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Förord
I den här rapporten presenteras resultaten av syntesprojektet ”Reproducerbar analys av 
miljö-DNA i nationella övervakningsprogram”, ett av sex syntesprojekt som genomförts 
inom ramen för forskningssatsningen Digitalisering som stöd för en hållbar förvaltning. 

Med satsningen ville Naturvårdsverkets och Havs- och vattenmyndigheten visa på 
digitaliseringens möjligheter i myndigheternas förvaltningsarbete. 

Projektet har finansierats med medel från Naturvårdsverkets miljöforskningsanslag. 
Författare är Mats Töpel vid IVL Svenska Miljöinstitutet och Matthew Pinder vid Institu-
tionen för Marina Vetenskaper, Göteborgs Universitet. Författarna ansvarar för rapportens 
innehåll. 

Stockholm i november 2022

Maria Ohlman,  
Avdelningschef, Hållbarhetsavdelningen
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Sammanfattning
Syftet med detta projekt har varit att analysera problem och lösningar gällande reprodu-
cerbarhet rörande bioinformatisk analys av metabarkodningsdata från miljö-DNA (från 
engelskans Environmental DNA, eDNA). I detta syntesprojekt har det också samman-
ställts en lista med förslag på forskningsinriktningar som kan främja användningen av 
molekylära verktyg för övervakning, med särskild tonvikt på miljö-DNA och parallelli-
serad DNA-sekvensering (så kallad High-Throughput Sequencing, HTS) i nationella 
övervakningsprogram. Ett reproducerbart tillvägagångssätt för att analysera denna typ 
av data kommer att möjliggöra att datakällor av olika ursprung och kvalitet kan kombi-
neras och analyseras tillsammans. Detta är särskilt relevant vid jämförelse av resultat 
från långa tidsserier, likt de som produceras inom nationella övervakningsprogram.

Miljöövervakning är en väsentlig del för att säkerställa ett hållbart utnyttjande 
av naturresurser. Nuvarande metoder för identifiering och övervakning av biologisk 
mångfald, särskilt analys av mikroorganismer som innebär tidskrävande och dyra 
mikroskopianalyser utförda av specialister, är ofta en flaskhals i analyskedjan från 
provtagning till dataanalys och utvärdering av miljöstatus. Dessutom kan de resultat 
som produceras av enskilda specialister vara svåra att återskapa, särskilt när resultatet 
bygger på observationer i fält, vilket gör analys av miljö-DNA till ett attraktivt komple-
ment eller ersättning för dessa traditionella inventeringsmetoder.

Bioinformatisk analys av data från miljö-DNA är en digital process som i de flesta fall 
kan göras helt automatiserad. Förutsättningarna är därför goda för att skapa reprodu-
cerbara resultat, något som kommer att vara av största betydelse för storskalig använd-
ning av denna teknologi. För att undersöka i vilken utsträckning analyser av miljö-DNA 
är reproducerbara har vi därför genomfört en systematisk litteraturstudie av ett antal 
relevanta publikationer. Vi har även identifierat ett antal problem samt teknologiska 
lösningar som kan förbättra reproducerbarheten av bioinformatiska analyser.

Vi har undersökt reproducerbarheten av 67 undersökningar genom att definierat 
fyra kriterier som vi anser vara minimikrav och måste uppfyllas för att en bioinforma-
tiska analys av data från miljö-DNA ska kunna reproduceras. Dessa är (1) programvaru-
namn och versioner, samt (2) analysparametrar har rapporterats, (3) referensdatabasen 
som används för taxonomisk klassificering är unikt definierad (t.ex. med namn och 
versionsnummer eller datum då den laddats ner), och slutligen (4) den data som ana-
lyserats har publicerats efter projektets slut. Vår studie visar att endast en tredjedel av 
de undersökta artiklarna uppfyller alla fyra kriterier, och därmed att de flesta av dessa 
analyser inte går att reproducera.

Många av de problem som forskare ställs inför när bioinformatik och storskalig 
DNA-sekvensering används för analys av biologisk mångfald, liknar de problem som 
finns inom andra områden, så som mjukvaruutveckling och molntjänster. Många fritt 
tillgängliga mjukvaruverktyg med öppen källkod har därför utvecklats för att lösa dessa 
problem. Ett antal av de undersökta miljö-DNA-projekten har använt flera av dessa 
teknologier, vilka inkluderar versionshantering av text (som underlättar distribution av 
reproducerbara databaser), containerteknologi (möjliggör reproducerbara arbetsflöden) 
och hashfunktioner (som kan säkra dataintegritet).

Utvecklingen inom analys av miljö-DNA har gjort stora framsteg under det senaste 
decenniet och är inom vissa områden (till exempel analys av biologisk mångfald i  vatten) 
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redo att inkluderas i storskaliga övervakningsprogram. Men för att data och  resultat 
ska fortsätta vara relevanta även när nya metoder för DNA-sekvensering och bio-
informatisk analys utvecklas, måste reproducerbarhet vara en integrerad del av 
planering och genomförande av ett sådant program.

Övervakning av biologisk mångfald med hjälp av miljö-DNA kräver fortfarande 
utveckling och vår analys har identifierat fjorton kategorier av förslag på framtida 
forskningsinriktningar. Dessa inkluderar förbättring av tillgängliga referenssekvens-
databaser och utveckling av nya genetiska markörer för taxonomisk klassificering 
(inklusive hela mitokondrie-genom), kvantitativ analys av miljö-DNA, nya bioin-
formatiska verktyg och användning av nya sekvenseringsteknologier och längre 
sekvenser för bättre taxonomisk upplösning.
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Summary
The aim of this synthesis project has been to analyse problems and solutions  regarding 
reproducibility of bioinformatic analysis of environmental DNA (eDNA) data. During 
this project, we have also compiled a list of suggestions for future research that would 
advance the field of using molecular tools for monitoring, with special  emphasis on 
implementing eDNA and High-Throughput Sequencing (HTS) in national monitoring 
programs. A reproducible approach to analysing this type of data will enable data 
sources of different origins and quality to be combined and analysed together, even 
as new technologies develop. This is particularly relevant when trying to produce 
comparable results from long time series, such as those obtained by national monito-
ring programs.

Environmental monitoring is an essential part of safeguarding the sustainable 
use of natural resources. Current methods for identification and monitoring of bio-
diversity, especially analysis of microorganisms that involve time-consuming and 
expensive microscopy analyses performed by specialists, are frequently a bottleneck 
in the analysis chain from sampling to data analysis and environmental status evalua-
tion. In addition, the results produced by individual specialists may be difficult to 
reproduce, especially when field observations are required, making eDNA analysis an 
attractive complement or replacement.

The bioinformatic analysis of eDNA data is a digital process that in most cases 
can be almost totally automated, by using standard tools and methods that are openly 
available. Hence, bioinformatic analysis of eDNA has a great potential for generating 
reproducible results, something that will be of significance for any large-scale deploy-
ment of the technology. To investigate to what extent past and current eDNA analyses 
are actually generating reproducible results, we have conducted a systematic literature 
study of relevant publications.

As a way of determining the reproducibility of 67 bioinformatic analyses, we have 
defined four criteria that we consider the minimum requirements for being able to 
reproduce the bioinformatic analysis of eDNA data. These are (1) reporting of software 
names and versions, (2) reporting of analysis parameters, (3) unique identification of 
the reference database used for taxonomic classification (e.g. with name and version 
number or date of access), and (4) publication of the analysed data after the end of the 
project. Our study shows that only a third of the investigated publications meet all four 
criteria, meaning that most of these analyses cannot be reproduced.

Many of the problems faced by biodiversity researchers using computational 
methods and big data such as HTS are similar to problems found in other areas, such 
as software development and cloud computing. Hence, readily available open source 
software tools have been developed to address these issues. A number of the investi-
gated eDNA projects have utilised several of these technologies, including version 
control of text (leading to reproducible databases, for example), containerisation of 
software (fully reproducible analysis pipelines) and hash functions (that can safeguard 
data integrity).
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eDNA technology has seen great improvements over the last decade and is in many 
areas (for example biodiversity analysis in water) ready for inclusion in large scale 
monitoring campaigns. However, for the generated data and results to be  relevant 
as new improvements are made available for steps such as DNA sequencing and 
analytical methods, reproducibility has to be an integral part of the planning stage 
when considering incorporation of eDNA methods into such campaigns.

Monitoring of biodiversity using eDNA still requires development in order to reach 
its full potential, and our analysis has identified fourteen categories of suggestions for 
future research. These include improvement of available reference sequence databa-
ses and development of new genetic markers for taxonomic classification (including 
sequencing of whole mitochondrial genomes), quantitative analysis of eDNA, new 
bioinformatic tools, and utilisation of long-read sequencing for better taxonomic 
resolution.

Based on our findings in this synthesis project, we have seen that the techniques 
required to facilitate reproducible eDNA studies are both available and to some extent 
in use in this field. With that in mind, we strongly believe that the widespread adop-
tion of these techniques is a very feasible goal and would facilitate inclusion of eDNA 
metabarcoding into large-scale monitoring programmes.
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1. Inledning
Det har under de senaste åren rapporterats om att det råder en reproducerbarhets-
kris inom flera vetenskapsområden (Baker, 2016; Samuel & König-Ries, 2021; Curty 
et al., 2022). Speciellt i fall där resultat ska jämföras över tid, till exempel i ett natio-
nellt övervakningsprogram, kan bristande dokumentation och transparens kring 
en undersökning vara särskilt problematiskt (Dully et al., 2021). För att utröna om, 
och till vilken grad, denna reproducerbarhetskris även gäller för bioinformatisk analys 
av miljö-DNA data (från engelskans environmental DNA ofta förkortat eDNA), har 
det inom detta projekt genomförts en systematisk studie av relevant vetenskaplig 
litteratur samt myndighetsrapporter. Syftet med projekt har även varit att identifiera 
tekniska lösningar som kan underlätta reproducerbarhet av bioinformatiska analyser, 
och som lämpar sig att användas i övervakningsprogram för biologisk mångfald med 
hjälp av miljö-DNA och storskalig paralelliserad DNA sekvensering (High-Throughput 
Sequencing, HTS). Från det undersökta materialet har vi även gjort en sammanställ-
ning av förslag på framtida forskningsinriktningar som kan utveckla fältet och stärka 
framtida nationella övervakningsprogram.

Vi har valt att avgränsa undersökningen till reproducerbarhet av de bioinforma-
tiska delarna av miljö-DNA analys. Anledningen till denna avgränsning är att en 
bioinformatisk analys är digital och därför kan göras helt eller till största delen repro-
ducerbar. Teknologiska framsteg under de senaste årtiondena har dessutom gjort att 
kostnaden för DNA sekvensering sjunkit dramatiskt, vilket resulterat i att fler under-
sökningar nu inkluderar bioinformatisk sekvensanalys samt att större datamängder 
kan genereras per projekt. Tillsammans med utvecklingen av fält- och labb-protokoll 
har därför fördelarna med att inkludera miljö-DNA analys i nationella övervaknings-
program ökat, samtidigt som behovet av reproducerbarhet också ökar för att denna 
data ska komma bäst till nytta.

Bristande reproducerbarhet hos enskilda undersökningar resulterar onekligen 
i resultat med lägre tillförlitlighet. Dessa brister leder också till att jämförande studier 
och metaanalyser försvåras och att skillnader i resultat mellan undersökningar inte 
med säkerhet kan tillskrivas biologiska skillnader på den provtagna platsen, skillnader 
i analysmetod eller i de referenssekvenser som använts. Vi tror dock att de åtgärder vi 
rekommenderar i denna rapport kan avhjälpa dessa brister, vilket gör att miljö-DNA 
metoder kommer kunna bidra med tillförlitliga data till framtida nationella över-
vakningsprogram.

1.1 Miljö-DNA
Deoxyribonukleinsyra, DNA, är den molekyl som lagrar den genetiska kod som styr 
utveckling och funktion hos alla levande celler. Denna dubbelsträngade molekyl kan 
undkomma nedbrytning i miljön om rätt förutsättningar råder, vilket gör att genetiska 
spår sprids i miljön via bland annat döda hudceller, saliv och avföring från organis-
merna som lever där (Rees et al., 2014). Dessa spår kan därmed tolkas och ge en bild 
av den biologiska mångfalden i den provtagna miljön, på artnivå (Deiner et al., 2017), 
populationsnivå (Sigsgaard et al., 2016; Weitemier et al., 2021) eller individnivå (Farrell 
et al., 2022).
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Vid analys av dessa spår samlas ett prov från till exempel vatten, luft eller jord in 
och analyseras sedan genom sekvensering (se nedan) eller annan form av detektion 
som till exempel via polymeraskedjereaktion (PCR, se nedan). En miljö-DNA analys 
kan delas in i de tre distinkta men sammanlänkade delarna fältarbete, labbarbete 
och dataanalys, där den senare är en helt digital process, möjlig att helt eller till 
största delen automatisera och i förlängningen också reproducera.

Begreppet miljö-DNA (eDNA) användes första gången 1987 (Ogram et al., 1987) 
men det var först när framsteg inom DNA-sekvensering lanserades tjugo år senare 
som teknologin blev tillgänglig för en bredare användargrupp. Ansträngningar för 
att sänka kostnader och öka sekvens-kvaliteten vid human-DNA sekvensering i 
medicinskt syfte har lett till ytterligare framsteg som även gynnat utvecklingen av 
analyser för miljö-DNA (Pompanon & Samadi, 2015).

Utveckling inom fältet är alltså till stor del driven av teknologisk utveckling inom 
angränsande områden. Förbättringar av provtagnings- och laboratorieteknik har gjort 
att ett bredare urval av provtyper nu kan analyseras, och förbättringar av sekvense-
ringsteknologier möjliggör användning av fler och längre markörgener (se nedan). 
Likaså möjliggör förbättringar av mjukvara för miljö-DNA analys, såväl som de data-
baser med referenssekvenser som används, att taxonomisk klassificering med högre 
upplösning nu är möjlig jämfört med tidigare (Yang et al., 2017). För att miljö-DNA 
teknologi ska nå sin fulla potential och fullt ut användas inom miljöövervakning 
behöver dock frågor kring skalbarhet av analyser samt reproducerbarhet av resultat 
först lösas (Mousavi-Derazmahalleh et al., 2021).

1.1.1 Metabarkodning och metagenomik
DNA-molekyler som samlats in från ett miljöprov kan antingen analyseras genom 
kvantifiering eller avläsas med så kallad DNA-sekvensering. Vid sekvensering avläses 
de delar som utgör DNA molekylen (kallade baser) och resulterar i en sekvens av 
adenin (A), guanin (G), cytosin (C) eller tymin (T). För att öka chansen att detektera 
en molekyl från en specifik art kan en metod kallad metabarkodning tillämpas. Med 
denna metod amplifieras (DNA-fragmenten mångfaldigas exponentiellt) och sekven-
seras specifika DNA fragment från så kallade markörgener, gener som alla arter inom 
den undersökta organismgruppen har. Dessa sekvenser jämförs sedan med sekvenser 
av känt ursprung i en referensdatabas, och sekvensdata kan på så vis omvandlas till en 
lista med arter som detekterats i provet. Denna metod är alltså beroende av att (1) ett 
tillräckligt långt DNA-fragment sekvenseras så att artspecifika skillnader kan detekte-
ras, (2) att sekvenserna har tillräckligt hög kvalitet så att sekvensfel inte resulterar i 
fel art-klassificering, och att (3) referensdatabasen innefattar arterna som förekommer 
i den provtagna miljön.

Ett annat tillvägagångssätt vid analys av miljöprov är att sekvensera den totala 
mängden DNA i provet, så kallad metagenomik. Detta möjliggör detektion av orga-
nismer vars markörgener är mindre kända, och därför svårare att amplifiera, samt 
att en större del av organismernas DNA kan analyseras.
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1.1.2 Kvantitativ PCR-analys
En ofta använd metod för analys av miljö-DNA kallas kvantitativ PCR (qPCR). Med 
denna metod detekteras, och därefter kvantifieras, DNA molekylerna snarare än 
avläses på det sätt som görs vid DNA-sekvensering. Metoden lämpar sig för detek-
tion av en eller ett fåtal arter eller sekvensvarianter i ett miljöprov, och genererar 
inte närmelsevis så stora datamängder som parallelliserad DNA-sekvensering gör. 
Reproduceringsproblematiken för denna typ av undersökningar skiljer sig därför 
från DNA-sekvenseringsprojekt varför de inte inkluderats i denna litteraturstudie.

1.1.3 Bioinformatisk analys
De sekvenseringsbaserade metoderna beskrivna ovan lämpar sig för undersökning 
av en eller flera specifika organismgrupper, och har gemensamt att de ofta genererar 
stora datamängder. För att denna data ska vara relevant och användbar i framtida 
jämförande analyser, till exempel i ett nationellt övervakningsprogram, krävs ofta 
specifik kompetens som ligger utanför generell bioinformatisk kompetens (se avsnittet 
Enkla åtgärder för ökad reproducerbarhet). Bioinformatik är ett tvärvetenskapligt 
forskningsområde som kombinerar biologi och datalogi och ofta appliceras på biolo-
giska sekvensdata (https://www.ne.se/uppslagsverk/encyklopedi/lång/bioinformatik).

En bioinformatisk analys av ett metabarkodningsprov innebär ofta en kombina-
tion av följande analyssteg, (1) sekvensernas kvalitet undersöks, följt av (2) filtrering 
och trimning där hela eller delar av DNA-sekvenser av låg kvalitet exkluderas. Sekven-
serna kan sedan analyseras ytterligare, för att (3) identifiera felaktiga sekvenser av hög 
kvalitet (så kallade falska positiva resultat), och kvarvarande data (4) jämförs sedan 
med sekvenser av känt ursprung i en referensdatabas (Taberlet et al., 2018a). Efter 
denna analys har DNA-sekvenserna omvandlats till en taxonomisk lista av identi-
fierade arter i provet. Samtliga dessa steg, inklusive val av sekvenseringsteknologi, 
analysprogram och utformning av referensdatabasen, har en större eller mindre 
påverkan på det slutliga resultatet, varför kännedom om vilka steg, och i vilken ord-
ning som de utförts, är viktiga att känna till när resultatet från olika undersökningar 
jämförs (Santoferrara et al., 2020). Detta kan till exempel gälla en jämförande studie 
över tid eller mellan geografiskt skilda platser. Skillnader som observeras mellan 
olika prover i en sådan jämförande studie kan alltså bero på biologiska olikheter eller 
skillnader i hur de olika proverna analyserats. En ofta ofrånkomlig skillnad mellan 
provresultat i en tidsserie-analys är att nya referenssekvenser hela tiden tillkommer 
i publika databaser (Figur 1), vilket möjliggör detektion av fler arter med hjälp av nyare 
versioner av en referensdatabas (Goodwin et al., 2019).

1.1.4 Sekvenseringsteknologier
Sedan parallelliserad DNA sekvensering (dvs. metoder där miljontals molekyler 
sekvenseras samtidigt) introducerades under tidigt 2000-tal, så har möjligheterna 
att analysera miljö-DNA förändrats dramatiskt (Adamowicz et al., 2017). De olika 
sekvenserings-teknologier som idag framför allt används inom miljö-DNA analys 
kan karaktäriseras baserat på tre egenskaper; mängden sekvenser som produceras, 
längden på sekvenserna, samt sekvensläsningarnas kvalitet. Framför allt längd 
(Adamowicz et al. 2017) samt kvalitet kan ha stor påverkan på analysresultatet i 
en miljö-DNA studie (Shokralla et al., 2012). Forskare inom fältet har tidigare varit 
tvungna att kompromissa och antingen välja mellan längre sekvensläsningar eller 

https://www.ne.se/uppslagsverk/encyklopedi/l%C3%A5ng/bioinformatik
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högre kvalitet, men nya framsteg inom sekvenseringsteknologi möjliggör nu att både 
ökad längd och högre kvalitet kan erhållas samtidigt. Användningen av dessa nya 
teknologier kan visa sig vara fördelaktig för metabarkodning, men kommer kräva 
ytterligare forskning och utveckling. Som ett exempel kan nämnas att längre DNA-
sekvenser från miljö-DNA undersökningar kommer kräva att även längre referens-
sekvenser tas fram för att teknologin ska kunna utnyttjas till fullo.

ILLUMINA
Illumina MiSeq lanserades 2011 (https://emea.illumina.com/company/news- center/
press-releases/2011/1515239.html) och är fortfarande, trots att det är en relativt  gammal 
plattform, den dominerande sekvenseringsteknologin för miljö-DNA analys. På senare 
år har dock Illumina NovaSeq 6000, som erbjuder liknande egenskaper som MiSeq, 
introducerats på marknaden. Fördelarna med dessa plattformar är att de kan producera 
många sekvenser av hög kvalitet. Nackdelen är att de genererar kortare sekvens läsningar 
(150-300 baser), vilket gör att endast en kortare del av en markörgen kan analyseras. 
Detta i sin tur kan leda till problem med taxonomisk upplösning i en undersökning, 
då längre DNA-molekyler kan behöva analyseras för att skilja närstående arter åt.

PACIFIC	BIOSCIENCES	(PACBIO)
I vår analys har vi identifierat få projekt som använt denna plattform för miljö-DNA 
analys. Denna teknologi erbjuder dock fördelen att kunna sekvensera betydligt längre 
DNA-molekyler än Illuminas plattformar, vilket möjliggör att en längre markörgen kan 
analyseras, och i sin tur att den taxonomiska upplösningen i en undersökning ökar.

OXFORD	NANOPORE	TECHNOLOGIES	(ONT)
Ingen av de undersökta artiklarna inkluderar data från denna sekvenseringsplattform. 
Detta beror med största sannolikhet på att sekvenskvaliteten hos ONT tidigare varit 
för låg i jämförelse med sekvenser producerade av Illuminas och PacBios plattformar 
(Krehenwinkel et al., 2019). Utveckling under senare år har dock gjort att kvaliteten 
har ökat avsevärt vilket gör att denna teknologi har potential att kunna användas för 
metabarkodning och metagenomik. En viktig fördelar med denna plattform är att den 
kan producera mycket långa sekvensläsningar vilket innebär att längre markörgener 
(till exempel hela mitokondrie- eller kloroplastgenom) kan analyseras, något som 
möjliggör högre taxonomisk upplösning i en del undersökningar. Ytterligare fördelar 
är att plattformen är både liten och billig vilket möjliggör att sekvensering kan utföras 
i fält, vilket ger mycket snabbare resultat än traditionella sekvenseringsplattformar 
(Tyler et al., 2018; Chang et al., 2020).

https://emea.illumina.com/company/news-center/press-releases/2011/1515239.html
https://emea.illumina.com/company/news-center/press-releases/2011/1515239.html
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Figur 1. Mängden DNA-sekvensdata som producerats och publicerats i publika databaser har 
ökat dramatiskt under de senaste årtiondena. Här visas antalet sekvenser i Genbank (varje punkt 
i	grafen	motsvarar	en	specifik	version	av	databasen),	en	internationell	databas	för	DNA-	och	
protein-sekvensdata,	som	ofta	används	för	taxonomisk	klassifikation	av	miljö-DNA	sekvenser.	
Den branta stigningen av kurvan i början av 2000-talet sammanfaller med att storskalig sekvense-
ring av det mänskliga genomet inleddes, samt lansering av ny sekvenseringsteknologi som ledde 
till minskade kostnader för DNA-sekvensering.
(Källa:	National	Center	for	Biotechnology	Information	(NCBI);	https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/statistics/;	https://www.
genome.gov/about-nhgri/Brief-History-Timeline)

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/statistics/
https://www.genome.gov/about-nhgri/Brief-History-Timeline
https://www.genome.gov/about-nhgri/Brief-History-Timeline
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2. Metod

2.1 Reproducerbarhet
Med reproducerbarhet menar vi i denna rapport möjligheten att återskapa ett bio-
informatiskt resultat givet en beskrivning av programvara, data och referensmaterial 
som använts i en analys. Denna beskrivning kan utgöras av en metoddel i en veten-
skaplig publikation, eller att den analyskod som använts gjorts tillgänglig. Då det 
inte varit möjligt att i denna undersökning försöka reproducera samtliga analyser 
i det undersökta materialet har vi i stället satt upp fyra kriterier som använts för att 
bedöma reproducerbarheten hos de inkluderade miljö-DNA analyserna:

• Namn och versionsnummer för programvaran som använts är dokumenterad.

• Analys-parametrar för samtliga analyssteg är angivna.

• Referensdatabasens namn och versionsnummer anges, alternativt en länk 
 och/ eller unik identifierare är angiven.

• De analyserade DNA-sekvenserna är allmänt tillgänglig och angivna med en 
unik identifierare (så kallad FAIR data; Wilkinson et al., 2016).

För att undersöka och belysa eventuella problem kring reproducerbarhet vid miljö-
DNA analys har en systematisk litteraturstudie genomförts med en modifierad metod 
av Gough m.fl (2017; Figur 2).

2.2 Databaser
För att få en så heltäckande bild av ämnet gjordes litteratursökningar i följande 
databaser den 26:e april 2022: 
• DIVA (https://www.diva-portal.org/)

• BASE (https://base-search.net/)

• Libris (https://libris.kb.se/)

• SwePub (https://swepub.kb.se/)

• PubMed (https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/) 

• Scopus (https://www.scopus.com/)

För att möjliggöra reproducerbarhet av denna analys, underlätta urvalet av titlar, 
samt att automatiskt exkludera duplicerade sökresultat, så gjordes alla sökningar via 
respektive databas Application Programming Interface (API). Datorkod för respektive 
databas-sökning skrevs i Python v3.8.3 och finns tillgänglig som Jupyter Notebooks 
via https://github.com/topel-research-group/Reproducible-analysis-of-eDNA-for-
national-biodiversity-monitoring-programs.

https://www.diva-portal.org/
https://base-search.net/
https://libris.kb.se/
https://swepub.kb.se/
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/
https://www.scopus.com/
https://github.com/topel-research-group/Reproducible-analysis-of-eDNA-for-national-biodiversity-monitoring-programs
https://github.com/topel-research-group/Reproducible-analysis-of-eDNA-for-national-biodiversity-monitoring-programs


NATURVÅRDSVERKET RAPPORT 7084
Reproducerbar analys av miljö-DNA i nationella övervakningsprogram

15

Figur 2. Översikt av metoden som använts för urval av artiklar att inkludera i undersökningen. 
Baserad	på	metod	av	Gough	et	al.	(2017).

2.3 Söksträngar
De respektive databaserna har olika inriktning på de dokument de lagrar, och den 
söksträng som användes för respektive databas har därför modifierats något, men 
utgår från följande grund, där de booleska operatorerna AND/OR använts för att 
begränsa eller vidga sökningen.

(“eDNA” OR “environmental DNA” OR “metabarcoding” OR “eRNA” OR 
“ environmental RNA”) AND (“biodiversity” OR “species richness” OR 
“ monitoring” OR “biomonitoring”) AND (“high throughput sequencing” OR 
“HTS” OR “throughput”)
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I de flesta fall begränsades inte sökningen till vissa delar av dokumentet (till exempel 
titel eller nyckelord) utan gjordes på hela textmassan. Exakt söksträng som användes 
för respektive databas presenteras i Bilaga 1.

2.4 Referenslitteratur
För att begränsa sökresultatet till en överskådlig mängd litteratur och samtidigt 
säkerställa att relevanta titlar inkluderades, skapades innan databas-sökningen en 
referensliteraturlista med titlar som ansågs viktiga för denna undersökning (här 
kallad jämförelselista). Denna lista utformades så att den inkluderade titlar från 
vetenskaplig litteratur (Bista et al., 2017; Deiner et al., 2017; Tapolczai et al., 2019) 
samt myndighetsrapporter (Hänfling et al., 2016; Winding et al., 2019; Meissner et 
al., 2020; Norros et al., 2022) som beskriver miljöövervakning med miljö-DNA och 
som på förhand identifierats som relevanta för denna undersökning (se Bilaga 2). 
Respektive söksträng justerades därefter så att samtliga titlar i jämförelselistan 
inkluderades i den slutgiltiga listan av analyserad litteratur.

2.5 Urval av titlar
För att reducera antalet undersökta publikationer samt för att säkerställa att enbart 
relevant material inkluderades i undersökningen gjordes en manuell bedömning 
av sökresultatet i två steg. I första steget kontrollerades samtliga titlar identifierade 
i den automatiska sökningen, och publikationer utan relevant titel exkluderades. I 
steg två lästes sammanfattningen av kvarvarande publikationer och ytterligare titlar 
exkluderades (till exempel undersökningar som enbart använt kvantitativ PCR-ana-
lys och därmed ställts inför en annan typ av reproduceringsproblematik jämfört med 
metabarkodningsstudier). I tillägg exkluderades även titlar när själva textmassan i 
dessa lästes och de då inte ansågs relevanta för denna undersökning. För att säker-
ställa en opartisk bedömning av respektive publikation i de två första urvalsstegen 
så inkluderades bara titel samt sammanfattning i de filer som undersöktes, så att till 
exempel namn på författare samt tidskriftens namn etc. inte skulle påverka urvalet.

2.6 Analys av litteraturens innehåll
Av de 134 titlar som identifierats som relevanta för denna undersökning bestod hälften 
av review-artiklar, rapporter och liknande och 67 innehöll egen analys av originaldata, 
dvs. data som producerats under respektive undersökning. Metodbeskrivningen i 
dessa 67 titlarna lästes sedan och de fyra kriterierna för reproducerbarhet undersöktes.

I en ytterligare analys sammanfattades även beskrivningar av framtida forsknings-
behov som lyfts av författarna till de ursprungliga 134 undersökta artiklarna. Många 
forskningsförslag var identiska eller liknande mellan publikationer, och efter en 
sammanställning identifierades fjorton kategorier av förslag. Antalet publikationer 
med rekommendationer från vardera kategori summerades sedan.

Resultatet från dessa analyser samlades i ett kalkylblad som är tillgänglig via 
https://github.com/topel-research-group/Reproducible-analysis-of-eDNA-for-natio-
nal-biodiversity-monitoring-programs.

https://github.com/topel-research-group/Reproducible-analysis-of-eDNA-for-national-biodiversity-monitoring-programs
https://github.com/topel-research-group/Reproducible-analysis-of-eDNA-for-national-biodiversity-monitoring-programs
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3. Resultat
Efter att söksträngarna för respektive databas justerats så inkluderade sökresultatet 
samtliga titlar i jämförelselistan (se Bilaga 1 och 2). Antalet titlar som  sökningarna 
resulterade i presenteras i Tabell 1. Då samma publikation kan registreras i flera data-
baser resulterade sökningen i ett antal duplikat och efter att dessa exkluderats så 
återstod 915 titlar. Relevant titel för denna undersökning identifierades hos 139 publi-
kationer och av dessa uteslöts tre efter att sammanfattningen lästs. Ytterligare två titlar 
uteslöts efter att hela textmassan i dessa lästs. Av kvarvarande 134 publikationer inne-
höll 67 beskrivningar av miljö-DNA analys av originaldata, och resterande utgjordes av 
review-artiklar, myndighetsrapporter och liknande utan egen bioinformatisk analys 
(Tabell 2). De 67 original-artiklarna ingick i analysen av reproducerbarhet (Tabell 3), 
och samtliga 134 artiklar låg till grund för analysen av framtida forskningsbehov.

I ungefär hälften av publikationerna har den använda programvaran inte rappor-
terats på ett tillbörligt sätt och i ungefär 25% har inte analysparametrar angivits. Bland 
de undersökningar som inte tillräckligt utförligt presenterar använd referensdatabas 
ser vi framför allt tre typer av misstag. Antingen har enbart namnet på databasen 
rapporterats (t.ex. Diat.barcode) utan att versionsnummer eller datum då databasen 
laddats ner inkluderats, eller har enbart distributörens namn angivits (t.ex. NCBI) och 
inget specifikt databasnamn (t.ex. NCBI nt eller NCBI nr). En tredje kategori utgörs av 
individuellt utformade databaser, bestående av eget framtaget referensmaterial och/
eller ett urval av allmänt tillgängliga sekvenser, utan någon referens till var denna 
specifika referensdatabas nu finns tillgängliga. Tio av de 67 studierna inkluderade 
heller inte information om var de analyserade DNA-sekvenserna finns tillgängliga.

Resultatet från sammanställningen av framtida forskningsbehov visas i Figur 3. 
I 109 av de 134 undersökta artiklarna presenterades förslag på framtida forsknings-
inriktningar. I tillägg till de fjorton kategorier vi identifierat, gavs även förslag på ett 
stort antal ytterligare inriktningar men då dessa enbart framfördes i ett fåtal publika-
tioner presenteras här enbart de vanligast förekommande. Samtliga identifierade 
förslag finns presenterade på projektets Github-sida (se sektionen Publikationer och 
Data nedan).

Tabell 1. Antal publikationer som identifierades i respektive databas. Vissa publikationer 
 identifierades i flera databaser.

Databas Identifierade publikationer

DIVA 80

BASE 75

Libris 33

SwePub 33

PubMed 417

Scopus 653
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Tabell 2. Antal undersökta publikationer
Totalt antal 

 identifierade 
unika 

 publikationer

Publikationer 
med relevant 

titel 

Publikationer 
med relevant 

sammanfattning

Publikationer 
med relevant 

innehåll

Artiklar med 
orginaldata

915 139 136 134 67

Tabell 3. Resultat av reproducerbarheten hos 67 miljö-DNA studier. Tabellen visar antalet 
samt procent av alla publikationer som (1) specificerar namn och version av mjukvara som 
använts (2), analysparametrar som använts, (3) specificerar namn och versionsnummer för 
använd referensdatabas, samt (4) inkluderar unik identifierare eller länk till analyserad data. 
Sista kolumnen visar antal publikationer som uppfyller alla fyra kriterierna och i denna analys 
anses vara reproducerbara.

Namn och pro-
gram-version 
specificerad

Analys-
parametrar 

specificerade

Referens-
databas 

tillgänglig

Analyserad 
data tillgänglig

Reproducer-
bara analyser

Antal 36 51 41 57 22
% 53.7 76.1 61.2 85.1 32.8

Figur	3.	Fördelning	av	föreslagna	framtida	forskningsinriktningar	som	identifierats.	Liknande	
förslag har här sammanställts i fjorton övergripande kategorier.
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4. Diskussion
Resultatet av vår analys visar att problem med vetenskaplig reproducerbarhet som 
rapporterats från andra forskningsområden även förekommer inom detta fält (t.ex. 
Baker, 2016; Samuel & König-Ries, 2021; Curty et al., 2022). I vårt undersökta material 
ingår även ett antal publikationer som beskriver liknande dåliga erfarenheter kring 
reproducerbarhet av bioinformatiska analyser (Dufresne et al., 2019; Creedy et al., 
2022; Zaiko et al., 2022). Detta gör att vi tror att vårt visserligen begränsade undersök-
ningsmaterial är representativt för den problematik som finns kring reproducerbarhet 
av bioinformatik i miljö-DNA analyser. I tillägg till de fyra kriterier som undersökts 
skulle en djupare analys även kunna innefatta kvalitet och tillgänglighet till relevant 
metadata. Då en allmän standard för miljö-DNA sekvens-metadata ännu inte finns 
tillgänglig har vi inte kunnat definiera några sådana bedömningskriterier.

Flera författare påpekar att bioinformatisk analys kompliceras av att det finns 
ett närmast oändligt utbud av mjukvara och analysparametrar som kan kombineras 
på ett flertal olika sätt (Bailet et al., 2020; Bowers et al., 2021; Creedy et al., 2022; Zaiko 
et al., 2022). Vid denna typ av analys saknas ofta empiriska bevis för att ett specifikt 
resultat är det korrekta, vilket gör det omöjligt att avgöra vilken metod som kan anses 
vara bäst (Griffiths et al., 2018; Li et al., 2019). Valet av analysmetod kan därför anses 
vara av mindre betydelse (Deiner et al., 2017), så länge som metodiken dokumenteras 
på ett tillräckligt utförligt sätt att den kan reproduceras vid ett senare tillfälle eller 
tillämpas i metaanalyser som inkluderar nya data (Tedersoo et al., 2015).

4.1 Programversioner och analysparametrar
Misstagen att inte ange mjukvaruversionsnummer samt vilka  analysparametrar 
som använts (även om de bara varit förinställda standardvärden) tolkar vi som en 
bristande förståelse för hur mycket dessa val kan påverka resultatet av en analys 
(Cashman et al., 2018). På samma sätt som man ger en detaljerad beskrivning av 
ett laboratorieprotokoll i en material- och metodsektion när ett forskningsresultat 
publiceras, så är det också viktigt att ge detaljerade beskrivningar av de bioinfor-
matiska verktyg som används i ett experiment. Till exempel, när man i ett laborativt 
experiment använder en viss kemikalie, är vanlig praxis att ange tillverkaren och 
mängden som används, eftersom dessa faktorer kan ha stor effekt på resultatet. 
På samma sätt är det lämpligt att ange version av programvaran samt de specifika 
inställningarna som använts.

Bioinformatisk programvara är inte statiska verktyg utan ofta under aktiv utveck-
ling (Gardner et al., 2022). Därför kan många versioner av ett givet verktyg finnas 
tillgängliga, vilka kan ge olika resultat beroende på de förbättringar som gjorts av pro-
gramvaran (Garijo et al., 2013; Piccolo & Frampton, 2016). Detta problem förvärras av 
antalet inställningar som denna typ av programvara kan ha. I många av artiklarna i vår 
studie presenterades ofta bara speciellt viktiga parameterinställningar. Bioinformatisk 
programvara kan dock ha dussintals inställningar, ofta satta till standardvärden, som 
kanske inte nämns av författarna. Dessa standardvärden kan ändras mellan versioner 
och kan därmed ha en påverkan på det slutliga resultatet (t.ex. https://www.ncbi.nlm.
nih.gov/books/NBK131777/).

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/books/NBK131777/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/books/NBK131777/
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4.2 Referensdatabaser
En oroväckande trend i vårt resultat är att en stor del av publicerade miljö-DNA 
analyser inte tillräckligt utförligt dokumenterar det referensmaterial som använts för 
taxonomisk klassificering av sekvensdata. Medan de flesta av artiklarna presenterade 
vilka databaser som ingått i undersökningen, var det många som inte specificerade 
vilken version som använts, något som avsevärd kan påverka tolkningen av  resultatet. 
Till exempel, om nya arter dyker upp i resultat som genereras vid en senare tidpunkt 
i en längre studie, beror detta på en verklig förändring i biologisk mångfald, eller att 
en sekvens för den nya arten lagts till i en senare version av referensdatabasen? Dessa 
frågor kan endast besvaras om databasversionen är känd. Medan många av artiklarna 
i vår studie använde väletablerade webbaserade databaser som BOLD, SILVA och 
NCBI nt/nr, som kan citeras med antingen versionsnummer eller datum för åtkomst, 
använde vissa också eget utformade databaser. Ett flertal olika digitala arkiv finns 
tillgängliga för lagring och publicering av denna typ av data, och i vårt undersökta 
material hittar vi referenser till webbplatser som GitHub (https://github.com/) och 
Zenodo (https://zenodo.org/). Det finns även bra lösningar för att säkerställa integri-
teten hos eget utformade databaser (se sektionen Kryptografiska hashfunktioner) och 
säkerställa att data inte förändras när filer delas via dessa plattformar.

4.3 Analyserad data
Av de fyra kriterier för reproducerbarhet som använts i denna undersökning upp-
fyllde flest författare kriteriet att analyserad data ska finnas tillgänglig efter publi-
cering. Detta beror med största sannolikhet på att de flesta vetenskapliga tidskrifter 
numera ställer kvar på att data finns tillgänglig i någon form av publik databas vid 
publiceringstillfället. På samma sätt kräver även många forskningsfinansiärer att 
forskningsansökningar inkluderar en datahanteringsplan. Av de tio publikationerna 
som inte uppfyllde detta kriterium var tre äldre (från 2012, 2013 och 2015), och tre var 
inte sakkunniggranskade artiklar (två rapporter respektive en magisteravhandling). 
De återstående fyra publikationerna presenterade antingen en ny mjukvara eller ett 
arbetsflöde, och gav ofta referenser till åtminstone en del av den data som använts för 
publikationen.

Då den bioinformatiska analysen av sekvensdata är ett av de mest kritiska  stegen 
i miljö-DNA analys (Deiner et al., 2017), samt att variationsmöjligheterna av analys-
program, parametrar, referensmaterial och typ av sekvensdata är så stor, är hänsynen 
till reproducerbarhet extra viktig, men ofta förbisedd. Denna variation av analys-
möjligheter spelar dock stor roll för utvecklingen av miljö-DNA fältet och möjliggör 
att nya insikter kan skapas från både nya och gamla data. Variationen utgör likväl en 
utmaning och en risk för att analysresultat och data kan bli inaktuella (Adamowicz 
et al. 2017; Zaiko et al., 2022). Därför, för att den sekvensdata som kommer genereras 
i framtida nationella övervakningsprogram ska komma bäst till nytta bör extra vikt 
läggas vid att analys- och referensdata, analysmetoder och arbetsflöden som används 
görs tillgängliga på ett enkelt och reproducerbart sätt.

Tidsseriedata från till exempel ett övervakningsprogram ackumuleras till sin 
natur över tid, och om prover i en sådan tidsserie ska jämföras med varandra måste 
de kunna analyseras på samma sätt (Goodwin et al., 2019). Detta gör det viktigt att 
korrekt dokumentera detaljerna i analysen enligt ovan (program och deras versioner, 

https://github.com/
https://zenodo.org/
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de parametrar som används, den underliggande databasen). Att ha dessa analys-
detaljer tillgängliga i en form som automatiskt kan tillämpas på nya data (som till 
exempel en kommandofil eller en mjukvarucontainer som beskrivs nedan) har inte 
bara fördelen att möjliggöra konsekvent analys över hela tidsserien, utan minskar 
även risken för mänskliga fel i varje analyssteg, samt leder till en automatisk doku-
mentation av hur analysen utförts.

4.4 Enkla åtgärder för ökad 
reproducerbarhet

Traditionellt utgör metoddelen i en vetenskaplig publikation den enda källan som 
beskriver hur en bioinformatisk analys utförts, men vår undersökning visar är att 
detta ofta inte är tillräckligt för att reproducera ett resultat (se även Goldberg et al., 
2016; Nicholson et al., 2020). I den undersökta litteraturen presenteras dock ett antal 
teknologier och metoder som om rätt tillämpade avsevärt kan öka reproducerbar-
heten av bioinformatiska analyser. Vi har identifierat ett antal olika teknologier som 
ännu inte fullt utnyttjas inom detta fält, men som med lätthet skulle kunna förbättra 
reproducerbarheten av bioinformatiska analyser avsevärt, och som lämpar sig väl att 
implementera i framtida nationella övervakningsprogram.

4.4.1	 Kommandofil
Av de steg som ingår i ett miljö-DNA projekt är den bioinformatiska analysen den 
som enklast kan göras reproducerbar, något som tyvärr inte återspeglas i vårt ana-
lysresultat. Den absoluta merparten av de analysprogram som används för DNA-
sekvensanalys är kommandoradsprogram, dvs. program som startas i en virtuell 
datorterminal (hädanefter kallad terminal). Denna terminal kan vara till exempel 
MobaXterm (https://mobaxterm.mobatek.net/), iTerm (https://iterm2.com/) eller 
GNOME terminal (https://help.gnome.org/users/gnome-terminal) och finns tillgäng-
liga för samtliga operativsystem. I och med att interaktionen med terminalen är helt 
textbaserad kan samtliga kommandon, inkluderande namn på analysprogram samt 
samtliga använda programparametrar, enkelt sparas i en textfil som möjliggör enkel 
reproduktion av analysresultaten, samt samtidigt automatisk dokumentation av 
de steg som ingått i analysen. Att frångå manuell inmatning av kommandon och i 
stället använda sig av kommandofiler underlättar inte bara själva arbetet utan även 
kvaliteten och reproducerbarheten hos en analys (Deiner et al., 2017). Flera artiklar 
som ingår i vårt analyserade material länkar till kommandofiler som använts i de 
respektive analyserna, i programmeringsspråk som bash (t.ex. Atherton &  Jondelius, 
2020), R (t.ex. Ritter et al., 2020) och Python (t.ex. Ríos-Castro et al., 2021). En annan 
liknande teknologi som användes i de undersökta artiklarna är Jupyter Notebook 
(Harper et al., 2018). Detta är ett typ av interaktivt dokument som kan användas i en 
webbläsare för att utföra analyser (flera olika programmeringsspråk stöds), samt kan 
inkludera dokumenterande text, analysresultat och figurer.

https://iterm2.com/
https://help.gnome.org/users/gnome-terminal/stable/


22

NATURVÅRDSVERKET RAPPORT 7084
Reproducerbar analys av miljö-DNA i nationella övervakningsprogram

4.4.2	 Arbetsflödesmjukvara	och	versionshantering	av	
mjukvara

Ett något mer avancerat sätt att dokumentera, distribuera och utföra sekvensanalyser 
på är att använda speciell mjukvara utvecklad för att bygga arbetsflöden. Exempel på 
sådan mjukvara är Snakemake (Mölder et al., 2021) och Nextflow (Di Tommaso et al., 
2017). Vår litteraturstudie har även identifierat ett mjukvaruprojekt specifikt inriktad 
på arbetsflöde vid analys av metabarkodnings data (Mousavi-Derazmahalleh et al., 
2021). Welzel et al. (2020) har i sitt arbetsflöde kallat Natrix även integrerat Conda 
(https://conda.io/), ett system för versionshantering av mjukvara. Dessa två system 
tillsammans möjliggör att arbetsflöden inkluderande både ordningsföljden på analys-
steg, samt specifik version av mjukvara som används, på ett lätt sätt kan dokumente-
ras och att analysen dessutom enkelt kan reproduceras vid ett senare tillfälle.

4.4.3 Containertecknologi
Tekniska lösningar som kommandofiler, Snakemake eller Conda är utmärkta för 
att säkerställa reproducerbara bioinformatiska analyser, men har gemensamt att de 
kräver att användaren själv installerar de programvaror som krävs för själva analysen 
av data. Detta kan vara en mer eller mindre komplicerad process då programvaror 
kan behöva kompileras från källkod, eller kan vara beroende av ytterligare mjukvara 
som kan vara komplicerad att installera. Dessa problem kan kringgås genom att 
kommandofiler, arbetsflöden, analysprogram och även data görs tillgänglig i en så 
kallad mjukvarucontainer, en form av virtualisering på operativsystemnivå. Exempel 
på denna typ av teknologi är Docker (Merkel, 2014) som ofta används i molntjänster 
och mjukvaruutveckling, samt Singularity (Kurtzer et al., 2017) som fokuserar på 
reproducerbarhet och IT-säkerhet. Denna typ av lösning erbjuder ypperliga möjlig-
heter att reproducera analyser och resultat men är enligt vår undersökning fortfarande 
relativt ovanligt förekommande i miljö-DNA analys. Inom det bioinformatiska fältet är 
dock denna teknologi inte ovanlig, och fyra av publikationerna i vår analys presenterar 
ny mjukvara tillgänglig i containrar, antingen Docker (SLIM [Dufresne et al., 2019]; 
Natrix [Welzel et al., 2020]) eller Singularity (Anacapa [Curd et al., 2019]; eDNAFlow 
[Mousavi-Derazmahalleh et al., 2021]).

4.4.4	 Kryptografiska	hashfunktioner
Hashkodning (https://www.ne.se/uppslagsverk/encyklopedi/lång/hashkodning) 
är ett sätt att enkelt säkerställa integriteten hos data, och verifiera att innehållet i 
en datafil inte har ändrats. Metoden används därför med fördel för att försäkra att 
till exempel kommandofiler eller filer innehållande sekvensdata efter nedladdning 
från en server fortfarande är en exakt kopia av originalfilen (se t.ex. Elbrecht et al., 
2017; Harper et al., 2018; Curd et al., 2019). Metoden kan även appliceras på egen-
händigt sammansatt referenssekvensdata som används för taxonomisk klassificering 
av DNA-sekvenser. Filnamn och versionsnummer för dessa referensdatabaser kan 
enkelt ändras av misstag, men tillhörande hashkod kommer endast förändras om 
själva innehållet i filen ändras. Metoden kan tillämpas på alla typer av filer, och har 
använts för att verifiera data som skapats i denna undersökning, där varje delresultat 
presenteras i text-filformat med tillhörande hashkod. Detta för att öka transparensen 
i metoden vi använt samt för att säkerställa reproducerbarhet av resultatet (https://
github.com/topel-research-group/Reproducible-analysis-of-eDNA-for-national-bio-
diversity-monitoring-programs).

https://docs.conda.io/
https://www.ne.se/uppslagsverk/encyklopedi/l%C3%A5ng/hashkodning
https://www.ne.se/uppslagsverk/encyklopedi/l%C3%A5ng/bioinformatik
https://www.ne.se/uppslagsverk/encyklopedi/l%C3%A5ng/hashkodning
https://github.com/topel-research-group/Reproducible-analysis-of-eDNA-for-national-biodiversity-monitoring-programs//
https://github.com/topel-research-group/Reproducible-analysis-of-eDNA-for-national-biodiversity-monitoring-programs//
https://github.com/topel-research-group/Reproducible-analysis-of-eDNA-for-national-biodiversity-monitoring-programs//
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4.4.5 Versionshantering och onlinepublicering
Under tidigt 2000-tal introducerade Jean-Claude Bradley ett nytt sätt att distribuera 
vetenskapliga resultat kallat “Open Notebook Science” (Bradley, 2007). Filosofin 
bakom detta initiativ bygger på tanken att vetenskapliga framsteg snabbare kan göras 
om resultat, utfallet av experiment eller kännedom om vem som arbetar med vilka 
frågor, kan distribueras mer eller mindre i realtid. Delvis samma tanke förekommer 
även inom mjukvaruutveckling där mjukvara licensierad med öppen källkod ofta 
görs tillgänglig via webben. För att möjliggöra detta har en hel infrastruktur kring 
versionshantering av filer och enkel distribuering av dessa vuxit fram inom IT-sektorn. 
Exempel på denna typ av infrastrukturer är versionshanterings-programmen Git 
(https://git-scm.com/) och SVN (https://subversion.apache.org/) samt distributions-
kanalerna GitHub (https://github.com/), GitLab (https://gitlab.com/) och BitBucket 
(https://bitbucket.org/). Dessa infrastrukturer lämpar sig även väldigt väl för data 
och arbetsflöden, samt andra typer av filer som genereras i miljö-DNA analyser och 
i vår undersökning har vi identifierat 17 av 67 undersökningar (25%) som använt Git 
och GitHub för detta. Att arkivera kommandofiler och resultat i realtid, eller efter att 
en undersökning slutförts, möjliggör därför större transparens och reproducerbarhet 
i ett projekt (Deiner et al., 2017). Ytterligare en fördel med dessa distributionskanaler 
är att de tillhandahåller unika identifierare för de uppladdade filerna, vilket under-
lättar rapportering (och framtida nedladdning) av korrekt version av programvara 
och data. På liknande sätt kan unika, versionsspecifika identifierare erhållas i form 
av DOI:er (Digital Object Identifier; t.ex. när du använder Zenodo), eller versions-
hanterade accessionsnummer för referenssekvenser i databaser såsom de som NCBI 
tillhandahåller.

En förutsättning för att de förslag som presenteras ovan ska fungera är att öppna 
filformat används för lagring, samt att fri- eller öppen mjukvara (Free/Libre/Open 
source software, FLOSS) används för analyser, arbetsflöden, versionshantering etc. 
Detta gör att data och resultat inte blir låsta till ett specifikt mjukvaruprojekt som kan 
försvinna över tid, och möjliggör att infrastruktur för distribution av filer kan drivas 
vidare i egen regi om så skulle ske.

Ett reproducerbart tillvägagångssätt ökar inte bara tillförlitligheten hos en enskild 
analys utan underlättar även avsevärt möjligheten att utföra jämförande studier som 
inkluderar data från flera olika källor. En analysmetod som dokumenterats i en kom-
mandofil, där mjukvaruversioner hanteras av Conda eller distribueras som en mjukva-
rucontainer kan ofta enkelt appliceras på nya data eller återanvändas när en nyare och 
mer komplett referensdatabas blir tillgänglig. Detta tillvägagångssätt ger flera fördelar 
genom att (1) fungera som automatisk dokumentation av alla mjukvara och inställ-
ningar som används; (2) enkelt möjliggöra analys av ny data, och 3) underlätta delning 
av metoder och resultat.

Focus för denna undersökning har varit reproducerbarhet och standardisering av 
bioinformatisk sekvensanalys då denna process är digital och möjlig att på ett enkelt 
sätt göras reproducerbar. Miljö-DNA projekt innehåller även fält- och labb-moment 
som även dessa behöver kvalitetssäkras och göras reproducerbara, något som är viktigt 
att ta med i planeringen för framtida forskningsprogram.

https://git-scm.com/
https://subversion.apache.org/
https://github.com/
https://gitlab.com/
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4.5 Framtida forskningsbehov
I den undersökta litteraturen presenteras ett antal förslag på forskningsinriktningar 
och teknologiska förbättringar som förväntas avancera tillämpningen av miljö-DNA 
analyser. Bland dessa finns även förslag på nya områden där metodiken visat stor 
potential men där mer forskning krävs. Då det undersökta textmaterialet lämpar 
sig väl för en sammanfattning av framtida forskningsbehov inkluderar vi här en 
sammanställning.

Ett ofta förekommande påpekande i många artiklar är bristen på referens   - 
sek venser för taxonomisk klassificering av DNA-sekvenser identifierade i ett miljö-
DNA prov (se t.ex. Taberlet et al., 2012; Deagle et al., 2018; Porter & Hajibabaei, 2018; 
Beng & Corlett, 2020). Tillgång till tillförlitligt referensmaterial kan vara avgörande 
för resultatet av en analys varför framtida forskningsutlysningar bör  inkludera 
finansiering för DNA-sekvensering av referensmaterial från muséer, biobanker och 
fältinsamlingar. Som exempel på omfattningen av problemet kan nämnas att för en 
så väl studerad organismgrupp som kärlväxter (där https://artportalen.se/  rapporterar 
förekomst av 3783 arter i Sverige) finns idag en referenssekvens av den ofta använda 
markörgener matK endast för 606 arter (NCBI nt, https://www.ncbi.nlm.nih.gov/
nucleotide/, 2022-03-09). Inte bara sekvenser från fler arter efterfrågas, utan även för 
nya genetiska markörer. Detta då nya markörer kan ha bättre taxonomisk upplösning 
för vissa organismgrupper, till exempel genom att vara längre och då dessutom bättre 
utnyttja teknologiska framsteg inom DNA-sekvensering (se nedan). Ett konkret förslag 
gällande genetisk markör är sekvensering av hela mitokondriegenom hos arter som ska 
undersökas med metabarkodning.

Utvecklingen av protokoll för provtagning och analys av miljö-DNA har kommit 
längst för akvatiska miljöer (Clare et al., 2021). Potentialen har även visat sig vara stor 
för andra miljötyper, såsom luft (Karlsson et al., 2020; Clare et al., 2021; Lynggaard et 
al., 2022) och jord (Carrasco-Puga et al., 2021; Fernandez Nuñez et al., 2021). Utveckling 
av metoder för dessa miljötyper kommer utöka antalet arter som kan övervakas med 
miljö-DNA och metabarkodning, varför ytterligare forskning i dessa miljöer behövs. 
Flera studier efterfrågar även  utveckling och förbättring av provtagningsstrategier, 
dvs. ett behov av att identifiera hur många prover som behövs för ett representativt 
resultat, hur stort område ett miljö-DNA prov representerar, årstidsskillnader i DNA-
förekomst etc. (Keck et al., 2017; McGee et al., 2019). Man bör även titta på hur miljö-
DNA kan kombineras med traditionella metoder för biologisk övervakning (Beng & 
Corlett, 2020).

I nuläget kan miljö-DNA analys anses till största delen vara en kvalitativ analys-
metod där förekomst av artspecifikt DNA i ett prov kan konfirmeras eller  avfärdas 
(Elbrecht & Leese, 2015; Liu et al., 2020). Möjligheten att även kunna omvandla DNA- 
signalen till ett kvantitativt mått av till exempel antal individer av en viss art på en 
viss plats har visat sig vara svårt (Taberlet et al., 2018b), då olika stora  individer eller 
arter släpper ifrån sig olika mycket DNA, avstånd mellan provpunkt och  detekterad 
individ varierar etc. Vidare forskning är därför nödvändig för att även kunna kvanti-
fiera antalet individer i en population med hjälp av miljö-DNA. En  angränsande 
frågeställning är hur metoden kan användas för att skilja på molekyler från döda 
respektive levande individer. Detta gäller bland annat vid analys av sedimentprover, 
där både levande organismer och DNA från döda organismer ackumuleras (Pawlowski 
et al., 2014). För denna typ av undersökning kan i stället RNA-molekyler användas, så 
kallad eRNA. RNA-molekyler skapas kontinuerligt i levande celler och är mindre 

https://artportalen.se/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/
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stabila i miljön än DNA vilket gör dem lämpliga för att påvisa biologisk aktivitet 
och förekomsten av levande celler (Barnes & Turner, 2016).

Ett steg som ofta inkluderas i ett metabarkodningsprojet är amplifiering av DNA-
molekyler med PCR. Detta kan göra att mindre vanliga DNA-molekyler enklare kan 
detekteras under sekvenseringen men innebär även vissa risker, då amplifiering med 
PCR kan vara mer effektiv för vissa typer av molekyler och därmed ge en skev bild 
av variationen i ett prov. Metoden ökar även risken för sekvenseringsfel vilket kan 
resultera i artificiella sekvensvarianter, och en överskattning av den biologiska mång-
falden i ett prov (Coissac et al., 2012; Kennedy et al., 2020). Flera författare förespråkar 
därför användningen av PCR-fria metoder för metabarkodning och att mer forskning 
och utveckling bör inrikta sig på detta (t.ex. Taberlet et al., 2012; Kennedy et al., 2020; 
Liu et al., 2020).

Relaterat till detta är önskemål om fler metoder för att bedriva populations-
genetiska studier med hjälp av miljö-DNA (Tsuji et al., 2020). Detta kan även kopplas 
till förslaget att utöka referensbibliotek med mitokondrie-genom sekvenser, en typ 
av data som lämpar sig för populationsgenetiska studier, och som nyligen tillämpats 
på undersökningar av fiskpopulationer (Weitemier et al., 2021). Här finns det alltså 
möjlighet att adressera fler forskningsbehov genom att i framtida utlysningar finansi-
era sekvensering av fler mitokondriella genom.

Förslag presenteras även om att skapa standardiserade jämförelse-material av 
DNA-prover (så kallade mock communities) samt sekvensdata som kan användas 
för att verifiera labbmetoder samt bioinformatiska algoritmer som utvecklas eller 
används i olika labb (Elbrecht et al., 2017; Martoni et al., 2022). Önskemål har även 
uttryckts för införande av standarder för laborativa- samt bioinformatiska moment 
(Goodwin et al., 2017; Rivera et al., 2020). Dock uttrycker flera författare att försiktig-
het bör iakttas gällande krav på standardisering av protokoll, då detta kan ha en 
hämmande effekt på utveckling och innovation inom fältet (Piper et al., 2019). Enkla 
förslag i linje med att standardisera miljö-DNA analys, utan att hämma utvecklingen 
inom fältet, är till exempel standardiserad dokumentation samt metadata som görs 
tillgänglig med sekvensdata (Tedersoo et al., 2015; Goodwin et al., 2017).

Den tekniska utvecklingen inom DNA-sekvensering har skapat ett behov av nya 
bioinformatiska analysmetoder. Detta inkluderar utveckling av maskininlärnings-
metoder som visat sig framgångsrika vid ekologisk statusklassificering av miljöprover 
(Cordier et al., 2017), och där bristande tillgång till referenssekvensdata kan hanteras 
med taxonomifria analysmetoder (Apothéloz-Perret-Gentil et al., 2017). Metoderna 
har även föreslagits för undersökning av ekologiska nätverk där biotiska interaktioner 
modelleras med DNA-data (Vacher et al., 2016). Exempel på interaktioner som kan 
undersökas med miljö-DNA är växter och deras pollinatörer (Zinger et al., 2020), 
organismers mag-tarmflora samt näringsvävar (Kennedy et al., 2020).

Teknisk utveckling har även gjort att laboratorieutrustning minskat i storlek, 
samt automatiserats till den grad att det nu är möjligt att utföra DNA-sekvensering 
direkt på platsen för provtagningen. Det finns dock behov för ytterligare forskning 
och utveckling inom detta fält (Piper et al., 2019), där utvecklingen av automatiska 
provtagare, sensorer och mobila sekvenseringsplattformar har möjlighet att drama-
tiskt förändra förutsättningarna för biologisk övervakning (Krehenwinkel et al., 2019). 
I ett pågående forskningsprogram från Norska Miljödirektoratet (avslutas i februari 
2023) undersöks möjligheter med automatisk miljöövervakning och miljö-DNA, och 
en eventuell svensk utlysning på samma tema bör först utvärdera utfall och erfaren-
heter från denna.
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Den sekvenseringsteknologi som kommit längst inom utvecklingen av mobila platt-
formar, och som redan tillämpas i fältundersökningar (Krehenwinkel et al., 2019) är 
MinION från Oxford Nanopore. Denna plattform har möjlighet att sekvensera mycket 
långa DNA-fragment (så kallad long-read sequencing), vilket i sin tur kräver anpassat 
referensmaterial för att utnyttja teknologin till fullo. Denna typ av sekvenserings-
teknologi förmodas få stor påverkan på miljö-DNA området (Goodwin et al., 2019), 
och återkopplar tydligt till behovet av utveckling av nya och längre referenssekvenser 
för att uppnå den taxonomiska upplösning som krävs för effektiv övervakning av 
biologisk mångfald i ett nationellt övervakningsprogram.
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5. Slutsatser och förslag
Vår tolkning av vad som framkommit i denna undersökning är att krav på att publicera 
data samt att inkludera datahanteringsplaner i forskningsansökningar har haft en 
positiv effekt, och varit gynnsam för reproducerbarheten av miljö-DNA analyser. Vi 
tror därför att liknande krav på att en “reproducerbarhetsplan” inkluderas i ansök-
ningar till framtida forskningsprogram bör ha en lika positiv effekt, och att denna plan 
beskriver hur bioinformatiska analyser kommer dokumenteras, distribueras och göras 
reproducerbara. I tillägg, som komplement till de metodbeskrivningar som inkluderas 
i publikationer bör krav ställas på att analyskod och arbetsflöden, referens material med 
unika identifierare eller verifierat med hashfunktioner görs tillgängliga tillsammans 
med analysresultatet.

Vi noterar även att det just nu pågår ett antal initiativ i andra nordiska länder som 
syftar till att undersöka, utveckla och implementera miljö-DNA i nationella övervak-
ningsprogram. Som exempel kan nämnas Miljöministeriet i Finlands arbete för att 
rutinmässigt tillämpa molekylära metoder i övervakningsprogram senast 2025 (Norros 
et al., 2022), samt Miljödirektoratet i Norge som undersöker potentialen för automatisk 
provtagning och analys av miljöprover. Även Danmark har varit tidiga med att utvärdera 
tillämpningar av miljö-DNA i nationella övervakningsprogram (Winding et al. 2019), 
och i utveckling och standardisering av protokoll för övervakning av specifika arter 
(Andersen et al. 2018). Lärdomar från dessa program, samt pågående svenska initiativ 
för att implementera DNA-metoder inom miljöövervakning (https://www.naturvards-
verket.se/om-miljoarbetet/forskning/miljoforskning/forskningssatsningar-natur/
dna-metoder-inom-miljoovervakning/) kommer kunna hjälpa utformningen av nya 
forskningsprogram. Vi vill även lyfta fram den svenska infrastruktur (idag fokuserad 
på forskning snarare än miljöövervakning) som redan finns i drift och som potentiellt 
kommer kunna vara viktig för utformningen av ett nationellt övervakningsprogram 
som inkluderar miljö-DNA analys.

5.1 SBDI
Swedish Biodiversity Data Infrastructure (SBDI, https://biodiversitydata.se/) arbetar 
bland annat med att göra biodiversitetsdata, inklusive miljö-DNA data, tillgänglig för 
forskare, myndigheter och allmänheten. I detta arbete ingår även standardisering av 
format för metadata för metabarkodnings-sekvenser, en ofta förekommande  datatyp 
för miljö-DNA, och vars kvalitet kommer vara av största vikt i framtida övervaknings-
program. Organisationen utvecklar även analysverktyg med stark inriktning mot 
reproducerbarhet. Dessa verktyg använder bland annat arbetsflödesmjukvara, con-
tainerteknologi och versionshantering som identifierats som några av de tekniska 
lösningar som förenklar bioinformatisk reproducerbarhet (https://nf-co.re/ampliseq). 
SBDI erbjuder också möjligheten att dela biologisk mångfalds-data då de utgör den 
svenska noden i the Global Biodiversity Information Facility (GBIF). Förutom de data- 
och metadatastandarder som GBIF tillämpar ger organisationen även data en unik 
Digital Object Identifier (DOI, se rekommendationer under Versionshantering och 
onlinepublicering). Molekylära data kan både delas och sökas via den svenska ASV-
portalen som SBDI driver (https://asv-portal.biodiversitydata.se/). Portalen har potenti-
ellt många fördelar för ett nationellt övervakningsprogram, bland annat genom att 

https://www.naturvardsverket.se/om-miljoarbetet/forskning/miljoforskning/forskningssatsningar-natur/dna-metoder-inom-miljoovervakning
https://www.naturvardsverket.se/om-miljoarbetet/forskning/miljoforskning/forskningssatsningar-natur/dna-metoder-inom-miljoovervakning
https://www.naturvardsverket.se/om-miljoarbetet/forskning/miljoforskning/forskningssatsningar-natur/dna-metoder-inom-miljoovervakning
https://biodiversitydata.se/
https://nf-co.re/ampliseq
https://asv-portal.biodiversitydata.se/
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sekvenser som laddas upp klassificeras på nytt när referensdatabaser uppdateras, 
vilket säkerställer kvalitet och jämförbarhet mellan olika projekt som samlar in 
miljö-DNA-data. Projektet lagrar dock inte ursprungssekvenserna, utan de lagras 
i internationella sekvensdatabaser (till exempel The European Nucleotide Archive, 
https://www.ebi.ac.uk/ena/browser/home).

5.2 NBIS
National Bioinformatics Infrastructure Sweden (NBIS, https://nbis.se/) är en nationell 
forskningsinfrastruktur under Science for Life Laboratory (SciLifeLab, https://
www.scilifelab.se/). Organisationen erbjuder bioinformatiskt stöd till svenska forskare, 
både i form av engagemang i enskilda projekt, och med utveckling av bioinformatiska 
verktyg samt genom utbildning. Av speciellt intresse för denna rapport är de kurser 
som specifikt handlar om datahantering och reproducerbarhet (https://nbis.se/train-
ing/events.html). NBIS kompetens kring datahantering bör även inkluderas i framtida 
övervakningsprogram för att underlätta och möjliggöra tillgänglighet, kvalitet och 
relevans hos den data som produceras.

5.3 Förslag till framtida 
forskningsinriktningar

De fjorton kategorier av efterfrågade forskningsinriktningar som identifierats i denna 
undersökning är alla mer eller mindre sammanlänkade, och i vissa fall till och med 
helt beroende av varandra för att vara framgångsrika. Som exempel kan nämnas att 
för att kunna tillgodogöra sig fördelarna med längre DNA-sekvensläsningar behövs 
även längre referenssekvenser tas fram. Vidare ser vi att de föreslagna forskningsin-
riktningarna faller inom olika övergripande kategorier: 

Biologiska tillämpningar

• Utveckling av metoder för kvantitativ miljö-DNA-analys (efterfrågas 
i 22  publikationer)

• Undersökning av biologiska interaktioner och ekologiska nätverk (8)

• Analys av miljö-DNA från olika miljötyper (7)

• Populationsgenetiska studier med miljö-DNA (6)

• Analys av miljö-RNA, eRNA (6)

Teknisk utveckling

• Utveckling av nya bioinformatiska verktyg, metoder och modeller (17)

• Long-read sekvensering (8)

• Utveckling av metoder och protokoll för miljö-DNA analys i fält (8)

• Utveckling av PCR-fria metoder för DNA-sekvensering (7)

https://www.ebi.ac.uk/ena/browser/home
https://nbis.se/
https://www.scilifelab.se/
https://www.scilifelab.se/
https://nbis.se/training/events.html
https://nbis.se/training/events.html
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Förbättring av nuvarande metoder

• Utveckling och förbättring av provtagningsstrategier (21)

• Standardisering av protokoll och referensmaterial (21)

• Utveckling av dokumentation, metadata och reproducerbarhet (10)

Förbättrade referenssekvenser

• Utökade referensdatabaser för taxonomisk klassificering av metabarkodnings-
sekvenser (37)

• Sekvensering av hela mitokondriegenom (5)

Ett framtida forskningsprogram kan adressera flera av dess förslag genom att fokusera 
på någon av de föreslagna biologiska tillämpningarna (till exempel utveckling av 
kvantitativa metoder) eller teknisk utveckling inom miljö-DNA området (till exempel 
analys av miljö-DNA med artificiell intelligens) och samtidigt kräva att finansierade 
projekt bidrar till förbättring av nuvarande metoder och referensmaterial. 
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8. Publikationer och data
Data, analyskod och resultat samt källkod för figurer inkluderade i denna rapport 
finns tillgänglig via https://github.com/topel-research-group/Reproducible-analysis-
of-eDNA-for-national-biodiversity-monitoring-programs.

Resultatet från denna undersökning har även presenterats under Gothenburg 
Global Biodiversity Center (GGBC) föreläsningsserie, samt vid konferensen Incor-
porating an evolutionary approach in conservation management arrangerad av 
Centrum för Marin Evolutionärsbiologi (CeMEB) i oktober 2022.

https://github.com/topel-research-group/Reproducible-analysis-of-eDNA-for-national-biodiversity-monitoring-programs
https://github.com/topel-research-group/Reproducible-analysis-of-eDNA-for-national-biodiversity-monitoring-programs
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Bilaga 1. Söksträngar
Respektive söksträng som använts för de olika databaserna.

DIVA
(“eDNA” OR “environmental DNA” OR “metabarcoding” OR “eRNA” OR “environ-
mental RNA”) AND (“biodiversity” OR “species richness” OR “monitoring” OR 
“biomonitoring”)

BASE
dctitle:eDNA+monitoring+dctype:+1

Libris, SwePub och PubMed
(“eDNA” OR “environmental DNA” OR “metabarcoding” OR “eRNA” OR “environ-
mental RNA”) AND (“biodiversity” OR “species richness” OR “monitoring” OR 
“biomonitoring”) AND (“high throughput sequencing” OR “HTS” OR “throughput”)

Scopus
TITLE-ABS-KEY ((“eDNA” OR “environmental DNA” OR “metabarcoding” OR 
“eRNA” OR “environmental RNA”) AND (“biodiversity” OR “species richness” OR 
“monitoring” OR “biomonitoring”) AND (“high throughput sequencing” OR “HTS” 
OR “throughput”))
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Bilaga 2. Jämförelselista
Publikationer som innan litteratursökningen identifierats som relevanta för denna 
analys. Söksträngarna i Bilaga 1 justerades så att samtliga titlar i denna lista inklu-
derades i det slutliga sökresultatet.

Rapporter
Hänfling B, Handley LL, Read D, Winfield I (2016) eDNA-based metabarcoding as a 
monitoring tool for fish in large lakes. Report - SC140018/R. Environment Agency, 
Horizon House, Deanery Road, Bristol, BS1 5AH. ISBN: 978-1-84911-386-1. https://
assets.publishing.service.gov.uk/government/uploads/system/uploads/attach-
ment_data/file/575833/A_DNA_based_monitoring_method_for_fish_in_lakes_-_
report.pdf 
(Rapport från Brittiska Miljömyndigheten)

Meissner K, Aroviita J, Baattrup-Pedersen A, Buchner D, Ekrem T, Friberg N, 
Johnson R, Leese FK, Majaneva M, Ólafsson JS, Schartau AK, Elbrecht V (2020) 
Metabarcoding for use in Nordic routine aquatic biomonitoring: a validation study 
. Nordic Council of Ministers, Nordic Council of Ministers Secretariat, Nordisk 
Arbejdsgruppe for Biologisk Mangfoldighed (NBM). Copenhagen: Nordisk Minis-
terråd, 2020, 538, p. 101. ISBN: 978-92-893-6806-3, 978-92-893-6807-0. https://www.
norden.org/en/publication/metabarcoding-use-nordic-routine-aquatic-biomonito-
ring

(Rapport från Nordiska ministerrådet)

Norros V, Laamanen T, Meissner K, Iso-Touru T, Kahilainen A, Lehtinen S, Lohtan-
der-Buckbee K, Nygård H, Pennanen T, Ruohonen-Lehto M, Sirkiä P, Suikkanen 
S, Tolkkinen M, Vainio E, Velmala S, Vuorio K, Vihervaara P (2022) Roadmap for 
implementing environmental DNA (eDNA) and other molecular monitoring methods 
in Finland - Vision and action plan for 2022–2025. Reports of the Finnish Environ-
ment Institute, Biodiversity centre. ISBN 978-952-11-5482-9. https://helda.helsinki.
fi/handle/10138/342992

(Rapport från Finska Miljöinstitutet)

Winding A, Bang-Andreasen T, Hansen LH, Panitz F, Krogh PH, Krause-Jensen D, 
Stæhr P, Nicolaisen M, Hendriksen NB, Sapkota R, Santos S, Andersen LW (2019) 
eDNA in environmental monitoring. Aarhus University, DCE – Danish Centre for 
Environment and Energy, 40 pp. Technical Report No. 133. http://dce2.au.dk/pub/
TR133.pdf

(Rapport från Danska Nationalt Center för Miljö och Energi)

https://assets.publishing.service.gov.uk/government/uploads/system/uploads/attachment_data/file/575833/A_DNA_based_monitoring_method_for_fish_in_lakes_-_report.pdf
https://assets.publishing.service.gov.uk/government/uploads/system/uploads/attachment_data/file/575833/A_DNA_based_monitoring_method_for_fish_in_lakes_-_report.pdf
https://assets.publishing.service.gov.uk/government/uploads/system/uploads/attachment_data/file/575833/A_DNA_based_monitoring_method_for_fish_in_lakes_-_report.pdf
https://assets.publishing.service.gov.uk/government/uploads/system/uploads/attachment_data/file/575833/A_DNA_based_monitoring_method_for_fish_in_lakes_-_report.pdf
https://www.norden.org/en/publication/metabarcoding-use-nordic-routine-aquatic-biomonitoring
https://www.norden.org/en/publication/metabarcoding-use-nordic-routine-aquatic-biomonitoring
https://www.norden.org/en/publication/metabarcoding-use-nordic-routine-aquatic-biomonitoring
https://helda.helsinki.fi/handle/10138/342992
https://helda.helsinki.fi/handle/10138/342992
http://dce2.au.dk/pub/TR133.pdf
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Vetenskaplig litteratur
Bista I, Carvalho GR, Walsh K, Seymour M, Hajibabaei M, Lallias D, Christmas M, 
Creer S (2017) Annual time-series analysis of aqueous eDNA reveals ecologically rele-
vant dynamics of lake ecosystem biodiversity. Nat Commun 8:14087. https://doi.
org/10.1038/ncomms14087

Deiner K, Bik HM, Mächler E, Seymour M, Lacoursière-Roussel A, Altermatt F, 
Creer S, Bista I, Lodge DM, de Vere N, Pfrender ME, Bernatchez L (2017) Environ-
mental DNA metabarcoding: Transforming how we survey animal and plant com-
munities. Mol Ecol 26:5872–5895. https://doi.org/10.1111/mec.14350 

Tapolczai K, Keck F, Bouchez A, Rimet F, Kahlert M, Vasselon V (2019) Diatom DNA 
Metabarcoding for Biomonitoring: Strategies to Avoid Major Taxonomical and Bio-
informatical Biases Limiting Molecular Indices Capacities. Front Ecol Evol 7:409. 
https://doi.org/10.3389/fevo.2019.00409
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https://doi.org/10.1038/ncomms14087
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Reproducerbar analys av 
miljö-DNA i nationella 
övervakningsprogram
En kritisk granskning 

Rapporten analyserar problem och lösningar kring reproducerbarhet 

vid analys av miljö-DNA. Reproducerbarhet gör det möjligt att analysera 

data från olika källor, ursprung och kvalitet vilket är särskilt viktigt vid 

jämförelse av resultat från långa tidsserier, likt de som produceras inom 

nationella övervakningsprogram.

Nuvarande metoder för identifiering och övervakning av biologisk 

mångfald inom miljöövervakning är tidskrävande och dyra. Resultat som 

produceras av enskilda specialister kan vara svåra att återskapa, särskilt 

när resultatet bygger på observationer i fält. Analys av miljö-DNA skulle 

dock kunna vara ett bra komplement eller ersättning för traditionella 

inventeringsmetoder.

Övervakning av biologisk mångfald med hjälp av miljö-DNA kräver 

fortfarande utveckling, och i rapporten presenteras därför förslag på 

framtida forskning som kan främja användningen av miljö-DNA i nationella 

miljöövervakningsprogram. 

Projektet har finansierats med medel från Naturvårdsverkets miljö-

forskningsanslag som finansierar forskning till stöd för Naturvårdsverkets 

och Havs- och vattenmyndighetens kunskapsbehov.
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