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SAMMANFATTNING

Lansstyrelsen i Norrbottens lan har tillsammans med MIX Research Sweden utforskat
anvandningen av eDNA fran jordprover i tidigare projekt, bland annat inom arbetet med
arter med atgardsprogram (AGP). | detta projekt har tre skogslokaler med olika grad av
kontinuitet undersokts med fokus pa svamp — en vardekarna (VK), en utvecklingsskog
(US) samt ett kalhygge (KH). Syftet var att undersdka skillnader i artdiversitet och
sammansattning mellan lokalerna samt erhalla information om AGP-och rodlistade
arter.

Totalt identifierades 587 artspecifika sekvenser. Artdiversiteten var relativt likartad
mellan lokalerna, daremot kunde en signifikant skillnad i artsammansattning
observeras. Basidiomycetes var det dominerande fylat i VK och US, medan
Ascomycycetes dominerade pa KH. Totalt 19 rodlistade arter detekterades, 18 fran VK
och US, samt fyra fran KH. Noterbart var att citronsporing som ar klassad som akut hotad
observerades pa KH. Blafotad taggsvamp var den enda AGP-arten som detekterades.
Resultatet visar pa tydliga skillnader i artsammansattning mellan lokalerna som delvis
kan harledas till varierande grad av kontinuitet. Att rika férekomster av svamparter som
associeras till skogar med lang kontinuitet aven detekterades i den betydligt yngre
skogen visar pa komplexiteten i begreppet kontinuitet och att tradalder inte &r den enda
faktorn att ta i beaktande.

Vidare visar resultaten att eDNA ar en effektiv metod for en kostnadseffektiv inventering
av svampsamhallen pa stor geografisk skala. For langsiktiga dvervakningsprogram och
forvaltningsatgarder kan eDNA utgora en framgangsrik strategi for att identifiera
skogsomraden med hoga naturvarden samt ett viktigt underlag for inrattande av
naturskydd.
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INLEDNING

Miljo-DNA eller eDNA (fran engelskans environmental DNA) dr samlingsnamnet pa de
genetiska avtryck som alla levande varelser lamnar efter sig i sin omgivning i form av till
exempel 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 jord- eller
vattenprov fanga upp dessa avtryck och med kansliga metoder identifiera de arter eller
artgrupper som finns i en given miljé. eDNA kan utvinnas fran nagra fa milliliter jord for
att ange vilka arter eller artgrupper som ar narvarande. eDNA ar valutvecklat i
vattenmiljoer och har visat sig vara anvandbart for miljodvervakningen (Harper m. fl.
2015, 2018, Leese m. fl. 2016, Deiner m. fl. 2017, Ruppert m. fl. 2019, Bruce m. fl. 2021).
Jordanalyser genom DNA-undersdkningar visar en stor potential for att jamfora
artmangfald i olika habitat genom att registrera bakterier (Nuinez m.fl. 2021, Liddicoat m.
fl 2022), svampar och markfauna (Nufez m. fl. 2021). Eftersom dessa artgrupper ar
relativt okanda och inte dnnu ar registrerade med fullstandiga genetiska referenser
klassas de ofta pd hogre niva. Trots det har de visat sig vara goda indikatorer inom
skogsomraden med hoga skyddsvarden.

Eftersom eDNA-metoden ar en icke-dédande metod ar den idealisk for kartlaggning av
biologisk mangfald. 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 samt kemiska faktorer paverkar arters
utbredning.

Detta projekt utfordes av MIX Research Sweden AB pa uppdrag av Lansstyrelsen i
Norrbottens lan. Samlingsprover fran totalt tre skogsomraden inom Norrbottens lan
samlades in under hdsten 2023. Undersokningen syftar till att identifiera skillnader i
artdiversitet samt sammansattning av mellan skogsomraden med varierande grad av
kontinuitet, samt erhalla information om arter med atgardsprogram.



METODER

FALTARBETE

Faltarbetet utférdes den 30 augusti 2023 pd tre skogslokaler i Overkalix kommun,
Norrbottens lan. Lokalerna valdes av Lansstyrelsen och hade olika grader av kontinuitet
(Figur 1).

Innan eDNA-provtagningen genomfdrdes i falt, steriliserades all provtagningsutrustning.
provtagningsutrustning koptes in som sterila enheter som lades ihop till DNA-fria kit. For
varje lokal samlades tva prover in om 100 — 150 ml jord fran cirka 2-5 cm jorddjup. Varje
enskilt prov utgors av flertalet underprover som blandades val och frystes in med hjalp
av en portabel faltfrys. Provtagarna bar sterila handskar och munskydd fér att forhindra
att proverna kontamineras. Proverna bevarades i -20 °C tills de analyserades genetiskt i
laboratorier enbart avsedda for eDNA och markprover.

VK - Vardekarna

0 100 200300 m uUs - UtVeck"ngsskOg

0 100 200 300 km -— KH - Kalhygge
- . i

Figur 1. Oversiktskarta 6ver provtagningsomrddena. Notera att KH-omrddet var avverkat vid tillféllet fér provtagning.

Provtagningsomradena utgjordes av skog med varierande grad av kontinuitet enligt foljande;
en vardekarna (VK) av urskogsartad sandtallskog med stort inslag av tallar pa mellan
300-500 ar, en utvecklingsskog (US) bestdende av 60-arig, sjalvforyngrad tallskog (ej
planterad) pa skarp sandhed, samt ett kalhygge (KH) (Tabell 1).



Tabell 1. Information om provtagningslokalerna.

Lokal Provhamn Datum SWEREF 99..TM Tradalder
Nord Ost
Vardekarna VK_a-b 2023-08-30 | 7410101 832212 ~300-500
Utvecklingsskog | US_a-b 2023-08-30 | 7410305 | 832331 ~60
Kalhygge KH_a-b 2023-08-30 | 7410526 | 833355 0

Figur 2. Gammal sandtallskog med fa tecken pd mdnsklig paverkan (vérdekdrnan).

LABORATORIEARBETE

Flédesschema for falt- och laboratoriearbete sammanfattas i Figur 3 och beskrivs i detalj
i Bilaga 1-4. Bakgrund for enarts- och flerartsanalyser beskrivs i Bilaga 1. Markorer,
laboratoriearbete, dataanalys for flerartsanalyser och kontroller anvdnda i denna
undersokning finns i Bilaga 2-5.
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Figur 3. Flédesdiagram som visar de olika stegen for flerartsanalyser fran féltplanering till beslut och dtgdrder
(laboratoriearbete och bioinformatik beskrivs i Bilaga 2).

EDNA-FLERARTSANALYSER

| denna undersdkning utfordes flerartsanalyser av svamp genom analys av ITS-genen (se
Bilaga 2). Eftersom dessa stora huvudgrupper ar sa artrika och enbart en fraktion har
referenssekvenser analyserades data pa flera olika klassificeringsnivaer. Radatat anges
som unika korta sekvenser, aven kallade ”Operational Taxonomic Units” (OTUs). En OTU
kan darmed hanvisa till en unik art, slakte eller familj. Den taxonomiska nivan avgors av
hur val arten finns representerad i referensdatabasen.

Varje enskild art har en unik DNA-sekvens i den gen som analyseras. Antalet lasningar
per unik sekvens ger en relativ uppskattning av hur mycket eller litet arten forekommer i
ett prov (relativ biomassa fran mest till minst dominerande art). Bioinformatiken beskrivs
i Bilaga B.2.3.



RESULTAT

SVAMP

Sekvenseringsresultaten avlaste 4 995 636 miljoner sekvenser fordelat pa 587 OTUs, av
vilka 382 kunde identifieras till art (Tabell 2). Det totala antalet lasningar per lokal och
fullstandiga artlistor beskrivs i Appendix 1.

Tabell 2. Sammanfattning av detekterade OTUs samt andel av dessa som kunde identifieras till respektive taxonomisk niva.

Fylum Klass Order Familj Slakte Art
587 (100 %) | 576 (94 %) | 542 (92 %) | 500 (85 %) | 501 (85 %) | 382 (65 %)

Totalt sex fylum detekterades varav Basidiomycetes var dominerande och utgjorde cirka
50 % av detektionerna i utvecklingsskogen samt vardekdrnan, medan Ascomycetes
dominerande pa kalhygget med cirka 60 % av detektionerna (Figur 4).
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Figur 4. Procentuell férdelningen av detekterade fylum inom respektive lokal.

Den genomsnittliga artdiversiteten var 328,3 och varierade fran 301 unika OTUs i VK_a
till 357 i KH_a (Figur 5). Den genomsnittliga artdiversiteten per lokal var 308,5 i
vardekarnan, 328 i utvecklingsskogen samt 348,5 pa kalhygget.



Artdiversitet

0 50 100 150 200 250 300 350 400

Figur 5. Artdiversitet pd lokalerna.

Totalt noterades 19 rédlistade svampar varav blafotad taggsvamp (Sarcodon glaucopus)
arinkluderad inom atgardsprogram for hotade arter (Tabell 3). Av dessa detekterades 13
i vardekarnan, 15 i utvecklingsskogen och endast fyra pa kalhygget. Notera att
citronsporing (Antrodiella citrinella), som ar klassad som akut hotad, enbart aterfanns
pa kalhygget.

Tabell 3. Rédlistade arter detekterade i respektive prov. *Notera att blgfotad taggsvamp dven dr upptagen i AGP.

Rodlistade arter

Spokspindskivling (EN) X X X

Vaxspindlingv (NT) X X

Mjolsvarting (NT) X

Dynlaxskivling (NT) X X X
Slat knélfoting (VU) X X X
Goliatmusseron (VU) X X

Gult markskinn (VU) X X X X

Citronporing (CR) X
Tallgraticka (VU) X X X X

Grangraticka (VU) X X

Talltaggsvamp (NT) X X X X

Svartvit taggsvamp (NT) X X X X

Svart taggsvamp (NT) X X X X

Tajgataggsvamp (VU) X X

Orange taggsvamp (NT) X X X X

Brandtaggsvamp (VU) X X

Bla taggsvamp (NT) X X X X

Smalfotad taggsvamp (VU) X X X X

*Blafotad taggsvamp (VU) X X X X
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DISKUSSION

Analysen av svamp resulterade i 587 unika detektioner dar 382 kunde identifieras till art.
Totalt 19 av dessa var rodlistade och en ingar i atgardsprogrammet. Bade vardekarnan
och utvecklingsskogen hyste flertalet indikatorarter for skogar med lang kontinuitet och
darmed hdéga natur- och skyddsvarden. Forekomsten av dessa arter var betydligt lagre
pa kalhygget som dessutom dominerades av arter tillhérande fylat Ascomycetes.

Att rika forekomster av mykorrhizabildande svamparter som associeras till torra
tallskogar med lang kontinuitet dven forekom i den betydligt yngre utvecklingsskogen
visar pa komplexiteten i begreppet kontinuitet. Skogen som avverkats kan ha varit valdigt
artrik och haft en lang kontinuitet med stora forekomster av riktigt gamla tallar vilka vid
tiden for avverkningen lamnats som frotrad. Artrikedomen har sannolikt ocksa andra
bidragande orsaker, som markens beskaffenhet och markfuktigheten en bit under
markytan. Narheten till den gamla skogen kan bade 6ka mojligheten till spridning av
kansliga arter till det yngre bestandet, och tyda pa att den skog som avverkades varit av
samma alder och struktur. Sammanfattningsvis visar det pa att tradalder inte ar den
enda viktiga faktorn att ta i beaktande vid naturvardesbeddmning, samt hur skogsbruket
genom att lamna gamla frotradstallningar vid avverkning kan framja den biologiska
mangfalden.

Resultaten visar vidare att eDNA ar en effektiv metod for kostnadseffektiv inventering av
svampsamhallen pa stor geografisk skala. Stora och svartillgangliga omraden kan
undersokas pa kort tid, dessutom ar metoden inte begransad till hosten da fruktkroppar
finns synliga eftersom jordprover mojliggor att DNA kan extraheras fran svamparnas
mycel aret om. For langsiktiga dvervakningsprogram och forvaltningsatgarder kan eDNA
utgora en framgangsrik strategi for att identifiera skogsomraden med hoga naturvarden
samt ett viktigt underlag for inrattande av naturskydd. Ett viktigt steg mot att uppna
miljomalen ”Levande skogar” och ”Biologisk mangfald”.
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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 ar: Finns art X har? Varje art analyseras med en markor som ar
specifik for precis den arten. Provsvaren anger narvaro/franvaro av den specifika arten.

Om flera arter undersdks med enartsanalyser kan data 6ver den relativa abundansen mellan art A och
art B inte jamforas med varandra eftersom markdrerna 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 behover 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.

Faltplanering S2mla Fixering  Extrahera PCR NGS  Bioinformatik  Art & habitat Beslut

DNA Sekvensering analysis Uppféljning
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©MIX Research Sweden AB

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

Enartsanalys - ﬁ CGCCGCGGTTATACGAGA Ja/Nej
Barkodning

Artlista Dominans

Metabarkoding ~CGCCGCGGTTACACCACT OTU3 iy 5%
CGCCGCGGCTACACCGTG OTU 4 Nakdy 50 %

CGCCGCGGTTATACGAGA OTU 1 hhais ﬂ 10 %
Flerartsanalys - CACCGCGGTTATACGAGA  OTU 2 'y 65 %

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 férhallande till
varandra inom ett prov.
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BILAGA 2. LABORATORIEARBETE FLERARTSANALYSER

B.2.1 EXTRAKTION

eDNA utvanns (extraherades) med Qiagen DNeasy Power Soil Pro extraktions kit i sterila laboratorier
anpassade for jord och eDNA-prover. DNA-koncentrationen mattes med Qubit Fluorometric
Quantification (Fisher Scientific) angivet i ng/ul.

B.2.2. PCR

For alla analyser galler att; Varje PCR-prov utfors i tre replikat for jordprover, som sammanslas under
bioinformatiken. Som positiv laboratoriekontroll anvands ett prov med kdnd artsammansattning av
arter som inte forekommer i Europa som standard for jamférelse. Negativa kontroller 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 svamp-, bakterie- och
markfaunaproverna inte kan sekvenseras samtidigt eftersom PCR-produkterna varierar i langd mellan
markadrer. Sekvenseringsprotokoll och bioinformatik anges i Nufiez m.fl. (2021).

PCR fungi ITS

wn v o ) RE Sy ’“'
Samlain jord Fixera metabarkoding _‘_';" ——
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metabarkoding Y
«Y oy g
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S s o’
ddPCR/qPCR -
enarts-analyser ©MIX Research
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Figur B2-1. Ett och samma eDNA prov kan analyseras parallellt for flera olika taxa med separata analyser.

B.2.2.1 Funagi.

Flerartsanalyserna for fungi genomfordes med en markér som laser en hypervariabel 115-170 bp
region ITS2 pa 18S rRNA genen med markérer fran lhrmark m.fl. (2012), White m.fl. (1990) och
Caparaaso m.fl. (2011) enligt protokoll i Nufiez m.fl. (2021). Markéren anpassades sa att ett 6verhang
tillfogades 5’ delen av framat-primern for att matcha Illumina Nextera Index markérer (for full
beskrivning se Nufiez m.fl. 2021).

B.2.3. BIOINFORMATIK OCH VERIFIERING

Varje enskild art har en unik streckkod eller DNA-sekvens. De unika sekvenserna jamfordes med flera
internationella databaser (https://www.nchi.nlm.nih.gov/) dar sekvenser pa narmare 450 000 kanda
arter finns tillgangliga med 1 miljard sekvenser och 6,25 triljoner baspar enligt GenBank och NCBI:s
hemsida (Sayers, m.fl. 2020). Fungi matchades mot databasen unite.com fungi version 2, samt mot
databasen global fungi (Vétrovsky m.fl. 2020, Tedersoo m.fl. 2021).

14


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/
http://unite.com/

De olika sekvenserna matchas mot databaserna och far pa sa satt arternas identitet. Antalet ldsningar
per unik sekvens 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 for 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 (nedsmutsning fran DNA som inte hor till provet) eller andra felkallor. Detta
galler alla DNA-undersdkningar och innefattar alla utévare. Om en utférare avviker fran denna praxis ar
resultaten inte tillforlitliga och darmed oanvandbara.

Utover generella huvudprinciper for DNA-undersdkningar (Goldberg, m.fl. 2016, Griffiths, m.fl. 2016,
Bruce m.fl 2021) finns speciella regelverk for kriminaltekniska (Hedman m.fl. 2017) och medicinska
(SFMG, 2011) undersokningar. Strikta riktlinjer for ett standardiserat utdvande av eDNA-
undersokningar tas just nu fram inom EU under COST-aktionen DNAquaNet.

Negativ kontroll: Under hela undersékningen fran extraktion till slutsekvensering bér negativa
kontroller inforas 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 innebar det att undersékningen maste goras om ifall kallan till DNA som finns i
provet inte kan hittas sa att konsekvenserna av kontamineringen kan faststéllas.

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 innehaller ett kant DNA testas for att
verifiera att den anvdanda 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 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

1. Total eDNA-koncentration for samtliga prov (inkl. negativa) anges. Koncentrationen varierar
avsevart naturligt men ger dnda en forsta indikation om hur eDNA-extraktionen lyckats.

2. Inhibitionskontroll dokumenteras och redovisas. Inhibition betyder risk for att arter som finns
i proverna inte detekteras darfor att DNA inhiberats 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.

3. 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.

4. Negativa kontroller indelade i a) extraktions-negativa samt b) PCR-negativa utfors och utfallet
redovisas. Detta mojliggor en kontroll av vilka prover som riskerar att vara kontaminerade och
vid vilket steg detta i sa fall skett.

5. Positiva kontroller (anvands inte alltid): a) 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 forsdkrar att PCR och
bioinformatiken fungerar som avsett.

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

7. Minst 3 PCR-replikat per art/artgrupp och eDNA-prov utfors. Dessa sammanslas i
sekvenseringen. Farre replikat minskar analyssakerheten avsevart.

8. Antal prover for en specifik MiSeq-korning (sekvensering) oOverstiger inte 100 exklusive
sekvenseringskontroller. Detta sdkerstaller att antalet lasningar per prov inte ska bli alltfor lagt
for att kunna detektera ovanligare arter.
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