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SAMMANFATTNING

Milj6-DNA, eller eDNA (fran engelskans environmental DNA), &r samlingsnamnet pa de
genetiska avtryck som alla levande organismer ldamnar efter sig i miljon i form av till
exempel fotspar, svett, slem och fingeravtryck. Eftersom genetiska analyser utvecklats
mycket under de senaste decennierna ar det fullt mojligt att finga upp dessa avtryck for
att identifiera arter som finns i en given miljo. eDNA kan utvinnas fran en liten mangd
vatten och med hog precision ange vilka arter som ar narvarande i till exempel sjoar,
dammar, floder och hav. Detta verktyg ar valutvecklat i vattenmiljoer och har visat sig
vara anvandbart for miljoovervakning. eDNA ar vidare relativt kortlivat i vattenmassan
och ger darfor en bild av arters forekomst i nutid.

MIX Research Sweden har pa uppdrag av narboende till Fyreberget i Lysekils kommun
genomfort en eDNA-undersokning av groddjur pa Vagerods hallmarker. Undersokningen
genomfordes i borjan av maj 2024 i totalt tre dammar. Storre- och mindre
vattensalamander detekteras i samtliga.

Storre vattensalamander omfattas av § 4 i Artskyddsférordningen och Habitatdirektivets
bilaga 4 och mindre vattensalamander av § 6 i Artskyddsférordningen. Detta innebar att
individer av dessa arter ar skyddade samt dven att den storre vattensalamanderns
livsmiljoer ar skyddande.

Resultaten fran denna undersokning styrker de tidigare omfattande inventeringar som
gjorts i omradet diar bade stdrre- och mindre vattensalamander patraffats och att
foreslagen exploatering av omradet kan ha en direkt negativ inverkan pa arterna och
deras livsmiljoer.
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1. INTRODUKTION

Milj6-DNA eller eDNA (fran engelskans environmental DNA) ar samlingsnamnet pa de
genetiska avtryck som alla levande organismer lamnar efter sig i miljén i form av bland
annat fotspar, svett, slem och fingeravtryck (Taberlet m.fl. 2012). Pedersen m.fl. 2015
definierar eDNA som "det DNA som kan studeras fran efterlamnade spar i miljon utan att
malorganismen ar narvarande i provet”. Da genetiska analyser har utvecklats mycket
under de senaste decennierna 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 miljo.
eDNA kan utvinnas fran en liten mangd vatten och med hog precision ange vilka arter
som ar ndrvarande. Detta verktyg ar valutvecklat i vattenmiljéer och har visat sig vara
anvandbart inom miljéovervakningen (Harper m.fl. 2018, Lawson-Handley 2015, Leese
m.fl. 2016, Olds m.fl. 2016, Deiner m.fl. 2017, Bruce m. fl. 2021, Hellstrém m. fl. 2023).
eDNA ar vidare relativt kortlivat i vattenmassan (maximalt cirka tva veckor beroende pa
yttre faktorer) och ger darfor en bild av arters forekomst i nutid (Brys m.fl. 2021).

Artinventeringar i svenska vatten dateras tillbaka till 1500-talet, och information om
arters forekomst, levnadsvillkor och biologi ar grundlaggande som underlag for
myndigheter da beslut skall fattas om artskydd, atgarder eller tillstdndsprovningar etc.
Traditionella artinventeringar kan vara bade tids- och resurskravande vilket gor
storskaliga undersdkningar av arters utbredning och férekomster dyra och svara att
genomfora. Destruktiva inventeringsmetoder paverkar dessutom sallsynta eller hotade
arter negativt. Eftersom eDNA-metoden ar en icke-dodande metod ar den idealisk for
kartlaggning av Dbiologisk mangfald. Informationen kan anvdndas for att
lokalisera omrdaden som kraver traditionella metoder fér vidare undersékningar av arter
gallande alder, storleksfordelning och reproduktionsframgang. En korrekt analys och
tolkning av eDNA-resultat kraver kontinuerlig uppdatering av traditionell och genetisk
taxonomi, molekyldra metoder och arters ekologi.

MIX Research Sweden har pd uppdrag av narboende till Fyreberget i Lysekils kommun
genomfort en eDNA-undersokning av groddjur pa Vagerods hallmarker. Bakgrunden till
detta ar de fortskridande planer som finns pa att exploatera omradet for bebyggelse.



2. METODER

2.1 Faltarbete

Faltarbetet utfordes den 10 maj 2024 (Tabell 1, Figur 1 & 2). Innan eDNA-provtagningen
genomfordes steriliserades all provtagningsutrustning. Filtreringsutrustning koptes in
som sterila och DNA-fria produkter. For varje lokal samlades ca fem liter vatten in i form
av delprover som slogs ihop till ett samlingsprov for ett representativt resultat (Spens
m.fl. 2017, Harper m.fl. 2018, Kacergyté m.fl. 2021, Bruce m.fl. 2021). Provtagningen
foljde svenska och europeiska standarder fér insamling av vatten for eDNA (SIS 2023).
Omkring 1 - 1,5 liter vatten fran varje station filtrerades direkt pa lokalen genom 5 um
GF/0,8 um PES-inkapslade filterenheter och fixerades direkt pa plats innan de
transporterades till MIX Research Swedens laboratorier for vidare analyser.
Provtagningsutrustning steriliserades mellan lokalerna.

Tabell 1. Information om de undersékta lokalerna.

Lokalnamn Datum V ml T °CH20 Djup (m) Koordinat SWEREF 99 TM
Nord Ost
Ormedammen S 2024-05-10 1000 13 0-0,5 6461691 292733
Ormedammen N 2024-05-10 1500 10,8 0-1 6461759 292799
Djupedammen 2024-05-10 1380 13,8 0-1,5 6461777 292799

Djupedammen

Ormedammen $

< Undersokta dammar
Figur 1. Oversikt av provtagningslokalernas placering i undersékningsomrddet.
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Figur 2. Bilder éver respektive provtagningslokal.

2.2 Laboratoriearbete

Insamlat eDNA extraherades enligt protokoll fran Spens m.fl. (2017) i MIX Research
Swedens laboratorier specifikt byggda for analyser av eDNA. Samtliga prover
analyserades med flerartsanalys for forekomst av groddjur (Kelly m.fl. 2015). Varje PCR-
prov utfordes i 4 replikat som sammanslogs till ett prov under sekvenseringen och
erhdllna sekvenser matchades i forsta hand mot den internationella databasen NCBI for
att identifiera arternas forekomst. Principerna for extraktioner och flerartsanalyser
forklaras utforligare i Bilaga 1 - 4.

2.3 Analyser DNA

Pa en kort region av 12S-genen har groddjur unika artspecifika variationer som kan
liknas vid streckkoder som identifierar olika varor i butiker, dar varje enskild art alltsa
innehar en unik DNA-streckkod. Varje gang en sekvens detekteras i
sekvenseringsmaskinen, registreras den vilket resulterar i ett specifikt antal detektioner
per art. Antal detektioner ger en indikation pa arternas relativa biomassa. En art med hog
forekomst ger dirmed upphov till fler detektioner dn en art med lag forekomst. Detta ger
en indikation pa arternas relativa biomassa. I studier dar eDNA-provtagning genomforts
nagra dagar efter att en bestamd biomassa av fisk har planterats ut i en tidigare tom
damm pavisades en stark korrelation mellan fiskbiomassa och antalet eDNA-detektioner
av respektive art (Li m.fl. 2019). Bioinformatiken beskrivs i Bilaga 2. Kvalitetskontroller
anges i Bilaga 3-4.

3. RESULTAT

Storre- och mindre vattensalamander detekterades i samtliga tre dammar. Sett till
sekvensantal var mindre vattensalamander klart dominerande for undersokningen i
stort och utgjorde omkring 84 % av den relativa biomassan baserat pa de detekterade
malarterna. Specifikt for respektive damm gick detta monster att folja for Ormedammen
Syd och Djupedammen medan det omvianda forhallandet radde i Ormedammen N dar
storre vattensalamander hade hogre sekvensantal.
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Figur 3. Figuren visar den relativa férekomsten (%) av detekterade mdlarter i respektive damm.

4. DISKUSSION

Resultaten i denna rapport visar att eDNA ar ett starkt verktyg vid artinventeringar.
Fordelen ar att provtagning kan ske i svartillgingliga omrdden, och eftersom
vatteninsamling kraver mindre tid i falt jamfort med traditionella inventeringar, kan
undersokningar ske over stor geografisk skala. Pa detta satt kan metoden generera stora
dataset pad ett satt som tidigare inte varit mojligt. eDNA ar ett anvandbart verktyg i
miljoovervakningen och ar till nytta for att inventera arter fore och efter atgarder, som
vid exempelvis exploatering av tidigare orérda omraden.

Resultaten fran denna studie stiarker bilden av att omradet hyser goda livsmiljoer och har
ett valetablerat bestdnd av bade storre- och mindre vattensalamander. Sarskilt storre
vattensalamander kraver specifika forhdllanden for att 6verleva och reproducera sig,
som Kklart och rent vatten, goda forhdllanden pa land dar den overvintrar, och
valbevarade vatmarker for agglaggning. Darfor kan forekomsten av denna indikatorart
signalera en halsosam och balanserad miljo. Flera tidigare inventeringar har genomforts
pa platsen varav den senaste ar frin varen 2022. Aven d& patriffades bade stérre- och
mindre vattensalamander (Borjesson 2022). I studien av Borjesson (2022) ingick ocksa
en oversiktlig bedomning av konsekvenser kopplat till en eventuell exploatering av
omradet. I denna landar forfattaren i att paverkan kan bli stor &ven om dammarna inte
drabbas direkt. Detta genom en indirekt paverkan genom att exempelvis vattenfloden
skars av och paverkar vattenstanden eller att dammarna grumlas eller far en férandrad
vattenkemi. Forfattaren lyfter ocksa att vid en eventuell exploatering skall hdansyn inte
bara tas till dammarna utan ocksa till de dvervintringsomrdden pa land som tidigare
pekats ut i omradet (se Karlsson m.fl. 2014). Dessa slutsatser ar nagot MIX Reserach
Sweden ocksa kan stalla sig bakom och en exploatering som gors utan hansyn till dessa
arter vore direkt olampligt.
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Bilaga 1. Vad menas med enarts- och flerartsanalyser?

Enartsstudier - qPCR eller ddPCR

Inventering av forekomst av en enstaka art med eDNA gors med sa kallad qPCR eller ddPCR.
Fragestallningen for dessa studier ar: Finns art X hdar? Varje art analyseras med en markér som
ar specifik for precis den arten. Provsvaren anger narvaro/franvaro av den specifika arten.

Om flera arter undersoks med enartsanalyser kan data 6ver 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 an analystiden for flerartsanalyser.

Flerartsstudier - Metastreckkodning genom NGS (Next Generation Sequencing)
Fragestallningen for flerartsstudier ar: Vilka arter finns har och hur hog ar deras férekomst?
Med andra ord behover man inte pa féorhand 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 r denna metod att féredra och blir snabbt mer
kostnadseffektiv dn enartsanalyser. Analystiden for flerartsanalyser ar langre dn analystiden for
enartsanalyser men mangden av data och information ar 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.

Forbereda  Samlain  Filtrera Extrahera qPCR NGS  Bioinformatik  Artoch _Beslut
Fragestdllning vatten DNA  ddPCR Sekvensering habitatanalys Atgarder
< Uppfoljning

1A .6.:
oF

Frammande arter i svenska
sotatien-endversit @M X Research

Figur B1-1. Flédesdiagram som visar de olika stegen for flerartsanalyser frdn fdltplanering till beslut och dtgdrder
(laboratoriearbete och bioinformatik beskrivs i Bilaga 2).

Enartsanalys - ﬁ CGCCGCGGTTATACGAGA Ja/Nej
Barkodning

Artlista Dominans

CGCCGCGGTTATACGAGA  OTU 1 ﬁ 10%

Flerartsanalys - CACCGCGGTTATACGAGA OTU 2 'y 65 %
Metabarkoding ~CGCCGCGGTTACACCACT OTU3  Nakhy ‘ 5%
CGCCGCGGCTACACCGTG OTU 4 ididhy f 20%

Figur B1-2. Typ av data som erhdlls genom enartsanalyser och flerartsanalyser. Enartsanalyserna anger om en art dr
ndrvarande eller inte, medan flerartsanalyser resulterar i en artlista samt arternas dominans i férhdllande till varandra

inom ett prov.
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Bilaga 2. Laboratoriearbete

Extraktion
eDNA utvanns (extraherades) enligt protokoll fran Spens m.fl. (2017) i sterila laboratorier speciellt
byggda for analyser av akvatiskt eDNA.

Flerartsanalyser

Flerartsanalyser for vertebrater analyserades med en markor i 12S regionen som detekterar ett storre
urval av ryggradsdjur (Kelly m.fl. 2015). Varje PCR-prov utfoérdes i 4 replikat som sammanslogs igen till
ett prov under sekvenseringen. Som positiv laboratoriekontroll anvands ett prov med kand
artsammansattning av tropiska arter som standard for jamforelse. Negativa kontroller analyseras for
att sakerhetsstalla kvaliteten och tillforlitlighet av resultat.

Bioinformatik och verifiering

Varje enskild art har en unik streckkod eller DNA-sekvens. De unika sekvenserna jamfordes med en
internationell databas (tillganglig for allmanheten, som grundar sig pa GenBank och uppratthalls av
National Center for Biotechnology Information, NCBI (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/) dar sekvenser
pa narmare 504 000 kanda arter finns tillgdngliga med 2,9 miljarder sekvenser och 19,6 triljoner baspar
enligt GenBank och NCBI hemsida (Sayers m.fl. 2023). De olika sekvenserna matchades i forsta hand
mot NCBI-databasen och fick pa sa satt fram arternas identitet. Vidare anvands en verifierad (vilket
betyder att arterna som anvands for referens-DNA &r verifierade av en auktoriserad taxonom) intern
databas. Tack vare nya framsteg inom metastreckkodning for vertebrater och evertebrater ar det
moijligt att fa traffar pa artniva istallet for enbart familje- eller genusniva.

Antalet lasningar per art ger en relativ uppskattning (relativ biomassa) av hur mycket eller litet arten
forekommer i ett prov.

Referenser

e Kelly, R. P, Port, J. A, Yamahara, K. M., & Crowder, L. B. (2014). Using environmental DNA to census marine fishes in
a large mesocosm. PLoS One, 9, e86175.

e NCBI websida https://www.ncbi.nlm.nih.gov/

e Sayers, E. W., Cavanaugh, M., Clark, K., Pruitt, K. D.,Sherry, T.S., Yankie, L. & Karsch-Mizrachi |. GenBank 2023
update, Nucleic Acids Research, Volume 51, Issue D1, 6 January 2023, Pages D141—
D144, https://doi.org/10.1093/nar/gkac1012

e Spens, J., A. R. Evans, ... M. Hellstrém. 2017. Comparison of capture and storage methods for aqueous macrobial eDNA

using an optimized extraction protocol: advantage of enclosed filter. Methods in Ecology and Evolution, 8(5), 635-645.
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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-undersékningar och innefattar
alla utévare. 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)
undersokningar. Strikta riktlinjer for ett standardiserat utévande av eDNA-undersoékningar 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 t.ex. Nuclease Free Water fran Fisher 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 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 undersdkningen maste géras om ifall kéllan 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 innebar att ett prov som innehaller ett kdnt 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 géras om.

En positiv kontroll utan DNA-signal kan i praktiken visa att arter som finns i en milj6 inte detekteras
(falsk negativ).

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 Starkt beredskapskapacitet via rationell
laboratoriediagnostik samt forenklad provberedning. -Nationellt Forensiskt Centrum, NFC 2017-05-07. NFC Rapport
Avdelningskansliet 2017:04.

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 4: Kvalitetskontroller som redovisas

1. Maéngden 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.

2. Inhibitionskontroll dokumenteras. Inhibition betyder risk for att arter som finns i proverna
inte detekteras darfor att DNA inhiberas av humus etc. Detta gar att atgdrda 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) félt-negativa (filter-negativa) b) extraktions-negativa samt c)
PCR-negativa utfors och utfallet redovisas. Detta mojliggdr 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) Falt-positiva dar ett omrade kant for artforekomst
provtas for kontroll att arten detekteras i falt. b) PCR-positiva for enartsanalyser (géller gPCR
och ddPCR) dar DNA fran malarten testas. c) Positiv flerartskontroll, dar prov fran ett artificiellt
sammansatt samhalle ("mock community”) anvands som positiv kontroll vid PCR och
sekvensering. Falska positiva prover redovisas. De positiva proverna forsakrar att PCR och
bioinformatiken fungerar som avsett.

6. 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.

7. Andel sekvenser av manniska, ko och gris (vildsvin) och bakterier som férekommer som
bakgrundssekvenser redovisas. Detta mojliggoér en kontroll av att tillrackligt manga lasningar
tacker malarterna.

8. Minst 4st. PCR-replikat per art/artgrupp och eDNA-prov utfors. Dessa sammanslas i
sekvenseringen. Farre replikat minskar analyssakerheten avsevart.

9. Antal prover for en specifik MiSeq-kérning (sekvensering) overstiger inte 180 stycken
exklusive sekvenseringskontroller. Detta sakerstaller att antalet lIasningar per prov inte ska bli
alltfor lagt for att kunna detektera ovanligare arter.
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Bilaga 5: Visar dammarna med skyddade-arter-i<relation till byggplanen
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Bilaga 6 : Metallhalter i vatten

Metallhalter i vatten efter springning jaimfort med naturligt
opaverkat vatten och jimfort med grinsvirden

For att undersoka hur halter av metaller i dammarna pa Fyreberget skulle paverkas vid en
eventuell exploatering och spriangning av paragnejsberg vid byggande av nya hus och végar,
togs vattenprover for metallanalyser pa ALS Scandinavia, Sveriges ledande ackrediterade
laboratorium for miljokemiska analyser. Vattenprover samlades in i rena plastvattenflaskor av
ndrboende (Nils Holmgren och Jonas Gunnarsson), dels fran Ormedammen pd Fyreberget
("opaverkat vatten”), dels frdn Gronskult, ett nyexploaterat omrade i nidrheten. Gronskult
ligger ca 2 km frin Fyreberget och har samma bergart (paragnejs) som har nyligen spriangts
for anldggning av ett industriomrade pd Skafto. Efter sprangning blir vattnet kraftigt
brunfargat, vilket beror pa att halter av jdrn och andra metaller som finns i berget frisétts till
lakvattnet. Pdverkan av sprangningarna pa vattenmiljon i Gronskult dr ddrmed lik den som
skulle kunna ske i Fyrebergets dammar, vid en eventuell exploatering dar.

Vattenproverna har analyserats for totalhalter av metaller i vatten enligt ALS ackrediterade
metod W-SFMS-06 (analys av metaller i fororenat vatten med ICP-SFMS enligt SS-EN ISO
17294-2:2023 och US EPA Metod 200.8:1994, efter uppslutning av ofiltrerat vattenprov med
salpetersyra, enligt W-PV-AC). Analyserna inkluderar totalt 19 grunddmnen. I figuren nedan
visas halter for de tungmetaller som kan orsaka toxiska effekter pa vattenlevande organismer.
I figuren jimfGrs halter i det opaverkade vattnet, med halter i sprangvatten, samt med
gransvarden. Gransvérdena dr halter som har tagits fram av SLU som beddémningsgrunder for
metaller i svenska sjéar och vattendrag (Alm, 1999), dvs halter som, om de 6verskrids, kan
orsaka toxiska effekter pa kédnsliga vattenlevande véxter och djur.

Halter av metaller i sprangvatten jamfort med naturligt opaverkat
vatten och gransvarden
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As, arsenik Cd, kadmium Cu, koppar, Hg, kvicksilver Ni, nickel
W Halt efter spragning aturlig halt i opeverkat vatten Gransvarde

Fran resultaten i figuren ovan, &r det tydligt att halterna for flera tungmetaller (Krom, Koppar,
Bly och Zink) kraftigt okar i1 sprangvattnet och dverskrider gransviardena. Det visar att
sprangningar pa Fyreberget skulle kunna ha en negativ paverkan pa de skyddade
groddjursarterna i omradet.

Text och sammanstillning framtagen av Jonas Gunnarsson, nirboende och Professor i
marinbiologi och miljétoxikologi vid Stockholms Universitet.

Alm, G., Tréjbom, M., Borg, H., Gothberg, A., Johansson, K., Lindestréom, L. och Lithner, G., 1999.
Metaller. Bedomningsgrunder for sjoar och vattendrag. Bakgrundsrapport 1. — Naturvardsverket rapport 4920.
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