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Baggrund

Udviklingen i mulighederne for ekstraktion af DNA fra miljgprever taget i
bade vand og jord samt udviklingen af DNA-sekventeringsteknologien har
gjort det muligt at benytte DNA til identifikation af bade mikroorganismer,
planter og dyr. Thomsen m.fl. (2012) har vist, at det er muligt at pavise fore-
komst af forskellige arter i et vandhul /vandleb ved at genfinde arternes DNA
i en vandpreve.

eDNA-sporing/overvagning i NOVANA (det Nationale Overvagningspro-
gram for Vandmilje og Natur) af forekomst af enkeltarter vil iseer veere veleg-
net i forbindelse med den ekstensive overvagning af arternes udbredelse,
hvor metoden kan benyttes som et screeningsvaerktgj til at identificere omra-
der, hvor arten ber eftersoges ngjere. Muligheder og begraensninger i anven-
delse af eDNA-metoder i NOVANA-artsovervdgningen er naermere beskre-
vet i et notat fra DCE (Andersen m.fl. 2012).

Overvdgning af odder i NOVANA

I NOVANA er odder blevet overvaget i 2004, 2011-2012 og i 2017. Eftersog-
ningen er foretaget pa ca. 1.140 stationer fordelt over hele Danmark med und-
tagelse af Bornholm, Samsg, Leesg og en reekke smager, hvor odder aldrig er
observeret. Nér spor efter odder - typisk i form af ekskrementer - findes pa
en lokalitet (station) stopper den videre eftersogning pa lokaliteten, og den
betegnes som positiv. Findes der ikke spor efter odder inden for en streekning
af 600 m betegnes lokaliteten som negativ (Segaard m.fl. 2017).

Ved overvagningen i 2004 blev der kun fundet spor efter odder i Jylland, mens
deri2012 blev fundet ekskrementer af odder pa to lokaliteter pa Fyn, som ved
DNA-analyse blev bestemt som stammende fra odder. I forbindelse med NO-
VANA-overvagningen af odder i 2017 blev der vha. DNA-analyser
registreret odder pa 28 lokaliteter spredt over hele Fyn (Andersen & Sggaard
2017a), mens der blev fundet ekskrementer stammende fra odder pé otte
lokaliteter i den nord-vestlige del af Sjeelland (Andersen & Segaard 2017b).

Resultaterne fra overvagningen af odder pa Sjeelland i 2017 bekreefter resultaterne
af en seerlig intensiv eftersegning, hvor der i 2006 blev fundet spor efter odder
(DNA-analyser) pa otte lokaliteter i Nordvestsjeelland (http://dce.au.dk/udgi-
velser/udgivelser-fra-dmu/dmunyt/2007/15/odder/), dog ikke pa de samme
lokaliteter som i 2017, men i de samme regionale omrdder.

Ved den nationale overvagningen af odder i 2017 (NOVANA) blev der udpe-
get ca. 140 stationer beliggende i Sydsjeelland, Lolland, Falster og Men - med
ringe sandsynlighed for forekomst af odder ud fra overvdgningsresultaterne
12011-2012. Det blev besluttet at en eventuel konventionel eftersegning af od-
der i disse geografiske omrader skulle afvente testningen af eDNA som et mu-
ligt screeningsveerktej for forekomst af odder i de forskellige vandlebssyste-
mer - og i positive tilfeelde malrette eftersegningen pé de stationer, hvor
eDNA havde vist, det ville veere relevant at eftersgge arten.

Da det stod klart, at den forelgbige konklusion p& neerveerende pilotprojekt
var, at eDNA ikke i den foreliggende form var et brugbart screeningsveerktgj,
blev odder eftersogt pa de 140 stationer efter den konventionelle metode.



Formal

Projektet har til formal at afpreve eDNA-metoder som et screeningveerktgj til
at detektere forekomsten af odder i vandlgbssystemer med seerligt henblik pa
at kunne registrere mulig forekomst af odder i vandlgbssystemer pa Sjeelland,
Lolland-Falster og Mgn, hvor der ved den konventionelle kontrolovervag-
ning i NOVANA ikke er fundet spor efter odder. Dette blev gennemfert pa
felgende méde:

o Opseetning af DNA-metoden baseret pd qPCR og primerne udviklet af
Thomsen et al. (2012) til pavisning af odder i laboratoriet samt egne pri-
mere udviklet fra CytB primere (Hansen og Jacobsen, 1999) benyttet til pa-
visning af odder fra ekskrementer.

e Afprove anvendeligheden af den foresldede indsamlingsprotokol for vand
og sedimentprover.

¢ Derneest om det er muligt at pavise odder-DNA i vandprever taget pa lo-
kaliteter med:

1. Kendt stor bestand af odder (Salten A og Almind Sg aflgb)
2. Kendt lille bestand odder (Odense A, Dalum samt Hillerslev)
3. Ingen kendt bestand af odder (Dammen ved Kalg).

Indsamling af prever

Der blev udvalgt 2 stationer for hver af de tre ovennaevnte bestandsteetheder
af odder, hvor selve pilotforseget blev udfert. Silkeborgomréadet blev udvalgt,
da NOVANA overvagningen for 2017 udpegede omrader med stor teethed af
ekskrementer. Vand og sedimentprever blev indsamlet i begyndelsen og slut-
ningen af maj maned midt pd formiddagen. Der blev udtaget 3 biologiske
vandprever og 3 sedimentprgver pa hver station. Der blev eftersggt odder-
ekskrementer ved Salten A og Almind sg, hvor der ogsa blev pavist ekskre-
menter. Der blev ikke efterspgt odderekskrementer ved Odense A (Tabel 1
oversigt over indsamlede prover). Vandpreverne blev kert til DCE, Silkeborg
og frosset ved ankomst. De blev opteet i slutningen af maj og filtreret i stink-
skab med UV-lampe. Der blev benyttet cellulose nitratfiltre med porestorrelse
pa 0,45 mm ved filtreringen af to af vandpregverne og 0,2 mm ved en af vand-
proverne for hver lokalitet. Filter-papirerne blev nedfrosset straks efter filtre-
ringen i DCE, Silkeborg.



Tabel 1. Oversigt over indsamlede vand- og sedimentprgver fra de udvalgte odderlokaliteter.

Labid Labid Dato Dato Filter
Lokalitet Filter Sediment Indsamling Filtrering Porest
Salten A gst f St Hjgllund SAL1 SAS1 11_05_17 30_05_17 0.45
SAL2 SAS2 11_05_17 30_05_17 0.45
SAL3 SAS3 11_05_17 30_05_17 0.2
Odense A Dalum OAD1 ODS1 09 05 17 30_05 17 0.45
OAD2 ODS2 09_05_17 30_05_17 0.45
OAD3 ODS3 09_05_17 30_05_17 0.2
Odense A Hillerslev OAH1 OHS1 09_05_17 30_05_17 0.45
OAH2 OHS2 09_05_17 30_05_17 0.45
OAH3 OHS3 09_05_17 30_05_17 0.2
Almind Sg ASO1 ASS1 23_05_17 30_05_17 0.45
ASO2 ASS2 23_05_17 30_05_17 0.45
ASO3 ASS3 23_05_17 30_05_17 0.2
Almind Sg aflgb ALA1 AAS1 11_05_17 30_05_17 0.45
ALA2 AAS2 11_05_17 30_05_17 0.2
ALA3 AAS3 11_05_17 30_05_17 0.45
Kalg (Dammen) KALA1 KAS1 30_05_17 30_05_17 0.45
KAL2 KAS2 30_05_17 30_05_17 0.45
KAL3 KAS3 30_05_17 30_05_17 0.2

Analysemetoder og resultater

Opsetning af selve laboratorieanalyserne foregik pd baggrund af DNA eks-
traheret fra kendte oddere, samt fra odderekskrementer (Fy1 og Fy5) indsam-
let pa Fyn. Dette giver optimale betingelser for, at metoden fungerer. Generelt
blev alle forseg med hgjkoncentreret DNA foretaget i DN A-laboratorium de-
dikeret til dette, mens eDNA proverne alle blev behandlet i cleanrums-labo-
ratorium for derved at holde prever med lav og hgj koncentration af DNA
fysisk adskilte og sdledes undga kontaminering. Det betyder ogsd, at DNA fra
kendte oddere blev ekstraheret i DNA-laboratorium til recente pregver med
forventeligt hoj DNA koncentration, mens DNA fra filterproverne og sedi-
mentproverne blev ekstraheret i cleanrums-laboratorium. eDNA preverne
blev ekstraheret med Power Feces fra Qiagen. Dette kit kan bruges til feeces,
jord, vand etc. Laboratoriearbejdet foregik altid fra pre-PCR opformering til
post-PCR opformering for at undgad kontaminering. Samtidig blev der med-
taget blanke prover ved selve ekstraktionen, samt medtaget to negative kon-
troller (hvor der ikke er tilsat preve) ved selve opseetningen til PCR for hver
8. prove/replikat. Primerne til qPCR forseget blev udviklet pa baggrund af
sammenligning med sekvenser fra ilder, skovmér, husmar, mink og leekat
downloaded fra GenBank (den globale database for DNA sekvenser), samt af
odder-sekvenser fra Fyn (Andersen & Sggaard, 2017) og CytB primerne, der
benyttes til pavisning af odder fra ekskrementer (Hansen & Jacobsen,1999).
Samtidig blev primerne udviklet af Thomsen et al. (2012) ogsé afprevet.

Det nyudviklede primer-seet blev efterfglgende testet pa de kendte prover af
oddere (Gelbillede 1). Billedet viser et enkelt band med den forventede stor-
relse pa ca 120bp, samt at det nye primer-seet giver en u-specifik primer-dimer
reaktion (svagt band ved den negative kontrol, som ligger klart under bandet
for odder). Primer-dimer er et hyppigt biprodukt ved PCR opformering, der
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Gelbillede 1. Test af det nye CytB primer-saet ved forskellige annealings temperaturer A) samt ved forskellige fortyndinger B).
C) primer-saettet udviklet af Thomsen et al. (2012) ved forskellige annealings temperaturer med KAPA SYBR DNA polymer-

asen.

Derneest blev det nyudviklede primer-seet (LL_CytB) testet for evt. at pavise
odder i de indsamlede eDNA prgver. Samtidigt blev DNA fra to tidligere ana-
lyserede odderekskrementprover samt 1 minkpreve (Fy6) medtaget og for-
tyndet 10x, 100x og 100x. Ligeledes blev der medtaget en fortyndingsreekke
baseret pa fortyndinger af DNA fra kendte oddere gdende fra en 5% til 57 x
fortyndinger (beneevnte ’‘standard’) (Tabel 2, Analyse 1). Ct veerdierne
(treshhold cycle) er et indirekte udtryk for indholdet af DNA i prgven, hvor
en lav Ct veerdi angiver et hgjt indhold af DNA fra den pageeldende art. Re-
sultatet af denne qPCR kersel viste, at det nye primer-seet kan pévise odder i
ekskrementprover fortyndet 100x ved en annealingstemperatur pa 66 grader.
Dissociations-kurven leest fra qPCR analysen viste en top ved ~75 C? som var
det uspecifikke primer-dimer produkt eksemplificeret ved de negative kon-
troller og resultatet for replikaterne fra den blanke prove fra ekstraktions pro-
ceduren (Figur 1A, B). Dissociationskurven for de kendte standardprever
med odder viste en top ved ~82 C° (Figur 1C). DNA fra feecesproverne med
kendte oddere (Fyl, Fy5) viste samme top ved ~82 C% mens minkpreven ved
100x fortynding viste den uspecifikke top ved ~ 75 C? (Figur 1D). Dette viser,
at primerseettet paviser odder og ikke mink. De resterende prover viste toppe
ved~ 75 COeller ~ 86 C° og ~ 90 C° som vist i Figur 1E og F for de to prover
som har den laveste Ct veerdi (Tabel 2, Analyse 1) og ikke ved ~ 82 C° som
karakteriserer odder. Dette betyder, at den angivne Ct veerdi i disse prever
(og resten af proverne) ikke skyldes DNA fra odder, men fra primer-dimer
produktet og andet ukendt DNA i proverne.
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Figur 1. Dissociations-kurver fra analyse gang 1. A) dissociations-kurver for alle replikater for de negative kontroller, B) de
ekstraktions blanke, C) alle standarder med kendt odder-DNA, D) for faeces-praven fra den kendte mink (Fy6) og feeces-prgven
fra de to kendte oddere (Fy1 og Fy5), E) sedimentprgve fra Alimind S@ med naest laveste Ct vaerdi blandt de indsamlede praver,
F) sedimentprgve fra Almind Sg med den lavest Ct veerdi blandt de indsamlede prgver. X-aksen= temperatur, y-aksen = fluore-
scence (-R'(T)).

Resten af proverne blev analyseret i Analyse 2 (Tabel 2) sammen med de 3
ekskrementprever, som nu blev fortyndet 1000X. Ved inspektion af dissocia-
tions-kurverne viste de negative kontroller igen den karakteristiske top for
uspecifikt DNA forarsaget af primer-dimer produkterne ved ~75 C° (Figur
2A). Fy5, feecespraven fra kendt odder fortyndet 1000x, viste top ved ~ 82 C°
(Ct=34-35, Tabel 2, Analyse 2) mens Fy6, feeces fra kendt mink fortyndet
1000x, viste top ved ~75 CO (Ct= ~40, Tabel 2, Analyse 2) karakteriseret ved
uspecifikt DNA (Figur 2B). En af de tre replikater fra prove OADI, viste en
top ~ 82 CO (Figur 2C) (Ct= 39,43, Tabel 2, Analyse 2), hvilket antydede, at der
i denne prove var DNA fra odder. Ingen af de andre prover viste signal. Alle
standarderne med kendt odder DNA viste den forventede top ~ 82 C° (Figur
2D) og tilsvarende lave Ct veerdier (Tabel 2, Analyse 2). Proven med den neest-
laveste Ct veerdi, ALA3, (Tabel 2, Analyse 2) viste top ved ~75 C0 og ~90 C°
og ikke ved ~82 C? (Figur 2E), dvs heller ikke denne prove indeholdt DNA fra
odder. For at illustrere, at det blot var OAD1, der viste top ved ~82 C° karak-
teristisk for odder, er dissociations-kurverne vist i Figur 2F.



Tabel 2. Resultater fra to qPCR analyse-gange. | begge analyser er inkluderet standarder baseret pa DNA fra kendte oddere i
stigende fortyndingsgrad, der er keort i op til 4 replikater samt tilhgrende Ct vaerdier (treshhold cycle) for det pagaeldende replikat.
Ct veerdien er et indirekte udtryk for indholdet af DNA i praven, hvor en lav Ct vaerdi angiver et hgjt indhold af DNA. Resultatet af
vand- og sedimentprgverne er ligeledes angivet. Fy1 10x =DNA fra odder faeces fortyndet 10x, etc. Fy6= DNA fra mink faeces.
Positive= antal replikater der er vurderet positive for oddere ud fra dissociations-kurver og Ct vaerdier og gel-billeder for nogle.
BLA_sed = blank preve fra ekstraktionen af sedimentpraverne. NTC= negative kontroller hvor der ikke er tilsat DNA. No Ct:
Intet gPCR produkt.

Analyse 1 Replicate Ct (dR) Positive* Analyse 2 Replicate Ct (dR) Positive*

Standard 5° 19 23,68 4/4 Standard 5* 20 27,01 4/4

Standard 5° 19 22,54 Standard 5% 20 25,39

Standard 5° 19 21,28 Standard 5% 20 25,49

Standard 5° 19 21,17 Standard 5* 20 24,38

Standard 5* 20 24,94 4/4 Standard 5° 21 28,20 4/4

Standard 5* 20 24,81 Standard 5° 21 29,32

Standard 5* 20 23,55 Standard 5° 21 27,41

Standard 5* 20 23,74 Standard 5° 21 27,31

Standard 5° 21 26,13 4/4 Standard 5° 22 30,47 4/4

Standard 5° 21 26,60 Standard 5° 22 30,21

Standard 5° 21 26,50 Standard 5° 22 30,45

Standard 5° 21 27,15 Standard 5° 22 30,59

Standard 5° 22 30,00 4/4 Standard 57 23 33,43 4/4

Standard 58 22 27,99 Standard 57 23 34,23

Standard 5° 22 27,75 Standard 57 23 32,91

Standard 5° 22 28,94 Standard 57 23 33,35

Standard 57 23 30,82 2/2 Standard 58 24 35,59 2/2

Standard 57 23 31,12 Standard 58 24 38,42
Fy1_10x 1 24,74 3/3 F1_1000x 1 34,42 2/2
Fy1_10x 1 24,41 F1_1000x 1 32,68
Fy1_10x 1 24,31 F5_1000x 2 33,07 2/2
Fy5_ 10x 2 24,97 3/3 F5_1000x 2 34,60
Fy5_10x 2 24,68 F6_1000x 3 39,95 0
Fy5_10x 2 24,89 NTC No Ct 0
Fy6_10x 3 33,95 3/3 NTC 44,80 0
Fy6_10x 3 33,46 NTC No Ct 0
Fy6_10x 3 33,46 NTC No Ct 0
Fy1_100x 4 27,28 2/3 NTC No Ct 0
Fy1_100x 4 27,52 NTC No Ct 0
Fy1_100x 4 No Ct NTC No Ct 0
Fy5_100x 5 27,49 3/3 NTC No Ct 0
Fy5_100x 5 27,07 NTC No Ct 0
Fy5_100x 5 27,16 NTC No Ct 0
Fy6_100x 6 37,44 0/3 NTC No Ct 0
Fy6_100x 6 35,62 NTC 40,00 0
Fy6_100x 6 34,93 NTC No Ct 0
BLA_sed 18 37,69 0/3 ODS1 4 44,79 0/3
BLA_sed 18 No Ct ODSH1 4 No Ct
BLA_sed 18 39,22 ODS1 4 No Ct

NTC - 40,63 0 OHSH1 5 No Ct 0/3
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Figur 2. Dissociations-kurver fra analyse gang 2. A) dissociations-kurver for alle replikater for de negative kontroller, B) for Fy5
kendt odder-faeces og Fy6 kendt mink-faeces, C) for OAD1 vandpraven fra Odense A ved Dalum, D) alle standarder med kendt
odder-DNA, E) Vandprgve fra Almind S@ med naest laveste Ct veerdi blandt de indsamlede prgver, F) for alle praver der er kort i
analyse gang 2 fra Tabel 2. X-aksen= temperatur, y-aksen = fluorescence (-R’(T)).
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Den fundne positive OAD1 prove blev Sanger-sekventeret ved firmaet
Macrogen, Holland. Kvaliteten af sekvensen var desveerre ikke god. Pa trods
af dette var der 90% match med odder i de forste 12 hits, der fremkom ved
sammenligning med sekvenser i den globale database GenBank (Bilag 1).

Slutteligt blev en anden DNA-polymerase benyttet (KiCqStart™Probe Ready
Mix (Sigma Aldridge)), der er baseret pa brugen af en Tagman probe, sammen
med primer-seettet udviklet af Thomsen et al. (2012). Denne qPCR metode
svarede til den Thomsen et al. (2012) benyttede. Her blev der ikke pévist od-
der i nogen af proverne, mens det var muligt at pavise odder baseret pa for-
tyndinger af feecesproverne. Primer-seettet skulle give en sekvens fra odder
pa ~78bp. Gelbillede 2 viser, at det var muligt at pavise odderDNA med qPCR
assayet og Tagman proben i de kendte odderfeeces prover, men det var ikke
muligt at pavise odder DNA i OAD1 prgven som tidligere. Vandpreverne,



Gelbillede 2. Test af Thomsen et
al. (2012) primer-saettet med ny
DNA-polymerase, og brugen af
Tagman probe, der annealer til
DNA fra odder. Fy1 og Fy5 er
DNA fra feeces praver fra odder
og OAD1 er prgven fra Odense A
Dalum, der gav en enkelt top
med den nyudviklede primer.

SAL, OAD, OAH, ALA, KAL, og ASO1,2 blev analyseret men alle var nega-
tive (data ikke vist).

Konklusion

Resultatet af analyserne med de forskellige primer-seet viste, at det ikke var
muligt at benytte primer-seettet udviklet af Thomsen et al. (2012), da dette gav
mange uspecifikke band af den forkerte storrelse med qPCR assayet KAPA
SYBR FAST qPCR Kit Master Mix (2x) Universal (Sigma Aldrich). Det nyud-
viklede primer-seet fra CytB genet designet ud fra eksisterende sekvenser fra
odder viste, at det var mulig at opformere kendt odderDNA med den forven-
tede sterrelse pd ca 120bp. Dette primer-seet blev benyttet i gPCR analysen
med KAPA SYBR FAST Master Mix DNA polymerasen (Sigma Aldrich) til at
forsege at pavise odder i de indsamlede eDNA prover fra to forskellige loka-
liteter med en kendt odderbestand. Primer-szettet blev testet pd mink, hvor
det ikke opformerede DNA fra minken. Det mangler at blive testet pd andre
mardyr, for det er endelig verificeret. Det lykkedes at f et signal fra ét replikat
fra en filter-prove fra Odense A Dalum. Lokaliteten ligger ved motorvejen
(station 613_58_E med koordinater: 586442, 6135166). Efterfelgende, blev
qPCR assayet samt Tagman proben som Thomsen et al. (2012) havde benyttet
afprovet. Her var det ikke muligt at padvise DNA fra odder i OAD1 prgven.
Dette kunne indikere, at signalet fra OAD1 proven skyldes kontaminering,
men der blev ikke fundet signal i nogen af de negative kontroller, der var taget
med i analyserne for hver 4. prgve for at kontrollere kontamineringen. Givet
dette store antal negative kontroller er det meget lidt sandsynligt at signalet
skyldes kontaminering. Vandpreverne og sedimentpreverne fra Odense A
ved Dalum, blev indsamlet, hvor der var en meget langsom vandfering.

Pilotforspget viser at det er meget vanskeligt at pavise odder i et hurtigt
stremmende vandleb med det foreliggende samplingdesign, hvor der blot er
en enkelt provetagning i lobet af 24 timer. P4 trods af den utilstreekkelige ve-
rifikation af specificiteten af mardyr kunne sekventeringen af qPCR produktet
pavise odder, mens det var vanskeligt med samplingdesignet. Sandsynlighe-
den for at pavise odder i et vandlgb forventes at kunne eges ved, at der udta-
ges en vandpreve hver time degnet rundt og maske i flere dogn med en au-
tomatisk vandsampler eller med et andet evt. filterbaseret indsamlingsaggre-
gat, der kan tage op til 1 liter ad gangen eller mere hver time i udvalgte vand-
lgb. Vandpreverne kan derneest puljes i 4 timers intervaller, sa der bliver 6
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filterprover per degn. Det er ikke afprevet om en sddan opskalering af prove-
tagningen vil gore metoden til et effektivt screeningsveerktgj, og afprevningen
ligger udenfor rammerne af dette pilotprojekt.
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Bilag 1

OADI1: AAYCACAGYCTTCTCWTCAGTCGCACACWTCTGCCGAGACGTCAGCTACGGCTGGAT-
TATCSGATAYAT

Lutra lutra mitochondrial Cytb gene for Cytochrome b protein, haplotype H3
Sequence ID: LT593915.1Length: 1140Number of Matches: 1

Related Information
Range 1: 177 to 245GenBankGraphics

Score

104 bits(114)

Query

Shjct

Query

Shjct

177

61

237

Expect Identities Gaps

3e-19 62/69(90%) 0/69(0%)

AAYCACAGYCTTCTCWTCAGTCGCACACWTCTGCCGAGACGTCAGCTACGGCTGGATTAT

e Peeeer eeeee e e e veeee e e e e e veeee e
AACCACAGCCTTCTCATCAGTCGCACACATCTGCCGAGACGTCAACTACGGCTGGATTAT

CSGATAYAT 69

I
CCGATACAT 245

Strand

Plus/Plus

60

236
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