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Johdanto

Vantaanjoki Natura 2000 -alueeseen kuuluu Vantaanjoen pdduoman 59 kilometrin pituinen osa. Joessa on yli
neljakymmenta koskea ja siihen laskee useita sivujokia, jotka eivat kuitenkaan sisally Natura 2000-alueeseen.
(Ymparistdhallinto 2021). Keskeisend perusteena Natura-alueen perustamiselle oli vuollejokisimpukka (Unio
crassus), jota esiintyy Vantaanjoen pdduoman (Valovirta 2008) lisdksi sivujoista ainakin Tuusulanjoessa
(Kivimaki ym. 2021), Keravanjoessa ja Luhtaanmden-Lepsamanjoessa (Syvaranta & Leinikki 2018).

Vuollejokisimpukka kuuluu EU:n luontodirektiivin liitteiden Il ja IV lajeihin (92/43/ETY). Luontodirektiivin
liitteen 1l lajit ovat “yhteison tiarkeana pitamia lajeja, joiden suojelemiseksi on osoitettava erityisen
suojelutoimen alueita” (Natura 2000). Liitteen IV lajit ovat “yhteison tarkedna pitamia lajeja, jotka
edellyttavat tiukkaa suojelua, ja joiden lisadntymis- ja levahdyspaikkojen héiritseminen ja heikentaminen
on kielletty”. Kansallisella tasolla vuollejokisimpukka on rauhoitettu ja on luokiteltu uhanalaisuutensa
puolesta vaarantuneeksi (VU) lajiksi (LsL 1996/1096).

Vuollejokisimpukka esiintyy Suomen etela- ja lounaisosissa. Suurimmat kannat ovat Vantaanjoessa (Valovirta
2008) ja Kokemaenjoessa (Leinikki & Leppdnen 2014, Leinikki 2017, Leppanen ym. 2020). Laji vaatii virtaavaa
vettd ja kaivautumiseen soveltuvaa pohjaa (Uudenmaan ELY-keskus, 2010). Lisddntymisen kannalta tarkeaa
on myos joen kalasto, silla vuollejokisimpukka tarvitsee toukkavaiheessa vali-isannakseen tiettyjen kalalajien
poikasia. Soveltuvia ovat ainakin sarkikalat ja kivisimppu seka ahven. Lohikalat eivat sovellu vali-isanniksi
vuollejokisimpukoille. Myds veden laatu on tarkea tekija simpukoiden menestymisessd. Hapen puute
vaikeuttaa pohjaan kaivautuneiden pikkusimpukoiden elamaa ja liiallisen nitraattipitoisuuden (yli 10 mg/l)
tiedetdan rajoittavan vuollejokisimpukan hedelmallisyyttd (Nordsieck, 2000). Douda (2009) havaitsi, etta
verrattaessa useita jokiosuuksia, vuollejokisimpukoiden esiintyminen vaheni nitraattipitoisuuksien
kasvaessa. Saman tutkimuksen laboratoriokokeissa ei kuitenkaan voitu havaita nitraatin aiheuttavan
akuutteja myrkytysoireita simpukoilla.

My6s myrkylliset aineet voivat uhata vuollejokisimpukoita. Harjavallassa padsi vuonna 2014
Kokeméaenjokeen suuret maarat nikkelisulfaattia (NiSO4), mikd tappoi valittomasti arviolta 1 000 000
vuollejokisimpukkayksila (Leppanen ym. 2020).

Vantaanjoen Natura-alueen vuollejokisimpukkainventoinnissa (Valovirta 2008) virtaussuuntaan nahden ylin
esiintyma oli Nukarinkosken alapuolella, missa lajin osuus oli 1/3 kaikista simpukoista. Seuraavilla linjoilla
ylavirtaan pain Rantakulman Jokiniemessa ei lajia enda havaittu.

Ympadristo-DNA, josta kaytetddn yleisesti lyhennettd eDNA (englanniksi environmental DNA), on
molekyylibiologinen menetelma elididen tutkimiseksi. Se perustuu tietoon siitd, ettd kaikista elidista
vapautuu ymparistoon perimdtietoa sisaltavida soluja. Menetelmalld analysoitavaksi sopivaa DNA:ta on
esimerkiksi eldinten jaljissa, ihossa, karvoissa, limassa ja muissa eritteissd tai kasvien kappaleissa ja
siitepOlyssa (Taberlet et al. 2012, Pedersen et al. 2015, Bruce et al. 2021). Eristamalld, monistamalla ja
analysoimalla ndiden materiaalien sisaltdmaa DNA:ta voidaan muun muassa selvittdd ympariston lajistoa,
lajien suhteellisia osuuksia seka niiden ominaisuuksia. Kaytettdessa eDNA-menetelmaa tutkittaviin yksildihin
ei tarvitse kajota, aineisto saadaan vesindytteista. Naytteen tilavuus on tavallisesti 100 millilitrasta joihinkin
litroihin. Virtaavasta vedestd otetusta nadytteestd voidaan tutkia, mitad eliditd esiintyy ylavirtaan pain
naytteenottopaikkaan verrattuna.



eDNA sailyy vedessa vain lyhyen aikaa, minka vuoksi sen avulla voidaan tutkia myos lajiston muutoksia ajan
suhteen (Li et al., 2019, Brys et al., 2021). Menetelmalla havaitaan myds lajeja, joiden pyydystdaminen on
vaikeaa tai kiellettyd niiden suojelun vuoksi, minkd vuoksi se soveltuu erinomaisesti luonnon
monimuotoisuuden tutkimiseen. (Leese et al. 2016, Olds et al. 2016, Deiner et al. 2017, Bruce et al 2021).

Alleco Oy selvitti yhdessa ruotsalaisen Mix Research -yhtion kanssa eDNA-menetelman kaytettavyytta
Vantaanjoen vuollejokisimpukkapopulaation tutkimiseen. Samalla haluttiin saada tarkempaa tietoa lajin
levinneisyydesta, jotta sen suojelutoimenpiteitd voidaan kohdistaa nykyista tehokkaammin. Vantaanojen
Natura-alueen inventointien yhteydessa todettiin, ettd vuollejokisimpukkaa ei esiinny Nukarinkosken
ylapuolella (Valovirta 2008). Sukellusmenetelmalld voidaan kattaa vain osa pitkdn joen pinta-alasta, joten
havaintoa ei voitu pitda taysin luotettavana rauhoitetun lajin suojelutason turvaamiseksi mm. erilaisten
rakennushankkeiden aiheuttamien uhkien edessa.

Tyon tilasi Uudenmaan ELY-keskus.

Tutkimusalue ja menetelmat

Tyovaiheet on esitetty kuvassa 1 ja kuvailtu tarkemmin liitteissd 1-4. Vesindytteet otettiin 14 ennalta
madritellyssa sijainnissa Vantaanjoella (kuvat 2 ja 3, taulukko 1). Ylin ndytteenottopaikka oli joen alkuldhteelld
Erkylanjarven pohjoispadssa ja alin Seutulassa, missa vuollejokisimpukoita tiedettiin varmasti esiintyvan.
Missddn aikaisemmissa selvityksissa ei ole havaittu vuollejokisimpukoita Vantaanjoen uomassa
Nukarinkosken ylapuolella. Koska tarkoituksena oli varmistaa lajien esiintymisen yldraja, aloitettiin
naytteenotto yldjuoksulta alaspain edeten.

Naytteenottopaikat valittiin siten, etta ne sijaitsivat kohtuullisen tasaisin valimatkoin toisistaan. Sivujokien
suualueiden yla- ja alapuolelle sijoitettiin naytepisteet, jotta niiden mahdollisesti Vantaanjoesta poikkeava
lajikoostumus nakyisi tuloksissa.
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Kuva 1: Ympdrist6-DNA-tutkimuksen tyévaiheet.

Naytteet otettiin ensimmaisen kerran toukokuussa 2021, jolloin Vantaanjoki tulvi voimakkaasti. Naytteet
kuitenkin hylattiin analyysilaboratorion suosituksesta, jonka mukaan tulva-aikaan otetuissa ndytteissa oli
korkea hulevesien aiheuttama kontaminaatioriski. Analysoitavaksi lahetetyt naytteet otettiin heindakuussa,
kun joen vesi oli matalalla (taulukko 1).



Taulukko 1: Néytteenottopaikkojen koordinaatit ja kerditty mittausaineisto: Ndytepaikan numero,
pdivimddrd, kellonaika, koordinaatit, suodatetun veden mddrd, veden Idmpétila, iiman Iémpétila,

ndytteenottosyvyys.
Sample WGS84 WGS84 VH20 H0 Air Sampling
name Date Time N E ml T°C T°C depth

VA 1 26/07/2021  12:02 60.7094 24.8787 2900 23 26 0.5
VA 2 26/07/2021 11:47 60.7368 24.8501 2700 14 28 0.5
VA 3 26/07/2021 11:18 60.7262 24.7773 3000 13 29 0.5
VA 4 26/07/2021 13:15 60.6091 24.7907 3300 19 26 0.5
VA 5 26/07/2021 14:05 60.6433 24.7983 3000 18 26 0.5
VA 6 26/07/2021  13:59 60.6426 24.7973 3000 18 26 0.5
VA 7 26/07/2021 14:30 60.6111 24.7943 2700 19 26 0.5
VA 8 26/07/2021  14:53 60.5928 24.8749 3000 19 26 0.5
VA 9 26/07/2021 17:45 60.5349 24.9131 2000 19 26 0.5
VA 10 26/07/2021 18:07 60.5264 24.9152 2000 23 26 0.5
VA 11 26/07/2021 18:30 60.4632 24.8583 2500 19 24 0.5
VA 12 26/07/2021 19:41 60.4139 24.8697 2700 23 25 0.5
VA 13  26/07/2021 20:28 60.3436 24.6556 2700 19 25 0.5
VA 14 29/07/2021 09:35 60.3436 24.8654 2700 20 23 0.5

Ennen nadytteenottoa vesiastiat steriloitiin ja puhdistettiin 10 % hypokloriittiliuoksella. Suodattamisessa
kaytettavat ruiskut, suodattimet, kertakayttokasineet ja hengityssuojat tilattiin yksittdin pakattuina DNA:sta
puhdistettuihin pusseihin. Jalkineet puhdistettiin hypokloriittiliuoksella ennen kullekin ndytteenottoalueelle
menemista ja jokeen astumista valtettiin.

Kultakin paikalta kerattiin yhteensa viisi litraa vetta osanaytteisiin. Vesi sekoitettiin puhdistetussa amparissa
ja suodatettiin suljetuilla 5 um GF / 0,8 um PES suodattimilla (NatureMetrics, UK). Lisaksi otettiin paivittdin
negatiiviset kontrollindytteet kaupan pullovedestd mahdollisten kontaminaatioiden havaitsemiseksi.
Naytteet suodatettiin ja kestavoitiin Spens ym (2017) ohjeen mukaan.

Liitteissd 1 ja 2 kuvataan laboratorioanalyysit ja luodaan yleiskatsaus molekyylibiologisiin menetelmiin.
Liitteessa 3 luetellaan kentalla ja laboratoriossa kerattavat oheistiedot.
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Kuva 2: Ndytteenottopaikat VA1-VA14,
keskimmdiinen kuva esittdd néytteenottoa Vantaan Seutulassa ja alhaalla oikealla valmiiksi suodatettuja ja
kestdvaityjd néytteitd.



Tulokset

Naytepisteiden sijainnit ja simpukkalajien osuudet kokonaisbiomassasta (luettujen lajikohtaisten DNA-
sormenjalkien maarastad) on esitetty kuvassa 3.
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Kuva 3: Simpukkalajien suhteelliset osuudet néytepaikoittain sekd vuoden 2008 sukelluskartoituksien
(Valovirta 2008) ylin vuollejokisimpukoiden havaintopaikka Nukarinkosken alapuolella ja virtaussuuntaan

ndhden alin kohta, jolla lajia ei havaittu. Ylin ndytepaikka, jolla vuollejokisimpukkaa havaittiin vuonna 2021
oli VAS8.




Monilajianalyyseissa havaittiin kaikkiaan viisi suursimpukkalajia: littedjarvisimpukka (Pseudanodonta
complanata), pikkujarvisimpukka (Anodonta anatina), soukkojokisimpukka (Unio pictorum), sysijokisimpukka
(Unio tumidus) ja vuollejokisimpukka (Unio crassus) (kuva 3).

Vuollejokisimpukkaa esiintyi tutkimusalueen alaosan naytteissa naytepisteelle VA8 (Kaltevantie) saakka. Lajin
osuus oli verraten pieni Nukarinkosken ylapuolisilla pisteillda (1,1-6,2 %), kun sen osuus Pikkukosken ja
Seutulan valisilla paikoilla oli 48,9—93,3 % (taulukko 2).

Taulukko 2: Simpukkalajien suhteelliset osuudet (%) néiytepisteittdin.

Laji VAl VA2 VA3 VA4 VA5 VA6 VA7 VA8 VA9 VA1I0 VA1l VAl2 VA13 VAl4

Anodonta 94 100 100 2,2 1,8 4,7 0 1 3,7 1,8 1,3 9,2 0 39,3

anatina

Pseudanodonta 1,9 0 0 0,4 16,5 11,9 0 0 0 0 0 0 0 0

complanata

Unio crassus 0 0 0 0 0 0 0 1,1 6,2 5,8 93,3 73,5 79,2 48,9
‘ Unio pictorum 0 0 96,5 47,8 35,5 45 63,8 71,2 68,4 4,5 13,8 16,1 8,7

Unio tumidus 4 0 0 0,9 33,9 47,9 55 34,1 18,9 24 0,8 3,5 4,1 3,1

Tulokset eivat kuitenkaan kerro eldinten kokonaism&araa, vaan ainoastaan niiden suhteellisen osuuden
tutkituista lajeista. Littedjarvisimpukkaa loydettiin tutkimusalueen ylaosasta pisteista VA1 sekd VA4-VAG6.
Lajin osuus oli suurimmillaan pisteessa VA5 (16,5 %), joka sijaitsee Usmintien sillan alla Hyvinkaalla.
Pikkujarvisimpukaa esiintyi suhteellisesti eniten Hyvinkdan ylapuolisella jokiosuudella, kun sysijokisimpukkaa
ja soukkojokisimpukkaa oli suhteellisesti eniten Hyvinkdan alapuolisella jokiosuudella (kuvat 3 ja 4, taulukko
2).

Simpukkalajien suhteelliset runsaudet
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Kuva 4: Simpukkalajien DNA-pitoisuuksien osuudet ndéytepisteittéin. Piste VA1 sijaitsee Erkylénjérven
pohjoispddssd, piste VA4 Arolammin ylépuolella ja piste VA14 Seutulassa. Nukarinkoski sijaitsee pisteen VA10
alapuolella.

Kalalajit

Kalaston analysointi ei sisadltynyt toimeksiantoomme, mutta halusimme kokeilla eDNA-menetelman
toimivuutta myos niihin. Kalalajit analysoitiin vain Pikkukosken pisteen VA11 naytteestd (paalupaikka n. 47
km). Paikalta on jokea myéten noin 10 kilometria Nukarinkoskeen, jonne istutettiin mm. harjuksia vuonna
1990 (Mikkola & Saura 1994). Naytteestd havaittiin kaikkiaan 17 kalasekvenssid, joista 15 madritettiin
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lajitasolle. Toinen lajimaaritysta vaille jaanyt geenikompleksi sisalsi vimpalle (Vimba vimba) ja pasurille
(Blicca bjoerkna) yhteisen sekvenssin ja toinen seipin (Leusiscus leusiscus) ja sdyneen (Leusiscus
idus). Kalalajien DNA:n suhteelliset osuudet ndytteessa VA11 on esitetty taulukossa 3.

Taulukko 3: Ndytteessd VVA11 havaitut kalalajit sekd niiden suhteelliset runsaudet.

Lajinimi Tieteellinen nimi Suhteellinen
runsaus (%)

ahven Perca fluviatilis 14,9

| ankerias Anguilla anguilla 0,1
hauki Esox lucius 2,6

| kiiski Gymnocephalus cernua 10,5
Kivisimppu Cottus gobio 4,9

| lahna Abramis brama 3,8
taimen Salmo trutta 1,5

| made Lota lota <0,1
Pikkunahkiainen Lampetra planeri / L. fluviatilis 0,1
/ nahKkiainen

| salakka Alburnus alburnus 12,3
sarki Rutilus rutilus 43,3

| seipi / sdyne Leuciscus leuciscus /L. idus 2,4
sorva Scardinius erythropthalamus 0,1

| suutari Tinca tinca 0,1 |
toro Gobio gobio 2,6

| toutain Aspius aspius 0,1 |
vimpa / pasuri Vimba vimba / Blicca bjoerkna 0,7

Runsaimmat kalalajit olivat sarki, ahven ja salakka. Pikkunahkiaisen ja nahkiaisen sekvenssit ovat
geneettisesti identtisid, mutta eroavat meressa eldvistd nahkiaisista. Lajit voivat risteytya keskendan ja
nahkiaisten taksonomiasta kdaydaankin tieteellistd keskustelua (Beamish 1980, De Cashan et al. 2020).
Harjuksen DNA:ta ei ollut naytteissa, vaikka lajia oli istutettu Nukarinkoskeen vuonna 1990.

Tulosten tarkastelu

Vuollejokisimpukan esiintymisalue Vantaanjoessa ulottuu hieman pohjoisemmaksi kuin kartoituksissa
vuonna 2008, jolloin lajia ei l6ydetty lainkaan Nukarinkosken ylapuolisilta sukelluslinjoilta (Valovirta 2008).
Vuonna 2021 vesindytteessa havaittiin vuollejokisimpukan DNA:ta Kaltevantien sillan kohdalla, joka sijaitsee
noin 11 jokikilometrid ylempana kuin vuonna 2008 ylimpinad havaitut vuollejokisimpukat Nukarinkosken
alapuolella. Hyvinkdan Kuninkaankoskella vuollejokisimpukan DNA:ta ei enda havaittu, joten lajin pohjoinen
levinneisyysraja Vantaanjoen pdduomassa lienee jossain Hyvinkaan keskustan kohdalla.

Littedjarvisimpukan ja vuollejokisimpukan DNA:ta ei havaittu samoissa naytteissd. Vaikka simpukoiden
DNA:ta kulkeutuu virran mukana, ei pikkujarvisimpukan perimaainesta havaittu pisteelld VA7, joka oli 4,5
kilometria alempana joessa kuin piste VA6. Pisteiden VA5 ja VA6 valinen etdisyys oli vain 155 metria, joten
niissa havaittua littedjarvisimpukan DNA:n |dhteend voidaan pitdd samaa esiintymaa. Tuoreiden tutkimusten
mukaan DNA-signaalit saattavat hiipua vesistoissa lyhyelldkin, jopa alle yhden kilometrin matkalla tai
virtavesissa jarven tai patoaltaan vaikutuksesta (Hellstrom ym. julkaisematon aineisto, Cantera ym. 2021).

Nurmijarven Pikkukoskella havaitut kalalajit ovat tyypillisia koskialueiden ulkopuolelle. Mikkolan ja Sauran
(1994) luettelemista koko Vantaanjoen vesistoalueella tavatuista kalalajeista puuttuivat mm. lohi, harjus,
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turpa, kivennuoliainen seka kolmi- ja kymmenpiikki. Vantaanjoen vesiston kalastotarkkailussa vuonna 2019
(Haikonen ym. 2020) saatiin pistetta VA11 ldhinna olevalla sdhkokalastusalueella Myllykoskella seitseman
lajia: kirjolohi, kivisimppu, salakka, sarki, taimen, turpa ja tor6. Yhtdan vesistoalueelle uutta kalalajia ei
havaittu eDNA-tutkimuksessa.

Johtopaitokset
e Vuollejokisimpukan levinneisyyden yldraja Vantaanjoen pdauomassa sijaitsee Hyvinkdan taajaman
kohdalla. Sen alapuolella on olemassa vaara, ettd jokeen vaikuttavat tyot voivat vaarantaa lajin
suojelutason.
e eDNA-menetelma on tehokas tapa selvittaa lajien levinneisyytta virtavesissa.
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LIITE 1: Single and multiple species analyses
Single species assay (barcoding)- gPCR or ddPCR

Species detections when aiming for one single species is performed with gPCR or dd PCR. The question to be
asked is: Can species X be found here? Each test marker is specific for a certain species of interest. Sometimes
a species group can be of interest. The results indicate presence or absence and can sometime, if the assay
aims for the purpose, give an indication of biomass.

Multispecies assay — Metabarcoding using NGS (Next Generation Sequencing)

The question for multispecies analyses or metabarcoding is: How many species are present here, which ones
are the most dominant species? You do not need any previous knowledge of species composition at a given
site. The number of species investigated within a taxon group (for example fishes, or amphibians or mussels)
is unlimited. The analysis time is longer than that for single species studies, but the data generated the so
called “Big Data” and the possibilities for large scale surveys on a much larger magnitude has not been
possible before eDNA analyses as an inventory tool. The flowchart in figure B1_1 shows the different steps
involved in an eDNA survey. Figure B1_2 summarizes the different types of data that are generated in single
and multiple species survey analyses.

Figure B1-1. Flowchart showing the different steps for multispecies analyses from field planning to decisions and follow
up based on eDNA data.

Prepare Collect  Filtering& Extract  PCR NGS  Bioinformatics Species & habitat Decisions
Field-planning water fixation DNA metabarc Sequencing analysis Follow-up

Frammande arter i svenska
sthatien-endversit  ©MIX Research

Single species ﬂ CGCCGCGGTTATACGAGA Yes/No
barcoding Species list Dominance

CGCCGCGGETTATACGAGA QTU1 W 10%
alC

A
CACCGCGGTTATACGAGA OTU2  memsp f it 65 %

Multispecies -

Match
. CGCCGCGGTTACACCACT  OTU 3 50
Metabarcoding T

Match
CGCCGCGGCTACACCGTG OTU4 'y 20 %
©MIX Research

Figure B1-2. Type of data which is given via single and multiple species analysis. Single species analysis give
presence/absence data. Multispecies analysis results in a species list and give an indication of species dominance within
a sample.
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LIITE 2. Laboratory methods - Metabarcoding

B.2.1 Extraction
The eDNAs were extracted from the filters in laboratories designated for eDNA use only. The extraction
protocol followed Spens et al (2017) following the EtOH protocol. (Spens et al. 2017).

B.2.2. PCR metabarcoding

Each marker (in this case unionid mussels and for one sample unionid mussel and fish) the PCR were run in
11 replicates. The PCR aliquots were pooled for each sample during sequencing. Mock libraries with DNA
from mussels or fish from tropical areas with known species composition were used as positive laboratory
controls- Negative controls were added to each stpe of the analyses to ensure that the samples were clean
from cross-contamination. Analyses for different taxonomic groups can be performed from the very same
eDNA sample and different taxa are analysed separately (Figure B2_1). The samples are sequenced
separately due to different lengths of the sequences. Sequencing protocols and bioinformatics are outlined
in KacCergyté et al. (2021).

Figure B2-1. The very same eDNA extract can be analysed in parallel for different taxa in separate analyses. .

. Beslut
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- : fisk | sl r{"; ——
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B.2.2.1 Freshwater mussels (Unionidae)
Freshwater mussels within family Unionidae were analysed with markers covering 325 base pairs on the 16S
genetic region based on the markers described in i Prié et al. (2021).

B.2.2.2 Fish

Metabarcoding for the fish samples were analysed with a marker targeting a 175 base pairs hypervariable
region on the 12S mtRNA gene following Miya, et al. (2015) with modifications described in Miya et al. (2020).
Additionally, an overhang was added to the 5’ part of the primer to match Illlumina Nextera Index markers
(See principle in Kacergyté et al. 2021 and NGI - National Genomics Infrastructure, [llumina 16S).
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B.2.3. Bioinformatics and species identification

Almost every species has a unique genetic identity (sometimes many unique identities) or genetic barcode
in hypervariable gene regions, which gives a molecular identity. The resolutions of these identities are
improving with the rapid advancement of molecular techniques in combination with growing reference
databases. The different sequences were initially matched against a large and publicly available database
based on GenBank and maintained by National Centre for Biotechnology Information, NCBI
(https://www.nchi.nlm.nih.gov/). Sequences for more than 450 000 known species are available (Sayers et
al. 2020) displaying 1 billion sequences and 6,25 trillion base pairs according to NCBI’'s homepage. The
different sequences are matched against this database and reveal the identity of fish, mussels, amphibians,

or mammals. The Sequences on NCBI are not always curated. Therefore, after filtering, taxa were identified
by comparing unique sequences against a curated inputs on NCBI and other publicly available reference
databases. The species-level identification requires 100% identity. Where multiple reference sequences
match equally to the query sequence then all those references are reported in the table. Number of
sequence-reads for a particular species compared to number of reads for other species in the same sample
provides an idea of species dominance in relation to other species.
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LIITE 3: Required Quality controls- from collection to metabarcoding
Please record:

1.

10.

Volume of water collected/filtered

Total eDNA concentration for samples (including negative controls). The concentrations vary largely
between samples but give a first indication on quality of extraction.

Inhibition (Yes/No). Inhibition means that there is a risk that species in the samples will not be
detected because of environmental factors such as humic acids interfere with the PCR performance
which increases the risk of not detecting species available. Inhibition can be removed by anti-
inhibition protocols. Results of inhibition control needs to be recorded.

Band on gel confirming success of target species PCR needs to be documented (presence/absence,
possibly weak bands) for all samples, including negative controls. This shows that the PCR assay has
worked properly.

Negative controls divided into a) field-negatives (equipment negatives) b) extraction negatives ¢) PCR
negatives. This step is important to make sure that samples are not contaminated and that false
positives of target species can be detected. Additionally, the controls makes the source of
contamination easily detectable.

DNA sample from a so called “mock community” comprised of species that are not in the area. This
sample is used as a PCR and sequencing positive control to ensure that the system works.

Total reads and % of target species in the reads. Some markers give only 1% target species and very
few reads. AquaBiota aims for targets over 50% with the primers used in this study. This gives an
indication on how the target species sequencing works and how suitable the markers are for the target
species.

Background contamination (%) from human, cow, and pig and bacteria. These sequences show some
background in the reagents and in many cases actual presence of the contaminant species in the water.
Indicates how well the sequencing covers the target species.

A minimum of 9 PCR replicates per sample. Fewer replicates increase the risk of false negatives as
the risk of missing out on rare species increases.

Number of samples in a MiSeq run does not exceed 100, exclusive of sequencing controls. This
ensures that the number of reads in a sequencing run is optimized in order to detect elusive or very
rare species. Regardless of all precautions it is important to note that many species are detected but
a certain percentage can go missing.
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LIITE 4: Quality control results

The data for the samples and controls are given in table B4_1. All negative controls were negative for target
species. eDNA concentrations were as expected and read numbers were high. No inhibition was detected,
and the samples were sequences and PCR analysed without cleaning.

Fish MiSeq pairwise sequencing for Miya 12S worked as expected and gave 68 287 reads which is equivalent
to 20 million base pairs in the one sample analysed for fish. Read length covered 300-320 bp.

MiSeq Unio 16S parvis sequencing resulted in 753 794 sequences with an average of 53 840 reads per sample
and 226 million read base pairs. Read length covered ca 300 bp.

Table B_4.1. Quality control for the eDNA samples. Sample ID (see table 1 in the main text). eDNA concentration was
measured using Qubit Fluorometric Quantitation (Fisher Scientific) given in ng/ul. V annotates volume of water filtered
given in millilitres. Inhibition control was tested with qPCR where No means no inhibition and yes inhibition. All PCR
samples were performed in 12 replicates and positive PCRs denote number of successful replicates, raw sequence is
given before bioinformatics filtering and final sequences number of sequences passing the quality controls.

Raw
Sample_ DNA c Positive sequence Final #
1D Vv (ng/ul) Inhibition Marker PCRs # sequences

VA_01 2700 26.0 No Unionidae 12 64053 50982
VA_02 2700 42 No Unionidae 12 61970 57586
VA_03 3000 234 No Unionidae 12 53044 8728
VA_04 3300 16.8 No Unionidae 12 88305 80336
VA_05 3000 146 No Unionidae 11 70825 45913
VA_06 3000 10.8 No Unionidae 12 72471 43529
VA_O7 2700 1.19 No Unionidae 12 79897 60670
VA_08 3000 314 No Unionidae 12 107209 87062
VA_09 2000 50.4 No Unionidae 11 80186 57481
VA_10 2000 37.6 No Unionidae 12 56302 41633
VA_11 2500 794 No Mussel/Fisk 12 80629/NA  42673/68287
VA_12 2700 1.6 No Unionidae 12 87864 49670
VA_13 2700 2.38 No Unionidae 12 87994 66129
VA_14 2700 6.0 No Unionidae 12 96410 61392
LabNeg NA =0.01 Yes Unionidae 0 28493 0
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LIITE 5: Distribution of sequence reads for the different species in each

sample

Tabell B_5.1 Mussel marker (Unionidae). Number of sequence-reads per species within the different sites. The numbers
annotate how many times a specific sequence is read on species level and gives an estimate of species dominance or
relative biomass. A high number of reads mean high biomass. Total reads per sample is given.

The sequence reads for Unio crassus are coloured in purple for presence detected above previous species detection and
in bold black for reads detected within the known distribution area.

Species latin VA_01 VA_02 VA 03 VA 04 VAOS VA_06 VA_OT VA_08 VA_09 VA 010 VA 011 VA_12 VA_13 VA_14 Lab Neg
Anodonta anatina 47852 57586 8728 1743 815 2029 865 2116 765 563 4552 24143
Pseudanodonta complanata 990 337 7577 5178

Unio crassus 964 3536 2408 39813 36506 52398 30013

Unio pictorum 77519 21944 15452 27314 55541 40954 28463 1939 6875 10992 5330

Unio tumidus 2050 737 15577 20870 33356 29692 10875 9997 358 1737 2739 1906

48942 57586 8728 79599 30336 22659 27314 57370 46606 31636 42315 47933 63390 59486

Tabell B_5.2 Fish marker Miya (Unionidae). Number of sequence-reads per for the one sample analyzed at site VA_11.
The numbers annotate how many times a specific sequence is read on species level and gives an estimate of species
dominance or relative biomass. A high number of reads mean high biomass. Total reads were 68 287.

Species latin # reads
Rutilus rutilus 29547
Perca fluviatilis 10204
Alburnus alburnus 8392
Gymnocephalus cernua 7145
Cottus gobio 3360
Abramis brama 2608
Gobio gobio 1758
Esox lucius 1757
Leuciscus leuciscus/idus 1624
Salmo trutta 1043
Vimba vimba/Blicca bjoerkna 459
Tinca tinca 102
Anguilla anguilla 84
Aspius aspius 70
Scardinius erythrophthalmus 62
Lampetra planeri/fluviatilis 40
Lota lota 32
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