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NATURVARDSVERKET RAPPORT 7157
DNA-baserad 6vervakning av arter i akvatisk miljé — Verifiering och tillampning

Forord

Har presenteras resultaten fran forskningsprojektet "eDNA i miljodvervakningen
och analysen av biodiversitet — kvarstdende frigor” med rapporten DNA-baserad
Overvakning av arter i akvatisk miljo — verifiering och tillimpning. Projektet &r ett
av atta projekt som genomforts inom forskningssatsningen DNA-metoder inom
miljoévervakning. Med forskningsomrédet ville Naturvardsverket och Havs- och
vattenmyndigheten stddja forskning som kan bidra till en bittre och effektivare
miljodvervakning genom inférande av DNA-baserad analysteknologi.

Projektet har finansierats med medel fran Naturvardsverkets miljoforsknings-
anslag.

Rapporten har skrivits av Per Sundberg, Matthias Obst och Marina Panova
(Goteborgs universitet, Institutionen for marina vetenskaper).

Rapporten har granskats for vetenskaplig kvalitet av Frode Fossgy (NINA,
Norge) och for praktisk relevans av Michael Haldin (Havs- och vattenmyndigheten).

Forfattarna svarar for rapportens innehall.

Naturvardsverket i juli 2024

Marie Uhrwing
Avdelningschef, Hallbarhetsavdelningen
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Sammanfattning

Det finns idag manga exempel p& hur miljo-DNA/eDNA anvinds framgingsrikt i
miljoévervakningen, inte bara som komplementir metod utan ocksé situationer dir
tekniken kan ersitta befintliga metoder. De flesta tillimpningarna har berort fisk-
samhallen i limniska miljoer d4r det ocksa finns bra och tickande referensbibliotek
for bioinformatisk analys av sekvensdata. Det finns dock flera omr&den och tillimp-
ningar dér tekniken inte &r lika anvand, eller testad. Det géller till exempel fragan
om huruvida alla taxa dr lika latta att detektera med eDNA? Fiskar dr (generellt sett)
stora och de ror pé sig, slapper darfor ifran sig stora mingder DNA som kan fangas
upp och analyseras. Men hur dr det med andra taxa, och hur fungerar eDNA i mer
utmanade miljoer som havet dir bade artantalet &r mycket storre, ticker manga
olika djurstammar, och miljon inte lika sluten? Det finns ocksi andra frigor som
behover belysas och diskuteras nar eDNA och DNA-baserad identifiering av arter
ska anvindas inom miljoévervakningen. Det géller risken for falska positiva svar
och, kanske dnnu viktigare, risken for falska negativa svar. Bdgge felen kan f4 stor
betydelse speciellt nir det kommer till 6vervakningen av frimmande invasiva arter.
Hur manga prov maste tas och hur ska provtagningen ga till — frigor som linge har
diskuterats inom ekologi men inte lika framtrddande i miljé6vervakningen. Hur
verifierade dr 6vervakning baserad pa eDNA jaimfort med andra mer traditionella
metoder, och hur ser resultaten ut?

Rapporten tar upp en del av dessa fragor genom jimférande studier, kontroll-
erade forsok i filt, och mesokosm-experiment. Studierna har genomforts bade i den
limniska och marina miljén och beror flera olika arter och djurstammar. Vi kan visa
att i vissa fall &r eDNA bittre pi att hitta arter och ger en mer heltdckande bild av
djursambhadllen, eller hittar arter bittre dn traditionella metoder. Experiment visar
ocksi att vissa arter dr svara att upptdcka med eDNA vilket ger hog risk for falska
negativa. Overvakning av frimmande arter ir ett fall dir DNA-metoder dr Klart dver-
lagsna de metoder/protokoll som nu anvinds. Vi belyser ocksa vikten av verifiering
av eDNA med négra exempel dir andra metoder (provfiske, elfiske, visuella observa-
tioner) har anvénts parallellt med eDNA. Vi efterfragar ocksa en storre forstielse
for vikten av att rapportera undersdkningar mer utforligt och standardiserat och att
underliggande data gors tillgingliga for utvardering och andra typer av analysetr.
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Summary

There are many examples of how environmental DNA/eDNA is used successfully in
environmental monitoring, not only as a complementary method but also in situa-
tions where the technology can replace existing methods. Most of the applications
have concerned fish communities in limnic environments where there are also good
and comprehensive reference libraries for bioinformatic analysis of sequence data.
However, there are several areas and applications where the technology is not as
used, tested, or confirmed. This applies, for example, to the question of whether all
taxa are equally easy to detect with eDNA? Fish are (generally speaking) large and
they move, therefore releasing large quantities of DNA that can be captured and
analyzed. But what about other taxa, and how does eDNA work in more challenging
environments such as the sea where both the number of species is much larger,
covers many different animal phyla, and the environment is not as closed? There
are also other issues that need to be elucidated and discussed when eDNA and
DNA-based identification of species are to be used in environmental monitoring.
This applies to the risk of false positive results and, perhaps more importantly,
the risk of false negative results. Both errors can be of great importance, especially
when it comes to the monitoring of alien invasive species. How many samples
must be taken and how should the sampling be done — questions that have long
been discussed in ecology but not as prominent in environmental monitoring. How
verified is monitoring based on eDNA compared to other more traditional methods,
and what do the results look like? This report addresses some of these questions
through comparative studies, controlled field trials, and mesocosm experiments.
The studies have been carried out in both limnic and marine environments and
concern several different species and animal taxa. We can show that in some cases
eDNA is better at finding species and provides a more comprehensive picture of
animal communities or finds species better than traditional methods. Experiments
also show that some species are difficult to detect with eDNA, which gives a high risk
of false negatives. Alien species monitoring is a case where DNA methods are clearly
superior to the methods/protocols currently used. We also highlight the importance
of verification of eDNA with some examples where other methods (sample fishing,
electrofishing, visual observations) have been used in parallel with eDNA. We also
request a greater understanding of the importance of reporting surveys in more
detail and in a standardized manner and that underlying data are made available
for evaluation and other types of analysis.
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1. Inledning

1.1 Bakgrund och kontext

Utvecklingen av tekniker for DNA-sekvensering i slutet av forra seklet innebar att
genetisk information blev tillgingligt for en stérre grupp forskare och biologer.
Dirmed startade en stor fordndring inom systematik, taxonomi, och ekologi. DNA-
sekvenser inte bara gick att koppla ihop med identifierade arter och deras namn,
utan nu borjade sekvensdata ocksd anvidndas for att skatta arters och gruppers
evolutionira historia, deras fylogenier. Mojligheten att kunna frigdra taxonomer
fran artbestimning (dvs “taxonomic service”) och i stéllet anvinda sekvenser for
identifiering (det som senare myntades med begreppet "DNA-barcoding”) moéttes till
att borja med av skepsis bland professionella taxonomer. Samtidigt férstod och insag
manga ekologer omedelbart potentialen i méjligheterna, speciellt ndr antalet taxo-
nomiska experter var en grupp pa nedatgaende. Dessutom kunde DNA anvindas for
att identifiera arter i alla livsstadier och inte, som ofta, krdvde adulta individer av
en art. Idag &r DNA-barcoding en accepterad och etablerad metod for att sikerstélla
identifiering av arter och som ett redskap med méanga tillimpningar inom ekologi,
miljodvervakning, och naturvard.

I bérjan kravde teknikerna for sekvensering en relativ stor mdngd DNA och var
darfér beroende av att det fanns tillgingligt vivnad av den art som skulle sekvens-
eras. Allteftersom teknikerna utvecklades blev det mdjligt att utgd ifrin mindre
maingder DNA och detta 6ppnade upp mojligheten att kunna anvinda de spar av
DNA som organismer ldmnar ifrn sig som bas for undersékningar. For detta har
begreppet milj6-DNA, eller kanske mer vanligt nu eDNA (fran engelskans “environ-
mental DNA”) myntats. eDNA 6ppnar for helt andra méjligheter inom miljoover-
vakningen att hitta arter i olika miljder utan att de behover visuellt observeras eller
samlas in. Beroende p& hur omfattande referensbibliotek dr blir det ocksd m&jligt
att identifiera manga arter utan behov av taxonomiska experter och tidskrdvande
processer for artbestdmning. Detta blir speciellt tydligt i den marina miljon dar den
biologiska mangfalden stricker sig 6ver runt 30 olika djurstammar — nigot som
inte ens den mest erfarne och kompetenta taxonomiska experter har en méjlighet
att ticka. Tekniken ar ocksd mindre invasiv i bemérkelsen att den inte till exempel
kraver provfiske for att bestimma fiskféorekomst i en sjo.

1.2 Projektets fragestillningar och
genomforda tillimpningar

Projektet "eDNA in environmental monitoring and biodiversity assessment — remain-
ingissues” har inte varit inriktad p& nagon speciell organismgrupp eller specifika
arter, det enda gemensamma ar att det uteslutande har handlat om akvatiska
miljoer. Det har i stdllet handlat om mer generella fragestillningar som att se

over omraden ddar DNA-baserad 6vervakning fungerar bittre n, eller komplett-
erar, mer traditionella. Andra frigor har handlat om huruvida olika taxonomiska
grupper sldpper ifran sig olika mycket DNA och hur detta paverkar méjligheten att
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pavisa arter fran olika grupper (taxa). Andra fragor som ingéatt i projektet handlar
om direkta jAmforelser med traditionella/etablerade metoder, hur linge finns
DNA i vattnet efter kéllan forsvunnit, och hur l1angt ifran killan gir det att pavisa
en art. Vi har ocksé lyft upp betydelsen av att verifiera DNA metoder inom milj6-
Overvakningen. Det finns ménga exempel pa framgangsrika tillimpningar av
eDNA, speciellt nir det giller fisksamhallen och limnisk miljo, men teknikerna ar
inte alltid verifierade initialt med andra mer etablerade provtagningsmetoder och
det kan paverka tolkningen av resultaten. Speciellt nir det giller risken for falska
negativa svar, nadgot vi ser som ett potentiellt problem med eDNA-baserad 6vervak-
ning. I arbetet med projektet uppméarksammade vi ocksa att dokumentationen nir
det kommer till eDNA-genomférda undersékningar inte alltid uppfyller de krav
som bor stéllas (Sundberg et al. 2020). Vi har darfor i projektet utvecklat béttre
rutiner, standarder, och analytiska arbetsfléden féor dokumentation av genetiska
data tillsammans med metadata i 6ppna databaser. Utan tillgingliga bakgrundsdata
blir det inte bara svart fér andra att utvirdera resultat utan ocksa hindrar framtida
fordjupade analyser.

Det har varit angeliget att visa hur eDNA praktiskt kan anvidndas i konkreta
miljéévervakningar och skattningar av biodiversitet och inte bara bli en akademisk
forskningsfraga. Under projektets gdng har vi darfor arbetat parallellt med tillimp-
ningar, dels genom uppdrag till G6teborgs Universitet, men framfor allt i uppdrag
till féretaget SeAnalytics AB dér vi direkt har kunnat applicera ny kunskap pa reella
fragestillningar och testa olika tekniker for verifiering.

Fyra viktiga metodologiska tillvigagangsitt har testats under projektets ging.
Har ingér Sanger sekvensering, mélartsanalys med digital PCR, metabarcoding
analys, och verifiering av eDNA. Dessa metoder har testats med specifika studier
inom f6ljande fyra tillimpningsomriden: metodologiska studier, 6vervakning av
fraimmande arter, 6vervakning av rdd-listade och fridlysta arter, och évervakning
av allmin biologisk mangfald. For varje test rapporterade vi de individuella slut-
satserna, medan vi drar en 6vergripande konklusion i slutet av rapporten.

1.3  Genomisk DNA versus eDNA

Projektet fokus har varit pd metodologiska och praktiska fragestdllningar med syfte
att paskynda implementering och tillimpning av DNA-baserade metoder i miljoover-
vakning. Av den anledning inkluderade vi inte bara eDNA studier utan ocksa under-
sokningar med genomisk DNA, dvs analys av vdvnad, bulk- och planktonprover.
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2. Metodik

Provtagning av DNA samt den analytiska metodiken beror alltid p4 den fragestill-

ningen som &vervakningsprojektet &mnar svara pi. I detta kapitel beskriver vi olika
metoder som kan anvédndas individuellt eller i samspel tillsammans med exempel

pa typiska fragor som dessa metoder kan svara pa.

2.1 Sanger sckvensering

Sanger-sekvensering dr en vil-etablerad DNA-sekvenseringsmetod som kan
anvindas for riktad sekvensering av specifika genomiska regioner i enstaka arter
eller individer. Ett typiskt exempel pa tillimpning ir att man hittar en okédnd,
formodad frimmande, eller rodlistad art men vill konfirmera dess identitet med
genetiska metoder. I dessa fall kan man extrahera DNA frin artens viavnad och
sekvensera ett streckkodningsfragment, tex av genen cytochrome c oxidase I
(COI). Sekvensen kan manuellt bearbetas och jamforas med streckkodningsdata-
baser som tex BOLD. Det ar viktigt att anvinda positiva kontroller for att testa att
metoden fungerar, negativa kontroller for att testa for kontamination, dokumentera
allt analytiskt arbete, och rapportera eventuella nya artobervationer till nationella
databaser.

Inom ramen for detta projekt har vi tillimpat Sanger-sekvensering i en studie
dir vi undersokte forekomsten av frimmande arter i pavixten pé fritidsbatar (se
Resultat, kapitel 3.2). Rapporten visar att Sanger sekvensering ir en Iimplig metod
for att identifiera vivnadsprover av okdnda arter, sdrskilt om det finns risk for
forvaxling med likande arter.

2.2 Malarts-analys med digital PCR

Malartsanalysen baseras p4 PCR (Polymerase Chain Reaction) och bygger pé att

en kort DNA-sekvens som dr unik for arten som ska inventeras amplifieras (mang-
faldigas) i PCR-reaktionen. Det dr den processen som kan detekteras pé olika sétt,
beroende pa vilken teknik som anvéinds. Det forsta steget i en mélartsanalys baserad
pa den hir tekniken &r att designa och testa ett primer-par som ir unikt fér arten s&
att det med sdkerhet gar att sdga att det bara 4r DNA fran den eftersokta arten som
amplifieras i PCR-reaktionen. Det hir steget innefattar ocksa test med nérliggande
arter, och att hitta just den molekyldra markér som ger en unik sekvens for arten.
Dessa steg motsvarar nivaderna 1-2 i Figur 2 nedan (*Verifiering av eDNA”). Vi har
anvant oss av dPCR (“digital PCR”) i stéllet for det kanske mer vanligt forekommande
gPCR till den hér typen av analyser. Projektet har anvint QIAcuity One plattform
utvecklat av QIAGEN. Det ar baserat p4 en form av mikrofluid teknik dir varje
enskild PCR-reaktion delas upp i ett stort antal (runt 26 000) partitioner. Detta gor
dels att det blir Iitt att kvantifiera i hur ménga partitioner det sker en PCR-reaktion
(blir alltsa ett direkt métt pa mingden mélarts-DNA). Uppdelningen innebir ocksa
att annat DNA inte stdr amplifieringen som annars kan ske, och detta gor att kinslig-
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heten 6kar. dPCR har en hogre kinslighet 4n qPCR (Doi et al. 2015; Hunter et al. 2017;
Stelzer et al. 2023) och kan detektera dven vildigt 1dga koncentrationer av DNA-
molekyler i ett prov (Figur 1).

Digital PCR

Random distribution
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Figur 1. Schematisk och grafisk beskrivning av de olika stegen i en digital PCR analys.

Kélla: https://www.giagen.com/us/applications/digital-pcr/beginners

I forsta steget blandas det extraherade DNA med olika reagenser, gréna prickar
DNA fran malarten och rott bakgrunds-DNA. I det hir steget 14ggs ocksa till
negativa (blanka) prov som test av kontamination, plus positiva prov med DNA
fran malarten. Nista steg r att partitionera 16sningen i flera tusen individuella
reaktioner dir en PCR-reaktion sker i varje partition. Partitioner med maélarts-
DNA ir hiar markerade gront, méngden positiva partitioner ar kopplat till antalet
ursprungs-molekyler. Positiva partitioner detekteras genom att ett fluorescerande
amne aktiveras i fungerande PCR och som kan avldsas i systemet. I nésta steg gors
en berdkning av medeltalet positiva partitioner baserat pa en Poisson-foérdelning.
Utifran denna analys gar det sedan att berikna/skatta médngden malarts-DNA

i provet. Metoden kan detektera vildigt 14ga koncentrationer av malartens DNA:
ner till 0,1 kopior per ul PCR reaktion, vilket motsvarar 40 kopior i ett vattenprov
(PCR reaktions volym &r 40 ul, DNA volym som testas i varje reaktion ar 10 ul, totalt
DNA volym efter extraktion frin filter &r 100 pl, och volym vatten som filtreras
genom filter varierar).

Typiska exempel pa4 mélartsanalys dr nir forekomsten av en (eller ett fatal) arter
ska undersodkas genom ett stort antal provtagningar. Inom ramen for detta projekt
har vi tillampat mélartsanalys i flera studier av som rapporteras i kapitel 3.1, 3.2.4,
och 3.3.

10
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2.3 Flerartsanalys med metabarcoding

Metabarcoding dr en molekylédrbiologisk teknik som anvinds for att identifiera
och kvantifiera olika arter i ett prov genom att analysera DNA-markorer. Det
involverar amplifiering och sekvensering av specifika genetiska regioner, sisom
streckkodsregionen, som dr unik for varje art. De insamlade DNA-data jamfors
sedan med referensdatabaser for att identifiera de organismer som finns i provet.
Metabarcoding ar sdrskilt anvandbar for att studera hela artsammanséittningen i ett
ekosystem i kontrast till Sanger-sekvensering och malartsanalys som ar riktat mot
en art s fa man med metabarcoding information om de flesta arter i ett prov. Man
far dock oftast inte detaljerad information om arters abundans och analysen kréver
NGS sekvensering och bioinformatisk tolkning. Detta medf6ér hogre kostnader och
tidsatgang for analyser men samtidigt far det vigas mot syftet med undersékningen.
Néigra av studierna som ingar i projektet har inneburit analys av artssamman-
sattning och d& har metabarcoding anvénts. Detaljerade beskrivningar aterfinns
ide citerade rapporterna i kapitel 3.2.1, 3.2.2, 3.4. Flera olika markoérer har anvints
i de olika unders6kningarna, en del specifika for fisk och andra mer generella for
evertebrater. I fallet med skattning av marin biodiversitet (Staehr et al. 2022) gjordes
eDNA insamlingen parallellt med artbestimning av dykare och blev darigenom
ocksé ett test av vilka organismer/taxa som inte hittades med eDNA, och vice versa.

24 Verifiering av eDNA

Det finns ménga exempel pa framgéngsrika undersékningar baserade p4d eDNA
(speciellt nar det giller fisksamhéllen i den limniska miljon) men det finns fort-
farande faktorer som behdver klargéras innan tekniken till fullo kan anvindas inom
miljoévervakningen. Aven om det finns en risk for falska positiva svar sa ir de for-
modligen lattare att hantera. I studier av fisksamhéllen med metabarcoding kan en
detaljerad analys av suspekta arter visa pa risken for sammanblandning med andra
(mer troliga) arter. Falska positiva svar kan ocks& uppkomma nir DNA har transport-
erats frin andra omréden, eller kontaminering frin till exempel fiskrens i en s;jo.
Har kan det vara till hjalp med att veta hur 1dnge DNA finns kvar i miljon efter kdllan
forsvunnit. I kapitel 3.2 redovisar vi ett fors6k som undersoker just den fragan.

Vi anser att fragan om falska negativa svar 4r mer komplex och innefattar flera
faktorer som inte dr utredda. Var ligger grdnsen nir det giller mdngd DNA i miljon
for upptickt av en art? Hur ménga prov behdover tas, och var i underséknings-
omréadet? Hur ar malarten/-arterna spridda, hur paverkar vadret och tid pa aret.
WackKer et al. (2019) till exempel visar att mdngden DNA fran flodparlmussla varierar
beroende pa nir under aret proverna togs. Vi har ocksa sett samma variation i egna
studier av musslor och strdmming.

Det finns ett stort behov av att eDNA-tekniker verifieras och ocksa att resultaten
sdtts i relation till olika abiotiska faktorer. Thalinger et al. (2021) foreslar en fem-
gradig skala som kan anvindas for att beddma hur mogen eDNA tekniken &r for att
anviandas rutinméssigt i miljodvervakningen (Figur 2).

1
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Nival Niva 2 Niva 3

Assay-design klar Assay optimerad och Assay testad pa eDNA
(PCR - primers, testad pa narliggande  prover fran falt med
reaktioner, etc). arter. positiv respons.
Testat pd vdvnad frén  Vévnad fran Verifierad med andra
mdlart. taxonomiskt observationer

ndrliggande arter

Niva 4

Grans for
detekterbarhet
(”Limit of detection”
LOD).

Krdver omfattande
test i falt

Niva 5

Statistisk analys av
sannolikheter for att
pévisa DNA och risken
for falska negativa..

Statistisk modellering
och tester i filt.

Figur 2. Fem nivaer i verifieringen av hur fardig en eDNA teknik ar for att anvandas fullt ut
i miljéovervakningen. Modifierad efter Thalinger et al. (2021).

Frin rapporter och artiklar framgir att i de flesta fall har utférare bara nétt niva 2.
I projektet har vi natt niva 3 for studier av solaborre, 1ddersjépung, svartmunnad
smorbult, filtsjopung och flodparlmussla men ménga fragor kvarstar. Det blir ocksa
mer komplicerat i metabarcoding-studier som ska tdcka flera djurgrupper. I Staechr
et al. (2022) belyser vi det hir problemet, och visar ocksa p& hur detekterbarheten
varierar med olika taxonomiska grupper och vilka primer-sekvenser som anvands.
En stor risk med olika 6vervakningsmetoder r risken for falska negativa, det
vill sdga att en art finns i unders6kningsomradet men uppticks inte. Detta ir ett
generellt problem som giller 4ven andra tekniker som till exempel provfiske men
bor utredas och férhoppningsvis statistiskt sdkerstéllas. Problemet blir tydligt nér
det kommer till risken att tidigt uppticka frimmande invasiva arter. Vi vet att till
exempel blaskrabba inte sldpper ifran sig tillrickligt med DNA for att kunna upp-
téckas i filt trots kort avstind till krabban och en verifierad assay (Sundberg et al.
2016). En pilotstudie pé vitfingrad brackvattenkrabba visade p4 samma resultat
(Panova et al. 2022). Hér dr det klart att eDNA inte kan anvédndas for att 6vervaka
dessa arter utan kréaver ytterligare utredning under vilka omstindigheter det skulle

fungera (med hinsyn till &rstid, habitat, osv.).

Att uppnd niva 4 och 5 i Figur 2 skulle kréva kontrollerade foérs6k under olika
omstandigheter for niva 4. For niva 5 handlar det nog om modelleringar givet olika
varden for abundans och patchiness och kunde resultera i hur stort stickprov som
krévs for att ge en viss risk for falska negativa svar. Vi noterar att i manga rapporter
som baseras p&d eDNA saknas det ofta den typ av statistiska diskussioner som
normalt finns i andra typer av rapporter. Sundberg et al. (2020) lyfte fram detta

som ett problem nér det kom till att utvirdera olika undersékningar.

2.5 Data publicering

En viktig del av hela projektet handlade om att testa olika metoder for hantering och
publicering av genetiska data och darigenom bidra till utveckling av genetiska data-
baser for ekologisk forskning och naturvard. Detta arbete blev ett bidrag i utveckling
av den Svenska biodiversitetsdata infrastrukturen SBDI (www.biodiversitydata.

se) som nu erbjuder resurser och tjanster fér publicering och analys. Ra genetiska
sekvensdata (fastq) och rensade genetiska data (fasta format) som genererades i
projektet deponerades i publika databaser och beskrivs i respektive vetenskapliga

publikationer och rapporter.
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Alla genetiska data och bilddata som skapades inom hardbotten projekt (kapitel 3.4.2)
ar publicerade pA ARMS MBON resurssidan (https://data.arms-mbon.org). Vi
publicerade dessutom genetiska data fran flera projekt i den Svenska ASV-portalen
(https://asv-portal.biodiversitydata.se) som automatiskt exporterar dessa data

till GBIF (www.gbif.org, Figur 3). Exempel ar

https://doi.org/10.15468/y3upe9

https://doi.org/10.15468/z8pm63

https://doi.org/10.15468/cw5jrv

Genetiska observationer i vissa projekt dven skickats till HELCOM’s databaser
for hamnoévervakning https://portal.helcom.fi/. Data fran eDNA analyser samt

dykerobservationer i publikation av Staehr et al. (2022) har gjorts tillgingligt via
PlutoF plattformen, projekt 107978 (https://app.plutof.ut.ee/study/view/107978).

J{ WWW.8 b |f0 rg Get data Howto  Tools Community  About
DATASETS 2 RESULTS
COI Metabarcoding Genetic Observations of Marine Species in the Port of Occurrence dataset

Wallhamn, Sweden (2022)

This dataset contains genetic observations of marine species in the port of Wallhamn between June and
September 2022, The observations were made using water and plankton samples, as well as samples f...
Published by University of Gothenburg

662 occurrences

m Major groups

Animalia 606 s\
incertae sedis 49
Chromista 5 L\
Plantae 2

Figur 3. Exempel pa ett genetisk dataset fran det nationella vervakningsprogrammet for
frammande arter. Dataset innehéller alla sekvenser och identifierade taxa som observerades
i prover fran Wallhamn, 2022. Datasetet publicerades via Swedish Biodiversity Data Infra-
structure till gbif.org (https:/doi.org/10.15468/cw5jrv).
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3. Resultat

3.1 Metodologiska studier

311 Nedbrytning avsmorbult DNA och betydelse for
tolkning av resultat

For att undvika falska positiva svar dr det viktigt att veta hur lIinge det finns detekter-
bart DNA kvar i miljon efter att killan (mélarterna) har férsvunnit. Om det &r 1ang
”livslingd” p4 DNA:t blir det svart att veta om det finns levande djur av malarten i
till exempel en vik, eller om det dr rester av gammalt DNA. Nir det géller frimmande
invasiva arter dr det uppenbart att ett falskt positiv kan ha stora ekonomiska effekter.

For att testa detta genomfordes ett forsék med svartmunnad smorbult
(Neogobius melanostomus) som model (Axberg 2021; Green et al. 2024). Levande fisk
av svartmunnad smorbult foérvarades i en tunna med vatten med en salthalt som
ska motsvara artens naturliga miljo. Mangden fisk varierades (1, 3 och 5 fiskar), fyra
experiment-tunnor per omgang. DNA maéttes efter att fiskarna funnits i tunnorna
24 timmar, varefter de togs bort (=tid 0). Darefter togs prover efter 6, 12, 18, 24, 30,
42,54, 78,102 och 112 timmar. For varje prov togs 1 L vatten och filtrerades genom
0.22 num Sterivex filter. Resultaten fran forséken slogs samman eftersom fiskarna
varierade i storlek och det fanns ingen signifikant korrelation mellan eDNA nivaer
och antal fiskar. Sammanlagt togs 120 vattenprov.

Maéangden detekterbart DNA minskade snabbt 6ver tid med en skattad
halveringstid pé 12 timmar (Figur 4). Andra studier rapporterar liknande halverings-
tider for fisk eDNA, mellan 2-12 timmar (Andruszkiewicz Allan et al. 2020; Kirtane
et al. 2021; Sassoubre et al. 2016); nedbrytningen gar troligen snabbare i naturliga
miljéer med hogre halter av bakterier dn i akvarieférsok. Efter fyra dagar bedéms
halten vara sa 1ag att det dr osannolikt att kunna pavisa DNA i en realistisk nivi
(Axberg 2021; Green et al. 2024). Om det finns anledning att kontrollera att det inte
handlar om ett falskt positivt svar p& en lokal bor provtagningen darfér géras om
efter en vecka.

Resultatet belyser vikten av att filtrera och fixera proverna i direkt anslutning till
provtagningen. Nedbrytningshastigheten paverkas av manga faktorer och kan for-
vantas vara snabbare i ett riktigt vattenprov med hogre bakteriehalt 4n i laboratorie-
experimentet ovan. Redan nagra timmar kan gora skillnad i hur mycket DNA som
har brutits ner.

14



NATURVARDSVERKET RAPPORT 7157
DNA-baserad 6vervakning av arter i akvatisk miljé — Verifiering och tillampning

eDNA concentration/g Round goby

|
7001 : 2
ean
: o =0.055
600 I c=1.25 — Regression
I
= 1 ;
! .
B 500 | I[ Halflife
o I
Q I
O, !
= 400+ |
(=] 1
= 0
5 i
= 300 A
©
o
c
o 2004
6]
100+
O 7 -
0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 110

Time (h)

Figur 4. Exponentiell nedbrytning av eDNA fran svartmunnad smérbult i mesokosm-
experimentet. Orange punkt &r genomsnittligt antal positiva partitioner per liter med
standard error linjer. Den gréna linjen ar skattad nedbrytning givet en exponentiell modell
for sonderfallet. Skattad halveringstid (streckad vertikal linje) uppnaddes efter 12,4 timmar.
Fran Axberg (2021).

3.1.2 Verifiering aveDNA metoder

Naér det géller 6vervakning av frimmande arter ar det viktigt att verifiera metoden
for att minska risken for falska negativa. Onskvirt vore forstas att alla de steg som tas
upp ovan skulle vara genomgangna innan ett 6vervakningsprogram startar baserat pa
eDNA sd dr det i alla fall mojligt att nd niva tre, det vill sdga test i falt. Inom projektet
har vi gjort parallella insamlingar av malarter (med fiske) i tva fall: svartmunnad
smorbult (Neogobius melanostomus) och solabborre (Lepomis gibbosus). Det finns
ocksa indikationer pa att kraftdjur slipper ifrdn sig DNA i en mindre grad och darfor
kan vara svara att uppticka och bekrifta med eDNA. Tidigare kontrollerade férs6k
(Sundberg et al. 2016) med blaskrabba visade att trots en fungerande assay kunde
arten inte pavisas med eDNA i ndrheten av krabbor (dessa holls i burar ute i havet).

I ett litet pilotférsok undersodktes under kontrollerade forutsidttningar om det &ndéa
skulle vara mgjligt att anvinda eDNA for upptéickt av den invasiva vitfingrad brack-
vattenskrabba (Rhithropanopeus harrisii). Resultaten av dessa studier rapporteras
kortfattat nedan, for utforligare resultat och undersékningsdetaljer hanvisas till
citerade rapporter och publikationer.
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£ 8

Figur 5. Solabborre (Lepomis gibbosus) och dammen dér arten upptacktes 2018
(Foto Per Sundberg).

VERIFIERING MED EL-FISKE

Den invasiva fisken solabborre (Lepomis gibbosus) hittades i ett litet viltvatten i
nirheten av Kungsbacka 2018 (Figur 5). Det aret genomférdes en eDNA-baserad
undersokning i vattendrag runt och kopplade till dammen f6r att se om arten
spridit sig (Bohman et al. 2018). Det fanns inga indikationer att sa var fallet och det
genomfdrdes ett forsok att utrota populationen genom att témma dammen. Under
2022 ville Lansstyrelsen i Halland gora en uppfoljning med eDNA och i samband
med detta gora en parallell undersékning med elfiske (Sundqvist et al. 2023).

Ien forsta omgang i juni 2022 patriffades inga exemplar av solabborre vid elfisket
men det fanns eDNA i en holja alldeles vid dammen. Detta prov analyserades om
flera ginger for att utesluta en falsk positiv signal. I ljuset av detta resultat genom-
fordes augusti en utokad eDNA provtagning i dammen och i samma hoélja som ovan
- nu med véldigt tydliga positiva resultat for eDNA analysen (Tabell 1). Samma dag
genomfordes ocksa ett utdkat elfiske i dammen och héljan. Detta resulterade i fAngst
av 34 stycken solabborrar i dammen med varierande storlek mellan 2,6 - 6,2 cm och
i holjan fangades en fisk p4 5 cm (Sundqvist el al. 2023).

Tabell 1. Resultatet av férnyad eDNA-provtagning (se text). De laga volymerna filtrerat vatten
beror pa véldigt mycket partiklar i dammen. Se Sundqvist et al. (2023) fér mer detaljer. Signal-
styrkan markeras med "+” dar + &r svagast och +++ starkast signal.

Dammen (D) / héljan (H) filtrerad volym (ml) dPCR +/-
D11 130 +

D1:2 130 +

D2:1 60 ++

D2:2 65 +

D3:1 110 +++

D3:2 110 +++

H:1:1 70 ++

H:1:2 60 +

Indikationen pa arten i héljan vid dammen under provtagningen i juni visar pa
potentialen i tekniken. Det 4r en liten holja och elfisket dir borde ha visat pa fore-
komst av solabborre om de hade funnits dar vid prov-tillfillet. Den svaga, men
tydliga signalen indikerade att arten fanns i h6ljan eller uppstréoms i dammen.
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Nytt elfiske senare bekriftade ocksa forekomsten av solabborre bide i héljan och
uppstroms i dammen. Utan eDNA resultaten hade férmodligen arten betraktats som
utrotad efter tidigare bekimpningsinsatser dd dammen tomts.

Vi betraktar i ljuset av den undersékningen att eDNA kan anvédndas foér ver-
vakning av solabborre, men vi vet fortfarande inte hur minga prov som behdver tas
for att minimera risken for falska negativa, eller hur ménga fiskar per damm kravs
for en eDNA signal. I det hér fallet rér det sig om smé vatten och backar/aar i kombi-
nation med en relativt stor organism (fisk) som ocksa rr sig vilket sammantaget ir
faktorer som gor det léttare att fainga upp DNA-molekyler. Det kan ju ocksa noteras
att mangden filtrerat vatten (Tabell 1) 4r valdigt liten.

Naista exempel pa verifiering handlar om en art i marin, mer 6ppen miljo, som
formodligen 4r mer utmanande for tekniken - svartmunnad smorbult (Neogobius
melanostomus). Denna invasiva frimmande art upptéicktes forsta gdngen i
Karlskrona skédrgard 2008. Darefter har fynd rapporterats fran ménga lokaler fran
Goteborg pa vastkusten och runt kusten upp till Givle i Bottenhavet. Det dr en art
med stor invasions- och spridnings-potential och déarfor ar det viktigt att férekomst
och spridning 6vervakas om man 6nskar géra nagra insatser for att minimera
spridningen. Overvakning och inventering av fiskférekomster sker traditionellt
genom olika typer av provfiske vilket dr tidskrdvande och destruktivt eftersom
aven andra fiskarter fingas.

Om eDNA ska ersétta, eller komplettera, traditionell 6vervakning ir det viktigt
att med olika forsok verifiera att det fungerar i den miljé som tekniken ska anvandas.
En studie genomfordes dér vattenprover fran 10 lokaler analyserades for eDNA och
forekomsten av svartmunnad smorbult kontrollerades med provfiske i dessa lokaler
nagra dagar senare (Sundberg et al. 2022b). eDNA provtagningen genomfordes
innan fisket med burar och ryssjor for att forhindra kontamination pé lokalerna fran
dessa redskap. For att pavisa svartmunnad smoérbult anvindes dPCR tillsammans
med en utvecklad assay for arten (Panova et al. 2021).

For provfisket anvindes rdkburar, krabburar och sammanlidnkade ryssjor i
enlighet med de protokoll som finns for provfiske (Figur 6).

Figur 6. De fiskredskap som anvants for provfisket (fran Sundberg et al. 2022b).
Foto Johanna Bergkvist.
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Pé tre av lokalerna (Husvik Brannd, Stora Amundén, Hono Kl&va) hittades arten
med eDNA men inte vid provfisket (Tabell 2). Arten har tidigare rapporterats fran
de forsta tva lokalerna och med tanke pa spridningen runt Héno betraktar vi dven
detta fynd som sant positivt &ven om arten tidigare inte rapporterad just fran den
lokalen. Varken eDNA eller provfiske hittade arten pa lokalen "Tjolmenhamnen”
(Tabell 2) men det ir en lokal som vetter utat havet och vi bedémer resultatet som
sant negativt.

Resultaten verifierar att eDNA fungerar som metod fér 6vervakning av svart-
munnad smorbult och att den tycks mer effektiv 4n provfiske sdsom hir genomfort.
Eftersom DNA-analysen dessutom dr baserad pa kvantitativ PCR och inte sekvens-
ering sa blir den mer kostnadseffektiv 4n ett mer omfattande provfiske, och kriver
heller inga speciella tillstdnd. Resultaten visar ocksa pa betydelsen av att ta flera
prov per lokal. Exakt hur DNA sprids fran killan till omgivningen ir inte ként i
detalj, med det finns flera indikationer pé att forekomsten dr flickvis. Det kan bero
pa att DNA féster vid andra partiklar och alltsa inte forekommer i s stor utstrack-
nings som fria, jimt spridda, molekyler i vattnet.

Tabell 2. Lokaler och resultat av dPCR analysen som antalet positiva (spar av DNA fran svart-
munnad smérbult) per prov samt om férekomst av arten vid provfiske. Fyra prover (1 liter)
for eDNA togs pa varje lokal. Fran Sundberg et al. (2022b). 'Férekomst av fisken pa den har
lokalen innanfor piren (lokal 5) bekraftades med mete ndgot senare i samband med annan
undersoékning.

Lokal Antalet positiva Bekraftad forekomst (+)
prov/alla prov vid provfiske

1Husvik Branné 3/4

2 Farjelaget Vrango 2/4 +

3 Stora Amundén 3/4 -

4 Ganlets badplats 2/4 +

5 Langedrag 3/4 +

6 Hallsvik 1/4 +

7 Store Udd badplats 4/4 +

8 Sillviksbadet 4/4 +

9 Hono Klava 2/4 -

10 Tjolmenhamnen Ockerd 0/4 -

Extra Langedrag’ 4/4 +

VERIFIERING MED OBSERVATIONER BASERADE PA DYKNING

Lidersjopung (Styela clava) ar listad som invasivi HELCOM/OSPAR listan 6ver de
malarter som ska beaktas i samband med ansékan om undantag fran kravet pa
rening av barlastvatten enligt IMO “ballastwater convention”. Arten rapporterades
for forsta gngen i Sverige 2023 fran hamnar néra LyseKil (https://artfakta.se/art-
information). Inom projektets ram genomf&rdes ett test av mojligheten att anvinda
eDNA som metod for 6vervakning och tidig upptickt pd uppdrag av Linsstyrelsen
Vistra Gotaland. I undersOkningen ingick test av artspecifik assay och verifiering
av tekniken genom samtidiga observationer av dykare i vattnet. For detta valdes en
marina nira Skalhamn, norr om Lysekil, dér arten har tidigare patriffats och dykare
samma dag som var provtagning verifierade att arten var rikligt forekommande

i de omrédden som vi bendmnt 1-4 samt 7-10 (Figur 7). Se Sundberg et al. (2023b)
for detaljer.
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Figur 7. Provtagningspunkter Basteviksholmarnas marina (1-4; 7-10) plus liten hamn norr om
vagbanken (5) och Ramsvik (6). Fran Sundberg et al. 2023b.

Det var tydliga signaler av malarten p4 lokalerna inne i marinan (1-4; 7-10) dér ocksa
dykare konstaterade riklig forekomst (Tabell 3). Ingen dykning forekom pé lokalerna 5
och 6. Det fanns en tydlig signal av malarten pa en av provtagningsplatserna pé lokal 6
som var alldeles vid en brygga med péavaxt. Vi betraktar det som siker indikation pé att
ladersjopung dven fanns dér. Det dr hogst troligt med tanke pa nérheten till de andra
lokalerna med adulta individer som indikerar att arten bér ha funnits dér ett tag.

Tabell 3. Malartens DNA koncentration i kopior per pli de olika proverna (se Figur 7). P4 varje
insamlingslokal togs tva prover a” 1 liter vatten som filtrerades med 0.45 pm Sterivex-filter i
néra anslutning till provtagningen. Fran Sundberg et al. (2023b). 'medelvarde tva duplikat.

lokal/prov Malartens DNA, kopior per pl' lokal/prov Malartens DNA, kopior per pl'
11 2,2 611 4,6
1:2 2,3 6:2 0,4
2:1 5,5 71 1,4
2:2 5,2 7:2 6,4
3:1 3,3 8:1 11,1
3:2 10,3 8:2 5,2
411 79,5 91 2,7
4:2 3,3 9:2 3,4
5:1 0 101 1,5
5:2 0 10:2 4,5

Resultaten fran analysen baserat pa positiva kontroller och filt-proverna visar att
tekniken fungerar samt att eDNA kan anvindas for 6vervakning och upptéickt av arten.
Vi vet inte hur langt ifran killan det gar att hitta DNA fran arten och provtagning

boér darfor ske i direkt anslutning till pavixt pa potentiella habitat som till exempel
bryggor. Det gor ju ocksa provtagningen relativt enkel och kostnadseffektiv.
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3.2 Overvakning frimmande arter

En art (eller underart) definieras som frimmande om den har introducerats (med
eller utan méanniskans hjilp) utanfor sitt historiska eller nutida utbredningsomréde.
Arter som sprids och introduceras till nya miljéer med hjilp av médnniskan kan
paverka miljon och ekosystemen pé ett mycket negativt sétt. Detta kan f stora
ekonomiska konsekvenser for samhéllet, utgdra ett hot mot den biologiska méang-
falden, och 4ven ha direkta hilsoeffekter bade pd méinniskor och andra djur och
vaxter. Arter som far faste i miljon och som har férmagan att sprida sig bendmns
fraimmande invasiva arter (invasive alien species, IAS). Alla frimmande arter
beddms inte som invasiva; ibland anvinds det generella begreppet “NIS” fran
engelskans “non-indigenous species” for frimmande arter. Det ar viktigt att komma
ihag att vad som beddéms som “frimmande” dr en definitionsfraga. I Sverige utgar
vi ifran definitionen i Strand et al. (2018) som Klassificerar en art som fraimmande
om den forts in i landet med ménniskans hjalp efter 1800.

I den akvatiska miljon ar fartyg féormodligen en betydande Kkilla till att
fraimmande invasiva arter sprids, via pavaxt pa skroven eller via det barlastvatten
som fartyg tar in/sldpper ut i samband med lastning och lossning. Darfor 4r hamnar
och farleder speciellt intressanta nir det giller kontroll och évervakning av NIS
eftersom de av naturliga skil ar platser dér introduktionen ofta sker (Bergkvist et al.
2020a). Det kan ocksa finnas en sekundir spridning med fritidsbatar fran de storre
hamnarna och da sprids arter via pavéxt eller redskap (tex. ankare). Det kan dirfor
ocksé vara intressant att 6vervaka fritidsbatsmarinor, &ven om de férmodligen inte
ar den primdra platsen for introduktion av dessa artetr.

Behovet av att 6vervaka och beddma férekomsten och utbredningen av
fraimmande arter har 6kat under senare ar. For vattenmiljon styrs detta av ram-
direktivet for vatten, havsmiljodirektivet, barlastvattenkonventionen (IMO), havs-
miljokonventionerna HELCOM och OSPAR, och EU:s férordning om invasiva
fraimmande arter. En effektiv 6vervakning kriver ocksé effektiva metoder, och detta
ar speciellt viktigt for att snabbt kunna sétta in atgdrder om majligt for att forhindra
etablering och spridning. I 6vervakningen av frimmande arter ir det avgdrande att
kunna bestimma individer till art — i andra 6vervakningsprogram kan man kanske
nodja sig med att rapportera individer till hogre (som sldkte, familj, djurstam) taxon,
men per definition innebéar évervakning av invasiva arter ocksa att kunna identifiera
individer till art.

Traditionellt identifieras arter utifrdn morfologiska karaktarer vilket krdver god
kunskap om de grupper som skall bestimmas. Med tanke pa den stora artrikedomen
och generella diversiteten i den marina miljon ir det inte mojligt for enskild expert
att kunna identifiera allt med sédkerhet. Till detta kommer svarigheter att kunna
identifiera juvenila former av arter som kan se helt olika ut som adult, eller att kunna
bestimma larver och 4gg. Med tanke pi att snabb upptickt ar viktigt nir det géller
fraimmande och invasiva arter behéver det utvecklas metoder for palitlig och snabb
upptickt och identifiering av dessa arter. Det finns 4nnu inget nationellt antaget
program for 6vervakning men en utgdngspunkt gar att finna i HELCOM (2020) och
Granhag (2016) som beskriver olika undersdékningsmetoder. Dar ndmns fyto- och
zooplankton, pavaxtorganismer, avskrap av hardbottenfauna, mjukbottenlevande
makrofauna och flora, samt fillor for rorlig epifauna. Eftersom en fullstindig
undersdkning i en hamn utifrdn protokollet i HELCOM ér tidskrdvande och dyr
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utvirderades ett alternativ (Bergkvist et al. 2017) och 2019 startade Havs och Vatten-
myndigheten ett forenklat 6vervakningsprogram: “Rapid assessment survey” (RAS),
som senare under perioden utvecklades och bendmndes direfter eRAS (“extended
RAS”). I metoden ingdr undersdkningar av pavixt pa uthdngda paneler, avskrap
fran harda ytor i undersokta hamnar, artificiella habitat (burar) som ska finga mobil
fauna, och visuella observationer i vattnet efter synbara frimmande arter. Under
aren 2019-2021 undersdktes hamnar i Skine, Blekinge, Halland, Smaland, Oster-
gotland och pé Gotland (Bergkvist et al. 2020b,c; Bergkvist et al. 2021; Bergkvist

& Fransson 2022). Fran dessa undersokningar rapporterades 15 frimmande arter
(Mya arenaria har ocksa rapporterats men enligt definitionen i Strand et al. 2018
ir den inte att betraktas som frimmande).

Att inkludera DNA-baserade metoder for 6vervakning av frimmande arter fram-
stér alltmer som viktigt och avgdrande for korrekt och tidig upptickt av invasiva arter.
Det blir ocksé viktigare allteftersom taxonomisk kompetens for traditionell identifi-
ering av arter dr pa nedatgidende (Sundberg 2023). Det eRAS-baserade programmet
enligt Bergkvist et al. (2020b) kréver god taxonomisk kdinnedom om funna arter,
vilket dessutom forsvaras av att erfarenheten och kunskap om frimmande arter av
naturliga skil 4r mer begransad, speciellt nir de borjar upptrida i ett omrade. Dess-
utom kan vi férvanta oss att manga sprids hit som larver eller juveniler, nigot som
ar erkint svart att definiera. Molekyldra metoder hanterar ju ocksé dessa livsformer.

En foérsta utvirdering, och jimforelse, mellan DNA-baserad identifiering och
morfologisk identifiering utférdes runt inseglingen till PREEM-raffinaderiet 2017
(Sundberg et al. 2018). I ljuset av resultaten fran den studien utfordes pa uppdrag
av Havs- och Vattenmyndigheten inom ramen fér projektet fordjupade studier for
att utvirdera andra typer av paviaxtpaneler (ARMS) tillsammans med plankton i
vissa. Den studien utfordes i ett antal hamnar och farleder frin Strémstad i norr
till Helsingborg i soder utmed svenska vistkusten.

Nedanf6r rapportera vi tva studier som en del av den nationella 6vervaknings-
programmet féor marina frimmande och invasiva arter. Syftet med dessa studier var
att testa hur genetiska metoder kan férbéttra befintliga protokoll for 6vervakning av
marina frimmande arter.

3.2.1 Overvakning av frammande arter i hamnar

Under 2020 genomférde vi en studie (Sundberg et al. 2022a) for att undersoka om
DNA-baserad identifiering av arter kunde anvindas inom 6vervakningen. Under-
s6kningen baserades pa en den typ av pavaxt-paneler som anvinds inom det inter-
nationella ARMS-BON projektet (Obst et al. 2020) med en standardiserad hantering
av prover och data (Figur 8). DNA metabarcoding gjordes for tre genetiska markorer:
COI, 18S och ITS enligt ARMS-BON protokoll.
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Figur 8. Ihopsatt ARMS system med betongplatta i botten fardigt att laggas ut. Pavaxtpanel
efter tre manader pa botten i inloppet till Gteborgs hamn. Fran Sundberg et al. 2022a.

Det togs ocksé en del planktonprover pa vissa av de platser dir det fanns paneler. Studien
utfordes under vintern, viren, och férsommaren 2020 i och omkring kommersiella
hamnar utmed vistkusten som antas kunna vara inkorsportar fér frimmande invasiva
arter via barlastvatten och pavéxt fran/pa handelsfartyg. De kommersiella hamnarna som
ingick i studien dr Preem-raffinaderiet (Brofjorden), hamnarna i Géteborg, Varberg och
Helsingborg (Figur 9). I studien ingick ocksd Marstrandsfjorden — en plats dér sjofarts-
trafiken in till Uddevalla och Stenungsund passerar. Platser runt Géteborgs hamn valdes
utefter dominerande vattenstromningar ut fran hamnen. Tva smabatshamnar/marinor
ingick (Getterdn, Marstrand), valda for att de 4r populdra hamnar for fritidsbatar fran
utlandet och att de &r platser ddr inhemsk sekundér spridning via fritidsbatar kan tinkas
upptrada tidigt. Resultatet fran studien redovisas kortfattat i kapitel 3.2.1 nedan. Mer
information om lokaler och tidpunkter finns i Sundberg et al. (2022a).
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Figur 9. Lokaler utmed svenska vastkusten dar pavéaxtpaneler har placerats bla punkter), och dar
det bade funnits paneler och tagits planktonprover (gra punkter). Frdn Sundberg et al. (2022a).
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DNA fran bulkprover (pavaxt och planktonprov) extraherades och sekvenserades
som beskrivs ovan och i Sundberg et al. (2022a). Sekvenser matchades mot olika
referensdatabaser och resultaten sammanfattas i Tabell 4.

Tabell 4. Sammanstallning av fraimmande arter (NIS) listade i Aqua-NIS och de som riskklassi-
ficerats krigsklassificerade som invasiva av Havs- och Vattenmyndigheten (HaV), Helcom/
Ospar (HEL & OSP) och SLU. A = funna pd ARMS-panelerna, P = i planktonprov, AP = bade i
plankton och pa paneler. Sekvenser matchades mot féljande referensdatabaser: HELCOM
and OSPAR, Havs- och Vattenmyndigheten, SLU Artfakta, och mot AquaNIS databaser. Max
sim (%) anger maximala procent likhet mellan hittad sekvens och sekvens i databas. Notera
att alla de arter som rapporteras i AquaNIS &r inte utredda som fraimmande i Sverige enligt
definitionen i Strand et al. (2018). Sandmussla (Mya arenaria) &r med i listan &ven om den inte
ar frammande i Sverige, men ddaremot klassad som det i Danmark. Arter som tidigare rapport-
erats som ovanlig markeras med en * och frimmande arter som fér férsta gdngen rapport-
erats med tva **,

Vetenskapligt namn Djurstam Klass HaV | HEL& | SLU | Aqua- | Maxsim | Insamlings-
OSP NIS (%) metod
(A, P,AP)
Acartia clausi Arthropoda Copepoda X 100 AP
Acartia tonsa Arthropoda Copepoda X X 100
Acrochaetium moniliforme Rhodophyta Florideophyceae X 100 A
Aglaothamnion halliae Rhodophyta Florideophyceae X X X 100 A
Amathia imbricata* Bryozoa Gymnolaemata X 99.67 AP
Amphibalanus amphitrite Arthropoda Thecostraca X 100 AP
Amphibalanus eburneus Arthropoda Thecostraca X 100 AP
Amphibalanus improvisus Arthropoda Thecostraca X X X 100 AP
Antithamnionella spirographidis Rhodophyta Florideophyceae X 98.71 A
Bonnemaisonia hamifera Rhodophyta Florideophyceae X X X 100 AP
Calanus euxinus Arthropoda Copepoda X 100 P
Caprella mutica Arthropoda Malacostraca X X X X 100
Crepidula fornicata Mollusca Gastropoda X X X X 100 A
Dasya baillouviana** Rhodophyta Florideophyceae X X X 98.00 P
Dasysiphonia japonica Rhodophyta Florideophyceae X X X 100 AP
Ercolania viridis** Mollusca Gastropoda X 99.35 P
Gonionemus vertens* Cnidaria Hydrozoa X 100 A
Haminoea solitaria** Mollusca Gastropoda X 99.68
Hydroides elegans** Annelida Polychaeta X X 98.00 A
Hymeniacidon sinapium** Mollusca Gastropoda X 99.00 AP
Jassa marmorata Arthropoda Malacostraca X 100 A
Lyrodus pedicellatus** Mollusca Bivalvia X 99.00 AP
Mnemiopsis leidyi Ctenophora Tentaculata X X X X 99.80 P
Monocorophium acherusicum Arthropoda Malacostraca X 100
Monocorophium sextonae Arthropoda Malacostraca X 100 A
Mya arenaria’ Mollusca Bivalvia X 100 AP
Mytilus trossulus Mollusca Bivalvia X 100 A
Penilia avirostris Arthropoda Branchiopoda X X X 100 P
Petricolaria pholadiformis Arthropoda Copepoda X X 99.00 P
Pileolaria militaris** Annelida Polychaeta X 100 A
Proceraea cornuta Annelida Polychaeta X 100 A
Pseudochattonella verruculosa** Ochrophyta Dictyochophyceae X X X X 98 P
Pseudodiaptomus marinus** Arthropoda Copepoda X 99.68 P
Sparus aurata Chordata Actinopteri X 100 A
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Med den hér tekniken gick det att hitta sammanlagt 29 arter pd AquaNIS-listan
varav 11 arter dr riskklassade som invasiva, se ocksa Sundberg et al. (2022a). Studien
visar, trots sin begrdnsning i tid och rum, att genetiska metoder ar effektiva i att
hitta frimmande arter.

3.2.2 Jamforande studier av eRAS versus eDNA
i Wallhamn

Under 2022 genomférdes en mer direkt jimforelse mellan DNA-baserad 6vervakning
och eRAS protokollet i hamnen Wallhamn pa Tjérn (Figur 10) pa uppdrag av Havs
och Vattenmyndigheten. Hamnen 4r en av de som identifierats som "hot-spot” for
introduktion av frimmande arter. Hir baserades jaimforelsen p4 DNA fran bulk-
prover (pavaxt ARMS och plankton) samt eDNA fran vattenprover. eRAS utforde
enligt protokollet i Bergkvist et al. (2020Db).

Hamnen valdes baserat pé att det dr en etablerad hamn som anlops av ett stort
antal fartyg varje ir. I eRAS protokollet ingdr momenten pavixtplattor, artificiella
habitat, skrap av pavixt fran befintliga strukturer, samt visuella observationer av
fraimmande arter (som till exempel amerikansk kammanet). Den DNA-baserade
identifieringen ir baserad pa pavixtpaneler (ARMS), planktonprover, och eDNA
fran filtrerade vattenprover och beskrivs i detalj i Obst et al. (2023).

Wallhamn

RAS O
Pavaxtpaneler @

Artificiella habitat O

Skrap ®
ARMS O
Plankton )
eDNA vatten )

Figur 10. Placeringen av provpunkter i Wallhamn. Norra delen &r den kommersiella hamnen, och
den sddra delen ar Wallhamn Marina. Marinan utnyttjades for flera prover eftersom den var mer
tillganglig och utlagda redskap inte riskerades att storas av tung battrafik. Avstandet mellan
hamn och marina ar ndgra hundra meter och detta i kombination med att det ar en vik gjorde
att vi bedémde det att fauna och flora borde vara lika pa bagge sidor. Fran Obst et al. (2023).

Unders6kningen baserades pd sammanlagt 9 planktonprover, 9 eDNA, 3 skrap
(eRAS), 2 artificiella habitat, 4 pavaxtpaneler (eRAS-standard). Studien paboérjades
23 juni och avslutades 9 september — detaljer i Obst et al. (2023).

Fran DNA-proverna identifierades sammanlagt 289 arter, merparten i eDNA och
planktonproverna varav 10 dr frimmande. Tva markorer anvandes i studien: 18S och
COI och den senare var mest effektiv for att identifiera fraimmande arter (Tabell 5).
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Tabell 5. Frimmande arter som identifierats med DNA utifrén listor i HaV och Adb NIS.
I kolumn Prov listas proverna som arten identifierades i (v = vatten, p = plankton, a = ARMS).
Prover togs vid tre tillfillen: 26/6 = jun; 4/8 = aug; 9/9 = sep. Fran Obst et al. (2023).

Markér: COI
Djurstam Klass Ordning Familj Slakte Art
Pyrrophycophyta Dinophyceae Gonyaulacales Goniodomataceae Alexandrium Alexandrium
minutum
Arthropoda Thecostraca Sessilia Balanidae Amphibalanus Amphibalanus
improvisus
Rhodophyta Florideophyceae Bonnemaisoniales | Bonnemaisoniaceae Bonnemaisonia Bonnemaisonia
hamifera
Mollusca Gastropoda Littorinimorpha Calyptraeidae Crepidula Crepidula
fornicata
Ochrophyta Raphidophyceae Fibrocapsa Fibrocapsa
japonica
Ctenophora Tentaculata Lobata Bolinopsidae Mnemiopsis Mnemiopsis
leidyi
Chordata Actinopterygii Gobiiformes Gobiidae Neogobius Neogobius
melanostomus
Rhodophyta Florideophyceae Ceramiales Rhodomelaceae Neosiphonia Neosiphonia
harveyi
Arthropoda Branchiopoda Ctenopoda Sididae Penilia Penilia
avirostris
Markér: 18S
Djurstam Klass Ordning Familj Slakte Art
Dinoflagellata Dinophyceae Gonyaulacales Goniodomataceae Alexandrium Alexandrium
minutum
Ochrophyta Bacillariophyta Bacillariophyta Polar-centric- Chaetoceros Chaetoceros
Mediophyceae seiracanthus
Ochrophyta Raphidophyceae Raphidophyceae Raphidophyceae_XX | Fibrocapsa Fibrocapsa
japonica
Metazoa Arthropoda Crustacea Branchiopoda Penilia Penilia
avirostris

Unders6kningarna baserat pa eRAS standarden med pavixtpaneler, artificiella
habitat, RAS och skrap identifierade totalt 14 arter (varav 12 pa paviaxtpanelerna
och 6 i de artificiella habitaten). Inga frimmande arter patriffades i Wallhamn

med eRAS.

Resultatet visar tydligt att en DNA-baserad 0vervakning av frimmande arter
hittar fler 4n den etablerade eRAS-standarden.

3.2.3 Undersdkning av sekundar spridning av frammande
arter pa fritidsbat-skrov

Aven om fritidsbatar formodligen inte ir en betydande vektor fér introduktion av
fraimmande arter, sa kan de fungera som sekundira spridare. Speciellt kanske géaller

detta bitar som har sin hemmahamn i ndrheten av en hamn med manga internat-
ionella anlop. Exempel pé detta dr flera smibatshamnar i Géteborg som ligger i
direkt nérhet till den stora kommersiella hamnen. Det finns dirfor intresse for att

utveckla och testa DNA-baserade metoder fOr att artbestimma pavaxt pa skroven av
fritidsbatar, speciellt de lite stdrre som ror sig lingre bort frin hemmahamnen. Viss
pavaxt gar ju enkelt att identifiera fran habitus (till exempel olika havstulpaner) men
mycket av pd vixten dr mera som en filt och kan innehélla larver, 4gg och settlings-
stadier av arter och svara att identifiera (Figur 11).
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P4 uppdrag av Lansstyrelsen i Stockholm genomférdes en undersékning 2022 i
samband med hostupptagningen av batar pa tva marinor: Tralhavet batklubb och
Bulland6 marina. Pavaxt (biofilm och organismer) skrapades av och fixerades/
forvarades i 70+% etanol fram till extraktion (Figur 11).

e Heaile k.

S

Figur 11. Exempel pa provtagning i smabatshamnar (vanstra) samt pavéxt pa fritidsbatar (hogra).
Fran Panova et al. 2023b. Foto Jennie Barthel Svedén.

Analysen baserades pa bide Sanger-sekvensering och metabarcoding (metod-
forklaringar se kapitel 2). For Sanger-sekvensering anvindes den mitokondriella
COI-genen eftersom vi foérvantade oss huvudsakligen evertebrater och det finns
en bra referensdatabas for den genen. Fér metabarcoding analysen anvandes tre
molekyldra markorer: 16S (med fokus pa blagrona alger), 18S (eukaryoter) och COI
(evertebrater) fOr att ticka in ett storre antal organismgrupper. For 16S analyser-
ades resultaten med hjilp av mothur pipelinen (Schloss et al. 2009) och for 18S
och COI med DADA2 R package (Callahan et al. 2016). Sekvensdata artbestimdes
av identifieringsfunktioner i databaserna SILVA for 16S, PR2 for 18S och BOLD
(https://boldsystems.org) for COI medan forekomst av identifierade arter i Sverige
kontrollerades i SLU Artdatabanken portal (https://artfakta.se). Ytterligare detaljer
for analysen finns i Panova et al. (2023b).

Sammanlagt kunde 12 arter identifieras bland pavixten med hjilp av Sanger
sekvenseringen. Férutom de vanliga paviaxtorganismerna som havstulpaner och
blidmussla patréffades tre frimmande arter som kKlubbpolypen Cordylophora caspia
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fran pontokaspiska regionen, nordamerikanska marlkraftan Gammarus tigrinus och
trekantig brackvattensmussla Mytilopsis leucophaeata, vilket tyder pi att fritidsbatar
kan vara en viktig vektor for spridning av frimmande arter. Fyndet av trekantig
brackvattensmussla dr sérskilt intressant eftersom arten &r relativt nyligen noterad i
Stockholms skérgard, och arten ar klassificerad som en hog-risk art i Sverige (Strand
et al. 2018). Metabarcoding analyser rapporterade forekomst av ett stort antal arter
i pavéxten: kring 100 olika blagrona alger med 168S, 118 olika eukaryoter med ett
brett spektrum av mikro- och makroorganismer patraffades med 18S och 114 arter,
huvudsakligen evertebrater men dven vissa makroalger, med COI. Studien visade
att pavaxten fran batskrov ar ett rikt samhaélle som potentiellt kan innehalla olika
fraimmande invasiva arter.

3.2.4 Utbredning och spridningsmdnster av en invasiv
foraminifer

En potentiellt invasiv foraminifer (Rhizaria), Nonionella sp. T1, upptécktes nyligen
i Skagerrak och dess fjordar (Figur 12, A). For att dokumentera utbredningen och
forstd spridningsmonstret utvecklade vi en artspecifik dPCR assay. Tillimpning
av assayn gav likande resultat som manuell berdkning av organismernas lokala
abundans i sedimentet men visar sig vara mycket mindre tidskrdvande (Figur 12 B).
Denna studie indikerade ocksa att Nonionella sp. T1 har tagit sig forbi det yttre
Skagerrak och i stéllet etablerat sig i svenska vastkustfjordar (Gullmarsfjorden,
Hakefjorden och Byfjorden, Figur 12 C), dar den ibland utgdr upp till hilften

av det levande foraminifer-samhaéllet i fjordmynningsomraden. Ekologin hos
Nonionella sp. T1 och dess potentiella invasiva effekter ar fortfarande till stor

del okénda, men det verkar vara en opportunist som anvinder flera energikéllor
sasom nitratandning och kleptoplastik tillsammans med en mdéjligen mer effektiv
reproduktionsstrategi for att fa en fordel gentemot de inhemska foraminifera
arterna. Studien visar att dPCR 4r en mycket 1dmplig metod for att effektivt spara
utbredning, spridning, och abundans av Nonionella sp. T1.
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Figur 12. A: Rasterelektronmikroskopiska fotografier av Nonionella sp. T1fran Skagerrak. B:
Samband mellan resultat av fjordstationernas Nonionella sp. T1 dPCR DNA-koncentrationer

i kopior per mikroliter pa Y-axeln mot koncentration av Nonionella sp. T1-celler hittade genom
mikroskopiska analys, i individer/10 ml sediment, p& X-axeln i sedimentprover analyserade med
bégge metoder, Varje cirkel representerar en fjordstation. Vardena visar en signifikant positiv
korrelation; Pearsons r(6) = 0,998, n = 8, p < 0,001. Station GC representerar ett extremvarde
(z-poéng = +2,655) och har utelamnats i denna figur, pa grund av en uppmatt DNA-koncentra-
tion en storleksordning stérre &n de andra fjordstationerna. C: Karta 6ver provtagna stationer
i Gullmarsfjorden, Byfjorden och Hakefjorden. Fran Morin et al. (2023).
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3.3 Overvakning av rodlistade och fridlysta
arter

I Sveriges sotvatten finns idag sju inhemska musselarter med samlingsnamnet stor-
musslor. De ar bottenlevande, filtrerande djur som sitter nedgrivda med bakidnden
uppat och sifonerna éppna mot det strommande vattnet. Nagra av arterna lever
huvudsakligen i sjdbar och dammar men samtliga kan patriffas i rinnande vatten.

Det finns ett nationellt program for 6vervakning av limniska stormusslor som
syftar till att félja férdndring av populationsstorlek och tithet samt férindring i
alders/storleksstrukturen i avgransade bestand av stormusslor. De mest anvinda
metoderna for inventering och évervakning fram till idag 4r vadning med vatten-
kikare, fridykning och anvindning av Lutherréfsa (kastkratta). Luftdykning har
hittills enbart anvénts sporadiskt i djupare vattendrag men i framtiden rdknar
linen med att 6ka anvindning av bade fridykning och luftdykning (Lundberg &
Bergengren 2008)

Aven om eDNA undersékningar av stormusslor inte kan besvara flera av de
fragor som stills i 6vervakningsprogrammet si kan det ge svar paA om en musselart
finns i ett vattendrag eller sjo. Denna kunskap kan sedan medftra en mer detaljerad
Overvakning enligt programmets riktlinjer och pa det sittet géra Overvakningen
mer kostnadseffektiv.

Stormusslor 6vervakas traditionellt genom visuella observationer, ndgot som
ar bade tids- och personal-krivande. Det finns darfor ett incitament att kunna
ersitta detta med eDNA-baserad bekriftelse av forekomst. Inom projektet utveck-
lades darfor assayer baserade pa dPCR for fyra arter: flodparlmussla (Margaritifera
margaritifera), akta malarmussla (Unio pictorium), tjockskalig malarmussla (Unio
crassus) och flat dammussla (Pseudoanodonta complanata). Fokus har varit pa
flodparlmussla dir det genomfordes flera undersékningar i olika vattendrag under
projekttiden. Hir rapporterar vi bara tva studier. En genomf6rdes i Sollumsén i
Vistra Gotaland dir vi utgick ifrin en lokal med visuellt bekrédftad population. Den
andra studien gillde férekomst och kartliggning av alla fyra arter i tva vattendrag
i Kalmar lén (Alsterdn och Viran).

3.31 Overvakning av rédlistade stormusslor i Sollumsén

I Sollumsan togs flera prover nedstréms till ett avstdnd pa ungefir 1,5 km fran lokal
1. Det finns observationer av populationer i den strdckan (inte bekréftat av oss) si
nedstroms prover gar inte att tolka i termer som hur langt ifran killan det gar att
uppticka musslorna. I ett liknande forsok i Norge (Wacker et al. 2019) visades att
detekterbart DNA spreds flera kilometer nedstréms. Den studien visade ocksa pa
arstidsvariationer — nigot vi inte undersokte systematiskt men prov togs pa lokal 1
vid tre olika tillfdllen: i mars, maj och september. En faktor som kan p&verka malarts
DNA koncentrationen ar stora skillnader i vattenstand (Figur 13). Andra faktorer kan
vara kopplade till musslornas biologi, d& de sldpper mer DNA under aktiv filtrering
och lek i augusti-september, for mer detaljer se Sundberg et al. (manuskript). Slut-
satsen dr att september dr den bista sisongen for eDNA inventering av musslor.
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Figur 13. Sollumsén, vattensténd vid tva tillfallen: 23/3-2020 till véinster och samma plats
13/5-2020 till héger. Lokaler 1 och 4 i Tabell 6 ligger cirka 20 meter uppstréms den hér platsen.

Tabell 6. Test av eDNA for 6vervakning av flodparlmussla i Sollumsan. Datum fér provtagning,
antal prov per lokal och malarts-DNA koncentration fran dPCR analysen (medelvéirden fér
2 replikat). Fran Sundberg et al. (manuskript).

Lokal Datum Antal prov Filtrerad volym,mL  DNA kopior/pL
Sollumsan1 2020-03-23 4 750-900 0-0,3
Sollumsan 2 2020-03-23 4 700-850 0-0,3
Sollumsan 3 2020-03-23 4 850 0-0,3
Sollumsan 4 2020-05-13 4 850-1000 0,03-80,9
Sollumsan 5 2020-05-13 3 850 0,1-39,7
Sollumsan 6 2021-09-22 5 1000 46,3-92,7
Sollumsan7 2021-09-22 5 690-810 279-44,3
Sollumsan 8 2021-09-22 5 250-300 6,2-9,4

Testet i Sollumsan visade att eDNA i kombination med dPCR &r en fungerande
metod fOr att pavisa forekomsten av arten. Den verifierades ocksé genom att koppla
till en observerad och bekréftad population (lokal 1) av levande flodparlmusslor.
Skillnaden i mdngd DNA-molekyler mellan de tva insamlingstillfdllena pa lokal 1
(mars och maj) med olika vattenstand visar pa betydelsen av abiotiska faktorer som
kan paverka hur mycket DNA som kan detekteras och darmed en eventuell koppling
till populationsstorlek. I det hir fallet har ingen férandring i musselbestandet skett
under perioden mellan provtagningar.

3.3.2 Overvakning av rédlistade stormusslor i Alsteran
och Viran

Utifran erfarenheterna med flodparlmussla utvecklades assays for de andra tre stor-
musslorna ovan. Dessa, tillsammans med flodparlmussla, testades i en undersékning
itva vattendrag (Alsterdn och Viran) i Kalmar Lin. Hir anvindes ocksi mdjligheten
att samtidigt analysera upp till fem arter i det dPCR-system som anvénts. Vi har inte
testat kénslighet av multiplex metoden i jimforelse med analyser av en art i taget
statistiskt men vi observerade inga skillnader i dPCR signal i positiva kontroller
(DNA fran de olika musslorna) nir flera arter analyserades samtidigt eller var for sig.
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Tabell 7 visar pa resultaten frdn dPCR i antal kopior av malarts DNA per pl PCR
reaktion som inneholl 10 pl av eDNA tillsammans med filtrerad vattenvolym. Vatten-
volym som kunde filtreras genom 0.45 m Sterivex filter varierade mellan 360 och
1000 ml, och i detta fall fanns ingen signifikant korrelation mellan filtrerad volym
och méilarts DNA koncentrationerna (Sundberg et al. manuskript). Figur 14 visar
resultat fran tabell 7 omridknad som medelvirden mellan tva replikat fran varje lokal.

Tabell 7. Identifiering av fyra stormusslor i Alsteran och Virdn med eDNA. Provlokal, filtrerad

vattenvolym (med 0.45 pm Sterivex filter), och malarts DNA koncentration i kopior per ul PCR
reaktion. A = Unio pictorium, B = Pseudoanodonta complanata, C = Margaritifera margaritifera,
D = Unio crassus. Fran Sundberg et al. (manuskript).

Lokal Prov Filtrerad DNAA DNAB DNAC DNAD
volym (ml) (kopior/pl) (kopior/pl)  (kopior/p)  (kopior/pl)
Alsteran1 Al 900 2,5 34,5 0 58
Al:2 960 2 51 0 71,5
Alsteran 2 A2:1 840 1 23,5 1 0
A2:2 900 0,5 14,5 0 0
Alsteran 3 A3:1 660 6,5 32 0 0
A3:2 780 12 12 1 1
Alsteran 4 A4 720 14 5,5 0 0
A4:2 600 20 5 0 0
Alsteran 5 A5:1 420 10 4,5 0,5 0
A5:2 420 10 4,5 0 0
Alsteran 6 A6:1 420 77 0,5 0,5 0
AB:2 360 86 1 0 0
Alsteran?7 A7:1 360 0 0 0 0
A7:2 420 23 0 0 0
Alsteran 8 A8:1 660 60 5 0 0
A8:2 600 50,5 5 0 0
Alsteran 9 A9:1 600 29,5 2,5 0 0
A9:2 660 33,5 9,5 0 0
Alsteran 10 A10:1 720 0 0,5 0 0
A10:2 720 0 0,5 0 0
Viran1 \AH( 1000 6,5 4 0 123,5
V1:2 1000 16,5 6 0,5 44
Virdn 2 V2:1 1000 32,5 7 0 39,5
V2:2 1000 0 0 0 0
Virdn 3 V3:1 840 0,5 0 0 1
V3:2 780 0,5 0 0 0
Viran 4 V4:1 720 16,5 4 0 3,5
V4:2 690 14 0,5 0 1
Virdn 5 V5:1 1000 73,5 6,5 0,5 17
V5:2 960 83,5 18 0 27
Virédn 6 V6:1 1000 0 0 0 0
V6:2 1000 0 0 0 0
Viran 7 V7:1 960 0 0 0 0,5
V7:2 840 1 2,5 0 0,5
Virédn 8 V8:1 720 49 2 0 0
V8:2 1000 19 1,5 0 0
Virdn 9 VI 600 0 0,5 0 0
V9:2 720 0 0 0 0
Virdn 10 V10:1 1000 97 10,5 0 0
V10:2 1000 68,5 19,5 0 0
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Figur 14. Grafisk presentation av resultaten i Tabell 7. Malarts DNA koncentrationer visas i
kopior per pul PCR reaktion som inneh6ll 10 pl eDNA.

Resultaten visar att dPCR metoden kan 6vervaka férekomst av flera réd-listade
arter samtidigt 1angs en flod. Férekomsten av tjock mélarmussla (Unio crassus) var
tidigare okdnt men i ljuset av eDNA besoOktes lokalerna och férekomsten av arten
kunde bekriftas med visuella observationer.
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34 Overvakning av allmén biologisk
mangfald

3.4.1 Skattning av marin biodiversitet med eDNA

Manga exempel, speciellt initialt, pd framgangsrik anvindning av eDNA i miljo-
Overvakningen kommer fran sjdar och vattendrag. I den miljon dr avgridnsningen
tydligare vad som undersoks. I havet ddremot dr det mer oklart — plockar vi upp DNA
fran mer avligsna platser och observationer kanske undersokningen da egentligen
inte sdger nagot om hur det ser ut just pa den platsen vi genomfér undersokningen?
Dessutom &r den taxonomiska diversiteten i den marina miljon med alla drygt

30 djurstammar representerade plus en rikare algflora.

Tillsammans med Kkollegor i Danmark genomfordes en undersékning pa nio
hardbottenrev i Kattegatt och Ostersjoén (Figur 15). Syftet var att jimféra eDNA som
metod for att skatta biodiversiteten pa dessa rev och jaimfora med dykbaserad over-
vakning som tidigare anvints i kontrollprogrammet for att utreda om DNA langt
ifran plockas upp, eller om den funna artsammanséattningen kan hinforas till reven
(Staehr et al. 2022). Vattenprover for eDNA togs nedstroms, uppstréoms och direkt
Over nio reven som dr omgiven av mjukbottnar med annan fauna och vaxtlighet.
Varje vattenprov bestod av 780-1200 ml vatten taget ca. 1 m frdn botten som direkt
filtrerades genom 0.22 pm Sterivex filter.
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Figur 15. Lokaliseringen av de nio hardbottensreven i Kattegatt och Ostersjén. Fran Staehr
etal.(2022).
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Tabell 8 sammanstiller arter/sldkten som hittats med de tva olika metoderna for
skattning av biodiversiteten. Hir sammanfattar vi de viktigaste resultaten, mer
detaljer och utférligare analyser finns i Staehr et al. (2022). Overlag hittas fler arter
med eDNA fran tre markdrer (COI, 18S, och 12S) men f6r makroalger fungerar inte
de markdrer som anvants och dessa saknas i eDNA resultat (Tabell 8, Figur 16). Nar
det giller makroalger saknas det beprdvade protokoll fo6r metabarcoding (Bartolo
et al. 2020).

Vi ser att 6verlappen av gemensamt patrédffade arter inte dr s& hog. Det visar att
varken eDNA eller dykning ger en fullstindig bild av artsammanséittningen p reven
men nir det kommer till infauna och fisk 4r eDNA 6verldgsen dykning. Med tanke pa
att dykning ar personalkrdvande och kostsam sa blir eDNA ett mer kostnadseffektivt
alternativ — dock inte fullt tdckande.

Nér det giller artsammansattningen upp-, ned-stroms, pa reven sé finns det
ingen indikation pa annat 4n att de prov som tas direkt 6ver reven speglar diversi-
teten dar och i den absoluta nirmsta omgivningen.

Tabell 8. Sammanstillning dver antalet funna arter/taxa med olika metoder (fran Staehr
etal.2022).

Taxonomisk nivd  Funktionell grupp  Antal fran Antalfrdn  Tillsammans  Totalt
dykning prov eDNA (% av totala
antalet)
art makroalger 78 33 16 (13) 127
epifauna 94 143 48 (17) 285
fisk 8 36 4(8) 48
infauna 4 118 2(2) 124
total 184 330 70 (12) 584
slékte makroalger 49 18 22 (25) 89
epifauna 69 105 50 (22) 224
fisk 5 26 6 (16) 37
infauna 2 98 3(3) 103
total 125 247 81(18) 453
100
N cDNA
®» 80 I Diver all
g T [ Diver site
c
-S 60 4
= Diver = Both eDNA
2 40 184 | 70 330
o
a
& 201
0 -

Reef no

Figur 16. Grafisk sammanfattning av resultaten i Tabell 8. Till vanster: Jamférelse av det genom-
snittliga antalet arter som observerats genom eDNA och dykarbaserade observationer vid varje
rev.”Diver all” &r ett genomsnitt av antalet arter som observerats fran flera dykplatser, medan
"Diver site” ar antalet arter pa platsen fér eDNA-provtagning. Felstaplar anger en standard-
avvikelse. Till héger: Overlapp i antal identifierade arter med de tva évervakningsmetoder
(dykning, eDNA). Fran Staehr et al. (2022).
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3.4.2 Mot ett genetisk dvervakningsprogram

Med bakgrund i alla tidigare pilotférsok och implementeringsstudier lanserades
sommaren 2021 ett pan-Europeisk ndtverk for genetisk évervakning i kustnira
omraden (Santi et al. 2023). Detta nitverk har nu utvecklats och idag ingdr mer 4n
20 langtids-6vervakningsstationer som anvinder samma protoKkoll och metoder
for att dokumentera den genetiska mangfalden och artsammanséttning i plankton,
mjuk- och hardbottenmiljéer. Sverige bidrar i dagslaget med tre stationer for 1ang-
tidsovervakning (Kosterhavets nationalpark, Linnaeus Microbial Observatory,
Umed Marina Forskningsstation). Natverket dr 1dngtidsfinansierad av den marina
forskningsinfrastrukturen EMBRC (www.EMBRC.eu) och GU koordinerar 6ver-
vakningsprogrammet for hardbotten (Obst et al. 2020). Exempel pé tilldimpningar
av denna observationsnétverket ir spridningsstudier fér frimmande arter (Martaeng
et al. 2023, Sundberg et al. 2022).
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Figur 17. Karta som visar platsen for de 19 EMO BON (European Marine Omics Biodiversity
Observation Network) observationsstationer. Typen av provtagning visas i fargkoder under varje
observationsetikett. Wa.1: Vattenpelares provtagning (mikroorganismmodul); So.mi: Provtagning
av mjukt substrat (mikroorganismmodul); So, me: Sampling av mjukt substrat (meiobenthos-
modul); So.ma: Provtagning av mjukt substrat (makrobentosmodul); Ha: Provtagning av hart
substrat (Modul fér Autonomous Reef Monitoring Structure).
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4. Diskussion

Det rader ingen tvekan om att olika DNA-baserade metoder for att identifiera

och upptéicka arter kommer att fa en allt stdrre betydelse i miljoévervakningen.
Det finns ménga publicerade framgingsrika studier baserade pd eDNA och vi har
ocksa visat under projektets gang i samband med olika undersékningar och tester
att det fungerar och i vissa fall sdkert kan ersitta befintliga metoder, beroende pa
frgestillningen. Handlar det till exempel att pavisa férekomsten av fiskarter i en
sjo fungerar det bra, men det ger ingen uppfattning om storlek, dldersfordelning,
reproduktiv status — frigor som kan vara viktiga i ett bevarandeperspektiv. Det dr
darfor viktigt att det blir tydligt for myndigheter, vattenvirdsférbund och andra
aktorer vad eDNA kan gora, och vad tekniken inte kan gora. Hér har vi stdtt pd en
bristande kunskap och kanske att tekniken speciellt i bérjan har presenterats pa ett
sitt som gor att det har stillts orimliga och oriktiga forvantningar. Sa 4r metoderna
mogna for mer omfattande anvindning? Vi tror det men vill samtidigt lyfta nagra
aspekter som behover synliggoras, utvarderas och diskuteras. Det giller till exempel
hur metabarcoding studier ska tolkas och analyseras, behovet av verifiering och
risken for olika falska svar.

Metabarcoding

Metabarcoding av hela den biologiska samhéllen ar férmodligen den vanligaste
applikationen av eDNA, speciellt ndr det kommer till fisksamhéllen i den limniska
miljon. Har presenteras oftast resultatet som en lista av patraffade arter men utan
djupare bakgrundsinformation. Detta har diskuterats och patalats i Sundberg

et al. (2020) med en uppmaning till bestéllare att stélla storre krav pa levererade
rapporter. Idag gar det inte att pa ett vedertaget vetenskapligt satt utvirdera, eller
upprepa studierna, utifrdn den data som presenteras. Det framfors ibland att om
alla dessa detaljer ska vara med si blir rapporterna for tekniska, men det finns
idag inga hinder att gora olika bakgrundsdata och annan mer teknisk information
tillgdnglig i olika databaser. Inom den vetenskapliga publiceringen har det idag
till exempel blivit standard att Iigga den hir typen av information som “supple-
mentary material” utanfor sjilva publikationen. Vi ser idag inga tekniska hinder
for att, speciellt, bestdllande myndigheter hanterar dataliggningen av information
pa ett sddant sitt sa att den blir tillginglig for extern utvirdering och for framtida
(andra) analysmetoder.

Att svaret kan bero pa vad man fragar giller ocksé i hég utstrickning metabar-
coding-analyser. De generella primrar som anvands kommer att svara pa olika satt
mot olika arter — fOr vissa passar den béttre och for andra sdmre. Det kommer att
paverka hur manga sekvenser som produceras i sekvenseringssteget och det hir
kan paverka till exempel om resultatet tolkas i form av populationsstorlek. Det kan
ocksé innebéra att vissa mer ovanliga arter “skuggas” i analysen och kanske inte alls
noteras. Detta dr dock en mycket vanlig artefakt &ven med traditionella metoder.

Vi dr tveksamma till att relatera mangden sekvens-lasningar till populations-
storlek annat dn i mycket generella och relativa termer. Aven om abundans paverkar
sa finns det manga andra faktorer, organismernas biomassa, temperatur och aktivi-
tet bland djur, avstind till kédllan, och andra abiotiska férhallanden. Vi kunde till
exempel pavisa att en si sjilvklar faktor som vattenstandet i den & vi tog prover for
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flodparlmussla kraftigt pdverkade antalet positiva partitioner i dPCR-analysen.
Skulle det ha tolkats i absoluta termer s& hade populationen férdndrats kraftigt pa
ett par minader. Daremot verkar metabarcoding metoder kunna anvindas for att
kartligga inomartsvariation och konnektivitet mellan populationer ifall provtag-
ning och analyserna dr standardiserade (Martaeng et al. 2023).

En aspekt som inte framgar tydligt i manga rapporter dr ocksa hur valet av
referensdatabas kan péverka resultatet. Kopplat till detta dr ocksd nddvindigheten av
att taxonomiskt kontrollera och utvérdera ovintade arter. I Sundberg et al. (2022a) ges
exempel pa vad som kravs fér den hér typen av taxonomisk utvirdering. Rapporter av
speciellt frimmande arter kan av naturliga skél f4 betydande konsekvenser och da ar
det viktigt at utesluta att det i sjadlva verket handlar om en nirbesldktad inhemsk art.

Verifiering av eDNA inom miljédvervakningen

Manga undersokningar handlar om att pavisa forekomsten av specifika malarter,
speciellt giller detta 6vervakningen av invasiva och rodlistade arter. I de hir fallen
ar ndgon form av kvantitativ PCR bade enklare (kriver ingen sekvensering eller
bioinformatisk analys) och kdnsligare. Men det dr viktigt att for varje aktuell malart
verifiera att det fungerar i filt, under realistiska forhillanden. Thalinger et al. (2021)
identifierar fem steg i en verifierings-process, vad vi kan se i litteraturen sa uppfylls
i manga fall bara de tva forsta stegen (ovan) och utifrin detta utgdr man ifran att det
ocksé fungerar i falt. Vi har dock exempel p& nir det inte fungerar. Till exempel s
kunde Sundberg et al. (2016) visa att &ven om blaskrabba kunde pavisas med eDNA
och ddPCR (digital droplet PCR) i vattnet fran akvarium med flera krabbor si gick
det inte i ett kontrollerat faltfors6k. Har placerades krabbor i en bur i havet och
prover togs pa olika avstand och riktningar frdn buren utan att det gick att f& ndgon
indikation p4 arten med eDNA. Ett liknande férsok genomférdes med en annan
invasiv art, vitfingrad brackvattenkrabba — den hir gdngen med dPCR (beskrivet
ovan). dPCR fungerade med vatten fran spann med krabbor, men ingen respons
observerades med vattenprov tagna direkt i anslutning till observerade krabbor pa
grunt vatten. I det senare fallet blev var rekommendation att anvinda andra metoder
for 6vervakning av brackvattenkrabba.

Vi har i andra kontrollerade undersékningar visat att eDNA fungerar som over-
vakningsmetod. Ovan beskrivna undersdékningarna med stormusslor, solaborre och
svartmunnad smorbult ar verifikationer pa att eDNA fungerar som 0vervaknings-
metod. Aven om det finns kopplingar till populationsstorlek och antalet kopior av
malarts DNA i dPCR-analysen s &r det 4nd4 inte ett absolut matt och resultaten
ska tolkas i termer som finns/finns inte i forsta hand. Ett positivt svar kan daremot
utgora anledning till utékad undersékning.

eDNA och falska svar

I en eDNA undersdkning kan vi dels tréffa pa falska positiva och falska negativa.
Falska positiva svar kan bero pa att gammalt DNA finns kvar langt efter att killan
forsvunnit, eller att en miljo blivit "kontaminerad” med till exempel fiskrens eller
avlopp fran nérliggande restaurang. Eller att DNA kommer fran en lokal 1angt ifran,
till exempel har fardats till en sjé med vatten fran ett tillrinnande vattendrag. Vi
(Axberg 2021) kunde visa att DNA bryts ner ganska fort och det 4r ocksa vad som
andra studier har kunnat visa (Kutti et al. 2020). Darf6r kan det vara idé att upprepa
en provtagning efter en vecka eller tvd om négot ovantat har patraffats, detta giller
ju da framfor allt invasiva arter dér ett falskt svar kan fi stora konsekvenser.
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Ett alternativ kan vara att basera undersékningar pi eRNA. Miyata et al. (2021) visar
till exempel att eRNA kan fungera bittre i undersokningar av fisksamhéllen i en
sjo dn eDNA. Samt att det pavisar falska positiva svar och ar en indikator p4 att vad
som dr levande bland funna arter. eRNA anvéinds idag inte vid rutinméssiga DNA-
baserade undersdkningar, men kommer férmodligen bli vanligare i framtiden allt-
eftersom olika molekylarbiologiska tekniker utvecklas och foérfinas.

Risken och forekomsten av falska negativa svar dr nagot som behéver uppmark-
sammas och utredas mer. Vi har i rapporten beskrivet hur vissa invasiva krabbor ir
svara att Overvaka med eDNA, att alla arter pa stenreven i DanmarKk inte hittades
med eDNA fast det fanns. I de olika verifieringsstegen som Thalinger et al. (2021)
anger nir vildigt fA undersdkningar upp till steg 4 och 5. Hur manga individer, hur
mycket biomassa krévs for att generera tillrdckligt med DNA f6r att kunna upp-
tdckas? Detta varierar forstds mellan arter och grupper av organismer - fiskar till
exempel dr formodligen lattare att uppticka an fastsittande djur. Hur manga prover
behovs for att med viss sdkerhet kunna sidga att en art verkligen inte finns i den
undersokta miljon? Detta &r komplicerade frigor som Klymys et al. (2020) ger prov
pa hur de kan angripas. Men hir krdvs mer grundldggande forskning och storre
medvetenhet om problemet. Det dr speciellt viktigt att veta de hir granserna nar
det kommer till vervakning/upptickt av invasiva arter dir resultaten kan f stora
ekonomiska och legala konsekvenser.

Negativa svar dr svara att tolka som “arten finns inte”. I en undersékning av
ullhandskrabba (Dahl & Boltenstern, 2023) konstaterar undersékningen att inga
spar hittas. Det framhalls i rapporten att arten férmodligen ar svar att pavisa med
eDNA, samtidigt som man ser resultatet som positivt och indikation pé att arten
inte finns, eller h0r hemma, i omradet. Negativa resultat bér rapporteras som
”inget resultat” “gr inte att utesluta” eller med en statistisk beddmning av ett
Typ II fel, d.v.s. sannolikheten/risken fér utsagan att arten inte finns i undersok-
ningsomréadet fast den egentligen gor det.
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5. Slutsatser och
rekommendationer

Vi har i olika delprojekt visat att DNA-baserade metoder fungerar i miljéévervak-
ningen. Delrapporterna visar att malartsanalys med dPCR ir en mycket lamplig
metod for att kartligga forekomst och utbredning av arter med kind identitet.
Likadant r flerartsanalys dr en mycket lamplig metod for allmédnna uppskattningar
av biodiversitet, fOr att spara och identifiera okénda arter, och for att mita genetisk
mangfald och inomartsvariation. Metoderna fungera diremot inte for alla arter,
grupper och fragestillningar.

I vissa fall bor DNA-baserade metoder kunna direkt ersitta befintliga 6vervak-
ningsprotokoll. Ett exempel &r 6vervakningen av frimmande arter i hamnar och
marinor ddr nuvarande eRAS protokoll inte hittar arter pd samma sitt som eDNA
och genomisk DNA-analys gér. Overvakning av mélarter i sjdar och vattendrag
med kvantitativ PCR tycks ocksd i manga fall kunna erséitta andra mer kostsamma,
invasiva, och destruktiva metoder som till exempel provfiske.

Den 6vergripande slutsatsen dr att framtida dvervakning av frimmande arter bor
i huvudsak baseras pd DNA-identifiering av arter. Men, som Husa et al. (2024) visar
sa kan det ocksa finnas en vinst i att kombinera dessa metoder med traditionella
metoder baserade pa visuella observationer. I slutindan fir det bli en frdga om budget
och acceptabelt utfall dir omfattningen av provtagningen fir styras av budget och
praktiska méjligheter. Det fr ocksé bli en avvdgning mellan sannolikheter att hitta
en art i ett givet omride och att kunna inventera ett storre geografiskt omrade givet
en begrinsad budget. Om en art har upptickts i ett omrade kan det finnas anledning
att folja dess utbredning i ndrheten med mer artspecifik mél-artsanalys.

Det finns fortfarande frdgor som behdver lyftas och som kraver fordjupade
analyser och studier och forbittrade 6vervakningsrutiner. Dessa fragor borde dock
inte bromsa tilldampning av DNA-metoder i 6vervakningsprogram utan borde bli
en del av dessa.

DNA-baserade undersékningar kopplade till specifika malarter behover verifi-
eras och sékerstillas med oberoende observationer i realistiska filtsituationer innan
de kan ersétta nuvarande 6vervakning.

Risker for olika falska svar bor belysas béittre i rapporter, speciellt svart att
hantera dr falska negativa. Hir skulle det behévas grundldggande studiet, teoretiska
och empiriska, vad giller storleken av provtagningen Kopplat till statistiska Typ I
och Typ II fel. Detta dr ocksa kopplat till frigan om metodernas kinslighet ("level
of detection”).

Det behovs en bittre dialog mellan beslutsfattare, bestéllare och utévare av
DNA-baserad miljoovervakning sa att det tydliggors vad som efterfrigas och vilka
forvantningar man kan stilla pA DNA-baserade metoder. Det &r viktigt att vilja ritt
metod for en viss fragestillning.

Rapporter, speciellt undersokningar baserade pad metabarcoding behover doku-
menteras bittre och innehéalla mer tekniska detaljer for att kunna utvirderas. Data
bor sparas i publika databaser sa 1angt méjligt for att kunna maéjliggdra jaimférande
analyser frin olika dvervakningsinsatser.
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6. Tack

Foérutom namngivna personer som finns med pa olika artiklar och rapporter vill
vi ocksa tacka alla andra som varit engagerade i projektet pa olika sitt: Helena
Wiklund, Donald Blomgqvist, Peter Lundstrdm, Anna Dimming, Erland Lettevall,
Peter Nordin. Vi vill ocksa tacka alla de som varit vildigt hjilpsamma och tillmotes-
géende i samband med provtagningar och utsidttande av olika redskap i hamnar
och marinor. Till sist vill vi tacka Gunilla Ejdung for hennes stéd och engagemang
genom iren nir det kommer till anvindningen av DNA-baserade metoder inom
miljé6vervakningen.
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Verifiering och tilldampning

DNA-baserade metoder for att identifiera och upptécka arter kommer att fa
en allt stOrre betydelse i miljé6vervakningen. Flertal studier visar pa att de
kan ersitta traditionella metoder som provfiske, elfiske och visuella observa-
tioner. DNA-baserade metoder kan idag anvdndas for att pavisa férekomst av
art/arter, men dnnu inte fér skattning av populationers exakta storlek, sprid-
ning och reproduktiva férméga. Detta 4r dock aktiva forskningsomraden.
Fiskar dr generellt stora och rorliga, vilket leder till att de sldpper ut mangder
med DNA, arter som dr mindre och mer stationéra sldpper ifran sig mindre
DNA. Det leder till att man kan fa bade falska positiva och falska negativa
resultat med DNA-baserade metoder.

Forskarna har genom jamforande studier, férsok i falt och mesokosm-
experiment undersdkt hur minga prover som behdver tas, hur provtagningen
ska gé till samt hur Iitt arter kan identifieras genom att finga upp dess DNA.
Studierna har genomforts bade i den limniska och marina miljon och berdr
flera olika arter och djurstammar.

Forskningen visar att eDNA som metod dr béttre pa att hitta arter i vissa
fall, medan traditionella metoder &r att féredra for andra arter di dessa ar
svara att uppticka med eDNA. Att forstd ndr och hur DNA-baserade metoder
kan anvéndas ar viktigt ur ett bevarandeperspektiv for de som arbetar med
miljoovervakning.

Projektet har finansierats med medel frin Naturvirdsverkets miljo-
forskningsanslag som finansierar forskning till stdd for Naturvardsverkets
och Havs- och vattenmyndighetens kunskapsbehov.
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