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Forord

eDNA GRIP ir ett samverkans- och utvecklingsprojekt inom Grip on Life IP och
involverade Linsstyrelsen 1 Jamtland, Lansstyrelsen i Visternorrland, Karlstads
universitet och MIX Research Sweden AB.

Projektet inkluderade uppfoljning av restaurerings- och utsittningsatgiarder med
fokus pa 6ring och flodpirlmussla som utforts av Lansstyrelsen 1 Jamtland och av det
EU-finansierade projektet Life Triple Lakes som pagick 2016-2019.

Forekomst av fisk-, diggdjurs- och groddjursarter inventerades med eDNA
flerartsanalyser och férekomst av flodparlmussla med enartsanalyser.

Projektet undersokte daven hur langt eDNA-signalen fran flodpirlmussla kan
detekteras da musslor férekommer i olika mangder.

Forskningsdelen i detta projekt som 1 skrivande stund fortfarande pagar (augusti
2025) syftar till att ta reda pa, inte bara om flodparlmusslor (FPM) dr nirvarande,
men ocksa om det dr mojligt att frin vattenprover med eDNA-analyser avgora hur
de ir besliktade med varandra.

Faltarbetet utfordes under sommaren 2022 och 2023.

Syftet var att utveckla och anvinda praktiskt tillimpbara eDNA-metoder for
myndigheternas forvaltnings- och atgirdsarbete av fisk, daggdjur, groddjur, musslor
och annan bottenfauna, sirskilt inom de naturtyper som definieras som Mindre
vattendrag (3260) och Storre vattendrag (3210) enligt EU:s habitatdirektiv.

Uppsala, juli 2025

Micaela Hellstrém
VD, MIX Research Sweden AB



Sammanfattning

Milj6-DNA (environmental DNA, eDNA) dr en metod for att identifiera genetiska
spar som organismer limnar efter sig i sin omgivning genom avforing, sekret,
hudceller och andra biologiska rester. Sa linge en art dr nirvarande 1 ett ekosystem
avger den DNA 1 miljon. Genom att samla in och filtrera ett fatal liter vatten kan
celler och genetiskt material fran fiskar, groddjur, musslor och andra akvatiska
organismer isoleras och analyseras. Denna metod mojliggdr artbestimning genom
genetiska analyser och anvinds alltmer inom miljo6vervakning for att identifiera
biodiversitet i sjoar, vattendrag och andra akvatiska miljoer. En férdel med eDNA-
baserad Gvervakning dr att den ar icke-skadlig eller dodlig, dd ingen fysisk hantering
av organismer kravs for identifiering.

Projektet eDNA GRIP genomférdes som ett samverkans- och utvecklingsprojekt
inom Grip on Life IP och involverade Linsstyrelsen i Jamtland, Lansstyrelsen 1
Visternorrland, Karlstads universitet och MIX Research Sweden AB. Syftet var att
utveckla praktiskt tillimpbara metoder f6r myndigheternas forvaltnings- och
atgirdsarbete av fisk, daggdjur, groddjur, musslor och annan bottenfauna, sarskilt
inom de naturtyper som definieras som Mindre vattendrag (3260) och Stirre vattendrag
(3210) enligt EU:s habitatdirektiv.

Projektet inkluderade dven uppféljning av genomférda atgirder inom det EU-
finansierade projektet Life Triple Lakes (2016-2019) som syftade till att restaurera
vattendrag och forbittra livsmiljoer f6r 6ring (Salmo trutta) och den starkt hotade
flodpérlmusslan (Margaritifera margaritifera).

Deluppdrag 1 féljde upp de atgirder som omfattades av projektet Life Triple Lakes.
Uppféljningen bestod av eDNA-analyser av fisk, groddjur, daggdjur, flodparlmusslor
och andra bottenlevande organismer vid tolv lokaler kring sjarna Locknesjon,
Nikten och Revsundssjon. Totalt detekterades tolv fiskarter, tva groddjursarter och
fem diggdjursarter genom flerartsanalyser. Oring och flodpirlmussla detekterades pa
elva respektive nio lokaler. Analyserna for bottenlevande ryggradslésa djur pagar och
vintas vara klara senast november 2025.

Deluppdrag 2 syftade till att underséka hur lingt nedstréms frian en
musselpopulation som eDNA fran flodparlmussla kan detekteras och hur
populationsstorleken péaverkar signalstyrkan. For att studera detta placerades musslor
ut i olika antal i en 4 utan tidigare férekomst. Resultaten visade att fem musslor
registrerades pa gransen till detektion pa 30 meters avstind, 50 musslor kunde
detekteras 6ver en kilometer nedstréms och att 500 musslor kunde detekteras nira
tva kilometer nedstréms. Dessa resultat visar att eDNA-metoden ir kinslig och kan
anvindas for att detektera flodpérlmusslor aven vid laga populationstitheter.

Deluppdrag 3, pagar och vantas vara avslutat i november 2025. Deluppdrag 3
underséker méjligheten att inte bara faststélla nirvaro av flodparlmusslor genom
eDNA, utan dven analysera deras genetiska sliktskap. Detta genomférs med samma
metoder som anvinds vid faderskapsanalyser, dar specifika genetiska markorer
anvinds for att identifiera sliktskapstérhallanden mellan individer. Om metoden
visar sig fungera vil kan den bli ett virdefullt verktyg for framtida bevarandeatgirder



och populationsférvaltning av flodparlmusslor. Deluppdrag 3 avslutas 1 november
2025.

Projektet bekriftar att eDNA kan utgora en praktiskt tillimpbar metod 1
myndigheternas forvaltnings- och atgirdsarbete inom EU:s habitatdirektiv. Metoden
mojligeor effektiv kartligening av biodiversitet 1 dessa ekosystem och har sarskilt
visat sig vardefull for att detektera hotade arter sisom flodparlmussla, dven vid liga
populationstatheter.

Resultaten erbjuder riktlinjer f6r hur eDNA kan integreras i miljo6vervakning och
stirker dirmed underlaget f6r myndigheternas fortsatta arbete med bevarande och
restaurering av akvatiska ekosystem. Projektet har dven fungerat som en viktig
uppfdljning av Life Triple Lakes och har bidragit med ny kunskap om
restaureringsinsatsernas effekt pa biologisk mangfald, sarskilt for 6ring och
flodparlmusslor i de undersokta vattendragen 1 Jamtlands lin. Resultaten fran
projektet kan saledes bidra till att forbattra framtida restaureringsstrategier och stirka
arbetet med att bevara akvatiska arter och deras livsmiljéer pa bade lokal och regional
niva.



Summary

Environmental DNA (eDNA) is a method for identifying genetic traces that
organisms leave behind in their environment by feces, secretions, skin cells, and
other biological residues. If a species is present in an ecosystem, it releases DNA into
the environment. By collecting and filtering a few liters of water, cells and genetic
material from fish, amphibians, mussels, and other aquatic organisms can be isolated
and analyzed. This method enables species identification through genetic analyses
and is increasingly used in environmental monitoring to assess biodiversity in lakes,
streams, and other aquatic environments. An advantage of eDNA-based monitoring
is that it is non-intrusive and non-lethal, as no physical handling of organisms is
required for identification.

The eDNA GRIP project is a collaborative species inventory and research project
within Grip on Life IP. The partners involved were the County Administrative Board
of Jamtland, the County Administrative Board of Visternorrland, Karlstad
University, and MIX Research Sweden AB. The aim was to develop applicable
eDNA methods for governmental conservation and management efforts targeting
fish, mammals, amphibians, mussels, and other benthic fauna, particularly within the
habitat types defined as Swall Watercourses (3260) and Large Waterconrses (3210) under
the EU Habitats Directive.

The project also included follow-up monitoring of watercourse restoration measures
implemented within the EU-funded project Life Triple Lakes, to improve habitats
tfor brown trout (Sa/mo trutta) and the critically endangered freshwater pear]l mussel
(Margaritifera margaritifera).

The project was divided into three work packages (WP 1, WP 2 and WP 3)

WP1 was a follow-up project assessing the success of measures implemented within
the Life Triple Lakes project and similar measures on additional localities by the
County Administrative Board of Jimtland. The follow-up included multispecies
eDNA analyses of fish, amphibians and mammals, and single species analyses of
freshwater pearl mussels at twelve sites around the lakes Locknesjon, Nakten, and
Revsundssjon. A total of twelve fish species, two amphibian species, and five
mammal species were detected using multi-species analyses. Brown trout and
freshwater pearl mussel were detected at eleven and nine sites, respectively. Analyses
of the benthic communities are ongoing and will be completed in November 2025.

WP 2 aimed to investigate how far downstream eDNA signals from freshwater pearl
mussels travel in the water from the source population. The survey also examined
how population size (number of mussels) affects signal strength. Pear]l mussels were
introduced into a stream with no previous occurrence of the species. The results
showed that 5 mussels were on the limit of detection 30 m from the source. 50
mussels were detected from the source and up to one kilometer downstream from
the population, while 500 mussels were detected close to two kilometers
downstream. These results indicate that the eDNA method is sensitive and can be
used to detect freshwater pearl mussels even at low population densities.



WP 3, which is still ongoing, explores the possibility of not only determining the
presence of freshwater pearl mussels using eDNA, but also analyzing their genetic
relationships. The methods used are similar as the ones for paternity analyses where
specific genetic markers are used to identify kinship between individuals. If the
method proves effective, it could become a valuable tool for future conservation
efforts and population management of freshwater pearl mussels.

The project confirms that eDNA can be an applicable method in governmental
conservation and management efforts within the EU Habitats and EU Water
Directives. The method enables efficient biodiversity assessments in these
ecosystems and has proven particularly valuable for detecting endangered species
such as the freshwater pearl mussel, even at low population densities.

The results provide guidelines for how eDNA can continue to be integrated into
environmental monitoring and thereby strengthen the foundation for continued
governmental efforts in the conservation and restoration of aquatic ecosystems. The
project also served as an important follow-up to Life Triple Lakes and has
contributed new knowledge about the effects of restoration efforts on biodiversity,
particularly for trout and freshwater pearl mussels in the studied watercourses in

Jamtland County.

The results from the project will contribute to improved and more efficient follow-
up on restoration strategies on a geographical scale that has previously not been
possible. The results from the project confirm strengthening efforts to preserve
aquatic species and their habitats at both local and regional levels.



Inledning

Milj6-DNA eller eDNA (environmental DNA) ir samlingsnamnet for de genetiska
spar som alla levande organismer limnar efter sig i miljoén i form av bland annat
avforing, sekret och hudceller (Taberlet m.fl. 2012, Pedersen m.fl. 2015). Da
genetiska analyser har utvecklats mycket under de senaste decennierna ar det fullt
mojligt att genom miljoprover analysera dessa spar och med precisa metoder
identifiera de arter som finns i en given miljé. Metoden ér vilutvecklad i
vattenmiljoer och har visat sig vara anvindbar som ett verktyg inom
milj6overvakning (Leese m.fl. 2016, Bruce m.fl. 2023, Hellstrom m.fl. 2023). Da
eDNA ir relativt kortlivat i vattenmassan (maximalt cirka tva veckor beroende pa
yttre faktorer) erhalls en bild av arters forekomst i nutid (Brys m.fl. 2021). Vidare ar
metoden icke-destruktiv, vilket gér den idealisk f6r undersékningar av biologisk
mangfald, och hotade arter i synnerhet.

For att skapa en storre konsensus kring metoder mellan forskargrupper och
siakerstalla att data fran olika undersokningar dr jimforbara bildades EU-konsortiet
DNAqua-Net 2016 (Leese m.fl. 2016). Konsortiet fokuserade pa att utveckla
standardiserade metoder for inventering av sjoar och vattendrag i enlighet med EU:s
Ramdirektiv for vatten (WFD, 2000/60/EC) och Ramdirektiv om en matin strategi
(MSFD, 2008/56/EC). Detta arbete bidrog till att standardiserade
provtagningsprotokoll godkindes 2023 (CEN 2023) och till att en handbok for
eDNA inom milj6overvakning publicerades 2021 (Bruce m.fl. 2021).

Anvindningen av eDNA som ett verktyg inom miljéovervakning, i kombination med
traditionella metoder, skapar nya méjligheter att samla in prover Gver stora
geografiska omraden pa kort tid. Detta dr sirskilt relevant i ett land som Sverige, med
over 100 000 sjoar och korta provtagningssiasonger. Metoden méjliggor effektiv
kartliggning av biologisk mangfald samt identifiering av bade sillsynta och potentiellt
skadliga arter. Samtidigt 4r det avgérande att forsta bade metodens styrkor och dess
begrinsningar for att sikerstilla korrekta och tillforlitliga resultat.

eDNA GRIP genomférdes som ett samverkans- och utvecklingsprojekt inom GRIP
on Life IP och involverade Linsstyrelsen 1 Jamtland, Lansstyrelsen i Visternorrland,
Karlstads universitet och MIX Research Sweden AB. Syftet var att utveckla praktiskt
tillimpbara metoder f6r myndigheternas férvaltnings- och atgardsarbete av fisk,
diggdjur, groddjur, musslor och annan bottenfauna, sirskilt inom de naturtyper som
definieras som Mindre vattendrag (3260) och Stiorre vattendrag (3210) enligt EU:s
habitatdirektiv. Inom projektet inkluderades dven uppfoljning av det EU-finansierade
projektet Life Triple Lakes (2016 — 2019) hade som syfte att restaurera vattendrag
och foérbattra livsmiljoer f6r 6ring och flodparlmussla i tre vattenomraden i Jamtlands
lin.

Inom deluppdrag 1, som utgor en del av uppféljningen av de atgirder som
genomforts av linsstyrelsen i Jimtlands lin och dartill atgirder som genomfordes
inom projekt Life Triple Lakes. Narvaro av fisk-, groddjurs- och diggdjurssamhallen,
flodpirlmusslor och andra bottenlevande arter analyserades med eDNA frin
vattenprover.

10



Deluppdrag 2 syftade till att underséka hur lingt nedstréms frian en
musselpopulation eDNA-signaler kan detekteras och hur populationsstorleken
paverkar signalstyrkan. For att studera detta placerades flodpirlmusslor ut i olika
antal i en 4 utan tidigare férekomst.

Deluppdrag 3 forvintas ge resultat i november 2025. Uppdraget undersoker,
mojligheten att inte bara faststalla nirvaro av flodparlmusslor genom eDNA, utan
dven analysera deras genetiska sliktskap. Detta genomfors med samma metoder som
anvinds vid faderskapsanalyser, dir specifika genetiska markorer anvinds for att
identifiera sliktskapsférhallanden mellan individer. Om metoden visar sig fungera vil
kan den bli ett virdefullt verktyg for framtida bevarandeatgirder och
populationsférvaltning.
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Deluppdrag 1 — Uppfoljning av
restaureringsatgarder med eDNA

Bakgrund

Det EU-finansierade projektet EU Life Triple Lakes pagick mellan 2014 och 2019
och omfattade ett flertal vattenrestaureringsatgirder inom vattenomradena Nikten,
Locknesjon och Revsundssjon. Syftet var forbittra livsmiljoerna, med sarskilt fokus
pa oring och flodparlmussla. Parallellt har Lansstyrelsen i Jamtland genomfort flera
restaureringsatgirder fOr att skapa gynnsamma férhallanden f6r fisk med fokus pa
oring, samt for att ateretablera flodpéarlmussla 1 omraden dar den har forsvunnit

(Tabell 1).

Inom ramen f6r detta uppdrag undersoktes forekomsten av fisk, flodparlmussla,
groddjur, och diggdjur vid tolv lokaler i Jimtlands lin med hjilp av eDNA-baserad
provtagning. Uppfoljning av vattenrestaureringsatgarderna genomférdes genom
flerartsanalyser av fisk, groddjur och daggdjur, medan specifika enartsanalyser
anvindes for flodparlmussla.

Tabell 1. Vattenrestaureringsatgarder samt utsattning av oring och flodparimussla (FPM).
Art =malart, # Uts = antal utsatta individer, Uts ar = artal f6r utsattning, Inv ar = inventeringsartal,
Kalla = moderpopulation.

Vattensystem | Namn Art # Uts Uts ar Kalla Atgirder

Nikten Réssjoan FPM Vattendragsrestaurering
och dammutrivning, 2019.

Nakten Strulan FPM >1000 | Troligen | Rassjoan Vattendragsrestaurering,
2008 2015. Lekgrusutlaggning,

2016.

Nakten Mellansjoan FPM 1000 2017 Rassjéan Vattendragsrestaurering
och lekgrusutlaggning,
2016.

Nakten Bjannviksbacken Oring/FPM 100, 2018 FPM/R&ssj6an | 2018, éring fangades in,

0+ infekterades i Rassjoan och

aterintroducerades.

Giman Sosjobacken FPM 800 2017 Raggan Konnektivitetsatgarder vid
trumma, 2015.
Giman Marlan FPM 500 2017 Raggan Manuellt restaurerad,
2017.
Giman Lénningsan FPM 1000 2017 Raggan Manuellt restaurerad
uppstroms FPM forekomst,
2017.
Metoder
Faltarbete

Fialtarbetet utférdes 6—9 juni 2023 pa lokalerna som beskrivs Figur 1 och Tabell 2.
Innan eDNA-provtagningen och mellan lokalerna steriliserades
provtagningsutrustning med Virkon R (Virkon, UK). Filtreringsutrustning k&ptes in
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som sterila och DNA-fria produkter. For varje prov samlades fem liter vatten in 1
form av tio delprover lings 100—500 meter linga transekter som slogs ihop till ett
samlingsprov for ett representativt resultat (Harper m.fl. 2018 a; b, Bruce m.fl. 2021,
Hellstrom m.fl. 2023). Provtagningen foljde CEN-standarden fo6r insamling av vatten
f6r e DNA analyser (CEN 2023).

For varje prov filtrerades 2 500 ml vatten med en peristaltisk faltpump (Burkle
GMBH) genom 4 um GF/0,8 um PES-inkapslade filterenheter (Stetlitech, US).
Filtren tomdes pa vatten och fixerades i filt med 96 % Molekylir Grad 200 proof
etanol (Thermofisher Scientific, UK) innan de transporterades till MIX Research
Swedens (MIX) laboratorier for vidare analyser. Volym av insamlat vatten, vatten-
och lufttemperatur, samt GPS-koordinater registrerades.

Positiva och negativa laboratoriekontroller, samt negativa filterkontroller i falt
beskrivs 1 Bilaga 3.

R TR Sl
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- - i £5 i e - =
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_JA.‘E‘\‘/'/{;‘ = : "‘ ‘: S \ ' r c"; = = =
Figur 1. Lokaler som inkluderades i den uppféliande eDNA-provtagningen.
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Tabell 2. Provtagna lokaler och faltdata.

Lokal ProvID | Datum Tid Volym | Luft | Vatten | Djup SWEREF | SWEREF
m) | °c | °C 99N 99E
Nollprov, Angeldn | GR1_00 | 2023-06-06 | 16:20 | 2500 | 15 | 13 0-04m | 6961073 | 531399
R3ssjoan GR1.01 | 2023-06-06 | 11:30 | 2500 | 17 | 11 0-0,2m | 6948656 486983
Bjannviksbicken GR1_02 | 2023-06-07 | 12:40 | 2500 | 17 | 13 0-02m | 6951173 | 486915
Strulan mellan GR1.03 | 2023-06-07 | 13:20 | 2100 | 17 | 13 0-02m | 6946431 487102
Mellansjoan GR1_04 | 2023-06-07 | 13:45 | 2500 | 17 | 13 0-03m | 6948069 491587
sosjobacken GR1_05  2023-06-07 | 15:15 | 2500 | 15 | 13 0-03m | 6957117 | 521717
Marlan GR1_06  2023-06-07 | 17:00 | 2500 | 16 | 13 0-0,5m | 6959246 514965
Léningsan GR1_07 | 2023-06-07 | 16:30 | 2500 | 16 | 13 0-0,5m | 6952455 | 516236
Idbicken nedre GrS_04 | 2023-06-08 | 10:40 | 2500 | 16 | 12 0-0,5m | 6983819 | 511053
Vaxsjéan Grs_05 | 2023-06-07 | 15:30 | 2500 | 16 | 12 0-0,5m | 6960716 499273
Orrbodan GrS_06 | 2023-06-07 | 14:40 | 2000 | 17 | 13 0-03m | 6953341 498281
Forsadn Lingselet | GrS_08 | 2023-06-08 | 12:00 | 2000 | 15 | 13 0-03m | 6973888 498098

Laboratoriearbete

Enartsanalyser

Forekomst av flodparlmussla undersoktes genom qPCR-analys. Varje prov
analyserades 1 sex tekniska replikat for att Oka tillfrlitligheten av
detektionsresultaten.

For att sakerstilla specifik detektion och undvika férvixling med nirbesliktade arter
anvindes en artspecifik TagMan-probe (sokfragment) som designades for att
hybridisera mot en unik sekvens inom malregionen. Anvindning av TaqMan-
sokfragment undviker i dettafall forvixling med allmin dammussla (Anodonta anatina).
Bilaga 2 beskriver TagMan metoden.

For kvantifiering och verifiering av amplifikationen konstruerades standardkurvor
genom successiv spadning av vivnads-DNA, med spadningsfaktorer fran 1:1 till
1:100 000. DNA-koncentrationen av spadningarna kvantifierades kort fére analys
och analyserades i tre replikat, tillsammans med positiva och negativa kontroller.
Standardkurvan anger dven grinsvirden f6r detektion. Metodbeskrivning f6r PCR
anges i Bilaga 1 och Bilaga 2. Positiva och negativa kontroller beskrivs 1 Bilaga 3.

Flerartsanalyser

Insamlat eDNA extraherades enligt protokoll fran Spens m.fl. (2017) i MIX-
laboratorier specifikt utformade f6r analyser av eDNA. Fiskar, diaggdjur och groddjur
analyserades med tva olika markorgrupper (fyra markorer for fisk och en markor f6r
vertebrater). Metodbeskrivning for PCR och genetiska bibliotek anges 1 Bilaga 1 och
Bilaga 2. Bilaga 3 och 4 anger nédvindiga kontroller och skallkrav.

Analyser av bentiska organismer pagar och forvintas avslutas 1 november 2025.

14



Resultat

Enartsanalyser av flodparlmussla visade férekomst pa nio av tolv lokaler (Tabell 3).
Rissjoan, Strulin och Soésjobicken gav positivt utslag f6r 6/6 replikat.
Bjannviksbacken, Mellansjoan, Mirlan, Loningsan, Idbacken nedre samt Forsaan-
Langselet visade positiv detektion i 1/6 replikat. Angeldn, Vaxsjoan och Orrbodain
visade ingen detektion. Alla positiva filt och laboratoriekontroller var positiva och
negativa kontroller negativa.

Tabell 3. gPCR resultat. Tabellen visar antal positiva replikat av 6 (n/6). # FPM uts. = antal utsatta
flodparlmusslor.

Lokalnamn gPCR positiva n/6 # FPM uts Utséattning ar
Nollprov, Angeldn 0/6

Rassjoan 6/6

Bjannviksbacken 1/6 100 st infekterade | 2018

0+ 6ring

Struldn mellan 6/6 >1000 Troligen 2008
Mellansjéan 1/6 1000 2017
Sosj6backen 6/6 800 2017

Marlan 1/6 500 2017
Loningsan 1/6 1000 2017
Idbédcken nedre 1/6

Vaxsjoan 0/6

Orrbodan 0/6

Forsaan Langselet 1/6

Flerartsanalyserna detekterade totalt tolv fiskarter, tva groddjursarter och fem
diggdjursarter (Tabell 4).

Fiskarter som identifierades var oring (Salmo trutta), hare (Thymallus thymallus), abborre
(Perca fluviatilzs), elritsa (Phoxinus phoxinus), gadda (Esox lucins), mort (Rutilus rutilus),
lake (Lota lota), benldja (Alburnus alburnus), bergsimpa (Cottus poecilopus), stensimpa
(Cottus gobio) och id (Leuciscus idus). 1d och stam (Leuciscus leuciscus) som har snarlika
sekvenser kunde differentieras genom analys med vertebratmarkoren.

Groddjur som férekom 1 undersokningen var vanlig padda (B#fo bufo) och vanlig
groda (Rana temporaria). Diggdjur som vistats 1 anslutning till de provtagna lokalerna
var bland annat utter (Lutra lutra), baver (Castor fiber), kronhjort (Cervus elaphus) och
alg (Alces alces).
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Tabell 4. Arternas forekomst over lokalerna.

Lokalnamn c ko
i 2 g
2 5 5 [ 5
5 c| £ e 3 s c| = £ =
e ® 3| | 2| B <c| & L 8 - 5
0 g| w® g 8 = c S| & o ©
» c S = == = — 30 v 2 w
< @ = 9| 2 & £ 2 = = 5
o @ @ & S| 8 S 8 3 s o &
Flodpéarimussla X X X X X X X X X
Benldja X
Id X X
Mort X X X X X X X X
Elritsa X X X X X X X X X X X X
Gdadda X X X X X X X X X X X
Lake X X X X X X X X
Abborre X X X X X X X X X X X X
Sik X X X X X X
Oring X | X X | X | X | X | X [|X X | X |X
Harr X X X X X
Stensimpa X X X X X X
Bergsimpa X X X
Vanlig padda X X X X X X X X X X
Vanlig groda X X X X X X X X X
Kronhjort X
Utter X
Baver X X X X X X
Vattensork X
Alg X

Fiskarternas forekomster stimmer vil med historiska provfiske- och
fiskférekomstdata (Lansstyrelsen Jamtlands Lin 2019, Limnordic Databas 1898 till
1996, Nationellt Register 6ver Sjoprovfisken — NORS 2025.) frin sjoar nira
provtagningspunkterna. Dessa sj6ar dr Rasjon, Nakten, S6sjon, Mirlan, Revundssjon,
Vaxsjon, Bodsjon, Hungsjon och Locknesjon. Benldja och bergsimpa har inte
rapporterats 1 historiska provfiskedata, men har konstaterats i omradet.

Sett till arternas relativa biomassa sa utgjorde elritsa och 6ring dominanta arter pa
lokalerna (Tabell 5). En annan noterbar detektion var bergsimpa som ir rédlistad och
klassad som nira hotad (SLU Artdatabanken, 2020).
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Tabell 5. Fiskarternas relativa biomassa angivna i % inom lokalerna baserat pa antal eDNA

lasningar.
Lokalnamn c k]
Q E [}
'5 c © g’n
H) 1= Q (7] c
c 2 ;g 3 = g = c i
3 b = c 2 | 8 c 2 8 s D =
s & E = £ % T £ 8 T & 3
s 4 & 2 T 7 & g 8 § £ ¢
2 o o b S 7 P 3 S > o i
Art
Benl6ja 0,7
Id 3,62 0,50
Mort <0,1 1,2 52,3 1,8 22,6 1,5 4,2 <0,1
Elritsa 72,1 | 25,5 | 84,1 | 41,2 18,8 | 26,3 1,4 80,9 1,9 19,5 | 89,3 | 92,5
Gadda 2,6 2,2 1,7 35,2 2,1 15,0 | 0,1 62,7 | 0,7 2,5 4,1
Lake 0,1 0,8 0,3 0,4 0,0 0,4 0,2 0,6
Abborre 1,2 1,9 5,0 2,6 36,7 | 6,3 25,5 | 2,3 12,0 15,4 | 2,3 0,6
Sik 1,4 2,6 0,8 0,5 0,9 0,6
6ring 21,0 67,0 10,2 22,2 8,4 15,6 | 4,9 9,8 25,5 0,6 2,2
Harr 30,7 40,4 16,4
Stensimpa 1,6 0,2 0,1 4,8 1,6 4,7
Bergsimpa 4,6 0,5 12,1
Diskussion

Rassjodn, som hyser ett moderbestand av flodparlmusslor f6r utsittning i andra

bickar och sjoar, uppvisade positiva resultat i samtliga qPCR-analyser (6/6). Aven
Struldn och S6sjobicken visade positiva utslag i samtliga analyserade replikat (6/6).
DNA-analyser frin dessa tre lokaler indikerade en tidig detektion av

flodparlmusselspecifikt DNA, vilket tyder pa hoga koncentrationer av arten i

vattendragen.

I Strulan genomférde Linsstyrelsen en utsittning av flodparlmusslor under aren
2007—-2008. An restaurerades inom ramen for Life Triple lakes, och ytterligare
utsittningar genomfordes 2016. Linsstyrelsen har dven dokumenterat att musslorna i

Strulan sannolikt férokar sig naturligt, vilket stods av resultaten fran qPCR-

analyserna. SOsjobacken hyser flodpiarlmusslor som harstammar fran moderbestandet

i Riggan.

Oring patriffades i 11 av 12 undersdkta lokaler och uppvisade nist hogst lisvirden i

analysen. Arten genomfor fédovandringar i den 6vre delen av Giman under
férsommaren och atervinder till an under sensommar och tidig host f6r lek

(Catlsson m.fl., 2004). Inga Oringsekvenser detekterades i Idbicken nedre f6r nigon
av de anvinda markorerna.

De hoga detektionsvirdena av elritsa kan sannolikt forklaras av att provtagningen
sammanfoll med artens reproduktionsperiod.
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Stensimpa patriffades vid sex lokaler. Arten klassas som livskraftig men ér listad i
EU:s habitatdirektiv, Annex II (Naturvirdsverket, 2011). Vidare detekterades
bergsimpa, som fram till 2020 var klassad som livskraftig men numera ér listad som
nira hotad (NT) enligt den svenska rodlistan.

Resultaten visar att eDNA kan vara ett effektivt verktyg for att detektera fisk-,
groddjurs-, diggdjurs- och flodpirlmusselférekomster i vattendrag. Totalt
identifierades tolv fiskarter, tva groddjursarter och fem diggdjursarter, vilket ger en
omfattande bild av den biologiska mangfalden i de undersékta omriadena. De
specifika enartsanalyserna av flodparlmussla pavisade férekomst i flera av de
restaurerade vattendragen, vilket indikerar att genomférda atgirder har skapat
forutsittningar som gynnar artens etablering och 6verlevnad. I Strulan, dir tidigare
utsattningar skett och dir musslor sannolikt forékar sig naturligt, stodjer qPCR-
resultaten forekomsten av en livskraftig population. P4 samma sitt kan de hoga
detektionsvirdena av elritsa vara en indikator pa artens reproduktionsaktivitet, vilket
understryker eDNA-teknikens potential for att 6vervaka biologiska processer pa ett
icke-destruktivt satt.

Undersokningen demonstrerar vidare hur eDNA kan utgora en praktiskt tillimpbar
metod for att utvirdera effekterna av vattenrestaureringsatgirder och anvindas fér
att identifiera bade malarter och andra organismer som paverkas av
ekosystemforindringar. Dessa resultat understryker vikten av fortsatt
milj66vervakning och adaptiv forvaltning for att sakerstilla lingsiktiga
bevarandeeffekter av restaureringsinsatser.
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Deluppdrag 2 — Avstand och
populationsstorlekens paverkan pa
eDNA-signal fran flodparlmussla i
rinnande vatten

Bakgrund

Flodpirlmusslan ar en hotad art (EN) som ir starkt beroende av vilfungerande
vattendrag med hog vattenkvalitet och stabila habitatférhallanden. Férvaltning och
bevarande av arten kriver effektiva metoder for att kartligea populationstithet och
utbredning. Traditionella inventeringsmetoder, sisom standardmetod for inventering
med vattenkikare, kan vara tidskrivande, paverka musslornas livsmiljé och vara
begrinsade till klara vattenmiljoer. eDNA-teknik erbjuder en icke-destruktiv och
kinslig metod for att identifiera arten i rinnande vatten utan direkt observation.

En av utmaningarna vid anvindning av eDNA i strémmande vatten ir att forsta hur
lingt genetiskt material transporteras nedstréms fran en population och hur
populationsstorleken paverkar signalens styrka. Det dr avgérande att faststilla dessa
faktorer for att optimera provtagningsstrategier och tolkningen av eDNA-resultat.

Mot denna bakgrund genomfdrdes en studie for att undersoka hur lingt nedstroms
fran en musselpopulation som eDNA kan detekteras och hur populationsstorleken
paverkar signalstyrkan i ett vattendrag utan tidigare férekomst av flodparlmusslor.

Metoder

Féltarbete och experimentdesign

Studien genomfordes i Angelan — ett vattendrag utan férekomst av flodparlmusslor
vid projektstart. For att verifiera franvaro av flodparlmussla samlade Lansstyrelsen 1
Jamtlands lin in nollprover frian sex lokaler lings an. Fran varje lokal samlades en
liter vatten, som darefter frystes for vidare analys. qPCR-analyser utférdes for att
bekrifta att an saknade forekomst av flodpirlmusslor.

En av lokalerna valdes som utsittningspunkt f6r flodparlmusslor (Utsittning). En
lokal belagen uppstroms utsittningsplatsen anvindes som musselfri kontroll -
nollprov (GRPO) for att sikerstilla att eventuellt pavisat eDNA nedstréms harrordes
fran de utsatta musslorna. Fem provtagningslokaler (GRP1-GRP5) placerades
nedstroms utsittningspunkten pa olika avstand (30-1700 meter) (Figur 2).
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Figur 2. Provtagningslokaler och deras respektive avstdnd till utséttningspunkten.

Linsstyrelsen genomfoérde successiva utsittningar av flodparlmusslor vid
utsittningspunkten, dir 5, 50 och 500 individer successivt placerades ut pa samma
stille vid tre olika tidpunkter. Detta resulterade i tre provtagningstillfillen, ddr
vattenprover samlades in en vecka efter varje utsittning vid samtliga sex
provtagningslokaler, vilket méjliggjorde analys av eDNA-spridning i relation till
varierande populationsstorlek och avstind (Tabell 6).
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Tabell 6. Provtagningsdesign for utsattning av flodparimussla.

Datum Planering eDNA-provtagning FPM eDNA

20 september Nollprov vid alla punkter utom ”Utséttning”.
Utsattning av 5 musslor vid punkt ”"Utsattning” efter provtagning.

29 september Uppfoljningsprovtagning nr 1 vid alla uppfdéljningsplatser GRP 1-GRP 5.
Provta nollprov.
Utsattning av 50 musslor fran punkt ”"Utsattning” och uppstroms.

2 oktober Uppfoljningsprovtagning nr 2 vid alla uppféljningsplatser GRP 1-GRP 5.
Provta nollprov.
Utsattning av 500 musslor fran punkt "Utsattning” och uppstroms.

9 oktober Uppfdljningsprovtagning nr 3 vid alla uppféljningsplatser GRP 1-GRP 5.
Provta nollprov.

For varje fem liter insamlat vattenprov filtrerades 1200 ml vatten fOr att erhalla
jamforbara data mellan provtagningslokaler och tidpunkter. Tva separata prover
samlades in som samlingsprov fran vatje provpunkt. Noter att proverna vid tidpunkt
0 insamlade av linsstyrelsen inneh6ll 1000 ml vatten per filter. Insamlings- och
provtagningsmetodik foljde beskrivning i Deluppdrag 1.

Laboratoriearbete

Forekomst av flodparlmussla undersoktes genom qPCR-analys av 48 filterprover
som analyserades i sex tekniska replikat for att 6ka tillforlitligheten av
detektionsresultaten. Sammanlagt analyserades 324 qPCR-rektioner av vilka 288 var
replikat fran insamlade prover och 36 reaktioner utgjorde positiva och negativa
kontroller.

Laboratoriearbetet f6ljde beskrivning i Deluppdrag 1 och beskrivs i Bilaga 1 samt
Bilaga 2.

Figur 3. Laboratoriearbete. Férberedelser av prov (t.v.), DNA-kontroll (mitten), Proverna analyseras
med qPCR-maskin (t.h.).

Resultat

Resultat redovisas som detektion/ingen detektion av flodpitlmussla pa de olika
lokalerna 6ver tid (Tabell 7, Bilaga 6. qPCR-resultat, flodpirlmussla
detektionsavstand). Sammanlagt 28 replikat och 14 prover visade positiva signaler.
Alla negativa laboratoriekontroller var negativa och positiva kontroller positiva.
Provpunkten ovan utsittning var negativ for alla prover.
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Tabell 7. eDNA-detektion av flodparimussla i forhallande till antal musslor och vattenprovets
avstand fran populationen nedstroms. Uts. m = avstand i meter nedstroms fran utsattning,

# = antal utsatta flodparlmusslor (0,5, 50 och 500), *nara gransvardet for detektion, ** 6ver
gransvardet for detektion. Notera att alla prover analyserades och att tomma celler indikerar 0
detektion.

Tid0 Tid 01 Tid 02 Tid 03

Lokal Uts. m #0 #5 #50 #500

GRP_0 ovan

GRP_1 | 30m X** X X
GRP_2 | 270m X* X
GRP_3 | 720m X X
GRP_4 | 1160m X X
GRP_5 | 1660 m X*

En vecka efter utsittning av 50 musslor detekterades FPM pa lokalerna mellan 30
och 1160 meter nedstréms utsittningen. Utsdttning av 500 musslor visade detektion
pa alla fem lokaler nedstroms utsittningen. Pa lokalen 1660 meter nedstréms
utsdttningen gav 1/12 prover positivt utslag nira detektionsgrinsen. Detektion av
fem musslor 30 meter nedstréms utsittningen gav signaler ovan detektionsgrinsen,
och registrerades precis vid detektionsgrinsen med dPCR i ett annat projekt dir prov
GRP_01 (fem musslor 30 meter fran utsittningen).

Diskussion

Resultaten fran denna studie visar pa att eDNA-teknik 4r en kénslig och effektiv
metod fOr att detektera flodparlmusslans férekomst i rinnande vatten. Samtliga
negativa kontroller var negativa, vilket indikerar att de positiva resultaten speglar
verklig férekomst av arten. Detektion av eDNA nedstroms utsattningspunkten
visade ett tydligt samband mellan populationsstorlek och signalstyrka, dir en storre
mingd utsatta musslor resulterade i lingre transportavstand och fler positiva prov.
Nir 50 musslor placerades ut kunde eDNA pavisas upp till 1160 meter nedstroms,
medan utsittning av 500 individer resulterade 1 detektion vid samtliga
provtagningslokaler, inklusive vid 1 660 meter, dven om detektionsnivan vid den
mest avldgsna lokalen var nira grinsvirdet. Diremot kunde eDNA frin fem
individer inte detekteras under detektionsgrinsen i nagon av provpunkterna, och gav
utslaget 3/24 000 i ett dPCR test vilket tyder pa att en si liten population genererar
signaler under detektionsgrinsen eller att eDNA bryts ned eller spads ut snabbt.
Resultaten i denna rapport visar detektion, men inte nédvandigtvis all férekomst.
Flera jamforande studier mellan eDNA och traditionella metoder har visat att eDNA
ar en kinslig metod som kan anvindas bade som komplement och i vissa fall istallet
for traditionella metoder (Beng & Cortlett 2022, Hellstrom m.fl. 2023, Cangelosi m.fl.
2024).

Dessa fynd har viktiga implikationer for framtida 6vervakning och forvaltning av
flodpirlmusslan. De visar att eDNA kan vara ett anvandbart verktyg for att
identifiera populationer, men att signalens spridning paverkas av bade
populationsstorlek och hydrologiska faktorer. Studien bekriftar ocksa tidigare
forskning som indikerar att eDNA kan transporteras 6ver betydande avstind i
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strtommande vatten, men att detekterbarheten minskar med 6kande avstind och
minskande populationsstorlek.

Trots dessa lovande resultat finns det utmaningar att adressera. En viktig faktor dr att
eDNA-signalens nedbrytning och transport varierar mellan vattendrag beroende pa
hydrologiska och kemiska férhallanden. Detta innebir att kalibrering och lokal
specifika valideringar dr nddvindiga for att sakerstilla en korrekt tolkning av e DNA-
data. Dessutom ar det viktigt att kombinera eDNA-analyser med traditionella
inventeringsmetoder for att sikerstilla en heltickande bedémning av populationernas
status.

Sammanfattningsvis visar studien att eDNA-teknik kan vara ett effektivt
komplement eller alternativ (beroende pa fragestillning) till traditionella
inventeringsmetoder vid 6vervakning av flodparlmusslor och andra akvatiska arter.
Resultaten bidrar till en 6kad forstaelse f6r hur populationsstorlek och
transportavstind paverkar detektionsmojligheter och ger virdefull kunskap for
framtida forvaltning och restaureringsinsatser i vattendrag med hotade arter.
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Deluppdrag 3 — Detektion av olika
flodparlmusselpopulationer med eDNA-
metoder

Bakgrund

Den genetiska mangfalden hos flodparlmusslan har visat sig vara lag i Europa, med
undantag av Sverige, dir mikrosatellitanalyser har pavisat en hogre genetisk variation
1 populationerna jamfért med ovriga Europa (Geist m.fl., 2010, 2018; Farrington
m.fl., 2020; Osterling m.fl., 2020b). Fér att forbittra forstaelsen av den genetiska
hilsan hos arten och dess langsiktiga 6verlevnad krivs vidare utveckling av
populationsanalysmetoder baserade pa e DNA. Genom att analysera genetiskt
material frin eDNA kan populationsstrukturer kartliggas, genetisk variation
uppskattas och potentiella storningsfaktorer, sisom genetisk drift eller
habitatférandringar, identifieras.

Detta delprojekt syftar huvudsakligen till att identifiera flodparlmusselpopulationer i
Sverige samt att generera jamférbar och utokad information 1 férhéllande till tidigare
populationsstudier. Malet dr att etablera en metodik som mojliggor genetisk
populationsanalys baserad pa eDNA, vilket skulle kunna revolutionera
overvakningen av artens genetiska status och bevarandearbete.

Hittills har populationsanalyser for fisk och musslor inte genomférts med hjalp av
eDNA, och metoden har dnnu inte anvints for att undersoka sliktskap, genetisk
hilsa eller férekomst av inavel och genetisk obalans inom populationer. Att utveckla
och validera en sadan metod skulle darfor utgora ett viktigt framsteg inom genetisk
overvakning och bevarandebiologi.

Metoder

Filtarbetet genomfoérdes den 21 och 22 september 2022 1 samarbete med samtliga
projektpartners (Figur 4). Vid varje lokal samlades tre flodparlmusslor in och
provtogs genom topsning for efterfoljande viavnadsanalys. For att samla in vatten
innehallande eDNA frin kinda individer placerades musslorna, med tillstind fran
Linsstyrelsen, 1 hinkar under 30 minuter. Direfter aterférdes samtliga individer till
sitt ursprungliga habitat.

Ett fjirde samlingsprov filtrerades fran vattnet i de tre hinkarna, och ytterligare ett
vattenprov togs direkt fran an for att mojliggodra jimforelse mellan killspecifikt och
omgivande eDNA. Filtarbetet genomférdes i Raggan och Hokvattensan 1 Jamtland.
Dessutom transporterades musslor frin Brinsan i Visternorrland, samt musslor frin
tva vattendrag i sodra Sverige f6r provtagning genom topsning. Insamlingslokaler
faststilldes i samrad med Linsstyrelsen samt professor Martin Osterling vid
Karlstads universitet.

Projektet dr pagaende fram till november 2025.
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Figur 4. Féltarbete. A: Elin G6tzmann och Hékan Sdderberg redo att samla in musslor. B:
Flodpdrimusslor (F. H. Séderberg). C: Elin studerar musslor i Rdggdn. D: Hakan Séderberg och
Micaela Hellstrém gér en genomgdng av filtreringsutrustning. E: Martin Osterling inspekterar
insamlade musslor. F: Filtrering i félt.

Foto: M. Hellstrém (A, C, E). Hdkan Séderberg €. E. G6tzmann (D, F)

DNA fran de musslor som topsades extraherades i konventionella DNA-
laboratorier, medan eDNA-extraktion fran vattenprover utférdes i MIX-laboratorier
specialiserade pa eDNA f6r att minimera risken for kontaminering. Samtliga prover
har nu insamlats och extraherats, och populationsgenetiska analyser genomférs med
mikrosatelliter enligt tidigare etablerade markérer (Osterling m.fl., 2020).
Arbetsprocessen illustreras 1 Figur 5.

Falt 1 mussla per hink SDNA vatten ™ Separat M5 s 115
1 (Riggén (1) )b El E ’ Lxa=3 analys jamftrelse
c = Ny vavnad DNA ) SEPArat Ms — M5 #'
-
2. Hokvattensin (1) =] 1x3=3 analys
3. Bronsin [VB) i )
eDMNA samlingsprov Ingm detta projekt analysera ett dataset
1= limtland vatten fran hink av fyra

VB = Visterbotten BBl

| Referensprover fran viwnad, Skdnepopulationer |

Sammanslagen MS
analys

Figur 5. Schema 6ver insamlingsprocessen for individanalyser frén mussel- och vattenprover.
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Slutsats och rekommendation

Projektet eDNA GRIP har visat att eDNA kan utgora ett effektivt verktyg for
myndigheters miljo6vervakning och atgirdsarbete i akvatiska ekosystem. Genom
uppfoljning av restaureringsinsatser inom Life Triple Lakes och utveckling av
eDNA-baserade analysmetoder har viktiga insikter vunnits om artférekomst,
biologiska processer och populationsforvaltning. Nedan sammanfattas de viktigaste
slutsatserna och rekommendationerna fér framtida arbete:

eDNA ir en praktiskt tillimpbar metod f6r myndigheters miljoovervakning
och skulle kunna vara en effektiv metod for att Overvaka fisk, dagedjur,
groddjur, musslor och annan bottenfauna i vattendrag inom de naturtyper
som omfattas av EU:s habitatdirektiv (3260 och 3210).

Artinventeringarna med eDNA visar pa att de arter som forvantas
forekomma i vattendragen efter restaureringsatgirder och atgirder for
flodparlmussla utférda inom Life Triple Lakes ocksa aterfinns.

Flodpirlmusslans eDNA kan transporteras och detekteras pa langa avstind,
vilket ger viktiga insikter f6r framtida provtagningsstrategier och tolkning av
eDNA-data inom miljéévervakning och populationsférvaltning.

eDNA kan anvindas for att analysera biologiska processer, sisom
lekvandring och reproduktion, vilket kan gora det till ett kraftfullt verktyg for
att folja upp effekterna av atgirder 1 vattendrag.

Genetiska analyser har potential att stirka bevarandearbetet, da tekniken kan
utvecklas vidare for att identifiera slaktskapsforhallanden och genetisk
mangtald i hotade populationer.

Rekommendationer och férslag pa uppfoljning:

Vidareutveckla eDNA-metoder for att forbittra forstaelsen av artutbredning
och populationers genetiska hilsa, vilket kan ge bittre beslutsunderlag f6r
riktade restaureringsatgirder.

Langsiktig uppfoljning av restaurerade vattendrag for att sikerstilla att
atgarder ger varaktig ekologisk effekt och att populationerna fortsitter att
utvecklas.

Optimera provtagningsstrategier genom att studera eDNA-transport och
nedbrytning i olika vattendragstyper, vilket kan forbittra datakvaliteten och

sikerstalla korrekta tolkningar av resultat.

Kombinera eDNA med traditionella inventeringsmetoder for att erhalla en
mer heltickande och kostnadseffektiv 6vervakning av akvatiska ekosystem.
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Tack

Tack till Professor Bernt Hinflings laboratorium vid University of Highlands and
Islands (UHI) i Inverness, Storbritannien f6r sekvensering och diskussioner om
laboratoriemetoder. Speciellt tack till Victoria Pritchard vid UHI f6r att du delade
dina insikter om FPM genetik. Rafael Augusto extraherade DNA. Gert-Jan Jeunen
utférde bioinformatik for flerartsanalyser. Tack till Johan Spens for tillgang till
Limnordic AB databas 6ver historiska provfisken. Ingemar Nislund vid
Linsstyrelsen i Jamtland deltog i intressanta diskussioner om metoder for fisk- och
musselinventeringar. Tack till Life-projekten Grip on Life, Life Connects, Rivers of
Life och Life Ecostream f6r inbjudan att halla féredrag om eDNA Grip-projektet i
en Life-seminarieserie i september 2022.
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Bilaga 1. Vad menas med en- och
flerartsanalyser?

Enartsanalyser — qPCR

Fragestillningen for dessa studier dr: Finns art X hdr? Varje art analyseras med en
markor som ar specifik for precis den arten. Provsvaren anger nirvaro/frinvaro.
(Figur B1-1) Inventering av férekomst av en art med eDNA gors med si kallad
qPCR. Da flera arter undersoks med enartsanalyser kan data 6ver relativa
abundansen mellan art A och art B inte jimféras med varandra didremot kan i vissa
mingdskillnader inom arten uppskattas. Analystiden f6r enartsanalyser ar kortare dan
den f6r flerartsanalyser.

Forbereda Samlain Filtrera Extrahera qPCR Nirvaro/ Art och
Fragestidllning vatten Franvaro habitatanalys

— hi/ A [

i

% X+ Q%

©MIX Research Sweden AB

Figur B1-1. Flédesdiagram som visar de olika stegen fér enartsanalyser fran fdltplanering till beslut
och atgdrder (laboratoriearbete och bioinformatik beskrivs i Bilaga 2).

Flerartsstudier — metastreckkodning

Fragestillningen for flerartsstudier ar: Vilka arter finns hir och hur hég ar deras
torekomst? Med andra ord behéver man inte pa férhand veta vad man letar efter.

Invasiva och skygga arter kan identifieras och antalet arter som detekteras i en analys
ir obegrinsat. Om man inventerar tre eller fler arter 4r denna metod att féredra och
blir snabbt mer kostnadseffektiv dn enartsanalyser. Analystiden for flerartsanalyser ar
lingre 4n analystiden for enartsanalyser men mingden av data och information ér sa
pass stor att inventeringarna kan producera “’stort data” som inte har varit mojligt
tore eDNA-metastreckkodning (Figur B1-2).

Férbereda  Samlain  Filtrera Extrahera qPCR NGS  Bioinformatik  Artoch _Be__““t
Fragestillning  vatten DNA  ddPCR Sekvensering habitatanalys Atgdrder
Uppfdljning

Frammande arter | svenska
sthatten-endwersit  @M)|X Research

Figur B1-2. Flédesdiagram som visar de olika stegen fér flerartsanalyser fran féltplanering till
beslut och Gtgdrder (laboratoriearbete och bioinformatik beskrivs i Bilaga 2).
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Bilaga 2. Laboratorieanalyser

Extraktion

eDNA utvanns (extraherades) enligt protokoll fran Spens m.fl. (2017) i sterila
laboratorier speciellt anpassade for analyser av akvatiskt eDNA.

Enartsanalys — gPCR

Forekomst av flodparlmussla analyserades med qPCR pa en med en QuantStudio 1
Real-Time PCR System (Thermo Fisher Scientific) och pa en. StepOne Plus qPCR
apparat (Applied Biosystems). Primer/probe markorerna var nogerant testade for att
undvika detektion av narbesliktade arter till flodparlmussla och beskrivs i Mauvisseau
m.fl. (2021). En standardkurva anvindes For varje vattenprov utférdes 6 tekniska
qPCR replikat, for utsattningsprojektet togs filter vid varje tidpunkt vilket resulterade
112 qPCR replikat. For kvantifiering och verifiering av amplifikationen konstruerades
standardkurvor genom successiv spadning av vivnads-DNA, med spiddningsfaktorer
fran 1:1 till 1:100 000. DNA-koncentrationen av spadningarna kvantifierades kort
tore analys och analyserades 1 tre replikat, tillsammans med positiva och negativa
kontroller.

Flerartsanalyser

Flerartsanalyser for fisk, groddjur och daggdjur analyserades med fem markérer pa
12S-genen. Fyra fiskmarkorer analyserades som multiplex for fisk (Miya m.fl. 2020).
Vianvinde en separat markor for analys av ryggradsdjur (Kelly m.fl. 2015). Varje
PCR-prov utfordes 1 fyra replikat. Som positiv laboratoriekontroll anvinds ett prov
med kind artsammansittning av tropiska arter som standard for jimférelse. Negativa
kontroller analyseras for att sikerhetsstilla kvaliteten och tillférlitligheten av
resultatet. Protokollen f6r de olika markérerna ar publicerade 1 Miya m.fl. 2020 och
Kelly m.fl. 2015.

Bioinformatik och verifiering

Varje enskild art har en unik streckkod eller DNA-sekvens. De unika sekvenserna
jamfordes med en internationell databas (tillganglig f6r allmanheten, som grundar sig
pa GenBank och uppritthalls av National Center for Biotechnology Information,
NCBI (https://www.ncbinlm.nih.gov/) dir sekvenser pd nirmare 504 000 kinda
arter finns tillginglica med 3,7 miljarder sekvenser och 25 triljoner baspar enligt
GenBank och NCBI hemsida (Sayers m.fl. 2024). Bioinformatiken foljde Jeunen m.fl.
(2024 a,b). De olika sekvenserna matchades i férsta hand mot NCBI databasen och
fick pa sa sitt fram arternas identitet. Vidare anvinds en verifierad (vilket betyder att
arterna som anvinds for referens-DNA ir verifierade av en auktoriserad taxonom)
intern databas. Tack vare nya framsteg inom metastreckkodning f6r vertebrater och
evertebrater dr det moijligt att fa triffar pa artniva istillet for enbart familje- eller
genusniva. Antalet lisningar per art ger en relativ uppskattning (relativ biomassa) av
hur mycket eller litet arten férekommer i ett prov.
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Bilaga 3. Kvalitetssakring av DNA-
kontroller

Positiva och negativa kontrollprov

For tillforlitliga resultat vid eDNA-provtagning ir positiva och negativa kontroller
nédvindiga for att utesluta kontamineringar eller andra felkillor. Detta giller alla
DNA-undersokningar och innefattar alla utévare. Om en utférare avviker fran denna
praxis dr resultaten inte tillforlitliga och ddrmed oanvindbara.

Utover generella huvudprinciper f6r DNA-undersékningar (Goldberg, m.fl. 2016,
Griffiths, m.fl. 2016) finns speciella regelverk for kriminaltekniska (Hedman, m.fl.
2017) och medicinska (SEFMG, 2011) undersokningar. Strikta riktlinjer for ett
standardiserat utévande av eDNA-undersokningar 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 undersékningar t.ex. Nuclease Free Water fran Fisher Scientific)
eller kolsyrat mineralvatten som ingar i faltmaterialet vid inventerade lokaler med
samma provtagningsmetodik som vattenproverna. Detta prov kallas for negativ
kontroll. Under hela underokningen fran filt till slutsekvensering bor negativa
kontroller inforas 1 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 innebir det att
unders6kningen maste goras om ifall kallan inte kan identifieras och konsekvenserna
av kontamineringen faststillas.

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

Positiv kontroll: En positiv kontroll innebir att ett prov som innehdller ett kant
DNA testas for att verifiera att den anvinda metodiken fungerar som den skall. Om
DNA-signaler inte hittas i en positiv kontroll innebir det att metodiken maste
justeras och analysen eller undersékningen maste gbras om.

En positiv kontroll utan DNA-signal kan i praktiken visa att arter som finns i en
milj6 inte detekteras (falsk negativ).

Referenser

Goldberg, Caren S., m.fl. 2016. Critical considerations for the application of
environmental DNA methods to detect aquatic species. Methods in Ecology and
Evolution, 7.11: 1299-1307.

Griffiths Anthony et al. 2016. An Introduction to Genetic Analysis. 11th edition.
WH Freeman. New York. ISBN-13: 978-1464109485.

Hedman, Johannes m.fl.. 2017. Pre-PCR processing-projektet, P4 Starkt
beredskapskapacitet via rationell laboratoriediagnostik samt férenklad

33


https://www.amazon.com/s/ref=dp_byline_sr_book_1?ie=UTF8&text=Anthony+J.F.+Griffiths&search-alias=books&field-author=Anthony+J.F.+Griffiths&sort=relevancerank

provberedning. -Nationellt Forensiskt Centrum, NFC 2017-05-07. NFC Rapport
Avdelningskansliet 2017:04.

SFMG, Svensk Forening for Medicinsk Genetik. 2011. Riktlinjer f6r kvalitetssikring 1
klinisk genetisk verksamhet.
http://sfmg.se/download/riktlinjer/Kvalitetsriktlinjer/sfmg_riktlinjer-for-
kvalitetssakring rev101228.pdf

34


http://sfmg.se/download/riktlinjer/Kvalitetsriktlinjer/sfmg_riktlinjer-for-kvalitetssakring_rev101228.pdf
http://sfmg.se/download/riktlinjer/Kvalitetsriktlinjer/sfmg_riktlinjer-for-kvalitetssakring_rev101228.pdf

Bilaga 4. Kvalitetskontroller som
redovisas

e Mingden insamlat/filtrerat vatten dokumenteras for att kunna avgora hur
mycket prov som samlats in totalt. Alla eDNA-mitningar stills 1 relation till hur
mycket vatten som filtrerats.

e Total eDNA-koncentration for samtliga prov (inkl. negativa) anges.
Koncentrationen varierar avsevirt naturligt men ger inda en forsta indikation
om hur eDNA-extraktionen lyckats.

e Inhibitionskontroll dokumenteras och redovisas. Inhibition betyder risk for att
arter som finns i proverna inte detekteras dirfor att DNA inhiberas av humus
etc. Detta gar att dtgirda sa linge inhibitionstest utférs. Resultatet av
antiinhibering fore och efter utférandet redovisas s att resultatens tillférlitlighet
kan bedomas.

e Band pi gel efter mélinriktad PCR dokumenteras (nirvaro/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 utféras.

e Negativa kontroller indelade i a) filt-negativa (filter-negativa) b) extraktions-
negativa samt c) PCR-negativa utfors. Detta mojliggor en kontroll av vilka

prover som riskerar att vara kontaminerade och vid vilket steg detta i sa
fall skett.

e DPositiva kontroller (anvinds inte alltid): a) Félt-positiva dar ett omrade kant f6r
artforekomst provtas for kontroll att arten detekteras i falt. b) PCR-positiva f6r
enartsanalyser (giller qPCR och ddPCR) dir DNA fran malarten testas. c)
Positiv flerartskontroll, ddr prov frin ett artificiellt ssmmansatt samhille ("mock
community”) anvinds som positiv kontroll vid PCR och sekvensering. Falska
positiva prover redovisas. De positiva proverna forsikrar att PCR och
bioinformatiken fungerar som avsett.

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

e Andel sekvenser (%) av minniska, ko och gris (vildsvin) och bakterier som
forekommer som bakgrundssekvenser redovisas. Detta mo6jliggor en kontroll av
att tillrackligt manga lasningar ticker malarterna.

e Minst 4st. PCR-replikat per art/artgrupp och eDNA-prov utfors. Dessa
sammanslas 1 sekvenseringen. Firre replikat minskar analyssidkerheten avsevart.
For enartsanalyser rekommenderas 6 replikat.

e Antal prover for en specifik MiSeq-korning (sekvensering) Gverstiger inte 180
stycken exklusive sekvenseringskontroller. Detta sikerstiller att antalet lasningar
per prov inte ska bli alltfor lagt for att kunna detektera ovanligare arter.
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Bilaga 5. Faltprotokoll, flodparimussla

detektionsavstand
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Bilaga 6. gPCR-resultat, flodparlmussla
detektionsavstand

Resultat fran qPCR flodparlmussla (FPM) visas 1 Tabell B6_1. Tabellen visar antal
PCR replikat (n/6) som visade positiv FPM detektion i 48 prover. Sammanlagt
analyserades 324 qPCR rektioner av vilka 288 var replikat fran insamlade prover och
36 reaktioner utgjorde positiva och negativa kontroller. Detektion per prov anges
n/6. Parenteserna anger antal PCR cykler som krivs f6r detektion (lag virde betyder
att prover detekterar mer DNA dn hégt virde). Ekvationen for standardkurvan var
y=-3,3973 + 26,896. Notera att prov GRP 01 ar taget 30 meter nedstréms var 6ver
gransen for detektion, men noterades positivt i en annan studie f6r dPCR vid
grinsvirdet (3/24 000).

Tabell B6_1. Resultat fran gPCR. Tabellen visar detektion av flodparimussla i 48 extraherade DNA-
filter. Uts. m = meter avstand fran utsattningspunkten. Tid 0 provtagningstid innan utsattning. Tid
01 —Tid 03 anger provtagning en vecka efterutsattning av respektive 5, 50 och 500
flodparimusslor.

Tid 0 Tid 01 Tid 02 Tid 03

Uts m Lokal 0 FPM 5 FPM 50 FPM 500 FPM
ovan GRF 0a 0/6 0/6 0/6 0/6
ovan GRP 0b 0/6 0/6 0/6 0/6

30 m GRPOla| 0/6 |1/9 (39%)| 1/6 (37,2) | 2/6 (36,9)
30 m GRP O1b| 0/6 0/6 4/6 (37,5) | 3/6(37,1)
270 m GRP 02a 0/6 0/6 1/6 (38,3) 0/6
270 m GRP 02b 0/6 0/6 0/6 2/6 (36,8)
720m  GRPO3a| 0/6 0/6 1/6 (37,8) | 1/6 (36,6)
720m  GRPO3b| 0/6 0/6 0/6 2/6 (36,1)
1160 m GRPO04a| 0/6 0/6 3/6(37,2) | a/6 (36,7)
1160 m GRPO4b| 0/6 0/6 2/6 (37,5) | 1/6 (36,5)
1660 m GRP 05a 0/6 0/6 0/6 1/6 (38,2)
1660 m GRP 05b 0/6 0/6 0/6 0/6
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