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Sissejuhatus

Kdesolev uuring (projekt RE.4.07.22-0006) on seotud Merestrateegi raamdirektiivi (MSRD)
seireprogrammi seirestrateegia ,SD1.4 Kalad” ning seire allprogrammi , 1.7 Rannikumere kalad”
(Anon. 2020) puudujaakide kdrvaldamise ja arendusvajaduse taitmisega. Uuringutegevuse
mdjupiirkonnaks on Eesti rannikumeri ja uuring kasitleb Loodusdirektiivi Il lisa liikide hingu (Cobitis
taenia) ja voldase (Cottus gobio) levikut ja seiremetoodikat.

Loodusdirektiivi Il lisas ara margitud liikide puhul on nende liikide asurkondade séilitamiseks ndutud
erikaitsealade maaramine; kaitsmisega aidatakse kaasa looduse mitmekesisuse sdilimisele ja
taastamisele. Eesti merealadel plisiasurkonnaga esindatud vaikesemo&dtmelistest kalaliikidest
kuuluvad selle maaratluse alla hink ja v&ldas (Ndukogu direktiivi 92/43/EMU Il lisa).

MSRD (2008/56/EU) rakendamise raames |abi viidud Eesti Mereala seisundi hindamise aruande
kohaselt on MSRD hea keskkonnaseisundi (HKS) esmaste kriteeriumite D1C4 Liigi levikuala ja
levikumuster (LD lisa Il, IV, V liigid) ja D1C4 Liikide elupaiga ulatus ja tingimused (LD lisa Il, IV, V liigid)
hindamine kohustuslik.

Loodusdirektiivi Il lisa liikide puhul asjakohaseid HKS indikaatoreid hingu ja voldase kohta vilja
tootatud ei ole ning seet6ttu ka vastavaid hinnanguid anda ei saa (Torn & Martin 2018); indikaatorite
arendamisvajadused on valja toodud Eesti mereala seire ja andmekogumise programmis perioodiks
2021-2026 (Anon. 2020).

Harilik hink on vaikesemddtmeline, Eesti vetes kuni 11.5 cm téispikkusega (Saat 2022) mageveekala,
kes on peamiselt levinud Kesk- ja Ida-Euroopas. Eestis esineb hink oma levila pShjapiiri Iahedal.
Eestis on hink tavaline nii jdogedes kui jarvedes, vdime sigida riimvees on hingul véimaldanud levida
ka rannikumeres (Saat 2022). Téendoliselt esineb hink liigile sobivates elupaikades, naiteks
avamerest eraldatud merelahtedes ning jogede suudmealadel, kogu Eesti rannikumere ulatuses.
Hink eelistab liivase, savise vOi mudase substraadiga biotoopi; sigib taimestikurikastel kaldaaladel
(Saat 2022).

Kuna tegu ei ole toondusliku ega harrastusliku pligi objektiga ning hink on vaikeste mddtmete tottu
raskesti tabatav kalaliik, siis viimane llevaade liigi leviku kohta Eesti rannikumeres on koostatud liigi
kaitse tegevuskava jaoks (Saks et al 2014). Eesti ohustatud liikide punases nimestikus on hink alates
2019. a maaratletud kategooriasse ,,soodsas seisundis” (Laia levikuga ja stabiilse arvukusega liik.
Arvukus varieerub veekoguti oluliselt; eElurikkus; 27.03.2024).

Voldas on samuti vaikesemd6tmeline, Eesti vetes kuni 13 cm taispikkusega (Saat 2022) bentilise
eluviisiga mageveekala, kelle leviala hGlmab suurema osa Euroopast. Liigi pohiliseks elupaigaks on
joed, lisaks selle esineb paiguti ka jarvedes ning Ladnemere madala soolsusega riimveelistes
rannikupiirkondades. Rannikumeres esineb vdldas vahearvukalt ja hajusalt kogu ranniku ulatuses
(Jarvekilg et al 2015). Liik on peidulise eluviisiga, 6ise aktiivsusega ning territoriaalne, eelistab
veekogudes kivise pdhjaga kohti ning on ndudlik vee hapnikusisalduse suhtes (Saat 2022). Eesti
riimveelises rannikumeres vodib lisaks harilikule vdldasele esineda veel valimuselt lisna sarnast
kirjuuim-voldast (Alpinocottus poecilopus) (Kottelat & Freyhof 2007).



Sarnaselt hingule puudub ka vdldasel kalanduslik tahtsus, kill on ta aga oluliseks toiduobjektiks
roovtoidulistele kaladele, sh ahvenale. Eestis on véldas kaitse all (1l kaitsekategooria). Eesti
ohustatud liikide punases nimestikus on voldas alates 2019. a maaratletud kategooriasse
»ohuldhedane” (Laia levikuga liik, kuid vihese levimisvdime t&ttu levik ebatihtlane. Levila/arvukuse
langus vdib olla toimunud/toimumas, kuid tdenaoliselt aeglasemalt, kui kriteeriumites ette antud
ulatused. Seisuveekogudes on seire teostamine raskendatud ja trendid teadmata, kuid arvestama
peab eutrofeerumise negatiivset mdju elutingimustele. Klassifitseerub "Ohuldahedaseks, kuna
hinnang jaab lahedale "Ohualdis" (A4c); eElurikkus; 27.03.2024).

Senised hingu ja véldase arvukuse ja leviku andmed Eesti mereala asustavate asurkondade osas on
siiski liinklikud ning voimaldavad anda liksnes vananenud llevaate nende liikide leiukohtadest
rannikumeres. Seda eelkdige seetdttu, et nende kalaliikide leviku ja arvukuse hindamiseks Eesti
merealadel seiret labi ei viida. Oma mddtmete tSttu ei satu hink ja véldas ka suuremamdoddtmeliste
kalade plitigiks moeldud pulnistesse, mistdttu kalanduslikult oluliste liikide seirega pole véimalik
nende asurkonna levikut ja olukorda hinnata. Eelnevast tulenevalt on hingu ja véldase elupaikade
kaitse raskendatud. Kaitse tegevuskavad antud liikide kohta on kiill koostatud, aga vastavaid
tegevusi, mis voimaldaksid hinnata liikide seisundit MSRD raames, ei ole |abi viidud.

Lahtudes eelpool toodud puudujadkidest ja arendusvajadusest oli kdesoleva uuringu peamiseks
eesmargiks vilja tootada seiremeetodid, mis voimaldaksid maarata hingu ja voldase levikuala Eesti
rannikumeres vastavalt HKS kriteeriumile D1C4 (, Liigi levikuala ja levikumuster”; esmane kriteerium
vastavalt Euroopa Liidu komisjoni otsuses 2017/848 toodule). Projekti tulemuste alusel on vdimalik
hinnata esmase kriteeriumi D1C5: ,, Liikide elupaiga ulatus ja tingimused (LD lisa Il, IV, V liigid)“
seisundit, kuna nii hink kui ka voldas on vaga paiksed liigid (Saat 2022). Seet6ttu voiks molemad
indikaatorid kirjeldada, kas elupaikade ulatus ja seisund toetavad neid liike kogu elutsukli eri
etappides. Seiremeetodite valjatdotamise kdigus uuendati ka hingu ja véldase levikuandmeid Eesti
rannikumeres.

Uuringu kaigus testiti nii traditsioonilisi, kalade ptldmisel pdhinevaid seiremeetodeid, millega
varasemalt on tabatud vaikesem&6tmelisi kalaliike (Perrow et al 2017, Saks et al 2018, Taal et al
2017, Truuverk et al 2021), kui ka keskkonna-DNA metoodikat, mis on mitteletaalne meetod
vaikesemdotmeliste kalaliikide seires (Hempel et al 2020, Peixoto et al 2021).

Kdesoleva uuringu korvaltulemusena laekus uusi levikuandmeid ka tlejdanud rannikumerd
asustavate vaiksemddtmeliste kalaliikide kohta, kes muude piligivahenditega tabamatuks jadvad.
Seega laiendab kdesolev projekt olemasolevat teadmist rannikumere bioloogilise mitmekesisuse
kohta, mida on vGimalik edaspidi kasutada asjakohaste meetmete ja indikaatorite valjatéotamisel.

Kdesoleva uuringu peamised tulemused on:

= Hingu seireks Eesti rannikumeres sobib kdige paremini vaikese silmasammuga paraosaga
kaldanoot paralleelselt keskkonna-DNA metoodikagaga. Seire tuleks labi viia mai
keskpaigast juuli keskpaigani, seirevalp voiks olla kaks v6i kolm aastat.
= Voldase seireks Eesti rannikumeres on sobilik keskkonna-DNA metoodika. Seire tuleks labi
viia juulist oktoobrini, seirevalp voiks olla samuti kaks voi kolm aastat.
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= Leiti, et hink on Eesti rannikumeres seni arvatust laiemalt levinud. Uued leiukohad
tuvastati nii Lidnemere avaosas, Liivi lahes kui Soome lahes.

= Kuigi voldast on varem registreeritud kogu Eesti rannikumere ulatuses, naitas kdesolev
uuring, et liigi tuumikpiirkonnaks on Soome lahe avatud rannik.

Kaesolevat uuringut rahastasid SA Keskkonnainvesteeringute Keskuse KIK keskkonnaprogramm
(80%) ja Tartu Ulikooli Eesti mereinstituut (20%). Koostajad tanavad vilitéddel osalejaid: Aare
Verliin, Katariina Kurina, Risto Kalda, Madli Saat ja Helen Parik.

Materjal ja metoodika

Uuringuala

Kiesoleva uuringu valitdod viidi 1abi 2023. aastal aprillist novembrini. Uheaegselt viidi l4bi sihtliikide
leviku ulatuse hindamine ja erinevate seiremetoodikate testimine. Proovipunktide valikul arvestati
seniste leiukohtadega ja eksperthinnanguna biotoopi arvesse vottes potentsiaalsete elupaikadega.
Kokku pidti 22 kohas lle rannikumere. Igas kohas moddeti veetemperatuur ja soolsus ning véeti
veeproov keskkonna-DNA tuvastamiseks. Lisaks voeti kahest kohast Soome lahes, Kundast ja Virvelt
keskkonna-DNA proov (joonis 1 ja tabel 1).

Ihtiioloogilised seiremeetodid

Igas proovipunktis pliti nelja erineva pilgivahendiga, kahte tiilipi passiivse plilinisega: kadiskad (10
tk) ja nakkevdrgud (2 tk) ning kahte tUlpi aktiivse pldlgivahendiga, milleks olid kaldanoot ja
lukkekahv (joonised 2-5 jt). Kahel varasemalt teadaoleval hingu tuumikalal, (Matsalu lahes ja Kunnati
lahes (joonised 1 ja 3, tabel 1) puti lisaks ka maimumaorraga.

Pidniste parameetrid:

= Kadiskad olid 50 cm korgused, lihikese alt Ules kulgeva juhtaiaga, 3 cm laiuse pujusega ja 4
mm silmasammuga.

=  Nakkevorgud olid 0,9 m kdrgused ja 10 m pikkused, silmasammuga 6,25 mm.

= Kaldanoot oli jargmiste mddtudega: 1,2 m kdrgused tiivad oli algusosas 4,2 m pikkused ja 10
mm silmasammuga, millele jargnes 4,2 m pikkune 8 mm silmasammuga sektsioon; paraosa
pikkusega 3 m ja silmasammuga 5 mm oli ava juures 2 m lai ja 1,8 m korge.

= Likkekahv oli laiusega 101 cm ja silmasammuga 2 mm.

=  Maimumodrd oli 15 m pikkuse juhtaiaga, 4 m pikkuste kariaedadega ning paraosa
silmasammuga 3 mm.



Proovipunktid hingu biotoobis

Proovipunktid voldase biotoobis L 0
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Joonis 1. Proovipunktide asukohad: 1 — Saunja laht, 2 — Orajde, 3 — Rannametsa, 4 — Virtsu, 5 — Rame laht, 6 —
Kihnu (Laoba nina), 7 — Audru polder, 8 — Muuga laht, 9 — Heltermaa, 10 — Kirikulaht, 11 — Harju-
Madise, 12 — Paldiski (Laokla), 13 — Spithami, 14 — Matsalu laht (Keemu), 15 — Kunnati/Kdiguste laht,
16 — Kdsmu laht, 17 — Toila, 18 — Liimala/Purtse, 19 — Rutja laht, 20 — Natturi, 21 — Uudepanga laht
(Tdrdu I18ugas), 22 — Undva, 23 — Kunda, 24 — Virve (aluskaart: Maa-amet). Proovipunktid on
tahistatud testplilikide teostamise ajalises jarjekorras (tabel 1).

Tabel 1. Proovivotu aeg, koht, ja vee parameetrid. Proovipunktid on tahistatud testplilikide teostamise ajalises
jarjekorras.

Vee-
Soolsus

Mereala temperatuur Sihtliik

%0

°C

27-28.04.2023 Viinameri Saunja laht 58997232  23.635644 10.0 0.0 hink
_ 08-09.05.2023 Liivi laht Orajde 57.955562  24.396037 16.1 41  vdldas
— 09-10.05.2023 Liivi laht Rannametsa 58.124824  24.478647 18.6 3.7 hink
- 15-16.05.2023 Véinameri Virtsu 58.563807  23.503308 17.3 54 vldas
— 16-17.05.2023 Liivi laht Rame laht 58.580727  23.565167 16.1 0.8 hink
— 23-24.05.2023 Liivi laht Kihnu (Laoba nina) 58.125634 24.014 21.3 5.4 hink
24-25.05.2023 Liivi laht Audru polder 58.373066  24.300277 214 42 hink
n 31.05-01.06.2023  Soome laht Muuga laht 59.5066  25.006773 12.7 55  vldas
— 08-09.06.2023 Viinameri Heltermaa 58.863982  23.048735 15.8 69  voldas
n 09-10.06.2023 Avaosa Reigilaht (Kirikulaht) ~ 58.982139  22.481911 211 0.6 hink
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. Vee-
Proovi- Soolsus

Mereala temperatuur Sihtliik
punkt o %o

12-13.06.2023 Soome laht Harju-Madise 59.288973  24.108593 20.4 6.1 hink
12-13.06.2023 Soome laht Paldiski (Laokiila) 59.328552  24.101333 20.6 6.3 voldas
13-14.06.2023 Soome laht Spithami 59.222284  23.529665 18.8 6.4 voldas
27-30.06.2023 Vainameri Matsalu laht (Keemu) 58.746025  23.672249 24.0 3.6 hink
08-11.07.2023 Liivi laht Kunnati/Kiguste laht 58.376492  22.950838 18.8 6.2 hink
05-06.08.2023 Soome laht Kasmu laht 59.58195 25.915618 21.4 5.6 hink
20-21.08.2023 Soome laht Toila 59.426182  27.535746 18.5 5.1 voldas

07-08.09.2023 Soome laht Rutja laht 59.551623  26.371132 18.1 5.4 hink

08-09.09.2023 Soome laht  Pedassaara laht (Natturi)  59.627796 26.02741 17.6 5.6 véldas

Uudepanga laht (Ttrdu .
18-19.09.2023 Avaosa 58.496743 21.920938 17.0 6.7 hink

l6ugas)
05-06.11.2023 Avaosa Undva 58.513764 21.915111 8.2 6.9 véldas
21.08.2023 Soome laht Kunda 59.521398 26.53602 17.5 5.7 véldas

n 21-22.08.2023 Soome laht Liimala/Purtse 59.436376 26.991647 17.5 5.1 voldas

08.09.2023 Soome laht Hara laht (Virve) 59.597277  25.604494 17.9 5.7 voldas

Testplilikidel kasutatud pldgivahendite tidbid valiti valja lahtudes nende sobivusest
vaikesemootmeliste kalade plldmiseks Eesti tingimustes (Saks et al 2018, Taal et al 2017).
Kdesolevas uuringus kasutatud likkekahv disainiti paasemaks ligi kohtadele, kus noodaplilik on

raskendatud voi véimatu: nt kivid, kivivared, muulid, taimestik.

Joonis 2. Pllgile asetatud kadiskad Saunja lahe proovipunktis 28.4;2023. Foto: L. Saks.



Joonis 3. Puugile asetatud kadiskad ja maimumdrd Matsalu lahes Keemu proovipunktis 27.06.2023. Foto: L.
Saks.

Joonis 4. Noodapiiik Kdasmu lahe proovipunktis 05.08.2023. Foto: A. Albert.

Pluniste silmasuurused olid sobivad vaikesemo&tmeliste kalaliikide tabamiseks. Valitud 6,25 mm
silmasammuga nakkevork kuulub standardiseeritud jarveseire nn Nordic-tiitipi sektsioonvorku
(standard EN 14757:2015), millega on varasemalt hinku tabatud. V&ldast on Eesti rannikumerest
varasemalt tabatud 14 mm ja 17 mm silmasammuga nakkevorkudega ning liigi noorjargud voiks
seega teoreetiliselt nakkuda ka 6,25 mm silmasammuga vorku. Lisaks vdib teatavasti
nakkevorkudesse takerduda ka kehalimbermd6du poolest silmasuurusega sobimatuid kalu (Holst et
al 1998).



Rannikumere kalastiku seirel kasutusel olevad = 14 mm silmasammuga nakkevorgud (Eschbaum et al
2024) on voldase tabamise jaoks liiga suure silmaga. Pikaajalise seire kaigus on tabatud vaid Gksikud
voldased. Lisaks on seirepliligid ndidanud, et nii 14 mm kui 17 mm silmasammuga nakkevorgud
vGivad Ulekillastuda suuremate kehamodtmetega kalaliikidest (nt Gmarmudil, viidikas), mis
tdhendab, et sihtliigi tabamine on raskendatud ja kalade katte saamine vorkudest vaga téomahukas.

Joonis 5. Pllk likkekahvaga Paldiski (Laokila) proovipunktis Pakri lahes 13.06.2023. Foto: A. Albert.

ProovivOtt ja saagianallls

Passiivsed puilnised asetati kuni 1 m sligavusse vette plilgile enne paikeseloojangut ning voeti valja
jargmisel hommikul parast paikesetdusu. Vaid hingu tuumikaladel kasutatud maimumaord asetati
pldgile kolmeks jarjestikuseks 66ks. Pllnistesse jaanud kalad maarati liigini (samasuviste raskesti
madaaratavate isendite puhul sugukonnani), iga liigi isendid loendati ning vGeti kogumass, kui isendite
arv oli vahem kui 200. Kui isendite arv oli (ile 200, siis loeti ning kaaluti 2 x 100 isendit. Ulejaanud
isendid kaaluti ning 200 loetud isendi massi jargi arvutati isendite koguarv (joonis 6). Laboratoorseks
anallisiks vajalikud isendid fikseeriti v6i kiilmutati, Gilejaanud kalad vabastati; véorliike kadideldi
vastavalt Looduskaitseseaduse § 57 toodule (RT I, 22.12.2023, 8).

Parast passiivsete pllniste plligile asetamist tehti nende ldheduses peale pdikeseloojangut neli
plitiki nii kaldanoodaga kui ka liikkekahvaga. Iga pllgi juures moddeti pltgi alguspunkti ja [6pp-
punkti vaheline distants (m), nooda puhul hinnati tdmbe laius (m). Tabatud kalad maérati liigini,
samasuviste raskesti maaratavate isendite puhul sugukonnani. Loomustes esinenud sihtliigi isendid
loendati, mittesihtliikide isendid kas loendati vdi toetudes eelnevale kogemusele hinnati nende
ligikaudset arvukust loomuses (joonis 7). Laboratoorseks analtitsiks vajalikud isendid fikseeriti voi
kiilmutati. Ulejadnud kalad vabastati; vdorliike kdideldi vastavalt Looduskaitseseaduse § 57 toodule



(RT1,22.12.2023, 8). Hingu rohke esinemise korral registreeriti proovipunkti ihes noodaloomuses
kaikide hinkude taispikkused.

AL

Joonis 6. Nakkevorkudesse jadanud isendite valjavGtmine ja sorteerimine Rannametsa proovipunktis
10.05.2023. Foto: A. Albert.

Joonis 7. Noodaloomuse sorteerimine Virtsu proovipunktis 15.05.2023. Foto: A. Albert.
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Kaesoleva uuringu esimeses kaheksas proovipunktis (joonis 1 ja tabel 1) puti paralleelselt nii
soodastatud (5tk; soodaks olid tikeldatud krevetid, mis olid asetatud 50 ml mahutavusega
perforeeritud kaanega suletud perforeeritud plasttopsi) kui ka so6dastamata (5 tk; plinisesse
asetati Uksnes kirjeldatud plasttops) kadiskatega (joonis 8). Tulemuste vordlemiseks kasutati Mann-
Whitney U-testi.

Joonis 8. S60datopsidega kadiskad Audru poldri proovipunktis 25.05.2023. Foto: A. Albert.

Selgus, et hingu (ega Uhegi teise liigi) arvukust s6odastatud ja soédastamata kadiskates ei olnud
vBimalik statistiliselt usaldusvaarselt eristada (Mann-Whitney U-test: U=30,0; n1=8, n2=8; p=0,834;
joonis 9). Kalakoosluseid kadiskais kirjeldas eelkbige plilgipiirkond, mitte aga kadiskate
s6odastamine. Kadiska s6odastamine ei olnud seotud kalakoosluse struktuuriga kadiskas (SIMPER r=-
0,08; p=0,883). Edasises anallilsis koondati sd6dastatud ja so6dastamata kadiskate andmed.

Kuivord kadiskate so6dastamine ei avaldanud sihtliigi saagikusele mdju, siis lilejdanud
proovipunktides (proovipunktid nr 9-22; joonis 1 ja tabel 1) puiti ainult so6dastamata kadiskatega.

Andmeanalils

Erinevate puuniste sihtliikide tabamise tulemuslikkuse vordlemiseks kasutati nende saagikuse
andmeid. Aktiivsete pliliniste kohta arvutati saagikus m? kohta, kus noodatdmbe v&i kahvaliikke
pikkus korrutati laiusega ning saak jagati saadud ruutmeetrite arvuga. Passiivsete piiniste puhul
arvutati saagikus iga plilinis66 (puuniste arv x pligiodde arv) kohta. Kuna andmed ei olnud jaotunud
normaaljaotuse kohaselt, siis kasutati plliniste efektiivsuse andmeanaliilsil mitteparameetrilisi
statistilisi teste. Hingu ja vbldase elupaikades teostatud piikidel registreeritud kalakoosluste
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struktuuri vordlemiseks erinevate piiniste saakides kasutati ANOSIM ning SIMPER analtse (Clarke
& Gorley 2015).
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Joonis 9. Hingu (Cobitis taenia) saagikuse vordlusstatistikud s66dastatud ja so6dastamata kadiskates.

Keskkonna-DNA analiiiis

Veeproovide kogumine

Veeproove koguti rannikumerest perioodil 28.04.2023 — 05.11.2023 samal ajal ihtlioloogiliste
meetodite testimise ja leviku hindamisega (joonis 10). Kokku koguti 22 putkidega seonduvat
veeproovi ja 2 ilma pulkideta (joonis 1). Vesi koguti pinnalt 10 kuni 20 cm siigavuselt testplikide
alalt enne, kui piilinised vette asetati. Uhe ala proovid segati suures kogumisndus iihtseks
pohiprooviks. Kokku koguti igast proovipunktist minimaalselt 5 liitrit vett, millest filtreeriti kolmes
korduses 120-1200 ml vett 0.2 um poorisuurusega kinnistele Sterivex kassettfiltritele (Merck
Millipore). Filtreerimiseks kasutati steriilseid 60 ml BBraun siistlaid.

Proovid filtreeriti kohapeal vahetult parast proovi kogumist. Kdik korduvkasutatavad to6vahendid
desinfitseeriti enne td66de algust 2% VirkonS lahusega. Negatiivse kontrollproovina kasutati
pudeldatud Saaremaa joogivett (500 ml), mis avati esmakordselt vahetult enne filtreerimist.
Filtreeritud keskkonna-DNA materjali sdilitamiseks lisati filtreerimise jargselt proovidele 3 ml
sdilituspuhvrit (Longmire puhverlahust (0.1 M Tris-HCL at pH 8.0, 0.1 M EDTA, 0.1 M NacCl, 0.5% w/v
SDS, (Longmire et al 1997)) ja proovid sailitati edasiste analllsideni toatemperatuuril, sailitamise
pikim aeg oli kuni 4 kuud.
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Joonis 10. Veeproovi vétmine keskkonna-DNA jaoks Rame lahe proovipunktis 16.05.2023. Foto: A. Albert.

Keskkonna-DNA eraldamine

Proovide ristsaastumise valtimiseks on oluline hoida erinevad t66etapid flilsiliselt eraldatuna.
Seetdttu teostati keskkonna-DNA eraldamised Tartu Ulikooli tehnoloogiainstituudi tuumiklaboris.
Selles laboris ei kdidelda koeproove ega amplifitseerita DNAd, mis on laboritingimustes kdige
suuremaks ristsaastuse allikaks.

Lisaks on antud keskkonna-DNA laboris kehtestatud p&hjalikud protseduurireeglid, mille eesmark on
valtida proovide saastumist t66 kaigus, nimetatud laboris to6tab vaid kindla vdljaGppega personal.
Samuti on laboris tagatud pidev 8huvahetus ja dhuringlus koos UV t66tlusega.

Sterivex filtritelt eraldati keskkonna-DNA, kasutades NucleoSpin (Macherey Nagel) Tissue
eralduskomplekti koos kapselfiltritele sobivaks modifitseeritud protokolliga. Antud eralduskiti
tootjapoolse protokolli oleme erinevate pilootprojektide kdigus optimeerinud just keskkonna-DNA
proovide jaoks sobivaks. Kéik eraldused tehti laminaarse dhuvooluga bioohutuskapis, et valtida
proovide saastumise ohtu laboris.

gPCR optimeerimine

Kogutud proovide analiitsiks disainiti liigispetsiifilised COI (mitokondriaalne tstitokroom-oksiidaas |
geen) Forward ja Reverse praimerid ning neile vastav liigispetsiifiline sond nii hingule kui véldasele
Praimerid disainiti spetsiaalselt selleks loodud tarkvara (Primer3 2.3.7) abil. Seejarel testiti loodud
praimerite sobivust in silico, mis tdhendab, et praimerijarjestusi vorreldi kdigi avalikes
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andmebaasides olevate DNA jarjestustega. In silico analilsi teostati primer-BLAST (Ye et al 2012)
tarkvaraga NCBI GENBank ja BOLD andmebaasi vastu. In silico analliUsi jargselt testiti praimereid in
vitro. Selles etapis katsetati disainitud praimerite sobivust voorliikide koeproovidest eraldatud DNA
amplifitseerimiseks. Kolmandas, in situ etapis kontrolliti praimereid projekti kdigus kogutud
keskkonna-DNA proovidel. Metoodika optimeerimiseks ning praimerite optimaalseima
sulamistemperatuuri leidmiseks kasutati gradient-PCR metoodikat, samuti optimeeriti praimerite ja
sondi I6ppkontsentratsioone. Optimaalse praimerite ja sondi ning abireagendi kontsentratsiooni
maadramiseks teostati testreaktsioonid gPCR metoodikat kasutades.

Liigispetsiifilise DNA tuvastamine keskkonna-DNA proovides

Uuritavate kalaliikide tuvastamiseks kogutud keskkonna-DNA proovides loodi igale valitud liigile
vastav qPCR standardkdver. 1:10 lahjenduste seeria (10, 1, 0.1, 0.01, 0.001, 0.0001, 0.00001 ng/uL)
abil loodi iga liigi koeproovi DNA kaliiberlahusest standardkdver. Liigispetsiifilise COIl geeni
tuvastamiseks kasutati disainitud praimereid ja sondipdhist TagMan® tehnoloogiat. Iga gPCR
reaktsioonisegu mahuga 10ul koosnes jargmistest komponentidest: 1x HOT FIREPol® Probe Universal
gPCR Mix (Solis BioDyne), 0,2 uM F ja R praimer ning 0,2 uM flurostsentsmérgisega sond, 2,5%
DMSO ja llejaanud mahus dH20 (Molecular grade). Iga keskkonnaproovi analtitsiti kolmes korduses
ning iga qPCRi anallilsiplaat sisaldas lisaks uuritavatele proovidele negatiivseid kontrollproove ning
positiivseid standard DNA lahjendusi. K&ik gPCR analiiUsid teostati LightCycler® 480 System (Roche
Life Science) seadmel 384 kannulist platvormi kasutades.

Keskkonna-DNA andmeanaltls

Mitokondriaalse COIl geeni koopiaarvu ja uuritava looma koest eraldatud DNA vahelist suhet ei ole
vOimalik tuvastada, seetOttu kasutati proovidest leitud DNA koguse hindamiseks standardis oleva
Ghele liigile omast genoomse DNA kontsentratsiooni ja vastava qPCR reaktsiooni Cp vaartuse
vahelist seost. Uuritavate proovide Cp vaartused arvutati selle seose abil DNA kontsentratsiooniks.
Uksikutes proovides — 3 bioloogilist ning neist igast 3 tehnilist kordust — leiduva DNA
kontsentratsioonidest arvutati mediaanvaartus ning selle 25% and 75% Cl vaartused. Proovid, mille
mediaan oli suurem kui null, nditasid vastava liigi esinemist antud proovikogumise alal. Hinku
puututavate andmega modelleeriti proovivee koguse ja liigi esinemist keskkonna-DNA leiu sdltuvust
pldgitulemustest logistilise lldistatud lineaarse mudeli abil (nn ‘binomial logistic’ GLM).
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Tulemused ja arutelu

Hingu saagikus proovipunktides

Hinku tabati kdigi testitud puinistega kokku kaheksas proovipunktis. Saagikused on toodud tabelis 2.
Nii nooda kui likkekahvaga tabati hinku kdige rohkem Rame lahe ning Matsalu lahe
proovipunktidest (joonis 11).

Tabel 2. Hingu saagikus eri proovipunktides plitigivahendite kaupa. Tabelis on toodud vaid proovipunktid, kus
hinku tabati.

Noot Liikkekahv Kadiska Nakkevork Maimumord
Proovipunkt Isendite arv m2 Isendite arv m2 Isendite arv Isendite arv Isendite arv
kohta kohta pulinis66 kohta pulinis66 kohta pulinis66 kohta

| saunjalaht | 0 0.033 0.2 0
0.026 0.078 33 25
0.489 0.198 2.89 56.5
| Khnu | 0.013 0 0.1 05
0.106 0.033 0.8 3

Kunnati/Kdiguste
‘ 0.101 0.044 0.2 0 0.33
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Joonis 11. Hingu saagikus aktiivsete piiligivahenditega (isendite arv pindalaiihiku (m?) kohta).

Kadiskate ja nakkevdrkudega tabati hinku kdige rohkem Rannametsa ja Rame lahe proovipunktides
(joonis 12). Mdlemad pidgid langesid kokku kudemisajaga, millest tulenevalt véisid kalad olla
tavaparasest suurema liikkumisaktiivsusega. Nakkevorguga saadud hinkude pikkus oli hinnanguliselt
vahemikus 6-8 cm (joonis 13). Harju-Madise proovipunktis pitdsid hinku vaid kadiskad, muude
pllnistega hinku ei tabatud (joonised 11 ja 12).
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Joonis 12. Hingu saagikus passiivsete putgivahenditega (isendite arv piilinis66 kohta). *Maimumarraga pidti
kahes kohas: Matsalu ja Kunnati lahtedes.

i % - . L
Joonis 13. 6,25 mm silmasammuga nakkevérk ja sellest valja véetud hingud Rannametsa proovipunktis
10.05.2023. Fotod: L. Saks.
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Piiiigimetoodikate vérdlus

Hindamaks erinevate proovipunktide vahelist hingu saagikust kasutati mitteparameetriliste testide
jaoks esmalt kogu valimit. Kogu valimit analtisides ilmnes, et proovipunkide IGikes erines keskmine
hingu saagikus statistiliselt usaldusvaarselt (Kruskal-Wallis ANOVA: H1.21=160,4445; p <0,0001).
Samuti oli koha mdju statistiliselt oluline ka aktiivsete puiniste (liikkekahv, noot) kasutamise korral
(Kruskal-Wallis ANOVA: Hj1,176=137,7604; p =0,0001).

Anallilisides erinevate plliniste tulemuslikkust hingu putgil (hingu pllgiefektiivsust) vGeti arvesse
vaid nende kaheksa proovipunkti tulemusi, kus testpilikide kdigus hinku tabati (tabel 2). Tulenevalt
metoodika erinevustest aktiivsete (lliikkekahv, noot) ja passiivsete piiniste (kadiska, nakkevork) pole
nende omavaheline vordlus (isendit pindalaiihiku kohta vérrelduna isendit piilinis66 kohta)
korrektne. Eelnevast tulenevalt vérreldi vaid likkekahva putgiefektiivsust nooda pllgiefektiivsuse
ning nakkevorgu puugiefektiivsust kadiska puligiefektiivsusega. Saagikuste vordlemisel selgus, et nii
kadiska ja nakkevorgu (Wilcoxon Matched Pairs Test: Z=0,98; p=0,367; n=8) kui ka nooda ja
likkekahva (Wilcoxon Matched Pairs Test: Z=0,51; p=0,613; n=8; joonis 14) puhul nende
keskvaartused statistiliselt usaldusvaarselt ei erinenud.

Box & Whisker Plot

Box &Whisker Plot 0.6
60

50

40

30

10 0.1
0 25%-75%

10 0.1 - T Min-Max
Kadiska Nakkevork Likkekahv Noot

20
o Median

Joonis 14. Hingu pulitigiefektiivsus passiivsete ja aktiivsete pllniste riihmasiseses vordluses.

Matsalu ja Kunnati lahtedes (joonis 1 ja tabel 1) kui hingu tuumikaladel puuti lisaks likkekahvale,
noodale, nakkevdrgule ning kadiskale ka maimumadrraga (joonised 3 ja 15). Nendes proovipunktides
teostatud testpllikide liigilise koosseisu pohjal arvutati vdlja koosluste mitmekesisuse vordlemiseks
moeldud Shannon’i indeks (Kruskal-Wallis ANOVA: Ha;22,=28,16593; p<0,0001), mille p&hjal selgus, et
liigiliselt kdige mitmekesisema saagiga plligivahendiks on noot, passiivsetest pillnistest kadiska
(joonis 16).
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Joonis 15. Pigile asetatud maimumdrd Saaremaa kagurannikul Kunnati lahe proovipunktis Laevninal
10.07.2023. Foto: A. Albert.
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Joonis 16. Shannon’i indeks pulniste kaupa lle kogu valimi.

Matsalu lahes (proovipunkt Keemus) ja Rame lahes (joonis 1 ja tabel 1) tabati valitéode kaigus hinku
koige arvukamalt. Mdlemas nimetatud proovipunktis moddeti kdigi ihel noodatdmbel tabatud
hinkude taispikkused. Vaatamata erinevusele tabatud hinkude pikkusjaotuses, olid mélema uuritud
piirkonna noodaloomuses esindatud kalad pikkusega 4-8 cm (joonis 17), mis naitab, et noot on hingu
tabamisel vaheselektiivne pliligivahend.

Kasutatava pulinise saagi suuruse ja koosseisu maaravad kolm tingimust: 1) kalad peavad pulinisega
samal ajal ja samas kohas olema; 2) kalad peavad piinisega kokku puutuma ning 3) sellesse kinni
jaama (Holst et al 1998). Kaks esimest tingimust soltuvad kalade levialast ja kditumisest, mis
tdhendab, et maaravaks on pligiaeg ning pidgikoht. Kolmanda tingimuse puhul on oluline pilnise
ehitus.
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Joonis 17. Hinkude pikkusjaotused Matsalu lahe (n=106) ja Rame lahe (n=56) noodaloomuses.

Kdesoleva uuringu kaigus labi viidud testplikides oli hingu tabatavus ja saagikus kdrgeim
kevadsuvisel (mai-juuni) perioodil. Seda ilmselt seet6ttu, et siis on kudemisperiood: sugukiipsed
isendid on aktiivsemad ning liiguvad rohkem, mida on ndaha ka Rame lahe nakkevdrgu saagist kui ka
hinkude pikkuselisest jaotusest noodasaagis. Kunnati lahes pudti juuli alguses ning saagikus oli
eeldatust vaiksem. Samas oli veetase vaga korge, mis vdis tulemust negatiivselt mdjutada. Nt
Rannametsa proovipunktis oli veetase vdga madal (joonis 18) ning saagikus korge, pllgiaeg oli aga
ka erinev: kevadel.

Joonis 18. Vaade Rannametsa proovipunktile Ghust. Foto: L. Saks.
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Hingu ja véldase keskkonna-DNA olemasolu ja hulga mddramine qPCR
metoodika abil

Keskkonna-DNA proov voeti igas proovipunktis kolmes korduses. Kindel leid p&hineb tulemuste
mediaanil, kuivord aritmeetilist keskmist m&jutab tugevalt Gksiku paralleeli nait. Kindel DNA leid
tuvastati hingu puhul viies proovipunktis ja voldasel kaheksas proovipunktis (joonis 19 ja tabel 3).
Vorreldes leitud liigispetsiifilise keskkonna-DNA koguseid, siis hingu DNAd tuvastati leiu korral
kordades vahem kui voldase DNAd.

Hingu puhul oli véimalik hinnata kala DNA leidu veeproovis ja vorrelda seda plitigitulemustega
(saagikusega). Kuna keskkonna-DNA leiti vdhematest kohtadest vorreldes ihtlioloogiliste
meetoditega, siis uuriti, kas filtreeritava vee kogusel voib olla oma mdju, st kas vaiksem vee kogus
pohjustab keskkonna-DNA analiilsi ebatdpsust. Selleks kasutatis tldistatud lineaarset mudelit
(logistiline GLM) milles uuriti keskkonna-DNA proovi kogumiseks véetud vee koguse, tuvastatud
leidude olemasolu/puudumise ning putkide saagikuse vahel. Hipotees osutuski tdeseks, sest vee
koguse ja tegeliku kalade saagikuse koosmdju oli statistiliselt oluliselt negatiivne (pseudo-R?=0.69,
x2=10.7, p=0.019).
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Joonis 19. Hingu ja voldase DNA kogused proovipunktides (mediaan koos 25% ja 75% usaldusintervallidega).
Proovipunktid on toodud tdhestikulises jarjekorras.
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Tabel 3. Hingu ja voldase DNA kogused proovipunktides. Leiud on margitud poolpaksus kirjas.
DNA DNA

koguse koguse

mediaan, mediaan,

fg/ml fg/ml
Saunja laht hink 0 0 0 vdldas 0 0 0
— Orajoe hink 0 0 0 voldas 0 0 2.9
T Rannametsa hink 2.0 04 22  voldas 0 0 0
_ Virtsu hink 0 0 0 voldas 0 0 0
— Rame laht hink 2.6 1.4 4.4 voldas 0 0 0
— Kihnu (Laoba nina) hink 0 0 0 voldas 0 0 0
Audru polder hink 0 0 0 voldas 0 0 0
n Muuga laht hink 0 0 0 voldas 27.1 14.6 43.9
“ Heltermaa hink 0 0 0 voldas 0 0 0
n Reigi laht (Kirikulaht)  hink 0 0 0 vdldas 0 0 134.9
D Harju-Madise hink 0 0 0 voldas 0 0 0
BEER paidiski (Laokita) hink 0 0 0 vdldas 0 0 0
P spithami hink 0 0 0 vdldas 101 0.0 14.1
n Matsalu laht (Keemu) hink 2.9 1.9 5.9 voldas 0 0 0
B kunnatilaht hink 0 0 0 vdldas 0 0 0
B késmulat hink 0 0 0 vdldas 0 0 0
Toila hink 0 0 1.4 voldas 865.6 233.7 1014.0
n Liimala/Purtse hink 0 0 0 voldas 720.5 637.6 7122.1
n Rutja laht hink 0 0 0 voldas 126.8 17.5 971.2

Pedassaara laht .

n - hink 0 0 0 véldas 41.5 14.1 130.2
n :JT‘::ZEZ’:ZZH'?;’ t hink 6.2 17 71 véldas 0 0 23
[ 22 QUEW hink 0 0 0 vdldas 0 0 0
A kunda hink 0 0 0 vdldas 797.8 1289  17297.3
n Hara laht (Virve) hink 1.9 1.5 3.6 voldas 7.9 0.0 13.4

Hingu levik Eesti rannikumeres

Alates 1995. a on hinku Eesti rannikumerest registreeritud peamiselt Ladne-Eestist: Matsalu ja
Saunja lahest mandriosas, Soonlepa lahest Hiiumaa kaguosas ning mitmest kohast Saaremaalt
(Parasmetsa laht, Arjulaht, Kunnati laht, Sepamaa laht, Méldri laht ja Pilguse laht), kuid ka Soome
lahe keskosast Eru lahest (Eschbaum 2001, Rohtla et al 2021, Sinimets et al 2018, Taal et al 2017).
Lisaks on hinku leitud ka Kihnu saare iimbrusest ja Parnu lahe idaosast plitud réévkalade magudest
(joonis 21).

Kdesoleva uuringu kdigus tabati hinku ihtlioloogiliste meetoditega kaheteistkiimnest proovipunktist
kaheksas (joonis 20). Nendest proovipunktidest kolm olid uuringueelselt hinnatud liigi tuumikalaks
(Saunja laht, Matsalu laht ja Kunnati laht) ja viiel alal polnud hinku varem registreeritud. Nendeks
olid Rannametsa sadama piirkond, Laoba nina Kihnu idarannikul, Audru polder Saulepa kiila juures ja
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Rame laht Liivi lahes ning Paldiski lahe kagunurk Harju-Madise kiila juures Soome lahes (joonis 1,
tabelid 1 ja 2). Kdigis proovipunktides, kust hinku tabati, esines vai oli valdavaks substraadiks muda
ning taimestiku katvus vahemalt 50%. Erandiks osutus Rannametsa proovipunkt, kus taimestiku
katvus oli vaiksem, aga seda eelkdige tingituna testplilikide aegsest idakaare tuultest tingitud vaga
madalast veetasemest. Perioodil prevaleerinud idakaare tuuled olid jatnud hingu elupaigaks sobiva
kaldaaarse taimestikurikka voondi kuivaks.

Mitmes proovipunktis, mis oleksid biotoobina vdinud hingule elupaigaks sobida, naiteks Kirikulaht
Hiiumaal, Kdsmu lahe edelaosa, Rutja laht (joonis 21), hinku traditsiooniliste pltgimetoodikatega ei

registreeritud.

Leiukoht KU: ainult intlioloogilised meetodid
Leiukoht KU: ainult eDNA metoodika i ) ]
Leiukoht KU: ihtiioloogilised meetodid ja eE,}N/A metoodika
Testputigid hingu biotoobis KU, kus sihtliiki ‘éugnud

Leiud raovkalade magudest R

Varasemad leiukohad
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Joonis 20. Kaesoleva uuringu (joonisel KU) kaigus labi viidud testpuitikide tulemused hingule sobivates
biotoopides ning liigi varasemad leiukohad.

Keskkonna-DNA metoodika naitas hingu olemasolu viies proovipunktis (tabel 3 ja joonis 20).
Rannametsa, Matsalu lahe ja Rame lahe proovipunktides tuvastati hink nii keskkonna-DNA
metoodikaga kui ka tabati testplilikidega. Lisaks neile tuvastati hingu olemasolu keskkonna-DNA
metoodikaga Uudepanga lahe Tirdu Iduka veeproovist ning Hara lahe Virve proovipunktis. Samas ei
ndidanud keskkonna-DNA metoodika hingu olemasolu Saunja lahe, Kihnu, Audru poldri, Harju-
Madise ega Kunnati lahe proovipunktides, kus ihtlioloogiliste meetoditega hinku tabati (tabel 2). See
erisus naitab, et keskkonna-DNA meetodit tuleb veel edasi taiustada, eriti haguse veega
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rannikualadel. Suurema labilaskevdimega filtrite ja/vdi eelfiltrite kasutamine aitab tuvastada rohkem
DNA-d ja seeldbi parandada ka meetodi tundlikkust.

Nii varasema info (Saks et al 2014) kui kdesoleva uuringu tulemuste p&hjal véib jareldada, et Eesti
lddneosa rannikuvees esineb hink kogu ranniku ulatuses ning on kohati arvukas. Soome lahes leidub
hinku sobivast biotoobist hoolimata vahearvukalt vaid Uksikutes liigile sobivates elupaikades.

Joonis 21. Noodaloomuse sorteerimine Rutja proovipunktis 07.09.2023. Foto: A. Albert.

Véldase levik Eesti rannikumeres

Voldast on vorreldes hinguga varasemate uuringute kaigus Eesti rannikumerest mdnevorra rohkem
registreeritud. Eesti rannikumere laanepoolsest osast on véldast varasemalt registreeritud Liivi
lahest Kihnu saare imbrusest, Suurest vdinast ning Lédnemere avaosast Hiiumaalt KGpu poolsaare
ldahedasest rannikuvetest, Saaremaa pohjarannikult ja SGrve ps |Idunaosast. Valdav osa Eesti
rannikuvetest varasemalt registreeritud vdldase leide parinevad Soome lahest: Osmussaart
Umbritsevatelt madalikelt, Lahepera lahest, Tallinna ja Kuradimuna madalatelt, Eru ja Kdsmu lahest,
Kunda lahe ja Sillamae piirkonnast ning Vaindloo saare imbrusest. Lisaks on vdldast leitud
roovkalade magudest veel praktiliselt Gle terve Eesti territoriaalmere, va Liivi lahe mandriosa vetest
(joonis 22).

Ehkki proovipunktid valiti Iahtuvalt voldase elupaigaeelistusest, siis kdesoleva uuringu kaigus véldast
ihtloloogiliste testplilikide kaigus ihegi kasutatud piigivahendiga ei tabatud. Tegemist on peidulise
eluviisiga liigiga, keda on varem vahesel maaral, tdoendoliselt juhuslikult, kaldanoodaga tabatud.
Seega on seni parim saadaolev infoallikas olnud ro6vkalade toitumisanaliis.
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Soome lahe idapoolsetes (Kunda, Liimala, Toila) proovipunktides oli voldase DNA kogused kdige
suuremad. Nendes proovipunktides ei saa taielikult valistada joe mdju tulemustele: kdik kolm
proovipunkti asusid voldase elupaigaks olevate jogede (Kunda, Purtse ja Piihajogi) (Jarvekiilg et al
2015, Taal et al 2021) suudmete ldheduses. Samas need proovipunktid langesid kokku ka vGldase
teadaoleva levikuga meres (joonis 22).

Kdesolev uuring nditas, et keskkonna-DNA metoodika on vorrelduna traditsioonilistema
ihtlioloogiliste meetoditega voldase leviku tuvastamisel tulemuslikum. Véldas tuvastati keskkonna-
DNA proovidest kokku kaheksas proovipunktis, mis kdik asusid Soome lahes: Spithami, Muuga, Virve,
Natturi (joonis 23), Rutja, Kunda, Liimala ja Toila (joonis 22). Keskkonna-DNA tulemused néitavad, et
valitud proovipunktide biotoobid olid siiski vdldasele sobivad, hoolimata ihtlioloogiliste meetodite
negatiivsest tulemusest.

Eelnev hinnang voldase leviku ulatuse kohta (Jarvekilg et al 2015) ning kdesolevas aruandes
kirjeldatud varasemate uuringute tulemused naitavad, et vGldas on hajusalt levinud kogu Eesti
rannikumere ulatuses. Kdesolev uuring nditas, et voldase tuumikpiirkonnaks on Soome lahe avatud
rannik.

Leiukoht KU: eDNA metoodika s
\
Testpuigid voldase biotoobis KU, kus sintliki gi leitud |

Leiud résvkalade magudest L

® o RO

Varasemad leiukohad ‘1\

Joonis 22. Kaesoleva uuringu (joonisel KU) kaigus labi viidud testputkide tulemused vdldasele sobivates
biotoopides ning liigi varasemad leiukohad.
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Joonis 23. Pulgile asetatud nakkevorgud ja kadiskad Soome lahes Natturi proovipunktis 09.09.2023. Foto: L.
Saks.

Teised tabatud kalaliigid ja kalakoosluste struktuur

Kaesoleva uuringu kaigus labi viidud testplilikidel registreeriti kokku 36 kalaliiki ja 1 s66rsuu takson
(tabel 4). Kéikides proovipunktides registreeriti ogalik (hinnanguliselt tabati kokku 62 000 isendit) ja
luukarits (hinnanguliselt tabati kokku ca 2800 isendit). Nakkevorgud olid ogalikest kohati
Ulekillastunud (joonis 24).

Teistest liikidest oli sagedasemad imarmudil (ca 3900 isendit, tabati 20 proovipunktis) ja viidikas (ca
1700 isendit, tabati 17 proovipunktis). Kéike rohkem kalu tabati Harju-Madise proovipunktis, kus
need 97% ulatuses olid ogalikud. Kdige vdhem kalu tabati Kirikulahest Hiiumaal (154 isendit), kus 2/3
tabatud isenditest olid kiisad. Kdige liigirikkam proovipunkt oli Toila 16 kalaliigiga. Kdige
liigivaesemad Muuga lahe (joonis 25), Heltermaa ja Kirikulahe proovipunktid kuue ning Paldiski
(Laokila) proovipunkt viie kalaliigiga. V&orliikidest olid plilikides esindatud hobekoger (naiteks Kihnu
proovipunktis; tabel 4 ja joonis 26), imarmudil ja ida-lontmudil. Kinnitust sai trullingu esinemine
Soome lahes (tabel 4).
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Joonis 24. Ogalikest kiillastunud nakkevork veest vilja vottes ja kalade valjavotmise ootel Heltermaa
proovipunktis 09.06.2023. Fotod: K. Kurina.

Joonis 25. Liikkekahva peahiselt mudillastest koosneva loomuse sorteerimine Muuga proovipunktis
31.05.2023. Foto: A. Albert.
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Vordlemaks kalakoosluste struktuuri hingu ja véldase biotoopides kasutati kahe muutujaga analisi
ANOSIM ning SIMPER (Clarke & Gorley 2015). Selgus, et kalakoosluste struktuur erines saakides
norgalt, ent statistiliselt usaldusvaarselt nii pilitiniseti (ANOSIM: R= 0,105, p=0,001) kui elupaiguti
(hingu vs. véldase elupaik) (ANOSIM: R=0,218, p=0,001).

Hingu elupaigas labi viidud putkides registreeritud kalakooslused erinesid vdldase biotoopides
registreeritud kalakooslustest (Bray-Curtis’e erisusindeks 70,35) eelkdige kdrgema ogaliku, luukaritsa
ja viidika osakaalu (st. ogalikud moodustasid hingu elupaigas suhteliselt suurema osa kogusaagist
jne.) ning vaiksema muude karplaste osakaalu poolest (nende riihmade varieeruvus moodustas
vastavalt 33,0%, 12,5%, 9,1% ja 12,8% keskmisest erisusindeksi vaartusest).

Kui vOrrelda erinevate pllgivahendite saakides esinevat kalakoosluste struktuuri siis selgub, et
noodasaagid erinesid liikkekahva saakidest (Bray-Curtis’e erisusindeks 69,14) enamasti kdrgema
ogaliku, luukaritsa, muude karplaste, imarmudila ja viidika osakaalu poolest (nende riihmade
varieeruvus moodustas vastavalt 32,7%, 12,1%, 12,0%, 11,7% ja 9,3% keskmisest erisusindeksi
vadrtusest). Kadiskasaakidest erinesid noodasaagid aga (Bray-Curtis’e erisusindeks 69,45) madalama
ogaliku, imarmudila ja luukaritsa osakaalu poolest (nende riithmade varieeruvus moodustas
vastavalt 40,7%, 17,9% ja 12,8% keskmisest erisusindeksi vaartusest).

Nakkevorgusaakidest erinesid noodasaagid (Bray-Curtis’e erisusindeks 85,24) madalama ogaliku,
viidika ja lepamaimu osakaalu poolest (nende rithmade varieeruvus moodustas vastavalt 56,9%,
9,7% ja 5,8% keskmisest erisusindeksi vaartusest).

Lukkekahvasaagid erinesid kadiskasaakidest (Bray-Curtis’e erisusindeks 78,88) enamasti madalama
ogaliku, imarmudila ja luukaritsa osakaaluga (nende riihmade varieeruvus moodustas vastavalt
38,5%, 22,1% ja 12,9% keskmisest erisusindeksi vaadrtusest) ning nakkevorgusaakidest (Bray-Curtis’e
erisusindeks 90,07) ogaliku, viidika ja lepamaimu osakaalu poolest (nende riihmade varieeruvus
moodustas vastavalt 56,4%, 9,9% ja 6,3% keskmisest erisusindeksi vaartusest).

Kadiskasaakides oli nakkevorgusaakidega vorreldes (Bray-Curtis’e erisusindeks 74.,88) kérgem
ogaliku ja viidika, ent madalam luukaritsa osakaal (nende riithmade varieeruvus moodustas vastavalt
56,7%, 9,11% ja 5,77% keskmisest erisusindeksi vaartusest).

Kdesolev uuring kinnitas, et erinevate kalaliikide tabamiseks on sobilikud erinevad metoodikad.

Mitmesuguste meetodite samaaegne kasutamine v8imaldab tabada ka peidulise eluviisiga ja/v6i
vahearvukaid kalaliike, nagu nt raudkiisk ja kirjumudil.
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Tabel 4. Tabatud kalaliikide esinemine proovipunktides. 1 — Saunja laht, 2 — Orajde, 3 — Rannametsa, 4 — Virtsu, 5 — Rame laht, 6 — Kihnu (Laoba nina), 7 — Audru polder, 8 —
Muuga laht, 9 — Heltermaa, 10 — Kirikulaht, 11 — Harju-Madise, 12 — Paldiski (Laokula), 13 — Spithami, 14 — Matsalu laht (Keemu), 15 — Kunnati/K&iguste laht, 16 —
Kasmu laht, 17 — Toila, 18 — Liimala. 19 — Rutja laht, 20 — Natturi, 21 — Uudepanga laht (Tirdu Idugas), 22 — Undva. H — sihtliik hink, V — sihtliik vGldas.
Liik/Proovipunkt, sihtliik (H-hink, V-véldas)

\")
Perca fluviatilis + + + + + + + +
+

Zoarces viviparus +
Esox lucius 4 + +
Cobitis taenia + + + + + Py o p
Hobekoger Carassius gibelio + + + + + + + + +

Ida-lontmudil Proterorhinus nasalis + + + +

8
7
3
8
9
4
Scophthalmus maximus + 1
Gymnocephalus cernua + + 2
Sprattus sprattus + + + 3
Gobiusculus flavescens + 1
Latikas Abramis brama + + 2
Lepamaim Phoxinus phoxinus + + + + + + + + + 9
Lest Platichthys flesus + + + 3
Linask Tinca tinca + + + + 4
Luukarits Pungitius pungitius + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + 22
Madunéel Nerophis ophidion + 1
Syngnathus typhle + 1
Meripiihvel Taurulus bubalis + 1
Gobius niger + + 2
Blicca bjoerkna + + + 1
Ogalik Gasterosteus aculeatus + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + 22

Pisimudilake Pomatoschistus microps + + + + + + + + +

+
o
o
o
o
o
&

Spinachia spinachia + + 2
Roosarg Scardinius erythrophthalmus + + + + +
Clupea harengus +

Gobio gobio + o + + . . .

= + B+

Lampetra sp.
Hyperoplus lanceolatus + 1

Leuciscus idus + + 2
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Liik/Proovipunkt, sihtliik (H-hink, V-v6ldas)

Vv \' H H Vv \'
m Rutilus rutilus + + + + + + + 7
Leuciscus leuciscus + 1
Barbatula barbatula + 1
Squalius cephalus + 1
Alburnus alburnus + + + + + + + + + + + + + + + + + 17
Vimba vimba + 1
Pomatoschistus minutus + + + + + + + + + + + 11

Neogobius melanostomus + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + 20

14 12 9 9 10 9 9 6 6 6 8 5 10 13 10 7 16 12 12 13 10 12 36

Joonis 26. Noodaloomused Kihnu proovipunktis Laoba ninal 23.05.2023. Fotod: A. Albert.
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Soovitused sihtliikide seireks

Nii hingu, vbldase kui teiste kalaliikide seireks kasutatav metoodika peaks olema véimalikult
= l|ihtne,
= vdheletaalne sihtliikide suhtes,
= vadheletaalne kaaspiiligi suhtes ning
= vadhedestruktiivne elupaiga suhtes.

Ihtiioloogilised meetodid

Kdesoleva uuringu raames testiti 22-s proovipunktis kahte tllpi aktiivseid piiniseid (kaldanoot ja
lukkekahv) ning passiivseid I6ksplliniseid (kadiska ning nakkevork; joonis 27). Voldast ei tabatud
Uhegi testitud pldlgivahendiga.

Hinku tabati kdigi testitud pltinistega, lisaks kahes proovipunktis testitud kolmandat tiidpi passiivse
plilinisega - maimumarraga. Siinkohal kasitletaksegi ihtlioloogilisi proovivotuvahendeid just
hingupiigi vaatenurgast.

Uuringu tulemusena ilmnes, et testitud passiivsed l16ksplilinised kadiska ja maimumaord ei ole
vaatamata vahesele selektiivsusele ning mitteletaalsusele siiski piisavalt suure pltgiefektiivsusega
(tabel 2 ja joonis 12).

Nakkevork on vaga selektiivne passiivne plilinis: tabatavate isendite suurus séltub otseselt
vorgusilma suurusest (Millar & Fryer 1999) ning on Uldjuhul letaalne puigiviis (Perrow et al 2017). Ka
kdesolevas uuringus osutus kasutatud pidnistest kdige selektiivsemaks 6.25 mm silmasammuga
nakkevork, mis oma silmasuuruse poolest osutus sobivaks vaid tdiskasvanud hinkude pitdmisel
(joonis 13). Samuti vib nakkevorguga pulidk olla vaga toomahukas, kuna viikese silmasuurusega
vOrku jaavad kinni ogaliklased, mis voivad piisavalt suure arvukuse korral nakkevorgu llekillastada
(joonis 25). Nakkevorgu kiire tlekillastumise korral ei ole piiligile asetatud piilinisega konkreetsel
plitigiperioodil véimalik enam vahearvukamat sihtliiki tabada.

Kdesolev uuring nditas, et passiivsetest plitigivahenditest on hingu pliligiefektiivsuselt nakkevorguga
vorreldav kadiska nakkevdrgust oluliselt vahem té6mahukas puitigivahend (joonis 28). Hingu
pllddmiseks vGiks kadiskate jaoks kasutatava noodalina silmasammuks olla maksimaalselt 5 mm.

Kaldanoot on disainitud labi sdeluma kogu veesamba, st pliliab kinni nii pdhjalahedases kui
pinnakihis viibivad kalad. Samas vahendavad kaldanooda puitigiefektiivsust kivid, taimestik ja
heidised, kuhu noot vaib nii takerduda kui need véivad ka piilinise ummistada. S6ltuvalt nooda
tdmbamise kiirusest vdivad suuremad ja kiiremad kalad plilinisest pogeneda. Kuivord hink on
vaikesemootmeline, siis tema tabamise tdendosust noodaga, juhul kui hink selles proovivotukohas
esineb, vGib lugeda korgeks. Et kalad puinist ei valdiks, tuleks proovivott labi viia hdamaras voi
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pimedas, mis ajaliselt langeb kokku kalade suurema 66paevase aktiivsusega. Kaldanoodaga
proovivotuks on optimaalne arv kolm inimest, kus kaks tdmbavad noota (joonis 29) ja kolmas
moddab kaldalt tdmbe alguspunkti kauguse ning dokumenteerib proovivétuga seonduva info.

Joonis 27. Vdrkude ja kadiskate valjavdtmine Spithami proovipunktis 14.06.2023. Foto: A. Albert.

Joonis 28. Kadiskate tiihjendamine Undva proovipunktis 06.11.2023. Foto: A. Albert.
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Joonis 29. Noodapiiiik Harju-Madise proovipunktis Pakri lahes 12.06.2023. Foto: A. Albert.

Teise testitud aktiivse plitigivahendi — likkekahva — putgiefektiivsus on noodaga vérreldes vaiksem,
kuivord likkekahva eest suudavad kiiremad ja suuremad isendid veelgi suuremal méaaral pageda.
Likkekahva eeliseks kaldanooda ees on plitigivdimekus kohtades, kuhu noodaga ligi ei paase, nt
kivivarede, kivide ja taimede vahel. Lisaks on likkekahva vdimalik opereerida ka lihe inimesega.

Testitud ihtlioloogilistest metoodikatest sobib seega hingu seireks kdige paremini vaikese
silmasuurusega paraosaga kaldanoot, kuna see on 1) védhemselektiivne ning 2) mitteletaalne
pldgiviis. Kui kasutada ilma alumise raskusketita noota, on mdju elupaigale vahene ja ajutine.
Likkekahva voib kdesoleva uuringu tulemusena soovitada kui tdiendavat proovivétuvahendit
kaldanoodale.

Kalu ajutiselt uimastavate pligiviiside ndideteks on riimvees funktsioneeriv elektripligi agregaat ja
piiratud ulatusega I6hkelaengud (Lappalainen & Urho 2006), ent need ei pruugi olla p&hjaeluviisiga
kalade puhul efektiivsed, kuna uimastatud kalade leidmine biotoobist on endiselt raskendatud.

Keskkonna-DNA

Keskkonna-DNA metoodika eeliseks on selle vahene moju sihtliigile ja kaaspidgile, samuti on mdju
keskkonnale minimaalne. Puuduseks on see, et metoodika ei voimalda veel tapselt hinnata liikide
arvukust seirepunktis. Kdesoleva uuringu kaigus registreeriti voldase keskkonna-DNAd enamatest
kohtades vorreldes hinguga ning mitmes proovipunktis, kus hinku flusiliselt tabati, ei tuvastatud
seda keskkonna-DNA metoodikaga.
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Kuna hink eelistab elupaigana muda-liivapdhjaga alasid, mis on osaliselt taimestikuga kaetud, siis
tulenevalt substraadist on vesi hdgusem ning filter ummistub kiiresti. Voldase elupaigas on samas
vesi labipaistev ning proovi jaoks saab filtreerida suurema koguse vett, mis tdhendab, et sihtliigi DNA
kontsentratsioon filtris on tdenaoliselt suurem. Veesambast proovi vétmisel on uuemate uuringute
tulemusel soovitatav I3bi filtri kurnata (joonis 30) suurem kogus vett (Ogonowski et al 2023). Uks
vBimalus pdhjaldhedase eluviisiga kalade puhul vdiks olla keskkonna-DNA proovi votmine veesamba
asemel sette lilemisest kihist. Kokkuvéttes tuleb keskkonna DNA meetodit edasi taiustada ja
optimeerida, seda eriti just haguse veega rannikualadel. Samuti v6ib suurema labilaskevdoimega
filtrite ja/vGi eelfiltrite kasutamine parandada meetodi tundlikkust.

Joonis 30. Rame lahe vee filtreerimine keskkonna-DNA proovi jaoks 16.05.2023. Foto: A. Albert.

Seirealade ja proovipunktide valik

Hingu seiret tuleks Eesti rannikumeres labi viia kindlaksmaaratud proovipunktides, vottes sisse nii
tuumikalad kui teised tuvastatud esinemisega kohad lile rannikumere. Seireks valitakse selline
pldgikoht, kus proovivott annab usaldusvaarse tulemuse (nt puuduvad hoovused, veealused
takistused), st proovipunkti eelnevalt ette valmistama ei pea.

Kdesoleva uuringu pdhjal sobivad hingu seirealadeks nt Saunja ja Matsalu laht Vdinameres, Rame
laht Liivi lahe pS&hjaosas, Kunnati laht Saaremaa kagurannikul ja Rannametsa piirkond Liivi lahe
idarannikul. Matsalu lahes kuuluvad nii voldas kui hink sihtkaitstavate liikide hulka RT I, (22.03.2023,
21). Kdesoleva uuringu tulemuste p&hjal véiks sama meedet kasutada Puhtu-Laelatu looduskaitsealal
asuvas Rame lahes (joonis 31), kuna antud veekogumi puhul on selgelt tegemist hingu tuumikalaga.
Samas, hingu leviku tapsustamiseks oleks kindlasti otstarbekas igal seireperioodil labi viia plike
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ja/vdi votta keskkonna-DNA proove ka elupaigana potentsiaalselt sobivates piirkondades, kus
varasemalt pole uuringuid labi viidud/hingu esinemist kinnitatud.

Kaesoleva uuringu andmetele tuginedes on merestrateegia hindamisiiksuseks, kus peaks tulevikus
hingu seiret ja hindamist labi viima, Liivi laht koos Vdinamerega.

o

Joonis 31. Nakkevérkude vdljatoomine Rame Iahe rovipunktis 17.05.2023. Foto: A. Albert.

i

Voldase seireks sobib avatud rannik (joonis 22), arvestades, et liik eelistab kivist ja kruusast pohja
(Saat 2022). Kuivord kdesoleva sihitud uuringu kaigus ei tabatud ihtlioloogiliste meetoditega (joonis
32) Ghtegi voldast, siis saadud tulemuste pdhjal tuleks voldase seireks kasutada keskkonna-DNA
metoodikat. Eelkdige peaks seiret labi viima Eesti rannikumere piirkondades, kus varasemalt on liiki
registreeritud. Kindlasti oleks soovitatav igal seireperioodil koguda lisaks keskkonna-DNA proove
piirkondadest, kus varasemalt pole vbldast registreeritud, eesmargiga uuendada (ilevaadet liigi
levikut rannikumeres.

Kaesoleva uuringu andmetele tuginedes on merestrateegia hindamisiiksuseks, kus peaks tulevikus
vOldase seiret ja hindamist labi viima, Soome laht.

Ajaline aspekt

Tulenevalt kdesoleva uuringu tulemustest tuleks hingu seiret viia labi perioodil mai keskpaigast juuli
keskpaigani, kui veetemperatuur on valdavalt tile 15°C. Mainitud ajavahemik peaks kattuma ka hingu
sigimisperioodiga Eestis ((Saat 2022); kdesolev uuring), mil tavaparaselt peidulise eluviisiga kala on
ihtloloogiliste seiremeetoditega tdendoliselt lihtsam tabada.
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Kdesoleva uuringu kdigus ei 6nnestunud vdldast ihtlioloogiliste seiremeetoditega tabada. Samas,
varasemad kalastiku uuringud, mille kdigus on vdldast tabatud, on labi viidud ajavahemikul juulist
oktoobrini. Seega kaudselt voib edaspidiseks vdldase seireks soovitada nimetatud perioodi.

Uuringute andmetel on hingu ja véldase maksimaalne eluiga vastavalt seitse ja kiimme aastat (Saat
2022). Kuna mdlema liigi puhul on tegemist paiksete kaladega, kel pole registreeritud ulatuslikke
randeid, siis kasutatav seirevalp ei tohiks olla rohkem kui kolm aastat (seire tuleks labi viia vahemalt
igal kolmandal aastal). Arvestades, et MSRD hindamisperiood on kuus aastat, on soovitatav isegi
|[ihem seirevalp (nt kaks aastat).

Seireks tuleks valida selline periood, kus ilmastikutingimused (tuul, lainetus) pudgi efektiivsust
vOimalikult vahe mdjutavad. lhtlioloogiliste meetoditega on hingu seireks sobivaim aeg
paikeseloojangust paikesetdusuni.

Proovi analiiiis

Kaesoleva uuringu tulemused naitasid, et kui hingu seireks sobib kaldanoot koos keskkonna-DNA
metoodikaga, siis peidulise eluviisiga voldase seireks on kasutav vaid keskkonna-DNA metoodika.
Jargnevalt on valja toodud erinevad proovianaliilsi juhendid seireks nii ihtlioloogiliste meetoditega
kui keskkonna-DNA metoodikat kasutades.

Ihtiioloogilised meetodid

Tabatud sihtliigi isendid tuleks loendada ning seejirel veekogusse tagasi lasta. Ulejadnud tabatud
kalad tuleks maarata madalaima voimaliku taksonini, loendada v6i hinnata tabatud isendite
arv/ligikaudne arvukus ning samuti vdimalusel veekogusse tagasi lasta.

Proovivotu protokollilehele tuleks markida
= pullnise nimetus ja parameetrid (silmasamm jms),
= proovivGtu kuupdev ja kellaaeg,
= proovivotu koht ja koordinaadid,
=  proovipunktis domineeriv veesamba sligavus ja substraat,
= veetemperatuur ja —soolsus,
= jlmastikutingimused,
= nooda puhul tdmbe pikkus ja laius (m), likkekahva puhul liikke pikkus (m).
= tabatud sihtliigi isendite arv,
= teiste tabatud kalade liik ja isendite arv (kas loendatud voi hinnatud).

Andmete vordlemiseks tuleks arvutada sihtliigi saagikus vastavalt valitud piinisele: passiivsetel
puilinistel saagikus tihe piilinisd6 (puliniste arv x putigioéde arv) kohta; aktiivsetel saagikus m? kohta,
kus noodatdmbe voi kahvaliikke pikkus korrutatakse laiusega ning saak jagatakse saadud
ruutmeetrite arvuga. Populatsiooni struktuuri hindamise vajadusel on soovitatav moota tabatud
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isendite Uldpikkus vahemalt Ghest noodatdmbest, misjarel saab kalad véimalusel tagasi veekogusse

lasta.

Keskkonna-DNA metoodika

Veeproov vGtta vastavalt keskkonna-DNA proovivotu protokollile (s6ltub kasutatavast metoodikast).

Proovivotu protokollilehele tuleks markida

proovivotu kuupaev ja kellaaeg,

proovivotu koht ja koordinaadid,

proovipunktis domineeriv veesamba sligavus ja substraat,
veetemperatuur ja —soolsus,

filtreeritud vee kogus,

[Imastikutingimused.

Veeproovid tuleb toimetada laborisse ja anallilisida vastavalt kasutatavale keskkonna-DNA

metoodikale.

Joonis 32. Noodapuiiik Natturi proovipunktis 08.09.2023. Foto: A. Albert.
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