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SAMMANFATTNING

eDNA (environmental DNA) har under det senaste decenniet visat sig vara ett lovande
verktyg for inventering av vattenorganismer inom miljoévervakning och andra
miljoundersokningar. Undersékningsmetoden baserar sig pa det faktum att alla levande
organismer, bade vaxter och djur, kontinuerligt avger genetiska avtryck i miljén 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 och genom molekyldra analyser ange vilka arter som befinner sig inom
ett omrade utan att man vare sig ser eller fangar organismen. Eftersom eDNA i
vattenmassan ar kortlivat ger analyserna en bild av artférekomst i nutid.

AquaBiota har pa uppdrag av Kavlingeans vattenrad organiserat eDNA-undersokningen
av Vombsjons fiskefauna. Faltprovtagning genomfordes av bestillaren den 14 december
2020. Totalt detekterades 13 arter, 12 fiskarter och 1 rundmun.

eDNA resultaten pavisar att gars, mort och abborre dominerade fisksamhallet i
Vombsjon. Al patriffades i 8 av de 9 proverna som sekvenserades i sjon, vilket visar pa
en allman forekomst och vikten av Vombsjon ur bevarande synpunkt for den akut
hotade alen (rédlistan 2020). Provtagningen identifierade flera arter som inte
inrapporterats for sjon de senaste 25 aren (artfakta), inklusive id, storspigg och
smaspigg.



1. INLEDNING

Undersokningsmetoden milj6-DNA eller eDNA 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 doéda celler (Pedersen m.fl. 2015).
Definitionen pa eDNA anges som; "det DNA som kan studeras fran dessa spar i miljon utan
att malorganismen ar ndrvarande i provet” (Taberlet m.fl. 2012). I akvatiska miljéer kan
detta material utvinnas ur sma mangder vatten och genom molekylara analyser pavisa
vilka arter som befinner sig inom ett omrade, utan att man vare sig 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 férdel vid inventering av skyddsvarda arter
i och med att det ar en icke-destruktiv metod till skillnad fran exempelvis provfisken.

AquaBiota har pa uppdrag av Kavlingeans vattenrad organiserat eDNA-undersokningen
av Vombsjons fiskefauna. Faltprovtagning genomférdes av bestadllaren den 14 december
2020. Rapporten sammanstaller resultaten av eDNA-undersdkningen fran Vombsjon,
diskuterar resultaten samt ger rekommendationer for framtida undersokningar.

2. MATERIAL OCH METODER
2.2.1 EXTRAKTION, PCR & SEKVENSERING

eDNA utvanns (extraherades) enligt protokoll fran Spens m.fl. (2017) i sterila laboratorier
speciellt byggda for analyser av akvatiskt eDNA. Extraktionerna utférdes av
molekylarbiologiska tekniker som &r trdnade i att extrahera eDNA. Proverna
analyserades med flerartsanalyser for forekomst av fisk. For detta anvindes MiFish
primern (kallas ofta markor i svenska texter) som amplifierar 12S rRNA regionen. Vidare
anviandes en positiv DNA-kontroll med kidnd artsammansittning som standard for
jamforelse, samt negativa kontroller.

[llumina MiSeq teknologi anvandes for sekvenseringen. Tekniken laser DNA-sekvensen
fran tva riktningar om cirka 250-300 DNA-baspar vardera, dessa sekvenser laggs sedan
ihop bioinformatiskt genom att studera 6verlappen mellan de tva sekvenserna. Detta
resulterar normalt i sekvenser som ar cirka 500 baspar ldnga. Inom denna provtagning
analyserades drygt 530,000 hog kvalitativa sekvenser som tillsammans bestod av cirka
265 miljoner baspar (500*530,000 = 2,650,000,00).

DNA extraktion genomfdérdes av MoRe research (tabell 1), laboratorier preparation och
bioinformatikssammanstallning av Nature Metrics.


https://www.more.se/
https://www.naturemetrics.co.uk/

Volume Date Index

NM ID Kit ID Sample ID fltered arrived DNA (ng/ul) (ng/ul)
9415 7776010017000040777 84 _1(Vomb_1) 2000 27-Jan-21 14.9 17.5
9416 7776010017000041777 84_2 (Vomb_2) 2000 27-Jan-21 16.8 16
9417 7776010017000042777 84 3 (Vomb_3) 2000 27-Jan-21 19.5 11.1
9418 7776010017000043777 84_4 (LabNeg) NA 27-Jan-21 <0.1 3.7
9419 7776010017000044777 84_5 (Vomb_4) 2000 27-Jan-21 15.7 182
9420  7776010017000045777 84 6 (Vomb_5) 2000 27-Jan-21 43 12.7
9421 7776010017000046777 84 7 (Vomb_6) 2000 27-Jan-21 21.4 16.8
9422 7776010017000047777 84_8 (Vomb_7) 2000 27-Jan-21 21.8 159
9423  7776010017000048777 84 9 (Vomb_8) 2000 27-Jan-21 21.2 20.6
9424 7776010017000049777 84_10 (Vomb_9) 2000 27-Jan-21 26.2 17.1
9425 7776010017000050777 84 11 (Vomb_10) 2000 27-Jan-21 26 15
9426 7776010017000051777 84 12 (Vomb_12) 2000 27-Jan-21 <0.1 1.42

Tabel 1. Sammanstéllning av DNA-extraktions protokollet urtagen fran Nature Metrics
analysrapport av Vombsjon.

2.2.2. BIOINFORMATIK OCH VERIFIERING

Arter har unika streckkoder eller sekvenser som ger arter en molekylar identitet. I detta
fall anvandes mitokondriellt DNA fran en hypervariabel del av 12s rRNA genen. 12s
rRNA genen (eller motsvarande) forekommer hos alla organismer da denna gen ar
nodvandig for framstallningen av ribosomer. Ribosomer producerar i sin tur
proteinerna som ar en forutsattning for liv. De olika 12sRNA sekvenserna kordes mot en
internationell databas (tillganglig for allménheten, som grundar sig pa GenBank och
uppratthalls av National Center for Biotechnology Information, NCBI
(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/) dar sekvenser pa mer dn 400 000 kinda arter finns
tillgangliga (Benson m.fl. 2018). De olika sekvenserna matchad mot databasen och
resulterar i en lista 6ver forekommande arter.

Arter bestdmdes automatiskt i de fall dar sekvensen matchade en referenssekvens med
over 99% traffsakerhet. I fall dar sekvensen fick identisk matchning mot flera
referenssekvenser anvandes i forsta hand GBIF-databasen, darefter analysportalen och
artfakta for att rimlighetsbedéma vilken referenssekvens som var den troligaste
kandidaten. Arter (ibland kallat OTU, operational taxonomic unit) med mindre dn 10
sekvenser eller med en sekvensandel <0.05% utesléts fran analysen, da dessa latt
uppstar till foljd av fellasningar under sekvenseringen.

Antalet lasningar per art ger en relativ uppskattning av artens forekomst. Det ar dock
inte mojligt att fa fram exakt biomassa utifran antalet sekvenser, b.la. till f6ljd av att
arter slapper ifran sig olika mangd DNA. Studier som jamfort simultana fiskefangster
med eDNA-resultat pavisar dock en hog korrelation mellan sekvens och fangstdata.



https://www.ncbi.nlm.nih.gov/
https://www.aquabiota.se/wp-content/uploads/naslund_mfl_inventering_fisk_gasefjarden_med_-edna_och_provfiske_201915.pdf
https://www.aquabiota.se/wp-content/uploads/naslund_mfl_inventering_fisk_gasefjarden_med_-edna_och_provfiske_201915.pdf

3. RESULTAT OCH DISKUSSION

Totalt hittades 13 arter i Vombsjon, 12 fiskarter och 1 rundmun (nejondga). Arterna
som patraffades anges narmare i kartan och bubbeldiagrammet (figur 1, figur 2). Av de
tio prover som togs i falt kunde nio sekvenseras och artbedémmas.

Antal arter per prov var i genomsnitt 7,2 + 1.4. Gars var med god marginal den vanligast
forekommande med 58.1% av alla sekvenser, foljt av mort (25.5%), abborre (10.8%)
och al (1.7%) (figur 3). Gars var den mest abundanta arten i 6 av de 9 proverna och var
sarskilt dominerande vid sjons nordvastra sida dir den utgjorde 6ver 80% sekvenserna.
[ de sddra och syddstra delarna utgjorde mort och abborre en betydande del av DNA-
sammansattningen. Mort, abborre och girs forekom i samtliga eDNA-prover (figur 4). Al
och gadda forekom i lagre koncentrationer i 8 av 9 respektive 7 av 9 prover och hade en
forhallandevis homogen distribution 6ver sjon. Den allmdnna forekomsten av al i
Vombsjon pavisar lokalens betydelse ur bevarande synpunkt for den akut hotade dlen
(rodlistan 2020).

Arter som inte direkt kunde identifieras till art var id och nejondga. Id sekvensen hade
en identisk matchning mot dven stam, stdm har dock inte observerats i sodra Sverige
medan id har inrapporterats i Kdvlingedn sa sent som 2019. Sekvenserna bestdmdes
darmed som id. Sekvenserna fran sliktet nejondgon valde vi att inte artbestimma. Enligt
inrapporterade data sa ror det sig mycket sannolikt om backnejondga. Backnejondga
och flodnejondga ar dock genetiskt extremt ndrbesldktade och det rader delade
meningar om huruvida dessa borde beskrivas som skilda arter. Arterna id, storspigg,
smaspigg och braxen detekterades i sjon och dessa saknar inrapportering i Vombsjon
fran den senaste 25 arsperioden (de har dock patraffats i narliggande vattendrag enligt
artfakta). Huruvida detta beror pa bristande inrapportering eller att det for sjon ar
mycket sdllsynta observationer ar for oss oként. Vi kan dock konstatera att framfor allt
id, smaspigg och storspigg hade mycket lag signalstyrka (<0.1% av sekvenserna) och
forekom bara i enstaka prover (1-3) vilket antyder att forekomsten i Vombsjon ar
begréansad.

Fragan lyftes dven om ytterligare karpfiskar som observerats i sjon men som inte
detekterats av eDNA-proverna (karp, bjorkna, sarv och sutare). Det dr svart att siga med
sakerhet vad som &r orsaken men det finns flera méjliga forklaringar. Studier som
jamfort natfiske mot eDNA-resultat har visat att eDNA ibland missar arter som
forekommer i nétfiske, men ocksa att natfiske missar betydligt fler arter som pavisas av
eDNA. Fordelning av prover i djupled och tid har ocksa en markant inverkan pa
artobservationer via eDNA. Exempelvis ar det tankbart att sutare aggregera nar botten
och ar inaktiva under vintern vilket skulle kunna géra dem svara detektera, sarskilt via
ytprover. Ovan namnda arter har alla dterfunnits av AquaBiota vid tidigare eDNA-
inventeringar sa rent tekniskt vet vi att metoden fungerar for dem. Om man fangar arter
som eDNA-metodiken missat, och tror att dessa har forekommit i lokalen vid
provtagningstillfillet, kan man ta ett vivnadsprov och sidnda in den tillsammans med
eDNA-proven i framtida undersokningar. Detta kommer da ge ett definitivt svar pa
individens genetiska tillhorighet och om dess sekvenser forekommer i vattenproverna.



https://www.aquabiota.se/jamforelse-mellan-traditionellt-provfiske-och-edna-for-inventering-av-kustfisk/

Analys av observerad biodiversitet i forhallande till antalet prover (rarefaction curve)
visar att antalet prover var tillrackligt och att effekten av att ta ytterligare prover med
motsvarande metodik vid motsvarande tidpunkt skulle vara begransad (figur 5). Redan
vid fyra prover upptickes i genomsnitt 11.4 arter och endast arter som férekom i
mycket 1ag signalstyrka missades. I syfte att reducera kostnaden for framtida
provtagningar skulle det da vara mojligt att ta fiarre prover. En forsiktig reduktion vore
att ga ner till 8 prover men som namnt skull &ven 4 prover relativt val beskriva
artsammansattningen. Overvigning av fordelning av prover i djupled dr dock virt att
beakta, sarskilt om proverna tas under sommaren da temperaturskiktningen har en
stark paverkan pa struktureringen av eDNA i sjdar.
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Figur 1. eDNA-karta Vombsjon. Vanligaste forekommande arter i fallande ordning: Gars (58.1%),
Moért (25.5%), Abborre (10.8) och Al (1.7%). Gars dominerad i proverna fran sjons nordvastra
sida medan de sddra proverna hade storre inslag av mort och abborre. Zooma in for att tydligare

se arter med lag frekvensandel. Bakgrundskarta: © OpenStreetMap.
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Figur 2. Sammanstéllning av sekvensfordelningen mellan prover utdragen fran Nature Metrics
analysrapport fran Vombsjon. Storleken pa bubblan visar andel sekvenser i relation till det totala
antalet sekvenser i vardera prov. Fargerna indikerar familjetillhorighet. Arter pa svenska

uppifran: al, braxen, 16ja, id, mort, gadda, storspigg, gars, abborre, gos, drring och nejondgon.
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Figur 3. Procentuell sekvensfoérdelning i Vombsjon.
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Figur 4. Antal forekomster per art. Nio prover sekvenserades. Mort, gars och abborre férekom i
samtliga prover.
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Figur 5. Antalet arter som i genomsnitt detekteras nar en bestimd mangd prover slumpas ut.
For varje kategori (antal) slumpades ett urval av prover fram tio ganger. Exempel: nar tva prover
slumpades ut aterfanns i genomsnitt 8.5 + 1.8 fiskarter. Nar nio prover slumpades ut aterfanns i
genomsnitt 12.9 + 0.31 fiskarter. Alla tio prover inkluderades i analysen.
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