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Forord

Under de senaste decennierna har DNA-baserade metoder utvecklats
snabbt. Lansstyrelsen i Stockholms lan har utforskat mojligheterna med
dessa metoder i flera projekt, bland annat inom arbetet med invasiva
frammande arter. I denna rapport presenteras resultaten fran en
screening av invasiva fraimmande arter med DNA-baserade metoder i tre
hamnar/marinor i Stockholms lan sommaren 2023. Prover har tagits pa
vatten och plankton fran Bullandd marina (Varmdo), Nynashamns
gasthamn och Sodertilje hamnomrade (Wasa Yachts). Resultaten jamfors
ocksa med resultat frin andra dvervakningsmetoder. Projektet utgor en
del i arbetet med att hitta 6vervakningsmetoder for att bade tidigt
upptacka, och folja spridningen av, invasiva frammande arter.

SeAnalytics AB har gjort provtagning och analys. SeAnalytics AB har
ocksa skrivit rapporten och &r ansvariga for dess slutsatser. Projektet har
finansierats av medel frdn Havs- och vattenmyndighetens anslag 1:11,
avseende invasiva frammande arter.
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Sammanfattning

Frammande arter som beddms som invasiva utgor ett hot mot den
inhemska biologiska mangfalden och kan ocksa ha halsoeffekter och fa
stora ekonomiska konsekvenser. Nar det galler akvatiska arter ar
sjofarten en viktig vektor for introduktionen av frammande arter genom
pavaxt pa skrov och sjokistor, och via barlastvattnet. Darfor ar stora
kommersiella hamnar med internationell trafik viktiga att 6vervaka for
att om mojligt f4 en tidig indikation pa forekomsten av en invasiv art.
Aven marinor med fritidsbétar dr intressanta att évervaka dven om de
formodligen inte ar den primara inkorsporten for frammande arter.
Fritidsbatar kan daremot utgdra en vektor for sekundar spridning av
arter, speciellt kanske de batar som har sin hemmahamn i narheten av en
stor kommersiell hamn som till exempel i S6dertalje.

Overvakningen av frimmande arter i hamnar styrs av olika nationella och
internationella direktiv och bor baseras pa effektiva och tréaffsikra
metoder. Havs- och Vattenmyndigheten startade 2019 ett féorenklat
Overvakningsprogram: "Rapid assessment survey” (RAS), som senare
under perioden utvecklades till eRAS ("extended RAS”). I metoden ingar
undersokningar av pavaxt pa uthiangda paneler, avskrap fran harda ytor i
undersokta hamnar, artificiella habitat (burar) som ska fanga mobil fauna,
och visuella observationer i vattnet efter synbara frimmande arter. Flera
jamforande studier har visat att DNA-baserade metoder for identifiering
av frammande arter ar mer effektiva och hanterar ocksa olika livsformer
(larver, juveniler) som ar svara att identifiera med traditionella metoder.

Har redovisar vi hur DNA-baserad identifiering (vatten och plankton)
har anvants for att 6vervaka frammande arter i tre hamnar /marinor i
Sodertalje, Nynashamn och pa Varmdo (Bullando). Vi kan pavisa
forekomsten av nio invasiva /frammande arter. I Nynashamn och
Bulland6 genomférdes parallellt och samtidigt en undersokning av
frammande arter enligt eRAS-protokollet som del i ett annat uppdrag. I
det fallet hittades tre fraimmande arter.



Overvakning av invasiva
frammande arter

En art (underart) definieras som fraimmande om den har introducerats
(med eller utan manniskans hjalp) utanfor sin historiska eller nutida
utbredning. Vad som bedéms som "frimmande” ar en definitionsfraga
och har utgdr vi ifrdn definitionen i Strand et al. (2018) som klassificerar
en art som frimmande om den forts in i landet med manniskans hjalp
efter ar 1800. De arter som paverkar miljon och ekosystemen péd ett
mycket negativt siatt och som utgor ett hot mot den biologiska
mangfalden, och dven kan ha direkta hélsoeffekter pa manniskor och
andra djur och vaxter klassas som invasiva.

I den akvatiska miljon ar sjofarten formodligen en betydande kalla till att
invasiva frimmande arter introduceras och sprids, via pavaxt pa skroven
eller via det barlastvatten som fartyg tar in/slapper ut i samband med
lastning och lossning. Darfor ar hamnar och farleder speciellt intressanta
nar det galler kontroll och évervakning av frammande arter eftersom de
ar platser dar introduktionen ofta sker (Bergkvist et al. 2020a). Det kan
ocksa finnas en sekundar spridning med fritidsbatar fran de storre
hamnarna och da sprids arter via pavaxt eller redskap (exempelvis
ankare). Det kan darfor ocksa vara intressant att vervaka
fritidsbatsmarinor, dven om de férmodligen inte dr den priméara platsen
for introduktion av dessa arter.

Overvakningen av frimmande arter styrs av ramdirektivet for vatten,
havsmiljodirektivet, barlastvattenkonventionen (IMO), havsmiljo-
konventionerna Helcom och Ospar, och EU:s férordning om invasiva
frammande arter. I 6vervakningen av fraimmande arter ar det avgorande
att kunna bestamma individer till art - i andra 6vervakningsprogram kan
man kanske ndja sig med att rapportera individer till hogre (som slakte,
familj, fylum) taxon, men per definition innebar évervakning av invasiva
arter ocksa att kunna identifiera individer till art.

Traditionellt identifieras arter utifran morfologiska karaktarer vilket
kraver god kunskap om de grupper som skall bestimmas. Med tanke pa
den stora artrikedomen och generella diversiteten i den akvatiska
(speciellt marina) miljon ar det inte mojligt for enskild expert att kunna
identifiera alla arter. Till detta kommer svarigheter att kunna identifiera
juvenila former av arter som kan se helt olika ut som adult, eller att
kunna bestamma larver och agg. Havs- och Vattenmyndigheten
paborjade 2019 ett forenklat dvervakningsprogram: "Rapid assessment
survey” (RAS), som senare under perioden utvecklades och benamndes
darefter eRAS ("extended RAS"), beskrivet i exempelvis Bergqvist et al.



(2020Db). I metoden ingar undersdkningar av pavaxt pa uthidngda paneler,
avskrap fran harda ytor i undersdkta hamnar, artificiella habitat (burar)
som ska fanga mobil fauna, och visuella observationer i vattnet efter
synbara frimmande arter.

Under 2020 genomférdes en studie i och omkring kommersiella hamnar
utmed vastkusten (Sundberg et al. 2022) for att undersdka om DNA-
baserad identifiering av arter kunde anvandas inom 6vervakningen.
Undersokningen baserades pa den typ av pavaxt-paneler (Figur 1) som
anvands inom det internationella ARMS-MBON projektet (http://arms-
mbon.github.io) med en standardiserad hantering tillsammans med
planktonprover under tre tillfallen fran lokaler i och runt Goéteborg.

Figur 1. Ihopsatt ARMS system med betongplatta i botten fardigt att laggas ut.
Pavaxtpanel efter tre manader pa botten i inloppet till Géteborgs hamn (Fran
Sundberg et al. 2022).

Under 2022 genomfdrdes en mer direkt jamforelse mellan DNA-baserad
overvakning och eRAS i hamnen Wallhamn pa Tjorn (Obst et al. 2023).
Har baserades jamforelsen pa DNA fran bulkprover (paviaxt ARMS och
plankton) samt eDNA fran vattenprover. Bigge dessa undersokningar
visade att DNA-baserad identifiering av frammande arter hittar manga
fler an eRAS, samt att artsammansattningen varierar lite mellan om
DNA:t kommer fran settlingspaneler, planktonprover eller vattenprover
och ar inte helt 6verlappande (Obst et al. 2023; Sundberg et al. 2022).

I ljuset av dessa resultat (liksom tidigare undersokning i Sundberg et al.
2018) genomfordes en provtagning i tre hamnar /marinor pa uppdrag av
Lansstyrelsen i Stockholm under for- /efter-sommaren 2023 for att
utvardera mojligheten att anvanda eDNA for mer kontinuerlig
overvakning av fraimmande arter. Parallellt med detta togs aven prover
enligt eRAS protokollet (t ex Bergkvist et al. 2020b) i tva av dessa hamnar
(Nynashamn och Bullandd) som en del i det nationella 6vervaknings-
programmet for fraimmande arter. I de fallen har vi ocksd d& mojlighet till
en direkt jamforelse mellan olika tekniker for 6vervakning.



Lokaler, provtagning och extraktion
av DNA

Lokaler

Vatten och planktonprover togs pa tre lokaler: Soédertélje vid Wasa
Yachts, Nyndshamn gasthamn (tva platser) och Bulland® Marina
(Varmdo) (Tabell 1). Nynashamn gasthamn valdes av logistiska skal
framfor den narliggande kommersiella hamnen som med tanke pa
internationell trafik kan férvantas vara en mer betydande inkorsport for
fraimmande arter. Med tanke pa narheten till den kommersiella hamnen
kunde det betraktas som samma lokal.

Tabell 1. Lokaler dar eDNA och planktonprov togs, position, antal prov och datum
(period) for provtagningen.

Lokal Position Antal prover Antal prover
(latitud/longitud) 68 juni 8-10
september
59.16755N
Sodertilje (Wasa Yachts) 17.66970E
eDNA
plankton 2
58.89918N
Nynidshamn gasthamn A  17.95371E
eDNA 2 1
plankton 1 1
58.90040N
Nynishamn gasthamn B = 17.95491E
eDNA 2 1
plankton 1 1
59.29732N
Bulland6 marina 18.64977E
eDNA
plankton 2

Bilder nedan fran Nynashamn och Bullandd tagna i juni (Figur 2,3) och
Sodertalje hamnomrade (Wasa Yachts) i juli (Figur 4).



Figur 3. Bullandd marina (Foto Marty Breidenbach).



Figur 4. Wasa Yachts, Sodertélje hamnomrade (Foto Lansstyrelsen Stockholm)

Provtagning

Planktonprover togs med vertikala drag fran cirka 10 meters djup, eller
grundare om djupet var mindre pa lokalen. Plankton samlades med en
Hydro-Bios Apstein 90 um hév, diameter 40 cm 0ppning, som
resulterade i en provtagningsvolym pa upp till 1,25 m?® per prov.

Proverna fixerades i sterila engdngsburkar med en mangd alkohol som
beriknades innebéra en koncentration pa minst 60-70 %. Efter
provtagningen och nir provet lagt sig pa botten av burken dekanterades
en del av alkoholen bort och ersattes med ny (95 %) for att sakerstalla att
halten var minst 70 %. Proverna sparades i -20°C fram till extraktion.

Vattenproverna togs med en Ruttner vattenhdmtare (Figur 5) pa lite olika
djup och delproverna samlades i en steril 1-litershink som da utgjorde
provet fran den lokalen /replikatet. All insamling gjordes med
engangsutrustning dar mojligt for att forhindra kontamination och
Ruttner-hamtarna steriliserades med 10 % klorinlésning mellan
provlokalerna/provtillfillena. Vattenproverna filtrerades och fixerades i
anslutning till insamlingen (hogst fyra timmar efter provet tagits). Detta
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ar viktigt eftersom flera studier visar att DNA:t ganska snabbt bryts ner
efter det l1amnat kallan. Proverna filtrerades i sterila och inkapslade
Sterivex® filter (0,45 um porstorlek) vilka sedan fixerades i 95 % etanol
och forslots med proppar. Varje filter placerades darefter i 50 ml Falcon-
ror for att forhindra korskontamination mellan filter. Filtren placerades
vid hemkomst i -20°C frys fram till extraktion av DNA. P4 en av prov-
platserna filtrerades 0,5 liter DNA /RNA fritt vatten som negativ kontroll.

Figur 5. Ruttner vattenhamtare av den typ som anvands for insamling av vatten till
eDNA-analys (Foto Lise-Lotte Sundberg) och planktonhav (Foto Jens Kosterhed).

Extraktion av DNA

Planktonproverna fixerades i etanol (minimum 70 %) och forsta steget i
extraktionen &r att ta bort etanolen fran proverna (Figur 6).

Figur 6. De olika stegen for att ta bort etanolen fran proverna (fran Sundberg et al.
2022).

Forst far planktonen ligga sig i botten pa insamlingskarlet (Figur 6a),
dérefter dekanteras etanol av sa att det kvarstar 100-150 ml. Efter detta
skakas proverna om sa att det sker en ordentlig blandning
plankton/etanol. Proverna fors over till 50 ml Falcon ror (Figur 6b) och
centrifugeras 10 min i 12 000 rpm vid 10°C sa att det bildas en tydlig
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pellet i botten pa roret. Overskjutande etanol dekanteras av och cirka 0,5
gram vatt material fors 6ver till mindre Eppendorf-ror och dessa
centrifugeras (12 000 rpm, 10 minuter, 10°C) (Figur 6c) varefter etanolen
sugs upp med pipett. Provet lamnas att torka (cirka 45 minuter) for att
dunsta bort dterstadende etanol innan extraktion av DNA med Qiagen
DNeasy Power Soil Kit. De intorkade proven fran sista steget ovan re-
suspenderades i lysis buffer (60 uL C1 buffer-vétska fran "power beads
tubes”, ingar i kitet), aterfordes till "power beads tubes” och extraherades
enligt tillverkarens protokoll.

DNA extraherades fran filtren med Nucleospin eDNA water kit
(Macherey-Nagel) med den teknik och standard som utvecklats i
laboratoriet. Koncentration av DNA i extrakten mattes med Qubit®
fluorometer. Notera att detta miter koncentrationen av all DNA i provet
och inte specifikt DNA fran malarten.

Metabarcoding och
bioinformatisk analys

Bibliotek och sekvensering

Metabarcoding bibliotek gjordes med COI markor speciellt framtagen for
evertebrater (Tabell 2) med PCR som beskrivs i Tabell 3.

Tabell 2. Metabarcoding sekvens (COI) anvand i den har studien.

Malgrupp Primer Referens

evertebrater mICOlintF: Leray et al. 2013,
COI 367nt GGWACWGGWTG
AACWGTWTAYCC
YCC
dgHCOI2198:
TAIACYTCIGGRTGI Geller et al. 2013
CCRAARAAYCA
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Tabell 3. Ingaende delar i PCR-reaktion.

col pl
KaPa Buffer A, 10x 3
MgCi2, 25 mM 0,6
dNTPs, 10 mM each 0,8
KaPa Taq polymerase, 5U/pL 0,9
Forward primer, 10 yM 1,8
Reverse primer, 10 yM 1.8
BSA, 20 mg/mL 0,6
PCR-grade H20 18,5
DNA template, 10 ng/pL 2*

*For prover med ldga DNA koncentrationer: 10 ul DNA och 10,5 pl vatten.

PCR-cyklingen gjordes enligt nedanstidende:

COI (touchdown PCR): 95 °C for 5 min; 16 cykler 95 °C f6r 10 s, 62 °C (-1
°C / cykel) for 30 s, 72 °C for 1 min; 24 cykler 95 °C for 10 s, 46 °C for 30
s, 72 °C for 1 min; 72 °C for 7 min.

Fem pl fran varje PCR-reaktion analyserades med gel-elektrofores for att
sakerstalla att PCR fungerade. Tva PCR-reaktioner gjordes for varje prov
och slogs samman for att minimera slumpmassig variation i
amplifieringen. PCR-produkter rengjordes fran rester av primer och
annat med hjalp av magnetiska beads AMPure XP beads (Beckman
Coulter) enligt Illumina protokoll.
(https://support.illumina.com /documents /documentation /chemistry
documentation /16s /16s-metagenomic-library-prep-guide-15044223-

b.pdf).

Rensade PCR-produkter amplifierades i nasta PCR for att fasta barkoder
(korta DNA-sekvenser olika for varje prov) och primrar for
sekvenseringen i en Illumina-maskin. PCR:en gjordes i 50 pl volym med
25 ul KaPa HiFi HotStart ReadyMix 2x (Roche), 5 pl barkoder fran
Eurofins Genomics, 10 ul rensade PCR-produkter och 10 pl vatten. PCR-
cykling var 95 °C for 2 min; 10 cykler med 95 °C for 30 s, 55 °C for 30 s, 72
°C for 30 s; och sista steget 72 °C for 5 min. PCR-produkter (nu kallade
“bibliotek”) rensades igen med magnetiska beads och bibliotek-
koncentrationer mattes med Qubit. Lika mangder DNA fran varje
bibliotek kombinerades i ett ror och skickades till Eurofins Genomics,
Tyskland som utférde index PCR och sekvenseringen med Illumina
MiSeq platform med 2 x 300bp teknik.
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Den negativa kontrollen fran DNA-extraktionen processades tillsammans
med proverna. For att kontrollera kontaminering under preparation av
biblioteken gjordes en ytterligare negativ kontroll i varje PCR med vatten
i stallet for DNA-inget band hittades i ndgon PCR.

I analyserna inkluderades ocksé positiva kontroller. Dessa anvandes for
att sakerstalla att PCR, sekvenseringen och analyserna fungerade val. For
COI anvandes ett blandat DNA fran atta kanda evertebrat-arter.

Bioinformatisk analys

Sekvenser levererades separat for varje prov och kontrollerades for
kvalitet. Accepterade sekvenser analyserades med DADA2 R package
(Callahan et al. 2016). Cutadapt anvandes for att hitta och klippa ut
primrar fran sekvenser. Sekvenserna filtrerades for kvalitet och langd
och troliga fel korrigerades enligt DADA2 modell. Forward- och revers-
sekvenserna sattes ihop, darefter filtrerades chimeras och singletons
bort. Alla unika sekvenser i datasetet (ASV, amplicon sequence variants)
identifierades och raknades per prov efter filtrering. For taxonomisk
identifiering anviandes BOLD-databas (http: / /www.boldsystems.org/)
tillsammans med BOLDigger (Buchner & Leese 2020).

Se Bilaga 1 for en mer detaljerad beskrivning av den bioinformatiska
analysen.
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Resultat och diskussion

Den totala mangden DNA mattes med Qubit fluorometer for att
sakerstalla att extraktionerna hade fungerat. DNA-koncentrationer
varierade mellan "ej matbart" (EM) till 183 ng/ul (Tabell 4). Inget DNA
kunde matas i negativa kontrollen.

Tabell 4. Total méangd DNA uppmatt i de olika proverna. Notera att detta ar den
totala mangden DNA. EM = ej matbart

Lokal Konc. DNA (ng/pl per  Konc. DNA (ng/pl per
prov) i prover tagnai prov)i prover tagna i
juni (jfr Tabell 1) september (jfr Tabell 1)
Sodertdlje (Wasa Yachts)
eDNA EM/EM/EM/EM 17,9/17,7
plankton 62,4/183 82,7/ EM
Nynashamn gasthamn A
eDNA 9,2/8,87 16,6
plankton 25,1 103
Nynashamn gasthamn B
eDNA 4,41/129 23,5
plankton 6,1 76
Bullandd marina
eDNA 13/141/11,6/10,3 17,1/20,6
plankton 42,7 /89,3 120/98

Generellt sa ar det mer DNA i planktonproverna vilket vi kan férvanta oss
med tanke pa att de innehdller vavnad fran organismer. Dessa prover ar
ocksa mindre slumpmaéssiga nir det kommer till DNA-forekomst - vilket
aterigen inte ar sé forvanande. Vi vet inte i detalj hur DNA finns i de fria
vattenmassorna, formodligen en kombination av fria molekyler och
bundet till olika slag av partiklar. Resultaten visar pa vikten av att ta flera
prover, men notera att "ej matbara" varden pa totala DNA-
koncentrationen inte behover betyda total frinvaro av molekyler.

Tabell 5 redovisar de totalt nio invasiva frammande arter som
identifierades i undersdkningen samt pa vilken lokal och vid vilket
provtillfalle.
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Tabell 5. Forekomst av invasiva frammande arter bekraftade med DNA-
identifiering fran plankton prover (P) och filtrerade eDNA vattenprover (V) fran de
tre lokalerna: Sddertalje (S); Nynashamn (N); Bullandd (B) och provtagningstillfélle

(var/tidig sommar respektive host). Se Tabell 1 for mer detaljer.

Art

Acartia tonsa

Amphibalanus
improvisus

Cercopagis pengoi
Gammarus tigrinus

Marenzelleria
arctia

Marenzelleria
neglecta

Marenzelleria
viridis
Potamopyrgus
antipodarum

Rangia cuneata

Svenskt namn

kraftdjur?

slat havstulpan

rovvattenloppa
tigermarla

havsborstmask?
havsborstmask?
havsborstmask?
nyzeelandsk

tusensnacka

amerikansk
tragmussla

Funnen Var

pa lokal

N, B, S 2
N, B, S 2
B, S 0
S 0
B, S 0
S 1
N, B 1
B, S 0
S 0

NIS-lista’

Helcom
HaV, Adb

HaV, Adb, Helcom
HaV, Adb, Helcom
Adb, Helcom

HaV, Adb, Helcom

HaV, Adb, Helcom

HaV, Adb

HaV, Adb, Helcom

T Forekommande i checklista med potentiella frammande och invasiva arter
utfardad av Havs- och Vattenmyndigheten (HaV), Artdatabanken (Adb), och Helcom

2 inget svenskt namn tillgangligt

Figur 7 visar overlapp mellan sasonger i ett Venn-diagram och visar att vi
hittat fler arter vid hostprovtagningen (8) jamfort med var /tidig sommar
(4). En art (Marenzellaria viridis) hittades bara i virprovtagningen.
Resultatet visar att provtagning behover upprepas under sasongen och
det kanske ocksa vid ytterligare tillfillen &n de tva som anvants har.
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Host

Figur 7. Diagrammet visar antalet arter per sasong och éverlapp mellan
provtagningar.

I den ovanndamnda parallella undersokningen baserat pa eRAS-
protokollet (till exempel Bergkvist et al. 2020b) hittades tre invasiva
arter: svartmunnad smorbult, elegant tdngraka och vandrarmussla.
Smorbulten hittades i Nynashamn i de artificiella habitaten som ar
designade for att plocka upp mobil fauna som exempelvis fiskar. Den
arten hittades inte i eDNA-proverna som ar baserade pa COI-markoéren.
Arten kan i princip hittas med den markoéren men ska man leta specifikt
efter invasiva fiskar s ar det battre att basera undersokningen pé en
fisk-specifik markor (till exempel 12S). I eRAS-undersokningen ingick
ocksa skrap pa harda ytor och det var i ett sddant skrap som rakan
hittades i Nynashamn. Vandrarmusslan aterfanns pa pavaxtpaneler i
Bulland6 som hangt ute under hela siasongen.

Lansstyrelsen Stockholm hade artificiella habitat, liknande dem som
anvands inom eRAS, ute i Sodertalje hamnomrade (Wasa Yachts) mellan
3 juli och 15 augusti 2023. Dessa kunde visa pa forekomst av svart-
munnad smorbult samt vitfingrad brackvattenskrabba (en liten individ).
Tidigare undersokningar har ocksa visat att vitfingrad brackvattens-
krabba inte fangas upp med eDNA i faltsituation (Panova et al. 2022).
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Slutsatser och
rekommendationer

Det Overvakningsprogram baserat pa eRAS som har genomforts i svenska
hamnar 2019-2023 har identifierat ett 15-tal frammande arter i ett 25-tal
hamnar och marinor fran Stromstad till Pited. Det ar tydligt fran flera
studier (till exempel Sundberg et al. 2022; Husa et al. 2024) och den har,
att DNA-baserade metoder hittar fler fraimmande och invasiva arter och
fran och med 2024 kommer det nationella 6vervakningsprogrammet for
fraimmande arter i hamnar /farleder baseras pa DNA-identifiering
(Hasslow, A. /HaV pers. comm.). Den exakta utformningen av 6ver-
vakningen ar under diskussion men det kommer att bli en kombination
av vattenprover (€DNA) och bulk-prover (plankton och pavaxtpaneler).

Den hér studien visar att vi hittar manga arter med DNA som férmod-
ligen hade forblivit oupptackta med eRAS-metoden. Samtidigt ser vi att
nagra arter har missats. Elegant tangraka och vandrarmussla hittades pa
paneler och i skrap-tekniker som darfor kan anvindas som komplement
till eDNA och planktonproverna. Férmodligen hade ocksa fler arter
hittats pa paneler och i skrap om de identifierats med DNA-metoder, nu
gjordes det utifran visuella observationer och morfologisk habitus.

Férekomsten av svartmunnad smorbult upptacktes inte med DNA, en
orsak kan vara att den anvanda markoren (COI) inte ar den optimala for
fisk utan dar skulle i s fall 12S ha anvédnts. Men, det ar fa

invasiva /fraimmande fiskarter si ar man specifikt ute efter svartmunnad
smorbult vore det battre att anvanda kvantitativ PCR med specifik assay
for just den malarten. Nar det kommer till mer synliga arter som
smorbult gar det ju ocksa att till stor del forlita sig pA medborgar-
forskning och rapportering till den web-baserade appen "Rappen".

Den 6vergripande slutsatsen ar att framtida 6vervakning av frammande
arter bor i huvudsak baseras p4 DNA-identifiering av arter.
Omfattningen av provtagningen far styras av budget och praktiska
mojligheter. Det kan ocksé finnas en vinst i att kombinera dessa metoder
med traditionella metoder baserade pé visuella observationer, men det
far i slutandan bli en fraga om budget och utfall. Om en art har upptackts
i ett omrade kan det finnas anledning att folja dess utbredning i narheten
med mer artspecifik mal-artsanalys.
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Bilaga 1 - Bioinformatisk
analys

Huvuddelen av den bioinformatiska analysen utférdes i R-miljén (R Core
Team, 2023). Primersekvenser togs bort fran rasekvensldsningar med
cutadapt (Martin, 2011). Darefter anvandes DADA2 (Callahan et al., 2016)
for att rekonstruera amplikonsekvensvarianter (ASV). Lasningar
filtrerades baserat pa sekvenseringskvalitet, en felmodell genererades
och troliga sekvenseringsfel korrigerades med DADA2:s karnalgoritm.
Pseudopooling anvandes for att mojliggora bade hogre kanslighet for
ASV rekonstruktion och rimlig berakningstid. Framat- och bakat-
avlasningar av varje DNA- fragment slogs samman och en ytterligare
langdfiltrering tillaimpades for att bara behalla ldsningar som visar den
forvantade amplikonlangden. Slutligen togs chiméra sekvenser (dvs. tva
olika DNA fragment som ar ihopsatta) och singletoner (dvs. ASV:er som
forekom bara en gang) bort. For att ytterligare kurera datamangden togs
misstankta nukleara mitokondriella pseudogener (NUMTs) bort. COI
ASV:erna filtrerades med hjalp av MACSE (Ranwez et al., 2018) i R for att
identifiera och ta bort COI-sekvenser som inneholl stoppkodon i
lasramen, ramforskjutningar eller insattningar, eller mer an tre
deletioner i lasramen pa aminosyrnivan. Innan ASV:er klustrades i
molekylara operationella taxonomiska enheter (MOTUs), tillampades en
negativ kontrollkorrigering for att ta bort alla MOTUs for vilka
avlasningsantalet inom DNA extraktion- eller PCR- negativa kontroller
stod for mer an 10 % av deras totala avlasningsantal. Klustring av ASV till
MOTUs utférdes med hjalp av Swarm v2 (Mahé et al., 2015), med d = 13.
Resulterande COI MOTUs kurerades ytterligare med LULU (Frgslev et al.,
2017) for att ta bort troligen felaktiga MOTUs. Taxonomi tilldelades COI
MOTUs med hjalp av tva referensdatabaser och tva klassificerings-
verktyg. Referensbibliotek som anvandes ar Barcode of Life Data System
(BOLD; Ratnasingham & Hebert, 2007) med BOLDigger-cline v2.2.1
(Buchner & Leese, 2020) med standardgransvarden for likheter for varje
taxonomisk niva. Alla sekvenser med likhet med referenssekvenser under
85 % beddmdes som oklassificerade. Dessutom analyserades taxonomi
med MIDORI2 referensbibliotek (Leray et al., 2022) och RDP-
klassificeraren (Wang et al., 2007) med en konfidensgrans pa 0,7; alla
sekvenser under denna troskel betraktades som oklassificerade. Vi
jamforde sedan klassificering baserad pa MIDORI2 och BOLD for att fa
fram en slutlig artslista. For MOTUs dér bada klassificieringar 6verens-
stamde pa respektive niva beholls denna information. Om BOLDigger
och MIDORI2 inte var ¢verens for en given taxonomisk niva aven MOTU,
beholls BOLDiggers korrigerade topptraff. Dar BOLDigger inte hade
nagon traff pa en given niva, men MIDORI2 hade, beholls den senare. Till
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sist slogs MOTUs och deras lasmangder samman om de visade samma
artnivaklassificering.
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