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Sammanfattning

Vattenprover och plankton for eDNA-analyser togs i tva hamnar,
Goteborg och Stenungsund, vid tva tillfallen (var och host) under 2025.
Sammanlagt togs 56 prover och vi fann 246 arter dar genetiska data med
sidkerhet kunde matchas med =/>98% sekvenslikhet mot artnamn i
referensbibliotek. Bland dessa prover aterfanns sammanlagt 431
observationer av 40 arter som kan bedémas som frimmande eller
invasiva. Dessa arter ar antigen marina djur (evertebrater) eller tillhor
olika grupper av alger och protister (Ochrophyta, Haptophyta,
Chlorophyta, Rhodophyta, Bacillariophyta). SeAnalytics AB identifierade
14 arter som ar kianda sedan tidigare, dvs registrerad som bofasta och
reproducerande i vara vatten. Av dessa finns 9 arter som &r
riskklassificerade for invasivitet varav 8 arter bedémda att vara
potentiellt, mycket eller hog invasionspotential samt en art med 1ag risk.
Ingen forandring i utbredningsomrade av dessa 14 arter har faststallts.
De resterande 26 frammande arter som identifierades kan anses som
féormodade observationer som tolkas med forsiktighet. Vi genomférde en
initial konsultation med taxonomiska experter och kan konkludera att
det finns inget behov att registrera dessa arter eller genomfdra nagra
vidare atgarder i nuliget. Alla data publiceras i form av tre dataprodukter
(i) ra sekvensdata, (ii) genetiska observationer for alla arter, och (iii)
genetiska observationer for de identifierade frammande och invasiva
arter.
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Provtagning, filtrering,
DNA extraktion

Plankton samlades med en Hydro-Bios Apstein 90um hav, diameter 40
cm 6ppning. Prover drogs nedifran botten uppat och utmed bryggan, tva
drag per plats. Proverna samlades i en 1-litersburk och fixerades med
96% etanol i en mangd som forsakrade att slutliga koncentrationen inte
understeg 70%. Sammanlagt tre prover per hamnomrade och tillfélle.

Figur 1. Provtagning med plankton-hav (vénster) och Ruttner vattenhamtare
(hoger). Bilden visar ocksa den typ av 2-liters engangskarl som anvandes vid
provtagningen. Bilder ar tagna vid andra tillfallen. Foto Jens Kosterhed (vanster)
Lise-Lotte Sundberg (hoger).

Vattenprover togs med Ruttner-hamtare: 1 liter vid ytan och 1 liter pa 3-
6 meters djup pa varje lokal. Dessa prover slogs samman i ett 2-liters
engangskarl och forvarades i kylvaskor med kylklampar fram till
filtrering. Sammanlagt togs 10 prover fran varje hamnomrade och tillfalle.
Vattenproverna filtrerades (Sterivex 0.45pul) tidsmassigt i nara anslutning
till provtagningen (max 5 timmar) med peristaltisk pump kopplad till en
elektrisk borr och fixerades med 95% etanol och forsléts med proppar.
Mellan lokaler pumpades igenom 10% klorinlésning som darefter
skoljdes noga. Det gjordes ocksa infér det blankprov (0,5 liter avjoniserat
vatten) som togs vid varje tillfalle fér kontaminationskontroll.

Fixerade filter férvarades i -20° C frys fram till extraktion.
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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 mater koncentrationen av all DNA i provet
och inte specifikt DNA fran mélarten.

DNA frin planktonproverna extraherades sa som beskrivet i Sundberg et
al. 2022.

Figur 2. Kartan visar provtagningslokaler i tvda hamnomraden Géteborg och
Stenungsund.

Faltrapporter, provtagning och insamlingsdata
Se bilaga 1

Molekylédrbiologiskt arbete och bioinformatisk analys
Se bilaga 2
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Resultat

Identifierade frammande arter

Den rensade sekvensdata inneh6ll sammanlagt 1921 723 avlasningar som
resulterade i totalt 732 unika sekvenser (dvs amplicon sequence variants
eller "ASVs”) for 246 identifierade arter.

Analysen av de 56 insamlade proverna resulterade i sammanlagd 431
observationer av 40 frimmande arter som kan delas upp i tva grupper:

i) 14 arter som ar kdnda fraimmande for Sverige, d.v.s. registrerad
som "bofast och reproducerande”, och
ii) 26 arter som ar av okint ursprung eller kryptogenisk, d.v.s.

” N

registrerad som "okint om reproducerande”, "osakert om
patraffad”, eller "ej patraffad”

Tabell 1 pd nista sida visar en lista med de 40 frimmande arter som
identifierades under 2025. Kanda fraimmande arter visas i bld medan
férmodade nya arter visas i beige. Abundans visas som antal positiva
proverna for varje art. Likhet visas som % mellan de den genetiska signal
som upptacktes och referenssekvenser. Av de 40 identifierade arterna ar
minst 9 arter riskbeddmd, och 8 rankas som "hog risk”, ” Potentiellt hog
risk”, eller "mycket hog risk” arter.
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Svensk forekomst enligt

Art Djurgrupp Likhet (%) Artfakta Riskklassificering Abundans
Acartia tonsa Arthropoda 100 Bofast och reproducerande  Ej beddmd 51
Amphibalanus improvisus  Arthropoda 100 Bofast och reproducerande  Potentiellt hdg risk 4AB,1 56
Bonnemaisonia hamifera Rhodophyta 99,68 Bofast och reproducerande  Mycket hog risk 4C,3DG 1
Cordylophora caspia Cnidaria 100 Bofast och reproducerande  Ej bedémd 11
Dasysiphonia japonica Rhodophyta 100 Bofast och reproducerande  Mycket hog risk 4AB,4F 5
Ensis leei Mollusca 100 Bofast och reproducerande  Potentiellt hog risk 4A,1 2
Fibrocapsa japonica Ochrophyta 98,722  Bofastoch reproducerande  Ejbedémd 16
Gracilaria vermiculophylla  Rhodophyta 99,68 Bofast och reproducerande  Hog risk 2AC,3D 1
\uxtacribrilina mutabilis Bryozoa 100 Bofast och reproducerande  Ej bedémd 2
Marenzelleria neglecta Annelida 100 Bofast och reproducerande  Mycket hog risk 4ABC,3FG 3
Mnemiopsis leidyi Ctenophora 100 Bofast och reproducerande  Mycket hog risk 4AB,4D 12
Rhithropanopeus harrisii ~ Arthropoda 100 Bofast och reproducerande  Potentiellt hdg risk 4AB, 1 1
Sargassum muticum Ochrophyta 100 Bofast och reproducerande  HOg risk 4A,2DF 1
Thalassiosira punctigera Bacillariophyta 98,697  Bofast och reproducerande  Lag risk 2AC,1 5
Alcyonidium polyoum Bryozoa 99,36 Osakert om patraffad Ej bedomd 1
Bathycoccus prasinos Chlorophyta 100 Oséakert om patraffad Ej bedomd 55
Cyclopina norvegica Arthropoda 100 Osakert om patraffad Ej bedomd 15
Ditrichocorycaeus anglicus ~ Arthropoda 100 Osakert om patraffad Ej bedomd 3
Hydra oligactis Cnidaria 100 Osakert om patraffad Ej bedomd

Isochrysis galbana Haptophyta 99,361 Osakert om patraffad Ej bedomd 20
Mesocyclops leuckarti Arthropoda 100 Oséakert om patraffad Ej bedomd 1
Oithona similis Arthropoda 100 Osakert om patraffad Ej bedomd 40
Pseudocalanus acuspes Arthropoda 100 Osakert om patraffad Ej bedomd 11
Synchaeta grimpei Rotifera 99,34 Osakert om patraffad Ej bedomd 13
Polydora onagawaensis Annelida 100 Patraffad, okdnt om reprod.  Ej bedémd 13
Laomedea angulata Cnidaria 99,32 Ej patraffad Ej bedomd 12
Melinna palmata Annelida 99,68 Ej patraffad Ej bedomd 1
Scolelepis cantabra Annelida 98,083  Ejpatraffad Ej bedomd 1
Acanthocardia paucicostata Mollusca 100 inte registrerad Ej bedomd 1
Acartia hudsonica Arthropoda 100 inte registrerad Ej bedomd 45
Amphiporus allucens Nemertea 99,04 inte registrerad Ej bedomd 1
Dasya pedicellata Rhodophyta 98,058 inte registrerad Ej bedomd 1
Melanochlamys diomedea  Mollusca 100 inte registrerad Ej bedomd 2
Pilumnus villosissimus Arthropoda 99,041 inte registrerad Ej bedomd 3
Pleonexes helleri Arthropoda 98,722  inte registrerad Ej bedomd 2
Spio symphyta Annelida 99,041 inte registrerad Ej bedomd 2
Stylochus ellipticus Platyhelminthes 100 inte registrerad Ej bedomd 1
Tharyx acutus Annelida 100 inte registrerad Ej bedomd 15
Theora lubrica Mollusca 99,358 inte registrerad Ej bedomd 1
Turbonilla jeffreysii Mollusca 99,361 inte registrerad Ej bedomd 1
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Taxonomisk fordelning

Under 2025 ars provtagningar identifierades frimmande arter fran sex
storgrupper, inklusive Metazoa, Ochrophyta, Haptophyta, Chlorophyta,
Rhodophyta, Bacillariophyta. Detta indikerar att de primers som anvands
kan upptacka ett brett taxonomiska spektrum av fraimmande och
invasiva arter.

Nemertea _

Rotifera _
Haptophyta

Chlorophyta

Bacillariophyta

Arthropoda

Ctenophora_—

Annelida

Rhodophyta

Bryozoa

Ochrophyta Cnidaria

Mollusca

Geografisk utbredning

Bland de 431 observationer fran provtagningen under 2025 kan vi inte se
en forandring i utbredningsomraden for det 14 frimmande arter som
redan ar bofasta och reproducerande i Sverige.

Arter av sarskilt intresse

Acanthocardia paucicostata (Mollusca, Bivalvia). Hittades i
Stenungsund i ett varprov. Arten finns i narheten och sekvenserna ar
100% lik med referenssekvenser fran Nederldnderna. Signalen ar svag
(4 reads). Det skulle kunna vara larvstadier.
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Melanochlamys diomedea (Mollusca, Gastropoda). Hittades i
Goteborg. Ursprunget vid USA’s vastkust. Tidigare observerad med
genetiska metoder. Borde f6ljas up med taxonomisk expert. Personligt
korrespondans med Kennet Lundin, Goteborgs Naturhistoriska
Museum: “Melanochlamys diomedea ar intressant for att jag har fatt in
en mystisk, helt mérk philinid snicka fran Oresund som jag skickat
vavnadsprov for DNA till riksmuseet och véntar pa svar. Det skulle
kunna vara den.”

Melanochlamys
diomedea

Pilumnus villosissimus (Arthropoda, Decapoda). Endast kiand fran
medelhavsomréde. Hittades i tre vattenprover i hotsprovtagning i
Stenungssund med en haplotyp (ASV1187_NIS2025) och lag antal
lasningar (27 reads i tre prover) och 99,04% likhet med tva
referenssekvenser. Detta betyder en svag signal, men kraftdjur slapper
inte mycket DNA. Slakttrddet dr dock intressant for den visar ett langt
genetiskt avstand till den inhemska arten P. hirtellus. Sammanlagt
finns det inget argument att avfarda denna observation som artefakt
och det ar majligt att det ar en ny art. Borde foljas upp med
taxonomisk expert.

10
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Pilumnus villosissimus

Klla; gbifiorg

Pleonexes helleri (Arthropoda, Amphipoda). Arten ar kand fran
regionen men inte rapporterats fran Sverige. Signal hittades i 2
hostprover fran Stenungssund och Goteborg. Likhet med 4
referenssekvenser ar 98,72%.

11
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Spio symphyta (Annelida, Polychaeta). Havsborstmask fran nordost
atlanten. Hittades i bada hamnar. Inte registrerad hos Artfakta, men
tidigare rapporterad fran Vastkusten.

Spio symphyta

Stylochus ellipticus (Platyhelminthes). Hittades endast i ett prov fran
Goteborg, men aterfanns 2024 fran provtagning i Stenungsund och
Helsingborg. Kant utbredningsomrade ar Nordamerikas ostkust men
arten har rapporterats nyligen fran Tyskland. Antagligen pagaende
etablering.

Stylochus ellipticus

Kalla: gbif.org

12
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Tharyx acutus (Annelida, Polychaeta). Havsborstmask fran Amerikas
ostkust. Hittas ofta i bAde hamnar och aven i tidigare provtagningar.
Detta indikera att arten mojligen ar lokalt etablerad. En nara slaktning
Tharyx killariensis finns i Sverige och tva nya arter av Tharyx har
nyligen beskrivits fran omradet (Blake and James 2015). Det ar mdgjligt
att T. setigera ar missidentifierad pa grund av saknande
referenssekvenser for dessa arter i BOLD. Fynden bor darfor bekraftas
genom en molekylarsystematisk undersokning for dessa arter.

Theora lubrica (Mollusca, Bivalvia). Verkar etablerad jorden runt med
urspring i Asien. Fynd rapporterats nyligen fran UK och Belgien.

Theora lubrica
R

Turbonilla jeffreysii (Mollusca, Gastropoda). Patraffades i Goteborg.
Svenska referensfynd kommer fran Kennet Lundin. Fran Kennet L:
“Det giltiga namnet for Turbonilla (Pyrgiscus) jeffreysii ar nu
Pyrgisculus jeffreysii (Jeffreys, 1848) enligt Molluscabase.”, men i
Artfakta finns arten som Pyrgiscus jeffreysii (Jeffreys, 1848) utan
observationsrapporter.

13
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bé

Turbonilla
Jjeffreysii

Slutsatser och
rekommendationer

Overvakning av kanda frammande
arter

Man kan konstatera att den genetiska metoden fungerar bra och den
aterfinner manga kinda fraimmande arter samt en rad formodade nya
arter. Observationer av de kanda arterna ar sarskilt anvandbar for
uppskattning av bade populationsstorlek och geografisk utbredning av
frammande arter i regionen.

Det nuvarande protokollet ar lampligt med hansyn till provtagningens
fordelning 6ver var och host samt férdelning mellan vattenprover och
planktonprover.

Resultaten ger en bred taxonomisk tackning men vissa grupper som ar
viktigt att 6vervaka (tex fisk) ar inte representerad for denna
metabarkodning. Det kan vara lamplig att komplettera
overvakningsprogram med specifika molekylara markorer for till
exempel fiskarter.

Upptackt av nya frammande arter

Observationer av nya arter skall tolkas med forsiktighet pa grund av risk
for falska positiva resultat. Felaktiga observationer kan uppsta i den
bioinformatiska processen, genom kontaminering, eller genom felaktig
identifikation av nira besldktade arter. Dessutom kan manga sallsynta
arter observeras som nya i ett omrade som aldrig undersokts med

14
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kansliga genetiska metoder. Observationerna av nya arter kan anvandas
som en tidig signal och i vissa fall vara vart att folja upp, dvs. om det finns
en invasiv risk med ekologiska negativa konsekvenser. Alla observationer
av nya arter borde inga i en regelbunden revision av potentiella
"dorrknackare arter” som befinner sig i niromradet och har upptéckts i
grannlanderna.

Geografisk utbredningen av
frammande arter

Analysen av forandringar i den geografiska utbredningen av de
identifierade arterna ar begransad pa grund av begransat antal lokaler.
Metoden och upplagget av denna regionala undersokning ar dock
kompatibel med det kommande nationella évervakningsprogrammet for
fraimmande arter och resultaten frdn hamnarna langs Vastra Gotaland
kommer inkluderas i en storre biogeografiska analys under 2026.

Japansk venusmussla, Ruditapes philippinarum

Vi observerade den japanska venusmusslan Ruditapes philippinarum i ett
av vattenproverna fran Stenungsund (med 99,7% likhet till
referenssekvenser). En djupare analys visade dock att signalen var
mycket svag (>3 reads) och dessutom fanns i en av de negativa
kontrollerna och darfér exkluderades denna observation. Men i
efterhand fick vi veta att denna art rapporterades i Stromstad i februari
2025 samt att en inventering ar gjord som visar att den redan ar
etablerad i norra Bohusladn. Flera metoder har aven testats for eventuell
bekampning framoéver (Youk et al 2025).

Uppfoljning av intressanta
observationer

Vi rekommendera att férsoka verifiera observationerna av de sarskilt
intressanta arter genom att goéra genetiska jamforelse med nara
slaktningar som finns i naromradet, samt konsultation med taxonomiska
experter for dessa grupper. For de arter dar fynden visar sig inte vara
felbestamning rekommenderas det att gora en riskbedomning med
experter, ansoka hos artdatabanken for att skapa en TaxonID, och
forsoka vidare kartlagga artens utbredning i svenskt vatten.

15
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Bilaga 1

Faltrapporter, provtagning och
insamlingsdata

Forsommar provtagning

Stenungsund (STE1)

Provtagning: Anna-Karin Eriksson och Tim Dorup: 2025-06-07

P4 yttre bryggan utanfor Ellen Yachting nara Talludden: Position N
58.07529, E 11.81445. Salthalt 13%o., vattentemp. 23,9°C, NE vind 5 m/s.

I tabellerna nedan anges totalkoncentration av DNA i varje prov

eDNA
prov filtrerad volym (liter) koncentration DNA (ng/ul per prov) kommentar
STE1_1_S_WA 1 6.8
STE1_2_S WA 1 912
STE1_3 S WA 1 9.4
STE1_4 S WA 1 9.52
STE1.5_S_ WA 1 1
STE1.6_S_WA 1 8.32
STE1_7_S_WA 1 452
STE1_8 S WA 1 14.5
STE1_9 S WA 1 10.4
STE1_10_S_WA 1 9.16
blank 05 "Too Low”

Plankton
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prov koncentration DNA | kommentar
(ng/pl per prov)

STE1_1_S PL 329

STE1_2 S PL 64.8

STE1_.3 S PL 78

Goteborg, Krossholmen (KRO1)

Provtagning: Anna-Karin Eriksson och Tim Dorup: 2025-06-07

Smabatshamnen Krossholmen pé yttre brygga.: Position N 57,69279. E
11.76892. Salthalt 15%., vattentemp. 15,2 °C, NE 3 m/s.

I tabellerna nedan anges totalkoncentration av DNA i varje prov

eDNA

prov filtrerad volym (liter) | koncentration DNA kommentar
(ng/l per prov)

KRO1_1_S_WA 1 1.1
KRO1_2_S_WA 1 14.8
KRO1_3_S_WA 1 20.9
KRO1_4_S_WA 1 22.8
KRO1_5_S_WA 1 19.1
KRO1_6_S_WA 1 18.1
KRO1_7_S_WA 1 222
KRO1_8_S_WA 1 18.8
KRO1_9_S_WA 1 12.5
KRO1_10_S_WA 1 13.2
Blank 0,5 "Too Low”

Plankton
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prov koncentration DNA kommentar
(ng/pl per prov)

KRO1_1_S_PL "Too High”

KRO1_2_S_PL 166

KRO1_3_S_PL 38.6

Host provtagning

Stenungsund (STE1)

Provtagning: Anna-Karin Eriksson och Tim Dorup: 2025-08-30

P4 yttre bryggan utanfor Ellen Yachting nara Talludden: Position N
58.07529, E 11.81471. Salthalt 17%o, vattentemp. 18,5 °C, SE vind 2 m /s.

I tabellerna nedan anges totalkoncentration av DNA i varje prov

eDNA

prov filtrerad volym (liter) | koncentration DNA kommentar
(ng/ul per prov)

STE1_1_A_ WA 1,0 16.9
STE1_2_ A WA 08 358
STE1_3_A_WA 1,0 222
STE1_4_A WA 08 14.2
STE1_5_A_ WA 1,0 25.9
STE1_6_A WA 08 9.96
STE1_7_A_ WA 08 18.8
STE1_8 A WA 05 349
STE1_9_A WA 08 484
STE1_10_A_WA 08 18.7
blank 1,0 "Too Low”

Plankton
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prov koncentration DNA kommentar
(ng/ul per prov)

STE1_1_A_PL 1.26
STE1_2_ A PL 1.43
STE1_3_A PL "Too Low”

Goteborg, Krossholmen (KRO1)
Provtagning: Anna-Karin Eriksson och Tim Dorup: 2025-08-31

Smabatshamnen Krossholmen pé yttre brygga.: Position N 57,69279. E
11.76843. Salthalt 10%o, vattentemp. 18,3 °C, S4 m/s.

I tabellerna nedan anges totalkoncentration av DNA i varje prov

eDNA

prov filtrerad volym | koncentration DNA (ng/pl per | kommentar
(liter) prov)

KRO1_1_A_WA 0,6 12.2
KRO1_2_A_ WA 0,6 9.32
KRO1_3_A_WA 08 12.3
KRO1_4_A_WA 0,9 1.2
KRO1_5_A_WA 08 7
KRO1_6_A_WA 08 8.48
KRO1_7_A_WA 0,9 25
KRO1_8_A_WA 08 17.6
KRO1_9_A_WA 0,9 11.6
KRO1_10_A WA 1,0 17
Blank 1,0 "Too Low”

Plankton
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prov koncentration DNA | kommentar
(ng/ul per prov)

KRO1_1_A_PL "Too Low”
KRO1_2_A_PL "Too Low”
KRO1_3_A_PL 2.56
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Bilaga 2

Molekylarbiologisk arbete och
bioinformatisk analys

Extraktion av DNA

DNA frén prover fran filtren extraherades med Nucleospin eDNA Water
(Machery-Nagel) och DNA fran plankton prover extraherades med
DNeasy Power Soil kit (Qiagen). Totala mangden DNA mattes med Qubit
fluorometer for att sakerstalla att extraktionerna har fungerat. DNA
koncentrationer fran vattenprover varierade mellan 0,6 - 96 ng/l
(genomsnitt 27 ng /ul); fatal prover hade for 1aga DNA koncentrationer
for att méata. DNA koncentrationer fran planktonprover varierade mellan
0,4 - 59 ng/ul (genomsnitt 8 ng/pl); fatal prover hade for laga DNA
koncentrationer for att mata. Ingen DNA kunde matas i negativa
kontroller.

Metabarkoding bibliotekpreparation och sekvensering

Metabarkoding fragment av COI genen (313 bp) amplifierades med
mlCOIintF (GGWACWGGWTGAACWGTWTAYCCYCC; Leray et al. 2013)
och dgHCOI2198 (TAIACYTCIGGRTGICCRAARAAYCA, Geller et al. 2013)
primrar enligt protokollet utvecklad av den europeiska
Overvakningsprogram ARMS MBON (http: //arms-mbon.github.io).

PCR reaktioner utférdes i 30 ul volym innehallande 3 ul KaPa Buffer A
10x, 0.6 ul MgCI2 25 mM, 0.8 ul ANTP 10 mM each, 0.6 ul BSA 20 mg/ml,
0.9 ul KaPa Taqg 5 U/ul, 1.8 ul forward och revers primrar 10 uM, 2 ul DNA
och 18,5 ul vatten. PCR cykling var 95 °C {for 5 min; 16 cykler med 95 °C
for 10 s, 62 °C -1°C /per cykel for 30s, 72 °C for 1 min; 24 cykler med 95
°C for 10 s, 46°C for 30s, 72 °C for 1 min och sista steg 72 °C for 7 min.
Fem ul fran varje PCR reaktion analyserades med hjalp av gel
elektrofores for att sakerstélla att PCR fungerade. Tva PCR reaktioner
gjordes for varje prov och poolades for att minimera slumpmassig
variation i amplifieringen. PCR produkter rengjordes fran rester av
primer osv. med hjalp av magnetiska beads AMPure XP beads (Beckman
Coulter) enligt lllumina protokol
(https://support.illumina.com /documents /documentation /chemistry
documentation /16s /16s-metagenomic-library-prep-guide-15044223-

b.pdf).
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Rensade PCR produkter amplifierades i nasta PCR for att fasta barkoder
(korta DNA sekvenser olika for varje prov) och primrar for
sekvenseringen i en [llumina maskin. PCRen gjordes i 50 ul volym
innehallande 25 ul KaPa HiFi HotStart ReadyMix 2x (Roche), 5 ul av
[llumina Nextera XT i5 och i7 barkoder, 10 ul rensade PCR produkten och
10 ul vatten. PCR cykling var 95 °C for 2 min; 10 cykler med 95 °C {for 30 s,
55 °C for 30s, 72 °C {o6r 30 s min; och sista steg 72 °C f6r 5 min. PCR
produkter (nu kallade “bibliotek”) rensades igen med magnetiska beads
och bibliotekkoncentrationer mattes med Qubit. Infor sekvenseringen
poolades lika mangder DNA fran varje bibliotek.

Varje PCR inneholl en negativ kontroll (vatten istéllet for DNA)
tillsammans med negativa kontroller fran falt och negativa kontroller
fran DNA extraktioner for att kontrollera kontaminering under
provtagning, DNA extraktion och PCR. Analyserna inkluderade ocksa en
positiv kontroll - ett blandat DNA fran 8 kidnda evertebratarter for att
kontrollera att PCR fungerar tillfredstallande.

Sekvensering utférdes av Core Facility at Sahlgrenska
universitetssjukhus pa Illumina MiSeq plattformen med 500 cykler (2 x
250 bp).

Bioinformatisk protokoll

Ett berakningsprotokoll med detaljerade beskrivningar av bioinformatisk
bearbetning av sekvenseringsdata och efterfoljande identifiering av
frammande arter har publicerats (Daraghmeh 2024). Vi beskriver kort
proceduren samt parameterinstallningar nedanfoér och hanvisar till det
publicerade protokollet av Daraghmeh (2024) {for all kod och
programvara som anvands.

Raavlasningar (raw reads) behandlades i R v4.3.1 (R Core Team, 2021).
Primersekvenser togs bort med cutadapt v4.5 (Martin, 2011) med en
maximal missmatchning péa 1 och 2 baspar (bp) (dvs. en maximal
felfrekvens pa 1,01 och = 0,5S och 0,5S). Darefter bearbetades lasningar
med R-paketet DADA2 v1.28.0 (Callahan et al., 2016). Eftersom varje
sekvenseringskorning uppvisar en distinkt felprofil, utfordes
bearbetningen separat for de raa lasningarna av varje korning. Efter
visuell observation av kvalitetsprofiler for varje korning, utférdes
avlasningstrimning for att markoren skulle behdlla avldsningar med ett
ungefarligt lagsta kvalitetspoang pa 30. Framatlasningar trimmades till
en langd av 200 bp och omvanda avlasningar till 130 bp. Avlasningar som
var kortare an detta forkastades. Darefter genererades en felmodell for
de trimmade och filtrerade lasningarna. Pseudopooling anvandes for att
tillita bade hogre kanslighet for ASV-anrop och rimlig berakningstid.

Framat- och bakatavlasningar av parade dndar slogs samman med en
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minsta 6verlappning pa 10 bp, vilket medgav en maximal missmatch pa 1
bp och kasserade ldsningar som inte kunde slds samman. Darefter slogs
ASV-tabeller for varje korning samman. Chimara sekvenser som
identifierats av DADA2:s removeBimeraDenovo-funktion togs bort,
liksom singletons, dvs sekvenser med en total ldsméngd pa 1 6ver hela
datamangden. Lasnummer som aterstar i varje prov sparades genom
varje steg i pipelinen och visas i Appendix 2.

Eftersom mitokondriella pseudogener (NUMT) utgér en utmaning for
DNA-metabarcoding-studier som bygger pa nukleotidskillnader i
mitokondriella amplikoner (Andyjar et al., 2021; Schultz et al., 2022) togs
formodade NUMTs bort fran var COI's ASV-dataset. See Ranwez et al.
(2018) och Daraghmeh (2024) for detaljer.

Dekontaminering (blank correction) genomfdérdes genom att forkasta
potentiella kontamineringssekvenser med R paketet decontam v1.20.0
(Davis et al. 2018). Sekvenser som identifierades av decontam med flera
lasningar i negativa kontroll prover eller som blev klassifierad som
kontaminant taxa (e.g., Insecta, Homo sapiens, etc.) kasserades.

Ytterligare R-paket som anvands under alla tidigare beskrivna steg
inkluderar ggplot2 v3.4.3 (Wickham, 2016), Biostrings v2.68.1 (Pages et al.,
2020), ShortRead v1.58.0 (Morgan et al., 2009), hiReadsProcessor v1.29.1
(Malani, 2021), dplyr (Wickham et al., 2023) och seqinr v4.2.30 (Charif &
Lobry, 2007).

Taxonomy tilldelades fér ASV:erna med hjélp av tva referensdatabaser via
tva klassificeringsverktyg. Barcode of Life Data System (BOLD)
(Ratnasingham & Hebert, 2007) ndddes med BOLDigger-commandline
v2.2.1 (Buchner & Leese, 2020) och topptraffen valdes med BOLDigger-
metoden. Troskkeln for indentifiering sattes till 6ver 98% pa artsniva.
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Screening for frammande arter

For att hitta frammande arter jamférdes de identifierade arterna med tre
artlistor (referensbibliotek).

1. Artdatabankens checklist med 4.119 introducerade arter.

2. Artdatabankens checklist med 14.919 temporara/icke observerade
arter.

3. Artdatabankens checklist med 59.133 bofasta & reproducerande) dar
matchande arter filtrerats bort. Darefter granskades resterade
observationer manuellt for arter som ar varken registrerad som
bofast, temporart, eller introducerad.

Alla individuella listor slogs sedan samman i R med paket som ndmns
ovan och xlIsx v0.6.5-paketet (Dragulescu & Arendt, 2020) for att
generera en slutlig lista som innehéller unika taxa som finns i
Artdatabanken eller GBIF.

Datahantering

All rasekvensdata ar offentligt tillgangliga i European Nucleotide Archive
(ENA) under projektnummer PRJEB106315
(https: / /www.ebi.ac.uk /ena /browser /view /PRJEB106315).

Artsobservation tillsammans med de genetiska sekvenserna ar
tillgangliga och sokbart via SBDI portalen (http://asv-
portal.biodiversitydata.se) och GBIF (http: / /gbif.org) fran Mars 2026.

De 431 observationer av fraimmande arter har rapporterats till SLU
Artdatabanken och granskats av samordnaren for fraimmande arter
(Rahmat Naddafi). Alla observationer av arter som ar registrerat i
Dyntaxa som "bofast och reproducerande” kommer publiceras i
Artportalen fran februari 2026.
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