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1. Inledning

WSP Sverige AB har pa uppdrag av Rederiaktiebolaget Eckero utfort en groddjursinventering med eDNA-metoden i
Grisslehamn, Norrtélje kommun, Stockholms lan. Inventeringen sker i samband med planering av utdkad
parkeringsyta med ytterligare 150-250 parkeringsplatser intill befintlig parkering vid Grisslehamns hamn (Figur 1).
Groddjursinventeringen i falt genomfordes den 7 juni 2022 av Elsa Fogelstrom och Andreas Mattsson.

Syftet med utredningen var att identifiera lampliga leklokaler for groddjur fran ett urval av atta potentiella smavatten i
Byholma, samt understka férekomst av groddjur i dessa vatten. Syftet var aven att besvara huruvida féreslagen
exploatering inom omradet paverkar omradets kontinuerliga ekologiska funktion for groddjur och om dispens fran
artskyddsforordningen behovs, eller om detta kan undvikas genom skydds- och forstarkningsatgarder.

Grisslehamn

- Inventeringsomrade " e g A
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Figur 1. Oversikt éver inventeringsomradet. Ortofoto och 6versiktskarta erhalina av Esri.

2. Tidigare utredningar
Under @&iEMI2022) genomfordes en (ailiVE0ESIAVERtENng av omradet. | samband med forstudien gjordes en

utsékning av naturvardsarter i Artportalen inom inventeringsomradet med en buffertzon om 300 meter, for

rapporteringsperioden 2002-2022. (ReSUliateHViSadeatiNgaIGIoUt uNhENappoNeraSInoMUISOKNNGSoMIAEEs Den

samlade bedémningen frn naturvardesinventeringen i falt var att de hogsta naturvardena aterfinns i de fuktpaverkade
miljderna samt i dess 6vergangszoner. Dessa bedomdes vara miljoer med hog insektsproduktion vilket ger
forutsattningar for fodosok for groddiur, faglar och fladdermass. Det finns dven férekomster av blasippa, gullviva och
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nastrot i omradet vilka alla ar fridlysta. Objekt som omfattas av det generella biotopskyddet finns pd omradet i form av
akerdiken.

3. Metodik

Inventeringen av groddjur genomférdes med Environmental DNA-metoden (eDNA). Denna metod bygger pa att
groddjur i sin vattenmiljo lamnar efter sig DNA genom hudavlagringar och utsondring fran slemhinnor. Genom att ta
vattenprover kan sedan forekomst av groddjur pavisas genom DNA-analys pé ett icke-invasivt satt som inte kraver att
arten i fraga ar synlig vid inventering. Metoden har tidigare visats vara mycket effektiv med hég sannolikhet att
upptécka féorekommande arter, oftast avsevart hdgre sannolikhet &n med traditionella metoder. | en studie dar
metoderna jamforts var sannolikheten att hitta de arter som finns i vattnet med eDNA 97 % jamfoért med cirka 58 % for
traditionella metoder. eDNA-metoden kan i nulaget endast pavisa forekomst eller icke-forekomst, men metoden
utvecklas snabbt och arbete pagar for att snart kunna avgoéra arternas relativa abundans (antal individer per prov eller
ytenhet).

For att uppna tillforlitligt resultat, ar det viktigt att vattenproverna tas vid en tidpunkt da det finns DNA i vattnet. Den
basta tiden att ta prover ar under yngel/larvstadiet d& ynglen ror pa sig mycket och darigenom slapper ifrdn sig DNA.
Metoden fungerar aven bra nar de adulta individerna ar i vattnet under lekperioden och under tiden med romklumpar.
Adulter/romklumpar tenderar att finnas geografiskt mer lokalt i vattnet men eftersom man tar flera prover utspritt dver
hela smavattnet far man dnda med DNA vid vattenprovtagning under dessa livsstadier. | det aktuella fallet bedomdes
6-14 prover racka for att tacka in hela vattnet. Eftersom provtagning ar mojligt under hela perioden fran lek tills det att
ynglen/larverna lamnar vattnet, och da det tar cirka 2 veckor for DNA:t att brytas ned, finns det ett ganska langt
tidsspann nar provtagning ar lamplig. Det &r mojligt att hitta 6verlappande tider for provtagning av flera arter pa
samma gang.

Provtagningen i Byholma genomférdes den 7 juni 2022. Alla de fem svenska groddjursarterna som aterfinns i
regionen, storre vattensalamander (Triturus cristatus), mindre vattensalamander (Lissotron vulgaris), dkergroda (Rana
arvalis), vanliga groda (Rana temporaria) samt vanlig padda (Bufo bufo) &r ndgorlunda aktiva vid denna tidpunkt och
det finns mojlighet att hitta bade rom, yngel och adulter. R&dande vaderlek var soligt. Vattenprover pa cirka 50 ml togs
fran 6-14 provpunkter fordelade langs vattnets kantzon. Vattenproverna blandades till ett samlingsprov som sedan
filtrerades. Detta resulterade i ett provfilter med filtrerat vatten fran varje provtagningsplats, som sedan skickades till
Centrum for Genetisk Identifiering (CGI) p& Naturhistoriska Riksmuseet fér DNA-analys.

4. Resultat

Under inventeringen besoktes @ii@iplaisen som hallit vatten och pekats ut som potentiella groddjursmiljcer vid
naturvardesinventeringen i falt (Figur 2). Av dessa hdll tre platser fortfarande vatten vid provtagningstillféllet och
beddémdes kunna utgéra lampliga lekmiljoer for groddjur. De tre platserna ar alla delar av ett sammankopplat
dikesnatverk men var vid inventeringstillfallet separerade péa grund av lagt vattenstand. Resterande fem platser var vid
provtagningstillféllet uttorkade och kunde déarmed inte provtas.

Vid DNA-analysen gors tre tekniska replikat for varje analyserad art, med positiva eller negativa provresultat. (lg@

Epanavigrodajumpairaifates) | nagot av replikaten fran de tre provtagningsplatserna (Bilaga 1). Detta innebar attjifiga)
groddjursarter fanns i nagot av smavattnen vid inventeringstillfallet.
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Figur 2. Potentiella groddjursmiljéer i Grisslehamn som besoktes under inventeringen. Tre av dessa provtogs med eDNA-metoden.

4.1 Inventerade platser

4.1.1 Smavatten 2. Ost-vastgaende akerdike
Akerdike som &r bitvis ljusluckigt, bitvis skuggat (Figur 3. Smavatten nr 2.Figur 3). Diket var delvis uttorkat vid
inventeringstillfallet. Vattnet var stillastdende och grumligt, med en oljefilm pa ytan. | vattnet observerades en hog

aktivitet av insekter sdsom mygglarver. Vattendjupet uppgick till 1 dm och dikesarean var cirka 10 m2. Tretton

provtagningspunkter togs langsmed smavattnet.
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Figur 3. Sméavatten nr 2.

4.1.2 Smavatten 4. Nord-sydgaende akerdike, sodra delen

Akerdike i skuggat, skyddat lage mellan skog, hagmark och parkeringsplats (Figur 4). Diket hade |agt vattenstand vid
inventeringstillfallet och vattnet var stillastiende med gyttjebotten, samt rikligt med vattenvegetation. Vattendjupet
uppgick till 1 dm och dikesarean var cirka 15 m2. Tolv vattenprover togs fran sex provtagningspunkter langsmed
smavattnet.
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Figur 4. Smavatten nr 4.

4.1.3 Smavatten 7. Nord-sydgaende akerdike, norra delen.

Delvis uttorkat kerdike i mestadels skuggat, skyddat lage mellan skog och hagmark (Figur 5). Vattnet var
stillastdende med dybotten vid inventeringstillfallet. Detta ar samma dike som smavatten 4 och samma dikesnéatverk
som smavatten 2, men smavattnen var vid inventeringstillfallet separerade pa grund av lagt vattenstand. | vattnet
observerades en hdg aktivitet av insekter sdsom mygglarver. Vattendjupet uppgick till 2 dm. Tolv provtagningspunkter
togs langsmed smavattnet.

Figur 5. Smavatten nr 7.
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4.1.4 Platser som ej kunnat provtas

Smavatten nr 1, 3, 5, 6 och 8 utgors av fuktomraden som holl vatten under naturvardesinventeringen i borjan av maj
2022, men som var helt uttorkade vid provtagningstillfallet i bérjan av juni 2022 (Figur 6). Dessa platser har inte
provtagits under groddjursinventeringen och bedéms vara olampliga som lekmiljoer fér groddjur.

Figur 6. Sméavatten nr 1, 3, 5, 6 och 8.
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Enligt resultatet fran eDNA-analysen (BiekommeningenaviteemieiersoKgroousanems) storre

vattensalamander, mindre vattensalamander, akergroda, vanliga groda samt vanlig padda i de olika provtagna

vatmarksomradena inom omradet.

Vid inventeringstillfallet den 7 juni var smavatten nr 1, 3, 5, 6 och 8 uttorkade vilket indikerar att dessa omraden
troligtvis primart ar vattenfyllda under och strax efter snésmaltningen. Dessa bedémdes inte utgora lampliga leklokaler

och inventerades inte med eDNA-metoden.

Sammantaget beddms det vara @SanfolKEEHGIONGUNSKUlIEMyainveneHingsomadsHsomIeprotukionsIokal Dock
sa gar det inte att utesluta att groddjur kan vandra in i omradet dar smavattnen ar belagna for att fédosoka.

6. Bilagor

1. DNA-analys av vattenprover
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Centrum for genetisk identifiering vid Naturhistoriska riksmuseet &r en uppdragsfinansierad
verksamhet som erbjuder myndigheter och organisationer hjdlp med genetiska analyser av
biologiskt material.

Uppdraget

Centrum for genetisk identifiering (CGI) har 2022 fétt i uppdrag av WSP AB att DNA-
analysera 3 st vattenprov for DNA-spar fran storre vattensalamander (7riturus cristatus),
mindre vatensalamander (Lissotron vulgaris), akergroda (Rana arvalis), vanlig groda (Rana
temporaria), vanlig padda (Bufo bufo). Proverna var mirkta enligt tabell 1 (bil. 1).

Redovisning av arbetsmetod

Vattenprover har filtrerats genom Sylphium-filter. Extraktion av DNA har gjorts med
Kingfisher™ Cell and Tissue DNA Kit och Kingfisher extraktions-robot enlig tillverkarens
instruktioner. Detektion av mélorganism-DNA har gjorts enligt (Thomsen et al. 2012) med ett
Bio-Rad CFX96 instrument. For varje prov har tre tekniska replikat gjorts.

Ekonomisk redovisning

Materialkostnad: 1471 kr
Arbetskostnad: 3750 kr
Kostnad totalt: 5221 kr (exklusive moms)

Resultatredovisning

Proverna testades for inhibering av PCR. Proverna var inte inhiberade. Proverna gick att
analysera. Resultat frdn detektion av malorganismer-DNA 1 vattenprover finns i tabell 1.
Positiv detektion av DNA-spér fran mélorganismer innebér att dessa fanns pé lokalen vid
provtillfdllet eller har besokt lokalen 1 nértid. DNA 1 vatten bryts ned pa kort tid (mindre &n
tre veckor).

Data och DNA-extrakt lagras hos NRM/MFO och ir open access.

Niclas Gyllenstrand
Intendent

Naturhistoriska riksmuseet
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Tabell 1. Resultat DNA-analys. For varje prov har tre tekniska replikat gjorts (inom parentes
ges antal positiva/antal replikat). Alla positiva prover innehaller DNA-spér. Nar ett eller tvd
replikat dr positiva kan det bero pd mindre DNA-méngder i provet. NA betyder inga analyser.

Prov Rana arvalis Rana . Lzssotrgn Tr'zturus Bufo bufo
temporaria vulgaris cristatus
Byholma . . . . .

By? Negativ (0/3) | Negativ (0/3) | Negativ (0/3) | Negativ (0/3) | Negativ (0/3)
Bygizma Negativ (0/3) | Negativ (0/3) | Negativ (0/3) | Negativ (0/3) | Negativ (0/3)
Byg%ma Negativ (0/3) | Negativ (0/3) | Negativ (0/3) | Negativ (0/3) | Negativ (0/3)

Referenser

Thomsen, P.F. et al., 2012. Monitoring endangered freshwater biodiversity using
environmental DNA. Molecular Ecology, 21(11), pp.2565-2573.

Naturhistoriska riksmuseet
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Figur 1. De mottagna proverna.
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