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Centrum for genetisk identifiering (CGI) vid Naturhistoriska riksmuseet ar en uppdragsfinansierad verksam-
het som erbjuder myndigheter och organisationer hjialp med genetiska analyser av biologiskt material.

Uppdrag

CGI har under sommaren fatt i uppdrag av att inventera fiskfaunan fran 7 olika vattendrag i Varmland fran
Klarélvens vattenrad. I tva av sjéarna har forutom vattenprover dven néat fran nattslandor samlats in for att
understka huruvida dessa kan fungera som bra substrat for att med DNA inventera fiskfauna.

Tabell 1: Information rérande de prover som analyserats for fiskfauna med eDNA analyser. Havsjotjarnen
ar for litet for att klassas som vattenférekomst och har darfor inget vérde dar.

Vattendrag Vattenforekomst Datum Latitude Longitude
Kvarnsjon WAT75708706 20220729 6753170 375473
S Havsjon WA62897036 20220729 6756049 375161
N Havsjon WA90549297 20220729 6757231 374825
Havsjotjarnen 20220729 6757929 375545
Acksjon WA42333523 20220809 6596357 410314
N Hyn WA57420549 20220809 6598345 409515
S Hyn WA21336127 20220809 6596181 408862
Kvarnsjon utlopp ndt ~ WAT75708706 20220729 6753170 375473

N Havsjon utlopp ndt  WA90549297 20220729 6757231 374825

Material och metoder

Vattenprovet filtreradas genom 0.8 pm Sylphium filter. DNA extraktion gjordes med en extraktionsrobot och
“Omega Mag-Bind Blood & Tissue” DNA extraktionskit enligt beskrivning fran tillverkaren. For fiskanalysen
amplifierades en kort bit av mitokondrien med primer MiFish U-F (GTCGGTAAAACTCGTGCCAGC) och
MiFish U-R (CATAGTGGGGTATCTAATCCCAGTTTG) med en touch-down PCR fran 62°C till 57°C
(Miya et al. 2015).

Totalt gjordes tre oberoende PCR replikat for fiskfauna for provet med “Illustra™ PureTaq Ready-To-
Go™ PCR Beads” frain GE healthcare. PCR. reaktioner visualiserades efter amplifiering pa agarosgel och
kvantifierades med en Qubit 3.0 fluorometer enligt beskrivning fran tillverkaren. Sekvensbiblioteken gjordes
med “QIAseq 1-Step Amplicon Library Kit” fran material fran alla tre amplifieringar och sekvensering fran
bagge riktningarna gjordes av NGI (National Genomics Infrastructure) Stockholm pé ett Illumina MiSeq
instrument med version 3 kemikalier med en sekvensldngd pa 301bp.

Analysmetoder

Fran radata filtrerades primersekvenser bort med hjilp av cutadapt (Martin 2011) och kvarvarande da-
ta analyserades med R-paketet dada2 (Callahan et al. 2016). Dada2 anvinder sekvensdata fran prover for
identifiera unika sekvenser av biologiskt ursprung och hur manga ganger dessa hittas i vardera prov. For
att minimera problem med sekvenseringsfel och eventuell kontaminering filtrerades samtliga sekvenser vars
frekvens var lagre 0.5% av totala antalet sekvenser i prover eller motsvarande inom ett prov. Kvarvarande
sekvensvarianter sparades till art genom att jamféra sekvenserna mot NCBIs 6ppna nukleotiddatabas (Nu-
cleotide collection) med verktyget blast den 20 januari 2023 (Altschul et al. 1990). Endast likhet som 6verstig
98.5% identitet betraktas som sidkra artbestamningar. Vetenskapliga och svenska namn for de fiskarter som
vi omndmner i rapporten finns listade i tabell 1.
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Tabell 2: Svenska och vetenskapliga namn for de fiskarter som omnamns i rapporten.

Arter Vetenskapligt namn

abborre  Perca fluviatilis
elritsa Phoxinus phoxinus
braxen  Abramis brama
roding Salvelinus alpinus

mort Rutilus rutilus

gars Gymnocephalus cernuus
oring Salmo trutta

gadda Esoz lucius

sutare Tinca tinca

bjorkna  Blicca bjoerkna

sarv Scardinius erythrophthalmus

Resultat

PCR reaktioner genererade rena amplifieringar av forvintad storlek for alla tre replikat i provet och var
dérmed lampligt for att skapa sekvenseringsbibliotek.

Medelantalet sekvenser per prov som hade férvintade primers och av tillrackligt god kvalitet for att bibehallas
fér vidare analys per prov var 34567.

Trots att primers optimerade for fisk anvéndes hittades relativt mycket data fran fagel, bakterier och daggdjur
bland sekvenserna vilket med undantag av ett prov (N Havsjon utlopp (nét)) var det mellan 13 och 74% av
sekvenserna som var fran fisk. Utover detta har vi ocksa filterart bort spar svaga spar av sill och strémming
som inte kan férvintas finnas i dessa vatten.

Fiskfauna

Sett 6ver alla prover hittades det spar fran 11 olika fiskarter och de tre vanligaste sett 6ver alla prover var
abborre, elritsa och braxen. Dessa tre utgjorde 71.5% av all erhéllen sekvensdata fran fisk (Figur 1 och 2).
Abborre var den enda arten som hittades i alla vatten (&ven om nétprovet fran N Havsjon inte innehdll spar
av arten).

Fran Kvarnsjon och Norra Havsjon har bade vattenprover och nattslindenétprover analyserats. I Kvarnsjon
hittades samma tre arter i bade vatten och nét, men hur stor andel av sekvenserna som respektive art som
hittade i proverna var olika (Figur 2 och 3). I vattenprovet var abborre vanligast f6ljt av elritsa och 6ring,
medan elritsa var vanligast i natprovet. I Norra Havsjon hittades abborre, elritsa, 6éring och réding i vatten-
provet, medan natprovet endast hade spar fran oring. Det sistndmnda provet inneholl en mycket stor andel
av sekvenser fran andra artgrupper och med farre &n 1000 sekvenser fran fisk gor att det inte &r optimalt
for att karaktérisera fiskfaunan i vattnet. Sammantaget visar dock dessa forsta forsok att anvdnda nattslan-
delarvernas nét for eDNA analys avseende fiskfauna lovande resultat. Nar man provtar fran bottensubstrat
kan det kréavas lite modifieringar i DNA-extraktionen d& sediment ofta innehéller mer inhibitorer for DNA
analys jamfort med vattenprover. Med ytterligare optimeringar av metoden kan detta vara ett effektivt satt
att minska behovet av att gora flera provtagningar i ett vattendrag.
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Figur 1: Fiskarter som detekterats i projektet. Staplarnas lingd motsvarar det sammanlagda antalet sekven-
ser fran respektive art
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Figur 2: Fordelning i procent av sekvenser fran olika fiskarter i projektet.
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Figur 3: Detekterade arter av fisk fran Kvarnsjon och Norra Havsjon. Notera att bade antal arter och l&ingden

pa x-axeln ar olika mellan delfigurer.
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Figur 4: Detekterade arter av fisk fran Sodra Havsjon, Havsjotjarnen, Acksjon, Norra och S6dra Hyn. Notera
att bade antal arter och ldngden pa x-axeln &r olika mellan delfigurer.
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Projektinformation

Analysdata och resultat lagras tills vidare hos NRM. Vid eventuella framtida fragor i detta &drende kontakta
NRM pa antingen cgi@nrm.se eller registrator@nrm.se och ange diarienummer i mailets &mnesrad. Artbe-
stdmning av DNA-sekvenser sker genom jamforelse med databaser. Vi anvinder den internationellt storsta
och mest kompletta databasen i vara forsok att spara ursprung till de sekvenser vi rapporterar, men det finns
béade luckor och felaktigheter i databasen. Arterna i denna rapport &r den bésta informationen som finns
att tillga vid soktillfdllet, men om databasen uppdateras kan kopplingen mellan sekvens och art komma att
dndras.

Thomas Kéallman Analytiker
Niclas Gyllenstrand Intendent
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