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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 bild av artférekomst i nutid.

AquaBiota utférde pa uppdrag av Pitedlven vattenrad en undersokning for att framst
verifiera forekomst/franvaro av lax (Salmo salar) i restaurerade omraden i Pitedlven,
Norrbottens ldn. [ analysen framkom &ven fisksammansittningen pa de olika
provlokalerna. Faltarbetet utférdes 20 september 2018. De genetiska proverna
analyserades senare under hosten.

Sammanlagt 15 fiskarter detekterades. Pa de 10 utvalda provpunkterna detekterades lax
i sex av tio lokaler.

Metoden visade sig lamplig bade for att identifiera arters forekomst i dlven, fa en blid av
artsammansittning och ge en uppfattning om arternas dominansforhallanden till
varandra. Arter som inte normalt detekteras i provfisken detekterades vilket kommer att
jdmforas i en framtida studie.



1.INLEDNING

Undersokningar av biologisk mangfald med avseende pa fisk i akvatiska ekosystem har
historiskt i huvudsak skett genom traditionella fysiska, akustiska och visuella metoder.
Exempel pa dessa ar natfiske, elfiske, telemetri, undervattensvideo, snorkling, fallor och
undervattenssonar. Dessa metoder har begransningar eftersom de ar 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 eller skadar sitt
studieobjekt vilket dr ett potentiellt problem i bevarandeekologiska undersékningar
(Wheeler m.fl. 2010). Elfisken har visats ge betydande skelettskador hos fisk (50%
ryggradsskador; Sharber och Carotes 1988). En annan begrinsning av konventionella
metoder ar att sillsynta, invasiva och svarfingade arter inte uppticks, och deras
forekomst underrapporteras vilket ger stora felmarginaler i insamlade data (Price m.fl.
2012; Trigal & Degerman 2015). Elfisken visar en felmarginal i statusklassificering mellan
god och dalig status pa EUs femgradiga skala med 56% i grundmodellen i relation till
konnektivitet, d.v.s. fiskars framkomlighet mellan olika vattensystem (Beier m.fl. 2007).
Natfisken visar en felmarginal i grundmodell och tillampning pa 37% (Holmgren m.fl.
2007).

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 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 sj6ar och rinnande
vatten detekterar fler arter an vad provfisken gor (Hanfling m.fl 2016, Hellstrom & Spens
2017 a, b, ¢, Hellstrom m.fl 2018)

AquaBiota har pa uppdrag av Pitedlven vattenrad utfort en eDNA undersokning for
fiskdiversitet. Uppdragets mal var:
e attverifiera forekomst/franvaro av lax (Salmo salar) i restaurerade omraden i
Pitealven, Norrbottens lan.
e att fa information om fiskarters forekomst i omradet for senare jamforelser med
existerande provfisken.
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2. MATERIAL OCH METODER

n Féltarbete

S BT {3

Faltarbete. Jan Isaksson madter vattentemperaturen, Pahr Hellstrém samlar in prover. Pahr och
Micaela filtrerar vatten.

Faltarbetet utférdes 21-23 augusti 2018. Provtagningspunkter anges i figur 1 och i tabell
1. Koordinaterna anges som decimalgrader i WGS84. Lufttemperaturen matte 5-15 °C.
Provpunkternas position bestimdes i samrad med uppdragsgivaren.

Innan provtagningen genomfdrdes i filt, steriliserades all provtagningsutrustning.
Filtreringsutrustning koptes in som sterila DNA-fria engangsforpackningar. Sex liter
vatten samlades in i form av 10 stycken underprover 50 m i vardera riktningen fran
provpunkten. Vattnet blandades och filtrerades. Negativa faltkontroller 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)

Tabell 1. Provpunkter. Position och vattentemperatur. Alla prover togs pd <0,5 meters djup.

Provpunkt namn WGS 84 WGS 84 RT 90 X RT90Y H20 °C
Lat (0) Long (0)
1. Vitbacken utlopp 65,904326 20,326933 7318961 1705903 8,0
2. Sikan Jagen 65,955845 20,120338 7324056 1696137 7,9
3. Skracksel 65,931277 20,142151 7321330 1697354 8,2
4. Sikan Norden 66,033741 19,99404 7332330 1690049 7,4
5. Varjisan vag 45 66,013742 19,811259 7329570 1681711 8,6
6. Bjorntorp koja 65,994541 19,959214 7327852 1688513 9,0
7. Varjisan utlopp 65,860751 20,413661 7314404 1710225 9,4
8. Vistan utlopp 65,799504 20,601385 7308308 1719385 12,1
9. Stockfors 65,760266 20,943995 7305148 1735322 8,2
10. Tvaran 65,562062 21,106466 7283734 1744607 10,5
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2.2 Laboratoriearbete

2.2.1. Extraktion och PCR

Flodesschemat i bilaga 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. Detta kunde ske genom ett exklusivt
samarbete med MoRe Research i Ornskoéldsvik. Extraktionerna utférdes av
molekyldrbiologiska tekniker som d&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. En DNA markor som amplifierar 230 bp av DNA pa 12S rDNA regionen
anvandes (Miya m.fl 2015). Principerna fér metabarkodning férklaras mer utforligt i
bilaga 1. Vidare anvidndes en positiv DNA kontroll med kdnd artsammansattning som
standard for jamforelse. Negativa kontroller analyserades for att sdkerhetsstilla
kvalitetskrav (bilaga 2).

2.2.2. Bioinformatik och verifiering

Varje enskild art har en unik streckkod eller sekvens (se bilaga 1). Varje unik sekvens fick
en molekyldr identitet. De olika sekvenserna kérdes mot en internationell databas
(tillganglig for allménheten, som grundar sig pa GenBank och uppratthalls av National
Center for Biotechnology Information, NCBI (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/) dar
sekvenser pa mer dn 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 sd satt fisk, diaggdjurs, 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.

Redo for eDNA extraktioner (Foto: Jessica Sjostedt)
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3 RESULTAT OCH KONKLUSION

3.1 Sekvenseringsresultat

I denna studie matchade 97,5% av de kvalitetssdkrade lasningarna malarterna fiskar,
groddjur och daggdjur. Férutom 15 olika fiskarter, patraffades dven vanlig élg, groda och
mindre vattensalamander.

3.2 Arternas forekomst - sammanlagd oversikt

Lax forekom vid de restaurerade provlokalerna och spar hittades dven hogst upp vid
provpunkt 5, Varjisan Vag 45 (figur 1) eftersom sma DNA méngder av lax detekterades.
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Figur 1. Laxférekomst pd de olika provpunkterna i Pitedlven.




Tabell 2. Fiskarternas forekomst pad de olika lokalerna. Férekomst av lax anges i rott.

ART

1.Vitbacken utlopp

2. Sikan Jagen

3. Skréacksel

4. Sikan Norden

5. Varjisan vag 45

6. Bjorntorp koja

7. Varjisan utlopp

8. Vistan utlopp

9. Stockfors

10. Tvaran

Braxen (Abramis brama)
Benloja (Alburnus alburnus)
Sik (Coregonus maraena)
Stensimpa (Cottus gobio)
Gadda (Esox lucius)

Gars (Gymnocephalus ceruna)
Lake (Lota lota)

Abborre (Perca fluviatilis)
Elritsa (Phoxinus phoxinus)
Mort (Rutilus rutilus)

Lax (Salmo salar)

Oring (Salmo trutta)

Am bdckréding (Salvenius fontinalis)

Harr (Thymallus thymallus)
Nejonoga (Lampetra sp.)
TOTALT ANTAL 15

X

11

X

11

X

10

9

12

8

10

x

10

X

9

11

Tabell 2 anger fiskarternas forekomst 6ver lokalerna (ndrvaro/franvaro) och tabell 3
anger den relativa biomassan angivet som antal ldsningar av just den artens sekvens.
Stensimpa patraffas sillan i nétfiske men patriffades i denna studie. Braxen féorekom
enbart vid ett lugnt biflode. Resultaten visar att Pitedlv ar en artrik dlv. Resultaten
kommer att analyseras tillsammans med Pite dlven vattenrad for jamforelser mellan
eDNA och elfiske samt vidare behovsanalyser for eDNA.

Braxen (Ambramis brama) ar en lugnvattensfisk och patraffades enbart vid det langsamt
rinnande biflédet Tviran vid provpunkt 10.

De arter som forekom pa alla provlokaler var 6ring, stensimpa och elritsa. Nasta steg ar
att jamfora artlistorna fran Pitedlv med data fran historiska provfisken. eDNA vore dven
lampligt for undersokning ar av flodparlmusslans utbredning, eftersom verifierade data
under analys av AquaBiota har visat sig vara mycket palitlig for detektion av
sotvattensmusslor. Musselmarkoérerna fungerar dven utmarkt for flodparlmusslan.
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Tabell 3. Antalet eDNA ldsningar per art inom de olika proviokalerna. Siffrorna anger hur manga
eller arternas

ganger en sekvens blivit ldst pd artnivd och anger relativ biomassa,

dominansférhdllanden till varandra.

2
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Braxen (Abramis brama) 617
Benloja (Alburnus alburnus) 415 50
Sik (Coregonus maraena) 41 486
Stensimpa (Cottus gobio) 16 623 9832 13023 24830 20934 13672 13505 24267 13975 9533
Géadda (Esox lucius) 8092 3467 2327 1938 755 1145 2627 1026 886 4887
Gars (Gymnocephalus ceruna) 3129 3001 56 4431 1104 1477
Lake (Lota lota) 362 1031 271 1511 103 52 259 373
Abborre (Perca fluviatilis) 130 736 453 1033 144 3290 1273 436
Elritsa (Phoxinus phoxinus) 30371 21813 31323 21739 35733 25786 20643 24782 4648 35961
Mort (Rutilus rutilus) 342 817 64 1471 1055 876
Lax (Salmo salar) 624 442 3494 47 2636 4195
Oring (Salmo trutta) 11856 21966 30226 37487 28255 25667 9599 10265 49612 4405
Am béackroding (Salvenius fontinalis) @ 2600 93 95 1306
Harr (Thymallus thymallus) 3677 2403 1336 7379 729 369 4344 2237 1558
Nejondga (Lampetra sp) 3248 2002 270 3008 214 2375 80 2992 6853
TOTALT ANTAL 15 11 11 11 10 12 8 10 10 10 11

3.3 eDNA kvalitet samt kvalitetskontroll

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

TACK

Ett stort tack till Jan Isaksson vid Pite Alv ekonomiska forening for diskussioner innan
provtagningen, engagemang, guidning till de olika provlokalerna samt diskussioner om
fiskar i Pitedlven. Tack till Pahr Hellstrom for en fantastisk faltassistans. Tack till Johan
Naslund och Nicklas Wijkmark for hjalp med redigering och kommentarer av rapporten.
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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 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 &r: 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 markérerna 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 behdver 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 aven 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 kdnsceller slapps ut i vattnet, vilket kan interferera med
bestdmningen av relativ biomassa.
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Bilaga 2. Kvalitetssakring av eDNA

[Faststéllande av huvudfrégestéllningar]

[ Design av faltprovtagning ]
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Figur B2-1]. Flédesschema
Darfor ar kontrollprover nddvandiga vid eDNA-provtagning

En undersékning med hjélp av eDNA som saknar positiva och negativa kontroller kan inte ge
tillforlitliga resultat. Detta galler egentligen for alla DNA-undersékningar och innefattar alla
utdvare. Om en utforare avviker fran denna praxis ar resultaten inte tillforlitliga och
dérmed oanvandbara.

Utover generella huvudprinciper for DNA-undersokningar (Griffiths m.fl. 2016) finns speciella
regelverk for kriminaltekniska (Hedmanm.fl., 2017) och medicinska (SFMG, 2011)
undersokningar. 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
krdva 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 undersokningen sa att man kan forsakra sig om att
kontaminering inte férekommer i félt eller laboratorium och orsakar falska positiva provsvar.
Om DNA-signaler for malsekvenser hittas i en negativ kontroll innebér det att undersékningen

maste g6ras 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 innebér att ett prov som innehaller ett kant DNA testas for
att verifiera att den anvanda metodiken fungerar som den skall. Om DNA-signaler inte hittas i
en positiv kontroll innebér det att metodiken maste justeras och analysen eller undersokningen
maste géras 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.

Mangden 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 anda 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 bedémas.

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 mojliggor 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””) anvidnds som
positiv kontroll vid PCR och sekvensering. Falska positiva prover redovisas. De
positiva proverna forsakrar 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 manniska, 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 utfors. Maximalt 4 av dessa
sammanslas i sekvenseringen. Farre replikat minskar analysséakerheten avsevért.

Antal prover for en specifik MiSeq-kdérning (sekvensering) éverstiger inte 100 stycken
exklusive sekvenseringskontroller. Detta sékerstaller att antalet lasningar per prov
inte ska bli alltfor lagt 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
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.

e 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. De negativa kontrollerna var negativa for malarter,
mycket svag bakgrund visades for stensimpa. De positiva kontrollerna var positiva.
Kontaminant-DNA tillhérande ko, gris och méanniska som &r vanliga i reagenser och vattnet
runtomkring oss togs bort fran analysen.

MiSeq parvis sekvensering for Miya markéren (230) baspar gav 789 509 sekvenser av vilka 90
% godkandes genom alla kvalitetsfilter. Detta ar en indikation pa hég 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.

Notera att de negativa kontrollerna visade ¢ 60 lasningar medan proverna visade ett medeltal
pa 756 000. Malartskontaminering var noll for faltnegativ och visade en férsumbar
kontaminering av lab-negativ ddr sekvenserna foll bort under bioinformatikens
kvalitetsgranskning, vilket betyder att proven inte har paverkat varandra under sekvenseringen.
Alla negativa PCR- och sekvenserings- kontroller var negativa.

Tabell B4-1. 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. Procent ko och méanniska galler enbart for flerartsanalyser och inte for
enartsanalyser. Filtrerad volym sjévatten anges i liter, eDNA koncentration ng/pl, inhibering
samt anti-inhibering, gel Miya anger om markoren Miya fér malarterna visade band pa gel for
narvaro fore sekvenseringen. Kont% anger % av sekvenser fran ko, gris och manniska och togs
bort som naturlig kontaminering.

H20 | eDNA | Inhiberi Anti- Gel | #PCR ! kont% | ma

Provilok | V(L) | (ng/uL) ng inhibitio | Miya | Miya | Miya | kont%

al n Miya
PT_01 1,8 1,14 Nej Nej Ja 12 0,01 0
PT_02 3 2,03 Nej Nej Ja 12 0,15 0
PT_03 3 2,74 Nej Nej Ja 12 0,09 0
PT_04 2,6 2,82 Nej Nej Ja 12 0,08 0
PT_05 3 4,50 Nej Nej Ja 12 0,00 0
PT_06 2,5 1,96 Nej Nej Ja 12 0,03 0
PT_07 3 4,20 Nej Nej Ja 12 0,00 0
PT_08 2,6 2,76 Nej Nej Ja 12 0,03 0
PT_09 1,14 2,54 Nej Nej Ja 12 0,41 0
PT_10 1,96 | 7,10 Nej Nej Ja 12 0,00 0
Falt neg 1 1 0,236 Nej Nej Nej 12 0,00 0
Lab Neg 0,5 <0,02 Nej Nej Nej 12 1,40 92
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