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SAMMANFATTNING

Pa uppdrag av 0X2 AB har AquaBiota utfort faltinventeringar i svensk ekonomisk zon
utanfor Skanes sydkust. Syftet med undersokningarna ar att ta fram underlag till den
kommande miljokonsekvensbeskrivningen for uppférandet av den planerade vindparken
Triton.

Undersokningarna dgde rum under juni samt augusti ar 2021 och innefattade
fiskinventering med hjilp av eDNA. Aven marina diggdjur inkluderades i inventeringen.

Akvatiskt miljo-DNA eller eDNA (fran engelskans environmental DNA) har under det
senaste decenniet visat sig vara ett lovande verktyg for inventering av vattenorganismer
inom miljéovervakning. Undersokningsmetoden baserar sig pa det faktum att alla
levande organismer, bade vaxter och djur, kontinuerligt avger genetiska avtryck i miljon
i form av slem, avforing, svett och doda celler. Dessa genetiska spar kallas eDNA. Akvatiskt
eDNA ar sparen som organismer avger i vattenmiljon. eDNA kan utvinnas ur sma mingder
vatten (0,1 - 5 liter) och genom molekyldra analyser ange vilka arter som befinner sig
inom ett omrade utan att man vare sig ser eller fangar organismen. eDNA ger en
uppskattning av artférekomst i nutid eftersom DNA i vatten normalt sonderfaller inom
nagra dagar efter det att en specifik art limnat miljon.

Denna rapport redovisar resultaten fran eDNA-metabarkodningsanalys med
malgrupperna fisk och marina daggdjur. Proverna togs under juni och augusti 2021 vid
tio lokaler utanfor Skanes sydkust. Vid det forsta inventeringstillfallet i juni detekterades
totalt 26 olika taxa, varav 24 tillhorde fiskar och tva tillhoérde daggdjur. Vid det andra
inventeringstillfallet i augusti detekterades totalt 33 olika taxa, samtliga tillhorande fisk.

Sju rodlistade arter detekterades: torsk (Gadus morhua, sarbar), fyrtémmad skarldnga
(Enchelyopus cimbrius, niara hotad), vitling (Merlangius merlangus, sarbar), kolja
(Melanogrammus aeglefinus, sarbar), kummel (Merluccius merluccius, sarbar), langa
(Molva molva, starkt hotad) och havskatt (Anarhichas lupus, starkt hotad)

Tumlare (Phocoena phocoena) och grasal (Halochoerus grypus) detekterades i ett prov
vardera vid provtagningen i juni. I augusti detekterades inga marina daggdjur.
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1. INLEDNING

Undersokningar av biologisk mangfald i akvatiska ekosystem har historiskt i huvudsak
skett genom traditionella fysiska, akustiska och visuella metoder. Exempel pa dessa ar
natfiske, tralning, elfiske, telemetri, undervattensvideo, snorkling, fallor och
undervattenssonar. Dessa metoder har begransningar eftersom de dr mer eller mindre
selektiva och ingen enskild metod beskriver hela mangfalden av fisk. Vidare ar vissa
konventionella metoder destruktiva eller letala eftersom de kraver att utféraren av
studierna ror, skadar eller dodar sitt studieobjekt vilket ar ett potentiellt problem i
bevarandeekologiska undersokningar. En annan begriansning av konventionella metoder
ar att sillsynta, invasiva och svarfingade arter inte upptédcks, och deras forekomst
underrapporteras vilket kan ge felmarginaler i insamlade data (Trigal och Degerman
2015).

Undersokningsmetoden miljo-DNA eller eDNA (environmental DNA) baserar sig pa det
faktum att alla levande organismer, bade vaxter och djur, kontinuerligt avger genetiska
fotavtryck i miljon i form av slem, avforing, respiration, svett och déda celler (Pedersen
m.fl. 2015). Definitionen pa eDNA anges som; "det DNA som kan studeras fran dessa spar
i miljon utan att malorganismen ar narvarande i provet” (Taberlet m.fl. 2012). I akvatiska
miljoer kan detta material utvinnas ur sma mangder vatten och genom molekyldra
analyser ange vilka arter som befinner sig inom ett omrade, utan att man ser eller fangar
organismen. Eftersom eDNA i vattenmassan ar relativt kortlivat ger analyserna en bild av
artforekomst i nutid (uppskattningsvis ca 2-10 dagar beroende pa miljéférhallanden).
eDNA har visat sig ha en stor potential som verktyg for inventering av vattenorganismer
(Bohmann m.fl. 2014, Leese m.fl. 2016, Olds m.fl. 2016, Deiner m.fl. 2017). Vidare har flera
studier visat att eDNA i marina miljoer detekterar flera eller minst lika manga arter som
konventionella inventeringsmetoder som trdlning (Stoeckle m.fl. 2020, Zou m.fl. 2020,
Thomsen m.fl. 2016, Thomsen m.fl. 2012).

Pa uppdrag av 0X2 AB utférdes en eDNA-inventering av fisk och marina daggdjur i svensk
ekonomisk zon utanfér Skanes sydkust. Syftet med inventeringen ar att undersoka
artsammansattningen av fisk och férekomsten av marina daggdjur for att kunna bedéma
vilka effekter en etablering av vindkraft kan fa i omradet. Resultaten fran undersékningen
kommer utgéra ett underlag till den kommande miljokonsekvensbeskrivningen for
uppforandet och drift av den planerade vindparken Triton.

2. MATERIAL OCH METODER

2.1. Faltarbete

Under juni och augusti 2021 utférdes vattenprovtagningar for eDNA vid tio lokaler i
Sveriges ekonomiska zon utanfoér Skanes sydkust. Vid samtliga tio lokaler togs ett
bottenprov (ca 1-5 meter fran botten) samt ett ytprov (ca 2-5 meter under ytan) vilket
resulterade i 20 prover per inventeringstillfille, och totalt 40 prover. Djupet vid lokalerna
varierade mellan ca 42-45 meter. Provtagningspunkter visas i figur 1.

Innan provtagningarna genomférdes i falt, steriliserades all provtagningsutrustning.
Filtreringsutrustning koptes in som sterila DNA-fria engangsforpackningar. Pa
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provtagningspunkterna samlades fem liter vatten in med en Ruttnerhdmtare. Vattnet
blandades och filtrerades med inkapslade (slutna) engangsfilter for att minska risken for
kontaminering. Negativa faltkontroller utgjordes av rent vatten som hanterades med
samma provtagningsutrustning och filtrerades i félt for att studera potentiell
kontaminering av DNA fran havsvatten, fran provtagare eller fran baten. Insamling och
fixering foljde Spens m.fl. (2017).
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Figur 1. Den planerade vindparken Triton samt provtagningspunkterna fér eDNA.
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Flodesschemat i figur 2 beskriver eDNA-processen fran insamling till analys. eDNA
utvanns (extraherades) enligt protokoll fran Spens m.fl. (2017) i sterila laboratorier
speciellt byggda for analyser av akvatiskt eDNA. Proverna analyserades med
flerartsanalyser for forekomst av fisk och marina daggdjur. Varje PCR-prov utfordes i 12
replikat som sammanslogs under bioinformatiken. Markorer som amplifierar 12S-rRNA
genen anvandes for fisk (MiFish, Miya m.fl 2015), samt 16S-rRNA genen for marina
daggdjur (MarVer3, Valsecchi m.fl. 2020). Principerna for metabarkodning forklaras mer
utforligti bilaga 1. Vidare anvandes en positiv DNA "mock community” kontroll med kdnd
artsammansattning av tropiska fiskar som standard for jamforelse. Negativa kontroller
analyserades ocksa for att beddma kvalitetsparametrar (se bilaga 1).

2.2.2. Bioinformatik och verifiering

Varje enskild art har en unik streckkod eller DNA-sekvens. Varje unik sekvens fick en
molekyldar identitet. De olika sekvenserna koérdes mot en internationell databas
(tillganglig for allmanheten, som grundar sig pa GenBank och uppratthalls av National
Center for Biotechnology Information, NCBI! dir sekvenser pa mer dn 460 000 kdnda
arter finns tillgangliga (Schoch m.fl. 2020). Sekvenserna lagrade hos NCBI ar endast delvis
kurerade (verifierade av taxonomer) och kan ibland vara felaktiga, efter kvalitetsfiltrering
av data kordes darfor alla sekvenser aven mot en kurerad databas 6ver alla Europas fiskar
som uppratthalls av NatureMetrics Ltd. Artidentifiering baseras pa fullstindig match mot
en referens. | vissa fall kan arter ha en likadan sekvens och da ndmns bada arterna i
resultattabellerna. Databaserna uppdateras loépande och arter som inte har
referenssekvenser inkluderas nar de blir tillgidngliga. De olika sekvenserna matchades
mot databasen och fick pa sa satt fisk och marina daggdjurs taxonomisk identitet. Tack
vare nya framsteg inom metabarkodning ar det mojligt att fa traffar pa artniva istallet for
enbart familje- eller genusniva féor manga djurgrupper.

Antalet lasningar per art ger en relativ uppskattning av hur mycket eller lite arten
forekom i ett prov. Ju mer DNA fran en viss art i provet, desto stérre andel lasningar
erhdlls vid analys. Forenklat ar den relativa mangden DNA fran en viss art proportionell
mot den relativa biomassan i det analyserade artsamhéllet. Det finns artspecifika faktorer
som komplicerar sambandet, vilket man kan justera for (exempelvis kopieras vissa arters
DNA mer effektivt dn andras). Detta beror dven pa hur proverna samlas in samt
analyseras. Det finns manga studier med olamplig metodik som inte ser detta samband
men det finns flera studier fran bade limnisk och marin miljo som visar en god
overensstammelse mellan den relativa andelen DNA-traffar och den relativa andelen
biomassa. Sambandet mellan fiskbiomassa och antalet lasningar finns exempelvis
beskrivet i Evans m.fl. (2016), Ushio m.fl. (2018) och Stoeckle m.fl. (2020). En
undersékning i Ostersjon utférd av AquaBiota visade att eDNA-prover tagna direkt i
anslutning till natprovfisken visade god samstimmighet mellan andelen fangst av vanligt
forekommande arter och andelen lasningar (Naslund m.fl. 2019).

L https://www.ncbi.nlm.nih.gov/



3. RESULTAT

3.1. eDNA-undersdkning juni 2021

[ provtagningen i juni detekterades totalt 26 taxa vid de tio lokaler som provtogs for
eDNA. Av totalt 26 taxa kunde vidare 25 bestammas till art och ett till slakte. Fiskarna och
daggdjuren som detekterades var dverlag typiska for de besokta lokalerna och regionen i
stort. De vanligast forekommande arterna var skarpsill (Sprattus spruttus), som forekom
i samtliga 20 prover, rodspatta (Pleuronectes platessa) och torsk (Gadus morhua), som
detekterades i 19 av 20 prover, samt sill (Clupea harengus) och sandskddda (Limanda
limanda) som detekterades i 18 av 20 prover.

Tre rodlistade arter detekterades i inventeringen - torsk (sarbar), som var en av de
vanligast forekommande arterna, vitling (Merlangius merlangus, sdrbar) som
detekterades i 14 prover och fyrtommad skarlanga (Enchelyopus cimbrius, ndra hotad)
som detekterades i fem prover (tabell 1).

Tabell 1. Arter som detekterades i undersékningen juni 2021 visade som antal prover med detektion (*=

rédlistade arter). Detektioner av arter till f6ljd av naturlig kontaminering? har exkluderats i denna rapport.

Fiskart Vetenskapligt namn Antal prov
N&bbgadda Belone belone 9/20
Sill Clupea harengus 18/20
Skarpsill Sprattus sprattus 20/20
Torsk* Gadus morhua 19/20
Vitling* Merlangius merlangus 14/20
Fyrtommad skarlanga* Enchelyopus cimbrius 5/20
Storspigg Gasterosteus aculeatus 2/20
Tobisfiskar Ammodytes sp. 4/20
Randig sjokock Callionymus lyra 2/20
Sandstubb Pomatochistus minutus 1/20
Makrill Scomber scombrus 3/20
Spetslangebarn Lumpenus lampretaeformis 4/20
Rédtunga Glyptocephalus cynoglossus 1/20
Sandskadda Limanda limanda 18/20
Bergskadda Microstomus kitt 3/20
Rodspatta Pleuronectes platessa 19/20
Skrubbskadda Platichthys flesus 17/20
Piggvar Scophthalmus maximus 2/20
Slatvar Scophthalmus rhombus 4/20
Tunga Solea solea 4/20
Oring Salmo trutta 3/20
R6t-/Hornsimpa Myoxocephalus scopius/quadricornis 1/20
Sjurygg Cyclopterus lumpus 4/20
Knot Eutrigla gurnardus 5/20
Tumlare Phocoena phocoena 1/20
Grasal Halichoerus grypus 1/20

2 Exempel p& naturlig kontaminering inkluderar: frekventa besokare pa platsen, avforing fran rovdjur,
boskap, avloppsvatten och fiskbete. Denna typ av kontaminering ar vanligtvis oundviklig och mycket svar

att kvantifiera. Typiska kontamineringsarter inkluderar ko, gris, hund, katt, far etc.



For regionen mer séllsynta arter som detekterades var randig sjokock (Callionymus lyra),
rodtunga (Glyptocephalus cynoglossus), bergskadda (Microstomus kitt), tunga (Solea solea)
och knot (Eutrigla gurnardus).

Proportioner av detekterade sekvenser inom varje prov visar pd en klar dominans av
torsk, skarpsill, skrubbskddda och rodspatta. Proportioner av detekterade sekvenser
inom varje prov for de tolv vanligast forekommande arterna visas i figur 3.
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Figur 3. Proportioner av detekterade sekvenser fér de tolv vanligast férekommande arterna vid eDNA-
inventeringen av fisk i juni 2021. TTG: territorialgrdns, EEZ: exklusiv ekonomisk zon.

Marina daggdjur som detekterades var tumlare (Phocoena phocoena) och grasal
(Halichoerus grypus), vilka detekterades i ett prov vardera. De tumlare som detekterades
tillhor sannolikt den livskraftiga Balthavspopulationen da inventeringstillfillet inte
sammanfoll med den tidsperiod da Ostersjopopulationen tros kunna uppehilla sig i
omradet.

De negativa kontrollerna uppvisade forvantade resultat med mycket 1dga koncentrationer
av DNA (tabell 2). Resultaten pavisade dock detektioner av tre av de vanligaste
forekommande arterna skarpsill, torsk och skrubbskadda vilket hogst sannolikt harror
fran kontamination av havsvatten. Da killan kan bestimmas samt att
kontaminationsnivaerna var sa pass laga bedoms det sakna betydelse for resultatet.



Tabell 2. Volym anger medelvolym filtrerat vatten per prov. eDNA koncentrationen uppmdttes med Qubit
Fluorometric Quantitation (Fisher Scientific).

Prov ID Volym filtrerat (ml)  DNA (ng/ul)

T 01Y 5000 0.18
T 01_B 5000 3.06
T 02_Y 5000 0.40
T 02_B 5000 0.37
T 03_Y 5000 0.26
T_03_B 5000 0.53
T 04 Y 5000 0.55
T 04 B 5000 0.56
T 05Y 5000 0.31
T_05_B 5000 1.69
T.06_Y 5000 0.20
T_06_B 5000 0.32
T 07_Y 5000 0.99
T_07_B 5000 0.20
T 08 Y 5000 0.59
T_08_B 5000 0.35
T 09Y 5000 0.25
T 09_B 5000 0.08
T 10_Y 5000 0.38
T_10_B 5000 0.28
Falt neg 1 1500 <0,01
Lab neg1 NA <0,01

3.2. eDNA-undersdkning augusti 2021

[ provtagningen detekterades totalt 33 taxa vid de tio lokaler som provtogs for eDNA. Av
totalt 33 taxa kunde vidare 32 bestdmmas till art och ett till sldkte. Inga marina daggdjur
detekterades. Fiskarna som detekterades var 6verlag typiska for de besokta lokalerna och
regionen i stort.

De vanligast forekommande arterna var skarpsill, sill, skrubbskadda, rédspatta,
sandskddda och torsk som detekterades i samtliga 20 prover. Aven vitling, slitvar
(Scophthalmus rhombus) samt knot var vanligt forekommande och detekterades i 19 av
20 prover. Sju rodlistade arter detekterades i inventeringen - torsk (sarbar), vitling
(sarbar), kolja (Melanogrammus aeglefinus, sarbar), kummel (Merluccius merluccius,
sarbar), fyrtommad skarlanga (ndra hotad), langa (Molva molva, starkt hotad) och
havskatt (Anarhichas lupus, starkt hotad), se tabell 3.
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Tabell 3. Arter som detekterades i undersékningen augusti 2021 visat som antal prover med detektion (*=
rédlistade arter). Detektioner av arter till féljd av naturlig kontaminering3 har exkluderats i denna rapport.

Fiskart Vetenskapligt namn Antal prov
N&bbgadda Belone belone 4/20
Sill Clupea harengus 20/20
Skarpsill Sprattus sprattus 20/20
Ansjovis Engraulis encrasicolus 1/20
Torsk* Gadus morhua 20/20
Kolja* Melanogrammus aeglefinus 5/20
Vitling* Merlangius merlangus 19/20
Vitlinglyra Trispoterus esmarkii 2/20
Fyrtdmmad skérlanga* Enchelyopus cimbrius 4/20
Langa* Molva molva 1/20
Kummel* Merluccius merluccius 6/20
Storspigg Gasterosteus aculeatus 10/20
Marulk Lophius piscatorius 1/20
Tobisfiskar Ammodytes sp. 4/20
Havskatt* Anarhichas lupus 2/20
Randig sjokock Callionymus lyra 1/20
Sjustralig smorbult Gobiusculus flavescens 1/20
Sandstubb Pomatochistus minutus 2/20
Makrill Scomber scombrus 5/20
Spetslangebarn Lumpenus lampretaeformis 5/20
Tanglake Zoarces viviparus 2/20
Rédtunga Glyptocephalus cynoglossus 14/20
Sandskadda Limanda limanda 20/20
Bergskddda Microstomus kitt 17/20
Rodspatta Pleuronectes platessa 20/20
Skrubbskidda Platichthys flesus 20/20
Piggvar Scophthalmus maximus 15/20
Slatvar Scophthalmus rhombus 19/20
Tunga Solea solea 16/20
Oring Salmo trutta 1/20
R6t-/Hornsimpa Myoxocephalus scopius/quadricornis 6/20
Sjurygg Cyclopterus lumpus 2/20
Knot Eutrigla gurnardus 19/20

For regionen mer sallsynta arter som detekterades var randig sjokock, rodtunga,
bergskadda, tunga och knot. Vidare detekterades ansjovis (Engraulis encrasicolus) och
marulk (Lophius piscatorius) i ett prov vardera, samt havskatt i tva av 20 prover. Ansjovis
ar en sporadisk besokare till den svenska vastkusten men har dven patraffats ett fatal
ganger tidigare i Ostersjon (SLU Artdatabanken 2021). Marulk ar allmin i visterhavet
men har dven tidigare observationer i Oresund (SLU Artdatabanken 2021). Aven havskatt
ar allmin lings vistkusten men fédrekommer ocksa sillsynt i Oresund och de vistligaste
delarna av Ostersjon (SLU Artdatabanken 2021).

3 Exempel pa naturlig kontaminering inkluderar: frekventa besokare pa platsen, avfoéring fran rovdjur,
boskap, avloppsvatten och fiskbete. Denna typ av kontaminering ar vanligtvis oundviklig och mycket svar
att kvantifiera. Typiska kontamineringsarter inkluderar ko, gris, hund, katt, far etc.
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Proportioner av detekterade sekvenser inom varje prov visar pd en klar dominans av
torsk, skarpsill, rédspatta och skrubbskadda. Proportioner av detekterade sekvenser
inom varje prov for de tolv vanligast forekommande arterna visas i Figur 4.
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Figur 4. Proportioner av detekterade sekvenser fér de tolv vanligast férekommande arterna vid eDNA-
inventeringen av fisk i augusti 2021. TTG: territorialgrdns, EEZ: exklusiv ekonomisk zon.

De negativa kontrollerna uppvisade forviantade resultat med ldga koncentrationer av DNA
(tabell 4). Resultaten pavisade dock detektioner av ndgra av vanligaste forekommande
arterna vilket hogst sannolikt harror fran kontamination av havsvatten. Da killan kan
bestimmas samt att kontaminationsnivaerna var sa pass laga bedoms det sakna betydelse
for resultatet.
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Tabell 4. Volym anger medelvolym filtrerat vatten per prov. eDNA koncentrationen uppmdttes med Qubit
Fluorometric Quantitation (Fisher Scientific).

Prov ID Volym filtrerat (ml)  DNA (ng/ul)

T 01Y 5000 80.4
T 01_B 5000 20.2
T 02_Y 5000 82
T 02_B 5000 23.2
T 03_Y 5000 89.0
T_03_B 5000 22.6
T 04 Y 5000 75
T 04 B 5000 5.96
T 05Y 5000 104
T_05_B 5000 18
T.06_Y 5000 34.2
T_06_B 5000 16.9
T 07_Y 5000 31.0
T_07_B 5000 12.7
T 08 Y 5000 45.8
T_08_B 5000 9.7
T 09Y 5000 64
T 09_B 5000 11.6
T 10_Y 5000 10.6
T_10_B 5000 46.2
Falt neg 1 1500 1.55
Lab neg1 NA 0.39

4. DISKUSSION OCH ANALYS

Analysen av variationen mellan inventeringar visade att det var sju fiskarter som
dominerande vid bada inventeringstillfallena (sill, skarpsill, torsk, sandskadda, vitling,
rodspatta och skrubbskadda), med 6ver 90% av alla eDNA-sekvenser vid respektive
inventering (figur 5). Av dessa var det sill, skarpsill och torsk som pavisade en
signifikant variation mellan inventeringarna (t-test, df = 9, p <0,05). Skarpsill och torsk
minskade fran juni till augusti medan sill 6kade. Att det var signifikant mer detektioner
av torsk i juni kan bero pa att det var storre mangder konsceller i vattnet da
inventeringstillfillet sammanfoll med artens lekperiod (Ohman m.fl. 2021).

Fisksamhallets variation bedémdes dven utifran dess eDNA-sekvenser via NMDS (non-
metric multidimenionsal scaling). NMDS ar en multivariat ordinations-teknik som
bedomer variation i ett obegrdnsat antal parametrar, i detta fall fiskarter, och omvandlar
den samlade variationen till ett geometriskt avstand som beskriver lokalernas relativa
likhet till varandra. Ar tva prover lika, placeras de i nirheten av varandra i grafen och pa
sa satt gar det att utldsa om det dr nagon specifik forklaringsvariabel, exempelvis djup,
som paverkar vilka fiskarter som aterfinns i respektive provtagning. Vidare sager en
NMDS inget om den absoluta nivan av skillnad, utan endast provers relativa likhet.
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Genomesnittlig signalstyrka per eDNA-inventering, MiFish, Triton 2021
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Figur 5. Genomsnittlig DNA-signalstyrka frdn respektive inventering. Y-axel = arter, X-axel procentuell andel av fisksamhdllet. Sju arter (skarpsill, sill, torsk, vitling, rédspdtta, skrubbskddda
och sandskddda) utgjorde tillsammans >90% av eDNA-sekvenserna vid bdda inventeringstillfillena. Skarpsill, sill och torsk varierande signifikant mellan inventeringstillfillena.



En NMDS som initialt berdknades for de dominerande arterna pavisade en svag, men
noterbar, gruppering for respektive inventeringstillfille. Nar samtliga fiskarter
inkluderas i NMDS-analysen separerade kluster fran respektive inventering tydligt,
medan provtagningens djup saknade noterbar effekt pa den observerade variationen i
fisksammansattning (figur 6).

NMDS: Variation i fisksammansattning, Triton 2021
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Figur 6. Variationen i fisksammansdttning bland eDNA-prover analyserade med fiskprimern MiFish, berdknat
via non-metric multi-dimensionell scaling (NMDS). Varje punkt representerar ett prov, firg representera
mdnaden for inventeringstillfdllet och form representera provets djupnivd. Grupperingen av proverna inom
respektive inventeringstillfille pavisar en fordndring av fisksamhdllet. Djupnivd uppvisade ingen pdverkan pd
variation i fisksamhdllet. Stressnivd: 0,121, K-dimensioner=3, distanstyp: bray-curtis.

Sammantaget kan man utldsa att forandringar skedde i fisksamhallet men att stommen
av de observerade samhéllena bestod mellan de tva inventeringstillfillena. De sju mest
forekommande fiskarterna, vilka utgjorde 6ver 90% av det totala antalet sekvenser, var
de samma i augusti och juni. Dock forekom det variation inom denna férdelning, dar sill
och skarpsill hade en statistiskt signifikant 6kning i augusti medan torsk minskade.

Den observerade fiskdiversiteten i juni var 24 taxa som 6kade till 33 i augusti. Arterna
som skiljde mellan inventeringstillfallena var mindre vanligt forekommande fiskarter fér
omradet, sa som havskatt, marulk och ansjovis.

Paverkan av fysikaliska faktorer sa som djup, syre och salinitet testades men uppvisade
endast marginell inverkan pa fisksamhallets sammanséattning. Endast arterna sandskadda
och sill varierade signifikant med djup vid inventeringstillfallet i juni (t-test, sandskada,
df=9,p <0,05) (t-test, sill, df =9, <0,0001). | NMDS-tester sags ett svagt monster i relation
till djup och salinitet vid férsta inventeringen men vid andra inventeringen saknades
denna korrelation helt. Vidare kan vi se i NMDS:en ovan (figur 6) att effekten av djup



forsvinner nar den stills i relation till variationen i fisksamhaillet mellan
inventeringstillfallen.

Rorelse av eDNA-partiklar i vattenmassan har sannolikt en paverkan pa de svaga
korrelationer mellan fisksamhaéllet och de fysikaliska parametrarna. Exempelvis kan det
inte uteslutas att en eDNA-partikel i den djupare vattenmassan ursprungligen kommit
fran en individ som befann sig hégre upp i vattenpelaren.

Fisksamhallen inventerade med eDNA skiljer sig normalt frdn de som detekteras i
traditionella provfisken. Den storsta skillnaden ar att fler arter detekteras med eDNA-
provtagning per provtagen station. Att till viss del andra arter detekterats an vid
standardiserade provfisken beror pa flera faktorer. Till exempel sd kan eDNA-
provtagning utforas i miljoer som sillan provfiskas med standardiserade metoder samt
under andra sdasonger. Det ar dessutom val kant att rorliga och pelagiska arter ar
overrepresenterade vid natprovfisken, samt att demersala arter ofta ar
overrepresenterade vid tralprovfisken. Da eDNA ar relativt Kkortlivat i vattenmiljon
(normalt nagra dagar till tva veckor) ger resultaten en bild av fisksamhallet for en kort
period innan inventeringstillfillet. Detta medfor att for malarter av sarskilt intresse som
utnyttjar omraden under en begransad period av aret, for exempelvis lek eller migration,
ar det av vikt att genomfora provtagningen vid ratt tidpunkt.

Med de genetiska markorer och det genetiska referensbibliotek som anvidndes vid
tillfallet for analys var det inte mojligt att skilja mellan olika arter av simpor
(Myoxocephalus sp.) och tobisfiskar (Ammodytes sp.). Sekvensen for Myoxocephalus sp. var
en perfekt match till bade rétsimpa (M. scorpius) och hornsimpa (M. quadricornis), vilka
inte gar att skilja pa denna gen. Detektionen tillhor troligen rotsimpa da hornsimpa framst
féorekommer langre norrut i Ostersjén samt i sjdar i mellersta Sverige. Sekvensen for
Ammodytes sp. matchar med arterna kusttobis (A. tobianus) och havstobis (A. marinus).
D& havstobis endast forekommer sporadisk liangst den svenska viastkusten tillhor
detektionen med storsta sannolikhet kuststobis som ar vanligt forekommande langs hela
svenska kusten.

Sammanfattningsvis visar resultatet pa att fisksamhallet utgors av fiskar och marina
daggdjur som oOverlag ar typiska for regionen. Vidare uppvisar resultaten att de
dominerande arterna dr de samma vid bada inventeringstillfillen (figur 5), men en viss
variation i forekomst samt artsammansattning kunde ocksa pavisas (figur 6). Resultatet
styrker ytterligare att analys av eDNA ar en metodik som kan anvéndas for att inventera
och tydligt visa den mangfald samt sammansattning av arter som forekommer i bade
storre och mindre vattenmassor.
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Bilaga 1 Enarts- och flerartsanalyser vid eDNA undersokningar

Varje levande art utsondrar genetisk arvsmassa eller DNA i sin omgivning genom
respiration, rorelser, filtrering, avféring, doda hudceller osv. Detta DNA som ldmnas kvar
i miljon utan att individen i sig provtas kallas miljoDNA eller eDNA (frdn engelskans
environmental DNA) och kan samlas in och renas fram. Vissa delar av en arts DNA ar helt
unikt for just den arten, medan andra delar av DNA ser likadant ut hos alla organismer i
en grupp. Med hjalp av globala databaser 6ver DNA-sekvenser, som ar 6ppet tillgangliga
(ex https://www.ncbi.nlm.nih.gov/), kan man valja ut ett kort segment DNA i ett omrade
av intresse och kopiera sektion industriellt. DNA segmenten som tillverkas kallas da
primer eller markor. Dessa analyserar da den del av genomet man ar intresserad av, vilket
gor att analyserna kan genomféras inom en rimlig tid- och budgetram i jamférelse med
hela genomstudier. Markdren for en art kan ibland matcha en hel artgrupp som
exempelvis fiskar vilket man kan dra nytta av eftersom markoéren da kopierar DNA for ett
specifikt omrade for en hel artgrupp. Resultatet, dvs ett DNA segmentet som markoren
kopierar kallas barcode (streckkod), och kan liknas vid den streckkod som anvands for
att betala for enskilda varor i affarer. Dessa markorer, en droppe eDNA, ett enzym och
salter blandas i ett provror. Provroret placeras i en maskin som géor DNA kopior, en s.k.
PCR (Polymerase Chain Reaction), vilket imiterar processen som sker nér celler delar sig
och skapar dubbletter av sin arvsmassa. Med hjalp av en sekvenseringsmaskin kan man
sedan lasa DNA-kopierarnas nukleotidsekvenser. Denna information jamférs sedan mot
databaser Over arters DNA-sekvenser for att bestimma vilken eller vilka arter DNA-
sekvenserna tillhorde.

Enartsstudier gPCR eller ddPCR

Inventering av forekomst av en enstaka art med eDNA gors med sa kallad qPCR eller
ddPCR (quantitative- och digital droplet-PCR). Fragestillningen for dessa studier ar:
Finns arten hir? Varje art analyseras med en markér som ar specifik for precis den arten.
Provsvaren anger narvaro/franvaro av just den arten och en relativ eDNA-abundans
mellan olika provtagningslokaler.

Om flera arter undersdks med enartsanalyser kan data 6ver relativa abundanser mellan
art A och art B inte jamféras med varandra eftersom markdérerna for varje art skiljer sig
markant fran varandra. Som exempel kan nidmnas att 1000 DNA kopior av giadda inte
motsvarar 1000 kopior av abborre och analyserna kan inte tillforlitligt svara pa vilken av
arterna som ar mest forekommande.

Flerartsstudier - Metastreckkodning genom NGS (Next Generation Sequencing)
Fragestillningen for flerartsstudier ar; Vilka arter finns har och vilka av dessa ar
vanliga eller sillsynta? Med andra ord behéver man inte pa forhand veta vad man letar
efter.

Metastreckkodning eller metabarcoding innebar att man designar en primer som ar
gemensam for alla arter inom en grupp - indelade exempelvis med fokus pa fisk, fokus pa
groddjur eller fokus pa musslor. Eftersom man analyserar flera olika arter pa en gang
kallas metoden metastreckkodning. Anledningen till att man inte kan analysera alla
djurgrupper samtidigt med en primer ar det inte finns lampliga malregioner i genomen
som bade dr gemensamma for alla arter men samtidigt varierar sa pass mycket att enskilda
arter kan identifieras. Dessa mojligheter kan komma att férandras i framtiden, om
sekvenseringsmetoder utvecklas som kostnadseffektivt kan lasa langre genregioner.
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Invasiva eller skygga arter kan identifieras och antalet arter som kommer upp i en analys
ar obegransat. Om man inventerar 3 eller fler arter ar denna metod att foéredra, och blir
snabbt mer kostnadseffektiv dn enarts-analyser. Flerartsanalyser visar aven vilka arter
man har fatt och vilket dominansforhallande dessa har till varandra i ett vattendrag. Med
andra ord kan den relativa biomassan uppskattas. Notera dock att under parningstiden
forkommer DNA av de arter som forokar sig i storre mangder da konsceller slapps ut i
vattnet, vilket kan stora bestdmningen av relativ biomassa.
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BILAGA 2. KVALITETSSAKRING AV EDNA

Ddrfor dér kontrollprover nédvéndiga vid eDNA-provtagning

En undersokning med hjilp av eDNA som saknar positiva och negativa kontroller kan inte
ge tillforlitliga resultat. Detta giller egentligen for alla DNA-undersdkningar och
innefattar alla utévare. Om en utforare avviker fran denna praxis ir resultaten inte
tillforlitliga.

Utover generella huvudprinciper for DNA-undersokningar (Griffiths m.fl. 2016) finns
speciella regelverk for kriminaltekniska (Hedman m.fl. 2017) och medicinska (SFMG,
2011) undersokningar. Strikta riktlinjer for ett standardiserat utévande av eDNA-
undersokningar tas just nu fram inom EU med utgangspunkt fran Goldberg m.fl. (2016).
Dessa regler kommer att krava negativa och positiva kontroller som ett grundlaggande
krav.

Negativ kontroll; Ett prov med vatten som inte innehaller DNA filtreras vid inventerade
lokaler med samma provtagningsmetodik. Detta prov kallas for negativ kontroll. Vidare
analyseras DNA-fria prover i olika steg av undersokningen sa att man kan férsédkra sig om
att kontaminering inte forekommer i falt eller laboratorium och orsakar falska positiva

provsvar. Om DNA-signaler hittas i en negativ kontroll innebadr det att prover kan ha
kontaminerats. Ifall killan till kontaminering inte kan identifieras och konsekvenserna
faststallas kan undersékningen behdva goéras om.

Konsekvenserna av en kontaminerad negativ kontroll kan i praktiken innebara att:

a) en frisk person far en cancerdiagnos b) fel person binds till ett brott

c) faderskapstest anger fel far till ett barn d) arter som inte finns i ett omrade
detekteras (falsk positiv)

Positiv kontroll; En positiv kontroll innebéar att ett prov som innehaller ett kint DNA

testas for att verifiera att den anvdnda metodiken fungerar som den skall. Om DNA-
signaler inte hittas i en positiv kontroll innebar det att metodiken maste justeras och

analysen eller undersé6kningen maste géras om.
Konsekvenserna av en positiv kontroll utan DNA-signal kan i praktiken innebara att:

a) en cancersjuk person blir inte diagnostiserad och dor

b) en skyldig person kan inte bindas till brottet

c) ett faderskapstest kan inte knyta ratt far till barnet

d) arter som finns i ett omrade detekteras inte (falsk negativ)
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