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Inledning

I samarbete med Lansstyrelsen i Jonkoping
har SeAnalytics AB och Medins Havs och
vattenkonsulter AB utfort en pilotstudie av hur
eDNA kan anvindas i den akvatiska milj6-
vervakningen. I studien analyserades vatten
frén ett antal vattendrag med verifierade
bestand av den rodlistade flodparlmusslan
Margaritifera margaritifera. Syftet var att
dels utveckla en praktisk tillampbar metod for
provtagning, dels att undersoka analysmetodens sikerhet med avseende pa att
identifiera férekomst av mussel-DNA. Vattenprover togs ocksa i kidnda
vattendrag dar parlmussla inte finns som ett test pd metodens kénslighet och
risken for att fa felaktiga positiva svar om forekomst.

Flodparimussla.

Allmént om eDNA

eDNA (milj6-DNA, environmental DNA) dr en beteckning pa de
spar av arvsmassa som organismer lamnar efter sig i miljon dar de
lever. Dessa spar av DNA ar artspecifika och man kan darfor i ef-
terhand spéra vilka arter som befunnit sig pé en plats. Tekniken
har funnits ett tag men de praktiska tillampningarna ar fortfarande
relativt fa. Det finns dnnu inga av myndigheter standardiserade
metoder, samtidigt som tekniken utvecklas hela tiden mot billigare
och snabbare analyser. Liksom andra DNA-baserade metoder for
att identifiera arter, kan eDNA tekniker idag anvéandas for att be-
svara tva typer av fragor:

e Finns en viss art (maélart) i vattendraget?
e Vilka arter finns i vattendraget?

Analysen, och de forutsattningar som kravs, ar olika beroende pa © B. de Groot
vilken av dessa fragor som ar aktuell. Overvakning av malart(er)

anvander sig oftast av qPCR eller ddPCR, medan den andra fragan

kraver sekvensering och "metabarcoding”.
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Metodik

Provtagning och filtrering av prover

Provtagning utfordes vid tva olika tidpunkter, och i tva geografiskt skilda om-
raden. Vid den andra provtagningen anviandes en lite annan teknik nar det gal-
ler den molekyldrbiologiska analysen (kombination av primer och artspecifik
prob) som dels gjorde analysen léttare att tolka och ocksa sakrare att verkligen
"fanga upp" den eftersokta arten.

Provtagning 2017 — Jonkopings lan

Under 2017 provtogs fyra vattendrag pa sammanlagt 12 stationer (Figur 1 och
bilaga 1). I tre vattendrag med bekriftade musselbestand togs prover upp-
stroms, strax nedstroms samt ett par km nedstroms stdndorten. I ett vatten-
drag utan musslor togs istéllet tva separata prover fran samma station. Utover
dessa prover genomférdes dven en blank kontroll med avjoniserat RECTAPUR-
vatten som fylldes i likadana provkarl som 6vriga prover. Pa varje station sam-
lades 2 1 vatten in i en aseptisk plastflaska. For att minimera risken f6r konta-
minering anviandes nya engingshandskar pa varje station, och vattnet samlades
genom att halla flaskoppningen uppat i stromrikiningen. Ingen del av provta-
gare eller provkarlets utsida kom darmed i kontakt med provet.
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Figur 1. Provstationerna vid undersokningen av flodparlmussla i Jonk&pings lan 2017. Bla
lokal = kanda bestand av flodparimussla; rod lokal = inga kdnda bestand av arten.

I samband med provtagningen vid ett bekraftat bestand topsades dven levande
individer av musslor for att ha som referensprov, och for att verifiera att ana-
lysen identifierade arten. Topsning anses vara den mest skonsamma metoden
for att fa vivnadsprov fran musslor (Karlsson et al 2013), vilket ar viktigt nar
man hanterar kinsliga arter som flodparlmusslan.

Figur 2. Provtagning och topsning av flodparimussla.
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Provtagning 2018 - Vastra Gotalands lan

Under 2018 togs sex prover fran en & norr om
Bergum (Figur 3, 4) med ként bestand av
flodparlmussla. I samarbete med Niklas
Wengstrom, Sportfiskarna region vast Gote-
borg, togs tva prover fran standorten, tva 50
meter nedstréms, och ytterligare tvd 200 me-
ter nedstroms. Prover togs med 2 liters en-
gangskarl, och filtrerades samma dag (se ne-
dan). Ett prov tillats sta i fyra dagar utomhus
i skugga som ett litet test av hur snabbt DNA
bryts ned.

Ytterligare prov togs i Hillebacken vid ett
senare tillfalle, pa en lokal dir inventeringar
inte har hittat flodparlmussla och som darfor
kan betraktas som negativ lokal. Dessa prover
filtrerades samma dag.

Vid provtagningen topsades dven en mussla
for positiv kontroll i ddPCR analysen.

Figur 4. Lokal Bergum nara Olofstorp. Vid standorten
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Figur 3. Provstationerna vid undersok-
ningen av flodparimussla i Vastra Gota-
lands lan 2018. Bla lokal = kanda be-
stand av flodparimussla; rod lokal =
inga kanda bestand av arten.



Medins Havs och Vattenkonsulter AB

Filtrering

Ett finporigt filter anvindes for att finga upp DNA-partiklar fran vattenprover-
na. Det finns flera olika alternativ (Bohman 2018) och vi har valt Millipore Ste-
rivex™ (porstorlek 0.22 pum) filter (Figur 5-7). Det ar en fordel att sjalva filtret
ar inneslutet i en kapsel och att efterféljande DNA-extraktion kan ske inne i
kapseln, eftersom detta radikalt minskar risken for korskontamination pa labo-
ratoriet. Ju mer vatten fran provlokalen som kan filtreras, desto storre ar san-
nolikheten att hitta DNA fran malarten. Optimalt filtreras 1 liter vatten (eller
mer) genom filtret, men den slutliga volymen ar i praktiken beroende pa hur
mycket partiklar det ar i vattnet (Tabell 1).

Efter filtreringen tomdes filterkapseln pa vatten, sedan tillsl6ts i utgadngsépp-
ningen med speciellt anpassade lock och kapseln fylldes med 95-99% etanol
(Figur 6) for att forhindra nedbrytningen av DNA. Kapseln placerades slutligen
i ett skyddande provror och forvarades i -20°C i vintan pd DNA extraktion och
fortsatt behandling.

Figur 5. Vattenproverna filtrerades genom ett
Sterivex-filter.

Figur 6. Darefter konserverades pro-
verna med etanol.

Figur 7. Slutligen forslots kapseln och
provet lagrades i frys.



Medins Havs och Vattenkonsulter AB

Analys

DNA-analyserna utfordes av SeAnalytics AB i néara anslutning till provtagning-
arna. For att pavisa forekomst av mélarten flodparlmussla anviandes ddPCR
(droplet digital PCR, ©BioRad), en teknik som jamfort med det mer anvinda
qPCR ar kansligare och lattare att tolka och kvantifiera. En utforlig beskrivning
av tekniken, inklusive extraktion av DNA direkt fréan filtren beskriv i detalj i
Bohman et al. (2018) och nedan ges bara huvuddragen i analysgéngen.

Primerdesign

For att kunna nyttja ddPCR for att upptéacka malarten kréavs artspecifika primerpar
som hjélper till att kopiera flodparlmusslans DNA fran vattenproverna. Vi utgick
fran publicerade COl-sekvenser for arten och designade det artspecifika primerpa-
ret i enlighet med primertillverkarens rekommendationer. Néar det géller proverna
fran Bergum/Olofstorp designades dessutom en probsekvens som ligger mellan de
tva primer-sekvenserna (ocksa i enlighet med tillverkarens rekommendationer).
Fordelen med att anvénda en prob i kombination med primerparet &r att artspecifi-
citeten ytterligare ¢kar. Det blir darmed en béttre relation mellan brus och signal,
vilket innebdr att resultaten blir Iattare att tolka.

DNA-extraktion

DNA extraherades direkt fran filtret med ett kommersiellt kit "DNeasy Power-
Water Sterivex Kit” (Qiagen). Méangden extraherat DNA maéttes med Qubit
fluorometer som mater den totala mangden DNA (dvs. dven icke-malarts-DNA).

ddPCR

Vid PCR anvinds temperatur och enzymer i repeterande cykler for att massko-
piera specifika delar av DNA. Tack vare det tidigare designade och artspecifika
primerparet kopieras d& endast malartens DNA och inte andra arters DNA som
kan finnas i vattenprovet. Vi har anvint ddPCR (©BioRad), en teknik som byg-
ger pa manga tekniska replikat fran ett DNA-prov (ca 20 000 droppar). I varje
droppe sker sedan en PCR-reaktion. Genom att antalet falska negativa fel
minskar erhélls en férbattrad noggrannhet samtidigt som den statistiska san-
nolikheten att hitta spar av arten forbattras. Varje prov delas upp i fyra replikat
i analysen viket medfor att antalet tekniska replikat 6kade per biologiskt prov
med upp till cirka 80 000 droppar (4 x 20 000).

Innan ddPCR-analysen kontrollerades primerparets specificitet och PCR:n
optimerades baserat pa DNA fran topsade musslor.
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Resultat

En sammanstillning av resultaten fran analyserna redovisas i Tabell 1. P&
grund av negativa resultat fran forsta provomgangen nar det giller Eman kom-
pletterades proverna med ytterligare prover vid tva senare tillfdllen (se Dis-
kussion). Resultaten visade att tekniken fungerade, men att svaren varierade i
styrka. Analysen av Bergumproverna visade att kombinationen primer-prob
gav ett tydligare svar som dessutom var littare att tolka. Var slutsats ar att
kombinationen eDNA och ddPCR fungerar for att pavisa flodparlmussla men
att provtagningen maste optimeras for att minska risken for falska negativa
resultat.

10
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Tabell 1. eDNA resultat frAn provtagningarna 2017 och 2018

Forklaring: Minustecken = ingen signal dvs inga spar av malarten, plustecken = signal dvs malarten har detekterats (flera plus betyder starkare signal)

Datum Lokal Provtagare Filtrerad volym (l) Resultat Kommentar Analysmetod
170215 Hokesan uppstroms Martin Liungman 1 - ddPCR
170215 Hokesan standort Martin Liungman 1 +++ ddPCR
170215 Hokesan nedstréms Martin Liungman 0.5 ++ ddPCR
170215 Hornan uppstroms Martin Liungman 0.5 + Svag signal, ovantat resultat ddPCR
170215 Hornan standort Martin Liungman 0.3 ++ ddPCR
170215 Hornan nedstroms Martin Liungman 0.4 - Ovantat resultat ddPCR
170215 Eman uppstroms Martin Liungman 1 - ddPCR
170215 Eman standort Martin Liungman 1 - Ovantat resultat ddPCR
170215 Eman nedstréms Martin Liungman 1 - Ovantat resultat ddPCR
171009 Eman standort Martin Liungman 0,7 ++ Nya prover + erfarnare utvardering ddPCR
171009 Eman nedstroms Martin Liungman 0,7 ++ Nya prover + erfarnare utvardering ddPCR
171103 Eman standort Per Sundberg/Matthias 0.5 ++ Nya prover + erfarnare utvardering ddPCR
171103 Eman standort Per Sundberg/Matthias 0.5 ++ Nya prover + erfarnare utvardering ddPCR
171103 Eman nedstroms Per Sundberg/Matthias 0.6 ++ Nya prover + erfarnare utvardering ddPCR
171103 Eman nedstroms Per Sundberg/Matthias 0.6 ++ Nya prover + erfarnare utvardering ddPCR
170215 Negativ lokal Tabergsan/Bararpl Martin Liungman 0.7 - flodparimussla har inte observerats pa lokalen ddPCR
170215 Negativ lokal Tabergsan/Bararpl Martin Liungman 0.5 - flodparimussla har inte observerats pa lokalen ddPCR
170215 Destillerat vatten Martin Liungman 1 - ddPCR
180504 Bergum topsad mussla (positivkontroll) Per Sundberg +++ ddPCR+probsekvens
180504 Bergum standort Per Sundberg 0.75 ++ ddPCR+probsekvens
180504 Bergum standort Per Sundberg 0.70 + ddPCR+probsekvens
180504 Bergum standort (sammanslaget prov) Per Sundberg 0.75 ++ ddPCR+probsekvens
180504 Bergum 50 m nedstroms standort Per Sundberg 0.75 +++ ddPCR+probsekvens
180504 Bergum 50 m nedstroms standort Per Sundberg 0.70 +++ ddPCR+probsekvens
180504 Bergum200 m nedstroms standort Per Sundberg 0.80 ++ ddPCR+probsekvens
180504 Bergum200 m nedstroms standort Per Sundberg 0.80 + ddPCR+probsekvens
180509 Bergum standort Per Sundberg 0.45 - provet har statt 4 dagar ddPCR+probsekvens
180525 Olofstorp negativ lokal Per Sundberg 0.30+0.30 - flodparlmussla har inte observerats pa lokalen ddPCR+probsekvens

11



Medins Havs och Vattenkonsulter AB

Diskussion

Véra resultat visar att eDNA ar en teknik som kan anvandas for att spara och 6vervaka f6-
rekomst av flodparlmussla, och diarigenom gar det att pa ett mer kostnadseffektivt sitt ta
fler prover och ticka storre omraden jamfort med traditionella metoder. Det negativa resul-
tatet fran forsta provomgéngen i Eman ar nagot forvanande med tanke pa att det med si-
kerhet finns ett bestdnd av musslor dir prover tagits. Vid provtagningen i november samma
ar vid standorten fick vi ett klart positivt resultat (Tabell 1). Vi har ingen klar uppfattning
varfor det inte gick att pavisa arten vid forsta forsoket. Emellertid har detta varit en pilot-
studie och ménga av momenten (bade provtagning och vidare analyser) var nya i borjan
vilket kan ha medfort olika typer av handhavandefel. Vi sadg ocksd att analyserna gav ett
tydligare svar nér vi gick 6ver till primer+prob, vilket vi ocksa nu rekommenderar vid fort-
satt provtagning.

Det ar viktigt att provtagningen optimeras pa ett sitt sa att risken for att missa en mélart
minimeras. Det skall samtidigt betonas att detta ar en "finns/finns inte"-analys och chansen
att triaffa pa malartens DNA beror pa flera olika faktorer. Det gar darfor inte att utesluta att
vissa prover kommer att vara negativa trots att arten finns i vattendraget. Det racker dock
med att nagra prover ar positiva for att pavisa arten. Det gér inte att dra slutsatsen att arten
saknas i omradet for att ndgra prov ar negativa om det samtidigt finns positiva provsvar.
Tekniken ar sa kénslig att det ar svart att forklara positiva svar med annat dn att mélarten
ar narvarande, men det kan finnas manga forklaringar till ett negativt svar.

eDNA-metodik (Bohman 2018; Taberlet et al. 2018) tillf6r utan tvivel delar till miljé6ver-
vakningen som dagens traditionella metoder har svérare att lyckas med. Metodiken ar
mycket noggrann och kan darfor upptécka arter i ett vatten med enbart nagra fatal indivi-
der. Dessutom innebiar eDNA-analyser ett enklare provtagningsforfarande samt en mindre
invasiv provtagning i och med att inga organismer behover avlivas under analysen. Exem-
pelvis vid traditionell provfiskemetodik fangas stora mangder fisk, som sedan méste avlivas
eller rent utav sjalvdor. Om eDNA kan anvindas mer frekvent vid provfiske skulle darfor
det stora antal fiskar som avlivas kunna minska visentligt. Aven mojligheten att identifiera
rodlistade arter utan att skada dessa ar ett argument for eDNA-analyser.

Denna undersokning visade att metoden redan idag enkelt och effektivt kan nyttjas vid spe-
cifika fragestallningar, sisom vid sokande efter sa kallade malarter. Det enda som saknas
nu ir fantasi och kreativitet for att identifiera fler fragestéllningar dar eDNA-metoden kan
utgora ett viktigt bidrag till mer kunskap. Sedan undersokningen utfordes har tekniken
utvecklats annu mer, och det ar troligt att resultaten med nuvarande teknik skulle vara
annu sikrare och billigare.

12
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