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SAMMANFATTNING

Akvatiskt miljo-DNA eller eDNA (fran engelskans environmental DNA) har under det senaste
decenniet visat sig vara ett lovande verktyg for miljoovervakning av vattenorganismer.
Undersdkningsmetoden baserar sig pa det faktum att alla levande organismer, bade vaxter
och djur, kontinuerligt avger genetiska avtryck i miljon i form av slem, avféring, svett och
doda celler. Dessa genetiska spar kallas eDNA. eDNA kan utvinnas ur ett vattenprov och
genom molekylara 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.

| september 2018 utforde eDNA solutions AB och WaterCircle pa uppdrag av Sweco
Environment AB en eDNA inventering av flodparimusslor utanfor Gallivare i Linadlven och
referenser till detta vattendrag.

eDNA fran flodparimusslor detekterades i sju provlokaler i omradet (tabell 2). | tre av dessa
vattendrag fanns sedan tidigare rapporterade forekomster av flodparimusslor och de andra
representera vattendrag dar flodparimusslor inte har observerads; Vara resultat visa att
eDNA baserad inventering av flodparimusslor gér de, mojligt att inventera ett stérre omrade
under kortare tid an traditionella inventeringar av flodparimusslor med vattenkikare.
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1. INLEDNING

Undersokningsmetoden miljo-DNA eller eDNA (environmental DNA) baserar sig pa det
faktum att alla levande organismer som till exempel vaxter och djur kontinuerligt avger
genetiska fotavtryck i miljon i form av slem, avforing, respiration, svett och déda celler
(Taberlet & Bouvet 1992, Goldberg m.fl. 2011). Definitionen pa eDNA anges som; “det DNA
som kan studeras fran dessa spar i miljon utan att malorganismen &r narvarande i provet”
(Taberlet m.fl. 2012). | akvatiska miljoer kan detta material utvinnas ur sma mangder vatten
och genom molekylara analyser ange vilka arter som befinner sig inom ett omrade, utan att
man varken ser eller fangar organismen. Eftersom eDNA i vattenmassan i stor utstrackning ar
kortlivat ger analyserna en bild av artforekomst i nutid. eDNA har visat sig ha en stor potential
som verktyg for inventering av vattenlevande organismer (Giovannoni m.fl. 1990, Eiler m.fl.
2004, Bohman m.fl 2014, Eiler m.fl. 2018).

| september 2018 utforde eDNA solutions AB pa uppdrag av Sweco Environment AB en eDNA
inventering av flodparimusslor i flera vattendrag utanfor Gallivare. Sammansiaget tags prov
fran 12 lokaler i avrinningsomradet av Linadlven och 4 lokaler i Harrtraskbacken/Leipjoki.

2. MATERIAL OCH METOD

2.1 Féaltarbete

Faltarbetet utfordes 25 och 26 september 2018. Provtagningspunkter anges i figur 1 och 2.
For provtagningen i falt anvandes sterila sprutor (50 ml) och filter (sterivex filter 0.22 um).
Vatten filtrerades genom att fylla sprutorna och trycka vatten genom filter, tills motstandet
fran kleckande filter, blir for storg, De filtrerades mellan 480 och 1100 ml vatten genom varje
filter. Tva filter togs fran varje lokal sem resulterade i 32 prover. Negativa faltkontroller
utgjordes av vatten som filtrerades pa plats for att utesluta kontaminering av DNA mellan
provtagningar. Positiva faltkontroller utgjordes av vatten som togs vid er flodparimusslor
forekomst. Flodparlmusslor observerades dven med vattenskickare frén-dennalokalen;

Aven swipes fran Flodparimusslor togs som positiva kontroll och f6ren;spadningsserie for att
testa sensitiviteten och dynamiska omradet, For att testa specificiteten togs swipes fran Akta
Malarmusslor. Dessa prover togs fran sportfiskarnas odling av musslor i Goteborg.

Figur 1. Inventering av flodparlmusslor i Sadjemjoki.
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Tabell 1.Visar provlokaler, vattendrag samt vilken vattenmdngd som filtrerats. Alla prover utom prov tvdpd lokal L har

tagits med spruta.,

m Vattendrag Volym filtrerat vatten

301 Linaalven prov 1:
302 Sadjemjoki Prov 1:
303 Linaalv Prov 1:
304 Linaalven Prov 1:
305 Naalojoki Prov 1:
306 Namnlosback Prov 1:
307 Back Prov 1:
308 Laxoringsbacken Prov 1:
309 Linadlven Sodra sidan Prov 1:
310 Linaadlven norra sidan Prov 1:
311 Linadlven Sodra sidan Prov 1:
312 Linadlven norra sidan Prov 1:
313 Leipjoki

314 Harrtraskbacken Prov 1:
315 Harrtraskbacken Prov 1:
316 Harrtraskbacken
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Figur 2. Karta Gver provpunkterna i Linaélven.
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Figur 3. Samtliga provpunkter i den aktuella undersOkningen.

2.2 Laboratoriearbete
2.2.1 DNA extraktion och kvantitativ PCR detektion

eDNA utvanns (extraherades) enligt protokoll fran Qiagen (DNeasy PowerWater Sterivex Kit) i
sterila laboratorier speciellt byggda fér analyser av akvatiskt eDNA. Fyra musslor swipes (2
fran Flodparimusslor och 2 fran Akta Flodparimusslor) extraherades enligt protokoll fran
Qiagen (DNeasy Blood and Tissue kit). Extraktionerna utférdes av en molekylar-biolog som ar
tranade i att extrahera eDNA. Proverna analyserades sen med et kvantitativ PCR assay, Varje
prov utférdes i 2 replikata PCR tillsammans med en standardserie av den positiva kontrollen
(Flodparlmusslor DNA). Flera negativer kontroller anviandes som faltprovtagningskontroller
och tekniska kontroller for molekylara labarbete, Primer som amplifierar en region av 16S
rRNA geneg av Flodparimusslor mitochondria anvandes (Stoeckle m.fl. 2016). PCR protokollet
foljg beskrivingen i Eiler m.fl. (2018).

3. RESULTAT OCH SLUTSATS

3.1 Flodparimusslor forekomst

eDNA av flodparlmusslor detekterades i 7 lokaler av 16. Under faltarbetet sag provtagarna
flodparimussloriav dessa lokaler. | Harrtraskbacken detekterades flodparimusslor i alla fyra
prover (2 lokaler). Aven negstroms av sammanfléde mellan Harrtraskbacken och
Leipojoki/Bunderbdcken kunde eDNA av flodparimusslor detekteras. Detfiltreradesp3 bada
sidorna i Leipojoki (lokal 313), det provet som togs pa den motstaende sidan fran dar
Harrtraskbacken rinner in var resultates negativ, samma gallde for prover 1 kilometer
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uppstroms i lokal 316. Flodparlmusslor detekterades i Sadjemjoki (lokal 302), ett vattendrag
kand-forflodpartmusslorforekomster; Nedstroms av-sammanflode med Linadlven gav eDNA
analysen negativ,resultat for lokalerna 303 och 305. Langre negstréms i Linadlven kunde
flodpéarimusslor detekteras igen och lokalerna 309 och 310 visar pa spar av flodparimusslor.
Provlokalen 311 gav en signal som ska-interpreterassom brus och pegativ (Cg> 38). | tabell 2
visas dven signalstyrkan av eDNA detektionen i de tekniska replikatet. De mest tydliga
monstret dr att eDNA signalen ar av avtagande nerstréoms (314 och 313), den positiva
provtagningspunkten (315) finns i Harrtraskbacken. De skall det ocksd ndmnas att proverna,
fixerades med ethanol (70%) vilket gav daligt DNA (indikeras i tabellen “dalig DNA extrakt”).

Tabell 2. Signalstyrkan av QPCR assayn i de olika proverna och tekniska duplikat ('1’, °2’). Cq "quantification cycle

threshold" (thepeint-at-which-the-amplification-curvecrosses-the-thresheld) SQ “signal quantity” (abselute-sighal
strength-at Cq)

[SamplelD _ [cg1  [s@1  [Cg2 sQ2
Daligt DNA extrakt

301 36.22 1258476 36.22 1259421

302 Daligt DNA extrakt

302 33.05 145768 32.44 96659

303

303

304

304

305

305

306

306

307

307

308

308

309 36.15 1202979 35.83 968515

309

310 37.71 3476300

310

311 38.55 6138996

311 39.87 15079162

312

312

313

313 36.39 1409299 36.42 1445063

314 34.37 358830 35.03 559216

314 35.16 612463 35.45 744221

315 29.97 18028 29.73 15299

315 29.19 10549 29.50 13076

316 Daligt DNA extrakt

316 Daligt DNA extrakt

Kvarn 35.67 868215 35.74 908142
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De sporadiska detektionerng,i Linadlven efterfraga-en mer detaljerad inventering av
flodparlmusslor i dlven och dessa bifléden for att kartlagga forekemsteri-Linadlvens
avrinningsomrade. Docktyder det-pa att det finns flodparimusslor i Linadlven eller i nagot
biflode mellan provpunkterna lokalerna 301 och 309.

Figur 4. Flodpérlmussla (Margaritifera margaritifera) fran Sadjemjoki.

3.2 eDNA kvalitet samt kvalitetskontroll

Kvalitetskontrollerna samt mangden filtrerat vatten anges i tabell 1 och féljer direktiven i
Sveriges lantbruksuniversitets kunskapssammanstallning av eDNA analyser (Bohman 2018).
DNA var rent och visade hog kvalitet. Alla negativa kontroller var negativa. De positiva
kontrollerna var positiva. Tva PCR assays testades. Vi anvande oss av en assaymed hog
effektivitet och sensitivitet (figur 5). Pa alla prover kérdes ocksa smaltkurva for att testa for
icke-specifik armplifisiering. Resultaten fran smaltkurvor visade enstaka toppar pa samma
tremperatur och kan tolkas som PCRa resulterade i PCR produkter av korrekt storlek.
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Figur 5. Standardkurva av QPCR assayn. Visg god E — effektivitet och R"2 — regressioncoefficiens,

| figur 5 visas en jamforelse av standardserier med tva olika assaysfor att detektera eDNA
fran flodparimusslor. Dessa assays anvanda sig av olika primer for PCR och amplifisierg tva
olika gener COl och 16S rRNA som finns i mitochondria-genometay flodparimusslor. Sem
rman-kan-se-gav-de valdigt liknande resultat.
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