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SAMMANFATTNING

Akvatiskt milj6-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 déda celler. Dessa genetiska spar kallas eDNA. Akvatiskt eDNA
ar sparen som organismer avger i vattenmiljon. eDNA kan utvinnas ur en halv liter vatten
och genom molekylédra analyser ange vilka arter som befinner sig inom ett omrade utan
att man varken ser eller fangar organismen. Eftersom eDNA i vattenmassan ar kortlivat
ger analyserna en figur av artférekomst i nutid.

I maj 2018 utforde AquaBiota pa uppdrag av Nykopingsdarnas Vattenvardsforbund
eDNA inventering av fiskarternas forekomst i sjon Baven i Sérmlands ldn. Tjugo
vattenprover fran olika lokaler samlades in for undersékningen.

[ sjon patraffades 18 fiskarter, daribland mal som under provtagningstidpunkten tydligt
hade sokt sig till grundare vatten for att foroka sig. Arter som ar svarfangade i provfisken
patraffades i sjon. Vidare detekterades 9 fagelarter samt 9 daggdjursarter som vistats vid
sjon.

Lokal 13. (Foto. Micaela Hellstrém)
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1. INLEDNING

Undersokningsmetoden milj6-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 mangder vatten och genom molekyldra
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 sjéar och rinnande
vatten detekterar flera arter dn vad provfisken gor (Hanfling m.fl 2016, Hellstrém & Spens
2017 a, b, c, Hellstrom m.fl 2018)

I maj 2018 utférde AquaBiota pa uppdrag av Nykopingsaarnas vattenvardsforbund en
eDNA inventering fiskars forekomst i sjon Baven, S6rmlands ldn med fokus pa sjons
fiskfauna. Undersokningens syfte var att fa en bild av vilka arter som finns i Baven,
speciellt med tanke pa den kommande forandringen i sjons utlopp vid Sibro, dar
dammet planeras att tas bort och fria fiskvagar upp och ner fér bade starksimmande och
svagsimmande arter kommer att byggas inom en ndrstdende framtid.

-

b = -

Lokal 1 och 6. (Foto: Micaela Hellstrom)

Lokal 13. (Foto. Micaela Hellstrém)



Fiskinventering med eDNA, Baven

2. MATERIAL OCH METODER

2.1 Faltarbete

Faltarbetet utférdes 21-23 augusti 2018. Provtagningspunkter anges i figur 1 och i tabell
1. Koordinaterna anges som decimalgrader i WGS84. Lufttemperaturen métte 18-25 °C.
Provpunkternas position bestimdes i samrad med uppdragsgivaren. Djupet varierade
mellan 0,5 och 40 meter.

Innan provtagningen genomférdes i falt, steriliserades all provtagningsutrustning.
Filtreringsutrustning koptes in som sterila DNA-fria engadngsférpackningar. Pa de grunda
lokalerna samlades 6 liter vatten in i form av 10 stycken underprover 50 m i vardera
riktningen fran provpunkten. Pa djupare djupa lokaler himtades 1 x 7 liter vatten med
Ruttnerhamtare (Figur 2.). Vattnet blandades och filtrerades. For smdvattnen samlades 5
underprover in. Negativa filtkontroller utgjordes av rent vatten som filtrerades pa plats
for att utesluta kontaminering av DNA mellan prover eller fran provtagare. Insamling och
fixering foljde Spens m.fl. (2017).
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Figur 1. Karta over provtagningslokalerna. Projektion WGS84.

Figur 2. Vinster till héger; Ruttnerhdmtare, samt skeppare K-/ Skold & C Dernelid
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Tabell 1. Provpunkter. Position, djup vid provtagningen, vattentemperatur och volym filtrerat
vatten (mL). Proven samlades in 21-23, samt 26 augusti 2018.

Provpunkt namn Latitud (N) Longitud Djup Hz20°C Volym (mL)
()]
1. Kvarnsjon 59.058531 16.731029 0,5 22,0 3000
2. Lillsjon 59.047709 16.706986 0,5 19,9 3000
3. Hornsundssjon 59.052617 16.690559 0,5 22,1 1200
4. Sparreholm 59.083126 16.831636 0,5 19,1 3000
5. Edebysjon 59.007194 17.011094 0,5 19,2 3000
6. Sparreholm marina 59,073576 16,837271 0,5 19,3 2400
7. Boxtorp 59.085903 16.829953 7,5 24,0 3000
8. Oviken 59.05318 16.97466 17,5 17,5 3000
9. Penningby 58,972034 17,126085 0,5 20,5 3000
10. Brink 58,984019 17,063877 7,0 17,5 2730
11. Baven Utlopp 58.951355 16.883378 0,5 18,5 3000
12. Vriksudden 59,046263 17,034927 54 19,5 3000
13. Ullabergsviken 59,04884 16,89816 83 16,0 3000
14. Tanaviken 59,070345 16,936786 0,5 20,5 3000
15. Skallinge 59.036995 16.890954 0,5 20,0 3000
16. Homafjarden 59,018515 17,025111 17,0 16,5 4500
17. Savstaholm 59.05421 16.86594 34,5 8,5 3000
18. Fiskarbol 59,034915 16,740022 40,5 7,5 360
19. Hasso, sund 59.04884 16.89816 0.5 20,0 3000

Figur 3. Filtrering i fdlt (t.v.). redo for eDNA extraktion (t.h.) (Foto Vivan Hellstrém, Jessica
Sjostedt)



2.2 Laboratoriearbete
2.2.1 Extraktion, PCR och sekvensering

[Faststéllande av huvudfrégestéllningar]

[ Design av faltprovtagning ]
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Figur 3. Flodesschema som visar de olika stegen fér eDNA undersékningar. (Figur: Micaela
Hellstrém)

Flodesschemat i figur 3 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 Ornskoldsvik. Extraktionerna utférdes av
molekyldrbiologiska tekniker som &r 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. Tva modifierade markérer som amplifierar 12S rDNA regionen
anvandes (Kelly m.fl. 2014, Miya m.fl 2015) . Principerna fér metabarkodning forklaras
mer utforligt i bilaga 1. Vidare anvindes en positiv DNA kontroll med kénd
artsammansattning som standard for jamforelse. Negativa kontroller analyserades for att
sdkerhetsstalla kvalitetskrav (bilaga 2).

2.2.2. 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 allmdnheten, som grundar sig pa GenBank och uppratthdlls av National
Center for Biotechnology Information, NCBI (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/) dar
sekvenser pa mer d@n 370 000 kénda arter finns tillgangliga (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 for fisk ar det mojligt att fa traffar
pa artniva istéllet for enbart familje- eller genus- niva. Antalet lasningar per art gav en
relativ uppskattning av hur mycket eller litet arten forekom i ett prov.
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3. RESULTAT OCH KONKLUSION

3.1. Sekvenseringsresultat

[ denna studie matchade 96,3 % och 57 % av lasningarna malarterna fiskar, faglar,
groddjur och daggdjur med respektive Miya och Kelly markorer. Detta darfor att den
sistndmnda mera generellt detekterar ryggradsdjur och dr mindre specifik. Resultaten
anges i bilaga 4.

3.2. Arternas forekomst - sammanlagd oversikt

Sammanlagt 18 fiskarter patraffades i eDNA analyserna. Figur 4 anger arternas
forekomst 6ver lokalerna. De vanligaste arterna var abborre, bjorkna, gadda, gars, mort
och sarv. Det bor dven noteras att Baven ar en mycket stor sjo och 20 stycken analyserade
prov detekterade manga arter, men flera prover kan behovas for att med precision ange
var i sjon de olika arterna befinner sig.

Vidare detekterades 9 daggdjursarter; mink, baver, vattensork, skogsmus, vanlig
ndbbmus, alg, dovhjort, radjur och réd ekorre. Faglar som befunnit sig vid provlokalerna
var knolsvan, storskarv, grahdger, notskrika, storlom, trana, mas, rédhake, fasan och
vattenrall. Notera att studien fokuserade pa fisk och darfor ar listorna pa de dvriga arterna
inte fullstindig.

Fiskarnas férekomst 6ver 19 lokaler

Abborre IIIIEN——————————
Bjorkna |
Gédda |
Girs ]
Mért |
sarv  I——
Benldja |

Braxen |

Sutare ]
Nisséga
Lake
Nors ]
Gos |
Ruda
Mal |
Stensimpa NN
=
sik I
0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19

Figur 4. Antal lokaler ddr de enskilda fiskarterna pdtraffades.
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3.3. Fiskarternas forekomst - rumslig 6versikt

Fiskarternas forekomst och dominansforhallanden i Baven anges i tabell 2 och 3 samt
fynd av mal anges i figur 5. Antalet fiskarter per lokal varierade mellan 8 och 14 och totalt
18 arter som tillhor sjon Baven detekterades.

Tabell 2. Fiskarternas férekomst pd de olika lokalerna. Bv_01 - BV_19 anger lokalerna. De djupa
provpunkterna anges i rott
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BV_01 X X X X X X X X X X X X 13
BV_02 X X X X X X X X X X X X 13
BV_03 X X X X X X X X X X 10
BV_04 X X X X X X X X X X X X 12
BV_05 X X X X X X X X X X X X 12
BV_06 X X X X X X X X X X X X X X 14
BV_07 X X X X X X X X X X X X 13
BV_08 X X X X X X X X 8
BV_09 X X X X X X X X X X X X 13
BV_10 X X X X X X X X X X X X X 14
BV_11 X X X X X X X X X X X X 12
BV_12 X X X X X X X X X X X X X X 13
BV_13 X X X X X X X X X X X X X 13
BV_14 X X X X X X X X X X X X 12
BV_15 X X X X X X X X X 9
BV_16 X X X X X X X X X X X X X 13
BV_17 X X X X X X X X X X 10
BV_18 X X X X X X X X X X X 11
BV_19 X X X X X X X X X X X X X X 14

Sik (Coregonus maraena) patraffades enbart pa de djupa provlokalerna, vilket beror pa
att ytvattnet var varmt och flera arter som foredrar kallare vatten befinner sig pa storre
djup under de varma manaderna.

Mal (Silurus glanis) patraffades pa 5 grunda lokaler i narheten av Sparreholm och
Skebokvarn (Figur 5). Malen ar rodlistad i Sverige och finns i tre vattensystem i landet, av
vilka Nykopingsaarnas avrinningsomrade som sjon Baven hor ar ett av systemen. Malen
ar varldens storsta sotvattensfisk och kan vaga éver hundra kilo. Uppféljning av malens
forekomst ar viktig, speciellt for underlag for forandringar i miljon samt for
atgardsprogram. I Sverige finns arten i tre vattensystem, av vilka ett &r Nykopingsaarnas
avrinningsomrade dit Baven hor. Malen soker sig till grundare vatten for att foroka sig
och har rapporterats fortplanta sig da vattnet ar 22-25°C.
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Tabell 3. Antalet eDNA ldsningar per art inom de olika proviokalerna. Siffrorna anger hur manga

gdnger en sekvens blivit ldst pd artnivd och anger relativ biomassa. Resultaten av vertebrat

markoren redovisas. *) sekvenser som enbart detekterades med fiskspecifik markor
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04 53453 ! 4269 | 10047 | 4293 | 2784 | 3085 68 351 | 2255 85 51387 34380 12
05 | 21384 ! 61742 | 5286 | 15091 | 9081 | 1026 | 606* 8742 51 272 | 26478 3863 12
06 | 49807 | 18233 | 5144 | 18088 | 1941 | 68748 | 728* | 4405 35 | 14378 | 181 72 3037 1749 14
07 | 3641 | 711 1364 3277 | 406 920 | 414* | 255* 7020 | 129* 591 581 | 350* 13
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19 | 49134 | 29259 | 5453 | 12437 | 4054 | 3711 131 38848 | 66 235 140 | 3444 520 | 2991 14
Tot
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Figur 5. Lokaler dar mal (Silurus glanis) pdtraffades. (Foto Christer Dernelid)
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Da denna studie utfordes hittades mal i grunt vatten mellan 19 och 22 °C. Pa tva lokaler
har malens narvaro antagits men inte verifierats. Vidare rapporterade lokala
fiskeentusiaster fynd av mal i juli manad i flera delar av Baven under nattetid.

Den fridlysta Europiska alen (Anguilla anguilla) detekterades pa tre lokaler i nordostra
Béaven, samt vid Bavens utlopp. Lokala fiskeformagor samt lansstyrelsen i S6rmland
verifierade att glasalar lagts uti Baven.

Stromming patraffades vid nagra lokaler. Dessa fynd &r ett resultat som verifierades som
av rester fran surstrommingsfester som forsiggicks dagen fore provtagningen. Detta visar
att dven manniskofdda kan patrdffas i eDNA prover. Strommingen togs bort fran
analyserna.

For fortsatta undersékning ar det relevant att inventera Bavens fiskfauna, speciellt fore
och efter atgarder. Vidare ar eDNA en ldmplig metod for undersékningar av
sotvattensmusslor av vilka flera dr hotade och ar goda indikatorer for Bavens ekologiska
status.

Resultaten fran eDNA studier har flera praktiska anvindningsomraden sa som detektion
av sallsynta arter, jamforelse av flora och fauna fore och efter atgardsprogram, samt
intresse for sportfiskare som har nytta av att veta vilka arter som befinner sigi sjon.

3.4. eDNA kvalitet samt kvalitetskontroll

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

TACK

Ett stort tack till Jerry Persson, vattenradgivare vid Nykopingsaarnas
Vattenvardsforbund, for diskussioner innan provtagningen, engagemang och
samordnandet av tva foredragskvillar om eDNA i Baven. Tack till alla er som bor runt
Baven for vanligt bemdtande, tillstdnd att ga Over era marker och manga
fiskediskussioner. Ett stort tack till Karl Johan Skéld och Christer Dernelid for att ni lanade
bade er tid och era batar for provtagning pa de djupa lokalerna. Tack till Anders Helander
och Vivan Hellstrom for assistens med failtarbetet pa lokal 3 och 4.
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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, 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 éver 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 qPCR.
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 jamfdras 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 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 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 ar
obegransat. Om man inventerar 3 eller fler arter & denna metod att féredra, och blir snabbt mer
kostnadseffektiv an enartsanalyser. Flerartsanalyser visar dven vilka arter man har fatt och
vilket dominansférhallande 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.



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

Bilaga 2. 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 frdn 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 utévande 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 innebar 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)
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Bilaga 3: Kvalitetskontroller som redovisas vid flerartsanalyser

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 vél 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:

e Goldberg, Caren S., m.fl.. 2016. Critical considerations for the application of environmental DNA methods to detect
aquatic species. Methods in Ecology and Evolution, 7.11: 1299-1307.

o Griffiths Anthony et al. 2016. An Introduction to Genetic Analysis. 11th edition. WH Freeman. New York. ISBN-13: 978-
1464109485.

o Hedman, Johannes m.fl.. 2017. Pre-PCR processing-projektet, P4 Stérkt beredskapskapacitet via rationell
laboratoriediagnostik samt forenklad provberedning. -Nationellt Forensiskt Centrum, NFC 2017-05-07. NFC Rapport
Avdelningskansliet 2017:04

e SFMG, Svensk Fdrening 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 4: Resultat av kvalitetskontroller

Bakgrunden till kvalitetskontrollerna anges i Bilaga 3. Vérden for kontrollerna anges i tabell
B4_1. DNA var rent och visade hog kvalitet. Alla negativa kontroller var negativa for malarter.
De positiva kontrollerna var positiva. Kontaminant DNA tillhérande ko, gris och ménniska som
ar vanliga i reagenser och vattnet runtomkring oss togs automatiskt bort fran analysen.

MiSeq parvis sekvensering for Miya markoren (230) baspar gav 1 027 795 sekvenser av vilka
96,3 % godkandes genom alla kvalitetsfilter. Motsvarande siffra for Kelly markéren (100
baspar) gav 2 021 213 sekvenser av vilka 57% passerade alla kvalitetsfilter. Detta &r en
indikation pa hog kvalitet pa eDNA och slutgiltigt data. Sekvenseringsdata for bada markorerna
analyserades genom en pipeline som &r specialdesignad av NatureMetrics Ltd. Datat testades
mot bade NCBI och NatureMetrics kurerade referensdatabaser.

Tabell B4-1. Kvalitetsgranskning av eDNA och kontroller. eDNA koncentrationen uppmaéttes
med Qubit Fluorometric Quantitation (Fisher Scientific). Inhiberingskontroll utférdes med
qPCR. Band pa gel av malarter efter PCR visar att provanalyserna har fungerat. PCR negativ
innefattar 12 replikat. Procent ko och manniska géller enbart for flerartsanalyser och inte for
enartsanalyser. Filtrerad volym sjoévatten anges i liter, eDNA koncentration ng/pl, inhibering
samt anti-inhibering, gel Miya vs. gel Kelly anger om malarterna visade band pa gel for
narvaro fore sekvenseringen. Kont% anger % av sekvenser fran ko, gris och méanniska so togs
bort som naturlig kontaminering. Notera att de negativa kontrollerna visade ¢ 60 lasningar
medan proverna visade ett medeltal pa 70 000. Malartskontaminering for bada markérerna
var noll, vilket betyder att proven inte har “kommunicerat” med varandra under
sekvenseringen.

H20 | eDNA | Inhiberi Anti- Gel Gel {#PCR ! #PCR i kont | kont% i{ma ma
Proviok | V(L) ! (ng/uL) ng inhibitio | Kelly | Miya | Kelly ! Miya % Miya | kont% kont%
al n Kelly Miya Miya
BV_01 3,0 11,4 Nej Nej Ja Ja 12 12 29,5 0 0 0
BV_02 3,0 8,66 Nej Nej Ja Ja 12 12 9,38 0 0 0
BV_03 1,3 >20 Nej Nej Ja Ja 12 12 3,46 0 0 0
BV_04 3,0 >20 Nej Nej Ja Ja 12 12 22,6 0 0 0
BV_05 3,0 >20 Nej Nej Ja Ja 12 12 43,6 0 0 0
BV_06 2,4 >20 Nej Nej Ja Ja 12 12 17,6 7,6 0 0
BV_07 3,0 >20 Nej Nej Ja Ja 12 12 93,1 30,3 0 0
BV_08 3,0 >20 Nej Nej Ja Ja 12 12 97 1,2 0 0
BV_09 3,0 7,66 Nej Nej Ja Ja 12 12 62,6 1,1 0 0
BV_10 2,73 | 11,8 Nej Nej Ja Ja 12 12 ! 61,9 2 0 0
BV_11 3,0 >20 Nej Nej Ja Ja 12 12 57,6 1,4 0 0
BV_12 3,0 >20 Nej Nej Ja Ja 12 12 84,1 2 0 0
BV_13 3,0 >20 Nej Nej Ja Ja 12 12 | 829 1,4 0 0
BV_14 3,0 >20 Nej Nej Ja Ja 12 12 | 261 0 0 0
BV_15 3,0 >20 Nej Nej Ja Ja 12 12 66,9 1 0 0
BV_16 4,5 10,2 Nej Nej Ja Ja 12 12 85,3 6,2 0 0
BV_17 3,0 >20 Nej Nej Ja Ja 12 12 | 63,2 1,2 0 0
BV_18x2 | 0,36 11,6 Ja Ja Ja Ja 12 12 76,1 8,2 0 0
BV_19 3,0 10,4 Nej Nej Ja Ja 12 12 82,6 12,3 0 0
Lab neg 0,5 0.05 Nej Nej Nej Nej 12 12 34 0 0 0
Féltnegl{ 1,0 0,03 Nej Nej Nej Nej 12 12 99 100 0 0
Falt neg 2 1,0 0,08 Nej Nej Nej Nej 12 12 99 100 0 0
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