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eDNA W RYBACTWIE

Molekularny monitoring wody
z wykorzystaniem eDNA

Diagnostyka chordb i zarzagdzanie hodowlg ryb
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Woda jako probka biologiczna

eDNA

DNA obecne w srodowisku, m.in. w komorkach, Sluzie,
odchodach, gametach i fragmentach tkanek.

eRNA

RNA srodowiskowe. Obejmuje takze materiat wirusow RNA
oraz wybrane transkrypty organizmow.

Pobdr bez odtowu

State punkty i powtarzane terminy pozwalajg obserwowac
Zzmiany w czasie.
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SLADY ZYCIA W WODZIE 01 / eDNA

Jak pobrac¢ eDNA ryb z wody?

Q Slad w wodzie 2 3 4
RYBA POZOSTAWIA SLAD ¢|(;7 i koméorki Materiat z DNA
przenoszony z woda
L0 00
000Q 9%
2005 D0
DO

Ryby uwalniaja DNA do srodowiska.
Sluz, komérki i odchody dostarczaja materiatu genetycznego do wodly.

SCHEMAT EDUKACYJNY « NIE W SKALI POBOR WODY — ANALIZA MOLEKULARNA



SLADY ZYCIA W WODZIE 02 / eRNA
eRNA z ikry podczas tarta

e Tarto i ikra 2 Pobor przy ikrze 3 Ochrona RNA 4 Analiza

Potencjalne
eRNA z ikry

IKRA

Pobieramy wode w miejscu taria.

Schemat koncepcyjny: udziat ikry w sygnale eRNA trzeba potwierdzic.

SCHEMAT EDUKACY]JNY « NIE W SKALI POBOR WODY - ANALIZA MOLEKULARNA



Od poboru do analizy molekularnej

PNy i I ot G
eDNA uwalniane e Pobér probki Filtracja 0 Ekstrakcja Analiza molekularna
do wody wody membranowa DNA (wybierz jedno lub oba)
Organizmy wodne uwalniaja Pobierz wode Woda przechodzi przez filtr DNA jest
eDNA do $rodowiska. z badanego miejsca. membranowy. DNA zostaje wyizolowane A. Celowany qPCR / ddPCR
zatrzymane. zfiltra.

R R T
ﬁf

PROBKA eDNA

Fluorescencja

Cykle

(V] Wykrywanie konkretnych celow

@ Wysoka czutosé i ilosciowosé

5 J
B. Metabarkoding eDNA

N

S

Schem

- Liczba
Miejsce: Gospodarstwo 3 g
Data: 2025-05-20 » I odeaytiw
~~ Sluz i Godzina: 0:30 g Wiazani
5 Pobierajacy: AB 69 G
(D tuski 6
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& Kl ( § : Ptukanie ucradil Taks:’ny
P o B, \_—/g o ) ykrywanie wielu gatunkéw
@ o ARG Przefiltrowana @ Elucja jednoczesnie
@ Fragmenty tkanek woda @ Szeroki wglad w bioréznorodnosé
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Pytanie badawcze decyduje o metodzie

Czy wystepuje konkretny gatunek lub

Detekcja celu i oszacowanie ilosci jego DNA
patogen?

gPCR / ddPCR

Detekcja wirusa RNA lub wybranego

_ . : ¢ ?
RT-gPCR Czy w probce jest okreslony RNA: transkryptu

Profil sktadu zespotu na podstawie

. : had
Metabarkoding Jakie taksony wykrywamy w prébce: sekwencij

Dobor starteréow, markerow i kontroli okresla zakres odpowiedazi.
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GENETYKA Z WODY * PROSTO WYJASNIONA

qPCR / ddPCR

Jak wykryc¢ i zmierzy¢ wybrane DNA?
o Wybor celu 2 3

MIESZANINA DNA

—

— g0 DX XAX
wybieramy cel testu

— OO0 DX K
- | OO0

O XN

VO O 00C

N b4

materiat z probki wody

Najpierw wybieramy, jakiego DNA szukamy.
Test jest nastawiony na konkretny fragment — np. DNA wybranego gatunku ryby.

ANIMACJA POGLADOWA « NIE W SKALI

03

DNA pstraga
przyktadowy cel

PRZYKLADY | WYKRESY SA SCHEMATYCZNE



GENETYKA Z WODY » PROSTO WYJASNIONA

RT-qPCR

Jak zmierzy¢ RNA za pomocg DNA?

0 RNA w prébce 2 Kopia DNA

RNA W PROBCE

= 3

RT-qPCR zaczyna sie od RNA.

Wybieramy fragment RNA, ktérego obecnosc i ilos¢ chcemy zbadac.

ANIMACJA POGLADOWA = NIE W SKALI
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RNA

wybrany fragment do pomiaru

PRZYKLADY | WYKRESY SA SCHEMATYCZNE



GENETYKA Z WODY * PROSTO WYJASNIONA 05

Metabarkoding

Jak rozpoznac wiele gatunkéw naraz?

o Mieszanina DNA 2 Kopiowanie kodow 3 Odczyt liter 4 Katalog gatunkow

jedna probka

W jednej prébce jest mieszanina DNA roznych gatunkow.
Metabarkoding pozwala szuka¢ wielu gatunkéw jednoczesnie.

ANIMACJA POGLADOWA = NIE W SKALI PRZYKLADY | WYKRESY SA SCHEMATYCZNE



Pobor i zabezpieczenie probki

Objetosc i filtr

Od kilkuset mililitrow do kilku litréw, zaleznie od matrycy i celu. Porowatosc¢ i materiat filtra
wymagajg walidacji.

Konserwacja

Szybkie zabezpieczenie filtra wedtug protokotu laboratorium. Przy eRNA szczegdlnie wazna jest
kontrola czasu.

Identyfikowalnos¢

Punkt, data, godzina, objetos¢, warunki poboru i sposob transportu muszg towarzyszy¢ kazdej
probce.
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Kontrole jakosci na kazdym etapie

Teren i filtracja Proby slepe Zanieczyszczenie przy poborze i obrébce

Ekstrakcja Kontrole ujemne i odzysku Czystosc¢ procesu i skutecznosé izolacji

Kontrola dodatnia, bez matrycy i

Reakcja PCR inhibici Dziatanie testu, kontaminacje i inhibitory

Powtarzalnos¢ oraz wyniki blisko granicy

Interpretacja Powtdrzenia i reguty detekcji , .
P J suty J wykrywalnosci

«KONFERENCIJA Fundusze Europejskie Rzeczpospolita Dofinansowane przez
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Uktad punktéw w gospodarstwie

{0 (2 ©

Gora zlewni Ujecie wody Baseny hodowlane

4 D
PATOGENY

ﬁ Wirusy

Bakterie

5

Poréwnanie ujecia, obiektu i odbiornika pomaga ocenic,
gdzie pojawia sie lub nasila sygnat.
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Patogeny: sygnat ostrzegawczy w wodzie

r © 2 &

1 2 d . Niski sygnat / Wczesny sygnat Objawy
tyg O n I tto molekularny kliniczne
Sygnat -
monitoringu w dwdch RAS Mozliwa szybka
& eDNA/eRNA interwencja Objawy i straty

z fososiem atlantyckim

&

Dla SGPV (Salmon gill poxvirus) i ISAV-
: .. . : 5

HPRO (wirus zakaznej anemii fososia) Czas
sygnat w wodzie odzwierciedlat
dynamike zakazenia. Czas wyprzedzenia wymaga walidacji

- _ dla patogenu i systemu hodowlanego.
Zaleznosc¢ byta stabsza lub nieobecna
dla innych badanych patogenow.
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WIRUSY +OSOSIA » CO WYKRYWAMY W WODZIE?

SGPV 1 ISAV-HPRO

Dwa rézne wirusy. Dwa rodzaje materiatu genetycznego.

SGPV

Wirus ospy skrzeli tososia

DNA

dwie nici

Moze uszkadzac skrzela
i wywotywac chorobe.

ISAV-HPRO

Wariant wirusa zakazZnej anemii tososia

RNA

8 segmentow

jedna nic

Zwykle przejsciowe zakazenie
bez typowej choroby ISA.

Wykrycie DNA / RNA nie dowodzi obecnosci zakaznych czastek.

UMOWNE PRZEKROJE « KSZTALTY UPROSZCZONE « NIE W SKALI



WIRUSY £OSOSIA « SLAD W WODZIE 06 / SGPV

SGPV: wirus ospy skrzeli tososia

Q Budowa wirusa 2 Skrzela ryby 3 Probka wody 4 Sygnat w czasie

Salmon gill poxvirus

Wirus DNA

Rodzina Poxviridae

DNA dwuniciowe

Materiat genetyczny ma dwie nici.

Zakaza komorki skrzeli tososia.

Moze prowadzi¢ do ich uszkodzenia.

Umowny przekrdj czastki wirusa

SGPV to wirus ospy skrzeli tososia.

Jego materiatem genetycznym jest DNA; gtéwnym miejscem zakazenia sg skrzela.

SCHEMAT EDUKACYJNY » PRZEKROJE UMOWNE « NIE W SKALI £OSOS ATLANTYCKI



WIRUSY £OSOSIA « SLAD W WODZIE 07 / ISAV-HPRO

ISAV-HPRO: co o0znacza ten wariant?

o Budowa wirusa 2 Skrzela ryby 3 Probka wody 4 Sygnat w czasie

Infectious salmon anaemia virus

Wirus RNA w ostonce

Rodzina Orthomyxoviridae

8 segmentow RNA

Kazdy segment to pojedyncza nic.

HPRO = wariant ISAV
Region HPR biatka HE jest petny,

bez charakterystycznej delecji.

Umowny przekrdj czastki wirusa

ISAV-HPRO to wariant wirusa zakazZznej anemii tososia.

HPRO opisuje ceche jego genomu — nie oznacza braku wirusa.

SCHEMAT EDUKACYJNY « PRZEKROJE UMOWNE « NIE W SKALI £OSOS ATLANTYCKI



Interpretacja wzrostu sygnatu

SR Mozliwe wyjasnienie Dalsza weryfikacja
sygnat?

Powtorny pobor i ocena sytuacji

Przed ujeciem Doptyw materiatu ze zlewni oowyzej obiektu

W sektorze Zrédto w obiekcie lub Badanie ryb i przeglad zdarzen
produkgc;ji uwalnianie przez obsade technologicznych

W wielu punktach Zmiana transportu lub Przeptyw, opady i probka po
po ulewie rozcienczenia materiatu ustabilizowaniu warunkow
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Wynik dodatni i brak detekc;ji

Wynik dodatni

W probce wykryto materiat genetyczny
celu.

Interpretacja obejmuje kontrole, zrodto
sygnatu i mozliwy transport z woda.

Zywotno$é patogenu i choroba ryb
wymagajg odrebnego potwierdzenia.
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Brak detekc;ji

Sygnat moze bycC ponizej granicy
wykrywalnosci.

Mozliwe przyczyny to mata ilos¢ DNA,
inhibicja lub niedopasowany pobor.

Seria powtorzen daje silniejsza
podstawe oceny niz pojedyncza probka.

Rzeczpospolita Dofinansowane przez

nsowane prze & %\
- Polska Unie Europejska (SRS ‘ SPR]’_V 10




Molekularna mapa rzeki

B kierunek

przeptywu

Metabarkoding opisuje zmiany sktadu ichtiofauny
miedzy odcinkami i kolejnymi terminami.

Wynik zalezy od transportu DNA, pory roku, starterow i bazy referencyjne;j.
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Przyktad: ichtiofauna estuarium Skaldy

Liczba gatunkow ryb
Ten sam okres badan

80
71 . V4
Obie metody poréwnywano
60 w jednym estuarium.
40 . .
Dodatkowa informacja
o eDNA odzwierciedlato
rowniez zmiany sezonowe i
przestrzenne.
0
Metabarkoding eDNA Potowy sieciowe
Ul %@ﬂ . 51 izoz%éhl‘iECJ% KPviveh Batunks I ’ﬁgundusze Europejskie Rzeczpospolita DoFinan§owane przez ‘ % 12
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Wczesne wykrywanie gatunkow obcych

. . L, Potwierdzenie sygnatu
NISka IICZEbnOSC Powtorny pobor, kontrole i

utrudnia klasyczne odpowiednio zwalidowany test.

wykrycie Ustalenie zasiegu

Zageszczenie stanowisk i wykorzystanie

Celowany test moze wskaza¢ odcinek metod klasycznych.

wymagajacy doktadniejszego

) Przyktad zastosowania
rozpoznania.

eDNA i hydroakustyka w monitoringu
suma w Hiszpanii.
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Ocena skutecznosci zarybien

& 2/ © @ s

Przed Zarybienie 1 miesiac 6 miesiecy Nastepny sezon
zarybieniem

Pomiar bazowy i seria po zarybieniu pokazuja
pojawienie sie, zasieg i trwatos¢ sygnatu gatunku.

Utrzymujacy sie sygnat wymaga potwierdzenia przezycia i rekrutacji.
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Kalibracja sygnatu do liczebnosci

Réwnolegty pomiar

eDNA i elektroodtow, hydroakustyka lub liczenie tarlakow na tym samym
odcinku i w zblizonym czasie.

Rdzne warunki

Powtorzenia przy roznych przeptywach, temperaturach i fazach cyklu
biologicznego.

Lokalny model

Najpierw ocena trendu i wykrywalnosci. Przeliczanie na liczebnosc¢ dopiero
po walidacji modelu.
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Pochodzenie ryb i naturalna rekrutacja

Jaka informacje daje? Czego potrzebujemy?

Standardowe eDNA Wykrycie gatunku i jego sygnatu Poréwnywalnych probek
gatunkowe W czasie srodowiskowych

PBT (Parentage-Based
Tagging) i markery
pochodzenia

Przypisanie osobnika do Genotypow referencyjnych i
rodzicow lub grupy pochodzenia zwykle probki tkanki

Dowody obecnosci nowego Odtowu mtodych i danych

krutaciji . . :
Ocena rekrutacjt pokolenia biologicznych lub genetycznych

Po(gb%d;ijigzp&g@nikéw z mieszaniny eDNA pozostaje trudnym zadaniem.
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Rozrod: co wnosi eRNA?

kI h I 1 O Krotka trwatosc¢ sygnatu
Dla innego markera, muc5ac, okres
Marker zwigzany z jgdrami pottrwania wynosit okoto 15 minut
w 25°C.

Wzrost liczby transkryptow w
wodzie wigzat sie z
zachowaniami rozrodczymi Wykrywanie aktywnosci rozrodczej
medaki. wymaga walidacji markerow dla
gatunku i warunkow terenowych.

Potencjat i ograniczenie

V%Qﬂ 51 SZKOLENIE
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Restytucja wymaga potwierdzenia rekrutacji

Etap biologiczny Sygnat molekularny

Detekcja gatunku w rejonie Obserwacja ryb i wykorzystania
potencjalnych tarlisk siedlisk

Obecnosc¢ dorostych

Przestrzenne i sezonowe piki eDNA, Gniazda, zachowania tartowe,

olss Tl docelowo eRNA dojrzate ryby

Narybek, wiek i pochodzenie

Nowe pokolenie Sygnat gatunku po inkubacji i wylegu 0sobnikéw

Pog@za§1 aceny w kolejnych latach pozwala sledzic trwatos¢ odtwarzania populaciji.
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Rzeka i jezioro: rézna strategia poboru

Rzeka

Stanowiska wzdtuz cieku, powyzej i

ponizej zrodet sygnatu. Kluczowe s3 : —
POBOR PROBEK eDNA

przeptyw i transport materiatu. Z ROZNYCH GLEBOKOSCI
| ODLEGLOSCI

+ warstwa powierzchniowa

+ strefa posrednia

Jezioro

+ przy dnie

5 5 5 + rézne odlegtosci
Stanowiska obejmujgce strefy ol
przybrzezne, otwartg wode i rozne
gtebokosci. Znaczenie ma mieszanie

wod.

W obu siedliskach prébki trzeba
szybko i wtasciwie zabezpieczyc.
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Kontekst srodowiskowy i technologiczny

Hydrologia

Przeptyw, opady, wezbrania i metnos¢ wptywajg na transport oraz rozcienczenie
materiatu.

Warunki i obsada

Temperatura, tlen, zageszczenie ryb, karmienie i tarto pomagajg wyjasni¢ zmiennosc
sygnatu.

Zabiegi w gospodarstwie

Leczenie, dezynfekcja, kapiele, sortowanie i transfery wymagajg wpisu do
dokumentacji poboru.
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Pilotaz w gospodarstwie

Zakres
5 X 6 = 30 Jeden cel lub krotki panel dobrany do

potrzeb gospodarstwa.
punktow x terminow

) Regul &€
= probek podstawowych egularnosc

Przyktadowo co 2—4 tygodnie w okresie
zwiekszonego ryzyka.

Powtodrzenia terenowe i kontrole Pierwszy sezon

zwigkszajq liczbe analiz. Poréwnanie z obserwacjami i

diagnostykga. Dopiero potem lokalne
progi dziatania.
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Koszt analizy jednej probki

Rodzaj analizy Przyktady cen zrédtowych Okoto PLN / probke

qPCR: 1 cel 55 USD lub 99 EUR 205-427 zt
qPCR: 3 cele 145 USD lub 131 EUR 539-565 zt
Metabarkoding ryb 115 USD lub 320 EUR 428-1379 zt
Panel 6 markeréow 7500 USD / 30 probek 930 zt
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Budzet przyktadowego pilotazu

30 probek podstawowych w jednym sezonie

qPCR: 1 cel 6,1-12,8 tys. zt
gPCR: 3 cele 16,2-16,9 tys. zt
Metabarkoding ryb 12,8-41,4 tys. zt

Osobno: pobdr i transport, powtorzenia terenowe, dodatkowe kontrole,
VAT raz eggfntualne opracowanie lub walidacja testu.
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Dziekuje za uwage

Fundusze Europejskie Rzeczpospolita Dofinansowane przez

dla Rybactwa - Polska Unie Europejska
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