud ka HOLAS 3 andmevooru.

Projekti teostamise ajal on loodud tihe rahvusvaheline koost60 eriti Lati (LIAE), Soome (SYKE), Rootsi
(Stockholm University) ja Taani (Arhus University) ekspertidega, kes osalesid metoodikate
parendamisele, Ghtlustamisele ja interkalibreerimisele suunatud tegevustes. Rootsi ja Lati ekspertide
padevus aitas laiendada indikaatori ReproIND (Paljunemishédired: vaararenenud embriiod
kirpvahilistel) kasutusala.

Projekti taitjad on saanud HELCOM bioloogiliste mdjude indikaatorite alamtodriihma lilkkmeteks ning
panustavad bioloogiliste mdjude seire Ghtlustamisele piirkondlikul tasemel, osaledes nii kohalikes kui
ka rahvusvahelistes projektides.

Projekti kdigus on tehtud esialgsed bioloogiliste mdjude hinnangud erinevate pdhjaloomastiku liikide
pohjal lokaalsel tasemel. Kahe indikaatori puhul (ReprolND, TBT ja imposex) on olemas HELCOM-is
heakskiidetud piirvdaartused. Nende hinnangute kohaselt ei olnud hinnatavates piirkondades HKS
saavutatud. Oluline on meeles pidada, et hinnangud on tehtud pilootuuringu kdigus piiratud aja
jooksul kogutud andmete pdhjal. Esinduslike ja usaldusvaarsete hinnangute jaoks on vajalik pikem

andmerida.
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