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SAMMANFATTNING

Akvatiskt miljo-DNA eller eDNA (fran engelskans environmental DNA) har under det
senaste decenniet visat sig vara ett lovande verktyg for inventering av vattenorganismer
for miljoovervakning. Undersokningsmetoden baserar sig pa det faktum att alla levande
organismer, bade vaxter och djur, kontinuerligt avger genetiska avtryck i miljon i form
av slem, avforing, svett och doéda celler. Dessa genetiska spar kallas eDNA. Akvatiskt
eDNA ar sparen som organismer avger i vattenmiljon. Detta genetiska material kan
utvinnas ur en halv liter vatten och genom molekylara analyser ange vilka arter som
befinner sig inom ett omrade utan att man varken ser eller fingar organismen. Eftersom
eDNA i vattenmassan ar kortlivat ger analyserna en bild av artférekomst i nutid.

AquaBiota har pa uppdrag av Lansstyrelsen i Norrbottens lan utfért en
pilotundersokning av fisksammansattningen i 10 kustmynnande vattendrag med hjalp
av akvatiskt eDNA genom metabarkodning (flerartstudie). Arbetet dr en del av en
utvardering for att bedoma precision av eDNA for att faststdlla fisksamhallen i lanet
samt beddmning av relativ biomassa som verktyg for vidare miljodvervakning.
Resultaten fran eDNA undersokningen jamfordes med befintliga elfisken.

Faltarbetet utfordes i januari 2017 och de genetiska proverna analyserades under aret.
Vi detekterade 86 fiskpopulationer ifrdn sammanlagda provfisken och eDNA. I de 10
vattendragen detekterades sammanlagt 17 fiskarter och 84/86* fiskpopulationer med
eDNA (98 % detektionsgrad). Fyra av lokalerna saknade elfiskedata och ingick inte i
nagon jamforelse. En jamforelse mellan eDNA som utférdes pa en dag i denna studie och
sammanslagna elfisken som genomforts over flera ar i 6 av vattendragen visade pa
fordelar med eDNA-metoden. eDNA gav traffar pa 17 arter och 55/57 populationer (96
% detektionsgrad), medan 21 elfisken som genomforts dver flera ar detekterade totalt
15 fiskarter men endast 27/57 populationer (47 % detektionsgrad). Detta betyder att
53 % av arterna i ndrheten av varje enskild provlokal forblev odetekterade i de
traditionella elfiskena.

Antalet fiskarter som matts utifrdn eDNA testades dven utifran avrinningsomradets
storlek och visade en stark korrelation mellan antalet fiskarter och vattendragets
storlek. Det betyder att ju storre vattendrag desto fler fiskarter. En liknande korrelation
kunde inte uppnas med hjilp av elfisken.

eDNA-analys har en hog potential att anviandas som effektivt icke-destruktivt verktyg
for inventering av fiskartsammansattning 6ver stora geografiska omraden &éver kortast
moijliga tidsintervall. Vidare ar metoden den kénsligaste att kunna uppticka arter som ar
nyetablerade, sillsynta eller som undgar traditionella provfisken. eDNA kan i vissa fall
ersitta, eller i andra fall utgora ett bra komplement till traditionella provfisken.

*En fiskpopulation 3ar en grupp av individer av en fiskart som finns inom ett
avgransat omrade under en viss tid. | denna undersokning gor vi antagandet att
varje fiskart i det kustmynnande vattendraget har "dlvegna" populationer.



1. INLEDNING

Undersokningar av artrikedom, relativ forekomst och mangfald av vaxter och djur i
akvatiska ekosystem har historiskt i huvudsak skett genom traditionella fysiska,
akustiska och visuella metoder. Exempel pd dessa ar nitfiske, elfiske, telemetri,
snorkling, fallor, undervattenssonar och vattenkikare. Dessa metoder har begransningar
eftersom de ar selektiva och ingen enskild metod beskriver hela mangfalden av fisk.
Vidare ar vissa konventionella metoder destruktiva eftersom de kraver att utféraren av
studierna ror eller skadar sitt studieobjekt vilket ar ett potentiellt problem i
bevarandeekologiska undersokningar (Wheeler et al. 2010). Elfisken har visats ge
betydande skelettskador hos fisk (50% ryggradsskador i Sharber och Carotes 1988). En
annan begransning av konventionella metoder &r att sillsynta, invasiva och svarfangade
arter inte upptacks, och deras forekomst underrapporteras vilket ger felmarginaler i det
insamlade datat (Price et al. 2015; Trigal & Degerman 2015, Wiley et al. 2015).

Undersokningsmetoden miljo-DNA eller eDNA (environmental DNA) baserar sig pa
det faktum att alla levande organismer, -bade véxter och djur, -kontinuerligt avger
genetiska fotavtryck i miljén i form av slem, avforing, respiration, svett och déda
celler (Pedersen et al. 2015). Definitionen pa eDNA dr ’det DNA som kan studeras
fran dessa spar i miljon utan att malorganismen ir nirvarande i provet’ (Taberlet et al.
2014). Akvatiskt eDNA ar genetiska spar som organismer avger till vattenmiljon.
Detta genetiska material kan utvinnas ur en halv till nagra liter vatten och genom
molekylara analyser ange vilka arter som befinner sig inom ett omrade utan att man
varken ser eller fangar organismen. Eftersom eDNA i vattenmassan &r kortlivat (ca. 1-
2 veckor) ger analyserna en bild av artférekomst i nutid. DNA-signalerna forsvinner
snabbt fran vattenpelaren och sjunker ner till botten och bryts ner till korta DNA-bitar
som bevaras i sedimenten (Pedersen et al. 2015). Under de senaste 10 aren har
metoden utvecklats (Spens et al. 2017) och visat sig ha en stor potential som verktyg
for  inventering av  vattenorganismer  for  ekologiska  undersokningar,
bevarandeekologi, uppféljning av invasiva arter och miljoévervakning (Bohmann et
al. 2015, Thomsen och Willerslev 2015, Leese et al. 2016, Deiner et al. 2017).

AquaBiota har pa uppdrag av Linsstyrelsen i Norrbottens lan utfoért en undersékning av
fisksammansattningen i 10 kustmynnande vattendrag med hjdlp av eDNA. Detta dr en
flerartstudie som utférs genom sa kallad metabarkodning for att studera hela
fisksamhallen inklusive enskilda arter. For att studera mangfald av arter dr denna metod
battre an att analysera en art i sdnder. Arbetet dr dven en utvardering for att bedéma
precisionen i eDNA-metoden for att faststilla sammansattningen av fiskarter i de
utvalda vattendragen i ldnet. Arternas forekomst verifierades med hjilp av
sammanslaget data fran existerande rapporter, elprovfisken och distributionsmodeller.



2. MATERIAL OCH METODER

2.1. Faltarbete

¥4
6,

Figur 2. Karta over provlokalerna.

Faltarbetet utfordes i Norrbottens ldn den 13 januari 2017. De 10 vattendragen som
provtogs samt provtagningspunkter anges i figur 2 och i tabell 1. Koordinaterna anges
som decimalgrader i WGS84. Lufttemperaturen matte -4 °C. Vattnet i vattendragen var
bitvis 6ppet och matte nara 0 °C vid samtliga punkter.

Tabell 1. Provpunkter. Position, tidpunkt vid provtagningen, vattentemperatur, antal filter
(replikat) per provpunkt och total volym filtrerat vatten.

Provpunkt Latitud (N)  Longitud (0) Tid H20
namn WGS84 WGS84 °C
Javrean 65,15311 021,48843 08.48 0
Svensbyan 65,30541 021,25774 09.30
Rokén 65,34490 021,14529 10.39 0,7
Lillpitedlven 65,37161 021,15689 11.06 0,6
Alterdlven 65,41951 021,48537 12.22 0
Rosan 65,43522 021,69142 12.55 0,5
Alan 65,55847 021,77581 14.59 0,9
Lakabacken 65,77136 022,28440 18.30 0
Vitan 65,85557 022,49217 17.32 0
Palangén 65,82813 022,83986 16.30 0,2

Innan provtagningen genomfdrdes i falt, steriliserades all provtagningsutrustning. Vid
varje lokal samlades 3 liter vatten in av trdnade féltarbetare som klarade att
uppratthalla sterila insamlingsférhallanden samt filtrering och fixering. Negativa
faltkontroller utgjorde sterilt vatten som kordes genom filtren pa plats for att utesluta
kontaminering av DNA mellan prover eller fran provtagare. Insamling och fixering foljde
Spens et al. (2017).
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2.2. Laboratoriearbete

2.2.1. Extraktion, PCR och sekvensering
Flodesschemat i figur 3 beskriver eDNAprocessen fran insamling till analys.

eDNA utvanns (extraherades) enligt protokoll i Spens et al. (2017) i sterila laboratorier
speciellt byggda for analyser av akvatiskt eDNA. Detta kunde ske genom ett exklusivt
samarbete med MoRe Research i Ornskéldsvik. Extraktionerna utfordes av
molekylarbiologiska tekniker som &r trdnade i att extrahera eDNA. Proverna
analyserades for forekomst av fisk, diar en analys anger alla arter istdllet for en art i
gangen med hjdlp av metabarkodning och Next Generation Sequencing (NGS).
Principerna for metabarkodning forklaras mer utforligt i Bilaga 1. Vidare anvandes DNA
fran den tropiska sotvattenfisken Rhamphochromis esox som positiv kontroll.

Flodesschema

Samla Filtreraz Ei(trahera PCR NGS Bioinformatik
3 | / Sekvensering

vatten : DNA]

egativa egativa egativa egativa
Kontroller Kontroller Kontroller Kontroller

Figur 3. Flédesschema. En éversikt av eDNA provtagning frdan insamling till analys. Notera att
negativa kontroller tas vid varje steg for att kontrollera fér kontaminering.

2.2.2. Bioinformatik och verifiering

Varje enskild art har en unik streckkod (Se bilaga 1) eller sekvens. Varje unik sekvens
fick en molekylar identitet. De olika sekvenserna kordes mot en internationell databas
(tillganglig for allmanheten, som grundar sig pa GenBank och uppratthalls av National
Center for Biotechnology Information, NCBI (https://www.ncbinlm.nih.gov/) dar
sekvenser pa mer dn 370 000 kdnda arter finns tillgdngliga (Benson et al. 2017, bilaga 1)
med 0,6 miljarder sekvenser och 2,6 biljoner baspar enligt NCBIs hemsida. De olika
sekvenserna matchades mot databasen och fick pa sa sitt en fiskidentitet. Tack vare nya
framsteg inom metabarkodning for fisk ar det mojligt att fa traffar pa artniva istéllet for
enbart familje- eller genus- niva.



https://www.ncbi.nlm.nih.gov/

Antalet lasningar per art gav en relativ uppskattning av hur mycket eller litet arten
forekom i ett prov. Vidare noterades dven daggdjur och groddjur som registrerades i
analysen.

2.3. Analys, jamforelser och artsammansattningsmodell

Resultaten och artlistorna fran eDNA kordes mot elfiskedatabasen SERS. En berdkning
av mojliga artférekomster baserades dven pa en spridningsmodell som beskrivs av
Spens (2008). For varje lokal jamfordes artférekomster som anges av sammanslagna
historiska elfiskedata med forekomster i eDNA-data.

Data angaende de lokala fisksamhallena vad galler lithofila arter (fiskarter som kraver
rena bottnar och strommande vatten), kdnsliga, taliga och neutrala arter i forhallande
till eutrofa forhallanden registrerades.

Fiskpopulation definieras som en grupp av individer av en art som finns inom ett
avgransat omrade under en viss tid. I denna undersokning gjordes antagandet att varje
fiskart i det kustmynnande vattendraget har "dlvegna" populationer som sarskiljs
mellan vattendragen . Populationer mellan eDNA resultat och elfiske resultat jamfordes.

Vidare indikeras nédringsnivan med kvoten av relativ biomassa (eDNA ldsningar) mellan
abborrfiskar och Kkarpfiskar (Perciidae/Cyprinidae). Laga virden tyder pa hogre
nadringsgrad. Notera dven att abborre ofta dr Overrepresenterad i natfisken vilket
betyder att kvoten ger ett lagre varde da eDNA anvands.

Sjoprocent anger andelen sjoyta i forhallande till avrinningsomradet. En hog sjoprocent
dampar flédesfluktuationer, och kan inverka pa narvaro/franvaro av olika fiskarter pa
flera satt.

Antalet arter jaimfordes med avrinningsomradets yta for att undersoka om antal arter i
ett vattendrag kan forklaras av vattendragets storlek. Sambandet undersoktes med hjalp
av linjar regression och korrelation.
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3. RESULTAT OCH DISKUSSION

3.1. Sekvenseringsresultat

Av sekvenserna for metabarkodning brukar en brdkdel (ofta mellan 1 % och 40 %)
resultera i sekvenser for malarter och en mycket stor del av ldsningarna kan inte ldsas
alls. Vidare har problemet varit att DNA fran ménniska tacker 20-40 % av lasningarna. I
denna studie matchade hela 75 % av ldsningarna malarterna fiskar, groddjur och
daggdjur. Andelen av de totala ldsningarna utgjorde for ménniska 16 %, bakterier 2 %,
medan endast 6 % var utan match. Den hoga frekvensen av malarternas sekvenser gor
att resultaten ar mer tillforlitliga for vidare ekologiska analyser och slutsatser.

Alla negativa faltkontroller var negativa och fria fran fisk och diaggdjur. Faltkontrollerna
visade ett lagt antal lasningar for manniska och bakterier. De negativa
laboratoriekontrollerna var helt negativa. Den positiva kontrollen kom upp som positiv.

3.2. Arternas forekomst - sammanlagd oversikt

Sammanlagt 17 fiskarter patriaffades i eDNA analyserna. Figur 4 anger arternas
forekomst 6ver lokalerna. Ruda, regnbage och nors patraffades i en lokal medan gadda
och lake fanns i alla 10 lokaler.

Arternas forekomst dver 10 lokaler

Rupa [ B,
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Figur 4. Antal lokaler ddr de enskilda fiskarterna padtriffades (ruda, regnbdge och nors
forekom i en lokal, gadda och lake i alla 10 lokaler).

Markorerna for denna studie var anpassade for fisk, men detekterade dven arter sa som
vattenndbbmus (Neomys fodines), varg/hund (Canis lupus), alg (Alces alces), baver
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(Castor fiber), samt padda (Bufo bufo) och vanlig groda (Rana temporaria). Arternas
forekomst 6ver lokalerna anges i figur 5.

Diggdjur och groddjur forekomst 6ver 10 lokaler

VARG/HUND _ ﬁ”

o]

st
VANLIG GRODA ) \%{*
v |y -
0 2 4 6 8 10

Figur 5. Antal lokaler dar vertebrater férutom fiskar pdtriffades.
Nors och smaspigg har inte patraffats i nagon av de 10 lokalerna baserat pa elfiske
eftersom dessa arter for det mesta undgar denna fiskemetod.

3.3. Fiskarternas forekomst - rumslig 6versikt

Fiskarternas forekomst och dominansforhéllanden inom de olika lokalerna beskrivs
oversiktligt i figur 6 samt bilaga 2. Antalet arter per lokal varierade mellan 5 och 13

¢ hakabacken

ABBORRE [
BRAXEN
ELRITSA (NI

GADDA
GARS
HARR

LAKE

LOJA
MORT
NEJONOGA
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REGNBAGE
RUDA
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ORING

arter.
Figur 6. Arternas fordelning inom de 10 lokalerna. Cirklarna anger arternas dominans genom
antalet ldsta sekvenser per art. Infallda cirklar visar fordelningen bland arter med ldgre antal



ldsta sekvenser. Dessa smd infdllda pajdiagrammen anger sdledes arter som dr fataliga och
svdra att urskilja i ett enkelt pajdiagram

3.4. Jamforelse mellan eDNA och befintliga elfisken

Antal av detekterade fiskarter pa varje lokal genom eDNA respektive elfiske anges i
tabell 2. Venn-diagrammet i figur 7 visar arter som registrerats vid provtagningstillfillen
for eDNA i ndrheten av de 10 lokalerna. De arter som registrerats vid 6 lokaler under 21
historiska elfisken inom 10 km vattendragslingd i huvudfaran fran provpunkterna
jamfors med antalet arter upptickta med eDNA. Detta galler for alla lokaler férutom
Vitdn - dér 6 elfisken 20 km uppstréms jamférdes med eDNA provpunkten.

Dar elfiskedata fanns tillgangligt detekterade eDNA 55/57 populationer* (96 %
detektionsgrad) medan motsvarande siffra for 21 sammanlagda historiska elfisken
detekterade 27 /57 populationer (47 % detektionsgrad).

En av de arter som inte detekterades genom eDNA var lax som kom upp i Lillpitedlvens
elprovfiske 1992 men inte 2014. Provtagningen for eDNA studien skedde i januari och
det ar mojligt att lax inte fanns ndrvarande i dlven under provtagningstillfallet. Under
sammanlagt 3 utfisken 2014 i Lillpitedlven detekterades 31 % av fiskarterna som
erholls fran eDNA 2017.

Detta 6verensstimmer med publicerade eDNA-studier som jamfor eDNA och provfisken
(ex Hanfling et al. 2016, Olds et al. 2016, Shaw et al. 2016, Valentini et al. 2016, Wilcox et
al. 2016) dar det framgick att eDNA ger sdkrare utslag pd antal arter och dven pa relativ
biomassa. Beroende pa typ av provfiske och forhallanden kan eDNA och traditionella
metoder komplettera varandra, alternativt kan eDNA ersatta andra metoder, sarskilt om
syftet ar att beskriva mangfalden av fiskarter.

Tabell 2. Antal fiskarter per lokal som uppticktes med eDNA och med historiska elfiskedata
fran de olika vattendragen.

eDNA
UPPTACKTA  ELFISKADE

VATTENDRAG ARTER ARTER HISTORISKA ELFISKEDATA

Javreén 8 saknas saknas

Svensbyan 9 saknas saknas

Rokan 5 2 1 utfiske 1993 (nedstréoms 0,50km)

Lillpitedlven 13 4 (5) 5 utfisken varav 3st 2014 & 2 st 1992(7 km uppstroms)

Alterédlven 12 6 6 utfisken varav 5 stycken 2017 (10 km uppstréoms)
och ett utfisken 1991 (1 km nedstréms).

Rosan 5 4 1 utfiske 2017 (2,5 km nedstréms)

Alan 11 5 2 utfisken 1992 (6 och 8 km uppstréoms)

Lakabacken 7 saknas saknas

Vitan 9 6 6 utfisken varav 2 st 1988, 4 st 1991(20 km uppstroms)

Paldngan 5 saknas saknas

*Fiskpopulation = har med antagandet att varje fiskart i det kustmynnande vattendraget
har "dlvegna" populationer.
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Figur 7. Venndiagram. Fiskarter i Norrbotten inom varfe enskild lokal som anger arter som
registrerades genom 1) enbart eDNA (bla cirkel), 2) enbart elfisken (gul cirkel (se tabell 2)), 3)
bdde eDNA och provfisken (delad grén yta). Fiskarterna listas fran mest till minst
férekommande. Javrean (A), Svensbyan (B), Pdlingdn (H), Vitdn (I) och Lakabdcken () saknar
elfiskedata inom 1 mil frin eDNA-proviokalen. Notera: Flfiske i Vitdn hade gjorts 2 mil
uppstroms dar fiskmiljon inte dr sarskilt jamforbar med miljén vid eDNA-provpunkten.



3.5. Fiskarter

Abborre detekterades med eDNA i 9 av 10 lokaler. Abborre detekterades inte i Rokan
med eDNA men har historiskt patraffats uppstroms. Denna a har lagsta sjoprocenten
(1%, tabell 3) vilket skapar forutsattningar for stora flodesfluktuationer (11-faldig
skillnad, 11 100%) mellan lag och hogvattenforing. Rokan har dven hog lutning en bit
uppstroms provlokalen och strax nedstréms provlokalen, vilket motverkar abborrars
etablering. Abborre dr en s.k. lugnvattenfisk och &r sdmre anpassad for hoga
vattenhastigheter.

Braxen (Abramis brama) forekom inte i de tre dar som visade lagst sjoprocent, dvs.
Rokan (1 %), Svensbyan (2 %) och Lakabidcken (3 %), vilket speglar att braxen
gynnas/sprids mer med storre sjdandel. Braxen ar en lugnvattenart. Vintertid samlar
sig braxarna i passiva tidta anhopningar vilket leder till 6verdominans pa vissa lokaler.

Elritsa (Phoxinus phoxinus) dr en liten stromlevande karpfisk som krdver syrerika
vatten. Fynd av Elritsa genom eDNA gjordes i fyra av de 10 lokalerna.

Gadda (Esox lucius) har etablerats naturligt vid samtliga provlokaler vilket nu sannolikt
utgor den huvudsakliga begransande faktorn for fisket efter laxartad fisk, t ex oring
(Salmo trutta) i vattendragen med 1ag lutning och/eller provpunkt med sjonara lage.

Harr (Thymallus thymallus) detekterades i Alan och Lillpitedlv med eDNA och med
elfiske >2 mil uppstroms eDNA-provpunkten i Vitdn. Dessa vattendrag utgor de tre
storsta darna/alvarna (avrinningsomradena >500 km?) i denna aktuella undersékning.
Det ar dock inte uteslutet att harrlek forekommer i de 6vriga 7 mindre vattendragen
under varflod, diar yngel sedan emigrerar ut i havet redan pa férsommaren. For att
detektera dessa foreslds forsommarprovtagning med eDNA eftersom harr ar
svardetekterad med elfiske.

Notera dven att Lake (Lota lota) detekterades i alla lokaler. Under januari vandrar lake
upp i kustdar for att reproducera sig och den 100 %-iga narvaron av lake bekréftar
mojligen detta. Kallvattenarten lake var tidigare rodlistad p g av oro for varmare klimat.

Mort (Rutilus rutilus) ar en forsurningskinslig art som férekom i betydande méangder
(antal DNA-traffar) vid varje provlokal. Riklig forekomst tyder pa att lokalerna inte ar
forsurningsdrabbade.

Nejonbga (Lampetra fluviatilis eller L. planeri) De olika formerna av nejonéga (havs-,
flod- eller back-) ar omojliga att skilja pa genetiskt (pa samma sétt som oring-former)
men den mest sannolika formen som detekterats med eDNA ar det icke-parasitiska
backnejondgat, som adr den vanligaste formen och vida utbredd, dnda hogt upp i
vattensystemen. Alla former kraver bade tillgang till sand- eller grusbottnar for lek samt
mjukbottnar som uppvaxtomraden.



Regnbage (Oncorhynchus mykiss) som detekterades i Lillpitedlven beddoms inte utgora
nagon risk (om fullt friska) for de naturliga fiskbestanden da vattendraget ar for kallt for
att kunna etablera en naturligt forokande population. Dessutom forekommer gadda som
utgér ett niara nog oodverkomligt predationstryck for regnbage att kunna etableras i
alven.

Ruda (Carassius carassius) anses vara Sveriges mest taliga fisk da de tal syrebrist och
overgodda forhallanden. Sma rudor ar dock mycket predationskansliga. Arten klarar t ex
av att frysas in och tinas upp.

Stensimpan Cottus gobio) kraver syrerika hardbottnar och klart vatten for att trivas.
Arten dr en god indikator for vattenkvalitet. Stensimpan ar nattaktiv och svarfiskad
eftersom den lever gobmd under stenar och grus. Stensimpan ar listad i EU:s Annex Il
lista till EU:s habitatdirektiv. Det dr den sotvattenfisk som det satsats mest pa i EU:s
LIFE-restaureringsprojekt. eDNA-metoden kan tillfora forbattrade detektioner i bade
stordlvar och sjoar, vilka &dr synnerligen svarinventerade med nu anvinda
standardmetoder.

Oring (Salmo trutta) forekommer i Norrbotten som havséring, insjééring och backéring,
vilket ar olika former av samma art. Varje vattens bestidnd av oring har unika
egenskaper och anpassningar, likt laxen. Sjélevande 6ring vandrar normalt uppstroms,
men ibland dven nedstroms, till lek- och uppviaxtomraden efter nagon eller nagra
sdsongers tillvaxt i sjon. Backoringen stannar hela livet i rinnande vatten och ar
stationir. Oringen leker pad rena grusbottnar i rent strémmande vatten. I denna
undersokning forekom oring i 4 lokaler; Rokan, Lillpitedlv, Svensbydn och Vitdn som
har en hog lutningsgrad, vilket ger bra forutsattningar for oring. [ Vitan finns ett kiant
bestdnd av flodparlmussla. For att fullborda sin livscykel ar flodparlmusslan beroende
av 6ring som mellanvard.



3.6. Antal fiskarter i forhallande till avrinningsomradets yta

Avrinningsomrade &dr det avgriansade geografiska omradet inom vilket
nederbordsvattnet via olika vattendrag och sjoar uppstroms mynnar ut i samma
utloppspunkt. Ytan av detta omrade omfattar bade mark- och vattenytorna av det
begransade omradet uppstroms denna utloppspunkt (definition SMHI). Ytan utgoér en
begransande faktor for antalet fiskarter som kan leva inom ett visst omrade. Detta kallas
Art-Yt-Forhallande eller SAR (Species Area Relationship; Ahrrenius 1921, Rosenzweig
1995, Davis et al 2017). Bade ytan och arternas villkor, anpassningsformaga,
konkurrenskraft och ekologiska funktion avgor hur manga arter ett avrinningsomrade
kan inhysa.

[ detta uppdrag maéttes avrinningsomradets storlek med hjilp av information fran
Limnordic AB. Forhdllandet mellan avrinningsomradets storlek och antalet arter
(baserat pa eDNA) i varje vattendrag testades. Den linjdra regressionen visar en 6kning
av fiskarter med okad avrinningsomradesstorlek (p<0,01; Rz = 0,64). Forhallandet
indikerar att antalet prover som behdvs inom ett omrade ar kopplat till storleken pa
avrinningsomradet. Svensbyan provtogs 80 m nedanfor en sj6 och reflekterar darfor den
sjons fauna. Svensbyans artantal ar sdledes inte jamférbar med de andra provpunkterna
i denna undersokning utom mojligen Alterdlven som dven den provtogs nira en sjo (288
m nedstroms). I analyser inklusive Svensbyan erholls Pearson's korrelation 0,8 mellan
avrinningsomradesstorlek och artantal - exklusive Svensbydn 6kade korrelationen till
0,88.

Antal fiskarter vs. vattendragstorlek
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Figur 5. Linjdr regression. Antal fiskarter i forhadllande till vattendragens yta.
p < 0,01; R2= 0,64, korrelation = 0,8. korrelation (= 0,88 om sjéndra provpunkten Svensbydn
exkluderas).

3.7. Lokala fisksamhallen

Lokala fisksamhallen gillande lithofila arter (fiskarter som kraver rena bottnar och
strommande vatten) samt kinsliga, tdliga och neutrala arter i forhallande till



overgddning anges i tabell 3. Vidare indikeras naringsgrad av forhallandet av relativ
biomassa (eDNA-lasningar) mellan abborrfiskar och karpfiskar (Perciidae/Cyprinidae).
Laga varden indikerar hogre naringsniva, eventuellt ocksa 6vergodning.

Tabell 3. Sjoprocent samt eDNA baserade naturligt forkommande arter, andelen lithofila (rena

bottnar, rinnande vatten), tdliga och kdnsliga arter samt abborr/karpfisk kvot.

Lokal Sjo Naturliga Lithofila Téliga Kansliga  Taliga Kénsliga  eDNA
% % % % % relativ. % relativ  abborrfisk/
mangd mangd karpfisk
Javrean 7 8/8 50 38 25 87 7 0,75
Svensbyan 2 9/9 56 33 33 31 42 0,2
Rokan 1 5/5 80 0 40 0 77
Lillpitedlven 5 12/13 54 46 31 18 72 0,7
Alteralven 4 12/12 33 50 25 89 7 0,7
Rosan 4 5/5 20 60 0 86 0,4
Alan 6 11/11 36 36 27 31 58 0,3
Palangan 10 5/5 20 60 0 80 1,1
Vitdn 6 9/9 44 44 33 91 4 0,38
Lakabacken 7/7 29 43 14 84 2 0,27

3.7.1. Javrean

Samtliga 8 fiskarter ar naturligt forekommande. Laxfiskar saknades. Andel fiskarter som
leker pa grus och sten (lithofila) var 4/8 (stjarna i diagrammet nedan) vilket krdver rena
strommande bottenforhdllanden. Andelen kénsliga arter var 2/8 medan det relativa
antalet DNA traffar av kansliga endast utgjorde 7 % av alla DNA-traffar. Andelen tdliga
arter var 3/8 medan det relativa antalet taliga utgjorde 87 % av alla DNA-triffar.

Andelen eDNA-traffar abborre/karpfiskar var 0,75.
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3.7.2. Svensbyan

Laxfiskar forekom. Andel fiskarter som leker pa grus och sten (lithofila) var 5/9 vilket
kraver rena strommande bottenforhallanden. Andelen kénsliga arter var 3/9 medan det
relativa antalet kdnsliga utgjorde 42 % av alla DNA-tréffar. Andelen taliga arter var 3/9
medan det relativa antalet taliga utgjorde 31 % av alla DNA-traffar. Andelen traffar
abborre/karpfiskar var 0,2.
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3.7.3. Rokan

Laxfiskar forekom. Andel fiskarter som leker pad grus och sten (lithofila) var 4/5 vilket
kraver rena strommande bottenforhallanden. Andelen kansliga arter var 2/5 medan det
relativa antalet kansliga utgjorde 76 % av alla DNA-traffar. Avsaknaden av tdliga arter
och relativt stor dominans av kansliga arter indikerar mojligen att miljon ar
ndringsfattig. Inga abborrfiskar registrerades.
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3.7.4. Lillpitedlven

Regnbage ar utsatt medan samtliga dvriga 12 fiskarter ar naturligt forekommande.
Laxfiskar forekom. Andel fiskarter som leker pa grus och sten (lithofila) var 6/13 vilket
indikerar rena strommande bottenférhallanden. Andelen kansliga arter utgjorde 4/13
och det relativa antalet kinsliga utgjorde 72 % av alla DNA-tréffar. Andelen taliga arter
var 5/13 medan det relativa antalet tdliga utgjorde 18 % av alla DNA-triffar.
Andelen tréffar abborre/karpfiskar var 0,7. eDNA visar att lax inte dteretablerats vid
denna provpunkt.
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3.7.5. Alterdlven

Laxfiskar forutom sik saknades hir. Andel fiskarter som leker pa grus och sten
(lithofila) var 4/12 vilket kraver rena strommade bottenforhallanden. Andelen kansliga
arter var 3/12 medan det relativa antalet kdnsliga utgjorde 7 % av alla DNA-traffar.
Andelen téliga arter var 6/12 medan det relativa antalet taliga utgjorde 89 % av alla
DNA-triffar. De taliga fiskarternas dominans kan tyda pa en viss gédning. Hor forekom
aven den syrebristtaliga arten ruda forekom. Andelen traffar abborre/karpfiskar var 0,7.
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3.7.6. Rosan

Laxfiskar saknades har. Andel fiskarter som leker pa grus och sten (lithofila) var 1/5
vilket mest indikerar relativt lugnflytande bottenforhallanden. Kénsliga arter saknades.
Andel taliga arter var 3/5 och det relativa antalet taliga utgjorde 86 % av alla DNA-
traffar. Andelen DNA-traffar abborre/karpfiskar var 0,4.
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3.7.7. Alan

Laxfiskar (harr) forekom. Andel fiskarter som leker pa grus och sten (lithofila) var 4/11
vilket kraver rena strommande bottenforhallanden. Andel kansliga arter var 3/11
medan relativa antalet kansliga utgjorde 58 % av alla DNA-traffar. Andel tdliga arter var
4/11 medan det relativa antalet taliga utgjorde 31 % av alla DNA-tréffar. Andelen traffar
abborre/karpfiskar var 0,3
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3.7.8. Palingadn

Laxfiskar saknades. Andel fiskarter som leker pa grus och sten (lithofila) var 1/5 vilket
mest tyder pa lugnflytande forhallanden. Kénsliga arter saknades. Andel taliga arter var
3/5 medan det relativa antalet taliga utgjorde 80 % av alla DNA-traffar. Andelen traffar
abborre/karpfiskar var 1,1.
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3.7.9. Vitan

Braxens dominans pad denna lokal dr sannolikt ett sisongsmaéssigt vinterfenomen da den
samlas pa vissa stillen i passiva tdta anhopningar. Laxfiskar forekom. Andelen fiskarter
som leker pa grus och sten (lithofila) var 4/9 vilket kriaver rena strommande bottnar.
Andelen kénsliga arter var 3/9 medan det relativa antalet kinsliga utgjorde endast 4 %
av alla DNA-traffar. Andelen taliga arter var 4/9 medan det relativa antalet taliga
utgjorde 91 % av alla DNA-tréffar. Andelen traffar abborre/karpfiskar var 0,38. I Vitan
finns ett kdnt bestdnd av flodparlmussla. For att fullborda sin livscykel ar
flodparlmusslan beroende av 6ring som mellanvard.
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3.7.10. Lakabdcken

Braxens dominans pa denna lokal ar troligast ett sdsongsmassigt vinterfenomen da den
samlas pa vissa stillen i passiva tita anhopningar. Laxfiskar forutom sik saknades.
Andelen fiskarter som leker pa grus och sten (lithofila) var 2/7 vilket i huvudsak tyder
pa lugnflytande bottenforhallanden. Andelen kénsliga arter var 1/7 medan det relativa
antalet kansliga utgjorde 2 % av alla DNA-traffar. Andelen taliga arter var 3/7 medan det
relativa antalet taliga utgjorde 84 % av alla DNA-traffar. Andelen traffar
abborre/karpfiskar var 0,27.
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4.SLUTSATSER

eDNA ger en snabb dverblick av vilka arter som ar nirvarande i ett vattendrag och
skapar en solid bas for grundkartering av fisksamhéllet i varje enskilt ekosystem. Det ar
bl. a. av stor vikt for att kunna utforma atgéards- och kontrollprogram optimalt.

Metoden gor det majligt att undersoka stora geografiska omraden pa kort tid. Metoden
anger fiskarterna som ar niarvarande nagra dagar till nagra veckor fére provtagningen.
For att fa en uppfattning om arters narvaro vid olika arstider ar det av vikt att gora
eDNA inventeringar vid olika tider for att erhdlla information om sidsongsbetonad
variation. Det ar viktigt att identifiera vilka aspekter av ett vattenekosystem man vill
undersoka med hjilp av eDNA. Analyser fran prov som samlats in under
reproduktionsperioden ger de reproducerande arterna en stdrre relativ biomassa
eftersom bade konsceller, yngel, smafisk och lekfisk detekteras. Under vintern &r
vattendjurs metabolism i allmanhet lagre eftersom de dr mindre aktiva. Detta betyder
att de avger mindre mangder eDNA. [ denna studie var eDNA lidsningarna dnda hoga
eftersom DNA i vattnet inte bryts lika fort ner da vattnet ar kallt och UV ljusstyrkan lag.

eDNA ar ett bra komplement till el- och néatfisken och ger en snabb 6versikt pa
ndrvarande arter som motsvarar 50-70 ars provfisken vilket visats i stora studier i sjoar
(Hanfling et al. 2016, Hellstrom et al. opublicerat data). Studien i Norrbotten utfordes i
rinnande vatten dar nitfiske inte ar en anviandbar metod. Darfor jamfordes eDNA
resultaten enbart med tidigare utforda elfisken.

eDNA genom metabarkodning med mitokondriellt DNA anger inte fiskens alder,
identitet, individstorlek eller kon. Problemet med eDNA har tidigare varit att
markdrerna som anvants inte klarat av att skilja pa ndrbesldktade arter. Denna studie
anviande en markor inom konserverade regioner av DNA. Idag har vi inte upptackt
huruvida nagon art kan bli allvarligt under/6verrepresenterad med eDNA, sdsom ar
regel vid normalt provfiske. Kvantitativa forsok behover genomféras med kidnda
mangder fisk i naturvatten for att fa indikationer om detta.

Denna pilotstudie analyserade vatten vid enbart en provpunkt per vattendrag och trots
det gav studien goda resultat. Vattnet var insamlat med hjalp av en teknik som gor att
dven sma mangder DNA ger utslag. I framtida undersokningar ar flera provtagnings-
punkter att rekommendera for att vars saker pa att arter inte blir odetekterade.

Huvudresultaten visade (trots de sma vattenvolymerna) att:
o eDNA detekterade 84 fiskpopulationer (98 %) i 10 vattendrag fran 1 faltdag.
o eDNA detekterar 96 % av fiskpopulationerna i 6 vattendrag jamfért med 47 %
for sammanlagda elfisken upp till 30 ar tillbaka i tiden.
e eDNA detekterade 17 arter i 10 vattendrag.
e arternas dominansférhallanden genom eDNA kan faststillas.

eDNA-studier utforda under de rigordsa forhdllanden som kravs for bade falt- och
laboratorie- arbete ar en effektiv metod for fiskinventering. Viktiga faktorer som leder
till palitliga resultat forutsitter;



e optimal design av eDNA filtarbetet och val av provtagningspunkter och

metod for provtagningen,

tranad faltpersonal som arbetar under sterila forhallanden

laboratorier avsedda uteslutande féor eDNA

tranad laboratoriepersonal med god kunskap om molekyldr-genetiskt arbete

negativa kontroller i duplikat eller triplikat fran provtagning till bioinformatik

for att utesluta kontaminering.

e positiva kontroller for att forsdkra sig om att tillrackligt med DNA utvinns ur
proverna och att alla steg fungerar som de skall

¢ minimikrav pd DNA mangd och DNA kvalitet

¢ inhiberingskontroll av insamlat eDNA samt molekyldra atgarder for att avldgsna
inhibering

¢ en fungerande bioinformatik, som gor det mojligt att pa nagra dagar omvandla
miljontals sekvenser till listor pa artforekomst och antal ldsningar per art.

5. REKOMMENDATIONER AVSEENDE FORTSATTA
UNDERSOKNINGAR

Vi foreslar att flera vattendrag i Norrbotten undersoks med samma metod, samt att
antalet provpunkter i varje vattendrag och provtagningssasong utodkas.
Provtagningspunkter viljs utifran vattendragets lutning, vandringshinder och avstiand
till ndrmaste sjo for att erhalla representativa resultat.

I dessa aar/alvar kan eDNA vara ett lampligt verktyg for att utréna fiskafaunans status
infor planerade atgirder samt efter genomférda och planerade atgiarder. eDNA ar
sarskilt lampligt for 6vervakning av biologisk mangfald, design av atgiardsprogram/
effektkontroll, fore och efter fiskpassage-byggen, rivande av dammar och restaureringar.
Vidare ar metoden lamplig for att utréona konnektivitet av olika fiskarter mellan hinder
inom olika vattendrag.

Da studien genomfordes under vintern ar det svart att gora en fullstindig analys av
vattendragens betydelse for kustfisk. Endast lake forvantas nyttja vattendragen for lek
vid provtagningstillfillet, da de leker vintertid, och en stor del av dessa kan forvantas
vara kustfisk. Troligen anvands vattendrag for 6vervintring och/eller uppvaxtomrade av
ett flertal av de nu upptickta arterna, men det ar svart att veta i vilken grad de
forekommer i kustvatten sommartid. Studier bor med fordel laggas under ovrig lektid
(host, var och forsommar) for att utreda betydelsen for kustfisk, och da giarna i de nedre
delarna av vattendragen. Sma badckar kan ocksa inkluderas i studien for att utrona
betydelsen av ett fatal mellanstora respektive ett stort antal smabackar for kustfiskens
rekrytering. En fordjupad studie riktad mot den hotade kustharren under
varen/forsommaren skulle kunna identifiera vattendrag dar de fortfarande leker.

En flerartsstudie pa musslor med fokus pa flodparlmusslan kunde vara av intresse
eftersom fiskarter fungerar som mellanvirdar fér stormusslorna vilka har hoga
naturvarden. Den tidigare dokumenterade stormusselpopulationen i Vitan ar beroende
av oring for sin fortplantning. AquaBiota har tillgang till markdrer for musslor som
sarskiljer alla musselarter.



TACK

Tack till Ofir Svensson vid Lansstyrelsen i Norrbotten som stillde upp som chauffér
under provtagningen. Ett stort tack till teknikerna vid MoRe Research for hjalp med
DNA-extraktionerna i det exklusiva samarbetet med AquaBiota AB. Tack till Joe och
Hayley for laboratorie-assistans och hjalp med bioinformatik.
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BILAGOR
BILAGAL

Metastreckkodning (metabarcoding eller flerartsanalyser) genom NGS (Next
Generation Sequencing)

Varje levande art utséndrar arvsmassa eller DNA. Vissa delar av en individs DNA ar helt
unikt for just den individen, medan andra delar av DNA delas med just den individens
art, och sedan finns det DNA som ser likadant ut hos alla organismer i en grupp.

Med  hjilp av  jattelika  databaser som  4r  tillgingliga for  alla
(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/) kan forskarna vélja ut en liten bit DNA som man kan
kopiera industriellt. Dessa sma bitar kallas primers. Eftersom primern ar artspecifik
fastnar den enbart pa DNA for den valda arten. Resultatet, dvs. en liten bit av DNA som
primern kopierar kallas barcode (streckkod), och kan liknas vid en streckkod som
anvands for att betala for varor i affarer. Dessa primers, en droppe eDNA, ett enzym och
salter blandas i ett provror. Provroret placeras i en maskin som goér massor av DNA
kopior for just den arten. Detta kallas for PCR (Polymerase Chain Reaction) och bygger
pa proteinsyntesen.

Metastreckkodning eller Metabarcoding innebdr att man designar en primer som ar
gemensam for alla arter inom en grupp - i denna rapport vertebrater med fokus pa fisk.
Primerna for metastreckkodning tillverkas sa att de plockar upp en bit DNA som ar
likadana for alla arter inom en grupp, t.ex. alla fiskar, men DNAt som blir avlast varierar
mellan olika arter och visar en unik kod. Eftersom man analyserar flera olika arter pa en
gang kallas metoden metastreckkodning.

For att veta vilka arter man har laser man av PCR produkterna i en sekvenseringsmaskin
som heter MiSeq och da flera arter sekvenseras samtidigt kallas detta NGS (Next
Generation Sequencing). Flera miljoner lasningar av DNA finns osorterade och fardiga
efter en NGS korning.

Flerartsanalyser- bioinformatik

Da resultaten dr klara har man enorma mingder data som innehdller miljontals olika
sorter av DNA. For att fa ordning pa data och for att veta vilka arter man har i ett prov
anvander man olika programmerings metoder som sorterar upp data. Enorma datafiler
som motsvarar upp till flera terabyte (TB) data analyseras med hjilp av program som
skiljer de olika DNA koderna at. Denna process kallas bioinformatik. Da bioinformatiken
ar klar och sekvenserna har sorterats skapas en lista av olika DNA-identiteter. Dessa
jamfors med olika databaser och varje unik bit av DNA far en identitet. Ett flertal
databaser finns tillgdngliga och varje gang en genetisk artikel publiceras laggs DNA
sekvensen ut pa nitet. Om en art inte dr beskriven genetiskt under bioinformatikens
gang men kommer in pa databaserna senare, kan man kora om bioinformatiken och fa
de tidigare oidentifierade sekvenserna identifierade.

Resulterande radata sammanstélls i en Excel fil som anger arter och hur manga kopior
av DNA som lasts in for varje art inom varje enskild lokal. Pa basen av detta kan arterna
som finns i vattnet identifieras och den relativa forekomsten av arten anges.


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/

BILAGA 2.

Antalet DNA ldsningar per art inom lokalerna

Tabell B2. Antalet eDNA ldsningar per art inom de olika proviokalerna. # traff anger hur manga

gdnger en sekvens blivit ldst pd artnivd och anger relativ biomassa. Varje enskild art avger

eDNA olika och har ddrfor olika grdansvdrden for detektion. | tidigare eDNA studier har 100

ldsningar angetts som detektionsgrans. For denna studie har vi anvént artspecifika algoritmer

som anger gransvdrdet for varje enskild MiSeq sekvensering. Metodiken har tagits fram med

flera samarbetspartners i empiriska undersékningar 2017 (opublicerat). Resultaten har visat

att denna metodik fungerar utmdrkt och ger ett mer representativt resultat.

Javre-an Svens- Rokan Lillpite Alter- Rosan Aldn Paling Vitan Laka-
LOKAL NAMN byan dlven dlven an backen
ART # traff #traff  #traff  # traff # traff #traff  #traff  #traff  #traff  # traff
Gadda (Esox 1003 | 221 | 463 | 284 | 1743 | 659 | 4255 | 461 | 3171 | 8017
lucius)
Lake (Lota lota) 451 721 921 191 1463 1600 @ 7305 | 408 @ 1385 @ 4011
Abborre (Perca
fluviatilis) 11579 | 3554 2377 7622 7111 | 11587 | 9632 | 18613 | 15793
Mart (Rutilus 10655 7363 506 | 44970 4697 5773 5523 9184 @ 13726
rutilus)
Braxen (Abramis | ¢cq 851 | 17067 1798 & 5732 | 3220 @ 65290 45761
brama)
stensimpa 1578 | 14873 | 6764 | 14511 | 1187 58 042 3406
(Cottus gobio)
Elritsa (Phoxinus | 1.7 | 9464 | 1702 | 1647
phoxinus)
Mol (A0S 604 988 1223 9075 169
alburnus)
Oring (Salmo 657 = 3551 | 5749 398
trutta)
Gars
(Gymnocephalus 207 53 38
cernua)
Sik (Coregonus 4142 433 | 1901
spp.)
Harr (Thymallus
1 1
thymallus) L ees
Smaspigg
(Pungitus 401 746
pungitus)
Regnbage
(Oncorhynchus 476
mykiss)
Nors (Osmerus 288
eperlanus)
Nejonoga 314 123 36 54 1490
(Lampetra sp.)
Ruda (Carassius 27

carassius)
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