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Forord

Rapporten &r framtagen inom ett LOVA-finansierat samarbetsprojekt mellan
Vinerns vattenvardsforbund, Léansstyrelsen Viarmland, Léansstyrelsen Vistra
Gotaland och Hogskolan i Skovde. Hogskolan 1 Skovde fick uppdraget i december
2020 for en forstudie for en inventering av invasiva frimmade arter ”IFA” i Vinern.
Vinerns vattenvardsforbund med Lénsstyrelserna runt Vanern ser ett stort behov av
att tidigt upptécka invasiva frimmande arter for att snabbt kunna bekdmpa dessa.
Négra av Vinerns stora hamnar (Gruvons bruk, Stora Enso skogshall, Karlstads
hamn, Otterbacken, Kristinehamn, Vanersborg och Lidképing) kan vara bra platser
for 6vervakning.

Hogskolan i Skovde fick i uppdrag att genomfora en pilotstudie dér en kartliggning
av kréaftdjur med fokus pa ullhandskrabban (Eriocheis sinensis) i Vanern skulle
genomforas under forsta halvaret 2021. Vi ansag att risken for en utbredning av
ullhandskrabban ar mycket stor. Sista kartldggningen hade gjorts mellan 2004-2010,
alltsd for mer dn 10 ar sedan. Andra arter sasom vitfingrad brackvattenskrabba
(Rhithropanopeus harrisii), r0d sumpkréfta (Procambarus clarkii), taggkindskrafta
(Fraxonius limosus) och gulvardskréfta (Faxonius virillis) d&r mindre troliga att de
forekommer enligt min uppfattning, eftersom de inte har antriffats i nérheten av
Vinern eller i Sverige 6verhuvudtaget.

Det é&r viktigt att testa och ta fram vél fungerade metoder for en inventering av
invasiva frimmande arter i Vénern. Ldmpliga metoder méste dérfor testas och
anpassas, girna over ett langre tidsintervall. Generellt dr det dock viktigt med tidig
upptickt av frimmande arter i vattenmiljon, eftersom det ofta &r avgdrande for
mojliga bekdmpningsatgarder och att skador pa den biologiska mangfalden kan
forhindras/minimeras. Framtida generationer ska ocksd fa mojlighet att uppleva
Vinerns ekosystemtjénster (fiske, bra dricksvatten, hilsa och livskvalitet for
ménniskan genom en natur i balans) pa samma sétt som vi har det idag.

Den hir pilotstudie har forhoppningsvis lagt grunden for ett fortsatt arbete med
invasiva frimmande arter i Vidnern, ett arbete som kommer ha en stor ekologisk
betydelse for framtiden.

Vi vill ta chansen att tacka all yrkes- och fritidsfiskare som deltog i vér
telefonintervju och talade om for oss om sina observationer, erfarenheter och fynd
av kinesiska ullhandskrabbor i Vénern. Utan ert engagemang hade var kartliggning
inte varit mojligt i samma omfattning. Tusen tack for er goda vilja att delta och tala
om for oss!

Sonja Leidenberger, Projektledare,
Institutionen for Biovetenskap,
Hogskolan i Skovde

15:e Oktober 2021
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Inledning

Den kinesiska ullhandskrabban (Eriocheir sinensis H. Milne Edwards, 1853) har sitt
ursprung i Kina, 1 véstra Stilla Havet. Den kom f6r forsta gang till Europa 1912, dér
den uppticktes i bifloden Aller i norra Tyskland (Peters 1933). Redan tva &r senare
kom rapporter frén néarliggande vattendrag s& som Elbefloden. Idag kdmpar flera
europeiska lander, sasom Tyskland, Belgien och Storbritannien, med en
massforekomst av den kinesiska ullhandskrabban. Introduktionen av krabban har
skett genom en omedveten forflyttning och frisldppning genom barlastvatten. Stora
fartyg pumpar sitt barlastvatten in och ut vid av- och pdlastning for att ge fartygen
stabilitet och i dessa vattenméangder kan det sedan finnas stora/vuxna individer av
krabban eller d4ven juvenilstadier i sedimentet (Gollasch et al. 2002).

Ullhandskrabban lever storsta delen av sitt liv 1 s6tvatten, diar den vixer under flera
ar fran ett juvenil- till ett vuxenstadium (Bentley 2011). Vuxna individer vandrar sen
tillbaka till havet, dér parning och spridning av larvstadier sker i det marina vattnet.
Parningsvandring &r en stor pafrestning, vilket forklarar varfor reproduktion endast
sker en géng for att sedan efterf6ljas av att krabban dor. Hanar dor efter parningen,
honor efter frisléppning av larverna i havet. Nér det sista frisimmande larvstadiet
omvandlas till ett bottenlevande juvenilstadium, kan krabban bdrja migrera fran
brackvattenmiljon till en s6tvattensmiljo som floder och sjoar. Hir véxer den sedan
till en vuxen individ. Salthalt och temperatur har visats vara tva avgorande faktorer
under larvutvecklingen och det &r endast inom strikta salthalts- och
termoeraturintervaller som larverna kan fullborda alla utvecklingssteg (Anger 1991).
Vuxna individer kan ocksa vandra stora distanser over land (Panning 1938).

Enligt EU forordningen (EU f6rordning nr 1143/2014) om invasiva frimmande
arter, alltsd arter som sprids med minniskans hjidlp utanfor deras naturliga
utbredningsomrade, s& tillhdr ullhandskrabban en av de 100 virsta invasiva
frimmande arter som kan férorsaka stora ekonomiska skador och hotar var
biologiska mangfald (Lowe et al. 2004).

Det finns flera kdnda hot och problem som kan uppstd om ullhandskrabban skulle
etablera sig i Vianern. Ullhandskrabban ér en alldtare (Panning, 1938) detta kan leda
till allvarliga konsekvenser for inhemska arter, eftersom krabban kan konkurrera ut
dem baserat pa fodo- och habitattillgdng. En annan effekt kan vara att krabban &ter
upp fiskrom samt sma ryggradslosa djur och sldr ut omtéliga fiskbestind.
Ullhandskrabban kan ocksa ge sig direkt pa fiskar som sitter fast i nét, dta upp betet
samt potentiellt orsaka skador pa fiskeredskap (Gollasch 2011), vilket kan ge en
negativ paverkan pa det yrkes- och fritidsfiske som bedrivs i Védnern idag.

Svoboda et al. (2014) genomforde en studie dir de analyserade om sétvattenslevande
krabbor kan vara dverforningsvektor av svampen Aphanomyces astaci som orsakar
kréftpesten. Bland annat undersoktes kinesiska ullhandskrabbor frén en lokal i sédra
Vinern och analysresultaten bekréftade att arten kan vara barare av kréftpesten da
samtliga provtagna krabbor redan var infekterade. Den kinesiska ullhandskrabban
kan ddrmed vara en spridningsvektor for kréftpesten och det kan f4 forodande



konsekvenser for var utrotningshotade inhemska flodkréfta (Astacus astacus),
speciellt d& den kan vandra frén ett infekterat vatten via land till ett opaverkat vatten.

D4 ullhandskrabban tidigare har visat ett stort vandringsbeteende (Panning 1938,
Bentley 2011) kan vandring av individer ske i olika riktningar frén Vénern. Om
krabban skulle vandra genom Klarélven till Norge skulle det betyda en stor risk for
en spridning av kriftpest dir. An s& linge 4r Norge dock kriftpestfria. Vandrar
krabborna mot soder, alltsd ner langs Gota dlvdalen skulle det betyda en stor
potential for rasrisk av dlvens branta sidor, eftersom ullhandskrabbor kan griva
ordentlig i flodkanter och dammar och perforera dessa (Panning 1938).

Forsta fyndet av ullhandskrabban i Sverige gjordes redan 1936 i Braviken
(Ostersjon/Ostergotland), lite senare i Milaren och dér mera regelbunden fran 1990-
talet. I Véanern upptécktes forsta fyndet 1954 (HaVs Faktablad 2016). Under 2004
gjordes sedan flera fynd av ullhandskrabbor i Kinneviken utanfér Lidkoping av
fiskare i deras fiskeredskap. Detta pagick sedan frekvent till och med &r 2010 (Drotz
et al. 2010). Dérefter verkade invasionen ha minskat igen. Genetiska studier kunde
visa att individer i Vénern, insamlade mellan 20032008, kom fran en population i
Elbe River i Tyskland (Czerniejewski et al. 2012) formodligen med fartygets
barlastvatten (Figur 1).

Figur 1: Bilden visar vart ullhandskrabban i Vénern kommer ifrén mellan 2004-2008. Design
och ritning: Sonja Leidenberger

Idag utgédr man fran att det inte finns en stabil population av ullhandskrabbor i
Sverige pa grund av for kalla vinter. Dessa blir dock allt mer isfria, varmare och
kortare, varfor risken blir allt storre att ullhandskrabban kunde teoretisk etablera en
stabil population i Sverige. Vénerns vattenvardsforbund med lédnsstyrelserna i
Virmland och Vistra Gotalands lén ansag efter mer dn 10 &r, att en ny kartliggning



av ullhandskrabbor i Vanern behovdes och gav Hogskolan i Skévde uppdrag for en
pilotstudie om ullhandskrabbor i Vénern som genomfordes nu under varen 2021.

Syftet med den hér pilotstudien var att kartldgga forekomsten av invasiva frimmande
arter i Vénern, med fokus pa den kinesiska ullhandskrabban (Eriocheir sinensis).
Under studien har olika klassiska och nya féaltmetoder testas som lampar sig for en
tidig upptickt av bade juveniler och/eller vuxna individer av ullhandskrabban.
Slutsatser om fynd och mgjliga orsaker gors i slutet av rapporten. Det finns ocksa
nagra forslag for mojliga atgérder och vad som kunde goras som nésta steg for en
langsiktig Overvakning for att motverka en invasion och utbredning av invasiva
frimmande arter, men speciellt en etablering av ullhandskrabban, i Vénern.

Metoder

Inom ramen for denna forstudie har vi anvént oss fyra olika metoder: 1) insamling
av fangstinformation genom telefonintervju med yrkesfiskare; 2) provfiske i de
omraden dir forekomst av kinesisk ullhandskrabba har pekats ut av yrkesfiskare; 3)
test om en klassisk féltinventering med vattenkikare fungerar som
provtagningsmetod for invasiva frimmande arter och 4) sedimentprovtagning for
molekylédra analyser, s kallade miljo-DNA/e-DNA (fran engelska environmental
DNA, dér man spara genetiska avtryck som celler, avforing, m.m.) fran organismer
1 vattenmiljon. Det &r en relativ ny metod som testas inom miljéévervakningen under
de senaste aren for att forsoka far en battre bild av artférekomst. Metoden har mer
och mer anvdnds for att spana invasiva frimmande arter (Hardulak et al. 2019,
Klymus et al. 2107).

1) Telefonintervju av fiskare

Pilotstudien boérjade med en systematisk telefonintervju av yrkesfiskare. Det finns
total 50 yrkesfiskare runtom i Vanern idag. Fiskare fick en fragekatalog dér de skulle
svara pa fragor om krabbor (Kinesisk ullhandskrabba) de har sett i Vanern. Fragor
var t.ex. var ndgonstans de hade sett krabban, nér pa aret de hittade krabban, med
vilket redskap osv. (for ndrmare detaljer se Bilaga I — Fragekatalog frén
telefonintervju med fiskare). Eftersom vi ocksé fragade om det kénner négra andra
som eventuell kunde hade sett krabbor, fick vi tips om fyra fritidsfiskare som ocksé
intervjuades med samma fragekatalog for var pilotstudie.

2) Provfiske

Provfiske genomfordes tillsammans med Lénsstyrelsen Vérmland i omradena som
pekades ut av yrkesfiskare och fritidsfiskare ddr de har observerat kinesisk
ullhandskrabba. Att vélja dessa lokaler 6kade sannolikheten att finga krabban. Malet
med provfisket var att utvirdera val av fingstmetod, for att pa sa sitt utveckla en
effektiv provtagning av frimmande krabbor i Vanern.



Tva olika typer av fangstredskap placerades ut under perioden maj-juni 2021 i
Karlstad, Kristinehamn, Vianersborg, Lidkdping och Otterbédcken. Pa varje lokal
placerades tva rorfallor (Figur 2) och en alryssja ut (Figur 3). Redskapen placerades
ut i omraden som var léttdtkomliga med vadarbyxorna fran land samt s& hade de en
sandigt till lerigt bottensubstrat. Samtliga redskap placerades pa ett djup om cirka
1,5-2 m och 1ag i under ungefar 72 timmar. Féllorna agnades med kréaftpellets, vilket
specifikt framtagits for att attrahera kréftdjur.

Valet av rorfilla som fangstredskap syftar till att finga mindre individer, alltsa
juveniler av kraftdjur. Féllan dr konstruerad for provtagning av mindre kréaftdjur pa
Kristinebergs marina forskningsstation (Matz Berggren, Goteborgs Universitet).
Redskapet bestér av ett modifierat plastror (stuprdr) med en tratt i ena édnden for att
leda in kréaftdjur och finmaskigt nit i den andra &nden for att férhindra att fingsten
rymmer (Figur 2). I mitten av rorfillan sitter ett modifierat falkonrér, i vilket agn

kan placeras. Tyngder pa vardera sidan om rorféllan, sdkerstéller att roren ligger
stilla pa bottnen och fortdjningslinan, med tillhdrande boj, markerar platsen.
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Figur 2: Oversiktsbild dver tva av de rorfillor som placerades ut i de omraden som pekats ut
av yrkesfiskare som hotspots omradena. Fotograf: Sonja Leidenberger.

Alryssja som anvindes i provfiske diremot syftar till att finga storre, alltsd vuxna
individer. For att fa tillatelse att anvdnda denna typ av redskap, har en dispens
utférdats fran Lansstyrelsen Vérmland samt Léansstyrelsen Véstra Gotaland. Dispens
géllde for hela Véanern inom projektets ramar. En alryssja, i detta fall 10 m lang, &r
utformad att ligga pa bottnen och hélls pa plats med hjélp av de vikter som sitter pa
mittarmen (Figur 3). For att stracka ut alryssjan, samt 6ppna upp fangsthusen,
placerads extra vikter i vardera inden av redskapet. Alryssjan utrustades dven med
en boj for tydlig uppmérkning i vattnet. Organismer, som lever i nira anslutning till
bottnen, leds pa detta vis in och kvarhalls langst ut i de sa kallade fingstkassarna.



Figur 3: Oversiktsbild av en av de alryssjor som anviindes i projektet. Fotograf: Eric
Bergwall.

Béde typer av redskap som anvindes i pilotstudien mojliggor saledes riktat provfiske
av alla storleksklasser/aldersklasser av kinesisk ullhandskrabba.

3) Klassisk faltinventering

En provtagningsmetod som tidigare har visat sig vara framgangsrik bade for kinesisk
ullhandskrabba 1 Storbritannien (Gilbay et al 2008) samt for blaskrabba
(Hemigrapsus sanguineus) pa vastkusten (pers. kom. Anna Dimming, Lansstyrelsen
Vistra Gotalands ldn), dr klassisk fdltinventering av potentiellt utsatta omraden.
Fiéltinventering utfordes i ett avgrinsat provtagningsomrade i Kinneviken
(58,3149°N, 13,0752°E). I den 0Ostra delen av Kinneviken ligger en sandstrand med
varierande bottensubstrat. Bland annat aterfinns sandiga och leriga omraden, grus-
och stenblocksinblandad botten, samt partier med véxtlighet i form av vass och
nickrosor. Utéver Kinneviken gjordes ocksa en féltinventering i Mariestadsviken
(58,4159°N, 13,4500°E). Vister om Mariestad ligger en skyddad sandstrand med
varierande bottensubstrat. Provtagningslokalen bestod av zoner med sand, sten samt
vassbestand. Filtinventeringen av kinesisk ullhandskrabba genomférdes pé kvéllstid
sista veckan i juni 2021.

Bada omraderna kan klassas som hotspots for kinesisk ullhandskrabba i Véanern.
Genom en aktiv visuell avldsning av lokalerna, med hjélp av vattenkikare samt
genom att vinda pé stenar och annat 16st liggande material, uppstir mojligheten att
patraffa krabbor som annars inte skulle fingas av ett passivt fiskeredskap.



4) Sedimentprovtagning for molekylara analyser

A) Primer sokning och test

I ett forsta steg soktes det i litteraturen och databaser for mojliga primrar som tidigare
har anvénts for genetiska studier av den kinesiska ullhandskrabban. Foljande primrar
hittades i var forstudie:

A) COIL: mICOlintF (Leray et al. 2013) och jgHC02198 (Geller et al. 2013) samt
PMT1 och PMT2 (Tang et al. 2003, Folmer et al. 1994), som primer av
proteinkodande gener i mitokondrie-DNA (mtDNA) av genen {for
subenheten I av cytokrome Coxidas (COI)

B) ITS: PT1 och PT3 primer baserad pa 18S, 5.8srDNA och 28S rDNA sekvenser
(Czerniejewski et al. 2012, Tang et al. 2003)

C) MiDeca primer (Komai et al. 2019) baserad pé 16S rRNA gen utvecklad for

metabarcoding milj6-DNA f{or storkrdftdjur (Decapoda).

For att testa dessa olika primrar (A+B) tog vi muskelvédvnad fran fyra olika krabbor:
kinesisk ullhandskrabba (Eriocheir sinensis: Ul), rifflad simkrabba (Liocarcinus
depurator: L1), rddvit eremitkrifta (Pagurus bernhardus: P1l) och
maskeringskrabba (Hyas araneus: H1). Ullhandskrabban dr den enda krabban av
valda arter som forekommer i s6tvatten. Vévnadsprover extraherades med DNeasy
Blood & Tissue Kit (Qiagen) enligt tillverkarens instruktioner. Ullhandskrabban
kom frén Vénern och fdngades pd 10 meters djup i Otterstad, Lidkoping av Lars
Lofolm (Rapport i Artportalen 2021-04-03). Ovriga krabbor fingades i
Gullmarsfjord 2020 i ramen av Sonja Leidenbergers pagdende FORMAS projekt
(Stoppa biodiversitetsforiusten genom forbdttrad spdarning av hotade evertebrater).

B) Sedimentprover

Provtagning av sediment genomfordes pé tre olika platser, nimligen i Kristinehamn
(59.162282°N, 14.3620°E, K1-3), Lidkdping (58.305389°N, 13.83701°E, L1-3) och
Vinersborg (58.231162°N, 12.192508°E, V1-3) den 5:e resp. 6:¢ maj 2021. Tre
delprover samlades in vid varje lokal tva ganger (totalt 6 prover per lokal). Tva
negativa kontroller samlades in i Axvall (58.225905°N, 13.344867°E, C1-2). Vid
provtagning foljdes riktlinjer av Pawlowski et al. (2020) for sedimentprover.

Sedimentproverna analyserades sen med tva olika miljo-DNA-metoder: a) med
metabarcoding och b) med qPCR. For bada metoder extraherar man det genetiska
materialet fran sjdlva sedimentprovet och amplifierar sedan mélgenen genom en
Polymerase Chain Reaction (PCR) resp. qPCR (quantitative PCR).

Halften av sedimentproverna och tre prover med muskelvdvnad av ullhandskrabban
skickades for extraktion och metabarcoding analys med MiDeca primer till ett
laboratorium till Tyskland. For metodbeskrivning om DNA-metabarcoding se
Bilaga II (pé engelska). Som test extraherades tre av sedimentproverna (Vinern —
V1, Lidkoping L1 och Axvall C2) med olika PCR och qPCR-metoder med primarna
som nidmnts ovan (A+B) pd DNA-laboratoriet vid Hogskolan i Skovde. For
metodbeskrivning se Bilaga III (pé engelska).
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Resultat och Diskussion

1) Telefonintervju av fiskare

Totalt deltog 34 (68%) av 50 verksamma yrkesfiskare i telefonintervju, samt 4
fritidsfiskare. Tre yrkesfiskare angav att de fiskar tillsammans med sldkt, partner
eller andra fiskare som ocksa har en yrkes-licens for att fiska i Vanern. Total har
70,6% (24 stycken) av deltagande yrkesfiskare observerat ullhandskrabbor i Vianern.
Av de fyra fritidsfiskarna har bara en av dem fangat en ullhandskrabba under varen
2021. Man ser tydligt tvd olika toppar av observationer, den forsta mellan 2004-
2010, sen en stagnering (2012-2017) och de senaste tre aren (2018-2020) ser man en
Okning igen med total 16 observationer. Den sista toppen &r dessutom hogre én for
15 &r sedan.

Antal observationer per ar
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o

Figur 3: Antal observationer (total 29) av ullhandskrabbor av yrkesfiskare per ar i Vanern
mellan 2004-2021. Nagra svarade med flera artal dér de hade sett krabbor. Observation fran
2021 var av en fritidsfiskare.

De flesta observationerna gjordes i Lidkdping (Kinneviken), Mariestad och
Kristinehamn. En yrkesfiskare berittade om stora antal individer av ullhandskrabbor
i fiskeredskapen den senaste tiden (2019: 107 resp. 2020:125 individer per ar). Det
var totalt fyra yrkesfiskare som rapporterade tvé artal dér de har observerat krabbor
i Véanern. De flesta yrkesfiskarna (79%) som gjorde fynd av krabbor berittade ocksa
om regelbundna observationer (flera gdnger under samma ér) av ullhandskrabbor i
Vinern, bade tidigare och under senare ar.

Niér vi fragade efter antal observationer per arstid blev det tydlig att de flesta fynden
gjordes under sommaren och sommaren till host (Figur 4), medan inga observationer
gjordes under vintern i Vénern. Observationer under varen gjordes av en
fritidsfiskare.
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Antal observationer per arstid
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Figur 4: Antal observationer (total 29) av ullhandskrabbor per arstid i Vénern.

Féangsten av ullhandskrabborna har skett mest med bottensatta nét (40-85cm) (17
gangar) eller i storryssja (maskstorlek 26—70 cm) (9 gangar) och i ett fall med en lite
alryssja. Tre av yrkesfiskare mindes ej fangstmetoden. Djupet varierade for
bottensatta nét mellan 4,5-40m, for storryssja mellan 0-10m och for den &lryssjan
mellan 2-3m.

De flesta fingsterna har gjorts pd mjukbotten, bara en endaste fangst har skett pa
stenbotten. De dominerande bottensubstrat var sand, lera, lera/sten och blandat
material (Figur 5). Ullhandskrabborna gillar ju att griava in sig i sand och lera sa det
var nog ett forvéntat resultat.

Fangst per bottensubstrat

8
7
6
5
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3
2
1
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& \/ (o‘\)% c,’b %’@(\ f—,’b (5‘\)(9 ‘—3& 0"
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Figur 5: Féngst av ullhandskrabban per olika typer av bottensubstrat i Vanern.

Alla observationer som har gjorts i Védnern var fran “’stora” (= vuxna) individer. |
tre fall kunde fiskare ange kon (hane”). Flera detaljer om resultaten se Bilaga IV
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2) Provfiske

Provfiske efter kinesisk ullhandskrabba genererade inte nagra fynd av
ullhandskrabban. Dock indikerade den initiala kartldggningen av kinesisk
ullhandskrabba, baserad pé telefonintervju med yrkesfiskare och fritidsfiskare, att
arten skulle forekomma i de omraden som valdes ut for provfiske.

Da provfisket utformades sa att det skulle vara latt att genomfora fran land och med
vadarbyxorna, kan det ha resulterat i att fiskeredskapen inte kom pa tillrackligt djupt
i vattnet. Provtagningslokalerna kan dven ha varit felplacerade, detta da det pa nagra
platser var mycket svart att ta sig fram i terrdngen och da strandzonen till mestadels
bestod av fyllnadsmaterial samt stenhéllar. Fiskeredskapen placerades i de omrédden
som uppskattades som mest naturliga ur en ekologisk synvinkel, ndgot som givetvis
var svart att klassificera d& omrddet inte undersdktes under vattenytan innan
provfiske.

Ytterligare orsaker varfor provfisket inte lede till nagra fangster kan ha varit:

A) Fel arstid for provfiske. Rorfallorna och alryssja lades ut i maj-juni, medan
yrkesfiskare beréttade om flest fAngster under sommaren resp. sommar/hdst.

B) For kort tidsintervall av utligg av redskap. Ett ldngre utligg hade oOkat
sannolikheten att genera nagra fdngster, men tidsramen for anstéllda i pilotstudie var
begrinsade, varfor inga ldngre utligg med regelbundna kontroller kunde
genomforas.

C) Anvindning av icke optimalt fingredskap for ullhandskrabban. Yrkesfiskare
fangade krabborna mest med bottensatta nit resp. storryssja och bara i ett fall med
en lite &lryssja.

3) Klassisk faltinventering

Filtinventeringen av kinesisk ullhandskrabba genererade inte i ndgra nya fynd av
arten. Under inventeringen patraffades dock signalkréfta (Pacifastacus leniusculus)
i Kinneviken, biarandes pé fardigutvecklade juveniler. Med detta fynd kan vi bekréfta
att storre kriftdjur kan dverleva i strandzonen pa denna lokal. Aven flertalet hilor
observerades i samma omrade, vilket indikerar pé att fler kréftdjur bor i denna lokal.
I Mariestadsviken, observerades inga sddana bohalor.

4) Sedimentprovtagning for molekylara analyser

Ullhandskrabban kunde inte hittas med MiDeca Primer i sedimentproverna. Det kan
bero pa att det inte fanns spér av krabban i de insamlade prover, eller andra faktorer
som kan ha paverkat analysen (t.ex. negativ PCR amplifikation genom inadekvat
provfixering eller extrem nedbrytning av eDNA fore fixering). MiDeca Primer kan
fungera for ullhandskrabban, eftersom det &r det endaste sotvattenkrabban primer
binder for enligt Koimai et al. (2019).
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Tester med COI och ITS primrarna visade att ITS dr nog mer lamplig 4n COI primrar
vilket ocksa uppticktes av Czerniejewski ef al. 2012. ITS1 fungerade lite battre dn
ITS2, men PT1 primern kan binda pa manga olika organismer (t.ex. svampar, olika
kréftor, fiskparsiter etc.) vilket formodligen 4r orsaken till varfor d&ven den negativa
kontrollen visade ett band. Dessutom sa dr PT2R primerns 3’ dnde inte specifik.
Primrarna verkar alltsd inte lampliga nir man letar efter en specifik art. De testade
primerparen &r béttre att se mer som en kontroll att metoden (qPCR) fungerar, mer
an for att hitta ullhandskrabban. Mer art-specifika primrar skulle behdvas, men det
skulle ta langre arbetstid for utveckling och testkdrning vilket inte fanns under
pilotprojektets korta tidsintervall (6 ménader).

Sammanfattning och Slutsats

Telefonintervju med yrkesfiskare och fritidsfiskare kartlagger en tydlig okat
forekomst av vuxna individer i Vanern inom de senaste tre aren (2018-2020) jaimfort
med aren innan (2012-2017). Alarmerande &r ocksa de stora antal av observationer
fran mer dn 100 vuxna individer i Kinneviken (2019 och 2020).

Var kartlaggning visar att det finns generellt flera fynd och observationer pa den
véstra sida av Vinern (mellan Véanersborg och Kristinehamn) jamford med den Gstra
sidan (mellan Karlstad och Mellerud) (Figur 6).

Karlstad

Kristinehamn

Amal

Mariestad ; ! ! :

Mellerud

Vanersborg

Figur 6: Kartan Gver antal observationer av ullhandskrabban enligt intervjuade
yrkesfiskare och fritidsfiskare i pilotstudie. Design och ritning: Sonja Leidenberger
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Déremot har fortfarande inga juvenila individer av ullhandskrabban upptéckts i
Vinern, varken fran fiskare eller genom vart provfiske. Det &r nog ett positivt
besked, eftersom det vore ett bevis for en etablerad population av den kinesiska
ullhandskrabban.

I nuldget ar det dock oklart varifrén dessa stora mangder vuxna individer de senaste
aren kommer ifrén. Transport frén fartygets barlastvatten dr dock mest sannolikt.

Provfiske kan forbattras och behover formodligen genomforas med bottensatta nét
och/eller storryssja pé storre djup, men framforallt under en annan arstid (sommar
till host). Aven rérfillorna for juvenilfingst skulle med fordel placeras i Géta ilv for
overvakning av eventuella uppvandrande juveniler frin Alvmynningen upp till
Viénern.

Som molekyldr metod verkar qPCR en bra metod for att upptécka en mélart, men for
ullhandskrabban behdvs mer art-specifika primer som i nuldget inte ar publicerade.

Forslag till atgarder och for
mojliga nasta steg
1) Ersattning till yrkesfiskare for insamling av krabbor

Enligt var intervju med yrkesfiskare forekommer det regelbundet observationer och
fangster i Vinern i de s& kallade hotspotomradena. Dessa fynd &r i nuldget ¢j
rapporterade 1 rapporteringssystemet Rappen.nu — Rapportering for vattenlevande
organismer (Havs- och vattenmyndighet) — vilket gor att t.ex. en arlig kartlaggning
av fynd av ullhandskrabban i Vianern blir mycket svér att genomfora. Man skulle
kunna inrdtta ett system dér yrkesfiskare far ersdttning for sin rapportering av
observationer av ullhandskrabbor med en samtidig bortplockning (styckpris per
fangad och rapporterad individ till exempel). Om yrkesfiskare ocksa kunde samla in
krabborna skulle andra analyser kunde goras med materialet (t.ex. mitning av
carapax-storlek, konsbestdmning samt genetiska analyser for att kontrollera vilken
ursprungspopulation individen kommer ifran).

2) Metodutveckling for 6vervakning av ullhandskrabban

Bade provfiske och molekyldra metoder behdver utvecklas for en dvervakning av
ullhandskrabban i Vénern. Hér vore det bdst om badda metoderna kunde testas
parallellt under nagra ar framover for att samla in mer erfarenheter och genomfora
klassiska vs. nya molekyldra metoder. Provfisket maste genomforas over hela
sdasongen dock minst véren till hosten och Gver storre djup. Hér skulle det satsas
mycket mer pa rorfallorna som kan upptécka eventuella juvenilstadier. Ett samarbete
med utvalda yrkesfiskare i1 hotspotomrédena vore ett bra tillvigagangssitt.
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Angdende miljo-DNA prover skulle man kunna fortsétta testa sedimentprover, men
kanske dven testa for vattenprover. I alla fall behdvs art-specifika primrar. Har ar det
dock viktigt att data sharing om primrarna mellan olika intressenter forbéttras for att
spara tid. Bara en snabb upptickt av invasiva frimmande arter kan leda till ett
agerande sa som t.ex. bortplockning eller storre satsning till en 6vervakning av hot-
spot-omraden.

3) Problematiken med barlastvatten

Sverige har sen minga 4r en barlastvattenlag (2009:1165). Ar 2017 tridde dessutom
den internationella barlastvattenkonventionen i kraft, som signerades av de flesta
lander i vérlden. Sveriges regeringen beslutade i det sammanhanget ocksd en
barlastvattenférordning (SFS 2017:74). Samma ar inforde Transportstyrelsen
foreskrifter om hantering och kontroll av fartygs barlastvatten och sediment (TSFS
2017:73) som éndrades i slutet av 2019 (TSFS 2019:103).

Barlastvattenkonventionen giller 4ven i Vénern for internationella fartyg, men sen
ikrafttradande av den internationella konventionen finns en overgéngsperiod fran
2017 till ar 2024. Under denna dvergangsperiod kommer det att ske installation av
utrustningen for ballastvattenhantering vid alla fartyg, ndgot som tar tid och ofta gors
nér service och kontroll av fartygen genomfors (ungefér inom ett 5-arsintervall for
de flesta fartyg) (pers. kom. Henrik Ramstedt, Transportstyrelsen, 2021-10-14).
Utrustning for ballastvattenhantering bestér i forsta hand av filtrering, men dven av
UV-strélning, klorering/elektroklorering eller kemisk behandling som &r godkénd av
IMO (International Maritime Organization). Varje fartyg maste dven fora en
barlastvattenhanteringsplan och dagbok. Transportstyrelsen kan genomfora
dokumentationskontroller men har &ven mgjligheter for provtagningar (pers. kom.
Henrik Ramstedt, Transportstyrelsen, 2021-10-14).

Pa grund av forekomst av ullhandskrabbor i delvis stort antal, &r det fortfarande mest
sannolikt att den troligaste védgen in till Vanern dr genom barlastvattnet. Detta
eftersom det hittills inte har rapporterats nagra observationer av juvenilstadier. Nar
Overgangsperioden av den nya barlastvattenkonventionen har passerat (i slutet av
2024) skulle det teoretiskt sett inte kunna forekomma nagra stora méngder av vuxna
individer av krabbor i Vénern eller att antalet minskar arligen. Krabborna kan leva
upp till 5 &r i sétvatten innan parning ska ske i marint vatten. Det dr alltsé av yttersta
viktig att det sker en regelbunden kartlaggning och évervakning av ullhandskrabban
under niarmaste tiden men dock minst till och med 2025-2026.

Om det fortfarande efter aren 2025-2026 kvarstar samma problematik med vuxna
ullhandskrabbor i stora antal kan flera dokumentationskontroller och/eller
provtagningar av barlastvatten vara aktuella for Vanern. Den andra mojliga
forklaringen till eventuella frekventa fynd av vuxna individer efter 2025-2026 kan
vara att ullhandskrabban har lyckats att etablera en stabil population i Vinern. Om
s blir fallet géller det att fortsétta hitta bevis for det, i form av observationer av
krabbans junvilstadier.
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Bilagor

Bilaga | - Fragekatalog fran telefonintervju med fiskare

Har du sett krabbor (Kinesisk ullhandskrabba) i Vinern?

1. Var nagonstans var du da?
o Lokal:

=  GPS-koordinater, longitud/latitud

2. Nir pa aret hittade du krabban?
o Tidpunkt:
=  Maénad/Kvartal/arstid
o Hur manga krabbor sag/fangade du?
=  Antal:

3. Vilket redskap anvinde du?
o Garn/bur

4. Vilket djup var det pa?
o)

5. Har du nagon uppfattning om hur stort skalet var (cm)?
o Storlek (ungefar):

6. Kunde du se om det var en hane eller en hona?
o

7. Har du sett krabbor vid flera tillfidllen?

o Ja/nej
»  Var det pd samma plats eller annan lokal?
* Tidpunkt:
=  Antal:
= Redskap:
= Storlek
=  Kon:

Kiinner du till ndgon annan som har sett krabbor i Vinern?

1. Har du kontaktuppgifter till den personen?
o

2. Vet du var hen fiskade?
O

3. Vet du tid pa aret som hen fiskade?
o
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Bilaga Il — Metodbeskrivning om DNA-metabarcoding
med MiDeca Primer

1. Sample preparation and DNA extraction

All procedures were conducted on a sterile bench under a laminar-flow hood.
A total of 10 sediment samples were prepared for DNA extraction (V1-3, K1-3, L1-
3 and a negative control). Additionally, three samples of Eriocheir sinensis were
used to obtain genomic DNA of the target species, which was used to test the PCR
primers.

Circa 1 g of each sediment sample and the three tissue samples were suspended in
1.5 mL sterile tubes with 180 uL of T1 buffer (Macherey-Nagel, Diiren, Germany)
and 25 pL of proteinase K. The samples were incubated overnight at 65°C. The DNA
extraction was completed using the NucleoSpin Tissue Kit (Macherey-Nagel GmbH,
Diiren, Germany) according to manufacturer instructions.

A second extraction was performed on the sediment samples with the same
amount of material (ca. 1 g) using the NucleoSpin Soil Kit (Macherey-Nagel GmbH,
Diiren, Germany), a DNA extraction kit specifically developed for PCR inhibitor-
rich samples. The DNA extraction was performed following manufacturer
instructions.

A third extraction was performed on the sediment samples with the complete
remaining material. The sediment was homogenized using ceramic beads and then
processed for extraction using the NucleoSpin Soil Kit (Macherey-Nagel GmbH,
Diiren, Germany) according to the manufacturer’s instructions.

2. PCR amplifications

In order to restrict the taxonomic range of the PCRs a set of oligonucleotides
specifically designed to target only crustaceans (Komai et al., 2019) was used. These
nucleotides amplify a 154-184 bp fragment of the mitochondrially encoded 16S. The
primer efficiency on the target species was tested with a PCR using the genomic
DNA extracts. The amplification was performed using the KaPa HiFi HotStart
Ready Mix (Roche Diagnostics GmbH, Mannheim, Germany) containing 1 pL of
each primer (10 pmol/uL), 1-2 uL of DNA extract and molecular grade water to a
final volume of 25 pL.. The PCR was performed using the following cycling protocol:
initial denaturation 95°C for 3 minutes; 35 cycles of denaturation at 98°C for 20
seconds, annealing at 60°C for 15 seconds and extension at 72°C; final extension at
72°C for 1 minute. PCR products were visualized on a 1.7% agarose gel stained with
GelRed® (Biotium, Inc. Fremont, CA, USA).

Extracts from sediment samples were processed similarly to the tissue samples, but
using 8 pL of eDNA extracts and 45 amplification cycles. Different replicates of
PCR amplifications were performed on the various extracts (Tissue Kit and Soil Kit,
see details below). In the different replicates we also used the AccuStart II PCR
ToughMix (QuantaBio, Beverly MA, USA).
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Bilaga Il — Metodbeskrivning PCR och gPCR med
Primern A+B

1. Sample preparation and DNA extraction

All procedures were conducted on a sterile bench. Sediment was gently dried on
Whatman filter paper using a Biichner flask and appropriate funnel to remove traces
of ethanol. DNA extraction from sediment was performed with 5 to 8g (dry weight)
of sediment using the DNeasy Powermax Soil Kit (Qiagen) according to the
manufacturer’s instruction.

2. PCR amplifications

PCR with ITS primers was performed in 30uL reactions with 1 U Taq DNA
polymerase (Thermo scientific), 250nM forward and reverse primers, 2mM MgCl,,
0.2 mM dNTPs (Thermo scientific) and 20ng of template DNA. Thermocycling
conditions were: 2 minutes at 95°C followed by 30 cycles of 1 min at 95°C, 30 sec
at 55°C, 90 sec at 72°C and a final extension for 7 min at 72°C. 10 pL of PCR product
was mixed with 2uL 6X loading dye and run at 80 V on a 1.2% agarose gel.

PCR with COI primers PMT1/2 and mlCOlintF/jgHCO2198 were performed in
30uL reactions with 1 U Taq DNA polymerase (Thermo scientific), 250nM forward
and reverse primers, 2mM MgCl,, 0.2 mM dNTPs (Thermo scientific) and 25ng of
template DNA. Thermocycling conditions were: 2 minutes at 95°C followed by 30
cycles of 45 sec at 95°C, 45 sec at 55°C, 60 sec at 72°C and a final extension for 7
min at 72°C. 10 pL of PCR product was mixed with 2uL 6X loading dye and run at
80 V on a 1.2% agarose gel.

Touchdown PCR was performed in 20uL reactions with 1 U Taq DNA polymerase
(Thermo scientific), 300nM forward and reverse primers, 2mM MgCl,, 0.5 mM
dNTPs (Thermo scientific) and 20ng of template DNA. Thermocycling conditions
were 2 min at 95°C, 16 cycles of 10 sec at 95°C, 30 sec at 62°C (decreasing by 1°C
each cycle) and 60 sec at 72°C and finally 25 cycles of 10 sec at 95°C, 30 sec at 46°C
and 60 sec at 72°C.

Touchdown qPCR was performed in 10uL reactions using SYBR Select Master Mix
(Applied Biosystems), 300nM each primer and 20ng of template DNA.
Thermocycling conditions were the same as for touchdown PCR with the exception
of 40 cycles being run instead of 25, and the addition of a melt curve. Fluorescence
was measured during the last 40 cycles. The qPCR amplicon from sediment samples
was subsequently mixed with 2puL. of 6X loading dye and run at 80 V on a 1.2%
agarose gel.
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Bilaga IV — Detaljerade resultat av telefonintervjuer

Flera Djup
NR | Fynd | ggr Lokal Ort Ar Arstid Redskapstyp (m) Substrat
1]Ja Ja Kinneviken Lidkdping 2020 Sommar-Host | Storryssja 0-5 Sand
1| Ja Ja Kinneviken LidkOping 2019 Sommar-Hést | Storryssja 0-5 Sand
2| Ja Ja Kallandsoé Lidkdping 2020 Sommar Nat 20 Lera/Grus
3| Ja Ja Raholmen Kristinehamn | 2020 Var-Sommar | Storryssja 1,5-10 Blandat
3 | Nej Nej Kristinehamn Kristinehamn | Alla Nat 15-35 Blandat
4 | Ja Ja Kinneviken LidkOping 2011 Sommar-Hést | Storryssja 2-6 Sand
4 | Nej Nej Kallandsoé Lidkdping Alla Nat 50 Blandat
4 | Nej Nej Kallandso Lidkdping Alla Sikléjenat 50 Blandat
5| Ja Nej Lacko Lidkdping 2019 Sommar Nat 15-20 Sand
Hindens rev och N om
5 | Nej Nej Spiken LidkOping Alla Nat 15-20 Lera
Hindens rev och N om
5 | Nej Nej Spiken Lidkdping Alla Kraftbur 15-20 Lera
N om Kéllandsé V uti
6 | Nej Nej Dalbosjén Lidkdping Alla Sikléjenat Ytan-15 | Sand/Grus
7 | Ja Nej Svartskar Saffle 2016 Minns ej Nat Sten
7 | Nej Nej Dalbosjon Séffle Alla Nat 12-30 Sten
Dalbosjon, N Hindens
8 | Nej Nej rev Lidkdping Alla Nat 8-30 Lera/Sten
Dalbosjon, N Hindens
8 | Nej Nej rev Lidkdping Alla Kraftbur 2-10 Lera/Sten
9 | Negj Nej Maron, Askevik Gullspang Alla Nat 15-20 | Lera/Sten
9 | Nej Nej Maron, Askevik Gullspang Alla Storryssja 15-20 Lera/Sten
10 | Nej Nej Vanersnas, Dalbosjén Saffle Alla Nat 12-35 Blandat
11| Ja Ja Gullspang Gullspang 2018 Sommar-Host | Nat 15 Sand/Grus
Laxnét
11 | Nej Nej Gullspang Gullspang Alla (bojade) 12 Sand/Grus
12 | Ja Ja NO Lakholmen Kristinehamn | 2020 Host Nat 4,5-7,5 Lera
Kinneviken
13 | Ja Ja (Varmeverket) Lidkdping 2018 Sommar Storryssja 0-4,5 Sand
13 | Nej Nej Hindens rev Lidkdping Alla Nat 20-30 Lera
13 | Nej Nej Hindens rev Lidkdping Alla Kraftbur 0-30 Lera
14 | Ja Ja Brandsfjorden Vanersborg 2018 Sommar Storryssja 2-9 Sand/Lera
14 | Ja Ja Dattern Vanersborg 2005 Sommar Storryssja 2-9 Sand/Lera
S om Torsd,
15 | Ja Ja Mariestadsviken Mariestad 2020 Sommar Nat 10-20 Blandat
16 | Ja Ja Vénersborgsviken Mellerud 2018 Var-Sommar | Nat 18-30 Lera
16 | Nej Nej Vanersborgsviken Mellerud Alla Kraftbur
16 | Nej Nej Vanersborgsviken Mellerud Alla Sikléjenat
17 | Ja Ja Lakholmen Kristinehamn | 2016 Sommar Nat 22-28 Lera/Sten
17 | Nej Nej Lakholmen Mariestad Alla Kréaftbur
18 | Nej Nej Gullspang Gullspang Alla Nat 12-30 Lera/Sten
18 | Nej Nej Gullspang Gullspang Alla Nat (bojade) 12-30 Lera/Sten
Sunnana Mellerud
19 | Ja Ja skargard Mellerud 2011 Sommar Liten alryssja 2-3 Lera
V Dalbosjon, Séffle ner
19 | Nej Nej till Vanersborg Mellerud Alla Nat 15-30 Lera
V Dalbosjon, Séffle ner
19 | Nej Nej till Vanersborg Mellerud Alla Kraftbur
20 | Ja Ja Hallekis Gotene 2011 Host Nat 10-30 Lera
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Flera Djup

NR | Fynd | ggr | Lokal ort Ar Arstid Redskapstyp | (m) Substrat

21 [ Ja Nej Hammaré hérna Gullspang 2018 Var-Sommar | Nat 10-30 Blandat

21 [ Nej Nej Gullspang Alla Nat (bojade) 60-70 Blandat

22 | Nej Nej N om Hindens rev LidkOping Alla Siklojenat Ytan-6 | Sand/Lera

22 | Nej Nej N om Hindens rev Lidkdping Alla Nat 15-20 | Sand/Lera
Varmlandssjon, upp

23 [ Nej Nej mot Mariestad Lidkdping Alla Nat 16-24 Lera

24 | Nej Nej Kinneviken LidkOping Alla Nat 15-35 Blandat

24 | Nej Nej Kinneviken LidkOping Alla Nat (bojade) 15-35 Blandat
S om Hindens rev, ner

25 [ Nej Nej mot Vanersnas Lidkdping Alla Storryssja 1-10 Blandat
S om Hindens rev, ner

25 [ Nej Nej mot Vanersnas Lidkdping Alla Kraftbur 1-10 Blandat

26 | Ja Ja N Brommo Mariestad 2011 Sommar Nat 10-30 Blandat
Brommé, langs Ons6

27 | Ja Ja ner till Hallekis Mariestad Var-Sommar | Nat 10-40 Blandat
Brommé, Djurd,

27 | Nej Nej Hallekis Mariestad Alla Sikléjenat Ytan- Blandat

28 [ Ja Nej Mellerud skérgard Mellerud 1990tal | Minns ej Minns ej Minns ej
Mellerud och

28 | Nej Nej Képmannebro Mellerud Alla Nat 12-20 Lera

29 | Nej Nej Oster om Karlstad Karlstad Alla Nat 6-7 Lera

30 [ Ja Nej Minns ej Mariestad 2000tal | Minns ej Minns ej Minns ej

30 [ Nej Nej Runt Kalvé, Brommd Mariestad Alla Nat 10-20 Blandat

30 [ Nej Nej Runt Kalvé, Brommo Mariestad Alla Siklojenat Blandat

31 [ Ja Ja Medhamns skargard Kristinehamn | 2018 Sommar Nat 15-30 Lera/Sten
Infarten till

32 [ Ja Ja Kristinehamn Kristinehamn | 2007 Sommar-Hoést | Storryssja 15-20 | Sand/Lera
Kristinehamn och

32 [ Nej Nej vasterut, Fallskéren Kristinehamn | Alla Nat 10-20 | Sand/Lera
Kristinehamn och

32 [ Nej Nej vasterut, Fallskaren Kristinehamn | Alla Kraftbur 10 Sand/Lera

33 [ Ja Ja Medhamns skargard Kristinehamn | 2020 Var Nat 12-35 Lera/Sten

33 | Ja Ja Otterbécken Kristinehamn | 1997 Var Nat 12-35 Lera/Sten

33 [ Nej Nej Medhamns skargard Kristinehamn | Alla Nat (bojade) 12 Lera/Sten

34 [ Ja Ja Mariestadssjon Mariestad 2020 Host Storryssja 0-6 Blandat
Storebank

34 [ Ja Ja (s6der om Djurg) Mariestad 2020 Var Nat 10-35 Blandat

34 | Nej Nej Mariestadssjon Mariestad Alla Kraftbur 1-14 Blandat

A Nej Nej Medhamns skargard Kristinehamn | Alla Nat 15-20 Sten

B Nej Nej Medhamns skargard Kristinehamn | Alla Nat 10-20 Sten

C Nej Nej Medhamns skargard Kristinehamn | Alla Nat 10-20 Sten

D Ja Nej Kinneviken Lidkdping 2021 Var Nat 10 Sand

Nr. 1-34: yrkesfiskare, A-D: fritidsfiskare

Redskap: Nat = Nat (bottensatta)
Siklgjenat = Sikldjenat (bojade)
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Bilaga V — Resultat med MiDeca Primer

In the test for primer efficiency, the amplification of the target fragment was
observed in all E. sinensis samples. A fragment of 275 bp encompassing both the
amplicon (171 bp) and the combination of primers and Illumina overhang adapters
(104 bp) vas clearly visible in the gel electrophoresis (Figure 1).

PK1 PK2 PK3 NK Ladder

Figure 1. Test of the crustacean specific primers on the E. sinensis samples. The bright bands
represent the PCR products (PK1-3). The expected fragment length of 275 bp can be verified
with the reference ladder on the right side. NK: negative control.

The optimal annealing temperature for the amplification was also tested with a
gradient PCR. A first gradient PCR was performed with the KaPa HiFi HotStart
Ready Mix setting a series of 12 temperatures ranging from 50°C to 60°C. After
unsuccessful amplification (Figure 2) the reaction was repeated with the AccuStart
IT PCR Tough Mix on the second extracts (Soil Kit) in order to account for potential
inhibitors. Also in this second attempt the amplification was unsuccessful (Figure
2).

Despite the unsuccessful amplification a series of PCR tests were tests on the eDNA
extracts using the annealing temperature provided by Komai et al. (2019), but even
in this case no results were obtained. Assuming a low concentration of eDNA in the
samples, we performed a final extraction using the complete amount of remaining
sediment (described above), but that resulted also in no amplification success
(Figure 3).
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Figure 2. Testing for the optimal annealing temperature for the PCR primers. The upper row
shows the PCR performed with the KaPa HiFi HotStart Ready Mix, the lower row that with
the AccuStart II PCR Tough Mix. Ladders for product length measurements are on the left
(Low Range lanes) and right of the figure.

Figure 3. Test of PCR amplification on eDNA extracts obtained from the maximum
amount of sediment. The PCR was performed using the condition described under PCR
amplifications with the AccuStart II PCR Tough Mix.
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Bilaga VI — Resultat med COI+ITS primern med PCR och
qPCR

H1

1500 bp U

1000 bp

Figure 1: Results of the PCR test on the four different crab tissues (H1, L1, P1, U1) with the
ITS1 and ITS1 primers (2021-06-22).

PMT 1/2 miCOlintF/jgHC02198

H1 (I | P1 U1 H1 L1 P1 U1

Ny E - - =)

500 bp S

Figure 2: Results of the PCR test on the four different crab tissues (H1, L1, P1, U1) with
COI primers (2021-06-23).

mICOlintF/jgHC02198 PMT 1/2
HL L1 P1L UL H1 L1 P1 Ul

W

| |

PT1/PT2R PT2F/PT3

HL L1 P1 UL HluPLUL

Figure 3: Results of Touchdown PCR test on the four different crab tissues on the four
different crab tissue (H1, L1, P1, U1) with COI and ITS primers (2021-06-24).
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Pos. control

1000 bp

ITS1 500 bp

U@---Huu e

Pos. control
1000 bp

ITS2

500 bp

Figure 4: Results of Touchdown qPCR test on the three sediment samples and postitive
control with the ITS primers (2021-07-01).

1Ts1 155]

mICOlintF/jgHCO2198

Figure 5: Amplifications curves tested for TD-qPCR on crab tissues for primers [TS1+2.

Flasrescence (AR(T))
& H

-

Figure 6: Analysis of melt curves indicated amplification of multiple amplicons. Above:
ITS1 primer and below ITS2 primer.
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Vanerns vattenvardsforbund

Véanerns vattenvardsforbund ar en ideell forening
med totalt 75 medlemmar varav 37 stédjande
medlemmar. Medlemmar i forbundet ar alla som
nyttjar, paverkar, har tillsyn eller i 6vrigt varnar om
Vanern.

Forbundet ska verka for att Vanerns naturliga

miljéférhallanden bevaras genom att:

e fungera som ett forum fér miljofragor for
Véanern och for information om Vanern

e genomfora undersékningar av Vanern

e sammanstélla och utvardera resultaten fran
miljédvervakningen

o formulera miljomal och foresla atgarder dar
det behdvs. Vid behov initiera ytterligare
undersokningar. Initiera projekt som 6kar
kunskapen om Vanern

e informera om Vanerns miljotillstand och
aktuella miljofragor

e tafram lattillgdnglig information om Vanern

e samverka med andra organisationer for att
utbyta erfarenheter och effektivisera arbetet.

Medlemmar

Medlemmar ar samtliga kommuner runt Vanern,
industrier och andra foretag med direktutslapp till
Vanern, organisationer inom sjofart och
vatten-kraft, landsting, region,
intresseorganisationer for fiske, jordbruk,
skogsbruk och fritidsbatar, naturskyddsforeningar,
andra vattenvardsforbund och vattenféorbund vid
Vanern med flera. Lansstyrelserna kring Vanern,
Naturvardsverket och Fiskeriverket deltar ocksa i
foreningsarbetet.

Mer information

Mer information om Vanern och Vanerns
vattenvardsforbund finns pa forbundets
webbplats: www.vanern.se. Férbundets kansli kan
svara pa fragor, telefonnummer 010-224 52 05.

VANERNS

vattenvardsférbund
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