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Miljo-DNA - et paradigmeskifte innen miljeovervakning
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Muligheter

 Enkel provetakning; en miljgprgve av vann, jord, sediment eller luft kan fortelle om
tilstedevaerelsen til organismer man ikke ser

o Ikke-intrusiv; prgvetakningen forstyrrer ikke gkosystemet eller individene som blir provetatt

« Mulighet for deteksjon av for eksempel kryptiske arter, spesifikke stammer, toksin-gener, pa
denne maten kan deteksjonen bli mer treffsikker

« Automatiserte provetakere apner for hgyere prevetakningsfrekvens

o Tette band til forskningen gjor at metodikken stadig utvikles
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Figure from Chavez et al. 2021:
NI+ “Observing life in the sea using
environmental DNA”, Oceanography
34:102-119
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1) Artsspesifikk deteksjon — kvantitativ PCR

« Brukes til spesifikk identifisering av enkeltarter av szerlig interesse (fremmede arter,
indikatorarter, giftige arter osv)

 Designer deteksjonssystemer («assays») som plukker opp kun den arten man leter etter

« Rask, spesifikk og kvantitativ metode (qPCR / ddPCR)
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Fallgruver og forutsetninger for realistiske resultater

* Det er viktig at deteksjonssystemene «assayene» som skal brukes innen forvaltning blir
tilstrekkelig validert:
« Er de for generelle vil det gi deteksjon av andre arter enn malarten - falske positive resultater
» For «strenge» og de vil ikke detektere malarten - falske negative resultater

» Metoden vil kun detektere det man ser etter. Alt annet vil altsa ga uoppdaget, for eksempel invaderende
arter osv

 Utvikling av deteksjonssystemer er tidkrevende og de ma re-sjekkes med jevne mellomrom
ettersom nye organismer stadig blir sekvensert

« Det finnes ikke en generell oversikt (nasjonal eller internasjonal) over validerte
deteksjonssystemer. Inntil nylig fantes det heller ikke et rammeverk for hvordan slike

deteksjonssystemer kan evalueres
NIV~
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Fallgruver og forutsetninger for realistiske resultater

Level 1
incomplete

assay designed
tested on target tissue

Level 2
partial

Lavel 1
+
assay optimized

tested on closely related
non-target species

Level 3
essential

Level 2

+

assay tested on eDNA
samples

positive detections obtained

all sample processing steps
reported in detail

Interpretation of Results

Levels 1 and 2
impossible to tell if target is present or absent

1

Level 3

not detected: impossible to tell if target is

present or absent

detected: target is likely present if

» field negative controls return negative

+ eDNA-appropriate laboratory

- positive detections are sequenced

Level 4 Level 5
substantial operational

Level 3 Lavel 4

%

4

Limit of Detection (LOD)

established detection probabilities

estimated by statistical
extensive field testing and in modelling
witro testing on co-occurring

non-target species comprehensive specificity

testing and investigating
environmental influences

.

not detected: target likely absent, assuming
appropriate timing and replication in
sampling; Level 5 provides the probability of
species presence despite negative results

Levels 4 and 5

detected; target very likely prasent

Thalinger et al. A validation
scale to determine the
readiness of environmental
DNA assays for routine species
monitoring. Environmental
DNA. 2021, 3: 823-

836. https://doi.org/10.1002
/edn3.189
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2) Hele samfunn - Metastrekkoding
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Illustrasjon: David CasMor
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Specie(s) identification
Illustrasjon: David CasMor

v

I
1
11
[]
1
1

TS e e—————
Sequencing

b

e e
R W

DNA extraction

Sample

DNA-isolering
Sekvensering
Artslister

(@)]
<
C
=
©
-
(W)
>
IS}
fud
(a8

PCR, rensing og library prep
Bioinformatisk analyse

Taksonomisk annotering

2) Hele samfunn - Metastrekkoding
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Hele samfunn - Metastrekkoding

 Generelt mer tidkrevende metodikk enn for enkeltarter
 Egnet for a se pa biodiversitet eller generere artslister

 Fanger opp all diversitet, ogsa den som av forskjellige grunner ikke fanges opp med tradisjonell
provetakning

e lkke kvantitative resultater

e To store utfordringer:
» Mangel pa referansesekvenser og gode, kurerte databaser

 Utfordrende a finne gode, genetiske markgrer som kan skille sekvenser pa artsniva
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Provetakningsregime

 Progver er gyeblikksbilder som forteller
noe om situasjonen der og da.

 Provetakning ma tilpasses organismen
man leter etter:

* Hvor i miljget lever den?

* Nar pa aret er den mest aktiv?
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Oppsummert

 Miljg-DNA har enormt potensiale for bruk i forvaltningen
1. Enkeltartsdeteksjon (kvantitativ PCR)

2. Analyse av samfunn/biodiversitet (metastrekkoding)

 Bruk av milje-DNA er et verkteoy og gode resultater forutsetter grundig forarbeid og utforming av
oppdraget, pa lik linje med all annen overvakning

* Okologisk kompetanse viktig — preavetakning ma designes etter hvilke organismer man leter etter og
resultatene kvalitetssikres av fagpersoner

« Viktigste fallgruver:
» Enkelartsdeteksjon krever robuste, validerte deteksjonssystemer som re-valideres jevnlig
» Metastekkoding krever kurerte databaser til taksonomisk annotering av resultatene

NI~ » Begge metodene er helt avhengige av gode referansesekvenser — noe som ofte mangler.
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