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SAMMANFATTNING

Pa uppdrag av Sweco Energuide AB utférdes en eDNA undersdkning av fiskforekomster
vid den plats dar Lovsta kraftvirmeverk kan komma att byggas. Resultaten jamfordes
med befintliga skrivbordsundersékningar for fisk fran prov och sportfiskedata.

Akvatiskt miljo-DNA eller eDNA (fran engelskans environmental DNA) har under det
senaste decenniet visat sig vara ett lovande verktyg for inventering av vattenorganismer
for miljoovervakning. 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 méangder
vatten (100 mL - 5 L) och genom molekyldra analyser ange vilka arter som befinner sig
inom ett omrade utan att man varken ser eller fingar organismen. Eftersom eDNA i
vattenmassan ar kortlivat ger analyserna en bild av artférekomst i nutid.

Insamlingen av vatten utfordes under en halvdag i april 2019 vid Lovsta smabatshamn i
Hasselby. Sammanlagt sex vattenprover fran fem lokaler inom det planerade omradet,
och en lokal utanfér, samlades in for undersékningen och analyserades.

I Lovsta smabatshamn patraffades 16 fiskarter av Malarens 32 rapporterade arter (36 i
avrinningsomradet). [ ndrheten av undersékningsomradet har natprovfisken detekterat
8 fiskarter av vilka en lake individ detekterats. Elfiske i de grunda vattnen har detekterat
lake och spigg. I denna undersokning patriffades arter som ar svarfangade i provfisken.

Av rodlistade arter detekterades sma maingder al, samt stérre mangder lake. Lake
detekterades  dven  genom  drop-video som  AquaBiota  utférde  for
vegetationsundersokning i juni 2018. Stensimpan éar listad i EU:s Annex II lista till EU:s
habitatdirektiv. Det ar den sotvattensfisk som det satsats mest pa i EU:s LIFE-
restaureringsprojekt. Stensimpan detekteras sillan i provfisken mer ar mycket vanligt
genom eDNA detektion.

Under en provtagning en vecka efter eDNA undersokningen varnade skyltar i
hamnomradet for tungmetaller i sediment i smabatshamnen. Omrddet ar litet och
fiskarterna som patréffades finns dven utanfér omradet. I 6vrigt rekommenderas det att
vidta forsiktighetsatgarder vid byggandet av hamnanldaggningen for att skydda
kringliggande omraden fran 6kad grumling och sedimentation.



1. INLEDNING

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 doda 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 méngder vatten och genom molekylira
analyser ange vilka arter som befinner sig inom ett omrade, utan att man varken ser eller
fangar organismen. Eftersom eDNA i vattenmassan ar Kortlivat (ca. 1-2 veckor) ger
analyserna en bild av artférekomst i nutid. eDNA har visat sig ha en stor potential som
verktyg for inventering av vattenorganismer (Bohmann m.fl. 2014, Leese m.fl. 2016, Olds
m.fl. 2016, Deiner m.fl. 2017). Vidare har flera studier visat att eDNA i sjdar och rinnande
vatten detekterar flera arter an vad provfisken gor (Hanfling m.fl 2016, Hellstrom & Spens
2017 a, b, ¢, Hellstrom m.fl 2018).

P& uppdrag av Sweco Energuide AB utférdes en eDNA undersodkning av fiskforekomster
vid den plats dar Lovsta kraftvarmeverk kan komma att byggas. Resultaten jamfordes
med befintliga skrivbordsundersokningar for fisk fran prov och sportfiskedata.
Uppdragets mal var att inventera fiskarter som kan reproducera sig i omradet och som
kan paverkas av byggnationer i smabatshamnen.
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2. MATERIAL OCH METODER

2.1 Faltmetoder

Faltarbetet utférdes 26 april 2019. Provtagningstransekter anges i figur 1 och
provpunkterna i tabell 1 i tabell 1. Koordinaterna anges som decimalgrader i WGS84.
Lufttemperaturen matte 2-17 °C. Provtagningsdjupet varierade mellan 0,5 och 3 meter.

Transekt
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Figur 1. Karta o6ver provtagningstransekter i Lovsta smabdtshamn. Transekt LF_05 ar
referenslokal samt transekt LF_04 befinner sig utanfor smabdtshamnen.

Tabell 1. Provpunkter. Position, djup vid provtagningen, volym filtrerat vatten (mL),
vattentemperatur, provtagningstidpunkt och malart for varje provpunkt. SBH = smabdtshamn.
Proven samlades in 26 april 2019

Provpunkt namn Latitud Longitud Djup Volym H20 Tid
N (V)] (m) (mL) °C
LF_01 LovstaSBHbryggala 59,386297 17,782318 0,5 5000 58 1045
LF_02 LévstaSBHbryggalb 59,386927 17,783431 05 5000 58 1045
LF.03 LovstaSBH brygga2  59,386914  17,78192 0,5 4000 54  10:30
LF_04 Lovstautanfor SBH  59,38663  17,784616 0,5 5000 61 1225
LF_05 Lévsta halvudde 59,385271 17783146 0,5 5000 75  12:30
];fr ﬁninie Lovsta  SBH  5g387194 17783302 05 5000 52  11:00

Innan provtagningen genomfdrdes i filt, steriliserades all provtagningsutrustning.
Filtreringsutrustning kdptes in som sterila DNA-fria engangsforpackningar. Pa de grunda
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lokalerna samlades 5 liter vatten in per prov i form av 10 stycken underprover som var
jamt fordelade langs transekten som visas i figur 1. Transekt LF_05 utgjorde en
referenspunkt utanfér smabatshamnen och transekt LG_04 var placerat vid utkanten av
hamnen dir de nya byggnationerna kan komma att utforas. Vattnet blandades och
filtrerades. Negativa faltkontroller utgjordes av rent vatten som hanterades med samma
provtagningsutrustning och filtrerades pa plats for att utesluta kontaminering av DNA
mellan prover eller fran provtagare. Insamling och fixering f6ljde Spens m.fl. (2017).

2.2 Laboratoriemetoder

Laboratoriemetoderna beskrivs i bilaga 1,2,3 och 4.

2.3 eDNA kvalitet samt kvalitetskontroll

Kvalitetskontrollerna samt mangden féljer direktiven i bilaga 3 och anges i bilaga 4.
2.4 Jamforande studier

eDNA resultaten jamfordes med 24 befintliga provfisken (KUL) som gjorts i omradet,
intervjuer med sportfiskare pa plats, Limnordic ABs databas, elfisken i grunda vikar i
omradet (Nobelin 2010) samt med eventuella arter som visades pa dropvideo i en
vegetationsinventering. Bade artférekomster men dven antal arter som forekom per
anstrangning detekterades.

Faltprovtagning. Foto Micaela Hellstrom.
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3. RESULTAT OCH DISKUSSION

3.1. Sekvenseringsresultat

Sekvenseringsresultaten anges i bilaga 4 och bilaga 6. Alla negativa kontroller var
negativa.

3.2 Arternas forekomst - sammanlagd 6versikt

Tabell 2 och figur 2 listar de sammanlagt 16 fiskarter som inkluderades i eDNA

analyserna vid Lovsta smabatshamn.
Tabell 2. Arternas forekomst éver lokalerna. Figuren visar arternas forekomst over de olika

lokalerna. Abborre, gidda, gers och lake férekom pd alla lokaler.

Fiskart Fiskrt latin LF 01 LF_02 LF_03 LF_04 LF 05 LF. 06
Abborre Perca fluviatilis X X X X X X
Benl6ja Alburnus alburnus X X X X X
Braxen Abramis brama X X X X X
Gadda Esox lucius X X X X X X
Gers Gymnocephalus cernua X X X X X X
Gos Sander lucioperca X X X
Lake Lota lota X X X X X X
Lax Salmo salar X X
Mort Rutilus rutilus X X X X
Nors Osmerus eperlanus X X
Scardinius
Sarv erythrophthalmus
Sikloja Coregonus albula X X X
Smaspigg Punagitius pungitius X X
Stensimpa Cottus gobio X X X
Sutare Tinca tinca X
Al Anguilla anguilla X X

# ARTER (16) 12
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Figur 2. Pajdiagram som visar procentuell fordelning av fiskarter inom de olika lokalerna. Notera
att al enbart férekom vid kontroll-lokalen (LF_05) samt utanfér smabatshamnen (LF._04).



Antal lasningar av arternas sekvenser samt procentuella virden inom transekterna finns
i finns listat i tabell B6_1 och B6_2 i bilaga 6.

De vanligaste arterna var abborre, gers, gidda och lake, varav abborre dominerade pa alla
lokaler. Lokalerna utanfor smabatshamnen (referenslokalen) och lokal LF_04 var mycket
artrika. Lake ar rodlistad som nira hotad (NT). Al ar rodlistad som akut hotad (CR;
ArtDatabanken 2015) och forekom pa referenslokalen samt LF_04 utanfor
smabatshamnen. Lax finns i Mailaren men forokar sig inte. Arten forekom pa
referenspunkten samt vid utsidan av brygga 1 (LF_01). De olika arternas betydelse listas
nedan.

Abborre (Perca fluviatilis) ar en art vars forekomst overskattas vid provfisken med
oversiktsnat eftersom de lattare fastnar i dessa. Abborre dr sdmre anpassad for hoga
vattenhastigheter, och ar en s.k. lugnvattenfisk. Abborre forekom i alla provpunkter och
visade mycket hogt antal eDNA ldsningar som visas i figur 2 samt bilaga 6.

Benlbja (Alburnus alburnus) ar stimlevande och mycket vanlig. Arten ansamlas ofta i
anslutning till inlopp och utlopp i sjoar. Benldjan dter ytinsekter och utgoér foda for
rovfiskar och faglar. Arten ar talig mot virme och 6vergddning.

Braxen (Abramis brama) ar likt abborre en lugnvattenart. Under vintern samlar sig
braxen i relativt tita och passiva aggregationer, vilket leder till en sdsongsrelaterad
overdominans pa lokaler dar ansamlingarna finns.

Gers (Gymnocephalus cernua) ar en fiskart som ar vanlig i hela Sverige och forekommer i
de flesta sotvatten. Arten Gers har identifierats som moijlig vardfisk for den rodlistade
arten flat dammussla (Pseudanodonta complanata) tillsammans med stensimpa da
mussellarverna kan genomga hela sin utvecklingsfas pa dessa arter. Gers ater
bottenlevande djur och abborr-rom, arten trivs pa mjukbottnar och ar talig mot
overgodning.

Gadda (Esox lucius) har etablerats naturligt vid samtliga provlokaler vilket nu,
tillsammans med barridrer, sannolikt utgér den huvudsakliga begransande faktorn fér
laxartad fisk, t ex 6ring (Salmo trutta) i dessa vattendrag.

GoOs (Sander lucioperca) foredrar grumliga vatten och lerbottnar. Arten kan paverkas om
bottnarna dndras. Gos ar synnerligen viktig for yrkesfisket. I denna studie patraffades gos
framst i referenslokalen samt i lokal LG_04 som ar pa utsidan av smabatshamnen

Lake (Lota lota) vandrar under vintern upp i dar for att reproducera sig. Kallvattenarten
lake dr uppsatt pa den svenska rodlistan som nara hotad (NT), pga. sannolik minskning i
antalet populationer och utbredningsomrade i Sverige som f6ljd av varmare klimat. Laken
foredrar stenar och bryggor, arten foredrar inte mjukbotten. Lake hittades pa alla
provpunkter i denna undersékning.

Lax (Salmo salar) i Malaren reproducerar inte i sjon och forekomsterna harstammar fran
utsattningar.
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Mort (Rutilus rutilus) ar en forsurningskanslig art som férekom i betydande méngder
(antal DNA-tréffar) vid varje provlokal. Riklig forekomst tyder pa att lokalerna inte ar
forsurningspaverkade.

Nors (Osmerus eperlanus) Norsen patriaffades vid referenslokalen samt inne i
smabatshamnen. Norsen ar en stimlevande fisk som utgoér mycket viktig foda for faglar.
eDNA spar av nors kan bero pa nirvaro av nors eller fagelexkrement.

Sarv (Scardinius erythrophthalmus) ar en vegetationsilskande stimfisk som ar vanlig i
Malaren. Arten livnar sig pa sma ryggradslosa djur i de tidiga utvecklingsskedena medan
fullvuxna fiskar lever pa vaxter och insekter.

Sikléja. (Coregonus albula). Ett av de basta fisken i Malaren anses vara sikloja. Arten ar
vanlig och foredrar stora 6ppna ytor. Sikloja hittades pa referenslokalen, utanfér hamnen
samt lokal FL_06.

Smaspigg (Pungitius pungitius) ar mycket talig mot eutrofiering. Under sommaren 2018
drabbades smaspiggen av massddd i Malaren pa grund av den extremt heta sommaren.

Stensimpan (Cottus gobio) kraver syrerika hardbottnar och klart vatten for att trivas.
Arten ar en god indikator for vattenkvalitet. Stensimpan ar nattaktiv och svarfiskad
eftersom den lever gomd under stenar och grus. Stensimpan ar listad i EU:s Annex II lista
till EU:s habitatdirektiv. eDNA-metoden kan tillféra forbattrade detektioner av arten.
Stensimpan kommer mycket ofta upp pa eDNA undersokningar och ar méjligtvis mer
svarupptickt dn en sillsynt art. I denna studie hittades arten i stora mangder pa
referenslokalerna samt pa Lokal 06. Smabatshamnen ar inte en lamplig reproduktions-,
fodo- eller vandringslokal for stensimpan.

Sutare (Tinca tinca) ar en introducerad karpfisk som ar talig mot 6vergédning och hoga
temperaturer.

Al (Anguilla anguilla) Alens status i Sverige ar klassad som akut hotad (CR)
(Artdatabanken 2015). Alfiske ar tillatet i utbyggda vattensystem dar arten anses ha
minimal méjlighet att vandra. Alen ar utsatt i Malaren. Studier har visat att Malarens &lar
har problem att hitta ut till 6ppna havet for att vandra i Sargassohavet (Sjoberg 2015). I
denna undersokning befann sig dlen utanfor sjalva smabatshamnen pa lokal FL_04 och
FL_05.
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3.3 Jamforelser tidigare fiskdata och eDNA

Jamforelser mellan natfiske over 24 ar, ett elfiske 2010, lokalbefolkningens
fangstberittelser, dropvideo (en session 2019) samt en eDNA session, visas i tabell 4.

Tabell 4. Jamforelse mellan resultat av olika metoder gédllande fiskférekomstdata i omrddet
genom, ndtfiske* (bottenndt - BN), sportfiskedata, intervju med lokalbefolkning (anekdotal -
AD) samt elfiskedata (Nobelin 2010). Notera att enbart en lake-individ detekterades med
ndtfiske, 3 individer med elfiske. Fiskarternas rodlistastatus och méjligheter till reproduktion i
Madlaren listat i tabellen. BN = Bottenndt, EL = Elfiskedata, AD = Anekdot, DV =Dropvideo

Fiskart Fiskrt latin Reproducerar
BN EL AD DV  eDNA Rédlista status
i Malaren
Abborre Perca fluviatilis X X X X ja
Benl6ja Alburnus alburnus X X ja
Bjorkna Blicca Bjoerkna X ja
Braxen Abramis brama X X X ja
Gadda Esox lucius X X X ja
Gers Gymnocephalus cernua X X X X ja
Gos Sander lucioperca X X ja
Lake Lota lota X X X X X Nara hotad (NT) ja
Lax Salmo salar X X (utsattningar)
Mért Rutilus rutilus X X X ja
Nors Osmerus eperlanus X X ja
Scardinius X
Sarv erythrophthalmus X ja
Sikloja Coregonus albula X ja
Smaspigg  Pungitius pungitius X ja
Stensimpa  Cottus gobio X X ja
Sutare Tinca tinca X ja
Al Anguilla anguilla X Akut hotad (CR)  (utsattningar)

*) 24 bottenndit frdan NORS ndtfiskedatabas noterades i provfisken. SLU, 1995-09-05. Gérvdln, 658080-
162871 Mdlaren)

3.4 Slutsatser

Under den tid AquaBiota undersokte smabatshamnen i Lovsta framkom det att
sedimenten var fororenade av tungmetaller, vilket meddelades pa en varningsskylt i
hamnen. Ett mycket stort antal fiskarter detekterades med hjilp av eDNA i omradet. De
kansliga arterna detekterades pa referenslokalerna utanfér hamnen.

Omradet ar litet och fiskarterna som patraffades finns dven utanfor omradet. I évrigt
rekommenderas det att vidta forsiktighetsatgarder vid byggandet av hamnanlaggningen
for att skydda kringliggande omraden fran ékad grumling och sedimentation.
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BILAGA 1: Laboratoriearbete

Bli.1 Extraktion, PCR och sekvensering

[Faststéllande av huvudfrégestéllningar]

[ Design av faltprovtagning J
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Figur Bl. Flédesschema som visar de olika stegen fér eDNA undersékningar. (Figur: Micaela
Hellstrém)
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kontroller

Positiva
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Flédesschemat i figur B5 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. Detta kunde ske genom ett exklusivt
samarbete med MoRe Research i Ornskéldsvik. Extraktionerna utférdes av
molekylarbiologiska tekniker som ar trdnade i att extrahera eDNA. Proverna
analyserades med flerartsanalyser for forekomst av fisk (bilaga 2) samt andra
vertebrater. Varje PCR prov utfordes i 12 replikat som sammanslogs under
bioinformatiken. En modifierade markorer som amplifierar 12S rDNA regionen anvindes
(KMiya m.fl 2015) . Principerna for metabarkodning forklaras mer utforligt i bilaga 1.
Vidare anvandes en positiv DNA kontroll med kidnd artsammansattning som standard for
jamforelse. Negativa kontroller analyserades for att sdkerhetsstalla kvalitetskrav (bilaga
2).

B 1.2. Bioinformatik och verifiering

Varje enskild art har en unik streckkod (Se bilaga 1) eller sekvens. Varje unik sekvens fick
en molekylar identitet. De olika sekvenserna kordes mot en internationell databas
(tillganglig for allmanheten, som grundar sig pa GenBank och uppratthalls av National
Center for Biotechnology Information, NCBI (https://www.ncbinlm.nih.gov/) dar
sekvenser pd mer dn 370 000 kidnda arter finns tillgdngliga (Benson m.fl. 2017, bilaga 1)
med 0,6 miljarder sekvenser och 2,6 biljoner baspar enligt NCBIs hemsida. De olika
sekvenserna matchades mot databasen och fick pa sa satt fisk, daggdjurs och groddjurs
identitet. Tack vare nya framsteg inom metabarkodning ir det majligt att fa information
pa artniva istéllet for enbart familje- eller genus- niva. Antalet ldsningar per art gav en
relativ uppskattning av hur mycket eller litet arten férekom i ett prov
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Bilaga 2. Enarts- och flerartsanalyser vid eDNA undersokningar

Varje levande art utsondrar genetisk arvsmassa eller DNA i sin omgivning genom respiration,
rorelser, filtrering, avforing, déda hudceller osv. Detta DNA som ldmnas kvar i miljén utan att
individen i sig provtas kallas miljoDNA eller eDNA (fran engelskans environmental DNA).

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 jattelika databaser déver DNA-
sekvenser, som ar Oppet tillgangliga for alla (ex https://www.ncbi.nlm.nih.gov/), kan man vélja
ut en liten bit DNA som man kan kopiera industriellt. Dessa sma bitar kallas primers. Eftersom
primern &r artspecifik fastnar den enbart pa DNA for den valda arten. Resultatet, dvs en liten
bit av DNA som primern kopierar kallas barcode (streckkod), och kan liknas vid den streckkod
som anvands for att betala for just den enskilda varan i affarer. Dessa primers, en droppe eDNA,
ett enzym och salter blandas i ett provror. Provroret placeras i en maskin som gér DNA kopior
for just den arten. Detta kallas for PCR (Polymerase Chain Reaction) och bygger pa hur levande
celler kopierar sin arvsmassa vid celldelning.

Enartsstudier gPCR eller ddPCR levereras ej i detta projekt

Inventering av forekomst av en enstaka art med eDNA gors med sa kallad gPCR.
Fragestallningen for dessa studier ar: Finns art X har? Varje art analyseras med en markor
som ar specifik for precis den arten. Provsvaren anger narvaro/franvaro av just den arten och
en relativ eDNA-abundans mellan olika provtagningslokaler. Minst 12 gPCR replikat skall
analyseras for att ge tillforlitliga resultat.

Om flera arter underséks med enartsanalyser kan data éver relativa abundanser mellan art A
och art B inte jamfcras med varandra eftersom markorerna for varje art skiljer sig markant fran
varandra. Som exempel kan ndmnas att 1000 DNA kopior av gddda 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)
Fragestallningen for flerartsstudier ar; Vilka arter finns har och vilka av dessa ar vanliga
eller sallsynta? Med andra ord behver man inte pa forhand veta vad man letar efter.

Metastreckkodning eller metabarcoding innebér att man designar en primer som &r 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 pd 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 ar gemensamma for alla
arter men samtidigt varierar sa pass mycket att enskilda arter kan identifieras.

Invasiva eller skygga arter kan identifieras och antalet arter som kommer upp i en analys &r
obegransat. Om man inventerar 3 eller fler arter &r denna metod att féredra, och blir snabbt mer
kostnadseffektiv an enartsanalyser. Flerartsanalyser visar dven vilka arter man har fatt och
vilket dominansfoérhallande dessa har till varandra i ett vattendrag. Med andra ord kan den
relativa biomassan réknas ut. Notera dock att under parningstiden forkommer DNA av de arter
som forokar sig i storre mangder da konsceller slapps ut i vattnet, vilket kan interferera med
bestdmningen av relativ biomassa.
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Bilaga 3. Kvalitetssakring av eDNA

Darfor ar kontrollprover nédvandiga vid eDNA-provtagning

En undersokning med hjalp av eDNA som saknar positiva och negativa kontroller kan inte ge
tillforlitliga resultat. Detta géller egentligen for alla DNA-undersokningar och innefattar alla
utévare. Om en utforare avviker fran denna praxis ar resultaten inte tillforlitliga och
darmed oanvandbara.

Utover generella huvudprinciper for DNA-undersokningar (Griffiths m.fl. 2016) finns speciella
regelverk for kriminaltekniska (Hedmanm.m.fl. 2017) och medicinska (SFMG, 2011)
undersoékningar. Strikta riktlinjer for ett standardiserat utdvande av eDNA-undersokningar tas
just nu fram inom EU med utgangspunkt fran Goldberg m.fl. (2016). Dessa regler kommer att
kréva negativa och positiva kontroller som ett grundldggande 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 understkningen sa att man kan forsékra sig om att
kontaminering inte férekommer i félt eller laboratorium och orsakar falska positiva provsvar.
Om DNA-signaler hittas i en negativ kontroll innebér det att undersékningen maste géras om.

Konsekvenserna av en kontaminerad negativ kontroll kan i praktiken innebéra 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 innebdr att ett prov som innehaller ett kdnt DNA testas for
att verifiera att den anvanda metodiken fungerar som den skall. Om DNA-signaler inte hittas i
en positiv kontroll innebar det att metodiken maste justeras och analysen eller undersékningen

maste goras om.
Konsekvenserna av en positiv kontroll utan DNA-signal kan i praktiken innebéra att:

a) en cancersjuk person blir inte diagnostiserad och dér 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)

16



eDNA Inventering av fisk i smabatshamnen i Lovsta

Bilaga 4: Kvalitetskontroller som redovisas vid flerartsanalyser

17

1.

10.

Méngden insamlat/filtrerat vatten dokumenteras for att kunna avgéra hur mycket prov
som samlats in totalt. Alla eDNA-maétningar stalls i relation till hur mycket vatten som
samlats in.

Total eDNA koncentration for samtliga prov (inkl. negativa) anges. Koncentrationen
varierar avsevart naturligt men ger andd en forsta indikation om hur eDNA
extraktionen lyckats.

Inhibitionskontroll dokumenteras och redovisas. Inhibition betyder risk for att arter
som finns i proverna inte detekteras darfor att DNA inhiberas av humus etc. Detta gar
att atgarda sa lange inhibitionstest utfors. Resultatet av antiinhibering fore och efter
utférandet redovisas sa att resultatens tillforlitlighet kan bedomas.

Band pa gel efter malinriktad PCR dokumenteras (narvaro/franvaro) inklusive negativa
kontroller. Detta visar att PCR har fungerat och kontroll av vilka prover som har spar
av malarter, eller riskerar vara kontaminerade, kan utforas.

Negativa kontroller indelade i a) falt-negativa (filter-negativa) b) extraktions-negativa
samt ¢) PCR-negativa utfors och utfallet redovisas. Detta mojliggdr en kontroll av vilka
prover som riskerar vara kontaminerade och vid vilket steg detta i sa fall skett.

Prov fran ett artificiellt sammansatt samhille ("mock community”) anviands som
positiv kontroll vid PCR och sekvensering. Falska positiva prover redovisas. De
positiva proverna forsékrar att PCR och bioinformatiken fungerar som avsett.

Det totala antalet sekvenseringslasningar, samt andel (%) av malarterna i lasningarna
redovisas. Detta ger en bild av hur val sekvenseringen av malarterna lyckats.

Andel sekvenser (%) av ménniska, ko, och gris (vildsvin) och bakterier som
forekommer som bakgrundssekvenser redovisas. Detta mojliggor en kontroll av att
tillrackligt manga lasningar tacker malarterna.

Minst 12 PCR replikat per art/artgrupp och eDNA prov utférs. Maximalt 4 av dessa
sammanslas i sekvenseringen. Farre replikat minskar analyssakerheten avsevart.

Antal prover for en specifik MiSeq-kdrning (sekvensering) éverstiger inte 100 stycken
exklusive sekvenseringskontroller. Detta sakerstéller att antalet 1&sningar per prov
inte ska bli alltfor 1&gt for att kunna detektera ovanligare arter.

Referenser:

o Goldberg, Caren S., m.fl.. 2016. Critical considerations for the application of environmental DNA methods to detect
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Avdelningskansliet 2017:04

e SFMG, Svensk Forening for Medicinsk Genetik. 2011. Riktlinjer for kvalitetssékring i klinisk genetisk
verksamhet.http://sfmg.se/download/riktlinjer/Kvalitetsriktlinjer/sfmg_riktlinjer-for-kvalitetssakring_rev101228.pdf
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Bilaga 5: Resultat av kvalitetskontroller

Bakgrunden till kvalitetskontrollerna anges i Bilaga 4. Vérden for kontrollerna anges i tabell
B5_1. DNA var rent och visade hog kvalitet. Alla negativa kontroller var negativa for malarter.
De positiva kontrollerna var positiva. Kontaminant-DNA tillhérande hund och ménniska som
ar vanliga i reagenser och vattnet runtomkring oss togs automatiskt bort fran analysen.
Strémming antas vara en kontaminering av foda/fagelavforing och togs bort fran analyserna.

Resultaten av MiSeq parvis sekvensering for 12S (230 baspar) som detekterar groddjur och
fisk, inkluderade i denna rapport 1 103 080 sekvenser som godkéndes genom alla kvalitetsfilter.
Av dessa var mindre an 0,001% kontamineringar sa som manniska och hund. Dessa lasningar
inkluderade en separat groddjursundersokning fran Lovsta golfbana. Totalt matchade 799 074
sekvenser malarterna fisk. Detta ar en indikation pa hog kvalitet pa eDNA och slutgiltigt data.
Sekvenseringsdata for markdrerna analyserades genom en pipeline som &r specialdesignad av
NatureMetrics Ltd.  Datat testades mot bade NCBI och NatureMetrics kurerade
referensdatabaser.

Tabell B5-1. Kvalitetsgranskning av eDNA och kontroller. eDNA koncentrationen uppmattes
med Qubit Fluorometric Quantitation (Fisher Scientific). Inhiberingskontroll utférdes med
gPCR. Band pa gel av malarter efter PCR visar att provanalyserna har fungerat. PCR negativ
innefattar 12 replikat. Filtrerad volym vatten anges i liter, eDNA koncentration ng/ul,
inhibering samt anti-inhibering, band gel PCR anger om malarterna visade band pa gel for
narvaro fore sekvenseringen. Kont% anger % av sekvenser fran hund och ménniska togs bort
som naturlig kontaminering. Alla negativa kontroller var negativa.

H20 V eDNA Inhibering Anti- Band #PCR | kont% | Malart

Hamn (L) (ng/uL) inhibition | Gel PCR kont%

Provlokal omrade Miya
LF_01 Brygga 1 5 >17 Nej Nej Ja 12 <0,001 0
LF_02 Brygga3 5 >17 Nej Nej Ja 12 <0,001 0
LF_03 Brygga 4 >17 Nej Nej Ja 12 <0,001 0
LF_04 Nya bygge 5 >17 Nej Nej Ja 12 <0,001 0
LF_05 Referens 5 >17 Nej Nej Ja 12 <0,001 0
LF_06 Strandlinje 5 >17 Nej Nej Ja 12 <0,001 0
Lab neg 3 0 Nej Nej Nej 12 <0,001 0
Falt neg 3 0,17 Nej Nej Nej 12 <0,001 0
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Bilaga 6: eDNA resultat. Antal lasningar per art och prov.

Tabell B6_1. Antal ldsningar av arternas sekvenser. Malarternas sekvenser patrdffades inte i det
negativa provet (LF_NEG) vilket innebdr att ingen kontaminering férekommit.

Fiskart LF_01 LF_02 LF_03 LF_04 LF_05 LF_06 LF_NEG
Al 390 151

Strémming 7944

Braxen 2450 3887 5357 2573 959
Benl6ja 14 255 23463 1913 5467 161
Mort 26 359 7375 23464 5311
Sarv 463
Sutare 216

Gadda 4360 1688 53 865 11152 336 5387
Lake 37301 3235 461 2824 8339 2268
Smaspigg 3159 3493
Nors 3827 133
Gers 3001 26 254 26775 8967 11 860 3605
Abborre 42370 44961 68 487 51489 57564 36907
Gos 655 965 61
Sikloja 283 211 159

Lax 2878 2411

Stensimpa 38317 33169 63739
IX;‘I\?II&AGAR 106 615 141901 ;i‘; 129 241 ;g: 133

Tabell B6_2 Arternas forekomst éver lokalerna i procent. Figuren visar arternas forekomst over
de olika lokalerna i procent. Abborre dominerade pd alla lokaler.

Fiskart LF_01 LF_02 LF_03 LF_04 LF_05 LF. 06
Abborre 39,7 33,6 442 39,8 40,0 30,1
Benloja 13,4 17,5 1,5 3,8 0,1
Braxen 2,3 2,9 3,5 2,0 0,8
Gadda 41 1,3 34,8 8,6 0,2 4,4
Gars 2,8 19,6 17,3 6,9 8,2 2,9
Gos 0,5 0,7 0,05
Lake 35,0 2,4 0,3 2,2 5,8 1,9
Lax 2,7 1,7

Mort 19,7 5,7 16,3 4,3
Nors 2,9 0,1
Sarv 0,4
Sikloja 0,2 0,2 0,1

Smaspigg 2,4 2,9
Stensimpa 29,6 23,1 52,0
Sutare 0,2

Al 0,3 0,1

SUMMA 100 100 100 100 100 100
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