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Forord

Héar presenteras resultaten fran forskningsprojektet "LifeDNAquatic: Riktlinjer
for optimal hantering och analys av akvatiskt eDNA som verktyg inom svensk
miljodvervakning”. Projektet dr ett av atta projekt som genomforts inom ramen
for forskningssatsningen DNA-metoder inom miljédvervakning. Med satsningen
ville Naturvirdsverket och Havs- och vattenmyndigheten stodja forskning som
kan bidra till en béttre och effektivare miljéovervakning genom inférande av DNA-
baserad analysteknologi.

Projektet har finansierats med medel fran Naturvardsverkets miljoforsknings-
anslag.
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Sammanfattning

Naturvardsverket och Havs- och vattenmyndigheten i Sverige beviljade atta forsknings-
projekt 2018 f6r att undersdka hur eDNA kan anvdndas som verktyg inom den svenska
miljéovervakningen. Projektet LifeDNAquatic, presenteras i denna rapport.

De tre forsta arbetspaketen inom projektet resulterade i tva tekniska rapporter
som behandlar faltplanering, provtagning i filt och olika sorters faltutrustning.
Riktlinjer for laboratorier specifika for eDNA och extraktionsmetoder diskuteras.

Sju undersokningar (5-11) utfordes for att validera eDNA som metod och for
att utréna anvindbarheten av eDNA-flerartsanalyser som verktyg inom miljo-
Overvakningen. Mer 4n 460 eDNA-prover samlades in under undersékningstiden.

Delundersokning 5: Gar det att jAimfora artforekomster baserade pé flerarts-
analyser som kommer fran helt olika eDNA-laboratorier? En jaimférande undersékning
utférdes dar fem laboratorier deltog for att jamfora fiskdetektion fran samma vatten.
Artanalyserna fran de olika laboratorierna visade férvanansvirt liknande resultat.
Detta innebaér att resultat fran olika eDNA-utdvare ar jimfoérbara och att metoden ar
tillforlitlig.

Delunders6kning 6: Ar resultaten av eDNA-analyser jamforbara da prover bevaras
i olika konserveringsvitskor 6ver tid? Analysen visade att prover som bevaras under
kort tid oberoende av konservering uppvisar samma resultat. D4 proverna bevaras mer
an tre manader ar resultaten jAmforbara bara di proverna bevarats i etanol.

Delundersokning 7: Gir det att analysera filter som bevarats i etanol i 1,5 ar?
eDNA-prover som bevarats i etanol i kylskép i 1,5 &r visar att detektionsprecisionen
av den biologiska mangfalden dr lika hog oberoende om proverna bevarats kort
eller lang tid.

Delunders6kning 8: Hur paverkar provtagningsdesign slutresultaten av en
undersdkning? Gar det att undersoka artnirvaro i bifléden genom att enbart analysera
prover frdn dess huvudflode? Slutsatsen frin detta ar att en genomtinkt provtagnings-
design och val av lokaler kan spara bade tid och resurser dd eDNA anvdnds som metod
inom miljé6vervakningen. FOr mera finskalig utbredning av arter bor flera lokaler
inventeras. Vidare ger prover fran huvudfléde inte information om artnirvaro i
bifléden. Mé&natliga prover ger en mer korrekt relativ biomassa av fiskarter eftersom
mjolke-eDNA di kan uteslutas fran analysen.

Delundersokning 9: Kan man utrdona sdsongsvariationer med eDNA 6ver ett 4r?
Hur manga prover behdver samlas in p4 de enskilda lokalerna? Frin detta arbetspaket
drar vi slutsatsen att prov som tas frdn samma lokal m&nadsvis under ett ar ir ett
mycket kraftfullt verktyg for artinventeringar eftersom bade arternas inbérdes domi-
nans i fisksamhallet samt reproduktionstider kan fastslis. Antal prover som behover
samlas in vid en provpunkt framgér av undersékningen.

Delundersokning 10: Hur skiljer sig resultatet mellan eDNA och néit-/elfisken?
eDNA i marin miljo detekterade 24 fiskarter jamfoért med 15 arter i nitfisket. eDNA i
rinnande vatten detekterade 1,2 till 4,7 ganger fler arter 4n sammanslagna historiska
elfiskedata.

Delunders6kning 11: Ar eDNA Kostnadseffektivt i relation till traditionella
metoder? Flera olika demonstrationsprojekt visar att eDNA som metod 4r kostnads-
effektivt i relation till traditionella inventeringsmetoder. Skillnaden beror pa tids-
atgangen i falt, som dr betydligt hogre for traditionella metoder jamfort med eDNA.
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Summary

The Swedish Environmental Protection Agency and Swedish Agency for Marine
and Water Management supported eight research projects in a call named “DNA-
methods for use in Swedish environmental monitoring”. One of these projects
called “LifeDNAquatic” is described in this report.

The three first work packages within the project resulted in two technical reports
in Swedish which is in line with a handbook published within the EU DNAqua-Net
consortium called “A Practical Guide to DNA-based methods for biodiversity assess-
ments”. Four of the co-authors of the EU guide are also participants of LifeDNAquatic.

Seven field based empirical studies (ES) within the project were conducted to
validate eDNA metabarcoding (multi-species surveys) mainly surveying fish, as
a tool for environmental monitoring. More than 460 water samples were collected
and processed within the project.

ES 5: Are eDNA results generated from different eDNA laboratories comparable?
A survey based on eDNA metabarcoding of fish was performed where the participants
collected water from the same source using completely different methods. The results
were very similar and confirmed that data from different eDNA providers is com-
parable.

ES 6: Are the results from eDNA analyses comparable when the filters from the
field are stored in different conservation liquids (salt buffer or ethanol) more than three
months? Storage in alcohol over three months does not affect detection rates of bio-
diversity, storage in salt buffer over long time shows a sharp decline in detection rates.

ES 7: Is there a difference in detection efficiency of biodiversity (number of taxa)
between samples stored in ethanol in the fridge for two weeks versus 1.5 years? The
results showed that the detection rate is not affected by storage exceeding 1.5 years.

ES 8: How does sampling design prior to field work affect the detection rates
of species in a large drainage area? Is the DNA signal from a tributary detectable in
the main river? If only presence of species is of interest a small number of sampling
localities is sufficient to detect species presence. By using a model taking historical,
physical and chemical factors into consideration, the sample numbers in the drainage
area can be reduced from 64 to 6 sites. The DNA signal from a tributary to a river or
from a river to a lake disappears very quickly.

ES 9: What information can eDNA metabarcoding based on monthly sampling
for a year provide managers? Monthly sampling provides species presence, domi-
nance of species within a location, simultaneous spawning patterns and indication
of changes in the environment when indicator species appear or disappear. Monthly
samples provides a much more correct relative biomass of fish species as milt eDNA
can be excluded from analysis.

ES 10: How does the result differ between eDNA and net/electrofishing? eDNA
in the marine environment detected 24 fish species compared to 15 species with nets.
eDNA in running water detected 1.2 to 4.7 times more species than historical electro-
fishing data.

ES 11: Is eDNA cost-effective in relation to traditional methods? Several different
demonstration projects show that eDNA as a method is cost-effective in relation to
traditional inventory methods. The difference is due to the time required in field,
which is significantly higher for traditional methods compared to eDNA.
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1 Introduktion

Naturvardsverket och Havs- och vattenmyndigheten i Sverige beviljade flera
forskningsprojekt under 2018 med syfte att undersdka hur eDNA kan anvindas
som verktyg inom den svenska miljo0vervakningen. Projektet LifeDNAquatic
(Dnr 802-0183-18) presenteras i denna rapport.

Projektgruppen inom LifeDNAquatics byggde vidare pa existerande kunskap
for att utveckla metoder for filtinventering, behandling och lagring av prover fran
olika akvatiska miljéer. Vidare utfordes faltundersékningar som jamforde hur olika
konserveringsmetoder och arstider paverkar resultaten, vilka dven jimfordes med
konventionella provtagningsmetoder. Projektet fokuserade pa fisk som taxonomisk
grupp.

DNA-baserade metoder for att detektera och identifiera arter har under det
senaste decenniet 6ppnat upp for nya mojligheter att inventera biologisk méngfald,
dir fokus har legat pa akvatiska ekosystem. En studie som publicerades 2008
visade att det 4r mdojligt att identifiera ndrvaro av oxgroda i dammar genom att
analysera DNA-spar med molekyldra metoder i ett vattenprov, utan att sjilva arten
ar nirvarande (Ficetola m.fl. 2008). Dessa DNA-spar som varje levande individ 1am-
nar efter sig i miljon genom andning, slem, gameter, svett och avforing har fatt sam-
lingsnamnet environmental DNA eller eDNA (Taberlet m.fl. 2012, Bruce m. fl. 2021).
Tidiga studier av invasiva arters framfart utfordes i USA:s stora sjoar dir nirvaron
av karpfisk undersoktes med metoden (Jerde m.fl. 2013). Analyser av en arts nir-
varo utfordes for invasiva tusensnickor i Nya Zealand (Goldberg m.fl. 2013) och den
hotade storre vattensalamandern (Biggs m.fl. 2015).

Mojligheterna att anvinda eDNA for praktiska undersokningar och arliga inven-
teringar gjorde att forskningen inom eDNA tog fart. En vindpunkt var utvecklingen
av hogpresterande genetisk sekvensering (NGS) som gor det mojligt att identifiera
flera arter p& en ging och beskriva hela artsamhéllen genom att analysera ett enda
vattenprov (Taberlet m.fl. 2012, Valentini m.fl. 2016). Metoden 6ppnade upp for
tanken att anvinda eDNA som verktyg inom miljoévervakningen for identifiering
av hotade och sillsynta arter samt som en metod for arliga artinventeringar. D&
metoden utvecklades i olika laboratorier fanns det under en tidpunkt flera protokoll
och metodvariationer dn aktiva forskare inom omréidet (Spens m.fl. 2017; Seymour
2019). For att na storre koncensus fér metoder mellan forskargrupperna och fér att
forsdkra att data mellan olika undersékningar ar jaAmforbara bildades EU-konsortiet
DNAquaNet 2016 (Leese m.fl. 2018). Fler &n 400 forskare och slutanvéndare triffades,
besokte olika laboratorier och utférde undersékningar for att goéra de olika eDNA-
studierna jimfoérbara. Konsortiet satsade pa att ta fram metoder for inventering
av sjoar och vattendrag inom EU:s Ramdirektiv fér vatten (WFD, 2000/60/EC) och
EU:s Ramdirektiv om en marin strategi (MSFD, 2008/56/EC). Detta bidrog till att
standarder for provtagning kommer att godkédnnas under 2023 och en handbok fér
eDNA inom miljoovervakningen publicerades 2021 (Bruce m.fl. 2021). EU konsortiet
EU GEANS har sammanfo6rt forskare och eDNA utévare i Europa for att na sam-
stimmighet f6r eDNA metoder i marina milj6er.
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Utvecklingen av eDNA-analyser som forskningsfilt till att anvindas som ett praktiskt
verktyg inom miljodvervakningen har gatt fort, och vetenskaplig rigiditet behéver
kombineras med praktisk anvindning for miljéévervakande organ. Viktiga faktorer
att tinka pé innan ett eDNA-projekt gir av stapeln ir filtplanering, insamling, kon-
servering av prover, laboratoriekrav och méjligheterna att kontrollera hur pélitliga
metoderna ir. Aven potentiella felkéllor och osékerheter dr viktiga att ta i beaktande.

For inventering av fisk och andra vattenlevande organismer ligger utmaningen
iatt patriffa arterna i friga snarare dn att identifiera dem. Konventionella metoder
kan vara bade tidskrdvande, dyra, skadliga och ospecifika, speciellt d& det géller arter
som dr skygga eller sillsynta, eller om det géller frimmande arter i bérjan av invasions-
processen. eDNA som verktyg inom miljé6vervakningen samt som komplement till
traditionella metoder kan 6ppna nya mdéjligheter att utféra inventeringar av arter
och biologisk mangfald under kort tid.

For att fullt ut implementera eDNA inom nationella 6vervakningsprogram ar
det dirmed viktigt att standardisera en metodik som 4r bade kénslig och kostnads-
effektiv. Detta kriver en bittre forstielse for eDNA-dynamiken i miljon och den
variation som ar forknippad med olika provtagningar, vilket bland annat inkluderar
en forstielse for hur den rumsliga och tidsméssiga variationen kopplas till arter
och deras livsmiljoer. Féljande avsnitt behandlas i denna rapport:

2. Insamling i filt

3. Filtertyper och eDNA-konservering

4. eDNA-laboratoriekrav och extraktioner

5. eDNA-resultat fran olika laboratorier for flerartsanalyser av fisk

6. Jamforelse av artdetektion mellan tvé olika eDNA-fixeringsmetoder
7. Integritet aveDNA i filter konserverade i etanol i 18 m&nader

8. Rumsliga insamlingsstrategier

9. Sisongsvariation

10. Jamforelse i artdetektion mellan eDNA och provfiske

11. Kostnadsjamforelse mellan eDNA och traditionella inventeringar

12. Oséakerheter och felkéllor

Avsnitt 2-4 i denna rapport avhandlar filtinsamlingstekniker samt laboratorie-
metoder och sammanfattar tva tekniska rapporter inom detta projekt (Hellstrém
m. fl. 2021a; 2021b). Informationen bygger pa empiriska och teoretiska erfarenheter
och har dven resulterat i en handbok inom konsortiet DNAquaNet (Bruce m.fl. 2021).
Avsnitt 5-7 redog0r for metodiska empiriska faltundersdkningar som undersoker
hur hantering av prover paverkar resultatet av flerartsundersékningar. Avsnitt 8-10
behandlar storskaliga féltstudier som svarar pé flera fragor kring hur eDNA kan
anviandas i praktiken inom miljéovervakningen och testar de metoder som beskrivs
i avsnitt 2-7. Avsnitt 11 4r en kostnadsjamforelse mellan eDNA och traditionella
inventeringsmetoder. Avsnitt 12 redogor slutligen for potentiella osdkerheter och
felkillor som &dr viktiga att ta i beaktning.
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2 Insamling i filt

Insamlingsstrategier av vatten for eDNA-analyser dr grundpelaren for att uppné
resultat som reflekterar verkligheten och detekterar s manga nérvarande arter som
mojligt. De tekniska rapporter som producerades inom detta projekt (Hellstrém m.fl.
2021a; 2021b) samt riktlinjer som togs fram av EU-KRonsortiet DNAquaNet resulterade
i en praktisk guide fér eDNA som verktyg i miljé6vervakningen (Bruce m.fl. 2021)
med tydliga direktiv for insamling, filtrering och konservering av vattenprover.
Vidare har tva av medlemmarna i teamet varit aktiva inom pagiende CEN- och
SIS-standardiseringar av eDNA-provtagning inom EU och Sverige.

2.1 Faltforberedelser

211 Fysiska och ekologiska aspekter att ta i beaktande
infor faltplanering

Vid planering av ekologiska undersokningar, inklusive eDNA-undersokningar,
ar provtagningsdesign av mycket stor betydelse for att erhalla optimala resultat.

Fysiska aspekter sdsom djup, flodeshastigheter, cirkulation, héjdskillnader,
termokliner, halokliner, vattenvolymer samt naturliga och antropogena barridrer i
miljon ar viktiga faktorer som ska beaktas vid eDNA-provtagning (Deiner & Altermatt
2014; Jerde m.fl. 2016; Deiner m.fl. 2016; Hanfling m.fl. 2016; Shogren m.fl. 2017;
Pont m.fl. 2019; Bruce m.fl. 2021). I sjdar och vitmarker med stillastdende eller
skiktat vatten kan utbredningen av eDNA i vattnet variera vilket kan innebéira att
flera prover eller underprover bor tas (Deiner m.fl. 2016; Bruce m.fl. 2021). I stora
skiktade sjoar dar hela taxa undersoks befinner sig eDNA pa olika djup. I sidana
fall 4r det viktigt att ta prover pa olika djup och beakta eventuella termokliner
(Hanfling m.fl. 2016). I stora vattenmassor som i 0ppet hav &r DNA mer utspéitt
vilket gor att storre mangder vatten fran olika djup behdover filtreras. I rinnande
vatten dr DNA ofta bittre blandat och mer homogent, dock kan stora rinnande
vatten med bakatgdende strommar och varierande flodesriktning paverka prov-
tagningen (Jerde m.fl. 2016; Pont m.fl. 2018; Shogren m.fl. 2018).

Faktorer att ta i beaktande for insamling sammanfattas i Tabell 1 och baseras
pa Bruce m.fl.(2021) och Hellstrém m.fl. (2021a).

Sannolikheten for att detektera en given art med hjilp av eDNA som verktyg
styrs delvis av artens livshistoria och ekologi (Bista m.fl. 2017). En viktig faktor
som kan paverka om en art dr ndrvarande dr om den uppvisar sisongsberoende
migrationsmonster vilket férekommer hos bland annat marina daggdjur och
vandrande fiskar. Arter kan &ven rora sig i djupled beroende pé arstid. Typiska
kallvattensarter kan soka sig till djupare omraden vid stigande temperaturer. Aven
reproduktionstiden bér uppmarksammas nér prover ska tas eftersom gameter
(konsceller) 6kar mdngden DNA i vattnet (Bylemans m.fl. 2018; se avsnitt 9).
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Tabell 1. Faktorer att tdnka pa vid eDNA-provtagning i akvatiska miljéer (Micaela Hellstrém).

Atttai Galler alla typer av Sjoar och dammar Rinnande vatten Marina miljoer
beaktande akvatiska ekosystem
Nar? Tid, « Sésong—ta exempelvis « Arvattnet skiktat? e Tag prover under « Néra strandlinjen, grunda

arstid, manad

prover for storre vatten-
salamander under och
precis efter reproduktions-
perioden innan de vuxna
lamnar vattendraget. Tank
pa sasong och parningslid
for fiskar. Bakterier har en
hégre koncentration under
de varma manaderna vilket
kan paverka proverna. Vinter-
provtagning gar darfor bra for
att eDNA bibehalls langre vid
lag temperatur.

* Provtagning parallellt med
myndigheters arliga inven-
teringar rekommenderas
for jamforbarhet av data.

« Nej—tavanliga delprover
som slas ihop i ett
insamlingskarl langs
strandlinjen av sjon.

* Ja- inkludera en djup-
profil med separata
grund-och djupprover
om ndédvandigt.

o Var-och héstcirkulation.

naturliga flédes-
férhallanden.

« Om méjligt undvik
torra perioder eller
oversvamnings-
perioder om detta
icke ar malet med
provtagningen.

vatten —ta sésong i
beaktande. Manga fiskarter
rér sig mot grundare vatten
under férékningsperioden
och till djupare vatten under
vintern.

Vissa arter foredrar djupare
vatten under den varma
sommarsasongen.

e For marina daggdjur—ta
reda p& migrationsmonster.

Provtagning parallellt med
myndigheters arliga inven-
teringar rekommenderas for
jamforbarhet av data.

Var? Vélja
provtagnings-
lokal

e Undvik att vistas i vattnet
fore provtagning for att inte
riskera kontaminering fran
skor. Om nédvéandigt, ta
proverna uppstréms prov-
tagaren.

« Samla in férhandsinformation
om positioner av avloppsror,
restauranger, bebyggelse etc.
eftersom eDNA-signaler fran
dessa nar vattnet.

« Notera dven narvaro av faglar
eftersom avféring kan inne-
halla DNA som inmundigats
pa andra stallen.

e Samla prover langs
litoralen. Ta topografiska
variationer i beaktande
som vid traditionell
provtagning.

e Samlain delprover
Over vattendraget.

« Tank pa positioner av
huvud- och bifléden,
notera omedelbar
narhet till sjoar, samt
héjdskillnader som
vid traditionell prov-
tagning.

Notera djupprofiler, tid-
vatten, strommar och
avstand fran land.

¢ Undvik nérheten av utlopp
fran rinnande vattendrag.

Flera djup kan behévas som
vid traditionell provtagning.

Hur ménga « Antal prover skall reflektera « Antalet prover beror « Dadetgallerrinnande | « Antalet prover beror pad om
prover rumsliga variationer (olika pa vattnets storlek. vatten beror antalet tidvatten och strémmar skall
behdvs? habitat sdsom vegetation, Provtagningsstrategi prover pa alvens/ tas i beaktande.
sandstrand eller klippor). sdsom sammar}slagrja flodens langd o<_:"h « Djupprofiler med djupt
« Systemets storlek och dven underprover kraver farre prover tas med jamna vatten och ytvatten kan
begransningar gallande antal prover for att avstand. behodvas och 6kar da antalet
méjligheter att nd provtag- detekl_teralsrtzrr!a. Om prover.
ningslokalen. ;?/Tnsttlgsuse Lzhrgc;gfa[\gr + Antal replikat per lokal beror
o For sammans'lagna prover, provpunkter och filter. pa hur proverna har samlats
notera rumsliga variationer. Varierande strand- in.
topografi kraver flera « Tvatill tre replikat forbattrar
prover for att tacka definitivt resolutionen av
de olika habitaten. antalet arter.
Hur mycket? » Provvolym beror pa flera * Mindre vatmarker kraver | « eDNA fran stérre » eDNA-prover fran marina
Vattenvolym faktorer (inkluderande mindre provvolym &n floder &r stokastiskt miljder &r mycket utspédda
grumlighet som anges stora sjoar och volymer fordelat och kan vilket betyder att flera
nedan). av filtrerat vatten vara mycket utspatt underprover samt storre
« Majoriteten av eDNA-analyser begransas latt av filter jamfért med mindre volymer behovs for goda
idag fokuserar pa filtrerade som tfcipps till av ri_nnande vatten eller resul_tat. D?ttg galler
vattenvolymer mellan organiskt material. sjoar. spqullt pa djupare lokaler
0,5-5 liter. « Delprover som och i ppet vatten.
e Provvolym reflekteras &ven s?mmanslas ar viktiga
av provtagningsstrategi, och for goda resultat.
om sammanslagna under-
prover anvands.
Sikt och * Notera grumlighet och ¢ Grumlighet och hég humushalt ar vanliga. Undvik « Notera sikt, halokliner och
grumlighet humusrika vatten. att réra upp bottensubstrat vid provtagning. termokliner.

e Grumliga vatten kan férorsaka
lilltéppta filter, forldnga
filtreringstid och orsaka
PCR-inhibition av DNA.

« Forfiltrering med filter av storre porstorlek
rekommenderas vid problem.

* Notera regnigt vader eller algblomningar.
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Flertalet vatteninsamlingsstrategier har visat sig ge pilitliga resultat med mycket
goda forutsittningar att detektera arter. Dessa strategier innebér antingen insam-
ling av vatten &ver ett storre omrade 14angs transekter med delprover som slas ihop
till ett samlingsprov (Pont m.fl. 2019), eller insamling av flera individuella prover
Over provtagningsomréidet (Hanfling m.fl. 2016). Den senare strategin ger en bild
av rumslig distribution av arter men ar ocksa betydligt dyrare 4n samlingsprover.
Oberoende av insamlingsstrategi dr det av virde att ta flera delprover vid varje
insamlingspunkt som sedan slas ihop till ett sa kallat punkt-samlingsprov.

2.1.2 Foérberedelser gallande utrustning

Forberedelser av faltutrustning ska géras i DNA-fria miljoer. Insamlingskirl som
burkar, hinkar eller vattenprovtagare bor rengdras med hypoklorit eller liknande
DNA-do6dande amnen och sedan skoljas noggrant. Filter, pumpar eller sprutor bor
bevaras i sterila forpackningar. Filtprotokoll ska medtagas.

For att undvika kontamination av DNA eller patogener mellan provtagnings-
lokaler ska féljande punkter féljas:

+ Undvik &teranvdndning av utrustning om inte utrustningen rengors
med hypoklorit eller kommersiella DNA-forstdrande produkter mellan
provtagningslokaler.

+ Undvik kontakt med vattenmassan innan provtagning for att férhindra att
skor eller klader 6verfor DNA fran andra stéllen till provtagningspunkterna,
eller stanna alltid nedstroms i férhallande till provtagningspunkten i rinnande
vatten.

» Skor eller stovlar ska rengdras med hypoklorit eller liknande DNA-dédande
medel mellan provtagningslokaler.

« Anvind sterila engdngshandskar for att forhindra 6verforing av provtagarens
DNA till proverna. Byt handskar mellan provtagningspunkter.

+ For riktigt kinsliga prover anvind munskydd, andas inte 6ver filter eller
insamlat vatten. Om provtagaren har itit fisk dr det en risk att DNA &verfors
fran andningen till proverna.

« Samla in regelbundna filterkontroller i falt for att forsékra att proven inte
har kontaminerats i falt.

« Téank pa eventuell 6verforing av sjukdomsalstrare mellan lokaler vid
temperatur- och pH-métningar.
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3 Filtertyper och
cDNA-konservering

3.1 Filtertyper

Filtersystem och utrustning anvénds for att samla in och fixera eDNA fran vatten.
Insamling av eDNA &r idag néistan uteslutande filterbaserat. Vattnet kors genom
ett filter med hjalp av vakuum eller mekanisk kraft. DNA fran vattnet fastnar
i filtret och kan sedan fixeras for senare analys.

De huvudsakliga filtertyperna &dr 6ppna filter, inhysta (housed pé engelska)
filter och slutna filter (Figur 1).

311 Oppna filter

Oppna filter 4r runda membran som dr exponerade for luft under filtrering. Vattnet
filtreras vanligen i laboratoriet med en vakuumpump eller i falt med en peristaltisk
pump. Vattnet hills i en steril behéallare och rinner igenom filtret. Oppna filter dr
billigare 4n de 6vriga filtersystemen men 16per dock en stdrre risk fér kontaminering
(fran DNA som finns i den omgivande luften och/eller provtagaren) frdn omgivningen
eftersom de inte skyddas av ett hélje. Rent vatten filtreras genom de negativa filter-
kontrollerna for att forsikra sig om att de inte har kontaminerats.

3.1.2 Inhysta filter

Inhysta filter (frin engelskans “housed filters”) beskriver ett system dér ett 6ppet
filter placeras innanfor en stingd kapsyl under sjilva filtreringsprocessen, varefter
filtren 6ppnas och hanteras som ovan. Aven hir 4r kontamineringsrisken stor och
negativa kontroller med filtrerat rent vatten ar nodvandiga for att utesluta konta-
minering.

31.3 Slutna filter

Slutna filter 4r system dér filtermembranet dr slutet innanfér en kapsyl. Filtret
exponeras dirmed inte alls for den yttre miljén vilket gor att kontamineringsrisken
ar liten. Konserveringsvatskan (se avsnitt 3.2.3) sprutas direkt in i filtrets membran
innanfor kapsylen som inte 6ppnas. Alternativt toms filtren pa vatten, forsluts och
laggs i faltfrysari-20 °C.
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Figur 1. Schematisk bild av de olika filtertyperna som anvénds fér eDNA-provtagning. Proverna
filtreras och konserveras i falt (kapitel 3.2). Konserveringsvéatskan avlagsnas fore lysisteget forutom
da lyseringsbuffert (ATL eller LM) anvands som konserveringsmedel. (Micaela Hellstrom).

3.2 Fixering av eDNA i filter

For att undvika att eDNA sOnderfaller under transport véljer minga utévare att
konservera (fixera) DNA sé fort som mdjligt efter filtrering, ofta redan i félt. Detta gor
att proverna kan sdndas till analyslaboratorier med vanlig post direkt efter avslutat
faltarbete. Vattenprover som skall frysas eller skickas i vitskeform for att filtreras
ilaboratorium bor filtreras sa snart som mojligt (dock inom 24 timmar).

3.21 Frysning

Frysning ar effektivt men krdver omedelbar tillging till filtfrysar si att proverna
halls kalla under transporten till laboratoriet. For att bevara DNA-integriteten ir det
viktigt att proverna inte tinar och fryser. En del sinder fruset vatten till laboratoriet
och filtrerar det upptinade vattnet precis fére eDNA-utvinning (extraktion).

En effektiv metod 4r att snabbfrysa proverna i flytande kvive. Flytande kvive
har en temperatur pa -195,6 °C och behdver hanteras av utbildad personal eftersom
vitskan kan orsaka svara kylbrdnnskador.

3.2.2 Torkning

Torkning av filtermembran kréver endera silica-gel, en avfuktare eller specialpapper
som torkar ut filtren. Denna metod &r inte fullt utvirderad men principen ir attraktiv
pa grund av sin enkelhet. Vidare dr det en utmaning att torka inkapslade filter. Oppna
filtertyper dr mer 1ampliga for torkning.
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3.2.3 DNA-fixering

Vétskor som fixerar DNA delas in i tvi kategorier; konserveringsvatskor och
lyseringsbuffertar.

3.2.31 KONSERVERINGSVATSKOR

Konserveringsvétskor som etanol (fér eDNA minst 96 % v/v etanol av molekylar grad)
och RNALater fixerar DNA paé filtret och materialet konserveras och kan bevaras
under langre tid fram till att DNA utvinns (extraheras). Under det forsta steget i
extraktionsskedet d4 eDNA utvinns avlidgsnas vitskorna fran filtret och filtret torkas
och extraheras med en lyseringsbuffert. For etanol torkas filtret och DNA utvinns
separat fran alkoholen och sammanf6rs vid det forsta extraktionssteget.

FoOr utvinning av akvatiskt eDNA f6r att analysera ndrvaro av ryggradsdjur och
musslor har etanol visat sig vara den effektivaste fixeringsvatskan dir proverna kan
bevaras under lang tid utan att kvaliteten pa DNA férsdmras (Spens m.fl. 2017).
Prover bevarade i etanol i kylskdp under 15 manader visade ingen forsdmring av
DNA-kvaliteten da de jaimférdes med prover som extraherades genast efter att de
ankommit till laboratoriet (Hellstrém m.fl. opublicerat data). Filter som fixeras
i etanol kan skickas fran filt till laboratoriet utan tillstind eftersom volymerna
ar sd sma, ddremot kan etanol av molekylér grad vara svart att fa tag pa i andra
linder. Nackdelen med etanol ar att vitskan evaporerar snabbt och kan forlora sin
koncentration om flaskor eller filter inte tillsluts ordentligt efter anvindning.

3.2.3.2 LYSERINGSBUFFERTAR

Lyseringsbufferten anvinds i forsta steget under eDNA-extraktion och 16ser upp
cellviggar sé att DNA faller ut i lyseringsvatskan. Lyseringsvitskor sdsom Longmire’s
buffert (Longmire m.fl. 1997) eller lyseringsvitskor som ingar i kommersiella DNA-
extraktionskit kan anvindas som fixering av filter i falt for att sedan direkt anvindas
i DNA-extraktionens forsta steg.

Longmire’s buffert (LM) ar saltbaserad och ar 1ampad for eDNA-analyser
(Longmire m.fl. 1997; Wegleitner m.fl. 2015) men &r inte tillgdngligt kommersiellt
och behdver tillverkas i rena laboratorium. RNAlater bevarar mikrober och eRNA
parallellt med makrobiotiskt eDNA. Spens m.fl. (2017) jamforde flera olika kombi-
nationer av filtertyper och konserveringsmetoder for fisk-eDNA, dér etanol och
LM visade bést resultat.

For att vidare unders6ka om LM och etanol visar samma resultat da det giller
artdiversiteten i olika habitat jAmfordes dessa tva fixeringsmetoder (se avsnitt 6).
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4 eDNA-laboratoriekrav
och extraktioner

Denna del av rapporten sammanfattar de riktlinjer for laboratoriekrav och extraktions-
metoder for eDNA-analyser anpassade for svenska forhallanden som generades
inom EU-Konsortiet DNAquaNet. EU-konsortiet nddde koncensus da det gillde bade
insamling av prover, fixering, filtrering, laboratoriekrav och eDNA-extraktioner,
vilket resulterade i en handbok déar fyra av deltagarna var medférfattare och tva
huvudforfattare (Bruce m.fl. 2021).

eDNA-extraktioner innebér att DNA utvinns frin ett prov genom olika steg av
sonderdelnings- och reningsprocesser som resulterar i ett prov med rent DNA, fritt
fran andra cellkomponentetr.

Det filtrerade provet behover vid ankomst till laboratoriet rengdras pa utsidan
frdn kontamineringar innan provet fors in i laboratoriet. DNA-dddande medel som
50 % hypoklorit eller DNAway rekommenderas for att rengora filterkapslar och
provror frin DNA-Rontamineringar pa utsidan.

DNA-extraktioner innefattar olika steg i laboratoriet fran att filtren anldnder
till att utvunnet eDNA bevaras i ett provrdr. De olika utvinningsstegen delas in i,
sonderdelningsfas (lysering), bindningsfas (DNA binds till ett substrat), tvittnings-
fas (de celldelar som inte &r DNA tvéttas bort) och elueringsfas (DNA félls utien
konserveringsvitska).

4.1 Krav pa eDNA-laboratorier

Alla sorters laboratorieundersokningar kan leda till felkillor om inte nédvandiga
atgarder vidtas.

+ NAir eDNA-proverna anlidnder till laboratoriet ar det viktigt att proven rengors
pa utsidan innan de flyttas in till laboratoriet.

« Extraktionerna bor ske i utrymmen enbart avsedda for eDNA-extraktioner och inte
i utrymmen dér vivnadsprover extraheras (Goldberg m.fl. 2016; Bruce m.fl. 2021).

« Extraktionsutrymmet bor vara fysiskt atskilt fran prepareringslaboratoriet for
PCR - som i sin tur bor vara separerat frdn PCR- och sekvenseringslaboratoriet.

« All utrustning sdsom pipetter och annan laboratorieutrustning ska inte lamna
laboratoriet. LAdor med provror, kits och andra engdngsprodukter skall avkonta-
mineras (se nedan) innan de fors in i laboratoriet.

« Extraktionsrummet ska rengdras med DNA-d6dande medel. Notera att auto-
Klavering inte ar effektivt for att avligsna DNA fran ytor. DNA-d6dande &mnen,
som inte innehéller Klorin, kan med férdel anvindas. Exempel pa alternativa
produkter for detta &ndamal 4r LabClean, PCRClean frdn Minerva Laboratories.
Det vanligaste medlet for att avligsna DNA-spéir i laboratorier 4r hypoklorit
(50 % Kklorin industriell grad), och darefter 70 % alkohol. Hypoklorit dédar DNA
men kloret kan reagera med saltet guanidiniumtiocyanat som finns i vissa
extraktionsbuffertar vilket gor att vitecyanidgas kan bildas, darfor dr avtorkning
av ytorna med etanol efter rengdring med Klorinpreparat viktigt.
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« Extraktionerna bor ske under en laminér flodeskdpa eller UV-bank, som har ren-
gjorts med klorin och som option sedan behandlats med UV-ljus fore extraktionen.

» UV-ljus rekommenderas i flodeskapan.

+ Positivt tryck, HEPA-filter for infléden samt UV-ljus rekommenderas for hela
laboratoriet.

+ Enbart personal som utbildats bade praktiskt och teoretiskt i eEDNA-extraktioner
ska vistas i laboratoriet och utfora arbetet. Personalen bér dven ha genomgétt
utbildning i molekylér laboratorieanvindning och sidkerhet, vilket innefattar
forstéelse for reagenser och forsta hjilp.

+ Skyddsklader sdsom skoskydd, munskydd, hirskydd och laboratorierock (géller
dven engangslaboratoriedrikt) och engingslaboratoriehandskar dr nddvandiga.
Laboratorieklader for extraktioner kan inte anvindas i andra laboratorier. Varje
enskilt laboratorieutrymme beh&ver en egen uppséittning av laboratorieklader
som ir avsedda enbart fér det designerade utrymmet.

« Dubbla handskar ska anvindas. Torka av handskarna med avkontaminerings-
medel och byt yttre lagret av handskar ofta under processens gang. Med dubbla
handskar exponeras aldrig nakna hdnder som annars kan avge DNA i laboratoriet.

« Utrustningen i eDNA-laboratoriet bor inte 1dmna extraktionsrummet och tas in
igen, vilket inkluderar pennor och anteckningsblock.

« Laboratoriearbete med eDNA kriver en noggrann planering med tanke pa kon-
tamineringsrisken mellan de olika laboratorierna. For att férhindra kontaminering
mellan de olika stegen i DNA-analyserna ska teknikerna som utfor extraktionerna
inte besdka extraktionslaboratoriet om de vistats i pre-PCR-, PCR- eller post-PCR-
utrymmen under samma dag. Flera laboratorier anvinder trafikljus fran rott
till gront som en guide éver hur man kan réra sig mellan utrymmena (Figur 2).
Om personalen behdver ga fran laboratorierna for vidare analys i extraktions-
laboratorierna beh&ver de avkontamineras genom att duscha, byta klider och
klé sig i laboratorierockar, engdngsdrékter, munskydd, fotskydd och handskar
som dr avsedda for extraktionslaboratoriet.

« Det ar viktigt att laboratoriepersonalen bekantar sig med anvisningarna fér
anvindningen av rengdringsprodukterna fore anvindning. Efter anvindning
av extraktionslaboratoriet ska alla arbetsbinkar, pipetter, centrifuger, handtag,
varmeblock, golv, med mera rengdras med DNA-d6dande &mnen.

« Efter varje anvindning blotldggs provrorsstillningar i avkontamineringsmedel
enligt tillverkarnas foreskrifter.

« Extraherat eDNA bor bevaras i f6r eDNA avsedda utrymmen (-20 °C eller -80 °C
beroende pa vilken elueringsvitska som anvands).

Flodesschema for vistelse i olika analyslaboratorier under en dag

. Yo Y=

Pre-PCR I &

\ / Sekvensering

Figur 2. Vistelseschema for teknisk personal i de olika laboratorierna under en dag. Denna rapport
behandlar enbart eDNA-extraktion. (Micaela Hellstrém).

extraktion
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4.2 Positiva och negativa kontroller
i eDNA-extraktioner

Att inom miljoovervakning dra slutsatser baserat pa artférekomst fran eDNA-studier
kraver data som med sédkerhet kan indikera artens nirvaro eller frAnvaro vid en given
lokal. Tillférlitligheten av data som baseras pé enarts- eller flerartsanalyser av eDNA
som ska fungera som underlag for atgirder, artskydd och tillstAndsprévningar ska
kunna sikerstéllas genom att anvinda kontroller under hela provtagnings- och
analysprocessen.

Varje utévare av genetiska analyser behdver kdnna till och ha erfarenhet av
molekylira laboratorieprocesser och praxis. Detta géller grundliggande genetiska
analyser (Griffiths m.fl. 2005), kriminaltekniska protokoll (Board 2000; Brandhagen
m.fl. 2020) och medicinska anvindningsomriaden. eDNA-undersdkningar kriver
forutom kunskap och erfarenheter av molekylarbiologisk praxis dven ytterligare
rutiner for att sdkra resultatens tillforlitlighet vilket betyder att varje steg under
provtagning och analyser behdver kvalitetskontroller (Goldberg m.fl. 2016; Bruce
m.fl. 2021).

4.21 Kontroller fér att utesluta falska positiva och
negativa prov

Negativa och positiva kontroller ar viktiga for att avgéra om proverna ir rena fran

fororeningar och for att sdkerstilla att de olika stegen inom analysen lyckats.

4.211 NEGATIVT KONTROLLPROV OCH FALSKA POSITIVA PROVER

Ett negativt kontrollprov férvéntas inte ge utslag for DNA for de arter man under-
soker. Om provet dnda r positivt kallas detta for Typ I-fel eller falsk positiv kontroll.
Notera att falska positiva utslag kan uppkomma i faltprover vid eDNA-analyser
och artens DNA detekteras fast den inte dr ndrvarande. Exempel p4 detta ir figlar,
utter och mink som é&ter fisk i en sjo och férorenar nésta fiskfria sjo med avforing
och ddrmed sprider DNA. Nirhet till avloppsror, restauranger och bebyggelse kan
ge falska positiva utslag. Eftersom eDNA litt fororenas frin omgivningen och dven
provtagarna ir det viktigt att ta hinsyn till alla situationer som kan ge upphov till
falska positiva utslag.

4.21.2 POSITIVA KONTROLLPROV OCH FALSKA NEGATIVA PROVER

Ett positivt kontrollprov innehéller en eller flera sekvenser av méalarter (s.k. “mock
communities” eller DNA fran vavnadsprov) och férvintas ge positiva utslag. Ett
positivt prov som inte ger en eDNA-signal fast en art 4r ndrvarande kallas f6ér falsk
negativ. Detta kallas Typ II —fel, och kan uppkomma om proverna inte dr insamlade
inom ritt omrade om det ir for fa prover, eller om proverna ar inhiberade. Tabell 2
summerar positiva och negativa kontroller som rekommenderas vid eDNA-analyser
for kvalitetssidkring.
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Tabell 2. Positiva och negativa kontroller som extraheras. (Rosetta Blackmann,
Micaela Hellstrom).

Skedei Positiv kontroll Negativ kontroll

flédesschema

Planering Identifiera lokal i falt dar Identifiera lokal i falt dar Oom
malarterna inte forekommer. malarterna forekommer. mojligt.

Faltkontroll Provta lokal i falt dar mal- Provta lokal i falt dar Om
arterna inte forekommer. malarterna forekommer. mojligt.

Filterkontroll Filtrera en negativ kontroll Mycket

samtidigt som faltproverna viktigt.

filtreras. Destillerat vatten,
DNA-fritt vatten eller mineral-
vatten kan anvandas.

Extraktionskontroll | Tillsatt ICP (se text) i lyserings- Kontroller filtreras med DNA- Mycket

bufferten (LB). Om provet fritt vatten i laboratoriet. viktigt.
fixeras i LB redan i falt Tillsatt ICP i lyseringsbufferten.
kontrollera att ICP tillfors. Extrahera kontrollerna till-
Provet kvantifieras for ICP sammans med proverna.
med gPCR eller ddPCR.
eDNA Kontrollera om proverna &r Mycket
inhiberingskontroll | inhiberade for att undvika typ Il viktigt.

fel. Analysera méalarternas DNA
med qPCR, med spadning eller
kontrollera att férhallandet
230/260 finns inom rimliga
varden med hjélp av Nanodrop.

Negativ filterkontroll innebdir att ett filter behandlas precis pa samma sitt som
proverna som innehéaller DNA men istéllet for vatten fran akvatiska miljoer anvinds
DNA-fritt vatten som filtreras. Om proverna konserveras med lyseringsbuffert ska
aven en s kallad IPC (Internal Positive Control) eller exogen intern positiv kontroll
adderas till bufferten. IPC kan kopas kommersiellt och innehaller artificiellt DNA
som inte finns i naturen. FOr prover som bevaras i andra medier dn lyseringsbuffert
tillférs IPC med lyseringsbuffert i laboratoriet. IPC tillférs lyseringsbufferten (se
nedan) i en kéind koncentration for att avgdra om extraktionen lyckats. Den interna
kontrollen testas med qPCR eller ddPCR i laboratorieprocedurerna som anvinds
efter DNA-extraktion. IPC ger ett matt pa hur vil extraktionen lyckats. I laboratoriet
tillfors &ven en extraktionskontroll dér ett laboratoriefilter filtreras med DNA-fritt
vatten och tillférs sedan lyseringsbuffert som innehaller en IPC och extraheras
tillsammans med de andra proverna. Negativa kontroller ar viktiga for att forsdkra
sig om att proverna inte har férorenats av DNA i falt eller laboratorium.

4.3 eDNA-extraktion fran filter

Extraktionsprotokoll fér att utvinna eDNA baseras pa modifieringar av kommersiella
DNA-extraktionskit (till exempel Qiagen DNeasy, MoBio Power Water, Power Soil Kits),
kolumnbaserade metoder (Sellers m.fl. 2018) eller vitskefasmetoder (Renshaw m.fl.
2015; Deiner m.fl. 2018). Resultat och data som anvands for rutinmiljodvervakning
dir slutanvindare r myndigheter eller industri behdver vara jimférbara, darfor
rekommenderas kommersiella kit eller modifieringar av dessa eftersom reagenserna
i kiten dr standardiserade och certifierade for att vara fria fran biologisk kontamine-
ring. Protokoll for vitskefasmetoder med fenol-kloroform-isoamyl ar effektiva och
producerar DNA med héga koncentrationer (Deiner m.fl. 2015). Samtidigt ar fenol
och kloroform oldmpliga ur milj6- och hdlsosynpunkt vilket gér att metoden undviks
av kommersiella laboratorier.
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DNA-extraktioner som baseras p4 kommersiella kit med eller utan avvikelser fran
grundprotoKkollet har férdelen att reagenserna ir certifierade och inte varierar
mellan olika kit samt tillverkningsomgangar. I kiten medf6ljer protokoll och dven
sdkerhetsforeskrifter som bor foljas bAdde med tanke pa utférarens sikerhet och det
slutgiltiga resultatet. Flera kommersiella extraktionskit innehaller buffertar med
guanidiniumtiocyanat eller guanidiniumhydroklorid vilka som nimnts tidigare,
kan reagera med Klorin och bilda farliga gaser, bland annat vitecyanidgas.

De initiala stegen for DNA-extraktioner bor vara anpassade efter filtertyp och
konserveringstyp av filtren (Spens m.fl. 2017; Bruce m.fl. 2021). Typen av lysering
(sonderdelningsfas av celler) beror pa vilka taxa som skall analyseras. Vattenprover
som filtreras for eDNA-analyser innehaller enskilda celler fran vertebrater och
evertebrater och kan latt delas sonder kemiskt med hjélp av en lyseringsbuffert.
Kiselalger krdver mekanisk sonderdelning for att cellviggarna skall brytas ner.

FoOr analys av kiselalger fran filter rekommenderas 6ppna filter. Om slutna filter
anvinds bor filtret avligsnas for mekanisk sonderdelning dér cellviggarna spracks
genom att anvdnda sma glaskulor eller sonikering (proverna utsétts fér ultraljud
for att sonderdela cellerna).

Enzymet Proteinase K tillfors for att bryta ner andra enzym sdsom DNase som
annars leder till degration av DNA i det extraherade provet éver tid. Prover som
extraheras utan Proteinase K kan hélla Iinge om de bevaras pa ett riktigt sitt, men
sonderfall 4r oundvikligt om proverna bevaras under en lingre tid utan Proteinase K.

Den sista fasen av DNA-extraktioner dr den sa kallade elueringsfasen dd DNA
som finns i pelletform eller 4r bundet i ett filter (beroende pa extraktionsmetod) blir
upplost i DNA-konserveringsvétska. De kommersiella kiten innehaller en buffert
som mest bestar av vatten. Vitskan kan med férdel bytas ut till molekylar grad
buffert TE pH 8 vilket gor att DNA-integriteten bevaras och proverna kan fraktas
mellan olika laboratorier i rumstemperatur. I elueringsfasen rekommenderas att
vatskan varms upp till 70 °C for att uppné hégre DNA-Koncentrationer.
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5 eDNA-resultat fran
olika laboratorier
flerartsanalyser av fisk

5.1 Bakgrund

For att kontrollera om resultat fran olika utévare dr jimforbara genomfoérdes en
studie sommaren 2019 dar eDNA-utdvare fran olika organisationer jaimforde resultat
baserat pA eDNA-metabarkoding for fisk fran ett stort samlingsprov fran River Hull
i Storbritannien. Ett av kriterierna for deltagandet i projektet var att deltagarna
skulle ha gedigen kunskap och erfarenhet av bide provtagning och analyser samt
arbeta i laboratorier som foljer riktlinjer for eDNA-analys. Milet med denna jaim-
forelse dr inte ett ringtest eller en validering angdende vilka metoder som ar bist,
utan snarare kontroll om resultat fér laboratorier med valuttdnkta och validerade
flodesscheman visar jimforbara resultat.

Undersdkning syftar till att besvara féljande fragestillning: Ar resultaten av
flerartsanalyser pa fisk mellan olika etablerade eDNA-laboratorier jaimforbara?

5.2 Metoder

Ijuni 2019 anordnade FSBI (Fisheries Society of the British Isles) en konferens i Hull
med 121 delegater fran 27 lander med temat “Advances in eDNA-Based Approaches
to Fish Ecology and Management” (Hénfling & Lawson-Handley 2021). Fem av
medlemmarna inom LifeDNAquatics deltog i kongressen. En av aktiviteterna under
kongressen var att jAimfora resultaten for flertalsanalyser av fisk mellan olika labo-
ratorier. Tusentals liter vatten samlades in fran River Hull och 6verférdes som ett
samlingsprov till en rengjord plaskdamm. Deltagare fran fem olika anonymiserade
laboratorier var inbjudna att ta vattenprover fran fiskdammen och uppmanades
att folja de protokoll som de vanligtvis anvander for flerartsanalyser av fisk. Detta
innebar att bade filtertyp, volym filtrerat vatten, konservering samt markoérer skiljer
sig mellan utévarna (Tabell 3). Bioinformatiken var liknande for alla prover, med
NCBI och interna databaser som referenser. Ett av proverna som togs frdin dammen
ingér i LifeDNAquatic projektet. Fem laboratorier deltog i experimentet och anvinde
olika protokoll enligt Tabell 3. Lab 1 testade dven filter med storre porstorlek -5,0 pm
och 1,25 pm. Utévarna var medvetna om att dessa filter var ett test for att forsta
inverkan av storleken p4 filterporer for slutresultaten.
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Tabell 3. Oversikt av variationer i metoder mellan de olika laboratorierna. (Micaela Hellstrom).

Lab1 Lab1 Lab1 Lab 2 Lab 3a Lab 3b Lab 4 Lab 5a Lab 5b
Filter och 0.45 MCE | Smith Root | Smith Root | Sterivex NMGf5/ | NMGf5/ | NMGf5/ | Sterivex Sterivex
porstorlek Whatman | 1.25 5 PES 0.45 | PESO0.8 PES 0.8 PES 0.8 PES0.22 | PES0.22
Filtertyp Oppna Inhysta Inhysta Slutna Slutna Slutna Slutna Slutna Slutna
Volym filtrerat | 1500 1500 1500 800 1500 1500 1500 500 250
Konservering Frysta SP SP RNA later | LM LM EtOH EtOH EtOH
Extraktions- Mu-DNA | Mu-DNA Mu-DNA QBlood& | QBlood& | QBlood& | QBlood& | Mu-DNA | Mu-DNA
metod Tissue P1 | Tissue P2 | Tissue P2 | Tissue P3
Markér Riaz 2011 | Riaz 2012 Riaz 2013 Miya 2015 | Miya 2015 | Miya 2015 | Miya 2015 | Miya 2015 | Miya 2015
Antal PCR 3 3 3 8 12 12 12 12 12
replikat
Sekvensering | MiSeq MiSeq MiSeq MiSeq MiSeq MiSeq MiSeq MiSeq MiSeq

5.3 Resultat

Antalet detekterade arter uppvisar en viss variation mellan de olika laboratorierna.
Skillnaderna dr en tydlig effekt av val av filter och for utévare med filter av likartade
dimensioner dr resultaten jamforbara. Stapeldiagrammet i Figur 3 visar antal arter

som detekterades i respektive prov.

Antal fiskarter detekterade i proverna fran olika laboratorier
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Figur 3. Stapeldiagram som visar resultat av antal fiskarter som detekterades i de olika

proverna. L1-L5 annoterar de olika laboratorierna och siffrorna i laboratorienamnet anger
porstorlek pa filtren. (Micaela Hellstréom).

Figur 4 visar vilka arter som detekterades i respektive prov och ger dven en indika-
tion pd arternas relativa biomassa. Resultaten fran de olika utévarna uppvisade
mycket liknande resultat da data presenteras som relativ biomassa (procentuell
andel). Av totalt 14 detekterade arter kunde forekomst verifieras for 12 av dessa pa
provtagningsplatsen.
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Figur 4. Figur som visar resultat av arternas forekomst i prover som analyserats i olika labora-
torier. Varje kolumn &r ett prov. Storleken pa X anger artens dominans inom varje prov. L1-L5
annoterar de olika laboratorierna och siffrorna i laboratorienamnet anger porstorlek. Bjérkna
och l6ja ar mérkta i rott eftersom de upptéacktes med unika markaorer. (Micaela Hellstrom).

54 Slutsatser

De preliminéra slutsatserna av forséket visar att eDNA-metabarkoding ir en robust
metod som ir jAmforbar mellan olika laboratorier. Studien visar 4ven att arter som
utgdr mindre 4n 0,5 % av biomassan detekteras. Vidare utgjorde arter som inte
detekterades av samtliga utévare en mycket liten del av biomassan, med en median
pa 0,28 % av de totala ldsningarna i de prov dir de detekterades.

Resultaten indikerar dven att en storre porstorlek kan paverka resultaten efter-
som storlek 1,25 samt 5,0 pm fradn L1 visade 1ag detektion av arter. Resultaten skiljer
sig i synnerhet for arter med liten biomassa, bade inom och mellan laboratorier.

En av orsakerna till skillnaderna i artdetektion kan &ven bero pi olika pipelines
i bioinformatiken.
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6 Jamforelse av artdetektion
mellan tva olika eDNA-
fixeringsmetoder

6.1 Bakgrund

Tidigare empiriska undersokningar som jaimfort utfallet av artdiversitet beroende
pa fixeringsmetoder av eDNA-filter har visat att etanol och LM har visat hogre eDNA-
koncentration och effektivare artdetektion (Spens m.fl. 2017).

De flesta jamforelser mellan konservering och filtermetoder har utforts i sot-
vattensmiljoer. En mesokosmstudie (Mauvisseau m.fl. 2021) visade att LM uppvisade
goda resultat. D& Spens m.fl. (2017) i tvd enartsstudier visat att etanolfixering gav
bést resultat, byggde vi vidare pa fragestillningen om eDNA fixerat med etanol och
LM uppvisar liknande resultat gillande artdiversitet. Studien syftar till att besvara
foljande fragestéllningar:

1. Vilken paverkan har konservering pa integriteten av eDNA?
- Finns det en effekt av fixeringsmetod?
- Finns det en tidseffekt?
- Ar moénster konsekventa i olika habitat?
2. Paverkar koncentrationen av méalarts-DNA detektionen av artantal?
- Detekteras alla arter lika 6ver samtliga prover?

6.2 Metoder

Experimentuppséattningen fér denna jimférelsestudie visas i Figur 5.
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Figur 5. Provtagningsuppséttning. 4 habitat x 2 lokaler x 2 konserveringsmetoder x 3 férvarings-
tider x 3 replikat. (Micaela Hellstrom).
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Fyra olika habitat, (vitmark, sjo, rinnande vatten och marina habitat) med tvi
representativa lokaler av varje typ inkluderas i undersokningen (sammanlagt atta
lokaler, se Figur 6). Pa varje lokal samlades 50-100 liter vatten in i flera under-
prover som sammanslogs till ett samlingsprov. For varje lokal filtrerades lika
volymer vatten genom 20 filter.

Filtren delades in i tvd huvudgrupper — P1 och P2 (frin engelskans preservative),
dir héalften av filtren fixerades med LM och den andra hélften med etanol. Dessa
grupper delades in i tre undergrupper dér filtren bevarades i +4 °C fram till extrak-
tion. eDNA extraherades inom tva veckor (T1), tre m&nader (T2) och sex m&nader
(T3) efter provtagningen.

Uppséttningen var foljande; fyra olika habitat x tva lokaler x tvi kKonserverings-
metoder x tre tidpunkter x tre replikat samt kontroller (3 x 8), vilket resulterade i
177 prover och 1600 liter vatten. Flera personer deltog i faltarbetet och proverna
fordelades jamnt mellan de olika grupperna och filtrerades samt fixerades omedel-
bart i filt med antingen LM eller etanol.

‘SZ

“keberngD1
Qt

400 km

Figur 6. Karta 6ver provtagningspunkterna for konserveringstestet samt bilder pa provtagningen.
(Micaela Hellstrém).

Proverna analyserades med eDNA-metabarkoding med MiFish-markérer (Bilaga 1).
Antalet arter och DNA-koncentrationer mellan de olika behandlingarna (etanol
och LM) jamfoérdes. Mdngden eDNA i proverna mattes med antal kopior per uL d&
fiskmarkorer (for alla arter) anvdandes som ddPCR-markor. DNA som inte tillhor
malarter méttes alltsi inte i denna undersékning.
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6.3 Resultat

6.3.1 Mangden fisk-eDNA i relation till konservering
och tid

Valet av konserveringsmedel uppvisade en tydlig effekt dir den erhillna DNA-
koncentrationen (DNA-kopior/ul) var markant hogre fér prover som bevarats i etanol.
Diaremot kunde ingen tydlig effekt av tid urskiljas foér ndgon av konserverings-
metoderna (Figur 7-10), men eftersom mingden av eDNA péverkar artdetektionen
visar resultaten tydligt att etanol &r att féredra. Vidare skiljde sig mdngden DNA stort
mellan de olika habitaten och proverna vilket inte ar forvinande eftersom bade
artantal och DNA-koncentration varierar i olika habitat. Den relativa biomassan
for de specifika arterna och vilka arter som detekterats i varje prov visas i Bilaga 2.
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Figur 7.Vatmarkshabitat. Antal DNA-kopior av fisk per mikroliter (uppmatt med ddPCR) i proverna
bevarade i etanol vs. LM-l6sning 6ver tid. (Rein Brys).
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Figur 8. Sjohabitat. Antal DNA-kopior av fisk per mikroliter (uppmatt med ddPCR) i proverna
bevarade i etanol vs. LM-l6sning 6ver tid. (Rein Brys).
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Figur 9. Rinnande vatten. Antal DNA-kopior per mikroliter (uppmatt med ddPCR) i proverna
bevarade i etanol vs. LM- lsning Gver tid. (Rein Brys).
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Figur 10. Marina habitat. Antal DNA-kopior av fisk per mikroliter (uppméatt med ddPCR) i proverna
bevarade i etanol vs. LM-l6sning 6ver tid. (Rein Brys).

6.3.2 Resultat av artdetektion i relation till konservering
och tid

Resultaten visade att prover som fixeras med etanol detekterar en storre artmangfald
an prover fixerade med LM (Figur 11), vilket dr en funktion av att mdngden malarts-
DNA var hogre i prover fixerade med etanol. Storst skillnad uppvisades i marina
habitat vilket kan bero p& den héga salthalten som paverkar saltkoncentrationerna
iLM.
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B

Lake 2 River 1
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Seal

Sea2

eDNA-filter bevarade i Longmire’s l6sning (for varje plot, n=9). (Johan Naslund).
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Sett till antalet detekterade arter 6ver tid fanns en indikation till nedgang av
detektionsgrad i prover fixerade med LM medan prover fixerade med etanol var
stabila. Resultaten for de olika konserveringsmetoderna i Vitmark 1 var identiska
dé alla prover fixerade med LM extraherades inom tva veckor efter provtagningen
medan proverna i etanol extraherades och analyserades enligt tidsplanen (Figur 12).

Vatmark 1 Vatmark 2 0 Etanol
6 6 0w
5 5
c 4 4
=
8 3 3
=
2 2
1 1
0 0
T1 T2 T3 T1 T2 T3 T T2 T3 T1 T2 T3
Tid konservering Tid konservering

Figur 12. Vatmarkshabitat. Antal unika fisksekvenser (medelvarde och standardavvikelse) som
detekterades i proverna uppbevarade etanol eller Longmires losning. (Micaela Hellstrom).

Proverna frin sj0arna visar jaimforbara resultat med de olika konserveringsmetoderna
for T1 men artmangfalden sjunker éver tid for LM (Figur 13).
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Figur 13. Sjohabitat. Antal unika fisksekvenser (medelvarde och standardavvikelse) som
detekterades i proverna uppbevarade etanol eller Longmires losning. (Micaela Hellstrom).

Proverna frin rinnande vatten visar ocksa visar jaimférbara resultat med de olika
konserveringsmetoderna forutsatt att proverna analyseras inom mindre in tre
manader fran att de anldnder till laboratoriet. For T3 sjunker artmangfalden éver
tid for LM (Figur 14). Etanolproverna detekterade flera arter 4n LM-proverna.
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Figur 14. Rinnande vatten. Sjohabitat. Antal unika fisksekvenser (medelvarde och standardavvikelse)
som detekterades i proverna uppbevarade etanol eller Longmires losning. (Micaela Hellstrom).
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Proverna frdn marina miljder visar ingen artfordndring hos prover som bevarats

i etanol medan artdiversiteten for LM-prover minskar ¢ver tid. For T3 sjunker art-
mangfalden over tid for LM (Figur 15). Proverna som bevarats i etanol visade ingen
skillnad i artméngfald 6ver tid och detekterade flera arter 4n LM-proverna.
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Figur 15. Marina habitat. Antal unika fisksekvenser (medelvarde och stdev) som detekterades
i proverna uppbevarade etanol eller Longmires lsning. (Micaela Hellstrom).

64 Slutsatser

Skillnader i artdetektion som en funktion av val av konserveringsmedel i filter och
bevaring 6ver tid 4r sma da proverna genast processas. Bevaring i etanol 6ver tid
har ingen tydlig paverkan pa integriteten av eDNA eller antal arter som detekteras.
I miljéer med hogre artdiversitet och for arter som inte 4r dominerande finns en
stOrre variation i detektion 6ver tid d& LM anvinds. Undersékningen fastslar att
etanol dr en sdker konserveringsmetod som resulterar i h6gre malartskoncentrationer
och detektionssannolikhet jAmfort med LM.
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7 Integritet av eDNA i filter
konserverade i etanol
i 18 manader

71 Bakgrund

For eDNA-studier som utfors i avligsna omriden 1angt fran elektricitet och laboratorier
ar det av stor vikt att kunna bevara prover under langre tid innan de analyseras. Ibland
tas dven extra prover under filtfasen som back-up for senare analyser. Renshaw m.fl.
(2015) och Spens m.fl. (2017) visade att filtrerade och konserverade vattenprover kan
bevarasil4 dagar i LM eller alkohol utan att paverka integriteten av eDNA. Mauvisseau
m.fl. (2021) jamforde effekterna av olika konserveringsmetoder av filter frin ett
mesokosm-experiment och visade att LM och frysta prover gav goda resultat, dock
undersoktes inte etanol som konserveringsdmne i studien.

Eftersom Avsnitt 6 i denna rapport visar att den erhillna eDNA-koncentrationen
och antalet detekterade arter dr hogre for prover som konserveras med etanol utférdes
denna underékning av eDNA-integritet 6ver tid med prover som bevarats i etanol.

I augusti 2018 inventerades fisksammanséittningen i sjon Baven (Naslund m.fl.
2019) med eDNA-flerartsanalyser. Sammanlagt 18 lokaler provtogs for eDNA-analyser.
P4 femton av lokalerna togs tva separata prover av vilka det ena analyserades inom
tva veckor efter provtagningen och det andra bevarades i +4 °C i 470 dagar innan det
analyserades.

Kapitlet syftar till att underséka huruvida det finns skillnader i artdetektion mellan
filter som bevarats i etanol under fyra veckor fore extraktion jamfért med prover som
bevarats i 16 manader.

7.2 Metoder

Femton av provuppséittningarna (n=30) fanns tillgingliga for att géra en jAmférande
analys for forekomster av fiskarter i filter bevarade i etanol i tva veckor (T1) och 470 dagar
(T2). Proverna fér T2 bevarades i +4 °C fram till att de extraherades. Proverna analyse-
rades for forekomst av fisk for bdda perioderna och dven for férekomst av stormusslor
(enbart fran DNA insamlat under T2). Laboratoriemetoderna for fisk och musslor
beskrivs i Bilaga 1.

Proverna frdn T1 och T2 analyserades pa samma sitt fran extraktion till PCR och
sekvensering. Sekvenseringsdjupet (antal 1dsningar per prov) var hogre vid T2. Ar 2018
anvandes en separat markor for att detektera mal i Bdven. Arten togs bort fran analyserna
fran T2 for att resultaten skulle vara jamforbara mellan de tva tidpunkterna. Analyserna
jamforde relativ biomassa, det vill siga arternas procentuella andel av 1isningar per prov.

Provlokalerna fér insamlingen i sjén Baven under 2018 visas i Figur 16.
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Figur 16. Karta 6ver provpunkterna i sjon Baven. (Nicklas Wijkmark, Johan Spens).

7.3 Resultat

Den totala DNA-koncentrationen var hogre i T1-proverna jaimfért med T2. En

ddPCR-métning av proverna med samma markérer som i metabarkoding-PCR

visade ddremot att koncentrationen av malarts-DNA var hogre vid T2. Detta kan

bero pa att sekvenseringsdjupet vid T1 var lagre (436 048 malartsaekvenser) dn

for T2 (962 760 malartssekvenser). Sammanlagt 17 arter detekterades av vilka

15 patriffades vid bada tidpunkterna (Figur 17).
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Figur 17. Arternas dominans inom de olika provtagningslokalerna. Den relativa biomassan
anger hur manga ganger en sekvens av en art blivit last (kolumner). Varje kolumn represente-
rar ett prov. Varje kolumn visar hur manga procent en art &r last av totalt 100 %. A anger prover
fran T1 och B prov fran T2. (Cuong Tang).
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Al detekterades enbart i tva prover fran tid T1, medan smaspigg detekterades i sma
maingder pi en lokal under T2. Den erhéllna artsammanséattningen var mycket
snarlik mellan T1 och T2. Mal detekterades bade i T1 och T2, men arten togs bort
frAn analyserna eftersom artens forekomst analyserades med separata markorer
under T1.

Figur 17 visar proverna fran T1 och T2 bredvid varandra for varje lokal. Art-
detektioner for arter som var dominerande detekterades vid bida tidpunkterna.
Variationen av antal arter i proverna var inte storre dn skillnaderna mellan vanliga
replikat. Antal arter som detekterades i genomsnitt per prov var 10,6 med en median
pa tio for T1 och 11,2 fér T2. NMDS-ordinationen av fisksammansittningen i eDNA-
proverna visar att T2 registrerade en aning hégre antal artforekomster (Figur 18).
Eftersom sekvenseringsdjupet var hégre vid T2 beror inte skillnader i detektion
pa att proverna visar bittre resultat di de bevarats langre.
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Figur 18. NMDS-ordination av fisksammanséattningen i eDNA-proverna fran Baven fére och
efter lagring. Punkterna utgor de enskilda proven, ljusréda: dag 1(T1), turkosa dag 470 (T2), de
gra linjerna visar sammanhdérande duplikaten och dess provnummer. Dimension 1 och 2 visar
den totala skillnaden mellan prover i samtliga inkluderade parametrar (de 17 fiskarterna).

R, vegan, NMDS, dimensioner: 2, distance: Bray-curtis, stress: 0.154). (Martin Andersson-Li).

74  Slutsatser

En mycket viktig slutsats baserat pa detta resultat ar att prover som fixeras med
etanol kan bevaras i 6ver 1,5 ar utan att det paverkar resultaten. Detta 6ppnar nya
mojligheter for eDNA-utdvare och anvdndare att ha mojligheter att analysera vél-
bevarade prover langt efter genomford provtagning. Resultaten frdn undersékningen
i Avsnitt 6 understdder slutsatserna i denna studie. Rekommendationen &r att fixera
prover i etanol om de inte analyseras inom nagra veckor efter provtagningen.
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8 Rumsliga
insamlingsstrategicr

8.1 Bakgrund

I denna delstudie demonstrerar vi hur eDNA effektivt kan anvdndas for att kart-
ldgga komplexa vattennatverk och hur en inventering kan optimeras for att detek-
tera maximal artméingfald genom att ta fysiska, kemiska och biologiska faktorer i
beaktande. Modlvens avrinningsomrade ir ett heterogent vattennétverk av vatten-
drag, vatmarker och sjéar. Avrinningsomradet omfattar en areal pa 2 310 km?,
med en hojdgradient frdn havsniva upp till 515 meter, och mynnar i Bottenhavet
utanfor Ornskoldsvik. Férutom sin varierade topografi har avrinningsomradet en
valdokumenterad fiskfauna. Detta hirror fran en rik sportfiskekultur samt den
mangdriga forskning som bedrivits i omradet (Spens & Ball 2008). Sammantaget
g0Or det omrédet sdrskilt limpat foér undersdkning av inventeringsdesign och
rorelse av eDNA i landskapet.

Studien syftar till att besvara foljande fragestéllningar:

1. Vilken férmaga besitter eDNA att kartldgga omradets fiskpopulationer och vilka
faktorer dr viktigast att ta i beaktande under provtagningens planeringsstadium?

2. Hur ror sig eDNA i vattennitverket och vilken spatial utbredning representerar
eDNA-proven?

8.2 Metoder

Vid planering av eDNA-inventering i Modlvens avrinningsomrade 6vervigdes
ekologiska aspekter kring férvantad artforekomst tillsammans med fysiska for-
hallanden sdsom djup, flédeshastigheter, vattenskiktning, héjdskillnader, vatten-
volymer samt naturliga och antropogena barridrer i miljon (Spens m.fl. 2007a;
2007 b; Spens & Ball 2008; Jerde m.fl. 2016; Deiner m.fl. 2016; Hanfling m.fl. 2016;
Shogren m.fl. 2017; Pont m.fl. 2019, Bruce m.fl. 2021). Faktorerna att ta i beaktande
finns beskrivna i Avsnitt 2.1.

Inom ett avrinningsomrade bromsar sj0ar vattnets rorelse, och dirmed eDNA-
partiklarnas, med effekten att vattendrag uppstroms far en minskad betydelse for
kompositionen av eDNA-partiklar. I rinnande vatten dr eDNA ofta béttre blandat
och mer homogent, undantag kan dock uppkomma som en effekt av strémmar
och skiftande flédesriktning (Jerde m.fl. 2016; Pont m.fl. 2018; Shogren m.fl. 2018).
Kunskap om arters livshistoria och ekologi kan férdelaktigt vigas in i provtagnings-
designen for att 6ka chansen for detektion (Bista m.fl. 2017).

Forekomst av vandringshinder inom vattennéitverket lokaliserades inom
undersdkningsomrédet. Vidare togs nivan for hégsta kustlinjen i beaktande da
denna historiskt paverkat fiskarternas utbredning och skapat refuger for glaciala
reliktarter i landskapet.
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Vid planeringen av provtagningslokaler beaktades dven historiska utplanteringar av
fisk (framfor allt fjallroding, regnbage och backroding), tidigare rotenonbehandlingar
samt historiska och befintliga elfiskelokaler. Vidare testades en lokal i Anundsjo dar
prover togs pa djupt vatten néira ett avloppsror for att forstd hur kontaminering kan
fungera.

Totalt valdes 66 provtagningslokaler inom Moilvens avrinningsomrade ut,
fordelade mellan huvudfaror, bifléden, sjdar och estuarier. Detta for att kunna kart-
lagga biodiversiteten samt fordndringen av eDNA-signalen nér den ror sig fran
avrinningsomradets hogsta delar ner mot mynningen i Bottenhavet. Inventeringen
genomfordes av fyra personer i tvi team mellan den 15-17 juni 2020. Provtagnings-
punkterna visas pa kartan i Figur 19.
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Figur 19. Karta som visar provtagningslokalerna inom Moalvens avrlnnlngsomrade. Bakgrunds-
karta: Lantmateriet, CCO. (Viktor Birgersson).
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En analys utférdes i syfte att uppnad maximalt antal detekterade arter inom prov-
tagningsomradet genom att vilja ut provpunkter med faktorer i beaktande som
paverkar arters utbredning i miljon (Spens & Ball 2008, se avsnitt 2.1.1). Totalt sex
lokaler valdes ut for att uppfylla nagot av féljande kriterier (Figur 20):

Alvens nedersta punkt

Storsta sjo

Hogt beldgen sjo (6ver hogsta kustlinjen)

Hogt beldget vattendrag (6ver hogsta kustlinjen)
Utsdttningsvatten och tillstand

Antropogena barridrer

Utlopp till havet

LAKES
<09

Y
\__/ 100-500

./ \\\|>500

SEA

Connectivity Drainage Network

Figur 20. Diagram som visar provtagningspunkterna inom Moalvens avrinningsomrade. Notera
att huvudfaran som i verkligheten har riktningen nordvast anges som huvudlinje | diagrammet.
Sidolinjerna anger bifléden. De lokaler som ringats in med réda cirklar &r de som utvalts

for a priori analysen och innefattar flera prover. SP anger sourcepopulations (Spens 2008).
(Johan Spens).
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8.3 Resultat

Samtliga 26 sétvattensfiskarter inom avrinningsomradet som péatraffats historiskt
inom avrinningsomridet aterfanns vid eDNA-inventeringen 2020. Vidare patréaffades
marina arter pa de marina lokalerna. Notera att kontaminerings DNA togs bort.
Proverna nara kontamineringspunkten i Anunds;jo6 visade utslag pa torsk, makrill
och olika sorters vitfisk som importerats fran Norge och kan kdpas i matvarubutiker.
Lokal 26 visade mycKket abborre fast arten inte fiskats dir forut. Det kom fram att
en utsittning av arten hade skett i sjon.

Fiskarterna som forekom pa flest lokaler inom inventeringen var abborre, gidda,
mort, lake och 6ring (se Bilaga 3). Jamforelse av lokalférekomster med sammanstilld
historiska elfiskedata redovisas i Avsnitt 10.

Ovan ndmnda arter forekom i 68-88 % av alla undersokta lokaler, och utgjorde
nidrmare hilften av de detekterade fiskf6rekomsterna fran undersékningen. Harr
och lake férekom i farre sekvenser 4n de andra arterna, men var jimnt fordelade.
Detta antyder likartad men 1ag densitet 6ver avrinningsomradet, i kontrast till
exempelvis fjallroding som forekom vid fi lokaler men med hdga sekvensantal.

Vid optimalt urval krdvdes enligt modellen sex provlokaler totalt for att detektera
100 % av den kénda fiskfaunan i vattensystemet. Hur mycket av faunan som i vanliga
fall detekteras gar inte att veta, eftersom Modlven &r ett valstuderat vattendrag var
detta maijligt.

Sparningen av eDNA-rorelser i vattennatverket i relation till kinda férekomster,
visade att eDNA i genomsnitt kunde aterfinnas ett par hundra meter nedstréms om
den kidnda lokalen. Resultaten visade dven att da ett bifléde rinner in i ett huvud-
flode eller in i en sjo slicks signalen. Utover detta bor ett fatal prover fordelas dver
platser med hog potential att husera mer sillsynta fiskarter, till exempel bifloden
som kan vara mycket artrika, speciellt eftersom signalen fran biflode till huvudfléde
snabbts sldcks ut. Faktorer som kdnda utplanteringar och lokaler med potentiella
postglaciala reliktarter kan ytterligare bidra till kartlaggning av diversiteten.

84 Slutsatser

En optimering av provlokalernas rumsliga férdelning gav en avsevird forbattring
i andelen detekterade arter per analyserat prov. Resultatet visar att det finns goda
moijligheter att sinka kostnad och arbetsinsats vid inventering av fiskfaunan med
en vl genomtink provtagningsdesign, forutsatt att mélet ar att uppskatta den totala
diversiteten samt skapa en generell 6verblick av dess fordelning i landskapet.

Nyckellokalerna i Modlvens avrinningsomrade var inom, eller 1dg i anslutning till,
de storsta vattenforekomsterna och var beldgna relativt IAngt ner i vattensystemet.
Aven om detta ir en enskild studie talar vilkinda faktorer sdsom art-area-forhallandet
(Preston 1962) och vandringshinders blockering av uppstréms migration for att
likande forhallanden férekommer i manga vattensystem. Inhdmtning av information
sdsom vandringshinder och den dokumenterade fiskdiversiteten frAn underséknings-
omradet dr ddrmed god vigledare vid en 4 priori-identifiering av nyckellokaler i ett
omréde.

Kartlaggning av eDNA-rorelse i omradet visade att eDNA-signalen i genomsnitt
upphorde cirka en kilometer nedstréms om den kdnda férekomsten. Da habitaten
vaxlade fran biflode till huvudfldde eller till sj6 sldcktes signalerna ut.
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9 Sasongsvariation

9.1 Bakgrund

Forekomst av arter i olika vattenhabitat varierar med sdsong till f6ljd av arternas
ekologi och reproduktionsbiologi. Traditionella provfisken i Sverige utfors ofta

i augusti-september for att data fran ar till ar skall vara jimforbara (Karlsson 2015).
Vid eDNA-provtagning bér man ta férékningsbiologi och arternas migration i
beaktande, vilket man dven gor for traditionella inventeringar. Sisongsberoende
migrationsmoénster mellan hav och land, eller sjé och anslutande vattendrag
paverkar chanserna till detektion.

Reproduktion skall &ven beaktas vid filtdesign da 4gg och spermier kraftigt 6kar
mingden DNA i vattenmassan, vilket 6kar den relativa abundansen (observerat
som DNA-sekvenser) av reproducerande arter (Bylemans m.fl. 2018) medan icke-
reproducerande arter far avsevirt 1igre abundans. Ar mélet att belysa fiskabundans
eller fiskbiomassa ar det dirmed viktigt att undvika reproduktionsperioder vid
provtagning. Vid inventering av mer svirdetekterade arter, sdsom flodpéarlmussla
och kréftor, bor inventering ddremot utféras under parningssisongen for att
maximera detektionschansen (Wacker m.fl. 2019).

Studier har visat att flerartsstudier med eDNA &r en effektiv metod for att
beskriva fordndringar i artkomposition 6ver aret hos fisksamhéllen. Detta dr méjligt
eftersom férhallande mellan alla detekterade arter undersdks samtidigt (Lawson
Handley m.fl. 2019; Di Muri m.fl. 2020; 2022; Brys m.fl. 2021).

Denna del av projektet undersokte hur olika arstider paverkar eDNA-resultaten,
eftersom eDNA registrerar arternas forekomst i nutid. Migration registrerar arter
under en kortare tid, medan reproduktion 6verskattar forekomsten av arter da storre
ansamlingar av individer samt kdnsceller i vattnet gor att arter vid vissa tidpunkter
ar narvarande i stdrre proportioner idn utanfér reproduktionstiden.

Detta delprojekt undersdker antalet rekommenderade prover som bor samlas
in i falt for att detektera vanligt férekommande arter, arter som utgdr mer an 5 %
av den relativa biomassan arter som utgdr mindre dn 5 %, samt arter som utgoér
mindre 4n 1 %. Vidare syftar detta kapitel till att undersdka vilken den mest optimala
tidpunkten for provtagning ir for att underséka nérvaro av fisk, samt huruvida
flerartsanalyser kan ge information om reproduktions- och migrationsmonster
da prov tas varje manad.

0.2 Metoder

9.21 Faltarbete och laboratorieanalyser

Fyra habitat inkluderades i unders6kningen - sjo (utloppet av Anundsjon), rinnande
vatten (Moliden i Moélven), marin miljé (M6rbylanga pa Oland) och en vatmark
(Harg i Uppsala 14n) (Figur 21).
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Figur 21. Karta som visar de fyra provtagningslokalerna for manadsproverna. Bakgrundskarta:
Lantmateriet, CCO. (Viktor Birgersson).

For varje habitat togs fyra separata vattenprover och en negativ filterkontroll med
en manads mellanrum. Vatten frdn sjén och dlven samlades in pA manadsbasis

fran juni 2020 till maj 2021, medan vatten fran vaitmarken och den marina lokalen
samlades in frAn december 2020 till november 2021. Vattentemperaturen méittes
under varje provtagningstillfille. Tre av vattenproverna samlades in genom att ta
minst fem underprover som sammanslogs till ett samlingsprov pa fem liter vatten som
sedan filtrerades tills filtren tdpptes till. Det fjarde provet samlades in utan underprov.
Alla prov analyserades for fisk, i vitmarken undersoktes dven forekomst av groddjur
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och i det rinnande vattnet féorekomst av stormusslor. Eftersom analyserna av de tvi
sistndmnda artgrupperna inte gjordes for alla prover stroks de fran denna analys.

I Anundsjoén togs proverna 11 gdnger, Moliden i Modlven 12 gdnger, Morbylangas
marina prov pa Oland tio gadnger och vitmarken atta gdnger. Detaljerad insamlings-
teknik och laboratorieanalyser anges i Bilaga 1.

9.2.2 Dataanalys

Déa data samlades in 6ver flera manader och under fyra sdsonger var det mojligt
att registrera plotsliga 6kningar i biomassa och kontrollera om dessa tidpunkter
sammanfaller med reproduktionstid som styrs av vattentemperatur. Eftersom tre
likvardiga separata prover samlades in vid varje provtagningstillfille analyserades
antal replikat som krévs i de olika habitaten for att detektera s& manga arter som
mojligt. Antalet 1dsningar per prov anger den relativa biomassan, vilket innebér att
ju fler gdnger en arts DNA blir 1ast under sekvenseringen, desto storre antal 1asningar
uppvisar arten. D antalet 1isningar jamfors mellan olika prover anges den relativa
biomassan per art som procent per prov.

Data delades in i arter som féorekommer mer 4n 5 % av den relativa biomassan
i provet, arter som férekommer 1-5 % och arter som forkommer mindre 4n 1 %.

0.3 Resultat

Proverna i Moédlven (rinnande vatten) registrerade 18 fiskarter och 3 655 592 fisk-
sekvenser. Medelantal lIisningar per prov var 84 000. I Anundsjon registrerades
19 fiskarter och 2 966 625 fisksekvenser med ett medeltal pa 70 633 sekvenser per
prov. P4 den marina lokalen pa Oland registrerades 19 fiskarter och 2 966 625 fisk-
sekvenser med ett medeltal p4 70 633 sekvenser per prov. Dammen i Harg visade
sammanlagt 11 fiskarter och totalt 833 070 fisksekvenser med ett medeltal p&

36 220 sekvenser per prov.

9.3.1 Artdetektion i forhallande till antal replikat

Tabell 4 visar antalet prover som behdver samlas in for att detektera arter vars
relativa biomassa utgdr mer dn 5 %, 1-5 % och 0,1-0,5 % pa en lokal. For varje
habitat jamfordes tre prover per provtagning.

Sannolikheten att detektera arter som utgdr mindre dn 1% av den relativa bio-
massan var 46-54 % néar endast ett filter anvindes. Vid anvindning av tva filter
Okade dock sannolikheten markant till 73-80 % vid tre filter var motsvarande
intervall 89-90 %. Vid inventering av mer vanligt féorekommande fiskarter (mer 4n
1% av den relativa biomassan) var sannolikheten for detektion vid anvindning av
ett filter betydligt hégre (90-94 %). Vid anvindning av tv4 filter 4r sannolikheten
95-100 %. Kapitel 5i denna rapport visar att dd dominansen av en art i lisningar
understiger en median pa 0,28 % och medeltal pa 0,5 % minskar detektionsgraden.
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Tabell 4. Antal prover som behdver samlas in for att detektera fiskarter som har andelen
av biomassan > 5 %, 1-5 % och 0,5—-1%. Sannolikheterna for att detektera arterna anges i %.
n anger antal artférekomster éver 12 manader som registrerats. (Johan Spens).

A. Sj6 ANUNDSJO

Andel fiskmangd (n) % % %

3 filter 2 filter 1filter
>5% 162 100 99 98
1-5% 149 98 95 90
0,5-1% 46 90 73 46

B. Alv MOALVE (Moliden)

Andel fiskmangd (n) % % %

3 filter 2 filter 1filter
>5% 318 100 100 94
1-5% 169 99 99 94
0,4-1% 50 89 80 54

C. Marin OLAND (Vastra)

Andel fiskmangd (n) % % %
3filter 2 filter 1filter
0,1-73 % 203 94 91 81

9.3.2 Foérandringarirelativ fiskbiomassa dver tid
indikerar reproduktionsménster
9.3.21 SJO OCH RINNANDE VATTEN

Bestanden av fisk i Anundsjos utlopp och i lokalen for rinnande vatten i Moélvens
avrinningsomrade uppvisar mestadels fasta bestind av fisk, med undantag av 6ring,
lax och nejondga som migrerar frdn havet till sina forékningsfloder under vissa
tider pa aret. De fasta fiskbestdnden visade jimn férdelning av den artspecifika
relativa biomassan 6ver aret férutom under forokningsmanader d& andelen av de
reproducerande arterna 6kade kraftigt (Figur 22-23).
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Figur 22. Manadsprover 6ver arternas forekomst i Moalven (Moliden). Varje kolumn motsvarar
ett analyserat prov och visar den relativa biomassan (hur manga procent en art ar last av totalt
100 %). (Cuong Tang).
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Figur 23. Manadsprover éver arternas férekomst i Anundsjén (i Moalvens avrinningsomrade).
Varje kolumn motsvarar ett analyserat prov och visar den relativa biomassan (hur manga
procent en art ar last av totalt 100 %). (Cuong Tang).

Fluktuationer i arternas relativa biomassa dver aret med en plétslig h6jning under
vissa tider sammanfoll med de specifika arternas reproduktionstid och de vatten-
temperaturer som ir arttypiska for reproduktion. Hos de fiskarter som férekommer
i sma méngder 6kar andelen 1dsningar under forokningsperioden, men deras relativa
biomassa maskeras av andra arter som férokar sig samtidigt. For att atgidrda detta
gjordes en omriakning av data sa att en art i taget analyserades. De Ovriga arterna
inkluderades i férekomst utanfor sin forokningsperiod och medeltalet av deras
relativa biomassa for 11/12 manader inférdes i analysen. De omréknade viardena
gjorde att férokningsperioden av bland annat gos (som visar en mycket 1ag relativ
biomassa) kunde identifieras. De forh6jda biomassorna av olika arter sammanfoll
med reproduktionstemperatur och tid pé aret. Tabell 5 visar relativ biomassa under
10-11/12 manader for alla arter samt relativa biomassan under reproduktions-

méanaden.

Detta visar att en férdjupad analys av eDNA-data kombinerat med ekologisk
kunskap och ldngre tidsserier for provtagning kan ge viktig information om arters

forékning och nérvaro i miljon.

45



NATURVARDSVERKET RAPPORT 7106
LifeDNAquatic: Riktlinjer for optimal hantering och analys av akvatiskt eDNA som verktyg inom svensk miljéévervakning

Tabell 5. Arternas relativa biomassa under 11/12 manader (utanfor férékningsperioden) och
den relativa biomassan under madnaden da arten reproducerar /1/12) manader. De uppmatta
temperaturerna korrelerar med arternas reproduktionstemperatur. LS (lake Spawning) anger
arter som enbart reproducerar i sj6ar, RS (River Spawning) anger arter som enbart férékar
sig i rinnande vatten. (Johan Spens).

ALV (MOLIDEN MOALVEN) SJO (ANUNDSJO)
Art Forokning T°Clalv eDNA% Reproduktion | T°Clsjé eDNA Reproduktion
ménad 11/12 eDNA % 10 médnader eDNA%
manader  1/12 manader 1/12 ménader

Lake FEB 0 5 44 0 4 66
Géadda APR 4 9 50 2 14 69
Abborre MAJ 8 9 26 9 16 59
Gars MAJ 8 6 22 9 12 NA
Mort MAJ 8 M 63 9 31 55
Nejondga MAJ 8 16 62 9 3 RS
Nors MAJ 8 0,5 2 9 0,6 3
Stam/Id MAJ 8 2 M 9 4 RS
Braxen JUN 18 2 LS 21 8 30
Elritsa JUN 18 M 32 21 1 RS
Harr JUN 18 2,5 6 21 NA RS
Loja JUN 18 4 59 21 5 NA
Gos JUL NA NA 16 0,4 2
Lax OKT 5 8 55 5 RS
Oring OKT 5 14 15 5 RS
Sikloja OKT 5 1 4 5 22
Backroding  NOV 1 0,4 5 NA NA RS

9.3.2.2 MARIN MILJO MANADSPROV

eDNA-flerartsanalyserna pa Oland detekterade 39 fiskarter. Artférekomsten vid

varje enskilt provtagningstillfdlle visade att artsammansittningen i alla tre prov
var mycket likartade och nirvaro av arterna kunde konstateras. Arter som lever i
grunt vatten detekterades vid alla provtagningar, och svartmunnad smorbult var

narvarande vid alla arstider. En del av arterna visade toppar i relativa biomassa

som kan indikera forokning (Figur 24).
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Figur 24. M&nadsprover 6ver arternas férekomst i marin miljé (Oland, Mérbyl&nga). Varje
kolumn motsvarar ett analyserat prov visar den relativa biomassan (hur manga procent en art
ar last av totalt 100 %). (Cuong Tang).

9.3.3 Vatmark manadsprov

Vatmarken i Harg var en anlagd vatmark dar markédgaren héjde och sdnkte vatten-
nivan. Provpunkten flyttades darfér under vissa manader. D& vitmarker dr sma
och homogena brukar ett till tva prover, tagna med underprover runt hela dammen
fanga upp artdiversiteten. Eftersom vitmarken i denna studie var grund till f6ljd
av tidvis konstgjord drinering och 6versvimning representerar data inte manads-
variationer och resultaten togs bort frdn analysen.
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94 Slutsatser

En av frigorna som uppkommer vid planering av eDNA-provtagning r hur minga
separata prover som bor tas pa en lokal for att detektera maximalt antal arter. Da
proverna samlas in som flera underprov som sammanslas i ett samlingsprov 6kar
sannolikheten att detektera nirvaro av arter. Baserat pa resultaten i denna under-
sOkning bér minst tva prover per provtagningslokal tas fér att maximera sannolik-
heten till detektion av mer ovanliga arter. Ar syftet ddremot att endast erhalla en
bild av de mest vanligt forekommande arterna kan ett prov vara tillrackligt.

En viktig aspekt for miljédvervakningen ir att faststilla tidpunkten for repro-
duktion hos olika arter for optimalt bevarande och nyttjande. Traditionella metoder
som undersoker reproduktionsaktivitet kan vara bade destruktiva och ir ofta ospeci-
fika. Detta dr speciellt problematiskt da hotade arter skall undersokas.

Denna undersokning visar att regelbunden manadsprovtagning av vattenprover
for flerartsanalyser ger information bade om artférekomster och om tidpunkten f6r
arternas reproduktionstid. Undersékningen visade att denna sorts analyser kan
identifiera pé vilka lokaler och tidpunkter arter reproducerar sig.

Flera studier har visat att manatliga eDNA-prov 6ver aret ger information om
arternas reproduktionstid, eftersom den relativa biomassan hos arter som forokar
sig stiger de manader di reproduktion pagar (Bista m.fl. 2017; Beentjes m.fl. 2019;
Tsuji & Shibata 2021; Di Muri m.fl. 2022; Wu m.fl. 2022). Vidare kan forandringar
i artkomposition och dominans i miljéer med fasta bestand visa att indikatorarter
Okar eller minskar som en funktion av 6vergddning och andra férdndringar i miljo
(Hellstrom & Spens 2021). Enartsanalyser har anvéants fér ménatliga prover for att
detektera forekomst av gddda (Karlsson m.fl. 2022).

Vattenprover som samlas in pA manadsbasis frdn samma inventeringslokal och
genererar forekomst och information av gametfri relativ biomassa hos fisk kan
utgora ett kraftfullt verktyg for miljoovervakningen. Genom regelbundna vatten-
analyser fis information om arternas ndrvaro, dominans, forokningsmonster,
och indikatorer for férindringar i miljon.
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10 Jamforelse i artdetektion
mellan eDNA och provfiske

10.1 Bakgrund

eDNA har visat sig vara en effektiv metod d& det giller att inventera stora mangder
arter pa kort tid, vilket ofta kan ge en mer precis bild av artsammansittningen pa
en lokal jAmfort med andra metoder. Vidare ir inventering av ett stort antal lokaler
och pa en stor geografisk skala mojlig, eftersom provtagningen i filt kriver mindre
tid 4n traditionella metoder. En organism behover inte fastna i ett nit eller upptéickas
av en kamera for att detekteras. eDNA som verktyg inom miljoédvervakningen har
en stor potential att effektivisera inventering och 6évervakning av arter. Ett stort
antal undersékningar som jamfor detektionsgrad av fiskférekomster med eDNA
analyser och traditionella fiskemetoder i sétvatten har genomforts. Liknande
jamforelser i marina miljoer fataliga.

En metastudie som jimforde observerad artdiversitet baserat pa provfisken
(nit/elfiske, fallor) och eDNA-flerartsanalyser visade att eDNA detekterar flera arter
an traditionella metoder (Keck m.fl. 2022). Vidare konstaterades att fa jimférande
studier finns fér marina miljoer (Andruszkiewicz m.fl. 2017).

Vi utférde en direkt jimforelse mellan 6versiktsndt och eDNA i marin milj6é
(Blekinge Skirgard) i augusti 2109 (Nislund m.fl. 2019) (se avsnitt 10.2; 10.3; 10.4).

Vidare gjordes en jamforelse mellan artdiversitet av fisk fran tillgingliga
historiska elfisken i sotvatten och eDNA i Modlvens avrinningsomrade (se avsnitt
10.5;10.6; 10.7). eDNA i den senare studien dr baserat pa prover som samlades in
inom detta projekt for den spatiala provtagningsanalysen.

Delprojektet syftar till att undersodka skillnader i artdetektion mellan eDNA
och traditionella inventeringsmetoder.

10.2 Metoder — jimforelse mellan nitfiske
och eDNA i marin miljo

I denna jamfdrande undersdkning utférdes provtagning av eDNA pa 16 stationer

i Blekinge skirgard. I samband med provtagningen utférdes dven provfiske med
nordiska kustéversiktsnét dér tre nit lades per lokal (Ljunghaar & Karlsson 2015;
2020; Karlsson 2015). Vattenproverna samlades in precis innan det korresponderande
néitet lades ut. Filtarbetet genomfdrdes 12-15 augusti 2019. Filtinsamling och
laboratorieanalyser beskrivs i Bilaga 1.

49



NATURVARDSVERKET RAPPORT 7106
LifeDNAquatic: Riktlinjer for optimal hantering och analys av akvatiskt eDNA som verktyg inom svensk miljéévervakning

10.3 Resultat —jimforelse mellan nétfiske
och eDNA i marin miljo

Overenstimmelsen var generellt god mellan de fiskar som fangades i provfisket
och de som detekterades med eDNA pi respektive station, i synnerhet de arter som
vanligtvis fingas i ndt som mort, abborre och sill. Flera arter som detekterades
med eDNA fangas inte i provfisket av olika anledningar. Till exempel tenderar smé
arter som sandstubb, storspigg och sméspigg bli underrepresenterade di de inte
fastnar lIitt i nét. Dessa arter kan vara vildigt viktiga ur ett ekosystemperspektiv och
mycket svensk forskning har utforts pa senare tid kring spiggens roll i Ostersjons
ekosystem. Vidare undviker gdddor néit, och under néatliggningen observerades
gaddor i vattnet som undvek niten. Antalet arter som detekterades med de olika
inventeringsmetoderna skiljde sig kraftigt at (Tabell 6), med i medeltal 12 arter per
station for eDNA och sex arter per station for nitprovfiske. Att andelen marina arter
var hogre for eDNA beror framfor allt pé att spigg inte fAingades med nét.

Det totala antalet detekterade forekomster av respektive art vid stationerna som
undersokts med bada metoderna visas i Figur 25.
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Figur 25. Kartor 6ver inventeringsomradet som visar antal fiskarter detekterade per station
med 16 provfiskestationer (vanster) och 16 eDNA-stationer (hGger), dar storleken och toningen
pa cirklarna ar skalad efter antalet arter. Bakgrundskarta fran Lantmaéteriet, CCO. (Johan
Néaslund).
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Tabell 6. Statistik fér provfiskade nat berdknat pa relativa fangster i vikt eller antal lasningar
per station. For virden beriaknade pa den totala fangsten/lasningar fér hela omradet
sammantaget. Natfiskestationer dar kvoter inte kunde beraknats har exkluderats. + avser
95 % konfidensintervall. (Johan Naslund).

eDNA, 16 stationer Fiske, 16 stationer

Medelantal arter detekterade per station 12,1+1,5 5,8+0,8
Totalt antal detekterade arter 24 16
Maximalt antal detekterade arter per station 18 8
Minimiantal detekterade arter per station 7 3

Medel av Shannon index per station 1,4+ 0,1 1,1+0,1
Medel av Abborre/karp-kvot per station 0,50, 1,5+0,6
Medel av Andel rovfisk per station 22+6% 35+11%
Medel av Andel marina arter per station 34+M% 24+15%

Mort, abborre och sill detekterades vid majoriteten av stationerna med bdde eDNA
och provfiske (Figur 26).
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Figur 26. Fiskarnas relativa forekomst éver de 16 gemensamma lokalerna med eDNA respektive
natprovfiske. Storleken pa cirklarna relaterar till andelen lasningar/relativ biomassa och olika
fiskfamiljer &r markerade med olika farger. *Fér mért har eDNA-resultaten en lagre tillforlitlighet
for tio av stationerna pga. mojlig influens fran provkontaminering. (Cuong Tang).
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Artackumulationskurvor som visar det forvintade antalet taxa som kan identifieras
med ett specifikt antal prov visas i Figur 27 och visar att antalet férvintade arter
borjat plana ut fér nitprovfisket redan vid 16 nét till skillnad fran analys av eDNA.
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Figur 27. Artackumulationskurvor som visar det férvédntade antalet taxa som kan detekteras
vid ett specifikt antal prov (réd linje) med 95 %-konfidensintervall (bla linje) for eDNA-prover
respektive natprovfiske. (Johan Naslund).

104 Slutsatser — jamforelse mellan nétfiske
och eDNA i marin miljo

Sambandet mellan biomassa av fisk och antalet lasningar frin eDNA-prover finns
bland annat beskrivet i Hinfling m.fl. (2016), Bruce m.fl. 2021, Di Muri m.fl. (2022)
Osiékerheterna ar fortfarande stora, precis som for nitprovfiske, och det ar svart
att dra tydliga slutsatser med det kunskapslige vi har idag. I denna undersékning
staimmer den relativa biomassan av fingad mort och abborre relativt vil med andelen
lasningar for dessa arter vid de undersokta stationerna. Ytterligare en fraga som
kvarstar for bAda metoderna &r vilken yta som provtagningen faktiskt representerar
da den paverkas kraftigt av flera omvirldsfaktorer som vattentemperatur, stréommar
och vindar, samt aktivitetsgraden av individuella fiskar. I havet férekommer sanno-
likt fisklek och resulterande mjolke i vattenmassan under varje manad under hela
aret, vilket gor att alla fiskarters eDNA (utom den lekande arten) underskattas
betydligt. Det 4r darfor betydligt svarare att gbra berdkningar av den relativa bio-
massan av fisk i havet i jaimforelse med sjoar, rinnande vatten och dammar.

Gérs och svart smorbult detekterades inte med eDNA men ett fital individer
fangades med nétfiske (22 respektive fem individer av totalt 3 366 fiskar). En mojlig
orsak till att dessa tva arter inte detekterades med eDNA kan vara att dessa individer
har forekommit pa platsen efter det att eDNA-prov har samlats in. Det skulle ha varit
intressant att samla in eDNA-prov dven direkt innan natupptag, men eftersom
fiskarna sldpper stora mdngder DNA genom att fastna i niten skulle data vara starkt
paverkat av den faktiska fingsten (bias/metodfel). Antalet individer av girs samt
svart smorbult var 1dgt och d4 arterna ar relativt sma blir &ven den férvintade eDNA-
signalen av dessa arter liten. Om man extrapolerar lutningen i artackumulations-
kurvan for eDNA-proverna sa ir det uppenbart att fler tagna eDNA-prov med stor
sannolikhet skulle ha detekterat ytterligare arter. Det &r svart att utifrdn befintliga
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data bedéma nir en plata skulle nas dar valdigt fa ytterligare arter detekteras men
tio prov till bor ha resulterat i detektion av ytterligare cirka 5-10 arter och det dr
valdigt troligt att bade girs samt svart smorbult da skulle detekteras.

Nétprovfiske och eDNA kompletterar varandra som metoder eftersom de bidrar
med olika typer av information och detaljgrad. Kostnader fér nitprovfisket i denna
undersokning utgjorde cirka 2/3 av de totala kostnaderna och eDNA den resterande
1/3. eDNA som metod ar alltsa att foéredra ur kostnadssynpunkt da den detekterar
fler arter till en l4gre kostnad. Nétprovfiske kan diremot bidra med information
om abundans, biomassa, kénsmognad samt information om storleksférdelning
och tillvaxt.

Antalet fiskar som fangats i svenska provfisken var totalt 6 411 934 individer
under 2016 enligt Jordbruksverket (Ljung & Bornestaf 2016), vilket innebér att
ett betydande antal fiskar avlivas med framsta syfte att samla in information om
biologisk méingfald. Dessutom féorekommer ibland bifingster i form av sjofaglar
och daggdjur. Hiar har eDNA en stor férdel ur ett bevarandeetiskt perspektiv (vi
behover inte skada eller stora den biologiska méngfald vi vill skydda). Inom denna
undersdkning fangades totalt 3 366 fiskar och inga bifdngster av sjofiglar eller
diggdjur férekom.

10.5 Metoder —jamforelse mellan elfiske
och eDNA

I denna studie jamfordes tillginglig fAngstdata fran elfiskelokaler med eDNA-resultat
i Moélven och Utterdn. I studien inkluderades samtliga eDNA-lokaler (inom del-
projekt 8, rumsliga insamlingsstrategier) som var positionerade inom O till 1,5 km
fran befintliga elfiskelokaler (Figur 28).

Sammanlagt 14 eDNA-prover tagna under 2020 jamfdrdes med 207 korrespon-
derande elfisken fran 69 tillfdllen. Antalet arter per anstrdngning och totalt antal
arter per lokal for bAda metoderna jamfdrdes. Aven total antalet detektioner jamfordes.
Notera att eDNA enbart togs totalt en ging under en dag medan elfisket genomforts
under 20 ar. Vidare jamfordes det totala antalet arter som detekterades med bada
metoder.
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Figur 28. Karta 6ver provtagningslokalerna for jamforelse med historiska elfisken. (jusrod markering,
Moalven, gul markering Utteran). Bakgrundskarta: Lantmateriet, CCO. (Viktor Birgersson).

10.6 Resultat — jamforelse mellan elfiske och eDNA

Resultatet visade att eDNA detekterade 1,12 till 4,7 ginger fler arter &n summan av allt
officiellt historiskt provfiske som inforts i fiskdatabasen SERS sedan 1992 (Tabell 7).

Tabell 7. Statistik for elfisken berdknat antal arter som detekterats med eDNA (bla rader) och
elfisken (gula rader). Kvoterna avser jamférelse av antal arter per anstréangning och per lokal.
+ avser 95 % konfidensintervall. (Micaela Hellstrém).

Lokalnamn Lokal #arter #anstr medel# max# min#  #arter # arter
totalt totalt arter/ar arter arter el:eDNA el:eDNA
/anst totalt

Moliden A 14 2 14.0 14 14 1:3,9 1:1,6
A 9 39 3,6 1,5 7

Almattseberget B 9 2 8.0 8 1:2,3 1:1,5
B 6 42 3,416 &

Nedan Uttersjon C 14 2 13.0 13 13 1:4,2 1:1,75
C 8 27 31+0,6 2 4

Hagforsen D 14 14.0 14 14 1:4,7 1:4,7
D 3 3.0 3 3

Grusgropen E 15 15.0 15 15 1:3,1 11,9
E 8 24 49+0,8 3 6

Nedan Gottned F 13 2 12.5+9,7 12 13 1:2,8 1:1,9
F 7 15 4.4 £11 3 6

Norsjéanget G 9 2 9.0 9 9 1:2,1 11,12
G 8 57 4,3+1,2 2 6
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Totalt registrerades 15 fiskarter och 68 artdetektioner med eDNA och 10 arter och
38 artdetektioner med historiska elfisken (Tabell 8).

Tabell 8. Fiskarnas utbredning 6ver lokalerna (av totalt 7) dar de enskilda fiskarterna patriaffades
genom eDNA och historiska elfisken. (Micaela Hellstrom).

Art eDNA elflske
Abborre 5 2
Amerikansk Backréding 1

Braxen 3

Elritsa 6 6
Gadda 6 4
Gars 4

Harr 4 5
Id/Stam 4

Lake 6 3
Lax 6 6
Loja 6 2
Mort 5 1
Nejondga 6 3
Sikloja 2

Stensimpa 5 6
Antal detekterade arter 15 arter 10 arter
Antal artobservationer 69 38

Stapeldiagrammen i Figur 29-33 visar fAngstdata per ar, baserat pi tre elfisken per
elfiskelokal, och jAmfors med tva eDNA-prover tagna pa respektive lokal 2020. Bilden
illustrerar stora skillnader i artdetektion mellan eDNA och elfiske och forstirker
resultat fran tidigare studier att eDNA &r att foredra da biologisk mangfald skall
undersokas. Vidare visar resultaten av upprepade provtagning varje minad pa samma
lokal att reproduktion och férdndringarna i fisksamhaéllets komposition kan detekteras
med eDNA flerartsanalyser.
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A. Moliden (Moé&lven) Nejonoga |Nejondes IS
Id Id Id
Braxen Braxen Braxen
Gadda Gadda Gadda
Gars Gars Gars
Mort Mort Méort Mért
Lake Lake Lake Lake
Léja Mért Léja L&ja L&ja
Abborre Loja Abborre |Abborre |Abborre
Elritsa Abborre  |Abborre Mért Elritsa Elritsa Elritsa
Harr Harr Elritsa Harr Lake Harr Harr Loja Harr Harr Harr
Oring Oring Oring Oring Oring Harr Oring Oring Oring Elritsa Oring Oring Oring
Lax Lax Lax Lax Lax Lax Lax Lax Lax Lax Lax Lax Lax Lax Lax Lax Lax
Stensimpa Stensimpa [Stensimpa [Stensimpa |Stensimpa |Stensimpa |Stensimpa [Stensimpa |Stensimpa |Stensimpa |Stensimpa |Stensimpa |Stensimpa [Stensimpa |Stensimpa |Stensimpa|Stensimpal
Ar 2008-20 2008 2014 2014 2015 2015 2016 2016 2018 2018 2019 2019 2020 2020 2020 2020 2020
Lokalnr SERS  Alla elfisken 673351 673351 672914 673351 672914 673351 672914 673351 672914 673351 672914 673351 672914 eDNAO1 eDNAO02 DNAtot
Antal Arter 9 4 2 4 3 2 4 2 4 ¥ 5 2 5 3 14 14 14

Figur 29. Stapeldiagram som jamfor detektion av fiskforekomst i Moliden mellan enskilda historiska elfisken (staplar i ljusgula nyanser) sammanlagd artférekomst

av alla elfisken (brandgula staplar) och artdetektion genom eDNA-analys (tva prov per lokal, ljusbla staplar) samt sammanlagda detektioner av arter med eDNA

(morkbla staplar). Provfiskenummer fran SERS databas, elfiskear, och antal detekterade arter anges. Artnamn i fetstil indikerar detektion med bada metoderna.
(Micaela Hellstrém & Patrick Hernvall).
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B. Almberget (Utteran) .
7 : =
Abborre  |Ldja Loja
Mart Mart Mart
Oring Lake Lake Lake
Nejondga Gadda Gidda Gadda
Gidda Nejondga |Nejondga Gadda Lax Nejondga |Nejondga Elritsa Elritsa Elritsa
Elritsa Eritsa Elritsa Elritsa Elritsa Elritsa Elritsa Elritsa Lax Lax Eritsa Elritsa Elritsa Elritsa Elritsa Nejondga [Nejondga |Nejonéga
Lax Oring Oring Oring Oring Oring Oring Oring Oring Qring Oring Oring Oring Oring Oring Lax Lax Lax
Stensimpa |Stensimpa |Stensimpa [Stensimpa |Stensimpa |Stensimpa |Stensimpa |Stensimpa |Stensimpa |Stensimpa [Stensimpa |Stensimpa |Stensimpa |Stensimpa |Stensimpa impa |Stensimp
Ar 1984-2018 1984 1985 1986 1987 1990 1991 1993 2008 2009 2014 2015 2016 2017 2018 2020 2020 2020
Fiskenr alla fisken 655456 655456 655456 655456 655456 655456 655456 655578 655578 655527 655527 655527 655527 655527 eDNA 89 eDNA 90 totalt
Antal arter 6 3 4 4 3 3 4 3 3 3 4 4 4 3 3 8 8 9

Figur 30. Stapeldiagram som jamfoér detektion av fiskférekomst i Almberget mellan enskilda historiska elfisken (staplar i ljusgula nyanser) sammanlagd artférekomst
av alla elfisken (brandgula staplar) och artdetektion genom eDNA-analys (tva prov per lokal, ljusbla staplar) samt sammanlagda detektioner av arter med eDNA
(morkbla staplar). Provfiskenummer fran SERS databas, elfiskear, och antal detekterade arter anges. Artnamn i fetstil indikerar detektion med bada metoderna.
(Micaela Hellstrom & Patrick Hernvall).
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C. Nedan Uttersjon (Utteran) £ D. Hagforsen (Utteran)/~

| A |Leja Abborre  [Abborre  |Abborre
Loja Loja Id/Stam Bickrdding |Backroding [Backrding
Id/Stim [Id/Stim |Mort Elritsa Elritsa Elritsa
Mért Mért Girs Gadda Gadda Gadda
Gars Gars Lake Gars Gars Gars
Am bickr |Am backr |Am backr Harr Harr Harr
Gadda ; Gidda [Gidda |Gddda 1d/stim 1d/stim 1d/stim
Elritsa Elritsa Elritsa Elritsa Lake Lake Lake
Abborre Abborre |Abborre [Abborre Loja Léja Léja
Nejondga Nejonoga |Nejonoga |Nejondg: Mort Mort Mort
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Figur 31. Stapeldiagram som jamfér detektion av fiskférekomst i c) Nedan Uttersjon och d) Hagforsen, mellan enskilda historiska elfisken (staplar i ljusgula nyanser)
sammanlagd artférekomst av alla elfisken (brandgula staplar) och artdetektion genom eDNA-analys (tva prov per lokal, ljusbla staplar) samt sammanlagda detektioner
av arter med eDNA (m&rkblé staplar). Provfiskenummer fran SERS databas, elfiskear, och antal detekterade arter anges. Artnamn i fetstil indikerar detektion med bada
metoderna. (Micaela Hellstrém & Patrick Hernvall).
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Figur 32. Stapeldiagram som jamfor detektion av fiskforekomst i Grusgangen mellan enskilda historiska elfisken (staplar i ljusgula nyanser) sammanlagd artférekomst
av alla elfisken (brandgula staplar) och artdetektion genom eDNA-analys (tva prov per lokal, [jusbla staplar) samt sammanlagda detektioner av arter med eDNA (mérkbla
staplar). Provfiskenummer fran SERS databas, elfiskear, och antal detekterade arter anges. Artnamn i fetstil indikerar detektion med bada metoderna. (Micaela Hellstrom
& Patrick Hernvall).
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Figur 33. Stapeldiagram som jamfér detektion av fiskférekomst i f) Nedan Gottnedammen och g) Nordsjéanget, mellan enskilda historiska elfisken (staplar i ljusgula
nyanser) sammanlagd artférekomst av alla elfisken (brandgula staplar) och artdetektion genom eDNA-analys (tva prov per lokal, ljusbla staplar) samt sammanlagda
detektioner av arter med eDNA (morkbla staplar). Provfiskenummer fran SERS databas, elfiskeéar, och antal detekterade arter anges. Artnamn i fetstil indikerar detektion
med bada metoderna. (Micaela Hellstrom & Patrick Hernvall).
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10.7 Slutsatser —jaimforelse mellan elfiske
och eDNA

Resultatet ligger i linje med tidigare studier som pavisat eDNA:s férdelaktiga forméga
att detektera artdiversitet relativt elfiske. Flertalet tidigare undersékningar har visat
att eDNA registrerar upp till fyra ginger mer arter in sammanslagna historiska prov-
fisken (Hanfling m.fl. 2016; Civade m.fl. 2016; Pont m.fl. 2018).

Initialt designades elfisken for att detektera vissa mélarter samt undersoka
storleksférdelning och &rsklasser, information som inte erhalls med eDNA. Ar
malet ddremot att inventera diversitet s &r eDNA som metod optimal. Vidare visar
resultatet fran avsnitt 9 (sdsongsvariation) att &ven reproduktion kan registreras
med eDNA di metoden detekterar gameter vilket ger arter en oproportionerligt
stor biomassa i proverna under de perioder da deras reproduktion sker.
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11 Kostnadsjimforelse mellan
¢DNA och traditionella
inventeringar

11.1  Bakgrund

For slutbestillare dr det inte bara viktigt att utrona om eDNA eller traditionella metoder
ar de mest optimala for specifika frigestdllningar, utan ocksa att erhélla en uppskatt-
ning av kostnadsskillnader metoderna emellan. Syftet med detta arbetspaket dr att
jamfora tidsitgang i falt, sdvil som kostnader fér material och analyser, for traditionella
inventeringsmetoder och eDNA. Detta kommer goras genom att presentera kostnads-
jamforelser for fyra konkreta projekt med fokus p& malartsgrupperna fisk, groddjur
och stormusslor. Befintlig litteratur som behandlar &mnet diskuteras.

11.2 Metoder

Jamforelsen gdrs genom att sammanstélla och presentera kostnader av traditionella
inventeringsmetoder och eDNA for fyra olika projekt. Kostnadsuppskattningar baseras
pa materialkostnad (sdsom nét, ryssjor och filtreringsmaterial etc.) antal persondagar
for forberedelser, féltarbete och efteranalys-/arbete. Under kostnader f6r DNA-analyser
inkluderas faltmaterial och kostnader for analyser. Den senare inkluderar reagenset,
material, bioinformatik samt arbetstid i laboratorium. Uppgifterna ar hdmtade fran
respektive utdvare och arbetskostnaderna som anges grundar sig pa persondagar
(a4tta timmar) samt standardiserade timpriser (700 kr/timme). Rapportskrivning och
kommunikation med olika aktérer inte har rdknats in i priserna. Tabell 9 visar de
uppdrag som har inkluderats i kostnadsjaimforelsen.

Tabell 9. Sammanstallning av projekt som inkluderas i kostnadsjamférelsen, samt kallor for
respektive kostnadsunderlag. (Viktor Birgersson).

Projekt Underlag eDNA Underlag Konventionella metoder
Nordiska kustdversiktsnat och Néslund m.fl. 2019 Néslund m.fl. 2019, Ljunghaar
eDNA-flerartsanalys av fisk & Karlsson 2015; 2020

i Karlskrona skargard

Groddjursinventeringar — Wijkmark m. fl. 2019 Wijkmark m. fl. 2019 och Calluna AB

kostnadsjamférelse mellan
visuella nattinventeringar

och eDNA

Inventeringar av groddjurs- Kacergyte m.fl. 2021 Ida Ahlbeck Bergendahl, SLU,
och fiskférekomst i 52 dammar personlig kommunikation

i Uppsala och Stockholms lan

eDNA-flerartsanalyser av Leinikki m.fl. 2021 Alleco OY

stormusslor i Vanda A, Finland

60



NATURVARDSVERKET RAPPORT 7106
LifeDNAquatic: Riktlinjer for optimal hantering och analys av akvatiskt eDNA som verktyg inom svensk miljéévervakning

11.3 Resultat

En 6verskadlig illustration och jimforelse dver dtgdngen av persondagar mellan
traditionella metoder och eDNA visas i Figur 34. Nedbrytning av kostnaderna
redovisas i Tabell 10-13.

A. Persondagar i falt - 16 lokaler Karlskrona skargard, 2019 B. Persondagar i félt - 52 lokaler Upp & Sto, 2018
Fisk Groddjur
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froe £ ot
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_ [
:: 6 ' 1 D. Persondagar i fdlt - 12 lokaler Vanda 3, 2021
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>
11
29 gi 5
persondagar # persondagar

Figur 34. Antal persondagar som spenderas i falt (inklusive faltférberedelser) for traditionella
metoder och eDNA for respektive projekt A-E. (Micaela Hellstrom & Viktor Birgersson).

Tidsatgang i falt rdknat som persondagar a 8 timmar var 2,4-6,3 gdnger hogre for
traditionella metoder jamfort med eDNA.

11.3.1 Natfiske och eDNA — Karlskrona skargard

I augusti 2019 genomfdrdes parallellt ndtprovfiske och en eDNA-undersdkning pa
16 lokaler i Karlskrona skirgard. For provfisket anvindes nordiska kustoversiktsnét
(tre per lokal) och for eDNA samlades vatten in for flerartsanalyser av fisk (Naslund
m.fl. 2019).

For provfisket i Karlskrona anvindes nordiska kustoversiktsnit och for eDNA
gjordes flerartsanalyser av fisk (se bilaga 1). For kustoversiktsnit gjordes tva utrak-
ningar, en utrdkning dér alla nit antas vara nya (nypris 2 170 SEK ex moms) (Tabell 10a)
och en utrdkning dir 20 % av néten byts ut varje ar pa grund av slitage med en kostnad
pa 435 SEK per nét (Tabell 10b). Vidare rdknas en kostnad p4 ca 200 SEK per lokal
for 6vrigt material.
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Tabell 10. Sammanstallning av kostnader fér inventering av fisksamhdllet i Karlskrona skargard.
Tabell 10a anger pris f6r nya nat och 10b da 80 % av niten kan ateranvandas mellan olika ar.
(Viktor Birgersson).

A SEK SEK Persondagar SEK
Fiskarter Karlskrona Skargard | Faltmaterial | Flerartsanalys | Félt Efterarbete Totalt | Pris totalt
Trad. per lokal 6620 0,6 0,4 1 12220
eDNA per lokal 350 3200 0,25 0,05 0,3 5230
16 lokaler traditionellt 105 920 9,6 6,4 16 195 520
16 lokaler eDNA 5600 51200 4 0,8 4,8 83680
B SEK SEK Persondagar SEK
Fiskarter Karlskrona Skargard Faltmaterial | Flerartsanalys | Falt Efterarbete Totalt | Pris totalt
Trad. per lokal 1503* 0,6 0,4 1 7103
eDNA per lokal 350 3200 0,2 0,05 0,25 5230
16 lokaler traditionellt 24 048* 9,6 6,4 16 113 648
16 lokaler eDNA 5600 51200 4 0,8 4,8 83680

* raknat pa ateranvandning av nat.

Tidsatgangen for natprovfisket i falt var 2,4 ganger hogre jamfort med eDNA-
provtagningen. Nitprovfisket var vidare 1,35-2,3 ganger dyrare 4n eDNA beroende
pa om niten ateranvindes eller inte.

Niétprovfiske och eDNA kompletterar varandra som metoder eftersom de bidrar
med olika typer av information och detaljgrad. Niatprovfiske genererade data pa
fiskarnas storlek, vikt samt alder. eDNA-undersékningen detekterade 24 arter
medan néitfisket registrerade 16 arter. Detta visar att eDNA ir en lamplig metod
for att analysera fisksamhéllen eller nirvaro av svarfdngade och séllsynta arter.

11.3.2 Groddjursinventeringar — Lovsta

Under 2019 samlades vatten in fran tre dammar i ndrheten av Lévsta bruk fér analys

av eDNA (Wijkmark m.fl. 2019). Vattenproverna analyserades med flerartsanalyser av
groddjur. Traditionella undersékningar med ljus, fillor och nét utférdes av Calluna AB
och resultaten jamfors i undersékningen. Sammanstéllning av kostnader for respektive
metod presenteras i Tabell 11.

Tabell 11. Sammanstéllning av kostnader for inventering av groddjur i Lévsta. (Viktor Birgersson).

Groddjur Lovsta SEK SEK Persondagar SEK
Faltmaterial | Flerartsanalys | Falt Efterarbete Totalt | Pris totalt

Traditionellt per lokal x5 300 1,9 - 1,9 10 940

eDNA per lokal 350 3200 0,3 - 0,3 5230

3 lokaler traditionellt x5 900 5,7 - 5,7 32820

3 lokaler eDNA 1050 9600 0,9 - 0,9 15 690

Lokalerna bestktes fem ganger for traditionella metoder och en gng fér eDNA-
undersdkningar. Antalet persondagar var 6,3 gdnger hogre for de traditionella inven-
teringarna jaimfort med eDNA. Kostnaden for de traditionella metoderna var vidare
2,1 ganger hogre dn kostnaderna f6r eDNA-flerartsanalyser.

I unders6kningen detekterades padda med bada metoderna i samtliga dammar
medan mindre vattensalamander hittades i tva av tre dammar vid traditionell inven-
tering och i samtliga tre dammar genom eDNA-inventering.
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11.3.3 Groddjur—Stockholm och Uppsala lan

Sommaren 2018 samlades vattenprover in fran 52 vatmarker i Upplands och Stockholms
l14n. Proverna foér de 52 dammarna i Stockholm och Uppsala ldn analyserades fér narvaro
av fisk och groddjur med hjilp av eDNA-flerartsanalyser (Kacergyté m.fl. 2021). I denna
undersdkning jamfor vi enbart tidsidtgadng och kostnader for groddjursinventeringar.
De traditionella metoderna inventerar i detta fall ndrvaro av groddjursarter, antal
och eventuell reproduktion. Avstanden mellan lokalerna var avsevirda eftersom

de undersokta vatmarkerna var jaimnt foérdelade pa 100 x 100 kilometer. For bada
inventeringsmetoderna riknas att tva personer arbetar tillsammans i falt pd grund

av sdkerhetsskil eftersom lokalerna ar beldgna i avligsna omraden. Tidsitgang och
kostnadsuppskattning for de traditionella metoderna baseras pa uppgifter fran ruti-
nerade groddjursinventerare samt litteratur (Dr Ida Ahlbeck-Bergendal, personlig
kommunikation; Malmgren 2005; Ahlbeck 2007; Wijkmark m.fl. 2019). Tidsatgdngen
per lokal ar tre timmar per inventerare och inventeringstillfdlle. Lokalerna kréver
minst fyra besok for placering och vittjning av fillor. eDNA-proverna samlades in
som delprover jamnt férdelade runt dammarna och filtrerades samt fixerades direkt
efter insamling. Sammanstallning av kostnader for respektive metod presenteras

i Tabell 12.

Tabell 12. Sammanstallning av kostnader for inventering groddjur och fisk i Stockholm och
Uppsala lan. (Viktor Birgersson).

Groddjur Uppsala — Stockholm SEK SEK Persondagar SEK
Faltmaterial | Flerartsanalys Falt Efterarbete  Totalt | Pris totalt
Traditionellt per lokal x4 300 3 0,1 3,1 17 660
eDNA per lokal 350 3200 0,5 0,05 0,55 6630
52 lokaler traditionellt x4 15600 156 5,2 161,2 918 320
52 lokaler eDNA 18 200 166 400 26 2,6 28,6 344760

Persondagskostnaderna fér denna undersdkning innefattade kostnader for utséttning
och vittjande av fillor vid fyra inventeringstillfidllen per lokal. Tidsitgangen i falt for
traditionella metoder rdknas vara sex ganger hogre dn fér eDNA-provtagning. Kost-
naderna for de traditionella metoderna rdknades bli 2,6 ganger hogre 4n for eDNA-

flerartsanalyser.

eDNA-unders6kningen detekterade fem groddjursarter; vanlig padda, vanlig groda,
akergroda, mindre vattensalamander och storre vattensalamander. Den storre vatten-
salamandern var ndrvarande i 27 av 52 dammar och dr troligtvis allmint férekommande
dé lampliga habitat finns tillgdngliga.

11.3.4 Stormusslor-Vanda a

Forekomst av stormusslor i Vanda & undersoktes r 2020 pa 12 lokaler med eDNA-

flerartsanalyser (Leinikki m.fl. 2021). Projektets budget och kostnader jAimférs med
kostnadsunderlaget fér dykinventeringar pa dessa lokaler. Kostnadsunderlaget for
dykinventeringar erholls av Alleco OY som &r erfaren utovare av dessa inventeringar.
Sammanstillning av kostnader fér respektive metod presenteras i Tabell 13. I dyk-
inventeringen ingick &ven kostnader for tillstdnd a 3 000 SEK per lokal vilket innefattar
bade ans6kningstid och avgifter. Denna kostnad riknades in i falttid.
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12 lokaler i Vanda &, Finland. (Viktor Birgersson).

Stormusslor, Vanda &, Finland SEK SEK Persondagar SEK
Faltmaterial | Flerartsanalys | Falt Efterarbete  Totalt | Pris totalt
Dyk per lokal 200 2,4 0,1 2,5 14200
eDNA per lokal 350 3200 0,45 0,05 0,5 6 350
Dyk 12 lokaler 2400 28,8 1,2 30,0 170 400
eDNA 12 lokaler 4200 38400 5,4 0,6 6,0 76 200

Antalet persondagar i falt var 5,3 gdnger hogre for dykinventering jamfort med
eDNA-flerartsanalyser for stormusslor. Dykinventering var 2,2 ganger dyrare dn
eDNA-flerartsanalyser for musslor.

Arterna som detekterades var vanlig dammussla, spetsig méalarmussla, den néra
hotade flata dammusslan, 4kta milarmussla och den hotade tjockskaliga malar-
musslan. eDNA-undersékningen visade att den tjockskaliga malarmusslan har en
nordligare utbredning i Vanda & 4n vad som tidigare rapporterats. Eftersom arten
ar hotad ar fynden av stor vikt for miljédvervakningen.

114 Slutsatser

Kostnadsjamforelserna i denna rapportdel visar att eDNA ar kostnadseffektivt
irelation till 6vriga metoder. Den framsta forklaringen till skillnaden kan hirledas
till tidsatgdngen i filt, dar samtliga traditionella inventeringsmetoder i regel kraver
fler persondagar 4n eDNA. Tidsatgangen riknat i antal persondagar i filt var 2,4-6,3
ganger hogre for traditionella metoder jimfért med eDNA och kostnaderna for
traditionella metoder 1,35-2,6 ganger hogre.

Resultatet i denna analys bekriftar vad ett stort antal studier redan har visat,
att eDNA ér ett kostnadseffektivt alternativ i relation till traditionella inventerings-
metoder (Biggs m.fl. 2015; Davy m.fl. 2015; Huver m.fl. 2015; Sigsgaard m.fl. 2015;
Afzali m.fl. 2021; Golpour m.fl.2022). Som ett exempel kan nidmnas att eDNA utgjorde
en 67 % lagre kostnad jamfort med elfiske vid undersékning av férekomst av ameri-
kansk bickroding i norra Wisconsin (Evans m.fl. 2017). Vidare pavisade Smart m.fl.
(2016) ett likande monster vid jaimforelser mellan eDNA och traditionella provfisken.
En annan undersdkning i Danmark visade att kostnaden for eDNA var néra hilften
av kostnader for traditionella metoder vid inventering av arten slampiskare (Sigsgaard
m.fl. 2015). Davy m.fl. (2015) kom fram till liknande resultat vid inventeringar av nio
skoéldpaddsarter i sétvatten dér traditionella metoder var 2-10 gadnger dyrare jamfort
med eDNA-analyser.

Sammanfattningsvis visar denna rapportdel att analys av eDNA utgor ett kostnads-
effektivt alternativ till traditionella metoder vid undersdkning av biologisk mingfald,
artsamhéllen och kartliggning av invasiva eller séllsynta arter.
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12 Osakerheter och felkéllor

Bade bestéllare och utdvare bor vara medvetna om att majoriteten av arter innehar
unika sekvenser, men ibland har tva eller flera arter identiska sekvenser p4 den DNA-
region som analyseras. Dessa rapporteras dd som s kallade artkomplex vilket i samman-
hanget innebér att tva arter rapporteras som en. Exempel pa vanliga artkomplex ar
id/stdm och vimma/bjorkna. F6r vissa artkomplex kan arterna differentieras genom
att anvdnda andra markorer som analyserar en annan DNA-region dir dessa arter
skiljer sig at.

Naturlig kontamination ar vanligt forekommande och utgdrs vanligtvis av boskap,
tamdjur, matrester och méinniska (ej provtagaren). Ibland férekommer detektion av
arter dir det kan vara svart att avgdra om kéllan hérr6r frdn naturlig kontamination
eller en faktisk forekomst, till exempel vid detektion av vanliga matfiskar. I dessa fall
ar lokalkdnnedom samt goda kunskaper inom ekologi av yttersta vikt for att tolka data
ritt och inte dra felaktiga slutsatser. En noggrann och genomténkt provtagningsplan
dir man tar hdnsyn till potentiella kontamineringskéllor minimerar riskerna fér pro-
blematisk kontamination. Exempel p& sddana kontamineringskéllor kan vara utlopp
av avlopps- eller dagvatten, livsmedelsindustri, jordbruk och restaurangverksamhet.

Under hela underdkningen fran filt till slutsekvensering bér negativa kontroller
inforas i varje steg av analyserna. De DNA-fria proverna analyseras sa att kontaminering
kan uteslutas och falska positiva provsvar inte uppkommer. Om DNA-signaler av
malartsgrupperna hittas i en negativ kontroll innebér det att undersdkningen maste
goras om ifall kdllan inte kan identifieras och konsekvenserna av kontamineringen
faststillas. Konsekvenserna av en kontaminerad negativ kontroll kan i praktiken inne-
béira att arter som inte finns i en miljo detekteras (falsk positiv). En positiv kontroll
innebdr att ett prov som innehéller ett kint DNA testas for att verifiera att den anvinda
metodiken fungerar som den skall. Om DNA-signaler inte hittas i en positiv kontroll
innebir det att metodiken maste justeras och analysen eller undersékningen maste
goras om. En positiv kontroll utan DNA-signal kan i praktiken visa att arter som finns
i en milj6 inte detekteras (falsk negativ).

En annan osdkerhet ir att det kan vara svart att redogora fér spridning och rorelse
av eDNA i vattenmassan (Evans m.fl. 2017; Evans & Lamberti 2018). Det senare kan
dock hanteras genom en noggrann och genomtinkt provtagningsplan. Flera studier
understryker vikten av provtagning vid ratt tidpunkt, samt vikten av att anvinda
optimala insamlingsmetoder, eftersom detektionsgraden annars sjunker (Takahara
m.fl. 2012; Doi m.fl. 2019 b; Lawson Handley m.fl. 2019; Golopour m.fl. 2022).

For att eDNA skall vara en tillforlitlig inventringsmetod dr det viktigt med inférandet
av standarder. eDNA som inventeringsverktyg forvintas fa ett uppsving inom miljo-
overvakningen di standarder for insamling, laboratoriekrav och analyser ar pa plats.
CEN- och SIS-standarder fér insamling av prover godkéndes i januari 2023 (CEN/TC 230/
WG 28 ”DNA and eDNA methods”) vilket forsidkrar att olika utévare visar jAimforbara
resultat. Antalet replikat i laboratoriet, sekvenseringsdjup samt analysmetod kan
uppvisa stora skillnader i resultat. En studie av Doi m.fl. (2019a) visade att antal
PCR-replikat hade en stor pidverkan pa detektionsgraden av méilarter och att minst
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4.6 replikat behdvs for att ge en riktig bild av arternas forekomst. Vidare krévs forsta-
else for hur data analyseras och tolkas. Kvalitetskontroll av referensdatabaser ar
viktig s& att inte fel art annoteras. Dessa mdgjliga felkillor och hur de underséks samt
redovisas beskrivs i Bruce m.fl. (2021).

Analyser samt artbestimning dr beroende av referensdatabaser och trots att
de flesta arterna i Sverige dr sekvenserade finns det &nnu luckor. Dessa luckor
kompletteras lAngsamt och referensdatabaserna pi NCBI ar inte alltid tillforlitliga.
En viktig aspekt for en bred anvindning av eDNA &r att referenssekvenserna ar
Oppna. For att forsédkra att sekvenserna dr verifierade ar det ytterst dnskvirt & men
en nationell satsning pa sekvensering av mitokondriska genomet i samarbete med
museer, taxonomer och genetiker for att olika anviandare kan verifiera data.
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13 Sammanfattande
konklusioner

Utvecklingen av eDNA-analyser som forskningsfilt till att anvindas som ett praktiskt
verktyg inom miljédvervakningen har gétt fort, och vetenskaplig rigiditet behdver
kombineras med praktisk anvindning for miljodvervakande organ. Viktiga faktorer
att tinka pa innan ett eDNA-projekt gar av stapeln ar filtplanering, insamling,
konservering av prover, laboratoriekrav och méjligheterna att kontrollera hur
palitliga metoderna dr. Aven felkéllor &r viktiga att ta i beaktande. eDNA som verktyg
inom miljoovervakningen som ett komplement eller ersdttning till traditionella
metoder kan 6ppna nya mojligheter att utfora inventeringar av arter och biologisk
mangfald under kort tid pa en storre geografisk skala. Med tanke p& mindre resurser
for miljoovervakning &r eDNA en metod som anvands Over stora geografiska skalor
och darfér dr en inventeringsmetod som kan anvidndas utan andra metoder. Detta
géller fiskinventeringar, inventeringar av sillsynta och invasiva arter, inventering av
musslor och groddjur. eDNA som verktyg dér prov tags regelbundet ger information
om fiskpopulationer, reproduktion och féordndringar i artsammansittning dven i
forhéllande till miljoférandringar.

Resultaten fran projektets olika arbetspaket visar att:

+ Artanalyserna fran olika laboratorier pavisar liknande resultat. Detta innebér att
resultat fran olika eDNA-ut6vare (under ratt forutsidttningar) ar jaimforbara och
att metoden ar tillforlitlig.

» Ringtester mellan olika laboratorier for att verifiera resultat ar en av forutsatt-
ningarna foér att eDNA skall kunna lanseras pé storre skala.

« Prover som fixeras med etanol detekterar fler arter 4n prover fixerade med LM.

» Effekt av porstorlek pa olika filter ar viktig, eftersom for stor porstorlek paverkar
resultaten negativt.

» For konservering av prover under en lingre tid bor etanol anvindas da detektions-
graden ir stabil &ven Over tid.

+ En genomtinkt provtagningsdesign och val av lokaler kan spara bade tid och
resurser di eDNA anvidnds som metod.

« En manatlig provtagning under ett ir ar ett kraftfullt verktyg for att utrona sdsongs-
variationer i fisksamhéllet. Genom denna strategi kan &ven reproduktionsperioder
for ett stort antal arter identifieras.

« eDNA ir mycket precist och detekterar fler arter 4n traditionella metoder.

« eDNA utgor ett kostnadseffektivt alternativ till traditionella metoder vid under-
sokning av biologisk méngfald, artsamhéillen och kartliggning av invasiva eller
sdllsynta arter.
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Sammanfattningsvis visar resultatet att eDNA kan utgora ett bittre alternativ 4n
traditionella inventeringsmetoder vid undersékning av biologisk mangfald och
kartliggning av invasiva eller séllsynta arter. Vidare dr eDNA kostnadseffektivt och
kan ske i svartillgdngliga omriden vilket mdjliggdr undersokningar pa en stdrre
geografisk skala 4n vad som tidigare varit mojligt. P& detta sitt kan metoden generera
stora dataset som kan bidra till eventuella atgardsbeslut eller inducera uppfoljande,
mer detaljerade inventeringar. I regel b6r metoderna dock inte betraktas som alter-
nativ i motsats till varandra d& de erbjuder olika och ofta kompletterande informa-
tion. Provtagning av eDNA detekterar som visat fler arter dn traditionella metoder
som natprovfiske men data som individers kén, hilsa och storlek erhills inte.
Kombinerade inventeringsmetoder med eDNA och traditionella metoder blir
ett kraftfullt verktyg for att erhalla goda underlag fér atgidrder samt beslut inom
forvaltning och miljoovervakning. Forskning pagar for att sirskilja populationer
inom arter och anvindningen av dessa analyser i framtiden stirker eDNA som
inventeringsverktyg och komplement till andra inventeringsmetoder. For att fullt
ut implementera eDNA som ett verktyg for nationella 6vervakningsprogram ir det
viktigt att standardisera en metodik som 4r bade kénslig och kostnadseffektiv.
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Bilaga 1 Filt- och
laboratorieprotokoll

Forbereda  Samlain  Filtrera Extrahera PCR NGS  Bioinformatik  Artoch Beslut
Fragestéllning vatten DNA Sekvensering habitatanalys Atgarder
8 Uppféljning

-

©MIX Research

Figur B1-1. Flodesdiagram som visar de olika stegen for flerartsanalyser fran faltplanering till
beslut och atgarder. (Micaela Hellstrom)

B1 Faltarbete

Innan eDNA-provtagningen genomfoérdes i filt, steriliserades all provtagnings-
utrustning. Filtreringsutrustning képtes in som sterila enheter som lades ihop till
DNA-fria kit. For varje filter samlades fem liter vatten in i form av delprover som
sammanfordes till ett samlingsprov for sdkrare resultat (Harper m.fl. 2018). Undan-
tag for delprover redovisas i avsnittet for spatial provtagning dir del tvA undersoker
skillnader mellan att samla in delprov (tre filter) och genom att samla in fem liter
vatten utan delprov (1 filter). Detta upprepades 12 manader for rinnande vatten
och utlopp i sj6. De marina proverna samt proverna i vitmarker samlades in i tre
replikat genom att sammanslé delprover for varje replikat.

Provtagarna bar sterila handskar och munskydd f6r att forhindra att proverna
kontamineras. Vattnet filtrerades for hand med en 100 ml steril spruta, eller genom
en peristaltisk pump (Vampire Sampler, Berkele, Tyskland) genom 5 uym GF/0,8 pm
PES inkapslade filterenheter (NatureMetrics Ltd UK). Provpunkterna registrerades
med GPS och vattentemperaturen méttes. Vidare registrerades volym filtrerat vatten.
Fixering med 96 % etanol (molekylédr grad 200 proof) foljde protokoll enligt Spens
m.fl. (2017).
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For arbetspaketet WP1 som undersokte skillnader mellan konserveringsmetoder
fixerades hilften av filtren med etanol och andra hilften med Longmire (LM)
solution. Efter avslutat faltarbete transporterades de fixerade proven till MoRe
Research AB (numera RISE AB) extraktionslaboratorier, enbart avsedda for eDNA-
analyser. Metabarkoding och bioinformatik utférdes vid NatureMetrics Ltd,
ddPCR-tester utférdes vid INBO:s laboratorier i Belgien.

B2 Laboratoriearbete
B2.1 Extraktioner

eDNA fran filter fixerade i etanol utvanns (extraherades) enligt protokoll for av
Spens m.fl. (2017) i MoRe Research-laboratorier speciellt byggda fér analyser av
akvatiskt eDNA. Ett tilldgg i protoKollet var att pelleten fran alkoholextraktionen,
samt det slutna filtret lyserades separat och lysaten sammanslogs efter inkubation
i 56 °C till ett prov. Detta gjordes for att ta tillvara s& mycket DNA som mdjligt.

eDNA-filtren bevarade i Longmires 10sning extraherades i NatureMetrics Ltds
laboratorier i London och foljde Spens m.fl. (2017). Enzymet Proteinase K tillsattes
direkt in i filterkapsylerna, som sedan lyserades i 56 °C &ver natten.

Elueringen utférdes enligt den tekniska rapporten del 2.

B2.2 Metabarkodning PCR

For alla analyser géller foljande; varje PCR-prov utfors i 12 replikat som samman-
slas under bioinformatiken. Som positiv laboratoriekontroll anvinds ett prov med
kénd artsammansittning av tropiska fiskar som standard for jamforelse. Negativa
kontroller analyseras for att sikerhetsstélla kvaliteten och tillférlitlighet av resultat.
Fran ett och samma eDNA-prov kan flera analyser pé olika taxa analyseras parallelit.
Observera att proverna inte kan sekvenseras samtidigt eftersom PCR-produkterna
varierar i l1angd mellan markorer. Sekvenseringsprotokoll och bioinformatik anges
i KaCergyté m.fl. (2021).

B2.2.1 Fisk

Flerartsanalyserna for fisk genomfordes med en markoér som liser en hypervariabel
175 bp region pa 12S-rRNA genen enligt protokoll av Miya, m.fl. (2015). Ett undantag
i protokollet var att det andra basparet pa framat-primern byttes ut for att matcha
europeiska fiskar och vidare anpassades 5’ delen av primern med ett éverhing for
att matcha Illumina Nextera Index markorer (for full beskrivning se Kacergyté m.fl.
2021, 6verhing forklaras pd NGI websidan (National Genomics Infrastructure,
Illumina 16S)). Stralfeniga fiskar, Actinopterygii, skiljer sig genetiskt frin nejonoga
som hor till Hyperoartia (Kraniedjur). FOr att detektera artkomplextet innebar
degenererade primers ett problem och alternativet ar att folja principerna for
modifierade primers enligt Miya m.fl. (2020).
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B2.2.2 Vertebrater (inkl. groddjur och fisk)

Flerartsanalyserna for groddjur anvdnde en vertebratmarkor (Riaz m.fl. 2011 och
Kelly m.fl. 2014) som ticker groddjursdiversiteten men dven detekterar ddggdjur
samt fiskar och delvis faglar (inte fullstindigt). Markoren liser en 195 bp region pa
12S genen. Protokollet foljde Hanfling m.fl. (2016) och bioinformatiken anpassades
for markoren. Protokollet och kéllor finns ndmnda ovan.

B2.2.3 Stormusslor (Unionidae)

Stormusslor inom Unionidae analyserades med ett markorpar for Unionidae i Prié
m.fl. (2021) som laser en ca 125 bp hypervariabel region p 16S genen.

B2.3 Bioinformatik och verifiering

Varje enskild art har en unik streckkod eller DNA-sekvens. De unika sekvenserna
jamfordes med en internationell databas (tillgidnglig for allmdnheten, som grundar
sig pad GenBank och upprétthalls av National Center for Biotechnology Information,
NCBI (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/) dir sekvenser p& ndrmare 504 000 kinda
arter finns tillgdngliga med 2,5 miljard sekvenser och 15,3 triljoner baspar enligt
GenBank och NCBI hemsida (Sayers, m.fl. 2022). De olika sekvenserna matchades
i forsta hand mot NCBI-databasen och fick p4 s sitt fram arternas identitet. Vidare
anvinds en kurerad (vilket betyder att arterna som anvinds for referens-DNA ar
verifierade av en auktoriserad taxonom) intern databas. Tack vare nya framsteg
inom metabarkodning for vertebrater och evertebrater ar det mojligt att fa traffar pa
artniva istillet for enbart familje- eller genusniva. Antalet Iisningar per art ger en
relativ uppskattning (relativ biomassa) av hur mycket eller litet arten férekommer
iett prov.

Bioinformatiken for samtliga taxa finns dven beskrivet i Kacergyté m.fl. 2021
dir flédesschemat ar anpassat fér markorerna.

B3 Killhinvisning
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Bilaga 2 Artdetektion dver
tid for olika konserverings-
metoder

Kapitel 6 jAimforde detektionskinslighet i eDNA prover beroende p& konservering
och uppbevaring av prover 6ver tid. Radatat ar presenterat dom bubbeldiagram i
denna bilaga. Den relativa biomassan anger hur manga ginger en sekvens av en art
blivit 1dst (kolumner). Ju fler gdnger en art registrerats under sekvenseringen desto
stOrre ndrvaro har arten i provet. Detta kallas relativ biomassa och kan anges i bubbel-
diagram. Varje kolumn visar hur manga procent en art ar 14st av totalt 100 %. A-C
representerar varje replikat. LM anger Longmire’s 16sning och ET etanol. Siffrorna
efter provnamnen anger tid mellan insamling och extraktion av prov — 1la—1c: 3 veckor,
2a-2c: 3 ménader: 3a-3c mer dn 6 manader.

D1_LM_2b
D1_LM_2¢c
D1_LM_3a
D1_LM_3b
D1_LM_3c
D1_ET 1a
D1_ET 3a
D1_ET 3b

D1_ET_3c

D1_LM_1b

D1_LM_1c
D1_LM_2a
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Figur B2-1. Bubbeldiagram. Artdetektion i vatmark D1(Malmg). Notera att alla prover som
bevarades i LM extraherades samtidigt vilket betyder att proverna i LM representerar en
enda tidpunkt. (Cuong Tang).
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Figur B2-2. Bubbeldiagram. Artdetektion i vatmark D2 (Harg). (Cuong Tang).
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Bilaga 3 Arternas forekomst i Moilvens
avrinningsomrade

Figur B3-1 baserat pa kapitel 8 visar fiskarternas forekomst och dominans inom Modlvens avrinningsomrade.
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Figur B3-1. Arternas dominans inom de olika provtagningslokalerna. Den relativa biomassan anger hur manga ganger en sekvens av en art blivit last (kolumner). Varje
kolumn visar hur manga procent en art ar last av totalt 100 %. (Cuong Tang).
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