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Centrum för genetisk identifiering (CGI) vid Naturhistoriska riksmuseet är en uppdragsfinansierad verksamhetsom erbjuder myndigheter och organisationer hjälp med genetiska analyser av biologiskt material.
Uppdrag
CGI har fått i uppdrag av Åtvidaberg kommun att inventera fisk- ochmusselfauna från vattenprover insamladeunder hösten 2022.
Material och metoder
Vattenprover samlades in av uppdragsgivaren. Tio olika vatten provtogs med mellan ett och tre delprov pervatten under hösten 2022 (Tabell 1). Vattnet filtrerades sedan genom ett 0.8 µmSylphium filter som skickadestill CGI för eDNA analys (Figur 1).

Figur 1: Sylphium filter med eDNA som skickades till CGI för analys

Tabell 1: Provtagningsdatum och andra data för proverna som samlades in kring Åtvidaberg hösten 2022.Kolumnen delprov anger hur många olika delprov som tagits för det analyserade provet. Volym anger totalvolym vatten som filtrerats genom filtret för analys. Temperatur är vattentemperatur vid provtagningstillfället.Ett kryss i kolumnen Fisk och Musslor betyder att provet analyseras för den artgruppen.
Vattenförekomst Datum Delprov Volym Temperatur Fisk Musslor
Hållerstorpsbäcken 2022-10-12 1 486 ml 10◦C X XStorsjön 2022-10-12 3 452 ml 14◦C XHorsfjärden 2022-10-21 3 454 ml 12◦C XAmerikabäcken 2022-10-21 2 402 ml 8◦C X XStorån Åkervristen/Storsjö 2022-10-21 3 453 ml 10,3◦C X X
Kvarnsjöbäcken 2022-10-21 2 403 ml 9,5◦C X XStora Burgöl 2022-10-21 1 402 ml 10◦C XSvenserumsbäcken 2022-10-28 3 451 ml 13◦C XBåtsjön 2022-10-28 3 453 ml 14◦C XStorån Forsaström 2022-10-28 1 422 ml 14◦C X X
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Molekylära metoder

DNA extraktion gjordes på en extraktionsrobot med “Omega Mag-Bind HDQ blood DNA kit” extraktionskitenligt beskrivning från tillverkaren. För flerartsanalys avseende fisk och musslor amplifierades korta bitar avmitokondrien. För fisk användes den så kallade MiFish markören som amplifierar omkring 200 baspar frångenen 12S (Miya et al. 2015). För musslor användes två olika markörer, då tidigare studier indikerat att dessakan ge delvis generera komplementära resultat. Ett av primerparen amplifierar en bit på strax över 400 basparfrån ITS (Internal Transcribed Spacer) regionen (Zieritz et al. 2012) medan det andra amplifierar cirka 130baspar från genen 16S (Prié et al. 2021) (Tabell 2).
Totalt gjordes för vardera prov och markör tre oberoende PCR replikat med “IllustraTM PureTaq Ready-To-GoTM PCR Beads” från GE healthcare. PCR reaktioner visualiserades efter amplifiering på agarosgel och kvan-tifierades med en Qubit 3.0 fluorometer enligt beskrivning från tillverkaren. Sekvensbiblioteken gjordes med“QIAseq 1-Step Amplicon Library Kit” med material från alla tre amplifieringar och sekvensering från bäggeriktningarna gjordes på ett Illumina instrument hos Novogene med 150 baspars läslängd.
För enartsanalysen med avseende öring amplifierades en kort bit av genen cytb med primer följande primerStCytbF: CGCCCGAGGACTCTACTATGGT och primer StCytbR GGAAGAACGTAGCCCACGAA som tillsam-mans en probsekvens CGGAGTCGTACTGCTAC användes för att med kvantitativ PCR detektera spår av öringi proven (Carim et al. 2016). För denna analys gjordes tre tekniska replikat och samtidigt kördes positiva ochnegativa kontroller.
Tabell 2: Sekvenser för de primers som använts för flerartsanalyserna. Temperatur är annealingtemperatur igrader celsius i PCR-reaktionerna.

Typ av analys Primer F Primer R Temperatur
Fisk (12S)* AAACTCGTGCCAGCCACC GGGTATCTAATCCCAGTTTG 62 – 57Musslor (ITS)† AGACTGGGTTGCGGAGGT CGAGTGATCCACCGCTTAGA 60 – 55Musslor (16S)‡ GCTGTTATCCCCGGGGTAR AAGACGAAAAGACCCCGC 60 – 55
* Miya et al. 2015
† Zieritz et al. 2012
‡ Prié et al. 2021

Analysmetoder

Från rådata filtrerades primersekvenser bort med hjälp av cutadapt (Martin 2011) och kvarvarande data ana-lyseradesmed R-paketet dada2 (Callahan et al. 2016). Dada2 använder sekvensdata från prover för identifieraunika sekvenser av biologiskt ursprung och hur många gånger dessa hittas i vardera prov. För att minimeraproblem med sekvenseringsfel och eventuell kontaminering filtrerades samtliga sekvenser vars frekvens varlägre 0.1% av totala antalet sekvenser i prover. Kvarvarande sekvensvarianter spårades till art genom att jäm-föra sekvensernamotNCBIs öppna nukleotiddatabas (Nucleotide collection) med verktyget blast den 20mars2023 (Altschul et al. 1990). Endast likhet somöverstiger 98.5% identitet betraktas som säkra artbestämningar.
För qPCR identifierades positiva prover där exponentiell amplifiering av fragmentet observerades under de50 cykler av amplifiering som genomfördes.
Resultat
PCR reaktioner genererade tydliga amplifieringar av förväntad storlek för alla tre replikat för både flerartsa-nalysen avseende fisk och bägge metoder för musslor som kördes. Enartsanalys avseende närvaro av öringvisade förväntade resultat för positiv kontroll och ingen av analyserna indikerade amplifiering i negativa kon-troller.
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Tabell 3: Svenska och vetenskapliga namn för de arter som omnämns i rapporten.
Arter Vetenskapligt namn
FiskAbborre Perca fluviatilisAsp Leuciscus aspiusBjörkna Blicca bjoerknaBraxen Abramis bramaGroplöja Leucaspius delineatusGädda Esox luciusGärs Gymnocephalus cernuusGös Sander luciopercaLax Salmo salarLöja Alburnus alburnusMört Rutilus rutilusNejonöga Lampetra fluviatilis/planeriiSarv Scardinius erythrophthalmusSmåspigg Pungitius pungitiusSutare Tinca tincaÅl Anguilla anguillaÖring Salmo trutta
MusslorFlat dammussla Pseudanodonta complanataSpetsig målarmussla Unio tumidusStörre dammussla Anodonta cygneaTjockskalig målarmussla Unio crassusVanlig dammussla Anodonta anatinaÄkta målarmussla Unio pictorum

Vetenskapliga och svenska namn för samtliga arter som nämns i rapporten hittas i tabell 3. I löpande text ochresterande figurer används endast de svenska namnen på arter.
Fisk

Mellan 0.7 och 1.1 miljoner fragment sekvenserades per prov. Bland dessa var det dock endast en liten delsom hade förväntade primersekvenser och var av tillräckligt god kvalitet för att användas för artbestämning.Efter filtrering kvarstod endast mellan 16 000 och 306 000 sekvenser per prov. Trots att primers optimeratsför fisk hittas det bland dessa sekvenser förutom spår av fisk även DNA från bakterier, däggdjur och fågel.
Sett över alla tio prover detekterades spår från 17 olika fiskarter. Abborre var den vanligaste sekvensen settbåde till sekvensantal och utgjorde nästan 40% av all erhållen sekvens från fisk. Abborre hittades i alla proverutom Stora Burgöl. I proverna från “Storån Åkervristen/Storsjö”, Båtsjön och “Storån Forsaström” hittadesspår av fler än 10 arter av fisk, medan det i övriga prover hittades mellan tre och åtta arter (Figur 2-5). I någraav proverna var det totala antalet sekvenser från fisk i underkant för vad som önskas vid dylika analyserså för att säkerställa att vi har tillräckligt med data för en eDNA analys kompletterade vi flerartsanalysenmed enartsanalys med avseende öring. Arten var av extra intresse från beställarens synvinkel och eftersomden endast hittades i låga koncentrationer i ett av proven med flerartsanalys är den också i detta fall engod kandidat för att se om resultat från flerartsanalysen är tillförlitligt. Enartsanalysen genererade identiskaresultat med flerartsanalysen och endast Hållerstorpsbäcken gav en svag signal av öring. Baserat på dettadrar vi slutsatsen att trots det något låga antalet sekvenser av fisk är erhållen data tillräckliga för att uttalaoss kring fiskfaunan i proverna.
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Figur 2: Fiskarter som detekterats i projektet. Staplarnas längd motsvarar det sammanlagda antalet sekvenserfrån respektive art
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Figur 3: Fördelning i procent av sekvenser från olika fiskarter i de analyserade proverna.
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Figur 4: Detekterade fiskarter i proverna från Hållerstorpsbäcken, Storsjön, Horsfjärden, Amerikabäcken,“Storån Åkervristen/Storsjö” och Kvarnsjöbäcken. Notera att både antal arter och längden på x-axeln är olikamellan delfigurer.
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Figur 5: Detektarade fiskarter i proverna Stora Burgöl, Svenserumsbäcken, Båtsjön och “Storån Forsaström”.Notera att både antal arter och längden på x-axeln är olika mellan delfigurer.
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Från Båtsjön, Storsjön och Hållerstorpsbäcken finns det provfiskedata från tidigare nät- och elfisken. I deförsta två handlar det om provfiske med nät, medan Hållerstorpsbäcken har provfiskats med elfiske. Samtligaarter (abborre, benlöja, braxen, björkna, gärs, gädda, gös, mört och sarv) som rapporterats från Båtsjön underprovfiske 2019 och 2022 (SLU 2023) återfinns även med eDNA i denna studie. Förutom dessa arter hittar vimed eDNA också spår av groplöja, sutare och ål i detta vatten. Jämförelse med provfiske i Storsjön uppvisarstörre skillnader mellan metoder. Från nätprovfisket rapporteras fångst av abborre, benlöja, braxen, björkna,gers, gädda, gös, lake, mört, nors, sarv och sutare (Helmerson 2017). eDNA analysen hittar de flesta av dessa,men inga spår av gärs, gös, lake och nors erhölls.
De registrerade provfisken som finns för Hållerstorpsbäcken visar liksom Båtsjön en stor överenstämmelsemellan eDNA och mer traditionella provfiskemetoder. Här fångades bäcknejonöga, ål och öring med elfiskeoch dessa arter hittades också med eDNA. Dock hittade eDNA analysen även spår av abborre, braxen, björk-na, gädda och sarv i vatten från den bäcken. Att fler arter hittas med eDNA än vid elprovfiske är väntat dåelprovfiske som sker i begränsad biotop i ett vattendrag och därmed oftast endast fångar arter som lever idessa mer strömmande (och grunda delar) av vattendraget, medan eDNA analyser fångar spår både från artersom finns på platsen och från arter som lever uppströms provtagen lokal.
Sammantaget är överstämmelsen relativt god mellan metoderna, men det finns flera olika anledningar till attman inte alltid får en god överenstämmelse med olika metoder. Det första och mest uppenbara är så klartatt alla metoder ger en ögonblicksbild av hur det ser ut i ett vattendrag vid ett givet tillfälle. Det innebäratt det oavsett metod kan vara skillnader i artförekomst på en lokal både mellan och inom ett år. Baserat påtidigare resultat är det dock vanligt att eDNA analyser hittar något fler arter än andra former av provfisken.Detta beror åtminstone till viss del på att vissa arter är svårare att fånga med nät/elfiske, medan de oftaända lämnar tillräckligt med eDNA spår för att hittas med DNA baserade analyser. Som exempel kan nämnasgädda och ål som är svåra att fånga i nät och därmed ofta missas/underskattas med nätprovfiske, medanbägge dessa arter ofta lämnar tillräckliga DNA spår för att detekteras med eDNA analyser. Det är dock ocksåså att eDNA analyser endast är indirekta bevis på närvaro av fisk i ett vatten och DNA från fiskar kan spridasmed fågelspillning eller från mänsklig aktivitet vilket gör det nödvändigt att validera oväntade artfynd medupprepade provtagningar och/eller kompletterande metoder.
De flesta arter som hittas i denna eDNA analys är arter som är förväntade i vatten från denna del av Sverige,men det är några fynd som sticker ut. Vi hittar spår av groplöja i fyra olika platser (Amerikabäcken, “StorånÅkervristen/Storsjö”, Stora Burgöl och Båtsjön). Denna art har inte rapporterats från dessa vatten tidigareoch är en art med naturligt utbredningsområde längre söderut i Sverige. Under 60-talet och framåt blev detdock populärt att sätta ut groplöja i nya vattendrag varför ett stort antal bestånd etablerades sig norr omnaturliga utbredningsområdet (Artdatabanken 2023). Arten hittas ofta i vegetationsrika små vattendrag (elleravsnörda vikar), men kan också leva i mindre bäckar och diken. Andra oväntade fynd är spår av asp i Storsjönoch Kvarnsjöbäcken samt spår av lax i Svenserumsbäcken. Aspen är nog inte helt orimlig i dessa vatten, medandet verkar mer troligt att spåren av lax är från exogena källor och/eller kontaminering vid provtagning ellervid laboratoriehantering.



Mars 2023 Diarienummer 4.1-488-2022

Musslor

Vi erhöll mellan 0.8 och 1.85 miljoner sekvenser för eDNA analys med avseende på musslor. En majoritet avdessa sekvenser var av tillräckligt god kvalitet och med förväntade primers för att bibehållas för vidare analys.Totalt över alla prover var det 2056457 sekvenser som gick att spåra till någon av de stormusslor som varmålet för analysen, det var dock extremt stor skillnad mellan proverna. I Amerikabäcken var det inga spår avmusslor, medan hela sex olika musselarter hittade i provet från “Storån Åkervristen/Storsjö”. Vanligast sett tillsekvensantal var spetsig målarmussla som hittades i mycket stora sekvensantal i både Hållerstorpsbäcken och“Storån Åkervristen/Storsjö”. Vanligast sett till hur många platser arten hittades på var större dammussla somhittades i alla lokaler utom Amerikabäcken och det var också den enda arten som hittades i Kvarnsjöbäcken(Figur 5-7).

Spetsig målarmussla

Större dammussla

Vanlig dammussla

Äkta målarmussla

Tjockskalig målarmussla

Flat dammussla

0 200000 400000 600000 800000 1000000

Figur 6: Musselarter som detekterats i projektet. Staplarnas längd motsvarar det sammanlagda antalet se-kvenser från respektive art
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Figur 7: Fördelning i procent av sekvenser från olika musselarter i projektet. Notera att Amerikabäcken intevisas då inga spår av musslor hittades där.
Noterbart är att det hittas spår av tjockskalig målarmussla från “Storån Åkervristen/Storsjö”. Arten är starkt
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Figur 8: Detekterade arter av Musslor från Hållerstorpsbäcken, Kvarnsjöbäcken, “Storån Åkervristen/Storsjö”och “Storån Forsaström”. Notera att både antal arter och längden på x-axeln är olika mellan delfigurer.
hotad och har under många år visat vikande populationsutveckling. Det är dock sedan tidigare känt att artenförekommer i Storån (Årnfelt et al. 2014).
Nivåerna av DNA från musslor i vatten kan bli mycket lågt vid låga vattentemperaturer vilket gör att prov-tagning i slutet av oktober eventuellt skulle kunna vara sent att provta för eDNA analys. Givet detta är detintressant att se att spår av ett stort antal musselarter i det här projektet.



Mars 2023 Diarienummer 4.1-488-2022

Projektinformation
Analysdata och resultat lagras tills vidare hos NRM. Vid eventuella framtida frågor i detta ärende kontaktaNRM på antingen cgi@nrm.se eller registrator@nrm.se och ange diarienummer i mailets ämnesrad. Artbe-stämning av DNA-sekvenser sker genom jämförelse med databaser. Vi använder den internationellt störstaoch mest kompletta databasen i våra försök att spåra ursprung till de sekvenser vi rapporterar, men det finnsbåde luckor och felaktigheter i databasen. Arterna i denna rapport är den bästa informationen som finns atttillgå vid söktillfället, men omdatabasen uppdateras kan kopplingenmellan sekvens och art komma att ändras.
Thomas Källman Analytiker
Niclas Gyllenstrand Intendent
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