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Signalkréafta. Foto: Annica Karlsson, WaterCircle.

Genetiska metoder for
overvakning av invasiva
frammande arter

Erfarenheter fran Stockholms lan

Under det senaste decenniet har eDNA-metodiken utvecklats
snabbt. Lansstyrelsen i Stockholms Ian har utforskat méjligheterna
med eDNA i ett antal projekt inom ramen for arbetet med invasiva
frammande arter. Projekten har dels anvant sig av flerartsanalys,
sa kallad metabarkoding, dar genetiska markorer anvands for att
identifiera samtliga arter inom en grupp (exempelvis fisk), dels
enartsanalys (malartsanalys), dar kansliga PCR-metoder anvands
for att soka ut forekomst av en specifik art. Faktabladet tar ocksa
upp ett projekt dar en annan genetisk metod, Sanger-sekvensering,
anvandes for att screena efter arter i biologiskt material insamlat
fran skrovpavaxt fran fritidsbatar. Samtliga projekt har finansierats
av medel frdn Havs- och Vattenmyndigheten avseende invasiva
frammande arter, anslag 1:11.
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Grunderna i eDNA

Vad ar eDNA?

Alla levande organismer lamnar genetiska spar efter sig i sin miljo, till
exempel i form av avféring, har och doda celler. Metodiken att samla in
information om arters férekomst utifran detta miljé-DNA (environmental
DNA) kallas eDNA. Metodiken genomgar en snabb utveckling och har
bérjat anvéndas inom 6vervakning och inventering. Det finns fortfarande
behov av utveckling av metodiken, exempelvis gallande reproducerbarhet
(Topel & Pinder 2022).

eDNA som metod

| akvatiska miljéer kan eDNA utvinnas utan att man vare sig fangar eller
ser organismer. Istéllet anvands molekyléra analyser som anger vilka arter
som finns inom omradet. Denna eDNA-metod omfattar tre steg (figur 1).

Steg 1 Steg 3

Steg 2

Laboratorieanalys

Analys av sekvensdata
(Bioinformatik)

eDNA provtagning i
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Figur 1. Tre steg i eDNA- metodiken.

Steg 1: eDNA-provtagning i falt

eDNA-provtagning kan genomforas i olika typer av vattenmiljoer, till
exempel dammar, sjoar, vattendrag, kust och hav (figur 2).
Provtagningsstrategin utgar fran vattenmiljons hydrologiska forutsattningar
och arternas livsmiljo och livscykel. Vid en lokal bér flera delprover tas for
att tacka in sa manga livsmiljoer som mgjligt. Om en specifik art ar av
intresse bor exempelvis kunskap om vandring och lekperiod beaktas
eftersom mangden DNA fran arten kommer att variera med sasongen.
Sjoars temperaturskiktning, vattendrags stromforhallanden och kustens
strommar ar exempel pa parametrar som paverkar resultaten. Eftersom
DNA snabbt bryts ner (efter en till tva veckor i vattenmassan beroende pa
temperatur med mera) innebdr eDNA-provtagning att filtrering och
fixering (exempelvis med etanol) av vattenproverna sker i falt och att
proverna forvaras kylda fram till analys. | faltprovtagningen ingar ocksa
negativa kontroller, alltsa rent vatten som genomgatt samma
filtreringsprocedur som proverna. Detta fOr att undersoka eventuella
kontamineringskallor under faltprovtagningen.

Steg 2: Laboratorieanalys

Det finns nagra vanliga procedurer for laboratorieprotokoll vid eDNA-
analys. eDNA extraheras enligt laboratoriets egna protokoll. Efter eDNA-
extraktion anvénds metoden PCR (Polymeras Chain Reaction), som bygger
pa att en kort DNA-sekvens, som &r unik for arten/arterna som ska
inventeras, amplifieras (det vill sdga kopieras och mangfaldigas) i PCR-
reaktionen. Enartsanalys (ddPCR, gPCR) anvéander en molekylar markar,
en del av till exempel gensekvenserna CO1, 12S rDNA eller 16S rDNA,
som ar unik for den enskilda malarten. Metabarkoding (flerartsanalyser)
anvander en bredare markor for att kunna detektera fler arter. Fisk
analyseras exempelvis vanligtvis med markdren 12S rDNA (Miya et al.



2015). Laboratoriet gor alltid en negativ kontroll for att sdkerhetsstélla
kvaliteten av resultaten. Analyser kan ocksa anvanda en positiv kontroll
med kanda arter fOr att sakerstélla att analysen upptacker arter.

Steg 3: Analys av sekvensdata (Bioinformatik)

Efter analys tar sa kallad sequencing facilities fram streckkoder.
Streckkoderna &r unika for varje enskild art. Forst jamfors streckkoden
med en specifik referensdatabas, till exempel MIDORI (Leray et al. 2022).
Det &r en global databas av mitokondriella DNA-sekvenser som anvéands
som referens. Darefter jamfors streckkoden med en databas som innehéller
streckkoder for alla arter som ar registrerade i databasen. Den vanliga
databasen for detta steg &r GenBank som &r uppratthalls av National Center
for Biotechnology information, NCBI (Altschul et al. 1990). Streckkoderna
matchas mot databasen och far fram identitet till artniva.
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Figur 2. En bild av eDNA-metodiken.



Fallstudier frdn Stockholms lan

Fiskarter i Malaren — med fokus pa svartmunnad smorbult

I augusti 2022 utférdes en eDNA-undersdkning for flerartsanalys av fisk i
Malaren pa uppdrag av Lansstyrelsen i Stockholm (Hernvall m.fl. 2022).
Sammanlagt 20 lokaler i Méalaren provtogs, varav fem aven undersoktes pa
samma satt 2018 (Hellstrom m.fl. 2018). Understkningen hade sarskilt
fokus pa eventuella forekomster av svartmunnad smaérbult (Neogobius
melanostomus) men syftade ocksa till att undersoka fisksamhallet i stort.

Den svartmunnade smorbulten (figur 3) ar inhemsk i det pontokaspiska
omradet och har sannolikt spridit sig via barlastvatten. Arten upptacktes i
Ostersjon forst i Gdanskbukten 1990 och i svenska vatten vid Karlskronas
hamn 2008. Idag finns arten etablerad langs stora delar av Ostersjokusten
upp till Gavleomradet, men forekommer aven langre norrut. Inrapporterade
forekomster i Stockholms lan galler framst sédra skargarden.

Den svartmunnade smdrbulten har en mycket hdg risk for invasivitet
(riskklass 5, Strand m.fl. 2018). Hoten mot inhemsk fauna bestar i att den
ar aggressiv och territoriell och kan déarmed tranga undan andra arter. Den
ater musslor samt andra arters rom (Florin m.fl. 2021). Sjalv &ts
smorbulten exempelvis av abborre. | andra delar av Ostersjoomradet anses
den vara en god matfisk och skulle darfor kunna nyttjas som en resurs.
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Figur 3. Svartmunnad smorbult (Neogobius melanostomus).

Analysen detekterade 29 fiskarter vid de undersoka lokalerna i Malaren
(figur 4). Svartmunnad smarbult kunde inte pavisas vid nagon av
lokalerna. Tydliga sdsongsvariationer i fisksamhallet kunde ses mellan
2018 (provtagning i maj) och 2022 (provtagning i augusti). Antalet
sekvenser i maj 2018 indikerade exempelvis att provtagningen prickat in
reproduktionsperioden for stromming. Vid en jamforelse mellan relativ
biomassa (eDNA) och biomassa (fangstvikt) fran historiska natprovfisken
vid motsvarande lokaler visade dessa resultat pa relativt god
samstammighet. Id, asp och al var dock exempel pa arter som pavisades
med eDNA men som inte fangats med nétprovfiske.



Resultaten av studien indikerar att eDNA har potential att detektera
sallsynta och svarfangade arter. Resultaten tyder ocksa pa att svartmunnad
smorbult annu inte etablerat sig i Malaren. eDNA kan anvandas pa storre
geografisk skala och darigenom screena for exempelvis fraimmande och
séllsynta arter, varefter mer detaljerade inventeringar kan géras. Daremot
erhalls inte data om kon, storlek och halsostatus hos fiskarna. En
kombination av eDNA-metodik och traditionella metoder kan darfor vara
en framgangsrik vag mot forbattrade underlag for forvaltning och
6vervakning.

Arternas forekomst dver lokalerna

20 20 20 20 20
19 19

Figur 4. Arternas forekomst 6ver 20 undersokta lokaler. Y-axeln anger
antal lokaler (fran Hernvall m.fl. 2022).

Kraftor och kraftpest

Nordamerikanska signalkraftor planterades ut i Sverige under 1960-talet i
syfte att ersatta den inhemska flodkraftan som minskat pa grund av
kraftpest, en parasitisk svampsjukdom. Signalkraftan visade sig dock vara
bérare av en annan slags kraftpest, vilket allvarligt férsamrade situationen
for den inhemska flodkréaftan. | regel ar signalkraftan en motstandskraftig
bérare av kréaftpest, men i situationer av stress till féljd av férsamrad
vattenkvalitet kan dven signalkraftor insjukna. Aven idag sker olagliga
utséttningar av signalkréafta.

Signalkraftan ar spridd éver hela Stockholms lan (figur 5). Arten har en
mycket hog risk for att vara invasiv (klass 5, Strand m.fl. 2018). Det finns
ett nationellt hanteringsprogram for signalkraftan dar olika atgarder for att
minimera negativa effekter samt vagledning kring nyttjande finns samlade
(Havs- och vattenmyndigheten 2020).

I slutet av augusti 2022 utfordes en inventering av flodkréfta Astacus
astacus och signalkrafta Pacifastacus leniusculus i tre sma sjoar i lanet, pa
uppdrag av Lansstyrelsen Stockholm (Karlsson m.fl. 2022). Inventeringen
utfordes bade med kréftprovfisken samt eDNA-provtagning for att testa
metodernas samstammighet. Tva av sjoarna hade bestand av signalkrafta
och i en av sjoarna fanns flodkréaftor. | sjdarna med signalkrafta
detekterades arten med eDNA vid nio av 15 respektive nio av tio lokaler.

I sjon med flodkréfta detekterades arten vid sju av 15 lokaler. | en av
sjoarna kunde ocksa kraftpest pavisas med eDNA. Studien visade att
eDNA som undersokningsmetod har potential att fungera pa kraftor, men
det krévs en stor mangd filtrerat vatten eftersom sensitiviteten i analysen ar
lag.



Figur 5. Signalkrafta. Foto: Annica Karlsson, WaterCircle.

Fiskarter vid kustlokaler

| september 2022 genomforde Lansstyrelsen vattenprovtagning for eDNA
pa kustlokaler med hdg fritidsbatsaktivitet (Figur 6). Vid Tralhavets
marina (1), Skargardsstad (2), Dyviks marina (3), Nynashamns gasthamn
(7) och Fallnasviken (8) togs 3-5 delprover fran strandkanter och bryggor
med bagare pa skaft (cirka 0-2 m provdjup). Vid Réknas (4 och 5) togs
prov dels strandnéra (tre delprover pa 0-0,5 m djup), dels med
vattenhamtare pa 5 m djup (ett prov). Vid Léannersta (6) togs flera delprov
genom att kasta ut en provtagningsflaska fran brygga.
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Figur 6. Karta dver provtagna kustlokaler i september 2022 med avseende
pa eDNA, flerartsanalys av fiskfaunan.



Proverna analyserades med flerartsanalys (metabarkoding) med markéren
12S i syfte att fa en bild av fiskfaunan och sarskilt undersoka om den
invasiva fraimmande arten svartmunnad smorbult (Neogobius
melanostomus) férekom vid lokalerna. Totalt identifierades DNA fran 27
olika fiskarter i proverna (Panova m.fl. 2023a). Abborre och mért forekom
vid alla lokaler i stort antal sekvenser. Aven spigg, lerstubb/sandstubb, l6ja
och braxen aterfanns i stort antal sekvenser vid manga av lokalerna. Id
forekom med litet antal sekvenser vid alla lokaler och al noterades vid en
lokal. DNA fran svartmunnad smorbult patraffades vid en lokal, Réknas,
yta, i ett stort antal sekvenser. Daremot gav analysen ingen traff pa
svartmunnad smorbult i Nynashamn, ett omrade dar arten forekommer
enligt bland annat inrapporteringar i Artportalen. Tidpunkt fér insamling,
metod och total méangd data var lika for Rdknas och Nynéshamn och kan
darfor inte forklara varfor arten inte identifierades i Nynashamn. Tidigare
undersokningar har visat att eDNA &r en palitlig metod for att upptacka
svartmunnad smorbult (Sundberg m.fl. 2022).

En annan intressant observation var de relativt stora skillnaderna i resultat
for prover fran Raknas tagna vid yta och pa fem meters djup. DNA fran
spigg, stensimpa, lerstubb/sandstubb, gadda, al, farna och svartmunnad
smorbult patraffades enbart i ytprovet. | provet fran fem meters djup fran
Raknas patraffades daremot en annan frimmande art; regnbéage
(Oncorhynchus mykiss). Skillnaderna kan delvis bero pa att tre delprover
togs vid ytan men bara ett pa fem meters djup. Arternas biologi kan ocksa
spela in. Studier har visat att provtagningsdjup paverkar sannolikheten att
upptécka olika fiskarter med hjalp av eDNA (Rourke et al. 2022).

Erfarenheterna fran projektet visar pa vikten av att ta flera delprover pa en
lokal, helst pa olika djup, for att fanga upp s manga arter som majligt i
samlingsprovet.

Vitfingrad brackvattenskrabba (Rhithropanopeus harrisii)

Den lilla vitfingrade brackvattenskrabban (max cirka tva cm éver
ryggskolden) kommer ursprungligen fran brackvattensomraden langs den
nordvéstra Atlant-kusten, USA:s dstkust. Det &r troligen via sjofarten som
arten har spridit sig, bland annat till Ostersjon. Den bedoms enligt SLU ha
Iag risk for invasivitet (riskklass 2, Strand m.fl. 2018). Krabban patraffades
forsta gangen i Sverige 2014, vid Oxelésund. Under 20202022 har flera
rapporter inkommit till Artportalen fran Nynashamnsomradet, speciellt
Fallnasviken. Krabbor av olika storleksklasser forekommer dér, vilket
indikerar att arten reproducerar sig (figur 7). Fran Finland rapporteras att
arten under ett drygt decennium endast forekom i Skargardshavet, men att
den under sommaren 2022 hittats saval norrut som i Helsingfors (HBL
2022). Detta indikerar att arten kan komma att fa okad spridning i
framtiden. En farhaga med den vitfingrade brackvattenskrabban &r att den
kan bara pa sjukdomar (SLU 2023).

| september 2022 genomforde Lé&nsstyrelsen en pilotstudie for att
undersoka om eDNA (malartsanalys, ddPCR) ar en lamplig metod for att
Overvaka arten (Panova m.fl. 2022). Vattenprover togs ytligt med spann
langs en stenstrand vid en lokal i Fallnasviken med kéand forekomst av
arten. Vid provtillfallet noterades tva krabbor.



Figur 7. Vitfingrad
brackvattenskrabba fran
Fallnasviken, Nynashamn.

For att testa metoden hélls ocksa en krabba (infangad pa lokalen) i en
spann med vatten éver natten (med syretillforsel och stenar fran lokalen),
varefter hela vattenvolymen filtrerades. Vid analys fanns en tydlig DNA-
signal fran malarten i vattenprovet fran spannen. Daremot gick det inte att
pavisa arten i faltprovet fran Fallnasviken. Resultaten visar alltsa att
metoden for vitfingrad brackvattenskrabba fungerar men att det inte ar
sikert att DNA fangas upp i en faltsituation. Overvakning av arten med
eDNA riskerar darfor att ge falska negativa resultat. Det &r mojligt att en
annan tid pa aret, med varmare vatten och fler samt aktivare krabbor,
skulle 6ka majligheterna att fanga upp DNA-molekyler. Tidigare studier
pa blaskrabba har dock visat pa liknande resultat; en fungerande metod
men svarigheter att detektera arten i en faltsituation (Sundberg m.fl. 2016).

Slutsatsen fran pilotstudien &r att eDNA inte ar en séker och fungerande
metod for dvervakning av vitfingrad brackvattenskrabba.

Uppféljning av utrotningsinsats

I juni 2021 hittades en marklig fisk i en damm. Fisken identifierades som
Misgurnus nikolskyi, en sibirisk art av sa kallad vaderfisk/véaderal
(Vasil’eva 2001). Prover togs for att utveckla primer och metod for
enartsanalys och kunna detektera arten med eDNA. Under november 2021
pumpades vatten ut fran dammen med syftet att bottenfrysa den och utrota
fisken. Det milda vintervadret medforde dock att dammen i februari 2022
var vattenfylld pa nytt. Nya eDNA-prover togs i dammen i april och maj
2022 och resultaten fran dessa prover visade att vaderfisken fanns kvar
(Eiler & Ahmed 2022). Troligen hade den 6verlevt tomningen genom att
grava ner sig i dyn. Detta &r ett bra exempel pa fall dar eDNA kan
anvandas i samband med atgarder mot invasiva fraimmande arter, for att
folja upp en utrotningsinsats och besluta om nya atgarder. eDNA har ocksa
anvants for att folja upp utrotningsinsatser mot solabborre (Sundqvist m.fl.
2022).

Pavaxt pa fritidsbatar
| oktober 2022 samlade Lansstyrelsen Stockholm in prover av pavaxt fran
batskrov i tva smabatshamnar; Tralhavets batklubb och Bullando marina



(figur 8). Provtagningen gjordes i samband med att batar togs upp och
rengjordes infor vinterforvaring. Pavaxtprov togs fran olika delar av
skrovet med hjélp av spatel eller liten borste och fordes over till roér
med etanol.

For prover med olika djurtaxa anvéndes metoden Sanger-sekvensering och
markdren COL. Samtliga tretton prover kunde identifieras med tekniken
(Panova m.fl. 2023b). | proverna férekom bland annat blamussla (Mytilus
edulis) och sétvattenssvamp (Ephydatia fluviatilis), samt de inférda arterna
havstulpan och klubbpolyp. Slat havstulpan (Amphibalanus improvisus),
som &r ett slags kraftdjur, kom till Ostersjon i mitten av 1800-talet, troligen
som pavaxt pa fartyg. Idag ar den mycket spridd langs kusten och mycket
vanlig som pavéaxt pa exempelvis béatar och bryggor. Klubbpolypen
(Cordylophora caspia) kommer som namnet antyder ursprungligen fran
det pontokaspiska omradet och observerades forsta gangen i svenska vatten
i borjan pa 1800-talet. Den &r vanlig som pavaxt pa batar och kan orsaka
problem genom att exempelvis sétta igen ror. | prover fran Bullando
marina fanns ocksa de for lanet relativt nya invasiva fraimmande arterna
tigermarla (Gammarus tigrinus) och trekantig brackvattensmussla
(Mytilopsis leucophaeata). Bada arterna harstammar fran Nordamerika och
har bedémts ha hdg risk for invasivitet (riskklass 4, Strand m.fl. 2018).
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Figur 8. Pavaxt av trekantig brackvattensmussla (TV) samt havstulpan,
klubbpolyp och sétvattenssvamp (TH).

Gammarus tigrinus har tidigare rapporterats in fran ett fatal kustlokaler,
daribland Brunnsviken. Arten har aven hittats i Méalaren (Medins 2020).
Den trekantiga brackvattensmusslan rapporterades forsta gangen fran
Stockholms lan i september 2021, da en omfattande settling upptéacktes i en
vik i Varmdo kommun. Vid eftersok under oktober-november 2022
konstaterades att arten hade stor spridning mellan Varmdo och Ingard
(Biologik 2022). Arten noterades dven pa Smadalar6 och Lidingo vilket
indikerar spridning sdéderut samt in mot Stockholm. Nya rapporter i
Artdatabanken under hésten 2022 kom &ven fran Osterékers kommun.

Fynden av tigermarla och trekantig brackvattensmussla i skrovpavéxten
indikerar att fritidsbatar kan vara en viktig spridningsvektor for invasiva
frammande arter.



Slutsatser

Erfarenheterna fran Stockholms lan visar att eDNA-metodik i manga fall
ar lampligt for att komplettera évervakningen av, och folja upp insatser
emot, invasiva frammande arter. Metoden fungerar bra och ar vél beprévad
vad géller fisk, men bdr anvandas med storre forsiktighet var galler
kraftdjur.

Tack

Vi vill tacka Centrum for genetisk identifiering vid Naturhistoriska
Riksmuseet, eDNA Solutions/WaterCircle, MixResearch och SeAnalytics
for genomférda projekt.
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