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SAMMANFATTNING

[ april 2019 utférde AquaBiota pa uppdrag av Sweco Energuide AB en eDNA-inventering
av groddjursfaunans sammansattning samt groddjurssjukdomar i tre dammar i Lovsta
damm- och vatmarkssystem. Sex vattenprover fran tre dammar samlades in for
undersokningen och analyserades. Resultaten jamfordes med en parallell undersékning
av groddjurs forekomst med konventionella inventeringsmetoder vilka utfordes av Vide
Ohlin pa Calluna.

I bada inventeringsmetoderna (eDNA samt konventionella inventeringar) hittades
arterna vanlig padda och mindre vattensalamander. Padda hittades med bada metoderna
i samtliga dammar medan mindre vattensalamander hittades i tva av tre dammar vid
konventionell inventering och i samtliga tre dammar vid eDNA-inventering.
Groddjurssjukdomar patraffades inte i undersokningen.



1. INLEDNING

I omradet vid Lovsta avfallsanldggning planeras ett nytt kraftvirmeverk samt ny
hamnanlaggning. Pa uppdrag av Sweco Energuide AB har AquaBiota darfor utfort en
faltundersékning av tre dammar pa och anslutning till golfbanan som ligger strax norr om
Lovsta avfallsanldggning. De tre dammarna undersoktes med eDNA varen 2019 med
avseende pa groddjurs forekomst. Inventering med konventionella metoder genomfordes
ocksd i dammarna vid sammanlagt fem tillfallen mellan april och mitten av juni 2019.
Resultaten jamfordes med eDNA (miljo DNA) analyser som baserade pa vattenprover som
togs den 29 april 2019. Vidare undersoktes dammarna med eDNA-metoden for eventuell
forekomst av groddjurssjukdomen Chytridiomycosis som hos grodor och paddor orsakas
av svamparten Batrachochytrium dendrobatidis (Bd) och hos salamanderarter av
svamparten B. salamandrivorans (Bs).

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, avfoéring, 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 méangder 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).



2. MATERIAL OCH METODER

2.1 Faltmetoder eDNA

Faltarbetet utférdes 26 april 2019. Provtagningspunkter anges i Figur 1 och i tabell 1.
Koordinaterna anges som decimalgrader i WGS84. Lufttemperaturen matte 2-17 °C.
Provpunkternas position bestdimdes i samrdd med uppdragsgivaren. Djupet varierade
mellan 0,2 och 1 meter.

Innan provtagningen genomfdrdes i filt, steriliserades all provtagningsutrustning.
Filtreringsutrustning koptes in som sterila DNA-fria engangsforpackningar. Fem liter
vatten samlades in per prov i form av 10 underprover som var jamnt férdelade langs
dammens strandkant enligt Spens m.fl. (2017). Vattnet blandades och filtrerades.
Negativa faltkontroller utgjordes av rent vatten som hanterades med samma
provtagningsutrustning som proverna och filtrerades pa plats for att utesluta
kontaminering av DNA mellan prover eller fran provtagare. Insamling och fixering foljde
Spens m.fl. (2017).
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Figur 1. Provtagningspunkter i dammarna. Bakgrundskarta CC BY-SA OpenStreetMap
Foundation.



Inventering av groddjur i tre dammar i Lovsta med eDNA samt konventionell metodik

Figur 2. Dammarna C, D1 och D2 samt hane av mindre vattensalamander som pdtriffades i
damm C vid eDNA-provtagning.

Tabell 1. Provpunkter. Damm, position, djup vid provtagningen, volym filtrerat vatten (mL),
vattentemperatur, provtagningstidpunkt och malart fér varje provpunkt. Proven samlades in

26 april 2019.
Provpunkt namn Damm Latitud (N) Longitud (0) Djup (m) Volym H20 Tid Malart
(mL) °C
LG -01_A Lovsta Damm 1 D1 59,389123 17,787982 0,5 4000 8,0 07:10 groddjur
LG_01_B Lovsta Damm 1 D1 59,389212 17,788198 0,5 3000 8,0 07:10 groddjur
LG_02_B Lovsta Damm 2 59,390292 17,78660 0,5 2400 11,6 07:30 groddjur
LG_02_B Lovsta Damm 2 59,390266 17,786408 0,5 2400 11,6  07:45 groddjur
LG_03_B Lovsta Damm 3 D2 59,388892 17,787433 0,5 3500 11,3 08:40 groddjur
LG_03_B Lovsta Damm 3 D2 59,388712 17,786641 0,5 3000 11,3 08:45 groddjur

2.2 Laboratoriemetoder eDNA

For groddjur gjordes flerartsanalyser. Vidare undersoktes svampsjukdomarna Bd och Bs

genom enartsanalyser d.v.s. qPCR. Laboratoriemetoderna beskrivs i bilaga 1, 2, 3 och 4.



2.3 Faltmetoder - konventionella inventeringar

De konventionella inventeringarna utférdes av Vide Ohlin med visuellt eftersok med hjalp
av lampa, audiellt eftersok for att uppticka spelande grodor eller paddor samt med hjalp
av Ortmanfallor.

Tva lampor anvandes, den ena en pannlampa med bred ljuskigla och den andra en
handhallen ficklampa med smal ljuskigla denna lampar sig val for eftersok pa langre
distanser och i vatten medan den foregaende lampar sig battre for eftersok vid kortare
avstand pa land. Bdda lamporna har en maximal ljusstyrka pa ca 1000 lumen.

Ortmanfallor r en typ av filla som utgors av en storre hink med fem ingangar vilka utgors
av indtvanda trattar. Den anvénda fallan saluférs pa www.salamander-trap.no.

Uppligg for undersékningen

Totalt fem besdk genomfordes. Inventeringsomradet utgjordes av de tre dammarnai figur
1. Dartill utfordes strakinventering langs inventeringsstrackan som visas i bilaga 7. Den
valda strackan loper utmed Kyrkhamnsvagen, Lovstavdgen och det dike som loper
nordost fran Lovstavidgen mot Lingonrisgrans.

Tabell 2. Tider och védderforhdllanden vid de fyra inventeringstillfillena med konventionella
metoder.

Datum Klockslag Vader Metod

19:50- o o . . . .
2019-04-21 23:00 4°C. Dagstemp. 15°C. Ingen nederbord. Visuellt och audiellt eftersok.

20:00- . . . .
2019-04-23 23:00 5°C. Dagstemp. 20°C. Ingen nederbdrd. Visuellt och audiellt eftersok.

20:30- o o R Visuellt och audiellt eftersok.
2019-05-23 23:30 10°C. Dagstemp. 16°C. Ingen nederbérd. Utplacering av fallor.

20:00- o o 1 Visuellt och audiellt eftersok.
2019-05-24 23:00 9°C. Dagstemp. 18°C. Latta regnskurar. T e

23:30- 15°C. Dagstemp 23°C. Duggregn tidigare under  Visuellt eftersok i vatten och
2019-06-14 .

01:30 dagen. pa land.

3. RESULTAT OCH DISKUSSION

3.1. Arternas forekomst - eDNA och sammanlagd oversikt

I den konventionella inventeringen patraffades vanlig padda (Bufo bufo) i alla tre av
dammarna och mindre vattensalamander (Lissotriton vulgaris) i tvd dammar. eDNA-
studien detekterade vanlig padda och mindre vattensalamander i alla tre undersokta
dammar (tabell 2). Tabell 3 visar artférekomsten i procent. Vanlig padda dominerade i
damm D1 och D2, medan mindre vattensalamander dominerade i damm C. Sekvenserna
matchade 90 % (D1), 73% (C) och 60% (D2) referenser for malarterna groddjur.
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Forutom groddjuren patraffades dven sekvenser av radjur, akersork och storre skogsmus
vid damm D2. Vidare patraffades DNA-spar av gravand/grasand i damm C och D2. Dessa
arter hybridiserar i det vilda och kan inte sarskiljas for denna sekvens. Sothdna
patraffades i damm D1. Spar av fisk-eDNA patraffades i alla prov, och hiarstammar
troligtvis fran vattnet som pumpas in fran Malaren i dammarna som inte innehaller fisk.
Antal lasningar for arternas sekvenser finns i tabell B6_1 i bilaga 6. Ingen av patogenerna

Batrachochytrium dendrobatidis (Bd) eller B. salamandrivorans (Bs) patraffades i nagon
av dammarna.

Tabell 3. Jamférande tabell av de tvd inventeringsmetoderna. Vanlig padda upptdcktes i alla
dammar oavsett metod. Mindre vattensalamander upptdcktes i damm C och D23 med
traditionell inventeringsmetod. Med eDNA upptacktes mindre vattensalamander i alla dammar.
Notera att inga fdllor placerades ut vid D1 utan den inventerades enbart visuellt samt med eDNA.

Damm D1 C D2

Art Inventering eDNA Inventering eDNA Inventering eDNA
Vanlig padda X X X X X X
Mindre vattensalamander X X X X X

Tabell 4. Arternas férekomst 6ver lokalerna i procent. Figuren visar arternas férekomst i eDNA-
inventeringen over de olika lokalerna i procent.

Art D1 C D2
Vanlig padda 81,4 339 80,8
Mindre vattensalamander 18,6 66,1 19,2
SUMMA 100 100 100

3.2. Resultat fran konventionella inventeringar

Visuellt eller audiellt observerade groddjur
Antalet observerade groddjur presenteras i Tabell 5. Karta med observationer finns i

bilaga 7.

Tabell 5. Groddjur observerade visuellt och audiellt.

Datum Vanlig Mindre
padda vattensalamander
2019-04-21 11 4
2019-04-23 3 4
2019-05-23 2 65
2019-05-24 2 (se tabell 3)
2019-06-14 1 10




Fallor

Vid sydvastra dammen (damm DZ2) samt norra dammen (damm C) anvandes 6
respektive 4 fallor under ett dygn. De placerades ut kvdllen den 23 /5 och vittjades
pafdljande kvall. Resultat av fangster visas i Tabell 6.

Tabell 6. Hir redovisas resultat fran Ortmanféllor. Mindre vattensalamander (Lissotriton
vulgaris) férkortas L.v.

Filla Damm Groddjur Ovrigt
1 D2 L. 3 hanar, Medelstor dykare
1 hona
2 D2 s 3. i Medelstor dykare
0 honor
3 D2 - 1st Hastigel
L.v. 1 hane, -
4 D2 2 honor Hastigel 3st
L.v. 4 hanar,
> b2 0 honor
L.v. 5 hanar, .
6 D2 0 honor En stor sldandlarv av satt typ
7 C
8 c Gulbramad dykarbagge 5 st samt
3 st mellanstora dykarbaggar
9 C - Hastigel samt nattslandelarv
Gulbramad dykare.
10 C S el Nattslandelarv. Stavlik
0 honor

vattenskorpion. Vattenbagge

3.3. eDNA kvalitet samt kvalitetskontroll

Kvalitetskontrollerna samt méngden féljer direktiven i bilaga 3 och anges i bilaga 4.
3.4. Diskussion och slutsatser

[ bada inventeringsmetoderna (eDNA samt konventionella inventeringar) hittades
arterna vanlig padda och mindre vattensalamander. Padda hittades med bada metoderna
i samtliga dammar medan mindre vattensalamander hittades i tva av tre dammar vid
konventionell inventering och i samtliga tre dammar vid eDNA-inventering. Bada
metoderna utférdes grundligt med tva eDNA-samlingsprover per damm samt fem
faltbesok med konventionell inventeringsmetodik. Det ar dirmed mycket osannolikt att
ytterligare nagon groddjursart anvander nagon av de undersokta dammarna som
lekvatten. Resultaten visar ocksa att eDNA ar en tillforlitlig metod for inventering av
groddjur eftersom bada arterna detekterades med eDNA i samtliga underprover som togs
i de tre dammarna. Beroende pa fragestillning kan konventionella inventeringar ge
vardefull tillaggsinformation till eDNA-studier som observationer av aktiviteter sdsom
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spel eller lek eller att identifiera vandringsvdgar mellan overvintringsplatser och
lekvatten.

Vid den konventionella inventeringen hittades nagra vanliga paddor vid
strakinventeringen. Dessa fynd tyder pa att en del av populationen av vanlig padda
anviander omradet sdder om Kyrkhamnsvagen som sommaruppehallshabitat samt att
overvintringshabitat finns dar.

Det observerade antalet paddor i de konventionella inventeringarna var mycket lagt
jamfort med antalet djur observerade vid ett besok som foretogs varen 2017 i samband
med att provtagning for gisselsvampen Batrachochytrium dendrobatidis (Bd) som
orsakar svampsjukdomen chytridiomycosis féretogs. Vid provtagningen 2017
patraffades Bd pa paddor i omradet. Detta kan tyda pa en reell populationsminskning
och Bd kan vara orsaken. Det ar for tidigt att dra slutsatser kring detta men om det ar sa
ar det den forsta dramatiska populationsminskningen orsakad av Bd som
dokumenterats i Stockholm. Varken Bd eller Bs detekterades i eDNA-undersokningen
2019. Detta kan bero pa att sjukdomen inte forekommer i de provtagna vattnen och att
drabbade individer har détt men det skulle ocksa kunna bero pa vattenomsattningen da
nytt vatten pumpas in fran Malaren. Den ovanligt varma sommaren 2018 kan ocksa ha
bidragit till bAde minskningarna av vanlig padda samt utslagning av Bd, da vissa
stammar dor ut redan vid 28°C (Kilpatrick mfl 2010).

Inventeringarna av groddjur med eDNA samt traditionell metodik planerades baserat pa
den biotopinventering som utférdes i omradet i oktober 2018. Inventeringarna forlades
framforallt till de potentiella lekvattnen men dven till potentiella vandringsvagar mellan
vinter- och sommarhabitat (som identifierades vid biotopinventeringen 2018) och dessa
lekvatten. Omraden som &r direkt olampliga for groddjur sdsom hardgjorda, hart
exploaterade och bebyggda ytor undersoktes inte. Malaren som dr en stor sjo med mycket
fisk utgor inte en lamplig lekmiljo for groddjur och provtogs darfor inte med eDNA.
Eftersom strandzonen utanfor de gamla deponierna samt smabatshamnen inte befinner
sig mellan lekvattnen och de potentiella 6vervintrings- och sommarhabitaten utgor den
inte lekvandringsvag och darfor gjordes ingen strakinventering efter groddjur dar.

Sammantaget hittades ingen rdodlistad eller sallsynt groddjursart vid inventeringarna. De
tva vanliga arter som férekommer har (mindre vattensalamander samt vanlig padda) ar
dock liksom alla andra Sveriges groddjur fridlysta, vilket innebar att de inte far dodas,
fangas eller skadas. Till skillnad fran den storre vattensalamandern finns de inte i
Habitatdirektivets bilaga 2 vilken innebar att dven artens livsmiljo ska skyddas. Det finns
alltsa inget specifikt skydd for livsmiljoerna kopplat till just de groddjur som hittats i detta
omrade. Smavatten som ligger i jordbrukslandskap omfattas av biotopskydd enligt
miljobalken. Dammarna i detta omrade befinner sig p3, eller i anslutning till annan mark
sasom en golfbana och har anlagts for bevattningsdandamal, varvid de inte omfattas av
biotopskyddet for smavatten i jordbrukslandskap enligt Naturvardsverkets vagledning
for biotopen (Naturvardsverket, 2014).

11



Delar av omradet ingar i en modellerad karta dver habitatnatverk for groddjur (Mortberg
m.fl. 2006) vilken diskuteras mer ingdende i biotopinventeringen (Wijkmark m.fl. 2018)
och fran omradet finns goda spridningsmojligheter framst mot nordvast. Den storre delen
av stranden som omfattas av planerna ar dock inte naturstrand utan domineras av en
smabatshamn samt en artificiell strandkant av stenblock dar vattenvegetation. De storsta
vardena for groddjur i Lovsta dr de undersdkta dammarna samt kringliggande vinter- och
sommarhabitat vilka beskrivs i biotopinventeringen (Wijkmark m.fl. 2018). Dessa
dammar saknas i kartan 6ver habitatnitverket, vilket sannolikt beror pa att kartan éver
habitatnatverket (Mortberg m.fl. 2006) skapades innan dammsystemet i Lovsta var
fardigstallt da arbetet med dammarna pagick mellan 2002 och 2009. Dammarna utgor
betydligt battre reproduktionslokaler for groddjur dn de biackar som markerats som
"potentiell reproduktionslokal” i kartan 6ver habitatnatverk. Kvarnbacken med dess
omgivande fuktiga skogsmiljo (omrdde 7 i biotopinventeringen av Wijkmark m.fl. 2008)
soder om undersokningsomradet utgor dock ett lampligt sommarhabitat och innehaller
aven lampliga strukturer for évervintring. Den korta striacka av en back som rinner ut
genom en vagtrumma under Kyrkhamnsvagen och mynnar vid badplatsen vister om
smabatshamnen ar av mindre virde da omgivningarna ar torrare och dppnare utan
omgivande fuktig mark. Aven sjilva bicken var torr vid biotopinventeringen. I likhet med
den modellerade habitatniatverkskartan anser vi att det fortfarande ar troligt att
Lovstaomradet ar en spridningsvag inom ett habitatnatverk for groddjur men baserat pa
vara undersokningar i omradet kan vi gora nagra tilligg och justeringar till den kartan:
Dels saknas dammarna i den kartan (troligtvis p.g.a. att kartans alder) och det ar dessa
som utgor goda reproduktionslokaler i omrddet. Den lilla “potentiella
reproduktionslokalen” som pekats ut i den modellerade kartan vid badplatsen baseras
troligtvis pa den back som ibland rinner ut dar. Detta ar ett litet och rinnande vatten som
ibland torkar ut helt och utgoér inte en lamplig reproduktionslokal for groddjur. Mot
bakgrund av dammarna som inte finns med i den modellerade kartan samt att stranden
ar kraftigt exploaterad kan de norra delarna av undersokningsomradet vara battre ur
spridningssynpunkt dn vad den modellerade kartan anger samtidigt som strandlinjen
troligtvis ar sdmre dn vad som anges, dven om denna inte utgor en barriar.

De viktigaste habitaten for groddjur i omradet ligger utanfoér planomradet och utgérs av
de undersokta dammarna (reproduktionslokaler) samt skogsomradena strax utanfor
planomradet. Ett undantag dr omrade 4 i biotopinventeringen (Wijkmark m.fl. 2018)
vilket kan ha viss betydelse som sommar- och évervintringshabitat. Enligt planskisserna
kommer dock storre delen av skogen inom omrade 4 att bevaras. Planomradet utgors till
allra storsta delen av olampligt habitat for groddjur sasom hardgjord mark, kajer,
konstgjord strandlinje av sprangsten utan vattenvegetation, vigar, bebyggelse och torr
grasmark. Var bedomning ar att de allra flesta av groddjuren finns sig i de mer
gynnsamma omradena utanfér planomradet och darfor inte riskerar att dédas under det
planerade arbetet. Det gdr inte att helt och hallet sakerstilla att ingen individ befinner
som inom planomradet d&ven om det inte utgor ett lampligt habitat. Var bedémning ar
dock att om nagon eller nagra individer skulle dé till f6ljd av arbete inom planomradet sa
ar det rimligtvis sa fa att de utgor en forsumbar del av population. Det forutsatter dock att
vandring (t.ex. lekvandring) mellan skogsomradena och lekvattnen inte sker genom
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omradet dar arbetet utfors eller pa vagar som ar kraftigt trafikerade under lekvandringen.
Vid lekvandringen kan en stor del av en groddjurspopulation vara i rorelse samtidigt.
Denna risk kan undvikas med atgarder som leder groddjuren kring arbetsomradet och
hindrar dem fran att vandra over trafikerade vagar, genom att istdllet leda dem utmed
vagarna till sarskilda grodtunnlar under viagbanan. Detta ar en effektiv atgard for att
minska antalet groddjur som doér under vandringen mellan 6vervintringsplatser och
lekvatten. For detta finns bade tillfalliga och permanenta l16sningar. Lampliga grodtunnlar
och barridrer beskrivs i flera publikationer (t.ex. Trafikverket, 2016 och Banverket och
Trafikverket, 2005). Storst sannolikhet for stora vandringar av groddjur ar under
varnatter vid fuktigt vader. Det dr darfor ocksa lampligt att undvika transporter eller
arbete som sammanfaller med groddjurens vandringsstrak vid sadana tillfallen, i
synnerhet om inte tillforlitliga skyddsatgarder vidtagits for att styra om groddjurens
vandring fran vagar och andra riskomraden.

[ ovrigt bor hadnsyn tas till groddjurens lekvatten och o6vriga habitat sdsom
overvintringsplatser. Dammarna bor underhallas genom att véxtlighet rojs vid behov sa
att dammarna inte vaxer igen eller skuggas for mycket men eftersom vattenvegetation
samtidigt ar viktig for arterna bor inte all vegetation tas bort nar roéjningen utfors.
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BILAGA 1: Laboratoriearbete

Bli.1 Extraktion, PCR och sekvensering
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Figur B1. Flédesschema som visar de olika stegen for eDNA undersékningar. (Figur: Micaela Hellstrém)
Flodesschemat i figur B1 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
molekylarbiologiska tekniker som &ar trdnade i att extrahera eDNA. Proverna
analyserades med flerartsanalyser for forekomst av fisk (bilaga 2) samt andra
vertebrater. Varje PCR prov utfordes i 12 replikat som sammanslogs under
bioinformatiken. En modifierade markorer som amplifierar 12S rDNA regionen anvindes
(KMiya m.fl 2015) . Principerna for metabarkodning férklaras mer utforligt i bilaga 1.
Vidare anvandes en positiv DNA kontroll med kidnd artsammansattning som standard for
jamforelse. Negativa kontroller analyserades for att sakerhetsstilla kvalitetskrav (bilaga
2).

B 1.2. Bioinformatik och verifiering

Varje enskild art har en unik streckkod eller sekvens. Varje unik sekvens fick en
molekylar identitet. De olika sekvenserna kordes mot en internationell databas
(tillganglig for allmanheten, som grundar sig pa GenBank och uppratthdlls av National
Center for Biotechnology Information, NCBI (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/) dar
sekvenser pa mer dn 370 000 kinda arter finns tillgdngliga (Benson m.fl. 2017) med 0,6
miljarder sekvenser och 2,6 biljoner baspar enligt NCBIs hemsida. De olika sekvenserna
matchades mot databasen och fick pa sa satt fisk, diaggdjurs och groddjurs identitet. Tack
vare nya framsteg inom metabarkodning dr det mojligt att fa information pa artniva
istéllet for enbart familje- eller genus- niva. Antalet ldsningar per art gav en relativ
uppskattning av hur mycket eller litet arten forekom i ett prov
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Bilaga 2. Enarts- och flerartsanalyser vid eDNA undersdkningar

Varje levande art utsondrar 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 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 déver 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 gér 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 levereras ej i detta projekt

Inventering av forekomst av en enstaka art med eDNA gors med sa kallad qPCR.
Fragestéllningen for dessa studier ar: Finns art X har? Varje art analyseras med en markor
som ar 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 underséks med enartsanalyser kan data éver relativa abundanser mellan art A
och art B inte jamforas med varandra eftersom markorerna 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 &r 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 &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 &r 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 ar
obegransat. Om man inventerar 3 eller fler arter &r denna metod att foredra, och blir snabbt mer
kostnadseffektiv an enartsanalyser. Flerartsanalyser visar dven vilka arter man har fatt och
vilket dominansfoérhallande dessa har till varandra i ett vattendrag. Med andra ord kan den
relativa biomassan rdknas ut. Notera dock att under parningstiden férekommer 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 3. Kvalitetssakring av eDNA

Darfor ar kontrollprover nodvandiga vid eDNA-provtagning

En undersokning med hjalp 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
dérmed oanvéandbara.

Utover generella huvudprinciper for DNA-undersokningar (Griffiths m.fl. 2016) finns speciella
regelverk for kriminaltekniska (Hedmanm.m.fl. 2017) och medicinska (SFMG, 2011)
undersoékningar. Strikta riktlinjer for ett standardiserat utdvande av eDNA-undersokningar tas
just nu fram inom EU med utgangspunkt fran Goldberg m.fl. (2016). Dessa regler kommer att
kréva negativa och positiva kontroller som ett grundldggande 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 understkningen sa att man kan forsdkra sig om att
kontaminering inte férekommer i falt 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 innebdr 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 innebar det att metodiken maste justeras och analysen eller undersékningen

maste goras 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 inte (falsk negativ)
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Inventering av groddjur i tre dammar i Lovsta med eDNA samt konventionell metodik

Bilaga 4: Kvalitetskontroller som redovisas vid flerartsanalyser

19

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 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) féalt-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.

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 maénniska, ko, och gris (vildsvin) och bakterier som
forekommer som bakgrundssekvenser redovisas. Detta mojliggor en kontroll av att
tillrackligt manga lasningar tacker malarterna.

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

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

Referenser:
e 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.

e Griffiths Anthony et al. 2016. An Introduction to Genetic Analysis. 11th edition. WH Freeman. New York. ISBN-13: 978-

1464109485.

e Hedman, Johannes m.fl.. 2017. Pre-PCR processing-projektet, P4 Stérkt beredskapskapacitet via rationell
laboratoriediagnostik samt forenklad provberedning. -Nationellt Forensiskt Centrum, NFC 2017-05-07. NFC Rapport
Avdelningskansliet 2017:04

o SFMG, Svensk Forening 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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Bilaga 5: Resultat av kvalitetskontroller

Bakgrunden till kvalitetskontrollerna anges i Bilaga 4. Vérden for kontrollerna anges i tabell
B5_1. DNA var rent och visade hog kvalitet. Alla negativa kontroller var negativa for malarter.
De positiva kontrollerna var positiva. Kontaminant-DNA tillhérande hund och ménniska som
ar vanliga i reagenser och vattnet runtomkring oss togs automatiskt bort fran analysen.

Resultaten av MiSeq parvis sekvensering for 12S (230 baspar) som detekterar groddjur och
fisk, inkluderade i denna rapport 1 103 080 sekvenser som godkandes genom alla kvalitetsfilter.
Av dessa var mindre an 0,001% kontamineringar sa som manniska och hund. Dessa lasningar
inkluderade en separat fiskkundersokning fran Lovsta smabatshamn. For dammarna matchade
totalt 218 826 sekvenser malarterna groddijur. Detta &r en indikation pa hog kvalitet pa eDNA
och slutgiltigt data. Sekvenseringsdata for markdrerna analyserades genom en pipeline som &r
specialdesignad av NatureMetrics Ltd. Datat testades mot bade NCBI och NatureMetrics
kurerade referensdatabaser.

Tabell B5-1. Kvalitetsgranskning 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. Filtrerad volym vatten anges i liter, eDNA koncentration ng/ul,
inhibering samt anti-inhibering, band gel PCR anger om malarterna visade band pa gel for
narvaro fore sekvenseringen. Kont% anger % av sekvenser fran hund och manniska som togs
bort som naturlig kontaminering. Alla negativa kontroller var negativa.

H20 V eDNA Inhibering Anti- Band #PCR | kont% | Malart

Damm- (L) (ng/uL) inhibition { Gel PCR kont%

Provlokal | omrade Miya
LG_01_A D1 4 >17 Ja Ja Ja 12 <0,001 0
LG_01_B D1 4 >17 Ja Ja Ja 12 i <0,001 0
LG_02_A C 2,4 >17 Ja Ja Ja 12 <0,001 0
LG_02_B c 2,4 >17 Ja Ja Ja 12 <0,001 0
LG_03_A D2 3,5 >17 Ja Ja Ja 12 <0,001 0
LG_03_B D2 3 >17 Ja Ja Ja 12 <0,001 0
Lab neg 0,17 Nej Nej Nej 12 <0,001 0
Félt neg 5 0 Nej Nej Nej 12 <0,001 0
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Bilaga 6: Antalet lasningar av artsekvenser

Tabell B6_1. Antal ldsningar av arternas sekvenser. Mdlarternas sekvenser patriffades inte
i det negativa fdltprovet (LG_NEG) vilket innebdr att ingen kontaminering detekterades.

Art Damm 1 Damm 2 Damm 3 LG_NEG
Vanlig padda 63954 20 253 64973
Mindre vattensalamander 14 658 39568 15420
Totala ldsningar 78612 59 821 80 393

Tabell B6_2. Antal ldsningar av arternas sekvenser, icke-poolade prover. Malarternas
sekvenser patrdffades inte i det negativa fdltprovet (LG_NEG) vilket innebdr att ingen
kontaminering detekterades.

Art LG_01_A LG_01_B LG_02_A LG_02_B LG_03_A LG_03_.B LG_NEG
Vanlig padda 29169 34785 8715 11538 22511 42 462
Mindre

4218 10 440 3747 35821 5100 10 320
vattensalamander
Totala lasningar 33387 45225 12 462 47 359 27 611 52782
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