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Annex D5.7

Annex D5.7 Report on EDNA monitoring 2016 - 2022

Deliverable:

Project "Adaptation to climate change through sustainable management of water of the urban area of Radom City " is co-financed by
European Union under the LIFE Program and the National Fund for Environmental Protection and Water Management.
LIFE14 CCA/PL/000101 LIFERADOMKLIMA-PL
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Action D5.7 Report on eDNA monitoring 2016 - 2022

The objective of this action was to monitor biodiversity with innovative eDNA method in the C1-C6
sites after implementation of adaptation measures. It contains full methodology and results of the
monitoring esp. full list and location of detected species. All conclusions are also presented in the
Summary report (Annex D5.1).

Environmental DNA (eDNA) sequencing is a rapidly developing method for studying biodiversity and
monitoring ecosystem changes. Because organisms leave DNA in the environments in which they
live, eDNA analysis can provide clues about the species present in it without disturbing the
ecosystem. The possibilities of using eDNA include many systematic groups, but it is usually used to
study organisms that are difficult to detect in the environment. Among the groups of organisms
monitored as part of the biodiversity monitoring in the LIFE RadomKlima project, such groups are
amphibians and fish. Due to the specificity of the method, information on the occurrence of
additional groups of vertebrates: birds and mammals in the habitats was also obtained. However, the
main objective of the monitoring was to detect rare species, difficult to detect by the traditional
method and valuable from the point of view of European Union law (listed in the Habitats Directive),
whose occurrence was likely in the research area, such as the crested newt, chickadee and goat.

As a result of eDNA monitoring, data on the occurrence of 5 species of amphibians, 20 species of fish,
2 species of birds and 9 species of mammals were obtained.

The detection of previously unidentified species, both 3 species in the scale of the entire project as
well as previously unidentified species at individual sites, confirms that eDNA monitoring is an
effective method complementing research with traditional methods and allows for a more accurate
assessment of the biodiversity of the area. It was possible to confirm the occurrence of species
valuable from the perspective of the European Union (listed in the Annex to the Habitats Directive) -
crested newt and chickadee. The crested newt was confirmed in two locations — Cerekwianka and
Potok Pétnocny, where it was found using the traditional method in the pre-investment period in
2016 and detected this species in the post-investment period (2021-2022) near the project
investment on the North Stream, although this could not be confirmed using the traditional method.
The eDNA method also confirmed the occurrence of chickadee in the Cerkewianka area in the post-
investment period (2021-2022). Thanks to the use of the NGS metabarcoding method, thanks to
which it is possible to identify a wide spectrum of species (as opposed to the PCR method targeting
one specific species), it was possible to obtain information about the occurrence of additional
systematic groups (e.g. birds and mammals) in a cost-effective manner.

The data obtained from eDNA monitoring allow us to conclude that the biodiversity of amphibians
and fish as a result of the LIFE project activities has increased even more than the results of
traditional monitoring.

Project "Adaptation to climate change through sustainable management of water of the urban area of Radom City " is co-financed by
European Union under the LIFE Program and the National Fund for Environmental Protection and Water Management.
LIFE14 CCA/PL/000101 LIFERADOMKLIMA-PL
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Raport z wynikow analiz

monitoringu EDNA

zadanie: D5 Monitoring Bioréznorodnosci

Opracowanie: FPP Enviro sp. z 0. 0.

Analizy Laboratoryjne: Instytut Biologii Medycznej PAN w todzi

2022

w ramach realizacji projektu pn. ,,Adaptacja do zmian klimatu poprzez zrownowazong gospodarke wodg w
przestrzeni miejskiej Radomia / Adaptation to climate change through sustainable management of water
in the urban area in Radom City, nr LIFE14 CCA/PL/000101, LIFERADOMKLIMA-PL
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1. Wstep

Sekwencjonowanie $rodowiskowego DNA (eDNA) jest szybko rozwijajaca sie metodg badania
réznorodnosci biologicznej i monitorowania zmian ekosystemu. Poniewaz organizmy pozostawiajg DNA w
Srodowiskach w ktérych zyjg, analiza eDNA moze dostarczyé wskazowek na temat obecnych w nim
gatunkéw bez zakitdcania ekosystemu. Mozliwosci wykorzystania eDNA obejmujg wiele grup
systematycznych jednak jest zwykle wykorzystywana do badan organizmdw, ktdre sg trudno wykrywalne w
Srodowisku. Sposrdd grup organizmdow monitorowanych w ramach monitoringu bioréznorodnosci w
projekcie LIFE RadomKlima grupami takimi sg ptazy i ryby. Ze wzgledu na specyfike metody pozyskano takze
informacje o wystepowaniu w siedliskach dodatkowych grup kregowcéw: ptakdéw i ssakéw. Jednak
gtéwnym celem monitoringu byto wykrycie gatunkéw rzadkich, trudnowykrywalnych metodg tradycyjng i
cennych z punktu widzenia prawa Unii Europejskiej (wymienonych w Dyrektywie Siedliskowej), ktérych
wystepowanie byto prawdopodobne w obszarze badan, takich jak traszka grzebieniasta, piskorz i koza.

Fot 1. Filtrowanie wody przez filtr strzykawkowy.
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2. Obszar badan i pobor prob

Préby byty pobierane w obszarach objetych monitoringiem bioréznorodnosci metoda tradycyjng przy czym
uwzgledniono tylko te miejsca, ktére mogty stanowic siedlisko ryb lub ptazéw a kluczowym czynnikiem byta
obecnos$¢ wody. Gtéwnie byty to obiekty tzw. Duzych BZI: Zalew Cerekwianka, Borki, Stawy Kolmatacyjne,
rzeka Mleczna oraz mniejsze rozlewiska w poblizu. W przypadku matych BZI byty to 2 obiekty — Climapondy,
przy ul. Gagarina i Grenadierow. W przypadku miejsc bardziej prawdopodobnego wystepowania
trudnowykrywalnych i rzadkich ryb (piskorz, koza) lub ptazéw (traszka grzebieniasta) pobierano wiecej prob
aby zwiekszy¢ prawdopodobienstwo wykrycia. Z obszaru projektu pobrano: w roku 2016 - 13 préb, w roku
2021 - 9 préb, w roku 2022 - 46 préb. Ze wzgledu na szybky degradacje materiatu genetycznego w
Srodowisku, terminy poboru byty dostosowane do okreséw spodziewanego najwiekszego zageszczenia ryb
i ptazdw - w miesigcach czerwiec — listopad, przy czym w przypadku ryb jest to okres lato/jesien, w
przypadku ptazéw okres wiosna/lato. Proby wody pobierane byty w kilkunastu miejscach, mogacych
stanowi¢ najbardziej prawdopodobne siedlisko ryb lub ptazéw, za pomocy sterylnej, jednorazowej
strzykawki do jednorazowego naczynia zbiorczego a nastepnie filtrowane przez filtry Sterivex 0.22 lub 0,45
mikrometra. Do préb dodano konserwant (alkohol w roku 2016 lub bufor ATL w roku 2021-2022). Po
przeprowadzeniu filtracji kazdy filtr zostat zamkniety (dedykowanymi korkami luer lock), opisany,
umieszczony przechowywany w stanie zamrozonym (2016 i 2021) lub schtodzonym (2022). Materiat
wykorzystywany do zbierania préb byt sterylny, jednorazowego uzytku.

3. Analizy Laboratoryjne

Badanie pilotazowe
Badania pilotazowe wykonano w celu ocenu stanu zachowania DNA w prébach z lat 2016-2021.
1. lzolacja eDNA z filtrow Sterivex kitem DNAeasy PowerSoli Kit Pro (Qiagen). Do izolacji uzyto cate

filtry [Tab.1].

Tabela 1. Lista probek przestanych do izolacji.

No. | Sampling date | Location Target Species Sample ID | TC found | Person

Cerekwianka pond, site 1, . . .

1|8/06/2016 Rad Triturus cristatus, Pelobates fuscus 2016-095 + Michal M.

adom

Cerekwianka pond, site 2, . . .

2 | 8/06/2016 Triturus cristatus, Pelobates fuscus 2016-105 + Michal M.
Radom

3|8/06/2016 South of Borki, Radom Triturus cristatus, Pelobates fuscus 2016-092 - Michal M.
Park Dietla, Sosnowiec, o .

4| 15/07/2016 o Bufotes viridis 2016-101 + Michal M.
Silesia
Mleczna river 2 (North), to be decided - Misgurnus fossilis .

5(16/09/2016 N ) 2016-085 Michal M.
Radom and/or Cobitis taenia
Mleczna river 1 (South), to be decided - Misgurnus fossilis .

6| 16/09/2016 . . 2016-084 Michal M.
Radom and/or Cobitis taenia
Borki, near the S bridge, to be decided - Misgurnus fossilis .

7| 16/09/2016 - i 2016-096 Michal M.
Radom and/or Cobitis taenia
Colmatation ponds N, Borki, | to be decided - Misgurnus fossilis .

8116/09/2016 N ) 2016-099 Michal M.
Radom and/or Cobitis taenia
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Colmatation ponds S, Borki, | to be decided - Misgurnus fossilis .
91|16/09/2016 . : 2016-107 Michal M.
Radom and/or Cobitis taenia
10| 9/06/2016 Potok Pétnocny, Radom Triturus cristatus, Pelobates fuscus 2016-097 + Michal M.
11|9/06/2016 Borki, flooded area 1 Triturus cristatus, Pelobates fuscus 2016-103 - Michal M.
12| 9/06/2016 Borki, flooded area 2 Triturus cristatus, Pelobates fuscus 2016-079 - Michal M.
. . to be decided - Misgurnus fossilis .
13| 16/09/2016 Mleczna river S of Borki 1 . - 2016-081 Michal M.
and/or Cobitis taenia
. . to be decided - Misgurnus fossilis .
14 | 16/09/2016 Mleczna river S of Borki 2 . : 2016-086 Michal M.
and/or Cobitis taenia
15| 14/072021 Potok Pétnocny, Radom Triturus cristatus 2021-001 - Pawel Sz.
16 25.11.2021 | Cerekwianka fisches 2.2021-C1 - Pawel Sz.
17 25.11.2021 | Cerekwianka fisches 3.2021-C2 - Pawel Sz.
18 25.11.2021 | Cerekwianka fisches 4.2021-C3 - Pawel Sz.
19 25.11.2021 | Kosdwka fisches 5.2021-K1 - Pawel Sz.
Mleczna N of Borki .
20 25.11.2021 fisches 6.2021-M1 - Pawel Sz.
(Meandry)
Mleczna N of Borki .
21 25.11.2021 fisches 7.2021-M2 - Pawel Sz.
(Meandry)
Mleczna N of Borki .
22 25.11.2021 fisches 8.2021-M3 - Pawel Sz.
(Meandry)
Mleczna N of Borki .
23 25.11.2021 fisches 9.2021-M4 - Pawel Sz.
(Meandry)

Do izolacji wydobyto z konserwantu 23 prébki przechowywane do czasu izolacji w -26°C. Zauwazono,
ze probki 1 — 14 byty zalane alkoholem, ktéry nie zamarzt, a 15-23 konserwantem, ktéry byt zamrozony.

2. Sprawdzenie jakosci i stezenia izolatéw DNA na spektrofotometrze NanoDrop i fluorometrze
Qubit [Tab. 2].

Tabela 2. Wynik pomiary i jakosci izolatow DNA

No Sample ID NanoDrop Qubit Unit A260 A280 260/280 260/230
1 Life_1 5.7 too low ng/ul 0.114 0.052 2.19 0.07
2 Life_2 15.9 10.1 ng/ul 0.319 0.166 1.92 0.71
3 Life_3 30.2 19.1 ng/ul 0.603 0.314 1.92 0.12
4 Life_4 106.5 90.1 ng/ul 213 1.129 1.89 0.24
5 Life_5 13 11.4 ng/ul 0.259 0.128 2.02 0.43
6 Life_6 2.3 too low ng/ul 0.046 0.009 5.01 0.03
7 Life_7 3.9 too low ng/ul 0.079 0.015 5.35 0.01
8 Life_8 7.9 3.19 ng/ul 0.157 0.071 2.22 0.03
9 Life_9 3 too low ng/ul 0.06 0.017 3.61 0.1
10 Life_10 33.7 23.8 ng/ul 0.674 0.354 1.9 0.13
11 Life_11 3.6 too low ng/ul 0.071 0.015 4.87 0.01
12 Life_12 7.3 3.21 ng/ul 0.145 0.063 2.32 0.04
13 Life_13 5.5 3.55 ng/ul 0.11 0.043 2.57 0.15
14 Life_14 2.7 too low ng/ul 0.054 0.009 6.28 0.06
15 Life_15 43.1 34.2 ng/ul 0.863 0.46 1.88 0.12
16 Life_16 11.7 9.22 ng/ul 0.234 0.12 1.96 0.57
17 Life_16 9.1 6.72 ng/ul 0.183 0.085 2.14 0.07
18 Life_18 294 25.1 ng/ul 0.588 0.308 191 0.35
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19 Life_19 20.7 17.5 ng/ul 0.415 0.213 1.95 0.19
20 Life_20 15.4 13.1 ng/ul 0.308 0.156 1.97 0.07
21 Life_21 12.6 11.2 ng/ul 0.252 0.121 2.08 0.05
22 Life_22 12.6 9.37 ng/ul 0.253 0.132 1.92 0.36
23 Life_23 14.7 8.88 ng/ul 0.295 0.152 1.94 0.33

3. Reakcja PCR z uzyciem starteréw na 16S rRNA (Vert-165eDNA-F1 : Vert-16SeDNA-R1 [Vences et
al. 2016]) wykrywajgcych ryby i ptazy, z dodatkiem blokera ludzkiego 16S rRNA MamMAVB1.

Izolaty, w ktérych nie uzyskano wyniku pomiary stezenia DNA (prébki 1, 6, 7, 9, 11 i 14) odparowano
z objetosci 60 pl do 12 pl, wzieto 10 ng DNA / reakcje i puszczono reakcje PCR w objetosci 10 pl.
Spodziewano sie uzyskac¢ produkt o wielkosci ok. 355 bp. Reakcje PCR puszczono jednoczesnie z DNA
kontrolnych organizméw (ptazoéw - traszka, salamandra, ropucha szara i ryb — koza, piskorz, kietb, okon,
mindg, sliz) oraz kontrolg negatywng (bez DNA) [Ryc. 1].
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Rycina. 1. Elektroforegram produktéw PCR w 2% zelu agarozowym

4. Podsumowanie prac pilotazowych

Udato sie uzyskac¢ 18 oczekiwanych produktéw PCR, ktdre nadajg sie do dalszych analiz genetycznych
(metabarkodowanie za pomocg NGS). Cztery préby (2, 3, 12 i 13) wymagaja dalszych analiz w celu uzyskania
pozadanego produktu PCR. Nie udato sie przeprowadzi¢ dalszych analiz na prébce nr. 11.

Projekt gtowny
1. lzolacja eDNA z 50 filtréw Sterivex kitem DNAeasy PowerSoli Kit Pro (Qiagen). Do izolacji uzyto cate

filtry i caty bufor ATL, ktérym byty zalane [Tab.3].

Tabela 3. Lista probek przestanych do izolacji i wyniki pomiaru stezenia i czystosci izolatéw DNA na
spektrofotometrze NanoDrop.
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llosé
(x60 ml) filtr | ng/pl | 260/280
24| 13.06.2022 | Zabi staw 1 22.06.13.BK331A 045| 4.8 2.64
25 13.06.2022 | Zabi staw 1 22.06.13.BK331B 0.45| 11.7 1.92
26| 13.06.2022 | Cerekwianka (najblizej ronda) 12 22.06.13.C1A 0.45| 301 2.1
27| 13.06.2022 | Cerekwianka (najblizej ronda) 12 22.06.13.C1B 0.45| 5.2 2.8
28 13.06.2022 | Cerekwianka 9 22.06.13.C2A 045| 21.6 1.91
29| 13.06.2022 | Cerekwianka 9 22.06.13.C2B 0.45| 24.2 1.89
30| 13.06.2022 | Cerekwianka 7 22.06.13.C3A 0.45]| 9.5 1.99
31| 13.06.2022 | Cerekwianka 7 22.06.13.C3B 0.45| 20.8 1.93
32| 13.06.2022 | Koséwka 6 22.06.13.KK1A 0.45| 17.2 1.82
33 13.06.2022 | Koséwka 6 22.06.13.KK1B 0.45| 4.6 2.86
34| 13.06.2022 | Mleczna z obu zatok 5 22.06.13.M1A 045| 541 2.46
35 13.06.2022 | Mleczna z obu zatok 5 22.06.13.M1B 0.45| 4.2 2.13
36| 13.06.2022 | Potok Pétnocny (Zbiorik Rutka) 5 22.06.13.PPTG1-A 0.45 5 2.78
37 13.06.2022 | Potok P6tnocny (Zbiorik Rutka) 5 22.06.13.PPTG1-B 0.45| 6.5 2.48
38| 13.06.2022 | Stawy kolmatacyjne (blizej zabiego stawu) | 6 22.06.13.SK1A 045| 5.9 2.18
39| 13.06.2022 | Stawy kolmatacyjne (blizej zabiego stawu) | 6 22.06.13.5K1B 0.45| 4.6 2.86
40| 13.06.2022 | Stawy kolmatacyjne (Dalsze) 10 22.06.13.SK2A 0.45]| 5.1 2.12
41| 13.06.2022 | Stawy kolmatacyjne (Dalsze) 10 22.06.13.5K2B 0.45| 4.3 2.05
42| 22.06.2022 | Przedszkole Grenadieréw 3 22.06.PGK1 0.45| 8.6 2.03
43| 22.06.2022 | Przedszkole Grenadieréw 3 22.06.PGK2 045| 8.7 2.13
44| 22.06.2022 | Gagarina 2 22.06.SGAk1 045| 4.4 2.4
45| 22.06.2022 | Gagarina 2 22.06.SGAk2 045]| 3.9 2.42
46| 22.06.2022 | Ustronie 4 22.06-U-K1 045| 21.4 1.98
47 | 22.06.2022 | Ustronie 4 22.06-U-K2 045| 54 2.32
48| 04.07.2022 | Kruklin Traszki tgka 7 2022-07-04K1 0.45| 11.2 1.73
49| 04.07.2022 | Kruklin Traszki faka 7 2022-07-04K2 045]| 7.9 2.08
50| 05.07.2022 | Kruklin Kukurydza; Kumak rzekotka 7 2022.07.05K1 045| 16.3 2.02
51| 05.07.2022 | Kruklin Kukurydza; Kumak rzekotka 7 2022.07.05K2 0.45| 17.6 2.08
52| 11.08.2022 | Cerekwianka (staw przy tablicy) 3 11.08.2022-C1-K1 0.45| 27.2 1.99
53| 11.08.2022 | Cerekwianka (staw przy tablicy) 3 11.08.2022-C1-K2 0.45| 5.8 2.38
54| 11.08.2022 | Cerekwianka 5 22.08.2022-C2-K1 045]| 4.3 2.57
55| 11.08.2022 | Cerekwianka 5 22.08.2022-C2-K2 045| 6. 217
56 | 11.08.2022 | Cerekwianka 5 22.08.2022-C3-K1 045| 6.5 2.34
57 11.08.2022 | Cerekwianka 5 22.08.2022-C3-K2 0.45]| 10.3 1.87
58| 11.08.2022 | Cerekwianka 3 22.08.2022-C4-K1 045| 9.8 1.83
59 11.08.2022 | Cerekwianka 3 22.08.2022-C4-K2 0.45]| 10.3 1.93
60| 11.08.2022 | Cerekwianka 3 22.08.2022-C5-K1 0.45| 33.6 1.93
61 11.08.2022 | Cerekwianka 3 22.08.2022-C5-K2 045]| 21.3 1.88
62 11.08.2022 | Mleczna 8 22.08.2022-M1-K1 0.45 1 1.86
63| 11.08.2022 | Mleczna 8 22.08.2022-M1-K2 045] 121 1.72
64| 11.08.2022 | Mleczna 7 22.08.2022-M2-K1 0.45]| 10.8 1.89
65| 11.08.2022 | Mleczna 7 22.08.2022-M2-K2 045| 13.3 1.78
66 | 18.08.2022 | Koséwka 5 22.08.18-K01 0.22 | 16.2 1.9
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67| 18.08.2022 | Koséwka 5 22.08.18-K02 0.22 | 15.3 1.85
68| 18.08.2022 | Mleczna Borki przy zaporze 5 22.08.18-MBN1K1 022 | 7.2 2.22
69| 18.08.2022 | Mleczna Borki przy zaporze 5 22.08.18-MBN1K2 0.22 | 11.3 2.34
70 18.08.2022 | Mleczna Potudnie 9 22.08.18-MS1-K1 0.45| 11.7 1.9
71| 18.08.2022 | Mleczna Potudnie 9 22.08.18-MS1-K2 045]| 12.5 1.68
72| 18.08.2022 | Staway kolmatacyjne 5 22.08.18-SK1k1 045| 741 1.75
73| 18.08.2022 | Staway kolmatacyjne 5 22.08.18-SK1k2 022 | 151 2.07

2. Przygotowanie bibliotek metagenomowych

Pierwszg reakcje PCR puszczono z uzyciem starterow na 16S rRNA (Vert-16SeDNA-F1 : Vert-16SeDNA-
R1 [Vences et al. 2016]) wykrywajgcych ryby i ptazy, z dodatkiem blokera ludzkiego 16S rRNA MamMAVB1.
Reakcje PCR puszczono w objetosci 25 ul z dodatkiem 15 ng matrycowego DNA. Spodziewano sie uzyskaé
produkt o wielkosci ok. 355 bp. Reakcje PCR puszczono jednoczesnie z DNA kontrolnych organizmoéw (38
gatunkéw ryb i 3 ptazéw - traszka, salamandra, ropucha szara) oraz kontrolg negatywng (bez DNA). Po
oczyszczeniu produktéw PCR za pomocy kulek magnetycznych Sera Mag przeprowadzono indeksowy PCR
zgodnie z protokotem “16S Metagenomic Sequencing Library Preparation Protocol” (lllumina Inc. Technical
Note 15044223 2022). Przygotowane biblioteki w sumie 67 probek oczyszczono za pomocg kulek
magnetycznych Sera Mag a jakos¢ sprawdzono na 2% zelu agarozowym (Ryc. 2).
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Rycina 2. Elektroforegram produktéw indeksowego PCR w 2% zelu agarozowym

Na podstawie intensywnosci Swiecenia przeprowadzono normalizacje prébek i potgczono wszystkie préobki
w réwnych stosunkach ilosciowych w ostateczng pule, ktérej molarnosc obliczono w NEB Tm Calculator na
podstawie wartosci Ct uzyskanych w reakcji qPCR.

Molarnos¢ puli ztozonej z 67 probek wyniosta 187.10 nM.

Przygotowang pule rozcieficzono do 4 nM, zdenaturowano 0.2 N NaOH i zsekwencjonowano na platformie
MiSeq w trybie sparowanych odczytéw 2x250 bp.

Po analizach jakosci i usunieciu chimer uzyskano ostatecznie od 2113 do 60971 odczytéw / probke.
Sekwencje poréwnano z sekwencjami w bazie referencyjnej dla 16S rRNA kregowcow (NCBI, BOLD,
autorskie uzupetnienie sekwencjami 16S RNA polskich gatunkdéw ryb).

Dla 12 prébek nie udato sie uzyskaé¢ wynikow sekwencjonowania: Life_22, Life_24, Life_25, Life_32,
Life_40, Life_42, Life_43, Life_44, Life_45, Life_46, Life_5 i Life_9

4, Wyniki i Dyskusja

W prébach wykryto nastepujgce gatunki kregowcow: Alburnus Alburnus, Ameiurus Nebulosus, Anas
platyrhynchos, Anguilla sp., Babka Gymnotrachelus, Ballerus sp., Barbus barbus, Bombina bombina, Bufo
bufo, Bufotes viridis, Canis sp., Capreolus capreolus, Carassius sp., Chondrostoma Nasus, Cobitis Taenia,
Cyprinus sp., Esox Lucius, Fulica sp., Gobio sp., Leucaspius Delineatus, Leuciscus Aspius, Leuciscus ldus, Lota
Lota, Misgurnus Fossilis, Neogobius Fluviatilis, Neomys fodiens, Oncorhynchus sp., Ondatra zibethicus,
Pelophylax lessonae, Pelophylax sp., Perca fluviatilis, Perca sp., Proterorhinus sp., Pseudorasbora parva,
Pungitius Pungitius, Rana sp., Romanogobio sp., Rutilus rutilus, Rutilus sp., Sabanejewia sp., Salmo salar,
Sander lucioperca, Scardinius Erythrophthalmus, Silurus Glanis, Sorex sp., Squalius sp., Sus scrofa, Talpa
caeca, Tinca tinca, Triturus cristatus, Vulpes vulpes. Szczegétowy procentowy udziat gatunkéw
przedstawiony jest w Zataczniku 1.

Wykryte gatunki kregowcdéw przypisano obszarom badawczym i podzielono na stwierdzone w obszarach
badawczych w okresie przedinwestycyjnym (2016) i poinwestycyjnym (2021-2022) (tab.3). Uzyskano dane
0 wystepowaniu 5 gatunkdéw ptazow, 20 gatunkow ryb oraz o 2 gatunkach ptakéw i 9 gatunkach ssakow.
Ponadto w przypadku ryb zidentyfikowano 4 wyzsze rzedy systematyczne, ktérych nie mozna jednoznacznie
przypisa¢ do konkretnego gatunku: Rutilus sp. (ktorej powszechnie wystepujacym przedstawicielem jest
pto¢), rodzina Karpiowate, Rzad Karpioksztattne, Rodzina Leuciscidae, ktérych przedstawiciele byli
identyfikowani takze osobno, dlatego nie ujeto ich w wyzej podanej sumie dla poszczegdlnych gromad.
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Tab. 4. Gatunki stwierdzone w obszarach badawczych w okresie przedinwestycyjnym (2016) i poinwestycyjnym (2021-2022).

2016 2021-2022
Gatunek Cerekwianka Borki Stawy kolmatacyjne | MlecznaS | Potok Pétnocny | Cerekwianka | Stawy kolmatacyjne | MlecznaN | MlecznaS | Potok Pétnocny | Ustronie
Ptazy 1 2 1 4 2 1 3
Ropucha szara 1
Traszka grzebieniasta 1 1 1
Zaba jeziorkowa 1 1 1
Zaby brunatne 1 1 1 1
Zaby zielone 1 1 1
Ryby 2 10 8 1 11 9 14 14 4
Babka rzeczna 1 1
Bolen pospolity 1
Cierniczek pdtnocny 1 1 1 1 1 1
Jaz 1 1 1 1 1
Karas 1 1 1 1 1 1 1 1
Karp 1 1 1 1
Kietb 1 1 1 1 1 1 1
Lin 1 1 1
Okon 1 1 1 1 1 1 1
Piskorz 1
Ptoc 1 1 1
Pstrag 1
Sandacz pospolity 1 1
Stonecznica pospolita 1 1 1 1 1 1
Squalius sp. (np. Klen) 1 1
Sum 1




FOOM agncke RadoamKlima (B AFPP
Sumik kartowaty 1
Szczupak pospolity 1 1 1 1 1
Wegorz 1
Wzdrega 1 1 1 1 1 1
Ryby nieoznaczone 2 2 1 2 4 2
Rutilus sp. (np. ptoc) 1 1 1 1 1
Rodzina Karpiowate 1 1 1 1 1 1
Rzad Karpioksztattne 1
Rodzina Leuciscidae 1 1
Ptaki 1 2 1 2 1
Krzyzéwka 1 1 1 1
tyska 1 1 1
Ssaki 2 2 2 3 7
Dzik 1 1 1 1
Krowa 1
Pies 1 1 1
Pizmak 1 1 1 1
Ryjowka 1
Rzesorek rzeczek 1
Sarna
Kret 1
Lis 1
Suma 17 14 1 2 21 13 26 26
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Ptazy

Sposrod ptazdw oprdcz gatunkdw szeroko rozpowszechnionych na obszarze naszego kraju: ropucha szara,
zaba jeziorkowa, zaby brunatne, zaby zielone, ktdrych najwiecej, podobnie jak metoda tradycyjng wykryto
na zrealizowanym w ramch projektu polderze Cerekwianka. Udato sie takze zidentyfikowac traszke
grzebieniasta. Jej wystepowanie potwierdzono w dwdch lokalizacjach — Cerekwianka i Potok Pétnocny, na
ktdrych zostata stwierdzona metodg tradycyjng w okresie przedinwestycyjnym w roku 2016. Za najwiekszy
sukces metody nalezy uzna¢ potwierdzenie wystepowania tego gatunku w okresie poinwestycyjnym w
poblizu inwestycji projektu na Potoku Pétnocnym mimo, ze nie udato sie tego potwierdzi¢ metoda
tradycyjnga co potwierdza celowos¢ zastosownia monitoringu eDNA. Wystepowanie tego gatunku w bliskiej
odlegtosci od nowoutworzonych w ramach projektu polderéw zalewowych na Potoku Pétnocnym daje
nadzieje na mozliwos¢ kolonizacji obszaru po uksztattowaniu sie odpowiednich siedlisk. Potwierdzono brak
ptazéw na zbiorniku Ustronie, skad, gdyby tam wystepowaty, mogtyby sie rozprzestrzenia¢ i zasiedlic,
znajdujgce sie w poblizu instalacje BZI (Climapondy). Z gatunkéw nie wykrytych metoda tradycyjng w
okresie poinwestycyjnym (2021-2022) wykryto takze zabe jeziorkowg w dwéch lokalizacjach: rzece
Mlecznej na pdétnoc od zbiornika Borki czyli w rejonie zrealizowanej meandryzacji rzeki oraz w poblizu
polderu na Potoku Pétnocnym. Zaba jeziorkowa na rzece Mlecznej ponizej zbiornika Borki nie zostata
wykryta metoda tradycyjng ani przed ani po inwestycji — jej wystepowanie, potwierdzone metodg eDNA
moze swiadczy¢ o zwiekszeniu bioréznorodnosci tej lokalizacji, choc istnieje réwniez prawdopodobierstwo,
ze DNA zostato przemieszczone z obszaréw potozonych wyzej lub ktéregos z doptywdw.

= »

Fot 2. Pobdr préb na zbiorniku Cerekwianka (maj 2022)

Ryby

Sposréd 26 gatunkow ryb stwierdzony w trakcie monitoringu metoda tradycyjng tgcznie w trakcie
monitoringu przed i poinwestycyjnego na wszystkich obszarach projektu, udato sie potwierdzi¢
wystepowanie 17 z nich w tym najwiekszym sukcesem jest potwierdzenie piskorza w obszarze Cerkewianka.
Ponadto udato sie stwierdzi¢ wystepowanie 3 niewykrytych metodg tradycyjng gatunkdw: Babki rzecznej,

11



rddDm Wodaciqgi : ‘ UNIWERSYTET PP
g srh] w precyzji i~ miejskie RadooﬁK“ma LI iy <. A1

Pstraga oraz Suma. Babka rzeczna zostata stwierdzona metodg eDNA na Cerekwiance w 2016 i na rzece

Mlecznej ponizej zapory na zbiorniku Borki w monitoringu 2021-2022. W Polsce jest inwazyjnym gatunkiem
obcym, po raz pierwszy zaobserwowanym w Bugu w 1997, obecnie wystepujgcym w dorzeczu Wisty. Pstrag
zostat stwierdzony na rzece Mlecznej powyzej zbiornika Borki (2021-2022) i jego obecno$¢ mozna wigzac
najprawdopodobniej z zarybieniem lub ucieczkg z hodowli gdyz jest gatunkiem udomowionym przez
cztowieka i najczesciej hodowanym w celach konsumpcyjnych. Dodatkowo stwierdzono Suma na
Cerekwiance (2021-2022) co moze $wiadczy¢ o korzystnej zmianie siedliskowej w wyniku dziatar projektu
LIFE w tej lokalizacji. Oprécz Suma w roku 2022 w polderze Cerekwianka wykryto takze inne pospolite
gatunki nie stwierdzone metodg tradycyjng w tej lokalizacji: wzdrege, stonecznice co dodatkowo zwieksza
ocene biordznorodnosci tego zbiornika. Podobnie gatunki wykryte wytgcznie metodg eDNA na stawach
kolmatacyjnych przy Zbiorniku Borki to: cierniczek, jaz, karp, kietb.

Tab.5 Poréwnanie gatunkdéw ryb stwierdzonych podczas monitoringu metoda tradycyjng i metodg eDNA.

Metoda tradycyjna Metoda eDNA
Bolen Aspius aspius +
Cierniczek Pungitius pungitius +

Ciernik Gasterosteus aculeatus
Czebaczek amurski Pseudorasbora parva
Jazgarz Gymnocephalus cernua

Jaz Leuciscus idus +
Karas pospolity Carassius carassius +
Karas srebrzysty Carassius gibelio

Karp Cyprinus carpio +
Kietb Gobio gobio +
Klen Leuciscus cephalus +

Koza Cobitis taenia

Krap Blicca bjoerkna

Leszcz Abramis brama

Lin Tinca tinca

Okon Perca fluviatilis

Piskorz Misgurnus fosilis

Pto¢ Rutilus rutilus

Sandacz Sander lucioperca
Stonecznica Leucaspius delineatus
Sumik kartfowaty Ictalurus nebulosus
Szczupak Esox lucius

Sliz Barbatula barbatula

Trawianka Percottus glenii

Wegorz Anguilla anguilla

Wzdrega Scardinius erythrophthalmus +

o I o o I I e

+

Gatunki stwierdzone tylko w monitoringu eDNA Babka rzeczna
Pstrag
Sum
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Fot 3. Zbieranie préb wody do naczynia zbiorczego (maj 2022)

Ptaki i ssaki

Cho¢ nie byto to planowane w monitoringu, dzieki zastosowaniu metody pozwalajacej na identyfikacje
wszystkich kregowcéw, dodatkowo w wyniku analiz laboratoryjnych pozyskano informacje na temat DNA
ptakow i ssakow. Z ptakow stwierdzono dwa gatunki ptakéw wodnych: krzyzéwke i tyske (2021-2022 -
Stawy kolmatacyjne, rzeka Mleczna i Cerekwianka). Sposréd ssakéw - gatunki zwigzane typowo ze
zrodowiskiem wodnym: Rzesorek rzeczek, Pizmak; udomowione Krowa, Pies, inne pospolite: Dzik, Ryjéwka,
Sarna, Kret, Lis.

Fot 4. Pobér préb na stawach kolmatacyjnych (maj 2022)
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Podsumowanie

1. W wyniku monitoringu metodg eDNA uzyskano dane o wystepowaniu 5 gatunkow ptazéow, 20
gatunkéw ryb oraz o 2 gatunkach ptakdéw i 9 gatunkach ssakéw.

2. Wykrycie niezidentyfikowanych wczesniej gatunkéw, zaréwno 3 gatunkéw w skali catego projektu
jak rowniez niezidentyfikowanych wczesniej gatunkdw na poszczegdlnych stanowiskach
potwierdza, ze monitoring eDNA jest skuteczng metodg uzupetniajagcg badania metodami
tradycyjnymi i pozwala na doktadniejszg ocene bioréznorodnosci obszaru.

3. Dzieki metodzie eDNA udato sie potwierdzi¢ wystepowanie gatunkéw cennych z perspektywy Unii
Europejskiej (wymienionych w zatgczniku Dyrektywy Siedliskowej) - traszki grzebieniastej i piskorza.
Traszke grzebieniastg potwierdzono w dwéch lokalizacjach — Cerekwianka i Potok Pétnocny, na
ktorych zostata stwierdzona metoda tradycyjng w okresie przedinwestycyjnym w roku 2016 oraz
wykry¢ ten gatunek w okresie poinwestycyjnym (2021-2022) w poblizu inwestycji projektu na
Potoku Pétnocnym mimo, ze nie udato sie tego potwierdzi¢ metodg tradycyjng. Metoda eDNA
potwierdzita tez wystepowanie piskorza w obszarze Cerkewianka w okresie poinwestycyjnym
(2021-2022).

4. Dzieki zastosowaniu metody metabarkodowania za pomocg NGS dzieki ktérej mozliwa jest
identyfikacja szerokiego spektrum gatunkéw (w przeciwienstwie do metody PCR celujgcej w jeden
konkretny gatunek), udato sie efektywnie kosztowo, pozyskaé¢ informacje o wystepowaniu
dodatkowych grup systematycznych (np. ptakdw i ssakéw).

5. Dane pozyskane w monitoringu eDNA pozwalajg na stwierdzenie, ze bioréznorodnosé ptazéw i ryb
w wyniku dziatan projektu LIFE wzrosta jeszcze bardziej niz wynika to z rezultatéw monitoringu
metoda tradycyjna.

Zat. 1 Wyniki Analiz laboratoryjnych
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Canis sp.
Chondrostoma Nasus
Leucaspius Delineatus

Anguila 5p.
Alburnus Alburnus

Bufotes viridis
Anas patyrhynchos
Salmo salar
Pelophylax essonae.
Bombina bombina
Family Bovidae
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