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1. Bakgrund

Vid inventeringar av vaxter och djur i naturen finns det ett antal olika undersékningsmetoder
att tillgd. Konventionella metoder for att inventera vattenlevande organismer har sina
begrdansningar. Det kan dels handla om hur representativa data ar, dvs hur val de fangar
biologiska data, dels hur metoden i sig paverkar studieobjektet. eDNA (environmental DNA)
som verktyg i miljédvervakningen ger en mojlighet att identifiera akvatiska arter éver stora
geografiska omraden pa kort tid med stor precision utan att orsaka skador pa de organismer
som studeras.

Nar det géaller inventeringar av fiskarter, groddjur, sétvattensmusslor och andra akvatiska
organismer ligger utmaningen oftast i att detektera, snarare an i att identifiera, arter.
Konventionella fiskinventeringsmetoder (t.ex. elfiske och natfiske) ar tidskravande,
arbetsintensiva och ineffektiva for artsammansattningsstudier och kan bade skada, stressa
och doda arterna som inventeras (Snyder 2003). Vidare ar arter som ar séallsynta, lever ett
undanskymt liv, eller frammande arter som &r i ett tidigt skede av invasionsprocessen, svara
eller omojliga att upptacka. For frammande arter ar det sarskilt angelaget att upptacka deras
narvaro i ett tidigt invasionsskede for att 6ka sannolikheten att elimineringsatgarder lyckas.

Tillampligheten av eDNA baserar sig pa det faktum att alla levande organismer kontinuerligt
avger genetiska fotavtryck i miljon i form av slem, avforing, respiration, svett och déda celler
vilka kan fangas upp ur vattenkolumnen som cellulart eller subcellulart material (Turner m.fl.
2014; Wilcox m.fl. 2015; Moushomi m.fl. 2019). Intresset for eDNA har under de senaste aren
Okat rejalt inte minst givet metodens stora potential som ett effektivt verktyg inom
miljéovervakningen.

eDNA har visat sig ha sarskilt stor potential som verktyg for inventering av vattenorganismer
(Bohmann m.fl. 2014; Leese m.fl. 2016; 2018; Olds m.fl. 2016; Deiner m.fl. 2017). Som
jamforelse har flera studier visat att eDNA i sjoar och rinnande vatten detekterar flera
fiskarter an vad provfisken gor (Hanfling m.fl. 2016; Hellstrom & Spens 2017 a, b, c; Hellstrom
m.fl. 2018), vilket daven har konstaterats for musslor och groddjur (Naslund m.fl. 2019). Denna
tekniska rapport sammanfattar riktlinjer inom EU-konsortiet DNAquaNet samt pagaende
CEN- och SIS-standardiseringar av eDNA provtagning inom EU och Sverige. Projektet har
finansierats med medel fran Naturvardsverkets miljoforskningsanslag vilket syftar till att
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finansiera forskning till stod for Naturvardsverkets och Havs- och vattenmyndighetens
kunskapsbehov.

2. Faltplanering

2.1 Fysiska och ekologiska aspekter att ta i beaktande infor
faltplanering

Vid planering av ekologiska undersékningar, inklusive eDNA-undersékningar, ar provtagnings-
design av mycket stor betydelse for att uppna optimala resultat. Fysiska aspekter sdsom djup,
flodeshastigheter, cirkulation, hojdskillnader, termokliner, halokliner, vattenvolymer samt
naturliga och antropogena barridrer i miljon ar viktiga faktorer som ska beaktas vid eDNA-
provtagning (Tabell 1) (Deiner och Altermatt 2014; Jerde m.fl. 2016; Deiner m.fl. 2016;
Hanfling m.fl. 2016; Shogren m. fl. 2017; Pont m.fl. 2019). | sjéar och vatmarker med stilla-
stdende, eller skiktat, vatten kan utbredningen av eDNA i vattnet variera vilket kan innebara
att flera prover eller underprover bor tas (Deiner m.fl. 2016). | stora skiktade sjoar dar hela
taxa (arter eller grupper av arter, t.ex. sldkte, familj etc.) undersoks befinner sig eDNA pa olika
djup. | sadana fall ar det viktigt att ta prover pa olika djup och beakta eventuella termokliner
(Hanfling m.fl. 2016). | stora vattenmassor som t.ex. i 6ppet hav kan DNA bli mer utspatt vilket
gor att storre mangder vatten fran olika djup behover filtreras. | rinnande vatten ar DNA ofta
battre blandat och mer homogent, dock kan stora rinnande vatten med bakatgaende
strommar, virvlar i vattnet och varierande flédesriktning paverka provtagningen (Jerde m.fl.
2016; Pont m.fl. 2018; Shogren m.fl. 2018).

Sannolikheten for att detektera en art med hjalp av eDNA-metabarcoding som verktyg styrs
av artens livshistoria och ekologi (Bista m.fl. 2017). En viktig faktor som kan paverka om en
art ar narvarande ar om den uppvisar sasongsberoende migrationsmonster vilket
forekommer hos t.ex. marina daggdjur och vandrande fiskar. Arter kan aven rora sig i djupled
beroende pa arstid. Arter som trivs battre i kalla vatten kan soka sig till djupare omraden vid
dkade temperaturen. Aven reproduktionstiden bér uppmarksammas nir prover ska tas
eftersom dagg och spermier kan 6ka mangden DNA i vattnet (Bylemans m.fl. 2017).

2.2 Forberedelser och utrustning

Forberedelser for faltutrustning ska goéras i DNA-fria miljoer. Insamlingskarl som exempelvis
burkar, hinkar eller vattenprovtagare bor tvattas i hypoklorit eller liknande DNA-d6dande
amnen och sedan skoljas noggrant. Filter, pumpar eller sprutor bér bevaras i sterila forpack-
ningar. Faltprotokoll ska medtagas.
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For att undvika spridning av DNA eller patogener mellan provtagningslokaler ska engangs-
produkter nyttjas eller att utrustningen noggrant rengérs mellan lokaler.

3. Insamling av vatten i falt

Under faltprovtagning oberoende av provtagningsstrategi (se nedan) ska foljande observeras:

e Undvik ateranvandning av utrustning pa olika provtagningslokaler om inte utrustn-
ingen renas mellan lokaler genom att exempelvis anvanda hypoklorit eller kommer-
siella DNA-forstorande produkter.

e Undvik att stiga ner i vattenmassan innan provtagning for att forhindra att skor eller
klader 6verfor DNA fran andra stéllen till provtagningspunkterna, eller stanna alltid
nedstroms i forhallande till provtagningspunkten i rinnande vatten.

e Skor eller stovlar ska rengoras med hypoklorit eller liknande DNA-dédande medel.

e Anvand sterila engangshandskar for att foérhindra 6verforing av provtagarens DNA till
proverna samt Overféring av malarternas DNA mellan provtagningslokaler. Byt
handskar mellan provtagningspunkter. DNA fran manniskor i prover ska undvikas sa
mycket som mojligt eftersom mannisko-DNA tar upp lasningskapacitet i sekvens-
eringsanalyserna. DNA fran manniska registreras och amplifieras av de flesta eDNA-
markorer, dven da malartsgrupperna ar fiskar, musslor eller grodor.

e FOr riktigt kansliga prover anvand munskydd, andas inte Over filter eller insamlat
vatten.

e Samlainregelbundna filterkontroller i falt for att forsakra att proven inte har kontam-
inerats i falt.

e Tank pa eventuell dverforing av patogener mellan lokaler vid temperatur- och pH
matningar.

Olika typer av vatteninsamlingsstrategier har visat sig ge palitliga resultat med mycket goda
forutsattningar att detektera arter. Dessa strategier innebar antingen insamling av vatten
Over ett storre omrade, langs transekter med insamling av delprover, som slas ihop till ett
samlingsprov (Pont m.fl. 2019), eller insamling av flera individuella prover 6ver provtagnings-
omradet (Hanfling m.fl. 2016). Den senare strategin ger en bild av rumslig distribution av arter
men ar ocksa betydligt dyrare an samlingsprover. Oberoende av vilken insamlingsstrategi man
anvander ar det av varde att ta flera delprover vid varje insamlingspunkt som sedan slas ihop
till ett sa kallat punktsamlingsprov.

En genomgang av den vetenskapliga litteraturen visar att volymen av insamlat vatten for
filtrering varierar mellan 50 ml och 100 I. De vanligaste insamlingsvolymerna ar mellan 500
ml och 5 |. Minsta mojliga insamlingsvolym for goda resultat &r beroende av féljande faktorer:
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1. Insamlingsstrategi som dven inkluderar hur manga tekniska replikat som tas per
provpunkt. Om proverna samlas in optimalt rekommenderas minst tva tekniska
replikat eftersom eDNA-metoden upptdcker manga arter men detektionsprecisionen
Okar med flera provtagningar. Detektionen beror dven pa hur manga tekniska replikat
som gors under PCR-analyserna langre fram i analyskedjan. Det har visat sig att ett
farre antal tekniska replikat i falt, men ett stort antal (uppat 12) tekniska replikat i
laboratorium, ger battre resultat an flera replikat i falt och farre tekniska replikat i
laboratorium (Doi m.fl. 2019).

2. Storleken pa vattendraget som ska undersdkas eftersom eDNA ar mer koncentrerat i
ett mindre vattendrag och ar mer utspatt i ett storre vattendrag vilket paverkar detek-
tionssannolikheten.

3. Typ av vattenmiljo (vatmark, sjo, rinnande vatten eller marina miljéer) vilket paverkar
hur DNA ar fordelat i vattenmassan.

4. Malet med inventeringen. Om en sallsynt art eller en invasiv art i bérjan av invasions-
stadiet (som forekommer i litet antal i ett ekosystem) ska inventeras kan det kravas
flera tekniska faltprov @n om ett helt samhalle av olika arter ska undersdkas.

5. Effektiviteten och insamlingsstrategin kan paverkas av senare laboratorieanalyser.

Det har visat sig att storre vattenvolymer som filtreras i princip ger hégre koncentrationer av
eDNA men beroende pa hur vattnet hanteras och fixeras efter insamling kan ett helt samhalle
av arter upptackas pa ett sdkert satt fran sma vattenvolymer (Méachler m.fl. 2016, Hellstrom
och Spens 2017).

4. eDNA-beskrivning

Flera olika filtersystem och utrustning anvands idag for att samla in och fixera eDNA fran
vatten. Insamling av eDNA ar nastan uteslutande filterbaserat. Vattnet kérs genom ett filter
med hjalp av vakuum eller mekanisk kraft. DNA fran vattnet fastnar i filtret och kan sedan fix-
eras for senare analys.

Prelimindra undersokningar utforda inom LifeDNAquatic-projektet tyder pa att olika filt-
rerings- och fixeringsmetoder ger nastan identiska slutresultat. En forutsattning ar att falt-
personalen foljer foreslagna insamlingsstrategier, att renligheten ar hog och att laboratorier
och analyser anvands som ar anpassade for eDNA dven langre fram i analyskedjan. Valet av
filtreringsmetod och fixering paverkas av tid, budget, tillgdnglighet och avstand till
provlokaler.

De allra forsta eDNA-undersokningarna anvande etanol for att falla ut (precipitera) eDNA ur
15 ml vatten i etanol (Ficetola m.fl. 2008). Idag ar flertalet 6verens bland de som arbetar med
eDNA att filtrering av vatten ar en metod att foredra (bl.a. Deiner m.fl. 2015; Spens m.fl.
2017), och det internationella natverket DNAquaNet har fasat ut etanolprecipitation som
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metod for att utvinna eDNA. Den framsta orsaken till detta ar att mycket sma mangder insam-
lat vatten bearbetas i analysen vilket latt leder till att arter som ar narvarande undgar det-
ektion.

4.1 Filtertyper

4.1.1 Oppna filter

Oppna filter &r runda membran som &r exponerade for luft under filtrering. Vattnet filtreras
vanligen i laboratoriet med en vakuumpump och i falt med en peristaltisk pump. Vattnet halls
i en steril behallare och rinner igenom filtret. Oppna filter ar billigare dn de dvriga filtersyste-
men. Oppna filtersystem I6per dock en stérre risk fér kontaminering (frdn DNA som finns i
den omgivande luften och eller kan komma fran provtagaren, t.ex. fran klader eller utandning)
fran omgivningen eftersom de inte skyddas av ett holje.

Sjalva filtreringsprocessen utgor inte en kontamineringsrisk. Daremot nar filtren avlagsnas
fran systemet, med pincett efter filtreringen, och 6verfors till sterila provror eller pasar, okar
risken for kontaminering. For att kvalitetssakra resultaten efter laboratoriearbetet ar det
mycket viktigt att negativa filterkontroller tas med jamna mellanrum (Goldberg m.fl. 2016).
Rent vatten filtreras genom de negativa filterkontrollerna for att forsdkra sig om att de inte
har kontaminerats.

4.1.2 Inrymda filter

Inrymda filter (fran engelskans “housed filters”) ar ett system dar ett oppet filter placeras
innanfor en stangd kapsyl under sjilva filtreringsprocessen varefter filtren 6ppnas och
hanteras som ovan. Aven hir dr kontamineringsrisken stor och negativa kontroller med filt-
rerat rent vatten ar nédvandiga for att utesluta kontaminering.

4.1.3 Slutna filter

Slutna filter ar system dar filtermembranet ar slutet innanfor en kapsyl och filtret exponeras
inte for den yttre miljon vilket gor att kontamineringsrisken ar liten. Konserveringsvatskan (se
sektion 5.4) sprutas direkt in i filtrets membran innanfor kapsylen som inte 6ppnas. Exempel
pa slutna filter ar filter fran Millipores Sterivex samt olika sorters diskfilter. Slutna filter ar
mest robusta for att hindra kontaminering och ar enkla att transportera. Dessa filter rekom-
menderas for storskaliga undersokningar och ar mycket anvandbara, inte minst da anvandare
med mindre erfarenhet samlar in prover. De mest rekommenderade filtermaterialen (se
sektion 4.2) finns tillgdngliga for slutna filter, trots det ar utbudet av filtermaterial och
porstorlekar storre for dppna filter. Nya produkter som erbjuder battre material till lagre
kostnad kommer att lanseras pa marknaden de kommande aren. Analyser som kraver
mekanisk lysering (sonderdelning och uppldsning av celluldrt material) sa som t.ex. kiselalger
kraver 6ppna filter eller inrymda filter.



4.2 Val av filter

For att avgora vilka filtermaterial och porstorlekar som ar optimala bor faktorer som taxa och
vattnets grumlighet vagas in. Vanliga membranmaterial ar cellulosanitrat (CN), polyetersulfan
(PES), polyvinyliden difluorid (PVDF), glasfiber (GF) och polykarbonat “track edged” (PCTE).
Ett membran bor vara tillverkat av hydrofila (vattentilldragande) material. Det &r viktigt att
vara medveten om att vissa membranmaterial kan inkdpas som hydrofila eller hydrofoba
(vattenavstdtande) material. Nagra membranmaterial, t.ex. GF, kan inte produceras med
konstant porstorlek pa grund av materialets matrixliknande konsistens. PCTE-membran ar
inte lampade for slutna filter eftersom materialet inte ar starkt nog och materialet behéver
stod for att inte ga sonder under filtrering under hoga tryck.

Filtermembranens porstorlekar for eDNA-filtrering har varierat mellan 0,1 pm och 10 um.
Rekommendationen ar porstorlekar som ar under 1,2 um (Turner m.fl. 2014; Wilcox m.fl.
2015). Membran med storre porstorlek klarar av att filtrera stérre mangder vatten eftersom
stora porer inte tapps till lika latt av organiskt material jamfort med mindre porer. Val av
porstorlek beror pa vilka taxa som skall undersdkas och en avvagning mellan hur stora
partiklar som slapps igenom filtren samt aven hur stor vattenvolym som ska filtreras. Exper-
iment med olika porstorlekar for att detektera fisk-DNA visade att skillnaden mellan arter var
minimal for sma porstorlekar upp till 1,2 um (Turner m.fl. 2014). Anledningen till detta ar att
partiklar med fisk-DNA ar mellan 1-10 um (Wilcox m.fl. 2015). Deiner m.fl. (2018) rapport-
erade liknande resultat for eukaryota evertebrater. De porstorlekarna som anvands av maj-
oriteten av de som arbetar med eDNA &r 0,22 um eller 0,45 um. Om malet for en under-
sokning ar att detektera biodiversitet som inkluderar mikrobiell diversitet samt storre arter
rekommenderas mindre porstorlekar i storleksordningen 0,2 um (Lee m.fl. 2010).

| miljder med grumliga vatten eller da detektionen av malarterna krdaver sma porstorlekar
rekommenderas forfiltrering av vattnet genom filtermembran med stora porstorlekar for att
maximera filtrerad vattenvolym. Eftersom eDNA dven fastnar pa forfiltret ar det fordelaktigt
att utvinna DNA fran bada filtren for nagra av proverna for att avgéra om DNA gar forlorat |
forfiltret.

5. eDNA-konservering och transport av prover

For att undvika att eDNA sonderfaller under transport valjer manga av de som jobbar med
eDNA att konservera (fixera) DNA sa fort som mojligt efter filtrering, ofta redan i falt. Detta
gor att proverna kan sandas till analyslaboratorier med vanlig post direkt efter avslutat
faltarbete. Vattenprover som ska frysas eller skickas i vatskeform for att filtreras i labora-
torium bor filtreras sa snart som mojligt inom 24 timmar.



5.1 Frysning

Frysning ar effektivt men kraver omedelbar tillgang till faltfrysar sa att proverna halls kalla
under transporten till laboratoriet. For att bevara DNA-integriteten ar det viktigt att proverna
inte tinar och fryser. En del laboratorier sander fruset vatten till laboratoriet och filtrerar det
upptinade vattnet precis fore eDNA-utvinningen (extraktion).

En effektiv metod ar att snabbfrysa proverna i flytande kvave. Flytande kvave har en tempe-
ratur pa -195,6 °C och behdver hanteras av utbildad personal eftersom vatskan kan orsaka
svara kylbrannskador.

5.2 Torkning

Torkning av filtermembran kraver endera silica gel, en avfuktare eller specialpapper som tork-
ar ut filtren. Denna metod ar inte fullt ut validerad men principen ar attraktiv pa grund av sin
enkelhet. Vidare ar det en utmaning att torka inkapslade filter. Andra filtertyper ar mer
lampliga for torkning.

5.3 DNA-fixering

5.3.1 Konserveringsvatskor

Konserveringsvatskor som etanol (for eDNA minst 96% v/v etanol av molekylar grad) och
RNALater fixerar DNA pa filtret och materialet konserveras och kan bevaras under langre tid
fram till att DNA utvinns (extraheras). Under det forsta steget i extraktionsskedet da eDNA
utvinns avlagsnas vatskorna fran filtret och filtret torkas och extraheras med en lyserings-
buffert. For etanol torkas filtret och DNA utvinns separat fran alkoholen och sammanfors vid
det forsta extraktionssteget.

5.3.2 Lyseringsbuffertar

Lyseringsbuffertar anvands i forsta steget under eDNA-extraktion och |6ser upp cellvaggar sa
att DNA faller ut i lyseringsvatskan. Lyseringsvatskor sdsom Longmires buffert eller lyserings-
vatskor som ingar i kommersiella DNA-extraktionskit kan anvdandas som fixering av filter i falt
for att sedan direkt anvdandas i DNA-extraktionens forsta steg. For utvinning av akvatiskt eDNA
for att analysera narvaro av ryggradsdjur och musslor har etanol visat sig vara den effektivaste
fixeringsvatskan dar proverna kan bevaras under lang tid utan att kvaliteten pa DNA for-
samras (Spens m.fl. 2016).

Prover bevarade i etanol i kylskdp under 15 manader visade ingen férsamring av DNA-
kvaliteten da de jamférdes med prover som extraherades genast efter att de inkommit till
laboratoriet (Hellstrom m.fl. opublicerade data). Filter som fixeras i etanol kan skickas fran
falt till laboratoriet utan tillstand eftersom volymerna ar sa sma. Daremot kan etanol av
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molekylar grad vara svart att fa tag pa i ett flertal lander. Nackdelen med etanol ar att vatskan
evaporerar snabbt och kan férlora sin koncentration om flaskor eller filter inte tillsluts
ordentligt efter anvandning. Longmires |6sning ar saltbaserad och ar lampad for eDNA-
analyser (Wegleitner m.fl. 2015; Longmire m.fl. 1997) men ar inte tillgangligt kommersiellt
och behover tillverkas i rena laboratorium. RNAlater bevarar mikrober och eRNA parallellt
med makrobiotiskt eDNA. Spens m.fl. (2017) jamforde flera olika kombinationer av filtertyper
och konserveringsmetoder for fisk dar eDNA-etanol och Longmires |0sning visade bast resul-
tat.

6. Rapportering av faltdata

For rapportering av féltdata ska féljande data registreras

e Geografisk position med koordinater dar provtagningen utfordes

e Typ av vattendrag (sjo, vatmark, rinnande vatten, marint)

e Vattendjup och provdjup

e Unikt provnamn

e Antal tekniska replikat per provpunkt

e Datum

e Tid pa dygnet

e Vattentemperatur

e Lufttemperatur

e Volym insamlat vatten

e Insamlingsstrategi a) flera underprover pa en punkt, b) samlade underprover éver en
yta, eller c) ett prov utan underprover

e Filtertyp och filtermaterial

e Porstorlek pa filtret

e Konserveringsmetod

e Insamlarens namn
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Tabell 1. Faktorer att tdnka pd vid eDNA provtagning i akvatiska miljer

arstid, manad

vattensalamander under och precis
efter reproduktionstiden innan de
vuxna lamnar vattendraget. Tank pa
sasong och parningstid for fiskar.
Bakterier har en hogre koncentration
under de varma méanaderna vilket
kan paverka provema
Vinterprovtagning gar darfor bra for
att eDNA bibehalls Iangre vid 14g
temperatur.

* Proviagning parallellt med
myndigheters arliga inventeringar
rekommenderas for jamforbarhet av
data.

* Ngj — ta vanliga delprover
som slas ihop i ett
insamlingskarl langs
strandlinjen av sjon.

* Ja- inkludera en djupprofil
med separata grund- och
djupprover om nodvandigt.

# Var- och hostcirkulation.

Atttai Giller alla typer av akvatiska
beaktande ekosystem Sj6ar och dammar Rinnande vatten Marina miljoer
N&r? Tid, « Sasong. Tex ta prover for storre o Ar vattnet skiktat?

» Tag prover under naturliga
flodesforhallanden.

» Om mojligt undvik torra
perioder eller
oversvamningsperioder om
dstta icke ar malet med
provtagningen.

» Nara strandlinjen, grunda vatten — ta
sasong i beaktande. Manga fiskarter ror sig
mot grundare vatten under
forokningsperioden och till djupare vatten
under vintern.

» Vissa arter foredrar djupare vatten under
den varma sommarsasongen

+ For marina daggdjur — ta reda pa
migrationsmanster (Kelly et al. 2014)

» Provtagning parallellt med myndigheters
arliga inventeringar rekommenderas for
jamforbarhet av data

Var? Vélja
provtagnings-
lokal

» Undvik att vistas i vattnet fore
provtagning for aft inte riskera
kontaminering fran skor. Om
nodvandigt ta proverna uppstroms
fran provtagaren.

« Samia in férhandsinformation om
positioner av avloppsror,
restauranger, bebyggelse gtc.
eftersom eDNA signaler fran dessa
nér vattnet.

« Notera aven narvaro av faglar
eftersom avforing kan innehélla DNA
som inmundigats pa andra stallen

* Samla prover langs
litoralen. Ta topografiska
variationer i beaktande som
vid traditionell provtagning.

* Samla in delprover dver
vattendraget,

« Tank pa positioner av
huvud- pch bifieden, notera
omedelbar narhet till sjoar,
samt hojdskillnader som vid
traditionell provtagning

» Notera djupprofiler, tidvatten, strommar och
avstand fran land.

» Undvik néarheten av utlopp fran rinnande
vattendrag.

» Flera djup kan behdvas som vid traditionell
provtagning.

Hur ménga
prover
behovs?

« Antal prover skall reflektera rumsliga
variationer (olika habitat s& som
vegetation, sandstrand eller klippor)

* Systemets storlek och aven
begransningar gallande mojligheter
att na provtagnings- lokalen.

« For sammanslagna prover, notera
rumsliga variationer-

= Antalet praver beror pa
vattnets storlek
Provtagningsstrategi sa
som sammanslagna
underprover kraver farre
antal prover for detektera
arterna. Om rumslig
utbredning ar av intresse
behovs fler provpunkier
och filter. Varierande
strandtopografi kraver flera
prover for att tacka de olika
habitaten

» Da det galler rinnande
vatten beror antalet prover
pé alvens/flodens langd
ach prover tas med jamna
mellanrum.

= Antalet prover beror pa om tidvatten och
strommar skall tas | beaktande.

» Djupprofiler med djupt vatten och ytvatten
kan behévas och Okar da antalet prover.

« Antal replikat per lokal beror p& hur
proverna har samlats in

» Tva till tre replikat| forbattrar definitivt
resolutionen av antalet arter.

Hur mycket?

» Provvolym beror pé flera faktorer

« Mindre vatmarker kraver

« eDNA fran storre floder &r

» DNA prover fran marina miljoer &r mycket

- Grumliga vatten kan fororsaka
tilltéppta filter, forlanga filtreringstid
och orsaka PCR inhibition av DNA

Vattenvolym (inkluderande grumlighet som anges mindre provvolym an stora stokastisk fordelat och kan utspadda vilket betyder att flera
nedan) sjoar och volymer av vara mycket utspatt jamfort underprover samt storre volymer behovs
« Majoriteten av eDNA analyser idag filtrerat vatten begransas med mindre rinnande for goda resultat. Detta géller speciellt pa
fokuserar pa filtrerade vattenvolymer latt av filter som tapps till av |  vatten eller sjoar. djupare lokaler och i oppet vatten.
mellan en halv och 5 liter. organiskt material » Delprover som
« Provvolym reflekieras aven av sammanslas ar viktiga for
provitagningsstrategi, och om goda resultat.
sammanslagna underprover
anvands.
Sikt och * Notera grumlighet och humusrika » Grumlighet och hég humushalt ar vanliga. Undvik att réra » Notera sikt, halokliner och termokliner.
grumlighet vatten. upp bottensubstrat vid provtagning

» Forfilirering med filter av storre porstorlek

rekommenderasvid problem.

+ Notera regnigt vader eller algblomningar.
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