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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 prgver 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 sjeldne arter samtidig som den muliggjer innsamling av prgver ved hjelp
av publikum (Thomsen mfl. 2012b, Biggs mfl. 2015, Balasingham mfl. 2017).

Metoden drar nytte av at alle organismer frigir DNA til omgivelsene sine, som man dermed kan
samle inn ved for eksempel filtrering av vannprgver. Gjennom analyser med ulike genetiske
markgrer er det mulig & pavise tilstedeveerelsen av en enkelt art eller beskrive artssamfunn i
lokaliteten man tok prgver fra. Da DNA brytes ned raskt i naturen, vil en pavisning av en eller
flere arter indikere at denne eller disse finnes pa den undersgkte lokaliteten eller har vaert i om-
radet innenfor en relativt kort periode. Sammenligning med konvensjonelle metoder har vist at
miljg-DNA-metoden ofte er mer sensitiv og finner flere arter (Thomsen mfl. 2012a).

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

1.2 Formal

NINA har pa bestilling fra Statsforvalteren i Mgre og Romsdal undersgkt tilstedevaerelse av el-
vemusling (Margeritiferia margeritifera) ved hjelp av miljg-DNA.




NINA Prosjektnotat 520

2 Material og metode

2.1 Provetaking

Miljg-DNA-prgver ble samlet inn av oppdragsgiver ved hjelp av NINAs miljg-DNA kit (Tabell 1).
Vann ble filtrert gjennom et vannfilter (NatureMetrics) ved hjelp av en batteridrevet peristaltisk
pumpe (Burkle Vampire). Filtrene ble deretter tilsatt ATL-buffer (Qiagen) for konservering frem
til videre analyser i lab.

Tabell 1. Oversikt over praver innsamlet som del av dette prosjektet.

E 5

2 3 e 8
o z Q § § 3 £
© a £ -] g £
§ 2 £ 5 3 £ i 8 -
o (a - 2 1S — ) > >
3 26.09.2023 13:40 414463 6977389 Oselva 1  Osen 1.0 124
4 26.09.2023 = 13:55 414463 6977389 Oselva 1 | Osen 30 124
5 26.09.2023 14:35 413842 6977341 Oselva 2 Oselvbrua ovenfor 2.0 12.3
6 26.09.2023  14:50 413842 6977341 Oselva 2 | Oselvbruaovenfor 2.0 12.3
7 26.09.2023  15:15 411469 6976730 Oselva 3 Stormyra 20 116
8 26.09.2023  15:30 411469 6976730 Oselva 3 | Stormyra 2.0 11.6
9 28.09.2023 09:45 402143 6964557 Visa 4  Visanedre 5.0 10.6
10 | 28.09.2023 10:05 402143 6964557 Visa 4 Visanedre 5.0 10.6
11 | 28.09.2023 10:35 446002 6953959 Visa 5 | Visa midtre 5.0 10.7
12 | 28.09.2023 | 11:00 446002 6953959 Visa 5 | Visa midtre 5.0 10.7
13 | 28.09.2023 11:35 446587 6952629 Visa 6 | Visa Bergsel 5.0 11.2
14 | 28.09.2023 11:45 446587 6952629 Visa 6 | Visa Bergsel 50 11.2
15 | 28.09.2023 13:40 433184 6952840 Mittetelva 7  Mittetelva nedre 4.0 115
16 | 28.09.2023 14:05 433184 6952840 Mittetelva 7 | Mittetelva nedre 4.0 115
17 | 28.09.2023 14:40 433381 6952347 Mittetelva 8  Mittetelva mitdre = 4.0 119
18 | 28.09.2023 14:55 433381 6952347 Mittetelva 8 | Mittetelva mitdre = 4.0 11.9
19 | 28.09.2023 15:35 434053 6951300 Mittetelva 9  Mittetelva gvre 4.0 12
20  28.09.2023 15:50 434053 6951300 Mittetelva 9 | Mittetelva gvre 4.0 12
21  31.10.2023 10:45 438422 6992571 Bolgvatnet 10 @ Bekk sgrgst 25 2
22 31.10.2023 11:00 438422 6992571 Bolgvatnet 10 @ Bekk sgrgst 2.8 2
23 31.10.2023 11:50 438228 6992481 Bolgvatnet 11 Bekk Sgrvest 3.0 1.9
24 | 31.10.2023  12:20 438228 6992481 Bolgvatnet 11  Bekk Sgrvest 3.0 1.9
25  31.10.2023 13:00 439987 6989763 Bolgvatnet 12  Freielva 1.8 1.7
26 31.10.2023  13:15 439987 6989763 Bolgvatnet =12  Freielva 1.8 1.7
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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 gqPCR-analyse oppformerer en liten bit av DNA bestemt av den genetiske markgren man
bruker ved hjelp av et varmesensitivt enzym. 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 fluorescenssignal. En
lavere Ct betyr derfor hayere konsentrasjoner av DNA. Alle praver ble kjart i triplikater, sammen
med en positiv og negativ kontroll. For & kunne karakterisere en prgve som positiv i en qPCR-
analyse forventer vi at minst to av tre replikater skal vaere positive. Vi merker likevel resultater
med 1 av 3 positive replikater i gult da disse er usikre og kan representere lokaliteter med sveert
lav tetthet av malarten og muligens bar undersgkes pa nytt.
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3 Resultater og diskusjon

Miljg-DNA analysene paviste ingen positive pavisninger for elvemusling i denne undersgkelsen
(Tabell 2). Resultatene fra de positive og negative kontrollprgvene var som forventet. Falske
positive resultater kan forekomme i miljg-DNA analyser, men vi prgver & unnga disse ved & sette
strenge kriterier. Vi kan likevel ikke helt utelukke at noen av de positive prevene kan veere falske
positiver. Usikkerheten rundt en negativ prgve er ikke kjent. At en art ikke blir pavist kan skyldes
flere arsaker, som for eksempel vannkvalitet i lokaliteten, temperatur, tetthet av arten, prgvevo-
lumet som ble innsamlet samt behandling og analysering av pr@ven pa lab. En negativ milja-
DNA-prgve bar derfor ikke sees pa som et endelig bevis for at arten ikke finnes i lokaliteten.
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Tabell 2. Resultater fra qPCR-analyser av miljig-DNA praver. Analysene ble kjgrt dobbelt med
to ulike DNA-konsentrasjoner, der 5 uL eller 1 uL DNA ble tilsatt. Kolonnen «qPCR» viser andel
positive replikater, der vi forventer at minst 2 av 3 PCR-replikater skal veere positive for & konk-
ludere med at praven er teknisk positiv. Vi merker likevel resultater med 1 av 3 positive replikater
i gult da disse er usikre og muligens bar undersgkes pa nytt. Kolonnen «Cr Mean» viser hvor
mange PCR-sykluser det tok i giennomsnitt far DNA-mengden gav et definert fluorescenssignal.
En lavere Cr betyr derfor hgyere konsentrasjoner av DNA. Kolonnen «Ct SD» viser standard
awik av Cr mellom replikatene.

1 pl DNA 5 pl DNA

PrgvelD Lokalitet Stasjonsnavn qPCR CtMean CtSD ¢gPCR CtMean CtSD
3 Oselva Osen 0/3 0/3

4 Oselva Osen 0/3 0/3

5 Oselva Oselvbrua ovenfor = 0/3 0/3

6 Oselva Oselvbrua ovenfor 0/3 0/3

7 Oselva Stormyra 0/3 0/3

8 Oselva Stormyra 0/3 0/3

9 Visa Visa nedre 0/3 0/3

10 Visa Visa nedre 0/3 0/3

11 Visa Visa midtre 0/3 0/3

12 Visa Visa midtre 0/3 0/3

13 Visa Visa Bergsel 0/3 0/3

14 Visa Visa Bergsel 0/3 0/3

15 Mittetelva = Mittetelva nedre 0/3 0/3

16 Mittetelva = Mittetelva nedre  0/3 0/3

17 Mittetelva = Mittetelva mitdre = 0/3 0/3

18 Mittetelva = Mittetelva mitdre  0/3 0/3

19 Mittetelva = Mittetelva gvre 0/3 0/3

20 Mittetelva = Mittetelva gvre 0/3 0/3

21 Bolgvatnet = Bekk sgrgst 0/3 0/3

22 Bolgvatnet = Bekk sgrgst 0/3 0/3

23 Bolgvatnet = Bekk S@rvest 0/3 0/3

24 Bolgvatnet = Bekk Sgrvest 0/3 0/3

25 Bolgvatnet | Freielva 0/3 0/3

26 Bolgvatnet Freielva 0/3 0/3

Positiv DNA kontroll 1/1 22.590 1/1 20.592
Negativ DNA kontroll 0/1 0/1

Negativ PCR kontroll 0/1 0/1
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