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SAMMANFATTNING

eDNA (environmental DNA) har under det senaste decenniet visat sig vara ett lovande
verktyg for inventering av vattenorganismer inom miljodvervakning och andra
miljoundersékningar. Undersokningsmetoden baserar sig pa det faktum att alla levande
organismer, bade vaxter och djur, kontinuerligt avger genetiska avtryck i miljon i form av
slem, avforing, svett och doda celler. Dessa genetiska spar kallas eDNA. Akvatiskt eDNA
ar sparen som organismer avger i vattenmiljon. eDNA kan utvinnas ur sma mangder
vatten och genom molekylira analyser ange vilka arter som befinner sig inom ett omrade
utan att man vare sig ser eller fangar in organismen. Eftersom eDNA i vattenmassan ar
kortlivat ger analyserna en bild av artférekomst i nutid.

AquaBiota har pa uppdrag av Lansstyrelsen Gotland inhdmtat och sammanstallt eDNA-
analyser for flodnejondga och svartmunnad smorbult i 25 lokaler. Provtagningsplanen,
framtagen av WSP, inneholl ursprungligen 31 lokaler men da sex av lokalerna var
uttorkade vid provtagningstillfillet inventerades endast 25.

Flodnejondga hade sdkerstalld positiv detektion i sju lokaler och en ytterligare lokal dar
1/3 delprov pavisade forekomst. Detektion av svartmunnad smoérbult gjordes vid tre
lokaler i Bungevik, Gothemsa och Skarnviksan pa Gotlands dstsida. Detektioner av bade
flodnejondga och svartmunnad smorbult skedde i omraden dar arterna observerats
tidigare under den senaste 15 ars-perioden (Artfakta). Detektion av svartmunnad
smorbult gjordes dock i sétvatten som var hydrologiskt avgransad fran kusten i lokalerna
vid Gothemsa och Skarnviksan. Vi bedémer ddrmed att detektion ska tolkas som att
svartmunnad smorbult nyligen befunnits sig i avrinningsomradet uppstroms om
provtagningslokalerna. Detta ar forsta gangen enligt Artfakta och oss veterligen som
svartmunnad smorbult rapporterats i limniska system pa Gotland.



1. BAKGRUND

1.1eDNA

Undersokningsmetoden eDNA (environmental DNA) baserar sig pa det faktum att alla
levande organismer, bade vaxter och djur, kontinuerligt avger genetiska fotavtryck i
miljon i form av slem, avforing, respiration, svett och doda celler (Pedersen m.fl. 2015).
Definitionen pa eDNA anges som; "det DNA som kan studeras fran dessa spar i miljon utan
att malorganismen ar narvarande i provet” (Taberlet m.fl. 2012). I akvatiska miljoer kan
detta material utvinnas ur sma méngder vatten och genom molekylidra analyser pavisa
vilka arter som befinner sig inom ett omrade, utan att man vare sig ser eller fangar
organismen. Eftersom eDNA i vattenmassan ar kortlivat (ca 2 dagar till 2 veckor) ger
analyserna en bild av artférekomst i nutid. eDNA har visat sig ha en stor potential som
verktyg for inventering av vattenorganismer (Bohmann m.fl. 2014, Leese m.fl. 2016, Olds
m.fl. 2016, Deiner m.fl. 2017) och har en stor fordel vid inventering av skyddsvarda arter.

Tva metoder dominerar eDNA-undersdkningar, qPCR och metabarcoding (Strand m.fl.
2014, Shaw m.fl. 2016). Provtagningen, lagring och DNA-extraktionen ar motsvarande
for de tva metoderna, vilket mojliggér en vaxling mellan metoderna vid behov.

For den aktuella undersokning valdes qPCR metodiken, d& den har kénsligare
detektionsféormaga och ar ett billigare alternativ vid eDNA-inventeringen av ett fatal arter.

2. METODIK

2.1 gPCR

Laboratorieanalyserna utférdes av Centrum for genetisk identifiering (CGI) vid
naturhistoriska riksmuseet.

Vattenprov togs fran 25 olika lokaler och parallellt samlades ett vattenprov for negativ
kontroll in. Vattenproverna férvarades efter provtagning och filtrering kallt och togs till
laboratorier for DNA-extraktion som gjordes med en extraktionsrobot och “Kingfisher
Cell and Tissue” DNA extraktionskit enligt beskrivning fran tillverkaren. Detektion av
malarter har gjorts enligt Thomsen m.fl. (2012) med “Applied Biosystems™ TagMan™
Environmental Master Mix” pa ett Bio-Rad CFX96 instrument.

Samtliga prover testades for inhibering genom att tillsitta DNA fran storre
vattensalamander till respektive prov och med qPCR kontrollera att arten detekteras. For
detektion av malarterna gjordes tre oberoende qPCR replikat for respektive prov och
malart. Svartmunnad smorbult detekterades med primer och probe beskrivna i Nevers
m.fl. (2018), medan nejondga detekterades med primers som heter Lampetra spp i



Ostberg m.fl. (2018). En egen probe som passar till dessa primers utvecklades som en del
i projektet och har sekvensen: 5’-CGAGGCATTCAATTTCGTCCG-3".

Parallellt med dessa analyser kordes positiva kontroller fran svartmunnad smorbult
(Neogobius melanostomus), back- och flodnejonéga (Lampetra planeri och Lampetra
fluviatilis), samt negativa kontroller. Notera att detektion av flodnejondga bestamdes via
geografisk uteslutning, da backnejonoga inte observerats pa Gotland, och att metoden i
sig sjalv inte kan sarskilja mellan dessa mycket narbesldktade arter.

2.2 eDNA-lokaler

eDNA-lokaler selekterades utifran provtagningsprogrammet for flodnejonéga och
svartmunnad smorbult som tagits fram for Gotland av WSP. Programmet inneholl 30
vattendrag samt en ytterligare lokal i Bogeviken. Programmet rekommenderar lokaler for
analyser av flodnejondga respektive svartmunnad smérbult. I praktiken analyserades
dock alla lokaler for bada arterna, da skillnad i pris blir marginell och det innebar extra
arbete for labbet att separera proverna for enskilda behandlingar. Endast 25 av de 31
lokalerna provtogs da 6 lokaler var uttorkade vid provtagningstillfillet.

2.3 Faltprovtagning

Faltprovtagningen dgde rum 19-23 september 2021. Provtagningen genomférdes av
projektansvarige och utgick fran Visby och fortsatte darefter runt 6n medurs med
Overnattningar pa lokala boenden. Vid varje lokal filtrerades 3000 mL vatten samt att pH,
temperatur, syre och salinitet méattes vid lokalen. Nar vattendragen var segmenterade till
foljd av torka togs flertal delprover lings ett hundratal meter fran lokalens
koordinatpunkt.

3. RESULTAT, DISKUSSION OCH RIKTLINJER

3.1 eDNA-inventering

25 lokaler analyserades for bada arterna vilket representerade en stor andel av Gotlands
betydande vattendrag. De negativa kontrollproverna gav ingen detektion och inga prover
pavisade inhibering vid qPCR-amplifiering. Detektion av svartmunnad smoérbult gjordes
vid 3 lokaler (Bungevik: figur 1, Gothemsan: figur 2 och Skarnviksan: figur 3) pa Gotlands
nordvastra sida. Lokaler var i omraden dar Svartmunnad smorbult tidigare observerats i
niromradet, enligt Artfakta, men detektion gjordes vid samtliga lokaler markant ldngre
in mot land dn vad som tidigare rapporterats.

[ lokalerna vid Gothemsan respektive Skarnviksan var konduktivitet cirka 500 ps/cm,
vilket ar ett normalt viarde for sotvatten. Darmed finns ingen orsak att tro att signalen
skulle kommit fran kustomradet. Vidare gjordes inga detektioner i mellanliggande lokaler



mellan dessa vattendrag, vilket betyder att potentiell korskontaminering mellan lokaler
kan uteslutas. Vi bedomer darmed att detektion ska tolkas som att svartmunnad smoérbult
nyligen befunnits sig i avrinningsomradet uppstroms om provtagningslokalerna i
Gothemsan respektive Skarnviksan. Detta ar forsta gangen enligt Artfakta och oss
veterligen som svartmunnad smorbult rapporterats i limniska system pa Gotland.

Vid detektion i Bungeviken uppmattes en konduktivitet pa 3500 ps/cm, vilket géor eDNA-
partiklarnas ursprung mer svartolkade. Provtagningspunkten var dock centralt beldgen i
Bungeviken och cirka 800 meter fran Sjustrommarinloppet, vilket dnda talar for att
detektion kom fran svartmunnad smoérbult-individer som uppehdéll sig inne i Bungeviken.
Inga detektioner gjordes dock bland lokalerna pa nordéstra Gotland, trots att omradet ar
det som tillsammans med Ostra Gotland har flest rapporterade fall av svartmunnad
smorbult. Detta kan tolkas som att svartmunnad smorbult inte har vandrat upp i
vattendragen i regionen. En alternativ forklaring var torkan som radde i omradet. Tva
lokaler vid vattendraget i Hautraskbacken var helt uttorkade. Vidare var Kioskbacken vid
Kappelhamnsviken narmast uttorkad med endast mindre vattensamlingar bestdende,
dock detekterades flodnejondga vid lokalen. I kustomradet utanfér Ara har svartmunnad
smorbult rapporterats, men da ett vandringshinder ligger strax intill havet vid lokalen
kan denna potentiellt forhindra uppvandring av arten hir. Sammantaget indikerar
inventeringen att arten inte rort sig uppat i vattendragen pa norra sidan av Gotland, men
da forhallandena var forsvarande ar det svart att slutgiltigt sdkerstélla.
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Figur 1. eDNA-detektion for Svartmunnad smorbult i Bogeviken och tidigare fyndplatser de senaste 15 aren

(Artfakta). Majoriteten av tidigare observationer gjordes 2020-2021.
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Figur 2. eDNA-detektion for Svartmunnad smorbult i Gothemsa och tidigare fyndplatser de senaste 15 dren

(Artfakta). Den tidigare observationen i kustomradet gjordes 2019.
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Figur 3. eDNA-detektion for Svartmunnad smorbult i Skarnviksan och tidigare fyndplatser de senaste 15 dren

(Artfakta). De tidigare observationerna i kustomradet gjordes 2018-2020.



Flodnejondga hade positiv detektion i atta lokaler som var val spridda 6ver Gotland.
Detektion gjordes i Robbjansan, Bane &, Gartarved, Hultungsa, Kioskbacken, Sjalso samt
vid bada lokalerna vid Irea (figur 4). Detektionen vid Gartarvea var dock svag, med endast
1/3 positiva utfall i qPCR testet, men da flodnejondga tidigare rapporterats i vattendraget
vid fyra tillfdllen (2017-2018) beddmer vi detektion som sannolik. Generellt matchades
eDNA-detektioner vil med rapporterade observationer fran de senaste 15 aren. Att
positiva detektioner gjordes for flodnejondga i Sjalso, Gartarvea och Kioskbacken trots att
vattendragen var segmenterade i pooler pavisar dven metodens formaga att prestera
dven under ogynnsamma forhallande.

Flodnejondga eDNA-detektioner
och tidigare observationer

* Flodnejondga eDNA-detektioner
¢ Flodnejondga observationer artfakta

fred
Kioskbacke
* * *Hultungsén

Sjalso *

Robbjansan *

Gartarves
Bane 5 g Ml
. *

L

A 0 10 20 km

Figur 4. Detektioner for flodnejondga pa Gotland och tidigare fyndplatser de senaste 15 aren (Artfakta). De

tidigare observationerna férekom under hela tidsspannet 2006-2021.



3.2 Faltprovtagningen, beskrivning och lardomar

En rimlig tidsatgang for provtagningen bedoémer vi till 3-6 arbetsdagar, beroende pa
arbetstempo, erfarenhet, antal provtagare och tid per dag i falt. Provtagning bor helst
genomforas i ett terrdngvanligt fordon samt med en elektronisk handpump for
vattenfiltrering. Allokering av provtagningspunkter var valgenomtinkt och
representerade en stor andel av Gotlands betydande vattendrag. Majoriteten av lokaler
var vidare lattillgangliga fran vag, med undantag for lokalerna Hugreifsan 6vre (ID 17)
och Gartarvea (ID 15), som kravde betydligt mer arbetsinsats for att provta. Lokalerna lag
generellt aningen avsides vilket gav arbetsro och med majlighet att parkera bilen pa en
rimlig plats. Undantagen var primart Bangan (ID 5), Hugreifsan (ID 16), Gothemsan (ID
10) och Burgviksan (ID 21). For dessa lokaler ar det en god idé att notifiera narmaste
markdgare och eventuellt be om att fa lana en yta for parkering da alternativen var
begriansade. Bemotande var annars genomgaende positivt nar vi forklarade syftet med
provtagningen. Vid Vikea (ID 8) rekommenderas att ta vigen soderifran, da viagen ar for
smal for métande trafik fran norra sidan mot lokalen.

Vidare foreslar vi en justering av ID numrering for provtagning. Den nuvarande
provtagningsnumreringen utgar sannolikt fran Fard och fortsitter mestadels medurs
runt 6n, men det finns aven ett antal narliggande lokaler som har hopp i sin ID numrering.
Vi foreslar att dndra numreringen for provtagningslokalerna sa som de ar beskrivna i
nedanstdende karta och tabell (figur 5, tabell 1). Den forsta lokalen norr om Visby blir da
ID 1 och sen fortsidtter numreringen medurs runt 6n, saledes blir lokalen ndrmast soder
om Visby den sista lokalen (ID 31).

Vattendrag | OldID NewlD Vattendrag | OldID NewID
Hauan/Hautraskback 1 8 | Hugreifsan ov 17 21
Hauan/Hautraskback 2 9 | Bane & 18 24
Hultungsa 3 10 | Djupa 19 18
Bangan 4 12 | Narka 20 27
Bangan 5 11 | Burgsviksa 21 28
Vagumean 6 13 | Robbjansan 22 29
Bogeviken 7 14 | Vastergarnsan 23 30
Vikean 8 15 | Véastergarnsan/id 24 31
Gothemsan 9 16 | Sjalso 25 1
Gothemsan 10 17 | Lummelundad 26 2
Skarnviksan/Nygards 11 19 | Irea 27 3
Tutena 12 26 | Ired 28 4
Halsegardaan 13 25 | Kioskbacke 29 5
Halsegardaan 14 23 | Vallesan 30 6
Gartarvea 15 20 | Ara 31 7
Hugreifsa 16 22

Tabell 1. Tabell 6ver férslagna ID dndringar.
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ID forslag for
framtida provtagningar

®  Provtagningslokaler

Figur 5. Forslag till dndrad ID-numrering av provtagningslokalerna for flodnejondga och svartmunnad

smorbult.



3.3 Aterkoppling hydrologi

Det torra hydrologiska laget pa Gotland under provtagningen hade en paverkan pa eDNA-
undersokningen. Totalt var 6 lokaler helt uttorkade: Haua/Hautraskbacken (ID 1-2),
Halsegdrdaan (ID 13-14), Djupa (ID 19) och Burgviksa (ID 21). Vidare var flera ytterligare
vattendrag segmenterade i avskilda pooler (exempelvis Sjilso, ID 25), eller hade ett
mycket begrinsat flode (exempelvis Bane §, ID 18).

Detta ar problematiskt i det avseendet att det uppstar en tveksamhet gillande provets
rumsliga representation. I klarsprdak sa kommer provet antingen att representera
vattendraget eller den lokala vattensamlingen, beroende pa tiden som lokalen varit helt
eller delvis isolerad fran vattendraget. Det beror pa att vattensamlingen bara
representerar vattendraget sa lange eDNA-partiklarna fran vattendraget bestar i
vattensamlingen. Forenklat visar experiment att eDNA tenderar att besta mellan 2-14
dagar i mescososm (avgransade vattenbassinger) experiment som efterliknar naturliga
sotvattenforhallanden (Dejean m.fl. 2011, Thomsen m.fl. 2012a, Thomsen m.fl. 2012b,
Piaggio m.fl. 2014). Studier har dven tittat specifikt pa de fysikaliska parametrar som
paverkar eDNA-nedbrytning (Strickler m.fl. 2015), framst temperatur, pH och UV-]jus. I
de stagnerade vattendragen pad Gotland under bdrjan av september kommer
vattentemperaturen vara forhdllandevis hog, UV-strdlning markant och sannolikt
penetrera hela vattenpelaren, samt att vatten ar stillastdende vilket gynnar bakteriell
omséttning. Detta ar faktorer som alla bidrar till snabbare nedbrytning av eDNA. Saledes
kan vi formoda att eDNA endast kommer besta under ett fatal dagar. F6ljden blir da att
segmenterade vattendrag snabbt kommer sluta representera vattendraget, och detektion
forutsatter att malarten finns i den faktiska vattenkroppen, vilket forstas sdnker
sannolikheten for detektion.

September beskrivs vidare ofta som det "hydrologiska nyaret” da minimifléden ofta
noteras, vilket gor perioden for provtagningen problematisk for gotlandska vattendrag.
Saledes foreslar vi att framtida inventeringar ocksa vager in det hydrologiska laget i
planeringen, vilket sannolikt skulle innebdra en provtagning tidigare under
sommarmanaderna.
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