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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 molekyldra 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 pd uppdrag av Fortum Sverige, AB utfért en pilotundersékning av
fisksammansattningen ovanfor och nedanfér Spjutmo kraftverk med hjalp av akvatiskt
eDNA genom metabarkodning (flerartstudie). Arbetet ar en del av en utvirdering for att
bedéma precision av eDNA for att faststdlla fisksamhadllen i sjon samt bedémning av
relativ biomassa som underlag for atgirder i sjon.  Resultaten fran eDNA
undersokningen jamfordes med befintliga elfisken, rapporter och en stor
intervjubaserad riksundersokning om fiskféorekomst vid Spjutmomagasinet. Vidare
intervjuades fiskexperter vid ldnsstyrelsen i Dalarna och sportfiskare i omradet om
fiskfaunan i Spjutmo.

Faltarbetet utférdes i juni 2017 och de genetiska proverna analyserades under aret. Pa
de 13 utvalda provpunkterna detekterades sammanlagt 20 fiskarter av vilka 19 i
Spjutmomagasinet och 20 arter da lokalerna nedstroms kraftverket raknas med, jamfort
med 10 arter baserat elfisken. Detta betyder att 90 % fler arter detekterades i sjon
genom eDNA jamfort med sammanslagna historiska elfisken éver 28 ar och 100% da
vattendraget nedstroms inkluderas. Vidare rapporterade riksinventeringen fran 1996,
baserad pa intervjuer, 10 verifierade och 2 troligtvis saknade (al och ruda) arter i
Spjutmosjon diar eDNA detekterade 19 arter. Arter sa som id nedanfér dammen, riklig
forekomst av stensimpa bade i vattendragen och i sjon samt, braxen, smaspigg, sarv, 16ja
och stdm har undgatt lokalbefolkningen och myndigheternas uppfattning om fiskfaunan
i Spjutmosjon. Vidare framkom att stensimpan dr mycket vanlig i omradet. Rédknat pa
antalet arter har Spjutmosjon behallit nistan hela sin fiskfauna pa 19+ arter (sannolikt
med undantag av id), trots det absoluta fiskvandringshindret Spjutmo kraftverk som
isolerat sjon fran nedstroms liggande rikare fiskfauna i Osterdaldlven och Siljan. Lax och
al har dock stoppats att vandra upp hit langt nedstroms Siljan ndarmare havet, oberoende
av Spjutmo kraftverk. Denna undersékning ar den forsta karteringen av Spjutmosjons
fiskbestaind som kommer i ndrheten av dess sanna biologiska mangfald i form av
fiskarter. eDNA-analys har en hog potential att anvdndas som effektivt icke-destruktivt
verktyg for inventering av fiskartsammansattning over stora geografiska omraden dver
kortast moijliga tidsintervall. Vidare ar metoden den kansligaste att kunna uppticka
arter som ar nyetablerade, séllsynta eller som undgar traditionella provfisken. Eftersom
informationen om fiskartsammansattning vid kraftverk dr av stor betydelse som
underlag for atgardsbeslut foreslar vi eDNA som en lamplig metod for inventeringar.



AquaBiota Rapport 2017:12



1. INLEDNING

EU’s vattendirektiv (EUVD) for att dstadkomma god eller hog status i Europas och
Sveriges vatten baserar sig i forsta hand pa ekologiska (biologiska), men dven pa fysiska
och kemiska kvalitetsfaktorer. For atgiardsprogram finns en femskalig
statusklassificering med klasserna hog, god, mattlig, otillfredsstdllande och dalig status
(ec.europa.eu 2016). EUVD's 'ekologisk status'-beddmningar kan sigas vara nédra
kopplad till biologisk mangfald. De ekologiska bedémningsgrunderna for status i en sjo
eller ett vattendrag inom vattendirektivet baserar sig nu pa forekomst av vattenlevande
karlvaxter, pavaxtalger, bottenlevande ryggradslosa djur, viaxtplankton och fisk. Enligt
EUVD ar malet att alla sjoar och vattendrag skall nd god eller hog status samt att
vattendrag med lagre status bor atgirdas for att uppnd onskad status (ec.europa.eu
2016). Arter som forsvinner eller utrotas innebar normalt irreversibla konsekvenser.
Hog biologisk mangfald for ett givet geografisk omrade ger stabilitet till ekosystemet,
och utrotning av arter leder generellt till sa kallade kaskadeffekter for ekosystemet
(Sanders m.fl. 2018). Ett viktigt forsta steg i statusklassificering och beslut for
atgiardsprogram ar att oka dataunderlaget och strdva till att verifiera faktiska
forekomster av arter i akvatiska miljoer, vilket har visat sig problematiskt. Detta
illustreras med ett citat fran Linsstyrelsen i Dalarnas hemsida: "I vart sjorika land ar
kunskapen om enskilda vattens djur- och vaxtplankton, bottendjur, fisk och
strandvegetation begransad. Vara bedémningar ar darfor ofta baserade pa kemiska och
fysikaliska bedomningar”. EUVD stravar tvartom till att fa medlemsstaterna att strava
mot att basera status pa biologiska normer.

Klassificering av status baserad pa fisk ar speciellt relevant for vattenkraft eftersom
kraftverken ger fornyelsebar koldioxidfri elproduktion. Samtidigt utgoér kraftverken
vandringshinder och andra svarigheter for fiskarter. Baserat pa information om
fiskartsforekomst samt forandringar av fiskfaunans sammansattning vid kraftverk fattas
beslut om atgardsprogram.

Undersokningar av biologisk mangfald av fisk i akvatiska ekosystem har historiskt i
huvudsak skett genom traditionella fysiska, akustiska och visuella metoder. Exempel pa
dessa ar natfiske, elfiske, telemetri, undervattensvideo, snorkling, fillor och
undervattenssonar. Dessa metoder har begransningar eftersom de ar selektiva och
ingen enskild metod beskriver hela mangfalden av fisk. Vidare ar vissa konventionella
metoder destruktiva eller letala eftersom de kraver att utforaren av studierna ror eller
skadar sitt studieobjekt vilket ar ett potentiellt problem i bevarandeekologiska
undersokningar (Wheeler m.fl. 2010). Elfisken har visats ge betydande skelettskador
hos fisk (50% ryggradsskador; Sharber och Carotes 1988). En annan begransning av
konventionella metoder ar att sallsynta, invasiva och svarfangade arter inte upptacks,
och deras forekomst underrapporteras vilket ger stora felmarginaler i insamlade data
(Price m.fl. 2012; Trigal & Degerman 2015). Elfisken visar en felmarginal i
statusklassificering mellan god och dalig status pa EUs femgradiga skala med 56% i
grundmodellen i relation till konnektivitet, d.v.s. fiskars framkomlighet mellan olika
vattensystem (Beier m.fl. 2007). Natfisken visar en felmarginal i grundmodell och
tillampning pa 37% (Holmgren m.fl. 2007).


http://ec.europa.eu/
http://ec.europa.eu/

Undersokningsmetoden miljo-DNA eller eDNA (environmental DNA) baserar sig pa det
faktum att alla levande organismer, -bade vaxter och djur, -kontinuerligt avger genetiska
fotavtryck i miljon i form av slem, avféring, respiration, svett och doda celler (Pedersen
m.fl. 2015). Definitionen pa eDNA ar 'det DNA som kan studeras fran dessa spar i miljon
utan att malorganismen ar ndrvarande i provet’ (Taberlet m.fl. 2012). Akvatiskt eDNA ar
genetiska spar som organismer avger till vattenmiljon. Detta genetiska material kan
utvinnas ur en halv till ndgra liter vatten och genom molekyldra analyser ange vilka
arter som befinner sig inom ett omrade utan att man varken ser eller fingar organismen.
Eftersom eDNA i vattenmassan ar kortlivat (ca. 1-2 veckor) ger analyserna en bild av
artforekomst 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
m.fl. 2015). Under de senaste 10 dren har metoden utvecklats (Spens m.fl. 2017) och
visat sig ha en stor potential som verktyg for inventering av vattenorganismer foér
ekologiska undersokningar, bevarandeekologi, uppféljning av invasiva arter och
miljoovervakning (Bohmann m.fl. 201, Leese m.fl. 2016, Deiner m.fl. 2017).

AquaBiota har pd uppdrag av Fortum Sverige AB utfért en undersokning av
fisksammansattningen i anslutning till Spjutmo kraftverksmagasin. Detta dr en
flerartstudie som utférs genom sa kallad metabarkodning for att inventera hela
fisksamhadllen inklusive enskilda arter. Arbetet dr dven en utvardering for att bedéma
precisionen i eDNA-metoden for att faststilla sammansattningen av fiskarter ovanfor
och nedanfoér Spjutmomagasinet samt i Spjutmosjon. Arternas forekomst verifierades
med hjilp av sammanslagna data fran existerande rapporter, publicerade intervjuer, och
el-provfisken samt intervjuer med fiskexperter vid ldnsstyrelsen samt lokala
sportfiskare i Dalarna.
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2. MATERIAL OCH METODER

2.1. Faltarbete

Lokal 9. Spjutmosfon ovanfor kraftverket.
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Figur 1. Karta éver proviokalerna i Spjutmosjon, nordvédst om Sjon Siljan. Kraftverksdammen
anges mellan punkt 9 och 11.

Filtarbetet utférdes i Alvdalen under 18-20 juni 2017. Provtagningspunkter anges i
figur 1 och i tabell 1. Koordinaterna anges som decimalgrader i WGS84.
Lufttemperaturen méatte 18-20 °C.

Innan provtagningen genomfordes i filt, steriliserades all provtagningsutrustning. Vid
varje lokal samlades 3 liter vatten in fran den littorala zonen (grunda strandzonen) av
tranade faltarbetare som klarade att uppratthalla sterila insamlingsforhallanden samt
filtrering och fixering. Negativa faltkontroller utgjordes av sterilt vatten som kordes
genom filtren pa plats for att utesluta kontaminering av DNA mellan prover eller fran
provtagare. Insamling och fixering f6ljde Spens m.fl. (2017).
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Tabell 1. Provpunkter. Position, tidpunkt vid provtagningen, vattentemperatur, antal filter
(replikat) per provpunkt och total volym filtrerat vatten. Lokalerna 1-4 samt 10 och 11 anger
rinnande vatten dar VD = vattendrag..

Provpunkt namn Lige Latitud  Longitud (0) Tid H20 °C
(N)
2. Gopshusvik VD Ovan Spjutmosjon 61,10326 14,23665 18:00 15
3. Oxbergsan VD Ovan Spjutmosjéon ~ 61,11986 14,17069 21:10 15
4. Dalédlven ovan Spjutmo VD Ovan Spjutmosjén  61,13088 14,18162 21:45 14
5. Spjutmo badplatsbrygga Spjutmosjon 61,10893 14,26633 22:08 17
6. Garberg Spjutmosjon 61,11148 14,25565 18:47 16,5
7. Blybergsdudde Spjutmosjon 61,11586 14,22039 19:58 15,5
8. Syddststrand Spjutmosjon 61,09148 14,30079 20:15 16
9.0van Spjutmo damm Spjutmosjon 61,08432 14,32273 13:29 17
12. Jonsangsudden Spjutmosjon 61,09633 14,26424 17:00 16,5
13. Sydvastpunkt Spjutmosjon 61,08541 14,28899 18:27 16
11. Nedan Spjutmodamm VD Nedan Spjutmosjén  61,08181 14,32422 16.30 14,5
10. Gutdalen VD Nedan Spjutmosjon  61,04422 14,39630 14:15 16
1. Salunav naturreservat VD Nedan Spjutmosjon  61,04840 14,44288 14:33 15

2.2. Laboratoriearbete

2.2.1. Extraktion, PCR och sekvensering

S

Lokal 10. Gutdalen. Vattendrag nedanfor Spjutmosjon.
Flodesschemat i figur 2 beskriver eDNA-processen fran insamling till analys.

eDNA utvanns (extraherades) enligt protokoll i Spens m.fl. (2017) i sterila laboratorier
speciellt byggda for analyser av akvatiskt eDNA. Detta kunde ske genom ett exklusivt
samarbete med MoRe Research i Ornskoldsvik. Extraktionerna utférdes av
molekyldrbiologiska tekniker som &r trdnade i att extrahera eDNA. Proverna
analyserades for forekomst av fisk, dar en analys anger alla arter istillet for en art i
gangen med hjalp av metabarkodning och Next Generation Sequencing (NGS). Tva
markdérer anvandes. Principerna for metabarkodning forklaras mer utforligt i Bilaga 1.
Vidare anviandes DNA fran den tropiska sotvattenfisken Rhamphochromis esox som
positiv kontroll.

11
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Figur 2. Flédesschema. En éversikt av eDNA provtagning frdn insamling till analys. Notera att
negativa kontroller tas vid varje steg for att kontrollera fér kontaminering.

2.2.2. Bioinformatik och verifiering

Lokal 5. Spjutmosjon. Spjutmo badplatsbrygga

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 kidnda arter finns tillgdngliga (Benson m.fl. 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.

Antalet ldsningar per art gav en relativ uppskattning av hur mycket eller litet arten
forekom i ett prov.


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/
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2.3. Analys, jamforelser och artsammansattningsmodell

Lokal 7. Spjutmosjén. Zorn Gopshus.

Resultaten och artlistorna fran eDNA koérdes mot elfiskedatabasen SERS. En berdkning
av mojliga artférekomster baserades dven pa en spridningsmodell som beskrivs av
Spens (2008). Antalet lokaler som varje art féorekom i angavs enligt foljande: 1/10
lokaler for sikl6ja samt 13/13 lokaler for stensimpa. For lokalerna jamfordes
artforekomster som anges av sammanslagna historiska elfiskedata (sammanlagt 53
utfisken over 28 ar) med forekomster i eDNA-data. Analyserna delades upp i 3 delar;
Vattendrag ovanfoér Spjutmosjon, Spjutmosjon, samt vattendrag nedanfoér Spjutmo sjon.
Vidare jamfordes resultaten fran eDNA med riksfiskintervju-data om fiskférekomst
(Appelberg m.fl. 2004) och 16 sammanslagna elfisken (16 utfisken) med en eDNA lokal
(punkt 7).

Data for de lokala fisksamhallena angdende lithofila arter (fiskarter som kraver rena
bottnar och strommande vatten), kinsliga, taliga och neutrala arter i forhallande till
eutrofa forhdllanden registrerades for varje provpunkt .

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

Lokal 13. Spjutosjon. Sydvastpunkt
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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 lasas
alls. Vidare har problemet varit att DNA fran ménniska tacker 20-60 % av lasningarna. I
denna studie matchade fér bada markdrerna, ca 75 % av lasningarna malarterna fiskar,
faglar, groddjur och daggdjur. Andelen av de totala lasningarna utgjorde for manniska
15 %, bakterier 3 %, medan endast 7 % var utan match. Den hdga frekvensen av
malarternas sekvenser gor att resultaten ar mer tillforlitliga for vidare ekologiska
analyser och slutsatser.

De negativa faltkontrollerna visade ett 1dgt antal lasningar for ménniska och bakterier.
De negativa laboratoriekontrollerna var helt negativa. Den positiva kontrollen kom upp
som positiv.

3.2. Arternas forekomst - sammanlagd 6versikt

Sammanlagt 20 fiskarter patraffades i eDNA analyserna. Figur 4 anger arternas
forekomst over lokalerna. Sikloja patradffades i en lokal medan mort och stensimpa
patraffades i alla lokaler.

Arternas forekomst 6ver 13 lokaler
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Figur 4. Antal lokaler dir de enskilda fiskarterna pdtraffades (sikléja férekom i en lokal, mort
och stensimpa forekom i alla lokaler).



3.3. Fiskarternas forekomst - rumslig oversikt

Fiskarternas forekomst och dominansforhallanden i Spjutmosjon samt ovan och
nedanfor sjon anges i figur 6 samt bilaga 2. Antalet fiskarter per lokal varierade mellan 7
och 18 med en median pa 13 arter.
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Figur 6. Arternas fordelning uppstréms Spjutmosjon (2,3,4) i sjon (5,6,7,8,9,12,13) samt

nedanfor kraftverket (1,10,11). Cirklarna anger arternas dominans genom antalet ldsta
sekvenser per art. Infdllda cirklar visar fordelningen bland arter med ldgre antal ldsta
sekvenser. De smd pajdiagrammen anger arter som dr fdtaliga och svdra att urskilja i ett enkelt
pajdiagram

3.4. Jamforelse mellan eDNA och befintliga elfisken och
intervjustudier

Sammanlagt 20 fiskarter patridffades i eDNA analyserna av vilka 19 ar uppstroms
Spjutmo Kkraftverk. Elfiskedata sammanslaget 6ver 28 ar (sammanlagt 28 elfisken med
53 utfisken) rapporterade 10 arter i vattendragen ovanfér, nedanfor i anslutning till
Spjutmosjon. Alla dessa elfisken (inom ett avstind av 0,4-4 km fran eDNA
provpunkterna) sammanslagna inom varje lokal jamférdes med den narmaste eDNA-
provpunkten, tabell 2. Vidare jamfordes bade en (punkt 7) och alla 7 eDNA provpunkter
i Spjutmosjon med Riksinventeringen for fisk baserad pa intervjuer som genomfordes
1996 (Appelberg m.fl. 2004). Antal detekterade fiskarter pa lokalerna genom en eDNA
session med tvd markoérer, sammanslaget historiskt elfiskedata samt
intervjuundersokning visas i tabell 2. Venn -diagrammet i figur 7 visar arter som
registrerats genom de olika metoderna.



Tabell 2. Antal fiskarter per lokal som uppticktes med eDNA , historiska elfiskedata fran de
olika vattendragen. Vidare jamfordes Spjutmosjon med Riksfiskinventeringen fran 1996
(Appelberg m.fl. 2004). Antalet arter detekterade genom 1) intervjuer = #int, 2) eDNA =
#eDNA och 3) elfisken = #el. For historiska elfiskedata anges antal utfisken. Lokal anger eDNA

proviokal.

Lokal #eDNA # el # Int HISTORISKA DATA (el-utfisken eller intervjustudie)
1 13 4 utfisken 2005, 2007 (1,3 km uppstroms)

2 10 10 utfisken 1989,1996,2003,2005 (0,5-1km uppstréms)

7 18 16 utfisken 1994, 1996, 2001 (0,4-3 km uppstroms)

10 11 20 utfisken 1987,1989,1996,2001,2012,2013, 2014, 2015
(1-3km uppstréoms)

Sjon 19 10 (12) Riksinventering 1996. Intervjuer.

e
6
6
3 7 4 3 utfisken 1989, 1996 (4 km uppstroms)
8
7

Dar elfiskedata i vattendrag ovanfor Spjutmosjon fanns tillgangligt detekterades 92% av
fiskarterna med eDNA och 38% av arterna med 13 utfisken. eDNA punkt 4 uppstroms
som lag mer dn 4 km fran provfiskepunkterna registrerade den aterstidende 8% for
eDNA. I Spjutmosjon vid punkt 7 registrerade eDNA 100% av arterna och elfisken 57%
(16 utfisken, i huvudsak c:a 0,05-0,5 km fran sjon). Nedanfér Spjutmodammen
registrerade eDNA 100% av arterna och elfisken 44%., Vidare vid jamforelse mellan
eDNA och riksfiskinventeringen 1996 som baserades pa ett mycket stort antal intervjuer
(Appelberg m.fl. 2004) registrerade eDNA 100% (92%) av arterna och intervjuerna
52%. Intervjustudierna nimner aven &l och ruda i Spjutmosjon. Alen begrinsas av flera
vandringshinder fran havet genom Dalalven till Siljan langt fére Spjutmosjon och antas
nu vara utrotad i Spjutmosjon, oberoende av Spjutmo kraftverk. Uppgiften om ruda kan
mynna fran en beteshink (1995 eller tidigare), utan att komma fran ett reproducerande
bestand. Denna uppgift ar inte verifierad. AquaBiota detekterade ruda med eDNA
analyser genom identiska metabarkodningsmetoder i Norrbotten 2017 (Hellstréms &
Spens 2017).

Vidare jamfordes data fran alla provfiskeanstrangningar (SERS) med eDNA
undersokningen. De sammanslagna historiska elfisken detekterade i medeltal 3,4 arter
per provfiske och 1,8 arter per utfiske (under en elfiskesession tas vanligen 1-3 replikat,
varje replikat ar ett utfiske). Detektionen for eDNA visade ett medeltal pa 10,3 arter per
prov och en median pa 13 arter med ett spann mellan 11 och 18 arter per prov. En
session och 13 anstrangningar detekterade 20 fiskarter. Tva olika markérer for eDNA
anvandes vilket forsdkrade detektion av flera arter 4n om en enda markor hade anvants.

Appelberg m.fl. (2004) diskuterar diskrepansen mellan intervjustudier och provfisken
(el och nat), dar vissa arter undgar fisken p.g.a. habitatval eller beteende. Giddda och sarv
hor till dessa arter. Smaspigg (Pungitius pungitius) som forekommer i glesa bestand har
den lagsta uppmatta fangstbarheten i Dalarna dar 64 natnatter kravts for att fa en fangst
(Lundvall 2016). Smaspigg anses vara en av de ovanligaste fiskarterna i Dalédlven. I
denna studie gav 10 av 13 provlokaler utslag for smaspigg.
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Figur 7. Venndiagram. Jimférelser mellan artfynd genom, 1) enbart eDNA (bld cirkel), 2) 53
sammanslagna utfisken utférda pd max 4 km avstand fran provpunkterna (qul cirkel) 3) bade
eDNA OCH utfisken (delad grén yta). Venndiagrammet D jimfér eDNA (bld cirkel) med
intervjustudier (ljus lila cirkel). Arter registrerade med bdade eDNA och intervjuer anges i
bldlila. Venndiagram E jamfér en eDNA provpunkt (L-7) med 18 utfisken och riksfiskinteryju-
studie som tédcker hela Spjutmosjon. eDNA ger hégre utslag dn kombinerat data frdn intervjuer
och 18 sammanslagna elfisken. L= eDNA lokal, [ ] anger arter som troligtvis férsvunnit,
anger arter som hittades i provpunkter uppstréoms i eDNA utanfor 4 km radien och
inkluderades dérfér inte i analysen fér eDNA.
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Resultaten i denna rapport visar dock att bade traditionella fisken och intervjustudier
ger en underrepresentation av arter. eDNA upptickte 100% flera arter an
sammanslagna elfiskedata over 28 ar. Inga arter fangades med elfiske som inte kunde
detekteras med eDNA totalt (detta inkluderar Spjutmosjon, vattendragen uppstréoms
respektive provpunkterna nedstroms Spjutmo kv.) i denna undersdkning. Detta
overensstammer med publicerade eDNA-studier som jamfor eDNA och provfisken (ex
Hanfling m.fl. 2016, Olds m.fl. 2016, Shaw m.fl. 2016, Valentini m.fl. 2016, Wilcox m.fl.
2016, Hellstrom och Spens 2017) dar det framgick att eDNA ger sdkrare utslag pa antal
arter och aven pa relativ biomassa. Beroende pa typ av provfiske och biotopférhallanden
kan eDNA och traditionella metoder komplettera varandra, alternativt kan eDNA ersatta
andra metoder, sarskilt om syftet ar att beskriva mangfalden av fiskarter. Data pa
natprovfiske i Spjutmosjon finns inte tillgdngliga.

3.5. Fiskarter

Lokal 4. Osterdaldlven ovanfor Spjutmosjén.

Notera att provfisken med Oversiktsndt ger en oOverskattning av Abborre (Perca
fluviatilis) eftersom de lattare fastnar i dessa. I denna studie fanns enbart elfisken
tillgdngliga och abborre var wunderrepresenterad i elfiskeproverna. Abborre
detekterades med eDNA i alla lokaler féorutom i ett vattendrag (lokal 3) dar den de facto
finns. Abborre ar en s.k. lugnvattenfisk och &r samre anpassad for hdga
vattenhastigheter i Osterdalilven.

Braxen (Abramis brama) férekom i tva lokaler i Spjutmodammen samt i alla lokaler
nedanfér dammen. Braxen ar en lugnvattenart som ar kanslig for forsurning men tal
betydande eutrofiering.

Backroding (Salvelinus fontinalis) forekom med laga signaler i lokal 7 dar en kind
backrédingback mynnar ut i évre Spjutmodammen samt i Osterdaldlven uppstréms
Spjutmosjon. Arten ar en invasiv amerikansk art som riskerar att ta 6ver de minsta
biflédena fran naturliga 6ringpopulationer runt Spjutmo.

Elritsa (Phoxinus phoxinus) ar en liten stromlevande karpfisk som kraver syrerika
vatten. Fynd av elritsa genom eDNA gjordes i 6 av de 7 lokalerna i Spjutmosjon samt i
vattendragen uppstroms och nedstroms sjon.



Gadda (Esox lucius) ar etablerad naturligt uppstroms och nedstroms Spjutmodammen
med eDNA signaler vid 11/13 provlokaler. Den utgér nu sannolikt den huvudsakliga
begransande faktorn for forekomst av storre oring- och harrbestand. Pa dessa
breddgrader Klarar sma oringar normalt inte av predationen fran gidda i stagnanta
vatten om det inte handlar om stora djupa sjéar som t ex Siljan. Stora lekande Siljans-
oringar nedanféor dammen kunde bidra till ett kraftigare uppviaxande oringbestand
uppstréoms de stagnanta miljoerna om ett omlop byggs forbi kraftverket. Det saknades
eDNA-signaler fran gidda direkt nedstroms Spjutmodammen och i forslokalen vid
Gutdalen i Osterdalilven, dven fast dessa miljoer r tillgdngliga, men méjligen oldmpliga.
Gadda missgynnas i kraftig forsmilj6. Gidda uppvisar generellt en 1ag fangstbarhet vid
provfiske,

Gars (Gymnocephalus cernua) anses ibland vara en besvirlig, invasiv art som hotar
inhemska fiskbestdnd pa flera platser i virlden t ex i Nordamerika. Har i Sverige ar den
dock ett naturligt romatande inslag i fiskfaunan. Den kan 4ta nattaktivt och ar ofta
bottenlevande pa djupare omraden.

Harr (Thymallus thymallus) ar bland de viktigaste sportfiskarna i omradet. Dammen i
Spjutmo hindrar harrens uppstromsvandring forbi kraftverket till lekplatser i
Osterdaldlven. 1 denna provtagning registrerades en hog koncentration harr direkt
nedstroms dammen. Ett omlép férbi dammen skulle kunna vara till nytta fér harr om
betydande outnyttjade lek- och uppvaxtplatser finns uppstroms dit denna grupp harrar
da skulle kunna na. Detta under forutsittning att nedstromsvandrande utlekta harr-
individer och yngel 6verlever nedstroms kraftverkspassage. I sjdlva Spjutmodammen
detekterades endast tre lokaler med harr, medan huvudvattendraget bade uppstroms
och nedstréms om dammen uppvisade harr.

Id (Leuciscus idus) férekom enbart nedstréms Spjutmodammen i Osterdalidlven (3
lokaler). Ett omlop forbi dammen skulle gynna idbestandet. Det dr mojligt att id
forekom langre uppstréoms tidigare innan dammen stidngde av férbindelsen fran Siljan.
Historiska uppgifter saknas da gemene mans formaga att sarskilja id fran andra vitfiskar
ar svag.

Lake (Lota lota) dr den enda torskfisken som féorekommer i sétvatten. Den detekterades
bade upp- och nedstroms dammen. Kallvattenarten lake ar rodlistad bl. a p g av oro for
varmare klimat. Arten klassas som 'Ndra hotad' (NT) baserat pa den pagdende
minskningen i utbredningsomradet. Eftersom manga lakbestand dr vandrande kan de ha
paverkats negativt av utbyggnaden av vattenkraft och olika typer av vandringshinder. I
Spjutmo har lakbestind 6verlevt bade uppstroms och nedstroms trots det absoluta
hindret Spjutmodammen.

Lo6ja (Alburnus alburnus) detekterades i knappt halften av lokalerna, bade i vattendrag
och sjomiljo. Lojan ar ytterst svarfingad i elfisken och underrepresenterad i
intervjustudier. Den upptrader ofta i stora stim tatt under ytan i langsamma floder och
sjoar. Den registrerades med hogsta relativa forekomsten av alla 20 fiskarterna pa en
lokal i denna undersékning.



Mort (Rutilus rutilus) ar en forsurningskanslig art som férekom i alla provlokaler. Riklig
forekomst indikerar sannolikt att lokalerna inte ar férsurningsdrabbade. Stora mangder
mort i relation till sma mangder abborre kan indikera eutrofiering (Lappalainen m.fl.
2001) vilket inte var fallet i Spjutmosjon.

Nejonéga (Lampetra fluviatilis eller L. planeri) De olika formerna av nejondga (havs-,
flod- eller back-) ar omojliga att skilja pa genetiskt (pa samma satt som oringformer:
havs-, sjo- eller back-) men formen som detekterats med eDNA uppstroms dammen ar
det icke-parasitiska backnejonodgat, som dr den vanligaste formen och vida utbredd,
anda hogt upp i vattensystemen. Flodnejonégat kan dock vara av formen flodnejondéga
nedan Spjutmo kraftverk (eftersom de finns i Siljan) men inga detekterades i
Osterdalidlven nedan dammen. Alla former kriaver bade tillgdng till sand- eller
grusbottnar for lek samt mjukbottnar som uppvaxtomraden. Om omldpet vid Spjutmo
byggs finns det mojlighet for formen flodnejondga att kolonisera uppstroms
Spjutmosjon.

Regnbage (Oncorhynchus mykiss) som detekterats i Osterdaldlven bedéms inte utgéra
nagon risk (om fullt friska) fér de naturliga fiskbestanden da vattendraget ar for kallt for
att kunna etablera en naturligt forokande population. Dessutom forekommer gddda som
utgér ett niara nog odverkomligt predationstryck for regnbage att kunna etableras i
dlven. Detta bestdnd harstammar fran utslapp ifran fiskodlingen enligt intervjuer med
lokalbefolkningen i trakten och fran lansstyrelsetjinstemén. En tydlig gradient kan
observeras med de hogsta koncentrationerna eDNA narmast fiskodlingen for att sedan
avta genom Spjutmo-magasinet och nastan inte detekterbar nedstroms damm. Om
odlingen riskerar sprida éverforbar smitta till 6ring, harr, sik m fl. s innebar nuvarande
spridning av regnbage ett hot mot naturbestanden och restaureringsinsatserna
(omlopet, Siljansoring, harrlek mm).

Ruda (Carassius carassius). Rudan ar en mycket eutrofieringstalig kallvattenfisk. Den
lever ofta i glesa bestand och ir da normalt svarfangad i provfisken. Notera att ruda
kanske aldrig funnits i Spjutmo, da intervjuuppgiften aldrig bekraftats.

Sarv (Scardinius erythrophthalmus) Sarven soker sig ofta till vegetationsrika och varma
grunda vatten. Den ar detekterbar med eDNA i Spjutmosjon i de flesta lokaler. Arten har
eventuellt spridits till Spjutmosjon genom sportfiske eftersom arten kan anvindas som
betesfisk (David Lundvall, muntligt medd. 2017). Sarv undgar ofta provfisken pa grund
av sitt biotopval, den aterfinns ofta langt inne i vegetationsbéiltet dtminstone under
provfiskesdsongen. Sarven kan latt forvaxlas med mort och mortfiskar vilket gor att den
latt forblir oregistrerad i provfisken och intervjustudier (Appelberg m.fl. 2004).

Sik (Coregonus maraena) Det polyploida sikkomplexet har en genetisk plasticitet att
snabbt evolvera fram en mingd ekotyper, fran planktonatare till bottenfaunaétare och
toppredatorer (Etheridge m.fl. 2012; Ohlund 2012; Siwertsson m.fl. 2013; Lundsgaard-
Hansen m.fl. 2013). Sikarnas taxonomiska uppdelning dr omdiskuterad och i Sverige
anses alla sikvarianter vara olika former av en och samma art och gir under
kollektivnamnet Coregonus maraena (Nationalnyckeln efter beslut fran Naturhistoriska



Riksmuseet och Sotvattenslaboratoriet), Om andra arter forsvinner kan sik-komplexet
darfoér ha potential att radda kvar en mangd speciella separata ekologiska funktionella
roller. De kan bilda separata "underarts"-bestand relativt snabbt i samma miljo. I denna
studie patraffades sik-eDNA i flera delar av Spjutmosjon och i dess huvudtillopp
Osterdalilven. Arten har dven rapporterats fran intervjuer.

Sikldja (Coregonus albula) ar en kallvattenfisk som sommartid behéver ha tillgang till
kallt vatten, ofta djupare sjoar (Lundvall 2016). Den detekterades svagt med eDNA vid
Spjutmo badplatsbrygga. Sikl6ja finns i populationer uppstréms Spjutmo och detta fynd
kan vara en borjan pa en nypopulation darifrdn. Vi bedommer att ytterligare
verifieringar kravs for att faststilla om detta ar en reell reproducerande population.

Smaspigg (Pungitius pungitius) har den lagsta uppmatta fangstbarheten i Dalarna dar
64 natnatter kravts for att fa en fangst (Lundvall 2016). Den har berdknats vara bland de
ovanligaste fiskarterna, men detta kan dven bero pa att fingstbarheten vid glesa
spiggbestand ger fangst sd pass sillan. Hiar 4r eDNA sannolikt &verlagsen
inventeringsmetod eftersom smaspigg patriffades i 10 av de 13 eDNA lokalerna.
Smaspigg tal extremt laga pH-varden.

Stensimpa 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 gdbmd 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. Tyvarr har inga uppféljningar av dessa genomforts avseende
stensimpa. eDNA-metoden kan avhjidlpa detta med forbattrade detektioner i bade
stordlvar och sjoar, vilka 4r synnerligen svarinventerade traditionella
inventeringsmetoder. Den dr den vanligast forekommande fiskarten i denna inventering
i biomassa (antalet traffar) och forekom i samtliga provpunkter. Arten undgar ofta
provfisken i sjoar eftersom den sillan fangas i nat. Verifiering via elfisket i denna studie
gjordes vid ett inlopp till Spjutmosjon eftersom nétfiske-jamforelser inte fanns att tillga.

Stam (Leuciscus leuciscus) ar beroende av att goda vandringsférhéllanden finns da lek
sker hogt upp i vattendragen. I sjdar forekommer stdm ofta i anslutning till vattendrags
mynningar i sjoar t ex provpunkt 2 och 7. Arten forekom i 9 provpunkter. Delar av
tidigare stimpopulation i Osterdaldlven pastds redan ha détt ut uppstréoms Spjutmo
(Lundvall 2016).

Oring (Salmo trutta) férekommer i Siljansomradet- Osterdaldlven som bade insjééring
och backdring, vilket ar olika former av samma art. Varje vattens bestdnd av oring har
unika egenskaper och anpassningar, likt laxen. Sjolevande o6ring vandrar normalt
uppstroms sdsom Siljansoring, men ibland &4ven nedstroms, till lek- och
uppvaxtomraden efter nagon eller ndgra sdsongers tillvaxt i sjon. Bickoringen i
biflddena uppstroms Spjutmosjon stannar hela livet i rinnande vatten och ar stationara.
Oringen leker pd rena grusbottnar i rent strémmande vatten. Oringarna ovanfor
Spjutmo kraftverk dr sma och blir latt byte for gdddor. Ett omlop forbi Spjutmodammen
skulle vara av viss betydelse for Siljansoringen da betydande lekplatser finns uppstréoms
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som denna storvuxna oringstam skulle kunna n. Oring detekterades svagt med eDNA
vid 3 lokaler av 7 i Spjutmomagasinet. Oringférekomsten i Spjutmomagasinet &r litet i
sjilva sjon utifrAin eDNA-signalen. Oring begriansas framst av giddan i
diamningsmagasinet. Stor uppvandrande Siljansoring skulle eventuellt forbattra
rekryteringen av uppviaxande smaéring i Osterdaldlven uppstréms Spjutmosjon.

3.6. Lokala fisksamhallen

Lokal 2. Vattendrag ovan Spjutmosjén. Gopshusvik.

Lokala fisksamhadllen gallande lithofila arter (fiskarter som kraver rena bottnar och
strommande vatten) samt kinsliga, tdliga och neutrala arter i forhallande till
overgodning anges i tabell 3. Vidare indikeras naringsgrad av forhallandet av relativ
biomassa (eDNA-ldasningar) mellan abborrfiskar och karpfiskar (Percidae/Cyprinidae).
Laga virden kan indikera hogre naringsniva, eventuellt ocksd 6vergdédning. Héar bor
noteras att abborrfiskar ar lugnvattenfiskar och saknas i omraden med kraftigt
strommande vatten. Andelen laxfiskar associeras oftast till god vattenkvalitet och hogre
ekologisk status. En principiell felkilla i ett sddant resonemang ar dock att laxfisk
normalt sett gynnas av hogre lutning (vilket naturligtvis inte kan direktkopplas till
orsak/verkan for narsaltbelastningen) i vatten dir rovdjur som gidda forekommer,
vilka 3 sin sida missgynnas nar lutningen blir for hog.



Tabell 3. Naturligt férekommande arter utifran eDNA, andelen lithofila (rena bottnar, rinnande
vatten), tdliga och kdnsliga arter, abborr/karpfisk kvot samt andel laxfiskar. VD = vattendrag i
rinnande vatten. O = ovanfor Spjutmosjon, N = nedanfér Spjutmosjon, SS = Spjutmosjon,
rm=relativ mangd

Lokal Lage Naturlig Lithofil Téalig  Kanslig Talig Kanslig eDNA Lax
% % % % rm % rm abborrfisk/ fisk
karpfisk %
2 VD O Spjutmos 10/10 50 30 30 63 33 2 5
3 VD O Spjutmos. 6/7 43 29 14 71 1 0,5
4 VD O Spjutmos. 12/14 64 21 36 4 58 57 6
5 Spjutmos. 12/13 54 31 23 64 5 46 0,1
6 Spjutmos. 14/15 55 30 27 39 48 39 1
7 Spjutmos. 16/18 56 28 28 40 37 144 1
8 Spjutmos. 11/12 50 25 17 40 13 535 0
9 Spjutmos. 12/13 46 31 15 45 30 865 0
12 Spjutmos. 13/14 43 29 21 17 31 247 1
13 Spjutmos. 11/12 50 33 17 64 16 62 0
11 VD N Spjutmos. 12/13 38 38 15 21 41 868 36
10 VD N Spjutmos. 10/11 55 27 27 5 91 93 6
1 VD N Spjutmos. 12/13 46 31 23 14 38 9 0,5

Provpunkt 3 f6ljt av punkt 2 har de lagsta abborrfisk/karpfisk-kvoterna
(karpfiskdominans) av alla lokaler vilket kan reflekteras av den hogre naringsnivan i
dessa lokaler pa grund av Koncentrerad bebyggelse med fler personekvivalenter
narsalter per vattenmdangd i mindre aar. Vattendraget vid punkt 3 karakteriseras ocksa
av lugnvattenarter p g av det sjonéra laget och 1ag lutning. Punkt 3 har dven lagst andel
"kansliga” och hogst andel "taliga” arter, rdknat som relativa miangden eDNA-tréaffar.
Provpunkten direkt nedanfor kraftverket visade den hogsta abborrfisk/karpfisk-kvoten
pa grund av massforekomst av girs, mest "taliga” arter och lagst mangd "kénsliga” samt
fa "lithofila” arter vilket speglar den lokalt kraftigt storda miljon. Detta 6vergar sedan till
det omvanda forhallandet pa punkt 10. Lokalen representerar en hdogklassig forsmiljg,
med ndrapa minsta andel mangd "taliga” arter och stérsta mangd "kansliga” arter av alla
lokaler. Den kinsligaste miljon registrerades i Osterdaldlvens huvudfira (lokal 4
uppstroms Spjutmo), dar den hogsta andelen “lithofiler” och "kansliga” arter patriffas.
Endast 4 % relativ mangd “tdliga” arter patraffas har. Hoglutande vattendrag
(provlokaler 2, 4, 10 och 11) har mer laxfisk i jimforelse med Spjutmosjon bl. a p.g.a. det
skydd strommiljon ger fran rovdjur (framst gadda). Provlokal 2, 4 med hogt-lutande
laxfisk-refugier i anslutning till 1dg-lutande gaddlokaler och ger saledes en illusion i
dessa eDNA prov, av bade hog % laxfisk och gddda pa samma stille.



4.SLUTSATSER

eDNA ger en snabb dverblick av vilka arter som ar narvarande 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 nirvarande nagra dagar till en vecka (maximalt nagra veckor)
fore provtagningen. For att fa en uppfattning om arters narvaro vid olika arstider ar det
av vikt att géra eDNA inventeringar vid olika tider for att erhalla information om
sdsongsbetonad variation. Det &r viktigt att identifiera vilka aspekter av ett
vattenekosystem man vill underséka med hjilp av eDNA. Analyser fran prov som
samlats in under reproduktionsperioden ger de reproducerande arterna en storre
relativ eDNA-signal eftersom bade konsceller, yngel, smafisk och lekfisk detekteras.
Under vintern ar vattendjurs metabolism i allminhet lagre eftersom de r mindre aktiva.
Detta betyder att de avger mindre mangder eDNA. [ en tidigare studie var eDNA
lasningarna 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 sjéar
(Hanfling m.fl. 2016, Hellstrém m.fl. opublicerat data). Studien i Spjutmo utférdes i bade
rinnande vatten och sjomiljo. Darfor jamfordes eDNA resultaten med tidigare utférda
elfisken i anslutning till 5 provpunkter tagna nu samt en intervjuundersokning for
Spjutmosjon fran 1996.

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 narbesldktade 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 genomforas med kanda
mangder fisk i naturvatten for att fa indikationer om detta.

Denna pilotstudie analyserade vatten vid 6 punkter knutna till vattendrag
(Osterdaldlven samt ndgra av dess bifloden varav 3 ovan och 3 nedan Spjutmo
kraftverk) och sju stycken i Spjutmosjon. Studien gav goda resultat. Vattnet var insamlat
med hjalp av en teknik som gor att &ven sma mangder DNA ger utslag.



Huvudresultaten visade (trots de sma vattenvolymerna) att:

eDNA detekterade 19 fiskarter i Spjutmosjon och ytterligare en art, id,
nedstroms Spjutmo kraftverk. eDNA utokade den estimerade fiskfaunan med
90% i jamforelse med tidigare intervjuundersokning fran 1996. For de lokaler
dar elfisken fanns att tillgd hade halften av arterna fangats i jamforelse med
eDNA.

Id, patriffades enbart nedstroms om Spjutmo k.. i jamfort med uppstroms
omraden. Om fri vandringsvag bereds forbi Spjutmo k.v. genom omlopet far id
mojlighet att kolonisera Spjutmosjon med tiden.

Riknat pa antalet arter har Spjutmosjon behéllit nastan hela sin fiskfauna pa 19
arter (sannolikt med undantag av id), trots byggandet av det absoluta
fiskvandringshindret Spjutmo kraftverk som isolerat sjon fran nedstréoms
liggande rikare fiskfauna i Osterdalilven och Siljan. P4 sikt 4r de irreversibla
konsekvenserna av lokala artutrotningar vid varje lokal exploatering av naturen
den allvarligaste grundlaggande utarmningen av den biologiska mangfalden.
Forhoppningsvis livskraftiga bestdnd med 19/20 fiskarter i sjon - trots absolut
isolering mellan nedstréms och uppstréms Spjutmo k.. - dr gladjande och
forvinande. Aven id-bestdndet finns kvar nedstréms fér att kunna
aterkolonisera vattnet uppstroms.

Havsvandrande lax och 4l har dock utrotats permanent frdn omradet pa grund
av nedstroms liggande dammar ndarmare havet oavsett vilka beslut som tas i
Spjutmo, om inte fiskvandrings-situationen férandras betydligt ldngre
nedstroms i Daldlven.

Aven om stationdr 6ring finns kvar i tillrinnande vattendrag till Spjutmosjén
(och i sjélva sjon) sa kan inte formen Siljansoring fungera har utan att ett omlop
forbi dammen skapas. P4 samma satt kommer sannolikt formen flodnejonoga
(nejondga finns dock i Spjutmo) att fraimjas av ett omlop.

Betydande bestdnd harr som finns nedstroms Spjutmo kraftverk kommer
sannolikt att kolonisera Osterdalilven uppstréms Spjutmosjén och blandas sig
med det lokala harrbestindet om omldpet forbi Spjutmo k.v. fungerar som
avsett. Det ar dock osakert hur stor dodligheten av uppvandrad utlekt harr och
nyproducerad smaharr vid dess nedstromsvandring forbi kraftverket kommer
att uppga till (om det 6verviager okningen av naturlekproduktionen ovan
Spjutmo). Om dddligheten nedstréoms forbi kraftverket overvager eller om
lekbestandet ovan Spjutmo redan kan anses vara mattat idag, sa gar det inte att
havda att omlépet skulle gynna harrbestandet.

eDNA detekterar 100% av fiskpopulationerna vid ett tillfille i vattendragen
jamfort med 56 % for sammanlagda elfisken under ett spann av 28 ar tillbaka i
tiden.

eDNA detekterade totalt 20 arter vid detta provtillfille mot 10 arter vid
beaktande av sammanlagda elfisken upp till 28 ar tillbaka i tiden.

Arternas relativa abundans (hierarki eller dominansforhallanden) kan faststallas
genom eDNA.

eDNA-studier utférda under de rigorésa forhallanden som kriavs for bade filt- och

laboratorie- arbete ar en effektiv metod for fiskinventering. Viktiga faktorer som leder
till palitliga resultat forutsatter;

optimal design av eDNA faltarbetet 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 molekylar-genetiskt arbete



en fungerande bioinformatik, som gor det mojligt att pa ndgra dagar omvandla
miljontals sekvenser till listor pa artférekomst och antal lasningar per art
rigoros kvalitetskontroll i alla stadier av provtagningen, fram till slutgiltiga
resultat.



5. REKOMMENDATIONER AVSEENDE FORTSATTA
UNDERSOKNINGAR

Vi foreslar att flera vattendrag i Siljan/Ore-systemet undersoks med samma metod, men
att antalet provpunkter i varje vattendrag och provtagningssasong utokas.
Provtagningspunkter véljs utifran vattendragets lutning, vandringshinder och avstand
till ndrmaste sjo for att erhalla representativa resultat. I dessa aar/dlvar kommer eDNA
behovas for att bevisa att fiskfaunan restaureras efter genomférda och planerade
atgarder: Osterdalilven, Spjutmosjén och Siljan. Kvantifiering av fisk-eDNA dr sarskilt
lampligt for Overvakning av biologisk mangfald, design av atgardsprogram/
effektkontroll, fore och efter fiskpassage-byggen, rivande av dammar och restaureringar.
Vidare dr metoden lamplig for att utrona konnektivitet av olika fiskarter.

Da studien genomfordes under forsommar ar det svart att gora en fullstdndig analys av
betydelsen for vandringsfisk. Studier bor med fordel 1aggas under 6vrig lektid (host, var
och vinter) for att utreda betydelsen for vandringsfisk, AquaBiota har tillgang till
markorer for musslor som sarsKkiljer alla musselarter. En flerartstudie pa stormusslor
med fokus pd flodparlmusslan vore en studie som bade kunde ge nya insikter i
stormusslornas mojligheter i kraftdlvarna och deras beroende av olika fiskarter som
vardorganismer. Ett exempel pa detta dr 6ring och den hotade flodparlmusslan.

TACK

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 hjilp med bioinformatik. Projektet finansierades genom Fortum Hydro,
Sverige. Proverna anvindes dven som test underlag for en separat metodstudie
finansierad av EU COST DNAquaNet och Hydro Fortum.
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BILAGOR
BILAGA L

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  hjdlp 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 ldsningar av DNA finns osorterade och fardiga
efter en NGS korning.

Flerartsanalyser- bioinformatik

Da resultaten dr klara har man enorma mangder data som innehaller 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 darfér olika gransvdrden for detektion. Fér denna studie har vi anvant
artspecifika algoritmer som anger grdnsvdrdet for varje enskild MiSeq sekvensering och
markor. Metodiken har tagits fram med flera samarbetspartners i empiriska undersékningar
2017. Resultaten har visat att denna metodik fungerar utmdrkt och ger ett mer representativt
resultat. Tvd olika markdrer har anvdnts. Trdffar angivna med * dr detekterade med markor /.

UPPSTROMS (VATTENDRAG) SPJUTMOSJON NEDSTROMS (VATTENDRAG)
ART 2 3 4 5 6 7 8 9 12 13 11 10 1
Abborre (P. fluviatilis) *4 336 *5003 | 29979 26966 40331 61297 74 116 4259 31409 | *23970 5187 3495
Braxen (A. brama) *920 6112 *2784 227 9754
Backroding (S. fontinalis) 971 *372
Elritsa (P. phoxinus) *1344 6 626 746 2214 *2178 *1533 *3837 *3699 1684 129
Gadda (E. lucius) 12 242 4018 : 10400 4525 901 59 615 7091 1468 13066 *447 2761
Gars (G. cernua) 544 498 *2 005 3388 9500 16 901 28466 68732 *8655 i 116 097 250 1723
Harr (T. thymallus) 12 287 1265 227 *75 112 923 637 216
Id (L. idus) 141 3043 50475
Lake (L. lota) 4231 *4 956 *742 *2 681 *231 *663 103 176
L6ja (A. alburnus) 215998 13489 916 10251 17111 2221 *1938 *1017 | *2097
Mort (R. rutilus) 16 715 81212 5662 : 63351 65996 5962 5974 *6876 18307 67149 | *3243 885 971
Nejonoga (Lampetra sp.) *2784 *1084 *984 *240 *44 *96 *846 *33
Regnbage (0.mykiss) 35378 73029 : 32486 16 774 23862 5502 *3608 16310 3534 142 168 214
Sik (Coregonus maraena) 4220 250 6 536 *472 134 2350 *134
Smaspigg (P. pungitus) *204 779 *1398 *1348 11163 *3034 1728 16617 | 34627 1720
Sarv(S.erythrophthalmus) 511 *2624 *6356 *1224 *221
Sikléja (C. albula) 712
Stensimpa (C. gobio) 100 874 1362 131649 : 7058 127452 62639 25771 58045 53930 29710 : *2 136 107432 43017
Stam (L. leuciscus) 100 1929 183 *79 689 *122 100 *744
Oring (S. trutta) 19 648 1274 139 *1768 *1568 *257 7 157 330
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