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Sammanfattning

Den invasiva fraimmandearten svartmunnad smorbult (Neogobius
melanostomus) upptacktes forsta gangen i Karlskrona skiargard 2008. Darefter
har fynd rapporterats fran manga lokaler fran Goéteborg pa vastkustenoch
runtkusten upp till Gavle i Bottenhavet. Eftersom arten har en stor
invasionspotential kommerden sannolikt sprida sig vidare varfor forekomst
och spridning bor 6vervakas om man 6nskar géra nagra insatser for att
minimera spridningen.

Overvakning och inventering av fiskférekomster sker traditionelltgenom
olika typer av provfiske vilket ar tidskravande och destruktivt eftersomaven
andra fiskarter fangas. Djur (och vaxter) lamnar genetiska DNA-spar eftersigi
miljon, och detta kan anvdndas for att pavisa forekomstaven artutan attden
behdover fangas, eller observeras. Tekniken benamns eDNA (fran engelskans
"environmental DNA") och anvéinds alltmer inom miljé6évervakningen.
Grunden bygger pa att det gar att hitta korta DNA-strangar som pa ett unikt
sattidentifierar en art och som kan fangasuppi ett vattenprov. Det finns
manga undersokningarsom har visat att tekniken fungerar, men huvuddelen
av dessa undersokningar ar fran mer slutna miljoer som sjoar och dar. Det ar
mindre kint hur det fungerar i den mer 6ppna marina miljon.

Om eDNA ska kunna anviandas ar det viktigt att tekniken testats i olika steg,
Det giller att hitta den for arten unika DNA-sekvensen, bekraftaatt den inte
"plockar upp" narstaende arter, testa underkontrollerade
laboratorieforhallanden. Det ar ocksa viktigt att med olika forsok verifiera att
detfungerariden miljé som tekniken ska anvdndas - detta ar ett steg som
manga ganger saknas. Den har undersokningenbaseras pa vattenprover fran
12 lokaler analyserade for eDNA och forekomsten av svartmunnad smoérbult,
parallellt med provfiske pa 10 avdessalokaler. For att eDNA ska kunna
fungera som dvervakningsmetod maste det vara ett konsekvent positivtsvar
pd de lokaler dar malarten har bekraftats med fiske.

Undersokningen visar att eDNA-tekniken pavisar spar avmalarten pa de
platser dar provfisket bekraftar forekomst avarten, men dven pa tre lokaler
dar fisket inte gavresultat. Fran tva av dessalokaler har det tidigare
rapporterats fynd avarten och utifran detta, samt artens utbredning i
niaromradet, betraktas detta som sanna positiva observationer. Studien visar
pavikten av att flera prover tas per lokal, och att viderforhallande och exakt
plats for provtagning bor tas hansyn till for att fa ett sa sdkert resultat som
mojligt och for att minska risken for falska negativa.
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Introduktion

Svartmunnad smorbult (Neogobius melanostomus) ar en frimmande invasiv art
som enligt bedomningen i Strand et al. (2018) bade har en mycket hog
spridningspotential och stark paverkan pa den biologiska mangfalden. Havs-
och Vattenmyndigheten beddmer risken for arten att varainvasiv i Sverige till
"mycket hog - riskklass 5". Det dr en so6t-/brackvatten-art, men kan leva och
foroka sigi saltvatten (om an lite mindre effektivt) (Green, pers. comm). Arten
kommer ursprungligen fran Pontokaspiska omradet (Kaspiska havet, Svarta
havet) och har férmodligen spridits med fartygens barlastvatten. Den
uppticktes forsta gangen i Karlskrona skiargard 2008. Darefter har fynd
rapporterats fran Karlshamns skargard, hamnarna i Géteborg och runtGotland,
fran den inre delen av Brdaviken samt utanfér Musko i Stockholms skargard.
Idagar den envanligarti Géteborgs hamn med omgivningar.

Med tanke pa artens potential att sprida sig ar det viktigt att kunnainventera
dess férekomst och spridning for eventuella atgirder. Overvakning och
inventering av fiskforekomster sker traditionellt genom olika typer av
provfiske vilket dr en tidskravande och destruktiv metod som dven fangar
andra fiskarter. Inom miljo6vervakningen o6kar anvandningen av DNA-
baserade metoder for att bestimma och upptidcka arter. Det kan gilla
artbestamning utifran DNA-sekvenser (DNA barcoding) eller att pavisa
forekomsten av arter inom ett omrdde utifrdn de genetiska DNA-spar
organismer lamnar efter sig i naturen pa olika satt och i olika omfattning. Det
senare bendmns miljo-DNA, eller vanligare eDNA (frdan engelskans
environmental DNA). Fordelen med eDNA ar att det ar en icke-destruktiv
undersokningsmetod eftersom inga djur/organismer behdver fangas (som i
exemplet med provfiske), eller att man faktiskt behdver observera in situ den
art som ska overvakas. Det finns manga studier som visar att eDNA ar ett
kraftfullt och val fungerande verktyg, speciellt har det anvants framgangsrikt
for undersokningar av fisksamhallen dar det for vissa fragestéallningar kan
ersdtta provfiske. Bohman (2018) ger en bra 6verblick 6ver hur eDNA anvénds
och kan anvandas inom miljédvervakningen.

De flesta tidigare eDNA-studier av fisk har utforts i mer slutna vattenomraden
som sjoar, floder och aar. Den marina miljon ar i vissa avseenden mer
utmanande eftersom det dr ett mer 6ppet system. Utan ndrmare kunskap om
hur, och hurlangt, DNA kan sprida sig ar det inte sjalvklart att resultat fran den
limniska miljon ar direkt 6verforbara pa 6vervakning i den marina miljon. Den
mer 6ppna marina miljon kan ocksa medfora att DNA:t sprids ut pa ett sadant
satt (beroende pa vindar och strommar) att sannolikheten for att kunna fanga
upp molekyler blir 1dg. Det innebéar ocksa att kdnsligare metoder for DNA-
analysen ar att foredra om det ska anvandas.

Ett viktigt stegiutvecklingen aveDNA-metoder inom miljodvervakningenar att
tekniken verifieras, dels for olika arter, dels for olika situationer.I den har



studien jamfor vi hur eDNA och en form av kvantitativ PCR (digital PCR) stéller
sig mot traditionellt provfiske i formagan att upptiacka malarten svartmunnad
smorbult. En viktig del i sammanhanget ar attutreda hur langt ifran kallan DNA
kan upptackas. Om det sprider sig pd ett "upptackbart” sattlangtifran en killa
blir det i praktiken mindre anvdndbart som 6vervakningsmetod. For det
andamalet togs i undersokningen prover pa tva referenslokaler som beddmdes
ligga utanfor den miljo (grunt vatten) dar man kan férvinta sig attarten lever.

En annan fraga nar det giller évervakning med eDNA &r risken for falska
positiva prov. Det kan till exempel vara DNA som kommer med fagelspillning,
en narliggande fiskrestaurang, eller ndgon campare som slangti fiskrens. Det ar
darfor viktigt att veta hur lange DNA:t finns kvar i vattnet efter att killan
férsvunnit.

k %

-

—

Figur 1. Sillviksbadet. (Foto: Johanna Bergkvist®).



Pilotstudie med eDNA och provfiske

Detta uppdragar ett pilotprojekt for att undersoka om svartmunnad smorbults
genetiska spar i vattnet gar att anvanda for att se artens forekomst inom ett
begransat omrade. For att kunna anvidnda metoden pa nya platser behover
denna enartsanalys verifieras, dels behover man faststélla artens spridningav
sitt eDNA, dels provfiska pd samma platser dar vattenprover tas. I
pilotprojektetingar tre moment:

1. Utreda hur lange DNA fran malarten ar detekterbart efter att kdllan
forsvunnit.

1. Tavattenprover for eDNA-analys pd samma lokaler som provfiske.

2. Provfiske med ryssjor och burar for att bekrifta forekomst av
svartmunnad smorbult pd samma lokaler som vattenprover tagits for
eDNA.

Figur 2. Utrustning for eDNA analys (Foto: Per Sundberg®).



Detekterbart DNA i laboratorie-forsok

For att undvika falska positiva svar ar det viktigt att veta hur lange det finns
detekterbart DNA kvar i miljon efter att kdllan (fisken) forsvunnit. Om det ar
lang "livslangd” pa DNA:t blir det svart att veta om det finns levande djur av
malartenitill exempel en vik, eller om det ar rester avgammalt DNA.

Material och metod

For att testa detta genomfordes ett forsokinom ramen for ett pagaende eDNA
forskningsprojekt vid Goteborgs universitet finansierat av Naturvardsverket
(kontrakt 802-0107-18). Svartmunnad smoérbult forvaradesi en tunna med
vatten med en salthalt som ska motsvara artens naturliga milj6 (kranvatten
blandat med akvariesalt). Mangden fisk varierades (1, 3 och 5 fiskar), fyra
experiment-tunnor per omgang. DNA mattes efter att fiskarna funnits i
tunnorna 24 timmar, varefterde togs bort (=tid 0). Darefter togs prover efter6,
12,18, 24,30,42,54,78,102 och 112 timmar. Resultaten fran férsoken slogs
samman och eftersom fiskarna varierade i storlek var det rimligare att hantera
dem utifran vikt snarare dn antal. Sammanlagttogs 120 prov.

Resultat

Mangden detekterbart DNA minskade snabbt 6ver tid med en skattad
halveringstid pa 12 timmar. Efter fyra dagar bedoms halten vara sa lag att det
ar osannolikt att kunna pdvisa DNA i en realistisk niva (Axberg 2021). Om det
finns anledning att kontrolleraatt det inte handlar om ett falskt positivt svar pa
en lokal, sa bor provtagningen goras om efter en vecka.

Resultatet belyser vikten av att filtrera och fixera provernai direkt anslutning
till provtagningen. Nedbrytningshastigheten paverkas av manga faktorer och
kan forvantas vara snabbarei ett riktigt vattenprov med hogre bakteriehalt dn
i laboratorie-experimentet ovan. Redan nagra timmar kan gora skillnad i hur
mycket DNA som har brutits ner.



Forekomst av svartmunnad smorbult
undersokt med eDNA

For att forhindra kontamination fran fiskeredskapen utfordes provtagningen
for eDNA cirka en vecka innan fisket. Detta beddmdes inte paverka resultatet
eftersom fiskpopulationerna kan antas vararatt stabila (Behrensetal. 2021).

Material och metod

Vattenprover togs fran 12 lokaleri enlighet med uppdraget (Figur 3, Tabell 1);
pa tio av dessa lokaler skedde provfiske ungefar en vecka efter att eDNA-
proverna togs. Prover for eDNA togs pa ytterligare tva lokaler som beddmdes
utifran djup och avstand till lokaler med fisk skulle kunna fungera som
referenspunkter for hur langt DNA kan spridas.Som referenspunkter valdesen
lokal ost Vrango, och en vast Langedrag (Figur 3).
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Tabell 1. Insamlingslokaler, namn och positioner ochannan metadata. Antal provperlokal
n =4, forutomreferenspunkterna dar n=3.

Lokal

1

Husvik Branno

2

Firjelaget Vrango
3

Stora Amundoén

4

Ganlets badplats
5

Langedrag

6

Hallsvik

7

Store Udd badplats
8

Sillviksbadet

9

Hono Klava

10

Tjolmenhamnen
Ockero

Referenspunkt 1
vast Langedrag
Referenspunkt 1
ost Vrango

ExtraLangedrag!

1 Kompletterande prover frdn insidan av bryggan Ldngedrag.

Position
SWEREF

6392609.24
307505.32
6385388.75
308115.51
6387838.62
315140.57
6391822.97
313612.80
6396369.41
312094.29
6399963.15
305429.68
6406234.98
309306.22
6404664.64
305493.84
6398135.45
300297.16
6403044.83
300472.86

6395917.16
310091.64
6385855.18
309005.56
6396400.79
312086.07

Datum
2021-

09

10

10

13

13

10

10

20

Salthalt Temperatur

%0

13

16

11

10

16

14

14

17

10

17

°C

19,1

18,0

18,5

19,7

14,8

15,0

17,9

18,0

19,1

17,4

18,0

18,0

16,0

Djup Vindm/s

m /riktning
1 2/SV
2,5 2/S0
0-1 1/V
0-1 4/
0-1 4/SV
0-1 6/SV
1 5/SV
1,5 8/SV
1 1/0
1 5/N
7 2/0
14 2/0
1 2/0



Pa varje lokal togs flera delprover som slogs ihop i ett sterilt tvaliterskarl. Nar
djupet tillat det togs vattenproverna med en Ruttner-vattenhamtare (Figur 4)
ndra botten (utom i fallet med referenspunkterna, dar provet togs i mitten av
vattenpelaren). Pa lokaler med grundare vatten anvandes en batshake med en
fastspand enliters spann (Figur 4).

Delproverna samlades i en steril tvalitersburk (Figur 4) fran vilket sedan tva
prover togs och filtrerades. All insamling gjordes med engangsutrustning for att
forhindra kontamination, batshaken och Ruttner-hamtarna steriliseradesmed
10 % klorinlosning mellan provlokalerna.

Figur 4. Pagrundarevatten anvandes en teleskop-batshakeivars dande det gar attfastaen
burk (bild fran annan undersokning). For provpa djuparevattenanvandes enRuttner-
hdmtare. Proverna sparades fram till filtrering ochfixering i en steril tvaliters (engangs)
spann. (Foto: Per Sundberg® (vanster bild), Lise-Lotte Sundberg® (hoger)).

Vattenproverna filtrerades och fixerades i anslutning till insamlingen (hogst
fyra timmar efter provet tagits). Detta ar viktigt eftersom flera studiervisar att
DNA:t ganska snabbt bryts ner efter det lamnat killan (se dven avsnitt
Detekterbart DNA i laboratorie-férsok). Proverna filtrerades i sterila och
inkapslade Sterivex® filter (0.45 pum alternativt 0.22 um porstorlek) vilka
sedan fixeradesi95 % etanol och forsléts med proppar. Varje filter placerades
darefter i 50ml Falcon-ror for att féorhindra korskontamination mellan filter.
Filtren placerades vid hemkomsti-20°C frys fram till extraktion av DNA. Pa en
av provplatserna filtrerades 1 liter DNA/RNA fritt vatten som negativ kontroll.

DNA extraherades fran filtren med Nucleospin eDNA water kit (Macherey-
Nagel) med den teknik och standard som utvecklats i laboratoriet.
Koncentration avDNA i extrakten mattes med Qubit® fluorometer. Notera att
detta mater koncentrationen av all DNA i provet och inte specifikt DNA fran
malarten.

For att pavisa forekomsten av DNA fran malarten svartmunnad smorbult
anviandes en applikation av kvantitativ PCR: digital PCR (dPCR). For analysen
anvands ett system utvecklat av QiaGen (Qiacuity One) (Figur 5). Metoden
beskrivs mer utforligtiBilaga 1.



Figur 5. QiAcuity One systemet och den typ av 24-plattor som anvants (Foto: Alizz
Axberg®).

Proverna preparerades infér analysen med QIAcuity One med Probe MM Kkit
(QIAGEN). Varje prov, inklusive positiva och negativa prover, analyserades i
duplikat for att oOka tillforlitligheten. DNA extraherat fran vdvnad av
svartmunnad smorbult anvindes som positiv kontroll i analysen, och
DNA/RNA fritt vatten som negativ kontroll.

Extraherat DNA fran varje lokal /prov applicerades pa en 24-provplatta. 40 pl
reaktionsvolym innehallande 10 pl Qiagen mix x4 for analys med prober, 2 pl
primer-prob assay 20x (Bio-Rad), 10 ul DNA fran prov och 18 pul vatten. En
assay! (primers + prob) anviandes som utvecklats i SeAnalytics laboratorium
(Panova et al. 2021) baserat pa 12S-genen och som éar artspecifik for
svartmunnad smorbult. Varje prov analyserade i duplikat for att oka
sannolikheten att hitta malarten. Tabell 2 beskriver de olika stegen i PCR-
analysen. "Annealing"-temperaturen 64°C ar nagot lagre dn i Panova et al.
(2021) och testadesiolika steg for att forsdkra att den narliggande arten svart
smorbult (Gobius niger) inte ger positiva svari analysen.

Tabell 2. PCR/thermocycling enligt féljande schema.

Cykler Temperatur Tid

1x 95°C 2 min

40 x 95°C 30 sec
64°C 1 min

1 Assay: i arbetet med att utveckla en assay for kvantitativ PCR (qPCR/ddPCR/dPCR) ingdr att
utveckla artspecifika primer-par och att med olika test och kontroller sdkerstélla att det gér att
hitta spar av malarten med det utvecklade protokollet.
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Analys

Forekomst av DNA fran malarten (svartmunnad smorbult i det har fallet)
indikerar att arten finns i omgivningen. Analysen baseras pa digital PCR, en
variant av kvantitativ PCR som amplifierar DNA frdn malarten (om
nirvarande), och det dr denna process som kan overvakas och observeras.
Tekniken bygger alltsd inte pa sekvensering och kraver heller ingen
bioinformatisk analys som till exempel fallet med metabarcoding. Men, man far
heller inte reda pa vilka andra arter som finns i omradet, utan tekniken
forutsatter att fragan ar om malarten finnsiomradet/palokalen eller inte.

Om malarten saknas sa blir det uppenbarligen inte heller nagon amplifiering
vilket ger ett negativt resultat. dPCR ar en kvantitativ analysmetod sd ju fler
molekyler som patraffas, desto "starkare" signal /resultat. Tabell 3 anger i hur
manga av proverna per lokal dar malarten kunde pavisas utan ta hansyn till
styrkan pa signalen. I Bilaga 2 finnsangivet antaletpositivapartitioner och dven
om det inte ar statistiskt analyserat gar det att se ett visst samband mellan
antalet partitioner och antalet individer i provfisket. Raddata har ocksa
genomgatt manuell kontroll for att utesluta att till exempel dammkorn har
registrerats som en positiv signal.

Resultat

Analysen kunde pavisa DNA fran malarten fran alla lokaler utom fran
Tjolmenhamnen Ockeré (Tabell 3). Dessa prover (forutom 11 och 12) r tagna
fran strandkanten av praktiska skil, och darfor med en viss distans fran
provfiske-punkternamen resultatenvisar att fiskbestanden arspridda, eller att
DNA:tspridsivattnetitillracklig mangd for att kunna fingas upp aven pa detta
relativt korta avstand. Pa alla lokaler forutom tre (Husvik, Amundoén, Héno
Klava) bekraftade provfisket forekomst av svartmunnad smorbult (Tabell 4
nedan). Fran Brannd, pa en lokal ndra Husvik, ar arten rapporterad 2019 och
likasa fran Amundon 2018 (https://artfakta.slu). Daremot finns inga rapporter
fran Hono Kldva men med tanke pa néarheten till andralokaler med bekraftad
forekomst sa maste detta betraktas som en saker observation.

For att fa en uppfattning om hur olika omgivningsfaktorer kan paverka
resultatet togs ett extraprov palokalen “Langedrag” (Figur 6). Deni uppdraget
angivna punkten ligger vaster om en pir och ar utsatt fér vind och strommar,
medan insidan dr mer skyddad, lugnare och med férmodad lagre
vattenomsattning. Proverna fran "Extra Langedrag" ar alla positiva med manga
positiva partitioner (Tabell 3 och Bilaga 2). Forekomst av svartmunnad
smorbult pa den har lokalen bekraftades senare med fiske i samband med ett
examensarbete pa Goteborgs universitet (F. Bravell, pers. obs.).

11



Tabell 3. Lokaler och resultatav dPCR analysen som antalet positiva (sparav DNA fran
svartmunnad smorbult) per prov ochlokal. Se Bilaga 2 for en merdetaljerad rapport.

Lokal Antalet positiva Bekriftad forekomstvid
prov/allaprov provfiske (fran Tabell 4)

1 Husvik Branno 3/4 -

2 Farjelaget Vrango 2/4 +

3 Stora Amunddn 3/4 -

4 Ganlets badplats 2/4 +

5 Langedrag 3/4 +

6 Hallsvik 1/4 +

7 Store Udd badplats 4/4 +

8 Sillviksbadet 4/4 +

9 Hono Klava 2/4 -

10 Tjolmenhamnen 0/4 -

Ockerd

11 Referenspunkt1 1/3 inget provfiske

12 Referenspunkt 2 0/3 inget provfiske

Extra Langedrag 4/4 ja, med mete vid senare

tillfalle

[ uppdraget ingick ocksad att ta prover fran tva referenspunkter, lokaler som
kunde antasligga en bitifranlampliga habitat for malarten. Detta var tankt att
ge en uppfattning om hurlangt DNA kunde spridas fran en lokal med férekomst
av fisken. Fran referenslokal 1 (vast Langedrag) pavisadesmalarts-DNA i ett av
tre prover, men inget kunde pavisasiproverna fran den andra referenslokalen
ost Vrango. Den forsta lokalen ligger i ett grunt omrade med mangasma éar och
skiar nadra Langedrags-lokalen med kidnd forekomst. Det ar darfor inte
osannolikt att det forekommer bestdnd av svartmunnad smérbulti nédrheten.
Den andralokalen dr mera skild fran land och pa djupare vatten, och dar fanns
heller ingen indikation pa malarten. Men, resultatet ar inkonklusivt med
avseende pa fragan om hur langt ifran killan malarts-DNA kan upptickas och
bor utredas mer.

Resultaten visar pa betydelsen av att ta flera prov per lokal. Exakt hur DNA
sprids fran kallan till omgivningen ar inte kédnt i detalj, med det finns flera
indikationer pa att forekomsten ar flackvis. Det kan bero pa att DNA faster vid
andra partiklar och alltsdainte forekommer i sa stor utstracknings som fria, jamt
spridda, molekylerivattnet. Proverna fran referenspunkten vast Langedrag ar
ett exempel pa detta dar ett av fyra prover har hog halt (Bilaga 2) av malarts-
DNA, medan det saknas spari 6vriga tre.
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Resultaten visar att eDNA fungerar som en metod att pavisa forekomst av
svartmunnad smérbult. Aven om det gir att se ett samband mellan antalet
fangade fiskar och médngden positiva partitioner (Tabell 4 och Bilaga 2) sa
skulle det kravas ytterligare kontrollerade forsok for att kunna uttala sig om

populationsstorlek utifran eDNA-analyserna.

Figur 6. Langedrag (Foto: Johanna Bergkvist®).
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Forekomst av svartmunnad smorbult
undersokt med provfiske

For att bekrafta forekomst av svartmunnad smoérbult pa samma lokaler som
vattenprover tagits for eDNA, har ett provfiske med ryssjor och burar utforts.
Vilka redskap samt metodik som har anvants beskrivs utforligt nedan.

Material och metod

Provfisket utfordes huvudsakligen enligt riktlinjer presenterade i
undersokningstypen ”Provfiske med kustoversiktsnat, natlankar och ryssjor pa
kustndra gruntvatten. Version 1:12015-07-08" (Havs- och Vattenmyndigheten
2015)som ar utvecklad av SLU Aqua. Fiske skedde pa samtliga lokaler bortsett
fran vid referenspunkt 1 och 2 som endast undersoktes vid
vattenprovtagningenienlighet med uppdraget (Tabell 1). Pa varje lokal sattes
ryssjor och betade burar inom djupintervallet 2-5 meter. En sammanldnkad
ryssjabestdraven ledarm som leder in fingsten mot ett antal kammare av nat
stabiliserade med ett antal stalbdgar (Figur 7). Ingangarna till kamrarna ar
strutformade vilket hindrar fangsten som tagit sig in fran att ta sig ut.I dnden
paryssjansitter fiskhuset i vilket fingsten slutligen samlas.

Utover ryssjor anvandes dven tva olika typer av burar, rakburar och krabburar,
vid provfisket (Figur 7).

Figur 7. Fiskeredskapanvanda vid provfisket. Rakburar, krabburar samt sammanlankade
ryssjor (Foto Johanna Bergkvist®).

14



Vid provfisket sattes tva sammanldnkade ryssjor vinkelratt mot strandlinjen
medan en sammanldnkadryssja tillsammans med fem burar placerades langre
ut och spridda palokalen (Figur 8). Provfisket genomférdes mellan den 13-16
september 2021. Redskapen placerades ut under eftermiddagen och vittjades
dagen efter. Samtliga lokaler provfiskades under en natt. Placeringen av
redskapen bestamdes pa plats utifran djup och forutsattningar pa lokalen, och
anpassades efter vaderférhallandena. Vid varje lokal noterades exakt position
och djup pa redskapen medKkartplotter, dven salthalt och temperaturnoterades
vid ilaggning.

3 .
@ Insamlingslokal [§
@ Burar k&
Ryssjor !
-
.

Figur 8. Exempel pa placering av fiskeredskap under provfiskemomentet. Fran fisket vid
Sillviksbadet, Sillvik. Bakgrundskartan bestar av Goteborgs Stads Ortofoton 2017.
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Resultat

Svartmunnad smorbult fangades vid sex lokaler (Figur 9, Tabell 4).  huvudsak
fangades svartmunnad smorbult pd de landbaserade lokalerna: Store Udd
badplats, Sillviksbadet, Hallsvik, Langedrag och Ganlets badplats. Av de fyra 6-
lokalerna var det endast vid farjelaget pa Vrango som svartmunnad smorbult
fangades.

Majoriteten av den svartmunnad smorbulten (totalt 47 st.) fangades i ryssjor,
medan burarna endast fingade tre svartmunnad smoérbultar fordelade pa tva
lokaler. Aven fér 6vriga arter var ryssjorna det effektivaste redskapet, vilket
aven gallde for strandkrabbor som ibland dominerade fangsten i enstaka

redskap.

@ Fangst

B Store Udd Badplats ® Ej Féngst
@ Saviksbadet

@ Ticdmenhamnen, Hiilss

@ Hallsvik
& . Hins Kivan

§ Lingedrag

& Husvik, Branno
& Ganlets badplats

& Stora Armundan

& Fa.qalagkl. Vringd

Figur 9. Resultat fran provfisket. Lokaler som vid provfisketinnehdll svartmunnad
smorbult presenteras som grona punkter, medan lokaler sominte gav nagon fangst av
svartmunnad smorbult presenterassom réda punkter.
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Tabell 4. Resultatet fran provfisket. Antal svartmunnad smorbult per lokal presenteras

Lokal Fangst Salthalt Salthalt | Temperatur = Temperatur
malart ytan! bottenz | ytan! botten?
(antal)

1 0 16 22 18,8 18,9

Husvik Branno

2 2 20 20 19,3 19,9

Farjelaget

Vrango

3 0 23 23 18,6 19

Stora Amundoén

4 5 21 22 20,6 21,4

Ganlets badplats

5 6 18 20 17,3 17,3

Langedrag

6 3 17 24 15,6 15,4

Hallsvik

7 18 22 23 15,7 15,4

Store Udd

badplats

8 16 22 23 15,5 15,0

Sillviksbadet

9 0 21 21 18,5 18,5

Hono Klava

10 0 22 23 15,5 15,0

Tjolmenhamnen

Ockero

1Cirka 0,5 meter.

2 Cirka 4 meter.
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Slutsatser och rekommendationer

Huvudsyftet med uppdraget var att undersoka om eDNA baserad malarts-
analys dr en fungerande metod for 6vervakning av svartmunnad smorbult. Fér
attkunna bedéma detta behover tekniken verifieras med simultana beldgg for
forekomst/avsaknad av malarten, pa det siatt som skett i den har studien.
Undersokningen visar att eDNA-tekniken pavisar spar av malarten pa de
platser dar provfisket bekréftar forekomstav arten,men dven pa tre lokaler dar
fisket inte gav resultat. Fran tva av dessa lokaler har det tidigare rapporterats
fynd av svartmunnad smorbult och darfor betraktas detta som sanna positiva
observationer. Likasa resultatet fran den tredje lokalen (Hono Klava) med
tanke pa laget och forekomst av arten i narheten dven om det inte finns
rapporterade fynd just fran den lokalen.

Resultatet (Bilaga 2) fran de tvd Langedrag-lokalerna visar pavikten av attvalja
en mer skyddad milj6, och dven en dag med lugnare vider om mojligt vid
planeringen av eventuella kommande inventeringar baserade pa eDNA.
Resultaten (Tabell 3, Bilaga 2) belyser vikten av att ta flera prover per lokal. I
det har fallet tycks fyra ha fungerat bra, men merkostnaden for fem prov per
lokal, vags upp av 6kad sannolikhet att upptiacka DNA-spdr och dirmed minska
risken for falska negativa svar.

Undersokningen kunde inte klargdra hur langt ifran kiallan DNA kan upptéckas
och ytterligare kontrollerade forsék dar prover tas pa olika avstand ifran kand
kalla skulle kunna goras. Om det skulle vara sa att DNA kan foras langvaga med
vind och strommar skulle ett positivt svar inte med sakerhet kunna tolkas som
attdeninvasivaarten finnsinaromradet. Men, proverna fran Vrango indikerar
attmalarts-DNA:tinte sprider sig sd langtifran kallan, och dven andra tidigare
studier (pers. obs) visar pa samma resultat. Darfor bor detta inte vara ett
problem i ett 6vervakningsprogram baserat pa eDNA.

De tva olika metoderna i studien ger olika information, eDNA visar pa
forekomst men ger ingen information om till exempel dldersfordelning och
lekmognad hos arten. Med provfisket gar detocksa att fa en uppfattning om hur
etablerad en art ar i omradet, samt féorekomst av andra arter som kan vara av
intresse. Det finns formodligen en koppling mellan mangden detekterbart DNA
och abundans (vara resultat pekar i den riktningen) men sambandet ar inte
entydigt och kraver fordjupade studier. Tekniken med eDNA har férdelen av
attvaramindre destruktivt an provfiske och kraver inga speciella tillstand.
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Bilaga 1: Malartsanalys med dPCR (digital
PCR)

Analys med PCR (Polymeras Chain Reaction) bygger pa att en kort DNA-
sekvens som ar unik for arten som ska inventeras (malarten) mangfaldigas
(amplifieras) i PCR-reaktionen. Det ar den processen som kan detekteras pa
olika satt, beroende pa vilken teknik som anvdnds. Det forsta steget i en
malartsanalys baserad pa den har tekniken ar att designa och testa ett primer-
par som ar unikt for arten sa att det med sdkerhet gar att sdga attdet baraar
DNA fran den eftersokta arten som amplifieras i PCR-reaktionen. Det har steget
innefattar ocksa test med narliggande arter, och att hitta just den molekylira
markor (till exempel COI, 12S, 16S) som ger en unik sekvens for arten. I det har
steget anvands vavnad (eller topsat DNA) fran individer som har identifierats
till korrekt art. Manga eDNA analyser/protokoll avslutas med dessa steg, men
tekniken bor ocksa verifieras med "skarpa" testi falt-situationer for att kunna
sdkerstilla att de fungerar som overvakningsmetod. Med detta menas att
prover tas pa lokaler med bekréftad forekomst av malarten. Ett ytterligare steg
ar att forsoka fa fram en statistisk power-funktion for hur manga prover som
maste tas for att minimera risken for falska negativa. Falska negativa ar forstas
ett speciellt stort problem nér det kommer till 6vervakning av invasiva arter,
dar en missad forekomst kan stélla till stora problem. Falska positiva dr inte ett
lika stort problem eftersom flera undersokningar tyder pa ganska kort
livslangd for DNA i vattnet - ett ovantat resultat kan alltsd kontrolleras genom
ettnytt provnagon vecka senare for att se om arten fortfarande finns kvar, eller
om det exempelvis kanske rorde sigom ndgot DNA fran fagelspillningar.

SeAnalytics anvander for malarts-analyser QIAcuity (QiaGen), ett system for
digital PCR (dPCR) som &r en form av mikrofluid teknik dar varje enskild PCR-
reaktion delas uppi ettstortantal (runt 26 000) partitioner. Detta gor dels att
det blir latt att kvantifiera i hur manga partitioner det sker en PCR-reaktion
(blir alltsa ett direkt matt pa mangden malarts-DNA). Uppdelningen innebar
ocksa attannat DNA inte stor amplifieringen som annars kan ske, och detta gor
attkansligheten 6kar. dPCR har en hogre kinslighetan qPCR och kan detektera
aven valdigtlaga koncentrationer av DNA-molekyleriett prov.
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Nedan visas schematiskt och grafiskt de olika stegen i analysen.

Digital PCR
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(Kéalla: https://www.qgiagen.com/us/applications/digital-pcr/beginners)

[ forsta steget blandas detextraherade DNA med olika reagenser (grona prickar
DNA fran malarten och rott bakgrunds-DNA). I det har steget laggs ocksa till
negativa (blanka) provsom test avkontamination, plus positiva prov med DNA
fran malarten. Nadsta steg ar att partitioneraldsningeniflera tusen individuella
reaktioner dar en PCR-reaktion skeri varje partition. Partitioner med malarts-
DNA ar har markerade gront, mangden positiva partitioner ar kopplat till
antalet ursprungs-molekyler. Positiva partitioner detekteras genom att ett
fluorescerande dmne aktiveras i fungerande PCR och som kan avlisas i
systemet.

I ndsta steg gors en berakning avmedeltalet positivapartimotioner baseratpa
en Poisson-fordelning.

Faitson’s law gives maaring ha partitisnisg
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(Kéalla: https: //www.giagen.com/us/applications/digital-pcr/beginners)

Det gdr attberdkna mangden DNA utifran dennaanalys och dven
konfidensintervall. Men, dessa vardenar beroende av totalmangden DNA i
provet, och det varierar mellan olika prover (dven fran samma lokal). Darfor
presenterasresultaten (som till exempeliBilaga 2) som en kvalitativ
bedomning utifran fragan om "finns artenisjon”.
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Bilaga 2: Detaljerat resultat av dPCR
analysen

dPCR analysen utfordesisex omgangar med prover fran insamlingen,
tillsammans med ett negativt (rent vatten) prov plus ett positivt provmed
DNA extraherat fran vavnad av fisk. I forsta omgangen fanns ocksa ett blankt
faltprov som test for kontamination. I det provet har DNA-frittvatten filtrerats
i failt med samma forutsattningar som évriga prover.

Den angivna halten DNA ar totalhalti provet och inte specifikt DNA fran
svartmunnad smorbult. Detta blir ett matt pd att filtrering och DNA extraktion
har fungerat.

Varje prov analyserasiduplikat och antalet redovisade partitioner ar darfor
medeltal. Tolkningen avvad som ska betraktas som ett sdkert positivt prov
utgarifran antalet positiva partitionerirelation till den negativa blanken.
Resultaten kontrolleras ocksa manuellt for fellasningar som kan uppkomma
av dammkKorn pa plattorna. Det har ocksa lagts till en viss marginal, i relation
till negativa kontrollen, for ett prov ska betraktas som sidkert positivt.
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Prov | Filtrerad | Porstorlek Koncentration #positiva Forekomst | Antal fisk i

volym(l) filter pm DNAng/ul partitioner = malart (+) provfisket
Analys #1

positiv kontroll 1324,5

faltblank 1 0.22 ej matbart 0

negativ kontroll ej matbart 0,5

1 Husvik Branno 1:1 1 0.45 29,4 4,5 + 0
1:2 1 0.45 30,5 4,5 +
1:3 1 0.22 30,8 7 +
1:4 1 0.22 314 1 -

2 FérjelagetVrango | 2:1 1 0.22 27,5 4,5 + 2
2:2 1 0.22 27,3 1 -
2:3 1 0.22 38,7 3 +
2:4 1 0.22 30,1 0 -

Analys #2

positiv kontroll 1197,5

negativ kontroll 0,5

3 Stora Amundoén 3:1 0.22 38 4 + 0
3:2 0.22 38,7 7 +
3:3 1 0.22 35,3 3,5 +
3:4 1 0.22 34,7 1,5 o

4 Ganlets badplats 4:1 1 0.22 20 0 - 3
4:2 1 0.22 17,3 0,5 -
4:3 1 0.22 23,7 22,5 +
4:4 1 0.22 26,3 12 +

5 Langedrag 5:1 0,63 0.22 25,1 2 - 6
5:2 0,78 0.45 29,1 4,5 +

23



Prov | Filtrerad | Porstorlek Koncentration #positiva Forekomst | Antal fisk i

volym(l) filter pm DNAng/ul partitioner = malart (+) provfisket
Analys #3
positiv kontroll 1132,5
negativ kontroll 0
5 Langedrag (forts.) 5:3 0,66 0.45 28,7 22 + 6
5:4 0,66 0.45 31,6 9 +
6 Hallsvik 6:1 1 0.45 33,3 0 - 3
6:2 1 0.45 34 0 -
6:3 1 0.45 35,3 15,5 +
6:4 1 0.45 36,7 1 -
7 Store Udd badplats = 7:1 0,99 0.22 23,9 165 + 18
7:2 0,96 0.22 24,3 6 +
7:3 0,96 0.22 25,9 137 +
7:4 0,90 0.22 25,7 138,5 +
Analys #4
positiv kontroll 1028
negativ kontroll 0
8 Sillviksbadet 8:1 1 0.22 31,5 23,5 + 16
8:2 1 0.22 34,7 56 +
8:3 1 0.22 34 40 +
8:4 1 0.22 38 60 +
9 Hono Klava 9:1 1 0.22 34,7 1 - 0
9:2 1 0.22 35,3 5 +
9:3 1 0.22 37,3 21,5 +
9:4 1 0.22 33,3 2,5 -
10 Tjolmenhamnen 10:1 1 0.22 30,3 0,5 - 0
Ockerd
10:2 1 0.22 34,7 0,5 -
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Analys #5
positiv kontroll

negativ kontroll

10 Tjolmenhamnen
Ockerd, (forts)

11 Referenspunkt1

12 Referenspunkt2

Extra Langedrag!

Analys #6
positiv kontroll
negativ kontroll
Extra Langedrag!

(forts.)

Prov | Filtrerad

volym(1)
10:3 1
10:4 1
11:1 1
11:2 1
11:3 1
12:1 1
12:2 1
12:3 1
L:1 2
L:2 1,9
L:3 1
L:4 1

Porstorlek

filter pm

0.22
0.45
0.45
0.45
0.22
0.22
0.22
0.45

0.45

0.45

0,45

25

Koncentration

DNAng/u

30,9

31,6
23,5
25,7
15,9
28,6
30,1
27,9
27,7

28,3

12,9

16,5

#positiva

partitioner

1029,5

0,5
1,5
18,5
0,5

0,5
99

909.5

36

74,5

Forekomst

malart (+)

Antal fisk i
provfisket

inget fiske

inget fiske

bekriftad
forekomst

bekraftad
forekomst



Lansstyrelsen
Vastra Gotaland
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