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1 Innledning

1.1 Bakgrunn

Analyser av miljg-DNA er en ny metode for overvaking av arter og gkosystemer der innsamling
av pragver ikke er avhengig av langvarig innsats eller taksonomisk ekspertise i felt (Thomsen &
Willerslev 2015, Valentini mfl. 2016). Denne metoden har vist seg & veere sveert effektiv med
tanke pa overvaking av truede arter samtidig som den muliggjer innsamling av pr@ver ved hjelp
av publikum (Thomsen mfl. 2012b, Biggs mfl. 2015).

Metoden drar nytte av at alle organismer frigir DNA til omgivelsene sine. Dette er det dermed
mulig & samle inn ved filtrering av vannprgver. Med arts-spesifikke genetiske markgrer er det
mulig & pavise tilstedeveerelsen av en enkelt art eller hele taksonomiske grupper. Da DNA brytes
ned raskt i naturen, vil en pavisning av en eller flere arter indikere en stor sannsynlighet for at
denne eller disse finnes pa den undersakte lokaliteten eller har vaert i omradet innenfor en relativ
kort periode. Metoden er sveaert sensitiv og det trengs i prinsippet kun en enkelt DNA-kopi for
arten som gnskes undersakt, for & kunne pavise tilstedevaerelsen av denne. Derfor har metoden
frem til n& primaert vaert brukt til & finne sjeldne arter (Thomsen mfl. 2012b) og/eller ugnskete
fremmede arter (Balasingham mfl. 2017). Sammenligning med konvensjonelle metoder har vist
at miljg-DNA-metoden er mer sensitiv og finner flere arter (Thomsen mfl. 2012a).

NINA har i Igpet av de siste arene utviklet bade prgvetakingsutstyr og molekylaere verktgy for
analyser av miljg-DNA og har verifisert protokoller for mange akvatiske organismer (Fossgy mfl.
2017, Taugbgl mfl. 2017, Fossay mfl. 2018, Taugbal mfl. 2018, Fossgy mfl. 2019, Wacker mfl.
2019).

1.2 Formal

NINA har pé bestilling fra Fylkesmannen i Rogaland undersgkt tilstedevaerelse av elvemusling
(Margeritifera margeritifera) ved hjelp av miljg-DNA.
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2 Material og metode

2.1 Provetaking

Miljg-DNA-prgver ble samlet inn av oppdragsgiver (Tabell 1). Vann ble filtrert giennom et Na-
tureMetrics filter ved hjelp av en batteridrevet peristaltisk pumpe (Burkle Vampire). Filtrene ble
lagret i ATL-buffer (Qiagen) frem til videre analyser i lab.

Tabell 1. Oversikt over praver innsamlet for pavisning av elvemusling i dette studiet.
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1 Steinsana 1A | Suldal 6596193 354779 05.08.2020 20:50 6.0 13.1
2 | Steinsana 2A  Suldal 6596458 354986 05.08.2020 21:35 6.0 13.1
3 | Steinsana 3A  Suldal 6597127 355402 05.08.2020 22:20 6.0 12.3
4 Oselva 1A | Vindafjord 6612207 320788 06.08.2020 09:45 6.0 12.9
5 Oselva 2A  Vindafjord 6611801 321019 06.08.2020 11:21 6.0 13.2
6 Aurdalsana 1A | Vindafjord 6605417 313689 06.08.2020 14:21 4.0 13.7
7 | Aurdalsana 1B | Vindafjord | 6605417 313689 06.08.2020 14:21 5.0 13.7
8  Alvseikjedna 1A | Vindafjord 6605350 313517 06.08.2020 15:10 5.0 15.1
9  Alvseikjedna 1B | Vindafjord | 6605350 313517 06.08.2020 15:10 5.0 15.1
10 Blikradna 1A | Vindafjord 6602981 314035 06.08.2020 17:15 6.0 15.5
11  Blikradna 1B | Vindafjord 6602981 314035 06.08.2020 17:15 6.0  15.5
12 | Eltarvagbekken 1A | Stavanger @ 6558053 312274 07.08.2020 13:15 5.0 17.8
13  Eltarvagbekken @ 1B | Stavanger 6558053 | 312274 07.08.2020 13:15 4.5 17.8
14  Svinalibekken 1A | Tysveer 6590057 306246 17.08.2020 12:50 5.0 214
15 | Svinalibekken 2A | Tysveer 6589639 305966 17.08.2020 14:50 5.0 214
16 Sagelva 1A | Vindafjord 6599779 309499 17.08.2020 15:20 3.0 22.3
17 = Sagelva 1B | Vindafjord = 6599779 | 309499 17.08.2020 15:20 3.0 | 22.3
18 Bjergaelva 1A | Vindafjord 6600879 310678 17.08.2020 17:15 5.0 194
19 Hellelandselva = 1A | Egersund 6492365 | 334903 16.09.2020 19:00 7.0 12.8
20 Hellelandselva 1B | Egersund 6492365 334903 16.09.2020 19:00 7.0 12.8
21 Hellelandselva = 2A | Egersund 6490572 | 330889 16.09.2020 21:50 5.0 12.7
22 Hellelandselva 2B | Egersund 6490572 330889 16.09.2020 21:50 6.0 12.7
23 Hellelandselva = 3A | Egersund 6488498 | 327705 16.09.2020 22:50 5.0 12.3
24  Hellelandselva 4A | Egersund 6487219 327239 16.09.2020 23:50 5.0 12.7
25  Hellelandselva | 5A | Egersund 6486095 326854 17.09.2020 09:15 5.0 124
26 Hellelandselva | 6A @ Egersund 6485841 326815 17.09.2020 10:50 3.5 124
27 Hellelandselva | 7A | Egersund 6483728 325171 17.09.2020 12:45 5.0 13.2
28 Hellelandselva | 7B | Egersund 6483728 325171 17.09.2020 13:25 5.0 13.2
29 Bjerkreimselva | 1A | Egersund 6486044 324861 17.09.2020 14:50 8.0 134
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30 Bjerkreimselva 1B | Egersund 6486044 324861 17.09.2020 15:50 10.0 134
31 Hommersak 1A Sandnes 6535800 318880 18.09.2020 11:30 8.0 13.7
32 Vagselv 1A Vindafjord 6610950 316049 27.09.2020 16:40 4.5 11.2
33  Vagselv 1B | Vindafjord = 6610950 316049 27.09.2020 16:40 3.0 11.2

2.2 Labanalyser

DNA ble isolert fra filterpravene ved hjelp av en NucleoSpin Plant Il (Machery-Nagel) protokoll.
En arts-spesifikk markar for elvemusling (Carlsson mfl. 2017) ble analysert ved bruk av gPCR.
En gPCR-analyse oppformerer en liten bit av DNA bestemt av den genetiske markgren man
bruker ved hjelp av et varmesensitivt enzym og en maskin som justerer temperaturen opp og
ned i mange repeterte sykler En prgve regnes som positiv dersom man ser en klar gkning av
DNA-konsentrasjonen malt ved hjelp av fluorescens under PCR-analysen. Cr.verdien viser hvor
mange PCR-sykler det tar far DNA-mengden gir et klart fluorescens signal, og vil sammen med
en standardkurve basert pa en kjent konsentrasjon av elvemusling-DNA inkludert i den samme
analysen brukes til & angi konsentrasjonen av elvemusling-DNA i praven. En lavere Ct betyr
derfor hgyere konsentrasjoner av DNA. Alle prgver ble kjart i triplikater, sammen med en positiv
kontroll av elvemusling-DNA og negative kontrollprgver. For & kunne karakterisere en prgve som
positivi en gqPCR-analyse forventer vi at minst to av tre replikater skal vaere positive.

2.3 Resultater og diskusjon

Alle pravene ble kjart i triplikater for elvemusling pa qPCR. Tabell 2 viser hvor mange av tripli-
katene som ble positive, og giennomsnittlig Ct-verdi for disse pravene. En prgve ble karakterisert
som positiv nar minst to av triplikatene var positive.

| denne studien kunne vi pavise elvemusling i Eltarvagbekken, Sagelva, Bjergaelva, Helleland-
selva og Bjerkreimselva (Tabell 2). | Sagelva og Bjerkreimselvar bare en av de to felpravene
positive. | Sagaelva var bare to av tre replikater positive, og Ct-verdien var sveert hgy, vi regner
derfor dette resultatet som usikkert.

Falske positive resultater kan forekomme i miljgDNA-analyser, men man prgver & unnga disse
ved a sette strenge kriterier. Vi kan likevel ikke helt utelukke at noen av de positive pravene kan
veere falske positiver. Det kan derfor veere ngdvendig a falge opp resultatet fra miljgDNA-prg-
vene ved & gjennomfgre et tradisjonelt s@k pa lokalitetene ved vading i elvelgpet og bruk av
vannkikkert.

Usikkerheten rundt en negativ prave er ikke kjent. At en art ikke blir pavist kan skyldes flere
arsaker, som for eksempel vannkvalitet i lokaliteten, temperatur, tetthet av arten, prgvevolumet
som ble innsamlet samt behandling og analysering av prgven pa lab. En negativ miljg-DNA-
prave bar derfor ikke sees pa som et endelig bevis for at arten ikke finnes i lokaliteten.

Tabell 2. Resultater fra qPCR-analyser av vannprgvene. Alle pravene ble kjgrt i PCR-triplikater,
og en prove ble karakterisert som positiv nér minst to av triplikatene var positive (gronn farge).

Lgpenummer Lokalitet Stasjonsnummer PCR CrMean CrSD
1 Steinsana 1A 0/3
2 Steinsana 2A 1/3 41.03
3 Steinsana 3A 0/3




O 00 N O U0 b

10
11
12
13
14
15
16
17
18
19
20
21
22
23
24
25
26
27
28
29
30
31
32
33

Oselva

Oselva
Aurdalsana
Aurdalsana
Alvseikjeana
Alvseikjeana
Blikradna
Blikraana
Eltarvagbekken
Eltarvagbekken
Svinalibekken
Svinalibekken
Sagelva
Sagelva
Bjergaelva
Hellelandselva
Hellelandselva
Hellelandselva
Hellelandselva
Hellelandselva
Hellelandselva
Hellelandselva
Hellelandselva
Hellelandselva
Hellelandselva
Bjerkreimselva
Bjerkreimselva
Hommersak
Vagselv
Vagselv

1A

1A

NINA Prosjektnotat 290

0/3
0/3
0/3
0/3
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