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Sammendrag

Fossay, F., Dahle, S., Birkeland Eriksen, L., Hagen Spets, M., Karlsson, S. & Hesthagen, T.
2017. Bruk av miljg-DNA for overvaking av fremmede fiskearter — utvikling av artsspesifikke
markgrer for gjedde, mort og erekyt - NINA Rapport 1299.

| denne rapporten sammenfatter vi resultater fra uttesting av miljg-DNA som metode for a pavise
og overvake fremmede fiskearter. Som del av dette arbeidet har vi utviklet og testet artsspesi-
fikke miljg-DNA-markearer for gjedde, mort og erekyt. | tillegg har vi testet og optimalisert utstyr
og protokoller for bade lab- og feltarbeid i forhold til slike undersgkelser. Vi har testet ulike filtre,
vannvolumer, ekstraksjonsprotokoller og sett pa variasjonen mellom enkeltprgver over tid, loka-
liteter og innsjger. De fleste av disse testene har foregatt i Bymarka i Trondheim med fokus pa
mort og gjedde, men vi har ogsa undersgkt vannprever fra Hardangervidda med fokus pa arekyt
og vandringssperrer i grretvassdrag.

Vi finner en god del variasjon mellom enkeltprgver bade i tid og rom, men nar vi slar sammen
flere praver fra hver innsjg finner vi relativt konsistente resultater bAde med hensyn til pavisning
og kvantifisering av enkeltarter samt beskrivelse av fiskesamfunn. Resultatene viser en lav kon-
sentrasjon av miljg-DNA i perioden februar til april, og en oppblomstring av miljg-DNA i slutten
av mai, som mest sannsynlig sammenfaller med tidspunktet for varomrering. Pragvetaking for
pavisning av fatallige fremmede arter vil derfor veere gunstig i slutten av mai og starten av juni i
disse innsjgene. Om man derimot gnsker a kvantifisere miljg-DNA for & kunne si noe om relativ
biomasse eller endringer i biomasse for ulike fiskearter over tid vil perioden fra starten av juli og
utover veere et bedre tidspunkt.

| Bymarka finnes det ogsa data fra prgvefiske med garn. | tillegg ble det samla inn dad fisk etter
rotenonbehandling i september 2016. Man har derfor en god formening om relative forskjeller i
tetthet mellom de ulike artene i de aktuelle innsjgene. Vi finner en god sammenheng mellom
konsentrasjonen av miljg-DNA og biomassen av fisk fra de nevnte undersgkelsene.

Fra undersgkelsen av grekyt pa Hardangervidda kan vi bekrefte resultatene fra konvensjonelle
undersgkelser med elfiske og utsetting av ruser. Vi fant grekyt-DNA nedstrems vandringssper-
rene som forventet, men ingen tegn til arekyt-DNA oppstrams vandringssperrene.

Vi konkluderer med at miljg-DNA er et reelt alternativ for beskrivelse av fiskesamfunn og pavis-
ning av fremmede arter i forhold til konvensjonelle metoder. Vi finner at bade pavisning og kvan-
tifisering av artsspesifikt DNA stemmer bra overens med konvensjonelle metoder, og at miljg-
DNA er mindre arbeidskrevende i felt og totalt sett er en billigere metode. Vi anbefaler at forvalt-
ningen tar i bruk miljg-DNA i overvakning av fiskesamfunn og fremmede arter og at metoden gis
mulighet til & videreutvikles for norske forhold.

Frode Fossay, Sondre Dahle, Line Birkeland Eriksen, Merethe Hagen Spets, Sten Karlsson,
Trygve Hesthagen, NINA, Postboks 5685, Sluppen, 7485 Trondheim.
Epost: frode.fossoy@nina.no




NINA Rapport 1299

Innhold

£ = 14130 7= ¢ Ue |- Vo 3
0T 0 0 T [ 4
o o) 5
I 11470 1= o L1 3V 6
1.1 Miljg-DNA og overvaking av fremmede arter .............ccoooieiiiiiie i 6
1.2 Miljg-DNA SOM MELOUE ... .o 6
1.2.1 Artsspesifikke Mark@rer..........oooooiiiiiiii 7

1.2.2 Artsgenerelle Mark@rer...... ... 7

1.3 Spredning av fremmede ferskvannsarter ... 7
1.3 GIEAAE ... 8

R T2 Y (o PRI 8

G TR T =Y 4 R SRRR 9

2 Utvikling og testing av markarer og protokoller...........cccccoiiiciiinermnne s 10
2.1 Et standardisert mal for milj@-DNA ... 10
2.2 MilJ@-DNA MarK@Ier ..ottt e et e e e e e e eees 10
2.3 DINA-EKSIrAKSJON ...ttt bbbttt bbb e b aab e naanane 11
2 1 (=T Y/ 1 12
R T4 1 01770 ][] o 4 PO PP PPPPP P 12
TN (1o [T [ L= (o RO 13

3 Variasjon i tid 0g rom ... ————— 14
3.1 Variasjon mellom individuelle praver......... ... .. e 15
3.2 Variasjon mellom lokaliteter 0g datOer ...........ccccciiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeeeeees 16
3.3 Variasjon Mellom INNSJBEN ......coouoi i 18

4 Sammenligning mellom miljg-DNA og konvensjonelle metoder.............ccccoemirrrnnnnnes 20
5 Uttesting av artsgenerell markor............ccciiiiic 22
6 Orekyt og vandringssperrer pa Hardangervidda ...........cccoeeooiiinicicemrcsccnenescceeee e 23
7 Kostnadsanalyse .........cccooiiiiiiiii 25
7.1 Konvensjonelle @nalySEr .........coooo ittt e e e e 25
7.2 MilJ@-DNA @NAIYSEI ..o 25

8 Oppsummering 0g KONKIUSJON ........cccoviiiiiiiiiiiiisinss s s s s s s s s ssssssssssssns s 27
L2 B =Y = - 111 N 30
LIV 4= o 1 1= o o e 33




NINA Rapport 1299

Forord

Ugnsket spredning av fremmede arter utgjer en alvorlig miljgtrussel for norsk natur. En tidlig
pavisning av ugnskete arter vil gjgre det mulig & iverksette tiltak i en tidlig fase av spredningen
og dermed gke sannsynligheten for & kunne gjgre noe med problemet. Bruk av miljg-DNA for
pavisning av fremmede arter har vist seg a veere mer sensitiv enn eksisterende metoder i flere
eksempler og kan dermed utgjere en viktig brikke i handteringen av problemet med fremmede
arter.

Denne rapporten utgjer den aller forste praktiske undersgkelsen av miljg-DNA som metode for
a pavise og kvantifisere fremmede fiskearter i Norge. Vi har her spesielt fokusert pa utvikling av
metodikk bade i felt og pa lab og undersgkt hvordan konsentrasjonen av miljg-DNA varierer over
tid og mellom lokaliteter innen og mellom innsjger. Resultatene fra denne rapporten utgjer et
viktig fundament for bruk av miljg-DNA i forvaltningen.

En stor takk rettes til Miljgdirektoratet og spesielt Sunniva Aagaard for tilrettelegging av prosjek-
tet og Jarle Steinkjer for viktige innspill underveis. Deler av prosjektet ble finansiert gjennom
NINAs strategiske instituttsatsing (SIS). Terje Nast (Trondheim kommune) og Helge Bardal (Ve-
terinaerinstituttet) takkes for informasjon og viktige innspill i forbindelse med rotenonbehand-
lingen i Bymarka i Trondheim og verdifulle kommentarer til rapporten. Sten Byrkjeland (Fylkes-
mannen i Hordaland) og Lars Inge Enerstvedt (Statens naturoppsyn) takkes for tilrettelegging og
bidrag til giennomfgring av prgvetaking pa Hardangervidda. Magdalene Langset (NINA) takkes
for assistanse ved provetaking i felt.

Trondheim, januar 2017

Frode Fossay

Prosjektleder
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1 Innledning
1.1 Milje-DNA og overvaking av fremmede arter

Forvaltning av bade terrestriske og akvatiske miljger er avhengig av gode metoder for a be-
stemme hvilke arter og hvor mange individer per art det finnes i et bestemt miljg. Slike metoder
kan veere vanskelige a standardisere og er ofte avhengige av taksonomisk kompetanse hos
enkeltpersoner. Det kan vaere spesielt vanskelig a detektere forekomst av fremmede arter i en
invasjonsfase med fa individer. | akvatiske miljger kan dette veere ekstra utfordrende da visuell
deteksjon er vanskelig uten en omfattende fangstinnsats, som ogsa kan inkludere ugnsket fangst
av de naturlig tilhgrende artene. Innsamling og analyse av miljg-DNA kan veere en alternativ
metode for overvaking av gkosystemer der innsamling av prever ikke er avhengig av langvarig
innsats eller taksonomisk ekspertise i felt. DNA i miljget kommer fra hud- og héarceller, spytt,
avfgring og alle celler som matte falle av en levende eller nylig ded organisme (Pietramellara
mfl. 2009). Ved a lete etter DNA fra spesifikke arter i en vann- eller jordpreve kan man altsa
avgjere om denne arten finnes i lokaliteten. Man er derfor ikke avhengig av a fange eller obser-
vere arten man er interessert i.

Miljg-DNA er bredt definert som alt DNA isolert fra vann, jord eller luft (Taberlet mfl. 2012). Be-
grepet Miljg-DNA har veert i bruk siden 1987, men var i begynnelsen stort sett knyttet til sedi-
mentprgver og DNA fra mikrober (Ogram mfl. 1987). Miljg-DNA er alts& alt det DNA fra organis-
mer vi kan finne i en spesifikk vannprgve fra for eksempel en innsjg eller elv, uavhengig av
hvilken art det matte komme fra. Det er derfor karakterisert av en kompleks blanding av frag-
mentert DNA fra ulike organismer (Taberlet mfl. 2012). Miljg-DNA er i utgangspunktet uspesifikt
og representerer ideelt sett alle arter i et gitt skosystem, men mengden DNA en finner i en gitt
miljgpreve er i praksis avhengig av antall individer, kroppsstarrelse, aktivitetsniva og habitatvalg
for hver art. Enkelte studier har ogsa vist at DNA-mengden i en miljgprgve gir en god indikasjon
pa den relative biomassen fra hver art, og man kan derfor ogsa bruke miljg-DNA til & lage et
sakalt semikvantitativt estimat for antall individer, eller relativ biomasse fra hver art (Andersen
mfl. 2012, Takahara mfl. 2012, Thomsen mfl. 2012). Bruk av milja-DNA er altsd ganske ny som
metode, men har i det siste veert i en rivende utvikling.

| lapet av de siste tidrene har det vaert en omfattende spredning og introduksjon av ferskvanns-
fisk her i landet (pkt 1.2). Dette gjelder ikke bare fremmede arter, men ogsa noen av artene med
naturlig innvandring som har blitt innfert til nye omrader ved menneskelig aktivitet. For & sette
inn effektive tiltak mot nyintroduserte eller nyetablerte bestander, er forvaltningen avhengig at
de blir oppdaget og rapportert inn sa raskt som mulig. Hittil har dette veert basert pa at fiskere og
andre brukere har rapportert inn sine observasjoner (Hesthagen & Sandlund 2012, Hesthagen
& Sandlund 2015, Hesthagen & Sandlund 2016, Sandlund mfl. 2013). Dette skjer i de fleste
tilfeller nar vedkommende art blir fanget av fiskere. Forvaltningen er derfor avhengig av et effek-
tivt overvakings- og kartleggingsprogram for spredning av ulike fiskearter i ferskvann, som gjer
tidlig varsling mulig. | de fleste tilfeller vil det imidlertid ga en viss tid, i enkelte tilfeller flere ar, fra
en art blir innfgrt til den blir oppdaget.

| denne rapporten undersgker vi muligheten for & bruke miljg-DNA (fra engelsk: environmental
DNA (eDNA)) til & pavise de invasive fiskeartene gjedde, mort og grekyt. Rapporten omhandler
bade en utvikling av artsspesifikke markarer for de tre fiskeartene og en uttesting av teknologien
i felt. Basert pa dette vil vi gi konkrete radd og anbefalinger om hvordan miljg-DNA kan brukes i
kartleggings- og overvakningsaktiviteter i forvaltningen.

1.2 Miljo-DNA som metode

Man kan generelt dele inn miljg-DNA i to ulike fremgangsmater, der pris, tidsbruk og resultat er
forskjellig; vi snakker om artsspesifikke eller artsgenerelle genetiske markgrer. Stort sett er de
aller fleste miljg-DNA-markarer basert pa mitokondrielt DNA. Mitokondrielt DNA nedarves bare
giennom mor og inneholder konserverte DNA sekvensert som gjgr disse markgrene ideelle for
bruk til strekkoding og miljg-DNA. | denne rapporten har vi utviklet og optimalisert artsspesifikke
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markgrer for gjedde, mort og erekyt. | tillegg presenterer vi ogsa noe data pa en arts-generell
marker.

1.2.1 Artsspesifikke markarer

Genetiske markgrer som er sa spesifikke at de i en «suppe» av DNA fra mange ulike arter bare
fester seg til en bestemt art, kaller vi for artsspesifikke markgrer. Slike markarer blir ofte brukt til
a pavise forekomst av sjeldne radlistearter, eller ugnskede svartelistearter (Dejean mfl. 2011,
Ficetola mfl. 2008, Goldberg mfl. 2011, McKelvey mfl. 2016, Thomsen mfl. 2012). Deteksjon av
insekter, krepsdyr, frosk, salamander, fisker og pattedyr har vaert gjort med gode resultater ved
hjelp av denne metoden (Dejean mfl. 2011, Ficetola mfl. 2008, Goldberg mfl. 2011, Thomsen
mfl. 2012).

Noen studier har brukt denne metoden til & kartlegge utbredelsen av fremmede arter, blant annet
oksefrosk i Frankrike (Dejean mfl. 2012), der man sammenlignet miljg-DNA med konvensjonelle
registeringer og fant oksefrosk i 38 av totalt 49 lokaliteter med miljg-DNA, men bare i 7 av loka-
litetene med de konvensjonelle metodene. | en storskala undersgkelse av to fremmede asiatiske
karpearter i elvene rundt Chicago, lllinois, USA, ble miljg-DNA brukt til & kartlegge den geogra-
fiske spredningen av disse artene (Jerde mfl. 2011). Ved hjelp av vannprever fant forskerne
karpe-DNA ovenfor elektriske sperrer satt opp for & hindre spredning til Lake Michigan, og ogsa
forbi den antatte spredningsfronten bestemt med konvensjonelle metoder. Miljg-DNA har altsa
potensiale til & pavise fremmede arter pa et tidlig stadium der lav tetthet kan gjgre konvensjonelle
metoder lite hensiktsmessige. Innsamling av praver kan gjeres sveert raskt over et starre om-
rade, og er ikke avhengig av store mannskaper i felt. Studiene som har veert gjort sa langt viser
ogsa at miljg-DNA er mer sensitiv enn de konvensjonelle metodene (Dougherty mfl. 2016). Tett-
het av arts-spesifikt miljg-DNA korrelerer ogsa bra med bade antall og biomasse av fisk fanget
giennom garnfiske pa tvers av innsjger (Lacoursiére-Roussel mfl. 2016). For norske forhold kan
denne metoden veere ideell for & se pa spredning og utbredelse av fremmede fiskearter der
konvensjonelle metoder er avhengige av stor innsats i felt, som for eksempel ved pravefiske
med garn og elfiskeapparat.

1.2.2 Artsgenerelle markorer

Man kan ogsa bruke miljg-DNA fra en vann- eller jordprave til & kartlegge biodiversitet i habitatet
praven ble tatt fra. Et eksempel pa dette er hentet fra det marine miljg, der vannprgver fra en
bathavn i Kgbenhavn ble brukt til & identifisere hvilke fiskearter som forekom i et bestemt om-
rade. Miljg-DNA kunne identifisere 24 ulike fiskearter i vannprgver innsamlet pa ett enkelt tids-
punkt, mens de fleste konvensjonelle metodene gjennomfart over en tre ars periode bare kunne
dokumentere halvparten av dette (Thomsen mfl. 2012, Valentini mfl. 2016). Mer nylig har et lig-
nende studie ogsa dokumentert at diversitet av fiskearter ved bruk av DNA-analyser av vann-
praver hentet opp fra dypet utenfor Granland korrelerer positivt med fangstdata fra konvensjonell
dypvannstraling (Thomsen mfl. 2016). | ferskvann har denne metoden vist seg & fange opp flere
arter enn det man finner ved elfiske (Hanfling mfl. 2016, Olds mfl. 2016), og den reflekterer romlig
fordeling i starre vannsystemer (Civade mfl. 2016). | tillegg har man i akvarieforsgk funnet en
god sammenheng mellom relativ kvantifisering av miljg-DNA og antall fisk per art (Evans mfl.
2016).

1.3 Spredning av fremmede ferskvannsarter

Spredning av fremmede fiskearter i ferskvann blir i mange land ansett som et sveert alvorlig
miljgproblem (Clavero & Villero 2014, Cucherousset & Olden 2011, Sala mfl. 2000). Potensielt
negative konsekvenser pa stedegne arter skjer gijennom konkurranse, predasjon, hybridisering,
og edeleggelse eller forringelse av leveomrader og gkosystem-funksjoner (Britton mfl. 2010,
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Gozlan 2009, Gozlan mfl. 2010, Hesthagen mfl. 2015). Fram til 2008 ble minst 624 arter fersk-
vannsfisk identifisert som introduserte til lokaliteter eller vassdrag utenfor sine naturlige leveom-
rader (Gozlan 2008).

Spredning av fremmede fiskearter i ferskvann skjer ogsa i Norge, og 11 reproduserende arter er
sa langt identifisert (Sandlund mfl. 2013). Totalt har vi 32 fiskearter med naturlig innvandring i
ferskvann, noe som betyr at ca. 25% av alle reproduserende arter er innfgrte. Det var fgrst med
Huitfeldt-Kaas sin publikasjon «Ferskvandsfiskenes utbredelse og indvandring i Norge» fra
1918, at vi fikk en inngaende forstaelse av innvandringsveiene til de enkelte fiskeartene og deres
naturlige forekomst (Huitfeldt-Kaas 1918).

Det viser seg at spredningen av flere arter med opprinnelig naturlig innvandring til deler av Norge
ogsa representerer en trussel mot det biologiske mangfoldet. Nar disse artene blir spredt utenfor
sitt naturlige utbredelsesomrade, betegnes de som regionalt fremmede (Sandvik mfl. 2015).
Dette gjelder spesielt gjedde, arekyt, mort og serv (Hesthagen & Sandlund 2012, Hesthagen &
Sandlund 2015, Hesthagen & Sandlund 2016, Hesthagen & Jstborg 2004, Kleiven & Hesthagen
2012, Museth mfl. 2007, Sandlund mfl. 2013). De regionale forskjellene i vare fiskesamfunn blir
stadig mindre nar naturlig forekommende arter gar tapt og erstattes med fremmede eller regio-
nalt fremmede arter. Vi ser na konturene av denne utviklingen i deler av Sgrlandet og Jstlandet.
Denne utviklingen kalles homogenisering av faunaen (Clavero & Garcia-Berthou 2006, Rahel
2000, Villeger mfl. 2011). Spredning av enkelte arter som gjedde kan ogsa fare til at arter som
grret blir helt utryddet, i alle fall nar spredningen skjer til mindre og relativt grunne innsjger
(Hesthagen mfl. 2015). Men selv i store innsjger som for eksempel Krgderen har gjedda forar-
saket en reduksjon hos den naturlige grretbestanden med 80-90 % (Brabrand 2007).

1.3.1 Gjedde

Huitfeldt-Kaas gir en rekke opplysninger om nar og hvor ulike fiskearter har blitt satt ut. Siden
tidlig pa 1900-tallet har det veert en til dels omfattende spredning av gjedde her i landet
(Hesthagen & Sandlund 2012). De alvorligste tilfellene av slik spredning omfatter blant annet
Telemarkskanalen. Her forekommer det na gjedde fra Bersesja i Skien til Norsjg og Heddalsvat-
net (Hesthagen & Sandlund 2012). Den har ogsa spredt seg til Falkumelva, nedre deler av Bg-
elva og Heddgla. | vest er det gjedde fra Ulefoss og opp til Hogga sluse, samt i Skoeelva og
Dstera. | Kraderen ble det innfart gjedde pa 1990-tallet, og den finnes na i alle deler av innsjgen
(Brabrand 2009). Den har ogsa spredt seg oppover Hallingdalselva, noe som trolig skyldes en
sekundeerspredning. Det er n& store bestander av gjedde i de stgrre elvefjordene Brommafjor-
den og Myrefjorden. Gjedde er registrert opp til Svenkerud ovenfor Nesbyen, der Halifossen litt
lengre opp er et hinder for videre spredning. Om gjedda blir satt ut ovenfor denne fossen, kan
den spre seg helt opp til Al. Dette er litt ovenfor der Votna samlgper med Hallingdalselva. Gjedda
har ogsa blitt satt ut i Sperillen i seinere ar, med spredning bade oppstrems (Begna) og ned-
strams (Adalselva). | Trondheimsregionen, spesielt i Sagelvvassdraget i Malvik kommune, har
det veert omfattende spredning av gjedde i seinere ar. Dette har resultert i utryddelse av flere
grretbestander (Hesthagen mfl. 2015).

1.3.2 Mort

Mort er en vanlig og naturlig forekommende art i sgrgstlige deler av landet, spesielt i Glomma-
vassdraget og vassdrag lengre gst (Huitfeldt-Kaas 1918). Beregninger viser at det fins rundt 500-
1000 bestander av mort her i landet (Rask 2000, Tammi mfl. 2003). Glommavassdraget har mort
opp til Rendalen og Engerdal. Den forekommer ogsa i flere omrader i Vestfold og i nedre deler
av Buskerud. Det er ogsa mort i noen fa vatn i Bamble i Telemark. Det har opp gjennom tiden
veert satt ut mort en rekke steder her i landet. Dette gjelder blant annet i Bymarka i Trondheim
pa slutten av 1800-tallet. | dette omradet har det veert en gkende spredning av mort i seinere ar,
og den finnes na i minst atte innsjger. Mort er nylig blitt satt ut i Vikarauntjgnna som ligger ast
for Trondheim sentrum. Her ble bestanden fjernet med rotenon hgsten 2014 (Bardal 2015). Hgs-
ten 2016 ble sju innsjger i Bymarka i Trondheim rotenonbehandler for & fijerne mort. | seinere ar
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er det ogsa blitt satt ut mort i Randsfjorden og Tyrifjorden, og i flere andre innsjger pa Jstlandet.
Arten ble etter fa ar dominerende i strandsona i Tyrifjorden (Morten Eken, pers. medd.).

| forbindelse med NINAs arbeid med Naturindeks i 2015 kom det opplysninger om at mort har
veert benyttet som agn flere steder, bl.a. i forbindelse med isfiske. Om dette har resultert i etab-
lering av nye bestander, er enna usikkert. Men mange introduksjoner av mort har allerede skjedd
i seinere ar, og det er stor fare for videre spredning i flere regioner. Morten vil vanligvis danne
tette bestander etter en introduksjon, med store negative fglger for andre fiskearter og det biolo-
giske mangfoldet (Sandlund mfl. 2016).

1.3.3 Drekyt

Jrekyt hadde opprinnelig en begrenset naturlig utbredelse her i landet. Den omfattet Jstlandet,
sgrastlige deler av landet, noen vassdrag i Nord-Trgndelag og Troms, og store deler av Jst-
Finnmark (Huitfeldt-Kaas 1918). Men i lgpet av de siste 100 &rene har det veert en omfattende
spredning av grekyt til andre deler av landet (Hesthagen & Sandlund 1997, Hesthagen &
Sandlund 2006, Hesthagen mfl. 2006). Denne karpefisken forekommer na i alle landets fylker
(Hesthagen & Sandlund 2016). Dette har hatt store negative effekter pa arter som grret med en
reduksjon i fangstutbyttet pa 30-40 % (Museth mfl. 2007). Spredningen av grekyt skyldes direkte
eller indirekte menneskelig aktivitet, spesielt fordi den har veert brukt som agn under fiske
(Borgstram 1973).

Det er na grekyt i minst seks innsjger i Eidfjord kommune pa Hardangervidda etter bl.a. spred-
ning i omradet rundt Halnefjorden i Hol kommune i Buskerud (Hesthagen & Sandlund 1997). Fra
Halnefjorden har den videre spredningen skjedd via innlgpselva (Skurdevikai). Haetjgrn har ogsa
fatt pavist arekyt, men det er usikkert om den har vandret hit via Skurdevikai eller om den er
innfart av mennesker. Heetjgrn ble rotenonbehandlet i 2013. En foss litt vest for der Haetjgrn
renner ned i Skurdevakai stopper videre naturlig spredning vestover. Det har ogsa kommet gre-
kyt til Skaupsjgen (grensevann mellom Eidfjord og Nore og Uvdal kommuner), trolig fordi den er
brukt som levende agn. Litt sgr for dette omradet har grekyta spredt seg fra Holmetjgnnane i
Nore og Uvdal vestover til to mindre tjern; ett ved Stigstuv og det andre omtrent 1 km lengre seor.
Det er ogsa grekyt i fire sma pytter mellom disse to tjernene. Hgsten 1995 ble det bygd en jordvoll
vest for tjernet ved Stigstuv for om mulig & hindre spredning av grekyt videre vestover. Hagsten
1999 ble dette omradet rotenonbehandlet.
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2 Utvikling og testing av markgrer og protokoller

2.1 Et standardisert mal for miljg-DNA

NINA har i lgpet av 2016 investert i en «digital droplet PCR (ddPCR)» maskin. Til sammenligning
med gPCR (kvantitativ-PCR eller sanntids-PCR), som er den vanligste metodikken for a
kvantifisere DNA og gir en relativ maling av DNA konsentrasjon, gir ddPCR en absolutt maling.
En direkte sammenligning mellom de to metodene viste at ddPCR gir et bedre resultat enn g°PCR
nar det kommer til pavisning av invasive fiskearter (Doi mfl. 2015). Det nye med ddPCR-tekno-
logien er at en enkel PCR-reaksjon deles opp i inntil 20 000 sma reaksjoner som hver foregar
inne i en liten oljedrape. Etter endt PCR-reaksjon blir hver drape avlest og gir et «digitalt» resultat
der hver drape blir angitt som positiv eller negativ, eller 0/1 om man vil. ddPCR er altsa en «end-
point» analyse mens gPCR maler DNA konsentrasjon «live» i analysen. Fordelen med ddPCR
er her at resultatet blir lite pavirket av effektiviteten til PCR-reaksjonen og de genetiske markg-
rene. | tillegg kan man sla sammen flere kjgringer dersom man leter etter en sjelden genvariant
slik at man ved for eksempel tre kjgringer fra samme prgve kan regne ut total-konsentrasjonen
gitt ved summen av positive draper i forhold til summen av totalt antall draper analysert (altsa
opptil 60 000 draper i dette tilfellet). Man kan da anta at antall DNA-kopier per drape vil danne
en Poisson statistisk fordeling gitt ved:

1) DNA-konsentrasjon = -log(antall negative draper / totalt antall draper) / drapevolum

For a kunne kontrollere for vannvolum og mengde DNA-ekstrakt brukt i hver analyse har vi laget
et mal pa antall DNA kopier per liter gitt ved:

2) DNA Kopier per liter vann = DNA-konsentrasjon / ddPCR-volum * DNA-ekstrakt volum /
vann volum

Dette malet gir en standardisert verdi for DNA-mengde kontrollert for bade vannvolum innsamla
i felt og ulike volumer og fortynninger pa lab. Vi bruker dette malet gjennomgaende i denne
rapporten for & gjare tolkningen av dataene lettere. For a unnga sakalte «false positives», altsa
falske positive signaler, har vi satt en grense pa minst fire positive draper i analysen. Alle prgver
med 1-3 positive draper er altsa antatt negative i vare analyser. Denne grensen har vi satt i
forhold til vare «negativ-kontroll-prgver» pa laben som viser at disse noen ganger kan ha én eller
i sjeldne tilfeller to positive draper. Vi har kjgrt minst tre ddPCR replikater av hver vannprgve og
slatt sammen disse til en verdi som forklart over.

2.2 Miljg-DNA markgrer

For gjedde var det allerede publisert tre ulike miljg-DNA-markgrer (Olsen mfl. 2015) da vi startet
dette prosjektet. Vi testet disse markgrene pa DNA ekstrahert fra gjedde (positiv kontroll) men
fikk kun et svakt positivt signal. Vi utviklet derfor flere egne markgrer og testet disse pa vare
lokale fiskearter. | ettertid har det kommet ut et «erratum» der det kommer frem at primersekven-
sene inneholdt en feil i originalpublikasjonen (Olsen mfl. 2016). Dette forklarer trolig de svake
signalene vi fikk med disse markgrene. Vi har ikke testet de korrekte primersekvensene.

For hver av artene gjedde, mort og grekyt gikk vi gjiennom tilgjengelige DNA-sekvenser i Gen-
Bank (www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank ) og BOLD Systems (www.boldsystems.org/). For fisk er
det generelt flest DNA-sekvenser for Cytochrome B (CytB) og Cytochrome C Oxidase (COIl)
regionene i mitokondriet. Et unntak var her for grekyt, der vi ogsa fant mange sekvenser fra den
ikke-kodende kontrollregionen (CTRL), og for mort der vi fant mange sekvenser fra ribosomalt
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16S RNA. Vi lastet ned det vi fant av relevante DNA-sekvenser og sammenstilte disse i program-
met Genious 8.1.8 (Biomatters Ltd) for & manuelt identifisere variable og konserverte regioner
innen hvert gen. Et viktig poeng & nevne her er den store variasjonen man finner for disse DNA-
sekvensene pa tvers av Europa. Spesielt for mort fant vi en god del DNA-sekvenser for sgrgst
Europa som var veldig forskjellig fra resten av Europa, og ikke ville ha fungert som et godt ut-
gangspunkt for & lage artsspesifikke markgrer for vare lokale populasjoner. Vi brukte sa pro-
grammet Primer Express 3.0.1 (Applied Biosystems) for a lage nye markgrer. En liste over alle
markgrene vi har testet finnes i vedlegg 1.

Vi testet sa hver markgr for arten de var laga for med en gradientanalyse for a finne optimal
PCR-annealing-temperatur for hver marker. | tillegg ble hver markgr testet pa ekstrahert DNA
fra gjedde, mort, arekyt, arret, laks og raye for & bekrefte arts-spesifisiteten. Ut i fra disse analy-
sene kunne vi til slutt velge ut minst én god markear for hver art som vi har testet videre i feltforsak.

2.3 DNA-ekstraksjon

Det finnes en rekke ulike kommersielle «kit» for & ekstrahere DNA. Disse varierer i metode og
kjemi og ikke minst hvor komplisert prokollen er fra start til slutt. Man gnsker derfor gjerne a finne
et kit som bade gir hay DNA-kvalitet og som er effektivt i forhold til arbeidsinnsats pa lab. En liste
over kit vi har testet i lapet av dette prosjektet er gjengitt i tabell 1.

Tabell 1. Oversikt over ekstraksjonskit testet i lgpet av prosjektperioden.

Produsent Kit Manuelt/robot
MP Biomedicals GmbH FastDNA SPIN Kit Manuelt
MP Biomedicals GmbH FastDNA SPIN Kit for Sail Manuelt
Qiagen DNeasy Blood and Tissue Kit Manuelt
MoBio PowerWater DNA Isolation Kit | Manuelt
Maxwell Tissue DNA Purification kit Ekstraksjonsmaskin
Thermofisher Scientific King Fisher Cell and Tissue kit | King Fisher Flex ekstraksjonsrobot
LR $ Ekstraksjon_kit
é . . — KingFisher (KF)
g . BE vawell
. 400
.g — MoBio Power\Water
L . BE 1P FastDNA Sail
{z( 200 EI MP FastDMA SPIN
0 . . ,
El Qiagen Blood&Tissue
I:I -
3 & & oF = F
W & R o & &
N & F & A
}\\é\- QQG‘ {(@g} @Q @cc@"
G @ & &

Figur 1. DNA-konsentrasjon av gjedde fra vannprgver isolert med ulike kommersielle kit.
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Ut i fra resultatene finner vi tre isolasjonskit som ser ut til & gi tilstrekkelig DNA-kvalitet for a
kunne pavise gjedde-DNA fra vare filterpraver (figur 1). Vi har valgt & ga videre med MP Fast-
DNA SPIN kit, men vi vil ogsé anbefale MP FastDNA Soil og King Fisher Cell and Tissue Kit
tilpasset King Fisher ekstraksjonsrobot. De to MP Biomedicals-kitene ble ogsa best i en akva-
riumstest pa karpe (Eichmiller mfl. 2016).

2.4 Filtertype

Vi har testet noen forskjellige filtre med ulik maskestarrelse, med variasjon fra 0,45 mikrometer
til 1,2 mikrometer. Uten at vi kan vise til grundige tester p& dette kan vi si at vi finner DNA fra fisk
i alle disse filtrene, og dette intervallet i maskestarrelse ser derfor ikke ut til & veere en avgjgrende
faktor. Dette er ogsa i samsvar med andre studier som har testet en mye bredere variasjon i
maskestgrrelse enn vi har gjort her. | et studie med sveert hgy turbiditet i tropiske miljger ble det
gjort vellykket pavisning av fisk med filtre helt opp i 20 mikrometer (Robson mfl. 2016). | andre
studier har det blitt testet bAde maskestgarrelse og kvalitet, der filire av glassfiber ser ut til & fange
mer miljg-DNA enn polykarbonatfilter (Eichmiller mfl. 2016, Lacoursiére-Roussel mfl. 2016). Hva
som finnes av praktiske Igsninger er ogsa viktig ved valg av filtertype. Engangs sterile filtre fast-
montert i filterholdere er svaert praktiske til bruk i felt og utgjer ogsa en stor sikkerhet i forhold til
krysskontaminering mellom prgver. For noen av filtrene benyttet vi Igse filtre og filterholdere, der
vi matte sterilisere filterholderne med klorlgsning mellom hver prgve. Vi vil derfor anbefale sterilt
pakket engangsfiltre med filterholder for & unnga kontaminering pa tvers av prever, som for ek-
sempel «Nalgene Analytical Test Filter Funnels» fra ThermoFisher Scientific og «Microfunnel
Filter Funnels» fra Pall Corporation. Vi har testet begge disse filtrene i dette prosjektet med gode
resultatet. Vi har gjennomgaende preservert filteret ved & lagre dette i en zip-lock pose med silica
gel for terking av prgven.

2.5 Vannvolum

Filtrene man bruker til miljg-DNA er nadvendigvis veldig tette, og dette gjer det vanskelig & filtrere
store mengder vann. Stort sett gar det bra a fa 0,5 liter gjennom filteret i de fleste innsjger med
normalt til mye partikler i vannet. Vi har etterstrebet & pumpe 1 liter, men dette har ikke alltid veert
praktisk mulig. Pa vinterstid med klart vann har vi ogséd pumpet 4-5 liter gjennom de mest apne
filtrene. | en sammenligning mellom 0,5 liter og 1 liter vann finner vi ingen store forskjeller i slutt-
konsentrasjonen av DNA nar man regner ut DNA kopier per liter vann, men det ser ut som et litt
stgrre volum kan veere fordelaktig spesielt for mort (figur 2).

Vannvolum
BE 05
1
- Gjedde Mort Drret
3004 > 3004 8 300 4
<
Z 200 < 2001 < 2004
@ ¢ o Q
o = .a_s
B 100+ < 1001 S 1001
’ B
04 0- 04
Haukvatnet ~ Theisendammen Haukvatnet  Kyvatnet Baklidammen
Kyvatnet

Figur 2. Variasjon av miljg-DNA i forhold til prgvetatt vannvolum gitt som DNA kopier per liter vann filtrert.
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2.6 Arstid og dato

Vi hadde i utgangspunktet forventet at dato ville ha en stor effekt pa DNA-konsentrasjonen i en
innsjg@, og vi har derfor gjennomfart gjentatte prevetakinger i Kyvatnet gjiennom nesten et ars tid.
Her ma det nevnes at vi underveis har testet ulike filtre og ulike ekstraksjonskit slik at noe av
variasjonen i figur 3 ma tilskrives disse faktorene. Men det kan se ut som om tidlig var gir veldig
lave DNA-konsentrasjoner bade for gjedde og mort og at DNA-konsentrasjonen gker markant i
april/mai. Dette kan mest sannsynlig tilknyttes en hayere aktivitet pa fisken, samt gkt vannsirku-
lasjon ved varomrgring. Sesongbetont aktivitet har ogsa blitt assosiert med DNA-konsentrasjon
hos andre arter (Civade mfl. 2016). Ogsa eksperimentelle studier i lukkede akvarier har vist at
DNA-konsentrasjon er avhengig av temperatur (Lacoursieére-Roussel mfl. 2016). Vare data kan
tolkes som at perioden februar til april er et darlig tidspunkt for prgvetaking, da fisken mest sann-
synlig star mer stille, og delvis isdekke og temperaturstratifisering i vannmassen gir lite sirkula-
sjon i vannet. Skal man velge et enkelt tidspunkt & anbefale prgvetaking ser det ut som om
slutten av mai er det beste for & pavise fiskearter i disse innsjgene, men konsentrasjonen av
miljg-DNA holder seg ogsa ganske hgy utover sommeren. Skal man derimot kvantifisere miljg-
DNA er det kanskje mer hensikismessig a holde seg unna denne «toppen» rett etter varomrg-
ring, og heller samle inn pragver nar vannsirkulasjon og temperaturer har stabilisert seg i juni-
august.

=
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° =]
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@ ) [ | +
0 — e — — [ —— ——
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Figur 3. Variasjon av miljg-DNA i forhold til dato i Kyvatnet, gjedde til venstre og mort til hgyre.
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3 Variasjon i tid og rom

Gjennom sensommeren 2016 gjorde vi en utstrakt testing av fire utvalgte vann i Bymarka for a
kunne si hvordan deteksjon og kvantifisering av miljg-DNA péavirkes over tid ved ulike lokaliteter
innen en innsjg. Her inkluderte vi Theisendammen, Baklidammen, Kyvatnet og Haukvatnet. Vi
valgte sa ut fem spesifikke lokaliteter innad i hver av disse innsjgene (figur 4) som hver og en
ble provetatt fire ganger i lgpet av tre maneder: 5. juli, 30. juli, 31. august og 12. september.
Pravene ble tatt pa 5 til 50 cm dyp, 0 til 2 meter fra land avhengig av forholdene. | tillegg til vare
egne markgrer for gjedde og mort inkluderte vi en publisert marker pa grret (Gustavson mfl.
2015).

g
N Haukvatnet @
INE . B

@8 e o
oA
NN
N Y \ W g

Figur 4. Kart over lokaliteter for gjentatte pragvetakinger innen hvert av de fire innsjgene Theisendammen, Bak-
lidammen, Kyvatnet og Haukvatnet. Fargene for hver lokalitet gjenspeiles i figur 5 og 6.
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3.1 Variasjon mellom individuelle prover

Resultatene av disse gjentatte prgvetakingene viser at det er en god del variasjon bade mellom
lokaliteter innen den samme innsjgen og innen lokaliteter pravetatt pa ulike tidspunkt (figur 5).
Fraveer av en art i en innsjg er veldig konsistent blant vare pragver og vi har altsa ingen falske
positive prgver av denne typen. Dette viser at de genetiske markarene vi bruker er helt artsspe-
sifikke og ikke amplifiserer de andre artene i disse innsjgene. Man ser ogsa at ikke alle proveta-
kinger paviser alle arter, og at noen enkeltprgver viser en mye hgyere DNA-konsentrasjon enn
de andre prgvene pa samme lokalitet (innen hver farge). Vi tror at disse hgye verdiene kan
skyldes at vi har filtrert «klumper» med for eksempel vevsrester eller fiskeskjell. Vi brukte en
apen slange pa disse pragvene, og det er mulig at et forfilter som ekskluderer starre vevsrester
kan fare til en mer jevn kvantifisering av miljg-DNA. Negative praver ser mest ut til & forekomme
der det generelt er lave konsentrasjoner av miljg-DNA. | tillegg er det ogsa store forskjeller i hvor
konsistente verdiene er mellom lokaliteter for de ulike innsjgene. Vi fant spesielt store variasjoner
i Theisendammen, der mort bare viste en noenlunde stabil verdi pa én av de fem lokalitetene,
og selv om grret ble detektert pa alle lokaliteter var det mange negative resultat blant de fire ulike
tidspunktene.
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Figur 5. Variasjon i konsentrasjon av miljg-DNA gitt som DNA kopier per liter vann i tid og rom for gjedde, mort
og grret innen og mellom de fire innsjgene Theisendammen, Baklidammen, Kyvatnet og Haukvatnet. Hver farge
angir en spesifikk lokalitet innen hvert vann (se figur 4 for plassering av lokalitetene i forhold til farge). Rekke-
falgen innen hver farge angir ulike datoer hver lokalitet er prgvetatt i stigende rekkefglge fra venstre (5. juli, 30.
juli, 31. august, 12. september).
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| en test med parallelle prgver, tatt p4 samme tid og samme sted, finner vi ogsa noe variasjon
(figur 6). Det er tydelig at miljg-DNA har en klumpvis fordeling, og selv to mer eller mindre iden-
tiske prgver fra samme sted kan gi forskjellige konsentrasjoner. Her kan ogséa vannvolum forklare
noe av variasjonen, og 1 liter vann kan muligens veere litt lite for & gi stabile og konsistente
resultater. Man kan tenke seg at starre volumer vil gi mindre utslag av en tilfeldig klumpvis for-
deling mellom prgvene.

Rent statistisk fant vi en repeterbarhet pa R = 0.34 (P = 0.043) for parallelle prgver fra samme
sted pa samme tid, og R = 0.35 (P<0.001) for prgver fra samme sted pa ulike tidspunkter
(Nakagawa & Schielzeth 2010).
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< < < il
750
-d -d | -d
s £ 200 =
© 500+ 1] D 404
el © 100+ D
<M 0 __ ¢ naNANREN - Hnin HED
o ® l ®
04 — — - 04 . «
Baklidammen Kyvatnet Haukvatnet
< 800+ < 1000 300
600 -
) 200
& 400+ 2 2
= (s} (s}
S 2004 I S II . I L 100 II III
o HERl= ol - o [

0

Figur 6. Repeterbarhet mellom to individuelle prgver tatt rett etter hverandre p4 samme sted, se figur 4 for
plassering av lokalitetene i forhold til farge. Her forventer vi alts& at stolper med samme farge skal veere like
hgye om repeterbarheten mellom individuelle praver er hgy. Alle prgvetakinger ble gjort 12. og 13. september,
og er basert pa 1 liter vann.

3.2 Variasjon mellom lokaliteter og datoer

Slar man sammen alle prgver tatt pa samme sted over tid (figur 7), eller alle pragver tatt innen
samme innsjg (figur 8), far man straks en mye bedre representasjon av fiskesamfunnet i hver
innsj@. Man ser raskt at Theisendammen er dominert av gjedde, med funn av bade mort og grret,
Baklidammen har kun grret, mens bade Kyvatnet og Haukvatnet er dominert av mort med inn-
slag av gjedde. Det er ogsa en relativt god konsistens i forholdet mellom de ulike artene innen
hver innsjg. Et unntak er igjen Theisendammen, der en finner mye gjedde-DNA i lokalitetene 1,
3 og 5, men ikke i 2 og 4. Her vil nok bade biologien hos arten og forholdene i innsjgen pavirke
resultatet. Ulike fiskearter er ikke tilfeldig fordelt i en innsjg, og mens gjedda vil foretrekke noen
habitater vil mort foretrekke andre habitater. Det er derfor viktig & tenke gjennom pravetaking i
forhold til arten man er ute etter a pavise. Spesielt gjelder dette for invasive arter der man gnsker
a pavise den pa et tidlig stadium for & kunne gjgre tiltak mot videre spredning.
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Figur 7. Variasjon mellom lokaliteter, der data fra ulike datoer er slatt sammen for hver lokalitet innen hver inn-
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Figur 8. Variasjon mellom ulike tidspunkt for prgvetaking, der data fra alle lokaliteter innen en innsjg er slatt
sammen til en verdi for hver av de ulike tidspunktene.
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Figur 9. Variasjon i tetthet av miljg-DNA mellom innsjger over tid for gjedde og mort.

3.3 Variasjon mellom innsjoer

Slar man sammen alle prgvene tatt innen hver innsjg for hvert tidspunkt kan man ogsé sammen-
ligne tetthet av miljg-DNA mellom innsjger og om dette er konsistent over tid. Vi finner en relativt
god konsistens pa de ulike tidspunktene for bade mort og gjedde i var studie (figur 9). Theisen-
dammen har en hgyere tetthet av gjedde-DNA enn de andre innsjgene utenom prevetakingen i
starten av juli. Kyvatnet og Haukvatnet har hgy tetthet av mort i motsetning til de to andre inn-
sjgene, og Kyvatnet har jevnt over noe hgyere tetthet enn Haukvatnet.

Om man til slutt slar sammen alle pravene pa tvers av bade lokaliteter og datoer far man et bra
helhetlig inntrykk av fiskesamfunnene bade innen og mellom innsjger (figur 10). Man ser raskt
hvilke arter som dominerer artssamfunnet og hvordan det relative forholdet mellom artene er
innenfor og mellom de ulike innsjgene. Man kan ogsa se at det er en del variasjon innen hver
art og innsjg, noe som gjenspeiler variasjonen mellom enkeltprgver fra ulike lokaliteter innen
innsjger og mellom ulike tidspunkt som beskrevet over.
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Figur 10. Fiskesamfunnene i de ulike innsjgene med alle miljg-DNA prgver fra ulike lokaliteter og ulike tidspunkt

slatt sammen til en verdi per innsjg og art.
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4 Sammenligning mellom miljg-DNA og konvensjonelle
metoder

| Bymarka har det jevnlig veert giennomfgrt pravefiske (Nast 2015) og man har derfor en god
formening om relative forskjeller i tetthet mellom de ulike artene (tabell 2). Man kan derfor eva-
luere hvordan miljg-DNA presterer i forhold til konvensjonelt prgvefiske. | tillegg ble det i forbin-
delse med rotenonbehandlingen i Bymarka i september i 2016 samlet inn ded fisk fra de fire
aktuelle innsjgene (tabell 3). Denne innsamlingen av dgd fisk gir ogsa en viss formening om
relativ fordeling av arter i de ulike innsjgene (Helge Bardal, pers. medd.).

Om man farst ser pa absoluttverdier i biomasse fra prgvefiske og innsamling av fisk etter rote-
nonbehandlingen, far man et veldig likt inntrykk av de tre metodene for mort (figur 11b). For
gjedde (figur 11a) er miljg-DNA-resultatet litt forskjellig fra de to andre estimatene, da vi fant en
sveert hgy konsentrasjon av gjedde-DNA i Theisendammen i vare analyser (figur 10). Her ma
det nevnes at en god del gjedder ble plukket opp flere dager etter rotenonbehandlingen i Kyvat-
net og Haukvatnet, men at dette ikke ble gjort i Theisendammen (Helge Bardal og Terje Ngst,
pers. medd.). Theisendammen inneholdt en god del store gjedder og disse ble verken fanget
opp under prgvefiske eller ved innsamling av dad fisk etter rotenonbehandlingen.

Om man sammenligner det relative forholdet mellom mort og gjedde for de tre ulike estimatene,
far man en bedre overensstemmelse (figur 11). For preovefiske og plukking av dgd fisk etter
rotenonbehandlingen har vi tatt forholdstallet mellom antall kilogram mort delt pa antall kilogram
gjedde, mens for miljg-DNA har vi tatt forholdstallet mellom gjennomsnittet av antall DNA-kopier
per liter for hver art i hver innsjg. For Haukvatnet er dette forholdstallet veldig likt for alle de tre
metodene, mens det i Kyvatnet ble fanget mye mort i forhold til gjedde sammenlignet med de to
andre metodene.

Tabell 2. Oversikt over antall fisk og snittvekt per fisk i gram i ifglge pravefiske i 2015 (Ngst 2015). Total bio-
masse er regnet ut som antall fisk ganger snittvekt.

Haukvatnet @ Kyvatnet @ Theisendammen Baklidammen

Antall 2 2 1
Gjedde Snittvekt 190 270 80
Biomasse 380 540 80
Antall 273 385 4
Mort Snittvekt 9 22 8
Biomasse 2457 8470 32
Antall 4 42
Drret Snittvekt 1230 65
Biomasse 4920 2730

Tabell 3. Oversikt over antall kilogram fisk plukket opp fra hver innsjg etter rotenonbehandling i september 2016.
Kilde: Terje Ngst, Trondheim Kommune.

Haukvatnet Kyvatnet Theisendammen | Baklidammen

Gjedde 109 159 60
Mort 548 1206 50
Drret 26
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Figur 11. Biomasse og miljg-DNA fra henholdsvis prgvefiske, innsamling av fisk etter rotenonbehandling og
vannprgvetaking for a) gjedde og b) mort.

Metode

. Pravefiske
. Rotenon
B wieona

Ratio mort / gjedde

el

Haukvatnet Kywvatnet Theisendammen

Figur 12. Sammenstilling av forholdstallet mellom mort og gjedde i forhold til metode, der provefiske og rote-
non er gitt som forholdet mellom antall kilogram fisk og miljg-DNA er gitt som forholdet mellom antall DNA-
kopier per liter vann.
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5 Uttesting av artsgenerell marker

| forbindelse med et samarbeid med Spygen i Frankrike har vi ogsa testet en artsgenerell markgr
for fisk. Prgvene ble tatt i november 2015. Denne metoden gir en relativ kvantifisering mellom
arter, og den kan fange opp alle fiskearter i en lokalitet i en og samme analyse. Men metoden
krever en «next-gen-sekvensering» av prgvene og dette har som regel en ventetid pa 3 maneder
for ferdigstillelse av data. Fra Bymarka har vi bare Baklidammen representert blant disse prg-
vene og vi tar derfor ogsa med to innsjger fra Malvikmarka for & illustrere hvordan denne meto-
den kan vise forskjeller i fiskesamfunn mellom innsjger (figur 13). Her finner vi klare forskjeller i
relativ tetthet mellom de ulike innsjgene der Baklidammen stort sett bare inneholder grret mens
Hyllvatnet er dominert av gjedde og Mgrkdalstjgnna har en nesten identisk representasjon av
gjedde og arret. | denne analysen ble det pavist en liten andel mort i Baklidammen, selv om dette
ikke ble pavist med den artsgenerelle markaren. Det ble heller ikke funnet ded mort etter rote-
nonbehandlingen i 2016. Det er mulig at mort-DNA fra Kobberdammen har blitt transportert ned
til Baklidammen og at det er dette vi paviser her.

Baklidammen Hyllvatnet Mogrkdalstjgnna

Figur 13. Sammenligning av fiskesamfunn i Bymarka og Malvikmarka ved bruk av en artsgenerell markar.
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6 OQrekyt og vandringssperrer pa Hardangervidda

Sammen med Fylkesmannen i Hordaland og SNO samlet vi inn vannprgver fra flere lokaliteter
pa Hardangervidda 12. august 2016 for & evaluere miljg-DNA som metode for & pavise spred-

ning av grekyt (figur 14). Artsspesifikke markgrer for bade arekyt og arret ble kjgrt for alle prg-
vene. Totalt ble 26 vannprgver samlet inn, inkludert to felt-negative prgver av brgnnvann fra

Halne Fjellstova. Alle prgver ble satt opp med minst tre replikater pa ddPCR for a evaluere til-
stedeveerelse av grekyt- og erret-DNA. Som for pravene fra Bymarka beskrevet over satte vi
ogsa her en grense pa minst tre positive draper for & unnga falske positive praver.
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Figur 14. Kart over lokaliteter p& Hardangervidda pregvetatt for pavising av grekyt ved hjelp av miljg-DNA-

analyser i august 2016.
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| figur 15 har vi inkludert alle enkeltpragver fargelagt med plassering av prgvested i forhold til
nedstrems eller oppstreams av vandringssperre, tjerm/innsjg, og negative kontroller. Begge de
felt-negative prevene var negative for begge arter, og det er derfor lite sannsynlig at vare positive
praver er forarsaket av kontaminering. | tillegg ble en vanlig lab-negativ prave inkludert i hver
enkelt kjgring og alle disse var ogsa negative.
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o
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Figur 15. Antall DNA kopier per liter vann for grekyt og grret for de ulike enkeltprevene fra hver lokalitet pa
Hardangervidda.

Vi finner altsd ingen arekyt-DNA oppstrems noen av sperrene og kan derfor bekrefte det som
konvensjonelle resultater viser (Lehmann & Skar 2016). Vi kan konkludere med positive prgver
av grekyt fra lokalitetene 3 og 4 (Stigstuv Sear), 12 (Mgsvatn), 13 (Heinelva), og 24 og 26 (Hal-
nefjorden). Resten av pravene regnes som negative for grekyt. Nar det gjelder tetthet av DNA,
som en proxy for tetthet av agrekyt, finner vi de hgyeste konsentrasjonene i Stigstuv Ser etterfulgt
av Halnefjorden, Heinelva og Mgsvatn (figur 15). Pragve 11 ble tatt nederst i Kvenna, rett ovenfor
innlgp til Mgsvatn og var forventet & veere positiv. | tillegg ble pravene 14 og 15 (Numedalslagen)
tatt like ovenfor samlgp med Heinelva, og var ogsa forventet & vaere positive. | alle disse tre
lokalitetene var det stri stram i stor elv, og dette kan gjare det ekstra vanskelig & pavise sjeldne
arter.

For grret har vi mange flere positive pragver, ogsa oppstrems grekytsperrer (figur 14). Vi finner
at prgve 1 til 6 (Stigstuv) er negative, med unntak av prgve 4 (Stigstuv Ser) som muligens har
en lav konsentrasjon av grret-DNA. For grret far vi ogséa positive utslag for prgvene 11, 14 og
15, der vi ikke paviste grekyt i stor og stri elv.
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7 Kostnadsanalyse
7.1 Konvensjonelle analyser

Ved beregning av utgifter i forbindelse med feltarbeid for & pavise fremmede fiskearter, skilles det
mellom lokaliteter i neeromradet (< 2 timers kjaring) og de som ligger i en annen region (tabell 4).
Undersgkelser i lokaliteter i en annen region forutsetter overnatting. Det blir ogsa skilt mellom «stor
lokalitet» og «liten lokalitet», bade med hensyn til innsjg (garnfiske) og bekk/elv (elfiske). En stor
innsj@ forventes a ha et areal > 2 km? og med en pelagisk sone som krever fiske med flytegarn.
Garninnsatsen settes til 6-12 stykk i sma innsjger, og 20-35 stykk i store innsjger. Ved garnfiske
benyttes det nordiske oversiktsgarn som settes i ulike dybdeintervall, ifglge norsk og europeisk stan-
dard. Feltarbeidet gjennomfares av to personer, og med en timesats pa 1000 kroner. Utgifter til reise
og ymse tillegg er holdt utenom. Det forutsettes videre at det blir tatt prgver av et utvalg fisk, enten i
felt eller senere pa lab. Kostnadene er anslatt til mellom 10 000 og 48 000 kroner, avhengig av geo-
grafisk lokalisering, type feltarbeid, lokalitetstype og sterrelse. Sterst kostnad medfarer provefiske
med garn i starre innsjger nar arbeidet krever lang reise/overnatting. Det er lagt opp til en relativt stor
garninnsats, noe som er ngdvendig nar malet er & pavise artsinventaret i en lokalitet. Ogsa elfiske i
elver er ressurskrevende da det er ngdvendig & dekke en relativt lang strekning (opp til 10 km), mange
stasjoner (opptil 20) og ulike habitattyper.

Tabell 4. Koststadsoverslag ved innsamling av fisk i innsjger og bekk/elv for & pavise artsinventaret.

Lokalitetstype og stor-

Geografisk Redskap relse Kostnad (kr)
Lokalt Garn Innsjg - Liten 20 000
Lokalt Garn Innsjg - Stor 40 000
Lokalt Elfiske Bekk 10 000
Lokalt Elfiske Elv 20 000
Regionalt Garn Innsjg - Liten 35 000
Regionalt Garn Innsjg -Stor 48 000
Regional Elfiske Bekk 20 000
Regionalt Elfiske Elv 48 000

7.2 Miljg-DNA analyser

For miljg-DNA gjgr vi den samme distinksjonen mellom lokaliteter i naesromrade og de som krever
flyreise og overnatting. Miljg-DNA-prgver kan derimot samles inn i lgpet av én dag ogsa med
flyreise dersom lokaliteten ikke ligger for langt fra flyplass og bilveg. Vi har heller ikke her regnet
inn reise- og overnattingskostnader i prisen. Som for konvensjonelle analyser er ogsa hoved-
kostnaden for miljg-DNA Ignnsmidler, men da bade for felt- og lab-personell. Dette gjer at antall
praver totalt for en bestilling vil ha stor effekt pa prisen per prgve. Tidsbruken pa lab og altsa
antall timeverk blir for eksempel ganske lik om det er fem eller 25 prgver.

| priseksempelet for artsspesifikke markgrer under tar vi utgangspunkt i 10 prgver fra fem loka-
liteter i en innsjg eller elv. For starre innsjger kan det vaere hensikismessig 8 gke antall praver,
avhengig av formen pa innsjgen og biologien til arten man er ute etter & pavise. For lokale inn-
sj@er regner vi her en full arbeidsdag for en ansatt, for regionale innsjger uten overnatting regner
vi 10 timer for en ansatt, og for regionale innsjger med overnatting regner vi to dager med til
sammen 17,5 timer. Vi har kun regnet pris for en genetisk markar for en enkelt art, men ofte er
det gunstig & inkludere en vanlig fiskeart som for eksempel grret i tillegg som en positiv kontroll.

25




NINA Rapport 1299

Men i priseksempelet vart vil dette bare fordyre totalkostnaden med 1000 kroner. Vi har regnet
med lab-triplikater for alle feltprover i dette eksempelet.

For artsgenerelle markarer blir kostnaden for lab-analyser en god del dyrere. Men en slik analyse
inkluderer da pavisning av alle fiskearter i en lokalitet samtidig. Hver prgve vil da koste omtrent
3 500 kroner, og vi vil da begrense antall prgver per innsja til fire stykk.

Tabell 5. Kostnadsoverslag for artspavisning og artsinventering med miljg-DNA.

Geografisk Analyse Kostnad (kr)
Lokalt Artsspesifikk analyse 12 000
Lokalt Artsgenerell analyse 15 000
Regionalt u/overnatting = Artsspesifikk analyse 22 000
Regionalt u/overnatting | Artsgenerell analyse 22 000
Regionalt m/overnatting = Artsspesifikk analyse 25000
Regionalt m/overnatting = Artsgenerell analyse 32 000
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8 Oppsummering og konklusjon

| dette prosjektet har vi utviklet, optimalisert og testet artsspesifikke miljg-DNA-markgrer for
gjedde, mort og arekyt. | tillegg har vi testet og optimalisert utstyr og protokoller for bade lab og
felt med hensyn til & kunne pavise fremmede fiskearter gjennom en slik prgve. Videre har vi
beskrevet variasjon knytta til sted og tidspunkt for en miljg-DNA-prave i forhold til pavisning og
konsentrasjon av miljg-DNA for en gitt art og innsjg.

Vi har utelukkende fokusert pa prgvetaking ved a pumpe vann gjennom et finmaska filter. Vi har
testet noen forskjellige filtre med ulik maskevidde, men finner generelt liten forskjell mellom dem
i det intervallet vi har testet (0,45-1,2 mikrometer). Vi vil derfor anbefale sterilt pakket engangs
filtre med filterholdere for & unnga kontaminering pa tvers av praver. Vi har ogsa testet hvordan
vannvolum pavirker konsentrasjonen av miljg-DNA i vare analyser og finner at 1 liter vann gir
noe hgyere utbytte per volumenhet enn 0,5 liter vann. Pa lab har vi testet 6 ulike ekstraksjonskit
der vi kan anbefale tre av disse for ekstraksjon av DNA fra filter.

Gjennom det siste aret har vi gjort gjentatte prevetakinger i Kyvatnet i Bymarka for & se hvordan
arstid pavirker konsentrasjonen av miljg-DNA. Ut i fra disse resultatene kan det se ut som om
perioden februar-mars har en lav konsentrasjon av miljg-DNA og dermed egner seg darlig til
pavisning av sjeldne fiskearter. Dette resultatet er bare basert pa én innsjg og ber derfor bekref-
tes med undersgkelser i andre innsjger. Vi finner ogsa en mulig «peak» i DNA-konsentrasjonen
rundt tidspunktet for varomrgring i midten av mai, og dette kan veere et gunstig tidspunkt for a
pavise sjeldne arter. Men om man er ute etter en kvantifisering av miljg-DNA for & kunne si noe
om total biomasse av en art vil dette tidspunktet vaere mindre ideelt.

Gjennom sommeren 2016 gjennomfarte vi et stort eksperiment med gjentatte prgvetakinger i fire
ulike innsjger i Bymarka: Baklidammen, Theisendammen, Kyvatnet og Haukvatnet. | tillegg til
vare egne markgrer for mort og gjedde benyttet vi ogsa en publisert markar for grret. For hver
innsjg valgte vi ut fem lokaliteter som ble provetatt pa fire ulike tidspunkt i perioden juli til sep-
tember. Resultatet for enkeltprgver viser at det finnes en god del variasjon bade mellom lokali-
teter innen en innsjg og mellom ulike tidspunkt for en og samme lokalitet. Men generelt sett finner
vi veldig konsistente resultater i pavisning av de ulike artene bade innen og mellom innsjger. For
gjedde og mort i Kyvatnet og Haukvatnet, samt grret i Baklidammen, bade paviser og kvantifise-
rer vi miljg-DNA for stort sett alle lokaliteter og tidspunkter. Derimot finner vi bare grret i noen
enkeltprever fra Haukvatnet og Theisendammen, og mort stort sett bare i én lokalitet i Theisen-
dammen. Jrret ble satt ut pa 1990-talet i Haukvatnet, men er ikke pavist gjennom fiskefangster
eller prgvefiske i de senere ar, og ble heller ikke funnet etter rotenonbehandling (Terje Ngst,
pers. medd.). Det positive signalet vi fanger opp her er derfor muligens kontaminering, enten fra
oss selv, eller giennom transport av grret-DNA fra folk eller dyr. Vi fant positive signaler av arret
pa tre ulike lokaliteter pa to ulike datoer. Derimot er testene for gjedde og mort i Baklidammen
og erret i Kyvatnet negative for samtlige enkeltprgver, noe som tyder pa at kontaminering fra oss
selv i Haukvatnet er lite sannsynlig.

Om man slar sammen alle prgvene fra ulike lokaliteter innen innsjger eller prgver tatt pa samme
lokalitet pa ulike tidspunkt, finner vi relativt konsistente resultater bade for pavisning og kvantifi-
sering av de ulike artene. Ved hjelp av de tre artsspesifikke markarene far vi derfor en meget
bra oversikt over fiskesamfunnene i de ulike innsjgene. Vi vil derfor anbefale én prgvetaking med
flere lokaliteter innen hver innsjg da dette stort sett er tilstrekkelig for & pavise enkeltarter.

Innsjgene vi benyttet til vart eksperiment pa miljg-DNA ble ogsa pravefiska med konvensjonell
metode, dvs. garnfiske i 2015. | tillegg ble det samla inn dad fisk etter rotenonbehandlingen
hgsten 2016. Vi kan derfor sammenligne hvordan miljg-DNA beskriver fiskesamfunnene i disse
innsjgene i forhold til konvensjonelle metoder. Vi finner en svaert god sammenheng i tettheten
av miljg-DNA mot bade provefiske og antall kilo fisk plukket opp etter rotenonbehandlingen. Et
unntak er Theisendammen, der vi paviser den hgyeste konsentrasjonen av gjedde-DNA, mens
de to andre metodene finner at denne innsjgen har den laveste biomassen av gjedde blant de
undersgkte innsjgene. Om vi derimot ser pa forholdstallet mellom mort og gjedde i de samme
innsjgene far vi et sveert likt bilde av miljg-DNA og biomasse av fisk malt etter rotenonbehand-
lingen, mens pravefiske viser et veldig heyt tall for Kyvatnet. Her ma det nevnes at gjedde er en
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sveert vanskelig art & kvantifisere ved hjelp av garnfiske og datagrunnlaget for gjedde er begren-
set til to gjedder i Haukvatnet, to gjedder i Kyvatnet og bare ei gjedde i Theisendammen.

Samtidig fant vi sveert lite mort-DNA i Theisendammen, og kunne bare pavise mort gjentatte
ganger i én av fem lokaliteter. Etter rotenonbehandling ble det bare plukket opp 50 kg mort fra
Theisendammen sammenligna med 548 kg i Haukvatnet og 1206 kg i Kyvatnet. Falgelig var
tettheten av mort klart lavest i Theisendammen. Nar det gjelder forholdet mellom mort og gjedde
ble det plukket opp 60 kg gjedde i Theisendammen, altsa nesten lik biomasse av mort og gjedde,
mens vi paviste en mye hgyere konsentrasjon av gjedde-DNA enn mort-DNA. Dette viser at
bade biologi og innsjg er viktige faktorer i pavisningen av enkeltarter. Theisendammen virker a
veere en vanskelig innsjg i forhold til bruk av miljg-DNA sammenlignet med de andre innsjgene,
og mort-DNA var spesielt vanskelig & pavise i denne innsjgen. Det er mulig at var prgvetaking
langs strandkanten er bedre til &4 pavise gjedde enn mort, og at en annen prgvetaking lengre ut
fra land og dypere ned i vannet ville veert mer egnet til & pavise mort. Samtidig fant vi veldig mye
mort-DNA med den samme metoden i Kyvatnet og Haukvatnet.

Dette resultatet er ogsa sveert viktig i forhold til pavisning av fremmede fiskearter i en tidlig spred-
ningsfase, altsd med fa individer og liten biomasse. Om man igjen antar at det meste av fisk ble
plukket opp fra Theisendammen etter rotenonbehandling, har vi altsa et minimumsestimat pa 50
kg mort og 60 kg gjedde. Dette er nok fortsatt en mye hoyere biomasse enn det en nylig spred-
ning av mort eller gjedde til en ny innsj@ vil gi, men her finner vi altsd gjedde-DNA stort sett pa
alle lokaliteter og alle tidspunkter, mens vi bare finner mort-DNA gjentatte ganger pa en lokalitet.
Her kan vi derfor si at med den pravetakingen vi benytta i dette studiet ber gjedde kunne pavises
med miljg-DNA i en relativt tidlig spredningsfase. Derimot kan trolig pavisning av mort ved sma
tettheter forbedres med en alternativ innsamlingsmetodikk.

| tillegg til arbeidet med artsspesifikke markgrer har vi ogsa testet bruk av en artsgenerell markgr
for fisk. Her benyttet vi oss av selskapet Spygen i Frankrike for sekvensering og bioinformatikk.
Denne metodikken gir altsd en samtidig pavisning av alle fiskearter i en gitt lokalitet med en
relativ biomasse av hvert art. Disse prgvene gir oss omtrent en halv million DNA-sekvenser hver
som kan sammenlignes med en referansedatabase for fisk for a identifisere hvilke arter de kom-
mer fra. Fordelen med denne metoden er at vi slipper a utvikle egne DNA-markgarer for hver art,
mens ulempen er at vi bare far en relativ kvantifisering av forholdet mellom hver art og ikke en
absolutt mengde DNA per liter vann. | tillegg krever disse prgvene en «next-gen» sekvensering
som ofte har flere maneders ventetid for levering av resultater pa kommersielle laber. Men med
testen vi gjorde her kunne vi pavise alle arter og gi en god presentasjon av fiskesamfunna i hver
innsjg. | denne rapporten gir vi bare et kort innblikk i hvordan slike resultat kan se ut og vil i en
senere rapport komme mer tilbake til denne metoden.

| lgpet av denne prosjektperioden gjorde vi ogsa en direkte forvaltningsretta undersgkelse av
miljg-DNA i forhold til vandringssperrer og spredning av grekyt pa Hardangervidda. Ved hjelp av
helikoptertransport fikk vi samlet inn miljg-DNA-prgver fra et veldig stort omrade i lgpet av en
halv dag, og dette ma sies a vaere en veldig effektiv og billig undersgkelse. Vi kunne med disse
provene bekrefte resultater fra konvensjonelle undersgkelser med elfiske og utsetting av ruser,
og vi fant grekyt-DNA nedstrems vandringssperrene som forventet og ingen tegn til grekyt-DNA
oppstrgms vandringssperrene. Vi inkluderte ogsa her en grret-DNA-markgr som en positiv kon-
troll og kunne pavise grret-DNA der dette var forventet.

Vi kan altsa konkludere med at milja-DNA er et reelt alternativ for pavisning av fiskesamfunn og
fremmede arter i forhold til konvensjonelle metoder. Vi finner at bade pavisning og kvantifisering
av artsspesifikt DNA stemmer bra overens med konvensjonelle metoder, men at miljg-DNA er
mindre arbeidskrevende i felt og totalt sett er en billigere metode. Miljg-DNA er en veldig sensitiv
metode, og kontaminering kan derfor utgjere et potensielt problem. Det er mulig at fiske-DNA
transportert med folk eller dyr kan pavises i en innsjg der arten ikke finnes. Vi fant for eksempel
grret-DNA i Haukvatnet i noen fa praver i dette studiet og s& vidt vi vet finnes det ikke grret i
denne innsjgen. Metoden krever derfor at man er sveert ngyaktig i forhold til renslighet og trans-
port av prgvetakingsutstyr mellom ulike innsjger. Nar det gjelder grenser for pavisning av frem-
mede arter med lav tetthet kan vi forelgpig ikke gi noen absolutt verdi for dette. Bade innsjgo og
art vil pavirke denne grensa og prgvetakingsmetoden i dette studiet synes a vaere bedre egna til
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a pavise gjedde enn mort ved lave tettheter. Vi vil anbefale at forvaltningen na tar i bruk milja-
DNA i overvakning av fiskesamfunn og fremmede arter og at metoden gis mulighet til & videre-
utvikles for norske forhold.
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