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SAMMANFATTNING

Akvatiskt milj6-DNA eller eDNA (fran engelskans environmental DNA) har under det
senaste decenniet visat sig vara ett lovande verktyg for inventering av vattenorganismer
inom miljo6vervakning och andra miljoundersékningar. Undersékningsmetoden 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 doda celler. Dessa genetiska
spar kallas eDNA. Akvatiskt eDNA ar sparen som organismer avger i vattenmiljon. eDNA
kan utvinnas ur sma mangder (0,5 till 3 liter) vatten och genom molekylédra 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
artforekomst i nutid.

I maj 2018 utférde AquaBiota Solutions AB pa uppdrag av Linsstyrelsen i
Visternorrlands lan och Linsstyrelsen i Vasterbottens lan inventeringar av strandnéra
fisksamhéllen ldngs med Ostersjokusten. Arter inventerades med eDNA genom s4 kallade
flerartsanalyser (metabarkodning). Férutom allman artbeskrivning visades extra stort
intresse for kustlekande harr vid nagra kidnda lekomrdden samt mdjlig men okédnd
forekomst av den invasiva arten svartmunnad smoérbult i ndrheten av storre
hamnomraden. Totalt detekterades 27 fiskarter, som speglade den strandnira icke-
pelagiska fiskfaunan. Harr detekterades pa en lokal. Svartmunnad smdorbult detekterades
inte i ndgot av proverna. Detta var vintat eftersom svartmunnad smorbult inte tidigare
patraffats s& l&ngt norrut i Sverige, 4ven om den pa den finska sidan av Ostersjon hittats
pa motsvarande breddgrader. I Angermanilven detekterades adven firna (Squalius
cephalus) som ar valdigt sillsynt forekommande sa langt norrut i Sverige och hittades
senast i Vasternorrland1929.



1. INLEDNING

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, avforing, respiration, svett och doda celler (Pedersen
m.fl. 2015). Definitionen pa eDNA anges som; "det DNA som kan studeras fran dessa spar
i miljon utan att malorganismen ar narvarande i provet” (Taberlet m.fl. 2012). I akvatiska
miljoer kan detta material utvinnas ur sma maingder vatten och genom molekylira
analyser pavisa vilka arter som befinner sig inom ett omrade, utan att man varken ser
eller fangar organismen. Eftersom eDNA i vattenmassan ar Kortlivat (ca. 2 dagar till 2
veckor) ger analyserna en bild av artférekomst i nutid. eDNA har visat sig ha en stor
potential som verktyg for inventering av vattenorganismer (Bohmann m.fl. 2014, Leese
m.fl. 2016, Olds m.fl. 2016. Deiner m.fl. 2017) och har en stor fordel vid inventering av
skyddsvarda arter i och med att det adr en icke-destruktiv metod till skillnad fran
exempelvis provfisken.

I maj 2018 utféorde AquaBiota Solutions AB pd uppdrag av Lansstyrelsen i
Vasternorrlands lan och Lansstyrelsen i Vasterbottens Lan inventeringar av fisksamhallet
lings med Ostersjokusten. Syftet var att inventera grunda strandnira fisksamhéllen med
ny eDNA-metodik och ddrmed fa information om relativ forekomst av arter som inte
lampar sig for inventering med traditionell metodik. Studien hade dven tvad arter av
sarskilt intresse: harr och svartmunnad smorbult och provtagning utférdes darfor vid
platser dar det finns historiska uppgifter om forekomst/fiske av harr samti omraden med
intensiv fartygstrafik. Ytterligare ett syfte med studien var att validera att eDNA-
metodiken fungerar i grunda kustnira habitat i Ostersjon. For att mojliggéra jaimforelser
med tidigare provfisken dr det nodvandigt att utféra liknande eDNA-undersokningar vid
tidigare provfiskade stationer pa djupare vatten. Tva lokaler var dessutom av sarskilt
intresse med avseende pa mangfalden av fiskar och ett pagaende projekt om giddda och
abborre. Arter inventerades i denna studie genom sa kallade flerartsanalyser
(metabarkodning). Provtagningen i studien var avgransad till provtagning fran stranden.
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2. MATERIAL OCH METODER

2.1 Faltarbete

Faltarbetet utfordes 23-26 maj 2018. Provtagningspunkter anges i Figur 1 och i Tabell 1.
Provpunkt 1-6 ligger i Vasterbottens ldn och 7-18 i Visternorrlands lan.
Lufttemperaturen matte ca 18-25 °C. Vattentemperaturen méatte 9-17,1 °C i proverna
(vatten insamlat fran 0-0,5m djup). Lokalerna vid hamnomraden samt Angermanalven
valdes ut som potentiella lokaler for svartmunnad smorbult (steniga omrdden med
relativt intensiv fartygstrafik; Kornis m.fl. 2012).

Innan provtagningen genomfdrdes i filt, steriliserades all provtagningsutrustning.
Filtreringsutrustning koptes in som sterila DNA-fria engangsforpackningar. For alla
lokaler togs tva separata replikat med 6 liter vatten i form av 10 stycken underprover 50
m i vardera riktningen fran provpunkten. Negativa faltkontroller utgjordes av rent vatten
som hanterades med samma utrustning och filtrerades pa plats for att utesluta
kontaminering av DNA mellan prover eller fran provtagare. Insamling och fixering féljde
Spens m.fl. (2017).

Tabell 1. Provpunkter. Latitud och longitud anges som decimalgrader i WGS84, tidpunkt vid
provtagningen och vattentemperatur.

Provpunkt Latitud Longitud Tid H20 °C
1. Bjuro 64,465 21,595 15:30 9
2. Ricklea 64,089 20,954 17:30 9,4
3. Ratan 63,974 20,894 13:30 10
4. Rovogern 63,741 20,529 15:30 11,2
5. Blagrundet 63,604 20,008 18:10 11
6. Jdrnas 63,433 19,671 20:20 11
7. S0 Stjaslnohamn 63,332 19,252 11:45 10,1
8. Husum, hamnomrade 63,327 19,150 13:00 15
9. Ornskoldsvik, hamnomrade 63,286 18,710 11:00 15,1
10. Skagsudde 63,187 19,017 12:20 11
11. i\ngermanéilven, Svano 62,890 17,875 22:30 17,1
12. Sorleviken 62,876 18,333 16:30 14
13. Noraans mynning/Norafjarden 62,860 18,050 18:00 16,1
14. Hemso 62,704 18,142 20:15 11
15. Hirnésand, hamnomrade 62,642 17,951 10:30 12,2
16. Harnons utsida 62,575 17,998 11:45 11,1
17. Lerviksudden 62,490 17,840 13:30 11
18. Sundsvall, hamnomrade 62,360 17,375 16:10 14
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2.2 Laboratoriearbete

2.2.1 Extraktion, PCR och sekvensering

Flodesschemat i Bilaga 2 beskriver eDNA-processen fran insamling till analys. eDNA
utvanns (extraherades) enligt protokoll fran Spens m.fl. (2017) i sterila laboratorier
speciellt byggda for analyser av akvatiskt eDNA. Extraktionerna utférdes av
molekyldrbiologiska tekniker som &r trdnade i att extrahera eDNA. Proverna
analyserades med flerartsanalyser for forekomst av fisk. Varje PCR prov utférdes i 12
replikat som sammanslogs under bioinformatiken. Tva modifierade markdrer som
amplifierar 12S rDNA regionen anvandes. Principerna fér metabarkodning forklaras mer
utforligt i bilaga 1. Vidare anvdndes en positiv DNA-kontroll med kand
artsammansattning som standard for jamforelse, samt negativa kontroller (bilaga 2). De



tva replikaten fran varje provtagningslokal slogs ihop genom att ta medelantalet lasningar
for de tva replikaten.

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
(tillgdnglig for allmdnheten, som grundar sig pa GenBank och uppréatthalls av National
Center for Biotechnology Information, NCBI (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/) dar
sekvenser pa mer dan 370 000 kdnda 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 gav pa sa vis en lista over forekommande
arter av fiskar. Sekvenserna lagrade hos NCBI ar endast delvis kurerade (verifierade av
taxonomer) och kan ibland vara felaktiga. Efter kvalitetsfiltrering av data kordes darfor
alla sekvenser dven mot en kurerad databas 6ver alla Europas fiskar som upprétthalls av
NatureMetrics Ltd. Artidentifiering baserar sig pa fullstindig match mot en referens. |
vissa fall kan arter ha en likadan sekvens och da ndmns bada arterna i resultattabellerna.
Databaserna uppdateras lopande och arter som inte har referenssekvenser inkluderas
nar de blir tillgdngliga. Tack vare nya framsteg inom metabarkodning ar det mdjligt att
med ratt markorer fa traffar pa artniva istéllet for enbart familje- eller genusniva. Antalet
lasningar per art gav en relativ uppskattning av hur mycket eller litet arten forekom i ett

prov.
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RESULTAT OCH DISKUSSION

3.1 Flerartsanalys av fisksamhallet

Totalt hittades 27 fiskarter i studien, medelantalet arter per lokal var 10,5 arter (2,0
arter, 95 % konfidensintervall). Arterna som patréaffades anges i Tabell 2 samt Figur 2 och
3. Den artrikaste lokalen var vid Bjur6klubb nira Skellefted med 18 arter och den
artfattigaste var vid Stjalnéhamn nira Ornskoldsvik dar endast stromming detekterades.
De mest dominerande arterna i studien var, i fallande rangordning, stréomming (35%),
elritsa (15%), stensimpa (14%), storspigg (13%), abborre (7%) och bergsimpa (4%).
Harr (Thymallus thymallus) som var av sarskilt intresse detekterades endast vid lokalen
Rickled (1% av den relativa biomassan vid lokalen). Den vanligast forekommande arten
var stromming (17 av 18 lokaler) f6ljt av stensimpa, storspigg och smaspigg (16 av 18
lokaler) och elritsa (14 av 18 lokaler) (Figur 2).
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Figur 2. Antal lokaler dér de enskilda fiskarterna patrdffades.

Da eDNA ar relativt kortlivat (1-2 veckor) ger resultaten en bild av fisksamhallet for en
kort period innan provtagningstillfillet. Den provtagna ytan varierar beroende pa flera
miljofaktorer och beror dessutom pa val av troskelvarden for detektion. Nagra storre
studier for marina miljoer nimner mojligt detektionsavstand mellan 100-4000 meter och
vidare verifiering for olika miljoer och miljoférhallanden kommer att behovas i framtiden
(Kelly m.fl 2018). Detta medfor att malarter av sarskilt intresse som utnyttjar omraden
under en begransad period av aret, for exempelvis lek, ar det av vikt att genomfora
provtagningen nir forhallandena ar lampliga och vid ratt vattentemperatur. Att
stromming var dominerande pa manga av lokalerna indikerar att varlekande stromming
kommit in till strandnéra, exponerade omraden vid kusten. Vid lokalen dar enbart
stromming detekterades dr det mojligt att en stor mangd konsceller i vattnet maskerade
detektionen av andra arter som sannolikt forekommer vid provtagningslokalen.
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Metodiken visade sig kunna detektera harr i Ostersjons kustomrade och ar dirmed en
lamplig metodik for att identifiera bade omraden och vid vilken tidpunkt pa varen
(vattentemperatur) som lokala kustlekande populationer ansamlas for lek. Denna studie
utnyttjade provtagning vid ett tillfille men det skulle vara nédvandigt med provtagning
under flera tidpunkter pa varen for att fA en mer detaljerad uppf6ljning. Under
provtagningen var vattenstandet valdigt lagt for de flesta provtagningspunkter i
Ostersjon (ca -0,5 m).
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Tabell 2A. Antalet eDNA-Idsningar av mdlarterna fiskar inom varje lokal som visar hur manga gdnger en sekvens blivit ldst. Antalet ldsningar dr relaterat till den
relativa biomassan av repsektive art. *Trdff pd kusttobis/havstobis ** traff pd id/stam *** traff pd rétsimpa **** traff pd sldktet Zoarces (se text for mer information,).

Art 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18

Abborre (Perca fluviatilis) 882 126 428 436 1559 49326 137 26295 7533 24775

Al (Anguilla anguilla) 7209 129

Bergsimpa (Cottus poecilopus) 51885 13449 20577 1309 569 3078 614 2330 832 2360
Braxen (Abramis brama) 404 6618 2566

Elritsa (Phoxinus phoxinus) 10897 46241 13527 19049 155413 7744 171517 344 229 13159 469 28894 111 7659
Farna (Squalius cephalus) 309

Gédda (Esox lucius) 631 441 321 1986 1241 6589 5022 4782

Giirs (Gymnocephalus cernua) 1458 220 861 408 1597 5768 158

GOs (Sander lucioperca) 2038

Harr (Thymallus thymallus) 2437

Kusttobis (Ammodytes tobianus)* 4274 501 125

Id / Stém (Leuciscus sp.)** 447 103 833 957 4184 472 1364 166

Lake (Lota lota) 632

Benl6ja (Alburnus alburnus) 363 9515 2021

Mért (Rutilus rutilus) 148 426 465 6399 10591 6908 7608 18030

Oring (Salmo trutta) 101 242 362 129
Regnbage (Oncorhynchus mykiss) 284

Hornsimpa (Myoxocephalus quadri-

cornis)/Rétsimpa (M. scorpius) *** 982 368 172 460 460

Sandstubb (Pomatoschistus minutus) 3826 170 890 857 388 259 572 23016 841

Sik (Coregonus maraena-komplex) 2819 4021 265 904 340 624 2135 123

Sikldja (Coregonus albula) 3535 166

Strémming (Clupea harengus) 10301 1023 53415 295060 85654 189910 146071 739 445 173688 434 192 71815 392 66040 82663 414
Nors (Osmerus eperlanus) 114 203 5510 1212 1319

Smaspigg (Pungitius pungitius) 316 2021 466 125 19115 2111 1014 2140 484 4119 3674 839 2030 770 1536 945

Stensimpa (Cottus gobio) 43632 165324 65377 23274 22312 2940 15777 2766 485 86769 658 8851 1004 748 29270 2023
Storspigg (Gasterosteus aculeatus) 5988 9937 8287 805 44078 24471 912 13619 17822 38954 40455 29343 26732 3095 29588 6059
Tanglake (Zoarces viviparus)**** 3227 3068 2872 495 2008 2696 641 2144 828 2764



Tabell 2B. Relativ biomassa (%) av malarterna fiskar inom varje lokal. Fet stil anger den dominerande arten vid respektive lokal. *Trdff pd kusttobis/havstobis ** traff pd

id/stam *** traff pd rétsimpa **** traff pd sliktet Zoarces (se text for mer information).

Art 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18

Abborre (Perca fluviatilis) 0.6 0.1 0.3 0.1 0.8 51.5 0.1 13.1 9.6 43.8

Al (Anguilla anguilla) 36 0.6

Bergsimpa (Cottus poecilopus) 35.6 54 12.2 0.4 0.2 15 03 1.9 0.6 113
Braxen (Abramis brama) 0.4 33 45

Elritsa (Phoxinus phoxinus) 75 18.6 8.0 56 46.7 34 83.7 0.2 0.1 16.7 0.4 35.6 0.1 36.7
Farna (Squalius cephalus) 0.2

Gadda (Esox lucius) 0.4 03 0.1 1.0 13 33 6.4 84

Gérs (Gymnocephalus cernua) 1.0 01 0.5 01 0.8 6.0 0.1

GOs (Sander lucioperca) 2.1

Harr (Thymallus thymallus) 1.0

Kusttobis (Ammodytes tobianus)* 29 03 01

Id / Stam (Leuciscus sp.)** 03 0.0 03 1.0 2.1 0.6 2.4 0.8

Lake (Lota lota) 04

Benl6ja (Alburnus alburnus) 0.4 4.8 3.6

Mért (Rutilus rutilus) 0.1 0.3 0.1 31 11.1 35 9.7 31.9

Oring (Salmo trutta) 0.0 0.4 03 0.6

Regnbage (Oncorhynchus mykiss) 0.2

Hornsimpa (Myoxocephalus quadri-

cornis)/Rétsimpa (M. scorpius) *** 0.7 0.1 0.1 0.5 0.6

Sandstubb (Pomatoschistus minutus) 26 01 05 03 0.1 0.1 0.7 28.3 4.0

Sik (Coregonus maraena-komplex) 1.9 1.6 0.2 0.3 0.1 0.3 1.8 0.6

Sikl6ja (Coregonus albula) 24 0.2

Stromming (Clupea harengus) 7.1 0.4 317 86.5 25.7 82.4 100 0.4 0.5 89.4 0.2 0.2 60.0 0.5 93.4 56.3 2.0

Nors (Osmerus eperlanus) 0.1 0.1 5.8 0.6 23

Smaspigg (Pungitius pungitius) 0.2 0.8 03 0.0 5.7 0.9 05 22 0.2 21 47 15 1.7 09 1.0 45

Stensimpa (Cottus gobio) 29.9 66.5 38.8 6.8 6.7 13 7.7 2.9 0.2 434 1.2 7.4 1.2 11 19.9 9.7

Storspigg (Gasterosteus aculeatus) 41 40 49 0.2 13.2 10.6 04 14.2 9.2 19.5 51.4 24.5 32.9 44 20.2 29.1
Tanglake (Zoarces viviparus)**** 22 1.2 1.7 0.1 06 1.2 0.3 1.8 1.2 1.9

Summa 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100

4T
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Figur 3. Oversiktskarta med provtagningslokalerna (réda punkter) och pajdiagram med
fordelningen av fiskarter per lokal (% biomassa). De mest dominerande arterna i studien éver
alla lokaler var, i fallande rangordning, stromming (35 %), elritsa (15%), stensimpa (14%),
storspigg (13%), abborre (7%) och bergsimpa (4%). Se tabell 2 for exakta vdrden for antal tréffar
och % relativ biomassa. Bakgrundskarta © OpenTopoMap (CC-BY-SA).



Genom uteslutningsmetoden kunde en del fiskar artbestdmmas dven om de inte direkt
gick att identifieras till artnivd med den genetiska markér och det genetiska
referensbibliotek som anviants. Kusttobis (Ammodytes tobianus) identifierades som
kusttobis/havstobis (Ammodytes tobianus /A. marinus) men bedémdes vara kusttobis
eftersom havstobis inte forekommer i provtagningsomradet. Id/stdm ar sa narbeslaktade
att de inte kunde inte skiljas at genetiskt med den markoér som anvants. Id ar ocksa en art
som hybridiserar med flera karpfiskar i olika slakten och ar valdigt svar att identifiera pa
artnivd morfologiskt. Tanglake identifierades genetiskt till genusnivd (Zoarces) men
tdnglake (Zoarces viviparus) ir den enda arten i sliktet som férekommer i Ostersjon.
Hornsimpa (Triglopsis [tidigare Myoxocephalus] quadricornis) kunde inte skiljas fran
rotsimpa (Myoxocephalus scorpius) med den anvidnda markdren men bedéms troligtvis
vara hornsimpa da rétsimpa ar ovanligt forekommande i norra Ostersjon. For att kunna
identifiera alla taxa direkt till artnivd kan fler markorer anvandas, vilket dock har
nackdelen att tiden (och kostnaden) for provanalys okar. Det genetiska
referensbiblioteket som finns tillgdngligt forbattras kontinuerligt, framst via olika
taxonomiska forskningsprojekt och det ar viktigt att detta arbete fortsatter pa global niva.
Problematiken med att narbesldktade arter inte alltid kan skiljas at forekommer dven vid
traditionella inventeringar av fisk (exempelvis skiljer man inte heller alltid pa
kusttobis/havstobis i den nationella miljéovervakningen) och &ar ofta sarskilt
problematisk nar det galler fisklarver och juveniler.

Tva replikat utnyttjades vid eDNA-provtagningen vid varje lokal och dessa visade relativt
god samstdmmighet med varandra. I de enskilda replikaten detekterades i medel 9,4 arter
(x1,3 arter, 95 % konfidensintervall) och i de sammanslagna replikaten i medel 10,5 arter
(¥2,0 arter, 95 % konfidensintervall). De ytterligare arter som detekterades i de
sammanslagna replikaten hade alla en l1ag relativ biomassa (nagon-nagra %) vilket visar
att det ar fordelaktigt med flera replikat om séllsynta arter ska detekteras. Detta maste
vagas mot den 6kade kostnaden for provtagning och provbearbetning. Att fler arter
detekterades i de sammanslagna replikaten och de enskilda proven var statistiskt
sakerstillt (ensidigt parat t-test, p<0,01).

Svartmunnad smorbult (Neogobius melanostomus) detekterades inte i ndgon av proverna
fran hamnomradena ldngs med kusten. Tidpunkten pa varen och vattentemperaturen var
tillracklig for att eventuella individer i omradet bor ha vandrat upp till grundare omraden
for lek- och fodosok (Kornis mfl 2012; Kullander mfl, 2012). Resultaten var vintade
eftersom svartmunnad smorbult inte patraffats sd langt norrut i Sverige tidigare, &ven om
den pé den finska sidan av Ostersjon hittats p4 motsvarande breddgrader.

I studien identifierades flera rodlistade arter. Al 4r listad som akut hotad pa den svenska
och den globala rédlistan (CR). Lake ar listad som néra hotad (NT) pa svenska rodlistan.
Sik ar listad som hotad (VU) pa den globala rodlistan (Freyhof, 2011). Dessutom
identifierades flera arter som ar listade i habitatdirektivets bilagor. Stensimpa ar listad i
habitatdirektivets bilaga 2, arter vars livsmiljo ska skyddas. Sikl6ja och harr ar listade i
habitatdirektivets bilaga 5, arter som kan behéva sarskilda férvaltningsatgarder om det
finns risk att de minskar p.g.a. insamling eller annan exploatering (exempelvis fiske).
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Regnbage ar en art som inte dr inhemsk i Sverige och kommer ursprungligen fran omradet
runt Stilla havet, men dr en art som ar vanlig inom vattenbruk. Att regnbage detekterades
vid Hemsons utsida kan bero pa genetiskt material som transporterats med strommar
fran den odling som finns ca 5 km fran provtagningslokalen, men det kan ocksa rora sig
om detektion av en individ som rymt fran ndgon odling. Fyndet av firna i Angermanalven
var nagot dverraskande da arten ar valdigt séllsynt féorekommande i Norra Sverige men
miljon ar i 6vrigt lamplig for arten. Farna forvaxlas dock ibland med id och historiska fynd
finns registrerade i Angermanilven 1929 (Lansstyrelsen, 2017). Fisksamhéllena som
identifierades i studien ar typiska for respektive provtagningslokal. Att enbart stromming
identifierades vid lokal 7, SO StjaAlnéhamn beror sannolikt p4 att arten hade pagdende lek
i ndra anslutning till provtagningstillfillet. De sex nordligaste lokalerna (1-6) har liknande
fisksamhdllen med starka inslag av kallvattensarter (exempelvis bergsimpa, lake och
harr) och de s6tvattenspaverkade lokalerna 8,9,11-13 har liknande samhéllen med starka
inslag av varmvattensarter (exempelvis gadda, abborre).

Erfarenheter av eDNA-provtagning och metabarkodning i havsmiljon ar i dagslaget
begriansade men ny forskning i omraden med tidvatten (Kelly mfl, 2018) har visat att
strandndra samhallen inventerade med eDNA éar liknande mellan tidvattencykler men att
det relativa bidraget fran icke-strandndra arter till samhallet forandras nar fysikalisk-
kemiska vattenparametrar forandras (dvs nar olika typer av vattenmassor kommer in
med olika tidvattenscykler). En eventuell paverkan av stark palandsvind vid de provtagna
lokalerna skulle kunna ge liknande monster som tidvatteneffekter men eftersom de
strandnira vattenrorelserna ar betydligt mindre i Ostersjon dn i omrdden med kraftigt
tidvatten bor dessa effekter vara svagare och de fiskarter som huvudsakligen detekteras
ar strandndra arter. Inventeringar med eDNA langs 4 km ldnga transekter ut fran kusten
har dven visat att inventerade samhallen skiljer sig inom transekterna och att skillnader
mellan samhéllen 6kar med 6kat geografiskt avstand (O’'Donnell mfl 2017). En viktig fraga
for pagadende och framtida studier dr hur den rumsliga och temporala spridningen av
akvatiskt eDNA fungerar i olika miljoer och hur inventeringsdata matchar traditionella
provtagningsmetoder (Shelton mfl, 2016). Det vi kan siga idag ar att majoriteten av
eDNA-ldsningarna for prover tagna i strandndra miljoer representerar den provtagna
miljon och kan ha mindre inslag av arter som lever langre ut frn stranden genom att DNA
transporteras med vattenrorelser.

Fisksamhillena inventerade i denna studie skiljer sig rejilt frdn de som normalt
detekteras i traditionella provfisken langs med norrlandskusten. Detta ar inte forvanande
och beror pa manga faktorer. Till exempel sd inriktar sig eDNA provtagningen pa en
strandndra miljo som sallan provfiskas, ndstan alla provfisken i omradet gors med
nitfiske under augusti, vilket gor att bade sdsong samt provtagningsplats skiljer sig at
(natfiske maste utforas pa djupare lokaler). Det dr dessutom val kdnt att rorliga och
pelagiska arter ar 6verrepresenterade vid natprovfisken till skillnad fran bottenlevande
arter. Vid fiskinventeringar med eDNA i sjoar och vattendrag har det visat sig att
bottenlevande arter ofta dr vanligare dn man tidigare trott just pa grund av detta metodfel.

For att jamfora forekomst av arter inventerade i strandnédra miljéer med eDNA mot
tidigare provfiskedata anvandes tillgiangligt provfiskedata i Vasterbottens Lan (268643
fiskar insamlade vid 3311 provfisken mellan 1989 och 2018. Data fran SLU Aquas databas,
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datadgare Naturvardsverket, Lansstyrelsen samt Havs- och vattenmyndigheten). Vid alla
sammanstallda provfisken i Vasterbotten har totalt 28 arter hittas med i medel 4,6 arter
per provfiske (standardavvikelse 1,5), att jamfora med eDNA-inventeringens 27 arter. Se
Figur 4a och 4b for den relativa fordelningen av fiskarter som hittats. Det ar viktigt att
notera att provfiskena utfoérts pa helt andra platser samt vid en annan sdsong dn eDNA-
inventeringen, vilket gor en direkt jaimforelse omojlig men nagra generella slutsatser kan
anda dras. Arter som oring detekterades vid 4 lokaler men forekommer sannolikt vid
samtliga lokaler. Dessa prover ar dock sa extremt strandnira sa att forekomst inte ar
sdkert detekterbar for forekommande arter som t ex gos, lax och o6ring. I framtiden
rekommenderar vi att provtagning dven sker lingre ut i havsbandet for att fa mer
kompletta data. Tre arter inventerade med eDNA har inte hittats vid ndgot natprovfiske:
elritsa, smaspigg och sandstubb. Dessa lever strandnara i augusti och har darfor troligen
inte hittats vid natprovfisken. Pelagiska eller valdigt aktiva arter (abborre, mort, gers,
stromming) utgdr nastan 90 % av alla fiskar som inventerats med nitfiske och
bottenlevande fiskar utgor mindre dn 1%. Detta kontrasterar mot resultaten fran eDNA-
inventeringen vilken indikerar att bottenlevande fiskar som stensimpa, bergsimpa och
tanglake ar betydligt vanligare dn sa. For att kunna jamfora resultaten fran traditionella
provfisken i havsmiljon med eDNA-inventeringar maste provtagningarna utforas under
samma sasong/tid och pa samma lokaler, liknande det som gjorts i sjoar och rinnande
vattendrag, vilket skulle vara en lamplig uppféljningsstudie till detta projekt.

18
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Figur 4a. Fiskar fangade vid 3311 provfisken i Védsterbottens Lan mellan 1989-2018 och deras relativa

forekomst.

Andel fisk baserat pa eDNA-traffar vid 6 platser i Vasterbottens Lén
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3.2 eDNA-kvalitet samt kvalitetskontroll

Kvalitetskontrollerna samt mangden filtrerat vatten anges i tabell 3 och foljer direktiven i bilaga
3. DNA var rent och visade hog kvalitet. Alla negativa kontroller var negativa. De positiva
kontrollerna var positiva. Mangden mansklig kontamination i proverna var extremt lag och Iag
pa 0-0,1 %. Vardena brukar i normalfall ofta ligga upp till 20-30 %. Orsaken att manskligt
DNA i féaltnegativ 1 visade 100% &r att inget annat DNA fanns i provet. Ko i proverna ar en
funktion av ko-serum i reagenserna, aven har var vardena mycket laga. Da en valdigt hog andel
av lasningarna anger malarter ar datat tillforlitligt. Ett acceptabelt véarde ligger pa 40 %
beroende pa markérer. Tva av de negativa féltkontrollerna inneholl valdigt sma mangder
forvantade kontamineringar (huvudsakligen manniska) och tva gav inga sekvenser alls.

Tabell 3. Kvalitetskontroll av eDNA och kontroller. Volym anger medelvolym filtrerat vatten i de tva replikaten. eDNA
koncentrationen uppmaéttes med Qubit Fluorometric Quantitation (Fisher Scientific). Inhiberingskontroll utférdes med
qPCR. Band pa gel av malarter efter PCR visar att provanalyserna har fungerat, PCR negativ innefattar 12 replikat.
Andel (%) icke malartstraffar anger hur stor andel av det totala antalet traffar som traffat icke-malarter per prov.
Manniska (%) anger hur stor andel av traffarna som ar pa manniska i provet.

Volym filterat eDNA konc. InI.li- ' Antl- Band pa gel PCR replikflt . Icke"- Méinnis.ka (Homo
vatten (ml) (ng/ul) bering  inhibition per markoér malartstraffar % Sapiens) %

1 2640 83 Nej Nej Ja 12 01 0
2 2700 7.6 Nej Nej Ja 12 0 0
3 3840 83 Nej Nej Ja 12 0 0
4 4000 11.2 Nej Nej Ja 12 0 0
5 4000 8.0 Nej Nej Ja 12 0 0
6 4000 9.0 Nej Nej Ja 12 0 0
7 3000 >15 Nej Nej Ja 12 0 0
8 3000 10.5 Nej Nej Ja 12 0 0
9 3000 11.9 Nej Nej Ja 12 0 0
10 3000 11.0 Nej Nej Ja 12 0 0
11 3000 >15 Nej Nej Ja 12 0 0
12 3000 104 Nej Nej Ja 12 0 0
13 3000 11.2 Nej Nej Ja 12 0 0
14 3000 >15 Nej Nej Ja 12 0 0
15 3100 >15 Nej Nej Ja 12 0 0
16 3000 9.2 Nej Nej Ja 12 0 0
17 3000 >15 Nej Nej Ja 12 0 0
18 3000 >20 Nej Nej Ja 12 0 0

Faltnegl 500 <0.02 Nej Nej Nej 12 100 100

Faltneg2 500 <0.02 Nej Nej Nej 12 0 0

Faltneg3 500 0 Nej Nej Nej 12 0

Féltnegd 500 <0.02 Nej Nej Nej 12 100

Labnegl - <0.02 Nej Nej Nej 12 100 45,7

Labneg2 - <0.02 Nej Nej Nej 12 100
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TACK

Tack till engagerade uppdragsgivare som gav mojlighet till att utfora studien, Jan Aberg
for engagemang och indirekt stéd via det parallellt utforda projektet i Robertsfors
kommun samt Pahr Hellstrom for hjalp med faltarbete.
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Bilaga 1. Enarts- och flerartsanalyser vid eDNA undersokningar

Varje levande art utséndrar genetisk arvsmassa eller DNA i sin omgivning genom respiration,
rorelser, filtrering, avforing, déda hudceller osv. Detta DNA som ldmnas kvar i miljén utan att
individen i sig provtas kallas miljdDNA eller eDNA (fran engelskans environmental DNA).

Vissa delar av en arts DNA ar helt unikt for just den arten, medan andra delar av DNA ser
likadant ut hos alla organismer i en grupp. Med hjalp av jattelika databaser cver DNA-
sekvenser, som ar Oppet tillgangliga for alla (ex https://www.ncbi.nlm.nih.gov/), kan man vélja
ut en liten bit DNA som man kan kopiera industriellt. Dessa sma bitar kallas primers. Eftersom
primern &r 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 den streckkod
som anvands for att betala for just den enskilda varan i affarer. Dessa primers, en droppe eDNA,
ett enzym och salter blandas i ett provrér. Provroret placeras i en maskin som gér DNA kopior
for just den arten. Detta kallas for PCR (Polymerase Chain Reaction) och bygger pa hur levande
celler kopierar sin arvsmassa vid celldelning.

Enartsstudier gPCR eller ddPCR (ef utfort i denna studie)

Inventering av forekomst av en enstaka art med eDNA gors med sd kallad gPCR.
Fragestallningen for dessa studier ar: Finns art X har? Varje art analyseras med en markor
som &r specifik for precis den arten. Provsvaren anger narvaro/franvaro av just den arten och
en relativ eDNA-abundans mellan olika provtagningslokaler. Minst 12 qPCR replikat skall
analyseras for att ge tillforlitliga resultat.

Om flera arter understks med enartsanalyser kan data éver relativa abundanser mellan art A
och art B inte jamforas med varandra eftersom markdrerna for varje art skiljer sig markant fran
varandra. Som exempel kan ndmnas att 1000 DNA kopior av gadda inte motsvarar 1000 kopior
av abborre och analyserna kan inte tillforlitligt svara pa vilken av arterna som ar mest
férekommande.

Flerartsstudier -Metastreckkodning genom NGS (Next Generation Sequencing)

Fragestéllningen for flerartsstudier ar; Vilka arter finns har och vilka av dessa ar vanliga
eller sallsynta? Med andra ord behdver man inte pa forhand veta vad man letar efter.

Metastreckkodning eller metabarcoding innebér att man designar en primer som &r gemensam
for alla arter inom en grupp — indelade exempelvis med fokus pa fisk, fokus pa groddjur eller
fokus pa musslor. Eftersom man analyserar flera olika arter pd en gang kallas metoden
metastreckkodning. Anledningen till att man inte kan analysera alla djurgrupper samtidigt med
en primer &r det inte finns lampliga malregioner i genomen som bade &r gemensamma for alla
arter men samtidigt varierar sa pass mycket att enskilda arter kan identifieras.

Invasiva eller skygga arter kan identifieras och antalet arter som kommer upp i en analys &r
obegransat. Om man inventerar 3 eller fler arter & denna metod att féredra, och blir snabbt mer
kostnadseffektiv an enartsanalyser. Flerartsanalyser visar dven vilka arter man har fatt och
vilket dominansforhallande dessa har till varandra i ett vattendrag. Med andra ord kan den
relativa biomassan raknas ut. Notera dock att under parningstiden férkommer DNA av de arter
som forokar sig i storre mangder da konsceller slapps ut i vattnet, vilket kan interferera med
bestdmningen av relativ biomassa.
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Bilaga 2. Kvalitetssakring av eDNA

[Faststéillande av huvudfrégestéllningar]

[ Design av faltprovtagning ]
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Darfor ar kontrollprover nédvandiga vid eDNA-provtagning

En undersékning med hjélp av eDNA som saknar positiva och negativa kontroller kan inte ge
tillforlitliga resultat. Detta géller egentligen for alla DNA-undersokningar och innefattar alla
utévare. Om en utforare avviker fran denna praxis ar resultaten inte tillforlitliga och
darmed oanvandbara.

Positiva
kontroller

Utover generella huvudprinciper for DNA-undersokningar (Griffiths m.fl. 2016) finns speciella
regelverk for kriminaltekniska (Hedman m.fl., 2017) och medicinska (SFMG, 2011)
undersoékningar. Strikta riktlinjer for ett standardiserat utdvande av eDNA-undersdkningar tas
just nu fram inom EU med utgangspunkt fran Goldberg m.fl. (2016). Dessa regler kommer att
krdva negativa och positiva kontroller som ett grundlédggande krav.

Negativ kontroll; Ett prov med vatten som inte innehaller DNA filtreras vid inventerade
lokaler med samma provtagningsmetodik. Detta prov kallas for negativ kontroll. Vidare
analyseras DNA-fria prover i olika steg av undersokningen sa att man kan forsakra sig om att
kontaminering inte férekommer i félt eller laboratorium och orsakar falska positiva provsvar.
Om DNA-signaler hittas i en negativ kontroll innebér det att undersékningen maste géras om.

Konsekvenserna av en kontaminerad negativ kontroll kan i praktiken innebéra att:

a) en frisk person far en cancerdiagnos b) fel person binds till ett brott

c) faderskapstest anger fel far till ett barn d) arter som inte finns i ett omrade
detekteras (falsk positiv)

Positiv kontroll; En positiv kontroll innebér att ett prov som innehaller ett kant DNA testas for
att verifiera att den anvanda metodiken fungerar som den skall. Om DNA-signaler inte hittas i
en positiv kontroll innebéar det att metodiken maste justeras och analysen eller unders6kningen

maste gbras om.
Konsekvenserna av en positiv kontroll utan DNA-signal kan i praktiken innebéra att:

a) en cancersjuk person blir inte diagnostiserad och dér b) en skyldig person kan inte bindas
till brottet
c) ett faderskapstest kan inte knyta ratt far till barnet d) arter som finns i ett omrade
detekteras ej (falsk negativ)
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Bilaga 3: Kvalitetskontroller som redovisas vid flerartsanalyser

1.

10.

Méngden insamlat/filtrerat vatten dokumenteras for att kunna avgéra hur mycket prov
som samlats in totalt. Alla eDNA-matningar stalls i relation till hur mycket vatten som
samlats in.

Total eDNA koncentration for samtliga prov (inkl. negativa) anges. Koncentrationen
varierar avsevart naturligt men ger andd en forsta indikation om hur eDNA
extraktionen lyckats.

Inhibitionskontroll dokumenteras och redovisas. Inhibition betyder risk for att arter
som finns i proverna inte detekteras darfor att DNA inhiberas av humus etc. Detta gar
att atgarda sa lange inhibitionstest utfors. Resultatet av antiinhibering fore och efter
utférandet redovisas sa att resultatens tillforlitlighet kan bedémas.

Band pa gel efter malinriktad PCR dokumenteras (narvaro/franvaro) inklusive negativa
kontroller. Detta visar att PCR har fungerat och kontroll av vilka prover som har spar
av malarter, eller riskerar vara kontaminerade, kan utforas.

Negativa kontroller indelade i a) falt-negativa (filter-negativa) b) extraktions-negativa
samt ¢) PCR-negativa utfors och utfallet redovisas. Detta mojliggér en kontroll av vilka
prover som riskerar vara kontaminerade och vid vilket steg detta i sa fall skett.

Prov fran ett artificiellt sammansatt samhille ("mock community”) anvidnds som
positiv kontroll vid PCR och sekvensering. Falska positiva prover redovisas. De
positiva proverna forsékrar att PCR och bioinformatiken fungerar som avsett.

Det totala antalet sekvenseringslasningar, samt andel (%) av malarterna i lasningarna
redovisas. Detta ger en bild av hur val sekvenseringen av malarterna lyckats.

Andel sekvenser (%) av manniska, ko, och gris (vildsvin) och bakterier som
forekommer som bakgrundssekvenser redovisas. Detta mdjliggor en kontroll av att
tillrackligt manga lasningar tacker malarterna.

Minst 12 PCR replikat per art/artgrupp och eDNA prov utférs. Maximalt 4 av dessa
sammanslas i sekvenseringen. Farre replikat minskar analyssakerheten avsevart.

Antal prover for en specifik MiSeq-kdrning (sekvensering) éverstiger inte 100 stycken
exklusive sekvenseringskontroller. Detta sakerstéller att antalet 1&sningar per prov
inte ska bli alltfor 1&gt for att kunna detektera ovanligare arter.
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