ALLECO RAPPORT NUMMER 27/2021

Fiskinventering med eDNA fran vattenprover.
Dataunderlag for ombyggnad av BV30, Jarsovagen och
utbyte av bro nr. 23, 24, 25 och 32

Micaela Hellstrom & Jouni Leinikki

MARINN BIOLOGI OCH LIMNOLOGI KONSULT

Batbyggarvagen 4

FI1-00210 Helsingfors Finland
Tel +358 (0) 45679 0300







Fiskinventering med eDNA fran vattenprover.
Dataunderlag for ombyggnad av BV30, Jarsdvagen och
utbyte av bro nr. 23, 24, 25 och 32

Utgiven av: Alleco AB, Finland & MIX Research Uppsala

Datum: 2021-11-29

Uppdragsgivare: Alands landskapsregering

Forfattare: Micaela Hellstrom, Jouni Leinikki

Granskare: Johan Spens, Liselott Rasmussen, Jouni Leinikki
Omslagsbild MIX Research: Lokal JV_03 samt filtrering i falt.

Foton: MIX Research; Liselott Rasmussen, Micaela Hellstrom.
Faltarbete Liselott Rasmussen, Micaela Hellstrém

Uppdraget utfordes av:  Alleco Ab.
Batbyggarvagen 4, FI-00210, Helsingfors Finland
+358 (0) 45679 0300
&
MIX Research
Uppsala Science Park, Dag Hammarskjoldsvagen 34,
Generalen, 75237 Uppsala
+46 70 782 03 10

Rapporten citeras som: Hellstrom M. Leinikki J. 2021. Fiskinventering med
eDNA fran vattenprover. Dataunderlag for ombyggnad
av BV30, Jarsovagen och utbyte av bro nr. 23, 24,
25 och 32. Alleco Ab Rapport no.27/2021.

Hellstrém M. Leinikki J. 2021. Fiskinventering med
eDNA fran vattenprover. Dataunderlag for ombyggnad
av BV30, Jarsovagen och utbyte av bro nr. 23, 24,
25 och 32 — steg 1. MIX Research Rapport 2021:10






SAMMANFATTNING

Miljo-DNA, eller eDNA (fran engelskans environmental DNA), ar samlingsnamnet pa de
genetiska avtryck som alla levande organismer lamnar efter sig i miljon i form av t.ex. fotspar,
svett, slem och fingeravtryck. Eftersom genetiska analyser utvecklats mycket under de senaste
decennierna ar det fullt mojligt att fanga upp dessa avtryck for att identifiera arter som finns
i en given milj6. eDNA kan utvinnas fran en halv liter vatten och med hog precision ange vilka
arter som ar narvarande i t.ex. en sjo, damm eller flod. Detta verktyg ar anvandbart for
miljoovervakningen. eDNA ar kortlivat i vatten och ger darfor en bild av arters forekomst i
nutid. Metoden ar metod da det géller att inventera stora mangder arter pa kort tid, vilket
ofta kan ge en mer precis bild av artsammanséattningen pa en lokal jamfort med andra
metoder. Metoden dr icke-dédande och icke-destruktiv eftersom provtagaren varken behdver
rora eller se malarterna.

Den 20-22 augusti 2021 utférde MIX Research, i samarbete med Alleco AB, eDNA filtarbete
for att inventera forekomst av fisk pa nio lokaler langs med Jarsovagen pa Aland. Syftet med
undersokningen var att generera dataunderlag for en miljokonsekvensbeskrivning med
avseende pa fisk. Miljokonsekvensbeskrivningen verkar som underlag for beslut om planerad
ombyggnad av BV30, Jarsévagen och utbyte av bro nr. 23, 24, 25 och 32.

Sammanlagt 29 fiskarter detekterades av vilka 12 hade sotvattens, 12 marint, 3 vandrande, en
invasiv och eninplanterad art. Arterna al och sik ar hotade. Elva av de 29 arterna registrerades
i varje prov, av vilka abborre var den mest dominerande. Den invasiva svartmunnade
smorbulten detekterades pa alla lokaler. Arternas forekomst kunde verifieras i omrade
baserat pa och information pa Alands Landskapsregerings hemsida och lokalkdnnedom fran
boende i omradet. Kvoten mortfiskar/abborrfiskar (indikation pa o6vergddning) och
sotvattens/marina arter varierade mellan de olika lokalerna.

Detaljbild fran lokal JV_10
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1 INLEDNING

Miljo-DNA eller eDNA (fran engelskans environmental DNA) ar samlingsnamnet pa de
genetiska avtryck som alla levande organismer lamnar efter sig i sin omgivning i form av t.ex.
fotspar, svett, slem och fingeravtryck (Pedersen m. fl. 2015). Taberlet m.fl. (2012) definierar
eDNA som “det DNA som kan studeras fran efterlamnade spar i miljon utan att malorganismen
ar narvarande i provet”. Eftersom genetiska analyser har utvecklats mycket under det senaste
decenniet ar det fullt mojligt att genom vatten- eller jordprov fanga upp dessa avtryck och
med precisa metoder identifiera de arter som finns i en given miljé. eDNA kan utvinnas fran
en halv liter vatten och ange vilka arter som ar narvarande. Detta verktyg ar valutvecklat i
vattenmiljoer och har visat sig vara anvandbart for miljodévervakningen (Harper m. fl. 2015,
2018, Leese m. fl. 2016, Olds m. fl. 2016, Bruce m. fl. 2021). eDNA har visat sig vara kortlivat i
vattenmassan och ger darfor en bild av arters forekomst i nutid (Li m. fl. 2019, Brys m. fl. 2021).
Metoden dr icke-dodande och icke-destruktiv.

eDNA har visat sig vara en oslagbar metod da det géller att inventera stora méangder arter pa
kort tid, vilket ofta kan ge en mer precis bild av artsammansattningen pa en lokal jamfort med
andra metoder. Vidare &r inventeringar pa ett storre antal lokaler och storre geografisk skala
mojlig, eftersom provtagningen i falt kraver mindre tid an traditionella metoder. En organism
behover inte fastna i ett nat eller upptackas av en kamera for att detekteras.

Vidare pagar ett forskningsprojekt som har visat att signalerna slacks ut pa korta avstand pa
mindre dn en km eller da t. ex. rinnande vatten overgar in i en damm eller sj6 eller nar ett
bifléde rinner in i ett huvudfléde (Hellstrom m. fl. opublicerat data, Cantera m. f1.2021)

Information om arters forekomst, levnadsvillkor och biologi ar grundlaggande som underlag
for myndigheter da beslut skall fattas om artskydd eller atgéarder och tillstandsprovningar
angaende infrastruktur. Traditionella artinventeringar kan vara bade tids- och resurskravande
vilket ofta gor storskaliga undersdkningar av arters utbredning och férekomster
ogenomforbara. En korrekt analys och tolkning av eDNA resultat kraver kontinuerlig
uppdatering av traditionell och genetisk taxonomi, molekylara metoder samt ekologiska
kunskaper och information pa hur fysiska och kemiska faktorer paverkar arters utbredning.

Den 20-22 augusti 2021 utférde MIX Research, i samarbete med Alleco AB, eDNA faltarbete
for att inventera forekomst av fisk pa nio lokaler langs med Jarsévagen pa Aland. Syftet med
undersokningen var att generera dataunderlag foér en miljokonsekvensbeskrivning for beslut
om planerad ombyggnad av BV30, Jarsévagen och utbyte av bro nr. 23, 24, 25 och 32.



2 METODER

Flodesschema for falt- och laboratoriearbete visas i figur 1 och beskrivs i detalj i bilagorna 1 - 4.

Férbereda  Samlain  Fijltrera Extrahera gPCR NGS  Bioinformatik  Artoch ,Be_.SIUt
Fragestdlining vatten DNA  ddPCR Sekvensering habitatanalys Atgarder
< Uppfdljning

©MIX Research

Figur 1. Flodesdiagram som visar de olika stegen for flerartsanalyser fran faltplanering till beslut och atgarder
(laboratoriearbeten och bioinformatik beskrivs i Bilaga 2).

2.1 FALTARBETE
Filtarbetet utfordes den 20-22 augusti 2021 i pa nio lokaler lings med Jarsévagen pa Aland,
Finland (figur 2,3, tabell 1).

Innan eDNA-provtagningen genomfordes i falt, steriliserades all provtagningsutrustning.
Filtreringsutrustning koptes in som sterila DNA-fria kit (NatureMetrics Ltd UK). Pa varje
provlokal togs minst 10 underprover jamnt fordelade 6éver minst 50 meter i vardera riktningen
fran provpunkten. For varje lokal samlades 5 liter vatten in i form av delprover som slogs ihop
till ett samlingsprov for sakrare resultat (Harper m.fl. 2018, Kacergyté m. fl. 2021, Bruce m.fl.
2021). Vid de lokaler dar vagen helt blockerade vattnet togs underprover fran bada sidor av
vagen. Vid varje bro togs prover under bron. Vattnet filtrerades for hand/peristaltisk pump
genom NatureMetrics 5 pum GF/0,8 um PES inkapslade filterenheter. Alla lokaler
fotograferades (omslagsbild, figur 3). Medelvolymen filtrerat vatten var 4,4 liter/filter (tabell
1). Provpunkterna registrerades med GPS och vattentemperaturen mattes. Fixering med 96%
etanol (molekylar grad 200 proof) foljde protokoll enligt Spens m.fl. (2017). Efter avslutat
faltarbete skickades de fixerade proven till laboratorier enbart avsedda fér eDNA analyser, for
genetisk testning.

Provnamn Date Time filtering Lat Long VH,Oml T°CH,0 T°Cair Djup
WGS84 WGS84
JV 03 20/08/2021 19:56 21:30 60.026819| 19.988768 4700 17 15 0.5
Jv_04 20/08/2021 20:29 20:50 60.033689| 19.968716 3900 18 15 0.5
JV 05 20/08/2021 20:40 21:05 60.035804 | 19.966896 3500 17 15 0.5
JV_06 21/08/2021 17:29 19:30 60.051580( 19.973392 4800 17 15 0.5
Jv_07 21/08/2021 17:37 19:50 60.049962 | 19.974015 5200 17 15 0.5
JV 08 21/08/2021 18:03 20:39 60.053730| 19.970556 4500 17 15 0.5
JvV_09 22/08/2021 08:55 10:15 60.055861 | 19.964926 4400 17 15 0.5
JV 10 22/08/2021 09:16 11:00 60.057060( 19.961951 4700 17 15 0.5
JV_11 22/08/2021 08:42 09:53 60.060390| 19.959432 3800 17 15 0.5

Tabell 1. Provpunkter. Provnamn, datum, tidpunkt vid eDNA provtagningen, tidpunkt vid filtrering, koordinater
(WGS 84), total volym filtrerat vatten angivet i ml vatten och lufttemperatur och provtagningsdjup.
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Figur 2. Karta 6ver provtagningsomradet samt utsatta provpunkter. Kartunderlag med tillstand fran
lantmateriverket i Finland (https://www.maanmittauslaitos.fi/sv/kartor-och-geodata). Provilokalerna indelas i
omraden a-d (fargkodade) for att vara jamférbara med Saari (2021).

Figur 3. Bilder fran provtagningslokalerna vid Jarsévagen (JV_03-JV_11)
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Denna undersokning ar en del av en serie av flera inventeringar i omradet och provpunkter
samt kartor anpassades till tidigare inventeringar av makrofyter och kransalger (Saari 2021
Laine 2021)

2.2 LABORATORIEARBETE

Flodesschema for falt- och laboratoriearbete sammanfattas i figur 1 och beskrivs i detalj under
sektion 3.1 samt i bilagorna 1 — 4. Bakgrund for enarts- och flerartsanalyser beskrivs i bilaga 1.
Markorer och laboratoriearbete samt dataanalys for flerartsanalyser anvianda i denna
undersdkning - Se bilaga 3 och 4 fér kontroller och skallkrav. Kvalitetskontroller anges i bilaga
5. Eftersom flera olika artgrupper undersoktes gjordes separata analyser fran ett och samma
eDNA-prov for att undersoka artférekomster (Figur B2_1 bilaga 2).

2.2.1 eDNA flerartsanalyser

Bioinformatiken beskrivs i bilaga B.2.3 (anger relativ biomassa fran mest till minst
dominerande art). Antalet lasningar i ett prov ger en uppfattning om den relativa férekomsten
av arten vid en punkt. Kvalitetskontroller samt skallkraven beskrivs i bilaga 3 och 4.

2.3 ANALYSER AV FISKESAMHALLEN
Pa samhallsniva (alla arter) undersoktes inom de olika lokalerna och delomraden:

1) Diversitet eller artmangfald d.v.s. total antal arter
2) Antalet s6tvattensarter/marina arter antal vandrande och frammande arter
3) Biomassa (andelen av antal eDNA lasningar per undersdkningslokal) och art

4) Kvoten av relativ biomassa abborrfiskar/mortfiskar som ett matt pa évergédning

12



3 RESULTAT OCH DISKUSSION

3.1 SEKVENSERINGSRESULTAT
eDNA proverna visade hog kvalitet och kontrollerna fungerade som férvantat (bilaga 3).
Resultaten och redovisas i bilaga 5. Antal |asningar per art och lokal redovisas i bilaga 6.

| denna undersokning identifierades 29 unika fisksekvenser. Tjugosex av dessa kunde genast
identifieras pa artnivda medan tre arter visade artkomplex och kunde vara en av tva arter.
Dessa var id/stam, bjorkna/vimma och kusttobis/havstobis som annoterades som id, bjorkna
respektive kusttobis. Denna indelning baserades pa bakgrundsinformation om arters narvaro
i omradet.

3.2 FISKARTERNAS FOREKOMS | OMRADET

3.2.1 Diversitet (artmangfald).

Av de 29 arterna som detekterades var abborre vanligast och 11 arter forekom pa alla lokaler.
Al som &r en hotad art enligt IUCN ((EN) hittades pa en lokal och den néra hotade siken som
ar sarbar (VU) registrerades vid en lokal (figur 5). Den invasiva arten svartmunnad smorbult
var narvarande pa alla nio lokaler, och visar att arten har etablerat sig pa Aland. Figur 5 visar
pa hur manga lokaler de olika arterna férekom pa av totalt nio lokaler.

Arternas forekomst (frekvens) over de 9 lokalerna
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Figur 5. Arternas frekvens dver alla provtaghingslokaler (n=9). Figuren visar att 11 arter forekom pa alla lokaler
medan 5 arter enbart detekterades pa en lokal. * anger artkomplex.

3.2.2  Fiskarnas férekomst inom lokalerna samt kvot sdtvatten/marina arter.

De 29 fiskarternas forekomst inom de olika lokalerna och deras ursprung visas i tabell 2. Under
arterna anges deras ursprung av marina (12 arter) soétvatten (12 arter), vandringsarter (3
arter), inplanterade arter (1 art) och invasiva arter (1 art). Tabell 3 visar kvoten inom varje
lokal samt inom omraden a-d. Stromming och skarpsill (vassbuk) utgjorde 5,6% respektive
1,1% av biomassan.
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Tabell 2.

Arternas férekomst inom de olika lokalerna. Narvaro anges med X. Varje rad representerar en
undersokningslokal. Antal fiskarter per lokal anges under # arter. Fiskarnas ursprung indelade i marina (M),

sotvatten (F fran engelskans freshwater), vandringsarter (V) och introducerade arter (IN). Samt inplanterade arter
(P). Arter i rott ar hotade. Forekomst av fiskar 6éver lokalerna anges under frekvens och i figur 5.

X

S
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P 5
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Jv_04 19 X X X X X X X X X X X X X X X X X X X
N05 18 X X X X X X X X X X X X X X X X X X
JvV_06 22 X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X
N7 22 X X X X X X X X X X X X XX X X XX XX XX

Jv_o8 15 X X X X X X X X X X X X X X X
N0 17 X X X X X X X X X X X X X X X X X
Jv_10 18 X X X X X X X X X X X X X X X X X X
Jv_11 18 X X X X X X X X X X X X X X X X X X
Frekvens 1 9 9 9 9 9 9 3 7 9 9 7 2 5 1 9 9 6 8 9 5 4 3 1 6 2 1 1 7

=
g
<

Tabell 3 Kvoten av fiskarnas ursprung baserat pa antal sétvattensarter (F) i forhallandet till marina arter (M). F/IM
anger kvoten. Kvoten anges for varje lokal JV_03 - JV_11 (F/M) och varje omrade (a-d) (sum F/M). se karta figur

2.

3.2.3

a b C d
W11 W10 WwWos | w08 W07 WNWOe| INO5S W04 | JVD3
F 11 10 10 9 10 10 9 10 8
M 6 7 5 4 9 9 7 7 9
F)’M 1.83 1.43 2.00 2.25 1.11 1.11 1.29 1.43 0.89
sum F}'M 1.38 1.09 1.1 0.89

Fiskarnas dominans och relativa biomassa inom lokalerna kvot abborrfisk/karpfisk
Den relativa mangden av fisk inom varje lokal (% av fiskarna som férekommer inom lokalen)
visar att abborre tar upp nastan halften av biomassan pa de flesta lokaler (figur 6) medan gars
och gbs ar mindre vanliga. Relativ biomassa innebar att varje art har en unik DNA sekvens,
varje gang sekvensen for en art blir |ast registreras lasningen. En art som det finns mycket av
ger upphov till fler lasningar an en art som det finns litet av. Arternas dominans inom lokalerna
visas i figur 6. Jamforelser i experiment dar fiskar av flera olika arter vagts och sedan slappt ut
i en fisktom damm, for att efter nagra dagar ta eDNA prov for att jamfoéra proportionerna av
biomassa visade en stark korrelation mellan fiskvikt och antal eDNA lasningar inom dammen

(Li m.fl. 2019, DiMuri (2020).
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Figur 6. Bubbeldiagram som visar dominansférhdllanden och relativ biomassa av arter INOM de 9 olika
proviokalerna (rader). Varje rad summeras upp till 100% och ger en uppfattning av arter med hdgre och lagre
biomassa. Totala antalet Iasningar godkénda efter bioinformatikfiltreringen finns i bilaga 6.

Abborren var den dominerande abborrfisken och stod for 45 % av det totala antalet
lasningar 6ver lokalerna foljd av gars (2,0%) och gos (0,5%) bland abborrfiskarna.
Karpfiskarna stod for 26% av lasningarna av vilka braxen stod fér nastan halften. For
mycket karpfiskar som ater bottenfauna och kraftdjur orsakar dessa dter pavaxtalger pa
undervattensvaxter. Kvoten mellan biomassa av abborrfiskar i forhallande till biomassa
av karpfiskar indikerar overgddningsstatus i ekosystemet. En hog kvot indikerar god
status en lag kvot indikerar 6évergodning och forhojda narsalter i miljon. Abborrfiskar i
denna undersdkning representerades av abborre, gars och gos medan karpfiskarna
bestod av braxen, benldja, bjorkna, id, mort och sarv. Abborren ar den vanligaste
rovfisken i kustekosystemet och utgor darfor en nyckelart. Mycket abborre indikerar en
bra status for systemet.

Sléatholmen
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d 49.1 Figur 7. Kvot abborrfiskar/karpfiskar som matt
1000 m pa mojlig 6vergodning. Ett hogt varde visar
| goda forhallanden. Kvoten anges i omrade a-c
Grang JAarso| indelat enligt Saari 2021.

Omrade d (prov JV_03) visade en hog abborrfisk/karpfisk kvot, som markant skiljde sig
fran de andra omradena. Omrade d uppvisade 20 arter av vilka al, sik och stensimpa var
unika for denna lokal. Aven forhallandet sotvattensarter/marina arter visade att de
marina arterna dominerade i samma lokal.
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4 SLUTORD

Resultaten i denna rapport visar att omradet runt Jarsovagen ar fiskrikt och visade ett
stort antal arter. Resultaten indikerade dven att omradet pa vastra sidan om Grano/Jarso
visade minst 6vergddnings indikatorarter och dven betydligt mera marina arter.

Denna undersokning visade dven att eDNA detekterar fler arter an konventionella
metoder eftersom blyga, sédllsynta och svarfangade arter upptédcks da de avger genetiska
spar i vattnet.

For undersokningar av biologisk mangfald och dominans av arter ar eDNA ett mycket
effektivt verktyg for naturinventeringar. En stor férdel ar aven att eDNA inte skadar eller
skrammer malarterna. Ar 2018 p3 svenska sidan av ostersjon dédades ca 6,1 miljoner
fiskar vid provfisken. Daremot ar provfisken en viktig metod for uppféljning av alder,
reproduktion och storleksklasser och en kombination av metoderna har potential att ge
en god insikt i artmangfalden i olika omraden pa kort tid.

5 TAcK

Ett stort tack Liselott Rasmussen for forberedande av och deltagande i faltarbete. Ett stort
tack till lokalbefolkningen som berittade om fiske pa Aland och som visade stort intresse
for faltarbetet. MoRe Research utférde eDNA extraktioner enligt forfattarens protokoll.
NatureMetrics Ltd utférde NGS laborationer.
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BILAGA 1. VAD MENAS MED ENARTS- OCH FLERARTSANALYSER?

Enartsstudier - gPCR eller ddPCR

Inventering av forekomst av en enstaka art med eDNA gérs med sa kallad gPCR eller ddPCR.
Fragestéallningen for dessa studier &r: Finns art X har? Varje art analyseras med en markér som &r
specifik for precis den arten. Provsvaren anger narvaro/franvaro av den specifika arten

Om flera arter underséks med enartsanalyser kan data over relativa abundansen mellan art A och art
B inte jamforas med varandra eftersom markorerna for varje art skiljer sig markant fran varandra.
Analystiden for enartsanalyser ar kortare dn analystiden for flerartsanalyser.

Flerartsstudier - Metastreckkodning genom NGS (Next Generation Sequencing)
Fragestallningen for flerartsstudier ar: Vilka arter finns har och hur hog ar deras forekomst? Med andra
ord behdver man inte pa férhand veta vad man letar efter.

Invasiva och skygga arter kan identifieras och antalet arter som detekteras i en analys ar obegransat.
Om man inventerar tre eller fler arter ar denna metod att féredra och blir snabbt mer kostnadseffektiv
an enartsanalyser. Analystiden for flerartsanalyser ar langre an analystiden for enartsanalyser men
mangden av data och information &r sa pass stor att inventeringarna kan producera ”stort data” som
inte har varit mojligt fore eDNA- metastreckkodning (Figur B1-1)

Jamforelser mellan data som erhalls genom enarts- och flerartsanalyser visas i figur B1-2.

Férbereda  Samlain  Fjltrera Extrahera PCR NGS  Bioinformatik  Art och oBef’IUt
Fragestéllning vatten _DNA Sekvensering habitatanalys Atgarder
; Uppfdljning

Figur B1-1. Flodesdiagram som visar de olika stegen for flerartsanalyser fran faltplanering till beslut och atgarder
(laboratoriearbete och bioinformatik beskrivs i Bilaga 2).

Enartsanalys - » CGCCGCGGTTATACGAGA
Barkodning
Dominans
CGCCGCGGTTATACGAGA  OTU 1 10%
Flerartsanalys -  CACCGCGGTTATACGAGA  OTU 2 65 %
Metabarkoding ~ CGCCGCGGTTACACCACT OTU 3 5%
CGCCGCGGCTACACCGTG OTU 4 20 %

Figur B1-2. Typ av data som fas genom enartsanalyser och flerartsanalyser. Enartsanalysen anger
narvaro/franvaro av en art. Flerartsanalyser ger en artlista samt arternas relativa dominans i forhallande till
varandra inom ett prov.
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BILAGA 2. LABORATORIEARBETE FLERARTSANALYSER

B.2.1 EXTRAKTION

eDNA utvanns (extraherades) enligt protokoll for slutna filter i etanol fran Spens m.fl. (2017) i sterila
laboratorier speciellt byggda for analyser av akvatiskt eDNA. Ett tillagg i protokollet var att pelleten
fran alkoholextraktionen, samt det slutna filtret lyserades separat och lysaten sammanslogs efter
inkubation i 56°C till ett prov. Detta gjordes for att ta tillvara sa mycket DNA som mojligt.

B.2.2. PCR

For alla analyser géller att; Varje PCR-prov utfors i 12 replikat som sammanslas under bioinformatiken.
Som positiv laboratoriekontroll anvands ett prov med kdnd artsammansattning av tropiska fiskar som
standard for jamforelse. Negativa kontroller (Bilaga 3) analyseras for att sdkerhetsstalla kvaliteten och
tillforlitlighet av resultat. Fran ett och samma eDNA prov kan flera analyser pa olika taxa analyseras
parallellt (figur B2_1). Observera att de olika artgrupperna inte kan sekvenseras samtidigt eftersom
PCR produkterna varierar i langd mellan markérer. Sekvenseringsprotokoll och bioinformatik anges i
Kacergyté m. fl. 2021.

. Beslut
Samla in vatten Filtrera PCR metabarkodning NGS Bioinformatik ﬁ.\l't och Atedrder
musslor Sekvensering habitatanalys garde
=1 00 'll‘i"* . Uppféljning
- = o@® ,-

PCR metabarkodning A 7

. extrakt groddjur .T %”\

: Il fisk (=] | ** A~ e
Y e V=2 | on
9 L et R\ iy N e - o
B ; /& " SeEmT ] SR @s:
3 - )'5:_5 W.-w e TS T RED
S LIST
% W i / ©®MIX Research
X
Enartsanalys

Figur B2-1. Ett och samma eDNA prov kan analyseras parallellt for flera olika taxa med separata analyser.

B.2.2.1 Fisk

Flerartsanalyserna for fisk genomférdes med en markor som laser en hypervariabel 325 bp region pa
12S rRNA genen och protokoll enligt Miya, m.fl. (2015). Ett undantag i protokollet var att det andra
basparet pa framat primern byttes ut for att matcha europeiska fiskar och vidare anpassades 5’ delen
av primern med ett 6verhang for att matcha lllumina Nextera Index markorer (For full beskrivning se
Kacergyté m. fl. 2021, 6verhang férklaras pa NGl websidan (National Genomics Infrastructure, Illumina
168S)).

B.2.3. BIOINFORMATIK OCH VERIFIERING

Varje enskild art har en unik streckkod eller DNA-sekvens. De unika sekvenserna jamférdes med en
internationell databas (tillgdnglig for allménheten, som grundar sig pa GenBank och uppréatthalls av
National Center for Biotechnology Information, NCBI (https://www.nchi.nlm.nih.gov/) dar sekvenser
pa ndarmare 450 000 kdnda arter finns tillgdngliga med 1 miljard sekvenser och 6,25 triljoner baspar
enligt GenBank och NCBI:s hemsida (Sayers, m. fl. 2020). De olika sekvenserna matchas mot databasen
och far pa sa satt arternas identitet. Vidare anvands en verifierad (vilket betyder att arterna som
anvands for referens-DNA ar verifierade av en auktoriserad taxonom) intern databas. Tack vare nya
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framsteg inom metastreckkodning for vertebrater och evertebrater ar det mojligt att fa traffar pa
artniva - i stallet for enbart familje- eller genusniva. Antalet Iasningar per art ger en relativ uppskattning
av hur mycket eller litet arten forekommer i ett prov. Bioinformatiken for samtliga taxa finns dven
beskrivet i Kacergyté m. fl. 2021 dar flodesschemat ar anpassat fér markorerna.
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BILAGA 3. KVALITETSSAKRING AV DNA - KONTROLLER

Positiva och negativa kontrollprov

For tillforlitliga resultat vid eDNA-provtagning ar positiva och negativa kontroller nédvandiga for att
utesluta kontamineringar eller andra felkallor. Detta galler alla DNA-undersdkningar och innefattar alla
utdvare. Om en utforare avviker fran denna praxis ar resultaten inte tillforlitliga och darmed
oanvandbara.

Utover generella huvudprinciper for DNA-undersékningar (Goldberg, m.fl. 2016, Griffiths, m.fl. 2016)
finns speciella regelverk for kriminaltekniska (Hedman, m.fl. 2017) och medicinska (SFMG, 2011)
undersdkningar. Strikta riktlinjer for ett standardiserat utovande av eDNA-undersékningar tas just nu
fram inom EU under COST aktionen DNAquaNet.

Negativ kontroll: Ett prov med kommersiellt DNA fritt vatten (nukleas fritt vatten renat for molekylara
undersokningar ex. Nuclease Free Water fran Fishing Scientific) eller kolsyrat mineralvatten som ingar
i faltmaterialet vid inventerade lokaler med samma provtagningsmetodik som vattenproverna. Detta
prov kallas for negativ kontroll. Under hela underékningen fran falt till slutsekvensering bor negativa
kontroller inféras i varje steg av analyserna. De DNA-fria proverna analyseras sa att kontaminering kan
uteslutas och falska positiva provsvar inte uppkommer. Om DNA-signaler av malartsgrupperna hittas i
en negativ kontroll innebéar det att undersékningen maste géras om ifall kallan inte kan identifieras och
konsekvenserna av kontamineringen faststallas.

Konsekvenserna av en kontaminerad negativ kontroll kan i praktiken innebara att arter som inte finns
i en miljo detekteras (falsk positiv).

Positiv kontroll: En positiv kontroll innebéar att ett prov som innehdller ett kidnt DNA testas for att
verifiera att den anvdanda metodiken fungerar som den skall. Om DNA-signaler inte hittas i en positiv
kontroll innebér det att metodiken maste justeras och analysen eller undersékningen maste géras om.

En positiv kontroll utan DNA-signal kan i praktiken visa att arter som finns i en miljo inte detekteras
(falsk negativ).
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BILAGA 4: KVALITETSKONTROLLER SOM REDOVISAS

10.

Mangden insamlat/filtrerat vatten dokumenteras for att kunna avgéra hur mycket prov som
samlats in totalt. Alla eDNA-matningar stalls i relation till hur mycket vatten som filtrerats.
Total eDNA-koncentration for samtliga prov (inkl. negativa) anges. Koncentrationen varierar
avsevart naturligt men ger 4nda 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 atgérda 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 att vara kontaminerade, kan utforas.

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

Positiva kontroller (anvands inte alltid): a) Falt-positiva dar ett omrade kant for artférekomst
provtas for kontroll att arten detekteras i falt. b) PCR-positiva for enartsanalyser (galler gPCR
och ddPCR) dar DNA fran malarten testas. c) Positiv flerartskontroll, dar prov fran ett artificiellt
sammansatt samhalle (“mock community”) anvdands som positiv kontroll vid PCR och
sekvensering. Falska positiva prover redovisas. De positiva proverna forsakrar att PCR och
bioinformatiken fungerar som avsett.

For enartsanalyser anges narvaro och franvaro av arten, for flerartsanalyser anges andel (%)
av malarterna i ett givet prov. 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 mojliggor en kontroll av att tillrdckligt manga lasningar
tacker malarterna.

Minst 12st. PCR-replikat per art/artgrupp och eDNA-prov utfors. Dessa sammanslas i
sekvenseringen. Farre replikat minskar analyssakerheten avsevart.

Antal prover for en specifik MiSeg-korning (sekvensering) 6verstiger inte 100 stycken exklusive
sekvenseringskontroller. Detta sdkerstéller att antalet Iasningar per prov inte ska bli alltfor lagt
for att kunna detektera ovanligare arter.

-
Ny -

VALX

ESEARC

22



BILAGA 5: RESULTAT AV KVALITETSKONTROLLER FOR FLERARTSANALYSER

Varden for kontrollerna anges i tabell B5-1. eDNA koncentrationerna i proverna var hog och varierade
mellan 21,6 och 66,2 ng/ul med ett medeltal pa 44 ng/ul, vilket visar pa hoga eDNA koncentrationer.
De negativa kontrollerna for insamling samt DNA extraktion visade bakgrundskoncentrationer som var
sa laga att de kunde ignoreras. De positiva kontrollerna var positiva. Kontaminations-DNA tillhérande
manniska, gris, ko. kyckling och far som &r vanliga i reagenser och vattnet runtomkring oss, togs
automatiskt bort fran analyserna.

Miya 12S markoren for fisk resulterade i 774 419 lasningar av vilka 75 % d.v.s. 732 596 godkéndes
genom kvalitetsfiltren for godkdnda malartsidentiteter. Sekvenseringsdata analyserades enligt
Kacergyté m. fl. 2021. Sekvenserna identifierades huvudsakligen mot NCBI referensdatabaser dar
speciellt verifierade arter av taxonomer togs i beaktande, nagra arter dubbelkontrollerades mot
interna databaser.

Tabell B5-1. Kvalitetsgranskning av eDNA och kontroller. eDNA-koncentrationen uppmattes med Qubit
Fluorometric Quantitation (Fisher Scientific). Inhiberingskontroll utférdes med gPCR. PCR-negativ innefattar 12
replikat. eDNA koncentration ng/ul. inhibering samt anti-inhibering anger om DNA ar paverkat av humus och
behdver genomga antiinhibering. Inget av proverna visade inhibition. Markéren som anvandes var Miya 12S for
fisk. Kont% anger % av sekvenser fran hund och manniska som togs bort som naturlig kontaminering.
Kontamineringsgraden var mycket |ag.

Provnamn eDNA inhibering #PCR | % kontaminering | # malart % naturlig
(ng/ pl) Miya mél-arter lasningar | kontaminering

JV_03 43,4 Nej 12 0 40985 0.00
JV_04 37,8 Nej 12 0 36 956 0.14
JV_05 21,6 Nej 12 0 38420 0.00
JV_06 48,6 Nej 12 0 63 802 0.28
JV_07 36,4 Nej 12 0 51005 0.05
JV_08 27,8 Nej 12 0 40 458 0
JV_09 68 Nej 12 0 62 783 0
JV_10 66,2 Nej 9 0 69 524 0
V_11 52,6 Nej 12 0 61839 0
Falt Neg 0,382 Nej 10 10 Yes 90
Neg Extraktion <0,01 Nej 6 12 Yes 90
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