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Sammendrag

Fossgy, F., Thaulow, J., Anglés d'Auriac, M., Brandsegg, H., Sivertsgard, R., Mo, T.A., Sand-
lund, O.T. & Hesthagen T. 2018. Bruk av miljg-DNA som supplerende verktgy for overvakning
og kartlegging av fremmed ferskvannsfisk. NINA Rapport 1586. Norsk institutt for naturforskning.

Denne rapporten er en viderefgring av miljg-DNA som metode for overvaking av fremmed fersk-
vannsfisk i norske elver og innsjger. | dette studiet har vi gjort en utstrakt gjennomgang og test
av eksisterende protokoller for & pavise fremmed ferskvannsfisk ved hjelp av miljg-DNA. Vi har
sa gjort en vurdering om miljg-DNA-prgver kan fungere som et supplerende verktgy for overvak-
ning og kartlegging av fremmed ferskvannsfisk gjennom andre pagaende prosjekter.

| var prioriteringsliste har vi indikert at gjedde, @rekyt, pukkellaks og regnbuegrret bgr ansees
som de viktigste fremmede artene a overvake i Norge. Vi kan bekrefte at alle disse artene har
arts-spesifikke protokoller som fungerer. | tillegg har vi testet protokoller og bekreftet at disse
fungerer pa vannprgver innsamlet i dette studiet for: abbor, bekkergye, karpe, karuss, mort og
solabbor. En test av kryssamplifisering mellom arter viste at protokollene i dette studiet mest
sannsynlig er artsspesifikke. Vi testet ogsa protokollene for mulig PCR-inhibering, og fant til dels
kraftig inhibering av flere praver. Mengden inhibitorer vil variere mye mellom lokaliteter og arsti-
der og vi vil anbefale & teste for inhibering ved alle miljg-DNA-analyser.

| dette studiet har vi sammenlignet to etablerte protokoller basert pa ulike filtre og analyser. Pro-
tokollene inkluderer to sveert ulike filtertyper med et 0.22 um Sterivex-filter og et 2.0 um glass-
fiberfilter. Dette gjgr seg utslag i hvor store vannvolumer det er mulig & filtrere og i dette studiet
har vi filtrert ca. 1 liter vann gjennom Sterivex-filteret og 10 liter vann gjennom glassfiberfilteret.
Resultatene vare viser at det finere filteret fanger mer DNA per liter vann, men at det hgye vann-
volumet som er mulig med det grovere filteret fanger mer DNA totalt sett. Andre studier viser at
dette kan vaere avgjgrende for om man paviser en sjelden art eller ikke. Vi vil anbefale bruk av
begge disse metodene.

| tillegg til uttesting av protokoller inkluderer denne rapporten ogsa fortsetting av to pagaende
prosjekter pa fremmed ferskvannsfisk. Her undersgker vi grensen for pavisning av fisk i Bymarka
i Trondheim og forsetter overvaking av en potensiell spredning av gjedde i Telemarkskanalen.
Eksperimentene i Bymarka viser at vi klarer & pavise 20 fisker med en lengde pa 20 cm i to
naturlige innsjger, noe vi anser som svaert viktig informasjon for overvaking av fremmed fersk-
vannsfisk. Resultatene fra Telemarkskanalen paviser for farste gang gjedde oppstrems Kjelldal
sluse ved bruk av miljg-DNA.

Frode Fossgy (frode.fossoy@nina.no), Hege Brandsegg, Rolf Sivertsgard, Odd Terje Sandlund,
Trygve Hesthagen - NINA, Akvatisk avdeling, Pb 5685 Torgarden, 7485 Trondheim.
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Forord

Ugnsket spredning av fremmed og regionalt fremmed ferskvannsfisk er et gkende problem i
Norge. Gjedde blir flyttet til stadig nye vannlokaliteter i naerheten av de fleste store byene i Norge
til tross for at dette er straffbart. | naerheten av Trondheim ble det pavist utsetting av abbor bade
i 2017 og 2018. Rundt Oslo finner man ogsa flere lokaliteter der akvariefisk har blitt satt ut og
etablert viltlevende bestander. En tidlig pavisning av slike utsettinger er ofte ngdvendig for a
kunne gjare raske tiltak og fierne disse artene fra de nye lokalitetene fgr de gjgr varig skade pa
gkosystemet og sprer seg videre.

Miljg-DNA er en ny metode og et nytt virkemiddel for & kunne overvake vannmiljger pa en rask
og enkel mate. Noen fa vannpraver er ofte tilstrekkelig for & kunne pavise ugnskete arter i en ny
lokalitet. | denne rapporten har vi pa oppdrag fra Miljgdirektoratet testet publiserte protokoller for
en rekke fremmede ferskvannsfisk i Norge. Med dette studiet kan vi presentere en utvidet arts-
liste der vannpraver og miljg-DNA-analyser kan brukes til pavisning, og denne kunnskapen vil
veere et viktig ledd for overvaking og forvaltning av fremmede fiskearter i norske vannmiljger.

En stor takk rettes til Miljgdirektoratet og spesielt Sunniva Aagaard og Jarle Steinkjer for tilrette-
legging og oppfelging av miljg-DNA-prosjekter pa fremmede ferskvannsfisk over flere ar. | tillegg
vil vi takke Hege Sangolt og Steinar Sandgy for konstruktive innspill pa prosjektmatene.

Mange personer har bidratt med vesentlig informasjon til dette prosjektet og vi til takke Bjgrn
Walseng (NINA) for informasjon rundt valg av lokaliteter i Tvedestrand og Arendal og Laila Saks-
gard (NINA) for hjelp med & fremskaffe referanseprgver av fremmede fiskearter. Steen Wilhelm
Knudsen (NIVA Danmark), Lars Magnus Wulf Jacobsen (Danmarks Tekniske Universitet, DTU
Aqua) og Clint Muhlfeld (United States Geological Survey) takkes for raske leveranser av vevs-
praver av fiskearter til bruk som referanseprgver.

| denne rapporten inkluderer vi ogsa resultater og diskusjon fra to pagaende miljg-DNA-
prosjekter tilknytta Bymarka i Trondheim og fiskesperra i Telemarkskanalen. Vi vil takke Terje
Ngst (Trondheim kommune) og TOFA for tilrettelegging av utsetting av fisk i Bymarka, og Mag-
dalene Langset (NINA) for stor innsats i felt.

Dette prosjektet har veert utfagrt som et tett samarbeid mellom NINA og NIVA, og prosjektleder

vil til slutt rette en stor takk til sine kollegaer i NIVA for et produktivt samarbeid og mange mor-
somme prosjektmater undervegs.

2. desember, Trondheim

Frode Fossgy
Prosjektleder
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1 Innledning

Spredning av fremmede fiskearter i ferskvann gker stadig i mange land og regnes som et alvorlig
miljgproblem (Sala mfl. 2000, Cucherousset & Olden 2011, Clavero & Villero 2014). Potensielt
negative konsekvenser pa stedegne arter skjer gjiennom konkurranse, predasjon, hybridisering,
spredning av parasitter og @deleggelse eller forringelse av leveomrader (Gozlan 2009, Britton
mfl. 2010, Gozlan mfl. 2010, Hesthagen mfl. 2015). | Norge har det ogsa veert en omfattende
spredning og introduksjon av ferskvannsfisk (Kleiven & Hesthagen 2012, Hesthagen & Sandlund
2016, Hesthagen & Sandlund 2016). Dette gjelder ikke bare fremmede arter, men ogsa spred-
ning av naturlig forekommende arter til nye omrader og vassdrag. Disse artene blir betegnet som
regionalt fremmede. Spredningen av ferskvannsfisk skjer hovedsakelig ved menneskelig aktivi-
tet. For & sette inn effektive tiltak mot fremmede arter, er forvaltningen avhengig av at de blir
oppdaget sa raskt som mulig (Leung mfl. 2002). Nye forekomster av fremmede arter kan veere
spesielt vanskelig & pavise ettersom det ofte er snakk om fa individer i en invasjonsfase. | akva-
tiske miljger kan dette vaere ekstra utfordrende da visuell deteksjon er vanskelig uten en omfat-
tende fangstinnsats, som ofte ogsa kan veere til skade for lokale arter, forst og fremst gjennom
bifangst.

Miljg-DNA kan tilby en mer objektiv metode for overvaking av gkosystemer der innsamling av
praver ikke er avhengig av langvarig innsats eller taksonomisk ekspertise i felt, og ikke vil veere
til skade for miljget eller lokale arter. Metoden drar nytte av at alle organismer frigir DNA til om-
givelsene sine, og som kan innsamles ved filtrering av vannprgver. Med arts-spesifikke gene-
tiske markarer er det mulig & pavise tilstedevaerelsen 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 undersgkte lokaliteten eller har veert i
omradet innenfor en relativ kort periode. Metoden er sveert sensitiv og det trengs i prinsippet kun
en enkelt DNA-kopi for arten som gnskes undersgkt, for & kunne pavise tilstedeveerelsen av
denne. Derfor har metoden frem til nd primaert veert brukt til & finne sjeldne arter (Thomsen mfl.
2012) og/eller ugnskete fremmede arter (Balasingham mfl. 2017). Sammenligning med konven-
sjonelle metoder har vist at miljg-DNA-metoden er mer sensitiv og finner flere arter (Thomsen
mfl. 2012). NINA har tidligere utviklet, testet og brukt miljg-DNA-markgrer for pavisning av
gjedde, mort og grekyt med stor suksess (Fossgy mfl. 2017), og NIVA har de siste arene gjen-
nom sin avdeling i Kegbenhavn jobbet med implementering av miljg-DNA for overvakning av
fremmede arter i ulike havner samt havet rundt Danmark (Andersen mfl. 2016, Andersen mfl. in
print).

Denne rapporten omhandler en viderefgring av miljg-DNA som metode for overvaking av frem-
med ferskvannsfisk i norske elver og innsjger. Vi gjor i farste omgang en utstrakt test av eksis-
terende protokoller for & utvide antall arter av fremmed ferskvannsfisk vi kan overvake med arts-
spesifikke markarer. Vi gjgr sa en vurdering om miljg-DNA-prgver kan brukes som et supple-
rende verktgy for overvakning og kartlegging av fremmed ferskvannsfisk gjennom eksisterende
prosjekter. Norsk forvaltning har allerede en bred portefglje av overvakingsprosjekter i ferskvann.
Miljg-DNA-prgver er forholdsvis enkle og raske & gjennomfare i felt, og dersom personell som
likevel er pa oppdrag i ferskvann som del av andre prosjekter ogsa kan samle miljg-DNA-prgver
vil man raskt og billig kunne fa inn mange prever med en bred geografisk dekning.

| tillegg inkluderer denne rapporten ogsa fortsetting av to tidligere prosjekter pa fremmed fersk-
vannsfisk. Vi har tidligere brukt Bymarka i Trondheim for uttesting av metoder relatert til miljo-
DNA (Fossgy mfl. 2017). | dette studiet undersgker vi grensen for pavisning av fa individer i en
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naturlig innsjg samt sammenhengen mellom biomasse av fisk og konsentrasjon av miljg-DNA.
Vi har ogsa tidligere testet ut miljg-DNA for & undersgke en potensiell spredning av gjedde opp-
strems den elektriske fiskesperra i Telemarkskanalen. Her presenterer vi data fra en utvidet prg-
vetaking bade oppstrams og nedstreams sperra i 2018.
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2 Bruk av miljg-DNA til kartlegging og overvaking

2.1 Litteraturgjennomgang av gjeldende protokoller for relevante
arter pa bruk av miljg-DNA for deteksjon av fisk i ferskvann

Tekstboks 2.1. Miljg-DNA begreper (engelsk i parentes)
DNA-strekkoding (DNA-barcoding)
Bruk av et kort DNA-fragment for identifisering av en art ved bruk av Sanger-sekvensering.

DNA-metastrekkoding (DNA-metabarcoding)
Automatisk identifisering av mange arter fra mange korte DNA-fragmenter ved bruk av «next-
gen» sekvensering, uavhengig av prevemateriale.

Miljg-DNA (environmental DNA - eDNA)
DNA isolert fra en miljgpreve som f.eks. jord, vann eller luft.

Miljg-DNA-metastrekkoding (eDNA-metabarcoding)
Bruk av miljgpragver som f.eks. jord, vann eller luft som prgvemateriale for DNA-
metastrekkoding.

Nar det gjelder bruk av artsspesifikke eller artsgenerelle markgrer, er dette en vurdering som ma
gjeres i hvert enkelt tilfelle. | omréder med spredning av enkeltarter, slik som for eksempel grekyt
pa Hardangervidda, vil en artsspesifikk markar vaere mest hensiktsmessig, mens for en generell
overvaking av nye introduksjoner i bynaere strgk der mange arter kan vaere aktuelle, vil en arts-
generell markgr vaere mest hensiktsmessig. En DNA-metastrekkoding analyse krever en god del
lengre analysetid sammenlignet med ddPCR («droplet-digital-PCR», ogsa kalt digital-PCR) eller
gPCR («quantitative-PCR», ogsa kalt «real-time-PCR»), og er derfor mindre egnet i hastesaker.

2.1.1 Artsspesifikke markerer — qPCR og ddPCR

| denne delen av prosjektet har vi gatt systematisk giennom artene i Fremmedartslista (Forsgren
mfl. 2018) samt regionalt fremmede arter listet i Tabell 1. For hver art har vi gjennomfgrt et
litteratursgk for & finne eventuelle publiserte artsspesifikke genetiske markgrer i tillegg til upub-
liserte markgrer som NINA og NIVA selv har utviklet. For hver markar har vi gatt gjennom pro-
tokollen for & beskrive: i) hvordan markgren er utviklet; ii) hvor langt det amplifiserte fragmentet
er; iii) smeltepunkt for markgrer og prober; iv) om man har testet for kryssamplifikasjon i andre
arter; og v) om man har testet markeren pa vannprgver i felt. Denne informasjonen er oppsum-
mert i Vedlegg tabell 1.

Noen av markarene i litteraturen inkluderer ikke probe. Dette betyr at den ikke kan kjgres pa
digital-PCR (ddPCR). Disse markarene kan fortsatt kjgres pa kvantitativ-PCR (QPCR) med Sybr-
green teknologi, men vi anbefaler likevel at det blir utviklet prober eller nye markarer for alle
artene, da en probe gker spesifisiteten og muliggjer standardisering av assay pa digital-PCR.
Av artene vi har gatt gjennom kunne vi ikke finne eksisterende markgrer for kragkle, lagesild,
sandkryper og suter. For noen arter eksistere det flere markgrer, og vi har i dette prosjektet testet
samtlige markgrer med probe for de aktuelle artene. | tillegg har vi testet kryssamplifisering av
alle markgrer ved & inkludere DNA fra vevspraver fra alle arter av ferskvannsfisk vi hadde til-
gjengelig i prosjektperioden. Dette er sveert viktig da forutsetningen for & bruke disse markgrene
er at de er arts-spesifikke.
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Tabell 1. Fremmede (F) og regionalt fremmede (R) fiskearter i ferskvann i Norge som blir vurdert
i dette prosjektet, i alfabetisk rekkefglge. Abbor og krokle ble ikke prioritert i Fremmedartslista
2018, men vi velger likevel a inkludere dem i var undersgkelse.

Art Art latin Kategori
Abbor Perca fluviatilis R
Bekkergye Salvelinus fontinalis F
Dvergmalle Ameiurus nebulosus F
Gjedde Esox lucius R
Gullfisk Carassius auratus F
Canadargye Salvelinus namaycush F
Karpe Cyprinus carpio F
Karuss Carassius carassius R
Krgkle Osmerus eperlanus R
Lagesild Coregonus albula R
Mort Rutilus rutilus R
Pukkellaks Oncorhynchus gorbuscha F
Regnbuegrret Oncorhynchus mykiss F
Regnlaue Leucaspius delineatus F
Sandkryper Gobio gobio F
Solabbor Lepomis gibbosus F
Suter Tinca tinca F
Sgrv Scardinius erythrophthalmus R
Brekyt Phoxinus phoxinus R

2.1.2 Artsgenerelle markerer — Miljg-DNA-metastrekkoding

For miljg-DNA-metastrekkoding finnes det mange markgrer som er designet for fisk (Tabell 2).
Vi har tidligere analysert en god del vannprgver i samarbeid med firmaet Spygen i Frankrike
basert pa markgren teleo (Valentini mfl. 2016, Fossgy mfl. 2017). Vi har ogsa gjort flere tester
av disse markgrene pa gel, og vare resultater viser at markarene Tele02 og Tele03 (Miya mfl.
2015) ser ut til & fungere best pa vare vannprgver.

Tabell 2. Oversikt over DNA-metastrekkodingmarkgrer for fisk.

Referanse Marker Gen Produkt- Testresultater
lengde
Valentini mfl. (2016) Teleo 12S 45-96 Kjgrt i samarbeid med

Spygen, men gir darlig
produkt pa gel i vare tes-

ter
Taberlet mfl. (2018) Tele02 125 129-209 Gir klart produkt pa gel
Miya mfl. (2015) Tele03 125 133-213 Gir klart produkt pa gel
Shokralla mfl. (2015) Fish_Univ col 652 Gir darlig produkt pa gel
Shokralla mfl. (2015) Fish_mini col 226 Gir darlig produkt pa gel
Miya og Nishida (2000) L14912-CYB CytB 285 Gir darlig produkt pa gel
H15149-CYB
Thomsen mfl. (2012) FishCBL CytB 130 Gir darlig produkt pa gel
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2.1.3 Standardisering av felt- og labprotokoller

Fra var tidligere uttesting av ulike filtertyper og labprotokoller har vi erfart at sma variasjoner i
valg av utstyr og metoder kan medfgre store variasjoner i hvor mye DNA man far ut av en miljg-
prave (Fossgy mfl. 2017). Vi vil gjerne ogsa presisere viktigheten av bade positive og negative
kontroller nar man analyserer miljg-DNA, spesielt for undersgkelser knytta til spredning av frem-
mede arter. For prgvetaking i felt, bar en slik undersgkelse helst inkludere en positiv lokalitet der
man er sikker pa at arten finnes, og en negativ lokalitet der man er sikker pa at arten ikke finnes.
Alternativt, eller gjerne ogsa i tillegg, kan man ta med springvann ut i felt som man filtrerer gjen-
nom utstyret man har brukt for & sjekke at man ikke har kontaminert noe av pravetakingsutstyret.

For innsamling av vannprgver i felt er det viktig & tenke over valg av filtertyper og preservering
av filter. Videre vil valg av pravetaking i felt veere helt avgjerende og man ma vurdere: i) saerskilte
habitatspreferanser til arten; ii) vannstremmer, sjikting og omrering; iii) tidspunkt for innsamling;
og iv) inkludering av fysiske maleparametere som temperatur, pH og turbiditet. Nar det gjelder
labanalyser finnes det mange forskjellige protokoller, og her ma man ma man tenke over: i) valg
av isoleringsmetode for DNA; ii) kontroll av inhibering; iii) inkludering av negative og positive
kontroller; og iv) hvordan tolke resultatene. NINA og NIVA har per i dag to ulike standarder bade
nar det gjelder prgvetaking og labanalyser. | denne rapporten beskriver vi de to ulike tilnzer-
mingene, og gjar en direkte sammenligning av protokollene.

2.1.3.1 NINA provetaking og ddPCR-protokoll

NINA har tidligere benyttet seg av et 0.45 uym cellulosefilter (Pall MicroFunnel 300 ST, Fossay
mfl. (2017)), men har i den senere tid gatt over til & bruke et 2.0 um glassfiberfilter (Merck Milli-
pore). Vi har utviklet en egen filterholder og et standard kit som vi sender ut til oppdragsgivere
og som muliggjer at de kan ta pragvene selv (Figur 1). Vi har ogsa utviklet en egen handdrevet
peristaltisk pumpe i samarbeid med M-TECH AS i Trondheim (Figur 1). Overgangen til et litt
grovere glassfiberfilter skyldes i farste omgang at prgvetaking og filtrering i felt gar mye raskere
og at man filtrere stagrre vannvolumer. Vannlokaliteter med mye partikler og humus representerer
en stor utfordring for filtrering av vann gjennom finmaskete filter. | tillegg ser vi fra egne studier
at sannsynligheten for & oppdage sjeldne arter gker ved filtrering av 10 liter vann gjennom 2.0
um filteret sammenlignet med 1 liter vann gjennom 0.45 pum filteret (upubliserte data).

Figur 1. NINA pravetakingsutstyr og handdrevet peristaltisk pumpe. Foto: Frode Fossay/NINA.
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NINA benytter seg ogsa av en batteridrevet peristaltisk pumpe (Blrkle Vampire sampler, Figur
2) eller en 3-armet manifold (Pall) tilkoplet en membranpumpe (Sartorius Microsart e.jet) nar
flere filterpraver skal tas pa samme sted. Dette er en sveert effektiv metode for & raskt kunne ta
mange prever pa kort tid.

Figur 2. Filtrering av 10 liter vann med Blirkle Vampire peristaltisk pumpe ved Maridalsvannet i
Oslo. Foto: Tor Atle Mo/NINA.

Glassfiberfiltrene blir preservert i 5 ml Eppendorfrar med 4050 uyl ATL-buffer (Qiagen) direkte
etter prgvetakning og oppbevart i romtemperatur frem til isolering. Ved isolering blir 450 ul pro-
teinase-K (Qiagen) tilsatt direkte i 5 ml rgrene og inkubert ved 56°C over natt. DNA blir sa isolert
med NucleoSpin Plant Il Midi kit (Macherey-Nagel) etter produsentens protokoll, men med lyse-
ring- og vaskebuffere fra Qiagen. DNA blir eluert i 200 pl forvarmet AE-buffer (Qiagen) og deret-
ter reeluert pa samme kolonne for @ maksimere utbyttet av DNA.

NINA bruker en digital-PCR (ddPCR: droplet-digital-PCR) for pavisning og kvantifisering av DNA
ved hjelp av artsspesifikke markgrer. For hvert PCR-oppsett blir det tatt med en positiv kontroll
(DNA fra arten som templat) og en negativ kontroll (dH20 som templat). Hver ddPCR reaksjon
bestar av 0.9 uM forward og revers primer, 0.25 uyM probe, 10 yL ddPCR™ Supermix for Probes
(ingen dUTP), dH20 og DNA-templat. Mengden DNA-templat kan variere mellom 0.1 og 8.0 pl i
hver reaksjon avhengig av prevevolum og DNA-konsentrasjon. | dette studiet ble samtlige praver
analysert med 1 pl DNA-templat i PCR reaksjonen. | tillegg ble en fraksjon av prevene kjart bade
med 0.1 og 5 yl DNA-templat for & evaluere inhibering i PCR-reaksjonen. Draper blir automatisk
generert ved hjelp av en QX200 AutoDG robot (Bio-Rad), og PCR-amplifisering ble utfgrt i en
Veriti™ 96-Well Thermal Cycler (Applied Biosystems) med fglgende temperaturer: farst et de-
natureringssteg ved 95°C i 10 min, etterfulgt av 40 sykluser med denaturering ved 95°C i 30 sek,
annealing og elongering ved 58°C eller 60°C i 1 min og et siste denatureringssteg ved 98°C i 10
min fgr avkjgling ved 4°C. Drapene blir sd automatisk avlest for tilstedeveerelse eller fravaer av
fluorescens ved hjelp aven QX200™ Droplet Reader (Bio-Rad). Positive og negative draper ble
separert fra hverandre ved hjelp av QuantaSoft software v.1.7.4 (Bio-Rad) og dette blir videre
brukt til & beregne tilstedevaerelse og kvantifisere DNA fra de ulike artene. Antall DNA-kopier per
liter vann blir sa utregnet via formelen:

1. DNAiopier/t = (DNAkonsentrasion /PCR-volumggpecr)* Templatvolum / Vannvolum
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Hvor DNAkonsentrasjon blir beregnet av QuantaSoft, PCR-volumet er 20 pl, Templatvolumet er DNA-
mengden som inngar i PCR-reaksjonen og vannvolumet er mengden vann filtrert i felt. Vi setter
en minimumsgrense pa tre positive draper for a karakterisere en prgve som positiv for & redusere
sannsynligheten for falske positiver. Denne grensen er satt pa bakgrunn av negative felt- og
labkontroller der vi av og til observerer 1 eller 2 positive draper, selv ved bruk av destillert vann
i analysen.

2.1.3.2 NIVA provetaking og qPCR-protokoll

| felt ble det samlet inn to 1-liters vannpraver fra hver lokalitet. Etter innsamling ble prgvene
plassert i en kjgleboks med is for & holde disse s& kalde som mulig under transporten tilbake til
NIVA. Dette gjores for & redusere nedbrytningshastigheten av DNA fra innsamlingstidspunktet
og frem til filtrering. Dette er noe som NIVA har god erfaring med fra andre prosjekter.

| laboratoriet ble alle flaskene tgrket over med en 5-10 % klor opplgsning for & dekontaminere
utsiden. Deretter ble vannet filtrert med 0.22 ym Sterivex filter fra Millipore. Vannmengden som
var mulig & fa igjennom filtrene ble registrert for & kunne sammenligne signalstyrken mellom
pravene i form av DNA konsentrasjon per 1 mL. Etter frysing av filtrene ved -20°C ble DNAet pa
filtrene isolert etter en metode basert pa Spens mfl. (2016). Pavisning av miljg-DNA ble utfgrt pa
en Real-Time PCR maskin (QPCR) fra Bio-Rad. Amplifiseringen ble gjennomfert i et 25 pL reak-
sjonsvolum bestadende av 12.5 yL TagMan Environmental Master Mix 2.0 (Thermo Fischer
Scientific), volumet for forward og reverse primer samt probe var avhengig av optimalisert kon-
sentrasjon (Vedlegg tabell 2), 2.5 pL isolert miljg-DNA og vann, avhengig av primer og probe
volum, opp til reaksjonsvolumet pa 25 uL. Protokollen som ble brukt for amplifiseringen pa gPCR
maskinen for assays med probe besto av en fgrste varmebehandling pa 10 min ved 95°C etter-
fulgt av 50 sykluser med 15 sek ved 95°C og 1 min annealing ved spesifikke temperaturer for de
enkelte assays (Vedlegg tabell 2). For solabbor ble assay kjart uten probe hos NIVA. Ampilifi-
sering ble gjennomfgrt med 2x Ssofast EvaGreen Supermix (Bio-Rad) i et 25 pL reaksjonsvolum,
inklusiv 0.5 mg/pl BSA, 2mM MgClz, 2.5 pyL miljg-DNA, primerkonsentrasjoner som i Vedlegg
tabell 2 og vann opp til reaksjonsvolumet. gPCR protokollen besto av en fgrste oppvarming til
98°C i 2 min, etterfulgt av 45 sykluser av 98°C i 5 sek og 68°C i 10 sek. Alle prgver ble kjgrt som
triplikater inklusive negative kontroller. Amplifisering av miljg-DNA fra hver lokalitet ble sammen-
lignet med en standardkurve bestdende av rent DNA ekstrahert fra en vevsprgve for den pagjel-
dende arten som det ble sgkt etter. Dette ble gjort for 8 kunne sammenligne mengden miljg-DNA
fra hver lokalitet og derved indikere andel biomasse i eller oppstrams lokaliteten.

2.1.3.3 NINA DNA-metastrekkoding protokoll

Pa NINA har vi testet og utviklet en standard protokoll for DNA-metastrekkoding. Kort oppsum-
mert baserer vi var protokoll pa lllumina sin egen 16S ‘metagenomics’ protokoll der vi bruker en
to-stegs PCR-protokoll for generering av bibliotek pad NINAs egen lab for de ferdige bibliotekene
sekvenseres pa en lllumina MiSeq ved NTNU Genomics Core Facility (GFC). Resultatene blir
analysert med programvaren OBITOOLS (Boyer mfl. 2016) installert p& var egen modulzere Li-
nux-server, der vi bruker European Nucleotide Archive (ENA) (www.ebi.ac.uk/ena) som referan-
sedatabase for identifisering av arter. ENA er Europas ekvivalent til NCBI Genbank
(www.ncbi.nim.nih.gov/genbank) i USA og DNA Databank of Japan (DDBJ)
(www.ddbj.nig.ac.jp), og data blir synkronisert daglig mellom disse tre institusjonene.
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2.2 Gjennomgang av relevant, eksisterende overvaking og
undersokelser/aktivitet hvor miljg-DNA vil vaere aktuell & bruke
som supplerende verktoy

221 Eksisterende overvakingsprogrammer vurdert i dette studiet

Selv om det foregar en utstrakt overvaking av ulike kvalitetselementer i mange ferskvannsloka-
liteter i Norge (tabell 3), er det relativt liten overlapp mellom disse og aktuelle lokaliteter for
overvaking av fremmed ferskvannsfisk. Overvaking for tidlig oppdagelse av spredning av frem-
mede arter ma rettes mot omrader som er valgt ut pa grunnlag av var navaerende kunnskap om
forekomst og spredningsvektorer. Eksisterende overvaking er ikke geografisk tilpasset temaet
fremmede fiskearter. Ved miljg-DNA-overvaking er det falgelig nadvendig med egne feltrunder i
utvalgte lokaliteter for om mulig oppna tidlig pavisning av fremmede arter.

I noen tilfeller kan det likevel vaere annen aktivitet i samme region/vassdrag, slik at feltarbeidet
kan kombineres. Det som synes a veere mest egnet i sa mate er Elveovervakingsprogrammet
og IKOFERSK med aktiviteter i relativt mange vassdrag/omrader. @vre Drengsrudvann i Asker
er f.eks. en lokalitet med minst to fremmede fiskearter (dvergmalle og suter), og den inngar i
JKOFERSK. Man m4 likevel beregne ekstra kostnader med innsamling av vannprgver til milja-
DNA analyser, da disse pravene méa samles inn etter egne protokoller mht. f.eks. romlig fordeling
for & oppna starst mulig sikkerhet i deteksjon.

Tabell 3. Oversikt over eksisterende overvakingsprogrammer av ferskvann i Norge.

Overvaking Hvem
Overvaking av lakseelver NINA
@KOSTOR/FIST NINA/NIVA
@KOFERSK NINA/NIVA
Edelkreps/Signalkreps NINA/VI
Gyrodactylus salaris NINA/VI

Det kan skilles mellom to typer overvakingslokaliteter; i) utviklingen i lokaliteter hvor en fremmed
art allerede har etablert seg, eventuelt er i ferd eller kan veere i ferd med a etablere seg, ii)
overvaking av nzerliggende lokaliteter for & pavise videre spredning. Eksisterende overvakings-
lokaliteter vil derfor bare dekke en del av behovet for & overvake spredning av fremmede fiske-
arter. Ved prioritering av overvakingslokaliteter vil det vaere ngdvendig ikke bare & vurdere den
totale forekomsten i et gitt omrade/fylke. Det ma legges betydelig vekt pa a overvake bestander
i neeromradene til det vi kan kalle «satelittbestander». Dette er bestander som i dag ligger relativt
isolert til, langt fra andre bestander med samme art. Disse representerer en stor fare for videre
spredning. Eksempler pa slike bestander kan veere suter og serv pa Jstlandet (Oppland), samt
grekyt og gjedde pa en rekke steder, bl.a. pa Vestlandet og i Trgndelag.

Dersom en skal legge opp et overvakingsprogram av mer generell karakter, og med en viss
geografisk spredning, er det naturlig at flere lokaliteter i @KOFERSK inngar. | s& fall bgr en
benytte en generell markgr som omfatter bade agnfisk (arekyt, serv, mort, sandkryper), troféfisk
(gjedde, karpe, Canadargye) og akvariefisk (gullfisk, redgjellet solabbor).

Innsjeer i GKOSTOR/FIST er mindre egnet pa grunn av stgrrelsen. For det farste er proveta-
kingen i sa store innsjaer sveert arbeidskrevende. For det andre er mulighetene for & sette inn
tiltak mindre, dersom en introduksjon ferst har skjedd.

Ved overvaking av pukkellaks og regnbuegrret i elver vil det veere aktuelt & benytte lokaliteter
hvor det allerede pagar overvaking av laks (ungfisktellinger (elfiske) og gytefisktellinger
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(snorkling)). Det er derfor mulig & overvake relativt mange lokaliteter. | flere elver i Finnmark
foregar det egne undersgkelser av pukkellaks, bade registreringer og uttak av fisk. Utvikling av
miljg-DNA-metodikk for pukkellaks/regnbuegrret vil kunne effektivisere dette arbeidet.

Hvert ar overvakes et risikobasert utvalg av norske lakseelver for forekomst og spredning av
Gyrodactylus salaris. De viktigste utvalgskriteriene er de 2-3 stgrste elvene i hvert fylke samt
elver med mye aktivitet som sportsfiske og padling. | tillegg overvakes elver som er friskmeldte
etter en kjemisk utryddelsesbehandling mot parasitten. Laksunger samles inn med elfiskeappa-
rat, konserveres og undersgkes under lupe for forekomst av G. salaris. Det er utviklet sensitive
metoder for & pavise G. salaris-DNA i vannprgver (Collins mfl. 2010) og dagens Gyro-overvaking
kan suppleres eller erstattes med en miljg-DNA-overvaking.

Valg av overvakingslokaliteter byr pa store utfordringer og usikkerhet fordi vi i liten grad kjenner
til de prioriteringene som blir gjort av personer som sprer fremmede arter. Selv om det viser seg
at mange av introduksjonene skjer i bynaere omrader eller nzer tettsteder, er dette pa langt neer
alltid tilfelle. | tillegg har ofte lokaliteter med fremmende arter lett adkomst, dvs. de ligger naer
bilvei. Trolig vil ogsa lokalitetens beskaffenhet spille inn med tanke pa den arten som blir satt ut,
f.eks. karpe og suter. Suksessen til en type utsetting vil sikkert ogsa veere avgjgrende. Det er
nylig satt ut krgkle i Storsjgen i Rendal, noe som synes a ha hatt en positiv effekt pa aurebestan-
den med betydelig okt vekst og starre antall «storaure» (Museth mfl. 2017, Eloranta mfl. 2018).
Dette er en stor innsjg med en stor pelagisk sone; et viktig leveomrade for krgkle. Slike utset-
tinger som gir «positive» effekter vil gke faren for nye utsettinger. Relativt store innsjger synes
ogsa a bli prioritert ved utsetting av Canadargye, ofte der det er god forekomst av potensiell
forfisk i form av aure eller raye. God tilgang pa forfisk er trolig ogsa en faktor som blir vektlagt
ved utsetting av gjedde. Det er imidlertid mange eksempel pa at det er satt ut gjedde ogsa i
mindre innsjger, der gjedda utrydder byttefisken og utvikler seg til en kannibalbestand (Shafi &
Maitland 1971, Hesthagen mfl. 2015).

2.2.2 Enkeltarter og omrader under spredning

Vi har gatt gjennom lista over fremmede og regionalt fremmede arter i Fremmedartslista
(Forsgren mfl. 2018), og rangert 11 av dem i prioritert rekkefglge i forhold til problemene de
representerer (tabell 4). En oversikt over alle artene med aktuelle omrader for spredning er listet
i Vedlegg tabell 3.

Tabell 4. Rangering av de ulike artene mht. behovet for overvaking med miljg-DNA. | kolonnenx
«Kategori» star F for fremmende arter og R for regionalt fremmede arter. | kolonnen «Risiko»
har vi listet risikokategorien som bestemt i Fremmedartslista. | kolonnen «Testet» er arter der
markgrer og protokoller allerede er testet under norske forhold satt som ja.

Prioritet Art Kategori Risiko Testet
1 Gjedde R Sveert hgy Ja
2 Prekyt R Sveert hgy Ja
3 Pukkellaks F Hay Ja
3 Regnbuegrret F Hay Nei
5 Sgrv R Sveert hgy Nei
6 Mort R Hay Ja
6 Abbor R - Nei
8 Sandkryper F Lav Nei
9 Suter F Hay Nei
10 Karpe F Hay Nei
11 Krgkle R - Nei

Spredningen av gjedde er uten sammenligning den alvorligste trusselen mot stedegne arter, og
har fglgelig farsteprioritet. Spredningen skyldes trolig fgrst og fremst at den blir sett pad som en

14




NINA Rapport 1586

troféfisk. Gjedde har fram til i dag blitt satt ut i en rekke innsjger og vassdrag i S@r-Norge. Dette
gjelder ikke minst i Aust-Agder og Hordaland. Det gjelder imidlertid ogsa flere store innsjger pa
Jstlandet; Krgderen, Randsfjorden og Sperillen (Hesthagen & Sandlund 2012). Fra Krgderen
har den spredt seg oppover Hallingdalselva hvor den kan vandre fritt opp til Nesbyen. Fra Spe-
rillen skjer spredningen via Begna hvor den blir stoppet ved Eid kraftverk. Men det gar rykter om
fangst av gjedde i @vre deler av elva. Lengre oppe i vassdraget er det flere store og fiskerike
innsjger som Strondafjorden og Slidrefjorden. | Telemarkkanalen er det na gjedde opp til Kjeldal
og Hogga sluse. Dersom den blir satt ut lengre opp i vassdraget, vil den spre seg til flere store
innsjger, i farste omgang til Flavatnet og Kviteseidvatnet. Gjedda star ogsa pa terskelen til & spre
seg til gvre deler av Nordmarkavassdraget. Den er nylig satt uti Mylla (2015) i Nitelvavassdraget.
Derfra er det bare ca. 1 km til den gverste innsjgen (Jlja) i Nordmarksvassdraget. | de siste
arene har det veert flere hendelser med utsetting av gjedde i Trendelag og Rogaland.

Den andre arten pa var prioriteringsliste er grekyt, som ogsa er en regionalt fremmede art. Det
har veert en omfattende spredning av grekyt i flere fylker i Igpet av de siste ti-drene med store
konsekvenser for stedegne arter som grret (Hesthagen & Sandlund 1997). Faren for videre
spredning av grekyt til vestlige deler av Hardangervidda representerer den alvorligste trusselen.
Andre introduksjoner av grekyt i randomrader til dagens utbredelse er Rgssaga i Nordland, Qvre
Otta i Oppland og Suldalsvassdraget (Suldalsvatnet) i Rogaland.

| 2017 ble det registrert en overraskende stor spredning av pukkellaks (Berntsen mfl. 2018).
Totalt ble arten pavist i flere enn 260 vassdrag, fra @st-Finnmark i nord til Jstfold i sgr. P4 grunn
av mangelen pa kunnskap rundt mulige effekter p4 annen anadrom fisk, setter vi pukkellaks som
nummer tre pa prioritetslista var, tett etterfulgt av regnbuegrret. Begge er arter av stillehavslaks
og gyter i lakseelver, og kan fglgelig overvakes ved hjelp av de samme pravene. | tillegg repre-
senterer regnbuegrreten en fare som vektor for spredning av Gyrodactylus salaris. Det foregar i
dag en betydelig oppdrett av regnbuegrret langs kysten, spesielt fra Hordaland, Sogn og Fjor-
dane og Tregndelag. Det har i de siste arene veert en betydelig remming fra disse anleggene, og
noe av denne fisken gar opp i laksefarende vassdrag.

Pa var prioriteringsliste falger s& tre regionalt fremmede arter pa plassene 5-7: s@rv, mort og
abbor har hatt flere alvorlige spredningstilfeller i de siste tiarene. Spesielt har spredningen av
abbor veert mer omfattende enn tidligere antatt. Sandkryper (grundling) er en fremmed art som
vi har satt pa attendeplass. Denne karpefisken forekommer i dag i kun to vassdrag: Numedals-
vassdraget i Buskerud/Vestfold og Nesheimsvassdraget i Vest-Agder. | Numedalsvassdraget
forekommer den pa en minst 58 km lang strekning, samt i flere tillgpsbekker og innsjger. Sand-
kryper representerer en stor trussel fordi den kan etablere seg i anadrome vassdrag, med nega-
tive effekter pa laks og erret. En videre spredning vil derfor vaere svaert uheldig.

Av andre fremmede arter folger sa to karpefisker; suter og karpe. Det har vaert en omfattende
spredning av suter gjennom lang tid med naermere 100 lokaliteter bare i Aust-Agder (Kleiven &
Hesthagen 2012). | seinere ar har karpe dukket opp i stadig nye steder, spesielt i Nedre Tele-
mark, Grenlandsomradet (Hesthagen & Sandlund 2016). Det er forventet en gkende spredning
av bade suter og karpe i arene framover. Begge disse artene forekommer mange steder i mindre
vannforekomster, og de representerer derfor ikke noen stor trussel mot stedegne arter. Bade
type habitat (dybde, tilgang pa vegetasjon) og klima kan begrense utbredelse og mengde (tett-
het). Suter er likevel en relativt tilpasningsdyktig art som enkelte lokaliteter kan danne relativt
tette bestander. Om gnskelig er det ogsa mulig & fierne disse artene fra mindre vannforekomster.
Spredningen av andre fremmede arter vurderes som mindre alvorlige, som regnlaue, gullfisk og
dvergmalle. Denne kategorien omfatter ogsa to laksefisker, Canadargye og bekkergye. Spred-
ningen av Canadargye er ogsa relativt beskjeden med totalt ca. 15 bestander, men den repro-
duserer ikke i alle lokaliteter (Hesthagen & Sandlund 2017). Spredningen av bekkergye har veert
mer omfattende med ca. 200 kjente reproduserende bestander (Hesthagen & Kleiven 2013,
Hesthagen mfl. 2018).
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Blant regionalt fremmede arter har krgkle fatt lav prioritet. Men det har nylig vaert satt ut krgkle i
Storsjgen, med betydelig effekter pa grretbestanden (Museth mfl. 2017, Eloranta mfl. 2018).
Lagesild og karuss er begge regionalt fremmede arter som er antatt & ikke representere store
risikoer og ble satt til lav risiko i Fremmedartslista (Forsgren mfl. 2018).
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2.3 Resultater fra uttesting av eksisterende protokoller for fremmed
ferskvannsfisk

2.3.1 Proveinnsamling i felt og valg av lokaliteter

Basert pa eksisterende kunnskap rundt spredning av fremmed ferskvannsfisk besluttet vi & gjare
to malretta innsamlinger av prgver sentralt pa Jstlandet og fra Serlandet (Tabell 5). Lokalitetene
ble valgt med mal om & kunne pavise samtlige arter i prioriteringslista med tilgjengelige markarer
(Tabell 4).

Tabell 5. Oversikt over lokaliteter hvor det ble tatt miljig-DNA-praver som del av dette prosjektet.

Kommune Lokalitet Dato Breddegrad Lengdegrad Vannvolum & Vanntemperatur
(liter) (°C)
Arendal Kollakstjern 04.10.2018 6490203.77 497095.05 2 11.0
Arendal Rossevannet 05.10.2018 6481301.33 480542.49 5 114
Arendal Solbergvann 05.10.2018 6480389.65 @ 484627.61 5 10.3
Arendal Sgrsvannet 05.10.2018 = 64800089.77 @ 483127.70 5 11.3
Arendal Vatnebuvannet 04.10.2018 6490359.26 496454.61 4 11.6
Arendal Vindkoltjern 04.10.2018 6490559.96 497786.51 5 11.4
Froland Nidelva-Hammaren  05.10.2018 6476489.32 482790.57 5 9.9
Froland Nidelva-Rgdlende 05.10.2018 6484143.04 | 478670.39 5 9.8
Larvik Numedalslagen 23.08.2018 6589335.26 210890.10 10
Larvik Numedalslagen 23.08.2018 6581418.79 @ 211644.11 10
Oslo Hovinbekken Arvoll  05.11.2018 6652689.51 266634.42 10 Ca.8
Oslo Isdammen Arvoll 05.11.2018 6653863.35 266876.72 10 Ca.8
Oslo Lysakerelva 21.09.2018 6650326.98 255855.14 10 Ca. 8
Oslo Maridalsvannet 03.10.2018 6656570.85 264982.83 10 10
Oslo Maridalsvannet 03.10.2018 6657235.29 | 265503.90 10 10
Oslo Maridalsvannet 03.10.2018 6658412.31 264789.49 10 10
Royken Isdammen Naersnes = 21.09.2018 6633157.03 247002.88 10 Ca. 8
Royken Nedre Bardsruddam = 21.09.2018 6633088.52 247251.30 10 Ca. 8
Royken @vre Bardsruddam 21.09.2018 6633084.80 247077.25 10 Ca. 8
Ski Kroerbekken 05.11.2018 6615298.67 | 268014.58 9.5 Ca.8
Spydeberg  Smalelva 05.11.2018 6616895.87 280687.15 7.5 Ca. 8
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Figur 3. Oppsummering av miljg-DNA-analyser for de ulike lokalitetene (x-aksen) og de arts-
spesifikke markarene (y-aksen). Hvite felter er kombinasjoner som ikke er kjgrt, mens gule felter
representerer negative resultater. Verdien fra oransje mot radt viser estimert antall DNA-kopier
per liter vann pa en logaritmisk skala.

2.3.2 Test av protokoller pa innsamla vannprgver

Resultatene fra vare analyser viser at de aller fleste protokollene fungerer som forventet med
hensyn til & pavise de fremmede artene i vannpraver (Figur 3). En publisert markar for sgrv
Nathan mfl. (2015) ble testet gjentatte ganger med ulike PCR-betingelser, men vi klarte ikke a
fa denne til & fungere tilfredsstillende verken pa positive kontrollprgver eller vannprgver, og
denne ble da droppet fra vare analyser.

Et fatall arter ble bare testet i et utvalg av innsjger i dette studiet. Dette inkluderer pukkellaks,
som bare ble undersgkt i to elver: Nidelva i Froland og Lysakerelva, og som ikke ble pauvist i
noen av prgvene. Vi har tidligere pavist pukkellaks med vannprgver og kan derfor si at denne
markgren fungerer (upubliserte data). Markgren for Canadargye ble kun testet i Maridalsvannet
og viste ingen positive praver. Markgren slo ut pa den positive kontrollen, men resultatene viste
darlig separasjon mellom positive og negative draper. Vi er derfor usikre pa om denne markgren
fungerer tilstrekkelig bra pa vannpraver. Til sist har vi rgdgjellet solabbor, som kun ble testet i
Lysakerelva og Reyken kommune og som paviste arten i bade i gvre og nedre Bardsruddam
som forventet.
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Abbor ble pavist i alle lokaliteter i Arendal og Froland utenom Vindkolltiern (Figur 5). | tillegg
paviste vi abbor i Numedalslagen, Lysakerelva, Maridalsvannet og Nedre Bardsruddam. Sist-
nevnte var overraskende og sa vidt over var grense pa tre positive draper. Bekkergye ble pavist
i Hovinbekken og Isdammen pa Arvoll. Dette var forventet basert pa tidligere kunnskap. | tillegg
fikk vi positive utslag av bekkergye i Smalelva. S vidt vi vet finnes det ikke noen tidligere infor-
masjon om dette (Hesthagen & Kleiven 2013). Vi anbefaler at dette bekreftes eller avkreftes med
bade nye miljg-DNA-analyser og konvensjonelle undersgkelser. Gjedde ble pavist Nidelva, Nu-
medalslagen Lysakerelva, Maridalsvannet og Smalelva. Gjedde ble ikke pavist i noen av lokali-
tetene i Arendal, noe som stemmer med eksisterende kunnskap (Kleiven & Hesthagen 2012).
Karpe ble pavist i Solbergvann og Sarsvannet i Arendal, Isdammen pa Arvoll samt @vre og
Nedre Bardsruddam. Dette er alle kjente lokaliteter fra fgr. Karuss ble kun pavist i Isdammen pa
Arvoll. Mort ble pavist i Numedalslagen, Lysakerelva, Maridalsvannet og Kroerbekken. Regn-
buegrret ble kun pavist i Kroerbekken og Smalelva. Qrekyt ble pavisti Numedalslagen, Lysaker-
elva, Maridalsvannet, Kroerbekken og Smalelva. @rret (brungrret) ble pavist i Rossevannet, Sol-
bergvann og Sagrsvannet i Arendal, Nidelva i Froland, Numedalslagen, Hovinbekken, Isdammen
pa Arvoll, Lysakerelva, Maridalsvannet og Isdammen Neersnes.

Figur 4. En leiebil fungerer utmerket som en mobil feltstasjon, her parkert ved Solbergvann i
Arendal. Foto: Rolf Sivertsgard/NINA.

19




NINA Rapport 1586

Abbor
10.0
Kommune
g 754 . Arendal
g . Froland
a Larvik
g 50 []
éf Oslo
<zt . Reyken
2 259 B s«
[*2]
o . Spydeberg
0.0
S é-é\e‘}e@ & gb \Afo@\-e, S S
Slelefeels \3@@\ \%‘1 S
\l_o\\oa‘”elo‘\oqu (\g‘}%\\\b fb‘\\z\'b ,Q-?Jb"’«{? @%@'{’&gﬂ(\\\ *5‘& 'rz'?b \oe.‘ &
SRR e
é\e,@ g ¥ G
Bekkeraye Karpe
—_ 81
-l |
— 7.5 =
4 g
o 26+
Q0 o
250 g
¥ ¥4
2 2
92.5' 92_
g 8
0.04 (o] E— I
6‘06\60000«\\\\\0 &@o S O & oL «\za ® & &S P
R O RIS IE R DI 'vf‘»f‘ @‘\‘\ 5 S
o\\%q’@%*v’o&*rﬁ‘@@@ LN PSHOT @e} = A P T S 5O &0@
WP 9N F X Ffs 4‘6\\7\\‘ °°’5"°{-‘ *‘@060‘?’6‘0\\\0‘3‘2‘@’@0@&\7\\\ e?‘fb‘ &
X$@ ‘sa’be}e\’o NI K ‘Xﬁe\.e"(\,p @
I T %&&%‘ .(,Q\g\ Gt B '3&)\\&
é\ \E’b\ke é\ < \":!be
Gjedde Karuss
3754 T4
— [
3 g
—_ 3 3-
(]
L 50 a
) L
T 12
<
Z .- =z
92.5 % 1
{=)]
K] o
0'0- ______ - 0- T T T T T T T T T T T T T T T
——— — ——————— N P Q \\ \\ .
IR “(\b"' o ‘.,o\\ RANCNCY & O F F @\ ° \?s“ «\4 °e' b°@b’§~t§'e' o
\\ R AR 'i‘ebbe,b S B N 'z>
s 9’4’“'” QRPN @\oo‘é" & <o"’ P SN q,q,o ’5’¢><°
\\95‘0‘5’ St ’i‘@@’b\"@gﬂ‘a & o\fa@@e.\(\‘b'bﬂ‘qp*{- F S S
NV I S {0\;3(\ SRR FFef D TN X o (@ ot \3\«\ e.“'@* &«
Y @.(o\\s fa@\g\@"‘ ?;“‘ W ¥ OE T EE
‘\ "; Sl @ Abe\é\b ‘\‘5-\\ & @e&m\?‘
S PO & R X

Figur 5. Grafene viser DNA-konsentrasjon av hver art for hver lokalitet malt med ddPCR og
artsspesifikke markarer.
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(Figur 5 fortsettelse)
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2.3.3 Test av kryssamplifisering av artsspesifikke markerer

Uttesting av kryssamplfisering av artsspesifikke markarer er en krevende analyse. Man er helt
avhengig av at DNA-prgvene man benytter er basert pa rent vev, og ikke pa noen mate er kon-
taminert av andre arter. Nar det gjelder fisk er dette ofte problematisk da flere arter ofte er fanget
i samme garn, lagret i samme fiskstamp og malt og veid med det samme utstyret. Skjellpraver
og finneklipp blir kanskje innsamlet med en og samme kniv eller saks uten sterilisering. Vi har
pravd & samle flere DNA-pragver per art, men er likevel usikre pa om prgvene vare er rene. Aller
helst bar slike tester inkludere muskelpraver tatt pa innsiden av fisken med sterilt utstyr, men
slike praver er sveert vanskelig & oppdrive. Dette betyr altsd at positive utslag pa denne kryss-
testen ikke ngdvendigvis skyldes at den genetiske markgren ikke er artsspesifikk. | Figur 6 har
vi brukt en logaritmisk skala for & vise antall positive draper i en ddPCR, og de oransje prgvene
vi ser som kryssamplifisering er alle sveert lave. Det betyr at dersom dette ikke skyldes kontami-
nering mellom pravene, vil sannsynligheten for at vi plukker opp feil art i en vannprgve veere
sveert liten, da DNA-konsentrasjonen i vevsprgvene vi har brukt i denne testen er mye hagyere
enn den vil veere i en vannprgve. Vi kan derfor ikke komme med en klar konklusjon etter denne
testen, men vi tror at alle disse markarene vil veere artsspesifikke for miljg-DNA-prgver.
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Figur 6. lllustrasjon av kryssamplifisering av artsspesifikke markagrer mot andre fiskearter. X-
aksen viser hvilken art pravematerialet (DNA) kommer fra og y-aksen viser hvilken art den ge-
netiske markgren er laget for. Gule felter representerer negative resultater, mens verdien fra
oransje mot rgdt viser antall positive draper i en digital-PCR pé en logaritmisk skala. Ideelt sett
skal vi bare ha positive verdier nar begge akser viser samme art.

2.3.4 Sammenligning av to etablerte protokoller

NINA og NIVA gjorde en felles innsamling av miljg-DNA-prgver i Lysakerelva, @vre og Nedre
Bardsruddam og Isdammen Naersnes 21. september 2018 (Figur 7). NINA filtrerte 10 liter vann
gjennom et stk. 2.0 pm glassfiberfilter i felt mens NIVA tok med seg vannprgver til sin lab i Oslo
og filtrerte ca. 1 liter vann gjennom hvert av to 0.22 uym Sterivex-filire. DNA ble isolert med
respektive metoder hos NIVA og NINA, og deretter ble DNA utvekslet mellom labene og analy-
sert med en ddPCR-maskin hos NINA og en gPCR-maskin hos NIVA.
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Figur 7. Tor Atle Mo fra NINA demonstrerer NINAs feltprotokoll for innsamling av vannprgver
mens Jens Thaulow fra NIVA observerer. Foto: Marc Anglés d’Auriac/NIVA.

2.3.41 Analyser med ddPCR

Resultatene fra sammenligningen viser i hovedsak at de fremmede artene blir pavist med begge
protokollene. Det finere 0.22 um filteret fanger som forventet flere DNA-kopier per liter vann enn
det grovere 2.0 um filteret (Figur 8, venstre kolonne). Men nar man ser pa hvor sterkt signal man
far i en ddPCR, representert som antall positive draper, blir mansteret motsatt (Figur 8, hayre
kolonne). Det store vannvolumet man kan filtrere pa det grovere filteret @ker altsa totalmengden
av DNA selv om man taper litt DNA per liter vann sammenlignet med det finere filteret. Dette kan
veere en viktig forskjell nar man prgver a pavise en sjelden art med miljg-DNA, og kan fgre til to
ulike svar for de to filtrene. NINA har tidligere sammenlignet 0.45 uym cellulosefilter med 2.0 pym
glassfiberfilter for pavisning av blant annet Gyrodactylus salaris og G. derjavinoides i lakseelva
Driva, og finner det samme mansteret der (upubliserte data). | det studiet finner vi ogsa at sann-
synligheten for pavisning gker med 2.0 ym sammenlignet med 0.45 um filteret.
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Figur 8. Figuren viser en sammenligning mellom NINAs (glassfiber) og NIVAs (Sterivex) proto-
koller for seks arter i fire lokaliteter. Grafene til venstre viser antall DNA-kopier per liter vann
mens grafene til hayre viser antall positive dréper i digital-PCR-analysen. Kun kjgringer med 1
Ul templatvolum er inkludert i denne grafen.
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2.3.4.2 Analyser med gPCR

Prgvene fra sammenligningstesten ble analysert med gPCR-teknologi i NIVA sitt laboratorium i
Oslo. Analysene med qPCR bekrefter resultatene fra ddPCR. Det noe finere Sterivex-filteret
fanger opp mer DNA per liter enn det grovere glassfiberfilteret i den relativt klare Lysakerelva
(Figur 9). Det samme mgnsteret finner man i Nedre Bardsruddam for karpe, mens i @vre Bards-
ruddam er det kun Sterivex-filteret som fanger opp et signal. Ser man sa pa solabbor, er det ikke
signal fra noen av filtrene. | falge ddPCR-analysene var det mer solabbor-DNA enn karpe-DNA,
men likevel finner gPCR-analysene kun karpe-DNA i disse analysene. Dette var rart, men har
en enkel forklaring. Disse pr@gvene viser problemer med PCR-inhibering, og vi diskuterer dette i
neste avsnitt.

Lysakerelva - gPCR probe 2,5uL

1,0E+01 - - 10000,0

$

s - 10000 —
5 1,0E+00 - £
5 £
[

= - 1000 S
= S
€ 1,0E-01 A ©
i

~ B 1010 qh,
< =
E s
& 1,0E-02 - L 1,0

@rekyt pg/mL @rret pg/mL
W Sterivex - 100uL eluat m Glassfiber - 200uL eluat

OVolum av filtrert prgve (mL)

Figur 9. Sammenligning av protokoller basert pa qPCR kjart av NIVA.
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(Fortsettelse Figur 9)
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2.3.5 Test av PCR-inhibering
2.3.51 Analyser med ddPCR

For pravene som ble innsamlet i felleskap av NINA og NIVA gjorde vi ogsa en uttesting av mulig
inhibering i PCR-reaksjonen og hvordan dette pavirker pavisning av fremmede arter. Inhibering
av en PCR-reaksjon stammer fra ulike kjemiske forbindelser i vannpraven som ogsa finnes i
DNA-praven etter isolering. De aller fleste kjente inhibitorer er organiske forbindelser slik som
salter, huminsyre, galle og urea, men ogsa uorganiske forbindelser slik som kalsium-ioner kan
inhibere PCR-reaksjonen (Schrader mfl. 2012). Dette farer til at utbyttet av DNA blir redusert og
at man i noen tilfeller ikke kan pavise en art i det hele tatt. Uten inhibering forventer man at
utbyttet av DNA skal veere en tiendedel nar man redusere templatvolumet med en tiendedel.
Dersom utbyttet istedenfor gker nar man reduserer templatvolumet har man PCR-inhibering. Vi
testet 3 ulike templatvolumer for de tre artene karpe, solabbor og @rret for de fire spesifikke
lokalitetene.

Resultatene viser en klar forskjell mellom filtre og lokaliteter nar det gjelder grad av inhibering
(Figur 10). Det hagye vannvolumet filtrert gjennom glassfiberfiltrene gker ogsd mengden av inhi-
bitorer som kan pavirke PCR-reaksjonen og vi fant en spesiell sterk inhibering i glassfiberfiltrene
fra @vre og Nedre Bardsruddam. Analysene kjgrt med 5 pl templatvolum pa ddPCR-maskinen
viste en total inhibering, og vi kunne ikke pavise noen av artene. Ved a redusere templatmeng-
den til 1 pl reduserer man ogsd mengden urene stoffer og i disse analysene paviste vi bade
karpe og solabbor. Ved & redusere templatvolumet til 0.1 pl doblet vi nesten utbyttet av DNA per
liter vann i @vre Bardsruddam. Dette viser at ogsa 1 pl templatvolum kan vaere problematisk i
dette tilfellet.

Sammenlignet med glassfiberfilteret finner vi mye mindre inhibering med Sterivex-filteret. Selv i
@vre og Nedre Bardsruddam er det relativt liten forskjell i DNA-utbyttet mellom de ulike templat-
volumene, selv om karpe ser ut til & ha mer variasjon enn solabbor (Figur 10). Derimot ser vi at
det positive signalet forsvinner for karpe i @vre Bardsruddam med bare 0.1 pl templatvolum. Da
ble det rett og slett for lite karpe-DNA til at PCR-reaksjonen kunne pavise det. Na hadde begge
prevene i dette tilfellet 2 positive draper og var derfor rett under grensen var pa 3 draper.

Det optimale templatvolumet avhenger her altsé bade av filtertype/vannvolum og lokalitet. Starre
vannvolumer vil medfgre mer inhibering. Na bgr det ogsa nevnes at glassfiberfiltrene fra 10 liter
vann ble eluert i 200 pl mens Sterivex-filtrene fra 1 liter vann ble eluert i 100 pl, slik at konsen-
trasjonen av inhibitorer da ble sterre i glassfiberfiltrene. Ved & fortynne DNAet vil man ogsa
fortynne konsentrasjonen av inhibitorer og dermed omga dette problemet. Mengden inhibitorer
vil variere stort mellom ulike vanntyper, og da spesielt i en gradient fra oligotrofe til eutrofe inn-
sjoer. Generelt bar man tilpasse elueringsvolum i en isolering til mengden DNA man isolerer.
Slik sett burde man kanskje tilpasse elueringsvolum til bade hvor store vannvolumer man filtrerer
og hvor eutroft vanntypen er.

Resultatene fra denne testen viser at man alltid ber teste miljg-DNA-prgver for PCR-inhibering,
spesielt om man skal gjare en kvantifisering av DNA-mengden. Vannvolum og mengden inhibi-
torer vil variere mye mellom lokaliteter og arstider og det vil da veere vanskelig a forutsi hvor stort
problemet med inhibering er.
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Sterivex filter
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Figur 10. Figuren viser hvordan templatvolum (DNA-volum i ul) pavirker inhibering i en ddPCR-
reaksjon for protokollen med glassfiberfilter til venstre og for Sterivex-filter til hayre. Det ble ikke
analysert 5 Ll templatvolum for arret for Sterivex-filtrene.
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2.3.5.2 Analyser med gPCR

NIVA valgte a gjgre en litt annen test enn NINA for & se pa PCR-inhibering. Istedenfor & redusere
templatvolumet og se om DNA-utbyttet gker, ble en positiv kontrollpragve tilsatt litt av DNA-
templatet fra vannfiltrene for & se om DNA-utbyttet minker (Figur 11). Den positive kontrollpra-
ven er DNA fra rent fiskevev, og viser generelt lite inhibering. Ved 4 tilsette litt av DNA-templatet
fra en ukjent prgve vil man da kunne se om denne prgven har inhibitorer eller ikke ved & avgjgre
om DNA-utbyttet blir redusert eller ikke. Fordelen med denne metoden er man ogsa kan teste
prgver som er negative for arten man leter etter. Men dersom man finner bevis for PCR-
inhibering ber man redusere eller fortynne DNA-templatet for & se om man da far et positivt
signal.

For Lysakerelva viser grekyt en liten grad av inhibering, mens grret ikke viser inhibering (Figur
11). Her ser man at en tilsetting av DNA-templat fra vannfiltrene faktisk gker DNA-utbyttet og
dermed bidrar med mye grret-DNA til prgven i tillegg til kontrollpreven. For disse prevene var
det ingen forskjell i graden av inhibering mellom de to filtertypene.

Ser man derimot pa Karpe fra dammene i Rgyken kommune, finner man en mye sterkere grad
av inhibering i glassfiberfiltrene sammenlignet med Sterivex-filtrene for @vre og Nedre Bards-
ruddam, mens det er ingen forskjell for Isdammen Naersnes (Figur 11). Igjen kan dette forklares
med det store pravevolumet pa 10 liter vann og dermed en mye hgyere konsentrasjon av inhibi-
torer i prgven. Lgsningen er altsa & redusere eller fortynne templatvolumet for & fa et sterkere
signal.

NIVA klarte ikke & pavise Solabbor i @vre og Nedre Bardsruddam med gPCR (Figur 11), selv
om ddCPR resultatene viser at DNA-konsentrasjonen av solabbor var hgyere enn for karpe
(Figur 10). Grunnen til den store forskjellen ligger i hvilken polymerase som er brukt for amplifi-
sering. Protokollen for ddPCR er basert pa TagMan Environmental Mastermix som inkluderer en
masse stoffer for & redusere inhibering. Protokollen for qPCR benyttet SsoFast, da dette sol-
abbor-assayet ikke inkluderte probe. Selv om det var tilsatt BSA og ekstra MgCl,, sa viste inhi-
beringstesten at dette ikke var nok for a fa en vellykket amplifisering. For pavisning av karpe ble
det brukt et TagMan assay med probe ogsa for q°PCR, og dette fungerte utmerket.
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Lysakerelva inhibering test
gPCR probe 2,5uL (1 + 1.5uL)
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420pg grekyt ref. DNA (1uL) 10pg grret ref. DNA (1ul) +
+ filter (1,5uL) filter (1.5uL)
I Sterivex - 100pL eluat
mm Glassfiber - 200ulL eluat
= .« oref DNA 1ulL (420pg grekyt/10pg grret) + 1.5 uL H20
Karpe inhibering test
gPCR probe 2.5pL (1 +1,5uL)
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i 2pg ref. DNA (1pL) + Nedre Bardsruddam (1.5pL)
50 A mmm 2pg ref. DNA (1pul) + @vre Bardsruddam (1.5pL)
m 2pg ref. DNA (1uL) + Isdammen Neersnes (1.5pL)

40 = « <2pgref. DNA (1uL) + ddH20 (1.5uL)

pg DNA /2.5 uL

Sterivex - 100uL eluat Glassfiber - 200uL eluat

Figur 11. Test av inhibering pd en qPCR maskin der en positiv kontrollprave blir tilsatt DNA-
templat fra en miljgprave for & se om DNA-utbyttet blir redusert.
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(Fortsettelse Figur 11)
Solabor inhibering test
gPCR EvaGreen 2.5uL (1 + 1.5pl)
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0.008pg ref. DNA (1uL) + @vre Bardsruddam (1.5uL)
0.008pg ref. DNA (1puL) + Isdammen Naersnes (1.5pulL)

= - 0.008pg ref. DNA (1pL) + ddH20 (1.5pL)
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3 Uttesting av miljg-DNA som metode i Bymarka

Vi har tidligere brukt Bymarka til uttesting av miljg-DNA som metode (Fossgy mfl. 2017). Hasten
2016 ble sju innsjger behandlet med rotenon for & fierne mort fra Bymarka i Trondheim. Morten
ble sett pa som en trussel mot drikkevannskvaliteten for Trondheim kommune, og ble derfor
fiernet. Vi benyttet oss av at den dade fisken ble plukket opp og malt etter behandlingen, noe
som gjorde det mulig & se hvordan relative forskjeller i konsentrasjonen av miljg-DNA samsvarte
med relative forskjeller i biomasse. Den gangen var det flere faktorer som gjorde det vanskelig
a ansla den totale biomassen av hver fiskeart i hver innsjg, men vi fant likevel at konsentrasjonen
av miljg-DNA samsvarte med den malte biomassen til en viss grad (Fossgy mfl. 2017)

Etter nesten to ar uten fisk i disse innsjgene ble det i 2018 gjeninnfart grret i fire av dem: Bakli-
dammen, Theisendammen, Haukvatnet og Kyvatnet. Dette gav oss en unik mulighet til & teste
to spesifikke problemstillinger rundt miljg-DNA-analyser: i) kan vi pavise noen fa individer av en
fiskeart i en naturlig innsj@; og ii) giennomfare en ny test av sammenhengen mellom miljg-DNA-
konsentrasjon og biomasse der vi har bedre kontroll pa den totale biomassen. Dette er to sveert
sentrale sparsmal for bruk av miljg-DNA i forvaltningsrelaterte spgrsmal, og spesielt finnes det
lite kunnskap om hvor sensitiv metoden er til & pavise sjeldne arter i naturlige innsjger.

3.1 Test av nedre grense for pavisning av miljg-DNA

| samarbeid med Trondheim kommune og Trondheim og omland fiskeadministrasjon (TOFA) ble
20 grret med en lengde pa ca. 20 cm (med en kondisjonsfaktor pa 1.1, pers med. Terje Ngst)
satt ut pa et spesifikt punkt (stasjon 1, se Figur 12) i hver av innsjgene Haukvatnet og Kyvatnet
13. september 2018. Den totale biomassen av grret tilsvarer da ca. 400 gram i hver innsjg. Vi
tok farst vannpraver far utsettingen for & bekrefte at innsjgene var fisketomme. Vi tok sa vann-
prover direkte ved utsettingsstedet og en til tre andre lokaliteter i disse innsjgene dagen etter
utsetting, en uke etter utsetting og to uker etter utsetting av fisk.

Resultatene viser at vi s& vidt klarer & pavise grret-DNA i disse innsjgene. Figur 13 viser antall
positive draper i en digital-PCR-analyse med en artsspesifikk markar for grret. Vi paviser her en
positiv drape i analysen far utsetting i begge innsjger. Dette er ikke uvanlig og vi har tidligere
brukt en nedre grense pa 3 positive draper for & klassifisere en prgve som positiv (Fossgy mfl.
2017). Dersom vi bruker denne grensa ser vi at vi ikke paviser grret-DNA dagen etter utsetting i
noen innsjgene, men paviser grret-DNA en uke etter utsetting i Kyvatnet, og i begge innsjgene
to uker etter utsetting (Figur 13). Vi finner mest DNA naermest utsettingsstedet (Stasjonsnummer
1), men vi paviser ogsa grret pa noen av de andre stasjonene to uker etter utsetting.

Dette eksperimentelle studiet viser altsa at det er mulig & pavise 20 fisk pa 20 cm i hver av de to
innsjgene, men at valget av sted for prgvetaking vil kunne pavirke konklusjonen. Vi anser at en
biomasse pa ca. 400 gram er hayst relevant for overvaking av fremmed ferskvannsfisk og at
dagens metodikk er egnet for & fange opp en introduksjon av en ny art pa et tidlig tidspunkt.
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{

Haukyvatnet

Figur 12. Oversikt over stasjoner for pravetaking av miljg-DNA i hvite tall. | Haukvatnet og Kyvat-
net ble det satt 20 fisk pa 20 cm 13. september ved stasjon 1. Gule tall angir antall fisk satt ut 4.
oktober.
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Figur 13. Pavisning av @rret ved bruk av miljg-DNA etter utsetting av 20 arret pa ca. 20 cm i
hver av innsjgene Haukvatnet og Kyvatnet. Grafen viser antall positive dréper i en digital-PCR,
for utsetting av fisk til venstre for den vertikale linjen og ved flere tidspunkter etter utsetting til
hayre. Den horisontale stipla linja viser grensa pa tre positive draper for a klassifisere en prove
som positiv. Se Figur 12 for plassering av stasjoner.
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3.2 Sammenligning av miljg-DNA-konsentrasjon og biomasse av fisk

Den 4. oktober 2018 gjennomfgrte Trondheim kommune og TOFA en stgrre planlagt utsetting
av fisk i fire innsjger i Bymarka. Til sammen ble det satt uti overkant av 7000 1-somrig @rret med
en gjennomsnittlig lengde pa 97 mm og en gjennomsnittlig vekt pa 10 gram (pers. med. Terje
Ngst) fordelt pa 1400 fisk i Haukvatnet, 2200 fisk i Kyvatnet, 1400 fisk i Baklidammen og 2100
fisk i Theisendammen (Figur 12). Med unntak av Baklidammen ble fiskene fordelt pa 3 ulike
utslippspunkter i innsjgene, mens all fisk i Baklidammen ble satt ut pa et punkt.

Vannprgver fra alle fire innsjger ble innsamlet fgr utsetting av fisk. Vi tok sa nye vannpragver fra
Baklidammen og Theisendammen en uke etter utsetting og i alle fire innsjgene tre uker etter
utsetting av fisk. Vi antok da at bade fisk og miljg-DNA ville spre seg rundt i innsjgen i lgpet av
tre uker.

Resultatene viser at vi finner relativt haye konsentrasjoner av grret-DNA bade en uke (12. okto-
ber) og tre uker (26. oktober) etter utsetting (Figur 14). Som studiet far rotenonbehandlingen i
2016 ogsa viste finner vi store variasjoner mellom lokaliteter innen hver innsjg (Fossgy mfl.
2017).
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4001 600 1
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Figur 14. DNA-konsentrasjon fra vannpraver i forhold til dato og utsetting av fisk for hver stasjon
i fire innsjger i Bymarka. Noter forskjellig skala for de ulike innsjeene. Vertikale linjer markerer
utsetting. Se Figur 12 for plassering av stasjoner.
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Figur 15. Sammenligning mellom antall fisk utsatt i hvert vann og gjennomsnittlig (+ standardfeil)
konsentrasjon av miljg-DNA i de ulike innsjoene fra provetaking 26. oktober.

Antall fisk varierte altsa fra 1400 til 2200 mellom de fire innsjgene. Miljg-DNA resultatene inne-
holdt mye variasjon innen innsjger, og det var ingen sterk sammenheng mellom antall fisk og
den gjennomsnittlige konsentrasjonen av miljg-DNA (Figur 15). Theisendammen hadde hgyest
konsentrasjon og skilte seg noe fra de andre innsjgene, mens Kyvatnet hadde lavere konsen-
trasjon enn forventet ut fra antallet fisk.

Fiskene som ble satt ut var bare 10 gram i snitt, og det betyr at den totale biomassen fortsatt ma
regnes som veldig lav i disse innsjgene (fra 14 til 22 kg). Til sammenligning ble det etter rote-
nonbehandlingen i 2016 plukket ca. 1200 kg mort i Kyvatnet og 550 kg morti Haukvatnet (Fossay
mfl. 2017). Den lave biomassen kan kanskje forklare hvorfor vi ikke finner en bedre sammenheng
mellom antall fisk og miljg-DNA-konsentrasjonen i dette studiet.

Dessverre kan vi ikke sammenligne konsentrasjonen av miljg-DNA i dette studiet med dataene
fra 2016 da vi har endret bade filtertype og protokoller etter flere optimaliseringer av metoden
siden den gang. Men dersom man sammenligner konsentrasjonen av miljg-DNA i lys av den
store forskjellen i biomasse ser man at utbyttet av DNA har gkt med optimaliseringene av proto-
kollene vare (Fossay mfl. 2017).

Det finnes noen studier som viser at miljg-DNA kan brukes til & estimere relativ biomasse mellom
innsjger og elver, men ofte er det knyttet mye usikkerhet til disse estimatene (Takahara mfi.
2012, Lacoursiére-Roussel mfl. 2016, Lacoursiére-Roussel mfl. 2016, Fossgy mfl. 2017, Pont
mfl. 2018). Dybde, gjennomstrgmmingshastighet, sprangsjikte, eutrofiering og temperatur vil pa-
virke konsentrasjonen av miljg-DNA og dermed estimatet av relativ biomasse. Vi har tidligere
vist at det ogsa er store forskjeller i konsentrasjonen av miljg-DNA innen innsjger, og hvor og
hvordan man tar prgven vil ha stor pa innvirkning pa estimatet for biomasse (Fossay mfl. 2017).
| det samme studiet viser vi ogsa at konsentrasjonen av miljg-DNA varierer mye gjennom aret.
Miljg-DNA krever derfor fortsatt en del forskning og utvikling for det kan brukes som et estimat
for biomasse i forvaltningssparsmal.
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4 Oppfolging av miljg-DNA i Telemarkskanalen 2018

Ugnsket spredning av gjedde er blitt et stort problem, og vi satte altsa gjedda pa fersteplass pa
var prioriteringsliste (Tabell 4). | Telemarkskanalen har Miljgdirektoratet fatt satt opp en elektrisk
fiskesperre ved Kjelldal sluse (Figur 16) for & hindre at gjedda sprer seg oppover kanalen og
truer en verneverdig bestand av stor grret.

Figur 16. Bilde av den elektriske fiskeperra ved Kjeldal sluse. Foto: Rolf Sivertsgard/NINA.

Vi har i to tidligere ar brukt miljg-DNA til & undersgke om det finnes gjedde oppstrems den elek-
tiske sperra, men har sa langt ikke kunnet pavise gjedde-DNA forbi Kjelldal sluse. | 2018 inten-
siverte vi provetakingen og tok flere praver fra flere ulike lokaliteter, og vi tok praver like ned-
strams og oppstrems selve sperra Figur 17. Dette innebaerer at vi tok en prgve inne i batkanalen
mellom sperra og slusa, noe som potensielt kunne vise om gjedde passerte sperra.

Figur 17. Kart over lokaliteter for miljg-DNA-praver i Telemarkskanalen 2018. Basert pé bak-
grunnskart fra www.norgeibilder.no.
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Resultatene fra 2018 paviser for forste gang gjedde oppstrgms Kjelldal sluse ved bruk av milja-
DNA (Figur 18). Vi fant positive prgver av gjedde pa to stasjoner oppstrems slusa, i tillegg til
positive praver mellom sperra og slusa (Figur 19). Vi paviste ikke gjedde-DNA oppstrems Hogga
sluse.

Pavisning av gjedde-DNA oppstrgms Kjelldal sluse bekrefter dermed at det finnes gjedde oven-
for sperra. Under innsamling av vannprgver ble det ogsa observert en antatt gjeddeyngel i elva
oppstrems Kjelldal sluse. Dette betyr at det kan ha veert gyting ovenfor sperra i 2018. Arsaken
til spredningen er fortsatt ukjent. Det har tidligere veert diskutert om sperra ikke virker som opp-
rinnelig tiltenkt, og om det er mulig at gjedda har klart & passere sperra. Men gjedde blir ogsa
stadig bevisst spredt av menneskehand, og det er mulig at fisk har blitt flyttet bevisst oppstrams
Kjelldal sluse. Vannprgven som ble tatt mellom sperra og slusa viser at det star gjedde rett opp-
strams den elektriske sperra. Dette kan skyldes at gjedda har tatt seg forbi sperra, men ikke
kommer videre oppover gjennom batslusa. Men det kan like gjerne skyldes at fisk har blitt flyttet
forbi Kjelldal sluse, som sa har blitt med stremmen tilbake ned gjennom batslusa. Det er da mulig
at fisken er fanget pa oppsiden av fella, og ikke kommer seg forbi den elektriske strammen og
videre nedover batkanalen. Uansett &rsak bgr man n& undersgke strekningen mellom Kjelldal
og Hogga sluser mer ngyaktig og vurdere om tiltak er ngdvendig for & hindre videre spredning.

Selv om vi ikke fant positive pragver av gjedde oppstrems Hogga sluse vil vi presisere at vi ikke

kan garantere at det ikke finnes gjedde der. Fremtidige undersgkelser bgr utgke antall praver i
dette omradet for & undersgke dette naermere.
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Figur 18. DNA-konsentrasjon for grret og gjedde fra ulike lokaliteter oppstrams (mot venstre) og
nedstrgms (mot hayre) den elektriske fiskesperra ved Kjelldal sluse i Telemarkskanalen (mar-
kert med vertikal linje).
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Figur 19. Bildet viser batkanalen nedover mot fiskesperra med utsikt fra Kjelldal sluse. | dette
omradet ble det altsé pavist giedde-DNA. Foto: Rolf Sivertsgard/NINA.
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5 Konklusjon

5.1 Uttesting av protokoller for overvaking av fremmed
ferskvannsfisk

Denne rapporten omhandler en viderefgring av miljg-DNA som metode for overvaking av frem-
med ferskvannsfisk i norske elver og innsjger. | dette arbeidet har vi gjort en utstrakt gjennom-
gang og uttesting av eksisterende protokoller for & pavise fremmed ferskvannsfisk ved hjelp av
miljg-DNA i vannpraver.

| var prioriteringsliste har vi indikert at gjedde, @rekyt, pukkellaks og regnbuegrret bgr ansees
som de viktigste fremmede artene a overvake i Norge. Vi kan bekrefte at alle disse artene har
arts-spesifikke protokoller som fungerer. | tillegg har vi testet protokoller og bekreftet at disse
fungerer pa vannprgver innsamlet i dette studiet for: abbor, bekkergye, karpe, karuss og sol-
abbor. En publisert protokoll for s@rv ble testet, men ikke bekreftet i dette studiet, og en publisert
protokoll for Canadargye ble karakterisert som usikker og kunne ikke bekreftes med vannpraver
i dette studiet.

Blant de fremmede artene vi har gatt giennom i dette studiet mangler det bekrefta protokoller for
sarv, sandkryper, suter og krgkle fra var prioriteringsliste pa 11 arter, samt dvergmalle, gullfisk,
lagesild, kragkle og regnlaue. Markaren vi testa for Canadargye er ogsa usikker utfra resultatene
i denne testen. Forvaltningen méa her vurdere om det er gnskelig & utvikle protokoller ogsa for
disse artene.

En test av kryssamplifisering mellom arter viste at de genetiske markgrene i dette studiet mest
sannsynlig er artsspesifikke. | slike tester er man helt avhengig av at DNA-prgvene man benytter
er basert pa rent vev, og ikke pa noen mate er kontaminert av andre arter. Nar det gjelder fisk er
dette ofte problematisk da flere arter ofte er fanget i samme garn, lagret i samme fiskstamp og
malt og veid med det samme utstyret. Vi gjorde ogsa en test for & avslgre ugnsket PCR-
inhibering i analysene vare, og fant kraftig inhibering i flere prgver. Mengden inhibitorer vil variere
mye mellom lokaliteter og arstider og vi vil anbefale a alltid teste for inhibering ved analyser av
miljg-DNA.

Selv om det foregar en utstrakt overvaking i mange ferskvannslokaliteter i Norge, er det relativt
liten overlapp mellom disse og aktuelle lokaliteter for overvaking av fremmed ferskvannsfisk.
Overvaking for tidlig oppdagelse av fremmede arter ma rettes mot omrader som er valgt ut pa
grunnlag av var navaerende kunnskap om forekomst og spredningsvektorer. Ved bruk av miljg-
DNA til overvaking er det fglgelig nedvendig med egne feltrunder i utvalgte lokaliteter for om
mulig oppna tidlig pavisning av fremmede arter. | noen tilfeller kan det likevel veere annen aktivitet
i samme region/vassdrag, slik at feltarbeidet kan kombineres.

En sammenligning av to ulike protokoller for innsamling og analyser av miljg-DNA-praver viser
at begge fanger opp de fremmede artene i denne testen. De to ulike feltprotokollene inkluderer
to sveert ulike filtertyper med et 0.22 pm Sterivex-filter og et 2.0 pm glassfiberfilter. Dette gjar
seg utslag i hvor store vannvolumer det er mulig a filtrere og i denne testen filtrerte vi ca. 1 liter
vann gjennom Sterivex-filteret og 10 liter vann gjennom glassfiberfilteret. Resultatene vare viser
at det finere filteret fanger mer DNA per liter vann, men at det heye vannvolumet som er mulig
med det grovere filteret fanger mer DNA totalt sett. Andre studier viser av dette kan veere avgje-
rende for om man paviser en sjelden art eller ikke. Vi vil anbefale fortsatt bruk av begge disse
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metodene, da de begge har fordeler og bakdeler. Sterivex filtrene er svaert praktiske i bruk siden
i de kommer i sterile forpakninger til engangsbruk. Glassfiberfiltrene krever egne filterholdere,
som gjenbrukes og ma klores mellom prgvetakinger. Men vannforekomster med mye partikler
eller algeoppblomstringer representerer en stor utfordring for filtrering av vann gjennom finmas-
kete filtre. Erfaringsmessig vil prgvetaking og filtrering i felt vaere enklere og raskere med det
grovere glassfiberfilteret. Et mye stgrre vannvolum kan ogsa veere gunstig om man gnsker a
bruke pravene til andre analyser, som for eksempel DNA-metastrekkoding for a se pa diversitet
av bunndyr. Vi antar da at et stgrre vannvolum vil fange opp DNA fra flere arter. Miljg-DNA er en
metode i rivende utvikling, og vi ser at det hele tiden kommer sma justeringer som forbedrer
bade feltinnsamling og labanalyser. Det er derfor vanskelig per i dag a anbefale én standard som
alle ber folge.

Selv om metoder og analyser stadig blir utviklet er det noen standarder man alltid ber fglge. Vi
anbefaler at det alltid blir tatt minst to parallelle vannpraver fra hver lokalitet for & kunne estimere
«sampling-varians» og regne pa «occupancy» i statistiske modeller. Resultatene vare viser en
sterk effekt av PCR-inhibering og man bar derfor alltid & teste for dette. Man bar ogsa alltid
inkludere positive og negative prgver og vi anbefaler at bade felt-negative og lab-negative prgver
inkluderes. Felt-negative prever kan veere rent vann som man har med ut i felt og filtrerer etter
at man har tatt de faktiske prgvene for a teste for mulig kontaminering av utstyret. Lab-negative
praver bgr inkluderes som del av isolering av DNA og felge de samme protokollene som milja-
DNA-filtrene.

| Ilgpet av dette studiet har vi ogsa diskutert styrker og svakheter ved bruk av gqPCR og ddPCR.
Sistnevnte er nok mest ngyaktig nar det gjelder & kvantifisere mengde DNA. Men ved sveert lave
DNA-konsentrasjoner er det mulig at en gPCR-analyse er mer sensitiv enn en ddPCR-analyse.
Vi tror at dette kan skyldes selve prinsippet for en ddPCR, som gjgr om én stor fysisk prove til
mange sma separate analyser inne i opptil 20,000 draper. Har man bare en eller noen fa DNA-
kopier av arten man er ute etter a pavise vil disse kunne havne i en enkelt drape. Uansett hvor
god PCR-reaksjon man har eller hvor mange cykler man kjgrer eller hvor mange draper man
genererer vil man bare fa denne ene positive drapen. | og med at vi bruker en nedre grense pa
tre positive draper for a karakterisere en prgve som positiv, vil ikke en slik prgve bli tolket som
en pavisning av arten. En gPCR vil ikke bli pavirket pA samme mate og kan derfor muligens
pavise lavere konsentrasjoner av DNA i en prgve. Vi vil derfor anbefale at praver der en ddPCR
viser en eller to positive draper kjgres om pa en qPCR for & bekrefte resultatet.

| tillegg til & falge gode standarder ved feltinnsamling og labanalyser m& man ogsé vurdere bio-
logien til arten man er ute etter a pavise, samt sesongvariasjoner, temperatur, omrgringer og
veer. Langvarig regn vil for eksempel fare til gkt fortynning av mengden DNA i vannet og grum-
sete vann som gjgr det vanskeligere & filtrere vannet. Om en art er vargyter eller hagstgyter vil
kunne pavirke nar det er stagrst sannsynlighet for a pavise den.

5.2 Eksperimentene i Bymarka i Trondheim

Resultatene fra eksperimentene i Bymarka viste at det er mulig & pavise 20 fisk med 20 cm
lengde i to innsjger, men at valget av sted for prgvetaking vil kunne pavirke konklusjonen. Sa
vidt vi vet er dette fgrste gang noen har gjort et slikt eksperiment i naturlige innsjger. Antall fisk
og total biomasse er hgyst relevant for pavisning av ugnsket spredning av fremmed ferskvanns-
fisk, og dette resultatet er sveert viktig i forhold til miljg-DNA som metode for overvaking.
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Etter utsetting av fisk i fire innsjger kunne vi ikke vise til en klar forskjell i DNA-konsentrasjon i
forhold til antall fisk. N& var det en relativt liten biomasse som ble satt ut og forskjellene i antall
fisk var ikke veldig stor. Derimot viser resultatene at utviklingen av metodene vi har gjort siden
oppstarten av dette prosjektet har fort til en stor gkning i utbyttet av DNA og dermed muligheten
for & pavise sjeldne arter.

5.3 Spredning av gjedde i Telemarkskanalen

Undersgkelsene i Telemarkskanalen har nd pagatt siden 2016, og vi har tidligere ikke kunnet
pavise gjedde-DNA oppstreams den elektriske fiskesperra. Men en utvidet prgvetaking i 2018
viser né for fgrste gang gjedde-DNA oppstrems Kjelldal sluse og sperra. Vi paviser gjedde pa to
forskjellige lokaliteter mellom Kjelldal og Hogga sluser, samt inne i batkanalen oppstrems sperra.
Den positive prgven som ble tatt mellom sperra og slusa viser med all sannsynlighet at det star
gjedde rett oppstrems den elektriske sperra. Dette kan skyldes at gjedda har tatt seg forbi sperra,
men ikke kommer videre oppover giennom batslusa. Men det kan like gjerne skyldes at fisk har
blitt flyttet forbi Kjelldal sluse, som sa har blitt med strammen tilbake ned gjennom batslusa.

Vi kunne ikke pavise gjedde oppstrems Hogga sluse, men vare resultater kan ikke garantere at

det ikke finnes gjedde i dette omradet. Vi anbefaler derfor at dette omradet bar undersgkes
naermere bade med miljg-DNA og konvensjonelle undersakelser.

42




NINA Rapport 1586

6 Referanser

Andersen, JH, Kallenbach, E, Hesselsge, M, Knudsen, SW, Mgller, PR, Bekkevold, D, Hansen, BK
& Thaulow, J. 2016. Steps toward nation-wide monitoring of non-indigenous species in
Danish marine waters under the Marine Strategy Framework Directive. Rapport 7022-2016
DK3. NIVA Denmark.

Andersen, JH, Kallenbach, E, Kjeldgaard, MB, Knudsen, SW, Dale, T, Eikrem, W, Fagerli, C, Green,
G, Hobeek, A, Oug, E, Thaulow, J, Hesselsge, M, Bekkevold, D, Jacobsen, LMW, Kuhn, J,
Mgller, PR, Olesen, CA, Car, H & Stuer-Lauridsen, F. in print. A baseline study of the
occurrence of non-indigenous species in Danish harbours. NIVA Denmark Report.

Balasingham, KD, Walter, RP, Mandrak, NE & Heath, Daniel D. 2017. Environmental DNA detection
of rare and invasive fish species in two Great Lakes tributaries. Molecular Ecology 27(1): 112-
127.

Berntsen, HH, Sandlund, OT, Ugedal, O, Thorstad, E, Fiske, P, Urdal, K, Skaala, &, Fjeld-heim, PT,
Skoglund, H, Florg-Larsen, B, Muladal, R & Uglem, I. 2018. Pukkellaks i Norge, 2017. NINA
Rapport 1571. Norsk institutt for naturforskning.

Boyer, F, Mercier, C, Bonin, A, Le Bras, Y, Taberlet, P & Coissac, E. 2016. obitools: a unix-inspired
software package for DNA metabarcoding 16(1): 176-182.

Britton, JR, Davies, GD & Harrod, C. 2010. Trophic interactions and consequent impacts of the
invasive fish Pseudorasbora parva in a native aquatic foodweb: a field investigation in the
UK. Biological Invasions 12(6): 1533-1542.

Clavero, M & Villero, D. 2014. Historical ecology and invasion biology: long-term distribution changes
of introduced freshwater species. BioScience 64(2): 145-153.

Clusa, L & Garcia-Vazquez, E. 2018. A simple, rapid method for detecting seven common invasive
fish species in Europe from environmental DNA. Aquatic Conservation: Marine and
Freshwater Ecosystems 28(3): 619-629.

Collins, CM, Kerr, R, McIntosh, R & Snow, M. 2010. Development of a real-time PCR assay for the
identification of Gyrodactylus parasites infecting salmonids in northern Europe. Diseases of
Aquatic Organisms 90(2): 135-142.

Cucherousset, J & Olden, JD. 2011. Ecological impacts of nonnative freshwater fishes. Fisheries
36(5): 215-230.

Davison, PI, Créach, V, Liang, WJ, Andreou, D, Britton, JR & Copp, GH. 2016. Laboratory and field
validation of a simple method for detecting four species of non-native freshwater fish using
eDNA. Journal of Fish Biology: n/a-n/a.

Eichmiller, JJ, Bajer, PG & Sorensen, PW. 2014. The relationship between the distribution of common
carp and their environmental DNA in a small lake. Plos One 9(11).

Eloranta, AP, Johnsen, SI, Power, M, Baerum, KM, Sandlund, OT, Finstad, AG, Rognerud, S &
Museth, J. 2018. Introduced European smelt (Osmerus eperlanus) affects food web and fish
community in a large Norwegian lake. Biologial Inavasions.

Forsgren, E, Hesthagen, T, Finstad, AG, Wienerroither, R, Nedreaas, K & Bjelland, O. 2018.
Fremmedartslista. Artsgruppe fisker, vurdering av gkologisk risiko. Artsdatabanken.

Fossay, F, Dahle, S, Eriksen, LB, Spets, MH, Karlsson, S & Hesthagen, T. 2017. Bruk av miljg-DNA

for overvaking av fremmede fiskearter - utvikling av artsspesifikke markgrer for gjedde, mort
og grekyt. Norsk institutt for naturforskning. NINA Rapport 1299.

43




NINA Rapport 1586

Furlan, EM & Gleeson, D. 2016. Environmental DNA detection of redfin perch, Perca fluviatilis.
Conservation Genetics Resources 8(2): 115-118.

Gozlan, RE. 2009. Response by R Gozlan: Biodiversity crisis and the introduction of non-native fish:
solutions, not scapegoats. Fish and Fisheries 10(1): 109-110.

Gozlan, RE, Britton, JR, Cowx, | & Copp, GH. 2010. Current knowledge on non-native freshwater fish
introductions. Journal of Fish Biology 76(4): 751-786.

Hesthagen, T & Sandlund, OT. 2012. Gjedde, se@rv og suter: status, vektorer og tiltak mot ugnsket
spredning. NINA Rapport 669. Norsk institutt for naturforskning.

Hesthagen, T & Kleiven, E. 2013. Forekomst av reproduserende bestander av bekkergye (Salvelinus
fontinalis) i Norge pr. 2013. NINA Rapport 900. Norsk institutt for naturforskning.

Hesthagen, T, Sandlund, OT, Finstad, AG & Johnsen, BO. 2015. The impact of introduced pike (Esox
lucius L.) on allopatric brown trout (Salmo trutta L.) in a small stream. Hydrobiologia 744(1):
223-233.

Hesthagen, T & Sandlund, OT. 2016. Spredning av ferskvanns-fisk i Norge. En fylkesvis oversikt og
nye registreringer i 2015. NINA Rapport 1205. Norsk institutt for naturforskning.

Hesthagen, T & Sandlund, OT. 2016. Tiltaksrettet kartlegging og overvaking av fremmed
ferskvannsfisk — en tilstandsvurdering av spredning pr. 2016. NINA Rapport 1302. Norsk
institutt for naturforskning.

Hesthagen, T & Sandlund, OT. 2017. Canadargye — fremmed fisk med potensial for stor skade. NINA
Fakta nr. 1-2017

Hesthagen, T, Bolstad, GH & Kleiven, E. 2018. Distribution of brook trout (Salvelinus fontinalis) across
Norwe-gian watersheds - is it an invasive species? . Fauna norvegica 38: 1-8.

Kleiven, E & Hesthagen, T. 2012. Fremmede fiskearter i ferskvann i Aust-Agder - Historikk, status og
konsekvenser. NINA Rapport 665. Norsk institutt for naturforskning.

Lacoursiére-Roussel, A, Co6té, G, Leclerc, V & Bernatchez, L. 2016. Quantifying relative fish
abundance with eDNA: a promising tool for fisheries management. Journal of Applied
Ecology 53(4): 1148-1157.

Lacoursiére-Roussel, A, Rosabal, M & Bernatchez, L. 2016. Estimating fish abundance and biomass
from eDNA concentrations: variability among capture methods and environmental conditions.
Molecular Ecology Resources: n/a-n/a.

Leung, B, Lodge, DM, Finnoff, D, Shogren, JF, Lewis, MA & Lamberti, G. 2002. An ounce of
prevention or a pound of cure: bioeconomic risk analysis of invasive species. Proceedings of
the Royal Society B 269(1508): 2407-2413.

Matejusova, |, Doig, F, Middlemas, SJ, Mackay, S, Douglas, A, Armstrong, JD, Cunningham, CO &
Snow, M. 2008. Using quantitative real-time PCR to detect salmonid prey in scats of grey
Halichoerus grypus and harbour Phoca vitulina seals in Scotland - an experimental and field
study. Journal of Applied Ecology 45(2): 632-640.

Minamoto, T, Uchii, K, Takahara, T, Kitayoshi, T, Tsuji, S, Yamanaka, H & Doi, H. 2017. Nuclear

internal transcribed spacer-1 as a sensitive genetic marker for environmental DNA studies in
common carp Cyprinus carpio. Molecular Ecology Resources 17(2): 324-333.

44




NINA Rapport 1586

Miya, M & Nishida, M. 2000. Use of mitogenomic information in Teleostean molecular phylogenetics:
a tree-based exploration under the maximum-parsimony optimality criterion. Molecular
Phylogenetics and Evolution 17(3): 437-455.

Miya, M, Sato, Y, Fukunaga, T, Sado, T, Poulsen, JY, Sato, K, Minamoto, T, Yamamoto, S,
Yamanaka, H, Araki, H, Kondoh, M & lwasaki, W. 2015. MiFish, a set of universal PCR
primers for metabarcoding environmental DNA from fishes: detection of more than 230
subtropical marine species. Royal Society Open Science 2(7): 150088.

Museth, J, Johnsen, SI, Eloranta, A, Sandlund, OT, Linlgkken, A, Baerum, KM & Dokk, JG. 2017.
Fiskesamfunnet i Storsjgen i 2016. Effekter av reguleringsinngrep, fiske og introdusert krgkle.
NINA Rapport 1347. Norsk institutt for naturforskning.

Nathan, LR, Jerde, CL, Budny, ML & Mahon, AR. 2015. The use of environmental DNA in invasive
species surveillance of the Great Lakes commercial bait trade. Conservation Biology 29(2):
430-439.

Olsen, J, Lewis, C, Massengill, R, Dunker, K & Wenburg, J. 2015. An evaluation of target specificity
and sensitivity of three gPCR assays for detecting environmental DNA from Northern Pike
(Esox lucius). Conservation Genetics Resources 7(3): 615-617.

Pont, D, Rocle, M, Valentini, A, Civade, R, Jean, P, Maire, A, Roset, N, Schabuss, M, Zornig, H &
Dejean, T. 2018. Environmental DNA reveals quantitative patterns of fish biodiversity in large
rivers despite its downstream transportation. Scientific Reports 8(1): 10361.

Roy, M, Belliveau, V, Mandrak, NE & Gagné, N. 2018. Development of environmental DNA (eDNA)
methods for detecting high-risk freshwater fishes in live trade in Canada. Biological Invasions
20(2): 299-314.

Sala, OE, Chapin, FS, Armesto, JJ, Berlow, E, Bloomfield, J, Dirzo, R, Huber-Sanwald, E, Huenneke,
LF, Jackson, RB, Kinzig, A, Leemans, R, Lodge, DM, Mooney, HA, Oesterheld, M, Poff, NL,
Sykes, MT, Walker, BH, Walker, M & Wall, DH. 2000. Biodiversity - Global biodiversity
scenarios for the year 2100. Science 287(5459): 1770-1774.

Schrader, C, Schielke, A, Ellerbroek, L & Johne, R. 2012. PCR inhibitors — occurrence, properties
and removal. Journal of Applied Microbiology 113(5): 1014-1026.

Shafi, M & Maitland, M. 1971. Comparative aspects of the biology of pike Esox lucius in two Scottish
lochs. Proceedings of the Royal Society of Edinburgh 71B.

Shokralla, S, Hellberg, RS, Handy, SM, King, | & Hajibabaei, M. 2015. A DNA mini-barcoding system
for authentication of processed fish products. Scientific Reports 5: 15894.

Taberlet, P, Bonin, A, Zinger, L & Coissac, E. 2018. Environmental DNA: for biodiversity research
and monitoring. Oxford University Press, Oxford.

Takahara, T, Minamoto, T, Yamanaka, H, Doi, H & Kawabata, Zi. 2012. Estimation of fish biomass
using environmental DNA. PLoS ONE 7(4): e35868.

Thomsen, PF, Kielgast, J, Iversen, LL, Mgller, PR, Rasmussen, M & Willerslev, E. 2012. Detection of
a diverse marine fish fauna using environmental DNA from seawater samples. PLoS ONE
7(8): e41732.

Thomsen, PF, Kielgast, JOS, Iversen, LL, Wiuf, C, Rasmussen, M, Gilbert, MTP, Orlando, L &
Willerslev, E. 2012. Monitoring endangered freshwater biodiversity using environmental DNA.
Molecular Ecology 21(11): 2565-2573.

Valentini, A, Taberlet, P, Miaud, C, Civade, R, Herder, J, Thomsen, PF, Bellemain, E, Besnard, A,
Coissac, E, Boyer, F, Gaboriaud, C, Jean, P, Poulet, N, Roset, N, Copp, GH, Geniez, P, Pont,

45




NINA Rapport 1586

D, Argillier, C, Baudoin, J-M, Peroux, T, Crivelli, AJ, Olivier, A, Acqueberge, M, Le Brun, M,
Mgller, PR, Willerslev, E & Dejean, T. 2016. Next-generation monitoring of aquatic
biodiversity using environmental DNA metabarcoding. Molecular Ecology 25(4): 929-942.

Wilcox, TM, McKelvey, KS, Young, MK, Jane, SF, Lowe, WH, Whiteley, AR & Schwartz, MK. 2013.
Robust detection of rare species using environmental DNA: the importance of primer
specificity. PLOS ONE 8(3): €59520.

Wilcox, TM, Carim, KJ, McKelvey, KS, Young, MK & Schwartz, MK. 2015. The dual challenges of

generality and specificity when developing environmental DNA markers for species and
subspecies of Oncorhynchus. PLoS ONE 10(11): e0142008.

46




NINA Rapport 1586

7 Vedlegg
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Vedlegg tabell 1. Oversikt over publiserte og tilgjengelige markarer for fremmede ferskvannsfisk.

Art

Abbor
Bekkergye

Canadargye

Dvergmalle

Gjedde
Gjedde
Gjedde
Gjedde

Gullfisk

Karpe
Karpe
Karpe
Karpe
Karuss

Mort
Pukkellaks

Pukkellaks
Regnbuegrret

Regnbuegrret

Regnlaue
Solabbor
Solabbor
Sgrv
Drekyt

Referanse

Furlan og Gleeson (2016)
Wilcox mfl. (2013)

Lacoursiere-Roussel mfl. (2016)

ERI Report 44 Hydrolysis assays internal re-

port
Olsen mfl. (2015)

Olsen mfl. (2015)
Olsen mfl. (2015)
Fossgy mfl. (2017)

Andersen mfl. (in print)

Eichmiller mfl. (2014)
Minamoto mfl. (2017)
Minamoto mfl. (2017)
Takahara mfl. (2012)
Roy mfl. (2018)
Fossgy mfl. (2017)

Andersen mfl. (in print)

Upublisert Jens Carlson, UCD
Wilcox mfl. (2015)

Andersen mfl. (in print)

Davison mfl. (2016)
Davison mfl. (2016)
Andersen mfl. (in print)
Nathan mfl. (2015)
Fossgy mfl. (2017)

Software brukt til pri-
merdesign

NA

Primer Express

Primer Express
Primer Express
Primer Express

Genious og Primer Ex-
press

Geneious og Primer Ex-
press

Primer Express

Primer Express
Primer Express
NA

Primer Express

Geneious og Primer Ex-
press
Geneious og Primer Ex-
press

Decipher and Primer Ex-
press

Geneious og Primer Ex-
press

Primer-Primer assay

Primer-Primer assay
Primer-Primer assay
NCBI BLAST

Geneious og Primer Ex-
press

Gen

12S
CytB

Col

col

CTRL
CytB
CytB

col

CytB
CytB
ITS
CytB
col
16S

col

NADH

CytB

Col
Col
CytB
CTRL
CTRL

Probe

Ja

Ja

Ja

Ja
Ja
Ja

Ja

Ja

Ja
Ja
Ja
Ja
Ja

Ja

Ja

Ja

Ja

Nei
Nei
Nei
Nei

Ja

Produktlengde

92
140

66

64
97

149
NA
84
78
110
62

163

102
78

251
310
132
203
69

Annealing
temperatur

60
53

NA

60
60
60
58

60

60
58
58
60
58
58

60

60
60

61
61
61
NA
58

Testet for kryss-
amplifikasjon
Ja

Amplifiserer med
Bull trout
Ja

Ja
Ja
Ja

Ja
Ja

Ja
Ja
Ja
Ja
Ja

Ja
Ja

Ja

Ja
Ja

Ja
Ja
Nei
Ja

Ja

Testet pa
vannprgver

Kommentar

Ikke offentlig tilgjengelig

Ikke offentlig tilgjengelig



Vedlegg tabell 2. PCR-protokoller for gqPCR-analyser kjgrt av NIVA i dette studiet.

Art

Drret

Karpe

Brekyt

Solabbor

Primer navn

Salmonid FOR

S. trutta REV

S. trutta Probe
CpITS1-F

CpITS1-R

CplITS1-P
Orekyt_CTRL_19-42_F
Orekyt_CTRL_68-88 R
Orekyt_CTRL_51-64 P
L.gibb_F

L.gibb_R

L.gibb_P

LGCB1f

LGCB1r

LeGi-16S-F

LeGi-16S-R

DNA-sekvens (Forward, reverse og probe)

CGGAGCATCTTTCTTCTTTATCTG T
CTCCGATATTTCAGGTTTCTTTATATAGG
VIC -CGAGGACTCTACTATGGTTC-MGB
TTCAAAGACCCCCCGTAAC
GCCATGCCGCACACA
VIC-TCACGACCCCCCTTATTTTTTCCAAAACC-TAMRA
GGATGGCTAACCCATATCTCAACT
GTCAAACCCCAAAAGCAAGGA
FAM-CGCACGCTCTCGAA
GCCTAGCCACCCAAATTCTCACA
ACACATCTGCCGTGATGT
TGATATCGCAACCGCTTTCTCCTCAGT
AACATGAAACATCGGAGTCGTCTTG
TAGGGCACTGCTGAAAGGAGATTT
GGACACGGGGCTAAACCAAAT
GGGCTCTTAGTTGTGGAATTGCA

Annealing
temperatur
60

58

60

58

68

68

Sekvens (nM)

900

900

250

900

900

120

900

900

250

900

900

250

400

400
1000
1000

Produkt lengde (bp)

95

84

100

132

113

Referanse

Matejusova mfl. (2008)

Minamoto mfl. (2017)

Fossgy mfl. (2017)

Thaulow mfl. (upublisert)

Clusa og Garcia-Vazquez (2018)



Vedlegg tabell 3. Fremmede arter (R=regionalt fremmed, F=fremmed) i prioritert rekkefglge med informasjon om problemomréader i Norge.

Prioritet

10
11
11
11
11
11
11
11
11

Art

Gjedde

Pukkellaks
Regnbuegrret

Brekyt

Sgrv
Mort

Abbor
Sandkryper

Suter

Karpe
Krgkle
Bekkergye
Canadargye
Dvergmalle
Gullfisk
Karuss
Lagesild
Regnlaue
Solabbor

Fremmed

R

F

M| T X X M M m M X M

kategori

Problemomrader i Norge

Oppland, Buskerud, Telemark, Hordaland, Ro-
galand, Trgndelag

@st-Finnmark spesielt, sgr til og med Horda-
land

Hordaland, Sogn og Fjordane,
Romsdal, Trgndelag

Mgre og

Ser-Norge, pluss Trgndelag og Nordland

Telemark, Agder, Rogaland

Telemark, @stlandet

Hordaland, Trgndelag

Buskerud/Vestfold (Numedalslagen),
Agder (Nesheimvassdraget)

Rogaland, Aust-Agder, Telemark, Akershus,
Oppland

Nedre Telemark, Akershus, @stfold

Vest-

Hedmark

Agder, Telemark, Hedmark
Nord-Trgndelag

Akershus (Asker, Baerum), Oslo
Agder, @stlandet

Ser-Norge

Finnmark (Pasvik)

Agder

Akershus, Buskerud, @stfold

Prioritetsomrader i Norge

1. Sperillen/Begnavassdraget
2. Krgderen/Hallingdalselva
3. Telemarksvassdraget

4, @lja/Nordmarksvassdraget
5. Rogaland

6. Trgndelag

Finnmark

1.Hardangervidda (Hordaland og Buskerud),
2.Nordland (Rgssaga), 3.Rogaland
(Suldalsomradet)

1. Telemark (Grenlands-omradet) 2. Agder, 3. Ro-
galand (Jeeren), 4.0ppland (Hunnselva)

1.0ppland 2. Heddalsvatnet (Skiensvassdra-
get, 3. Rgrosomradet, 4. Trysil

Hordaland

1.Naer Numedalslagen og
2.Nesheimvassdraget
Rogaland (Tysveer, Haugesund), Agder, Telemark
(Grenland), Oppland (Gran).
1. Nedre Telemark

Rendalsvassdraget (Storsjgen)

Agder

Nord-Trgndelag, Hedmark (Narsjgen)
Asker, Bseerum, Oslo

Enkeltlokaliteter

Ser-Norge

Finnmark (Pasvik)

Agder

Akershus (Asker),
(Moss)

Buskerud, (Rgyken) @stfold

Eksisterende overvaking

1. Eget prosjekt pa fiske-
sperra i Telemarkskanalen i
2018

Norske lakseelver
Norske lakseelver

FIST 2021 (Rgssvatn), eget
prosjekt fra Fylkesmannen i
Hordaland pa Hardanger-
vidda i 2018

Nei

Nei

Nei
Nei

Nei

Nei
Nei
Nei
Nei
Nei
Nei
Nei
Nei
Nei
Nei

Egen overvaking

Ja

Nei

Nei

ngdvendig

Tiltak
mulig

Ja

Ja

Ja

Ja
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