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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 en halv liter vatten
och genom molekylédra 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.

I maj 2018 utférde AquaBiota pa uppdrag av Tyréns AB, en eDNA-inventering av
flodkréfta- och fisk- samt groddjursforekomst i Rudtjarnen, Skellefted kommun. Vidare
eDNA inventerades tre smavatten i samma omrade for niarvaro av groddjur med fokus pa
storre vattensalamander.

[ tjdrnen patraffades abborre, lake, samt vanlig padda och 3dkergroda. Flodkrifta
patrdffades inte i tjdrnen. I smavattnen, varav det minsta utgjordes av flera sma
vattensamlingar med ytor mindre dn en kvadratmeter, detekterades i tva av smavattnen
mindre vattensalamander, dkergroda, och padda, i det tredje smavattnet patraffades
mindre vattensalamander, dkergroda och vanlig groda. Vidare detekterades &lg och
skogshare vid en av smatjarnarna.



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 maingder vatten och genom molekylira
analyser pavisa 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).

I maj 2018 utférde AquaBiota pa uppdrag av Tyréns AB en eDNA-inventering av
flodkréfts-, fisk- och groddjursféorekomst i Rudtjarnen, SkellefteA Kommun. Vidare
inventerades tre smavatten med eDNA i samma omrade for narvaro av groddjur med
fokus pa storre vattensalamander.
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Lokal 1. Rudtjarnen ndra Skelleftehamn (Foto: Nicklas Wijkmark).

Smdvatten 3. SV 3 ndra Skelleftehamn var till stérsta delen uttorkat och provtogs i
forekommande mindre vattensamlingar (Foto: Johan Ndslund).



2. MATERIAL OCH METODER

2.1 Faltarbete

Faltarbetet utfordes nara Skelleftehamn 23 maj 2018. Provtagningspunkter anges i figur
1 och i tabell 1. Koordinaterna anges som decimalgrader i WGS84. Lufttemperaturen
matte 18-20 °C.

Innan provtagningen genomférdes i falt, steriliserades all provtagningsutrustning.
Filtreringsutrustning koptes in som sterila DNA-fria engangsforpackningar. For bada
lokalerna i tjarnen samlades 6 liter vatten in i form av 10 stycken underprover 50 m i
vardera riktningen fran provpunkten. For smavattnen 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). Samtilga prover samlades in 23 maj 2018.

Provpunkt namn Latitud (N) Longitud (0) Tid H20 °C
1A. Tjarn, Skellefted Hamn 64,68859 21,26372 12:40 16,9
1B Tjarn, Skellefted Hamn 64,68756 21,26190 12:40 16,5
1. Smavatten 1 64,688585 21,271098 12:25 15,2
2.  Smavatten 2 64,686567 21,285067 09:45 14
3. Smavatten 3 64,684126 21,285517 10:40 13,1

2.2 Laboratoriearbete

2.2.1 Extraktion, PCR och sekvensering

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 mojliggjordes genom ett exklusivt
samarbete med MoRe Research i Ornskéldsvik. Extraktionerna utférdes av
molekyldrbiologiska tekniker som ar tranade i att extrahera eDNA. Proverna fran tjarnen
analyserades med a) flerartsanalyser for forekomst av fisk, samt groddjur med fokus pa
storre vattensalamander (bilaga 2) och b) enartsanalyser for forekomst av flodkrafta
(bilaga 2). 1 de tre smavattnen undersoktes forekomsten av groddjur med
flerartsanalyser. Varje PCR prov utférdes i 12 replikat som sammanslogs under
bioinformatiken. Tva modifierade markoérer som amplifierar 12S rDNA regionen
anvandes. Principerna for metabarkodning forklaras mer utforligt i bilaga 1. Vidare
anviandes en positiv DNA-kontroll med kidnd artsammansattning som standard for
jamforelse, samt negativa kontroller (bilaga 2).



2.2.2. Bioinformatik och verifiering

Varje enskild art har en unik streckkod (se bilaga 1) eller sekvens. Varje unik sekvens fick
en molekylar identitet. De olika sekvenserna kordes mot en internationell databas
(tillgdnglig for allmdnheten, som grundar sig pa GenBank och uppréatthalls av National
Center for Biotechnology Information, NCBI (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/) dar
sekvenser pa mer dan 370 000 kdnda arter finns tillgdngliga (Benson m.fl. 2017, bilaga 1)
med 0,6 miljarder sekvenser och 2,6 biljoner baspar enligt NCBIs hemsida. De olika

sekvenserna matchades mot databasen och gav pa sa vis en lista over forekommande
arter av fisk, daggdjur och groddjur. Tack vare nya framsteg inom metabarkodning ar det
mojligt att med ratt markorer fa traffar pa artniva istallet for enbart familje- eller
genusniva. Antalet ldsningar per art gav en relativ uppskattning av hur mycket eller litet
arten forekom i ett prov.

3. RESULTAT OCH KONKLUSION

3.1 Enartsanalys - flodkrafta (Astacus astacus)

gPCR med artspecifika markorer detekterade inte flodkréfta i tjdrnen. De positiva
kontrollerna var positiva och de negativa kontrollerna var negativa. Varje prov testades
med 12 gPCR replikat. Konklusionen ar att flodkrafta sannolikt inte finns i tjarnen.
Provtagningen i tjdrnen gick ut pa att ta flera delprover for att 6ka detektionsgraden.

3.2 Flerartsanalyser - fiskar och groddjur

Arterna som patriffades i tjarnen samt i de tre smavattnen (SV) anges i tabell 2. Under
faltarbetet sag provtagarna bade alg och skogshare vid SV2. Badda dessa arter patraffades
i DNA resultaten vid SV2. SV2 och SV3 inneholl mycket smd mangder vatten. I tjirnen
patraffades abborre, lake, dkergroda och vanlig padda. I SV1 detekterades akergroda,
vanlig padda och mindre vattensalamander. SV2 uppvisade akergroda, vanlig padda och
mindre vattensalamander.

Tabell 2. Relativ biomassa (%) av mdlarterna inom respektive djurgrupp (groddjur och fiskar).
Antalet eDNA ldsningar per art inom de olika proviokalerna anges i parentes och visar hur manga
ganger en sekvens blivit ldst pa artniva. SV = smdvatten. Datat fran den modifierade MiFish

markdéren presenteras i tabellen.

Andel biomassa per provtagningslokal och djurgrupp
ART Tjarn SV1 SV2 SV3
Abborre (Perca fluviatilis) 99 % (169 331)
Lake (Lota lota) 1% (1471)
Akergroda (Rana arvalis) 1% (468) <1% (1074) 18 % (12 812) 6 % (4 853)
Vanlig groda (Rana temporaria) 68 % (47 851)
Vanlig padda (Bufo bufo) 99 % (44 493) 99 % (134 872) 91 % (77 768)
Mindre vattensalamander
(Lissotriton vulgaris) <1 % (386) 14 % (10 019) 4% (3 042)
Alg (Alces alces) (422)
Skogshare (Lepus timidus) (83)



https://www.ncbi.nlm.nih.gov/

3.3 eDNA-kvalitet samt kvalitetskontroll

Kvalitetskontrollerna samt mangden filtrerat vatten anges i tabell 3 och foljer direktiven i bilaga
3. Proverna innehdll stora mangder humus och var kraftigt inhiberade vilket betyder att ett extra
antiinhiberingssteg infordes. DNA var rent och visade hog kvalitet. Alla negativa kontroller var
negativa. De positiva kontrollerna var positiva. For flerartsanalyserna galler féljande; Méngden
mansklig kontamination i proverna var extremt liten och lag pa 0,22 %. Vardena brukar ligga
upp till 20-30%. Orsaken att méanskligt DNA i faltnegativa visade 100% &r att inget annat DNA
fanns i provet. Ko i proverna ar en funktion av ko-serum i reagenserna, dven har var vardet
mycket lagt. Da en hog andel av lasningarna anger malarterna ar datat tillforlitligt. Ett
acceptabelt varde ligger pa 40% beroende pa markorer och overstiger sallan 70%. | detta
uppdrag Oversteg andelen malarter, dvs. fiskar, groddjur och daggdjur, 90%. Den negativa
faltkontrollen innehdll sma mangder manskligt DNA, men inga andra kontamineringar.

Tabell 3. Kvalitetskontroll av eDNA och kontroller. eDNA koncentrationen uppmattes med
Qubit Fluorometric Quantitation (Fisher Scientific). Inhiberingskontroll utférdes med gPCR.
Band pa gel av malarter efter PCR visar att provanalyserna har fungerat. PCR negativ
innefattar 12 replikat. Procent ko och ménniska géller enbart for flerartsanalyser och inte for
enartsanalyser.

Tém TEM o sv2 sv3 | Faltneg WP PCR
A B negativ negativ

Volym filterat vatten (ml) 900 1005 650 900 495 500 500
eDNA koncentration (ng/ul) 2,58 10,8 11,4 11,2 11,2 | Toolow 0 0
Inhibering Ja Ja Ja Ja Ja Nej Nej Nej
Antiinhibition Ja Ja Ja Ja Ja Nej Nej Nej
Band pa gel av malarter Ja Ja Ja Ja Ja Nej Nej Nej
Antal PCR replikat per markor 12 12 12 12 12 12 12 12
Ko (Bos taurus) % 0,34 0 0 0,06 0,03 0
Manniska (Homo Sapiens) % 0,06 0,16 0,03 0,6 0,3 100
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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, ddéda hudceller osv. Detta DNA som lamnas kvar i miljon utan att
individen i sig provtas kallas miljoDNA 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 6ver DNA-
sekvenser, som ar 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 gPCR 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 markdérerna 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)

Fragestéllningen 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 &r 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 &n 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 raknas ut. Notera dock att under parningstiden férkommer DNA av de arter
som forokar sig i stérre mangder da konsceller slapps ut i vattnet, vilket kan interferera med
bestdmningen av relativ biomassa.

b DOD¢
boog DOOI
DO
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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)
undersoékningar. 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 innebér det att undersékningen maste géras om.

Konsekvenserna av en kontaminerad negativ kontroll kan i praktiken innebéra 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 unders6kningen

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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eDNA-inventering av fisk, flodkrafta och groddjur

Bilaga 3: Kvalitetskontroller som redovisas vid flerartsanalyser

1.

10.

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 bedémas.

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 mojliggér en kontroll av vilka
prover som riskerar vara kontaminerade och vid vilket steg detta i sa fall skett.

Prov fran ett artificiellt sammansatt samhille ("mock community”) anvinds som
positiv kontroll vid PCR och sekvensering. Falska positiva prover redovisas. De
positiva proverna forsékrar att PCR och bioinformatiken fungerar som avsett.

Det totala antalet sekvenseringslasningar, samt andel (%) av malarterna i lasningarna
redovisas. Detta ger en bild av hur val sekvenseringen av malarterna lyckats.

Andel sekvenser (%) av manniska, ko, och gris (vildsvin) och bakterier som
forekommer som bakgrundssekvenser redovisas. Detta mdjliggor en kontroll av att
tillrackligt manga lasningar tacker malarterna.

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

Antal prover for en specifik MiSeq-kdrning (sekvensering) éverstiger inte 100 stycken
exklusive sekvenseringskontroller. Detta sakerstéller att antalet 1&sningar per prov
inte ska bli alltfor 1&gt for att kunna detektera ovanligare arter.

Referenser: Goldberg, Caren S., m.fl.. 2016. Critical considerations for the application of environmental DNA methods to
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e SFMG, Svensk Fdrening for Medicinsk Genetik. 2011. Riktlinjer for kvalitetssakring i klinisk genetisk
verksamhet.http://sfmg.se/download/riktlinjer/Kvalitetsriktlinjer/sfmg_riktlinjer-for-kvalitetssakring_rev101228.pdf
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