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Sammendrag

Jensen T.C., Brandsegg H., Beekkelie K.A.E., Davey M., Fossgy F., Lungrin E., Majaneva M.;
Schartau A.K., Velle G., Walseng B. 2021. DNA-baserte metoder som verktgy i overvaking av
invertebrater i innsjger. NINA Rapport 2044. Norsk institutt for naturforskning.

DNA-baserte metoder er en type metoder for overvaking og kartlegging av biologiske organis-
megrupper, og metodene har et stort potensial for anvendelse i ferskvann. Metodene har gjen-
nomgatt en rask utvikling, men fokuset har veert pa bunndyr og elver. Det har veert forholdsvis

lite fokus pa bruk av DNA-baserte metoder i innsjger.

Smakreps og bunndyr er viktige indikatororganismer i overvakingen av innsjger i Norge. Forma-
let med denne pilotstudien var a teste ut DNA-baserte pragvetyper og innsamlingsmetoder til
kartlegging av smakreps og bunndyr i overvakingssammenheng, samt & sammenligne denne

metodikken med tradisjonell innsamlings- og bestemmelsesmetodikk.

Seks innsjger i delprogram @st av overvakingsprogrammet @KOFERSK inngikk i undersakel-
sen. | alle innsjgene ble det tatt litorale og pelagiske smakrepspraver. | fire av innsjgene ble det
tatt bunndyrpraver i litoralsona og i utlgpselven. For begge organismegrupper ble det tatt prgver
med konvensjonell pravetakingsmetodikk (planktonhav og bunndyrhav) og miljgDNA-praver (filt-
rerte vannpraver). For hver stasjon omfattet prgveopparbeidingen for bade smakreps og bunn-
dyr: i) en planktonprgve/sparkeprgve opparbeidet med konvensjonell metodikk (stereolupe/mik-
roskop), ii) to planktonpraver/sparkeprgver for DNA-ekstraksjon/PCR/sekvensering, og iii) to
vannprgver for DNA-ekstraksjon/PCR/sekvensering. For smakreps ble DNA-ekstraksjonen gjort
pa hele smakrepsprgven (bulkprave). For bunndyr ble DNA-ekstraksjonen gjort pa sprit fra bunn-
dyrpragvene (EtOH-prave). For bunndyrprgvene og de filtrerte vannprgvene ble det brukt en uni-
versell eukaryot-markar for det mitokondrielle genet COI. Siden denne markgren ikke er sa vel-
egnet til & amplifisere en del vanlige arter av calanoide hoppekreps (Calanoida) modifiserte vi
markaren til bruk for smakreps. Det ble brukt to «trenede referansedatabaser» til artsidentifika-

sjon.

Siden det ble brukt en markgr som er utviklet til & fange opp sa mange akvatiske smakreps- og
bunndyrarter som mulig, resulterte det i at spesifisiteten varierte svaert mye mellom bulk/EtOH-
og vannprgver. Stgrstedelen av DNAet i en vannprgve bestar av bakterier, sopp og encellete
alger, som ogsa fanges opp av en generell markgr. Ved a bruke en mer spesifikk markar kom-
binert med ekstraksjon av DNA fra organismer/prgvefiksativ, kan DNA-metastrekkoding bli enda
mer anvendbar ved & utelukke artene som ikke er malgruppe. Det ble registrert vesentlig flere

arter smakreps med konvensjonelle metoder sammenlignet med DNA-baserte metoder, hvilket
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kan forklares med darlig dekningsgrad for strekkoder i referansebiblioteket (BOLD) for de norske
artene. Det var ogsa stor forskjell mellom de to anvendte DNA-metodene for smakreps. Bulk-
prgver oppnadde starre likhet med konvensjonelle praver enn vannprgver bade mht. antall arter
registrert og artssammensetningen. For bunndyr var det ikke sa stor forskjell i artsantall og arts-
sammensetningen mellom de ulike metodene som det var for smakreps. Dette gjaldt szerlig antall
arter registrert, der det var liten forskjell mellom etanolprgver og vannprgver i sammenligningen

med konvensjonelle prgver.

| et kortere tidsperspektiv vil det veere mer hensiktsmessig a satse videre pa konvensjonell prg-
vetakingsmetodikk og bruk av bulkprgver og etanolprgver fremfor innsamling av miljg-DNA fra
vannprgver for hhv. smakreps og bunndyr. Inntil videre er anbefalingen imidlertid at man fortset-
ter med konvensjonelle metoder som brukes i dag inntil ulike utfordringer knyttet til de DNA-

baserte metodene er lgst og disse metodenes anvendelighet er vurdert ngyere.
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Forord

Norsk institutt for naturforskning (NINA) har gjennomfgrt en undersgkelse av DNA-baserte me-
toder for kartlegging av smakreps og bunndyr i overvakingssammenheng som et pilotstudium.
Arbeidet er finansiert med tilskudd fra Miljgdirektoratet, men NINA har ogsa selv bidratt med
ressurser. Prosjektet kunne gjennomfares til en relativt lav kostnad da prgvetakingen har veert
samkjgrt med feltarbeidet pa delprogram @st av overvakingsprogrammet @KOFERSK. Dess-
uten er resultatene fra konvensjonelle prgver for smakreps og bunndyr fra overvakingsprogram-
met brukt i undersgkelsen. NINA har statt for gjennomfaring av feltarbeidet, opparbeiding av
smakrepsprgvene og bunndyrpraver fra en av de undersgkte innsjgene (Jstre Bjonevatnet),
mens NORCE har talt bunndyrpravene fra de tre andre innsjgene der bunndyrfaunaen er under-
sekt. De genetiske analysene er giennomfart pA NINAs genetikk-lab i Trondheim. Vi vil gjerne
fa takke Ruth Halldis Rustad og Knut Rustad for 1an av bat i Atnsjaen, Thoralf Grgtting for 1an av
bat og hjelp til feltarbeid i Stortjgnna, Ole Kristian Serli for 1an av bat i Dstre Bjonevatnet, Norsk
institutt for vannforskning for Ian av bat i Langtjern. Alle bidragsytere samt Miljgdirektoratets kon-

taktperson Steinar Sandgy takkes for godt samarbeid.

Oslo, november 2021

Thomas Correll Jensen
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1 Innledning

| forbindelse med gjennomfaringen av vannforskriften i Norge er det et behov for a utvikle effektiv
overvakingsmetodikk. Dette inkluderer et behov for & vurdere ny teknologi for & sikre effektiv og
tilfredsstillende innsamling av informasjon om de biologiske kvalitetselementene som inngar i
klassifiseringssystemene for vannforekomstene (Miljgdirektoratet 2016). DNA-baserte metoder
er en ny familie av metoder for overvaking og kartlegging av biologiske organismegrupper, og
metodene har et stort potensial for anvendelse i ferskvann. Nyere studier viser at metodikkene
er sammenlignbare med konvensjonelle metoder som anvendes i tilknytning til vanndirektivet
(Elbrecth mfl. 2017). Metodene har gjennomgatt en rask utvikling, men fokuset har veert pa bunn-
dyr og elver. Det har vaert forholdsvis lite fokus pa bruk av DNA-baserte metoder i innsjger.
F.eks. har miljg-DNA erstattet konvensjonelle overvakingsmetoder i forbindelse med overva-
kingen av krepsepest i Norge (Johnsen mfl. 2020). Det er imidlertid fremdeles langt igjen for
DNA-baserte metoder vil kunne anvendes i overvaking som omfatter artsrike organismegrupper
(Thomsen og Willerslev 2015, Deiner mfl. 2017).

Smakreps og bunndyr inngar som to av organismegruppene/kvalitetselementene (KE-er) i den
nasjonale overvakingen av innsjger i Norge (Veileder 02:2018, Klassifisering av miljgtilstand i
vann, Direktoratsgruppa for vanndirektivet). Disse KE-ene er velegnet til bruk i forbindelse med
overvaking/tilstandsvurdering av ferskvann, da de er representert i de fleste vannforekomster og
kan samles inn til en lav kostnad. | tillegg er det vist at de er falsomme for ulike typer av pavirk-
ninger, som for eksempel forsuring og eutrofiering. Datagrunnlaget for begge grupper er dess-

uten godt mht. geografisk dekning i Norge.

DNA-basert identifisering kan i hovedsak gjgres pa to ulike mater: Enten ved a ekstrahere DNA
fra organismene i en bulkpravel, eller ved & ekstrahere DNA fra miljget (livsmediet) organis-
mene lever i. Fgrstnevnte benytter seg av tradisjonell prgvetakingsmetodikk, mens ekstraksjon
av miljg-DNA skjer ved filtrering av vann eller ekstraksjon av DNA fra sediment. Etter ekstrak-
sjon kan DNA fra vannprgver og bulkprgver brukes til & identifisere enkeltarter (med artsspesi-
fikke primere og DNA-strekkoding) eller hele samfunn (med artsgenerelle primere og DNA-
metastrekkoding). DNA-metastrekkoding gjares ved & sammenligne DNA-sekvensene i praven
med et referanse-bibliotek. Referansebiblioteket bestar av DNA sekvenser fra individer som er
identifisert av taksonomiske eksperter og er kvalitetssikret, for eksempel ved & bruke Barcode
of Life Data Systems (BOLD, Ratnasingham og Hebert 2007).

1 For eksempel en komplett prave tatt med planktonhav eller bunndyrhav.
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Miljg-DNA er spor av arvestoff (DNA) hentet fra milijgprgver uten noen apenbare tegn pa biolo-
gisk kildemateriale (Thomsen og Willerslev 2015). Miljg-DNA er altsa alt DNA vi kan finne i en
spesifikk miligprgve. DNA i miljget kan stamme fra hud- og harceller, spytt og avfgring o.l. fra
levende eller nylig d@de organismer (Pietramellara mfl. 2009). Miljg-DNA representerer derfor
ideelt sett alle arter i et gitt gkosystem. | praksis er imidlertid tilstedeveerelse av DNA i miljgprg-
ven avhengig av kroppsstgrrelsen til organismen, morfologi, aktivitetsniva og habitatvalg for de
ulike artene (Taberlet mfl. 2018). Tilstedeveerelse av miljg-DNA kan ogsa variere over tid i en
gitt lokalitet, selv om det biologiske samfunnet er uendret. Det er fordi nedbrytingen av DNA
ikke er konstant og pavirkes av miljgforholdene, og spesielt temperatur og naeringsinnhold
(Eichmiller mfl. 2016).

Innsamling av enkle vannprgver og analyser basert pa milijg-DNA har vist seg & gi starre sann-
synlighet for & finne sjeldne arter enn konvensjonelle metoder (Thomsen mfl. 2012; Biggs mfl.
2015; Valentini mfl. 2016). Miljg-DNA kan derfor veere velegnet for & registrere arter som for-
kommer i lave tettheter. BAde med tanke pa & kartlegge radlistede- og fremmede arter vil dette
derfor kunne veere en nyttig metode. | tillegg kan miljg-DNA ogsa benyttes til & kartlegge hele
eller deler av et artssamfunn, noe som allerede har veert brukt med godt resultat for plante-
plankton (Vuorio mfl. 2020). Men miljg-DNA er ikke alltid like godt egnet til & pavise flercellete
arter i ferskvann, og derfor kan DNA-metastrekkoding av sakalte bulkprgver veere den beste og
samtidig mest kostnadseffektive metoden for bestemmelse av artsgrupper, som for eksempel
bunndyr (Hajibabaei mfl. 2019).

Formalet med denne pilotstudien var a teste ut DNA-baserte metoder (DNA-metastrekkoding)
til kartlegging av smakreps og bunndyr i innsjger i overvakingssammenheng. Vi gnsket & sam-
menligne DNA-metastrekkoding med tradisjonell innsamlings- og bestemmelsesmetodikk i et

utvalg av norske innsjger tilhgrende ulike vanntyper og med ulike pavirkninger.
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2 Metoder
2.1 Provetaking

Denne undersgkelsen inkluderer data fra seks innsjger (figur 2.1). Alle innsjgene er med i del-
program @st av overvakingsprogrammet @KOFERSK (Schartau mfl. 2021). Innsjgene Atnsjgen,
@stre Bjonevatnet, Rondvatnet og Stortjgnna er forholdsvis lite pavirket av menneskelig aktivitet
(god gkologisk tilstand i 2020), mens bade Breidtjern og Langtjern er pavirket av forsuring (mo-
derat gkologisk tilstand i 2020). Innsjgkarakteristika er gitti tabell 2.1, og hver innsjg er presentert

med bilder i figur 2.1.

Tabell 2.1 Innsjger som inngar i undersgkelsen. Data i tabellen er hentet fra Schartau mfl. (2021,
tabell 1 s. 13).

Vanntype Innsjg- | maks- | Kalsium Farge
Vannfore-komst-ID (Vann- h.o.h. areal dyp (mg | Alkalitet | (mg | TOC
Innsjg (NVE nr) Kommune |[Fylke Nett)" Vanntype beskrivelse| (m) (km?) | (m) | ca/t) |(mekv/L)| Pt/L) |(mg/L)
Atnsjgen 002-126-L Stor Elvdal/ lgnlj:qditk/ LEM31113 |Skog, svaert kalkfattig,| oo\ | o | g5 | 075 | 0044 | 9.87 | 157
sioe ad Sgr-Fron €OMATK/ ) EM32413 |sveert klar, dyp : : . : :
Oppland)
Viken Lavland, sveert
Breidtjern 001-3555-L Aremark (Bstfold) - kalkfattig, humgs, 190 0.30 324 0.51 0.013 37.78 | 8.58
grunn
Viken Skog, svaert kalkfattig,
Langtjern 012-3125-R Fla ' . H % 516 | 022 | 12 | 081 | 0.005 - |1039
(Buskerud) humgs, grunn
Innlandet Skog, kalkfatti
@stre Bjonevatnet |012-605-L Gran nniandet | emaaa1p 2108, KaktatlE, 204 23 | =40 | 1.97 | 0075 |4731]|7.25
(Oppland) humgs, grunn
Rondvatnet 002-231-L Sel Innlandet |LEH21113 |Fjell, svaert kalkfattig, | 4 o | 15 | 55 | 026 | 0013 | 463 | 0.0
(Oppland) |LEH21413 |sveertklar, dyp
Stortjgnna 002-32130-L Alvdal Innlandet LEM18112 |Fjell, svaertkalkfattig, | g0 | o6 | 15 | 077 | o046 |1067 | 2.07
(Hedmark) |[LEH18412 |sveertklar, grunn

| fire av innsjgene (Atnsjgen, Breidtjern, Langtjern og Jstre Bjonevatnet) ble det ved ett besgk
(tabell 2.2) i 2020 tatt prgver av bade smakreps og bunndyr i tillegg til filtrerte vannpraver (se
under for detaljer). | Rondvatnet og Stortjgnna ble det ikke tatt prgver av bunndyr. Resultatene
fra de DNA-baserte metodene er presentert i avsnitt 3.1 under og baserer seg pa praver fra alle
seks innsjger. Sammenligningen av konvensjonelle og DNA-baserte metoder presentert i avsnitt
3.2 under er basert pa data fra Atnsjaen, Breidtjern, Langtjern og @stre Bjonevatnet, der det er

data for begge organismegrupper og alle prgvetyper.

a) b)
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Figur 2.1 Innsjgene som inngar i denne undersgkelsen: Atnsjgen (a), Breidtjern (b), Langtjern

(c), Dstre Bjonevatnet (d), Rondvatnet (e), Stortjgnna (f). Foto: Thomas Correll Jensen, NINA.

Prgver av litorale og pelagiske smakreps ble tatt med en planktonhdv (maskevidde 90 um) etter
prosedyre beskrevet i NS-EN 15110 og klassifiseringsveilederen (Veileder 02:2018) (figur 2.2).
| strandsonen (litoralen) ble prgvene tatt som to horisontale trekk i ulikt substrat dersom mulig. |
de apne vannmasser (pelagialen) ble vertikale havtrekk tatt over innsjgens dypeste punkt; fra en

halv meter over bunnen og opp til overflaten. Det ble alltid tatt tre praver; en ble fiksert med lugol

10
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for senere opparbeiding ved hjelp av stereolupe (konvensjonelle prgver, heretter benevnt «mor-
fologi» eller «kkonvensjonell prave»), to ble fiksert med 96 % etanol til en sluttkonsentrasjon > 70

% for senere DNA-ekstraksjon pa lab (heretter benevnt «bulk» eller bulkprave).

Tabell 2.2 Innsamlingstidspunkt i 2020 for smakreps og bunndyr i de undersgkte innsjgene

Innsjg Smakreps Bunndyr
Atnsjgen 17. august 5. oktober
Breidtjern 10. september 10. september
Langtjern 8. september 8. september

Jstre Bjonevatnet

13. august

13. oktober

Rondvatnet*

1. september

Stortjgnna*

3. september

*| Rondvatnet og Stortjgnna ble det bare tatt litorale smakrepspraver

For innsamling av bunndyr ble sparkemetoden (kvalitativ) benyttet i henhold til norsk standard
(NS-ENIS0O10870) og klassifiseringsveilederen (Veileder 02:2018) (figur 2.2). Prgvene ble tatt
med handholdt hav (maskevidde 500 um) og det ble sparket tre minutter per prave. Det ble tatt
tre praver i litoralsonen og tre i utlgpselven/-bekken fra innsjgen. Etter at mesteparten av vannet
var fjernet ble alle prgvene konservert med 96 % etanol (sluttkonsentrasjon > 70 %). En av
pravene ble opparbeidet ved hjelp av stereolupe pa lab (konvensjonelle praver, heretter benevnt
«morfologi» eller «konvensjonell prave»), de to andre ble brukt for senere DNA-ekstraksjon pa

lab (heretter benevnt «EtOH> eller «etanolprgve»).

2
% ¥

TR ‘»'«""‘f‘;'x
|

il

B

Figur 2.2 Prgvetaking av smakreps i litoralsonen (a) og i utlgpselv (b) fra en innsjg. Foto: Knut
Andreas Eikland Baekkelie, NINA.

For de prgvene som skulle brukes til DNA-ekstraksjon ble etanolen forsiktig byttet ut samme

kveld som prgvene var tatt for & sikre tilstrekkelig hgy etanolkonsentrasjon.
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| tillegg til smakrepsprgver og bunndyrpraver tatt med hav ble det ogsa filtrert vannpragver (med
miljg-DNA) for senere DNA-ekstraksjon pa lab (heretter benevnt «vann» eller «vannprgve»).
Vannprgvene ble tatt som blandprgver fra rett under overflaten. Hver vannprgve ble sa filtrert
igiennom et NatureMetrics GF 5.0/PES 0.8 um-filter ved hjelp av en batteridrevet peristaltisk
pumpe (Burkle Vampire) (figur 2.3). Filtrene ble lagret i ATL-buffer (Qiagen) frem til videre ana-

lyser i lab. Det ble alltid tatt to paralleller, og det ble filtrert mellom 2 til 4 liter per prgve.

8 Figur 2.3 Filtrering av eDNA-prgve. Foto:
% Juliet Landrg, NINA.

2.2 Konvensjonelle bestemmelsesmetoder

Alle smakreps (Cladocera, Calanoida og Cyclopoida), med unntak av sma stadier av hoppekreps
(copepoditter og nauplier), er bestemt til art. Anvendt bestemmelseslitteratur er gitt i Solheim mfi.
(2018 og 2019). Prgver med mange individer (anslagsvis > 200 ind.) er fraksjonert (subsamplet)
for artsbestemmelse, men hele praven er giennomgatt for registrering av arter med fa individer

i praven.
Bunndyrpravene ble ogsa subsamplet, mens hele prgven ble gjennomgatt for registrering av

arter med fa individer i prgven. Bunndyrartene er identifisert etter standard bestemmelseslittera-

tur og taksonomisk opplgsning gitt i Petrin mfl. (2016).
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2.3 DNA-baserte bestemmelsesmetoder

2.3.1 Ekstraksjon av DNA

Vi ekstraherte DNA fra tre ulike prgvetyper:

1) Miljg-DNA fra vann filtrert pa NatureMetrics GF 5.0/PES 0.8 um-filter, heretter kalt
«vann»
2) Bulkprgver av smakreps (bulkpraver)

3) Filtrert etanol fra bunndyr bulkprgver (etanolprgver)

Vannprgvene ble inkubert over natten med 2000 pl buffer ATL (Qiagen) og 130 pL proteinase K
(2:10 fortynning, Qiagen). DNA ekstraksjonen ble gjort med Nucleospin Plant Il Midi-kit uten
forfilter og med 1000 uL buffer AL (Qiagen) og 1000 pL EtOH. Det ble brukt 1000 uL vaskebuffer
AW1 (Qiagen) og 3000 ul vaskebuffer AW2 (Qiagen). DNA ble re-eluert i 200 pl av buffer AE

(Qiagen).

| den andre ekstraksjonen (bulk), ble hele smakrepspraver overfgrt til 50 ml Matrix D rgr (MP
Biomedicals). Prgvene ble tgrket i varmeskap, og ristet pa FastSPIN ved 4.0 i 20 sek. Pravene
ble sa inkubert over natten med 4500 pl buffer ATL og 500 pl proteinase-K. Prgvene ble deretter
overfgrt til forfilterkolonne og videre protokoll var den samme som for vannprgvene, men DNA
ble re-eluert i 300 ul av buffer AE.

DNA fra EtOH-pragvene ble ekstrahert ved at sprit fra sparkeprgvene fgrst ble filtrert gjennom
500 um filterduk, deretter gjennom 2.0 um glassfiberfilter (Merck Millipore), far DNA ble isolert

pa samme mate som vannprgvene.

2.3.2 Oppsett av bibliotek

Vi brukte en universell eukaryot-markgr for det mitokondrielle genet COIl, BF3BR2 (Elbrecht og
Leese 2017, Elbrecht mfl. 2019). Siden denne markgren ikke er sa velegnet til & amplifisere en
del vanlige arter av calanoide hoppekreps (Calanoida) modifiserte vi den slik at markaren ble
mer universell (Tabell 2.3). Denne modBF3BR2-markgren ble bare brukt for & amplifisere bulk-
praver av smakreps. De to genetiske markarene ble amplifisert i en standard to-trinns lllumina-
protokoll. En farste PCR inkluderte primere med «overhang adaptor»-sekvenser, etterfulgt av en
andre PCR for 4 tilsette lllumina-indekser. PCR-produktene ble kvalitetssjekket pa en Tape Sta-
tion (Agilent 4200) og renset med magnetiske kuler (MAG-BIND RXN PURE PLUS) etter hver
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PCR. Til slutt ble prgvene normalisert til samme mengde DNA og slatt sammen til et bibliotek for
sekvensering. Markgrene ble sekvensert pa en Illlumina NovaSeg-maskin ved Norwegian Se-

guencing Centre i Oslo.

Tabell 2.3 Primere som ble brukt for & amplifisere vann-, EtOH (BF3BR2), og bulk (modBF3BR2)

prever. Modifiserte baser er skrevet med fet skrift.

Markgar Fram- Sekvens Referanse |Revers |Sekvens Referanse
over
BF3BR2 BF3 CCHGAYATRGCH |Elbrecht mfl |BR2 TCDGGRTGNCCR |Elbrecht og
TTYCCHCG 2019 AARAAYCA Leese 2017
modBF3BR2 |modBF3 |SCNGAYATRGCN |[Denne stu- |modBR2 |TCNGGRTGNCCR |Denne studie
TTYCCNCG die AARAAYCA

2.3.3 Bioinformatiske analyser

Sekvenseringsresultatene ble analysert i programmet dada2 (Callahan mfl. 2016) for & generere
Amplicon Sequence Variants (ASV-er) ). Ved & bruke ASV-er kontrollerer man for usikkerheten
i DNA-sekvensen for hver analyse (bade innen og mellom sekvenseringsmaskiner) og genererer
derfor biologisk meningsfylte DNA-sekvenser (genotyper) med faerre amplifiserings- og sekven-
seringsfeil (Callahan mfl. 2017). Flere studier har vist at denne tilnaermingen reduserer antall
grupper/arter («operational taxonomic units» (OTUSs) eller ASV-er) og ikke minst reduserer risi-
koen for falske genotyper og dermed feilaktig pavisning av arter som ikke finnes i prgven (Caruso
mfl. 2019). For a tilegne hver ASV til et taksonomisk niva benyttet vi RDP-Classifier (Wang mfl.
2007) og to «trenede referansedatabaser». Den fgrste referansedatabasen er satt sammen av
nesten en million COl-sekvenser fra artropoder og chordater (Porter og Hajibabaei 2018). Data-
basen ble opprinnelig utviklet med fokus pa Nord-Amerika, men man har i 2020 gatt gjennom
norsk navneliste i Artsdatabanken og inkludert strekkoder for 4061 norske arter (Astrém mifl.
2020). For smakreps har vi laget en egen referansedatabase ved at vi tok alle offentlig tilgjeng-
elige smakreps-sekvenser fra BOLD som ble vurdert a vaere gode nok, og la dem til et utvalg av
sekvenser fra den fgrste referansedatabasen (alle ikke-Insecta sekvensene + 50 000 tilfeldig
valgt Insecta sekvenser). For & sikre resultater fra RDP-Classifier, tok vi alle arter som ble klas-
sifisert som Metazoa og identifiserte den mest frekvente sekvensen innenfor hvert artsnavn ved
hjelp av BOLD sitt identifikasjonssgk, som ogsa inkluderer private sekvenser (ikke tilgjengelige).
Hvis RDP-Classifer og BOLD ga forskjellige artsnavn, brukte vi identiteten fra BOLD. Denne
tilneermingen forutsetter at sekvensene som er tilknyttet det samme artsnavnet i RDP-Classifier
resultatene, stammer fra en og samme art, til tross for at arten mangler i referansebiblioteket.
Dette er kanskje ikke sant i noen tilfeller der sekvenslikhet med en sekvens i referansebiblioteket
er lav (som vi ser i resultatene for den calanoide hoppekrepsen Eudiaptomus gracilis). Vi inklu-

derte bare taksa som ble identifisert til arts-, slekt- eller familieniva.
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2.4 Dataprosessering og statistiske analyser

Til sammenligningen av resultater fra konvensjonelle og DNA-baserte metoder har vi brukt den
navnsetting som brukes for henholdsvis smakreps og bunndyr i de nasjonale overvakingspro-
grammene. Artsbestemmelse av smakreps skjer her, sa sant mulig, til art i henhold til artsnavn
registrert i Artsnavnebasen, mens det for bunndyr brukes standardisert taksonomisk opplgsning
i henhold til Petrin mfl. (2016). Taksalistene for de DNA-baserte metodene ble gjennomgatt slik
at disse ogsa fulgte samme standard. For bade smakreps og bunndyr ble i tillegg resultatene fra
de DNA-baserte metodene sjekket mot den kjente norske faunaen for de to gruppene basert pa
artskart og ekspertvurdering. Apenbare feilbestemmelse av arter som ikke finnes i Norge ble
fiernet. Taksalistene for smakreps inneholdt noen uspesifikke bestemmelser og disse ble fiernet

for sammenligningen med de konvensjonelle pravene.

Til sammenligningen av resultatene for smakreps og bunndyr beregnet vi ulike proksier for arts-
antall/diversitet. For smakreps inkluderte vi totalt antall arter av smakreps tilhgrende gruppene
vannlopper (Cladocera), calanoide hoppekreps (Calanoida) og cyclopoide hoppekreps (Cyclo-
poida), samt antall arter av hver av disse tre grupper. For bunndyr brukte vi antall arter av dggn-
fluer (Ephemeroptera), steinfluer (Plecoptera), varfluer (Trichoptera), antall EPT-taksa i tillegg til
totalt antall bunndyrtaksa.

@kologisk tilstandsklassifisering i henhold til vannforskriften baserer seg pa ulike indekser for de
forskjellige biologiske kvalitetselementene. For & undersgke om variasjon i taksonomisk detek-
sjonsevne mellom de ulike metodene pavirker indeksverdiene og dermed gkologisk tilstand, be-
regnet vi utvalgte indekser for smakreps og bunndyr for taksalister fra de ulike metodene. For
smakreps inkluderte vi indeksen LACI-1 som er utviklet for tilstandsklassifisering av innsjger i
forhold til forsuring, og som er inkludert i det norske klassifiseringssystemet (Veileder 02:2018).
Indeksen baserer seg pa tilstedeveerelse av indikatorarter med ulik toleranse for forsuring. LACI-
1 er utviklet for sveert kalkfattige, klare innsjger. Poenget her er ikke & gjiennomfare en tilstands-
klassifisering av innsjgene, men a vise hvordan mulig variasjon i taksonomisk bestemmelse
grunnet ulike metoder vil pavirke tilstandsklassifiseringen. LACI-1 er utviklet for svaert kalkfattige,
klare innsjger. Indeksen er regnet ut for alle tre prgvetyper (morfologiprgver, bulkprgver og vann-
praver). Klassegrensene for indeksen er brukt til & illustrere i hvilken utstrekning mulig variasjon
i taksonomisk bestemmelse pavirker tilstandsklassifiseringen. For bunndyr regnet vi ut ASPT-
indeksen (Average Score per Taxon). Den brukes til & male effekter av eutrofiering og organisk
belastning i norske vassdrag. Denne indeksen er forholdsvis grov og bruker taksa pa et hgyere

taksonomisk nivd. ASPT-indeksen er utviklet for rennende vann, og brukes saledes ikke
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vanligvis for tilstandsklassifisering av innsjger. Vi har likevel valgt & bruke den her for & under-

seke mulig effekt av taksonomisk bestemmelse pa indeksverdiene.

Resultatene for de ulike proksiene for artsantall nevnt over ble analysert med generaliserte mik-
sede linesere modeller (GLMM) med Poisson-fordeling som link-funksjon. Forklaringsvariablene
metode (morfologipregver, bulkprgver og vannpraver) og stasjon (pelagisk og litoral for smakreps,
utlap og litoral for bunndyr) ble lagt til som fikserte variabler og innsjg (Atnsjgen, Breitjern, Lang-

tiern og Jstre Bjonevatnet) som tilfeldig variabel.

Graden av overensstemmelse i identifisering av smakreps- og bunndyrtaksa ved sammenligning
av metoder ble ogsa fremstilt grafisk som venndiagrammer (VENNY 2.1, Oliveros, 2007).

Smakreps- og bunndyrtaksalistene for de ulike metodene ble sammenlignet i en ordinasjons-
analyse kalt Non-metric multidimensional scaling (NMDS) utfart i programmet CANOCO (ter
Braak og Smilauer 2012). NMDS arrangerer artslistene slik at de med lik artssammensetning blir
liggende neer hverandre nar resultatet plottes i et diagram, mens artslister med ulik artssammen-
setning blir liggende lengre fra hverandre.

Resultatene for de ulike proksiene for artsantall baserer seg pa data for alle praver. Utregning
av indekser og sammenligning av artssammensetning baserer seg pa taksalister akkumulert for
de ulike stasjoner i hver innsjg (pelagisk og litoral for smakreps, utlgp og litoral for bunndyr) for
hver metode. For hver metode er det bare tatt én konvensjonell prgve fra hver stasjon, mens det
ble tatt to paralleller for DNA-baserte metoder (se tidligere beskrivelse). For & fa samme prove-
samlingsinnsats som for konvensjonelle pragver ble kun den ene av de to parallellene brukt (valgt
ut tilfeldig).
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3 Resultater
3.1 DNA-baserte metoder

Markgrene som ble brukt for & amplifiserte DNA-sekvenser av smakreps og bunndyr ga hgy
sakalt amplifikasjonssuksess (figur 3.1), det vil si at markarene ga gode DNA-produkter som vi
kunne analysere. Det var kun én av de 30 smakrepspravene, og én av de 16 bunndyrprgvene
som ikke kunne amplifiseres. Nar det gjaldt spesifisitet var det ca. 52% i bulkpravene som tilhgrte
malgruppen (smakreps), ca. 42 % av sekvensene i etanolprgvene (Arthropoda, Annelida og Mol-
lusca), og ca. 8 % i vannpravene (ca. 2 % fra smakreps og ca. 6 % fra bunndyr). At en liten andel
av det totale DNA-et i vannpravene kommer fra malgruppene man gnsker a studere er en gene-
rell utfordring ved miljgpraver, siden sopp, alger og bakterier ofte utgjgr en stor andel av det
isolerte DNAet. Ogsd i bulk- og EtOH-prgvene utgjer disse gruppene en stor andel (50-60 %).

Malgruppe Pravetype

o - 0 G
Taksonomisk spesifisitet
. Malgruppe bunndyr
Smakreps Bulk
|:| Malgruppe smakreps
D Ikke malgruppe
Bunndyr og Vann
smakreps

Figur 3.1 Oversikt over amplifikasjonssuksess (DNA-produkt) og taksonomisk spesifisitet basert

DNA-produkt

. Ja
[ ] Nei

pa praver fra alle de undersgkte innsjgene.
3.1.1 DNA i Bulkprgvene
Totalt ble det pavist 26 arter av calanoide og cyclopoide (Calanoida og Cyclopoida) hoppekreps

og 31 arter av vannlopper (Cladocera) i bulkprgvene. Av hoppekrepsene ble 58 % identifisert til

art, mens 97 % av vannloppene ble identifisert til art. Vannloppen Bosmina longispina ble funnet
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i 28 av 29 prgver, mens 45 % av alle arter ble oppdaget i bare 1-2 prgver. De nest mest vanligste
artene ble funnet i 20 prgver (vannloppen Acroperus harpae og hoppekrepsene Eudiaptomus

gracilis, Acanthocyclops vernalis og Cyclopidae sp. 1).

3.1.2 DNA i EtOH-prgvene

Totalt ble det pavist 235 taksa av insekter (Insecta), 35 leddormer (Annelida), 4 edderkopper
(Araneae), 16 vannmidd (Hydrachnidia), 6 blgtdyr (Mollusca), 2 mosdyr (Bryozoa), 8 hydrozoer
(Hydrozoa), 1 svamp (Porifera), samt edelkreps (Astacus astacus) i EtOH prgvene. Hele 86 %
av totalmaterialet ble bestemt til art, mens resten ble identifisert til slekt eller familie (tabell 3.1).
Rundormer (Nematoda) og flatormer (Platyhelminthes) ble pavist pa arts-, slekt eller familieniva.
| pafelgende tekst vil alle taksa for enkelhets skyld bli omtalt som arter. 69 % av alle arter ble
oppdaget i bare 1-2 prgver, og bare to leddormer (Nais communis og Vejdovskyella comata) ble
funnet i alle praver som ble amplifisert.

3.1.3 DNA i Vannprgvene

Til tross for sveert lav spesifisitet i vannprgvene ble det pavist 398 taksa av insekter (Insecta), 34
leddormer (Annelida), 2 edderkopper (Araneae), 14 vannmidd (Hydrachnidia), 2 blgtdyr (Mol-
lusca), 2 mosdyr (Bryozoa), 3 hydrozoer (Hydrozoa), og 1 svamp (Porifera), 17 calanoide og
cyclopoide (Calanoida og Cyclopoida) og 24 vannlopper (Cladocera). Mellom 50 og 100 % av
alle taksa ble identifisert til art (88 % totalt), mens resten, med unntak av rundormer (Nematoda)
og flatormer (Platyhelminthes), ble identifisert til slekt eller familie. 67 % av alle arter ble oppdaget
i bare 1-2 prgver, og den vanligste arten dggnfluen Leptophlebia vespertina ble funnet i alle 29

prgver, mens vannloppene Acroperus cf. harpae og Holopedium gibberum ble funneti 25 praver.
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Tabell 3.1 Taksonomisk identifisering av forskjellige arter i ulike prgvetyper. Data presentert ba-
serer seg pa prover fra alle seks undersgkte innsjger (Atnsjgen, Breidtiern, Langtjern, @stre
Bjonevatnet, Stortjgnna og Rondvatnet).

Taksonomisk gruppe Til slekt eller familie Til art Sum antall
Bulkpraver

Hoppekreps (Calanoida og Cyclopoida) 10 14 24
Vannlopper (Cladocera) 1 30 31
Totalt 11 44 55
EtOH-prgver

Insekter (Insecta) 33 202 235
Leddormer (Annelida) 3 32 35
Edderkopper (Araneae) 0 4 4
Vannmidd (Hydrachnidia) 0 16 16
Blgtdyr (Mollusca) 2 4 6
Mossdyr (Bryozoa) 0 2 2
Hydrozoar (Hydrozoa) 6 2 8
Svamper (Porifera) 0 1 1
Starre krepsdyr (Crustacea) 0 1 1
Totalt 44 264 308
Vannprgver

Insekter (Insecta) 43 355 398
Leddormer (Annelida) 4 30 34
Edderkopper (Araneae) 0 2 2
Vannmidd (Hydrachnidia) 0 14 14
Blgtdyr (Mollusca) 1 1 2
Mossdyr (Bryozoa) 0 2 2
Hydrozoar (Hydrozoa) 1 2 3
Svamper (Porifera) 0 1 1
Starre krepsdyr (Crustacea) 0 0 0
Hoppekreps (Calanoida og Cyclopoida) 4 13 17
Vannlopper (Cladocera) 3 21 24
Totalt 56 436 492

3.2 Sammenligning av konvensjonelle og DNA-baserte metoder

3.2.1 Smakreps

For totalt antall arter av smakreps, og spesielt for vannlopper, var det relativt store forskjeller
mellom de tre bestemmelsesmetodene (morfologi, etanol og vann) i antall registrerte arter (figur
3.2). Bade metode, (prgvetakings)stasjon, og interaksjonen mellom de to hadde signifikant effekt
pa de to parameterne (tabell 3.2). Det betyr at det var en markant forskjell mellom metoder for

den ene type (prgvetakings)stasjon men ikke for den andre; forskjellene var starre for litorale
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prgver enn for pelagiske. Videre ble det funnet flest arter, bade totalt antall og antall arter av
vannlopper, i de konvensjonelle prgvene, og feerrest i vannprgvene. For calanoide hoppekreps
ble det funnet en signifikant effekt av metode; ved at det ble funnet flest arter i de konvensjonelle
prgvene og bulkprgvene og feerrest arter i vannprgvene (tabell 3.2, figur 3.2). For cyclopoide
hoppekreps hadde bade metode og stasjon signifikant effekt (tabell 3.2). | praver tatt i litoralen
ble det funnet flest arter i de konvensjonelle prgvene, og feerrest i vannprgvene (figur 3.2). |
prgver tatt i pelagialen ble det pavist flere arter i konvensjonelle praver og bulkprgver, enn i

vannpragver.

Tabell 3.2 Resultater av regresjonsanalysene av totalt antall arter smakreps, antall arter vann-
lopper (Cladocera), antall arter calanoide hoppekreps (Calanoida) og antall arter cyclopoide hop-
pekreps (Cyclopoida).

Source F dfl | df2 | Sig.
Totalt antall arter smakreps | Korrigert modell |24.177 | 5 | 53 | 0.000
Metode 34.363| 2 | 53 |0.000
Stasjon 57.232| 1 | 53 |0.000
Stasjon * Metode | 9.684 | 2 | 53 | 0.000
Antall arter Cladocera Korrigert modell |18.250| 5 | 53 | 0.000
Metode 17.193| 2 | 53 | 0.000
Stasjon 65.826 | 1 | 53 | 0.000
Stasjon * Metode | 10.122 | 2 | 53 | 0.000
Antall arter Calanoida Korrigert modell | 3.173 | 5 | 53 |0.014
Metode 6.229 | 2 | 53 |0.004
Stasjon 0.462 | 1 | 53 |0.500
Stasjon * Metode | 0.049 | 2 | 53 | 0.952
Antall arter Cyclopoida Korrigert modell | 5.981 | 5 | 47 | 0.000
Metode 11.415| 2 | 47 |0.000
Stasjon 4650 | 1 |47 |0.036
Stasjon * Metode | 1.581 | 2 | 47 | 0.216
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Figur 3.2 Boksplott av det totale antall arter smakreps (a), antall arter vannlopper (Cladocera)(b),
antall arter calanoide hoppekreps (Calanoida) (c) og antall arter cyclopoide hoppekreps (Cyclo-
poida) (d) i pravene fra Atnsjgen, Breidtjern, Langtjern og @stre Bjonevatnet bestemt med ulike

metoder.
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Sammenligningen av de ulike prgvetypene viser at det totalt sett ble funnet flest arter i konven-
sjonelle praver (44) fulgt av bulkprgvene (38), og feerrest arter i vannprgvene (23). Til sammen
18 arter var felles for alle metodene (figur 3.3). De konvensjonelle prgvene og bulkprgvene
hadde 11 arter til felles. To arter var felles for bulkprgver og vannprgver, og det samme antall
var felles for konvensjonelle prgver og vannprgver. 13 arter ble bare funnet i de konvensjonelle
pregvene. Syv ble bare funnet i bulkpravene, og en art ble bare funnet i vannprgvene.

Morfologi Bulk

11
(20.4%)

a 18
(33.3%)

Vann

Figur 3.3 Venndiagram som viser antall smakrepsarter detektert ved bruk av de ulike metodene,

angitt som felles for to eller tre metoder og spesifikt for den enkelte metode.
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Artslistene basert pa de ulike metodene ble sammenlignet i en NMDS-ordinasjon (figur 3.4).
Foarsteaksen forklarer stgrstedelen av variasjonen i artssammensetningen (43,7 %) og avspeiler
de ulike prgvetypene som ligger til grunn. De konvensjonelle prgvene og bulkprgvene ligger til
venstre pa farsteaksen, mens vannprgvene plasserer seg i motsatt ende av aksen. Andreaksen
bidrar til & forklare en mindre del av variasjonen (30.6 %), og ser ut til & avspeile lokalitet ved at

Breidtjern og Jstre Bjonevatnet legger seg i hver sin ende av aksen med Atnsjgen og Langtjern

imellom.
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Figur 3.4 NMDS sample-plott av artssammensetningen av smakreps i de tre prgvetypene i de
undersgkte innsjgene (Atnsjgen = atn, Breidtjern = bre, Langtjern = lan, Jstre Bjonevatnet =
objo).
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Artslistene generert med grunnlag i de ulike metodene ble brukt til utregning av forsuringsindek-
sen LACI-1 for de fire innsjgene. Forskjeller mellom metoder i artsbestemmelse av krepsdyr
pavirket klassifiseringen av den enkelte innsjg (figur 3.5). | Breitjern varierte gkologisk tilstand
med fire tilstandsklasser fra sveert god basert pa konvensjonelle praver til sveert darlig basert pa
vannpraver. | Langtjern varierte gkologisk tilstand med tre tilstandsklasser fra god basert pa
konvensjonelle praver til sveert darlig basert pa vannpraver. For Atnsjgen og Jstre Bjonevatnet
var gkologisk tilstand basert p& LACI-1 sveert god for alle tre metoder. Det skyldes a gjare opp-
merksom pa at klassegrensene for LACI-1 er satt for svaert kalkfattige, klare og sveert klare inn-
sjger med Ca-innhold >0,5 mg/l, og gjelder derfor ikke for noen av de fire innsjgene i denne

undersgkelsen.
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Figur 3.5 LACI-1 indeksen for forsuring i Atnsjgen, Breitjern, Langtjern og @stre Bjonevatnet
basert pa de ulike metodene. De stiplede linjene angir klassegrensene fra sveert god til sveert

darlig.
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3.2.2 Bunndyr

Det var ingen signifikante forskjeller mellom ulike metoder eller stasjoner, hverken for totalt antall
bunndyrtaksa eller for antall dggnfluearter (Ephemeroptera) (figur 3.6, tabell 3.3). For steinfluer
(Plecoptera) var det bade signifikante forskjeller i antall arter mellom ulike metoder og stasjoner.
Metode og interaksjonen mellom metode og stasjon hadde en signifikant effekt pa antall varflue-
arter (Trichoptera). Stasjon hadde en signifikant effekt pa antall EPT-taksa (Ephemeroptera,

Plecoptera og Trichoptera).

Tabell 3.3 Resultater av regresjonsanalyser av totalt antall bunndyrtaksa, dggnfluer (Ep-

hemeroptera), steinfluer (Plecoptera), varfluer (Trichoptera), og EPT samlet.

Source F dfl | df2 | | Sig.
Totalt antall taksa bunndyr Korrigert modell |5 045 | 5 | 32 | | 0.098
Metode 2.419| 2 |32 |0.105
Stasjon 4.018| 1 |32 |0.054
Stasjon * Metode | 5 145 | 2 | 32 | | 0.863
Antall taksa av Ephemeroptera | KOrmigertmodell | o565 | 5 | 32 | | 0.728
Metode 0.178| 2 [ 32| |0.838
Stasjon 0.025| 1 | 32| |0.875
Stasjon * Metode | 5 gg1 | 2 | 32 | | 0.386
Antall taksa Plecoptera Korrigert modell |3 400| 5 | 26 | |0.017
Metode 3.961| 2 |26 |0.032
Stasjon 6.319| 1 |26 |0.018
Stasjon * Metode | 5 gg9| 2 | 26 | | 0.074
Antall taksa Trichoptera Korrigert modell | 4 g58| 5 | 32 | |0.002
Metode 7.357| 2 | 32| |0.002
Stasjon 3.331| 1 |32 |0.077
Stasjon * Metode | 4 133| 2 | 32| |0.025
Antall taksa av EPT Korrigertmodell |5 183| 5 | 32 | |0.081
Metode 1.416| 2 |32 |0.258
Stasjon 4.667| 1 |32 ]0.038
Stasjon * Metode | 1 45| 2 | 32| |0.256
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Figur 3.6 Boksplott av totalt antall taksa av bunndyr (a), dagnfluer (Ephemeroptera) (b), steinfluer
(Plecoptera) (c), varfluer (Trichoptera) (d) og EPT (Ephemeroptera, Plecoptera, Trichoptera) (e)

i prgvene fra Atnsjgen, Breidtjern, Langtjern og @stre Bjonevatnet bestemt med ulike metoder.
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Sammenligningen av de ulike metodene viste at det ble registrert flest arter i vannpraver (74),
tett fulgt av konvensjonelle prgver (73), og feerrest arter i etanolprgvene (68). De tre anvendte
metodene resulterte i 25 arter som var felles (figur 3.7). Yitterligere 17 arter ble funnet i bade
vannprgver og etanolprgver. Konvensjonelle praver og etanolprgver hadde 11 arter felles. Kon-

vensjonelle praver og vannprgver hadde kun én felles art.

Morfologi Etanol

36
(26.5%)

(18. 4%

31
(22.8%)

Vann

Figur 3.7 Venndiagram som viser antall bunndyrarter detektert ved bruk av de ulike metodene,

angitt som felles for to eller tre metoder, og spesifikt for den enkelte metode.
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Artslistene ble ogsa sammenlignet med ordinasjonsmetoden NMDS (figur 3.8) der fgrsteaksen
forklarer 45,8 % av variasjonen i materialet, og avspeiler forskjeller i hvilken metode som ble
brukt og da med de konvensjonelle prgvene til hayre pa fgrsteaksen. Etanolpravene befinner
seg i midten, med noe overlapp med vannprgvene som i hovedsak plasserer seg lengst til
venstre langs farsteaksen. Andreaksen forklarer 35,5 % av variasjonen, og avspeiler forskjeller
mellom innsj@ene, noe som ogsa var tilfellet for sammensetningen av smakrepsarter. Atnsjgen

legger seg gverst langs andreaksen med Breitjern i den motsatte enden.
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Figur 3.8 Figur 3.4 NMDS sample-plott av artssammensetningen av bunndyr i de tre metoder i
de undersgkte innsjger (Atnsjgen = atn, Breidtjern = bre, Langtjern = lan, @stre Bjonevatnet =

objo).
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Artslistene for de ulike metodene ble brukt for & beregne ASPT-indeksen. Liksom for krepsdyr
pavirket forskjeller mellom metoder klassifiseringen av alle innsjgene (figur 3.9). For Langtjern
varierte tilstanden med to tilstandsklasser fra moderat for konvensjonelle prgver og etanolpraver
til sveert god for vannprgver. For Atnsjgen, Breitjern og @dstre Bjonevatnet varierte indeksen med
en tilstandsklasse. | Atnsjgen ga konvensjonelle pragver god tilstand mens etanolprgver og vann-
prover ga sveert god tilstand. | Breitjern ga konvensjonelle prgver og etanolprgver god tilstand
og vannprgver sveert god tilstand. | @stre Bjonevatnet indikerte konvensjonelle prgver moderat

tilstand, og etanolprgver og vannprgver god tilstand.
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Figur 3.9 ASPT -indeksen i de fire innsjgene (Atnsjgen, Breitjern, Langtjern og Jstre Bjonevat-

net) for de ulike metodene. De stiplede linjene angir klassegrensene fra sveert god til sveert darlig.

29



NINA Rapport 2044

4 Diskusjon

4.1 DNA-baserte metoder - markgrer og provetyper

Til analyse av vannprgvene brukte vi en genetisk markar som er utviklet for a fange opp sa
mange akvatiske bunndyrarter som mulig (Elbrecht og Leese 2017, Elbrecht mfl. 2019), men
som ogsa fanger opp andre organismegrupper. Derfor varierer spesifisiteten svaert mye mellom
bulk/EtOH-praver pa den ene siden og vannprgver pa den andre siden. Mye av DNAet i vann-
prgver bestar av bakterier, sopp og encellete alger, og med en generell marker vil starstedelen
av paviste arter tilhgre disse gruppene. Dette er en generell utfordring for alle miljgpraver, og
kan lgses pa to alternative mater. Ved bruk av mer spesifikke markgrer kan man utelukke artene
som ikke tilhgrer malgruppen. Nylig har en slik marker blitt utviklet for bunndyr (Leese mfl. 2021),
og liknende markgrer for smakreps er under utvikling i NINA (SATS-ph.d. prosjekt S. A. Casas).
Med disse nye markgrene vil andelen malgruppesekvenser i vannpraver gke, opp til 95 % ifalge
Leese mfl. (2021), og egnetheten av vannpraver vil sannsynligvis gke i overvakingssammen-
heng. En annen metode til & lgse uspesifikk amplifisering i DNA metastrekkoding er a ekstrahere
DNA fra selve organismene (bulkpr@ver av smakreps i denne studien) eller fra fiksativ brukt pa
konvensjonelle pragver (her EtOH-prgver av bunndyr). Krepsdyr avgir lite DNA til vannet, og en
planktonprave (havtrekk) vil derfor bidra med mer materiale til en DNA-analyse enn en vann-
prove (Bui mfl. 2021). Til tross for at vi ekstraherte DNA fra organismer eller fra fiksativ, var bare
omtrent halvparten av sekvensene fra malgruppen. Dette kan skyldes at vi har brukt en generell
markar som har amplifisert bakterier, sopp og alger som ble med i prgvene. Hvis man kombinerer
disse to tilnaermingene, altsa bruker en mer spesifikk markar og ekstraherer DNA fra organis-
mer/pravefiksativ, kan DNA metastrekkoding gi enda bedre resultater. Som et eksempel er tak-
sonomisk bestemmelse av artsrike bunndyrgrupper, slik som fjsermygg, ikke mulig i overvaking

pa en nasjonal skala ved bruk av konvensjonelle bestemmelsesmetoder.
4.2 Konvensjonelle vs. DNA-baserte metoder

Sammenligningen av konvensjonelle metoder med de DNA-baserte metodene viste at det totalt
sett ble registrert flere smakrepsarter i konvensjonelle prgver sammenlignet med DNA-baserte
metoder, der det ble funnet feerrest arter i vannprgvene. Dette skyldtes saerlig at det ble registrert
flere vannloppearter (Cladocera) og cyclopoide hoppekreps (Cyclopoida) i de konvensjonelle
pravene. Ordinasjonsanalysen viste at metoden som ble brukt var viktigere enn innsjgen der
praven ble tatt mht. til & forklare forskjeller i artssammensetning av smakreps. Som forventet var
det vannprgvene som skilte seg ut fra bulkprovene og de konvensjonelle pravene. Forskjellene

i antall registrerte bunndyrarter varierte mindre med hvilken metode som ble brukt. Det ble funnet
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omtrent like mange bunndyrtaksa i vannprgvene og i de konvensjonelle prgvene, med noe feerre
taksa i etanolpravene. Som for smakreps, var metode viktigere for & forklare forskjellene i bunn-
dyrartssammensetningen enn innsjg. | motsetning til smakreps skilte alle de tre metodene seg
mer fra hverandre hos bunndyr, der de konvensjonelle pr@gvene og vannprgvene var mest for-
skjellig, mens etanolprgvene hadde likheter med begge disse. Dette var forventet, siden vann-
praver i praksis representerer et langt stgrre areal/volum av elva eller innsjgen enn bade den
morfologiske preven og den spritfikserte prgven som er avgrenset til individer og DNA-
fragmenter fra omradet som er prgvetatt. Generelt kan vi si at vannpraver i stgrre grad vil repre-
sentere arter som lever i vannsgylen, eller pa toppen av eller i den delen av substratet med
utveksling til vannet. Bunndyr som lever nedgravd i substratet vil veere mindre i kontakt med
miljget som prgvetas. De fysiske egenskapene til lokalitetene er viktige faktorer isolert sett, men
ogsa samlet. Vi forventer for eksempel hgyere vanngjennomstrgmning der det er grovere sub-
strat med mye hullrom, enn i lokaliteter med kompakt substrat. | grunne elver og bekker, og i
bglgesonen i innsjger forventer vi en hgyere vanngjennomstrgmning i substratet enn i dypere
omrader av bade innsjger og elver. Nedbrytning av miljg-DNA pavirkes videre av en rekke fysisk-
kjemiske faktorer, inkludert mekanisk slitasje av sollys, temperatur, vannkjemi. (Strickler mfl.
2015).

Den viktigste forklaringen pa forskjellene i antall arter og artsammensetning av smakreps er at
mange av de norske artene mangler eller har darlig dekningsgrad i referansebiblioteket (BOLD).
En gjennomgang av de tre gruppene vannlopper, calanoide- og cyclopoide hoppekreps viser at
hhv. 23 %, 29 % og 32 % av arter registrert i Norge ikke er registrert med strekkoder i BOLD
(Sara Atienza Casas, personlig meddelelse) og at henholdsvis 42 %, 57 % og 53 % har feerre
enn fem strekkoder. Av 13 smakrepsarter som bare ble funnet i konvensjonelle praver, er fire
ikke blitt registrert med strekkoder i BOLD og fire har feerre enn fem strekkoder. Det er fordelaktig
med god regional representasjon i BOLD for riktig identifikasjon med DNA-strekkoding, spesielt
nar man skal skille naert beslektede arter (Bergsten mfl. 2012). For sméakrepsarter som har DNA-
strekkoder fra Norge er dekningsgraden enda lavere enn nevnt over. Grunnen til at det er mindre
forskjeller i antall registrerte arter mellom de ulike metodene for bunndyr sammenlignet med
smakreps er antakelig at dekningsgraden i BOLD er vesentlig hayere for de gruppene som be-
stemmes til art i bunndyropparbeidingen. For eksempel er det bare hhv. 10,4 %, 5,7 % og 7,5 %
av de norske artene av dggnfluer (Ephemeroptera), steinfluer (Plecoptera) og varfluer (Trichop-

tera) som ikke er registrert i BOLD (Astrom mfl. 2018), altsd vesentlig lavere enn for smékreps.

Forskjeller mellom metoder kan skyldes at noen arter/grupper er omgitt av et hardt skall/eksos-
kjelett som medfgrer at de utskiller mindre DNA til omgivelsene enn dyr som ikke har et slik hardt
ytre (Carew mfl. 2018). Bade insekter og smakreps er omgitt av et hardt eksoskjelett bestaende

av kitin, som kan bidra til lavere detekterbarhet, i hvert fall for noen arter (Walsh mfl. 2019). Biller
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er eksempler pa insekter med hard skal. | denne undersgkelsen er f.eks. vannkalver (Dytiscidae)
bare funnet i de konvensjonelle prgvene. Det harde skallet som omgir muslinger og snegler
(Sphaeridae, Gyraulus sp. Gyraulus acronicus og Radix balthica) kan ogsa ha bidratt til lavere
detekterbarhet med DNA-baserte metoder for arter som tilhgrer disse gruppene (Beentjes mfl.
2019).

To ulike prevetyper ble testet ut med DNA-baserte metoder for smakreps (bulkprgver og vann-
prever) og bunndyr (etanolprgver og vannprgver). Forskjeller mellom disse prgvenes karak-
ter/beskaffenhet kan ogsa ha pavirket deres evne til & detektere malgruppene. For eksempel ble
det registrert flere smakrepsarter i bulkprgvene sammenlignet med vannprgvene. | bulkprgvene
detekteres i all hovedsak DNA fra individer i prgvene. | vannprgvene detekteres i hovedsak DNA
som er avstgtt fra individer til vannet. Det betyr at konsentrasjonen av DNA fra malgruppene er
langt hgyere i bulkprgvene enn i vannprgvene. | denne sammenheng vil selvsagt pravestarrel-
sen pa vannprgven ha betydning. | denne undersgkelse varierte filtrert volum mellom 2 og 4 liter.
Med et starre filtrert volum ville antall registrerte arter antakelig veert hgyere. For bunndyrene ble
det registrert noen familier av tovinger i vannprgvene som i hovedsak regnes som terrestriske.
Blant disse var harmygg (Bibionidae), strafluer (Chloropidae), styltefluer (Dolichopodidae), frukt-
fluer (Drosophilidae), takmygg (Fanniidae) og soppmygg (Mycetophilidae). | flere av disse fami-
liene er det norske arter som finnes i eller naert ferskvann i deler av deres livssyklus, uten at de
bestemmes morfologisk lengre enn til tovinger, og de vil sannsynligvis i liten grad fanges opp i
praver tatt med sparkehdv. DNA fra disse terrestriske artene havner i innsjgene mer eller mindre
tilfeldig, antakelig hovedsakelig ved at voksen individer blir fanget pa vannoverflaten. Det er en
kjent sak at terrestriske insekter er en viktig fadekilde for fisk for eksempel for grret (Saksgard
og Hesthagen 2004). For & undersgke om bruken av ulike markgrer mellom de molekyleere me-
todene, nemlig bruken av markgren modBF3BR2 for bulkprgvene og BF3BR2 brukt for vann-
prgvene, sjekket vi om de smakrepsarter vi fant i bulkpravene (modBF3BR2) ogsa hadde match
med BF3BR2 primere. Testen viste at alle arter detektert i bulkpravene ogsa ville ha blitt ampli-
fisert i vannprgvene med BF3BR2 -primere. Bruk av ulik markegr i bulkprgvene og vannprgvene

skal derfor ikke ha bidratt til forskjeller mellom de to prgvetyper.

For & kunne bestemme artssamfunnet morfologisk gjennomfares det vanligvis gjentatt praveta-
king med tradisjonelle metoder flere ganger per ar for a ta hensyn til ulike arters livshistorie.
Eksempelvis tas prever av smakreps tre ganger i lgpet av vekstsesongen i innsjger, mens bunn-
dyr pravetas to ganger, tidlig pa varen og sent pa hgsten. Et fortrinn ved & bruke DNA-baserte
metoder framfor konvensjonelle metoder er at sannsynligheten for & registrere arter der juvenile
stadier er vanskelig & bestemme basert pa morfologi gker. Hvilke grupper som er utfordrende a
bestemme morfologisk varierer med tid pa aret, spesielt for bunndyr. For smakreps gjelder det

eksempelvis sma larvestadier av hoppekreps. | lgpet av livssyklus gjennomgar hoppekreps farst
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seks sma larvestadier (nauplie-stadier), etterfulgt av fem noe stgrre larvestadier (copepodit-sta-
dier), far de nar voksen-stadiet. Nauplier og de mindre copepodit-stadiene er vanskelig & arts-
bestemme ved bruk av stereolupe/mikroskop. En sméakrepsprgve kan derfor inneholde nauplie-
eller sma copoditlarver som ikke blir bestemt med konvensjonelle metoder. Pa den annen side
vil forekomst av slike sma larvestadier av en gitt art kunne detekteres med DNA-baserte meto-
der. Den cyclopoide hoppekrepsen Acanthocyclops capillatus er bare registrert i bulkprgvene i
tre av innsjgene, men ikke i de konvensjonelle pravene i denne undersgkelse, mens tidligere ars
undersgkelser viser at arten finnes i disse innsjgene. Pa samme mate vil DNA-baserte metoder
kunne gi gkt taksonomisk opplasning for grupper som i dag sjeldent bestemmes til slekt eller art.
For bunndyr gjelder det eksempelvis mange tovinger, inkludert fiszermygg, der artsdiversiteten i

en lokalitet kan veere betydelig.

Denne undersgkelsen ble lagt opp med parallelle prgver tatt pa hver stasjon som deretter ble
bestemt med de ulike metodene. Det betyr at sjeldne arter som forekommer naturlig i lavt antall
vil kunne bidra til forskjeller. For eksempel var det noen, om enn fa, smakrepsarter som bare ble
registrert med DNA-baserte metoder. Disse artene er imidlertid registrert i innsjgene i konven-
sjonelle praver enten tidligere eller senere i 2020, eller evt. tidligere ar. Dette gjelder for eksempel
vannloppene Scapholeberis mucronata, Acroperus angustatus, Pleuroxus truncatus og den cy-
clopoide hoppekrepsen Acanthocyclops cappilatus. For bunndyr gjaldt det eksempelvis flere ar-
ter i Limnephilidae-familien. Et annet eksempel pa en bunndyrart som ble registrert med mole-
kyleere metoder, og som ikke ble funnet med konvensjonell metodikk, er vannymfen Nordmetall-
vannymfe (Lestes sponsa). Alle disse artene har hgyst sannsynlig veert til stede i innsjgene, men
i lave tettheter, eller med klumpvis fordeling da prgvene ble tatt, slik at de ikke ngdvendigvis blir

fanget opp i de konvensjonelle pragvene og/eller forekommer sporadisk i disse.

I noen tilfeller der signalet var forholdsvis kraftig (mange DNA-kopier) med DNA-baserte metoder
ble cyclopoide hoppekreps bestemt til art/arter som ikke skulle forekomme i henhold til konven-
sjonell metodikk. Dette kan skyldes feilidentifisering siden referansebiblioteket ikke inneholdt re-
feransesekvenser for de gjeldende artene, som derfor har blitt bestemt til naert beslektede arter
som ikke forekommer i Norge. Dette bidro til uoverensstemmelser mellom DNA-baserte og kon-
vensjonelle metoder. Diacyclops nanus ble for eksempel funnet i de konvensjonelle praver i
Atnsjgen, mens DNA-baserte metoder tilsa at det er D. bicuspidatus i innsjgen. Diacyclops bi-
cuspidatus er forholdsvis vanlig pa @st-, Sar- og Vestlandet, ofte i sma dammer, men den er
aldri registrert med konvensjonelle metoder i Atnsjgen (1997 - 2020). Individene av D. nanus
som er strekkodet og registrert i BOLD er fra Nord-Amerika. Disse kan veere genetisk forskjellige
fra de europeiske formene og vil i sa fall ikke gi treff pa sekvensene fra Atnsjgen. Et annet ek-
sempel er hoppekrepsen, Thermocyclops crassus, registrert med kraftig DNA-signal i @stre Bjo-

nevatnet. Det er en art med veldig fa observasjoner i Norge, hovedsakelig fra @stlandet. Det
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finnes to andre cyclopoide hoppekreps i samme slekt i Norge, T oithonoides, som er veldig vanlig
pa Jst- og Sarlandet og T. dybowskii, der det finnes forholdsvis fa registreringer fra Sgrgstlan-
det. Ingen av disse to artene er tidligere (2010, 2012, 2014, 2016, 2018) registrert i Jstre Bjone-
vatnet med konvensjonelle metoder. T. crassus kan veere genetisk feilbestemt. Arten som sann-
synligvis er feilaktig registret er Mesocyclops leukarti, som er vanlig forekommende i innsjgen
og registrert b&de ved bruk av konvensjonelle og DNA-baserte metoder. Arsaken til at det tilsy-
nelatende finnes to ulike former av M. leuckarti i @stre Bjonevatnet kan muligens forklares med

at to populasjoner av arten i innsjgen blir tilskrevet til to forskjellige BINs av BOLD.

For de tre calanoide hoppekrepsene Acanthodiaptomus denticornis, Arctodiaptomus laticeps og
Eudiaptomus gracilis var det oftest god overenstemmelse mellom registrering med konvensjo-
nelle og DNA-baserte metoder. Uoverensstemmelser forekom imidlertid ogsa for disse tre ar-
tene, hvilket umiddelbart var pafallende siden det var 100 % likhet mellom DNA-sekvensene for
disse arter i pravene og referansesekvensene i BOLD. Et eksempel er E. gracilis i Atnsjgen,
Langtjern og @stre Bjonevatnet, i Atnsjaen til og med registrert med et kraftig signal, hvilket star
i kontrast til konvensjonelle metoder som aldri har registrert arten i disse innsjgene. Alle innsjg-
ene er godt undersgkt med konvensjonell metodikk. Atnsjgen er den best undersgkte innsjgen i
Norge og har veert arlig overvaket siden 1985, fra 1997 ogsa med litorale prgver. Funn av A.
denticornis i bulkprgver fra Breidtjern og A. laticeps fra @Jstre Bjonevatnet, om enn med svakt
signal, stattes heller ikke av de konvensjonelle pravene. Slike svake signaler er et tegn pa bak-
grunnsforurensning pa lavt niva (Bohmann mfl. 2021), og de kan filtreres bort ved & bruke en
abundansterskel far videre databearbeiding. Bruk av en slik terskel ville antakelig ha resultert i
litt lavere antall registrerte arter per prgve for de DNA-baserte metodene, men ville gkt sikkerhe-
ten av resultatene. Det er mer komplisert & forklare det sterke E. gracilis-signalet. En grundig
gjennomgang av de ulike stegene i metodikken i undersgkelsen avdekket at den, stort sett, au-
tomatiske taksonomiske tildelingsmetode vi hadde brukt hadde feilbestemt E. gracilis sekvenser
fra Atnsjgen, Langtjern og @stre Bjonevatnet. E. gracilis referanser i BOLD er private og var
derfor ikke med i var trenede referansedatabase. Vi sjekket alle E. gracilis ASV-er pa nytt og fant
at de tre ASV-ene som var tilstede i Atnsjgen, Langtjern og Jstre Bjgnvatnet ikke var tilstede i
Breitjern. Ved videre bruk av BOLD og BLAST? identifikasjonssgk viste det seg at de tre E.
gracilis ASV-ene i de tre innsjgene var nsermere knyttet til A. laticeps enn E. gracilis (likevel med
lav 85 %-identitet). Derfor mistenker vi at det er COl-sekvensvarianter av A. laticeps som finnes
i Atnsjgen, der arten er den altdominerende calanoide hoppekrepsen. Registreringene av svake
E. gracilis signaler (i.e. = «A. laticeps variant») i Langtjern og @stre Bjonevatnet er bakgrunns-

forurensning fra Atnsjgen. Dette problemet kan lgses ved & komplementere referansebiblioteket.

2 BLAST (Basic Local Alignment Search Tool) er en rekke programmer som brukes til analyse av
biologiske sekvensdata. Det blir brukt for & sammenligne DNA-sekvenser med data fra store databa-
ser.
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Noen neerstdende arter har sveert likt utseende og kan vaere spesielt utfordrende & bestemme
basert pa morfologi. De cyclopoide hoppekrepsene Acanthocyclops robustus og A. vernalis er
slike naerstdende arter, der ogsé hgy intraspesifikk morfologisk variasjon (stor plastisitet innen
arten) kompliserer morfologisk basert bestemmelse. A. robustus ble funnet i konvensjonelle prg-
ver fra Langtjern. | @stre Bjonevatnet ble A robustus funnet pa en senere prgvedato i 2020.
Under de tidligere undersgkelser i overvakingen (1997/1998 og mot natid) er begge arter regi-
strert i Atnsjgen, Langtjern og Breidtjern. Med DNA-baserte metoder ble A. vernalis funnet i alle
innsjgene, med kraftig signal i Langtjern og Jstre Bjonevatnet og svakt signal i Atnsjgen og
Breidtjern. A. robustus er ikke funnet i pravene med DNA-baserte metoder. Her trengs det en
avklaring i forhold til artsstatus. Inntil dette foreligger kan vi alternativt sld sammen de to artene
hvis de skal brukes som indikatorarter. Blant de registrerte bunndyrarter er det ogsa eksempler
pa beslektede arter som er vanskelige a skille morfologisk, og der dette kan ha bidratt til forskjel-
ler mellom konvensjonelle metoder og DNA-baserte metoder. Dette inkluderer blant annet to
dagnfluearter fra slekten Baetis: Sandsmadagnflue (Baetis muticus) ble identifisert med konven-
sjonell metodikk mens seksgjellet smadagnflue (Baetis digitatus) ble registrert genetisk. Dette er
to beslektede arter som kan vaere utfordrende a skille fra hverandre morfologisk, og som ofte

rapporteres som B. muticus/digitatus. Artene kan ogsa veere tilstede i de samme lokalitetene.

Sammenligningen mellom konvensjonelle- og DNA-baserte metoder for bunndyr ble gjort pa ba-
sis av den taksonomiske opplgsning som brukes i ferskvannsovervakingen i Norge knyttet til
vannforskriften (Petrin mfl 2016). Her bestemmes enkelte grupper til et overordnet taksonomisk
niva, i hovedsak fordi artsbestemmelse er sveert krevende og krever ekspertkompetanse. Dette
gjelder bl.a. fiiermygg (Chironomidae), som i konvensjonelle prgver registreres til familie. DNA-
baserte metoder resulterte i 177 fjgermyggarter (Chironomidae) i var undersgkelse, noe som er
en vesentlig del av alle taksa som ble bestemt til art med DNA-baserte metoder. Dette eksem-
pelet illustrerer at DNA-baserte metoder gir mulighet for vesentlig hgyere taksonomisk opplas-
ning enn det som er vanlig for konvensjonelle metoder for noen grupper. Fjgermygg kan brukes
som miljgindikatorer i ferskvann (Nicacio og Juen 2015, Doric mfl. 2021), men brukes bare i

ganske fa europeiske land knyttet til overvakingen under vanndirektivet (Poikane mfl. 2016).

4.3 Gkologisk tilstand basert pa ulike metoder

For elver er det allerede gjort en del undersgkelser av DNA-baserte metoder for klassifisering av
akologisk tilstand i henhold til vanndirektivet, og det er vist at bunndyrindekser basert pa mole-
kyleere data pa tilstedeveerelse/fraveer av arter korresponderer relativt godt med konvensjonelle
metoder (Elbrecht mfl. 2018). DNA-baserte metoder har imidlertid i liten grad veert brukt i over-
vaking av ulike biologiske kvalitetselementer og til gkologisk tilstandsvurdering av innsjger. En

nyere undersgkelse fra innsjger basert p& DNA-basert deteksjon av zooplankton (Rotatoria,
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Cladocera og Copepoda) viste at zooplanktonindeksen «zooplankton integrity index» var korre-

lert med vannkvaliteten og avspeilet gkologisk tilstand (Yang og Zhang 2020).

LACI-1 indeksen (planktoniske og litorale smakreps), som ble benyttet i var undersgkelse, kunne
variere med flere tilstandsklasser avhengig av hvilken metode som ble brukt. Til tross for at
bunndyrindeksen ASPT tar utgangspunkt i en grovere taksonomisk opplgsning enn LACI-1 for
smakreps, var det likevel en variasjon pa inntil to tilstandsklasser avhengig av metode, hvor
tilstanden ble vurdert bedre med DNA-baserte metoder sammenlignet med konvensjonelle me-
toder. Det siste kan forklares ved spesielt to forhold. Taksalisten for vannprgvene er basert pa
blandprgver som ikke bare inneholder DNA-fragmenter fra bunndyrsamfunnet pa stasjonen, men
heller fra samfunnet i hele, eller starre deler av innsjgen, og kan dermed inneholde flere arter,
eller andre arter enn de lokalt tilstedeveerende (se kap. 4.2 for feilkilder og svakheter ved repre-
sentativiteten til molekyleere metoder). Videre krever morfologisk bestemmelse av bunndyr i en
del tilfeller at en har hele dyr for & kunne gjgre en sikker bestemmelse, det vil si at eksempelvis
bein, gjeller og haletrader samlet pa et individ er nagdvendig for & kunne bestemme dyrene til
slekt og artsniva. For molekyleere metoder er det derimot tilstrekkelig at praven inneholder et
fragment av et individ for at arten skal registreres. Dette gker sannsynligheten for & oppdage
spesielt sjeldne arter, smavokste arter og arter med individer pa tidlige utviklingsstadier som er
tilstede i prgven, og som enten oversees ved grovsortering av prgven, eller som ikke er tilstede

med individer som lar seg bestemme morfologisk.

Hvordan forskjellene mellom prgvetyper i artssammensetning for henholdsvis smakreps og
bunndyr slar ut pa tilstandsvurderingen avhenger av hvilke indikatorarter som registreres, samt
vektingen mellom fglsomme og tolerante arter. Det er altsa ikke trivielt at ulik artssammensetning
mellom pragvetyper bade kan lede til ganske lik eller forskjellig indeksverdi. Antallet innsjger i
denne undersgkelse er imidlertid begrenset, og det trengs et starre erfaringsgrunnlag for & be-

lyse disse aspekter ytterligere.
4.4 Konklusjon og anbefalinger.

Hering mfl. (2018) diskuterer den fremtidige implementeringen av molekyleere metoder knyttet til
vanndirektivet og ser for seg to ulike muligheter for bruken av molekylsere metoder. | den farste,
med det korteste tidsperspektivet, avigser DNA-baserte metoder tradisjonelle bestemmelsesme-
toder. | dette tilfellet vil antakelig mye av rammeverket som er utviklet i tilknytning til vanndirekti-
vet, slik som indekser med klassifiseringssystemer, kunne brukes med eller uten modifikasjoner.
Det andre alternativet vil vaere & dra nytte av den hgyere taksonomiske opplgsningen som er

mulig med molekyleere metoder og vil ogsa kunne inkludere aspekter av gkologisk funksjon f.eks.
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ved maling av funksjonelle gener (miljg-RNA) (Yates mfl. 2021). Dette alternativet ligger imidler-
tid lengre frem i tid, og vil inkludere videre utvikling av rammeverket som brukes for tilstands-
klassifisering. Var undersgkelse er en av de farste som har brukt det fgrste alternativet, der vi
for bunndyr og krepsdyr har sammenlignet tradisjonelle metoder med DNA-baserte metoder i
innsjger. Undersgkelsen inkluderer en begrenset datamengde, og det er bruk for ytterligere un-
dersgkelser for & utvide erfaringsgrunnlaget for de molekyleere metodene. Undersgkelsen bely-
ser likevel mulige fordeler og ulemper knyttet til de ulike metodene. Undersgkelsen peker ogsa
ut noen mulige retninger med tanke pa forbedring av de molekyleere metodene. Resultatene

viste bl.a. at:

e Ved a bruke en mer spesifikk markgr kombinert med ekstraksjon av DNA fra organis-
mer/prgvefiksativ, kan DNA metastrekkoding bli enda mer anvendbar ved a utelukke ar-
tene som ikke er malgruppe. Vi brukte en markar som er utviklet til & fange opp sa mange
akvatiske bunndyrarter som mulig, noe som resulterte i at spesifisiteten varierte svaert
mye mellom bulk/EtOH- og vannprgver. Stgrstedelen av DNAet i en vannprgve bestar
av bakterier, sopp og encellete alger, som ogsa fanges opp av en generell marker.

e Det er darlig dekningsgrad for strekkoder i referansebiblioteket (BOLD) for de norske
artene. Dette resulterte i at det ble registrert vesentlig flere arter smakreps med konven-
sjonelle metoder sammenlignet med DNA-baserte metoder. Til sammenligning var det
ikke s& stor forskjell mellom de ulike metoder for bunndyr. En viktig forutsetning for bru-
ken av molekylaere metoder til overvaking av smakreps er derfor at referansebibliotekene
bade mht dekningsgrad og kvalitet blir forbedret.

e Vi har vist at for smakreps var det stor forskjell mellom to anvendte DNA-metodene.
Bulkprgver oppnadde starre likhet med konvensjonelle prgver enn vannprgver bade mht
antall arter registrert og artssammensetningen. For bunndyr var det mindre forskjell mel-
lom etanolprgver og vannprgver i sammenligningen med konvensjonelle praver for antall
arter. | et kortere tidsperspektiv er det mer hensiktsmessig a satse videre pa bruk av
bulkpragver og etanolpraver sammenlignet med vannprgver for hhv. smakreps og bunn-
dyr.

¢ Vianbefaler at man fortsetter med konvensjonelle metoder inntil ulike utfordringer knyttet
til de DNA-baserte metodene er Igst og disse metodenes anvendelighet, slik som palite-
lighet, feilkilder, kostnader, pakrevet kompetanse og merverdi sammenlignet med kon-

vensjonelle metoder er vurdert ngyere.
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