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SAMMANFATTNING

Miljo-DNA, eller eDNA (fran engelskans environmental DNA), dr samlingsnamnet pa de
genetiska avtryck som alla levande organismer lamnar efter sig i miljon i form av till exempel
fotspar, svett, slem och fingeravtryck. Eftersom genetiska analyser utvecklats mycket under
de senaste decennierna ar det fullt mojligt att fanga upp dessa avtryck for att identifiera arter
som finns i en given milj6. eDNA kan utvinnas fran en liten mangd vatten och med hog
precision ange vilka arter som dr narvarande i till exempel sjoar, dammar, floder och hav. Detta
verktyg ar valutvecklat i vattenmiljoer och har visat sig vara anvandbart for
miljodvervakningen. eDNA ar vidare relativt kortlivat i vattenmassan och ger darfor en bild av
arters forekomst i nutid.

Den 4-5 oktober 2022 utférde MIX Research Sweden AB, pa uppdrag av Lillpitedlvsgruppen,
en eDNA-undersékning med flerartsanalys av fisk och musslor.

Sammanlagt inventerades 13 lokaler i Lillpitedlven och dess mynningsomrade. Studiens syfte
var att undersoka fisk- och musselsamhiéllet med fokus pa lax och flodparimussla samt
undersoka vandringshinders paverkan pa arternas utbredning. Tre prover analyserades dven
for ryggradsdjur. Vidare detekterades 11 daggdjursarter, en groddjursart samt 5 fagelarter.

Sammanfattningsvis visar resultatet att eDNA som metod har fordelar vid inventering av
diversitet da metoden i regel detekterar fler arter an traditionella metoder som natprovfiske,
och i synnerhet sdllsynta samt svarfangade arter. Undersdkningen visar att Lillpitedlven ar en
artrik alv, men att utbredningen av arter begransas av de vandringshinder som finns i dlven.
Detta paverkar speciellt lax, 6ring, id och flodparimussla.

Om vandringsvagarna 0ppnas forvantas havsoringar och flodnejondga vandra upp i dlven. For
att lax skall vandra upp behdvs nyintroduktion av yngel. Vidare ar det viktigt att valet av vard
for flodparlmusslorna i dlven underséks, eftersom flodparlmusslan i vissa alvar féredrar lax
som vard och i andra alvar oring.
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1 INLEDNING

Miljo-DNA eller eDNA (fran engelskans environmental DNA) ar samlingsnamnet pa de
genetiska avtryck som alla levande organismer lamnar efter sig i miljon i form av bland annat
fotspar, svett, slem och fingeravtryck (Pedersen m.fl. 2015). Taberlet m. fl. (2012) definierar
eDNA som “det DNA som kan studeras fran efterlamnade spar i miljon utan att malorganismen
ar narvarande i provet”. Da genetiska analyser har utvecklats mycket under de senaste
decennierna ar det fullt mojligt att genom vatten- eller jordprov fanga upp dessa avtryck och
med precisa metoder identifiera de arter som finns i en given miljé. eDNA kan utvinnas fran
en liten mangd vatten och med hog precision ange vilka arter som ar narvarande. Detta
verktyg ar valutvecklat i vattenmiljoer och har visat sig vara anvandbart inom
miljéévervakningen (Harper m. fl. 2015, 2018, Lawson Handley 2015, Leese m. fl. 2016, Olds
m.fl. 2016, Deiner m.fl. 2017, Bruce m. fl. 2021). eDNA &r vidare relativt kortlivat i
vattenmassan (maximalt cirka tva veckor beroende pa yttre faktorer) och ger darfér en bild av
arters forekomst i nutid (Brys m. fl. 2021).

Artinventeringar i svenska vatten dateras tillbaka till 1500-talet, och information om arters
forekomst, levnadsvillkor och biologi ar grundlaggande som underlag for myndigheter da
beslut skall fattas om artskydd, atgarder eller tillstdndsprévningar etc. Traditionella
artinventeringar kan vara bade tids- och resurskravande vilket gor storskaliga undersokningar
av arters utbredning och forekomster dyra och svara att genomféra. Destruktiva
inventeringsmetoder paverkar dessutom sallsynta eller hotade arter negativt. Eftersom eDNA-
metoden ar en icke-dodande metod &r den idealisk for kartlaggning av biologisk mangfald.
Informationen kan anvandas for att lokalisera omraden som kraver traditionella metoder
for vidare  undersokningar av  arter gallande alder, storleksfordelning, och
reproduktionsframgang. En korrekt analys och tolkning av eDNA-resultat kraver kontinuerlig
uppdatering av traditionell och genetisk taxonomi, molekylara metoder och arters ekologi.

Observationer av artférekomster och forandringar i artsammansattningar ar viktiga som
dataunderlag for att pa ett hallbart satt planera sportfisket samt for att vidta atgarder for att
gynna vaxt och djurliv i dlven.

Lillpitedlvsgruppen som bildades 2018 verkar for att bibehalla dlven levande och fér att skydda
dlvens dess bifléden, sjoar och tillhérande kallfloden. MIX Research Sweden AB har pa uppdrag
av Lillpitedlvsgruppen undersokt 13 lokaler i Lillpitedlven for férekomst av fisk (med fokus pa
indikatorarter) och stormusslor i kombination med information om vandringshinder.

Alla 13 lokaler undersoktes for fisk- och musselférekomst och tre lokaler analyserades dven
for forekomst av ryggradsdjur (som dven inkluderar fiskar). Undersdkningen finansierades
med LOVA bidrag fran lansstyrelsen i Pitea och ingar som delprojekt i ett storre uppdrag for
att for att utrona undersoka alvens status fore utrivningen av de tva sista vandringshindren.



2 METODER

2.1 FALTARBETE
Faltarbetet utfordes den 04-05 oktober 2022 (Tabell 1, Figur 1 & 2). Innan eDNA-
provtagningen genomférdes steriliserades all provtagningsutrustning. Filter koptes in som
sterila och DNA-fria produkter. For varje lokal samlades fem liter vatten in i form av delprover
som slogs ihop till ett samlingsprov for ett representativt resultat (Harper m.fl. 2018,
Kacergyté m.fl. 2021, Bruce m.fl. 2021). Provtagarna bar sterila handskar och munskydd for
att forhindra att proverna kontamineras.

Tabell 1. Provpunkter. Lokal, namn, typ av artanalyse (F=fisk, M= stormusslor, V= ryggradsdjur),
insamlingsdatum, volym filtrerat vatten, vattentemperatur, provtagningsdjup, koordinater (RT99 TM).

Typ av —az | Koordinat
u
Lokalnamn Provnamn | analys Datum |V ml 15 (:n)p SWEREF 99 TM
F/M/V z Nord Ost

Stavetrask- Koleranget LIP_01 F/M/V  2022-10-04 | 1500 | 10 0-2 7271488 | 750670
Binketrask-Lyckotrask LIP_02 F/M 2022-10-04 | 1000 | 10 0-2 7277272 | 755979
Lyckotrask- Habberbzck LIP_03 F/M 2022-10-04 | 1500| 8 0-2 7274670 | 762940
Habbertrask-Pello LIP_04 F/M/N  2022-10-04 | 1000 | 8 0-2 7276558 | 765196
Pello-Klockartrask LIP_05 F/M 2022-10-04 | 1000| 8 0-2 7277972 | 768699
Klockartrask-Atrask LIP_06 F/M 2022-10-04 | 1200| 8 0-2 7271755 | 773747
Keupan LIP_07 F/M 2022-10-04 | %00 | 8 0-2 7269459 | 774154
Nedanfér Keupan LIP_08 F/M/NV  2022-10-04 | 1500 | 10 0-2 7269004 | 774788
Norrbodabicken LIP_09 F/M 2022-10-05 | 900 | 9 0-2 7264266 | 785490
Rabacken Lillpite LIP_10 F/M 2022-10-05 | 900 | 10 0-2 7265058 | 782437
Erstraskbacken LIP_11 F/M 2022-10-04 | 1500 | 10 0-2 7273188 | 754775
Lillpite Svensbyn o LP_12 FM 0221004 |1230| 9 | 02 | 7260513 | 790109
(narmast havet nedstr. alla vandringshinder)
Métespunkt Yttersta LIp_13 F/M 2022-10-05 | 1300| 9 0-2 7267190 | 779060
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Figur 1. Karta 6ver provtagning lokalernas placering langs Alven



Provpunkterna registrerades med GPS och vattentemperaturen mattes. Ca 1-1,5 liter vatten
filtrerades med hjalp av en peristaltisk faltpump genom 5 um GF/0,8 um PES inkapslade
filterenheter (NatureMetrics, UK). Filtren tomdes pa vatten och fixerades med etanol (96 %
molekylar grad 200 proof) enligt protokoll fran Spens m. fl. (2017) innan de transporterades
till MIX Research Sweden’s laboratorier enbart avsedda for eDNA analyser for genetisk
testning. Faltpump steriliserades mellan lokalerna.
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Figur 2. Provtagningslokalerna. Lokal 2 visas pa omslagssidan och lokal 13 i figur 3. Notera att provtagningslokal
10 &r belagen ovanfor kraftverket i Lillpite. Provtagningslokal 12 &r enda lokalen nedstréms bagge kraftverkens
vandringshinder.
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Figur 3. Hjalp med temperaturméatning (a), méte med lansstyrelser, markéagare och Lillpiteélvsgruppen vid lokal
13 (b) vid Yttersta.




2.2 LABORATORIEARBETE
Forekomst av fiskar och musslor undersoktes pa alla 13 lokaler med flerartsanalyser .
Principerna for flerartsanalyser forklaras utforligare i Bilaga 1 — 4.

Vidare undersoktes lokalerna 1, 4, och 8 for forekomst av daggdjur (markoren detekterar aven
groddjur samt inte helt fullstandigt, fiskarter och faglar).

2.3 ANALYSERDNA
Pa en kort region av 12S-genen hos fisk och 16S genen hos musslor har arterna unika
artspecifika variationer som kan liknas vid streckkoder som identifierar olika varor i butiker,
dar varje enskild art alltsa innehar en unik DNA-streckkod. Varje gang en sekvens detekteras i
sekvenseringsmaskinen, registreras den vilket resulterar i ett specifikt antal detektioner per
art. En art med hog forekomst ger darmed upphov till fler detektioner @n en art med lag
forekomst (Bilaga 2). Antal detektioner ger en indikation pa arternas relativa biomassa. |
studier dar eDNA-provtagning genomforts nagra dagar efter att en bestamd biomassa av fisk
har planterats ut i en tidigare tom damm pavisades en stark korrelation mellan fiskbiomassa
och antalet eDNA-detektioner av respektive art (Li m.fl. 2019). Bioinformatiken beskrivs i
Bilaga 2 (anger relativ biomassa fran mest till minst dominerande art). Kvalitetskontroller
anges i Bilaga 3 och 4.

3 RESULTAT

3.1 SEKVENSERINGSRESULTAT
Totalt detekterades 20 unika fisksekvenser i denna undersokning Fiskmarkorerna
detekterade 18 fiskarter och tva artkomplex. Fiskmarkorerna visade tillfalligt lackage for
Lokal 5 och lokalen togs darfor bort fran fiskanalyserna.

Stormusslor detekterades pa 8 lokaler, av vilka fyra lokaler visade narvaro av flodparimussla.
Flat dammussla och vanlig dammussla férekom ocksa (se sektion 3.2). Vidare detekterades 11
daggdjursarter och 5 fagelarter samt vanlig groda. Arternas oversiktliga féorekomst inom
lokalerna fran hogsta punkten till utloppet av havet presenteras i tabell 2 samt radata i bilaga
6.

Artkomplex i detta sammanhang innebéar att tva arter maskeras som en eftersom de har
identiska gensekvenser inom den del av DNA-regionen som analyseras (i detta fall en liten del
av 12S genen). | denna studie kunde inte artkomplexen stam (Leuciscus leuciscus) /id
(Leuciscus idus) sarskiljas med hjalp av markorerna.

Sekvenserna for back- och flodnejondga ar identiska. Enligt vissa forskare kan dessa tva
reproducera sig med varandra och diskussioner pagar om dessa ar en och samma art eller inte
(Beamish 1980, De Cashan m. fl. 2020). Arten annoteras som nejondga i denna analys.
Havsnejondga (som forekommer i Skane) daremot har sekvenser som skiljer sig markant fran
flod/back-nejonoga.



Tabell 2. Arternas forekomst Gver lokalerna fran hdgsta punkterna (Lokal 01) till utloppet till havet (Lokal 12).
Punkten 12 ar nedanfor bagge kraftverken. Alla markorer ingar i analysen. Pa lokal 2,4 och 8 har vertebratanalyser
anvants férutom musslor och fisk.
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3.2 FISKARTERNAS FOREKOMST PA LOKALERNA
Mest frekvent detekterade arter var abborre (Perca fluviatilis), gadda (Esox lucius), mort
(Rutilus rutilus) och 6ring (Salmo trutta) som identifierades pa samtliga 12 undersokta lokaler
(Figur 4). Arternas relativa biomassa inom varje lokal visas i Figur 5. Arternas mangfald
varierade fran fem arter i prov LIP_11 (Erstraskbacken) till 15 arter i LIP_13 (Motespunkt,
Yttersta). Lax och strémming detekterades i prov LIP_12 nedstroms bagge vandringshinder.

Arternas forekomst dver lokalerna (2 marksrer)
12 12 12 12
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Figur 4. Fiskarternas férekomst 6ver 12 undersékta lokaler. Notera att bade fisk och vertebratmarkér ingdr och att lokal 5 inte
ingdr i analysen.
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Figur 5. Arternas dominans sett som relativ biomassa inom de olika provtagningslokalerna. Den relativa biomassan anger hur
mdnga gdnger en sekvens av en art blivit Idst (kolumner). Varje kolumn visar hur mdnga procent en art dr Idst av totalt 100
procent. Notera att enbart fiskmarkéren ingdr i denna analys och lake samt nors pd lokal 8 detekterades av annan markér.
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Sett till sekvensantal var stensimpa (Cottus gobio) den vanligast forekommande arten som
stod for 26,5% av det totala sekvensantalet och utgjorde mellan 8-55% av andelen
detektioner i varje prov. Andra vanligt forekommande arter var 6ring (17,8% av det totala
sekvensantalet) och elritsa (Phoxinus phoxinus) (13,3% av det totala sekvensantalet).

3.3 STORMUSSLORNAS FOREKOMST PA LOKALERNA
Stormusslor detekterades pa sju av de 13 undersokta stationerna. Vanlig dammussla var den
mest frekvent detekterade arten sett till bade antal stationer och sekvensantal. Totalt
utgjorde den 69% av det totala antalet lasta sekvenser, foljt av flodparlmussla (28,7%) och flat
dammussla (2,2%) (Figur 6). Flodparimussla och flat dammussla ar bada rodlistade och
klassade som starkt hotad (EN) respektive ndara hotad (NT). Flodparlmusslan detekterades
hogt uppe i systemet samt nara dlvens utlopp.

LIP_08

@ e LIP 12

@ LP o2
@ e LIP 05
LIP 06

LIP 13

@ LIP_of

Flodparimussla
Vanlig dammussla

Flat dammussla

Figur 1. Arternas dominans sett som relativ biomassa inom de olika provtagningslokalerna. Den relativa biomassan anger hur
madnga gdnger en sekvens av en art blivit ldst (kolumner). Varje kolumn visar hur mdnga procent en art dr Idst av totalt 100
procent.

4 DISKUSSION

eDNA inventeringen visar att Lillpitedlven ar en artrik dlv dar bade sallsynta musslor
(flodparlmussla och flat dammussla) och 20 unika fiskarter férekommer.

Ar 1815 konstruerades ett sagverk i Lillpitedlven mitt i byn i Lillpite. Laxarna kunde inte vandra
upp i dlven mellan 1815 och borjan av 1950-talet da den gamla tréddammen revs. Under aren
1953 fram till 1987 fanns inga vandringshinder mitt i byn. Laxsmolt sattes ut mellan 1983 och
1986 (Gunnar Bergman pers. kom.). En betongdamm byggdes pa samma stalle 1987. Lax gick
upp i alven oktober 1993 som bars dver hindret men de ingen av laxarna dverlevade.

Resultaten i denna undersokning visade ocksa att lax forekom vid utloppet till havet, men inte
ovanfoér vandringshindret vid kraftverksdammen. Lax spelar dven en stor roll for
flodparlmussla och 6ppnade vandringsvagar kan ge arten nya mojligheter att ateretablera sig
i vattensystemet. Arten patraffades vid dlvens utlopp och forekomst kunde verifieras av lokala
fiskare. Om lax skall aterintroduceras i dlven behéver yngel, som senare kan vandra, sattas ut.

Flodparlmusslan aterfanns pa fyra av tolv undersdkta lokaler. Dessa lokaler borde undersokas
for att kontrollera om populationerna visar nyrekrytering. Flodparimusslan anvander sig av lax
eller éring som vard (Martin Osterlin pers. kommunikation 2023) som en del av musslans
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reproduktionscykel. Eftersom musslorna i olika dlvar foredrar antingen lax eller 6ring som
vardar (Salonen m. fl. 2017) finns en risk att laxarna som fanns i dlven fore 1815 fungerade
som musselvardar och i det fallet ar det viktigt att aterintroducera lax i dlven sa att musslorna
kan foroka sig.

Om flodparimusslorna i Lillpitedlven har lax som vard i de tidiga utvecklingsstadierna ar det
viktigt att vandrande lax fran havet kan migrera upp i adlven forbi hinder for att forsakra
flodparimusslans fortplantning. Utan laxen riskerar flodparlmusslan att do ut om lax ar
huvudvard.

Vandringen av havsoring fran havet kan vara viktig eftersom flera och storre individer vandrar
upp om de far mdjlighet, jamfért med mindre oOringar som befinner sig uppstroms
vandringshindren. Eftersom storleksskillnaden mellan havséring och backoéring ar
anmarkningsvard, paverkar brist av vandrande havséring musslornas mojligheter att foroka
sig effektivare, forutsatt att oring ar den vard som musslorna foredrar.

Havsoring och backoring ar samma art som t.o.m. kan harstamma fran samma foraldrar, men
ekologin mellan vandrande och stationar 6ring skiljer sig markbart (Jonsson & Greenberg
2022). Hogsta mangder med Oring i totala lasningar forekom vid lokalerna LIP_01 (Stavetradsk-
Koleranget) och LIP_11 (Erstraskbacken) vilka bada ar hogt uppe i vattensystemet och
stammer val 6verens med lokalbefolkningens iakttagelser.

Denna undersokning jamfordes med ett prov som samlades in i januari 2017 ovan kraftverket
i Lillpitedlven for eDNA undersdkningar (Hellstrom & Spens, 2017) och visade liknande arter
som detekterades nedan kraftverket 2022. Har boér noteras att Amerikansk backréding
forekom nedan kraftverket 2022 men inte ovan 2017. Provtagningen 2017 visade signaler for
regnbage (Onchorynvus mykiss), arten patraffades inte 2022. Féreningen Lillpitefisket gor med
tillstand av lansstyrelsen gjort av regnbage vid stortjarn for “put-and-take” fiskeverksamhet
(Pited kommun 2014, Lillpitefisket 2019, 2020). Kassarna for dessa fiskar bevarades tillfalligt
ovan Rabacken kraftstation varje ar fram till 2019. Detta forklarar varfor regnbage inte
detekterades med eDNA vid kraftverket i Rokabacken 2022. Regnbagar sattes ut i sjdlva dlven
pa borjan av 2000 talet men utsattningarna avbroéts eftersom fiskarna dog och flét upp.

Nejondga forekom pa manga lokaler, men i mycket hoga mangder pa provlokalerna 9, 10 och
12. Detta sammanfoll med tidpunkten da flodnejondga vandrar upp i alvar for forokning pa
varen. Forekomster av nejonoga forekom i betydligt mindre mangder ovan vandringshindret
och dessa sekvenser utgors troligtvis av backnejondga. Nejonoga ar mycket viktiga for laxfiskar
eftersom de rér om i substratet, bidrar till att cirkulation av naringsamnen och tillfor syre.
Nejondga utgor foda for bade fiskar och faglar (Sjoberg, 1980).

Olika fiskar paverkas med varierande intensitet av vandringshinder. Id hor till de cyprinider
som paverkas av hinder da de inte kan vandra upp i alvar och sjoar (Van Treeck, 2022).

Stromming patraffades vid utloppet till havet vid lokal 12.

Fiskarnas roll i systemet beskrivs nedan:
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Abborrens (Perca fluviatilis) forekomst 6verskattas vid provfisken med 6versiktsnat eftersom
de lattare fastnar i nat an andra arter. Abborre ar samre anpassad for hog vattenhastighet,
och ar en s.k. lugnvattenfisk. Abborre forekom pa alla provpunkter i Lill-Pitedlven.

Benl6ja (Alburnus alburnus) upptrader i stora stim tatt under ytan sarskilt i varmare och
naringsrika vatten. Benl6ja ar en viktig bytesfisk for gddda, abborre och gos.

Backroding (Salvelinus fontinalis) ar en amerikansk kallvattenart som trivs speciellt bra i sma
igenfrusna vatten i Sverige. Under artiondena tycks den amerikanska backrédingen utrota
vara naturliga 6ringbestand i sma tjarnar och backar. Endast mindre eDNA-varden narmare
1000 eller mindre forekom i dessa dar och ror sig om enstaka fiskar vilka troligtvis kommer
fran backrodingrika bifloden.

Braxen (Abramis brama) ar likt abborre en lugnvattenart. Under vintern samlar sig braxarna i
relativt tata och passiva aggregationer, vilket leder till en sdsongsrelaterad éverdominans pa
lokaler dar ansamlingarna finns. | Ryssland ar braxen en omtyckt matfisk bland annat pa grund
av sin hoga fetthalt. Braxen forekommer till stérsta delen i systemets nedre del dar
fosforhalterna ar hogre.

Elritsa (Phoxinus phoxinus) ar en liten stromlevande karpfisk som kraver syrerika vatten. Fynd
av elritsa genom eDNA gjordes i 9 av de 12 undersokta lokalerna. All forekomst var i Lill-
Pitedlven, men inte i de 6versta lokalerna.

Gadda (Esox lucius) har etablerats naturligt vid samtliga provlokaler. Gadda ar det storsta
rovdjuret i svenska vatten och utgor tillsammans med barridrer (vattenkraftsdammar och
vagkorsningar) den huvudsakliga begransande faktorn for laxartad fisk, t.ex. oring (Salmo
trutta) och lax (Salmo salar) att sprida sig i systemet. Gaddan ater allt levande den kan fanga,
inklusive artfrander, andra fiskarter, vattensork, groddjur och sma sjofaglar (framfor allt
ungfagel). Starkta gaddbestand motverkar Overgddningsproblem och bidrar till friskare
fjdrdar. Den relativa mangden gadd-eDNA i Lill-Pitedlven var god, upp till 20% av hela
fiskbestanden.

Gars (Gymnocephalus cernua) ar en stor konkurrent till abborre. Huvudet har nagra slemfyllda
gropar vilket gett fisken det alternativa namnetsnorgirs. Den har ett
kansligt sidolinjesystem som gor att den kan finna foda i grumligt vatten och under nattetid
nar manga andra fiskar sover.

Harr (Thymallus thymallus) lever i kalla, klara och syrerika adlvar och 3aar, sjoar men aven i
brackvatten. Den ar en relativt stationar kallvattenart. Harren ar Sveriges popularaste flugfisk.
En orsak till detta ar att harren ar utpraglad insektsatare. Fisketrycket pa harr &r ofta hogt och
endast fa stora individer brukar darfér forekomma. Harren ar en god matfisk som bor tillagas
direkt vid fangst da kottet annars snabbt blir forstort. Harren ar en karaktarsart for Lill-
Pitedlven dar den forekommer i alla punkter i huvudfaran utom 8 och 9, som sannolikt har
missats vid analysen (da endast 1 prov tagits med 54% sannolikhet for detektion om
forekomsten <1%).

Id (Leuciscus idus) Som flera andra arter som vandrar upp i vattendrag for att leka har id-
bestanden tagit skada av dammar som hindrar deras vandring. | Sverige har id inget
ekonomiskt varde som matfisk. | dststaterna uppskattas den som féda och sarskilt i Ryssland
bedrivs ett betydande fiske. Denna eDNA-analys skiljer ej pa id och stam vilket inte ger en
saker bild av férekomsten.

Lake (Lota lota) vandrar under vintern upp i aarna for att reproducera sig. Kallvattenarten lake
var tidigare uppsatt pa den svenska rodlistan som nara hotad (NT), som beror pa sannolik
minskning i antalet populationer och utbredningsomrade i Sverige. Lake féorekommer i hela
Lill-Pitealvs-systemet utom Erstraskbacken.
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Lax (Salmo salar) &r en vandringsfisk. Den ar mycket hemtrogen och atervander inte bara till
samma alv, utan till samma plats dar den klacktes, for att leka. Rommen laggs och befruktas i
lekgropar pa stromsatta grusbottnar pa hosten. De utlekta laxarna kallas vraklaxar. Manga dor
kort efter leken, men en mindre andel vandrar ut i havet igen. De vaxer sig stérre och kan
sedan leka en andra och ibland en tredje gang. Laxar som leker for fjarde gangen har patraffats
i andra vattensystem. Rommen klacks pa varen. Nar laxungen utvecklats till smolt (1-5 ars
alder) utvandrar den till Ostersjon for att vixa sig stor.

Infor utvandringen ar kroppslangden 10-19 cm. | havet kallas den for blanklax, och ater
uteslutande fisk. Laxen blir knsmogen vid 2 till 9 ars alder. Maximal alder ar cirka 15 ar och
fiskarna kan bli upp till 150 cm Ianga och vaga uppat 40 kg. De storsta registrerade spofangade
laxarna i Sverige vagde 29 kg. Minimimattet vid laxfiske i Sverige &r 60 cm. Aterintroduktionen
av lax till Lill-Pitedlven ar endast mojlig om kraftverksdammen vid Rabacken atgardas. Den lax
som forekom vid dlvens mynning 12 kan vara tillfalligt besokande lax fran den narliggande Pite
adlv. Laxens aterintroduktion kan vara livsviktig for att flodparimusslan skall kunna reproducera
sig.

Mort (Rutilus rutilus) ar en forsurningskanslig art som forekom i betydande mangder (antal
DNA-traffar) vid alla undersdkningslokaler. Morten ar mycket kanslig for sura miljéer och trivs
inte i Iagt pH. Riklig forekomst tyder pa att Lill-Pitedlven inte ar forsurningsdrabbad utan har
tillrackligt pH over hela aret.

Nejondga (Lampetra fluviatilis eller L. planeri). De olika formerna av nejondga (flod- eller
backnejondga) ar pa samma satt som de olika oring-formerna (havs-, sjo- och backoring)
omodijliga att skilja emellan genetiskt. Den formen som vi detekterade med eDNA uppstréms
provpunkt 10 ar mest sannolikt det icke-parasitiska backnejondgat, som ar vida utbredd och
den vanligaste formen, dnda hogt upp i Lill-Pitedlvens vattensystem. Alla former av nejonoga
kraver tillgang till bade sand och grusbottnar for lek samt mjukbottnar som uppvaxtomraden.
Sekvenserna for back- och flodnejondga ar identiska. Enligt vissa forskare kan dessa tva
reproducera sig med varandra och diskussioner pagar om dessa dr en och samma art eller inte
(Beamish 1980, De Cashan m. fl. 2020). Arten annoteras som nejontéga i denna
analys. Havsnejonoga (som endast féorekommer i Skane) daremot har sekvenser som skiljer sig
markant fran flod/back-nejonoga.

Nors (Osmerus eperlanus) har en doft av gurka och utgor en viktig bytesfisk for 6ring, lax och
andra fiskarter. Stora havslevande stim av nors vandrar upp i norrlandska alvar fran havet for
att leka under maj manad. Den lilla restféorekomsten nors i provpunkt 8 och 13 kommer
sannolikt fran nagon av sjéarna uppstroms under hogsta kustlinjen och utgor inte nagon del
av Lill-Pitedlvens forokande fiskbestand. Mojligen skulle norsbestandet etableras om
vandringshindren vid kraftverken skulle atgardas.

Sik (Coregonus maraena) Siken och dess olika underarter och former sammanslas nufortiden
till en enda art under samlingsnamnet sik. Olika underarter och ekotyper av sik har inte med
sakerhet bestamts genom jamforelser med typmaterial. Siken lever och leker i sjoar, dlvar och
i havet. Siken bygger inte lekgropar utan rommen slapps till den fria vattenmassan dar den
efter befruktning sjunker mot botten. Rommens Overlevnad &ar hogst pa grus- och
sandbottnar. Leken sker under hésten men i undantagsfall dven langt in pa vintern. Siken &r
en laxfisk vars uppvaxande bestand tal gaddpredation. Normalt utrotas alla andra sjolevande
laxfiskbestand helt av gddda under Hogsta kustlinjen i Sverige om inte sjon ar mycket stor.
Siken kraver kallt och férhallandevis syrerikt vatten och tal darfor inte 6vergddning. Den lilla
rest av sik som detekterades mellan Bankertrask och Lyckotrask kommer sannolikt fran dessa
sjoar.
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Sikl6ja (Coregonus albula) Den stimlevande siklojan uppehaller sig i den fria vattenmassan i
kalla, naringsfattiga sjoar under hogsta kustlinjen (HK) eller i havet. Den ar mest kdand och
eftertraktad for den populdra dyra ”lI6jrommen”. Sikljans huvudsakliga féda bestar av
kraftdjurplankton. | denna eDNA-provtagning detekterade vi sikldja mellan Bankertrask-
Lyckotrask.

Smaspigg (Pungitius pungitius) lever bade i havet och i sjdarna. Vid lektiden anldgger hanen
en rod parningsdrakt och bygger ett bo pa sjobotten. Spiggen hotar rovfiskar som gadda och
abborre, dels genom att massférekomst av spigg ater rovfiskens dagg och yngel, dels genom att
storspigg, unga abborrar och unga gaddor konkurrerar om samma foda. Storspiggen kan
forstarka 6vergodningens effekter genom att dta upp smadjuren som annars skulle beta bort
tradalger. Spiggar ar ofta angripna av den parasitiska masken Schistocephalus. Spiggens eDNA
hittades pa fem lokaler i denna undersokning.

Stensimpa (Cottus gobio) kraver syrerika hardbottnar och klart vatten for att trivas. | rinnande
vattendrag i Lill-Pitedlven ar stensimpa en dominerande fiskart, dar den ofta representerar en
stor del av allt eDNA. Arten ar en god indikator for vattenkvalitet. Den goda férekomsten av
stensimpa i Lill-Pitedlven ar ett gott tecken pa nuvarande vattenkvalite t.ex. forsurningslaget.
Stensimpan ar nattaktiv och svarfiskad eftersom den lever gdbmd under stenar och grus.
Stensimpa patraffades ej i tva lokaler, de minsta lokalerna hogst upp i vattensystemet.
Stensimpa leker flera ganger under aret och 6kar darfor sin eDNA-mangd betydligt utan att
detta speglar fiskens biomassa. Det ar darfor svart att avgora hur stort bestandet av stensimpa
ar.

eDNA-metoden detekterade arten pa alla andra lokaler, vanligen med de hogsta eDNA
mangderna. Stensimpan ar listad i EU:s Annex Il lista till EU:s habitatdirektiv. De storsta
satsningarna pa artniva da det galler utbredning och habitat genom EU:s LIFE-
restaureringsprojekt har fokuserat pa stensimpan. Tyvarr har inga uppfdljningar av dessa
genomforts. Arten ar svarinventerad med nu anvanda standardmetoder sasom natfiske och
eDNA-metoden kan avhjilpa detta med avsevart forbattrade detektioner i bade storalvar och
sjoar vilket aven mojliggdr adekvat uppfoljning av genomforda atgarder.

Stam (Leuciscus leuciscus) Forekommer i snabbt rinnande strommar i klara vatten med rena
grusbottnar (lekbottnar) och hog syrgashalt. | sjoar forekommer de oftast i narheten av till-
eller utlopp. eDNA-prover visade en forekomst av staim/id i hdlften av provtagna lokalerna i
ovre delen av vattensystemet. Denna eDNA-analys skiljer ej pa id och stam vilket ger en osdker
bild av forekomsten. Férekomst av 1d/Stdm saknas helt nedstroms kraftverket och skulle
sannolikt etableras har om dammen blev atgardat, hindret elimineras.

Oring (Salmo trutta) forekommer i Lillpitedlvsystemet som bade havsoring och backoring,
vilket ar olika former av samma art. Varje vattens bestand av oring har unika egenskaper och
anpassningar, likt laxen. Havsoring vandrar normalt uppstroms till lek- och uppvaxtomraden.
Havsoringen vandrar alltid uppstroms for att leka efter en eller flera sdasongers tillvaxt i havet.
Bickoringen stannar hela livet i rinnande vatten och &r stationir. Oringen leker pa rena
grusbottnar i rent strcmmande vatten.

Oringen har stor betydelse for sportfisket. Vidare kan éringen vara av stor betydelse for den
rodlistade flodparlmusslans livscykel forutsatt att musslorna foredrar 6ring som vard for
fortplantning. Oring fdrekommer vid samtliga lokaler och har den hdgsta biomassan av alla
arter i Lillpitedlven bortsett fran stensimpa. Vid Erstraskbacken och langst upp i Lill-Pitedlven
vid Stavetrask-Koletrdsk sa saknas stensimpa och oring ar da den dominerande arten. Om
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vandringshindren vid kraftverken skulle atgardas sa kommer havséringen att etableras och
Oka Oringens biomassa betydligt i Lillpitealven.

5 SLUTSATSER

Baserat pa resultaten fran denna undersokning foreslar vi foljande atgarder och
vidareundersokningar for att Lillpitedlven skall kunna fungera som en levande alv for
kommande generationer:

e Oppna upp vandringshinder i dlven s& att vandrande arter kan ta sig igenom systemet.

e Eftersom flodparimusslans foérokning ar beroende av vandrande lax eller 6ring som vardart
under fordkningscykeln vore det viktigt att undersdka vilken vardart som musslorna
foredrar. Detta kan géras med hjilp av infektionsexperiment i akvarier (Martin Osterling
personlig kommunikation). Som ett forst steg ar det viktigt att undersdka nyrekrytering i
Lillpitedlven och darefter undersdka vardpreferens for musslorna. Om ny rekrytering av
musslor inte har detekterats i dlven ar mojligtvis laxarna vardar.

o Ateretablering av lax innebar att smolt, eller t.o.m. aggkluster fran laxar implanteras i
bifléden i dlven sa att vandrande lax kan etablera sig i dlven.

e Denna undersdkning visar att Lillpitedlvens arter bor skyddas for att forsdkra levande
vattendrag, goda fiskemdjligheter samt for att forsakra nyrekrytering av vandrande arter.

Undersokningen gav utslag pa 20 unika fiskdetektioner och tre musselarter samt 11
daggdjursarter och vanlig groda. Nagra av dessa arter ar idag rodlistade och resultaten kan
darfor bidra till eventuella atgardsbeslut eller inducera mer detaljerade inventeringar for att
skydda arterna. Kombinerade inventeringsmetoder med eDNA (forekomst av flera arter) och
pafdljande traditionella inventeringar pa utvalda platser (alder, storlek kon) blir ett kraftfullt
verktyg som ger betydligt storre resolution och béattre dataunderlag for atgarder och beslut i
miljodvervakningen.

Resultaten i denna rapport visar att eDNA-metabarkoding som inventeringsmetod har stora
fordelar vid inventering av biologisk mangfald eftersom ett stort antal arter kan detekteras pa
en gang. Fordelen med eDNA &r att provtagning kan ske i svartillgiangliga omraden, och
eftersom insamling och filtrering av vatten kraver mindre tid i falt jamfért med inventeringar
pa traditionellt satt, kan undersokningar ske over stor geografisk skala. Pa detta satt kan
metoden generera stora dataset pa ett satt som tidigare inte varit mojligt.

eDNA som verktyg inom miljédvervakning ar bade kostnadseffektivt och paverkar inte arterna
negativt eftersom metoden ar icke-skadlig for de arter som undersoks.

Metoden ér till nytta for att inventera arter fore och efter atgarder, som vid exempelvis
utrivningar av kraftverksdammar. eDNA anvands redan som inventeringsmetod i Sverige och
andra delar av Europa for att exempelvis undersdka forekomsten av hotade arter innan
uppstarten av storre infrastrukturprojekt.

eDNA som metod har utvecklats mycket under de senaste 10 aren och olika faser av metodens
anvandning standardiseras i nuldget inom CEN och SIS. Forskning pagar for att sarskilja
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populationer inom arter och anvandningen av dessa analyser i framtiden starker eDNA som
inventeringsverktyg och komplement till andra inventeringsmetoder.

Analyser samt artbestamning ar beroende av referensdatabaser och trots att de flesta arterna
i Sverige ar sekvenserade finns det dnnu luckor. En nationell satsning pa sekvensering av
mitokondriska genomet i samarbete med naturhistoriska museer, taxonomer och genetiker
skulle kunna vara en |6sning pa detta problem

6 TACK

Tack till hela Lillpitegruppen och till Gunnar Bergman som holl kontakt och foreslog eDNA-
projekt samt bidrog med kunskap, narvaro samt organiserade husrum i Lillpite. Ett stort tack
till Anders Hagglund som tog oss ut i falt, delade med sig av sin gedigna lokalkunskap, guidade
oss till provilokalerna, hjalpte till med temperaturmatningar och diskuterade genetik. Tack till
Lillpitedlvsgruppen som ordnade en faltdemonstration med kaffe i regnet for intresserade
markagare, lokalbefolkning, kraftverksagare, representanter for lansstyrelsen och for oss om
tog vattenprover. Tack till Jan Isaksson Pite dlvs ekonomisk férening med site i Alvsbyn for
diskussioner, visat intresse och narvaro vid faltdemonstrationen. Tack till Kristoffer
Markstréom vid Pited Tidningen for intressanta fragor och visat intresse — och for en trevlig
artikel om projektet. Tack till professor Martin Osterling vid Karlstad Universitet fér
diskussioner och ny information om flodparimusslans férokningscykel och vardpreferenser.
Undersokningen finansierades med LOVA bidrag till Lillpitegruppen fran lansstyrelsen i Lulea
och ingar i ett storre projekt.

18



7 KALLHANVISNINGAR

Artdatabanken 2022. Hur blir en art rédlistad, https://www.artdatabanken.se/det-har-gor-vi/rodlistning/hur-blir-en-
art-rodlistad/ Uppdaterad 29 mars 2022.

Bruce, K. Bourlat, S. Blackmann, R., Hellstrém, M., m.fl. &. Deiner, K. 2021. A practical guide to DNA-based methods for
biodiversity assessment". PenSoft Publishers Bulgaria 2021. ISBN 978-619-248-052-3 (paperback), ISBN 978-619-248-
053-0 (e-book) DOI: 10.3897/ab.e68634

Brys, R., Haegeman, A., Halfmaerten, D., Neyrinck, S., Staelens, A., Auwerx, J., & Ruttink, T. (2021). Monitoring of
spatiotemporal occupancy patterns of fish and amphibian species in a lentic aquatic system using environmental

DNA. Molecular ecology, 30(13), 3097-3110.

De Cahsan, B., Nagel, R., Schedina, I. M., King, J. J., Bianco, P. G., Tiedemann, R., & Ketmaier, V. (2020). Phylogeography
of the European brook lamprey (Lampetra planeri) and the European river lamprey (Lampetra fluviatilis) species pair
based on mitochondrial data. Journal of fish biology, 96(4), 905-912.

Deiner, K., H. M. Bik, E. Méachler, M. Seymour, A. Lacoursiere-Roussel, F. Altermatt, S. Creer, |. Bista, D. M. Lodge, N. de
Vere, M. E. Pfrender, och L. Bernatchez. 2017. Environmental DNA metabarcoding: Transforming how we survey
animal and plant communities. Molecular Ecology 26:5872-5895.

Harper, L. R., Buxton, A. S., Rees, H. C., Bruce, K., Brys, R., Halfmaerten, D., ... & Priestley, V. 2018. Prospects and
challenges of environmental DNA (eDNA) monitoring in freshwater ponds. Hydrobiologia, 1-17.

Harper, L. R., Lawson Handley, L., Hahn, C., Boonham, N., Rees, H. C., Gough, K. C., ... & Hanfling, B. (2018). Needle in a
haystack? A comparison of eDNA metabarcoding and targeted qPCR for detection of the great crested newt (Triturus
cristatus). Ecology and evolution, 8(12), 6330-6341.

Hellstrom, M & Spens, J. 2017. eDNA - Fiskforekomst i 10 kustmynnande vattendrag, Norrbottens lan AquaBiota Rapport
2017:10. 30 sid.

Jonsson B. & Greenberg L. (2022). Egg incubation temperature influences the population - specific outmigration rate of

juvenile brown trout Salmo trutta. Journal of Fish Biology, 100(4), 909-917.
Kacergyte, |., Petersson, E., Arlt, D., Hellstrém, M., Knape, J., Spens, J., ... & Part, T. (2021). Environmental DNA
metabarcoding elucidates patterns of fish colonisation and co - occurrences with amphibians in temperate wetlands

created for biodiversity. Freshwater Biology, 66(10), 1915-1929.

Kelly RP, Port JA, Yamahara KM, Crowder LB (2014) Using Environmental DNA to Census Marine Fishes in a Large
Mesocosm. PLoS ONE 9(1): e86175. https://doi.org/10.1371/journal.pone.0086175.

Lawson-Handley, L., 2015. How will the “molecular revolution” contribute to biological recording? Biological Journal of
the Linnean Society 115: 750-766.

Leese, F., Altermatt, F., Hellstrém M. + 103 authors & Stenke, D (2016). DNAqua-Net: Developing new genetic tools for
bioassessment and monitoring of aquatic ecosystems in Europe. Research Ideas and Outcomes (Rio), 2, e11321.

Li, J., Lawson Handley, L. J., Harper, L. R., Brys, R., Watson, H. V., Di Muri, C., & Hanfling, B. (2019). Limited dispersion
and quick degradation of environmental DNA in fish ponds inferred by metabarcoding. Environmental DNA 1 (3): 238—
250.

Lillpitefisket 2019, 2200, 2021. https://www.facebook.com/lillpite.fiske/?locale=sv_SE

Olds, B. P., Jerde, C. L., Renshaw, M. A,, Li, Y., Evans, N. T., Turner, C. R, ... Shirey, P. D. (2016). Estimating species
richness using environmental DNA. Ecology and Evolution, 6, 4214-4226.

Pedersen, M. W.,, S. Overballe-Petersen, L. Ermini, C. D. Sarkissian, J. Haile, M. Hellstrom, J. Spens, m.fl. 2015. Ancient
and modern environmental DNA. Philosophical Transactions of the Royal Society B 370:20130383

Pited Kommun 2014.

Salonen, J. K., Luhta, P. L., Moilanen, E., Oulasvirta, P., Turunen, J., & Taskinen, J. (2017). Atlantic salmon (Salmo salar)
and brown trout (Salmo trutta) differ in their suitability as hosts for the endangered freshwater pearl mussel
(Margaritifera margaritifera) in northern Fennoscandian rivers. Freshwater Biology, 62(8), 1346-1358.

Spens, J., A. R. Evans, ... M. Hellstrém. 2017. Comparison of capture and storage methods for aqueous macrobial eDNA
using an optimized extraction protocol: advantage of enclosed filter. Methods in Ecology and Evolution, 8(5), 635-645.
Sjoberg, K. (1980). Ecology of the European river lamprey (Lampetra fluviatilis) in northern Sweden. Canadian Journal
of Fisheries and Aquatic Sciences, 37(11), 1974-1980.

Taberlet, P., Coissac, E., Hajibabaei, M., & Rieseberg, L. H. 2012. Environmental DNA. Molecular Ecology 21, 1789-1793
Van Treeck R. 2022. Beyond turbine mortality: Holistic assessment of hydropower hazards for European fishes. PhD
Thesis, Berlin. https://doi.org/10.184 52/24 014

19


https://www.artdatabanken.se/det-har-gor-vi/rodlistning/hur-blir-en-art-rodlistad/
https://www.artdatabanken.se/det-har-gor-vi/rodlistning/hur-blir-en-art-rodlistad/
https://goto.arphahub.com/BD4IShh2QrK4
https://goto.arphahub.com/BD4IShh2QrK4
https://www.pitea.se/contentassets/c6931e92e1924b0c8ec76a112ccfecc1/informationstext-till-fiskekarta-pitea-kommun.pdf
https://www.pitea.se/contentassets/c6931e92e1924b0c8ec76a112ccfecc1/informationstext-till-fiskekarta-pitea-kommun.pdf
https://doi.org/10.184%2052/24%20014

BILAGA 1. VAD MENAS MED ENARTS- OCH FLERARTSANALYSER?

Enartsstudier - gPCR eller ddPCR

Inventering av forekomst av en enstaka art med eDNA gérs med sa kallad gPCR eller ddPCR.
Fragestéallningen for dessa studier ar: Finns art X har? Varje art analyseras med en markor som ar
specifik for precis den arten. Provsvaren anger narvaro/franvaro av den specifika arten.

Om flera arter undersdoks med enartsanalyser kan data 6ver relativa abundansen mellan art A och art
B inte jamforas med varandra eftersom markorerna for varje art skiljer sig markant fran varandra.
Analystiden for enartsanalyser ar kortare an analystiden for flerartsanalyser.

Flerartsstudier - Metastreckkodning genom NGS (Next Generation Sequencing)
Fragestéllningen for flerartsstudier ar: Vilka arter finns har och hur hog ar deras forekomst? Med andra
ord behoéver man inte pa férhand veta vad man letar efter.

Invasiva och skygga arter kan identifieras och antalet arter som detekteras i en analys ar obegransat.
Om man inventerar tre eller fler arter ar denna metod att féredra och blir snabbt mer kostnadseffektiv
an enartsanalyser. Analystiden for flerartsanalyser ar langre an analystiden for enartsanalyser men
mangden av data och information ar sa pass stor att inventeringarna kan producera ”stort data” som
inte har varit mojligt fore eDNA- metastreckkodning (Figur B1-1)

Jamforelser mellan data som erhalls genom enarts- och flerartsanalyser visas i figur B1-2.

Forbereda  Samlain  Filtrera Extrahera qPCR NGS Bioinformatik  Art och oBe"slut
Fragestéllning vatten DNA  ddPCR Sekvensering habitatanalys Atgarder
Uppfoljning

Frammande arter i svenska
sttwtien-endversit @M IX Research

Figur B1-1. Flodesdiagram som visar de olika stegen for flerartsanalyser fran faltplanering till beslut och atgarder
(laboratoriearbete och bioinformatik beskrivs i Bilaga 2).

Enartsanalys - ﬁ CGCCGCGGTTATACGAGA Ja/Nej
Barkodning

Artlista Dominans

Metabarkoding ~CGCCGCGGTTACACCACT OTU3 Nk 5%
CGCCGCGGCTACACCGTG OTU 4 gishy 20 %

CGCCGCGGTTATACGAGA OTU 1 s ﬂ 10 %
Flerartsanalys - CACCGCGGTTATACGAGA  OTU 2 'l 65 %

Figur B1-2. Typ av data som erhalls genom enartsanalyser och flerartsanalyser. Enartsanalyserna anger om en
art ar narvarande eller inte, medan flerartsanalyser resulterar i en artlista samt arternas dominans i forhallande till
varandra inom ett prov.
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BILAGA 2. LABORATORIEARBETE FLERARTSANALYSER

B.2.1 EXTRAKTION

eDNA utvanns (extraherades) enligt protokoll fér slutna filter i etanol fran Spens m. fl. (2017) fi sterila
laboratorier speciellt byggda for analyser av akvatiskt eDNA. Ett tillagg i protokollet var att pelleten
fran alkoholextraktionen, samt det slutna filtret lyserades separat och lysaten sammanslogs efter
inkubation i 56°C till ett prov. Detta gjordes for att ta tillvara sa mycket DNA som mojligt.

B.2.2. PCR

For alla analyser géller att; Varje PCR-prov utfors i 12 replikat som sammanslas under bioinformatiken.
Som positiv laboratoriekontroll anvands ett prov med kdnd artsammansattning av tropiska fiskar som
standard for jamforelse. Negativa kontroller analyseras for att sakerhetsstdlla kvaliteten och
tillforlitlighet av resultat. Fran ett och samma eDNA prov kan flera analyser pa olika taxa analyseras
parallellt (figur B2_1). Observera att proverna inte kan sekvenseras samtidigt eftersom PCR
produkterna varierar i langd mellan markorer. Sekvenseringsprotokoll och bioinformatik anges i
Kacergyté m. fl. 2021. Som positiv laboratoriekontroll anvands ett prov med kdand artsammansattning
av tropiska arter som standard fér jamforelse. Negativa kontroller analyseras for att sakerhetsstalla
kvaliteten och tillforlitlighet av resultat (bilaga 3).

. Beslut
Samla in vatten Filtrera PCR metabarkodning NGS Bioinformatik i.\l't och Atedrder
musslor Sekvensering habitatanalys garde
— @ . " Uppféljning

groddjur . (=] % ~~

— . T ”- A Frimmands arte i svensia
@ 4 ’ﬂi' [ fisk == T lhadn-an s
& W m .2 P . ..?
“‘ - K‘"’w& SN TS N——— RED
o LIST
% W M / @MIX Research
X
Enartsanalys

Figur B2-1. Ett och samma eDNA prov kan analyseras parallellt for flera olika taxa med separata analyser.

B.2.2.1 Fisk

Flerartsanalyserna for fisk genomférdes med en markor som laser en hypervariabel 175 bp region pa
12S rRNA genen och protokoll enligt Miya, m. fl. (2015). Ett undantag i protokollet var att det andra
basparet pa framat primern byttes ut for att matcha europeiska fiskar och vidare anpassades 5’ delen
av primern med ett 6verhang for att matcha lllumina Nextera Index markorer (For full beskrivning se
Kacergyté m. fl. 2021, 6verhang forklaras pa NGl websidan (National Genomics Infrastructure, lllumina
16S)). Stralfeniga fiskar, Actinopterygii, skiljer sig genetiskt fran nejondga som hor till Hyperoartia
(Kraniedjur). For att detektera artkomplextet innebadr degenererade primers ett problem och
alternativet ar att félja principerna for modifierade primers enligt Miya m. fl. (2020).

B.2.2.2 Vertebrater (ddggdjur, faglar, groddjur och fisk)
Flerartsanalyserna for vertebrater anviande en vertebratmarkor (Riaz m. fl. 2011 och Kelly m. fl. 2014)
som detekterar daggdijur, groddjur, fiskar (inte fullstandigt) och delvis faglar. Markoren laser en 195
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bp region pa 12S genen. Protokollet foljde Hanfling m. fl. (2016) och bioinformatiken anpassades for
markdren. Protokollet och kallor finns namnda ovan.

B.2.2.3 Stormusslor (Unionidae)
Stormusslor inom Unionidae analyserades med ett markorpar for Unionidae i Prié m. fl. (2021) som
laser en ca 125 bp hypervariabel region pa 16S genen.

B.2.3. BIOINFORMATIK OCH VERIFIERING

Varje enskild art har en unik streckkod eller DNA-sekvens. De unika sekvenserna jamfordes med en
internationell databas (tillgdnglig for allmdnheten, som grundar sig pa GenBank och uppréatthalls av
National Center for Biotechnology Information, NCBI (https://www.nchi.nlm.nih.gov/) dar sekvenser
pa narmare 504 000 kanda arter finns tillgangliga med 2,5 miljard sekvenser och 15,3 triljoner baspar
enligt GenBank och NCBI hemsida (Sayers, m.fl. 2021). De olika sekvenserna matchas mot databasen
och far pa sa satt arternas identitet. Vidare anvands en verifierad (vilket betyder att arterna som
anvands for referens-DNA ar verifierade av en auktoriserad taxonom). Tack vare nya framsteg inom
metastreckkodning for vertebrater och evertebrater ar det mojligt att fa traffar pa artniva - i stallet for
enbart familje- eller genusniva. Antalet lasningar per art ger en relativ uppskattning av hur mycket eller
litet arten forekommer i ett prov. Bioinformatiken for samtliga taxa finns dven beskrivet i Kacergyté m.
fl. 2021 dar flodesschemat ar anpassat for markérerna.

Antalet lasningar per art ger en relativ uppskattning (relativ biomassa) av hur mycket eller litet arten
forekommer i ett prov.
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BILAGA 3. KVALITETSSAKRING AV DNA - KONTROLLER

Positiva och negativa kontrollprov

For tillforlitliga resultat vid eDNA-provtagning ar positiva och negativa kontroller nédvandiga for att
utesluta kontamineringar eller andra felkallor. Detta galler alla DNA-undersdkningar och innefattar alla
utdvare. Om en utforare avviker fran denna praxis ar resultaten inte tillforlitliga och darmed
oanvandbara.

Utover generella huvudprinciper for DNA-undersékningar (Goldberg, m. fl. 2016, Griffiths, m. fl. 2016)
finns speciella regelverk for kriminaltekniska (Hedman, m. fl. 2017) och medicinska (SFMG, 2011)
undersdkningar. Strikta riktlinjer for ett standardiserat utovande av eDNA-undersdkningar tas just nu
fram inom EU under COST aktionen DNAquaNet.

Negativ kontroll: Ett prov med kommersiellt DNA fritt vatten (nukleas fritt vatten renat for molekylara
undersokningar ex. Nuclease Free Water fran Fishing Scientific) eller kolsyrat mineralvatten som ingar
i faltmaterialet vid inventerade lokaler med samma provtagningsmetodik som vattenproverna. Detta
prov kallas for negativ kontroll. Under hela underékningen fran falt till slutsekvensering bor negativa
kontroller inféras i varje steg av analyserna. De DNA-fria proverna analyseras sa att kontaminering kan
uteslutas och falska positiva provsvar inte uppkommer. Om DNA-signaler av malartsgrupperna hittas i
en negativ kontroll innebéar det att undersékningen maste géras om ifall kallan inte kan identifieras och
konsekvenserna av kontamineringen faststallas.

Konsekvenserna av en kontaminerad negativ kontroll kan i praktiken innebara att arter som inte finns
i en miljo detekteras (falsk positiv).

Positiv kontroll: En positiv kontroll innebéar att ett prov som innehdller ett kidnt DNA testas for att
verifiera att den anvdanda metodiken fungerar som den skall. Om DNA-signaler inte hittas i en positiv
kontroll innebér det att metodiken maste justeras och analysen eller undersékningen maste géras om.

En positiv kontroll utan DNA-signal kan i praktiken visa att arter som finns i en miljo inte detekteras
(falsk negativ).
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BILAGA 4: KVALITETSKONTROLLER SOM REDOVISAS

10.

Mangden insamlat/filtrerat vatten dokumenteras for att kunna avgéra hur mycket prov som
samlats in totalt. Alla eDNA-matningar stalls i relation till hur mycket vatten som filtrerats.
Total eDNA-koncentration for samtliga prov (inkl. negativa) anges. Koncentrationen varierar
avsevart naturligt men ger 4nda en forsta indikation om hur eDNA-extraktionen lyckats.
Inhibitionskontroll dokumenteras och redovisas. Inhibition betyder risk for att arter som finns
i proverna inte detekteras darfor att DNA inhiberas av humus etc. Detta gar att atgérda sa
lange inhibitionstest utfors. Resultatet av antiinhibering fore och efter utférandet redovisas sa
att resultatens tillforlitlighet kan bedémas.

Band pa gel efter malinriktad PCR dokumenteras (narvaro/franvaro) inklusive negativa
kontroller. Detta visar att PCR har fungerat och kontroll av vilka prover som har spar av
malarter, eller riskerar att vara kontaminerade, kan utforas.

Negativa kontroller indelade i a) falt-negativa (filter-negativa) b) extraktions-negativa samt c)
PCR-negativa utfoérs och utfallet redovisas. Detta mojliggoér en kontroll av vilka prover som
riskerar att vara kontaminerade och vid vilket steg detta i sa fall skett.

Positiva kontroller (anvands inte alltid): a) Falt-positiva dar ett omrade kant for artférekomst
provtas for kontroll att arten detekteras i falt. b) PCR-positiva for enartsanalyser (galler gPCR
och ddPCR) dar DNA fran malarten testas. c) Positiv flerartskontroll, dar prov fran ett artificiellt
sammansatt samhalle (“mock community”) anvdands som positiv kontroll vid PCR och
sekvensering. Falska positiva prover redovisas. De positiva proverna forsakrar att PCR och
bioinformatiken fungerar som avsett.

For enartsanalyser anges narvaro och franvaro av arten, for flerartsanalyser anges andel (%)
av malarterna i ett givet prov. Detta ger en bild av hur val sekvenseringen av malarterna
lyckats.

Andel sekvenser (%) av manniska, ko och gris (vildsvin) och bakterier som forekommer som
bakgrundssekvenser redovisas. Detta mojliggor en kontroll av att tillrdckligt manga lasningar
tacker malarterna.

Minst 9- 12st PCR-replikat per art/artgrupp och eDNA-prov utférs. Dessa sammanslas i
sekvenseringen. Farre replikat minskar analyssakerheten avsevart.

Antal prover for en specifik MiSeg-korning (sekvensering) 6verstiger inte 100 stycken exklusive
sekvenseringskontroller. Detta sdkerstéller att antalet Iasningar per prov inte ska bli alltfor lagt
for att kunna detektera ovanligare arter.
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BILAGA 5: RESULTAT AV KVALITETSKONTROLLER FOR FLERARTSANALYSER

Varden for kontrollerna anges i tabell B5-1. Alla negativa kontroller var negativa for malarter. DNA-koncentrationer var normala. Miya 12S markoren for fisk
resulterade i 973 456 artspecifika sekvenser och varierade mellan 43 358 — 108 696 per prov, vilket dr hoga varden och en indikation pa
hogkvalitativ analys samt provtagning. Stormusselmarkdren Unio pa 16S genen detekterade musslor pa 8 lokaler med 418 681 lasningar och
lasningarna per prov lag mellan 34 705 och 80 181 lasningar. Vertebratanalyserna pa 12S genen (Riaz 2011, Kelly 2014) utfordes pa tre prover
med 18 468 och 48 485 lasningar per prov for malarter. Vertebratmarkorerna plockar upp stora mangder manskligt DNA samt ko, far och kyckling
som ingar i reagenserna.

Tabell B5-1. Kvalitetsgranskning av eDNA och kontroller. eDNA-koncentrationen uppmattes med Qubit Fluorometric Quantitation (Fisher Scientific). Inhiberingskontroll utférdes
med gPCR. PCR-negativ innefattar 12 replikat. eDNA koncentration ng/ul. De olika markorerna anges som FiskM, Unio, och Kelly.

LIP_01 7.56 Yes 12 80 468 S 34705 12 18 468
LIP_02 6.52 Yes 12 54 389 5 47 664
LIP_03 4.42 Yes 12 43377 0 =
LIP_04 4.5 Yes 12 68 869 0 - 12 48 445
LIP_05 8.36 Yes 12 73652 8 69675
LIP_06 1.84 Yes 12 84192 9 65307
LIP_O7 5.48 Yes 12 108 696 0 =
LIP_08 4.18 Yes 12 67267 9 76 696 12 35656
LIP_09 2.74 Yes 12 59 496 0 =
LIP_10 2.92 Yes 12 79398 0 -
LIP_11 7.62 Yes 12 100 778 0 =
LIP_12 5.74 Yes 12 99470 7 80181
LIP_13 5.86 Yes 12 56 312 5 45742
LIP_NEG 0.02 Yes 8 68 398 0 0



BILAGA 6: RADATA FOR DETEKTERADE ARTER, ANTAL VERIFIERADE LASNINGAR

Tabell B6_1. Antalet eDNA-Idsningar (MiFish) per detekterad art inom de olika provlokalerna. Siffrorna anger hur ménga gdnger en sekvens blivit Idst pd artnivd och anger relativ biomassa. Flera
Idsningar anger hégre biomassa.

Arter (latin) Arter Similarity LIP_01  LIP_02  LIP_03 LIP_04 LIP_05 LIP_06 LIP_07  LIP_08 LIP_09 LIP_10 LIP_11 LIP_12 LIP_13
Clupea harengus Stromming 100 - - - - - - - - - - - 1754 -
Abramis brama Braxen 100 - - - - - - - 5165 - 1244 - 4086 1233
Alburnus alburnus Benloja 100 15209 1598 643 2979 749 5688 - 1217 - 211 - 792 398
Leuciscus leuciscus/idus Stam/id 100 128 - 16 91 310 84 40 - - - -
Phoxinus phoxinus Elritsa = = 2716 709 1887 17514 18956 3908 8996 22707 = 34704 17191
Rutilus rutilus Mort 100 7105 285 5322 13245 12721 8995 10401 11982 2700 2554 5186 3867 2766
Esox lucius Gadda 100 3913 860 695 7707 13540 12851 4638 5563 1767 13255 19831 4939 5521
Lota lota Lake 100 2275 356 970 594 116 2096 1998 - - 913 - 452 144
Pungitius pungitius Smaspigg 100 = 177 63 877 263 = = 104 = = = = 189
Osmerus eperlanus Nors 100 - - - - 70 - - - - - - - 192
Gymnocephalus cernua Gars 100 - - 387 1849 2749 9299 3658 3032 - 5308 - 5871 1572
Perca fluviatilis Abborre 100 12 886 3356 3279 7473 5994 1494 12 456 3027 1430 9842 7560 593 1952
Coregonus albula Sikléja - 14 - - - - - - - - - - -
Coregonus maraena Sik - 116 - - 99 - - - - - - - -
Salmo salar Lax 100 - - - - 432 - - - - - - 1524 -
Salmo trutta Oring 100 38288 17296 14018 4662 4344 820 7706 3874 1882 4657 67543 2626 5606
Salvelinus fontinalis Backroding 100 - - - - - - - - 1134 259 658 - 229
Thymallus thymallus Harr 100 542 - 200 - 307 3017 39254 - - 128 - 1154 236
Cottus gobio Stensimpa 100 - 29596 15009 28284 29749 19597 8376 29026 31186 16 144 - 31795 18830
Lampetra fluviatilis/planeri Flod-/béacknejondga 100 122 735 40 399 - 596 1210 329 10267 2004 - 5268 221
80468 54389 43358 68869 73330 82051 108653 67267 59 362 79226 100778 99 425 56 280
Alces alces Alg 100 - - - - 122 - - - - - - - -
Rangifer tarandus Ren 100 - - - - 472 - - - 137 - -
Castor fiber Baver = = = = = 190 = = = 34 = = =
Myodes glareolus Skogssork - - - - - - - - - - 336 - -
Arvicola amphibius Vattensork 100 - - = = = = = = = = 168 = =
594 190 171 504
Anas platyrhynchos Grasand 100 - - - - - - - - - = 98 = =
98
Totalt antal sekvenser 80468 54389 43358 68869 73924 82241 108653 67 267 59 362 79397 101380 99 425 56 280
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Tabell B6_2. Antalet eDNA-Idsningar (Kelly) per detekterad art inom de olika proviokalerna. Siffrorna anger hur mdnga génger

en sekvens blivit Idst pd artnivd och anger relativ biomassa. Flera Idsningar anger hdgre biomassa.
Arter (latin) Arter Similarity  LIP_01  LIP_04 LIP_08
Abramis brama Braxen - - 3406
Alburnus alburnus Benldja 1911 2751 761
Phoxinus phoxinus Elritsa - 1005 1440
Rutilus rutilus Mort 1100 12371 4174
Esox lucius Gadda 232 1431 582
Lota lota Lake 239 861 1404
Pungitius pungitius Smaspigg - 455 -
Osmerus eperlanus Nors - - 192
Gymnocephalus cernua Gars - 545 149
Perca fluvitilis/Sander lucioperca Abborre/gos 1231 4982 2616
Coregonus sp - 640 -
Salmo trutta Oring 7146 4680 703
Cottus gobio Stensimpa - 8189 14255
Lampetra fluviatilis/planeri Flod-/backnejonoga - - 23
11859 37910 29705
Corvus corax/Corvus corone Korp/Kréka 36 = =
Erithacus rubecula Rodhake - 622 -
Turdus sp. Trastar 21 222 -
Anas platyrhynchos Grasand 271 3784 851
Columba sp. Duvor 35 - -
363 4628 851
Rangifer tarandus Ren 3501 2280 =
Vulpes vulpes Rav 28 - -
Castor fiber Baver - 1518 2470
Microtus agrestis Akersork 45 - 436
Myodes rufocanus/Myodes rutilus Grasiding/Rédsork 59 51 -
Sciurus vulgaris Ekorre 36 - -
Neomys fodiens Vattennabbmus - 81 -
Sorex araneus Vanligndbbmus - - 47
3669 3930 2953
Rana temporaria Vanlig groda 2094 152 1133
2094 152 1133
Totalt antal sekvenser 17985 46620 34642

Tabell B6_3. Antalet eDNA-Idsningar per detekterad art inom de olika provlokalerna. Siffrorna anger hur manga gdnger en
sekvens blivit ldst pd artniva och anger relativ biomassa. Flera ldsningar anger hégre biomassa.

Arter (latin) Arter Similarity LIP_01 LIP_02 LIP_05 LIP_06 LIP_08 LIP_12 LIP_13
Margaritifera margaritifera  Flodparlmussla 100 34705 47664 13320 - - 24583

Anodonta anatina Vanligdammussla 100 56355 55999 75327 55598 45742
Pseudanodonta complanata  Flat dammussla 100 - - - 8266 1132 - -
Totalt antal sekvenser 34705 47664 69675 64265 76459 80181 45742
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