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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. Undersdkningsmetoden 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 smad méngder
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 artférekomst om nutid eftersom DNA i vatten sonderfaller inom nagra
dagar efter det att en specifik art lamnat miljon.

Denna rapport redovisar resultaten fran flerartsanalyser med hjilp av eDNA med
malgrupperna fisk, groddjur och sotvattensmusslor vid 20 lokaler i Skelleftedlvens
avrinningsomrade samt en i vardera av Kagedlvens och Bureilvens avrinningsomraden
(totalt 22 lokaler). Totalt detekterades 17 fiskarter, 5 arter av sotvattensmusslor och 2
groddjur samt som tilliggsinformation 3 daggdjursarter. Tre roédlistade arter
detekterades: flodparlmussla, flat dammussla och lake. En frammande invasiv art
detekterades: (amerikansk) backroding. Fynden av flat dammussla ar de nordligaste
fynden nagonsin for Sverige och visar tydligt pd eDNA-metodikens fordelar som
basinventeringsmetodik for akvatisk biologisk mangfald i form av musslor och fiskar.
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1. INLEDNING

Undersokningar av biologisk mangfald av 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, fillor och
undervattenssonar. Dessa metoder har begransningar eftersom de ar selektiva och ingen
enskild metod beskriver hela mangfalden av fisk. Vidare r vissa konventionella metoder
destruktiva eller letala eftersom de kraver att utforaren av studierna ror eller skadar sitt
studieobjekt vilket ar ett potentiellt problem i bevarandeekologiska undersokningar
(Wheeler m.fl. 2010). En annan begransning av konventionella metoder ar att sallsynta,
invasiva och svarfingade arter inte uppticks, och deras férekomst underrapporteras
vilket ger stora felmarginaler i insamlade data (Trigal & Degerman 2015). Elfisken visar
en felmarginal i statusklassificering mellan god och dalig status pd EU:s femgradiga skala
med 56% i grundmodellen i relation till konnektivitet, d.v.s. fiskars framkomlighet mellan
olika vattensystem (Beier 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 doda celler (Pedersen
m.fl. 2015). Definitionen pa eDNA anges som; "det DNA som kan studeras fran dessa spar
i miljén 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 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 sjoar och rinnande vatten detekterar flera arter dn vad
standardiserade provfisken gor (Hanfling m.fl 2016, Hellstrom & Spens 2017a&b,
Hellstrom m.fl 2018). eDNA-metodiken ar sarskilt lamplig for arter som ar svara att samla
in eller att identifiera morfologiskt som till exempel sedimentlevande musslor.

Syftet med denna undersokning var att inventera flodparlmussla samt fisk i Skelleftedlven
och ett flertal intressanta bifloden till dlven eftersom ett stort bestédnd av flodparlmussla
i Skelleftedlven har upptackts i ett av kraftverksmagasinen.

2. MATERIAL OCH METODER

2.1. Faltarbete

[ september 2019 utfordes vattenprovtagningar for eDNA vid 20 lokaler i Skelleftedlvens
avrinningsomrade, 1 lokal i Kdgedlvens avrinningsomrdde och 1 lokal i Buredlvens
avrinningsomrade av Johan Nislund och Pahr Hellstrom. eDNA-provtagningen i denna
studie var avgradnsad till lokaler som kunde provtas utan tillgang till bat och valdes ut i
samrdd med Skellefted kommun. Provtagningspunkter anges i Tabell 1 och Figur 2.
Vattentemperaturen vid insamling var ca 10 °C (vatten insamlat fran ca 0,5m djup).
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Innan provtagningen genomfordes i falt, steriliserades all provtagningsutrustning.
Filtreringsutrustning koptes in som sterila DNA-fria engangsforpackningar. Pa
provtagningspunkterna samlades 5 liter vatten in i form av 5 stycken underprover 50 m i
vardera riktningen fran provpunkten dar sd praktiskt mojligt. Vattnet blandades och
filtrerades med inkapslade (slutna) engangsfilter 5/0,8 pm for att minska risken for
kontaminering. Negativa faltkontroller utgjordes av rent vatten som hanterades med
samma provtagningsutrustning och filtrerades i falt for att utesluta kontaminering av
DNA mellan prover eller fran provtagare. Insamling och fixering f6ljde Spens m.fl. (2017).

Tabell 1. Provpunkt och provnummer. Latitud och longitud anges som decimalgrader i WGS84, datum

och tidpunkt fér proviagningen, vattentemperatur samt malgruppsarter (fisk, musslor, groddjur).

Provpunkt och nummer Latitud Longitud Datum Tid Hz0°C Fisk Musslor Groddjur

Skelleftedlvens avrinningsomr.

Gasa 65,65250 18,10906 2019-09-10 10:45 8 X X
Bastusel torrstracka 65,34644 18,93208 2019-09-10 13:00 8,2 X X
Skattan, vagbro 65,31360 19,18073 2019-09-10 13:50 8,2 X X
Gallejaure torrstracka 65,11047 19,46436 2019-09-10 14:50 9 X X
Petikdn, Vagholmsforsen 65,06801 19,77988 2019-09-10 16:10 8,2 X X
Svanforsbacken, Vagbro 65,01645 19,73879 2019-09-10 17:00 8,4 X X
Malans mynning 64,99963 19,76785 2019-09-10 18:30 12 X X
Norsjoan, viag 370 64,98407 19,48656 2019-09-10 19:45 9 X X
Skidtraskan 64,98617 20,02137 2019-09-11 09:15 11 X X
Kvarnbacken, Batsfors 64,83838 20,22230 2019-09-11 10:10 11 X X
Karsbacken, Lidberget 64,81198 20,23492 2019-09-11 10:45 9 X X
Granforsmagasinet 64,78841 20,35441 2019-09-11 12:00 12 X X
Hastbacken 64,78765 20,35430 2019-09-11 12:00 8 X X
Forsbacka, magasin 64,75711 20,51603 2019-09-11 13:20 13 X X
Krangbacken 64,75397 20,52074 2019-09-11 14:10 10 X X
Finnforsan, Skramtrask 64,68164 20,59860 2019-09-11 15:30 10 X X
Stoveran, vagbro 64,75425 20,72838 2019-09-11 16:10 9,5 X X
Selsfors, magasinet 64,74271 20,62922 2019-09-11 17:00 14 X X
Bjurdans mynning 64,75212 20,86847 2019-09-11 19:15 7,5 X X
Klintforsan 64,75477 20,90919 2019-09-11 20:00 10,5 X X
Kagenilvens avrinningsomr.

Kégedlven, vid Ersmarks IP 64,84486 20,89849 2019-09-11 18:45 10 X X
Bureilvens avrinningsomr.

Bureaalven, Stromholm 64,61908 21,16202 2019-09-12 08:00 13 X X

Mo X X
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Figur 1. Oversiktskarta &ver provtagningslokalerna, skala 1:500 000. Bakgrund CCO
Lantmateriet.

Figur 2. Exempelbilder fran de provtagna lokalerna. Lokal 07, Malans mynning (ovan); Lokal 19
Selsforsmagasinet (nedan).



2.2. Laboratoriearbete - eDNA

2.2.1. Extraktion, PCR och sekvenser/ng
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Figur 3. F/odesschema som visar de olika stegen fér eDNA undersékningar.

Flédesschemat 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. Proverna analyserades med
flerartsanalyser for forekomst av fisk. Varje PCR prov utfordes i 12 replikat som
sammanslogs under bioinformatiken. Markdérer som amplifierar rDNA pa 12S genen
anvandes for fisk (Miya m.fl 2015), sotvattensmusslor (Nature Metrics, opublicerat
manuskript) samt groddjur (Kelly, 2014). Principerna fér metabarkodning férklaras mer
utforligt i bilaga 1. Vidare anvéindes en positiv DNA "mock community” kontroll med kénd
artsammansattning av tropiska fiskar som standard for jamforelse. Negativa kontroller
analyserades ocksa for att bedoma kvalitetsparametrar (se 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 allmanheten, 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 kidnda arter finns tillgangliga (Benson m.fl. 2017, bilaga 1)
med 0,6 miljarder sekvenser och 2,6 biljoner baspar enligt NCBIs hemsida. Sekvenserna
lagrade hos NCBI ar endast delvis kurerade (verifierade av taxonomer) och kan ibland
vara felaktiga. Efter kvalitetsfiltrering av data kérdes darfor alla sekvenser dven mot en
kurerad databas som uppratthalls av NatureMetrics Ltd. Artidentifiering baserar sig pa
fullstindig match mot en referens. Databaserna uppdateras l6pande och arter som inte
har referenssekvenser inkluderas nér de blir tillgdngliga. De olika sekvenserna matchades
mot databasen och fick pa sa satt fisk, sotvattensmusslor, diggdjurs och groddjurs
identitet. Tack vare nya framsteg inom metabarkodning ar det mojligt att fa traffar pa
artnivd istéllet for enbart familje- eller genusnivd féor manga djurgrupper. Antalet
lasningar per art gav en relativ uppskattning av hur mycket eller litet arten forekom i ett
prov.



Ju mer DNA fran en viss art i provet, desto stérre andel lasningar erhalls vid analys.
Forenklat sd ar den relativa mangden DNA fran en viss art proportionellt mot den relativa
biomassan i samhallet. Det finns artspecifika faktorer som komplicerar sambandet, vilket
man kan justera for (exempelvis kopieras vissa arters DNA mer effektivt 4n andras). Detta
beror dven pa hur proverna samlas in samt analyseras och det finns manga studier med
oldmplig metodik som inte ser detta samband. Flera vilkontrollerade studier i dammar
och sjoar visar dock en god dverensstimmelse mellan den relativa andelen DNA-traffar
och den relativa andelen biomassa. Sambandet mellan fiskbiomassa och antalet ldsningar
finns exempelvis beskrivet i Hanfling mfl, 2016, Evans mfl 2016 och Ushio mfl 2018.
Osidkerheterna ar minst lika stora som for natprovfiske och det ar svart att dra generella
slutsatser med det kunskapslédge vi har idag. Fran AquaBiotas dnnu opublicerade studier
i extremt val undersdkta svenska sjoar finns ett tydligt samband mellan relativa
biomassor av fisk och det relativa antalet lasta DNA-sekvenser for en specifik art. Samma
sak giller for de skotska sjoar som Hanfling mfl (2016) har undersokt. En nyligen
utkommen undersékning i Ostersjon visade ocksd att eDNA-prover tagna direkt i
anslutning till natprovfisken visade god samstimmighet mellan andelen fangst av vanligt
forekommande arter (mort och abborre) och andelen lasningar (Naslund mfl, 2019).

3. RESULTAT OCH DISKUSSION

De vanligast forekommande arterna pa lokalerna provtagna med eDNA var stensimpa
(Cottus gobio) samt éring (Salmo trutta) som forekom pa 20 av 22 lokaler (Tabell 2, Figur
4). Stensimpa ar listad i art- och habitatdirektivets bilaga 2. Vid de 22 lokaler som
provtogs for eDNA detekterades 27 arter, varav 17 fiskar, 5 musslor, 2 groddjur samt 3
diggdjur som biinformation med i medeltal 10+1 malarter per lokal (95 %
konfidensintervall). Fiskarna och musslorna som detekterades var typiska for de besokta
lokalerna inklusive uppstroms liggande vatten. Den rddlistade flodparlmusslan
(Margaritifera margaritifera) som var en av de huvudsakliga malarterna detekterades vid
flera lokaler, inklusive lokalerna 07 Malans mynning, 14 Forsbacka vattenmagasin samt
16 Finnforsan, Skramtrésk dar tidigare kinda forekomster av arten finns (Tabell 2, Figur
4). Dessutom detekterades flera fynd av den rodlistade flat dammussla (Pseudanodonta
complanata), vilken aldrig tidigare hittats sa langt norrut i Sverige. Fynd pa motsvarande
latituder av arten ar dock kdnda ifran Finland. Flat dammussla forvaxlas ofta med andra
arter och det skulle vara 6nskvart att eftersékningar av denna art gors vid nagon eller
nagra av lokalerna dir den detekterats for att bekréfta dessa nya fynd och kvantifiera
populationerna. Vid 15 lokaler detekterades lake (Lota lota) som ocksa ar rodlistad (nira
hotad). I eDNA-provet fran lokal 06 Svanforsbacken detekterades backréding som ar en
art som inte ar inhemsk i Sverige. Backroding, ibland kallad amerikansk backréding, har
sitt ursprung i Nordamerika och har satts ut i flera svenska vattendrag och sjoar redan
fran slutet av 1880-talet. Tre forekomster av groddjur detekterades, tva med vanlig groda
och en med vanlig padda.

Kvalitetskontrollerna uppvisade forviantade resultat och alla positiva kontroller var
positiva och alla negativa kontroller var negativa (Tabell B1 i Bilaga 3). Totalt bestdmdes
3046 061 sekvenser som passerade kvalitetskontroll och kunde identifieras med
bioinformatik.



Tabell 2. Andel ldsningar (%) inom respektive mdlartsgrupp (fiskar, groddjur samt musslor) for varje lokal, totala antalet lisningar av mdlarter och

forekomster av daggdjur som biinformation.
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Figur 4. Oversiktskartor som visar den relativa andelen lisningar per malartsgrupp for de 22 lokalerna.
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Fisksamhallen inventerade med eDNA skiljer sig frain de som normalt detekteras i
traditionella provfisken. Den storsta skillnaden att betydligt fler antal arter detekteras
med eDNA-provtagning per provtagen station. Att till viss del andra arter detekterats dn
vid standardiserade provfisken beror pa manga faktorer. Till exempel sa kan eDNA
provtagning utféras i miljoer som sillan provfiskas med standardiserade metoder
(exempelvis vissa grunda miljéer, storre strommande vattendrag) samt under hela aret.
Det ar dessutom val kdnt att rorliga och pelagiska arter ar overrepresenterade vid
natprovfisken till skillnad fran bottenlevande arter och att elprovfiske ar inriktat pa
laxfiskar. Vid fiskinventeringar med eDNA i sjoar och vattendrag har det ocksa visat sig
att bottenlevande arter ofta dr vanligare d4n man tidigare trott just pa grund av detta
metodfel och stensimpa ar betydligt mer vanligt forekommande i Norra Sverige an vad
som framkommer vid néat- och elfisken.

D& eDNA &r relativt kortlivat i vattenmiljon (normalt ndgra dagar till 2 veckor) ger
resultaten en bild av fisksamhallet for en kort period innan provtagningstillfallet. Detta
medfor att 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 nar férhallandena ar lampliga och vid rétt vattentemperatur. Detta giller
exempelvis lax.

Med de genetiska markorer och det genetiska referensbibliotek som anvants var det inte
moijligt att skilja mellan id och stdm samt mellan flodnejon6ga och backnejonéga. 1d och
stam ar valdigt narbesldktade och kan dessutom hybridisera med flera karpfiskar i olika
slakten och ar i manga fall dven vildigt svar att identifiera pa artnivd morfologiskt.
Flodnejon6ga och backnejondga har visat sig vara identiska pa genetisk niva och anses av
vissa tillhora samma art. Problematiken med att narbesldktade arter inte alltid kan skiljas
at forekommer &dven vid traditionella inventeringar av fisk och ar ofta sarskilt
problematisk nar det galler identifiering av fisklarver och juveniler, vilka dessutom ar
svara att fanga med traditionella metoder.

Antalet fiskar som fangats i svenska provfisken var totalt 6 411 934 individer under 2016
enligt Jordbruksverket (Ljung&Bornestaf, 2018), vilket ger ett betydande antal fiskar som
avlivas med framsta syfte att samla in information om biologisk mangfald. Vid eDNA-
inventeringar ar dessutom risken for bifangster av exempelvis hotade fagel- och
daggdjursarter obefintlig, samtidigt som inga fiskar behover skadas, plagas eller dodas till
skillnad fran standardiserade provfisken.

Om syftet ar att inventera biologisk mangfald i form av antalet fiskarter samt stormusslor
i akvatiska miljoer ar redan idag eDNA-inventeringar mycket kostnadseffektiva.
Dessutom finns starka etiska fordelar med e-DNA inventeringar jamfort med destruktiva
inventeringsmetoder sasom provfiske da vi inte behover skada eller stéra den biologiska
mangfald vi vill skydda. Sammanfattningsvis dr analys av eDNA en metodik som kan
anvandas for att inventera och tydligt visa den mangfald av fiskarter, groddjur samt
stormusslor som férekommer i bade stérre och mindre vattendrag.
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Bilaga 1. Enarts- och flerartsanalyser vid eDNA undersokningar

Varje levande art utséndrar genetisk arvsmassa eller DNA i sin omgivning genom respiration, rorelser,
filtrering, avforing, doda hudceller osv. Detta DNA som lamnas kvar i miljon utan att individen i sig
provtas kallas miljcDNA eller eDNA (frdn engelskans environmental DNA) och kan samlas in och renas
fram. Vissa delar av en arts DNA &r helt unikt for just den arten, medan andra delar av DNA ser likadant
ut hos alla organismer i en grupp. Med hjélp av jattelika databaser 6ver DNA-sekvenser, som ar 6ppet
tillgangliga for alla (ex https://www.ncbi.nlm.nih.gov/), kan man valja ut en liten bit DNA i ett omrade
av ntresse inom genomer som kan kopiera industriellt. Man tillverkar dessa sma bitar som aven kallas
oligo, primer eller markor, for att de enbart skall analysera den del av genomet man dr intresserad av,
detta gor att analyserna tar kort tid och &r I4tta att hantera i jamforelse med hela genomstudier. Markdren
for en art kan ibland matcha en hel artgrupp som exempelvis fiskar vilket man kan dra nytta av eftersom
markoren da kopierar DNA for ett specifikt omréade for en hel artgrupp. Resultatet, dvs en liten bit av
DNA som markoéren kopierar kallas barcode (streckkod), och kan liknas vid den streckkod som anvénds
for att betala for just den enskilda varan i affarer. Dessa markdrer en droppe eDNA, ett enzym och salter
blandas i ett provror. Provroret placeras i en maskin som gér DNA kopior for just den artgruppen. Detta
kallas for PCR (Polymerase Chain Reaction) och bygger pa hur levande celler kopierar sin arvsmassa.
Med hjélp av en sekvenseringsmaskin kan man sedan lasa sekvenserna for DNA-kopiorna. Denna
information jamfors sedan mot databaser 6ver arter och deras DNA-sekvenser for att bestdmma vilken
eller vilka arter DNA-sekvenserna tillhorde.

Enartsstudier gPCR eller ddPCR

Inventering av férekomst av en enstaka art med eDNA gors med sé kallad gqPCR. Fragestéllningen for
dessa studier &r: Finns art X har? Varje art analyseras med en markor som &r 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 dver relativa abundanser mellan art A och art B
inte jamforas 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 4r; 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 innebdr 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 &r det inte finns lampliga
malregioner i genomen som bade &r 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 obegrénsat.
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 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 stéra bestdmningen av relativ biomassa.
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Bilaga 2. Kvalitetssakring av eDNA

Ddrfér dr kontrollprover nédvdndiga vid eDNA-provtagning

En undersdékning 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
darmed oanvéandbara.

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
krdva negativa och positiva kontroller som ett grundldaggande 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 undersékningen 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 innebéar det att unders6kningen maste goras 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 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 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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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-métningar 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 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 méjliggdr 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.

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

Antal prover for en specifik MiSeg-korning (sekvensering) éverstiger inte 100 stycken
exklusive sekvenseringskontroller. Detta sékerstéller att antalet l&sningar per prov
inte ska bli alltfor 1agt for att kunna detektera ovanligare arter.
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Tabell B1. Kvalitetskontroll av eDNA och kontroller. Volym anger medelvolym filtrerat vatten i de tva
replikaten. eDNA koncentrationen uppmattes med Qubit Fluorometric Quantitation (Fisher Scientific).
Inhiberingskontroll utférdes med gPCR, antiinhibering anger om denna utférdes. Band pa gel av malarter
efter PCR visar att provanalyserna har fungerat, PCR negativ innefattar 12 replikat. Andel (%) icke
malartslasningar anger hur stor andel av det totala antalet lasningar som traffat icke-malarter per prov.
Manniska (%) anger hur stor andel av lasningarna som ar pa manniska i provet for de tre markérerna
sammanslaget.

Prov nr Volym eDNA konc. Inhi- Anti- Band pa gel PCR replikat Icke-malart  Ménniska
filtrerat (ng/ul) bering inhibering per markor % %
vatten (ml)

1 3000 12,5 Ja Ja Ja 12 37,1% 36,9%
2 3000 22,4 Ja Ja Ja 12 2,5% 2,5%
3 1000 17,8 Ja Ja Ja 12 0,0% 0,0%
4 3000 10,5 Ja Ja Ja 12 7,8% 7,8%
5 1140 5,62 Ja Ja Ja 12 1,7% 1,7%
6 2300 6,64 Ja Ja Ja 12 0,0% 0,0%
7 3000 4,5 Ja Ja Ja 12 13,8% 13,8%
8 2000 12,9 Ja Ja Ja 12 0,0% 0,0%
9 1000 20,8 Ja Ja Ja 12 0,0% 0,0%
10 3000 15,8 Ja Ja Ja 12 0,0% 0,0%
11 1500 15,3 Ja Ja Ja 12 4,6% 4,6%
12 3000 17,9 Ja Ja Ja 12 23,1% 23,1%
13 800 4,4 Ja Ja Ja 12 6,9% 6,9%
14 3000 11,4 Ja Ja Ja 12 31,5% 31,5%
15 730 5,98 Ja Ja Ja 12 0,0% 0,0%
16 780 4,8 Ja Ja Ja 12 3,4% 3,4%
17 800 8,42 Ja Ja Ja 12 0,3% 0,0%
18 1380 7,54 Ja Ja Ja 12 1,7% 1,7%
19 3000 24 Ja Ja Ja 12 17,1% 16,9%
20 1000 13,2 Ja Ja Ja 12 12,0% 12,0%
21 2400 24 Ja Ja Ja 12 11,2% 11,2%
22 3000 23,8 Ja Ja Ja 12 25,2% 25,2%

Falt neg 1 1000 0,348 Nej Ja Ja 12 100,0% 89,4%

Filt neg 2 500 <0,02 Nej Ja Ja 12 100,0% 99,2%

Lab neg 1 - <0,02 Nej Ja Nej 12 100,0% 100,0%
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