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Sammendrag

Taugbel, A. 2024. Metodeuttesting for skdnsom DNA-innsamling fra amfibier NINA Rapport
2406. Norsk institutt for naturforskning.

Genetisk variasjon er ngkkelfaktoren til en sunn populasjon, men for a fa kunnskap om
genetisk diversitet ma det samles inn DNA-prgver av god nok kvalitet for faktisk & kunne
teste genetiske markearer. | dette prosjektet ble det samlet 171 prover fordelt pa fem ulike
pravetyper fra frosk og padde: (1) strykeprgver fra hud med bomull-svaber (hudsvaber); (2)
strykepregver av hud med fint sandpapir; (3) strykeprever av munnhule med svaber; (4)
vevsprgver fra hud mellom teer fra overkjgrte dyr og (5) filtrerte vannpraver fra akvarie-vann
der individuelle dyr hadde oppholdt seg i ca. 15 minutter. Resultatene viste at de beste
artsspesifikke DNAprgvene ble samlet inn fra svemmehud mellom teer og
munnhulesvabring.

Ved innsamling av DNA-prgver er det en fordel & kunne bruke de samme prevene til flere
tester. Siden det ogsa er pavist ulike hudsykdommer pa norske amfibier som ogsa ma
pavises genetisk, slik som f.eks. den parasittiske soppen Batrachochytrium dendrobatidis
(bd), vil synergieffekter av prgveinnsamling bade vil redusere handtering av dyrene, gi
gkonomiske fordeler, samt kreve mindre lagringsplass etter analyse. Ved analyse av funn
for sykdom pa de samme prgvene som ble testet for DNA-kvalitet (minus
munnhulesvabring), viste resultatene at filtrerte vannprever var den mest egnede metoden
for Bd-pavisning, men prgvene samlet inn fra svemmehud hadde ogsa haye
konsentrasjoner av Bd. Innsamling med hudsvaber var desidert darligst, da hele 64% av
provene gav falske negative prgveresultater. Fremtidig prgveinnsamling pa frosk og padde
ber teste for Bd-pavisning pa svemmehud, da denne pravetypen tilsynelatende vil gi god
deteksjon av Bd og samtidig gi gode DNA-resultater. En lignende samkjgring av analyser
fra én DNA-prave er trolig mindre sannsynlig for salamander, da storsalamander ikke har
svgmmehud, eller har svammehud i mye mindre omfang fordi de er vesentlig mindre enn
en frosk/ padde. Denne rapporten omfatter ikke uttesting av DNA-kvalitet for prgver samlet
inn pa salamander.

Forfatter
Annette Taugbgl, annette.taugbol@nina.no, Vormstuguvegen 40, 2624 Lillehammer
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Forord

Norge trenger mer informasjon om tilstanden til norske amfibier. Innsamling og uttesting av
DNA-prgver er en metode som kan avdekke isolasjon og mulig innavisproblemer i
populasjoner, men det er gjort lite uttesting av hvordan prevene helst bgr samles inn for a
oppna gode resultater.

Innsamling av DNA-prgver fra amfibier kan veere krevende fordi prgvetakingen kan omfattes
av «Forskrift om bruk av dyr i forsgk» og det faktum at flere av artene er sjeldne slik at
innsamling av dyr krever seerskilt tillatelse fra miljgmyndighetene. Malet med dette prosjektet
var derfor & forsgke a teste ut prgvetakningsmetoder som vil veere bedre for dyrene, men
allikevel gi DNA-pragver av god nok kvalitet. Denne rapporten oppsummerer derfor resultater
fra DNA-prgveinnsamling for fem innsamlings-protokoller; hudsvabring, munnsvabring,
hudprgver samlet inn med fint sand-papir, svemmehud og filtrering av vannprever fra
akvarier som har holdt en padde eller frosk i 10-15 minutter. Resultatene viser at
svemmehud og munnhulesvabring klart gir best deteksjon av artsspesifikt DNA, men der
vevsprgver fra svemmehud trolig ogsa er en god kandidat for samkjgring pa uttesting av
den parasittiske soppen Batrachochytrium dendrobatidis (bd).

Jeg onsker & takke Miljgdirektoratet som har finansiert prosjektet, med Ingrid Regina
Reinkind som kontaktperson. Prgvene ble sendt til Universitetet i Krakow, Polen, da enkelte
av prgvene skal videre-analyseres med RAD-tag-sekvensering og jeg e@nsker & takke
Marzena Marszaek for DNA-ekstraksjon og Ida Pernille Qystese Andersskog pa NINAGEN
som har kjart pravene pa gPCR. Tusen takk!

Lillehammer, januar 2024.

Annette Taugbgl
Prosjektleder




NINA Rapport 2406

1 Innledning
1.1 Kort bakgrunn

Genetisk variasjon er ngkkelfaktoren til en sunn populasjon. Genetisk variasjon innenfor en art
vil variere fra populasjon til populasjon og fra individ til individ (Jorde & Wooding 2004). En viss
grad av genetisk isolasjon (fa migranter) er en forutsetning for at en populasjon kan utvikle en
genetisk unik profil som skiller seg fra andre populasjoner. Genetisk variasjon mellom
populasjoner kan komme fra tilpasninger til miljget individene lever i via seleksjon pa allerede
eksisterende gen-varianter, eller mer sjelden, mutasjoner. Genetiske ulikheter mellom
populasjoner kommer ofte til utrykk via tilfeldig tap av genetisk variasjon, kalt genetisk drift, som
over tid kan gi de samme konsekvensene som ved innavl. Genetisk drift er en viktigere prosess
i sma populasjoner enn i store, da den genetiske variasjonen som oftest er lavere i sma
populasjoner (Whitlock 2000). Det virker logisk at en stor populasjon har en hay genetisk
variasjon, men dette er ikke alltid tilfelle. Det er heller ikke den totale populasjonssterrelsen som
er viktig nar det gjelder den fremtidige genetiske variasjonen til populasjonen, men den effektive
populasjonsstarrelsen (Ne) til bestanden, da dette er andelen i populasjonen som faktisk
reproduserer og fgrer genene sine videre til neste generasjon. Hvis en hgy andel av
populasjonen gar igjennom tilfeldig reproduksjon er det mindre sjanse for innavl og genetisk drift
i populasjonen, noe som gir en bedre forutsetning for at populasjonen skal overleve. Tilfeldig
reproduksjon mellom kjgnnsmodne individer, samt lik overlevelse for avkommene er en ideell
populasjon som dette finnes fa eksempler av i virkeligheten. | en bestand der de kjgnnsmodne
individene har stor ulikhet i reproduktivt utfall vil dette minske den effektive populasjonsstgrrelsen
betraktelig. Dette vil for eksempel veere vanlig for en art der en dominant hann ofte parrer seg
med flere hunner, slik at Ne i en typisk naturlig populasjon vil veere lavere enn potensialet til
populasjonen. Informasjon om genetisk variasjon innad i populasjonen kan med andre ord veere
med pd a kartlegge «genetisk tilstand/sarbarhet» i populasjonen, og videre, hvordan
metapopulasjoner eventuelt er strukturert i landskapet; om det er gode forhold for genflyt mellom
omrader, eller om det bgr gjennomfgres tiltak slik at populasjonene kan fa en sterre genetisk
«ryggsekk» for fremtidige hendelser.

Amfibier er gode modellorganismer for & studere genetisk variasjon i ville bestander som er
under press fra menneskelig aktivitet (Beebee 2005; Shaffer et al. 2015). Klimaendringer
(Bernatchez et al. 2023), tap av habitat (Brooks et al. 2002) og fragmentering av leveomrader
(Hanski 2011) er hovedarsakene til reduksjon av biologisk mangfold. Konsekvensene av
fragmentering og hvordan den genetiske variasjonen i populasjonen eventuelt pavirkes, vil i stor
grad avhenge av populasjonens stgrrelser og spredningsmuligheter. Noen arter og habitattyper
er naturlig fragmentert, andre er mer sammenhengende. Akvatiske habitater kan vaere naturlig
fragmentert i form av dammer og innsjger, men ogsa ha ulike grad av vandringsmuligheter, for
eksempel via bekker og elver. Selv om det foreligger fa langtids-serier pa populasjonsdynamikk
over tid for norske amfibier, er det en generell konsensus om at det blir feerre lokaliteter og
individer, selv om det blir flere registreringer pa Artskart (www.artskart.artsdatabanken.no) Som
et eksempel ble det registrert flere yngel-lokaliteter for storsalamander etter det bl.a. ble bevilget
penger til kartlegging av storsalamander-populasjoner i 2012 (Dervo et al. 2012), mens
rusefangst over ar fra de samme lokalitetene viser svak nedgang av antall individer per
populasjon (Dervo et al. 2017). Samlet er det beregnet at det arlige tapet av ynglelokaliteter for
storsalamander de siste 30 arene er pa litt under én prosent (Dervo et al. 2016). Gkt urbanisering
og tap av habitater gir videre en gkende isoleringstrend i hele utbredelsesomradet i Europa for
storsalamander, med rapportering om jevn populasjonsnedgang fra de fleste europeiske land
som har overvakningsdata. | Polen er det f.eks. registrert nedgang for de fleste amfibiene som
er under overvakning, der nedgangen i storsalamanderbestander er signifikant (P> 0.05), med
tap av yngelhabitat (enten som direkte inngrep eller indirekte, som f.eks. uttagrking ved reduserte
mengder grunnvann), forurensing fra jordbruk og utbygging av veier som de viktigste arsakene
til nedgangen (Pabijan & Ogielska 2019; Pabijan et al. 2023).



http://www.artskart.artsdatabanken.no/
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1.2 Hvorfor er det viktig med kartlegging av genetisk struktur?

A ivareta genetisk mangfold er nedfelt i Naturmangfoldloven, som sier at: "mélet er at artene og
deres genetiske mangfold ivaretas pa lang sikt og at artene fremkommer i levedyktige bestander
i sine naturlige utbredelsesomrader” (§ 5). Det er vanskelig a bevare genetisk mangfold uten a
vite hva slags genetisk variasjon som er tilgjengelig. Nedgang i populasjonsstarrelse korrelerer
ofte med lavere genetisk variasjon. Dette er ogsa funnet for storsalamander i Norge, der en
publisert studie fra Notodden viser klare genetiske effekter av menneskelig pavirkning, ved at
dammer i omrader med gkt menneskelig aktivitet har lavere genetisk diversitet sammenlignet
med neerliggende bestander i urgrte gammelskogsomrader (Haugen et al. 2020). Det er ellers
gjennomfart fa genetiske studier pa amfibier i Norge linket mot menneskelig utbygging. Studier
fra naturlige populasjoner viser liten/lav genflyt mellom dammer som ligger ca. 2,6 km fra hver-
andre (Paulsen 2006) og sub-grupperingen i Norge ser ut til & fordele seg over fire genetiske
clustere (Kilde 2010).

1.3 Hvorfor trenger vi DNA-prgver av hgy kvalitet?

Utvikling av skdnsom innhenting av DNA-praver er seerdeles viktig for allerede sarbare arter
(Zemanova 2020).Prgvene som samles inn ma vaere av god nok kvalitet for a faktisk kunne
brukes til genetiske analyser, der man bl.a. kan se pa genetisk diversitet (eller mangel av denne
som felge av genetisk isolering), evolusjoneert slektskap mellom dammer i samme omrade og
mellom omrader satt i kontekst av bl.a. urbanisering. Resultatene av genetiske studier pa
amfibier kan gi viktige svar pa hvordan de ulike artene bar forvaltes i navaerende og fremtidige
forvaltningsplaner; hvor det eventuelt kan veere behov for stgtteutsettinger og hvilke
(naerliggende) populasjoner som i sa fall bgr brukes til utsettingene, eller hvor dammer og
vandringskorridorer bgr etableres og/eller restaureres hvis populasjonene som bruker dammene
har sveert liten genetisk diversitet.

Det er ogsa pavist flere amfibie-sykdommer i Norge (Taugbal et al. 2021; Origgi & Taugbal
2023), som sammen med fremtidige klimaendringer kan gi @kt dedelighet og lavere
bestandsstgrrelser og utbredelse. Positive prgver fra filtrerte vannprgver paviste den
parasittiske soppen i Norge for fgrste gang i 2017 (Taugbal et al. 2017). Senere er det ogsa
oppdaget Ranid herpesvirus 3 pa buttsnutefrosk flere steder i Norge (Taugbel et al. 2023). Siden
det per i dag ikke eksisterer genetiske studier av amfibier og effekter av sykdom i Norge, gis det
her et eksempel fra Sverige. Smitteforsgk av Bd utfart pa svenske padder viste at padder i nord-
Sverige hadde starre dgdelighet (<40% overlevelse) i forhold til padde i sar-Sverige (Meurling
2019). Videre viser MHC-genotyping og RAD-tag sekvensering av svenske padde-populasjoner
at det er mindre genetisk variasjon dess lengre nord i Sverige man kommer (Thérn et al. 2021).
Det er derfor grunn til & tro at ogsa de norske populasjonene vil ha ulik grad av genetisk variasjon
og evne til & tale en Bd-infeksjon.

1.4 Alternative innsamlingsmetoder av genetikkpraver fra amfibier

Det er i hovedsak fire ulike metoder for & samle inn prevemateriale fra amfibier i naturlige popu-
lasjoner: (1) Innsamling av vev fra hale (salamander), ta-vev eller svemmehud (frosk og padde);
(2)blodpraver; (3) strykepreve fra hud og (4) strykepregve fra munnhule. Man kan benytte vevs-
prover fra dede dyr, men disse er naturlig nok ikke tilgjengelige i heyt nok antall i naturlige po-
pulasjoner, sa sant de ikke ligger i naerheten av f.eks. en trafikkert vei. Innsamling av egg eller
yngel kan veaere formalstjenlig, og fordelen med innsamling av larver/rumpetroll er at det som
regel er mange av de tidlig i klekkeperioden. Ulempen med innsamling av juvenile er at de ikke
har gjennomgatt eventuelle seleksjonstrykk som kan inntre ved ulike livshistorieendringer og
dermed gi noe hayere genetisk variasjon en i adulte arsklasser. En annen ulempe er at man
uheldigvis samler inn larver som har klekt fra samme egg-klase (frosk/padde), og dette vil i sa
fall gi utslag som sterk innavl i analysene (i enkelte tilfeller kan det ogséa veere slik at mange egg-
klaser f.eks. tgrker ut og at derfor mesteparten av yngelen kommer fra noen fa parringer).
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2 Materialer og metoder

2.1 Innsamling av praver

Det ble samlet inn fem typer praver i dette studiet; (1) strykepraver fra hud med bomull-svaber
(hudsvaber); (2) strykepregver av hud med fint sandpapir; (3) strykeprgver av munnhule med
svaber; (4) vevsprgver fra hud mellom teer fra overkjgrte dyr og (5) filtrerte vannprgver fra vann
der individuelle dyr hadde oppholdt seg i ca. 15 minutter, se tabell 1 for oversikt over antall
prover fra hver type. De fleste prgvene ble lagt i lysis-buffer, mens enkelte strykeprgver fra hud
0gsa ble testet som terket (ingen buffer).

2.2 Ekstraksjon av DNA og qPCR

Pravene ble isolert for DNA ved hjelp av saltekstraksjonsmetoden pa Universitetet i Krakow, der
ogsa total mengde DNA ble malt med Nanodrop (total mengde DNA,; inkluderer ogsa DNA fra
andre organismer). prgvene ble sa kjgrt pa arts-spesifikke primere for padde og frosk pa
NINAGEN. gPCR-resultatene sier noe om mengde DNA fra gnsket organisme ved at primerene
kun amplifiserer DNA fra arten de er designet for. Prgver som har mye DNA fra organismen det
testes for vil gi signal etter feerre qPCR-sykler, og vil derfor gi signaler ved feerre antall PCR-
sykluser enn prgver som har mindre DNA fra malorganismen, som vil kreve flere gPCR-sykluser
for signalet avleses. Enkelte preover ble ogsa kjgrt pa den parasittiske soppen Bd da et utvalg av
pravene ble samlet inn fra omrader der soppen tidligere er pavist. Hver prave ble kjart i tre g°PCR-
replikater, der det i tillegg ble testet for mengde DNA; 1 ng (padde og Bd), 2.5 ng (frosk) og 5
(bd) ng DNA.

Tabell 1. Oversikt over antall prgver tatt med ulike metoder fra frosk og padde

Art (1) Strykep. (2) Sandp. (3) Munnhule (4) Vev (5) Vannfilter
Frosk 8 7 0 6 5
Padde 20 7 8 105 5
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3 Resultater

3.1 Fiksering av strykepraver fra hud i lysis-buffer i forhold til terket

Det ble samplet inn totalt 28 praver fra hudsvabere, der 8 ble testet som tarre (1 fra frosk, 7 fra
padde). Mengde innsamlet DNA (fra «alle» kilder, for eksempel bakterier mm) varierte fra
(median) 11.2 — 204.5 ng DNA for froskeprevene (boksplott 1 og 3 i figur 1a) og 4.5 — 39.5 ng
DNA for paddepravene (boksplott 2 og 4 i figur 1a), for svaberpraver lagret henholdsvis tert og
i buffer (figur 1a). Forskjellene ble mindre ved testing pa artsspesifikke markgrer, der median-
resultatene fra frosk var 22.2 — 19.3 (boksplott 1 og 3 i figur 1b) og for padde 32.8 — 33.6
(boksplott 2 og 4 i figur 1b), for henholdsvis tarre praver og praver lagret pa buffer (lavere tall =
hgyere mengde artsspesifikt DNA i praven, figur 1b). Da det ikke var signifikante forskjeller
mellom artene for de ulike konserveringsmetodene ble dataene analysert samlet pa
«hudsvaber» for senere sammenligninger.

Species [ Padde [ Frosk

al L] a0+ b
400
30 40
=
: f
0O ..
) b=
—_——
= L] o ad | |

—_—
Figur 1 Pr@velagringstest for svéber—pmver lagret uten buffer («dry»-kun plassert i eppendorf-
rar) og prover lagret i lysis-buffer («lysis»). a) viser total mengde DNA ekstrahert fra pravene,
mens b) viser konsentrasjonen av DNA fra padde og frosk for svaber lagret tart og i buffer, der
lavere verdier tilsvarer hayere konsentrasjon.

3.2 Resultater for mengde DNA og artsspesifikt DNA fra ulike
innsamlingsmetoder

Ved sammenligning av mengde DNA ble det ekstrahert mest DNA fra munnsvaber- og
vevsprgvene (figur 2a), og metoden som gav de hgyeste konsentrasjonene fra mal-organismen
var ogsa fra munnsvaber og vevsprgver fra svgmmehud (figur 2b). Selv om resultatene fra
vevsprgvene gav de hgyeste gjennomsnittlige konsentrasjonene, var det ogsa mye variasjon i
resultatene (median 15.4, laveste syklus ved signal: 14.5, hgyeste syklus ved signal: 45.8).
Resultatene fra munnsvaber-prgvene hadde lavere varians (median 16.5, lavest syklus med
signal: 15.4, hgyest syklus med signal: 18.2, men med resultater fra bare 8 prgver kan det ikke
utelukkes at dette delvis er tilfeldig (tabell 1).

3.3 Individuelle smitte-resultater og resultater for pavisning av Bd
ved ulike innsamlingsmetoder

Prevene ble ogsa testet for Bd (figur 3). Etter at dyrene som kun fikk pavist Bd ble analysert, og
da kun for de positive preove-resultatene, hadde prgvene samlet inn fra vannfilter (filtrert
vannprgve fra vann der padden har oppholdt seg i 10-15 minutter) i snitt hadde lavere antall
gPCR-runder (gjennomsnitt 32.9 sykluser) mot hudsvaber, som med gjennomsnittlige 39.4
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sykluser ogsa kom opp sist av de ulike metodene (figur 3). Innputt av 5 ng DNA i analysene gav
ogsa lavere antall sykluser for Bd-deteksjon enn 1 ng innputt (figur 3).

Art [0 Padde [ Frosk

®1a) b)*

ng DNA
Cog-verdier

| -8

gé - e e %d:

£ | ER— Era— D . _ T . T T
Huasvaber Sandp Munnevaber Vew Wannfilter Hudsavaber Sandp Munnsvaber Wew Wannfiter

Figur 2 Resultater. a) total mengde DNA ekstrahert fra pravene med de ulike innsamlingsmeto-
dene, b) qPCR for padde- og froskepravene etter testing pa artsspesifikke markgrer, der lavere
verdier tilsvarer hgyere konsentrasjon. Alle pravene fra padde er testet pa 1 ng DNA, mens
pravene for frosk er testet pa 2.5 ng DNA.
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Figur 3 Resultater Bd-pavisning for seks padder. Figuren viser resultatene av Bd-positive praver
fra vannbadfilter, sandpapir, svemmehud og hudsvaber av padde oppdelt i praver kjgrt med 1
ng DNA (lys gra) og 5 ng DNA (mark gra) DNA i gPCR- repetisjonene. Lavere Cq-verdier (y-
aksen) tilsvarer hgyere konsentrasjon. Dette plottet er kun for praver positive for Bd, se ogséa
plott 4 for muligheten for falske negativer.

3.4 Meget hoye falske negativer pa Bd-testing for praver samlet inn
med hudsvaber

Av individene som testet positivt pa Bd ble det pavist en hgy andel falske negativer fra hud-
svaber-prgvene (figur 4). S mange som 60 av totalt 94 kjerte gPCRer pa hudsvaber slo ut
negativt (64% falske negativer), da to eller flere andre prgvetyper tilsa Bd-positivt dyr.
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4 Diskusjon

Det eksisterer per i dag fa genetiske studier pa amfibier i Norge. Det er ingen genetiske studier
av frosk; ett genetisk studie av padde (Roth & Jehle 2016); tre av storsalamander (Kilde 2010;
Linlokken et al. 2019; Haugen et al. 2020); og ingen av smasalamander. Vi vet noe mer om
bestandsutvikling, men da ogsa kun for storsalamander innenfor et begrenset geografisk om-
rade, der trendene stort sett er nedadgaende. Samtlige amfibiepopulasjoer i Norge er trolig sar-
bare, bade ved at Norge er ytterpunktet av utbredelsen for de norske artene i europeisk sam-
menheng, samt ved et gkende tap av egnede habitater (Dervo et al. 2016). Fragmentering av
leveomrader og populasjoner er en hovedarsak til tap av biologisk mangfold og genetisk varia-
sjon. Konsekvensene av slik fragmentering vil i stor grad avhenge av populasjonens stgrrelse
og spredningsmuligheter, da dette legger rammene for ulike typer av metapopulasjonsdynamikk.
For & kunne ivareta arter, og arters genetiske mangfold, ma vi ha datagrunnlag for analyser, der
en av innsamlingsmulighetene er DNA-prgver. Videre vil ikke alle DNA-prgver vaere konsentrerte
nok til & kunne brukes inn i moderne genetiske analyser; da det er ngdvending med minimum
20 ul templat som har over 50 ng/ul (for RAD-sekvensering bgr kvaliteten helst vaere ca. 100

ng/ul).
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Figur 4 Frekvenshistogram av qPCR-sykluser (x-aksen) for pravetyper samlet inn som (a) filt-
rerte vannbadpraver (ingen falske negativer), (b) strykepraver med mykt sandpapir (4 falske
negativer; lilla farge), (c) svemmehud (2 falske negativer, lilla farge) og (d) hudsvaber-prgver (60
falske negativer etter re-analyse av flere prover, lilla farge).

4.1 Vev- og munnhulepragver med hgyest artskonsentrasjon av DNA
Resultater fra dette studiet viser av sma vevsprgver fra svgmmehud, samt svaberprgver av
munnhule (kun testet for padde), gir de beste DNA-pravene med henholdsvis 266 og 240 ng
DNA (median; figur 2a), og som ogsé inneholdt mest arts-spesifikt DNA (figur 2b). Vevsprgver
er en forholdsvis vanlig innsamlingsmetode for salamander der det klippes en liten bit av hale-
spissen eller parrings-kammen til hannene. Innsamling av sma haletipper kan ogsa brukes til
fangst/gjenfangst innen samme ar (det er vist at halen gror ut igjen etter ca. 8 maneder (Arntzen
et al. 1999)). Adulte frosk og padde har ikke hale. Ved behov for innsamling av vevspraver har
det derfor tidligere veert vanlig med ta-klipp for vevsinnsamling (og for fangst-gjenfangst prose-
dyrer). Ta-klipp representerer et stagrre inngrep enn innsamling av halevev (Perry et al. 2011),
men det er vist at inngrepet gir hay overlevelse (Grafe et al. 2011), og fa individer far betente sar
etter klipp (Ginnan et al. 2014). | dette studiet testet vi en mindre innovativ innsamlingsmetode
for frosk og padde ved innsamling av en liten flik av svgmmehuden mellom to teer. Det ble ikke
testet for forskjeller mellom mengde vev i teer og svemmehud da det uansett ikke blir aktuelt &
samle inn ta-prgver i Norge.
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Bruk av svaber i munnhulen gav gode resultater, men er bedre egnet for starre arter, som f.eks.
padde og frosk og til dels storsalamander. Svabring av munnhulen for artsspesifikke DNA-praver
vil videre ha en fordel mot hudsvaber da munnhulen har mindre sannsynlighet for a inneholde
DNA fra andre artsfrender. For & kunne ta strykeprgver i munnhulen kreves det at dyret holdes
fast og at munnen tvinges opp. Det er slik sett en mer tidkrevende innsamlingsmetode enn klipp
av vev fra hale eller svgmmehud, men innsamlingen gar raskere med trening. En av ulempene
med munnsvaber er at praven ikke kan brukes til uttesting av sykdom, slik utvending prgvetaking
kan brukes til, for a redusere kostnader ved uttesting.

Strykprever fra hud kan tas pa ulike mater, med ulike mater & «skrape» av hudceller pa. | dette
studiet ble vanlig g-tips (hudsvaber) testet opp mot fint sandpapir som ble strgket over fgttene til
frosk og padde. Resultatene viste at svabring med bomull gav hgyere konsentrasjoner av DNA
i prevene, men det var allikevel noe mer DNA fra mal-organismen med fint sandpapir (figur 2a
og 2b). Salamandere fanges i feller, og kommer slik i kontakt med hverandre. Pa den méaten kan
hudceller overfares mellom individer og fere til at individbaserte genetiske analyser ikke vil fung-
ere, noe som ogsa er vist genetisk (Mlller et al. 2013). Ved slike resultater vil de innsamlede
pr@vene vaere neer ubrukelige da man ikke vil kunne fa den individuelle genotype-profilen som
statistikken krever. Prgvene kan derimot ogsa brukes for & detektere bakterier og sopp pa indi-
viduelle dyr. Prgvene ble ikke testet for individuelle populasjonsgenetiske markarer i dette stu-
diet.

Blodpraver er en innsamlingsmetode av DNA som kanskje er mindre inngripende enn & klippe
en ta, men gir lave DNA-konsentrasjoner siden de rgde blodcellene ikke har cellekjerne. For
innsamling av blodprgver kreves ogsa mer utstyr i felt, og risikoen for prgvene gker ved okt
utstyrsbehov (gitt at hver enkelt komponent har en viss risiko for & bli gdelagt o.l.). Studier har
ogsa vist at DNA konsentrasjonen ofte blir for lav for gode DNA-prgver, da mengde ekstrahert
DNA typisk varierer fra ca. 0,5-9,4 ng/yl nar det beste ekstraksjonskittet ble brukt (Mendoza et
al. 2012). Konsentrasjonen av DNA fra blodpraver ble ikke testet i dette studiet.

4.2 Innsamling av prover for deteksjon av sykdom

Resultatene viste at filtrering av vannpragver som hadde holdt en padde i ca 10-15 minutter gav
hgyere konsentrasjoner av Bd enn hudsvaber og sandpapir-prever av hud (figur 3a). Prgvene
samlet inn med hudsvaber hadde ogsa mange falske negative resultater, sa ved innsamling i felt
anbefales styrkeprgver med mykt sandpapir om filtrering av vannbad ikke er mulig. Uttesting av
ulik inputmengde av DNA viste ogsa at 5 ng DNA igjen gav signal far prgver med 1 ng DNA
(figur 3b).

4.3 Videre anbefalinger

Resultater fra dette studiet viser at munnsvaberpraver gir gode resultater for DNA-kvalitet, men
disse pravene kan ikke brukes i til sykdomsuttesting. Synergieffekter av innsamlede prgver kan
redusere analysekostnadene og lagringskapasiteten av prgver pa labben. For salamander vil
det trolig uansett vaere vanskelig & samle inn en prgve som kan testes ut ved bade individuelle
genetiske analyser og sykdomstesting. Pr@ver fra salamander ble ikke testet i dette studiet, men
tidligere uttesting av hudsvaber pa storsalamander gav i gjennomsnitt 7.1 ng DNA (Taugbal,
upubliserte resultater). Disse pr@gvene ble ikke testet ut pa artsspesifikke primere, men den lave
mengden av totalt DNA tilsier at en liten bit halevev ma samles inn for genetiske analyser av
salamander.

For frosk og padde vil innsamling av svemmehudsvev kunne svare ut testing av bade Bd-smitte
og individuelle genetiske tester, da fattene er et av omréddene som har hgy infeksjon av Bd. En
annen mulighet vil veere & ta munnsvaber far svaberen strykes over fagttene, men resultater av
denne innsamlingsmetoden ma i sa fall testes ut farst, da ulike inhibitorer i hud eventuelt ogsa
kan redusere mengde innsamlet DNA. For videre sammenligninger bgr prgvene ogsa testes ut
pa individuelle markgrer, som f.eks. microsatellitter, slik at kvaliteten pa prgvene kan vurderes
ut ifra eventuelle forurensinger fra andre individer.
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