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Inledning

For att folja upp forekomsten av den invasiva frammande arten solabborre
(Lepomis gibbosus) i en damm och nedstroms i vattensystemet i Anneberg,
Kungsbacka kommun, genomfordes flera inventeringar med eDNA i
kombination med elfiske under sommaren 2022. Undersékningarna
bekraftade forekomst av arten i dammen och i backen precis nedstroms
dammen, men det fanns inga indikationer pa att den spridit sig langre
nedstroms i vattensystemet.

Solabborre (Lepomis gibbosus) ar en sotvattensfisk i ordningen abborrlika fiskar
(Percoidei) som ursprungligen kommer fran Nordamerika, men som avsiktligt importerats
till Europa. Solabborre ar en art som sedan 2019 &r upptagen pa EU:s forteckning dver
invasiva frammande arter av unionsbetydelse. Det innebér att det enligt EU:s férordning nr
1143/2014 &r forbjudet att sélja, importera, foda upp, transportera, sldppa ut i naturen eller
halla levande exemplar av arten. Konstaterade forekomster av arten i Sverige ska
bekampas med malet att utrota arten. | Sverige betraktas arten enligt Strand et al. 2018 som
en "dorrknackare " eller en art med tillfallig forekomst som &nnu inte spridits allmant och
dess invasionspotential bedéms som medelhdg, och med en mattlig risk for stor paverkan
pa biologisk mangfald.

Ar 2018 uppticktes solabborre i en gravd damm i narheten av Kungsbacka, Hallands l4n.
Populationen i dammen uppskattades da till cirka 1000 individer mellan 2-8 cm och bor
med tanke pa antal och storlek ha funnits dar ett tag (Bohman et al. 2018). Forsok att utrota
arten har, efter upptackten 2018, genomforts genom att tomma dammen och genom denna
atgard ansag man att arten troligtvis var utrotad fran lokalen. Under sommaren 2022
genomfordes en uppféljande undersokning baserad pa en kombination av eDNA och
elfiske i dammen och narliggande vattendrag for att folja upp effekten av tidigare
utrotnings atgarder.

s s
Figur 1. Dam
upptdcktes 2018. Foto: Per Sundberg.
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Inom miljodvervakningen 6kar anvandningen av DNA-baserade metoder for att bestamma
och upptacka arter. Det kan gélla artbestamning utifran DNA-sekvenser (DNA barcoding)
eller att pavisa forekomsten av arter inom ett omrade utifran de genetiska spar organismer
lamnar efter sig i naturen pa olika satt och i olika omfattning. Det senare benamns miljo-
DNA, eller vanligare eDNA (fran engelskans environmental DNA). Fordelen med eDNA
ar att det ar en icke-destruktiv undersokningsmetod eftersom inga djur/organismer behdver
fangas (som till exempel i provfiske), eller att man faktiskt behdver observera in situ den
art som ska Overvakas. Det finns manga studier som visar att eDNA ér ett kraftfullt och val
fungerande verktyg, speciellt har det anvants framgangsrikt for undersokningar av
fisksamhallen dar det for vissa fragestallningar kan ersétta provfiske. eDNA har tidigare
anvants for inventering av solabborre i Kungsbacka (Bohman et al. 2018).

Den inledande undersékningen baserad pa elfiske kunde inte pavisa forekomsten av arten
pa nagon av de 10 lokalerna som underscktes, men det fanns DNA spar i en holja alldeles
utanfor dammen. Detta ledde till ett upprepat elfiske och en upprepad eDNA provtagning
pa tva lokaler som bekraftade forekomsten av arten i dammen och i héljan precis
nedstréms dammen. Efter det att forekomst av solabborre kunde konstateras sa
genomfordes ytterligare en provtagning under tidig host for att undersdka hur stor
spridning som skett nedstréms i backen. Denna undersokning skedde genom elfiske pa 4
lokaler och eDNA provtagning pa 6 lokaler langst med bécken.

Frida Sundqvist & Per Sundberg
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Bakgrund

Under sommaren 2018 upptacktes en forekomst av den invasiva frimmande arten
solabborre, Lepomis gibbosus, i en damm i Anneberg, Kungsbacka kommun. Forekomst
av solabborre konstaterades da i dammen och i backen nedstréms dammen. Information
om den forsta upptéackten av solabborre finns att ldsa i rapporten “Jakten pa solabborren”
av Bohman et al. 2018. Sedan dess har bek&mpning av solabborre skett i dammen genom
att dammen har tomts pa vatten och det vatten som inte gatt att témma ut har pumpats
genom en skarande pump. Under hésten 2021 genomférde Lansstyrelsen i Hallands l&n ett
elfiske i dammen utan att fanga nagon solabborre vilket resulterade i att man rapporterade
bekampningen som lyckad och att solabborren med storsta sannolikhet var utrotad fran
platsen.

Under 2022 planerades en uppfdljande undersékning med en kombination av elfiske och
eDNA for att folja upp utrotningsforsoket, bade i dammen och nedstréms i vattensystemet.
Den forsta planerade undersokning fick sedan kompletteras vid ytterligare tva tillfallen for
att sékerstalla resultat och folja upp spridning. Denna rapport innehaller en beskrivning av
hur dessa provtagningar genomfordes och dess resultat.

Material och metoder
eDNA

Insamling

Vattenprover togs pa de lokaler som anges i tabell 1. Pa varje lokal togs om méjligt flera
subprover pa olika djup med hjalp av sterila 1-litersburkar. Pa nagra lokaler anvandes en
teleskop-batshake som gjorde det mojligt att na ut langre fran kanten utan att behova ga ner
i vattnet (figur 2). Subproverna samlades i en steril 2-litersburk fran vilket sedan tva prover
togs och filtrerades. All insamling gjordes med engangsutrustning for att forhindra
kontamination, i fallet med batshaken sa steriliserades den med 10 % klorinldsning mellan
provlokalerna.

Vattenproverna filtrerades och fixerades i anslutning till insamlingen (max 4 timmar efter
provtagning). Detta ar viktigt eftersom flera studier visar att DNA:t ganska snabbt bryts ner
efter det lamnat kallan. Proverna filtrerades i sterila och inkapslade Sterivex® filter (0,45
pum porstorlek) vilka sedan fixerades i 95 % etanol och forsléts med proppar. Varje filter
placerades darefter i 50ml Falcon-ror for att forhindra korskontamination mellan filter.
Filtren placerades i -20°C frys fram till extraktion av DNA. Som negativa "féaltkontroll"
filtrerades 0,5 liter DNA/RNA-fritt vatten.
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Figur 2. For att kunna na ut pa vissa lokaler anvandes
en teleskop-batshake i vars dnde det gar att fasta en

burk. Foto: Per Sundberg.

Tabell 1. Lokaler fér eDNA prover och elfiske, samt datum for respektive provtagning 2022.

Lokal Position (WGS84) Datum for eDNA Datum for elfiske
Latitud (N)/ Longitud (O) provtagning

1 N 57.5108 / 0 12.0791 20/6 20/6

2 N 57.5456 / O 12.0987 20/6 20/6

3 N 57.5255 / 0 12.1080 20/6 20/6

4 N 57.5345 /0 12.1185 20/6 20/6

> N 57.5418 / 0 12.1485 21/6 20/6

6 N 57.5429 /0 12.1192 21/6; 19/9 21/6; 8/9

7 N 57.5492 / 0 12.1149 21/6; 19/9 21/6; 8/9

8 N 57.5527 / 012.1130 21/6; 19/9 21/6; 8/9

9 N 57.5551/012.1126 21/6; 29/8; 19/9 21/6; 29/8; 8/9

10 (dammen) N 57.5553 /0 12.1126 21/6;29/8 21/6; 29/8; 8/9

11 N 57.5441/012.1191 19/9

12 N 57.5529 /0 12.1131 19/9

13 N 57.5545 /0 12.1130 19/9




DNA extraktion och dPCR analys

DNA extraherades fran filtren med Nucleospin eDNA water kit (Macherey-Nagel) med
den teknik och standard som utvecklats i laboratoriet. Koncentration av DNA i extrakten
mattes med Qubit® fluorometer. Notera att detta mater koncentrationen av all DNA i
provet och inte specifikt DNA fran malarten.

For att pavisa forekomsten av DNA fran malarten solabborre anvandes en applikation
av kvantitativ PCR: digital PCR (dPCR). Metoden beskrivs i Bilaga 1 och pa QiaGens
webbplats:

https://www.giagen.com/us/applications/digital-pcr/beginners

Figur 3. QiAcuity One systemet och den typ av 24-plattor vi anvant. Foto: Yannic Wocken.

Proverna preparerades infor analysen med QIAcuity One med Probe MM kit (QIAGEN).
Varje prov, inklusive positiva och negativa prover, analyserades i duplikat for att 6ka
tillforlitligheten och 6ka sannolikheten att hitta malarten. DNA extraherat fran vavnad av
solabborre anvéandes som positiv kontroll i analysen, och DNA/RNA fritt vatten som
negativ kontroll.

Extraherat DNA fran varje lokal/prov applicerades pa en 24-provplatta. 40 pl
reaktionsvolym innehallande 10 pl Qiagen mix x4 for analys med prober, 2 pl primer-
probe assay 20x (Bio-Rad), 10 pul DNA fran prov och 18 pl vatten (figur 3). Vi anvande
en assay (primers + prob) utvecklade i vart laboratorium baserat pa 16S-genen och som ar
artspecifik for solabborre.

Tabell 2 anger invarden for PCR-analysen (cykler och temperatur)

Tabell 2. PCR/thermocykling enligt foljande schema

Cykler Temperatur tid
1x 95°C 2 min
40x 95°C 30 sek
58°C 1 min
Dataanalys

Forekomst av DNA fran solabborre indikerar att arten finns i omgivningen. Analysen
baseras pa digital PCR, en variant av kvantitativ PCR. En PCR assay ar baserad pa art-
specifika primers (korta nukleotid-sekvenser) som amplifierar DNA fran malarten (om
narvarande), och det dr denna process som kan dvervakas och observeras. Finns inget DNA
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fran mal-arten sker heller ingen amplifiering. Tekniken bygger alltsa inte pa sekvensering
och kraver heller ingen bioinformatisk analys som till exempel fallet med metabarcoding.
Men, man far heller inte reda pa vilka andra arter som finns i omradet, utan tekniken
forutsatter att fragan ar om arten XX finns i sjon.

Om malarten saknas sa blir det uppenbarligen inte heller nagon amplifiering -> negativt
resultat. dPCR &r en kvantitativ analysmetod sa ju fler molekyler som patraffas, desto
"starkare" signal/resultat. Eftersom mangden filtrerat vatten varierar mycket, och ddrmed
uppfangat DNA, ar det svart att kvantitativt jamfora prover. Darfor rapporteras resultaten
hér i en kvalitativ skala dar "-" = inget malarts-DNA, "+" = lite, "++" = mattliga mangder,
och "+++" = stor mangd malarts-DNA. dPCR ger absoluta matt men i det har fallet varierar
den mangd vatten som har kunnat filtreras sa kraftigt att vi valt denna kvalitativa
bedémning som &nda svarar pa den grundlaggande fragan om forekomst eller inte av
solabborre. Radata har ocksa genomgatt manuell kontroll for att kontrollera att till exempel
dammkorn har registrerats som en positiv signal.

Elfiske

Elfisket genomfdrdes med standardiserad metodik for kvalitativt elfiske for inventering av
fiskfaunan (Degerman och Sers 2017). Elfisket genomférdes vid tre olika tillfallen. Vid det
forsta elfisketillfallet, som var den inplanerade uppféljningen, genomfordes elfiske pa 10
olika lokaler under den 20-21 juni 2022 (tabell 1). Av dessa lokaler var 2 lokaliserade i
Kungsbacka an, 3 stycken i Lillan, 4 stycken i backen nedstroms dammen och ytterligare
en station var lokaliserad i dammen (figur 5, bilaga 2). Lokalerna var utplacerade
nedstroms dammen i vattensystemet for att kunna se eventuell spridning av solabborre.

Elfiske genomfordes, efter eDNA analys av forsta provtagningen, vid ytterligare tva
tillfallen vid vissa lokaler i backen och i dammen (tabell 1). Vid det forsta tillfallet, den 29
augusti, genomfordes elfiske vid tva lokaler for att sakerstalla resultat av eDNA
provtagningen som genomfordes i juni. Vid det andra tillfallet, 8 september, genomfordes
elfiske vid 5 lokaler for att undersdka eventuell férekomst och spridning av solabborre i
dammen och bécken nedstroms. Samtliga parametrar som noterades vid respektive lokal
presenteras i bilaga 2.

3%
v

Figur 4. Pagaende elfiske pa lokal 2. Foto: Frida Sundqyvist.
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Figur 5. Karta over provtagningsomradet med de tio provtagningslokalerna, for bade elfiske och eDNA, ut
markerade. Provtagningslokal nummer tio dr i dammen, lokal 69 i backen nedstréms dammen, lokal 4-5 ar
i Lilldan och lokal 1-2 i Kungsbackaan.
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Resultat

Provtagning juni 2022

Syftet med provtagningen var att folja upp forekomsten av solabborre i dammen och
nedstroms i vattensystemet efter utférda bekampningsinsatser med hjalp av eDNA och
elfiske. Elfisket utfordes till stor del for att verifiera eDNA tekniken men &ven for att dessa
tvd metoder kompletterar varandra val.

Provtagning for eDNA resulterade i en svag signal av malarten pa lokal 9, en holja alldeles
nedanfor dammen dar backen borjar. Provet analyserades tva ganger (med samma resultat)
for att utesluta slumpmassigt fel. Resultatet tolkades som saker indikation pa férekomst av
arten, formodligen i dammen.

Elfisket som utfordes i juni resulterade inte i nagon fangst av solabborre pa nagon av de tio
lokalerna. Elfisket resulterade pa flera lokaler i fangst av andra arter och dessa presenteras i
bilaga 2.

Tabell 3. Resultat av dPCR analys och elfiske. Notera att DNA koncentration ar totalmangd och inte specifikt
fran solabborre. Kolumnen dPCR och elfiske visar om det forekom fangst av solabborre (+) eller inte (-). Vid
varje lokal togs tva eDNA prover och det genomférdes ett elfiske. Gratt falt indikerar att ingen provtagning
skett. Se tabell 1 och bilaga 2 for beskrivning av lokal.

Lokal eDNA prov Filtrerad volym (ml) DNA koncent. (ng/uL)  dPCR +/- Elfiske

1 1.1 250 0.723 - -
1.2 260 1.08 -

2 2:1 650 2.09 - -
2:2 650 1.95 -

3 3:1 200 0.801 - -
3:2 160 0.532 -

4 4:1 400 1.87 - -
4:2 400 1.97 -

5 5:1 300 1.74 - -
5:2 300 2.30 -

6 6:1 100 1.22 - -
6:2 150 (5um f-filter) 1.24 -

7 7:1 300 1.62 - -
7:2 300 1.88 -

8 8:1 150 1.44 - -
8:2 200 1.78 -

9 9:1 80 1.81 + -
9:2 80 2.08 +

10 10:1 180 1.83 - -
10:2 140 2.00 -
Kontroll blank 400 ej matbart -
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Provtagning augusti 2022

| ljuset av resultatet av eDNA analysen fran juni beslot Lansstyrelsen att genomféra
ytterligare elfiske pa lokal 9 och i dammen (lokal 10). Elfisket genomfdrdes under
eftermiddagen den 29 augusti. Infor detta fiske togs samma dag pa férmiddagen nya prover
for eDNA pa olika stéllen i dammen och pa lokal 9. Tabell 4 visar tydliga signaler pa
forekomst av arten i bade dammen och lokal 9 och detta konfirmerades under
eftermiddagen med elfiske. Extraktionen har gatt battre den har gangen jamfort med
provtagningen i juni, och malartssignalen &r ocksa starkare. Tydligast signal kommer fran
norra delen av dammen (D3:1 och D3:2 i Tabell 4). | dammen togs prover pa tre lokaler
(D1, D2 och D3) och pa samtliga lokaler togs 2 prover.

Resultatet fran elfisket pa station 9, i holja precis nedanfor dammen dar backen bérjar,
resulterade i fangst av en solabborre pa 11 cm. Aven elfisket i dammen, station 10,
resulterade i fangst av en solabborre, denna en mindre individ pa 4,5 cm.

Tabell 4. Resultat av dPCR analys. Se tabell 1 for beskrivning av lokal.

Dammen/hdéljan filtrerad volym (ml) DNA koncent. (ng/uL) dPCR +/-
D1:1 130 2.91 +

D1:2 130 2.61 +

D2:1 60 3.62 ++

D2:2 65 3.84 +

D3:1 110 2.97 +++
D3:2 110 3.30 +++

9:1 70 6.04 ++

9:3 60 6.60 +

Provtagning september 2022

| ett forsok att utreda hur langt ifran dammen nedstréms som solabborren spridit sig togs
nya prover med fokus pa lokaler utmed den back som leder fran dammen och ner till Lillan
(figur 6). Proverna togs efter en langre tids torka och det var mycket lite vatten i backen,
men det fanns ett tydligt flode speciellt i de 6vre delarna av backen. Resultatet fran eDNA
provtagningen (Tabell 5) visar att det finns signal i narheten av dammen, men inte langre
ner i systemet.

Innan eDNA provtagningen genomfordes dven ett elfiske i dammen (lokal 10) och pa fyra
lokaler nedstroms i backen (lokal 6-9) den 8 september. Detta elfiske resulterade i en
fangst av 34 stycken solabborrar i dammen med varierande storlek mellan 2,6 — 6,2 cm. |
bécken var det endast pa lokal 9 som det fangades solabborre, en individ pa 5 cm, och pa
évriga 3 lokaler fangades inte nagra solabborrar. Pa lokal 6 fangades andra arter, detta
presenteras i bilaga 2.
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Tabell 5. Resultat av dPCR analys. Se tabell 1 for beskrivning av lokal.

Lokal filtrerad volym (ml) | DNA koncent. (ng/uL) dPCR +/-
6:1 70 4.6 -
6:2 80 3.94 -
7:1 360 1.52 -
7:2 270 1.4 -
8:1 90 1.09 -
8:2 100 1.06 -
9:1 50 4.4 ++
9:2 50 1.18 ++
11:1 50 5.32 -
11:2 40 6.32 -
12:1 100 2.68 +
12:2 100 1.58 +
13:1 50 5.12 +
13:2 65 3.55 +
blank 540 ej matbart -

Dalavalldn‘ &
Fotbellsplaner,
|

Kyrkotorp -

= N
\ Anneberg/‘ d

Figur 6. Karta 6ver backen med de provtagningslokaler som besdktes i september for att kontrollera
spridning nedstroms. Elfiske skedde vid lokal 6-10 men eDNA provtagning skedde vid samtliga lokaler
forutom dammen (lokal 10).
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Diskussion

Att genomfora uppfoljningen av forekomst och vidare ocksa utreda spridningen av
solabborre i systemet med en kombination av bade eDNA och elfiske har fungerat val och
de tva metoderna har kompletterat varandra. Till skillnad mot elfiske sa tacker eDNA ett
storre undersokningsomrade, hur stort beror pa strommar och andra rorelser i vattnet.
Indikationen pa arten pa lokal 9 under provtagningen i juni visar pa potentialen i tekniken.
Det ar en liten holja och elfisket dar borde ha visat pa férekomst av solabborre om de hade
funnits dar vid prov-tillfallet. Den svaga, men tydliga (prover kordes om en gang for att
utesluta slumpfel) signalen indikerade att arten fanns i holjan i backen eller uppstroms, i
dammen. Nytt elfiske senare konfirmerade ocksa férekomsten bade i héljan och uppstroms
i dammen. Utan eDNA resultaten hade formodligen arten betraktas som utrotad efter
tidigare bekdmpningsinsatser da dammen tomts.

En egenskap, som i vissa fall kan vara till nackdel, ar att pavisande av malarts-DNA inte
behover vara belagg for att arten finns just pa den platsen dar provet togs. Provtagningen i
september visar pa detta. Det fanns knappast nagot vatten alls pa lokalerna 12 och 13
(Tabell 1) och hade det funnits fiskar dar hade vi sett det. Men det var en viss rorelse i
vattnet som har fort med sig DNA fran lokalerna uppstroms, lokal 9 och 10, dar forekomst
pavisats med elfiske.

Undersokningarna visar pa férekomst av solabborre och en viss spridning fran dammen till
den Ovre delen av backen, fram till forsta vagtrumma som é&r lokaliserad precis uppstroms
lokal 8. Resultaten fran denna undersokning &r ett bra underlag for att pabérja nya
bekampningsinsatser med malet att utrota solabborre fran dessa lokaler.
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Bilaga 1

Malartsanalys med dPCR (digital PCR)

Analys med PCR (Polymeras Chain Reaction) bygger pa att en kort DNA-sekvens som &r
unik for arten som ska inventera (mal-arten) mangfaldigas (amplifieras) i PCR-reaktionen.
Det &r den processen som kan detekteras pa olika satt, beroende pa vilken teknik som
anvands. Det forsta steget i en malartsanalys baserad pa den har tekniken &r att designa och
testa ett primer-par som &r unikt for arten sa att det med sékerhet gar att sdga att det bara
DNA fran den eftersokta arten som amplifieras i PCR-reaktionen. Det hér steget innefattar
ocksa test med narliggande arter, och att hitta just den molekylara markor (till exempel
COl, 125, 16S,..) som ger en unik sekvens for arten. | det hér steget anvands vavnad (eller
topsat DNA) fran specimens som har identifierats till korrekt art. Manga eDNA
assays/protokoll avslutas med dessa steg, men tekniken bor/maste ocksa verifieras med
"skarpa" test i falt-situationer for att kunna sakerstélla att de fungerar som
dvervakningsmetod. Med detta menas att prover tas pa lokaler med bekraftad forekomst av
malarten. Ett ytterligare steg ar att forsoka fa fram en statistisk power-funktion for hur
manga prover som maste tas for att minimera risken for falska negativa. Falska negativa &r
forstas ett speciellt stort problem nar det kommer till dvervakning av invasiva arter, dar en
missad forekomst kan stélla till stora problem. Falska positiva ar inte ett lika stort problem
eftersom flera undersokningar tyder pa ganska kort livslangd for DNA i vattnet - ett
ovantat resultat kan alltsa kontrolleras genom ett nytt prov nagon vecka senare for att se
om arten fortfarande finns kvar, eller om det exempelvis kanske rorde sig om nagot DNA
fran fagelspillningar.

Vi har anvént oss av QiAcuity (QiaGen), ett system for digital PCR (dPCR) som &r en
form av mikrofluid teknik dér varje enskild PCR-reaktion delas upp i ett stort antal (runt 24
000) partitioner. Detta gor dels att det blir latt att kvantifiera i hur manga partitioner vi kan
se en PCR-reaktion (blir alltsa ett direkt matt pA mangden malarts-DNA). Uppdelningen
innebar ocksa att annat DNA inte stor amplifieringen som annars kan ske, och detta gor att
kansligheten 6kar. dPCR har en hogre kanslighet an gPCR och kan detektera &ven valdigt
laga koncentrationer av DNA-molekyler i ett prov.

Nedan visas schematiskt och grafiskt de olika stegen i analysen.

Digital PCR

Random distribution e
of molecules into partitions Absolute quantification: Copies/pl

(Kalla: https://www.giagen.com/us/applications/digital-pcr/beginners)
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https://www.qiagen.com/us/applications/digital-pcr/beginners

| forsta steget blandas det extraherade DNA med olika reagenser, grona prickar DNA fran
malarten och rétt bakgrunds-DNA. Nasta steg ar att partitionera l6sningen i flera tusen
individuella reaktioner dar en PCR-reaktion sker i varje partition. Partitioner med malarts-

DNA ar har markerade gront, méngden positiva partitioner ar kopplat till antalet ursprungs-
molekyler.

| nésta steg gors en berakning av medeltalet positiva partimotioner baserat pa en Poissson-
fordelning.

Poisson’s law gives meaning to partitioning

50000”0000 0@NE
@ 200066 20000 ME @ S Contrary to real-time gPCR, digital PCR does not rely on every amplification
cycle to determine the relative amount of target molecule; rather, it relies on
e ? e @ S @ S S . - . " :
Poisson statistics to determine the absolute target quantity following an end-
e e e
33 = O °POO 6 2 € S @ oS point amplification.
0@ 9090208 0@0 s
As the target molecule is distributed randomly across all available partitions,
595000009906 0@s ; Y P
Poisson distribution estimates the average number of molecules per partition
) 2 @ @ =) e 2 & @ e .
(zero, one or more) and calculates the copies of the target molecule per
C S e e
@ = @ g S @ = O@ oS positive partition. Poisson statistical analysis of the number of positive and
ti ti iel i | titation of the target 2
Xmber of poriiions willhave: negative reactions yields precise, absolute quantitation of the target sequence

O Otarget molecule ©O1 target molecule O 2 target molecules O 3 target molecules
Up to @ maximum of 5 target molecules per pariition.

(Kélla: https://www.qgiagen.com/us/applications/digital-pcr/beginners)
Utifran det berdknas absoluta koncentrationer av malarts DNA i prover i antal DNA kopior

per ul prov med konfidensintervall. Dessa koncentrationer kan vidare normaliseras mot
volym av filtrerat vatten och totalmangden DNA i provet.
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Bilaga 2

Data fran elfiskelokalerna

| denna bilaga presenteras elfiske resultaten fran samtliga lokaler. Resultatet &r uppdelat pa
tre tillfallen. Tillfalle 1 omfattar den planerade uppféljningen den 20-21 juni. Tillfalle 2 &r
uppfoljningen av eDNA resultaten den 28 augusti och tillfalle 3 &r undersékningen av
spridningen i backen dar elfisket utférdes den 8 september.

Lokal 1: Kungsbackaan (nedstréms Lillan)

Tillfélle 1: Datum: 2022-06-20
Vatten: Lugnflytande
Bottensubstrat: stenigt (troligtvis sprangsten)
Vattentemperatur: 16,0 grader
Position (WGS84): N 57°30°39°/ E 12°4°45”’

Fangst: Ingen fangst och svarfiskad lokal da det var djupt och valdigt
sluttande kanter.

\

Figur 7. Lokal 1 (Kungsbackaan). Fo't_o.:yFrida Sundgqvist.
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Lokal 2: Kungsbackaan (Alafors)

Tillfalle 1: Datum: 2022-06-20
Vatten: Strommande

Bottensubstrat: stenigt

Vattentemperatur: 16 grader
Position (WGS84): N 57°32°44”"/ E 12°5°55”
Fangst: Gulal, 1 stca 25 cm

Lax 1+: 5 st

Lax 0: 24 st

/

Figur 8. Lokal 2 (Kugsbackaén) nedstréms Alafors kraftverk. Foto: rida Sundgvist.

>
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Lokal 3: Lillan (nedstréoms backen 1)

Tillfalle 1: Datum: 2022-06-20
Vatten: Lugnflytande
Bottensubstrat: sten, grus
Vattentemperatur: 15 grader
Position (WGS84): N 57°31°31”°/ E 12°6°28”’
Fangst: Oring 1+: 4 st
Oring 0: 1 st
Kommentar: Samtliga fiskar fangades vid en nacke med strommande vatten.

s
e a8 3
5 5 3?’ 7

> .

Figur 9. LokI 3AL(LiII5n). Foto: Frida Sndqvist. -
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Lokal 4: Lillan (nedstréoms backen 2)

Tillfalle 1: Datum: 2022-06-20
Vatten: Lugnflytande
Bottensubstrat: sandigt med inslag av grus och lera

Vattentemperatur: 15 grader
Position (WGS84): N 57°32°4”°/ E 12°7°6”’
Fangst: Ingen fangst

| — £

igur 10. Lokal 4 (Lillan). Foto: Frida Sundquvist.
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Lokal 5: Lillan (uppstroms backen)

Tillfalle 1: Datum: 2022-06-20
Vatten: Svagt strommande

Bottensubstrat: Sten och grus, bredd pa an ca 3-4 meter
Vattentemperatur: 15 grader
Position (WGS84): N 57°32°30’/ E 12°8°54”°
Fangst: Lax 1+: 6 st (2 st 100 mm, 3 st 110 mm, 1 st 120 mm)
Lax O: 8 st (3 st 40 mm, 2 st 45 mm, 2 st 50 mm, 1 st 55 mm)
Oring 1+: 1 st (150 mm)
Oring 0: 1 st (50 mm)
Al: 2 st (150 och 300 mm)

a0

Figur 11. Lokal 5 (Lillan) Foto: Frida Sundqvist.
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Lokal 6: Backen (vid kyrkan)

Tillfalle 1: Datum: 2022-06-21

Vatten: Lugnflytande (ca 1,5 meter bred béck)

Bottensubstrat: Lera (ganska mkt vaxtlighet i backen)

Vattentemperatur: 12 grader

Position (WGS84): N 57°32°34”°/ E 12°7°9”’

Fangst: Nejondga: 7 st (2 st 100 mm, 2 st 110 mm, 3 st 10 mm)
Elritsa: 5 st (2 st 40 mm, 1 st 60 mm, 2 st 70 mm)
Oring 1+: 3 st (2 st 110 mm, 1 st 130 mm)

Tillfédlle 3: ~ Datum: 2022-09-08
Vatten: Lugnflytande (ca 1,5 meter bred béck)
Fangst: Nejondga: 1 st (130 mm)

Elritsa: 20 st (45, 45, 50, 55, 55, 55, 60, 60, 60, 65, 70, 70,
70, 75, 75, 75, 75, 75, 75, 85 mm)

Oring 1+: 8 st (95, 110, 110, 120, 130, 130, 140, 170 mm)

sk )

/

Figur 12. Lokal 6 (backen, vid kyrkan). Foto: Frida Sundqvit.
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Lokal 7: Backen

Tillfalle 1: Datum: 2022-06-21
Vatten: Stillastaende (i en gol)
Bottensubstrat: grus och sten
Vattentemperatur: 16 grader
Position (WGS84): N 57°32°57°"/ E 12°6°53”’
Fangst: Ingen fangst
Kommentar: fangade 1 st groda
Tillfalle 3: Datum: 2022-09-08
Vatten: Stillastaende (i en gol)

Fangst: Ingen fangst

Figur 13. Lokal 7 (Backen). Foto: Frida Sundqvist.
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Lokal 8: Backen

Tillfalle 1: Datum: 2022-06-21

Vatten: Lugnflytande

Bottensubstrat: Grus och sten

Vattentemperatur: 12 grader

Position (WGS 84): N 57°33°10’/ E 12°6°47’

Fangst: Ingen fangst

Kommentar: Sag 1 st groda. Bildats en liten gol efter roret under vagen.
Tillfélle 3: ~ Datum: 2022-09-08

Vatten: Stillastaende

Fangst: Ingen fangst

Kommentar: Fiskade i tva gélar som bildats efter roret under véagen.

g -~ Y

Figur 14. Lokal 8 (Backen). Foto: Frida Sundqyvist.

24



Lokal 9: Backen

Tillfalle 1: Datum: 2022-06-21
Vatten: Lugnflytande
Bottensubstrat: Grus och sten
Vattentemperatur: 16 grader
Position (WGS84): N 57°33°18”’/ E 12°6°45”°
Fangst: Ingen fangst

Kommentar: Bildats som en liten gol precis dar vattnet fran dammen rinner
ut.

Tillfalle 2:  Datum: 2022-08-29
Vatten: Stillastaende
Vattentemperatur: 16,7 grader
Fangst: Solabborre: 1 st (110 mm)
Signalkréaftor: 3 st

Kommentar: Fiskade en stracka om ca 10 meter nedstroms. Sag aven
flertalet grodor. Valdigt grumligt vatten med daligt siktdjup

Tillfalle 3:  Datum: 2022-09-08
Vatten: Stillastaende eller valdigt lugnflytande
Fangst: Solabborre: 1 st (50 mm)
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Lokal 10: Dammen

Tillfalle 1:

Datum: 2022-06-21

Vatten: Stillastaende

Bottensubstrat: Lera

Vattentemperatur: 21 grader

Position (WGS84): N 57°33°19°/ E 12°6°45”’
Fangst: Ingen fangst

Kommentar: Gott om grodyngel i dammen.

Tillfalle 2:

Datum: 2022-08-29

Vatten: Stillastaende

Vattentemperatur: 16,7 grader

Fangst: Solabborre: 1 st (45 mm)
Signalkrafta: 1 st

Kommentar: Juvenil individ av solabborre vilket indikerar att det skett
foryngring i dammen under aret. Valdigt grumligt vatten med daligt
siktdjup.

Tillfalle 3:

Datum: 2022-09-08
Vatten: Stillastaende

Fangst: Solabborre: 34 st (26, 27, 30, 30, 30, 30, 32, 40, 40, 40, 40,
40, 41, 42, 43, 45, 45, 46, 47, 47, 47, 50, 50, 50, 50, 50, 52,
52, 52, 55, 58, 60, 60, och 62 mm)

Kommentar: Fiskade pa flertalet platser ute i dammen. Solabborren verkade
trivas bast under nackrosblad som fanns i de grundare delarna av dammen.

Figur 16. Lokal 10 (dammen). Foto: Frida Sundqvist.
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