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NATURVARDSVERKET RAPPORT 7154
Utveckling av eDNA som metod for évervakning av gaddda

Forord

Har presenteras resultaten fran forskningsprojektet "Utveckling av eDNA som metod
for overvakning av gédda”. Projektet ir ett av atta projekt som genomférts inom
forskningssatsningen DNA-metoder inom miljodvervakning.

Med forskningsomradet ville Naturvardsverket och Havs- och vattenmyndigheten
stodja forskning som kan bidra till en béttre och effektivare miljédvervakning genom
inférande av DNA-baserad analysteknologi.

Projektet har finansierats med medel fran Naturvardsverkets miljoforsknings-
anslag.

Rapporten har skrivits av Anti Vasemaégi, Erik Karlsson, Martin Ogonowski,
Goran Sundblad, Josefin Sundin och Patrik Bohman (Sveriges lantbruksuniversitet).

Rapporten har granskats for vetenskaplig kvalitet av Anette Engesmo (NIVA,
Norge) och for praktisk relevans av Fredrik Ljunghager (Havs- och vattenmyndigheten).

Forfattarna svarar fér rapportens innehall.

Stockholm i april 2024

Marie Uhrwing
Avdelningschef, Hallbarhetsavdelningen
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Sammanfattning

Tillforlitlig information om bestandens utveckling dr grunden for férvaltningen av
akvatiska resurser. Arter med l14g fangstbarhet med traditionella miljoévervaknings-
metoder forbises dock ofta vilket leder till att data som kravs for att fatta vilgrundade
férvaltningsbeslut saknas. Aven om de senaste framstegen indikerar att miljo-DNA
(eDNA) kan anvéandas for 6vervakning av biologisk mangfald, dr dess potentiella
anvindning fér uppskattning av méngd (antal och biomassa) fortfarande delvis
okind. Flera studier indikerar att eDNA kan ge kvantitativa uppskattningar av
maéangden fisk, men precisionen varierar med art och system. Det dr darfor troligen
noédvindigt att utvirdera méjligheterna fran fall till fall. Aven om linjéra samband
har erhéllits i kontrollerade experiment varierar forklaringsgraden i naturliga system,
déir eDNA i genomsnitt férklarar 57 % av variationen jamfoért med 81 % i kontrollerade
experiment i mesokosmer. Variabiliteten i dessa uppskattningar kan hinforas till
skillnader i metoder som jamfors, hydrologiska forh&llanden, DNA-extraktions-
metoder, forekomst av humus- och garvsyror som himmar polymeraskedjereaktion
(PCR), sedimentpartiklar i vattnet, fiskbestandets storleksstruktur och vattnets
temperatur.

Géadda (Esox lucius) ar en populér art inom fritidsfisket och en viktig rovfisk i
sdtvattens- och kustekosystem. I Ostersjon tyder flera studier pa att giddbestanden
pa Sveriges ostkust har minskat drastiskt. Orsakerna dr antagligen flera men sanno-
likt en konsekvens av 6kad predation pa vuxna individer fran grasil och skarv,
predation pa juvenila stadier av storspigg, férsimrade rekryteringshabitat och
aven en period med hog dédlighet inom fritidsfisket i bérjan av 1990-talet. Gdddan
samlas i grunda vegetationsklddda omréden for att leka under varen och har en stark
hemortstrogenhet vilket innebar att bestandet bestar av flera lokala delpopulationer.
For stationira arter som bildar genetiskt stabila och distinkta populationer 6ver
ganska smi geografiska omriden bor forvaltningen ta regional hinsyn. Det innebér
att 6vervakningen behover ha en god geografisk tickning och det finns ett behov av
Overvakningsmetoder som gor det méjligt att beddma gdddpopulationernas status
pa lokal niva. P4 grund av gidddans stillastdende beteende och 1aga fingstbarhet
i traditionella, passiva och dédliga évervakningsmetoder s& som standardiserade
provfiskenit, var syftet med detta projekt att utveckla en skonsam men effektiv
metod for 6vervakning av gddda med hjilp av eDNA.

For att utvardera hur mangden gidda relaterar till eDNA-KRoncentrationer under
kontrollerade férhallanden utférde vi akvarie- och mesokosmexperiment med
bide juvenila och vuxna individer riktade mot cytokromoxidas I-genen (COI). Vi
utviarderade prestandan hos olika extraktionsmetoder (DNeasy Blood & Tissue Kit,
DNeasy PowerWater kit, and Chelex 100) och filter (enkelt vs dubbelmembranfilter).
Resultaten frin bada foérsoken visade ett starkt positivt linjirt samband mellan
eDNA-Koncentration och gdddbiomassa (R? = 0,74-0,87). Nivierna av eDNA sjonk
drastiskt inom de forsta 24 timmarna efter att arsyngel avldgsnats fran akvarierna
och ldga nivaer kunde detekteras i upp till 308 timmar. Av extraktionsmetoderna
gav Chelex 100 den hogsta DNA-koncentrationen, vilket erbjuder ett snabbt och
kostnadseffektivt alternativ jaimfért med befintliga, allmént anvdnda extraktions-
metoder. Att anvdnda dubbla membranfilter av olika material visade ingen 6kning
av DNA, oavsett extraktionsmetod, men det gjorde att mer vatten kunde filtreras.
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Vi har ocksa utvecklat en ny repetitiv markor baserad pa nukledrt DNA for eDNA-
analyser av gddda. Analys av eDNA-prover fran tidigare mesokosmexperiment visade
att den nukledra markoren amplifierade ca 2,4 Cq tidigare 4n den mitokondriella,
vilket indikerar hogre kdnslighet hos den nyutvecklade markéren.

For att utvardera eDNA som metod och studera dess rumsliga och tidsméssiga
variation genomfdrdes faltforsok i 22 vikar i Ostersjon. Erhallna eDNA-koncentrationer
jaimférdes med tidsméassigt matchade fingster fran ett standardiserat spoprovfiske.
Vi fann att variationen i eDNA-koncentrationer mellan transekter var mattlig (21 %)
men fortfarande betydligt 14gre 4n mellan vikar och dterkommande bestk i samma
vikar (52 %), vilket tyder pé att rumsliga skillnader inom vik dr av mindre betydelse
under viren nir giddan leker. Standardiserade spoprovfiskefangster, vik och vatten-
temperatur forklarade tillsammans 48 % av variansen i uppmaétta eDNA-koncentra-
tioner. DNA-koncentrationerna minskade med 6kad storlek pé viken, vilket tyder
pa en utspiddningseffekt. Noterbart ar att forhéllandet mellan eDNA och standar-
diserade spoprovfiskefingster var positivt, men varierade med temperaturen. Det
kommer darfor vara avgérande att vilja lampliga provtagningstider for att gora
longitudinella data jAimférbara.

For att testa huruvida eDNA kan anvindas for att 6vervaka tidsméssiga forand-
ringar gjorde vi ett faltforsok under lekvandringen i Hemmesta vatmark. Uppmaétta
eDNA-koncentrationer jimfordes med mingden gddda som vandrat upp i vitmarken,
vilket méattes med en fiskrdknare kKopplad till en videokamera. Uppmétta eDNA-
koncentrationer uppvisade konsekventa monster med fiskrdknaren for bAde nukledra
(nDNA) och mitokondriella (mtDNA) analyser. Tvirtemot vad som forvintades var
den uppskattade eDNA-KRoncentrationen i vattnet som strommade ut frdn vitmarken
inte relaterad till den kumulativa midngden gidda som samlats i vitmarken for att
leka. Istillet aterspeglade eDNA-koncentrationerna kortvarig migrationsaktivitet
under en 48-timmarsperiod, vilket visar att hog tidsupplésning dr mojlig.

Vart projekt stéder den vixande méingden forskning som visar ett positivt samband
mellan mingden fisk (antal och biomassa) och eDNA-koncentrationer under naturliga
forhallanden. Genom att optimera provtagning och laboratorietekniker har vi tagit
viktiga steg mot att utveckla eDNA som metod for dvervakning av gidda. Aterstaende
steg inkluderar en béttre forstaelse av osékerheter nér det géller tolkningen av eDNA-
signalen &ver varierande spatiotemporala skalor, sdrskilt mellan ar, och standar-
disering av delar av metoden for att bibehalla jamforbara tidsserier i takt med att
eDNA-metoder fortsitter utvecklas. Kvarstiende fragestillningar foreslas 16sas inom
ett pilotprogram som under ett antal ar (3-5) 16per parallellt med andra évervaknings-
metoder fér gidda, sdsom standardiserat spéprovfiske. Ett sddant pilotprogram skulle
Oka den befintliga kunskapen och bidra med de aterstdende pusselbitarna for att
utveckla en nationell 6vervakningsmetod for gidda.
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Summary

Reliable abundance information is the foundation for managing aquatic resources.
Species with low catchability are, however, often overlooked in monitoring programs
and governing bodies lack the data necessary to make well-informed management
decisions. While recent advances suggest that environmental DNA (eDNA) can be
successfully used in biodiversity monitoring based on presence/absence data, its
potential use for biomass estimation is still unresolved. Several studies have suggested
that eDNA can produce quantitative estimates of fish abundances, but the precision
varies greatly depending on the species and system. It is, therefore, necessary to
evaluate its performance and investigate how fish biomass and density affects eDNA
dynamics on a case-by-case basis. Although linear relationships have been obtained
in controlled experiments, the precision of these estimates varies greatly in natural
systems where eDNA on average explains 57 % of the variance compared with 81 %
in controlled mesocosm experiments. The variability in these estimates can be
attributed to differences in ground truthing methods, hydrologic conditions, DNA
extraction methods, presence of polymerase chain reaction (PCR) inhibiting humic
and tannic acids, sediment particles in the water, size distribution of the local
population and ambient temperature.

The northern pike (Esox lucius) is a popular focal species for the recreational
fishery and a keystone predatory fish in freshwater and coastal ecosystems. In the
Baltic Sea, large-scale patterns indicate that the pike populations on the east coast
of Sweden have drastically declined. The reasons are multifaceted but likely a con-
sequence of increased predation on adults from gray seals and cormorants, predation
on juvenile stages by three-spined stickleback, loss of recruitment habitats, and also
a period of high recreational fishing mortality during the early 1990s. For stationary
species which form genetically stable distinct populations over rather small geo-
graphical areas management needs to be regional and there is a need for monitoring
methods which can accurately assess the status of pike populations on a local scale.
Northern pike aggregates in shallow areas to spawn during spring and have a strong
homing behavior. This requires monitoring with a high level of spatial coverage,
which poses challenges to the management of this species. Since traditional, passive,
and lethal monitoring methods have proven ineffective, the aim of this project was
to develop and evaluate the performance of a non-invasive monitoring protocol for
northern pike using eDNA.

To evaluate how biomass and density of northern pike relate to eDNA concen-
trations in controlled conditions, we carried out aquarium and mesocosm experi-
ments using both juvenile and adult individuals targeting the cytochrome oxidase
I gene. We also evaluated the performance of multiple extraction methods (DNeasy
Blood & Tissue kit, DNeasy PowerWater kit, and Chelex 100), and filtering systems
(single- vs. double-membrane filters). The results from both pike experiments showed
a strong positive linear relationship between eDNA concentration and pike biomass
(R2=0.74-0.87). Levels of eDNA dropped drastically within the initial 24 h of juvenile
pike being removed from the aquaria, and low levels were detectable for up to 308 h.
Of the extraction methods, Chelex 100 yielded the highest DNA concentration,
offering a quick and cost-effective alternative compared with existing widely used
extraction methods. Using double membrane filters of different material showed
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no increase in DNA yield regardless of the extraction method but it allowed more
water to be processed. We also developed a new highly repetitive nuclear DNA-
based marker for eDNA analyses of northern pike. Analysis of eDNA samples from
earlier mesocosm experiment showed that the nuclear assay amplified ca 2.4 Cq
earlier than the mitochondrial assay indicating higher sensitivity of the newly
developed marker.

To assess the spatiotemporal variability and predictive power of quantitative
eDNA analysis, we studied 22 coastal bays in the Baltic Sea and linked the obtained
eDNA concentrations to temporally matched catches from standardized angling.
We found the variability in eDNA concentrations between transects to be moderate
(21 %) but still considerably lower than across bays and visits (52 %), suggesting
small-scale spatial differences are of less importance during spring when pike spawn.
Standardized angling catches, bay area, and water temperature together explained
48 % of the variance in eDNA concentrations. DNA concentrations decreased with
the increasing bay area, likely indicating a dilution effect. Notably, the relationship
between eDNA and standardized catches was positive but varied with temperature.
Therefore, choosing appropriate sampling times will be crucial in order to make
longitudinal data comparable.

To evaluate the usefulness of eDNA to monitor temporal changes in pike
abundance during the spawning migration, we studied eDNA dynamics in Hemmesta
wetland and compared the results with recorded video camera data. Temporal
analyses of pike eDNA concentrations revealed highly consistent patterns for both
nuclear (nDNA) and mitochondrial (mtDNA) assays. Contrary to expectations,
estimated eDNA concentration in the water flowing out from the wetland was not
related to the cumulative number of pike that aggregated in the wetland to spawn.
Instead, pike eDNA concentrations reflected short term migration activity over
a 48h time frame, highlighting that high temporal resolution is possible.

Our project supports the growing body of evidence showing a positive relationship
between fish abundance/biomass and eDNA concentrations in the wild. By optimising
sampling procedures and eDNA methods we have taken important steps towards
operationalizing monitoring for pike. Remaining steps include a better understanding
of uncertainties regarding the representability of the eDNA signal over varying spatio-
temporal scales, especially between years, and standardising parts of the methodology
to allow longitudinal monitoring as eDNA methods continue to be developed. Out-
standing issues are suggested to be solved within a pilot program that for a number
of years (3-5) runs in parallel with other monitoring methods for pike, such as
standardized angling. Such a pilot programme would increase existing knowledge
and contribute the remaining pieces of the puzzle to develop a national monitoring
method for pike.
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1. Inledning

Forvaltning och bevarande av vara fiskpopulationer krédver robust och kontinuerlig
dvervakning 6ver bade tid och rum. Overvakning med traditionella metoder som
nit och andra passiva redskap har producerat 1anga, vardefulla tidsserier for de
flesta arter. Dessa metoder lider dock av problem med fangstbarhet genom att vara
selektiva nir det giller storlek och art, vilket leder till brist p& information for vissa
arter, dven sddana av sarskilt kommersiellt och socioekonomiskt intresse. Traditio-
nella metoder leder ocksa till betydande fiskdodlighet vilket gor att de inte lampar
sig for 6vervakning av sillsynta eller kinsliga arter. Ur etisk synvinkel dr det 6nskvart
att minimera fiskdddlighet till f6ljd av 6vervakning for alla arter.

Milj6-DNA, eDNA, har uppméarksammats som en lovande metod for att komplet-
tera den traditionella fisk6vervakningen. Metoden har visat sig vara ett kostnads-
effektivt och icke-d6dligt verktyg fér 6vervakning av biodiversitet och invasiva
och hotade arter, men &ven for arter och omrédden dar konventionell 6vervakning
inte ar funktionell. Tva huvudsakliga metoder anvénds for att detektera DNA
frdn organismer i vattenmiljoer; flerartsanalys (metabarcoding) och enartsanalys
(kvantitativ PCR, qPCR, eller digital PCR, dPCR). Genom flerartsanalys observeras
forekomst av arter fran en specificerad taxonomisk grupp genom sekvensering
av DNA-fragment (Miya 2022). Tekniken ger information om férekomst av en
mangd fiskarter samtidigt, vilket gér den relevant for undersdkning av biodiversitet
(Valentini et al. 2016; Goutte et al. 2020). De kvantitativa aspekterna av denna metod
har dock inte &nnu kunnat ge tillférlitliga kvantitativa mangdmatt, nédvéandigt for
implementering inom 6vervakning och forvaltning av fiskbestind. Enartsanalys
gors genom artspecifika analyser baserat p& kvantitativ PCR (qQPCR) eller digital PCR
(dPCR). Tekniken med kvantitativ PCR dr mer lovande for kvantitativa skattningar da
eDNA-koncentrationer har visat sig korrelera med mingd (biomassa och abundans)
av flera olika organismer i bade laboratorie- och féaltférhallanden (Rourke et al. 2022).
Styrkan och formen pé forhallandet mellan DNA och méingden fisk piverkas dock
av biotiska och abiotiska faktorer och har visat sig variera med art (Rourke et al.
2022). Darfor ar det viktigt att etablera och validera forhallanden mellan eDNA och
maingd fisk pd artniva. Hur férhallanden mellan mingd fisk och eDNA varierar med
storlek av fisk ar heller inte klarlagt och forskning p& hur beteende av fisk paverkar
sambandet 4r begridnsad. Sdsongsbetonade fluktuationer kan ocksa introducera
tidsméssig variabilitet i eDNA-mitningar vilket gor det viktigt att utvirdera och
identifiera ndr denna variation dr som lagst. Hur eDNA-signalen varierar vid olika
rumsliga skalor, till exempel inom och mellan olika grunda vikar och hur reproducer-
bara dessa métningar ar 6ver tid, r avgdrande fOr att faststélla IAmpligt antal prover,
provtagningsperiod och rumslig férdelning av prover att samla in for en effektiv
Overvakning.

En viktig men dnnu relativt ostuderad aspekt av eDNA ir effekten av storleks-
strukturen hos fiskpopulationen pa miangden eDNA. Till exempel férvintas kvanti-
tativa eDNA-uppskattningar variera mellan vuxna fiskar och en yngelaggregation
av samma totala vikt p4 grund av storleksspecifika skillnader i metabolism och
utsondring av eDNA. Eftersom nuvarande eDNA-metoder inte kan skilja pa

10
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ursprunget av DNA-molekylerna innebér det att kvantitativa eDNA-métt potentiellt
kan underskattas eller 6verskattas beroende pa om populationens storleksstruktur ar
starkt lutat mot liten eller stor fisk. Det relativa bidraget av eDNA fran bade juveniler
och adulter behover ddrfér utredas. Aven val av metoder for isolering, extrahering
och kvantifiering av eDNA kan paverka sambanden. Sammantaget finns dirfor ett
stort behov av utveckling och standardisering innan teknikerna kan tillAmpas for
Overvakning av fiskarter som i dag lider av kunskapsbrist inom forvaltningen.

Gédda (Esox lucius L.) ir en nyckelart i svenska sjdar och 1ings Ostersjons kuster.
Den utg0r en av de viktigaste arterna for svenskt fritidsfiske och spelar en viktig roll
i att bevara ekosystemens héilsa och funktion (Craig 2008; HaV 2022). Hilsosamma
bestand av gidda hjélper till att halla nere populationer av mesopredatorer, som
storspigg, och ddrmed epifytiska alger, vilket gynnar habitatbildande vegetation
och motverkar effekter av eutrofiering (Ostman et al. 2016; Donadi et al. 2017;
EKI106f et al. 2020). Kunskapen om gdddbestdndens utveckling 4r dock begriansad.
En lag fangstbarhet i traditionella provfiskemetoder forsvarar arbetet med att
beddma status for bestdnden och deras betydelse for ekosystemen, vilket leder
till bristfilliga underlag fér forvaltningen.

Det finns dock indikationer pa att méanga av Ostersjéns giddbestand har minskat
dramatiskt sedan 90-talet vilket har vackt oro hos bade allminheten och forskare
(Bergstrom et al. 2022; Olsson et al. 2023). Forlust och férsdmring av lekhabitat,
predation pi dgg och yngel fran storspigg, dkande populationer av skarv och sil
och fiske har alla troligen bidragit till nedgangen av giddbestind ldngs Sveriges
Ostersjokust (Sundblad & Bergstrom 2014; Hansson et al. 2017; Hansen et al. 2019;
EKI16f et al. 2020; Olsson et al. 2023). For att minska problemen har flera olika
atgiarder genomforts, inklusive aterstillning av lekomriden (Tibblin et al. 2023),
begriansningar av fisket genom inférandet av nya fiskeregler (ar 2010 inférdes ett
storleksfonster, 40-75 cm, och en maximal landad fingst om 3 gdddor per person
och dag), samt lekfredningsomraden, dér allt fiske forbjuds i utvalda lekvikar under
varen (1 april - 15 juni).

En utmaning fér uppféljningen av atgirdernas effektivitet har varit avsaknaden
av tillférlitliga och kostnadseffektiva inventeringsmetoder. Lansstyrelsen i Stockholms
14n har darfér utvecklat en metod med spdprovfiske, vilket innebér att de omraden
som ska inventeras fiskas systematiskt med standardiserade sportfiskemetoder (se
tex Ek16f et al. 2023). Metoden har ocksa testats i Vanern (Sundblad 2023). Dar har
motsvarande negativa utvecklingar som setts pa kusten inte noterats, men behoven
av uppfoljning av bestdndsstatus i de fem stora sjdarna i Sverige dir staten ansvarar
for fiskforvaltningen ar 4nd4 stora (Fiskbarometern.se).

Projektet ePIKE har haft som malsittning att utveckla en skonsam eDNA-
metod som kan anvindas for kvantitativ uppféljning av mingden giddda. Fér
att na dit har vi genomfort experiment i laboratoriemiljo, utomhus i stora kar
(mesoskosmer) under semi-naturliga forh&llanden, samt utfért undersékningar
i gdddans naturliga livsmiljo for att undersoka rumslig och temporala aspekter.
For att optimera provtagningsmetoden har vi parallellt testat och utvecklat
tekniker fOr att filtrera, extrahera och amplifiera eDNA. I denna rapport redovisar
vi projektets metoder och resultat.
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2. Metoder

Projektet har utgatt fran tre dvergripande delar som syftade till att i) utveckla eDNA
som 6vervakningsmetod for gidda, ii) etablera samband mellan eDNA och gddda av
olika storlek, antal och biomassa via experiment i forst laboratoriemiljo och sedan
semi-naturliga forhallanden och slutligen iii) anvinda erhéllen erfarenhet for att
undersdka méjligheterna under naturliga férutsittningar.

For att utveckla eDNA som en metod har vi jamfort olika satt att samla in,
extrahera och amplifiera eDNA. Det innebér att vi har testat olika filter och filter-
kombinationer, olika kommersiella extraktionskit och hur inhiberade prover kan
hanteras. For att optimera amplifieringen har vi utvecklat en qPCR-assay som baseras
pa nukledrt DNA, vilket skiljer sig frin andra assayer som baseras pa mitokondriellt
DNA. Genom att jAmfora relativa frekvenser av nukledrt och mitokondriellt DNA
ville vi se om det gar att spara aktiv lek hos gddda.

FOr att etablera samband mellan eDNA och mingden gidda i vattnet har vi
anvant en successivt stigande komplexitet i vara forsok. Vi inledde med experiment
med arsyngel av gddda i kontrollerade miljoer pd laboratorium. Darefter genomforde
vi forsok med adulta gdddor under semi-naturliga forhallanden i stora kar (meso-
kosmer) i experimentanliggningen vid SLU:s sdtvattenslaboratorium i Drottningholm.
Slutligen genomforde vi ocksi tva storre filtstudier. Den forsta fokuserade pa rumsliga
skillnader genom provtagning av ett drygt tjugotal vikar i Stockholms skargard, vid
tva tillfdllen under leken pé varen. Den andra fokuserade pa temporal utveckling
genom att folja lekmigrationen och ansamlingen av gddda i en stor vitmark utanfor
Stockholm; Hemmesta sjodng i Virmdo kommun.

2.1 Optimering av metodik for insamling
och extraktion

FOr att optimera insamlingen av eDNA och extraktionsmetodik genomforde vi flera
olika typer av forsok i en kontrollerad laboratoriemiljo vid SLU:s s6tvattenslaboratorium
i Drottningholm. Vid dessa experiment maximerade vi dirmed isoleringen av mélarts-
DNA genom att utesluta vissa variabler som annars kan uppkomma vid experiment

i naturliga vatten och som kan péaverka resultaten. I de forsta akvarieexperimenten
(med arsyngel av gédda, se avsnitt 2.3) tog vi 500 mL vattenprover vid olika tidpunkter
(22, 48 och 70 timmar efter att giddorna introducerades) for att sdkerstilla att eDNA-
nivderna hade natt jimvikt ("steady state”) i akvarierna. FOr att underséka skillnaden
mellan minskningen i eDNA-koncentration utan gadda och retentionstiden for
eDNA i akvariet togs ytterligare prover (27, 74, 121 och 238 timmar efter att giddorna
avldgsnats). Vid detta forsta experiment vakuumfiltrerades vattenproverna med

ett cellulosanitratmembranfilter (diameter: 47 mm och porstorlek: 1,2 um). Filtren
forvarades vid -20 °C (ett filter per akvarium och tillfille) fram till extraktion. Vid
DNA-extraktionerna anvindes DNeasy PowerWater kit (Qiagen), med mindre for-
andringar av standardprotokollet (se Karlsson et al. 2022). Extraktionerna utfordes
vid Institute of Technology, University of Tartu i Estland. Totalt extraherade vi DNA
fran 86 filter med ytterligare fem negativa kontroller for att testa for kontaminering
under extraktion.
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Baserat pa erfarenheterna fran vara forsta experiment justerade och forbéttrade vi
successivt var provtagnings- och analysmetodik. For att ytterligare optimera vara
metoder utférde vi en metodjamforelse dir vi utvarderade tre olika extraktions-
metoder och tva filterkombinationer. Vid denna provtagning tog vi ett stort vatten-
prov (ca 30 L) fran tvd mesokosmer (utomhuskar) fran experimentet utfért under
semi-naturliga forhallanden (se avsnitt 2.4). Ett poolat vattenprov pa 1L filtrerades
sedan med hjilp av en plastspruta (300 mL) genom en Swinnex filterhallare laddad
med ett eller tvd kombinerade 16sa filter (diameter: 47 mm). Vi anvinde fyra replikat
for varje filterkombination, extraktionsmetod och mesokosm. Filtren frystes
omedelbart vid 20 °C med hjilp av en barbar frys och férvarades sedan vid -80 °C
fram till extraktion. Extraktionerna genomfodrdes vid SLU:s sétvattenslaboratorium
i Drottningholm.

I ett sista experiment med adulta gdddor togs 1 L vattenprover under fyra
separata tillfillen (innan forséket och sedan vid 48, 120 och 168 timmar efter
introduktion av gdddor) for att sdkerstélla att jimvikt hade uppnétts och for att
undersoka hur férhéllandet mellan eDNA-koncentration och giddbiomassa
utvecklades dver tid. Vattenprover togs strax under vattenytan, utan féregdende
omrorning, for att simulera en provtagning under naturliga férhallanden. Vi
filtrerade vattenproverna omedelbart efter insamling. En plastspruta (300 mL)
anvindes for att filtrera vatten genom en Swinnex-filterhallare laddad med ett
cellulosanitratfilter (porstorlek: 0,8 1m) och ett glasmikrofiberfilter (GFFA, por-
storlek: ca 1,6 pm). Glasmikrofiberfiltret fungerade som ett forfilter (och hade testats
ut vid tidigare metodforsok) vilket 14t en stérre volym vatten passera. P4 detta sétt
kunde vi 6ka mingden vatten fran det forsta forsoket till 1 L. Efter filtreringen frystes
filtren omedelbart till -20 °C med hjilp av en barbar frys och forvarades sedan i
-80 °C fram till extraktion. Baserat pa resultat frn tidigare experiment (inklusive
extraktionsutvirderingen) extraherades DNA fran bada filtren med ett modifierat
Chelex 100-protokoll (Karlsson et al. 2022) vid SLU:s sotvattenslaboratorium i
Drottningholm.

211 Test avolika filterkombinationer

Vi jamforde olika filter genom att filtrera 1 L vatten genom antingen ett enkelt
cellulosanitratfilter (porstorlek: 0,8 1m) eller en kombination av ett cellulosanitrat-
filter (porstorlek: 0,8 um) och ett glasmikrofiberfilter (GFFA, porstorlek: ca 1,6 pm).

21.2 Jamforelse av extraktionskit

For att extrahera eDNA fran filter 4r det vanligt att anvinda kommersiella extraktions-
kit. S&dana kit innehaller olika buffertar och utrustning som i slutdndan utvinner sa
mycket hégkvalitativt DNA som mojligt fran provet. Olika Kit har specifika egenskaper.
En del ir specialiserade for provtagning av dricksvatten och vissa kit anvands for
fororenade jordprover. I projektet utvirderade vi tre olika metoder for att extrahera
DNA: (1) DNeasy Blood & Tissue kit (Qiagen), (2) DNeasy PowerWater kit (Qiagen) och
(3) Chelex 100 harts (Bio-Rad laboratories). For varje extraktionsmetod anvindes

16 replikat (fyra replikat per densitet och filterkombination). Extraktion med DNeasy
Blood & Tissue foljde tillverkarens protokoll med mindre modifieringar (Karlsson
et al. 2022). Extraktion med DNeasy PowerWater féljde samma protokoll som
beskrivits for experimentet med arsyngel av gddda i akvarier (avsnitt 2.3 samt
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Karlsson et al. 2022). Extraktion med Chelex 100 utfordes baserat pa ett modifierat
Chelex 100-protokoll (Walsh et al. 1991). Alla extraktioner genomfordes vid SLU:s
sotvattenslaboratorium i Drottningholm.

21.3 Hantering avinhiberade prover

Prover som extraherades med DNeasy Blood & Tissue och Chelex spdddes bada i ett
1:8-férhéllande innan qPCR f6r att minska den variation mellan tekniska replikat
som troligen uppkommer pa grund av inhibition. Nivier av potentiell inhibition av
gPCR-reaktioner testades inte explicit vid vara akvarie- eller mesokosm-experiment.
I de rumsliga faltférsdken (OgonowsKi et al. 2023) anvindes dock ett kit for intern
positiv kontroll (IPC, Cy®5-QXL ®670 Probe; EuroGentec). Detta kit kordes i duplex-
reaktioner for att kontrollera potentiell inhibering. En mix av 0,3 uL 10 x IPC-
blandning och 0,2 pL av IPC-templat-DNA adderades till varje reaktion. Inhibering
i eDNA-primerna baserades pa avvikande IPC Cq-virden. IPC:s forvintade Cq-virde
(6ver standardkurvan) var i genomsnitt 27,3 Cq med genomsnittliga minimum- och
maximumvirden mellan 26,5-28,5 Cq. Darfor klassificerade vi prover >28,5 Cq som
oacceptabla. Sddana “smutsiga” prover renades med ett Zymo OneStep PCR Inhibitor
Removal Kit (Zymo Research Corp.) och analyseras aterigen i gPCR. Om reningen
av provet inte forbittrade vardet forkastades provet.

2.2 Optimering av qPCR-assay for gidda

Infér projektets start hade en publicerad qPCR-assay for gddda identifierats som
passande och som vi sedan anvinde med goda resultat under projektets férsta
experiment (med &rsyngel i akvarier och adulter i mesokosmer). Med malet att 6ka
kénslighet och precision med eDNA undersoktes alternativa genetiska markorer.
eDNA studier anvinder sig traditionellt av markorer frdn mitokondriellt DNA,
baserat pa mitokondriers hoga antal i celler samt tillgdngligheten av sekvenserade
gener. Gener frin nukledrt DNA upptrdder normalt endast i en kopia per cell och
kan darfor forvantas forekomma i ldgre méngd &n gener frAn mitokondriellt DNA.
Nyligen publicerad forskning har dock visat att markorer frdn nukledrt DNA kan
utgora likvardiga alternativ med hogre precision och kinslighet (Jo et al. 2022).

2.2.1 Utveckling av assay baserad pa amplifiering av
en multi-kopierad nuklear markor

Gener som kodar for ribosomalt DNA har visat sig upptrida i extremt hoga antal
repetitioner i gdddans genom (6ver 20 000 repetitioner). Detta skulle innebéra

att eDNA markorer pa dessa regioner kan utgora ett alternativ till mitokondriella
markorer med likvirdig eller till och med hogre kianslighet (Symonova et al. 2017).
Baserat p4 Symonova et al. (2017) identifierades fem lampliga markorer for initiala
tester med hjélp av Primer3 (Untergasser et al. 2012). Eftersom dessa markorer
upptrdder i s manga repetitioner testades de med PCR pé vivnad frin gddda med
varierande temperatur och langd av annealing och elongering stegen (Figur 1).
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Primer pair 1—148 bp

- ———
Y Y Y

A: 10s A:15s A: 20s A: 30s
E: 10s E: 15s E: 20s E: 30s

For each PCR, DNA from 3 Annealing: A
individual pike were used Extension: E

Figur 1. Gelelektrofores fran PCR for optimering av tid for annealing och extension steg i PCR
for att sdkerstélla PCR produkt av enskild storlek.

Artspecificitet for vardera markorer kontrollerades genom PCR och analys av
gelelektrofores pa produkt. Av dessa beddmdes en markor vara tillfredsstillande
(Figur 2) och valdes ut for vidare utvirdering genom qPCR.

E. lucius

S. trutta
C. albula
0. epherlanus
T. thymailus
E. americanus
O. epherlanus
T. thymallus
E. americanus

“
3
S

L]
=
<

=
a
I

o

T. thymallus
E. americanus

Figur 2. Gelelektrofores fran PCR for test av artspecificitet av markor p4 DNA fran gadda (E.
lucius), sikl6ja (C. albula), nors (0. eperlanus), 6ring (S. trutta), harr (T. thymallus), graspickerell
(E. americanus) samt lax (S. salar) i tre PCR replikat.

Minsta koncentration for detektion (LOD) och minsta koncentration fér kvanti-
fiering (LOQ) faststélldes enligt Klymus et al. (2020, Figur 3). For att undersoka
markorens artspecificitet ndrmare testades den pa DNA fran 36 olika fiskarter som
ar vanligt forekommande i nordiska vatten.
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*  Excluded
® Modeled

.

Cqg-value

R-squared: 0.984652399854902 I
y =-3.95320644297026x + 45.3025544147144

1e+01 1e+03 1e+05
Standard Concentrations (copies/reaction)

Figur 3. Standardkurva for utréakning av detektions- (LOD) och kvantifieringsgrans (LOQ) for
nukledr markor. Standarden &r baserad pa syntetiskt framtagna kopior av markéren.

2.2.2 eDNA for att spara aktiv lek hos gadda

Mojligheten att kunna spara aktiv lek hos gddda med eDNA undersdktes genom
kombinerad analys av den mitokondriella och den nukledra markoren p4d DNA,
utvunnit fran ett fenklipp och mjolke fran en och samma individ. Var hypotes var
att mjolke innehaller hégre andel nukledrt DNA i férhallande till mitokondriellt
DNA in vad fenklipp och andra vivnader gor. Lek skulle darfor kunna observeras
i form av en forh6jd kvot nukleidrt mot mitokondriellt DNA.

2.3 Samband eDNA och gidda
i kontrollerad laboratoriemiljo

Det forsta forsoket med gddda i projektet var att underséka om det gar att pavisa
ett positivt samband mellan eDNA och gdddbiomassa i experiment utférda i en
kontrollerad laboratoriemiljo. Detta forsok utfordes ar 2019 vid SLU:s sétvattens-
laboratorium i Drottningholm.

2.3.1 Experimentell design

Juvenil gddda (arsyngel) samlades in genom elfiske i LAngsjons vatmark (58°38’8” N,
16°58'40” E). Insamlingen skedde i samarbete med Sportfiskarna den 26 juni 2019 och
gdddorna vigde mellan 1,2-6,9 g (vatvikt). Giddorna transporterades till laboratoriet
och holls dar i forvaringskar (200 x 82 x 29 cm) med sandfiltrerat genomflédande
vatten frdn Méilaren. Vattentemperaturen under férvaringstiden foljde naturliga
forhallanden och ljus:moérker cykeln var anpassad efter naturliga férhallanden

(17 h Jjust : 7 h morkt). Giddorna (totalt 125 stycken) holls i grupper om max
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18 stycken och sorterade efter storlek for att undvika kannibalism. Gdddorna holls
i sex dagar utan foda for acklimatisering och standardisering s att exkrementer
inte skulle paverka eDNA signalen i experimentet.

Efter acklimatiseringsperioden flyttades gdddorna till syresatta akvarier
(40 x 20 x 25 cm) fyllda med 14 L sandfiltrerat vatten frdn Mélaren. Fyra olika
densiteter av gddda testades, 1, 3 eller 9 gidddor per akvarium (Figur 4). Varje
densitet replikerades tre ganger, vilket resulterade i totalt 12 akvarier och 39 giddor.
Individer placerades randomiserat och individuellt i plastburar (Withlock-Vibert,
14 x 9 x 6 cm) i akvarierna for att undvika kannibalism. Akvarierna var placerade
i ett termokonstantrum i 19 °C med en dygns-cyKkel pa 12 h ljust, 12 h morkt. For
att kontrollera for eventuella hylleffekter fanns varje densitet representerad pa
varje hyllplan (Figur 4). Akvariernas sidor tacktes for att forhindra visuell stérning.
Vattenprover (500 ml) for DNA kvantifiering samlades in efter jamvikt vid 22 h,
48 h och 70 h. Efter tre dagar avlivades gdddorna med en 6verdos av bensokain
och vigdes. For att undersoka nedgangshastigheten i eDNA-koncentration togs
vattenprover efter 27 h, 74 h, 121 h och 238 h efter att gdddorna avlivats (Figur 4).

a) C)

b) Pike Pike d) Pike Pike
introduced removed introduced removed
72h 168h

|1 I s S

Oh 22h 48h 70h  27h 75h 121h 238h Ok 43k 120h 168h
|
L J L J
l T I
eDNA sampling eDNA sampling eDNA sampling

Figur 4. a) Schematisk illustration Gver experimentet med arsyngel av gadda i en kontrollerad
laboratoriemiljo (avsnitt 2.3). b) Tidslinje for provtagning av akvarierna. c) Bild pa ett urval av
utomhuskaren fran experimentet under semi-naturliga férhallanden (avsnitt 2.4). d) Tidslinje
for provtagning av utomhuskaren. Figur fran (Karlsson et al. 2022).

2.3.2 DNA-extraktion och gPCR-analys

Vattenproverna vakuumfiltrerades genom ett cellulosanitratmembranfilter (47 mm i
diameter, porstorlek: 1,2 pm, MFS, Membrane Filtration Systems, Dublin, Kalifornien)
och férvarades i 20 °C. Mellan varje DNA extrahering tvittades och steriliserades
filtreringsutrustningen genom att blotldgga den i fem minuter i 50 % klorin och
direfter noggrant skoljas med kranvatten. DNA extrahering utférdes vid Tartu
universitet, Estland, genom att anvinda DNeasy PowerWater kit (Qiagen) med nagra
mindre modifikationer till standardprotokollet (vortex-tiden dkades till 10 minuter
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och den slutgiltiga volymen reducerades till 70 pl). Totalt extraherades DNA fran

86 filter och fem negativa kontroller (for att kontrollera att ingen kontaminering skett
under extraktionen). For att kvantifiera médngd DNA anvindes gPCR. Kombinationen

av primer och probe utvecklades ursprungligen av Olsen et al. (2015, 2016) och har
anvéants for att detektera DNA fran giddda i vattenprover (Dunker et al. 2016, F-primer:
5-CCTTCCCCCGCATAAATAATATAA-3', R-primer: 5-GTACCAGCACCAGCTTCAACAC-3’
och probe: 5-FAM-CTTCTG ACTTCTCCCC-BHQ-1-3' Microsynth AG). Analysens mél
ar ett 94-baspar langt fragment av genen Cytochrome oxidase I (COI). gPCR utférdes
med ett Applied Biosystems 7500 Real-time PCR system med 20 pl reaktion volym.
Reaktionkoncentrationen av forward primer, reverse primer och probe var 200 nM
vardera, med 1x HOT FIREPol Probe Universal gPCR Mix (Solis Biodyne) i varje brunn,
laddad med 4 ul av provtemplate. Foljande qPCR program anvindes for alla reaktioner:
2 min vid 60 °C och 10 min vid 95 °C f6ljt av 40 cykler 4 15 sek vid 95 °C och 60 sec vid
60 °C. eDNA kvantifiering uppnaddes genom att anvinda en standardkurva som bestod
av en 8-stegs 10-faldig utspadningsserie av DNA fran giadda (0.01-100 000 pg ul™?). DNA
fran gddda extraherades fran gddd-lever med ett DNeasy Blood & Tissue kit (Qiagen).
Prover och standardkurvor kordes i kvadrupel, med fyra negativa kontroller (No
Template Control, NTC) pa varje platta. Effektiviteten per platta varierade mellan

95,8 % och 101,3 %, med R2 virden mellan 0,995 och 0,999.

24 Samband eDNA och giidda under
semi-naturliga forhallanden

Som en naturlig fortsittning pa férsoket i en kontrollerad laboratoriemiljo undersokte vi
om det gdr att pavisa ett positivt samband mellan eDNA och gdddbiomassa i experiment
utforda under semi-naturliga forhallanden. Detta forsok utférdes i mesokosmetr, stora
vattenkar, som var placerade utomhus. Denna experimentdesign gav oss moéjligheten
att aterskapa naturliga férhillanden i form av solljus, vider och vind, medan flera andra
parametrar kunde héllas konstanta och kontrollerade. Experimentet utférdes ar 2020
vid SLU:s s6tvattenslaboratorium, Drottningholm.

2.41 Experimentell design

Adult gddda (n = 48, 758-8150 g) samlades in fran Milaren med ryssjor av en lokal
yrkesfiskare i maj 2020. For att acklimatisera giddorna till experimentmiljon holls

de under 21 dagar i cylindriska utomhuskar (mesokosmer) innehéllandes 7 000 L
ofiltrerat vatten frin Milaren. Acklimatiseringen standardiserar stressnivier och
minskar risken att exkrementer paverkar experimentet (Seaburg & Moyle 1964). Efter
acklimatiseringen placerades gaddorna individuellt i nya cylindriska utomhuskar av
samma typ som under acklimatiseringen, aterigen innehéllandes 7 000 L ofiltrerat
vatten frAn Mélaren (Figur 4). Antalet kar var 13 stycken med tilligg av en negativ kontroll
utan gddda. Vattentemperaturen i varje kar méttes kontinuerligt med temperatur-
loggers (HOBO TidbiT v2 temperatur logger, Adelaide, Australien). Syrenivaerna
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i karen méttes vid experimentets slut (Rinko ASTD-102 profiler, JFE Advantech Co.,
Ltd.). Syremitningarna visade att nivaerna varierade mellan 11,8 och 12,8 mg L, vilket
ar langt 6ver de kritiska nivaerna for gddda (Inskip 1982). Efter sju dagar avslutades
experimentet och avlivade gdddor forvarades en dag i kylrum varefter ldngd (mm)
och vikt (g) méittes.

2.4.2 DNA-extraktion och gPCR-analys

Baserat pé erfarenhet frin experimentet i kontrollerad laboratoriemiljo férbéttrades
provtagnings- och analysmetoderna. Vattenprover (1 L) togs vid fyra tillfallen under
experiments gang; innan giddorna introducerats, samt efter 48, 120 och 168 timmar
efter att gdddorna introducerats (Figur 4). Vattenproverna samlades in strax under
vattenytan, utan omrdrning for att simulera provtagning under naturliga férhallanden.
Vattenproverna filtrerades direkt (via en stor spruta i plast) genom Swinnex filter-
hallare med ett cellulosanitratfilter (0.8 pm) och ett glasmikrofiberfilter (ca 1.6 pm).
Glasmikrofiberfiltret fungerar som ett forfilter vilket gor att en storre mingd vatten
kan filtreras (Capo et al. 2020). Filtren frystes direkt i —20 °C och lagrades i -80 °C till
extraktion. Mellan varje DNA-extrahering tvittades och steriliserades filtreringsut-
rustningen genom att blétldgga den i minst 10 minuter i 10-20 % Klorin och noggrant
skoéljas med kranvatten. DNA-extraheringen utférdes vid SLU:s sotvattenslaboratorium,
Drottningholm.. Baserat pa resultaten fran férsoket med att optimera insamling av
eDNA och extraktionsmetodik anvindes ett modifierat Chelex 100 protokoll for att
extrahera DNA fran bada filtren. For att kvantifiera mingd DNA kérdes qPCR pa en
CFX384 real-time PCR system (Bio-Rad Laboratories). Samma primer och probe-
protokoll anvindes som i avsnitt 2.1. Matningar av DNA-koncentration uppnaddes
genom en standardkurva som bestod av en 6-stegs 10-faldig utspddningsserie av DNA
fran gidda (0,0028-280 pg ul™). DNA frin gddda extraherades frin muskelvivnad
med ett DNeasy Blood & Tissue kit (Qiagen). Fyra negativa kontroller kordes pa varje
platta. LOD och LOQ fastslogs genom att kéra en 10-faldig utspddningsserie (som
anvinds for standardkurvan) med DNA nivaer mellan 0,00275 och 275 pg pl™ vardera
i16 tekniska replikat (Figur 5). LOD definierades som den ldgsta koncentrationen

dir 95 % av de tekniska replikaten amplifierades. LOQ definierades som den 14gsta
koncentrationen av DNA med en variationskoefficient (coefficient of variation, CV)
under 35 % (Klymus et al. 2020). Den estimerade qPCR effektiviteten varierade
mellan 98,5 % och 100,8 %, med R2 viarden mellan 0,998 och 0,996. LOD och LOQ
fastslogs bada till att vara 0,275 pg ul™. Analyser i kvadruplikat gav en effektiv

LOD pi 0,00325 pg ul™. Alla prover fran mesokosmer som innehéll gidda 1ag 6ver
denna niva.
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R-squared: 0.949064724904046
y = -2.98883145075583x + 35.1203249485138

1e-01 1e+01 1e+03
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Figur 5. Standardkurva for utréakning av detektions- (LOD) och kvantifieringsgrans (LOQ) for
mitokondriell markér. Standarden &r baserad pa DNA fran gddda som spatts i en serie.

2.5 Samband eDNA och giaddai naturlig
Kustmiljo — rumslig variation

Vi har under projektets gdng lyckats pavisa starka positiva samband mellan eDNA
och giddbiomassa i badde laboratorieexperiment och i férsok i mesokosmer utomhus.
I detta skede av projektet ville vi underséka hur vl mangden gadda skulle kunna
skattas i en naturlig kustmiljo genom att jaimfora eDNA med traditionella fangst-
metoder. I detta avsnitt testar vi hypotesen att relativa populationsstorlekar av
giddda kan uppskattas med hjilp av eDNA-analys under varen d& gaddan aggregerar
i grunda vikar for lek. Vara mal var dven att undersdka den rumsliga variationen

i eDNA-signalen och hur eDNA-signalen kan péverkas av olika faktorer s som
vattentemperatur, fiskens storlek (kopplat till eDNA-utséndring) och havsvikarnas
storlek (utspaddningseffekter).

2.5.1 Skattning av relativ gaddtathet med sp6provfiske

Totalt provfiskades 24 kustvikar vid tva tillfdllen (bes6k) med 8-20 dagars mellanrum
under varen 2020 (Figur 6). Tva av dessa vikar provtogs inte fér eDNA (Villinge,

N 59°5.7789’, E 18° 36.7948’, Jungfruskir, N 59° 8.4618’, E 18° 40.9969’). Vid varje
besok delades fisket upp pa tva pé varandra foljande halvdagar a 4 timmars aktivt
fiske vardera, omvixlande morgon (08:00-12:00) och eftermiddag (13:00-17:00).

I vissa fall utfordes dock fisket i stéllet under en hel dag (8 timmar, Figur 6). Fisket
utfoérdes av sex fiskelag dér varje lag bestod av tvd mycket erfarna gdddfiskare.
Syftet var att fiska effektivt och fanga sa mycket fisk som mojligt genom att vilja vad
provfiskarna ansig vara den limpligaste metoden och betet. Provtagningsanstrang-
ningen kvantifierades som spétimmar, det vill sdga fiskad tid per person. For varje
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besok registrerade fiskelagen ytvattentemperatur, antal sélar, skarvar, antal sport-
fiskare (dvs. en bat med tre sportfiskare raknades som tre) och stationéra fiskeredskap
pa platsen (som indikeras av bojar). Varje fangad giddda méttes och vigdes. Kons-
bestimning skedde utifran yttre morfologiska karaktédrer (Casselman 1974). Lekstatus
utvarderades visuellt enligt expertbeddmning och klassificerades som antingen
konsmogen men olekt (stor bukomkrets som indikerar utvecklade gonader men
ingen 16pande rom eller mjolke), lekande (rinnande rom eller mjolke), efterleksfisk
(utarmad buk, ingen I6pande rom eller mjélke) eller odefinierad (vanligen liten fisk
utan yttre egenskaper som indikerar sexuell mognad).
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Figur 6. Oversiktskarta éver kustvikar provtagna fér eDNA och gadda m.h.a. spéprovfiske
(vanster panel) och provtagningsschema (héger panel) som visar provtagningsdatum fér eDNA
och fiske ar 2020. Vikarna &r sorterade per vikpar. Fisket var antingen uppdelat pa tva halvdagar
inom ett vikpar och fiskades under tva pa varandra féljande dagar, omvéxlande morgon och
eftermiddag, eller som ett heldagsfiske i en specifik vik: AV = Askviken, BF = Bjérnofjarden/Torpe
Infjard, BV = Byviken/Ryssundet, DV = Dalviken, GF = Gisslingéfladen, GS = Grandsundet, KV =
Kyrkviken/Utg, LV = Lannakersviken, MV = Myttingeviken, MO = Muld/Légla, NV = Nynésviken,
RH = Rotholmaviken, RV = Rassa vikar, SF = Séderdéfjarden/Sladdardn, SP = Slapan/Ekefjard,
SS = Sodersundet, TF = Tofladen/Gropaviken, TT = Tomtviken/Urd, TV = Tranvik/Djurdviken,
TVF = Tranviksfjarden, OJ = Ojaren/Séderéra/Norréra, OL = Ostra Lemaren. Figur fran
(Ogonowski et al. 2023).

2.5.2 eDNA-provtagning och gPCR-analys

eDNA-provtagningen utfordes i 22 av de 24 fiskade vikarna nagra dagar foére varje
spoprovfiske for att inte riskera att eDNA-signalen skulle paverkas av fiskeaktiviteten
samt for att inte stora fisket genom att samtidigt provta eDNA (Figur 6).

Inom varje vik och besok samlade vi vatten lings fyra transekter: tre grunda
lings med strandlinjen (A, B och C) samt en djupare transekt (D) ungefir i mitten
av viken (Figur 7). Inom varje transekt samlades en liter ytvatten var 50:e meter.
Avstandet mellan enskilda delprov baserades pa det rapporterade eDNA-detektions-
avstandet for avlivade gdddor i bur (Dunker et al. 2016) och levande Pseudocaranx
dentex (Murakami et al. 2019). Den totala mingden vatten som insamlades per vik
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och transekt var proportionell mot vikens area. Vattnet samlades i en stor plast-
behéllare och den totala volymen poolat vatten varierade mellan 4 och 26 liter
beroende pa transektlingd. Fran denna vattenpool filtrerades dubbla prover pa en
liter vardera i félt. Filterkonfigurationen, DNA-extrahering och qPCR f6ljde tidigare
utvecklad metodik (Karlsson et al. 2022). Inhibering av PCR-reaktionen undersoktes
genom att tillsitta en intern positiv kontroll (IPC) vilken bestér av en kind mangd
syntetiskt DNA till provet. IPC analyserades i en duplexreaktion tillsammans med
eDNA-provet. Ett prov ansigs vara inhiberat om det tydligt amplifierade senare
an forvantat. Inhiberade prover exkluderades fran vidare kvantitativ analys. LOD
och LOQ berédknades enligt Klymus et al. (2020, Figur 8).

Miljédata samlades in i samband med varje eDNA-provtagning med hjalp av
en Rinko ASTD-102 profiler (JFE Advantech Co., Ltd.). Djup, temperatur, salthalt,
16st syre, turbiditet och klorofyll-A-nivaer méttes fran ytan till botten i bérjan och
slutet av varje transekt. Medianvérdet berdknades per djupprofil och 6ver transekter
for att genera ett medianvirde per vik och besok.

Figur 7. Schematisk bild som visar provtagningsdesignen fér eDNA i kustvikar ar 2020. Vatten-
prover samlades in med 50 m intervall langs med fyra transekter (A-D) som sedan slogs samman
inom varje transekt innan filtrering. Transekterna A-C tédckte normalt de grundaste delarna av

viken medan transekt D sammanféll med vikens djupaste del. Figur fran (Ogonowski et al. 2023).
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Figur 8. Standardkurva for utrdkning av detektions- (LOD) och kvantifieringsgrans (LOQ) for
mitokondriell markér. Standarden &r baserad pa syntetiskt framtagna kopior av markéren.

2.5.3 Modellering av eDNA-biomassaférhallandet

Forhallandet mellan eDNA koncentrationen och mingden giddda skattades genom
att modellera eDNA koncentrationen som en funktion av olika variabler kdnda for
att kunna paverka DNA-halterna i vattnet. Som forklaringsvariabler i modellen
anvinde vi fangst per anstringning i spoprovfisket (den korrigerade mingden
gddda i en vik), vattentemperatur, eftersom den dr intimt kopplat till fysiologiska
processer (Woods et al. 2003), DNA utsondring/nedbrytning (Jo et al. 2019) och
vikstorlek, eftersom eDNA-koncentrationen bor vara ungefiar proportionell mot
arean och volymen av en viss vik, forutsatt fullstdndig blandning av vattnet — dvs.
en utspadningseffekt (Yates et al. 2021b). Dessutom, dd eDNA-koncentrationer har
visat sig skala allometriskt med fiskstorlek (Yates et al. 2021a; c; Zhang et al. 2022),
dvs. att utsdndringen av DNA inte ar direkt proportionell mot fiskens storlek,
berdknade vi ocksé den allometriskt skalade genomsnittliga fiskvikten per vik
och besdk i populationen som allometriskt skalad massa (ASM):

ASM = Z(M)ﬁ/N

déar M ér lika med den individuella vikten (g), § dr lika med en skalningskoefficient
(0,7) och N det totala antalet faingade fiskar per vik och besok (Yates et al. 2022).
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En ytterligare bakomliggande faktor till variation i eDNA koncentrationer dr andelen
fisk som leker. Under leken lagger fisken bide mjolke och rom som innehaller stora
maéangder DNA vilket gbr att DNA-Koncentrationen i vattnet under en kortare period
blir férhéjd. Vi kunde dock inte inkludera andel lekande fisk som en forklarings-
variabel i modellen eftersom korrelationen med temperatur var fér hog. Dadrmed gick
det inte att sirskilja en eventuell effekt av temperatur fran andelen lekande fisk.

2.6 Samband eDNA och giidda i en naturlig
vatmark — temporal variation

I de tidigare delarna av projektet har vi kunnat visa att eDNA kan anvéndas for att
beskriva rumsliga skillnader i relativa populationsstorlekar. I denna del av projektet
ville vi bittre forstd temporal variation runt sambandet mellan eDNA och bio-
massa. Hypotesen var att eDNA kan kvantifiera den migration och ackumulering
av lekbiomassa som sker i en naturlig vitmark under en leksdsong. Vart mal var
inte bara att undersdka hur eDNA-signalen paverkas av den adulta lekbiomassan
utan ocksé av sjélva leken, det vill siga frisdttande av gameter i vattnet, samt hur
utvecklingen av larver och yngel paverkar mingden eDNA i det vatten som rinner
ut ur vatmarken.

2.6.1 Fiskréaknare for skattning av gdddabundans

For att samla in data p& bade antal och storlek pa de gdddor som vandrar upp i
vatmarken anvindes en elektronisk fiskrdknare (VAKI Aquaculture Systems Ltd,
Island). Fiskrdknaren bestar av en tunnel med teknik som gor det méjligt att i detalj
undersoka allt som passerar igenom (Figur 9). Tekniken inkluderar IR-ljus, scanner-
plattor, temperaturmétare och en 3D-kamera som tillsammans med en Al och
mansklig kvalitetskontroll kan artbestimma och méta storleken pa de fiskar som
passerar med en hég noggrannhet (+2 cm). Varje passage sparas ocksd som en
filmsekvens vilket mojliggdr en sdker identifiering samt en exakt tid som en fisk
passerar upp eller ner. Genom att placera fiskrdknaren med ldmpliga ledarmar
precis ovan mynningen till vitmarken kunde gdddans migration bevakas i detalj
(Figur 10). Aven diggdijur, faglar och groddjur som passerar genom fiskriknaren
noterades (Figur 11). Det realtidsdata som samlades in under vandringen presen-
terades pa tva websidor, dels pé fiskdata.se och dels live-sdndes delar av “den stora
gidddvandringen” pa YouTube.
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Figur 9. Tunneldelen av fiskrdknaren under installation. Delar av métutrustningen sitter i den
kon som pa bilden ligger snett bakom tunneln men som i fardigt skick monteras pé sidan av
tunneln.

Figur 10. Montering och installation av fiskraknare och ledarmar i Hemmesta sj6éng, Varmdo
kommun, 2021-03-17.
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Figur 11. Férutom fisk som gadda (6verst) simmade &ven baver (underst), fagel och grodor
genom fiskrdknaren i Hemmesta sjédng, Varmddé kommun.

2.6.2 Beskrivning av studieomrade

Véatmarken som anvandes i studien var Hemmesta sjodng i Virmdo kommun, som
ocksa ansvarar for driften av omradet. Vatmarken ir restaurerad och invigdes 2014
av Kung Carl XVI Gustaf (Virmdoé kommun 2014). Den 4r en del av ett populéart
rekreationsomrade med figeltorn och utkiksplattformar som anvénds av bade
naturintresserade och skolor i kommunen. Naturvardsomradet ar 35 hektar och
sjilva sjodngen dr 18.5 hektar (Figur 12).

Sedan vitmarken restaurerades har Sportfiskarna och Varmdo kommun bedrivit
ett flertal olika projekt i omradet. Till exempel ingdr vdtmarken i Sportfiskarnas
ungdomsarbete med Skolbicken, vilket innebdir att alla fjirdeklassare i kommunen
erbjuds mojlighet att besdka vatmarken och delta i det fiskevardsarbete som bedrivs
dér. Under flera ar har Sportfiskarna ocksa haft en traditionell néitfélla i det vatten-
drag som leder till vitmarken, vilket innebar att vi kunde fa en uppfattning om
hur stor vandringen brukar vara. Arligen genomfdrs ocksa vatmarkens dag da det
anordnas Korvgrillning och flera olika aktiviteter, till exempel via kommunens
biblioteksbuss. SLU Aqua och projektet ePIKE har ocksé varit representerade
i samband med detta.
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Innan vatmarken rinner ut i Torsbyfjarden i Ostersjon passerar vattnet férst den
lilla sjon Hemmesta Trisk, som dr en ca 1 km 1ang och drygt 100 m bred l&ngsmal
sj6 (0,13 km?). Avstandet mellan vatmarken och sjon dr ungefar 500 m och mellan
sjon och kusten ungefir 400 m. Det ir oként i vilken omfattning giddor som ska
upp och leka i vitmarken kommer hela vigen frdn kustvattnet eller om de kommer
fran det forvantat stationira bestandet av giddda i sjon.

A ___/7 4__\_1“’9'?70 : /’ % varmadlandet
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e

Figur12. Schematisk bild 6ver provtagningsomradet i Hemmesta sjoang, Varmdo kommun,
Stockholm.

2.6.3 Experimentell design

Fiskriknaren monterades och installerades den 17 mars 2021 (Figur 10). Provtagning
av eDNA genomfoérdes vid tva olika lokaler. Den priméira lokalen var i anslutning till
fiskrdknaren vid utloppet frAn vitmarken. Den sekundéra lokalen var nira utloppet
frdn sjon Hemmesta Trask. Vid varje lokal placerades en temperaturlogger som
matte vattentemperatur under hela undersékningsperioden. Provtagning av eDNA
genomfdrdes under mars (17, 22, 26, 29, 31), april (1, 8, 20, 29) och maj (5, 12, 20, 26
och 31). En maétsticka monterad i nirheten av fiskriknaren anvdndes for att méta
vattenstand. Nederbordsdata fran SMHI:s nirmsta station (Djur6 D) anvdndes for
att berdkna relativ mingd inkommande vatten till vitmarken.

Filtrering och extrahering av DNA f6ljde Ogonwski et al. (2023) med mindre
modifieringar av extrahering. qPCR utférdes med de tva assays som har beskrivits
tidigare i rapporten.
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3. Resultat

3.1 Optimering av metodik for insamling
och extraktion

311 Optimala filterkombinationer

I motsats till var hypotes 6kade inte DNA-KRoncentrationen vid filtrering genom dubbla
filter jamfort med att anvinda ett filter. I vart experiment med en hog gidddtithet hade
varken filterkombinationen (F , = 0,01, p = 0,92, Figur 13) eller den kombinerade
effekten av extraktionsmetod och filterkombination (F, , = 0,80, p = 0,39) ndgon
effekt pA eDNA-koncentrationen. I behandlingen med 14g gdddtithet fann vi inte
heller nigon skillnad mellan filterkombinationer (F(m) =041, p = 0,53) eller den
kombinerade effekten av extraktionsmetoder och filterkombinationer (F, , = 2,28,
p =0,16).

Vi har i en efterféljande studie observerat att dubbla filter gdr att mer vatten
kan filtreras innan filtret tipps igen, vilket sannolikt beror p4 den storre porstorleken
hos glasfiberfiltret (GFFA) som fungerar som ett forfilter. Eftersom storre vatten-
volymer férvintas 6ka eDNA-utbytet forvantar vi oss att anvindning av dubbla filter
kan vara fordelaktigt vid provtagning i naturliga miljéer dir igensittning kan vara ett
problem eller d4 stora vattenvolymer behover filtreras.

1,12

31.2 Chelex ar ett kostnadseffektivt alternativ
for extraktion

Resultaten av denna studie tyder pa att eDNA-extraktion fran filter med Chelex ir ett
billigt, snabbt och effektivt alternativ till nuvarande filterbaserade extraktionsmetoder.
I vart experiment med en hog gdddtithet gav Chelex 100 en hogre eDNA-koncentration
an DNeasy Blood & Tissue (F, , = 22,8, p < 0,001; Figur 13). I behandlingen med lag
giddtathet fanns ingen skillnad mellan extraktionsmetoderna (F, , = 3,1, p = 0,10).
P4 grund av forlorade replikat under DNA-isolering kunde vi tyvarr inte utféra nagon
statistisk jdimforelse mellan PowerWater och de andra extraktionsmetoderna. Visuell
inspektion indikerar dock att PowerWater gav ldgre eDNA-koncentrationer, féorutom
ett replikat i behandlingen av hog gaddtithet med dubbla filter (Figur 13).

Chelex-protokollet som anvinds i denna studie ger ocksa betydligt storre prov-
volymer (~400 pul jamfért med 100 pl med DNeasy PowerWater och 200 pl med DNeasy
Blood & Tissue). Dessutom innehéller Chelex-protokollet férre steg vid manipulering
av prover vilket minskar risken fér kontaminering och hanteringsfel under extraktion.
For ndrvarande anvinder majoriteten av eDNA-studier pa vattenlevande arter kolonn-
baserade, kommersiella extraktionskit for att extrahera eDNA fran filter. Dessa Kit ar
relativt snabba, enkla att anvinda och ger hdga eDNA-koncentrationer men de krdver
ocksa flera manipuleringssteg av proverna och ar relativt dyra. Chelex ir en kelat-
bildande polymer som historiskt har anvints inom rittsmedicin och populations-
genetik som en snabb, extremt Kostnadseffektiv och effektiv teknik for att extrahera
DNA fér PCR.
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Figur 13. eDNA-koncentrationer (pg pl™") for prover extraherade med DNeasy Blood & Tissue (lila),
Chelex 100 (bl&) och DNeasy PowerWater (gul) i héga (6vre paneler) eller laga (nedre paneler)
gaddtatheter, samt anvéandning av enkla cellulosanitratfilter (CN, prostorlek: 0,8 um) eller dubbla
cellulosanitratfilter (CN, porstorlek: 0,8 um) och um glasmikrofiberfilter (GMF, porstorlek: 1,6 pm)
filter. Varje punkt anger medelvardet av fyra tekniska replikat tagna fran ett prov. Svarta hori-
sontella linjer markerar medelvardet, medan grénserna for boxen indikerar +1 SE med linjer
o6ver och under som indikerar min- och maxvarden. CV =variationskoefficienten, vilket ar den
genomsnittliga normaliserade standardavvikelsen. Figur fran (Karlsson et al. 2022).
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3.2 Nukleara markorer kan oka
detektionskinslighet

Foljande resultat frdn undersokningar av nukledra markorer har &nnu inte publicerats
vetenskapligt och fullstindiga resultat kommer publiceras vid senare tillfélle.

Av de totalt 36 arter som testades med den nukledra markéren amplifierade prover
fran 13 arter (Tabell 1). Hos 5 av dessa 13 arter amplifierade bada replikaten; gidda,
abborre, flodnejondga, gropldja samt elritsa. DNA fran giddda visade amplifiering tidigast
vid 26 Cq medan nirmaste art, elritsa, amplifierade vid 34 Cq. Fér jamforelse betyder det
att 256 kg DNA fran elritsa i vattnet ger samma utslag som 1 kg av DNA fran gidda.

Tabell 1. Lista 6ver arter som testades mot den nukledra markéren. Prover inhdmtades fran Sve-
rige och Estland déar fenklipp alternativt fjallprov togs. Samtliga prover extraherades med DNEasy
Blood & Tissue kit och spaddes till Ing pl-" innan de analyserades i tva replikat i qPCR. | de prover
dar bada replikat amplifierade anges medelvirdet av Cq.

Vetenskapligt namn Vavnad Ursprung Ampl.replikat Cqg-varde
Anguilla anguilla Fena Estland 0/2 0
Barbatula barbatula Fena Estland 0/2 0
Blicca bjoerkna Fena Estland 0/2 0
Cobitis taenia Fena Estland 1/2 38,9
Cottus gobio Fena Estland 0/2 0
Ctenopharyngodon idella Fena Estland 0/2 0
Gobio gobio Fena Estland 0/2 0
Lampetra fluviatilis Fena Estland 2/2 38,7
Leucaspius laveratus Fena Estland 2/2 35,2
Leuciscus idus Fena Estland 0/2 0
Leuciscus leuciscus Fena Estland 0/2 0
Misgurnus fossilis Fena Estland 0/2 0
Myoxeocephalus quadricornis Fena Estland 0/2 0
Neogobius melanstomus Fena Estland 0/2 0
Osemerus eperlanus morfa spirinchus Fena Estland 1/2 39,9
Pholis gunnellus Fena Estland 0/2 0
Phoxinus phoxinus Fena Estland 2/2 34,4
Pomatoschistus microps Fena Estland 1/2 39,8
Pungitius pungitius Fena Estland 0/2 0
Salmo salar Fena Estland 1/2 38,9
Tinca tinca Fena Estland 0/2 0
Zoarces viviparous Fena Estland 172 39,9
Alburnus alburnus Fena Sverige 0/2 0
Coregonus albula Fena Sverige 0/2 0
Gasterosteus aculeatus Fena Sverige 0/2 0
Gymnocephalus cernua Fena Sverige 0/2 0
Lampetra fluviatilis Fena Sverige 1/2 35,8
Osemerus eperlanus Fena Sverige 0/2 0
Sander lucioperca Fena Sverige 1/2 39,5
Abramis brama Fjall Sverige 0/2 0
Ballerus ballerus Fjall Sverige 0/2 0
Lota lota Fjall Sverige 0/2 0
Perca fluviatilis Fena Sverige 2/2 36,6
Rutilus rutilus Fjall Sverige 1/2 38,5
Scardinius erythrophthalmus Fjall Sverige 0/2 0
Vimba vimba Fjall Sverige 0/2 0
Esox lucius Fena Sverige 2/2 26,4
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3.21 Nukleart DNA ger hogre kéanslighet én
mitokondriellt DNA

Analys av DNA fran giddda visade att den nukledra markoren producerade amplifiering
8.5 respektive 5.4 Cq tidigare d4n den mitokondriella markoren fér DNA fran mjolke
respektive fenklipp. Analys av tidigare insamlade eDNA-prover frAn mesokosm-
experimentet (avsnitt 2.4) visade att den nukledra markéren amplifierade tidigare 4n
den mitokondriella markoren i samtliga prover, med en genomsnittlig skillnad pa
2.4 Cq. Denna skillnad dr mindre 4n férvantat baserat p& analysen av vivnadsprover
men indikerar att den nukledra markdren har hogre kdnslighet for att detektera DNA
i naturliga vattenprover.

3.2.2 Nuklear:mitokondriell kvot kan anvandas for att
spara aktiv lek

Skillnaden i Cq mellan den nukledra och mitokondriella markdren var storre for mjolke
an det var for fenklipp och indikerar att mjolke innehéller en hogre andel nukleart
DNA jamfort med mitokondriellt DNA in fenvavnad. Detta innebér att nar mjolke
frigdrs hojs kvoten av nukledrt mot mitokondriellt DNA i vattnet. Detta faktum skulle
kunna appliceras for att detektera pdgaende lek vilket ocksa har pavisats i forsok
med andra fiskarter (Bylemans et al. 2017; Wu et al. 2022). Andra faktorer, som att
nukledrt DNA kan brytas ner snabbare dn mitokondriellt DNA (Marshall et al. 2021),
kan komma att paverka detta férhallande och fortsatta studier for att kontrollera hur
forhallandet ser ut i praktiken behovs for att bedéma mojligheterna att pavisa lek
med denna metod.

3.3 Samband eDNA och gidda i kontrollerad
laboratoriemiljo

Resultaten visade att efter introduktion av &rsynglen till akvarierna var mdngden
eDNA relativt stabilt 6ver en 72-timmars period, férutom i den hdgsta densiteten
med 9 gidddor, vilken visade en 6kande koncentration av eDNA oOver tid (Figur 14).
Efter att giddorna tagits ut ur akvarierna sa sjonk nivierna av eDNA drastiskt inom
de ndrmsta 27 timmarna (Figur 14). Vid 96 timmar sa fanns det fortfarande ett positivt
samband mellan eDNA-koncentration och biomassa, om &n svagt. Efter 236 timmar
(efter att gdddorna plockats bort) sa fanns det en mycket svag eDNA signal i 8 av

12 akvarium (Figur 14).

Det fanns ett starkt positivt samband mellan biomassa av arsyngel och eDNA
koncentration (R? = 0,87, Figur 15). Interaktionen mellan biomassa och provtagnings-
tillfélle var statistiskt signifikant (F, ;= 14,24, p<0,001), vilket visade att sambandet
forandrades over tid. Visuell kontroll av regressionskurvorna for respektive provtag-
ningstillfille visade att det forsta provtagningstillfillet (vid 22 timmar) skiljde sig frin
de andra tva, som togs vid 46 och 70 timmar (Figur 15). Det férsta provtagningstillfillet
exkluderades darfor i den nastféljande analysen, som inte visade ndgon signifikant
skillnad mellan kurvorna for de sista tva provtagningstillfdllena (F,,, = 2,45, p = 0,13).
Densiteten (antalet) arsyngel av gddda visade ett liknande samband med eDNA som
biomassa, men hade ndgot hogre férklaringsgrad (R? = 0,87-0,97). De prover som togs
fran akvarium utan gidda visade en svag amplifieringssignal. Denna signal uppstod

31



NATURVARDSVERKET RAPPORT 7154
Utveckling av eDNA som metod for évervakning av gaddda

dock forst 6ver 10 cykler senare dn prover fran akvarium med gidda, vilket tyder
pa att denna svaga bakgrundssignal formodligen kommer frdn experimentvattnet,
fran Milaren. Inga extraheringskontroller eller NTC:er visade ndgon amplifiering.
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Figur 14. eDNA-koncentration (pg pl™) éver tid (timmar) for fyra olika tatheter (densitet) av
arsyngel av gadda i akvarieexperimentet. Punkterna visar medel dver tre replikat (baserat pa
medel fran fyra tekniska replikat vardera) och felstaplarna visar en standardavvikelse. Den
streckade linjen vid 72 h visar nar gdddorna togs ur akvarierna. Figur fran Karlsson et al. (2022).

22h || 46h | | 70h

RQ =0.96 kk R2 =0.85 wohk RZ =0.87 e
=-1500{ Density 4
2 ®0

® 1
S 1000 & o ©
T o9
=
C
[}
=
S 500-
o
! e
D 0, ..
Q

0 10 20 30 0 10 20 30 0 10 20 30

Pike biomass (q)

Figur 15. eDNA-koncentration (pg pl™") som en funktion av biomass (g) av arsyngel av gaddda fran
akvarier med olika tathet (densitet), vid tre olika provtagningstillfallen (22, 46 och 70 timmar).
Punkter visar medelvarden per akvarium, berdknat dver fyra tekniska replikat. Linjen och den
graa ytan visar det modellerade regressionssambandet och 95 % konfidensintervall. R? &r
modellens forklarade varians och asterisk indikerar statistisk signifikans (*** p < 0.001). Figur
fran Karlsson et al. (2022).

32



NATURVARDSVERKET RAPPORT 7154
Utveckling av eDNA som metod for évervakning av gaddda

34 Samband eDNA och gidda under
semi-naturliga forhallanden

Biomassa av adult gidda hade en positiv effekt pA eDNA koncentrationen (R? = 0,74,
Figur 16). Interaktionen mellan biomassa och provtagningstillfille visade dock
att sambandet fordndrades Over tid pad samma sétt som i fors6ken med arsyngel
(avsnitt 3.3, F, ) = 8,01, p = 0,002). Lutningen for det sista provtagningstillféllet
(vid 168 timmar) skiljde sig visuellt fran de andra tva provtagningstillfillena (vid
48 och 120 timmar, Figur 16). Det sista provtagningstillfallet exkluderades darfor

i den nistféljande analysen, som inte visade ndgon signifikant skillnad mellan
kurvorna for de forsta tva provtagningstillfallena (F ,; = 0,80, p = 0,38). Liknande
resultat erholls om lingd anvindes i stillet for biomassa.

Det replikat (mesokosm) som inte innehdll nagon gddda (negativ kontroll)
visade vildigt 14ga nivaer av DNA frdn gddda, med Cq virden mellan 38,8 och 40,0
(<0.07 pg ul™?) jamfort med proverna som inneholl gddda (medel Cq varden pa 294,
som motsvarar en eDNA méingd pa 54,13 pg ul?). En provtagningskontroll (vid
120 timmar) visade amplifiering pa 39,0 Cq (motsvarande en eDNA Koncentration
pa 0.06 pg pl™), inga extraktionskontroller amplifierade. Tvd NTC amplifierade pa
en platta (Cq = 38,8 och 38,3, motsvarande 0,07 och 0,10 pg pl™), plattan exkluderades
dock inte frdn analyserna eftersom den observerade signalen i prover var mycket
starkare dn férvantad kontaminering baserad pa amplifiering i NTC.
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Figur 16. eDNA koncentration (pg pl™) som en funktion av biomassa (g) hos adult gaddda i enskilda
mesokosmer, vid tre olika provtagningstillfallen (48,120 och 168 timmar). Punkter visar medel-
varden av tva replikatprov (baserade pa vardera fyra tekniska replikat). Linjen och den graa
ytan visar det modellerade regressionssambandet och 95 % konfidensintervall. R? &r modellens
forklarade varians och asterisk indikerar statistisk signifikans (* p < 0.05, ** p < 0.01, *** p < 0.001).
Figur fran (Karlsson et al. 2022).
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3.5 Samband eDNA och giadda i naturlig
kustmiljo — rumslig variation

3.51 gPCR-data och kvalitetskontroll

Inhibering av PCR-reaktioner férekom i fem av 22 vikar och dessa prover exklude-
rades fran vidare analyser. Totalt kunde 285 filterprover analyseras (1135 inklusive
tekniska replikat). Av dessa prover var 61,9 % 6ver kvantifieringsgransen LOQ, 12,2 %
mellan detektionsgrdnsen LOD och LOQ, 2,2 % under LOD och 23,6 % producerade
ingen signal alls (se Figur S3 i Ogonowski et al. 2023). For att inte dverskatta prov-
medelvirden ersattes 86,6 % av de prov som inte producerade ndgon signal med
nollor. Urvalet baserades pé det for havsviken 6vergripande laga Cq-vardena

(se Figur S4 i Ogonowski et al. 2023).

3.5.2 Rumslig och temporal eDNA dynamik

Variationen i eDNA koncentrationer visade sig vara relativt 14g mellan transekter
inom respektive vik och besok (ca 20 %) och ungefir lika hog mellan filterreplikat
inom transekt (Figur 17). Detta indikerar att eDNA koncentrationerna inom en

vik var relativt homogena. Den stOrsta variationen visade sig i stdllet uppsti pa en
hégre provtagningsnivd, dvs. mellan vikar och over tid (ca 50 % forklarad varians).
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Figur17. Andel varians som associerades med olika hierarkiska nivaer vid provtagning av eDNA
i kustvikar under varen 2020. Den storsta delen av variansen kunde associeras med skillnader
mellan olika vikar och de tva olika tillfallena som varje vik provtogs, medan en mindre del av
variansen var associerad med skillnader inom vikarna (transekter och filter). OLRE &r en s4 kallad
“Observation-level random effect” (Harrison 2014), vilket motsvarar enskilda replikat. Figur fran
(Ogonowski et al. 2023).
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3.5.3 Standardisering av sp6provfiske

Antalet fAngade gaddor per spétimme i spoprovfisket forklarades bést av den negativa
effekten av antalet sportfiskare i viken vid undersékningstillfillet (Tabell 2, modell 4).
Aven om antalet skarvar i viken ocksé hade en negativ effekt pA méingden gidda som
fangades hade inte denna modell lika starka utviarderingsmatt som den féregdende
modellen och valdes dirmed bort. Den bista modellen (modell 4) anvindes for att
standardisera provfiskeresultatet genom att berdkna den férvintade mingden gddda
i frinvaro av andra sportfiskare och en provfiskeanstringning pa 16 spétimmar per
vik och besok. P4 s vis kunde den relativa mingden gddda i vikarna goras jAmforbar
med eDNA-resultaten.

Tabell 2. Modellval for standardisering av spéprovfiske. AlCc ar Akaikes informationskriterium
korrigerat for provstorlek och dAICc &r skillnaden i AICc mellan en modell och den basta modellen.
Marginal och villkorlig R? visar andelen varians som endast forklaras av fixa faktorer eller dar
slumpmassiga effekter ar inkluderade. Uppskattningen med tillhrande standardfel och p-varde
ges for varje fix effekt. Signifikanta p-varden dr markerade med fet stil. Fingst per anstrangning
(antal gaddor fangade per spétimme) anvindes som responsvariabel i mixade modeller med en

poisson-fordelning.

Modell  Fix effekt Random AlCc dAICc Villkorlig Est. SE p-varde
effekt R?
1 Ingen (noll-modell)  (1lvik/besék) 340,2 2.7 1.00 -0,99 0,24  <0,001
2 Temperatur (1lvik/besdk) 342,3 4.8 1.00 0,04 0,06 0,587
3 Skarv (llvik:besdk)  341,0 3.5 0,91 -0,02 0,01 0,058
4 Sportfiskare (1lvik/besdk) 3375 0,0 0,91 -0,09 0,01 0,023
5 Skarv (1lvik/besék) 338,3 0,8 0,85 -0,01 0,01 0,189
Sportfiskare -0,07 0,04 0,071
6 Temperatur (1lvik/besok)  339,7 2.2 0,90 0,03 0,06 0,586
Sportfiskare -0,09 0,04 0,023
7 Temperatur (1lvik:besdk)  343,3 5.8 0,91 0,02 0,07 0,751
Skarv -0,02 0,01 0,060
8 Temperatur (llvik/besdk)  340,6 31 0,85 0,03 0,06 0,600
Skarv -0,01 0,01 0,192
Sportfiskare -0,07 0,04 0,070
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3.5.4 Vattentemperatur har stor betydelse for
sambandet mellan eDNA och géadda

Genom att ranka havsvikarna baserat pé 1) deras gaddforekomst skattade genom
spoprovfiske samt 2) DNA-Koncentrationer fann vi ett positivt samband (Figur 18)
vilket tyder pa att bAda metoderna speglar lokala giddbestinds status.
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Figur 18. Sambandet mellan spoprovfiske och eDNA baserat pa ranking av populationstatheter
i de olika havsvikarna skattade med respektive metodik. Spéprovfiskets ranking baseras pa
det maximala fangst-per-anstréangning vardet fran tva besck. eDNA rankingen baseras pa den
minsta medelkoncentrationen DNA per vik fran tva besok. R anger korrelationskoefficienten och
p det associerade p-vardet. Den diagonala linjen visar ett teoretiskt 1:1 samband. AV = Askviken,
BF = Bjornofjarden/Torpe Infjard, BV = Byviken/Ryssundet, DV = Dalviken, GF = Gisslingdfladen,
GS = Grandsundet, KV = Kyrkviken/Ut6, LV = Lannakersviken, MV = Myttingeviken, MO = Muls/
Légla, NV = Nynasviken, RH = Rotholmaviken, RV = Rassa vikar, SF = Séderéfjarden/Sladdardén,
SP = Slapan/Ekefjard, SS = Sodersundet, TF = Tofladen/Gropaviken, TT = Tomtviken/Urd, TV =
Tranvik/Djuréviken, TVF = Tranviksfjarden, OJ = Ojaren/Séderéra/Norrora, OL = Ostra Lemaren.

Sett till enskilda variablers betydelse férklarades eDNA-koncentrationen i vikarna
huvudsakligen av temperatur foljt av vikstorlek. I motsats till vara férvantningar
fann vi ingen signifikant effekt av att ta hinsyn till storlekssammanséttningen och
dess paverkan pa DNA-utsondringen. Den bésta forklaringen av eDNA-koncen-
trationen aterfanns nr flera variabler beaktades samtidigt. Ungefér hilften av
variationen i koncentration forklarades av vikens storlek och interaktionen mellan
vattentemperatur och standardiserad fingst i spdprovfisket (FpA). Det vill sdga, det
fanns ett positivt samband mellan de tva direkta métten p4 mingden gadda, FpA
och DNA-koncentration, men det var olika starkt beroende p& temperatur. Vid l1aga
temperaturer uppmaéttes generellt 1dga halter DNA i vattnet men nér temperaturen
Okade under sdsongen stirktes ocksd sambandet mellan DNA och FpA (Figur 19).
Den negativa effekten av vikens storlek pa koncentrationen (Figur 19) antas bero
pa utspadningseffekter.
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Figur 19. Skattad DNA-koncentration (log-skala, DNA kopior pL™") som en funktion av A)
standardiserad provfiskefangst av gadda vid olika temperaturer och B) vikstorlek (hektar).
Modellen forklarade nastan 50 % av den totala variansen i eDNA-koncentration. Figur fran

Ogonowski et al. (2023).
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3.6 Samband eDNA och giaddai en naturlig
vatmark — temporal variation

3.6.1 eDNA kan beskriva migrationsmoénster

Resultat fran genetiska analysen av prover fran virmarken har dnnu inte publicerats
vetenskapligt, fullstdndiga resultat kommer publiceras senare.

Redan samma kvill som fiskrdknaren i vitmarken startades upp noterades
uppvandrande gidda. Antalet giddor 6kade sedan snabbt, vilket ocksd sammanfoll
med stigande temperatur, for att sedan sjunka. Under undersékningsperioden
varierade artsammanséttningen i fiskrdknaren (Figur 20).

100 50

90 45
80 40
70 35
60 30

50 25

40 20

30 15

20 10

& b C) o 3 o o ) ’b o A x
o F & i & @ ¥ 8 & & & & &
& i & o i ahd 0 v v v i e i
» » » ® »® » ® » » » » ® O
mm Abborre  mmmBraxen Gadda mmmld mmMort mESutare mmNederbérdsmingd ——Medeltemperatur

Figur 20.Vandringsmdnster hos fisk i férhallande till nederbérd (mm) och vattentemperatur (°C)
i Hemmesta Sjoang, Varmdo kommun, varen 2021. Antal passager (vanster y-axel) inkluderar fisk
som passerat bade upp-och ner i fiskraknaren. Mangden nederbérd (hoger y-axel) ar berdknad
fran SMHI:s station Djuré D och vattentemperatur ar fran logger-data i vatmarken. Den réda
pilen visar startdatum da fiskrédknaren installerades. Efter den extremt kraftiga nederb6rden
i slutet av maj svammade vatmarken och fiskraknaren (inklusive ledarmar) 6ver varpa expe-
rimentet avbrdts. Datum for eDNA provtagning var mars 17, 22, 26, 29, 31, april 1, 8, 20, 29,

maj 5,12, 20, 26 och 31.

Analys med bada markorerna visade genomgéende héga koncentrationer av eDNA
frdn gidda. Den nukledra markdren producerade genomgaende tidigare amplifiering
an den mitokondriella med virden fran 20,5 till 32,9 Cq mot 26,8 till 34,2 for den
mitokondriella markéren. I motsats till var ursprungliga hypotes om att den kumula-
tiva mingden gddda i vitmarken skulle kunna beskrivas med eDNA lyckades vi inte
se detta samband. Istéllet verkar DNA-Koncentrationerna i proverna bittre spegla
méingden giddda som har passerat fiskrdknaren inom nértid &n den kumulativa
maingden gidda i vitmarken vid ett enskilt tillfille (Figur 21).
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Figur 21. Mangd gaddda som passerat fiskraknaren inom 48h for varje provtagningstillfalle
(streckad linje) och uppmatt koncentration av eDNA (heldragen linje med felstaplar) for
mitokondriellt DNA (6vre panel) respektive nukledrt DNA (nedre panel) 6ver tid. Notera olika
skalor pa y-axlarna.

3.6.2 Nuklear:mitokondriell kvot under naturliga
forhallanden indikerar lek

Analys av kvoten av nukledrt mot mitokondriellt DNA 6ver tid visar att nivderna
var som hogst under migrationens hégsta intensitet och var fortsatt forhojda en
kort period efter att migrationen trappats av (Figur 22). Vattentemperaturen for
den hir perioden varierade mellan 7 och 9 °C vilket 4r inom det optimala spannet
for gdiddans lek och det ar darfor troligt att lek pagick. P4 grund av risken att stéra
fagellivet kunde observationer eller provtagning inne i vitmarken for verifiering inte
genomforas. Oversvimning av vatmarken i slutet av maj hindrade dartill insamling
av yngel, vilka annars kunde ha anvints for att verifiera tidpunkten for lek.
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Figur 22. Kvot av nukleart mot mitokondriellt DNA fran gadda 6ver tid (bla heldragen linje) och
antal passerande gaddor inom 48h (streckad linje).
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4. Diskussion

Géaddans bestandsstatus i svenska vatten ir i dagslaget svirbedémd pé grund av
bristande 6vervakningsmetodik, vilket medfér stora problem for férvaltningen. De
negativa forandringar i bestindet av gddda som skett pa 6stersjokusten de senaste 30
aren, samt det 6kande sportfisket i vara insjoar kraver en god forvaltning av denna
art. Behovet av att kunna 6vervaka gidda med god precision dr darfér mycket stort
och bradskande.

Med forvaltningens behov i dtanke har vi inom ramen f6r detta projekt stakat ut
véagen for en icke-invasiv och kvantitativ metod for 6vervakning av gddda som kan
vara ett gott komplement till de metoder som anvinds fér ndrvarande.

Vi har genom optimering av provtagnings- och analysmetoder lyckats pavisa ett
starkt samband mellan eDNA-Koncentrationer och gdddbiomassa i bade kontrollerad
laboratoriemiljé samt i semi-naturlig miljé (utomhusmesokosmer). Vi har framgangs-
rikt applicerat var utvecklade metodik i falt och visat att eDNA som 6vervaknings-
metod i dagsldget skulle kunna anvindas fOr att identifiera skillnader i bestdndsstatus.
Trots dessa framsteg kvarstar dock en rad fragor kring eDNA-dynamiken i systemen
och hur DNA-koncentrationer paverkas av olika yttre faktorer s som temperatut,
vattenfléde och volym.

FOr att eDNA ska etableras som 6vervakningsmetod for gidda behover delar av
metodiken standardiseras, dess reproducerbarhet testas och kunskapen om variation
itid och rum utékas. Detta gors ldampligen inom ett pilotprogram som under ett antal
ar (3-5) gar parallellt med andra 6vervakningsmetoder for gddda, s som sp&provfiske.
Ett sddant pilotprogram skulle 6ka befintlig kunskap och bidra med de pusselbitar
som Aterstar for att ta fram en nationell 6vervakningsmetod fér gddda.

4.1 Metodologiska framsteg {Or uppfoljning
av giddbestand med eDNA

For att 6ka sannolikheten att detektera séllsynta arter och for att 6ka mojligheterna
att kunna kvantifiera mangden DNA i ett prov ar det essentiellt att maximera den
mingd DNA man kan utvinna ur varje prov. Detta beror dels p& hur stor méngd vatten
man filtrerar och dels péa effektiviteten i extraktionsmetoden.

Det vanligaste sittet att utvinna DNA ur ett filter &r kolumnbaserade extraherings-
metoder, vilka siljs som fiardiga Kkit. Dess kit har férdelar i att de dr relativt enkla att
anvinda och ger hdga koncentrationer av DNA. Samtidigt dr de relativt dyra och
innefattar manga steg dir provet hanteras, vilket leder till risker for kontaminering
och misstag. Chelex ir en enkel och kostnadseffektiv metod for att utvinna DNA som
historiskt har anvénts i stor utstrdckning inom genetisk forskning men som hittills
inte har anvénts i ndgon storre utstrickning inom eDNA-féltet. Vi har visat att Chelex
ger hogre DNA-koncentrationer dn allmént anvinda kolumnbaserade kit (Karlsson
et al. 2022). Lagre kostnader och enklare hantering goér att fler prover kan processas,
vilket 4r n6édvandigt for tillfdrlitliga métt pA mingden DNA i vattnet. Chelex r darfor
ett reellt alternativ till kommersiella kit som anvadnds idag. Chelex minskar dven
riskerna for kontaminering och misstag fran utféraren d& det innefattar betydligt
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farre hanteringssteg. Chelex-metoden generar enkelstrdngat DNA vilket gor att det
kan vara mer kinsligt for nedbrytning. I vira experiment har vi dock inte noterat
nagon form av degradering av DNA-extrakt fran Chelex da vi har testat stabilitet pa
DNA i prover som forvarats 18 ménader i —80 °C utan degradering av DNA (jAmfor
med Simon et al. 2020).

Majoriteten av den forskning som utforts pa eDNA har fokuserat pa4 anvindandet
av mitokondriella markorer (Deiner et al. 2017). Det beror pa det héga antalet mito-
kondrier i cellerna tillsammans med den utbredda tillgidngligheten av sekvenserade
gener i mitokondriellt DNA, primért genen som kodar fér Cytochrome C oxidase
I (COI). Ny forskning har dock visat att vissa regioner som kodar fér ribosomala
gener, vilka dr upprepade manga ginger i genomet, kan ge likvirdiga eller till och
med hogre detektionsgrad. Nukledrt DNA har dock visat sig degradera i snabbare
takt 4n mitokondriellt DNA, vilket kan hamma chanserna att detektera medan det
samtidigt kan ge en mer aktuell bild av vad som finns i vattnet (Jo et al. 2022).

Baserat pa det hoga antalet upprepningar av ribosomalt kodande gener som har
observerats i gdiddans genom (Symonova et al. 2017) undersékte vi mojligheterna
att anvinda genetiska markorer som kodar for upprepat nukledrt DNA som ett
alternativ till traditionella mitokondriella markorer. Vara tester visar att markorer
pa upprepat nukleidrt DNA kan ge lika hog eller till och med hégre detektionsf6rmaga
an mitokondriella markdérer. Detta skulle kunna innebira 6kade mojligheter att
kvantifiera DNA fran prover med l&ga DNA Kkoncentrationer, vilket kan férekomma
relativt ofta i naturliga miljder (Ogonowski et al. 2023). Vara resultat hittills indikerar
att nukledra markorer kan férbittra detektions- och kvantifieringsmajligheterna av
giddda med eDNA, men sambandet mellan nukledrt DNA och biomassa av gddda
behover faststillas innan det kan foreslas som ett béttre alternativ till nuvarande
mitokondriella markdrer. Att markoren som utvarderades hir visade viss ampli-
fiering i ett antal andra arter utdver gadda, pavisar dven betydelsen av att utvirdera
markorer brett pd DNA frin arter andra 4n malarten. Exempelvis upptickte vi
amplifiering i abborre men inte i arter som dr narmare beslidktade med gddda sdsom
lax och gréaspickerel. Det dr troligen av dnnu storre vikt nir det giller markorer
pa nukledrt DNA da tillgdngligheten av sekvenserade genom ir 14gre &n fOr mito-
kondriella genom. Beroende av syfte med undersdkning eller 6vervakning behover
detta tas i beaktning vid analys av resultat.

Vi visar dven att kvoten av nukledrt DNA:mitokondriellt DNA dr hogre i mjolke
an andra vavnader frin gidda. Detta samband skulle potentiellt kunna utnyttjas
for att pavisa lek, dd mjolke som frisitts 6kar den nukledra eDNA signalen, relativt
den mitokondriella.

4.2 Inverkan av yttre faktorer pa
cDNA-signalen

Maingden eDNA i vattnet beror bade pa hur mycket DNA som tillfors via biologiska
processer kopplade till fiskens metabolism, aktivitet och beteende (Kitchell et al.
1977; Bean 2010; Jo et al. 2019) och hur fort det forsvinner och férdelas rumsligt,
t.ex. via mikrobiell nedbrytning, fysiokemiska och hydrologiska processer (Joseph
et al. 2022). Denna dynamik och de faktorer som driver den ar viktiga att forsta for
att tolka eDNA-signalen och forst& vad den representerar. Vid var faltundersékning
av kustvikar sag vi att DNA-koncentrationerna i vikarna generellt steg i takt med
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att vikarna virmdes upp. Denna temperatureffekt 4r sannolikt kopplad till en
generell 6kning av fysisk aktivitet, metabolism och en hogre andel lekande fisk,
som ocksa leder till en frisdttning av stora mingder DNA via mjolke och rom
(Tillotson et al. 2018; Tsuji & Shibata 2021; Holmes et al. 2022). Temperaturer som
dndras snabbt riskerar darfor att inducera odnskad varians. Darfor kommer det

att vara avgorande att vilja limpliga provtagningstider for att gora tidsseriedata
jimférbara. Vi rekommenderar att kvantitativa eDNA-undersdkningar riktade mot
gadda utfors efter leken, vid vattentemperaturer > 10-12 °C. D4 antas de flesta giddor
ha lekt men fortfarande ha stor sannolikhet att hilla sig samlade i nira anslutning
till sina lekomréden.

Foérutom en temperatureffekt sdg vi ocksi en effekt av vikarnas storlek dir
eDNA-koncentrationerna tenderade att vara lagre i stora vikar jamfort med sma.
Aven om det dr svart att beddma om effekten beror pa lidgre fisktithet i stora vikar
generellt eller en ren utspadningseffekt tyder vira resultat snarare pa det senare
da korrelationen mellan FpA i spoprovfisket och vikstorlek var relativt 1agt medan
sambandet med eDNA var betydligt starkare (OgonowsKki et al. 2023). Utspddnings-
effekter har ocksa observerats i rinnande vatten (Pont et al. 2023) men det behdvs
mer ingdende studier for att foérsta hur DNA fordelar sig rumsligt i 6ppna, lentiska
miljéer och hur detta paverkar var tolkning av miangden gidda pa en given plats
vid ett givet tillfille.

Sammantaget har projektet bidragit med en bittre om an inte fullstindig
forstéelse for nagra av de yttre faktorer som dr viktiga for tolkningen av eDNA-
signalen och sjdlva designen av ett 6vervakningsprogram.

4.3 Behov av provtagning i tid och rum
4.31 Teoretisk bakgrund

Inom 6vervakning vill man generellt f6lja utvecklingen av en variabel 6ver tid.
Variabler som f6ljs fungerar som indikatorer for ett tillstdnd och i mdnga samman-
hang anvinds gransvarden som indikatorn antingen ska vara éver eller under for
att indikera det 6nskvirda tillstdndet férvaltningen satt som mal. Huruvida malen
gar att félja upp eller inte beror pa hur exakt indikatorn kan métas, det vill sdga
osdkerheten i variabeln. Osédkerheten i mitningen ar direkt kopplad till den variation
som variabeln uppvisar. Denna variation uppstar fran komponenter pa olika nivaer
och kan beskrivas som hierarkisk (Carstensen & Lindegarth 2016). Variation i rummet
kan delas upp i storskalig och sméaskalig variation, dir stor skala i det hdr samman-
hanget kan representeras av olika vattenférekomster eller vikar och liten skala av
variation mellan stationer inom respektive vattenforekomst eller vik. Genom att
replikera prover per station kan den variation som &r associerad med enskilda
stationer ocks& méitas. P& motsvarande sitt kan tidsméssig variation mitas genom
att undersoka skillnader mellan ar, m&nader, veckor och dagar, eller till och med
mellan timmar om det ar relevant. Rumslig och temporal variation kan ocksé inter-
agera. Till exempel om en storm ett ar paverkar méatvariabeln i det ena vattenomradet
men inte det andra (Carstensen & Lindegarth 2016).

En del varians uppstar av kinda biologiska orsaker och kan forklaras, vilket
minskar osdkerheten. Genom att kdnna till yttre faktorers betydelse kan métningar
av dem i samband med provtagning bidra till att férklara de DNA-Kkoncentrationer
som uppmats, vilket minskar mingden of6rklarad variation i den statistiska modell
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som anvinds fér uppfoljning. Ett exempel kan vara hur vegetationens tacknings-
grad minskar med djupet. Genom att inkludera djup i den statistiska modellen
forklaras en del av variationen i tickningsgrad, forklaringsgraden i modellen 6kar
och den totala osdkerheten i uppféljningen minskar.

Variation uppstér ocksi pa grund av metodologiska osidkerheter, till exempel
beroende av vilket filter som anvands for att samla in eDNA, vilka kit som anvinds
for extrahering och vilka assayer som anvinds for att kvantifiera mingden DNA.

I ett Overvakningssammanhang dr den totala osdkerheten i maluppféljningen
summan av variansen fran alla bidragande komponenter. Kvantitativ kunskap om
variationskomponenters betydelse innebir att deras bidrag till totala osdkerheten
kan modelleras (Carstensen & Lindegarth 2016). Genom att simulera olika kom-
binationer av provtagningsstorlekar kan designen av ett 6vervakningsprogram
optimeras. Om den ekonomiska kostnaden for provtagning pa olika skalor dr kédnd
kan programmet ocksa goras kostnadseffektivt.

4.3.2 Praktisk kunskap och aterstadende fragor

Inom projektet har vi piborjat de analyser av varianskomponenter som kréavs for
att designa ett effektivt 6vervakningsprogram. Nar det giller storskalig variation
aterviander gddda till samma lekplats som dér de foddes och har ett starkt sa kallat
homing-beteende (Miller et al. 2001; Larsson et al. 2015). Aven under 6vrig tid

pa aret ar gidda forhallandevis stationédr och uppvisar korta migrationsavstand,
normalt 3-5 km och ibland upp till 10 km (Karas & Lehtonen 1993; Pauwels et

al. 2013; Flink et al. 2023). Langs kusten har man som stdd till detta identifierat
genetiskt skilda delpopulationer (Laikre et al. 2005; Diaz-Suarez et al. 2022). Det
finns ocksa en genetisk uppdelning pa smi rumsliga skalor, giddor i vattendrag
som ligger endast ndgon km fran varandra har visat sig skilja sig at genetiskt
(Larsson et al. 2015; Tibblin et al. 2015). Uppdelningen verkar ske just under leken
medan gdddorna under resten av tiden pa aret blandas 14angs kusten (Wennerstrém
et al. 2016). Ett enkelt sétt att minska den rumsliga variationen ar darfor att avgrinsa
provtagningen till kdinda lekomriden under den tid gidda aggregerar.

I faltforsoket med vikar i Stockholms skirgard associerades det mesta av
variationen till skillnader mellan vikar och mellan olika bes6k i samma vik, snarare
an till rumsliga skillnader inom vik (Figur 17). Det kan tolkas som att lekvikar ar
en lAmplig avgransning, men ocksa att tidsmaéssig variation inom leksdsongen
kan vara viktig. Mojligen paverkar ocksé interaktioner mellan vikar och vikbesok,
det vill sdga att aggregering och lek har kommit olika l1angt vid en given tidpunkt
under varen. Undersdkningen i vitmarken i Hemmesta, Virmdo kommun, syftade
bland annat till att undersdka detta. D4 resultaten inte 4nnu ir vetenskapligt
publicerade ir en prelimindr slutsats att &ven migrationen i samband med leken
kan ha en betydande paverkan p&d eDNA-signalen. Det finns s&ledes behov av att
ytterligare undersoka temporal variation under leksdsongen.

Den finskaliga variationen inom vik indikerade att lika mycket variation asso-
cierades till mellan transekter som inom transekter (Figur 17). En utmaning for
tolkningen dr dock den 14ga replikeringen som anvindes, fyra transekter per vik
och tvé replikat per transekt. For att f& en bra skattning av variationen som associeras
till de olika tids- och rumsliga nivierna behévs studier som initialt “6ver-replikerar”
for att deras betydelse ska kunna modelleras pa ett bra sitt (Lindegarth et al. 2016).
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Visserligen ger det inledningsvis en hégre kostnad, men i férlingningen uppnés
valdesignade 6vervakningsprogram med en stérre mojlighet att skilja naturlig
variation fran faktiska (bestands)forandringar.

En kéilla till variation som inte varit mojlig att undersdka inom ePIKE &r variation
Over tid (&r). For att fa en uppfattning om hur stor variationen dr mellan ar beh6vs av
naturliga skil fleririga studier. Ett flerarigt pilotprogram skulle fylla denna kunskaps-
lucka. En annan metodologisk utmaning med eDNA-metoder dr avsaknaden av
kunskap om hur storleksstruktur paverkar uppféljningen. Aven om vi inte fann stod
for storleksstrukturens betydelse p4 uppmaétta DNA-koncentrationer i lekvikarna i
Stockholms skérgird (Ogonowski et al. 2023) har andra visat att storlekssamman-
siattningens betydelse for DNA-utsondringshastigheten kan vara avsevéird (t.ex.
Yates et al. 2020). Eftersom bade storleksstrukturen och médngden fisk (antal och
biomassa) kan férdndras 6ver tid behovs sddan kunskap. Linga tidsserier 6ver
populationsutveckling hos gidda dr dock sillsynta, men forekommer. I Milaren,
vid SLU:s s6tvattenslaboratorium i Drottningholm, f6ljdes giddbestindet 1945-1967
med adngsryssjor. Efter det harda fisket under andra varldskriget &terhdmtade
sig bestandet successivt, vilket visade sig genom en 6kad storlek men firre antal
(Svardson & Molin 1968). Hur sadana forandringar paverkar eDNA-signalen ar oként.
Ett pilotprogram som parallellt underséker mingd, storleksstruktur och eDNA kan
ge en bittre forstielse av den eventuella betydelsen av DNA-utséndringshastighet,
vilket skulle vara av stor vikt fér den fortsatta utvecklingen av eDNA som Over-
vakningsmetod.

44 eDNA kan anvindas for dvervakning
av gidda

Genom det hir projektet har vi kommit en lang bit pa vigen mot malet att utveckla
eDNA som 6vervakningsmetod for gidda. De laboratorietekniska metoderna har
utvecklats. Exempelvis optimering av filterkombinationer, kostnadseffektiva
extraheringskit och lampliga/kénsliga assayer har testats och dr redo att tillimpas
praktiskt. Utifran den utvecklade kunskapen om metoderna kan nu ocksi reella
bedémningar av kostnader i form av material, tid och resurser sittas ihop for tids-
och kostnadseffektiv provtagning.

Vi har dven undersodkt rumslig och temporal variation. Det innebér att kunskap
finns om vilken omfattning som krévs pa provtagning for att félja enskilda del-
populationer &ver tid (i en vik, en sjo eller ett specifikt avgrinsat omrade), eller for att
goOra rumsliga jAmforelser av relativa mingder mellan olika avgrdnsade omraden.

Projektet har 4ven undersokt effekter av yttre faktorer. I likhet med andra
provtagningsmetoder, till exempel nitprovfisken, kan provtagningen paverkas av
miljévariabler. Inte minst temperatur har en direkt fysiologisk effekt pa fisk och deras
beteende vilket paverkar sannolikheten att fingas. Baserat pa projektets resultat
ger vi konkreta rekommendationer for vilka forhallanden som bor rada vid prov-
tagning.

Aven om eDNA kan anvindas foér 6vervakning av gidda aterstar pusselbitar
innan det kan tillimpas fullt ut i ett nationellt samordnat évervakningsprogram.
Aterstaende kunskap kan fas genom att initiera ett pilotprogram. Ett sddant program
bor fokusera pa ett antal omradden som foljs dver tid (3—-5 ar) och foreslas inkludera
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parallella insamlingsmetoder. Det skulle generera bittre kunskap om variation
mellan ar. Genom en ordentlig replikering av de bedomt viktigaste kéllorna till
rumslig och temporal variation kan modellering av varianskomponenter bidra till
ett i slutinden véldesignat 6vervakningsprogram. For att 6ka férstaelsen av vad
skillnader i eDNA-koncentrationer innebér vad giller motsvarande skillnader i antal
och storleksstruktur behévs parallella insamlingsmetoder. Bland de insamlings-
metoder som kan anvindas for gddda, till exempel ryssjefisken och i vissa miljoer
batelfiske, beddms spOprovfiske vara en kostnadseffektiv metod for insamling

av antal (relativ tithet) och storleksstruktur (Sundblad 2023). Att parallellt nyttja
eDNA-metoder och spoprovfiske skulle bidra till 6kad kunskap om hur antal och
storleksstruktur paverkar uppmaétt koncentration av eDNA. Sp&provfiske ger ocksa
mojlighet att anvinda fingst-aterfangst-metoder for att skatta totala populationens
storlek, vilket kan vara relevant att jimfora med eDNA-provtagning som inkluderar
en storre del av populationen dn spdprovfiske.

En sista pusselbit som behdver belysas nér vi rér oss mot en langsiktig évervak-
ning av gddda med eDNA-metoder &r behovet av standardisering. En styrka med
till exempel nitprovfisken dr att de 4r standardiserade och utfors pd samma sitt
over tid, vilket ger jAmforbara data. Den snabba utvecklingen kring eDNA-metoder
innebir dock att laboratorietekniska metoder genomgar snabba féridndringar.
Exempelvis forbittras och modifieras filtreringsmetoder, DNA-extraktionsprotokoll,
PCR-assayer och kemiska reagenser vilket komplicerar jimférbarheten av analys-
resultat ver det tidsperspektiv 6vervakningsprogram normalt verkar inom. En
fullskalig standardisering av metoderna i alla led, dar en specifik metodik befésts som
orubblig 4r ddrmed osannolik. For att &nd4 f6lja med i utvecklingen och samtidigt
tillata tidserier att bli jaAmforbara krévs det (1) att insamlingen och konserveringen
av vattenprover sker enligt gingse accepterade metoder for vilka det idag finns
nationella och internationella standarder (SIS/CEN 2023) (2) noggrann dokumen-
tation och vetenskaplig transparens och (3) tillsatser av interna standarder och olika
typer av kontroller i alla steg av eDNA-analysen - frin insamling av vattenprov till
amplifiering via PCR eller motsvarande metod (Mauvisseau et al. 2022). Genom
att tillsitta en kind méangd syntetiskt DNA i olika steg av analysarbetet tillater
man dirmed kvantifiering av eventuella DNA-forluster i processtegen vilket skulle
generera langsiktigt jAmforbara data, &ven om detaljer i metoderna dndras &ver tid.
Det pilotprogram vi féreslar bor utveckla och beskriva hur en standardisering gar till.

Sammantaget finns nu alla forutsattningar fér skonsam uppféljning av gidda
med eDNA-metoder. Ett pilotprogram kan utveckla de delar som aterstar for att
ta fram en 6vervakningsmanual och ldgga grunden for ett nationellt samordnat
program for 6vervakning av gddda i svenska vatten.
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5. Tack

For att ett flerarigt forskningsprojekt ska bli framgangsrikt krévs goda samarbeten.
Inom ePIKE har vi haft férdelen att f arbeta tillsammans med manga duktiga och
dedikerade personer pé ett antal organisationer. Vi vill tacka for detta och upp-
marksamma Virmdoé kommun f6ér gott samarbete och mdjligheten att genomfora
undersékningen i Hemmesta sjoang 2021, Fiskevardsteknik fér stéd med fiskrdknaren
och alla p4 Sportfiskarna, sdrskilt Victor Sandberg och Nils Ljunggren, som utéver
ha varit ett bra stdd i Hemmesta ocksé bidrog till insamlingen av yngel for vara
forsta experiment. Tack till Per Vidlund for insamling av adult gaddda till férs6ken

i mesokosmer. Tack till Kenneth Karlsson fér insamling av gdddmjélke. Tack till
Henrik C. Andersson vid Lansstyrelsen i Stockholms 1&n och alla sportfiskare invol-
verade i spoprovfisket av vikar och projektet REFISK for sportfiskedata. Tack till
Zandra Gerdes (Aquabiota Water Research/NIRAS), Ofir Svensson (Calluna AB) for
hjilp i laboratoriet, vara kollegor Ola Renman, John Persson och Stefan Nyberg for
hjalp med utrustning och filtarbete och Linda S6derberg for hjilp pa genlab, Veljo
Kisand, Riho Gross, Ilkka Nousiainen och Lilian Pukk fér deras rad och hjilp vid
laboratoriearbetet vid Tartu universitet och Estonian University of Life Sciences.
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Bilaga

Kompletterande bilder

Figur B2. Insamlade unga gaddor for att testa eDNA-biomassaférhallanden i akvarium.
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Figur B4. Insamling av eDNA-filter.
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Figur B7. Foérberedelse av mesokosmexperiment.
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Figur B9. Konstruktion av konstgjorda véxter for vuxna gdddor under mesokosmosexperiment.
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Figur B10. Uppséttning av fiskrdknare med konstruktionsram i vatmarken.

Figur B11. Kamera och sensorer i fiskrdknaren.
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Figur B12. Kollage av tidpunkter vid mynningen till vatmarken.

26 maj rikligt med nederbdrd (50-60 mm)
2021-05-28

Figur B13. Mynningen till vitmarken tva dagar efter det ovanligt stora regnet som orskade
Oversvamning.
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Vi vet idag for lite om hur mycket gdddor som finns. Flera studier visar pa
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hog precision vid jimforande studier. Men om eDNA ska etableras som
overvakningsmetod for gddda si behover delar av metodiken standardiseras
i avseende pi reproducerbarhet och kunskap om variation i tid och rum
utokas.
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