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1 Sammanfattning

Renova Miljo AB bedriver i dagslaget en deponiverksamhet inom fastighet
Halts3s 1:8 i Harryda kommun. I samband med antagandet av en ny detaljplan
planerar bolaget att utdka sin befintliga deponiverksamhet vilket medfor att
markanvéandningen inom fastigheten férdndras. Av detta skal har COWI AB fatt i
uppdrag att understka férekomsten av groddjur i de vattensamlingar som kan
tankas paverkas och behdva tas hansyn till vid planering av och driften av fram-
tida verksamhet. Inventeringen har genomférts med hjdlp av molekyldara meto-
der i form av provtagning for eDNA (miljo-DNA) i en av lakvattendammarna
samt en mindre sj6 som &r beldgen pa omradet. I samband med detta har fore-
komst av eDNA fran stérre- och mindre vattensalamander sékerstallts i bada
vattensamlingar. Visuella observationer av arsindivider av arterna vanlig padda
samt en okand art av brungroda har dven gjorts pd omradet.

Foreslagna skyddsatgarder har rekommenderats i form av att arbete i vattenom-
rade endast sker under tiden utanfér groddjurens leksdsong, forslagsvis oktober
- mars. Utdver detta bér en fri passage ldmnas mellan de skogsomraden som
planeras bevaras inom omradet och befintliga lakvattendammar samt vatmarks-
omradet som angransar till sjéns sédra del. Detta for att forhindra fragmente-
ring av livsmiljon for skyddade groddjursarter samt sakerstélla fri passage for
djuren till och fr@n lokaler for dar lek vantas ske. Skogsomrdden som planeras
att bevaras inom omradet bor férses med déd ved fran planerade avverkningar
for att skapa ytterligare 6vervintringsplatser, samt en ny damm som tillgodoser
ytterligare lokal for lek.
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2 Bakgrund och syfte

Renova Miljo AB bedriver i dagsldaget en deponiverksamhet inom fastighet
Halts3s 1:8 i Harryda kommun. I samband med antagandet av en ny detaljplan
planerar bolaget att utdka sin befintliga deponiverksamhet vilket medfor att
markanvéndningen inom fastigheten férandras. Omraden som idag utgérs av
blandskog pa berg kommer att avverkas och berget spréngas bort till férman for
anlaggning av nya deponiceller.

COWI AB har i samband med detta fatt i uppdrag att underséka forekomsten av
groddjur i de vattensamlingar som kan ténkas paverkas i anldggnings- och drift-
skedet. Samtliga av Sveriges 13 groddjursarter ar fridlysta och upptagna i Art-
skyddsférordningen (SFS 2007:845), dar det i flera av fallen ror sig om skydd av
respektive arts livsmiljder s& val som levande individer i varje livsstadium.

I syfte att ge en sa heltdckande bild av eventuellt féSrekommande arter inom
omradet har molekyldra metoder anvénts i form av férekomst av miljé-DNA
(@ven kallat "environmental DNA”, hadanefter forkortat som eDNA). Denna me-
todik baserar sig pa att alla levande organismer avger spar i form av DNA vilket
gar att detektera i prover som uttas fran det medium arten befinner sig i (Natur-
vardsverket, 2022). Metodiken har tillampats i flera inventeringar sen tidigare
och har visat pd 6kad chans for detektion av arter dver konventionella metoder
(Biggs et al., (2014), AquaBiota (2019), WSP (2022)). Understkningen utgjor-
des av tva faltbesék under perioden juni-augusti 2022.

I foreliggande PM redovisas metoder som anvants vid genomférda undersok-
ningar, de resultat som genererats samt en kort diskussion kring deras inne-
bord.

TECKENFORKLARING

I UR OCH GRONOMRADE
c0® ™o

Figur 1. Illustrationsplan éver planerad markanvédndning inom omr8det.
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3 Metod

3.1 Provtagning av eDNA

For att undersdka eventuell férekomst av groddjur genomférdes tva invente-
ringstillfallen under perioden juni-aug (2022-06-09 respektive 2022-08-17). In-
venteringen omfattade provtagning av vatten i syfte att analyseras for fore-
komst av eDNA fran samtliga svenska groddjursarter (inkl. stérre- och mindre
vattensalamander). Provtagning utfordes av de ansamlingar av vatten inom om-
radet som bedémts vara relevanta i detta avseende: den stérre lakvattendam-
men samt den konstgjorda sjon. Arbetet med proverna gallande extrahering och
anrikning av DNA, sekvensering och utvardering av resultaten genomférdes av
IVL Svenska Miljoinstitutet.

Nedan foljer en kort beskrivning gallande provtagningsmetodiken for insamling
och filtrering av vatten och provtagningsmetodik.

3.1.1 Lakvattendammen

Vatten fr&n dammen samlades in frén tre punkter omkring den vattenfyllda del
som ligger i anslutning till dammens utlopp (Figur 2).

Figur 2. Lokalisering av provpunkter dér vatten samlats in med avseende p8 provtagning
av eDNA, lakvattendamm.

Vattnet fran de tre punkterna blandades tillsammans i en steril plastpdse vari-
fran prover senare uttogs. Prover uttogs genom att vatten filtrerades med hjalp
av en steril spruta (Sarstedt AG & CO) &ver ett filter med en porstorlek pa 0,22
um (Sterivex). P8 grund av hog férekomst av fytoplankton sattes filtren igen re-
lativt omgdende vilket begréansade mangden vatten som kunde uttas fér prov.
Totalt uttogs tva prover dar ca 130 ml vatten filtrerades. D& stopp uppstod
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témdes filtren pd dverblivet vatten och proverna konserverades i filt med hjalp
av 99% etanol.

Vid det andra provtagningstillfallet (2022-08-17) noterades att dammen var
torrlagd och att botten pd8 dammen hade fyllts upp med ca 40 cm av hart packat
finmaterial. Ddrmed uteblev den planerade provtagningen pa grund av praktiska
skal.

Figur 3. Lakvattendamm inom deponiomr8det.
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Figur 4. Filter fr8n uttaget prov fér analys av eDNA fr8n lakvattendammen. Grén férg indi-
kerar forekomst av fytoplankton

3.1.1 Den konstgjorda sjon

Provtagningen géllande den konstgjorda sjén genomférdes pa liknande vis som
for lakvattendammen, se metodbeskrivning ovan. En liter vatten per punkt sam-
lades in frdn sju punkter jamnt férdelade langs med sjéns kanter (se figur 6).

Figur 5. Lokalisering av provpunkter dér vatten samlats in med avseende p§ provtagning
av eDNA i konstgjord sjé p8 omridet.
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Vatten fran tva punkter vardera blandades samman i en steril pdse och prov ut-
togs pd samma satt som beskrivet ovan. Flaskor for insamling av vatten tvatta-
des med 10% kloridlésning for att avldgsna eventuella DNA-rester innan in-
samling. Vid forsta tillfallet uttogs tvd prover om 650 ml vardera innan filtren
sattes igen till foljd av humusamnen och partiklar. Vid det andra tillfallet (2022-
08-17) uttogs fyra prover om 900 ml vardera p& samma vis som beskrivet tidi-
gare. Samtliga uttagna prover fran de tva provtagningstillfdllena slogs ihop var
for sig infor extrahering och sekvensering i syfte att 6ka mangden extraherbart
DNA.

Figur 6. Konstgjord sjé inom omr8det.
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Figur 7. Filter fr8n uttaget prov fér analys av eDNA frn sjén. Brun férg indikerar fére-
komst av humusdmnen

3.2 Analys och sekvensering av DNA

Uttagna prover skickades till IVL Svenska miljdinstitutet for extrahering och
upparbetning av DNA. Sekvenseringsarbetet (Illumina Next-Generation Sequen-
cing) utférdes av Novogene.

Som komplement till de prover som uttagits fran vattensamlingar pa omradet
har foreliggande undersdkning inbegripit anvdndandet av kontrollprover.

> En negativ kontroll har nyttjats i syfte att kontrollera for falskt positiva ut-
slag. Kontrollen bestod i ett prov uttaget i falt pd avjoniserat vatten enligt
den metodik som beskrivits ovan.

> En positiv kontroll har nyttjats for att kontrollera for falskt negativa resultat
och bestod av ett prov pd vatten innehdllande DNA frén fyra kdnda grodd-
djursarter: vanlig padda (Bufo bufo), gélgroda (Pelophylax lessonae), gron-
flackig padda (Bufotes viridis) och strandpadda (Epidalea calamita). Det po-
sitiva kontrollprovet har tillhandahallits av IVL.
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4 Resultat

4.1 Visuella tecken pa férekomst

I samband med det férsta provtagningstillfallet fér eDNA (2022-06-09) notera-
des frisimmande yngel av okand groddjursart i den mindre sedimentationsdam-
men. Vid det andra faltbesoket (2022-08-17) patraffades drsindivider av obe-
stamd grodart samt vanlig padda i graset och skogsmark i den norra delen av
omradet omkring utloppet till sjén, se Figur 8 - Figur 9 nedan.

Figur 8. Arsindivid av obestdmd art av brungroda observerad i skogsmark omkring den
konstgjorda sjén p8 omr8det vid féltbesék i augusti.



COWL
PM 15
GRODDJURSINVENTERING

Figur 9. Arsindivid av vanlig padda (Bufo bufo) observerad i skogsmark omkring den
konstgjorda sjén vid féltbesdk i augusti.

4.2 Resultat fran analys av eDNA-prover

Fullstandiga resultat frdn eDNA-analyser presenteras i Bilaga 1 till féreliggande
PM.

Samtliga arter som ingatt i det positiva kontrollprovet detekterades i bade den
negativa- och positiva kontrollen. I provet fran lakvattendammen detekterades
gronflackig padda tillsammans med stodrre vattensalamander (Triturus cristatus)
och mindre vattensalamander (Lissotriton vulgaris). 1 provet som uttagits fran
sjon pd omradet detekterades samtliga arter fran den positiva kontrollen samt
bada arterna av vattensalamander.
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5 Diskussion

Inom ramen for foreliggande PM har férekomst av groddjursarter inom vatten-
samlingar pa verksamhetsomradet fér Flaskebo deponi undersékts. Undersok-
ningen har utférts med hjdlp av molekyldara metoder (provtagning och analys for
forekomst av eDNA).

I de prover som uttagits fran vattensamlingar har flertalet arter detekterats som
ingdtt i det positiva kontrollprov som nyttjats. Samma arter har dven detekte-
rats i det negativa kontrollprovet. Detta medfér att uppkomsten av arterna
gronflackig padda, gdlgroda, strandpadda inte gar att skilja fran att de faktiskt
uppehaller sig i omradet eller att proverna kontaminerats under laborativa mo-
ment. Golgroda aterfinns ndstan enbart i Sverige langs Upplandskusten, gron-
flackig padda nastan uteslutande langs kustomraden i sédra Sverige (Artfakta,
2023). DA flera av arterna inte tidigare registrerats i omradet i artportalen eller
har krav pa den miljé de &r knutna till som inte uppfylls inom Renovas verksam-
hetsomrade bedéms det som osannolikt att de leker och vistas inom omradet.
Troligtvis har en kontamination skett vid hantering av uttagna prover under na-
got av laboratoriemomenten, nagot som IVL bekréftat i sina utredningar (se bi-
laga 1).

Forekomst av vanlig padda har bekréftats pa omrddet i samband med visuella
observationer i falt, men i vilken omfattning eller dess utbredning och lek pa
omradet kan inte helt sdkerstallas.

Utdver ovan angivna observationer har bada arter av vattensalamander detekte-
rats i uttagna prover fran sjon och lakvattendammen. D3 ingen av dessa arter
detekterats i den negativa kontrollen kan deras detektion i uttagna prover be-
traktas som sann. Férekomst av arten i eller i ndra anslutning till vattensam-
lingar pd omradet bedéms trolig, specifikt omkring det vdtmarksomrade i anslut-
ning till sjén och lakvattendammarna. Mindre vattensalamander har aven note-
rats pa omradet inom tidigare utférd naturvdrdesinventering (WSP, 2021).
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6 Slutsatser och rekommendationer

De arter som detekterats i samband med foéreliggande undersdkning tyder pa att
forekomst av groddjur pa omradet &r sannolik. De olika arterna som noterats pa
omradet medfdr att tvd huvudtyper av hdnsynstaganden blir aktuella. Arterna
mindre vattensalamander och vanlig padda ar fridlysta i Sverige och omfattas av
skyddet som angivits i § 6 i Artskyddsforordningen. Detta medfér att det ar for-
bjudet att ddda, skada, fanga eller pd annat satt samla in exemplar av arten el-
ler skada dess &gg, larver eller bon. Givet detta féreslas att eventuellt arbete i
vatten pa omradet forlaggs till perioden oktober-mars fér att inte riskera att pa-
verka arterna under deras lekperiod.

Stérre vattensalamander omfattas av de bestammelser kring fridlysning som an-
givits i § 4a i samma férordning. Denna typ av skydd innebar ytterligare forbud
mot att avsiktligt stéra djuren under parnings- och uppfédningssasonger samt
under deras 6vervintrings- och flyttningsperioder. Fridlysningen innebar dven
bland annat att deras fortplantningsomraden eller viloplatser maste skyddas mot
forstorelse. De skyddsatgarder som angivits for vanlig padda och mindre vatten-
salamander ovan ar aktuella aven for storre vattensalamander.

D3 forekomst av fisk noterats i sjon bade vid inventeringstillfallet och vid tidi-
gare utférd naturvardesinventering (WSP, 2021) beddéms vatmarksomradet i
sjons sydliga del som mest troligt lekomrdde, i kombination med befintliga
lakvattendammar. Darmed far vatmarksomradet i anslutning till sjon och lakvat-
tendammarna inte forstdras. Eftersom storre vattensalamander ar kand for att
uppehdlla sig i lampliga narmiljder till lekvatten under sitt landlevande stadium
(inom 10-100 m) behover dven narliggande skogsmark skyddas (Artfakta,
2023). For detta syfte, samt for att mojliggora for fri passage till och fran lokaler
for lek och pd s satt skapa forutsattningar for populationens éverlevnad och ut-
veckling, har en skyddszon uppskattats som behéver skyddas fran exploatering,
se Figur 10 nedan.

B0 Teckenférklaring
™ —— Fastighetsgrins

B Naturvardesobjekt >
§ [ patagligt naturvirde
Visst naturvérde
[ skyddszon - Groddjur 8

Figur 10. Skyddszon fér groddjur inom omr8det som behéver skyddas fr8n exploatering
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Utéver ovan angivna atgérder behéver det skogsomrade som planeras ldmnas
kvar enligt situationsplanen (se Figur 1) férses med déd ved frén planerade av-
verkningar pa omradet for att skapa ytterligare évervintringsplatser for grod-
djur. For att ytterligare framja artens fortlevnad pa omradet rekommenderas
anldggandet av en damm i samma naturomrade som potentiell ny lokal for lek.
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I V l Rapport eDNA analys, 216491 1(4)
utfardad av IVL:s laboratorium i Stockholm

SVENSKA

MILJOINSTITUTET

Analysuppdrag: 216491, 22-0225

Uppdrag: Inventering av amfibier med eDNA
Uppdragsgivare: COWI

Projektledare: Mats Topel

Ankomstdatum prov: 2022-06-17 och 2022-08-19

Analysdatum och utférare: 2022- aug, sep; Asa Motiei, Mikaela Boltenstern
DNA Sekvensering utford av: Novogen

Uppdragets omfattning

Analys av miljo-DNA prov fran tva lokaler for detektion av amfibier (groddjur och
salamandrar) med DNA-sekvensering och metabarkodning. Provtagning i falt har utforts av
uppdragsgivaren och prover har sedan skickats till IVL’s laboratorium i Stockholm.

Provhantering/upparbetning

Vattenprover filtrerades genom 22um Sterivex-filter, konserverades med 99.5% etanol, och
skickades till IVL svenska miljoinstitutets Laboratorium i Stockholm dar de férvarades i -20 °C
frys fram till DNA extraktionen gjordes.

DNA-analys metod

DNA extraherades med hjalp av DNeasy PowerWater Sterivex Kit (Qiagen, Cat. No. / ID: 14600-
50-NF) och renad med Genomic DNA Clean & Concentrator-10 (Zymo Research, USA) enligt
tillverkarens instruktioner (Tabell 1). DNA-amplifiseringar utférdes i en slutlig volym pa 50 pl
innehallande 10 pl 5 X Q5 reaktionsbuffert, 0,2 uM batra primrar, 0,2 mM dNTPs, 4 uM human
blocking primer och 0,02 U/ul Q5 High-Fidelity DNA Polymerase (New england biolab) (Tabell
2). En mikroliter DNA-extrakt fran positiv kontroll (“mock community” bestdaende av DNA
extraherat fran fyra grodarter) samt fem mikroliter miljo-DNA-extrakt anvandes for PCR
reaktionerna (1). Resulterande PCR-produkter renades sedan med Agencourt AMPure XP-
kulor (Beckman Coulter, Brea, CA, USA) och koncentrationen mattes med Qubit Flex
Fluorometer (ThermoFisher, USA). Storleken pa det amplifierade fragmenten visualiserades
sedan pa en 1% agarosgel med Invitrogen™ SYBR™ Safe DNA Gel Stain (Figur 1). PCR-
programmet bestod av féljande steg: denaturering vid 98°C i 30 sek., foljt av 30 cykler [98°C i
10 sek., 55°Ci 15 sek. och 72°Ci 30 sek.] samt ett avslutande steg av 72°Ci 5 min.

IVL Svenska Miljoinstitutet AB ‘ Org.nr: 556116-2446 Box 21060, SE-100 31 Stockholm Box 53021, SE-400 14 Goteborg

IVL Swedish Environmental Research Institute Ltd. VAT no.: SE556116244601 Valhallavagen 81, 114 27 Stockholm Aschebergsgatan 44, 411 33 Goteborg
Sate: Stockholm
www.ivl.se Tel: +46 (0)10-788 65 00 Fax: +46(0)10-788 68 90
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Tabell 1. Prover som analyserats i projektet samt koncentrationer som uppmatts efter DNA-

extraktion samt PCR-reaktion.

IVL LIMS MangdDNA som DNA-koncentration av
Provnamn kund | Provhamn IVL extraherades fran (poolad) PCR-produkt
nummer . .
sterivexfilter [ng/pl] [ng/ul]
Negativ kontroll NC 287489 <0.05 1,83
Sj6 prov 1 274527
Sj6 prov 2 274529
4,1 31,2
Sj6 Sjo 1 287481
Sj6 2 287482
Sjo 3 287483
Sjo 4 287484
Dammprov 1l | 274526
Damm 2,0 31,8
Dammprov 2 | 274528
Gronflackig
2
padda 76658 12 26,8
Mock Community | Gglgroda | 276659
Vanlig padda | 276661
Strandpadda | 276660

Tabell 2. Primersekvenser som anvants for PCR-reaktionerna.

Name Sequence (5'-3')

Batra-F ACACTCTTT CCCTACACG ACGCTCTTCCGA TCT NNN NNN ACA CCG CCCGTC
ACCCT

Batra-R AGA CGT GTG CTCTTC CGATCT NNN NNN GTAYACTTACCATGT TACGACTT

Human blocking | TCACCCTCCTCAAGTATACTTCAAAGGCA-SPC3I

primer

Figur 1. Resultat fran gelelektroforesanalysen visar (fran vanster till hoger) proverna 1) Sjo,

2) Damm, 3) Positiv kontroll ("Mock community”).
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Biblioteksforberedelser och sekvensering
Proverna har sekvenserats av Novogen med platformen lllumina NovaSeq 6000, PE-150 (se
separat rapport fran Novogen for mer detaljer).

Bioinformatisk analys
Sekvensdata analyserades med nf-core/ampliseq v2.4.0 (https://nf-co.re/ampliseq) och en

referenssekvensdatabas innehallande samtliga 13 svenska amfibiearter
(Swedish_amfibians_reference_v0.2.fst) med foljande installningar:

nextflow run nf-core/ampliseq \
-resume \
-r24.0\
-profile singularity \
--input "./samplesheet.tsv" \
--FW_primer ACACTCTTTCCCTACACGACGCTCTTCCGATCTNNNNNNACACCGCCCGTCACCCT \
--RV_primer AGACGTGTGCTCTTCCGATCTNNNNNNGTAYACTTACCATGTTACGACTT \
--double_primer \
--dada_ref_tax_custom Swedish_amphibians_reference_v0.2.fst \
--dada_ref_tax_custom_sp SP_Swedish_amphibians_reference_v0.2.fst \
--dada_assign_taxlevels "Domain,Phylum,Class,Order,Family,Genus,Species" \
--outdir "./results" \
--max_memory "12 GB" \
--max_cpus 8

Resultat och slutsatser

Vid analysen detekterades samtliga fyra arter i den positiva kontrollen (Gronflackig padda
[Bufotes viridis], Golgroda [Pelophylax lessonae], Strandpadda [Epidalea calamita] och vanlig
padda [Bufo bufo]).

| den negativa kontrollen detekterades Gronflackig padda, Gélgroda, Strandpadda och vanlig
padda, alltsa samtliga arter som ingick i den positiva kontrollen. Denna signal beror troligen
pa att det positiva kontrollprovet har kontaminerat det negativa kontrollprovet under
laboratoriearbetet, eller vid sekvenseringen av PCR-produkterna som utférts av Novogen.

| de tva proverna ”sj6” och “"damm” detekterades Golgroda, Strandpadda och vanlig padda,
men detta resultat kan inte med sakerhet skiljas fran en kontamination fran den positiva
kontrollen. Detta ar alltsa ett osdkert resultat som inte med sidkerhet indikerar forekomst av
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dessa arter pa de tva lokalerna. Mindre vattensalamander (Lissotriton vulgaris) detekterades
dock i sma mangder i bada proven och kan anses vara ett sdkert resultat.

Rapport utfardad av Rapporten granskad av
Asa Motiei och Mats Topel Mikael Olshammar

Stockholm, 2022-10-19, IVL Svenska Miljoinstitutet AB
Utdrag fran denna rapport far endast aterges om IVL Svenska Miljoinstitutet AB tydligt anges
som kalla och data inte forandras.

Referenser:

1. Valentini A, Taberlet P, Miaud C, Civade R, Herder J, Thomsen PF, et al. Next-generation
monitoring of aquatic biodiversity using environmental DNA metabarcoding. Mol Ecol.
2016;25(4):929-42.
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Analysuppdrag: 216491, 22-0225

Uppdrag: Inventering av amfibier med eDNA
Uppdragsgivare: COWI

Projektledare: Mats Topel

Ankomstdatum prov: 2022-06-17 och 2022-08-19

Analysdatum och utférare: 2022- Dec; Asa Motiei, Shazeeda Koonjan
DNA Sekvensering utford av: Novogen

Uppdragets omfattning

Analys av miljo-DNA prov fran tva lokaler for detektion av amfibier (groddjur och salamandrar) med
DNA-sekvensering och metabarkodning. Provtagning i falt har utforts av uppdragsgivaren och prover
har sedan skickats till IVL’s laboratorium i Stockholm.

Dessa prover har analyserats vid ett tidigare tillfalle dar sekvenseringsbibliotek och efterféljande
sekvensering resulterade i ett Iagt antal sekvenser (se separat rapport fran 2022-10-19). Har
rapporteras resultatet av analys av nya sekvenseringsbibliotek som tagits fram fran samma prover
som anvandes i den tidigare rapporten.

Provhantering/upparbetning:

Vattenprover filtrerades genom 22um Sterivex-filter, konserverades med 99.5% etanol, och skickades
till IVL Svenska Miljoinstitutets laboratorium i Stockholm dar de forvarades i -20 °C frys fram till DNA
extraktionen gjordes.

DNA-analys:

DNA extraherades med hjilp av DNeasy PowerWater Sterivex Kit (Qiagen, Cat. No. / ID: 14600-50-NF)
och renad med Genomic DNA Clean & Concentrator-10 (Zymo Research, USA) enligt tillverkarens
instruktioner. DNA- amplifiseringar utfordes i en slutlig volym pa 50 pl innehallande 10 ul 5 X Q5
reaktionsbuffert, 0,2 uM batra primers, 0,2 mM dNTPs, 4 uM human blocking primer och 0,02 U/ul Q5
High-Fidelity DNA Polymerase (New england biolab) One microliter of positive control or 5 microliter
of environmental DNA sample was used as template for the PCR reaction (1).PCR-produkter renades
med Agencourt AMPure XP-kulor (Beckman Coulter, Brea, CA, USA) and concentrations were
estimated using Qubit Flex Fluorometer (ThermoFisher, USA). To verify amplicon size, 5 ml of the PCR
mixtures were run on a 2% agarose gel containing Invitrogen™ SYBR™ Safe DNA Gel Stain. The thermal
program was the following: denaturation at 98°C for 30 s, 35 cycles of 98°C for 30 s, 57°C for 30s, 72°
C for 1 min and final elongation at 72° C for 7 min.
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Tabell 1. Prover som analyserats i projektet samt koncentrationer som uppmatts efter DNA-
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extraktion samt PCR-reaktion.

Provnamn kund | Provnamn IVL WL LIMS DNA/ PCR
nummer [ng/ul]

Negative Control NC 287489 1.11
Sjo prov 1 274527
Sjo prov 2 274529

111
Sjo Sj6 1 287481
Sjo 2 287482
Sjo 3 287483
Sjo 4 287484
Dammprov 1 274526

Damm 8.49
Dammprov 2 274528

Gronflackig

padda 276658 11.7
Mock Community | Gglgroda 276659
Vanlig padda 276661
Strandpadda 276660

Tabell 2. Primersekvenser som anvants for PCR-reaktionerna.

2(4)

Name Sequence (5'-3')

Batra-F-s ACACCGCCCGTCACCCT

Batra-R-s GTAYACTTACCATGTTACGACTT

Human blocking primer TCACCCTCCTCAAGTATACTTCAAAGGCA-SPC3I

bp

5000
3000
2000

1000
730
500
50
100

bp
1500
1000
500

100
100

Figur 1. Resultatet av gelelektroforesanalys utford av Novogen. Standardprov (S), Trans 2k plus DNA-

stege (M-1), “Sjo” (1), “Damm” (2), Positiv kontroll (3), Negativ kontroll (4), DNA-stege (M-2).
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Biblioteksforberedelser och sekvensering:
Proverna har sekvenserats av Novogen med platformen Illumina NovaSeq 6000, PE-150 (se separat
rapport fran Novogen for mer detaljer).

Bioinformatisk analys
Sekvensdata analyserades med nf-core/ampliseq v2.4.0 (https://nf-co.re/ampliseq) och en

referenssekvensdatabas innehallande samtliga 13 svenska amfibiearter
(Swedish_amfibians_reference_v0.2.fst) med féljande installningar:

nextflow run nf-core/ampliseq \
-resume \
-r2.4.0\
-profile singularity \
--input "./samplesheet.tsv" \
--FW_primer ACACCGCCCGTCACCCT \
--RV_primer GTAYACTTACCATGTTACGACTT \
--double_primer \
--dada_ref_tax_custom Swedish_amphibians_reference_v0.2.fst\
--dada_ref_tax_custom_sp SP_Swedish_ampbhibians_reference_v0.2.fst \
--dada_assign_taxlevels "Domain,Phylum,Class,Order,Family,Genus,Species" \
--outdir "./results" \
--max_memory "12 GB" \
--max_cpus 8

Resultat och slutsatser

Vid analysen detekterades samtliga fyra arter i den positiva kontrollen (Gronflackig padda [Bufotes
viridis], Golgroda [Pelophylax lessonae], Strandpadda [Epidalea calamita] och vanlig padda [Bufo
bufol).

| den negativa kontrollen detekterades Gronflackig padda, Golgroda, Strandpadda och vanlig padda,
alltsa samtliga arter som ingick i den positiva kontrollen. Denna signal beror troligen pa att det
positiva kontrollprovet har kontaminerat det negativa kontrollprovet under laboratoriearbetet, eller
vid sekvenseringen av PCR-produkterna som utforts av Novogen.

| provet “Sj6” detekterades samtliga fyra arter som ingick i den positiva kontrollen, vilket tyder pa att
problemet med kontamination som rapporterats tidigare kvarstar. | provet detekterades dven héga
maéangder av Mindre vattensalamander (Lissotriton vulgaris) samt mattliga mangder av Storre
vattensalamander (Triturus cristatus).
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| provet “Damm” detekterades Gronflackig padda som ingar i den positiva kontrollen, vilket gor att
detta resultat inte kan skiljas fran en kontamination. | provet detekterades dven mattliga mangder av
Storre vattensalamander (Triturus cristatus). | den tidigare analysen identifierades dven Mindre
vattensalamander (Lissotriton vulgaris) i detta prov. Det sammantagna resultatet blir darfor att vi kan
detektera bada dessa salamandrar i denna lokal.

Rapport utfardad av Rapporten granskad av
Mats Topel Mikael Dahl

Stockholm, 2023-01-20, IVL Svenska Miljoinstitutet AB
Utdrag fran denna rapport far endast aterges om IVL Svenska Miljdinstitutet AB tydligt anges som
kdlla och data inte forandras.
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