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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 déda celler. Dessa genetiska spar kallas eDNA. Akvatiskt eDNA
ar sparen som organismer avger i vattenmiljon. eDNA kan utvinnas ur sma mangder
vatten (0,1 - 5 liter) och genom molekyldra analyser ange vilka arter som befinner sig
inom ett omrdde utan att man varken ser eller fangar organismen. eDNA ger en
uppskattning artforekomst om nutid eftersom DNA i vatten sonderfaller inom nagra
dagar efter det att en specifik art limnat miljon.

Denna rapport redovisar resultaten fran en eDNA-metabarkodningsanalys av fisk i 10
strandndra prover tagna lings med kusten fr&n Olandsbron till Ystad och jamfor
resultaten med alla tillgdngliga data fran nétprovfisken inom samma kustomrade. En
direkt metodjamforelse ar inte mojlig da olika lokaler provtagits med de olika
metodikerna, provtagning har skett under olika sdsonger och syftena med
undersokningarna skiljer sig. Vid de 1570 natprovfisken som utforts pa 899 stationer i
studieomradet (Ostra Skane, Blekinge och Sodra Kalmar) 2002-2018 identifierades
60978 fiskar av 43 arter med i medeltal 4,1+0,1 arter (95% konfidensintervall) per
provfiske. Fran de 10 eDNA-proverna tagna i samma studieomrade, men enbart fran
strandndra lokaler, detekterades 36 fiskarter med i medeltal 14,2%1,7 arter per
provtagning. Med antagandet att data fran natprovfiskena och e-DNA inventeringarna ar
direkt jamforbara behovs ca 400 natprovfiskade stationer i studieomradet for att
detektera samma antal arter som tio eDNA-prov, vilket motsvarar en fangst av ca 15 000
fiskar. Vid natprovfiskena fanns dven registrerade bifangster av sjofaglar, bland annat den
rodlistade ejdern (Somateria mollissima). eDNA-analyserna detekterade bade rodlistade
arter samt fraimmande arter.
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1. INLEDNING

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, fallor och
undervattenssonar. Dessa metoder har begriansningar 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 dr ett potentiellt problem i bevarandeekologiska undersékningar
(Wheeler m.fl. 2010). En annan begransning av konventionella metoder ar att sallsynta,
invasiva och svarfangade arter inte uppticks, och deras férekomst underrapporteras
vilket ger stora felmarginaler i insamlade data (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).

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, avfoéring, 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 mangder vatten och genom molekyldra
analyser ange vilka arter som befinner sig inom ett omrade, utan att man ser eller fangar
organismen. Eftersom eDNA i vattenmassan ar relativt kortlivat ger analyserna en bild av
artforekomst i nutid (uppskattningsvis ca 2-10 dagar). 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). Vidare har flera studier visat att eDNA i
sjoar och rinnande vatten detekterar flera arter dan vad standardiserade provfisken gor
(Hanfling m.fl 2016, Hellstrom & Spens 2017 a, b, ¢, Hellstrom m.fl 2018).
eDNA-metodiken ar sarskilt lamplig for arter som ar svara att samla in eller att identifiera
morfologiskt.

2. MATERIAL OCH METODER

2.1. Faltarbete - eDNA

[ oktober 2017 utféorde AquaBiota vattenprovtagningar for eDNA vid 10 lokaler langs med
kusten fran Firjestaden vid Olandsbron till Ystad i Sydéstra Skane. eDNA-provtagningen
i studien var avgransad till lokaler som kunde provtas utan tillgdng till bat.
Provtagningspunkter anges i Tabell 1 och Figur 2. Provtagning utférdes vid platser dar
svartmunnad smorbult ar kant etablerad, vid platser diar den misstianktes forekomma
samt vid utvalda hamnar. Syftet med provtagningen var inte att samla in data for
jamforelser mot natprovfisken. Vattentemperaturen matte 10,6-13,8 °C i proverna
(vatten insamlat fran 0-0,5m djup).



Innan provtagningen genomfdrdes i filt, steriliserades all provtagningsutrustning.
Filtreringsutrustning koptes in som sterila DNA-fria engangsférpackningar. Pa de
provtagningspunkterna samlades 6 liter vatten in i form av 10 stycken underprover 50 m
i vardera riktningen fran provpunkten. Vattnet blandades och filtrerades. Negativa
faltkontroller —utgjordes av rent vatten som hanterades med samma
provtagningsutrustning och filtrerades i falt fér att utesluta kontaminering av DNA mellan
prover eller fran provtagare. Insamling och fixering foljde Spens m.fl. (2017).

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

Provpunkt Latitud Longitud Datum Tid H20 °C
1.Farjestaden, smabatshamn 56,649 16,464 15 okt 15:35 13,8
2. Kristianopel, fiskehamn 56,256 16,044 15 okt 11:08 12,5
3.Karlskrona, hamnomrade 56,157 15,594 15 okt 10:20 12,7
4. Tromto, bro 56,165 15,460 15 okt 09:50 13,1
5. Ronneby, hamnomrade 56,169 15,307 15 okt 09:29 12,5
6. Pukavik, Blekinge 56,160 14,685 14 okt 09:56 11,9
7. Tosteberga, fiskehamn 55,997 14,445 14 okt 11:24 12,2
8. Vitemolla, fiskehamn 55,699 14,207 14 okt 14:09 10,6
9.Kaseberga, smabatshamn 55,383 14,063 14 okt 15:59 12,7
10. Ystad, hamnomrade 55,425 13,815 14 okt 17:26 13,6

2.2. Laboratoriearbete - eDNA

2.2.1. Extraktion, PCR och sekvensering
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Figur 1. Flodesschema som visar de olika stegen fér eDNA undersékningar.
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Flodesschemat i Figur 1 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. Proverna analyserades med
flerartsanalyser for forekomst av fisk. Varje PCR prov utférdes i 12 replikat som
sammanslogs under bioinformatiken. Markdérer som amplifierar rDNA pa 12S genen
anvandes for fisk (Miya m.fl 2015). Principerna fér metabarkodning foérklaras mer
utforligti bilaga 1. Vidare anvandes en positiv DNA "mock community” kontroll med kand
artsammansattning av tropiska fiskar som standard for jamforelse. Negativa kontroller
analyserades ocksa for att beddma kvalitetsparametrar (se bilaga 2).

2.2.2. Bioinformatik och verifiering

Varje enskild art har en unik streckkod (Se bilaga 1) eller sekvens. Varje unik sekvens fick
en molekyldr identitet. De olika sekvenserna kdérdes 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 dn 370 000 kédnda arter finns tillgdngliga (Benson m.fl. 2017, bilaga 1)
med 0,6 miljarder sekvenser och 2,6 biljoner baspar enligt NCBIs hemsida. Sekvenserna
lagrade hos NCBI ar endast delvis kurerade (verifierade av taxonomer) och kan ibland
vara felaktiga. Efter kvalitetsfiltrering av data kérdes darfor alla sekvenser dven mot en
kurerad databas over alla Europas fiskar som uppratthalls av NatureMetrics Ltd.
Artidentifiering baserar sig pa fullstindig match mot en referens. I vissa fall kan arter ha
en likadan sekvens och dda ndmns bdda arterna i resultattabellerna. Databaserna
uppdateras l6pande och arter som inte har referenssekvenser inkluderas nir de blir
tillgdngliga. Naturhistoriska Riksmuseet i Stockholm innehar en databas pa
mitokondriella genomet hos Sveriges alla fiskarter vilka férvantas bli allmant tillgdngliga
eftersom denna information har stor samhallsnytta och sparar pa resurser for att
forbattra eDNA resolution pa artniva.

De olika sekvenserna matchades mot databasen och fick pa sa satt fisk, daggdjurs och
groddjurs identitet. Tack vare nya framsteg inom metabarkodning ar det mojligt att fa
traffar pa artniva istdllet for enbart familje- eller genusniva for manga djurgrupper.
Antalet lasningar per art gav en relativ uppskattning av hur mycket eller litet arten
forekom i ett prov.

Ju mer DNA fran en viss fisk i provet, desto fler lasningar. Foérenklat sa ar den relativa
mangden DNA fran en viss art proportionellt mot den relativa biomassan i samhallet. Det
finns artspecifika faktorer som komplicerar till det hela en del, vilket man maste justera
for (exempelvis kopieras vissa arters DNA mer effektivt dn andras). Detta beror dven pa
hur proverna samlas in samt analyseras sa det finns manga studier med annan metodik
som inte ser detta samband men det finns flera studier i dammar och sjoar som visar att
det ar en god 6verensstimmelse mellan den relativa andelen DNA-traffar och den relativa
andelen biomassa. Det ar mycket som paverkar sa det ar inte ett 100%-igt samband men
det ar absolut inte heller for natprovfisken.

Sambandet biomassa och antalet lasningar finns att hdmta i Hanfling mfl, 2016, Evans mfl
2016 och Ushio mfl 2018. Osdkerheterna ar minst lika stora som for natprovfiske men det
ar svart att dra nagra generella slutsatser med det kunskapsldge vi har idag. Fran
AquaBiotas dnnu opublicerade studier i extremt vil undersokta svenska sjoar finns ett



tydligt samband mellan relativa biomassa av fisk och antalet lasta DNA-sekvenser for en
specifik art. Samma sak géller for de skotska sjoar som Hanfling mfl (2016) har undersokt.

2.3. Datasammanstallning - natprovfisken

Data fran natprovfisken utférda pa uppdrag av Lansstyrelsen i Blekinge Lian pa 89
positioner under 2018 (data tillhandahélls av Jenny Hertzman, Lansstyrelsen) samt
provfisken fran 2002-2017 i SLU Aquas databas KUL (datadgare Naturvardsverket,
Lansstyrelsen samt Havs- och vattenmyndigheten) sammanstalldes i en databas. Det
sammanlagda data utgjorde 1570 nitprovfisken pa 899 positioner i studieomradet Ostra
Skane, Blekinge och Sédra Kalmars Lan med 60 978 infangade och identifierade fiskar.
Data fran kustfiskedvervakningen utfért av SLU fanns inte uppfort i databasen i Novmber
2018 da data for denna rapport analyserades.

3. RESULTAT OCH DISKUSSION

De vanligast forekommande arterna pa lokalerna provtagna med eDNA-proverna var sill,
storspigg, smaspigg, mort, benldja, sandstubb och al som alla forekom pa 7 av 10 lokaler
(Tabell 2). Provfiske med nat utférdes for lansstyrelsen i Blekinge i Blekinge skargard
2018 dar forvanansviart mycket spar av al patraffades i naten (Johan Spens pers.
kommunikation). Se bilaga 4 for vetenskapliga namn pa fiskarna i studien. De vanligast
forekommande arterna i de 1570 natprovfiskena var abborre (detekterad vid 1105
provfisken), mort (931 detektioner) sill (503 detektioner), benloja (463 detektioner) och
skrubbskaddda (457 detektioner). Vid de 1570 natprovfiskena som utforts detekterades
totalt 43 arter med i medeltal 4,1+0,1 arter (95% konfidensintervall) per provfiske och
18 arter detekterades i mindre dn 1 % av provfiskena. Vid de 10 eDNA-stationerna som
analyserades i studieomradet detekterades 36 arter med i medeltal 14,2+1,7 arter per
provtagning. Abborre skulle troligtvis ha dominerat ndra typiska abborrlokaler. Proverna
togs i oktober och provtagningen var riktad mot svartmunnad smorbult.



Tabell 2A. Andel biomassa (%) av malarterna fiskar inom varje lokal. *antalet ldsningar pa
kusttobis/havstobis ** antalet ldsningar pd id/stam *** antalet ldsningar pd sldktet Zoarces (se text
fér mer information).

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
braxen 9.7 3.6 0.8 4.8
benldja 0.1 0.1 1.1 4.1 16.1 0.5 1.0
kusttobis/havstobis* 0.2 1.0 7.7 2.8 1.8
al 4.5 1.3 3.8 2.6 24.6 1.9 13.7
bjorkna 0.5 0.1
ruda 0.0
sill 14.5 1.7 2.1 0.5 1.8 7.8 7.0
sik 0.3 0.2
stensimpa 2.4
gadda 0.1 8.5 12.4 1.5 8.6 2.0
torsk 1.4 2.5 0.8
storspigg 659  21.0 2.3 1.1 240 389 0.6
svart smorbult 0.2 2.1 0.3
gars 1.0
id/stam** 0.4 0.2 2.3 2.5 0.7 4.4
storre ringbuk 0.3
rotsimpa 0.3
svartmunnad smorbult 20.5 30.6 57.1 26.3 1.8 10.4
abborre 0.0 1.6 30.1 16.3 2.3 2.4
tejstefisk 0.3
skrubbskadda 0.3 0.2 0.5 15.1 14.7 16.4
rodspatta 0.2 0.2 0.2
grasej 0.2
sandstubb 4.1 1.4 13 0.2 0.3 2.4 3.3
smaspigg 1.5 7.5 0.3 0.6 59.9 54.1 0.2
mort 0.1 4.4 1.8 5.5 23.1 0.4 2.7
oring 0.3 26.8 39.0 5.3 0.7
backroding 0.1
g0s 0.4
sarv 0.7 0.3 0.8
piggvar 0.6 0.9 0.4
tangspigg 0.1 1.2 13.8 0.5
tangsnalla 3.0 1.1 5.7 2.7 0.3 2.0
oxsimpa 2.8 11.7 3.5
sutare 0.3 0.4
Tanglake*** 2.6 15.0 0.2 3.0 50.0 27.4
Summa 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100
Antal arter 16 15 13 16 17 12 8 13 15 17
Shannon H’ 1,12 1,89 1,54 1,99 1,97 1,19 0,99 1,73 1,67 2,23



Tabell 2B. Antal eDNA-Ildsningar pd malarterna fiskar inom varje lokal. Antalet ldsningar pd

kusttobis/havstobis ** antalet ldsningar pd id/stam *** antalet ldsningar pd sldktet Zoarces (se
text for mer information).

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
braxen 4773 1448 279 1008
benldja 48 53 416 2010 6532 143 363
kusttobis/havstobis 148 349 2826 973 384
al 1630 649 1564 750 9009 663 2854
bjorkna 245 43
ruda 37
sill 7240 626 837 134 670 2670 1460
sik 148 99
stensimpa 1202
gadda 67 3082 6084 597 2493 705
torsk 520 847 167
storspigg 51453 10526 846 563 6972 13500 233
svart smorbult 87 1028 118
gars 397
id/stam 336 96 1114 1010 228 923
storre ringbuk 106
rétsimpa 112
svartmunnad smérbult 16018 15331 20725 12917 727 2179
abborre 36 590 14804 6622 664 511
tejstefisk 118
skrubbskadda 240 62 187 5535 5006 3436
rodspatta 60 61 36
grasej a1
sandstubb 3239 698 490 84 91 892 687
smaspigg 1202 3736 96 281 17427 18783 43
mort 57 2188 652 2691 9398 102 555
oring 166 10918 14302 1818 143
backroding 32
g0s 346
sarv 348 126 237
piggvar 504 318 133
tangspigg 83 607 5011 181
tangsnalla 2377 549 2068 1314 128 708
oxsimpa 1030 4011 733
sutare 171 160
tanglake 2001 7508 74 1115 17070 5729
Summa 78125 50036 36306 49158 40690 29107 34713 36628 34158 20889
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Figur 2. Oversiktskarta med provtagningslokalerna (réda punkter) och pajdiagram med fordelningen av fiskarter per lokal (andel eDNA-tréffar). Se tabell 2 for
exakta vdrden for antal trdffar per art vid respektive lokal. Bakgrundskarta © OpenStreetMap contributors, CC-BY-SA.



Fisksamhallen inventerade med eDNA skiljer sig fran de som normalt detekteras i
traditionella natprovfisken. Den storsta skillnaden att betydligt fler antal arter detekteras
med eDNA-provtagning per provtagen station (Figur 3). Att till viss del andra arter
detekterats dn vid natprovfisken ar inte forvanande och beror pa manga faktorer. Till
exempel sd inriktar sig eDNA provtagningen pa en strandnara miljo som séllan provfiskas,
ndstan alla provfisken i omradet gors med natfiske under augusti, vilket gor att bade
sdsong samt provtagningsplats sKkiljer sig at (natfiske maste utféras pa djupare lokaler).
Det ar dessutom val kdnt att rorliga och pelagiska arter ar overrepresenterade 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.
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Figur 3. Oversiktskarta dér storleken pd punkterna reflekterar antalet funna fiskarter per lokal i
studieomrddet. Ndtprovfisken dr markerade med rosa punkter och eDNA provtagningslokalerna
med orangea punkter. Bakgrundskarta © OpenStreetMap contributors, CC-BY-SA

De fiskarter som inte detekterades med de 10 kustndara eDNA-proverna men hittats med
natprovfiske i Blekinge ldn &r antingen sédllsynta i datat: horngddda (0,1% av
natprovfiskena), mindre havsnal (0,5% av ndtprovfiskena), nors (1,2% av
natprovfiskena), sandskadda (0,3% av natprovfiskena), vitling (0,3 % av natprovfiskena)
eller lever pelagiskt pa djupare vatten: skarpsill (9,8 % av néatprovfiskena) eller



uppehdller sig pa djupare vatten vid den provtagna perioden: vimma (3,3 % av
natprovfiskena) och tobiskung (6,5 % av natprovfiskena).

Det ar viktigt att notera att provfiskena utforts pa helt andra platser samt vid en annan
sdsong dn eDNA-inventeringen, vilket gor en direkt jamforelse omdjlig men nagra
generella slutsatser kan dnda dras. For att kunna jdmfora resultaten fran traditionella
provfisken i havsmiljon med eDNA-inventeringar maste provtagningarna utféras under
samma sdsong/tid och pa samma lokaler, liknande det som redan gjorts i extensivt
provfiskade sjoar och rinnande vattendrag i bland annat Storbritannien, Frankrike och
Sverige. Med antagandet att datat i studieomradet fran natprovfisken och e-DNA
inventeringarna trots allt ar direkt jamforbara skulle det enligt sa Kkallade
artackumulationskurvor behovas ca 400 natprovfiskade stationer i studieomradet for att
detektera samma antal arter som tio eDNA-prov, vilket motsvarar ca 15 000 fiskar (Se
Figur 4). P4 motsvarande sitt kan man forviantas hitta ca 15+5 fiskarter (95%-
konfidensintervall) med 10 natprovfiskelokaler i studieomradet vilket kan jamforas med
de 36 arter som hittades med eDNA-inventering.

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

Volym eDNA konc. Inhi-bering Anti- Band pa gel PCRreplikat  Icke-malart  Ménni
filtrerat (ng/ul) inhibering per markor % ska %
vatten (ml)
1 3000 11 Nej Nej Ja 9 0 0
2 660 6 Nej Nej Ja 9 0,35 0,13
3 1500 5 Nej Nej Ja 9 0,50 0,27
4 1440 8 Nej Nej Ja 9 0 0
5 1200 6 Nej Nej Ja 9 0,24 0,10
6 660 5 Nej Nej Ja 9 1,42 1,25
7 1000 10 Nej Nej Ja 9 0,43 0,27
8 1000 8 Nej Nej Ja 9 0 0
9 1200 8 Nej Nej Ja 9 0,11 0
10 270 6 Nej Nej Ja 9 0 0
Filtneg 450 1 Nej Nej Ja 9 100 40
Labneg - <0,01 Nej Nej Nej 9 85 39

Antalet fiskar som fangats i svenska provfisken var totalt 6 411 934 individer under 2016
enligt Jordbruksverket (Ljung&Bornestaf, 2018), vilket ger ett betydande antal fiskar som
avlivas med framsta syfte att samla in information om biologisk mangfald. I nagra av
natprovfiskena som sammanstallts i studieomradet forekom aven bifangster i form av
sjofaglarna skiaggdopping samt ejder (listad som VU, sarbar pa svenska rodlistan). Denna
typ av bifangster ar dock relativt sdllsynta och risken for bifangster varierar mellan olika
omraden. Vid eDNA-inventeringar ar risken for bifangster av exempelvis hotade fagel-
och daggdjursarter obefintlig, samtidigt som inga fiskar behoéver skadas, plagas eller
dodas till skillnad fréan natprovfisken.
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Figur 4. Artackumulationskurvor som visar hur manga taxa (fiskarter) man férvintas kunna hitta i omrddet vid ett visst
antal nitprovfisken (vinster) och eDNA-prover (héger). De réda linjerna visar medelvirden och de bld linjerna 95%-
konfidensintervall.

D& eDNA ér relativt kortlivat i vattenmiljéon (normalt nagra dagar till 2 veckor) ger
resultaten en bild av fisksamhallet for en kort period innan provtagningstillfallet. Detta
medfor att malarter av sarskilt intresse som utnyttjar omraden under en begriansad
period av dret, for exempelvis lek, dr det av vikt att genomfora provtagningen nir
forhallandena ar lampliga och vid ratt vattentemperatur. Detta giller naturligtvis dven
inventeringar med natprovfiske. Exempelvis lever svartmunnad smorbult (Neogobius
melanostomus) normalt pa djupare bottnar under vintern och ar darfor lampligast att
provta vid strandnédra lokaler under var, sommar och host (vattentemperatur éver ca
9°Q).

Erfarenheter av eDNA-provtagning och metabarkodning i havsmiljon ar i dagslaget
begransade men ny forskning i omraden med tidvatten (Kelly mfl, 2018) har visat att
strandndra samhallen inventerade med eDNA ar liknande mellan tidvattencykler men att
det relativa bidraget fran icke-strandnara arter till samhallet forandras nar fysikalisk-
kemiska vattenparametrar forandras (dvs nar olika typer av vattenmassor kommer in
med olika tidvattenscykler). Inventeringar med eDNA langs 4 km langa transekter ut fran
kusten har aven visat att inventerade samhallen skiljer sig inom transekterna och att
skillnader mellan samhéllen 6kar med 6kat geografiskt avstand (O’Donnell mfl 2017). Det
finns dven en stor utspddningseffekt av eDNA i havsmiljon pd grund av de stora
vattenvolymerna. En viktig fraga for pagdende och framtida studier ar hur den rumsliga
och temporala spridningen av akvatiskt eDNA fungerar i olika miljder och hur
inventeringsdata matchar traditionella provtagningsmetoder (Shelton mfl, 2016). Det vi
kan sdga idag ar att majoriteten av eDNA-ldsningarna for prover tagna i strandndra
miljoer representerar den provtagna miljon (pa en skala mellan ndgra hundratals meter
till kilometer) och kan ha mindre inslag av arter som lever ldngre ut fran stranden genom
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att DNA transporteras med vattenrorelser. For att kunna svara pa fragan om pa vilket
avstand fiskarter kan detekteras med eDNA i havsmiljon behdvs fortsatt forskning men vi
vetredan idag att det ar ett komplext svar och att det ar valdigt plats- och metodberoende.
Genom uteslutningsmetoden kunde en del fiskar artbestimmas dven om de inte direkt
gick att identifieras till artnivd med den genetiska markor och det genetiska
referensbibliotek som anvants. Tdnglake identifierades genetiskt till genusniva (Zoarces)
men tanglake (Zoarces viviparus) ir den enda arten i sldktet som forekommer i Ostersjon.
Id/stdm ar sa narbesldktade att de inte kunde inte skiljas at genetiskt med den markor
som anvants. Id dr ocksa en art som hybridiserar med flera karpfiskar i olika sldkten och
ar diarmed i manga fall valdigt svar att identifiera pa artniva morfologiskt. For att kunna
identifiera alla taxa direkt till artniva kan flera genetiska markorer anvéindas, vilket dock
har nackdelen kostnaden for provanalys okar. Det genetiska referensbiblioteket som
finns tillgdngligt forbattras &ven kontinuerligt, framst via olika taxonomiska
forskningsprojekt och det ar viktigt att detta arbete fortsiatter pa global niva.
Problematiken med att narbesldktade arter inte alltid kan skiljas at forekommer dven vid
traditionella inventeringar av fisk (exempelvis skiljer man séllan pa kusttobis/havstobis
i den nationella miljo6vervakningen) och ar ofta sarskilt problematisk nar det galler
identifiering av fisklarver och juveniler, vilka dessutom ar svara att fanga in med
traditionella metoder.

* Traditionella « eDNA

Artsammansattning *  Artsammansattning

v v

Artforekomst

Langd/aldersfdrdelning fantal individer » Langd/aldersférdelning/antal individer

X

Figur 5. Jamforelse mellan traditionella fiskemetoder och eDNA.

Artforekomst

I denna undersokning var malet att detektera strandnara fiskarter, deras forekomst/icke
forekomst samt relativa biomassa vid de olika provpunkterna. Detta utfordes med hjalp
av artmarkorer. For analyser av lek av tex. gaddda och sik kan prover tas vid lektiden och
efterdt, eftersom eDNA ar oproportionerligt hogt for arter vid lek. Artspecifika
analysmetoder existerar som kan bekrafta lek vid provtagingstillfille och ange gameter
av arter i vattnet.

Analys av eDNA med metabarkoding dr en metodik som kan anvandas for att inventera
och tydligt visa den mangfald av fiskarter som forekommer langs med den svenska
Ostersjokusten. Trots att lokalerna som har provtagits i flera fall ligger i eller i nira
anslutning till paverkade omraden som hamnar visar de upp en hog grad av biologisk
mangfald i form av antal fiskarter. 19 av 10 eDNA-prover identifierades d4ven minst en
rodlistad fiskart i jimforelse med ca 1 av 3 nitprovfisken (530 av 1570). Al 4r listad som
akut hotad (CR) pa Sveriges, HELCOMs samt den globala rodlistan (CR). Sik &r listad som
sarbar (VU) pa den globala rodlistan (Freyhof, 2011) och starkt hotad (EN) pa HELCOMs
rodlista. Torsk ar listad som sarbar (VU) pa den svenska samt HELCOMs rodlista.
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HELCOMs rodlista har dven listat tanglake och piggvar som néra hotad (NT) och dring
som sarbar (VU).

[ bade eDNA-proverna samt natprovfisken fran de senaste aren var det vanligt med fynd
av den invasiva frimmande arten svartmunnad smorbult, vilken nu utgér en signifikant
andel av fisksamhallet i Blekinge. Det relativa antalet eDNA-tréaffar for flerartsstudier med
metabarkodning pa fisksamhéllen har i flera studier visat vara proportionellt till relativa
abundanser av fiskars biomassor med R2-viarden for regressioner mellan ca 0,6-0,9 (se
exempelvis Hanfling mfl, 2016, Evans mfl 2016 och Ushio mfl 2018) och sambandet anses
idag vara relativt gott till skillnad for nagra ar sedan. Det finns dock manga faktorer som
paverkar sambandet mellan antalet eDNA-ldsningar och biomassor, bland annat
vattentemperatur och kan paverkas starkt av metodval som val av genetisk markor,
anpassningar av laboratorieanalyser samt bioinformatiken (Pont mfl, 2018). Mycket
forskning pagar kring hur eDNA-inventeringar ska kunna ge tillforlitligare
uppskattningar av relativa biomassor i fisksamhallen och ett stort metodsteg framat har
varit var inkluderingen av en intern standard i form av positiva kontrollsamhallen till
prover (se exempelvis Ushio mfl 2018). Noterbart dr ocksa att vattentemperatur dven ar
en faktor som kraftigt paverkar natprovfisken med nordiska 6versiktsnat (se exempelvis
Linlgkken & Haugen 2006 och Olin mfl, 2017). Exempelvis har en norsk studie i sjdar visat
att en 0kning eller sdnkning av vattentemperaturen med 5°C fran ett fangstoptimum for
abborre vid 15°C far en medeleffekt pa fangsten som motsvarar ungefar en halvering av
populationsdensiteten av abborre (Linlgkken & Haugen 2006).

[ eDNA-proverna detekterades dven backroding som likt svartmunnad smorbult ar en art
som inte dr inhemsk i Sverige. Backrdding, ibland kallad amerikansk backroding, har sitt
ursprung i Nordamerika och har satts ut i svenska vattendrag och sjoar fran slutet av
1880-talet, inklusive i Blekinge. Det ir dock vildigt ovanligt att den hittas i Ostersjon, men
individer har hittats exempelvis vid Upplandskusten och det dr kdnt att arten kan vandra
ut till havet en tid for att sedan atervanda till sétvatten. Detektionen skulle dirmed kunna
handla om ndgon enstaka individ som har vandrat ut till havet eller kontamination fran
avlopp eller fiskrensning. Detektionen kan &ven bero pa rensad fisk som anvéants for bete
i ryssja/langrev.

Den relativt hoga andelen 6ring vid provtagningsplatserna i Ronneby och Vitemélla kan
bero pa eDNA-rester fran fangad och rensad fisk, inte osannolikt att det skett eftersom
proverna tagits i anslutning till hamnar dar fiskefartyg lagger till. For att eDNA-analyser
ska ge en rattvisande bild av fisksamhallet i provtagningspunkten och inte inkludera
exempelvis fisk insamlad av fiskare bor provtagning utforas vid platser med lagre grad av
mansklig aktivitet. En relaterad problematik att utsldpp fran reningsverk och enskilda
avlopp, samt avforing fran rovdjur ocksa kan utgoéra en killa till eDNA. eDNA-metodiken
ar ocksa mycket kanslig for kontaminering och det ar nédvandigt att bade positiva och
negativa kontrollprover anvidnds i alla genetiska studier (se Bilaga 2 och 3). Fagelavforing
kan dven innehalla eDNA som ger signaler. Detta kan verifieras genom att undersoka
forekomsten av fagelsekvenser med markorer som detekterar en stérre vidd av
ryggradsarter.
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Kostnaden for att inventera 10 eDNA-prover tagna i de delomrdden som de tva
natprovfiskena i Blekinge 2018 (med bat samt analyser och rapport) uppskattas i
dagslaget till en storleksordning av ca 30-50 % av kostnaden for de bada
provfiskestudierna tillsammans men kostnadsjamforelser ar svara da olika typer av data
samlas in med de olika metoderna och kostnaden per prov féor eDNA-inventeringar
minskar med ett 6kat antal prover i samma omrade. For att kunna bedéma
kostnadseffektivitet med olika metoder maste syftena for datainsamlingen definieras. Om
syftet ar att inventera biologisk mangfald i form av antalet fiskarter i akvatiska miljoer ar
redan idag eDNA-inventeringar mycket kostnadseffektiva. Om syftet daremot ar att
exempelvis utvardera fisksamhallets storleksfordelning (langd och vikt for respektive
fiskart) d&r eDNA inte kostnadseffektivt da ingen information om fiskars antal eller
individuella storlek fds med metoden. Om vi antar att de monetédra kostnaderna for att
detektera alla fiskarter inom ett visst omrade med eDNA-metodik och natprovfisken ar
motsvarande finns dnda starka etiska fordelar med e-DNA. Genom att eDNA &r en icke-
destruktiv metod sa finns fordelar ur ett djurskyddsetiskt (flera tusen fiskar behover inte
avlivas eller utsattas for smarta vid néatfangsten) samt bevarandeetiskt perspektiv (vi
behover inte skada eller stora den biologiska mangfald vi vill skydda).
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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, doda hudceller osv. Detta DNA som ldmnas kvar i miljon utan att individen i sig
provtas kallas miljodDNA eller eDNA (fran engelskans environmental DNA) och kan samlas in och renas
fram. Vissa delar av en arts DNA &r helt unikt for just den arten, medan andra delar av DNA ser likadant
ut hos alla organismer i en grupp. Med hjélp av jattelika databaser 6ver DNA-sekvenser, som &r 6ppet
tillgéngliga for alla (ex https://www.ncbi.nlm.nih.gov/), kan man valja ut en liten bit DNA i ett omrade
av ntresse inom genomer som kan kopiera industriellt. Man tillverkar dessa sma bitar som aven kallas
oligo, primer eller markér, for att de enbart skall analysera den del av genomet man &r intresserad av,
detta gor att analyserna tar kort tid och dr l&tta att hantera i jamforelse med hela genomstudier. Markdren
for en art kan ibland matcha en hel artgrupp ss fiskar vilket forskare kan dra nytta av eftersom den da
kopierar DNA for ett specifikt omrade for en hel artgrupp. Resultatet, dvs en liten bit av DNA som
markoren kopierar kallas barcode (streckkod), och kan liknas vid den streckkod som anvénds for att
betala for just den enskilda varan i afférer. Dessa markdrer en droppe eDNA, ett enzym och salter blandas
i ett provror. Provroret placeras i en maskin som gor DNA kopior for just den artgruppen. Detta kallas
for PCR (Polymerase Chain Reaction) och bygger pa hur levande celler kopierar sin arvsmassa. Med
hjalp av en sekvenseringsmaskin kan man sedan l&sa sekvenserna for DNA-kopiorna. Denna information
jamfors sedan mot databaser 6ver arter och deras DNA-sekvenser for att bestdmma vilken eller vilka
arter DNA-sekvenserna tillhorde.

Enartsstudier gPCR eller ddPCR levereras ej i detta projekt

Inventering av forekomst av en enstaka art med eDNA gérs med sa kallad gPCR. Fragestallningen for
dessa studier &r: Finns art X har? Varje art analyseras med en markdr 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 gPCR replikat skall analyseras for att ge tillforlitliga resultat.

Om flera arter understks med enartsanalyser kan data dver relativa abundanser mellan art A och art B
inte jamforas med varandra eftersom markorerna 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 forekommande.

Flerartsstudier -Metastreckkodning genom NGS (Next Generation Sequencing)
Fragestallningen for flerartsstudier &r; 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 innebdr 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 pa en gang kallas metoden metastreckkodning. Anledningen
till att man inte kan analysera alla djurgrupper samtidigt med en primer ar det inte finns ldampliga
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 obegrénsat.
Om man inventerar 3 eller fler arter &r denna metod att féredra, och blir snabbt mer kostnadseffektiv &n
enartsanalyser. Flerartsanalyser visar aven vilka arter man har fatt och vilket dominansforhallande dessa
har till varandra i ett vattendrag. Med andra ord kan den relativa biomassan uppskattas. Notera dock att
under parningstiden férkommer DNA av de arter som férokar sig i stérre mangder da konsceller slapps
ut i vattnet, vilket kan stora bestdmningen av relativ biomassa.
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Bilaga 2. Kvalitetssakring av eDNA

Ddrfor dér kontrollprover nédvéndiga vid eDNA-provtagning

En undersokning med hjalp 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.

Utover generella huvudprinciper for DNA-undersokningar (Griffiths m.fl. 2016) finns speciella
regelverk for kriminaltekniska (Hedmanm.m.fl. 2017) och medicinska (SFMG, 2011)
undersoékningar. Strikta riktlinjer for ett standardiserat utdvande av eDNA-undersokningar tas
just nu fram inom EU med utgangspunkt fran Goldberg m.fl. (2016). Dessa regler kommer att
kréva negativa och positiva kontroller som ett grundldggande 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 understkningen sa att man kan forsdkra 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 kdnt DNA testas for
att verifiera att den anvanda metodiken fungerar som den skall. Om DNA-signaler inte hittas i
en positiv kontroll innebar det att metodiken méste justeras och analysen eller undersékningen

maste goras 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 inte (falsk negativ)
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Strandndra eDNA-analyser och natprovfisken i Blekinges kustomrade

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-maétningar 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 bedomas.

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 mojliggdr en kontroll av vilka
prover som riskerar vara kontaminerade och vid vilket steg detta i sa fall skett.

Prov fran ett artificiellt sammansatt samhélle ("mock community”) anvdnds 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 vél sekvenseringen av malarterna lyckats.

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

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

Antal prover for en specifik MiSeq-korning (sekvensering) éverstiger inte 100 stycken
exklusive sekvenseringskontroller. Detta sakerstéller att antalet l1&sningar per prov
inte ska bli alltfor 1&gt for att kunna detektera ovanligare arter.

Referenser:

o Goldberg, Caren S., m.fl.. 2016. Critical considerations for the application of environmental DNA methods to detect
aquatic species. Methods in Ecology and Evolution, 7.11: 1299-1307.

o Griffiths Anthony et al. 2016. An Introduction to Genetic Analysis. 11th edition. WH Freeman. New York. ISBN-13: 978-
1464109485.

o Hedman, Johannes m.fl.. 2017. Pre-PCR processing-projektet, P4 Stérkt beredskapskapacitet via rationell
laboratoriediagnostik samt forenklad provberedning. -Nationellt Forensiskt Centrum, NFC 2017-05-07. NFC Rapport
Avdelningskansliet 2017:04

e SFMG, Svensk Forening for Medicinsk Genetik. 2011. Riktlinjer for kvalitetssakring i klinisk genetisk
verksamhet.http://sfmg.se/download/riktlinjer/Kvalitetsriktlinjer/sfmg_riktlinjer-for-kvalitetssakring_rev101228.pdf
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Bilaga 4: Vetenskapliga namn pa identifierade fiskar i studien

Svenskt namn

abborre Perca fluviatilis

bjorkna Blicca bjoerkna

braxen Abramis brama
backréding Salvelinus fontinalis
grasej Pollachius virens

gadda Esox lucius

gars Gymnocephalus cernua
gos Sander lucioperca
id/stam Leuciscus idus/ Leuciscus leuciscus
benldja Alburnus alburnus

mort Rutilus rutilus

oxsimpa Taurulus bubalis
piggvar Scophthalmus maximus
ruda Carassius carassius
rodspatta Pleuronectes platessa
rétsimpa Myoxocephalus scorpius
sandstubb Pomatoschistus minutus
sarv Scardinius erythrophthalmus
sik Coregonus maraena

sill Clupea harengus
skrubbskadda Platichthys flesus
smaspigg Punagitius pungitius
stensimpa Cottus gobio

storspigg Gasterosteus aculeatus
storre ringbuk Liparis liparis

sutare Tinca tinca

svart smorbult Gobius niger

svartmunnad smorbult Neogobius melanostomus

tejstefisk Pholis gunnellus

tobis (kusttobis/havstobis) Ammodytes marinus /A. tobianus
torsk Gadus morhua

tanglake Zoarces viviparus

tangsndlla Syngnathus typhle

tangspigg Spinachia spinachia

al Anguilla anguilla

oring Salmo trutta
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