MILJO-DNA

KAN REVOLUTIONERE
NATUROVERVAGNINGEN

Gennem de seneste to artier har forskere revolutioneret mulighederne
for naturovervagningen gennem analyser af miljg-DNA. Danske forskere har
veeret pionerer pa de metoder, der benyttes til at analysere DNA i naturen.
0g de metoder tillader dem bade at overvage nutidens natur samt studere verden,
som den sa ud engang for mange tusinder af ar siden.

llerede i 1980’erne

opdagede forskere, at

analyser af DNA i en

miljgprave kunne afslgre
mange flere mikroorganismer end
den traditionelle metode, hvor man
farst skulle kultivere bakterier pa
agarplader for at finde ud af, hvad
der var i prgven. DNA-analyserne
viste ogsa mange typer af bakterier,
som man ikke havde set for.

Disse forste analyser af DNA i
jordpragver var startskuddet til det,
der i dag kendes som analyser

af miljg-DNA (ogsa kaldet eDNA

= environmental DNA). Det er

et forskningsfelt, man ikke kan
omtale uden samtidig at neevne
Danmark, idet danske forskere har
veeret pionerer indenfor omradet
og udviklet mange af de metoder,
der i dag benyttes til blandt andet
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at overvage fiskebestande i alver-
dens have og undersgge, hvad der
levede pa Jorden for tusinder af ar
siden.

En af de forskere, som har veeret
med et godt stykke af vejen, er
lektor Philip Francis Thomsen fra
Institut for Biologi ved Aarhus Uni-
versitet, og han forteeller, hvordan
det hele startede.



Figur efter Kathleen P. Nolan et al. 2024.
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Mulighed 1: Vi kan pavise enkelte arter (QPCR)

»Efter de fgrste fund af DNA i
miljgprever gik der nogle ar, hvor
der ikke skete sa meget udvikling
indenfor feltet, men i 2003 begynd-
te det virkelig at tage fart, da Eske
Willerslev fra Center for Geogenetik
ved Kgbenhavns Universitet gik ind
i feltet og begyndte at undersgge,
hvad det rent faktisk var muligt

at sige ud fra prgver af is og per-
mafrost,« forklarer Philip Francis
Thomsen.

Philip Francis Thomsen var selv
ph.d.-studerende under Eske
Willerslev og har som sadan veeret
med naesten helt fra begyndelsen.

Kortlagde faunaen i Sibirien
for titusinder af ar siden

Det var tilbage i 2003, at Eske
Willerslev med sin forskningsgrup-
pe fik verdens gjne op for, hvad det
er muligt at udtale sig om med en
lille Klump jord eller en vandprave.
Forskerne lavede dengang et bane-
brydende forsgg, der blev omtalt i
hele verden og viste, at det ud fra
en lille sedimentproave fra den sibiri-

Alle dyr

Forskellige teknikker til at analysere miljg-DNA

Analyser af miljig-DNA kan udferes pa forskellige mader afheengigt af formalet
med analysen. Den grundleeggende forskel ligger i, om man gnsker at iden-
tificere specifikke arter eller opna en bred indsigt i alt DNA i en given prave.

Skal man lede efter specifikke arter, benytter forskere malrettede meto-
der sdsom PCR (Polymerase Chain Reaction). Ved PCR mangfoldiggares
DNA-sekvenser, der er unikke for den gnskede art, og det sker ved hjeelp
af specifikke “primere”, der binder til DNA'et. Denne metode er seerdeles
felsom og gar det muligt at identificere selv sma maengder DNA fra den
art, som man undersgger en prgve for tilstedeveerelsen i. Metoden er iszer
nyttigt, hvis man har en idé om, hvilke arter man leder efter, eller nar pro-
ven indeholder mange forskellige DNA-fragmenter, som kan skabe “stgj”.
En variant af denne metode er qPCR, som bade kan kvantificere DNA'et og
verificere dets tilstedeveerelse.

Ved brede analyser af DNA i en prgve anvender forskere i stedet metabar-
kodning eller shotgun-sekventering. Metabarkodning bruger universelle
primere til at mangfoldiggare DNA fra en lang reekke organismer i prgven.
Herefter bestemmer forskerne reekkefglgen (sekvensen) af DNA-byggesten
i de mangfoldiggjorte DNA-fragmenter og bestemmer deres oprindelse ved
at matche dem mod enorme databaser med DNA-sekvenser fra alle teenke-
lige organismer, der nogensinde er blevet bestemt. Shotgun-sekventering
gar skridtet videre og sekventerer alt DNA i prgven uden en forudgaende
proces, hvor DNA’et mangfoldiggares. Denne metode giver en bred og
detaljeret indsigt i den samlede biodiversitet, men kraever store meengder
data og ressourcer at analysere. Valget af metode afhaenger saledes af ma-
let med analysen, prgvens kvalitet og de tekniske ressourcer til radighed.
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Mulighed 2: Vi kan detektere hele biologiske samfund (metabarcoding)
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Mens man til undersggelser af miljg-DNA i en sg kan klare sig med pravestgrrel-
ser svarende til et snapseglas, skal der stgrre meengder til - svarende til et glglas
- i saltvand for at fa DNA nok. Figuren viser, hvordan Philip Francis Thomsen og
kolleger ved at tage prover tre forskellige steder omkring Helsinggr havn kunne
finde DNA fra mange af de almindelige fisk, man umiddelbart ville forvente at
finde. En overraskelse var tilstedeveerelsen af DNA fra sardin - men det var blot
et forvarsel om, at denne fisk faktisk allerede var ved at etablere sig i Danmark.

25

Figuren viser, hvor
mange arter af fisk, _
forskellige indsamlings-
metoder kunne pavise i
Helsinger. Det fremgar, 15 _| JL‘ —
at miljg-DNA er den
metode, der opdager
flest arter. De to sgjler
med miljg-DNA er den 10
samme prgve analyseret
med fem ars mellemrum -
og viser, at metoden i
mellemtiden var blevet
kraftigt forbedret (ikke
at der var kommet flere
arter til!). 0

Figur efter Valentini et al. (2016).
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ske permafrost var muligt at genfinde
DNA fra mange af de dyr, som levede
i Sibirien for titusinder af ar siden.
DNA i naturen stammer fra hud, har
eller andre celler, som dyr hele tiden
afgiver til omgivelserne. Det gar vi
mennesker for den sags skyld ogsa.
DNA'et vedbliver dog ikke med at
veere i naturen, men nedbrydes over
tid, og den proces er meget afhaengig
af temperatur. Netop i permafrosten
blev DNA'et bevaret i tusinder af ar,
og forskerne kunne derfor finde DNA
fra mammutter, bisoner, lemminger,
planter og meget mere. Det var med
andre ord muligt at genskabe et bil-
lede af floraen og faunaen, som det
alt sammen sa ud i en meget fjern
fortid. Miljg-DNA gav pa den made en
indsigt, som det ville have taget for-
skere artier at komme frem til, hvis
de skulle have analyseret knogle-
stumper og frosne frg og ngdder.

»Det var chokerende, s& meget man
kunne se ud fra analyser af jordprg-
ver. Det var virkelig der, at der blev
skabt en helt ny eera indenfor miljg-
biologi, hvor mange fik gjnene op for,
hvad det egentlig er muligt at gare
med denne type analyser af alt DNA
i en prgve,« forklarer Philip Francis
Thomsen.

Nye metoder revolutionerede
naturovervagning

Der gik ikke mange ar fra det danske
gennembrud, fgr forskere over hele
verden begyndte at tage teknologj-
en til sig og lave deres egne forsgg.
Blandt andet benyttede franske
forskere miljg-DNA til at lede efter in-
vasive amerikanske oksefrger i fran-
ske sger. De franske forskere viste
med deres studie, at miljg-DNA ikke
bare er relevant i undersggelser af
fortidens DNA, men at det ogsa kan
veere meget relevant i undersggelser
af nutidens gkologi. Med det franske
studie kunne forskerne pege pa,
hvilke franske sger der viste tilstede-
veerelse af de invasive oksefrger, og
hvilke der indtil da var gaet fri.

Philip Francis Thomsen blev ansat
som ph.d.-studerende ved Center for
Geogenetik under Eske Willerslev kort
efter, at det franske resultat var publi-
ceret, og i sin ph.d.-afhandling bragte



Philip og hans kollegaer de teknikker, som forskerne
benyttede i deres analyser, skridtet videre.

Indtil da havde forskere undersggt miljgpraver for
specifikt DNA i prgverne. Det vil sige, at de i deres
undersggelser maske ville kigge efter oksefrger

og sa lede specifikt efter oksefrg-DNA i praverne. |
Philip Francis Thomsens ph.d.-afhandling forsggte
forskerne dog noget helt nyt, og det var at tjekke for
alle arter samtidig. Det lader sig ggre med teknikker
som metabarkodning og shotgun-sekventering (se
faktaboks). Det vigtigste er at forsta, at det med de
nye teknikker ikke er ngdvendigt at vide, hvad man
leder efter i praverne. Man kan bare lede.

| sine forsgg viste Philip Francis Thomsen blandt
andet, at det er muligt at kortleegge alle padder og
fisk i en hel sg blot ved at analysere nogle vandprg-
ver fra sgen. Sa kunne forskerne sige, om der var
gedder, aborrer eller forskellige arter af fraer i sgen.
Forskerne gjorde det samme med vandprgver fra ha-
vet omkring Helsinggr, hvor de kunne identificere til-
stedeveerelsen af blandt andet sild, torsk, redspeette
og skrubbe. | et andet studie fra Danmark viste
forskerne, at de ogsa kunne finde DNA fra marsvin

i prgverne, og at der derfor havde veeret marsvin

i havomradet pa et tidspunkt forinden. Forskerne
lavede ogsa et lignende forsgg i dybhavet ud for
Grgnland og kunne vise, at det DNA, som forskerne
identificerede i vandprgverne fra dybt nede i havet,
matchede det, som fiskerne hev op med deres trawl.

»Det var her, at det virkelig blev klart, hvordan man
kunne bruge analyser af miljg-DNA i miljgovervag-
ning. Da jeg startede pa min ph.d., var vi nok omkring
fem forskningsgrupper i verden, der arbejdede med
miljg-DNA, og i dag er der mange hundrede grupper.
Det vidner noget om, hvor store perspektiver folk ser i
teknologien,« siger Philip Francis Thomsen.

Maengden af DNA matcher antallet af dyr
Det naeste store fremskridt indenfor forskningen
var pavisningen af, at det ikke kun er muligt at iden-
tificere arter ud fra miljg-DNA, men at det ogsa er
muligt at kvantificere dem. Philip Francis Thomsens
forskning viste blandt andet, at der er en sammen-
haeng mellem maengden af DNA fra det enkelte dyr
i en preve og sa det faktiske antal dyr i miljget. Det
viste forskerne blandt andet ved at analysere vand-
prover fra sger med forskellige teetheder af padder
og supplere disse prgver med kontrollerede akvarie-
forsgg med haletudser. Denne forskning viste ogsa,
i hvor lang tid DNA egentlig forbliver i vandmiljget.
Resultaterne viste, at DNA-signalet typisk forsvinder
efter én til to uger efter, at dyrene er borte.

»Det viste, at hvis vi ser et signal fra et dyr i en
vandprave, har dyret veeret der indenfor relativ kort
tid. Det var vigtigt at fa slaet fast, da mange troede,
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Figur efter: Thomsen et al. (2012).
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Kontrollerede forsgg med padder (her er vist resultater for paddearten
lggfre) viser, at der er en sammenhaeng mellem maengden af DNA,
man maler i en vandprgve, og hvor mange individer, der faktisk findes i
det lokale vandhul, hvor prgven er taget.
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Her ses, at DNA forsvinder fra et akvarium med et kendt antal individer
efter cirka to uger efter at dyrene er fjernet. S& nar man maler DNA i
miljget, er det altsa fra organismer, der har veeret i omradet indenfor
de seneste cirka 14 dage (der er vist forsgg med henholdsvis 1, 2 og 4
individer i vandet).
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Figuren viser fordelingen af genetiske varianter (haplotyper) af hvalhajer
i tre forskellige typer af prgver, nemlig miljg-DNA fra havvandet ud for Qa-
tar, veesvsprgver fra hvalhajer i samme omrade samt data fra en global
referencedatabase med DNA fra hvalhajer fra hele verden. Det fremgar,
at fordelingen er meget ens. Figur efter Sigsgaard et al. 2016.
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at det DNA, som vi fandt, bare var
blevet ophobet over tid og dermed
ikke kunne sige noget om, hvad
der lever i miljget lige nu og her. Vi
viste ogsa, at vi ud fra maengden af
DNA kan sige noget om antallet af
dyr. Begge dele er meget relevante
at vide ved naturovervagning, hvor
man jo netop gerne vil kortleegge,
om der er givne dyr i et omrade, og
eventuelt hvor mange der er,« siger
Philip Francis Thomsen.

Hvalhajer i Qatar

Efter han var feerdig med sin ph.d.
og var blevet ansat som postdoc,
tog Philip Francis Thomsens forsk-
ning ham til Qatar, hvor han med
sine kollegaer og samarbejdspart-
nere satte sig for at undersgge til-
stedeveerelsen af hvalhajer omkring
nogle boreplatforme. Der var dog
ingen tvivl om, at hvalhajerne var i
miljget. Det kunne man se med det
blotte gje; det er trods alt verdens
starste fisk. | stedet var forskerne
interesserede i, om de ud fra mil-
jo-DNA ikke bare kunne identificere
tilstedeveerelsen af hvalhajerne,
men oveni pege pa, hvilke bestande
det drejede sig om.

Hvalhajer, ligesom alle andre dyr,
har ikke bare gener, der adskiller
dem fra andre arter, men ogsa
genvariationer, der adskiller grupper
af individer fra hinanden. Indenfor

biologien hedder det haplotyper.
Forskerne havde til projektet adgang
til veevspraver fra hvalhajerne og
kunne i dem se fordelingen af haplo-
typer hos de hvalhajer, der svgm-
mede rundt omkring boreplatfor-
mene ved Qatar. Da de undersggte
miljg-DNA for de samme genetiske
markgrer, fandt de den samme for-
deling. Det viste, at forskerne med
milja-DNA ikke bare kunne vise, at
der var hvalhajer i vandet, men ogsa
hvilken genetisk sammenseetning
denne population havde.

»Vi kan endnu ikke skelne de enkel-
te individer fra hinanden, men med
undersggelser af haplotyper fra
vandprgverne er det muligt at sige
noget om den genetiske variation,
som findes i en population. Det gav
nogle helt nye muligheder indenfor
naturovervagning,« forklarer Philip
Francis Thomsen.

Kortleegning af fisk ved
Kysterne i Danmark

| Qatar lavede forskerne ogsa
analyser af miljg-DNA fra koral-

rev, sandbanker, mangrover og alt
muligt andet og viste derigennem,
at det med miljg-DNA er muligt at
overvage et helt lands artsdiver-
sitet af marine hvirveldyr som for
eksempel fisk. Disse undersggelser
blev inspirationen til den forskning,
som Philip Francis Thomsen kaste-
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Figuren viser udbredelsen af den
invasive fiskeart sortmundet kutling i
Danmark. Den nyeste viden om artens
udbredelse sammenfattes af det
sakaldte Fiskeatlas og ved analyser af
miljg-DNA. Indsamlingen af miljg-DNA-
prgverne blev foretaget som en del af et
Citizen Science-projekt (kaldet Havblitz),
hvor 360 frivillige fra Danmarks Natur-
fredningsforening over hele landet tog
prover samme dag kl. 13. P4 den méde
far man et gjebliksbillede af, hvilke
fiskearter der pa det tidspunkt befandt
sig i de kystneere omrader.

Figur efter Agersnap et al. (2022).

de sig over, da han kom tilbage til
Danmark, hvor han ogsa flyttede til
Aarhus Universitet og startede sin
egen forskningsgruppe. Den naeste
reekke af undersggelser viste, at
det ud fra over 100 vandprgver fra
kystomrader i Danmark var muligt
at kortleegge store dele af konge-
rigets fisk. Fordi forskerne havde
adgang til sa mange prgver, var det
muligt for dem at lave et digitalt
Danmarkskort, hvor man kunne se
fordelingen af alle de fisk, som lever
i havet omkring os. Her identificere-
de forskerne DNA fra 52 kystneere
fiskearter, hvilket er omkring 80 %
af alle de kystneere fisk, der no-
gensinde er observeret i kystneere
biotoper. Forskningen blev lavet i
samarbejde med 360 frivillige fra
Danmarks Naturfredningsforening.

Philip Francis Thomsen forteeller,

at med kortleegningen er miljg-DNA
blevet et uvurderligt redskab til
overvagning af havmiljget omkring
Danmark. For eksempel viste analy-
serne af miljgpraverne meget tyde-
ligt, hvor den sortmundede kutling
lever i Danmark. Den sortmundede
kutling er en invasiv art, og det er
derfor ogsa meget relevant hele
tiden at fglge dens udbredelse.
Med analyserne viste forskerne, at
pa analysetidspunktet levede fisken
kun i havet omkring Bornholm og
omkring Sjeelland, men endnu



ikke rundt om Jylland. Analyser af
miljg-DNA kan over de kommende
ar vise, om udbredelsen eendrer
sig, og om den sortmundede kutling
kommer yderligere vestpa, eller om
den holder sig til de omrader, hvor
den lever i dag.

»Rundt om i verden benytter mange
lande miljg-DNA til at overvage
forskellige relevante arter. Det kan
veere invasive arter som den sort-
mundede kutling eller amerikansk
oksefrg, eller det kan veere truede
dyrearter som for eksempel stor
vandsalamander. Det betyder ogsa,
at der er blevet etableret mange
firmaer, som har specialiseret sig i
analyser af miljg-DNA, og som de ud-
farer for myndigheder eller NGO’er,«
siger Philip Francis Thomsen.

Forskeren advarer dog, at man ikke
ber forkaste alle de mader, man
hidtil har lavet naturovervagning pa
for at erstatte dem med analyser af
miljg-DNA.

»Der kan veere problemer i forhold
til at skifte metode, fordi man
derved bryder lange tidsserier med
data op. Har man som eksempel
indsamlet insekter og talt dem i 30
ar, skal man blive ved med at ggre
det, fordi det giver nogle helt unikke
tidsserier, som man endnu ikke kan
skabe med miljg-DNA, far metoden
har veeret brugt i mange ar. Netop
tidsserier er noget af det vigtigste at
have adgang til indenfor forskning

i, hvordan det gar naturen over tid,«
siger Philip Francis Thomsen.

Analyserede DNA fra insekter
pa blomster

Netop nar det kommer til insekterne,
er de ogsa i centrum i et af de sene-
ste af Philip Francis Thomsens forsk-
ningsprojekter. | det projekt gnskede
han at komme dybere ned i en af de
store bekymringer for biodiversiteten
lige nu og her, og det er den udbred-
te insektded, som rapporteres fra
mange studier i disse ar.

| forskningsarbejdet indsamlede
han derfor blomster og analyse-
rede alt det DNA, som fandtes pa
blomsterne. Helt specifikt kiggede

v

Insekt-DNA fra blomster

Eksemplet viser resultaer fra
to prgvetagningssteder: En
lokalitet pa Vestamager og en
lokalitet ved Kristiansminde pa
Vestsjeelland.

han efter DNA fra insekter. Analy-
serne afslgrede, hvor overveeldende
naturen nogle gange kan veere, idet
forskerne samlet set identificere-

de DNA fra intet mindre end 135
insektarter fra bier og biller til fluer
og sommerfugle. Der var bade be-
stgvere, rovinsekter og dem, der blot
lever af at spise pollen. Der var ogsa
insekter, som lever af at leegge eeg i
andre insekter, for eksempel en art
af snyltehveps, som parasiterer en
art af bladlus. | nogle af prgverne
fandt forskerne endda bade DNA
fra disse parasitiske insekter og
den veert, som de leegger deres seg
i. Miljg-DNA gav pa den made en
indsigt i insekternes verden, som er
meget sveer at fa pa anden made.

»Nar vi taler om insekters tilbage-
gang, kan man tage en blomst og

N

DNA-sekvenser

Efter Thomsen & Sigsgaard 2019.

sa undersgge DNA for at se, hvilke
insekter der har veeret pa blomsten

indenfor den seneste tid. Dette er
vanskeligt at kortleegge ved at sidde
og studere en blomst. For det farste
er det ikke praktisk muligt, og for
det andet er det for mange af disse
arters vedkommende sveert at skel-
ne dem fra hinanden med det blot-
te gje. Det kan man til gengeeld let
gare ved at se pa deres DNA,« siger
Philip Francis Thomsen, der forudsi-
ger, at de neeste store skridt inden-
for brugen af miljg-DNA kommer til
at omhandle netop undersggelser
af prgver fra land fremfor vand.

»Det er et spgrgsmal om tid, for det
her ogsa bliver lige sa stort indenfor
naturovervagning, som undersggel-
ser af vandpragver er det. Det er jeg

overbevist om,« siger han. [ ]
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