eDNA-inventering av Storre
vattensalamander (7riturus

cristatus) vid Storsjons
fiskevardsomrade, Sandviken

AquaBiota Rapport 2018:06

Forfattare: Micaela Hellstrdm, Johan N&slund och Johan Spens

L AgquaBiota



STOCKHOLM, AUGUSTI 2018

Bestdllare:
Undersokningen &ar utford av AquaBiota Solutions for Sveriges
fiskevardsférbund i Gavle.

Forfattare:
Micaela Hellstrom (micaela.hellstrom@aquabiota.se), Johan Naslund
(johan.naslund@agquabiota.se) och Johan Spens

Bilder:
Omslagsbild; Nicklas Wijkmark, 6vriga bilder; Micaela Hellstrom

Kontaktinformation:

AquaBiota Solutions AB

Adress: Lojtnantsgatan 25, 115 50 Stockholm
Tel: +46 8 522 302 40

www.aquabiota.se

Kvalitetsgranskad av:
Martin Isaeus (martin.isaeus@aquabiota.se )

Distribution:
Fri

Internetversion:
Nedladdningsbar hos www.aquabiota.se

Citera som:

Sportfiske- och

Hellstrém, M., Naslund, J. & Spens, ]. 2018. eDNA-inventering av Storre vattensalamander
(Triturus cristatus) vid Storsjons fiskevardsomrade, Sandviken. AquaBiota Rapport

2018:06.ISBN: 978-91-85975-75-4

Amnesord:

AquaBiota Rapport 2018:06
Projektnummer:

ISBN: 978-91-85975-75-4

© AquaBiota Solutions 2018

L AquaBiota

SOLU I ONS


mailto:micaela.hellstrom@aquabiota.se
mailto:johan.naslund@aquabiota.se

INNEHALL

LT 1= T L TR 3
SaAMMANTATENING . et e e e e e e e e e e ees 4
LI 41 C=To [ Y1 o [ PP 5
2. Material 0Ch MetOdEr......cei e e eaaas 7

2.1 o= 1 o Y=Y P 7

2.2 Laboratoriearbhete.....coi e 8
Resultat 0ch KONKIUSION ... ...inieiiici et e e e eaas 9

3.1 Enartsanalys - Storre och mindre vattensalamander ............ccccoeuun.e. 9
2R L] < LYY PP 11
Bilaga 1. Enarts- och flerartsanalyser vid eDNA undersOkningar....cuveveeeeviinieeevienienennnnnns 12
Bilaga 2. Kvalitetssakring av @DNA ...ttt e e e e e e a e 13
Bilaga 3: Kvalitetskontroller som redovisas vid flerartsanalyser .....o.ovevevieieiiiiiienennnnns 14
................................................................................................................... 16



SAMMANFATTNING

Akvatiskt milj6-DNA eller eDNA (fran engelskans environmental DNA) har under det
senaste decenniet visat sig vara ett lovande verktyg for inventering av vattenorganismer
for miljoovervakning. Undersokningsmetoden baserar sig pa det faktum att alla levande
organismer, bade vaxter och djur, kontinuerligt avger genetiska avtryck i miljon i form av
slem, avforing, svett och déda celler. Dessa genetiska spar kallas eDNA. Akvatiskt eDNA
ar sparen som organismer avger i vattenmiljon. eDNA kan utvinnas ur ca en halv liter
vatten och genom molekylira analyser ange vilka arter som befinner sig inom ett omrade
utan att man varken ser eller fangar organismen. Eftersom eDNA i vattenmassan ar
kortlivat ger analyserna en bild av artférekomst i nutid.

[ augusti 2017 utférde AquaBiota Solutions AB pa uppdrag av Sportfiskarna i Gavle en
eDNA-pilotinventering av storre vattensalamander (Triturus cristatus) samt mindre
vattensalamander (Lissotriton vulgaris) vid tio provpunkter (backar och vatmarker) i
ndrheten av Storsjon, Sandviken. Arterna inventerades genom sa kallade enartsanalyser
av storre och mindre vattensalamander.

Storre vattensalamander detekterades inte pa provpunkterna medan mindre
vattensalamander verifierades med eDNA vid tre av lokalerna. Pa nagra lokaler
observerades dven fisk.



eDNA-inventering av Storre vattensalamander i Storsjons fiskevardsomrade

1. INLEDNING

Undersokningsmetoden miljo-DNA eller eDNA (environmental DNA) baserar sig pa det
faktum att alla levande organismer, -bade vaxter och djur, -kontinuerligt avger genetiska
fotavtryck i miljon i form av slem, avforing, respiration, svett och doda celler (Pedersen
m.fl. 2015). Definitionen pa eDNA anges som; "det DNA som kan studeras fran dessa spar
i miljon utan att malorganismen ar narvarande i provet” (Taberlet m.fl. 2012). I akvatiska
miljoer kan detta material utvinnas ur sma mangder vatten och genom molekyldra
analyser ange vilka arter som befinner sig inom ett omrade, utan att man varken ser eller
fangar organismen. Eftersom eDNA i vattenmassan ar Kortlivat (ca. 1-2 veckor) ger
analyserna en bild av artférekomst i nutid. eDNA har visat sig ha en stor potential som
verktyg for inventering av vattenorganismer (Bohmann m.fl. 2014, Leese m.fl. 2016, Olds
m.fl. 2016. Deiner m.fl. 2017).

[ augusti 2017 utforde AquaBiota Solutions AB pa uppdrag av Sportfiskarna i Gavle, en
eDNA pilot inventering av storre vattensalamander (Triturus cristatus) samt mindre
vattensalamander (Lissotriton vulgaris) vid tio provpunkter (backar och vatmarker) i

narheten av Storsjon vid Sandviken.

Lokal 2. Svarttaman

Lokal 3. Skaddngstjarn
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2. MATERIAL OCH METODER

2.1 Faltarbete

Faltarbetet utférdes ndra Storsjon i Gavleborgs lan. Provtagningspunkter anges i figur 1
och i tabell 1. Koordinaterna anges som decimalgrader i WGS84. Lufttemperaturen matte
18-20 °C.

Innan provtagningen genomfdrdes i falt, steriliserades all provtagningsutrustning.
Filtreringsutrustning koptes in som sterila DNA-fria engangsforpackningar. For bada
lokalerna i sjoar samlades flera liter vatten in i form av 10 stycken underprover 50 m i
vardera riktningen fran provpunkten. Proven togs i tvd replikat. For smavatten samlades
5 underprover in. Negativa faltkontroller utgjordes av rent vatten som filtrerades pa plats
for att utesluta kontaminering av DNA mellan prover eller fran provtagare. Insamling och
fixering foljde Spens m.fl. (2017).

Tabell 1. Provpunkter. Position, tidpunkt vid provtagningen, vattentemperatur och total volym
filtrerat vatten (mL). Samtliga prover samlades in i augusti 2017.

Provpunkt namn Latitud (N) Longitud (0) Tid H20 °C

1. Sortdman 60,59290 16,92082 12.45 19,5
2. Svarttdman 60,55025 16,89947 12.50 19.5
3. Skadangstjarn 60,55730 16,88647 10.15 17,5
4. Backtdman 60,56514 16,91688 14.50 18.7
5. Yttertorp myr, strand 60,56440 16,88256 11.10 12

6. Hagen-Nyrodder 1 60,62303 16,94965 19.00 17.3
7. Hagen-Nyrodder 2 60,62249 16,95045 18.20 17.3
8. Mackmyra 60,63406 16,98245 17.28 13.5
9. Trolltiman 60,53688 16,93052 12.20 19,7
10. Kolsved 60,57947 16,95415 14.45 13.7
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3. Trolltama

Figur 1. Oversiktskarta med provpunkterna



2.2 Laboratoriearbete

2.2.1 Extraktion, gPCR och analys

Flodesschemat i bilaga 2 beskriver eDNA-processen fran insamling till analys. eDNA
utvanns (extraherades) enligt protokoll fran Spens m.fl. (2017) i sterila laboratorier
speciellt byggda for analyser av akvatiskt eDNA. Detta kunde ske genom ett exklusivt
samarbete med MoRe Research i Ornskéldsvik. Extraktionerna utférdes av
molekyldrbiologiska tekniker som d&r trdnade i att extrahera eDNA. Proverna
analyserades med enartsanalyser for forekomst av stérre och mindre vattensalamander
(bilaga 2). Varje qPCR prov utfordes i 12 replikat. Artspecifika markorer pa Cyt b genen
anvandes for qPCR. Vidare anvidndes positiva kontroller med DNA extraherat ur vavnad
fran storre och mindre vattensalamander (se bilaga 2).

RESULTAT OCH KONKLUSION

3.1 Enartsanalys - Storre och mindre vattensalamander

gPCR med artspecifika markorer detekterade inte storre vattensalamander i tagna
prover, diremot detekterades mindre vattensalamander pa provpunkt 1A vid Sortdman
samt vid de positiva kontrollpunkterna 6 och 7 vid Hagen-Nyrodder. Mindre
vattensalamander observerades dven med havprovtagning vid provpunkt 6 och 7. Varje
prov testades med 12 qPCR replikat.

Kvalitetskontrollerna samt méngden filtrerat vatten anges i tabell 2 och f6ljer direktiven
i bilaga 3. Proverna inneholl stora mangder humus och renades sa att DNA inte visade
inhibition. Alla negativa kontroller var negativa. De positiva kontrollerna var positiva.
Storre vattensalamander patriffades inte i nagot av proverna, medan mindre
vattensalamander patraffades i tre av proverna.

Tabell 2. Resultat och kvalitetskontroll. Narvaro/franvaro av vattensalamander eDNA signaler
anges med "+/-" Totala vattenvolymen anges i mL filterat vatten. eDNA koncentrationen anges
som total DNA, dvs. allt DNA i provet uppmattes med NanoDrop (Fisher Scientific).
Inhiberingskontroll utfordes med qPCR efter ett reningsteg av eDNA.

Lokal #
Falt LAB PCR PCR
1 2 1
3 4 3 6 7 8 9 0 neg NEG POS NEG
Storre vattensalamander | - - - - - - - - - - - - + -
Mindre
+ - - - - + + - - - - - + -
vattensalamander
Volym H20 (mL) 700 900 1020 360 370 390 670 720 455 280 {500 500 15
eDNA total (ng/uL) 48 76 66 155 61 56 95 77 138 61 - 36
Inhibering Nej Nej Nej Nej Nej Nej Nej Nej Nej Nej Nej Nej
Antal PCRreplikatper 4 5 15 1 1 12 12 12 12 12 12 {12 12 12 12
markor
Antal PCRreplikatper 4 5 15 5 12 12 12 12 12 12 112 12 12 12
markor




For framtida undersokningar foreslas flerartsanalyser eftersom de ger en tydligare bild
avvilka andra arter av groddjur som ar narvarande och mojliggoér dven en parallell analys
av fisksamhallet och kan darfor hjalpa till och forklara resultaten ekologiskt.

Laboratoriesvaren var positiva/negativa med stor sdkerhet da alla negativa kontroller var
negativa och dven de punkter i filt med kdnda populationer av mindre vattensalamander
detekterades som avsett med metodiken. Inget av resultaten visade osdker utgang.
Metodiken for faltprovtagning var lamplig da den fungerade som avsett.
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TACK

Tack till Nicklas Wijkmark for omslagsbilden samt Pahr Hellstrom for arbete med
insamling av prover.
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Bilaga 1. Enarts- och flerartsanalyser vid eDNA undersokningar

Varje levande art utséndrar genetisk arvsmassa eller DNA i sin omgivning genom respiration,
rorelser, filtrering, avforing, déda hudceller osv. Detta DNA som ldmnas kvar i miljén utan att
individen i sig provtas kallas miljdDNA eller eDNA (fran engelskans environmental DNA).

Vissa delar av en arts DNA ar helt unikt for just den arten, medan andra delar av DNA ser
likadant ut hos alla organismer i en grupp. Med hjalp av jattelika databaser cver DNA-
sekvenser, som dr Oppet tillgangliga for alla (ex https://www.ncbi.nlm.nih.gov/), kan man vélja
ut en liten bit DNA som man kan kopiera industriellt. Dessa sma bitar kallas primers. Eftersom
primern &r artspecifik fastnar den enbart pa DNA for den valda arten. Resultatet, dvs en liten
bit av DNA som primern kopierar kallas barcode (streckkod), och kan liknas vid den streckkod
som anvands for att betala for just den enskilda varan i affarer. Dessa primers, en droppe eDNA,
ett enzym och salter blandas i ett provror. Provroret placeras i en maskin som gor DNA kopior
for just den arten. Detta kallas for PCR (Polymerase Chain Reaction) och bygger pa hur levande
celler kopierar sin arvsmassa vid celldelning.

Enartsstudier gPCR eller ddPCR

Inventering av forekomst av en enstaka art med eDNA gors med sa kallad gPCR.
Fragestallningen for dessa studier ar: Finns art X har? Varje art analyseras med en markor
som &r specifik for precis den arten. Provsvaren anger narvaro/franvaro av just den arten och
en relativ eDNA-abundans mellan olika provtagningslokaler. Minst 12 qPCR replikat skall
analyseras for att ge tillforlitliga resultat.

Om flera arter understks med enartsanalyser kan data éver relativa abundanser mellan art A
och art B inte jamforas med varandra eftersom markdrerna for varje art skiljer sig markant fran
varandra. Som exempel kan ndmnas att 1000 DNA kopior av gadda inte motsvarar 1000 kopior
av abborre och analyserna kan inte tillforlitligt svara pa vilken av arterna som ar mest
férekommande.

Flerartsstudier -Metastreckkodning genom NGS (Next Generation Sequencing)
Fragestallningen for flerartsstudier ar; Vilka arter finns har och vilka av dessa ar vanliga

eller sallsynta? Med andra ord behdver man inte pa forhand veta vad man letar efter.

Metastreckkodning eller metabarcoding innebér att man designar en primer som & gemensam
for alla arter inom en grupp — indelade exempelvis med fokus pa fisk, fokus pa groddjur eller
fokus pa musslor. Eftersom man analyserar flera olika arter pa en gang kallas metoden
metastreckkodning. Anledningen till att man inte kan analysera alla djurgrupper samtidigt med
en primer ar det inte finns lampliga malregioner i genomen som bade ar gemensamma for alla
arter men samtidigt varierar sa pass mycket att enskilda arter kan identifieras.

Invasiva eller skygga arter kan identifieras och antalet arter som kommer upp i en analys &r
obegransat. Om man inventerar 3 eller fler arter & denna metod att féredra, och blir snabbt mer
kostnadseffektiv an enartsanalyser. Flerartsanalyser visar aven vilka arter man har fatt och
vilket dominansforhallande dessa har till varandra i ett vattendrag. Med andra ord kan den
relativa biomassan réknas ut. Notera dock att under parningstiden forkommer DNA av de arter
som forokar sig i storre mangder da konsceller slapps ut i vattnet, vilket kan interferera med
bestdmningen av relativ biomassa.
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Bilaga 2. Kvalitetssakring av eDNA

[Faststéillande av huvudfrégestéllningar]

[ Design av faltprovtagning ]
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Darfor ar kontrollprover nédvandiga vid eDNA-provtagning

En undersékning med hjélp av eDNA som saknar positiva och negativa kontroller kan inte ge
tillforlitliga resultat. Detta géller egentligen for alla DNA-undersokningar och innefattar alla
utévare. Om en utforare avviker fran denna praxis ar resultaten inte tillforlitliga och
darmed oanvandbara.

Positiva
kontroller

Utover generella huvudprinciper for DNA-undersokningar (Griffiths m.fl. 2016) finns speciella
regelverk for kriminaltekniska (Hedman m.fl., 2017) och medicinska (SFMG, 2011)
undersokningar. Strikta riktlinjer for ett standardiserat utévande av eDNA-undersdkningar tas
just nu fram inom EU med utgangspunkt fran Goldberg m.fl. (2016). Dessa regler kommer att
krdva negativa och positiva kontroller som ett grundlédggande krav.

Negativ kontroll; Ett prov med vatten som inte innehaller DNA filtreras vid inventerade
lokaler med samma provtagningsmetodik. Detta prov kallas for negativ kontroll. Vidare
analyseras DNA-fria prover i olika steg av undersokningen sa att man kan forsakra sig om att
kontaminering inte férekommer i félt eller laboratorium och orsakar falska positiva provsvar.
Om DNA-signaler hittas i en negativ kontroll innebar det att undersékningen maste goras om.

Konsekvenserna av en kontaminerad negativ kontroll kan i praktiken innebdra att:

a) en frisk person far en cancerdiagnos b) fel person binds till ett brott

c) faderskapstest anger fel far till ett barn d) arter som inte finns i ett omrade
detekteras (falsk positiv)

Positiv kontroll; En positiv kontroll innebér att ett prov som innehaller ett kant DNA testas for
att verifiera att den anvanda metodiken fungerar som den skall. Om DNA-signaler inte hittas i
en positiv kontroll innebéar det att metodiken maste justeras och analysen eller undersékningen

maste gbras om.
Konsekvenserna av en positiv kontroll utan DNA-signal kan i praktiken innebéra att:

a) en cancersjuk person blir inte diagnostiserad och dér b) en skyldig person kan inte bindas
till brottet
c) ett faderskapstest kan inte knyta ratt far till barnet d) arter som finns i ett omrade
detekteras ej (falsk negativ)
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Bilaga 3: Kvalitetskontroller som redovisas vid enartsanalyser

1.

Méngden insamlat/filtrerat vatten dokumenteras for att kunna avgéra hur mycket prov
som samlats in totalt. Alla eDNA-maétningar stalls i relation till hur mycket vatten som
samlats in.

Total eDNA koncentration for samtliga prov (inkl. negativa) anges. Koncentrationen
varierar avsevart naturligt men ger andd en forsta indikation om hur eDNA
extraktionen lyckats.

Inhibitionskontroll dokumenteras och redovisas. Inhibition betyder risk for att arter
som finns i proverna inte detekteras darfor att DNA inhiberas av humus etc. Detta gar
att atgarda sa lange inhibitionstest utfors. Resultatet av antiinhibering fore och efter
utférandet redovisas sa att resultatens tillforlitlighet kan bedomas.

Band pa gel efter malinriktad PCR dokumenteras (narvaro/franvaro) inklusive negativa
kontroller. Detta visar att PCR har fungerat och kontroll av vilka prover som har spar
av malarter, eller riskerar vara kontaminerade, kan utforas.

Negativa kontroller indelade i a) falt-negativa (filter-negativa) b) extraktions-negativa
samt ¢) PCR-negativa utfors och utfallet redovisas. Detta mojliggdr en kontroll av vilka
prover som riskerar vara kontaminerade och vid vilket steg detta i sa fall skett.

Minst 12 PCR replikat per art/artgrupp och eDNA prov utférs. Maximalt 4 av dessa
sammanslas i sekvenseringen. Farre replikat minskar analyssékerheten avsevart.

Referenser: Goldberg, Caren S., m.fl.. 2016. Critical considerations for the application of environmental DNA methods to

detect aquatic species. Methods in Ecology and Evolution, 7.11: 1299-1307.
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