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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, respiration, svett och ddda celler. Dessa genetiska spar kallas eDNA.
Akvatiskt eDNA dr 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 fangar organismen. Eftersom
eDNA i vattenmassan ar kortlivat ger analyserna en bild av artférekomst i nutid.

AquaBiota har pd uppdrag av Lansstyrelsen i Ostergétland utfort en pilotundersékning av
fiskarternas forekomst i Svartdn med hjilp av akvatiskt eDNA genom metabarkodning
(flerartsstudie). Arbetet utgor ocksa en del av var utvardering for att bedéma precision
av eDNA att faststélla fisksamhaéllen och bedéma inbérdes relativa mangder som verktyg
for vidare miljoovervakning. Resultaten fran eDNA-undersokningen jamfordes med
befintligt elfiskedata och darutéver med artlistor fran sju fiskevirdsomraden, samt vatten
inom Boxholms skogar AB, i Svartan.

Faltarbetet utfordes i maj 2017 och de genetiska proverna analyserades senare under aret
genom att i huvudsak anvanda genetisk markoér 1 for alla provpunkter samt markor 2 for
tre av provpunkterna. Sammanlagt 21 fiskarter detekterades pa tio lokaler och tolv
provpunkter. Jamfért med sammanslagna elfisken over flera ar gav eDNA traffar pd 21
arter och elfiske-/natfiskerapporterna 15 fiskarter. Resultaten jamfordes med data fran
de olika fiskevardsomradena i Svartan.

Oring detekterades endast nira sjon Sommens utlopp uppstroms om kraftverken i
Boxholm och det visar att arten har problem att aterkolonisera vattnen nedstréms
vandringshindren.

Asp detekterades i tvd av lokalerna.

Ett intressant fynd var unika sekvenser som matchade silverkarp/marmorkarp pa tva av
lokalerna i Lillans biflode. Denna karpfisk kan mojligtvis ha slappts ut fran en damm eller
ett akvarium och 6verlever troligtvis inte kallt vatten under vintern.

eDNA-analys har en hog potential att anvidndas som effektivt icke-destruktivt verktyg for
inventering av fiskartsammansattning over stora geografiska omraden over kortast
moijliga tidsintervall. Vidare dr metoden mycket kanslig och kan upptacka arter som ar
nyetablerade, sillsynta eller som undgar traditionella provfisken. eDNA svarar pa fragan;
Vilka arter forekommer i ett givet omrade, vilka arter uppvisar hogst dominans i
biomassa. eDNA ger inte svar pa fragan om antalet individer, kdnsférdelning eller alder
pa fiskar.



1.INLEDNING

Undersokningar av forekomst och biologisk mangfald pa artniva av vixter och djur i
akvatiska ekosystem har historiskt i huvudsak skett genom traditionella fysiska,
akustiska och visuella metoder. Exempel pa dessa ar natfiske, elfiske, telemetri, snorkling,
fallor, undervattenssonar och vattenkikare. Dessa metoder har begransningar eftersom
de ar selektiva och ingen enskild metod beskriver hela mangfalden av fisk. Vidare ar vissa
konventionella metoder destruktiva eftersom de kraver att utféraren av studierna ror
eller skadar sitt studieobjekt vilket ar ett potentiellt problem i bevarandeekologiska
undersokningar (Wheeler et al. 2010). En annan begransning av konventionella metoder
ar att sillsynta, invasiva och svarfingade arter inte uppticks, och deras forekomst
underrapporteras vilket ger felmarginaler i det insamlade datat (Price et al. 2015; Trigal
& Degerman 2015, Wiley et al. 2015).

Det molekyldra inventeringsverktyget miljo-DNA eller eDNA (environmental DNA)
baserar sig pa att alla levande organismer, -bade vaxter och djur, -kontinuerligt avger
genetiska fotavtryck i miljén i form av slem, avfoéring, respiration, svett och déda 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
varken ser eller fangar organismen. Eftersom eDNA i vattenmassan ar kortlivat (ca. 1-2
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). Vidare har flera studier visat att eDNA i
sjoar och rinnande vatten detekterar flera arter an vad provfisken gor (Hanfling m.fl 2016,
Hellstrom & Spens 2017 a, b, ¢, Hellstrom m.fI. 2018)

AquaBiota har p& uppdrag av Linsstyrelsen i Ostergétlands lan utfort en undersokning av
fisksammansattningen i Svartdn, Ostergdtland, med hjilp av eDNA. Detta dr en
flerartsstudie som utférdes genom s.k. metabarkodning for att studera fisksamhallen
istallet for att inrikta sig pa enskilda arter. Arbetet ar en del av en utvéardering i lanet for
att bedoma precision av eDNA for att faststélla forekomst av fiskarter pa tio lokaler (12
provpunkter) i an. Pa tre lokaler jamfordes tva olika markorer. Arternas forekomst
jamférdes med hjalp av sammanslaget data fran existerande rapporter, provfisken och
artlistor fran de sju fiskevardsomradena (FVO) samt Boxholms skogar AB:s vatten i
Svartan.



2. MATERIAL OCH METODER

Provpunkt 1. Nedre Svartdn - Kaga.

2.1. Faltarbete

[ denna undersokning togs eDNA-prover fran tio lokaler och tva underlokaler (for att
skilja pa bestand ovanfoér och nedanfor hinder) i Svartan mellan sjdarna Sommen och
Roxen i Ostergétlands lan. Svartdn forser fiskarter med ménga varierande fiskhabitat, och
ar ett populart sportfiskeomrade. I an har 20-21 olika fiskarter rapporterats. Samtidigt
finns flera kraftverk i an som utgor vandringshinder for fisk. Flodesriktningen i Svartan
gar fran sjon Sommen norrut mot sjon Roxen. I omradet finns sju fiskevardsomraden
(iFiske.se) samt Boxholms skogar AB:s vatten som uppdaterar artférekomster genom
rapporter fran sportfiskare. Filtarbetet utférdes 21 och 22 maj 2017. De 12
provtagningspunkterna anges i figur 2 och tabell 1. Koordinaterna anges i WGS84.

Tabell 1. Provpunkter. Tabellen anger position (latitud longitud enligt WGS84) Tidpunkt vid
provtagningen, antal filter (replikat) per provpunkt, volym filtrerat vatten. kv = kraftverk, us=
uppstroms, ns = nedstroms, S= Svartan, L = Lillan, S-1 =lokal Svartan 1 o.s.v.

Provpunkt namn A Latitud Longitud Tid Antal Volym Hz0

N) 0) replikat (mL)
Nedre Svartin Kaga S-1 58,45524 15,53003 18:21 2 540
Mjolorp, Krange S-2 58,45524 15,46830 19:02 2 540
Odenfors kv. us. S-3 58,45066 15,46645 19:30 2 570
L3t L-4 5844646 1543807  20.06 2 560
Kapellan L5 5844852 1544771  20:30 2 650
Forsa L-6 58,42059 15,42834 20:50 2 570
Vagforsen kv. ns S-7A 58,43825 15,250606 10:00 2 500
Vagforsen kv us S-7B 58,43747 15,25023 21:55 2 540
Knutsbro kv. ns S-8A 58,36238 15,19950 11:44 2 450
Knutsbro kv. us S-8B 58,36201 15,19826 11:27 2 300
Mjolby kv. us S-9 58,32346 15,12580 13:04 2 360
Bruksfallet kv. Boxholm S-10 58,18483 15,05347 14:06 2 400
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Provpunkt 2. Svartan - Mjélorp-Krdnge.

For vidare jamforelser av fiskarter som detekterades genom DNA och genom elfisken och
sportfiske har de olika fiskevardsomraden (FVO) markerats pa en karta (figur 2). Varje
provpunkter forekom inom en rektangel for ett FVO jamfordes med tidigare artrapporter
samt intevjuer som gjordes efter DNA undersokningen. Jamforelser mellan eDNA och
elfisken gjordes pa basen av data fran SERS (Svenskt elfiskeregister, SLU). Datat fran
FVO:n och SERS baserar sig pa manga ar av sportfiskedata och elfisken.

Insamlingsarbetet i falt utférdes den 20-21 augusti 2017. Vid varje lokal samlades tre liter
vatten in i form av flera underprover som blandades. Detta utférdes av faltpersonal som
tranats att bibehalla ultrarena (ett matt pa renhet) forhallanden vid insamling, filtrering
och fixering. Negativa faltkontroller utférdes for att utesluta kontaminering mellan
prover, dvs. att DNA forts 6ver mellan olika prover eller fran provtagare. For att
undersoka detta anvandes sterilt vatten (som ar helt fritt fran DNA), som filtrerades och
fixerades i falt pa precis samma sétt som de riktiga proverna. Om de negativa kontrollerna
efter laboratorieanalyserna visar sig vara negativa, dvs. inte innehaller nagot DNA, sa vet
man att ingen kontaminering har skett och att resultaten ar palitliga. Insamling och
fixering foljde Spens et al. (2017).

2.2. Laboratoriearbete

2.2.1. Extraktion, PCR och sekvensering

Provpunkt 3. Svartan - Odenfors uppstréms.
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Flodesschemat i figur 3 beskriver eDNA-processen fran insamling till analys. eDNA
utvanns (extraherades) enligt protokoll fran Spens m.fl. (2017) i ultrarena (ett matt pa
renhet) laboratorier speciellt byggda for analyser av akvatiskt eDNA. Extraktionerna
utférdes av molekylarbiologiska tekniker som ar trdanade i att extrahera eDNA. Proverna
analyserades med flerartsanalyser for forekomst av fisk (bilaga 2) samt andra
vertebrater. Varje PCR prov utférdes i 12 replikat som sammanslogs under
bioinformatiken. En markor som ar vanlig vid eDNA metabarkodning for fisk anvdndes
for samtliga prover (Kelly m.fl. 2014, markoér 1). Vidare anviandes en annan markor for
(Miya m.fl 2015, markor 2) pa 3 lokaler for att testa en eventuellt hdgre resolution pa
artniva. Principerna for metabarkodning forklaras mer utforligt i bilaga 1.

Flodesschema

Samla Filtreraz  Extrahera  PCR NGS Bioinformatik
vatten El D\ﬁf l M Sekvensering

{
il

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



Provpunkt 5. Lillan - Kapellan.

2.2.2. Bioinformatik och verifiering av sekvenser

Varje enskild art har en unik streckkod (Se bilaga 1) eller sekvens. Varje unik sekvens fick
en molekyldr identitet. De olika sekvenserna kordes mot en internationell databas
(tillgdnglig for allménheten, som grundar sig pd GenBank och uppratthalls av National
Center for Biotechnology Information, NCBI (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/) dar
sekvenser pd mer dn 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 fick pa sa satt fisk, daggdjurs och groddjurs
identitet. Tack vare nya framsteg inom metabarkodning for fisk ar det mojligt att fa traffar
pa artniva istdllet for enbart familje- eller genusniva. Vidare jamfordes datat med
kurerade databaser som uppratthélls av NatureMetrics Ltd, UK.

Eftersom Asp och Vimma inte fanns tillgangliga i referensdatabasen erhélls 4 prover av
vardera arten fran SLU. Dessa prover extraherades fran vavnad, sekvenserades och lades
till databasen. Sekvensernas GenBank referens finns pa NCBI och i bilaga 3.

Antalet lasningar per art (dvs. hur manga ganger varje arts unika sekvens forekom) gav
enrelativ uppskattning av hur mycket eller litet arten forekom i ett prov. Vidare noterades
aven daggdjur och groddjur som registrerades i analysen, dessa var dock inte malarter i
studien och resultaten ger darfor inte en fullstdndig bild av dessa arter.

2.3. Analys, jamforelser och artsammansattning

Resultaten och artlistorna fran eDNA kordes mot SERS (elfisken fram till och med hdsten
2017), samt intervjuer. Vidare jimfordes resultaten 6ver arternas forekomst fran eDNA
med data fran de olika FVO (figur 2). Antalet lokaler som varje art forekom pd angavs. For
varje lokal jamfordes artforekomster som anges av sammanslagna historiska elfiskedata
(sammanslaget over 24 ar) med forekomster i eDNA-datat. Artforekomst fran eDNA
jamférdes med artlistor fran de sju FVO:n samt Boxholms Skogar AB:s vatten i omradet.


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/
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3. RESULTAT OCH DISKUSSION

3.1. Sekvenseringsresultat

Av sekvenserna for metabarkodning brukar en brakdel (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 manniska tacker 15-40 % av lasningarna. I
denna studie matchade 85,2 % av ldsningarna malarterna huvudsakligen fiskar, och nagra
procent groddjur, daggdjur och fagel (familj, genus och artnivd sammanslaget). Av de
totala ldsningarna utgjorde manniskans andel 6,7 % och bakterier 0,7 % medan 7,4 %
saknade matchning. Den hoga frekvensen av malarternas sekvenser gor resultaten
tillforlitliga for vidare ekologiska analyser. Resultaten visade dven att av de tva markorer
som anvandes detekterade markor 2 flera arter (se bilaga 2).

3.2. Arternas forekomst over lokalerna

Sammanlagt 21 arter patraffades i eDNA-analyserna. Arternas forekomst dver lokalerna
anges i figur 3. Oring och nejonéga patraffades pa en lokal och mért och gidda p4 alla tio,
och i alla tolv provpunkter. Markorerna for denna studie var anpassade for fisk, men
detekterade aven padda (Bufo bufo) och vanlig groda (Rana temporaria) samt
vildsvin/tamgris/tamgris-vildsvin hybrider.

Arternas forekomst over 12 lokaler
Oring I ;A
Nejonsza [N k—!ﬂ
Smaspige N =N
Silverkarp 7)\%
U —
C Y —) =S
Elritsa —,
Al |
Id I W
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Nisséga '
Stensimpa I S
ke NI (N
sanv I >
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L&ja P o
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Braxen ] \ -
Abborre
Méort
Gidda
0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11

Figur 3. Antal lokaler dédr de enskilda fiskarterna pdtrdffades (6ring och nejonéga férekom pd
en provpunkt, gddda och mort i alla tolv provpunkter)
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3.3. Fiskarternas forekomst inom lokalerna

Provpunkt 6. Lillan - Forsa

Fiskarternas forekomst baserat pa eDNA inom de olika lokalerna beskrivs éversiktligt i
figur 4 samt anges i bilaga 2. Antalet arter per lokal varierade mellan fem och 15 arter.
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Figur 4. Karta éver arternas férdelning inom de 12 provpunkterna. Cirklarna anger arternas

dominans, dvs. antalet ldsta sekvenser per art (se dven bilaga 2)



3.4. Fiskartsforekomst - eDNA vs. befintliga utfisken

Fiskarternas antal inom varje lokal genom eDNA vs. elfisken anges i tabell 2. Elfisken
baserar sig pa 36 utfisken dver 24 ar. Detektion av arter jamfordes. Elfisken ger ofta ett
mycket begrdnsat antal arter, men kan ange storlek, vikt och kénsfordelning. eDNA
baserar sig pa en eller tva provpunkter per lokal pa tio lokaler tagna samma dag.

Tabell 2. Antal fiskarter per lokal som upptdcktes med eDNA och med historiska utfisken fran
de olika provpunkterna i Svartan.

Antal Antal Historiska elfisken

arter arter
Provtagningspunkt eDNA elfiske
1.Nedre Svartdn Kaga 14 saknas
2. Mjolorp Krange 12 saknas
3. Odenfors kv., us 14 saknas
4. Linda 11 saknas
5. Kapellan 9 6 9 el, 5 lokaler -95, -99,-07,-10,-12-,16
6. Forsa 4 4 2 el, 2 lokaler 1995
7A. Vagforsens kv. ns 6 saknas
7B. Vagforsens kv. us. 8 saknas
8A & 8B. Knutsbro kv. ns/ us 11 (12) 4 2 el, 1 lokal -95, -99
9. Mjolby kv. 6 2 1el, 1lokal -08
10. Bruksfallet kv. ns Boxholm 15 7 21 el, 5 lokaler -93, 2003-17

I figur 4 presenteras arterna som registrerades genom eDNA under en session pa tolv
punkter och anger sammanlagt 115 artfynd. I medeltal detekterades 9,6 arter per prov.

Jamforelser mellan eDNA och elfiske anges i tabell 2 och i figur 5. Sammanlagt fem
provlokaler och sex provpunkter jamfordes med 36 elfisken (SERS till och med hdsten
2017, 24 ar) over 14 lokaler ndra provpunkterna (figur 5). Vidare anges arter som
registrerades genom eDNA, genom elfisken eller genom bade eDNA och elfisken (figur 5).

Pa de fem lokaler dar provfiskedata fanns tillgdngligt rapporterade eDNA 45/54 artfynd
(83%). Motsvarande siffra for 36 historiska elfisken 6ver 24 ar rapporterar sammanlagt
22/54 (41%) artfynd. Medeltalet av arter detekterade genom eDNA per provpunkt var
9,6. Av 36 utférda provfisken detekterades i medeltal tre arter per anstrangning.

Jamforelsen mellan eDNA och provfisken i denna pilotstudie stdmmer val 6verens med
publicerade studier (ex Hanfling et al. 2016, Olds et al. 2016, Shaw et al. 2016, Valentini
et al. 2016) dar det framgar att eDNA ger sidkrare utslag pa antal arter och dven anger
relativ biomassa. Beroende pa typ av provfiske och forhallanden kan eDNA och
traditionella metoder komplettera varandra.
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1. Nedre Svartdn KAGA 2. Mjélorp, Kringe 3. Odenfors kv. us.

Abborre Mort Abborre
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Mért Sarv, Ldja Sutare
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4.Lindd 7. Vagforsens kv. us. och ns.
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Figur 5. Venndiagram som visar férekomsten av fiskarter i Svartan inom varje enskild lokal. Arter
registrerade genom 1) enbart eDNA (bld cirkel), 2) enbart elfisken (gul cirkel (se tabell 2)), 3)
bdde eDNA och elfisken (delad grén yta). Fiskarterna listas fran mest till minst férekommande.

Notera att lokal 1, 2, 3, 4 och 7 inte hade korresponderande elfisken och enbart eDNA -data
presenteras.
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- eDNA vs. FVO artlistor
g, ] : Ry ; ;
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Provpunkt 7. Svartan - Vdgforsens kraftverk

[ tabell 3 och figur 6 presenteras jamforelser av artforekomst utifran eDNA-metoden med
artlistorna fran fiskevardsomraden (FVO) i Svartan. Sistndmnda data baserar sig pa
historiskt sportfiske samt elfisken. Antalet arter funna genom eDNA jamfors med antalet
arter listade for respektive FVO (tabell 2 och figur 1). Har bor noteras att ett FVO generellt
sett ar stort och flera provpunkter kan ingd inom ett FVO. Eftersom denna studie ar en
pilotstudie togs enbart ett fatal prover i laga volymer i Svartan. Artlistorna inom ett FVO
baserar sig pa data over flera olika sasonger och flera ar, med data bade fran prov- och
sportfisken Over flera decennier. Denna eDNA-studie ddremot baserar sig pad ett
provtagningstillfalle under varen 2017.

I de fall dar eDNA och FVO-datat kunde jdmforas detekterade eDNA med en markor pa
atta lokaler och tva markorer pa 4 lokaler 76 av totalt 90 artfynd d.v.s. 84% av arterna,
FVO artlistorna raknade 61 av 90 artfynd d.v.s. 68%. I de fall diar eDNA, FVO listor och
elfiskedata kunde jamforas detekterade eDNA 82% av arterna, FVO listorna 68% av
arterna samt sammanslagna elfisken 32% av arterna.

Tabell 3. Antal fiskarter inom FVO. Antal fiskarter per lokal som uppticktes med eDNA och
samt sportfiske (FVO). Kolumnen 'eDNA (FVO)/totalt’ anger antal fiskarter funna genom eDNA
(fet stil), inom FVO (), samt det sammanlagda artantalet. Kolumnen ’Antal arter eDNA’ anger
antalet arter funna med eDNA i lokalerna inom respektive FVO.

Antal arter

FVO Provtagningspunkt eDNA (FVO0)/totalt eDNA
Nedre Svartan FVO 1 Nedre Svartin Kaga 19 (11)/20 15
2. Mjolorp Kriange 14
3. Odenfors kv., us. 14
Linkel6sa-Odenfors FVO 4. Linda 15 (15)/17 11
5. Kapellan 9
6. Forsa 4
Orjebro Vagforsens FVO 7A. Végforsens kv. ns. 10(13)/14 6
7B. Vagforsens kv. us. 8
Sya-Knutsbro FVO 8A. Knutsbro kv. ns. 11(5)/13 5
8B. Knutsbro kv. us. 11
Oringe Mjolby FVO 9. Mijoélby kv. 6(5)/8 6
Boxholms Skogar AB 10. Bruksfallet kv. ns. 15 (10) /18 15
Boxholm
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Id

Figur 6. Venndiagram som visar forekomsten av fiskarter i Svartan inom olika FVO ddr bdde
FVO-listor och eDNA-resultat fanns tillgingliga. Arter registrerade genom 1) enbart eDNA (bla
cirkel), 2) enbart elfisken (gul cirkel (se tabell 3)), 3) bdde eDNA och elfisken (delad gron yta).
Fiskarterna listas uppifran fran mest till minst férekommande.

3.6 Fiskarter

Abborre (Perca fluviatilis) ar en art vars forekomst dverskattas vid provfisken med
oversiktsnit eftersom de lattare fastnar i dessa. Abborre dr sdmre anpassad for hoga
vattenhastigheter, och ar en s.k. lugnvattenfisk. Abborre férekom i elva av tolv

provpunkter.

Asp (Leusiscus aspius) dr en hotad art och kategoriseras som sarbar (VU) enligt IUCN:s
rodlista. Aspen detekterades i sma mangder i Svartan dar den ar en pelagiskt levande
karpfisk som vandrar upp i strémmande vatten under leken. Aspen kraver rent, rinnande
vatten samt rena sand och grusbottnar eller omraden med véxter som har rent rinnande
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vatten. De mdnga kraftverken med vandringshinder och korttidsregleringar samt
fororeningar fran odlingslandskapen i Svartan hotar arten. Asp har inte forkommit i
provfisken men daremot patraffats i Svartan under lektiden i Roxen och Svartans nedre
utlopp.

Provpunkt 8. Svartdn - Knutsbro kraftverk

Braxen (Abramis brama) ar likt abborre en lugnvattenart. Under vintern samlar sig
braxen i relativt tita och passiva aggregationer, vilket leder till en sdsongsrelaterad
overdominans pa lokaler dar ansamlingarna finns.

Elritsa (Phoxinus phoxinus) ar en liten stromlevande karpfisk som kraver syrerika vatten.
Fynd av elritsa genom eDNA gjordes pa tre av de tio lokalerna: ett fynd i Lillan och tva
fynd i Svartan.

Fiarna (Leuciscus cephalus) ar en till strémlevande karpfisk. Farnan patraffas ofta bakom
stenar eller grenar nar de forekommer i strommande vatten. Farnan patraffades genom
eDNA vid Svartans nedre del nara Roxen samt vid Lillan — Lindd. 1 Ostergétland
forekommer farnan troligtvis enbart vid Svartans avrinningsomrade (Delling m. fl. 2000).
Fran Svartan finns verifierade fynd av fiarna i huvudfaran.

Gadda (Esox lucius) har etablerats naturligt vid samtliga provlokaler vilket nu,
tillsammans med barriarer, sannolikt utgoér den huvudsakliga begransande faktorn for
laxartad fisk, t ex oring (Salmo trutta) i dessa vattendrag.

Lake (Lota lota) vandrar under vintern upp i dar for att reproducera sig. Kallvattenarten
lake ar uppsatt pa den svenska roédlistan som nara hotad (NT), pga. sannolik minskning i
antalet populationer och utbredningsomrade i Sverige.

Mort (Rutilus rutilus) dr en forsurningskanslig art som forekom i betydande méngder
(antal DNA-tréffar) vid varje provlokal. Riklig forekomst tyder pa att lokalerna inte ar
forsurningspaverkade.

Nejonbga (Lampetra fluviatilis eller L. planeri). De olika formerna av nejonéga (havs-,
flod- eller backnejondga) ar pa samma satt som de olika 6ringformerna (havs-, sjo- och
backéring) omoijliga att skilja at genetiskt. Den form som detekterades med eDNA dr mest
sannolikt den mer vanligt forekommande icke-parasitiska backnejonégat, som ror sig
hogt upp i manga vattensystem. Nejondogon kraver tillgang till bade sand- eller
grusbottnar for lek, samt tillgang till mjukbottnar som uppvaxtomraden.
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Provpunkt 9. Svartdn - Uppstréms Mjélby kraftverk

Nissoga (Cobitis taenia) ar den enda arten i familjen nissogefiskar som patraffas i Sverige.
Arten patraffas pd grunt vatten i sjoar och vattendrag. Nissoga ar nattaktiv och svarfiskad
eftersom den lever nedgravd i sand eller lera. Undersékningar av artens utbredning i
Ostergétland visar att arten ar vanligare dn man tidigare kant till och att den lever i
mycket skiftande miljoer (Delling m. fl. 2000). Fran Svartasystemet ar nissoga kiand fran
sju lokaler. Nissoga var tidigare rodlistad i Sverige men ar nu klassad som livskraftig.
Nissoga ar listad i EU:s Annex Il lista till EU:s habitatdirektiv.

Regnbage (Oncorhynchus mykiss) forkommer inte naturligt i Svartan. Sya Knutsbro
Fiskevardsomrade har utfort s.k. "put and take” utsittningar av arten for sportfiskare.
Provtagningen skedde mellan tva utsattningar och arten var troligtvis bortfiskad eller
hade simmat bort fran platsen vid provtagningstillfallet enligt uppgifter fran FVO.

Silverkarp/Marmorkarp

DNA sekvenser fran silverkarp (Hypophthalmichthys molitrix) eller marmorkarp
(Hypophthalmichthys nobilis) uppticktes pa tva av lokalerna. Sekvenserna kontrollerades
extra noga mot andra karparter i GenBank och gav 100% match pa silverkarp och
marmorkarp men inte pa andra nara besldktade karparter. Fyndet ar 6verraskande men
inte forvanande. Andra exempel i nirheten pa frimmande arter framkom under
sommaren 2017 da sportfiskare fangade ett par stora exemplar av en pirayaslakting i
Motala strom. Enligt lansstyrelsens fiskekonsulent i Ostergétland var pirayan troligtvis
utslappt fran ett akvarium. Experter ar osdkra pa om fisken som drogs upp var den enda
eller om det finns flera exemplar i Motala strém (SVT, 2017).

Bdde marmorkarp och silverkarp hdarstammar fran Asien. De ar talrika som frimmande
arter och mycket skadliga i nordamerikanska vattensystem. Arterna har aven spridit sig
fran odlingar i Europa. Enligt Artdatabankens uppgifter ar silverkarpen mycket séllsynt i
Sverige. Marmorkarp har diremot patraffats i Skdne. Marmorkarp kops in till
fiskdammar och slapps ut eller rymmer och hamnar i svenska vatten, enlig lansstyrelsen
i Skane. Arterna ar filtrerande planktonitare och karparna hotar att konkurrera ut lokala
arter samt att fordndra dynamiken i fédovdaven (Farrington et al. 2015). Dessa
forandringar kan ha stor negativ betydelse for ekosystemet.


http://tyda.se/search/Hypophthalmichthys+molitrix?lang%5B0%5D=sv&lang%5B1%5D=en
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Provpunkt 10. Svartdn - Uppstréms Bruksfallet Kraftverk, Boxho/m>

Stensimpa (Cottus gobio) kraver syrerika hardbottnar och klart vatten for att trivas.
Arten ar en god indikator for vattenkvalitet. Stensimpan ar nattaktiv och svarfiskad
eftersom den lever gomd bland stenar och grus. Stensimpa har patraffats pd sammanlagt
tva lokaler i nedre Svartan och i Lillan med hjalp av elfiske. eDNA-metoden detekterade
arten pa sammanlagt fem provpunkter i nedre Svartdn och Lillan. Stensimpan ar listad i
EU:s Annex I lista till EU:s habitatdirektiv. Arten dr svarinventerad (annat dn i backar och
sma aar) med nu anvdnda standardmetoder sdsom nét- och elfiske och eDNA-metoden
kan avhjalpa detta med avsevart forbattrade detektioner i bade storalvar och sjoar, vilket
dven mojliggér mer adekvat uppfoljning av genomforda atgarder.

Al (Anguilla anguilla) Alens status i Sverige ar klassad som akut hotad (CR)
(Artdatabanken 2015). Alfiske ar tillitet i utbyggda vattensystem dar arten anses ha
minimal mojlighet att vandra. Detta géller for Svartdn. Alen i Svartdn antas ha hog
dodlighet p.g.a. att de dodas i vattenturbiner. I Sommen har stora utsattningar av glasal
bedrivits och dlen antas vandra fran Sommen till Svartan. Al hittades vid 4 lokaler; nira
Sommen uppstroms Bruksfallet kraftverk, ndra Roxen samt vid Odenfors uppstréoms.

Oring (Salmo trutta) forekommer i Svartisystemet som bade insjéoring och backéring,
vilket ar olika former av samma art. Varje vattens bestand av 6ring har unika egenskaper
och anpassningar, likt laxen. Sjolevande 6ring vandrar normalt uppstréms, men ibland
dven nedstroms, till lek- och uppvixtomraden efter nagra sdsongers tillviaxt i sjon.
Bickoringen stannar hela livet i rinnande vatten och ar stationar. Oringen leker pa rena
grusbottnar i rent strémmande vatten.

I denna studie patréaffades 6ring uppstroms Bruksfallet i Boxholm. Detta stimmer 6verens
med forekomsten av nedstrémslekande Sommendringen, som ar regionalt rodlistad i
Svartan (RR) och inte kunnat vandra fritt forbi Bruksfallet som utgor ett vandringshinder.

Bevarande och forbattring av éringens levnadsvillkor i Svartan ar av stor betydelse.
Oringen har stor betydelse for sportfisket. Sommenéringen ar genetiskt unik och lokala
former av denna ar vdrda att bevara. Vidare ar oringen av stor betydelse fér den
rodlistade flodparlmusslans livscykel.
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4.SLUTSATSER

eDNA med hjilp av metabarkodning ger en snabb 6verblick av vilka arter som ar
narvarande i ett vattendrag och skapar en solid bas for grundkartering av fisksamhallen.
Detta ar bl. a. av stor vikt for att kunna utforma atgards- och kontrollprogram optimalt.
eDNA detekterar betydligt flera arter dn traditionella metoder, dven da resultaten fran de
senare sammanslas 6ver tid. eDNA detekterar inte nddvandigtvis alla niarvarande arter
eftersom bade antal provpunkter samt anviandning av markorer har en inverkan pa
resultaten. Denna studie visade att markor 2 detekterade fler arter an markor 1, vilket
betyder att de lokaler som enbart testades med markor 1 inte detekterade alla arter, trots
att artfynden med DNA var flera dn de som detekterades genom elfisken. Senare
undersokningar har visat att markor 2 detekterar fler arter och en kombination av
markdrerna ar att foredra i mycket artrika omraden.

Metoden gor det mojligt att undersdka stora geografiska omraden pa Kort tid och
detekterar fiskarter som ar narvarande nagra dagar till nagra veckor fére 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
ar viktigt att identifiera vilka aspekter av ett vattenekosystem man vill underséka med
hjalp av eDNA. Analyser fran prov som samlats in under reproduktionsperioden ger de
reproducerande arterna en storre relativ anbundans eftersom bade konsceller, yngel,
smafisk och lekfisk detekteras.

eDNA ar ett bra komplement till el- och natfisken och ger en snabb 6versikt av ndrvarande
arter som motsvarar 50-70 ars provfisken (bade nit och elfisken), vilket visats i stora
studier i sjoar (Hanfling et al. 2016, Hellstrom et al. 2018). Denna studie utférdes i
rinnande vatten dar natfiske inte dar en anvindbar metod. Darfér jamfoérdes eDNA
resultaten enbart med tidigare utfoérda elfisken. Alltfler studier har jamfort elfisken och
natfisken samtidigt. Trots att eDNA detekterar manga arter med hogr precision dn andra
metoder visar denna studie att arter endera inte var narvarande eller att en del var
odetekterade. Detta kan bero pa att undersdkningen i huvudsak utférdes med markor 1.

Mangden filtrerat vatten och filtertypen i denna pilotstudie gav goda resultat, men kunde
forbattras med flera prover eller dubbla filter. Tvd olika markérer gav en hogre
detektionsfrekvens av arter. Vidare har antalet PCR replikat sedan denna studie utforts
utokats i antal, vilket 6kar arternas detektionsniva.

eDNA genom metabarkodning med mitokondriellt DNA anger inte fiskens alder,
individstorlek eller kon. Problemet med eDNA har tidigare varit att markérerna som
anvants inte Klarat av att skilja pa narbesldktade arter. Denna studie anvinde markérer
inom konserverade regioner av DNA som skiljer dessa arter at.

Denna pilotstudie analyserade vatten vid enbart en provpunkt per lokal och trots det gav
studien goda resultat. Vattnet var insamlat med hjalp av en teknik som gor att dven sma
mangder DNA ger utslag.



eDNA-studier utférda under de rigorésa forhdllanden som kravs for bade filt- och
laboratoriearbete ar en effektiv metod for fiskinventering. Viktiga faktorer som leder till
palitliga resultat forutsatter:
e optimal design av eDNA-filtarbetet och val av provtagningspunkter och
metod for provtagningen
tranad faltpersonal som arbetar under strikt sterila forhallanden,
e laboratorier avsedda for eDNA,
e tranad laboratoriepersonal med god kunskap om molekylar-genetiskt arbete,
e en fungerande bioinformatik, som gor det mojligt att omvandla miljontals
sekvenser till listor pa artféorekomst och antal lasningar per art.

5.REKOMMENDATIONER FOR FORTSATTA UNDER-
SOKNINGAR

Vi foreslar att fler provpunkter i Svartan analyseras eftersom an dr mycket artrik. Vidare
visade denna pilotstudie att markoér 2 detekterar flera arter dn markor 1.
Provtagningspunkter véljs utifran vattendragets lutning, vandringshinder och avstand till
narmaste sjo for att erhalla representativa resultat.

Den fraimmande arten silverkarp/marmorkarp gav positivt utslag i tva lokaler i nedre
Svartdn. Dessa arter harstammar fran Asien och ar frimmande och riskerar bli de mest
skadliga arterna for USA:s stora sjoar. Vi foreslar att arten verifieras tidigt 2018 och en ny
inventering under varen/forsommaren 2018 som konfirmerar artens nérvaro eller att
arten inte klarat vintern.

[ Svartasystemet kommer eDNA behovas for att utvardera fiskfaunan efter genomforda
och planerade atgirder: eDNA ar sarskilt lampligt for 6vervakning av biologisk mangfald,
design av atgardsprogram/ effektkontroll, fore och efter fiskpassage-byggen, rivande av
dammar och restaureringar.

Vi foreslar aven en full inventering av musslor i Svartan eftersom en markér som med
sdkerhet tar fram alla musselarter togs fram tidigt under 2018.

TACK

Ett stort tack till: Teknikerna vid MoRe Research som extraherade eDNA i exklusivt
samarbete. Lars Gezelius vid lansstyrelsen i Ostergotland fér stort engagemang och
intressanta diskussioner om Svartan. Lars Bjorsner kontaktperson for Forshaga-Forsa
FVO samt for Sya Knutsbro FVO for information om regnbagsutsattning i Svartan under
2017. Joe Li och Hayley Watson fo6r metabarkodning och bioinformatikassistans.
NatureMetrics UK for testning av markor 2. SLU Aqua i Drottningholm fér vadvnadsprov
av asp, vilket mojliggjorde referensdata for artidentifiering.
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BILAGA I.

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

Varje levande art utsondrar arvsmassa eller DNA. Vissa delar av en individs DNA &r 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  hjalp av  jattelika  databaser som  ar  tillgdnglig for  alla
(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/) kan forskarna valja 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 gér 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 DNA:t 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 ar klara har man enorma méngder 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 bland annat NCBI och varje unik bit av DNA far en identitet..
Ett flertal databaser finns tillgingliga och varje gang en genetisk artikel publiceras laggs
DNA sekvensen ut pa nitet. Om en art inte ar beskriven genetisk under bioinformatikens
gang men kommer in pa databaserna senare, kan man kéra om bioinformatiken och fa de
tidigare oidentifierade sekvenserna identifierade. Vidare har Naturhistoriska Riksmuseet
sekvenserat alla mitokondriska genom hos svenska fiskar. Dessa férvantas bli allmant
tillgangliga pa NCBI som en service for att gynna myndigheter och forskare

Slutresultatet pa radatat sammanstélls i en Excel fil som anger arter och hur manga kopior

DNA som lasts in for varje art inom varje enskild lokal. Pa basen av detta kan arterna som
finns i vattnet identifieras och relativa forekomsten av arten anges.
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BILAGA 2.

Antalet DNA ldasningar per art inom lokalerna

Tabell B2. Antalet eDNA ldsningar per art inom de olika provpunkterna. Virdena anger hur manga ganger
en sekvens blivit list pd artnivd och anger relativ biomassa. Varje enskild art avger eDNA olika och har
ddrfér olika grdnsvédrden for detektion. | tidigare eDNA studier har 100 ldsningar angetts som
detektionsgrans. For denna studie har vi anvant artspecifika algoritmer som anger gransvdrdet for varje
enskild MiSeq sekvensering. Metodiken har tagits fram med flera samarbetspartners i empiriska
undersokningar 2017. Resultaten har visat att denna metodik fungerar utmdrkt och ger ett mer

representativt resultat dn tidigare.

Provpunkt

Art
Abborre
Asp
Bjorkna

Braxen

Elritsa
Farna
Giadda
Gars

Id

Lake

Ldja

Mort
Nejonoga
Niss6ga
Sarv
Silverkarp
Smaspigg
Stensimpa
Sutare

Al

Oring
ANTAL
ARTER

S-1

29223

32

237

1785

2503

1928

6364

1960

3603

65491

646

165

2514

1064

158

15

29270

1463

21176

160

537

2480

3667

837

34540

293

1369

362

396

67

14

31655

18

483

5274

3046

7596

666

3373

28393

3375

1081

124

483

2613

5165

15

21030

313

5539

24104

2499

982

4360

71553

200

4044

1399

12

10388

1646

1898

2048

21867

13

280

727

96

10109

1421

24715

1737

S-7B

5075

227

41195

678

655

18669

675

1312

9178

39462

1091

2000

1711

25613

S-8B

72044

53

8303

6160

3131

290

8582

53603

2724

4143

13125

11

4446

197

1296

514

464

$-9 $-10
3213 13304
604 213
5706
496 | 8543
259
318
1530
1094 876

53096 32450

536

548

6150

226 189

249

21890



BILAGA 3.

Asp och Vimma (vavnadsprover erhdllna fran SLUaqua) 12 S sekvenser for BOLD
och NCBI databaserna.

Leusiscus Aspius, partial 12 S sekvens, GenBank referens; MK574834.1

TGTCGGTAAAACTCGTGCCAGCCACCGCGGTTAAACGAGAGGCCCCAGTTAATAATA
CACGGCGTAAAGGGTGGTTAAGGAAAGTATAACGATAAAGCCGAATGGCCCTTTGGC
TGTCATACGCTTCTAGGTGTCCGAAGTCCAATATACGAAAGTAGCTTTAATAGAGCC
CACCTGACCCCACGAAAGCTGAGAAACAAACTGGGATTAGATACCCCACATAT

Vimba vimba 12S sekvens. GenBank referens; MK574834.1

ATATGTGGGGTATCTAATCCCAGTTTGTTTCTCAGCTTTCGTGGGGTCAGGTGGGCTC
TATTAAAGCTACTTTCGTATATTGGACTTCGGACACCTAGAAGCGTATGACAGCCAA
AGGGCCATTCGGCTTTATCGTTATACTTTCCTTAACCACCCTTTACGCCGTGTATTAT
TAACTGGGGCCTCTCGTTTAACCGCGGTGGCTGGCACGAGTTTTACCGA
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