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Sammendrag

Karlsson, S. & Larsen, B.M. (red.) 2013. Genetiske analyser av elvemusling Margaritifera mar-
garitifera (L.) — et ngdvendig verktay for riktig forvaltning av arten - NINA Rapport 926. 44 s.

Kunnskap om vertsutnyttelse (hvilken fiskeart muslinglarvene er avhengig av for en normal ut-
vikling) hos ulike elvemusling-populasjoner i Norge koplet opp mot genetiske analyser av et
utvalg av disse populasjonene inkludert enkelte delpopulasjoner, har gitt sterke indikasjoner pa
at det eksisterer to funksjonelle grupper av elvemusling: «grretmusling» og «laksemusling».
Dette har tilfgrt en ny viktig dimensjon i forvaltningen av den truede muslingen i Norge. Resul-
tatene har ogsa vist behovet for en integrert felles forvaltning av elvemusling og dens vertsart,
ikke minst i forbindelse med reetablering av elvemusling i vassdrag der den er utdgdd eller der
arten bare forekommer i tynne bestander.

Genetisk variasjon hos elvemusling i Norge er na undersgkt i 27 forskjellige elvemusling-
lokaliteter med tillegg av ytterligere seks delpopulasjoner i fire av lokalitetene. Arbeidet ble star-
tet som en pilot-studie av 19 lokaliteter (til sammen 25 innsamlingsstasjoner) i 2006-2010. Ge-
netisk variasjon ble studert bade innen en elvemuslingbestand, og mellom bestander. Arbeidet
ble utvidet med atte nye lokaliteter i 2011-2012, bl.a. i Namsenvassdraget og Hestadelva. | til-
legg ble det lagt opp til & undersgke flere individer fra enkelte av lokalitetene ved & supplere
noen av de lokalitetene som var undersgkt tidligere for & se om antall praver hadde noen be-
tydning for konklusjonene. | tillegg skulle det utvikles/implementeres nye metoder for prgveta-
king som ikke skadet eller drepte forsgksindividene. Resultatene fra dette prosjektet presente-
res i denne rapporten

Genetisk variasjon hos elvemusling Margaritifera margaritifera (L.) i Norge

Det er fra tidligere feltstudier vist at det finnes en artsspesifikk vertsavhengighet til enten laks
eller grret hos elvemusling i Norge. Det har ogsa blitt vist at denne vertsspesifisiteten gjenspei-
les i fordelingen av genetisk variasjon bade mellom og innen laksemusling- og grretmusling-
populasjoner. Hovedkonklusjonene fra en studie som tidligere er publisert er ikke endret, men
denne nye undersgkelsen inkluderer et stgrre pravemateriale. Vi undersgkte 775 individer av
elvemusling fra 27 forskjellige lokaliteter (og ytterligere seks delpopulasjoner i fire av lokalitete-
ne) med seks mikrosatellitt-markarer. Genetisk variasjon innen grretmusling-populasjoner i
form av heterozygositet og antall alleler var generelt lavere enn det som ble funnet innen lak-
semusling-populasjoner. Som gruppe var den genetiske variasjonen hos grretmuslingene sig-
nifikant lavere enn hos laksemuslingene. Den genetiske differensieringen mellom grretmusling-
populasjoner var meget hgy (Fst = 0,345), og signifikant hgyere enn mellom laksemusling-
populasjoner (Fst = 0,025). Vertstilhgrighet forklarte 11,43 % av den totale genetiske variasjo-
nen, mens 15,16 % av variasjonen kunne tilskrives variasjon mellom populasjoner innen verts-
gruppene. Ut fra parvise genetiske distanser grupperte, med fa unntak, grretmusling og lakse-
musling-populasjonene seg i to forskjellige genetiske grupper. @rretmusling-populasjoner var
genetisk meget distinkte, med en relativt lav genetisk variasjon innen populasjoner, mens lak-
semusling-populasjoner var forholdsvis lite (men signifikant) genetisk differensierte med en re-
lativt hgyere genetisk variasjon innen populasjonene. Dette er observasjoner som det ma tas
hensyn til i forvaltning av elvemusling i Norge. Vare resultater synes & stgtte en hypotese om
at grretmusling og laksemusling representerer to forskjellige fylogenetiske grupper med for-
skjellig innvandringshistorie. Dette er det viktig & endelig besvare i framtidige studier. Observa-
sjonen at det tilsynelatende er en polarisert infeksjon av muslinglarver pa enten arret eller laks
gjer det rimelig & legge til grunn dette som et fare-var-prinsipp i det videre forvaltningsarbeidet
med elvemusling i Norge.

Utprgving av metoder for innsamling av DNA fra elvemusling

Elvemusling er en truet art. Det er derfor ikke uproblematisk & drepe individer av elvemusling
for & ta praver til genetiske analyser. For & finne fram til en mest mulig skansom metode ble
det undersgkt fire ulike metoder for innsamling av DNA pragver: 1. Prgvetaking av haemolymfe-
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vaeske. 2. Skraping av fot. 3. Kappebiopsi. 4. Q-tip. Ingen av prgvetakingsmetodene var letale,
da samtlige muslinger var i live 128 dager etter prgvetaking. Gjennomsnittlig vekst var lik og
ikke signifikant forskjellig fra en kontrollgruppe for alle prgvetakingsmetoder, utenom Q-tip-
metoden som for visse individer syntes & fare til en stagnasjon i vekst. DNA-utbyttet fra
haemolymfe og fotskrap var signifikant lavere og mer variabelt enn fra de andre metodene.
Genotypingssuksessen var minst fra DNA-ekstrakt fra haemolymfe og kappebiopsi, men hgy
for de andre metodene. Q-tip progver lagret i lysis buffer ved romtemperatur ga stgrre DNA-
utbytte enn prgver lagret i kjgleskap og tarkede Q-tip praver. Pa bakgrunn av disse resultatene
og hvor effektivt DNA kunne ekstraheres fra de ulike prgvetakingsmetodene, anbefaler vi Q-tip
prgvetaking som en skansom DNA-prgvetakingsmetode for fremtidige genetiske analyser hos
elvemusling eller andre store ferskvannsmuslinger. Metoden muliggjer en effektiv og skansom
prgvetaking av elvemusling uten & sette begrensninger pa antall individer som gnskes under-
sokt.

Betydningen av antall prgver ved innsamling og analyser av DNA fra elvemusling

Hvor mange muslinger ma det tas DNA-praver fra for & fa gode svar? Hva som er et tilstrekke-
lig antall individer avhenger av de spesifikke problemstillingene, hvilken type og hvor mange
genetiske markagrer som benyttes, og den faktiske genetiske variasjonen og variasjonsforde-
lingen i det radende datamaterialet. De mest brukte malene pa genetisk variasjon innen natur-
lige populasjoner er heterozygositet, antall ulike alleler og estimert genetisk variasjon mellom
populasjoner (Fst). Presisjonen av disse malene avhenger generelt av hvor mange individer
som analyseres. Jo flere individer som analyseres, desto stagrre er sannsynligheten for & opp-
dage flere forskijellige typer alleler i populasjonen, og desto st@rre presisjon oppnas i estimatet
av allelfrekvenser. Dette har betydning for riktig karakterisering av populasjoner, og for & ha
tilstrekkelig statistisk teststyrke til & oppdage reelle forskjeller mellom subpopulasjoner. Mikro-
satellitter er en type genetiske markgrer som er mye benyttet i populasjonsgenetiske studier.
Her har vi undersgkt effekten av antall praver pa estimatene av heterozygositet, allelfrekvens
og sannsynlighet for & oppdage alleler ved bruk av mikrosatellitter. Vi konkluderer med at en
stikkprgvegruppe pa minimum 30 individer som oftest er tilstrekkelig for standard populasjons-
genetiske parametere, gitt at prgvetakingen er tilfeldig fra en panmiktisk populasjon. Hvis tilfel-
dig og representativ pravetaking er vanskelig, anbefaler vi & gke antall prgver. For andre spe-
sielle problemstillinger ma undersgkelsene designes spesielt, og antall praver ma vurderes og
bestemmes i hvert enkelt tilfelle.

Et viktig fundamentalt prinsipp for bevaring av elvemusling bar veere a gjgre tiltak som i stgrst
mulig grad bevarer den genetiske variasjonen og integriteten. Med bakgrunn i observasjoner
av en nesten polarisert infeksjon av muslinglarver pa enten laks eller grret, og samsvarende
observasjoner av genetisk variasjon, foreslar vi at forekomster av elvemusling i farste rekke
grupperes til laksemusling og grretmusling. Deretter samles populasjoner av enten lakse-
musling eller grretmusling i grupper med likt genetisk opphav, og til sist beskrives bestander
som er reproduktivt isolerte fra hverandre (populasjoner). Vi foreslar at i den grad det er mulig,
bar populasjon veere den enheten som skal veere gjenstand for bevaring og tiltaksbehov hos
elvemusling i Norge. Ut fra de meget store genetiske forskjellene mellom grretmusling-
lokaliteter, men de relativt sma forskjellene mellom laksemusling-lokaliteter, foreslar vi at man
ved eventuelle re-etableringer av elvemusling fra andre bestander viser ekstra stor forsiktighet
ved utsettinger av grretmuslinger, da disse pa grunn av starre grad av genetisk isolasjon har
stgrre potensiale for lokale genetiske tilpasninger. Ytterligere studier er imidlertid ngdvendig for
a forstd den evolusjonaere bakgrunnen til de funksjonelle forskjellene som finnes mellom gr-
retmusling og laksemusling.

Sten Karlsson, NINA, Postboks 5685 Sluppen, 7485 Trondheim; sten.karlsson@nina.no
Bjgrn Mejdell Larsen, NINA, Postboks 5685 Sluppen, 7485 Trondheim; bjorn.larsen@nina.no
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Forord

Muslinglarvene til elvemusling vil bare utvikle seg normalt pa laks eller grret i Norge. | hand-
lingsplanen for elvemusling er det beskrevet at det i anadrome vassdrag der laks dominerer vil
laks normalt veere den viktigste og kanskje den eneste vertsarten for muslinglarvene. Ovenfor
vandringshindret i anadrome vassdrag derimot, og i sma anadrome vassdrag (sjggrretvass-
drag) ser grret ut til & veere eneste vertsart. Det er derfor ngdvendig & bestemme hvilken fiske-
art som er primaervert i hvert enkelt vassdrag. Direktoratet for naturforvaltning uttrykte derfor
tidlig interesse for & starte et prosjekt pa genetikk hos elvemusling. Kunne det vaere genetiske
forskjeller mellom ulike populasjoner av elvemusling i Norge avhengig av vertsart?

NINA startet derfor i 2007 et pilot-prosjekt pa genetiske analyser av elvemusling i Norge. Vi
mgtte noen metodiske utfordringer underveis, og gamle prgver matte erstattes med nye, sam-
tidig som metoden med innsamling av DNA-prgver stadig var under utprgving. Materiale fra til
sammen 19 lokaliteter (men totalt 25 innsamlingsstasjoner) ble samlet inn i lgpet av arene
2008-2010, og resultatene ble rapportert i 2011 (Larsen mfl. 2011a). Den genetiske studien og
den samlede kunnskapen om infeksjonsgrad og morfologi hos «grretmusling» og «lakse-
musling», ga sterke indikasjoner pa at det eksisterer to funksjonelle grupper av elvemusling.
Dette tilfarte en ny viktig dimensjon i forvaltningen av den sterkt truede muslingen i Norge. Re-
sultatene viste ogsa behovet for en integrert felles forvaltning av elvemusling og dens vertsart,
ikke minst i forbindelse med reetablering av elvemusling i vassdrag der den var utdgdd eller
der arten forekom i tynne bestander.

NINA fikk i 2011 midler fra Direktoratet for naturforvaltning til & viderefgre de genetiske analy-
sene av elvemusling. Prosjektet skulle strekke seg over to ar, og hadde som hovedformal a
studere et starre utvalg av lokaliteter og et stgrre antall individer pa utvalgte lokaliteter for a
styrke hypotesen om to genetisk distinkte typer av elvemusling i Norge. Samtidig skulle det
gjennomfgres en metodetest for a finne fram til en anbefalt metode for pravetaking av DNA fra
levende muslinger, som ikke skulle skade eller drepe forsgksindividene. Prosjektet ble finan-
siert av DN, men supplert med en betydelig egeninnsats fra NINA.

En seerlig takk gar til Jarl Koksvik pa Direktoratet for naturforvaltning for et alltid hyggelig og
godt samarbeid, og alle dere andre som i arenes lgp har veert involvert underveis i prosjektet.
Trondheim, januar 2013

Bjarn Mejdell Larsen
Prosjektleder
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1 Innledning

Det har veert en global tilbakegang for de ikke-marine blgtdyrene, og spesielt har tilbakegang-
en veert dramatisk for gruppen av ferskvannsmuslinger. Mange arter star i fare for & bli utryd-
det, og elvemusling, Margaritifera margaritifera (L.) hegrer til en av de mest truede ferskvannsmus-
lingene i verden. Elvemusling star da ogs& p& IUCNSs liste over truede dyrearter (IUCN 2011), og
er fart opp pa Bern-konvensjonens liste Il over arter som det skal tas spesielt hensyn til. Elve-
musling er i tillegg listet opp i EUs habitatdirektiv (vedleggene 1l og V). Den kraftige tilbakegangen
i bestandene av elvemusling i hele Europa gjennom 1900-tallet har gitt gkt bekymring i de fleste
land der den fortsatt finnes, og fokus de siste ti-arene har blitt rettet mot det & redde arten fra total
utryddelse.

Det er laget en generell handlingsplan for elvemusling i Europa (Araujo & Ramos 2000), og
mange land har ogsa laget sine egne nasjonale handlingsplaner. Norge fikk sin egen
handlingsplan for elvemusling i 2006 (Direktoratet for naturforvaltning 2006). | tillegg til & veere
kategorisert som «sarbar» pa Norsk Rgdliste 2010 (Kalas mfl. 2010), ble den totalfredet mot all
fangst fra 1. januar 1993. Elvemusling er na ogsa foreslatt som prioritert art av Direktoratet for
naturforvaltning etter den nye Naturmangfoldloven, som kom i 2009. Det generelle inntrykket er
at mange elvemuslingbestander har redusert utbredelse i vassdragene, at bestandene mange
steder er splittet opp og tynnet ut, og at rekrutteringen er nedsatt (Larsen 2005).

Forvaltningen har et saerlig ansvar for internasjonalt truede arter. Norge alene har mer enn to
tredeler av det totale antall elvemusling i Europa (utenom Russland) (Larsen 2010), og dette gjar
elvemusling til en ansvarsart for Norge. Dette gjgr bevaring av de norske populasjonene viktig
ogsa i en internasjonal sammenheng og forplikter oss til & opprettholde en god overvaking av
tilstanden. Samtidig ma det utarbeides effektive tiltak for & styrke reduserte bestander, men ogsa
bevaringsstrategier som opprettholder god status i populasjoner som fortsatt har god rekruttering.
| en slik sammenheng behgver vi kunnskap om hvordan arten er genetisk strukturert mellom
vassdrag, men ogsa innad i vassdrag. | hvilken grad er populasjonene genetisk distinkte, og
hvordan pavirker dette populasjonenes levedyktighet?

Elvemusling er en interessant art med mange fascinerende egenskaper. Den lever lenge, opptil
280 ar, den har et parasittisk larvestadium pa fisk, men er ellers lite mobil, den er en effektiv
vannrenser og viktig element i vannhusholdningen (ngkkelart), og den lagrer miljginformasjon i
skallet. | Norge vet vi na en del om artens utbredelse og biologi og generelle status i vassdragene
vare, men mangler likevel fortsatt en del basiskunnskap for a kunne forvalte arten pa en riktig
mate.

Ferskvannsmuslinger har larver med et obligatorisk stadium pa fisk, og muslinglarvene til arter i
familien Margaritiferidae finnes bare pa gjellene til ulike laksefisk (Ziuganov mfl. 1994). Verten til
elvemusling, Margaritifera margaritifera (L.) er laks, Salmo salar (L.) og @rret, Salmo trutta (L.) i
Europa (Young & Williams 1984, Bauer 1987a, Ziuganov mfl. 1994) og laks og bekkergye,
Salvelinus fontinalis (Mitchill) i Nord-Amerika (Smith 1976, Cunjack & McGladdery 1991).

Laks er primeaervert for elvemusling i Nova Scotia (Cunjak & McGladdery 1991) og Russland
(Ziuganov mfl. 1994). Bauer (1987a; b) antyder at laks blir viktigere som vertsfisk jo lenger nord
man kommer. | vassdrag i Skottland synes det a veere overlapp i utnyttelsen av laks og grret
(Hastie & Young 2001; 2003). Ved undersgkelser i Norge er det funnet at laks var primaervert i
flere av vassdragene der laks dominerte i antall (Larsen 2009, Larsen & Berger 2004a; 2007a;
2010, Larsen & Aspholm 2007, Larsen & Karlsen 2010, Larsen & Saksgard 2010, Larsen mfl.
2000a). | mindre anadrome vassdrag, der sjgarret dominerte i antall, ble det funnet eksempler pa
at grret var primaervert (Larsen 2006, Larsen & Berger 2005a; 2007b). Andre lokaliteter, som er
rene grretbekker, har muslinglarver bare pa grret (Larsen & Berger 2005b, Larsen & Aspholm
2005, Larsen mfl. 2007b; 2008). | ett vassdrag der laks ble satt ut ovenfor anadrom strekning ble
det ikke funnet muslinglarver pa laksungene — bare pa de stedegne grretungene (Larsen mfl.
2002a, Larsen & Berger 2009b).
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Det er derfor satt fram en hypotese om at larvene til elvemusling er sveert spesialiserte i krav til
vertsfisk, og bare kan utvikle seg normalt pa enten laks eller grret, og ikke ngdvendigvis pa
begge arter i et vassdrag eller del av vassdrag. Dette har fatt oss til & introdusere begrepene
«laksemusling» og «grretmusling». Laksemusling og grretmusling kan forekomme i samme
vassdrag (Larsen mfl. 2000a, 2002b; Larsen & Berger 2004a). | vassdrag med bade lakse-
musling og grretmusling er det ogsa funnet at grretmuslingen slipper larvene ut i vannet 3-4
uker tidligere enn laksemuslingen. Muslinglarvene pa grret (fra grretmusling) er derfor starre
enn larvene pa laks (fra laksemusling) pd samme tidspunkt. Det er ogsa vist at det er morfolo-
giske forskjeller eller vekstforskjeller mellom laksemusling og grretmusling i samme vassdrag
(Larsen mfl. 2002b, Dunca mfl. 2010). Dette har apenbart forvaltningsmessige konsekvenser i
arbeidet med a styrke bestander av elvemusling, i forbindelse med reetablering av elve-
musling, og flytting eller reintroduksjoner til vassdrag der bestandene har dgdd ut. Vi ser at det
ikke lenger er vilkarlig hvor muslingene kommer fra, og hvilken fiskeart de lever sammen med.

| det videre arbeidet ble det viktig & fa klarlagt den taksonomiske statusen til «laksemusling» og
«grretmusling». Kunne det la seg gjere & finne klare genetiske forskjeller som skilte «lakse-
musling» og «grretmusling» slik at de to gruppene kunne identifiseres og la seg skille fra hver-
andre? Selv om det i de senere arene er gjennomfgrt genetiske studier pa elvemusling i ulike
sammenhenger flere steder i Europa (Machordom mfl. 2003, Geist & Kuehn 2005, Hadziha-
lilovic-Numanovic 2005, Hadzihalilovic-Numanovic & Arvidsson 2007, Bouza mfl. 2007, Geist
mfl. 2010, Cauwelier mfl. 2009, Cauwelier mfl. 2012), er det ingen som tidligere har testet ge-
netisk variasjon mellom muslingpopulasjoner med hensyn til vertsart. Cauwelier mfl. (2009) ser
riktignok en splitting av elvemusling-populasjonene i Storbritannia i to fylogenetisk atskilte
grupper, og Machordom mfl. (2003) beskriver to mitokondrielle linjer (naer beslektet): en nordlig
linje som strakte seg fra Irland til Kola-halvgya inkludert Atlanterhavskysten, og et annet cluster
som strakte seg fra Irland til den Iberiske halvgy. Men begge henfgrer dette til ulike innvand-
ringsveier fra to adskilte refugier etter siste istid.

| Norge ble det startet en pilot-studie i 2007 der genetisk variasjon skulle undersgkes pa elve-
musling (Larsen mfl. 2011a). Materiale fra til sammen 19 lokaliteter (til sammen 25 innsam-
lingsstasjoner) ble undersgkt, og genetisk variasjon ble studert bade innen en elvemuslingbe-
stand, og mellom bestander. Innen en elvemuslingbestand var muslinger karakterisert som
«grretmusling» signifikant mindre genetisk variable enn muslinger karakterisert som «lakse-
musling», bade malt som allelrikdom og forventet heterozygositet (Larsen mfl. 2011a). Den ge-
netiske differensieringen var meget hgy mellom bestander av «grretmusling», og betydelig
hgyere enn mellom bestander av «laksemusling». Muslingpopulasjonenes vertsspesifisitet for-
klarte en betydelig starre del (13 %) av den totale genetiske differensieringen enn det geogra-
fisk beliggenhet gjorde (2 %) (Larsen mfl. 2011a). De samlede observasjonene viste en sterk
reproduktiv isolasjon mellom populasjoner av elvemusling i Norge, og spesielt gjaldt dette mel-
lom populasjoner av «grretmusling». Resultatene indikerte ogsa at det fantes to evolusjonaert
distinkte grupper av elvemusling: de som brukte grret som vert og de som brukte laks som
vert. Dette var ny kunnskap, og et viktig bidrag i utviklingen av gode forvaltningsstrategier for a
bevare det genetiske mangfoldet til elvemusling i Norge.

Prosjektet ble utvidet med nye lokaliteter i 2011-2012, bl.a. i Namsenvassdraget (relikt lakse-
stamme og sjgvandrende laks) og Hestadelva (sjgarret). | tillegg ble det lagt opp til & undersg-
ke flere individer fra enkelte av lokalitetene som var undersgkt tidligere for & se om antall prg-
ver hadde noen betydning for konklusjonene. | tillegg skulle det utpr@ves nye metoder for prg-
vetaking som ikke skadet eller drepte forsgksindividene. Resultatene fra dette prosjektet pre-
senteres i denne rapporten.




NINA Rapport 926

2 Genetisk variasjon hos elvemusling Margaritifera
margaritifera (L.) i Norge

Sten Karlsson, Bjgrn Mejdell Larsen, Torveig Balstad, Line Eriksen & Kjetil Hindar

2.1 Innledning

Norge har gjennom konvensjonen om biologisk mangfold forpliktet seg til & bevare sitt biologis-
ke mangfold (biodiversitet) pa gkosystem-, arts- og genniva. En vanlig oppfatning er at beva-
ring av gkosystem og naturtyper ogsa bevarer arter, og at bevaring av arter ogsa bevarer ge-
netisk variasjon innen arten. Men det finnes etter hvert en anerkjennelse av at bevaring av ar-
ter ikke ngdvendigvis bevarer det genetiske mangfoldet innen artene. Bevaring av genetisk
mangfold har imidlertid fatt liten oppmerksomhet innen det praktiske naturvernarbeidet (Laikre
mfl. 2010).

Undersgkelser av genetisk variasjon innen arter gjgr det mulig & oppdage forskjeller som ikke
nadvendigvis gir seg uttrykk i apenbare morfologiske forskjeller. Larsen mfl. (2011a) stilte
spgrsmal ved om det kunne finnes to funksjonelle typer av elvemusling basert pa ulike popula-
sjoners avhengighet av enten laks eller grret som vert for muslingens larver. Det er ogsa rap-
portert om forskjellig utnyttelse av grret og laks som vert i Skottland (Hastie & Young 2001), og
Bauer (1987a; b) antydet at laks ble viktigere som vert jo lenger nord man kom uten at dette
ble koblet mot genetiske forskjeller mellom populasjoner.

Det er en generell oppfatning at elvemusling har en kompleks populasjonsstruktur (Geist &
Kuehn 2005, Bouza mfl. 2007, Geist mfl. 2010) som i liten grad synes & veere sammenfallende
med populasjonsstrukturen til vertsfisken (Geist mfl. 2010). Elvemuslingen og dens vert har
ulike livshistoriestrategier og habitatkrav (Geist & Kuehn 2008), og det virker ikke som om hgy
tetthet av for eksempel grret alene er avgjgrende for a opprettholde en hgy rekruttering hos
elvemusling (Geist mfl. 2006).

I Norge har vi observert at laks er primeervert i vassdrag som domineres av laks (Larsen 2009,
Larsen & Berger 2004a; 2007a; 2010, Larsen & Aspholm 2007, Larsen & Karlsen 2010, Larsen &
Saksgard 2010, Larsen mfl. 2000a), mens det i mindre anadrome vassdrag der sjggrret domine-
rer er observert at grret er primeervert (Larsen 2006, Larsen & Berger 2005a; 2007b). | andre ikke-
anadrome vassdrag har elvemusling grret som eneste vert (Larsen & Berger 2005b, Larsen &
Aspholm 2005, Larsen mfl. 2007b; 2008). Der laks settes ut oppstrgms anadrom strekning har
man ikke funnet muslinglarver pa laks, bare pa grret (Larsen mfl. 2002a, Larsen & Berger 2009b).
Alle disse observasjonene fgrte fram til hypotesen om at det finnes to typer av elvemusling:
«grretmusling» og «laksemusling» og at disse representerer to evolusjoneert adskilte typer. |
tillegg ble det i vassdrag med bade «grretmusling» og «laksemusling» funnet at «grretmuslinge-
ne» frigjorde muslinglarvene 3-4 uker tidligere enn «laksemuslingene», og det ble ogsa funnet ulik
veksthastighet hos de to typene (Larsen mfl. 2002b, Dunca mfl. 2010).

Malet med studien er & underbygge hypotesen som tidligere er framsatt, om at det finnes ge-
netiske variasjoner bade mellom og innen bestander av elvemusling, som i stor grad forklares
av hvilken fiskeart som er primeervert for muslingenes larver i de ulike bestandene. Analyser av
et materiale samlet inn i 2006-2010 (Larsen mfl. 2011) supplert med flere lokaliteter samlet inn
i 2011-2012 blir presentert her.




NINA Rapport 926

2.2 Materiale og metode

2.2.1 Innsamling

| forbindelse med dette prosjektet ble det utviklet en innsamlingsmetode for DNA-prgver som i
ubetydelig grad skader muslingene (Karlsson mfl. 2013; kapittel 3 i denne rapporten). Dette har
gjort det mulig & samle inn pregver fra levende muslinger, og pravetakingen kan lett utvides til
flere individer enn det som for eksempel blir samlet inn i forbindelse med det nasjonale over-
vakningsprogrammet pa elvemusling (Larsen mfl. 2000b). Figur 1 gir en geografisk oversikt
over innsamlingsstasjoner som har inngatt i analysene. Med bakgrunn i tidligere feltundersg-
kelser er primaervert for elvemusling for hver lokalitet og delpopulasjon oppgitt til enten laks
eller grret (tabell 1). Materialet fordeler seg pa 17 lokaliteter/delpopulasjoner med laks som
primeervert og 16 lokaliteter/delpopulasjoner med grret som primaervert (tabell 1). Tabell 2
oppsummerer innsamlingen av prgver i 2006-2012. Det er forelgpig samlet inn prgver til analy-
se av genetisk variasjon i 27 lokaliteter/elver fordelt pa fire geografisk begrensede omrader i
Norge: Finnmark (2 elver), Trondelag/Nordland (11 elver), Rogaland/Hordaland (8 elver) og
@stlandet (6 elver) (figur 1; tabell 2). | tre av elvene i Trgndelag (Aursunda, Mossa og Figga)
er det undersgkt to stasjoner i hver elv. | Ogna (Trgndelag) er det undersgkt i alt fire stasjoner.
Til sammen utgjer materialet 33 uavhengige datasett som er analysert med hensyn til genetisk
variasjon. Prgvematerialet som ble undersgkt av Larsen mfl. (2011a) ble utvidet og supplert
med flere individer pa 12 av lokalitetene/stasjonene (Begna, Hoenselva, Ogna, Haelva, Figgjo,
Skeivikbekken, Svinesbekken, Borraselva, Mossa (to delpopulasjoner) og Aursunda (to delpo-
pulasjoner), og til sammen atte nye lokaliteter ble inkludert (Hunnselva, Fallselva, Lerangsbek-
ken, Oselva, Forneselva, Bjgra, Mellingselva og Hestadelva).

2.2.2 DNA ekstraksjon

DNA (arvestoffet) ble ekstrahert fra spritfikserte prgver av fremre lukkemuskel i 2006-2011 og
fra Q-tip praver oppbevart i lysis buffer i 2011-2012 (neermere omtalt i kapittel 3 i denne rapp-
orten), ved bruk av henholdsvis E.Z.N.A.™ tissue DNA kit og E.Z.N.A.™ microelute genomic
DNA kit (E.Z.N.A. ®, Omega Bio-Tek Inc, Norcross).

2.2.3 Genotyping av mikrosatellitter

| alt ble 812 individer fordelt pa 33 forskjellige stasjoner (figur 1) genotypet for atte mikrosatel-
litt markarer. PCR ble utfart i to ulike multiplexer bestaende av fglgende mikrosatellitter: Mar-
Ma3050, MarMa3621, MarMa4322, MarMa4726, MarMa2671, MarMa4143, MarMa5167, Mar-
Ma5280 (Geist mfl. 2003). Hver multiplex PCR ble utfart i et totalt reaksjonsvolum av 10 pl,
bestdende av henholdsvis 4,2 uM og 3,4 UM av primere for multiplex 1 og multiplex 2, men
med forskjellige konsentrasjoner for hvert primerpar, 0,8 mM av hver dNTP, 1X reaksjonsbuffer
bestdende av 15mM MgCI og 1 unit av Hotstar polymerase (QiaGen). PCR ble kjart pa en
Quattro Cycler (VWR) med faglgende program: Denaturering i 15 minutter ved 95 °C: 30 syklu-
ser med denaturering ved 94 °C i 30 sekunder, avkjgling ved 55 °C i 30 sekunder og extension
ved 72 °C i 45 sekunder. PCR ble avsluttet med et siste extension-steg ved 72 °C i 10 minut-
ter. Fragmentene fra hver multiplex ble separert og visualisert med en ABI 3130xI DNA se-
kvenseringsmaskin (Applied Biosystems) og fragmentstgrrelsene (antall basepar i hvert allel)
ble bestemt med GENEMAPPER ver. 3.7 (Applied Biosystems).

2.2.4 Dataanalyser

Genepop v.4 (Raymond & Rousset 1995) ble brukt for & teste for mulige awvik fra genetisk
(Hardy-Weinberg) likevekt, homogenitetstest av allelfrekvenser mellom populasjoner, bereg-
ning av forventet og observert heterozygositet og beregning av Fsr (det vanligst brukte mal pa
genetisk differensiering) (Weir & Cockerham 1984). Mulige genotypingsfeil ble undersgkt med
hjelp av MIcrRo-CHECKER (Van Oosterhout mfl. 2004). Estimat pa antall forskjellige alleler i en
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populasjon uavhengig av antall praver (allelrikdom; engelsk: allelic richness) ble utfgrt i FSTAT
v. 2.9.3 (Goudet 2001). For a teste om det var forskjell i forventet heterozygositet, allelrikdom
og Fst mellom grupper av populasjoner ble det benyttet opsjonen for dette i FSTAT v. 2.9.3
(Goudet 2001) med 1000 permutasjoner. Populasjonene ble gruppert etter vertstilhgrighet.
Testen gjgres ved at muslingpopulasjonene plasseres tilfeldig i en av gruppene. Forskjellen
mellom gruppene for den valgte parameteren estimeres, hvoretter prosedyren repeteres et
valgt antall ganger. P-verdien er andelen av gangene det observerte estimatet er hgyere enn
det randomiserte.

Fordeling av den totale genetiske variasjonen til populasjoner og vertstilhgrighet ble undersgkt
med AMOVA (Analysis of Molecular Variance), implementert i Arlequin ver. 3.5.1.2 (Schneider
mfl. 2000). Lokalitetene (egentlig innsamlingsstasjonene) ble gruppert i to ulike vertsgrupper
(arret og laks). Den totale genetiske populasjonsstrukturen ble visualisert i en prinsipalkompo-
nentanalyse (PCA, principal component analysis) basert pa Neis parvise genetiske distanser
(Nei 1972).
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Figur 1. Angivelse av lokaliteter (elver) og populasjoner/delpopulasjoner (egentlig innsam-

lingsstasjoner) der det er samlet inn DNA prgver fra elvemusling inkludert i denne studien.
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Tabell 1. Angivelse av antatt primeervert for elvemusling i de ulike lokalitetene og innsamlings-
stasjonene med kommentarer og kildehenvisninger.

Lokalitet Vertsfisk Kommentar Kilde
1_T Hunnselva Drret Larsen 1998, Larsen & Harsaker 2002a,
Larsen & Berger 2009a
2_T Fallselva Drret Ikke undersgkt
3_T Begna Drret Larsen 2000
4_T Simoa Drret Forekomst av larver pd grret lavere Larsen mfl. 2007b
enn forventet
5_T Hoenselva Drret Laks settes ut, men ikke funnet larver Larsen & Harsaker 2002b, Larsen mifl.
pa disse 2002a, Larsen & Berger 2009b
6_S Numedalslagen Laks @rret finnes, men ikke funnet larver p&  Sandaas mfl. 2012
disse
7_S Ogna Laks @rret finnes, men ikke funnet larver pA  Larsen & Brars 1998, Larsen mfl. 2012a
disse
8_S Haelva Laks (grret) Sporadisk forekomst av larver pa grret  Larsen & Berger 2004b, Larsen & Ber-
ger 2010
9_S Figgjo Laks (grret) Ingen/sporadisk forekomst av larver pA  B.M.Larsen upublisert materiale

grret

10_T Flotana Drret B.M.Larsen upublisert materiale

11 T Lerangsbekken Drret B.M.Larsen upublisert materiale

12_T Skeivikbekken Drret Laks forekommer sporadisk, men ikke Larsen & Berger 2005a, Larsen 2011
funnet larver pé disse

13 T Svinesbekken Drret Larsen & Berger 2005b, Larsen 2011

14 S Oselva

Laks (grret)

Sporadisk forekomst av larver pa grret

Larsen mfl. 2007a

15_S Grytelva

Laks og grret (?)

Usikker. Varierende forekomst av
larver pa grret — laks primeervert

Larsen mfl. 2004, Larsen & Saksgard
2010

16_T Dragstelva

drret

Ikke undersgkt

17_T Borraselva

Drret

Larsen & Harsaker 2001, Larsen mfl.
2008

18_S Mossa-5

19_S Mossa-14

Laks eller grret (?)

Laks eller grret (?)

Oppgang av laks stanset pga vann-
kraftregulering. Forekomst av larver pa
grret lavere enn forventet - laks sann-
synlig primeervert

Larsen & Saksgard 2012c

Ikke undersgkt

20_S Figga-Sagmo

21 S Figga-Lg

Laks (grret)

Laks (arret)

Sporadisk forekomst av larver pa grret

Sporadisk forekomst av larver pa grret

Larsen mfl. 2000a, Larsen mfl. 2011b,
Larsen & Saksgard 2012a; 2013
Larsen mfl. 2000a, Larsen mfl. 2011b,
Larsen & Saksgérd 2012a; 2013

22_T Ogna-Skillegrind
23_S Ogna-Hyllbrua

24_S Ogna-Brandsegg

25_S Ogna-Hornemann

Drret
Laks eller grret (?)

Laks (arret)

Laks (arret)

Usikker. Oppgang av laks stanset pga
Gyro. Forekomst av larver pa grret
lavere enn forventet

Sporadisk forekomst av larver pa grret

Sporadisk forekomst av larver pa grret

Larsen mfl. 2000a, Larsen mfl. 2011b

Larsen mfl. 2000a. Larsen mfl. 2011b,
Larsen & Saksgard 2012a; 2013

Larsen mfl. 2000a, Larsen mfl. 2011b,
Larsen & Saksgard 2012a; 2013
Larsen mfl. 2000a, Larsen mfl. 2011b,
Larsen & Saksgard 2012a; 2013

26_S Forneselva

Laks eller grret (?)

Usikker. Oppgang av laks stanset pga
kraftverksdemning.  Forekomst av
larver pa grret lavere enn forventet

Larsen & Saksgard 2012b

27_T Aursunda-25

28_S Aursunda-6

drret

Laks (grret)

Ovenfor naturlig anadrom strekning.
Laks forekommer, men ikke funnet
larver pa disse

Sporadisk forekomst av larver pa grret

Larsen & Berger 2004a, Larsen & Saks-
gard 2011

Larsen & Berger 2004a, Larsen & Saks-
gard 2011

29_S Bjgra Laks (grret) Sporadisk forekomst av larver pa grret  B.M.Larsen upublisert materiale
30_T Mellingelva Drret Laks (Namsblank) forekommer vanlig, B.M.Larsen upublisert materiale
men ikke funnet larver pa disse
31 T Hestadelva Drret Laks forekommer sporadisk, men ikke Larsen & Berger 2007b, Larsen & Bjer-

funnet larver pa disse

land 2012

32_S Karpelva

Laks (arret)

Sporadisk forekomst av larver pa grret

Larsen & Aspholm 2007, Larsen &
Aspholm under arbeid

33_T Skjellbekken

Drret

Larsen & Aspholm 2005, leshko mfl.
2009, Larsen & Aspholm 2011

12




NINA Rapport 926

Tabell 2. Lokalitet, dato for innsamling, antall og skallengde pa muslinger som er samlet inn i
forbindelse med genetiske analyser av elvemusling, enten i form av vevsprgver pa sprit eller i
form av ikke-letale Q-tip-prgver. Lokalitetene er nummerert fra 1 til 33 fulgt av S eller T som
star for laks (salmon) og @rret (trout), og angir at vertsfisk pa innsamlingslokaliteten er vurdert
& veere henholdsvis laks og arret (se tabell 1). Lokalitet er videre angitt med navn pa elva og
en stasjonsbetegnelse for lokaliteter med flere innsamlingsstasjoner (Mossa, Figga, Ogna og
Aursunda).

Lokalitet Stasjon Dato innsamling Antall Skallengde, mm
Vev Q-tip
sprit buffer
1_T Hunnselva 14.10.2011 0 30 90,3 -118,3
2_T Fallselva 14.10.2011 0 15 74,0-111,8
3_T Begna 03.08.2010 og 15.10.2011 15 15 72,0 - 109,7
4 T Simoa 04.08.2010 15 0 92,8 - 140,1
5_T Hoenselva 04.08.2010 og 16.10.2011 15 15 89,1-107,4
6_S Numedalslagen 21.09.2009 15 0 59,2 - 142,9
7_S Ogna 30.08.2008, 21.08.2010, 26.-28.08.2011 15 30 72,6 - 149,4
8_S Haelva 20.08.2010 og 21.08.2011 15 15 77,9 - 134,0
9_S Figgjo 21.10.2006 og 28.08.2011 15 15 78,3-131,8
10_T Flotana 22.10.2006 10 0 71,3-110,4
11 T Lerangsbekken 27.05.2012 0 30 97,4 —123,6
12_T Skeivikbekken 22.08.2010 og 20.08.2011 10 20 97,1-134,1
13_T Svinesbekken 22.10.2006 og 19.08.2011 15 15 67,1 -104,0
14 _S Oselva 24.05.2012 0 30 49,7 —144,1
15_S Grytelva 07.07.2009 10 0 102,1 - 128,0
16_T Dragstelva 31.08.2009 og 18.09.2010 13 0 64,7 - 110,8
17_T Borraselva 13.10.2010 og 01.06.2011 60* 15 77,5 -108,5
18 S Mossa 5 - Stokkleivvatn 20.05.2010 og 05.08.2011 4 30 91,2 -144,6
19 S Mossa 14 - L. Meltingen 05.08.2011 0 30 87,6 — 136,3
20_S Figga Sagmo 28.06.2009 10 0 88,3 -130,2
21 S Figga Lo 28.06.2009 10 0 72,3-114,7
22_T Ogna Skillegrind 28.06.2009 15 0 81,4 -105,2
23 S Ogna Hyllbrua 28.06.2009 15 0 96,3 - 136,5
24 S Ogna Brandsegg 28.06.2009 10 0 102,9 - 140,4
25_S Ogna Hornemann 28.06.2009 10 0 72,5-125,0
26_S Forneselva 07.09.2011 0 30 91,7-151,9
27_T Aursunda 25 — Gammelsagelva 24.08.2009 og 04.08.2011 10 20 69,2 - 103,7
28_S Aursunda 6 — Svartfossen 24.08.2009 og 04.08.2011 10 20 58,9 - 110,0
29_S Bjgra 04.08.2011 0 30 75,2 -126,6
30_T Mellingelva 10.07.2011 0 30 81,7 -119,6
31 T Hestadelva 07.07.2011 0 30 56,8 — 106,6
32_S Karpelva 28.09.2010 15 0 70,6 - 109,2
33_T Skjellbekken 26.09.2010 15 0 49,3 -109,9

* inkluderer vevsbit lukkemuskel (15), vevsbit kappe (15), fotskrap (15) og haemolymfe (15)

Populasjonsstrukturen ble ogsa undersgkt ved individuell diskriminering til et gitt antall antatte
populasjoner ved hjelp av programmet STRUCTURE (Pritchard mfl. 2000). Vi utfgrte 50.000
repetisjoner som "burn-in” og nye 100.000 repetisjoner etter "burn-in” uten a priori informasjon
om opprinnelsespopulasjonen til muslingene. Enkelt beskrevet sa ble muslingene sortert i et pa
forhand bestemt antall populasjoner ut fra deres genotyper slik at avvik fra Hardy-Weinberg
genotype-fordeling og koblings-ulikevekt mellom genetiske markagrer ble minimert. For hvert
individ ble det oppnadd en sannsynlighet for a tilhgre de ulike antatte populasjonene. Det mest
sannsynlige antall populasjoner som kunne avdekkes ved hjelp av denne metoden ble under-
sakt ved & repetere analysene med forskjellig antall antatte populasjoner, og for hver analyse
ble den estimerte logaritmiske sannsynligheten av data notert etterfulgt av estimering av sann-
synligheter for forskjellige antall populasjoner i henhold til Pritchard mfl. (2000).
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| fire forskjellige elver hadde vi prgver fra to eller flere populasjoner/delpopulasjoner (Mossa,
Figga, Ogna og Aursunda), og fra to vassdragssystemer hadde vi prgver fra to lokaliteter innad
i vassdraget (Figgjo-vassdraget og Namsen-vassdraget) (figur 1). Mulige forskjeller i allelrik-
dom og forventet heterozygositet mellom par av muslingstasjoner ble undersgkt med Wilcoxon
signed rank test (ikke-parametrisk test) med hjelp av SPSS Statistics 18
(http://www.spss.com/) og genetisk differensiering (Fst) ble estimert og testet i Genepop v.4
(Raymond & Rousset 1995). Lokaliteten «Hyllbrua» i Ognavassdraget ble spesielt undersgkt
for mulig innblanding av grretmuslinger fra «Skillegrind» eller laksemuslinger fra «Brandegg»
og «Hornemannx». For dette ble den mest sannsynlige lokalitetstilhgrigheten til de enkelte indi-
videne fra «Hyllbrua» angitt ved hjelp av en bayesiansk beregningsmetode (Rannala & Moun-
tain 1997), implementert i GeneClass ver. 2.0 (Piry mfl. 2004).

2.3 Resultater

Trettisyv individer av totalt 812 hadde mislykket genotyping for mer enn en av de atte mikrosa-
tellitt-markarene. Disse ble ekskludert i videre analyser. Av de gjenstaende 775 individene ble
657 genotypet for alle atte markgrer og 118 manglet genotype for en markgr. To markarer
(MarMa4726 og MarMa5167) hadde en tendens til underskudd av heterozygoter. Dette antyder
at det er problemer med genotypingen i form av sakalte null-alleler, det vil si at en av to eksis-
terende genvarianter ikke blir oppdaget. Dette medfgrer at individet genotypes som homozygot
selv om det i virkeligheten er heterozygot. Dette indikeres ogsd av programmet MICRO-
CHECKER. Disse to markgrene ble ekskludert i videre analyser.

Den genetiske variasjonen i form av gjennomsnittlig forventet heterozygositet innen lokalite-
ter/delpopulasjoner varierte fra 0,035 (22_T Ogna-Skillegrind) til 0,592 (20_S Figga-Sagmo) og
i form av allelrikdom fra 1,2 (1_T Hunnselva og 22_T Ogna-Skillegrind) til 4,1 (25_S Ogna-
Hornemann) (tabell 3). De fleste grretmusling-lokalitetene hadde en lavere genetisk variasjon
enn laksemusling-lokalitetene (figur 2 og 3), og som grupper hadde grretmusling-lokalitetene
en signifikant lavere heterozygisitet og allelikdom sammenliknet med laksemusling-
lokalitetene. Det var imidlertid en stgrre genetisk differensiering mellom de ulike grretmusling-
lokalitetene sammenliknet med de ulike laksemusling-lokalitetene (tabell 4).

Genetisk differensiering mellom lokaliteter er visualisert i figur 4. | grove trekk danner lakse
musling- og grretmusling-populasjonene atskilte klustere. Unntakene fra dette synes & veere
grretmuslinger fra Simoa, Dragstelva og Skjellbekken som ligger i utkanten av gruppen med
laksemuslinger. Figur 4 viser ogsa at grretmusling-lokalitetene er betydelig mer genetisk ad-
skilt fra hverandre enn de ulike laksemusling-lokalitetene. Forskjellen mellom grretmusling- og
laksemusling-lokaliteter som grupper var ogsa tydelig, da 11,43 % av den totale genetiske va-
riasjonen kunne tilskrives forskjeller mellom gruppene (tabell 5). De genetiske forskjellene mel-
lom populasjoner innen vertsgruppe (laks eller grret) var imidlertid starre (15,16 %). Dette kan
hovedsakelig tilskrives variasjonen mellom grretmusling-lokaliteter (tabell 4).

Populasjonsstrukturen ble ytterligere undersgkt ut fra individuelle genetiske profiler ved hjelp
av STRUCTURE. Da samtlige prgver ble analysert var det mest sannsynlige antall populasjo-
ner atte (P = 0,98), men da bare grretmuslingene ble analysert var det mest sannsynlige antall
populasjoner 14 (P = 0,99). Da bare laksemuslinger ble inkludert i analysen kunne ingen popu-
lasjonsstruktur detekteres. Figur 5 visualiserer resultatet med individuell diskriminering til atte
antatte populasjoner. Som vist i figur 4 er grretmusling-lokalitetene betydelig mer strukturert
enn laksemusling-lokalitetene som ikke kan diskrimineres uten a priori gruppering til innsam-
lingslokalitet. Dette viser at man kan tilordne enkeltindivider av grretmusling med relativt stor
presisjon til «riktig» opphavspopulasjon. Enkeltindivider av laksemusling derimot kan ikke til-
ordnes til opphavspopulasjon. Unntaket er grretmuslinger fra 4_T Simoa, 16_T Dragstelva og
33_T Skjellbekken som ikke blir tilordnet til diskrete populasjoner, og i sd mate ligner lakse-
muslingene. Figuren viser ogsa at laksemuslingene til en viss grad har en genetisk profil for-
skjellig fra de fleste grretmuslingene. Alle laksemuslinger tilordnes i de fleste tilfeller i relativt
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stor grad til én av populasjonene (populasjonen kodet med rgd farge), mens grretmuslingene i
liten grad tilordnes til denne populasjonen.

I en sammenlikning av lokaliteter innen samme vassdragssystem var det stor og signifikant
genetisk differensiering mellom innsamlingsstasjoner med elvemusling med forskjellig vertstil-
harighet (Figgjovassdraget; tabell 6 og Namsenvassdraget; tabell 7). Dette var ogsa tilfellet
mellom ulike innsamlingslokaliteter i samme lokalitet (elv) med forskjellig vertstilhgrighet (Og-
na; tabell 8 og Aursunda; tabell 9). P& ulike innsamlingsstasjoner innen samme lokalitet (elv)
med lik vertstilhgrighet var det ingen signifikant genetisk differensiering (Mossa; tabell 10 og
Figga, tabell 11). Grretmusling-lokalitetene oppviste signifikant lavere genetisk variasjon (hete-
rozygositet og allelrikdom) enn laksemusling-lokalitetene innen samme vassdrag. Forskjellige
laksemusling-lokaliteter innen samme vassdrag oppviste ikke genetiske forskjeller, unntatt lo-
kaliteten 23 S Hyllbrua i Ognavassdraget (tabell 8). Denne lokaliteten var signifikant genetisk
forskjellig fra 24_S Brandsegg (P = 0,009) og 25_S Hornemann (P = 0,033), og hadde en sig-
nifikant lavere allelrikdom (P = 0,043) enn 25_S Hornemann.

Tabell 3. Oppsummert statistikk fra seks mikrosatellitt-markgrer fra 33 lokaliteter og delpopula-
sjoner (egentlig innsamlingsstasjoner) med elvemusling. N er antall undersgkte muslinger, He
er gjennomsnittlig forventet heterozygositet, H, er gjennomsnittlig observert heterozygositet, #A
er gjennomsnittlig observert antall ulike alleler, Ag er gjennomsnittlig allelrikdom (allelic rich-
ness) basert pa syv diploide individer, P,y er sannsynlighet for Hardy-Weinberg likevekt.

Lokalitet N H H #A A P

e 0 R H-W
1_T Hunnselva 30 0,065 0,017 1.3 1,2 -
2_T Fallselva 15 0,377 0,400 3,0 2,5 0,878
3_T Begna 30 0,080 0,090 1,7 1,4 1
4 T Simoa 15 0,452 0,520 3,5 29 0,769
5_T Hoenselva 30 0,144 0,122 1,3 1.3 0,04
6_S Numedalslagen 15 0,531 0,519 52 3,8 0,203
7_S Ogna 40 0,540 0,542 6,8 3,7 0,509
8_S Haelva 30 0,535 0,562 7,2 4,0 0,663
9_S Figgjo 30 0,457 0,395 53 3,4 ~0
10_T Flotana 10 0,129 0,050 15 1,4 na
11 T Lerangsbekken 30 0,348 0,389 4,5 2,6 0,026
12_T Skeivikbekken 30 0,497 0,489 4,2 3,2 0,785
13 T Svinesbekken 30 0,289 0,288 2,8 2,1 0,534
14_S Oselva 30 0,499 0,478 6,3 3,7 0,022
15_S Grytelva 9 0,527 0,419 4,3 3,9 0,726
16_T Dragstelva 13 0,264 0,237 1,7 1,6 0,982
17_T Borraselva 56 0,359 0,339 3,2 2,2 0,161
18 S Mossa-5 33 0,498 0,509 55 3,6 0,657
19 S Mossa-14 29 0,528 0,516 6,3 3,7 0,998
20_S Figga-Sagmo 10 0,592 0,557 4,3 3,9 0,929
21_S Figga-Lg 9 0,537 0,486 4,0 3,7 0,707
22_T Ogna-Skillegrind 14 0,035 0,012 1,3 1,2 na
23_S Ogna-Hyllbrua 15 0,522 0,517 4,0 3,1 0,921
24_S Ogna-Brandsegg 10 0,459 0,517 4,0 3,5 1
25_S Ogna-Hornemann 8 0,519 0,500 4,3 4,1 0,844
26_S Forneselva 30 0,530 0,492 5,7 3,7 0,551
27_T Aursunda-25 29 0,145 0,086 1,7 15 ~0
28_S Aursunda-6 29 0,521 0,525 6,3 3,9 0,866
29_S Bjgra 27 0,525 0,449 6,2 3,8 0,051
30_T Mellingelva 30 0,272 0,272 3,5 2,3 0,130
31_T Hestadelva 30 0,275 0,303 2,3 2,0 0,931
32_S Karpelva 14 0,482 0,369 5,0 3,8 0,030
33_T Skjellbekken 15 0,469 0,515 3,8 3,1 0,996
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Figur 2. Gjennomsnittlig forventet heterozygositet estimert fra seks mikrosatellitt markarer i 33
ulike bestander av elvemusling. Bla stolper er laksemusling og rgde stolper er grretmusling.
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Figur 3. Gjennomsnittlig allelrikdom (allelic richness) estimert utfra syv diploide individer og
seks markgrer for mikrosatellitter i 33 ulike bestander av elvemusling. Bla stolper er lakse-
musling og rade stolper er grretmusling.

Tabell 4. Estimater og tester av forskjeller i allelrikdom (allelic richness), forventet heterozygo-
sitet og Fst innen grupper av elvemusling-populasjoner som har laks eller grret som primaer-
vert for muslinglarvene.

Statistikk Laks Drret P-Verdi
Allelrikdom (allelic richness) 3,919 2,094 0,001
Forventet heterozygositet 0,513 0,267 0,001
Fst (mellom populasjoner innen laks- og grret-grupper) 0,025 0,345 0,001
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Figur 4. Prinsipalkomponentanalyse (PCA, principal component analysis) basert pa Neis par-
vise genetiske distanser fra 33 lokaliteter og delpopulasjoner (egentlig innsamlingsstasjoner)
med elvemusling, estimert fra seks mikrosatellitt markgrer. Rgde og blad diamanter er hen-
holdsvis grretmusling- og laksemusling-populasjoner. Navn og lokalisering av lokaliteter er gitt
pa figur 1.

Tabell 5. Analyse av molekyleergenetisk variasjon (AMOVA) ved bruk av seks mikrosatellitt
markgrer i 33 lokaliteter og delpopulasjoner (egentlig innsamlingsstasjoner) med elvemusling.
Populasjonene/delpopulasjonene er gruppert etter vertstilhgrighet for a estimere hvor stor an-
del av den totale variasjonen som kan tilskrives vertstilhgrighet, variasjon mellom populasjoner
innen vertsgruppe og variasjon innen populasjoner/delpopulasjoner.

Alle populasjoner strukturert utfra vert Prosent av total variasjon P-Verdi
Mellom vert 11,43 ~0
Mellom populasjoner innen vert 15,16 ~0
Innen populasjoner/delpopulasjoner 73,50 ~0

Tabell 6. Estimater og tester av forskjeller i allelrikdom (allelic richness), forventet heterozygo-
sitet og Fst mellom to lokaliteter i Figgjovassdraget med ulik vertsart.

Statistikk 9 S Figgjo 10 T Flotana P-Verdi
Allelrikdom (Allelic richness) 3,353 1,450 0,043
Forventet heterozygositet 0,457 0,129 0,043
Fsr 0,2323 ~0
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Figur 5. Individuell genetisk tilordning til atte antatte populasjoner fra 33 elvemusling-bestander
ved bruk av STRUCTURE. Hver farge representerer ulike antatte populasjoner (atte ulike far-
ger). Individene er ordnede etter bestand. De farste 15 bestandene er grretmuslinger og de
siste 18 er laksemuslinger.

Tabell 7. Estimater og tester av forskjeller i allelrikdom (allelic richness), forventet heterozygo-
sitet og Fst mellom to lokaliteter i Namsenvassdraget med ulik vertsart.

Statistikk 30 T Mellingelva 29 S Bjgra P-Verdi
Allelrikdom (Allelic richness) 2,262 3,844 0,028
Forventet heterozygositet 0,272 0,525 0,075
Fsr 0,2237 ~0

Tabell 8. Estimater og tester (P-verdi i parentes) av forskjeller i allelrikdom (allelic richness),
forventet heterozygositet og Fst mellom fire delpopulasjoner (innsamlingsstasjoner) i Ogna

med ulik vertsart pa Skillegrind sammenlignet med Hyllbrua, Brandsegg og Hornemann.

Statistikk Lokalitet 22_T Skillegrind 23_S Hyllbrua 24_S Brandsegg
Ar 23_S Hyllbrua 3,1/1,2 (0,043)

24 S Brandsegg 3,5/1,2 (0,043) 3,5/3,1 (0,983)

25 S Hornemann 4,1/1,2 (0,043) 4,1/3,1 (0,043) 4,1/3,5 (0,255)
He 23_S Hyllbrua 0,52/0,035 (0,043)

24 _S Brandsegg 0,46/0,035 (0,043) 0,46/0,52 (0,255)

25_S Hornemann 0,52/0,035 (0,043) 0,52/0,52 (0,686) 0,52/0,46 (0,08)
Fst 23_S Hyllbrua 0,361 (P~0)

24 S Brandsegg 0,597 (P~0) 0,076 (P=0,009)

25_S Hornemann 0,568 (P~0) 0,037 (P=0,033) 0,029 (P=0,232)
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Tabell 9. Estimater og tester av forskjeller i allelrikdom (allelic richness), forventet heterozygo-
sitet og Fst mellom to delpopulasjoner (innsamlingsstasjoner) i Aursunda med ulik vertsart.

Statistikk 27 T Aursunda — 25 28 S Aursunda-6  P-Verdi
Allelrikdom (Allelic richness) 1,472 3,884 0,028
Forventet heterozygositet 0,145 0,521 0,028
Fst 0,3645 ~0

Tabell 10. Estimater og tester av forskjeller i allelrikdom (allelic richness), forventet heterozy-
gositet og Fst mellom to delpopulasjoner (innsamlingsstasjoner) i Mossa med samme vertsart.

Statistikk 19 S Mossa-—14 18 S Mossa-5 P-Verdi
Allelrikdom (Allelic richness) 3,744 3,557 0,249
Forventet heterozygositet 0,528 0,498 0,345
Fst 0,013 0,080

Tabell 11. Estimater og tester (P-verdi i parantes) av forskjeller i allelrikdom (allelic richness),
forventet heterozygositet og Fst mellom to delpopulasjoner (innsamlingsstasjoner) i Figga med
samme vertsart.

Statistikk 20_S Figga-Sagmo 21 S Figga-Lg P-Verdi
Allelrikdom (Allelic richness) 3,948 3,712 0,500
Forventet heterozygositet 0,592 0,537 0,249
Fsr -0,0241 0,959

For a undersgke hvorvidt prgvene fra 23_S Hyllbrua kunne inneholde individer med opphav fra
22_S Skillegrind eller fra to av de andre delpopulasjonene med laksemusling nedstreams Hyll-
brua (24_S Brandsegg og 25 S Hornemann), ble enkeltindivider genetisk tilordnet de fire ulike
delpopulasjonene i Ognavassdraget (figur 6). Tolv av 15 individer fra Hyllbrua hadde en gene-
tisk sammensetning som med starst relativ sannsynlighet var tilordnet Hyllbrua som popula-
sjon, mens to individer ble tilordnet Brandsegg og ett individ ble med like stor score tilordnet
Brandsegg og Hornemann. Ingen individ ble tilordnet delpopulasjonen med grretmusling pa
Skillegrind.
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2.4 Diskusjon

Hovedkonklusjonene fra denne utvidede studien av genetisk variasjon innen og mellom elve-
musling-lokaliteter avviker ikke fra de i et tidligere pilotprosjekt (Larsen mfl. 2011a). A priori
klassifisering av elvemuslinger som enten grretmusling eller laksemusling ut fra infeksjonsgrad
pa vertsfisk, fikk stgtte i den observerte fordelingen av genetisk variasjon mellom de to grup-
pene. @rretmuslinger hadde generelt lavere genetisk variasjon enn laksemuslinger, men det
var en betydelig starre genetisk differensiering mellom forskjellige grretmusling-populasjoner
enn det var mellom forskjellige laksemusling-populasjoner. Det ble vist at en stor andel av den
totale genetiske variasjonen kunne tilskrives genetisk variasjon mellom grretmusling- og lak-
semusling-populasjoner som grupper. Dette, sammen med observasjoner av grretmusling- og
laksemusling-populasjoner som to mer eller mindre atskilte genetiske ansamlinger, antyder at
elvemusling i Norge bgr inndeles i to separate grupper. Det er imidlertid viktig & papeke at or-
retmuslinger som er undersgkt hovedsakelig begrenser seg til omrader med stasjoneere grret-
bestander, og anadrome lokaliteter med sjggrret er bare unntaksvis undersgkt. Vi kan derfor
ikke konkludere med at grretmuslinger fra anadrome omrader («sjggrretmuslinger») er forskjel-
lige fra laksemuslinger.

| det avsluttede pilotprosjektet ble det vist at populasjonsstrukturen ikke var regionvis fordelt
(Larsen mfl. 2011a), og vi har ikke repetert dette i denne rapporten.

De genetiske forskjellene mellom grretmusling- og laksemusling-populasjoner var like tydelige
for grretmusling- og laksemusling-lokaliteter innen samme vassdrag som pa tvers av vassdrag
til tross for mulig genflyt i form av drift av grretmusling-larver, nedstrems vandring av grret
(med muslinglarver) eller transport av voksne grretmuslinger (ved for eksempel flom) nedover i
vassdraget til lokaliteter med laksemusling. Dette kan bety at det faktisk finnes en reproduktiv
barriere utover de fysiske hindringene som hindrer genflyt.

Det var ingen genetiske forskjeller mellom laksemusling-lokaliteter innen samme vassdrag, og
det er derfor rimelig & anta at disse heller ikke er reproduktivt isolerte. Spredning av lakse-
muslinglarver pa vandrende laksunger eller voksenlaks vil da ogsd normalt vaere mulig bade
oppover og nedover pa laksefgrende strekning. | Aursunda (Nord-Trgndelag) har det siden
1960-tallet (siste gang i 1996) blitt gjort tiltak i fosser og vandringshindre for laks i et forsgk pa
a lette laksens vandring til de gvre delene av vassdraget. Dette vil dermed muliggjgre genflyt
mellom laksemusling-lokaliteten i nedre del og grretmusling-lokaliteten i gvre del (Gammel-
sagelva). Til tross for dette observerte vi meget store genetiske forskjeller mellom disse delpo-
pulasjonene, og det har aldri blitt observert muslinglarver pa gjellene til laksunger i de gvre de-
lene (27_T Aursunda-25) (Larsen & Berger 2004a, Larsen & Saksgard 2011).

Elvemuslingbestanden i 30_T Mellingelva (Nord-Trgndelag) er spesiell, da denne naturlig har
tilgang pa bade stasjonzer grret og laks (Namsblanken). Likevel er det bare funnet muslinglar-
ver pa grret (B.M. Larsen upublisert materiale). Selv om tre arsklasser av laks ble undersgkt,
ble det ikke pavist en eneste muslinglarve. Den genetiske sammensetningen til bestanden av
elvemusling i Mellingselva var da ogsa forskjellig fra alle muslingpopulasjoner som er angitt
som laksemuslinger, ogsa de fra 29_S Bjara i samme vassdragsystem (Namsenvassdraget).

26_S Forneselva (Nord-Trgndelag) som renner ut i Snasavatnet har historisk veert ei lakseelv,
men laks er i dag forhindret fra & komme opp i vassdraget pa grunn av kraftverksdammer ved
Byafossen (Rikstad & Julien 2010). Det ble gjort forsgk med utsetting av laksunger i Fornesel-
va i 2011, men dette hadde ingen effekt pa rekrutteringen av elvemusling i 2012 (Larsen &
Saksgard 2012b). Det ble imidlertid ikke avklart om det var grret eller laks som var foretrukket
vertsart for elvemuslingens larver, da grretungene ogsa hadde samme lave prevalens og in-
feksjonsintensitet. Genetisk lignet imidlertid elvemuslingen i Forneselva mest pa det som kan
karakteriseres som laksemusling, og hadde ingen likheter med grretmusling fra andre lokalite-
ter.

20




NINA Rapport 926

Det er bare sma morfologiske forskjeller hos elvemusling fra ulike lokaliteter eller mellom ulike
populasjoner i samme vassdrag. Genetiske analyser og feltstudier av hvilken fiskeart som er
primaervert for muslingenes larver har imidlertid bekreftet at dette er to funksjonelt forskjellige
typer: Laksemusling (til venstre) og grretmusling (til hgyre) fra Aursunda. Foto: Bjgrn Mejdell
Larsen.

| forbindelse med bekjempelse av lakseparasittten Gyrodactylus salaris har man i Figga (Nord-
Trgndelag) konstruert ei fiskesperre (1988) for a hindre laks fra & vandre opp til de gvre delene
av vassdraget. Qrreten i de gvre delene av vassdraget (20_S Figga-Sagmo) fungerte imidlertid
ikke som vert i fraveer av laks, da muslinglarver bare i liten grad er observert pa arret (bl.a.
Larsen mfl. 2011b, Larsen & Saksgard 2012a). Genetisk er da ogsa muslinger bade nedenfor
og ovenfor sperra i Figga like, og kan karakteriseres som laksemusling i hele vassdraget opp til
Leksdalsvatnet.

| Ogna (Nord-Trgndelag) ble det undersgkt fire delpopulasjoner av elvemusling. Den gverste
innsamlingsstasjonen (22_T Ogna-Skillegrind) 1& ovenfor anadrom strekning, og muslingbe-
standen var genetisk distinkt og sveert forskjellig fra de tre lokalitetene som ble betegnet som
laksemusling lengre ned i vassdraget. Muslinger ved Skillegrind karakteriseres da ogsa som
arretmuslinger. For & gke oppvekstarealet til laks i Ogna ble det farst bygget ei fisketrapp i fos-
sen ved Stga i 1974. Noe senere ble det ogsa bygget ei trapp i Hyttfossen som gjorde det mu-
lig for laks & komme seg opp til Skillegrind. Nar vi na vet at muslingene ved Skillegrind er ar-
retmusling, er det forvaltningsmessig uheldig a tillate etablering av laks ovenfor Hyttfossen. Ut
fra et gnske om & bevare de genetiske seeregenhetene til denne delpopulasjonen, anbefales
det derfor at laksetrappa i Hyttfossen blir fijernet eller stengt for oppgang av laks.

De gvrige tre muslingstasjonene i Ogna hadde genetiske signaturer som var lik laksemusling-
populasjoner i andre vassdrag, men til forskjell fra andre eksempler med laksemusling-
bestander i samme vassdrag (f. eks. Mossa og Figga) var stasjonen 23_S Hyllbrua signifikant
genetisk forskjellig fra 24_S Brandegg og 25_S Hornemann, og hadde ogsa mindre genetisk
variasjon. En sannsynlig arsak til denne forskjellen er Stgafossen mellom Hyllbrua og Brands-
egg. Fossen er et vandringshinder for laks i dag, men det behgver ikke alltid & ha veert slik. For
noen tusen ar siden (anslagsvis 6000-9000 ar) kan laks naturlig ha vandret opp til Hyllbrua og
bragt laksemuslingen med seg. Hvor lenge laksemuslingene ved Hyllbrua har veert isolert fra
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laksemuslingene nedenfor Stgafossen vet vi ikke. | moderne tid gjorde bygging av laksetrappa
i Stgafossen det mulig for laks & passere fossen igjen fra 1974, men bare i en kort periode
(fram til 1986) da trappa ble stengt igjen for & hindre spredning av lakseparasitten Gyrodacty-
lus salaris.

Det ble forsgkt a reetablere laks ved Hyllbrua ved utsetting av laksyngel i 2010 og utlegging av
lakserogn i 2011. Laksunger ble undersgkt varen 2011 og 2012 med hensyn til paslag av mus-
linglarver pa gjellene (Larsen & Saksgard 2012a; 2013). De ettarige laksungene var bare i liten
grad infisert, og ingen av de todrige laksungene var bzerere av muslinglarver (Larsen & Saks-
gard 2012a; 2013). Pa noe over 40 % av grretungene derimot ble det funnet muslinglarver, og
selv om paslaget av larver var lavere enn forventet, kan det likevel veere stort nok til & opprett-
holde en svak rekruttering ved Hyllbrua (jf. Larsen mfl. 2011b). Muslinglarvene pa laks vokste
ogsa noe darligere enn muslinglarvene som ble funnet pa grret, og indikerer at grret var en
bedre vertsart enn laks ved Hyllbrua.

Det er gjort forsgk pa & detektere mulig spredning av muslinger/gener fra Hornemann, Brands-
egg og Skillegrind til Hyllbrua ved en sakalt genetisk tilordning. Ingen individ fra Hyllbrua hadde
en genetisk sammensetning som skulle tilsi at bestanden hadde opphav fra Skillegrind, men
tre av individene hadde starre sannsynlighet til & tilhgre Brandsegg og Hornemann enn Hyll-
brua. En slik begrenset genflyt kan blant annet ha forekommet i de arene som fisketrappa i
Stgafossen var apen. Ett scenario er at voksen laks har bragt med seg muslinglarver fra nedre
del av Ogna og forarsaket en motstrgms genflyt opp til Hyllbrua. Pa grunn av et lite antall pre-
ver ma resultatet tolkes forsiktig, og analyser av et stgrre antall muslinger er ngdvendig for a
kunne gi et mer ngyaktig bilde. Forelgpige resultater tyder likevel pa at muslingbestanden ved
Hyllbrua i utgangspunktet representerer en laksemusling som ikke lenger har laks som pri-
maervert. Muslingene ovenfor fossen har over tid blitt isolert fra sin opprinnelige primeervert.
Generasjonstiden hos elvemusling er sveert lang, og vi kan tenke oss at muslingene pa tross
av lang tids isolasjon fortsatt ikke har adaptert seg fullstendig til grret som ny vertsart.

Eksempelet fra Ogna er omtalt i detalj fordi det illustrerer sa tydelig hvilken kunnskap vi behg-
ver og hvilke utfordringer vi ma forholde oss til om vi fullt ut gnsker & ta vare pa genetiske for-
skjeller og mangfoldet av elvemusling-populasjoner. Nedenfor Stgafossen er det riktig a forval-
te muslingene som laksemuslinger, og legge til rette for en god laksebestand. Mellom Stga-
fossen og Hyttfossen representerer muslingene i utgangspunktet en laksemusling som ikke
lenger har laks som primaervert. Det kan veere en sannsynlig seleksjon i gang som langsomt
adapterer muslingene til grret som ny vertsart for larvene. Skal vi da «hjelpe» muslingene til &
bli laksemuslinger igjen ved & apne for oppgang av laks i Staafossen, eller skal vi la naturlig
seleksjon og genetisk drift utvikle populasjonen i en annen retning? Ovenfor Hyttfossen (ved
Skillegrind) er det riktig & forvalte muslingene som grretmuslinger, og legge til rette for en god
grretbestand.

Hvorvidt de observerte genetiske forskjellene mellom grretmusling og laksemusling represen-
terer en funksjonell lokal tilpasning og/eller to ulike evolusjoneere linjer med forskjellig innvand-
ringsbakgrunn lar seg ikke besvare med det eksisterende datasettet. Observasjoner i naturen
(bl.a. Larsen & Saksgard 2011, Larsen mfl. 2002a; 2011b) og resultater fra eksperimenter un-
der kontrollerte forsgk (Larsen mfl. 2012b) viser at ulike muslingpopulasjoner nesten uten unn-
tak bare utnytter enten grret eller laks selv om begge arter er til stede. Dette far oss til & anta at
den mest neerliggende forklaringen er at det finnes to typer elvemusling i Norge som er funk-
sjonelt forskjellige med hensyn til vertsutnyttelse. Mikrosatellitter som genetiske markarer er
godt egnet til & studere genetiske forskjeller og tap av genetisk variasjon innen populasjoner,
og til & detektere reproduktiv isolasjon mellom populasjoner. For & undersgke den fylogeogra-
fiske historien til grretmusling og laksemusling vil imidlertid genetiske markgrer i det mitokond-
rielle arvestoffet vaere bedre egnet. | framtidige genetiske studier av elvemusling ma dette der-
for inkluderes. Genetisk variasjon i mitokondrielt DNA ma da analyseres fra mange elve-
musling-populasjoner fra en betydelig sterre del av artens geografiske utbredelsesomrade enn
det vi forelgpig har hatt muligheten til.
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Observasjoner av vertsspesifisitet og vertsavhengig genetisk variasjon er meget viktig kunn-
skap i forvaltingen av elvemusling. Den store genetiske forskjellen mellom grretmusling-
bestander kan indikere et stgrre potensiale for lokale tilpasninger hos disse bestandene enn
hos laksemusling-bestander. Det er derfor rimelig at man spesielt ved re-etablering av grret-
musling gjennom utsetting av dyr fra andre bestander, viser ekstra stor forsiktighet med hensyn
til valg av donorbestand.
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3 Utprgving av metoder for innsamling av DNA fra
elvemusling

Sten Karlsson, Bjgrn Mejdell Larsen, Line Eriksen & Merethe Hagen

Oversatt og bearbeidet fra Karlsson et al. Four methods of non-destructive DNA sampling from freshwater
pearl mussels Margaritifera margaritifera L. (Bivalvia: Unionoida). — Freshwater Science. In press.

3.1 Innledning

Elvemusling har vist en dramatisk negativ trend med hensyn til antall individer og populasjoner
i Europa (Larsen 2005). Genetiske analyser av truede arter kan i fraveer av ikke-skadelige pro-
vetakingsmetoder veere problematiske, da det kan sette begrensninger pa antall prgver som er
mulig & samle inn. Dette vil ga ut over kvaliteten pa resultatene. Til & begynne med ble det tatt
vevsprgver av levende muslinger i Norge, og antall prgver ble begrenset til 10-15 praver fra
hver lokalitet. Prgvene ble normalt samlet inn i forbindelse med andre prosjekter; hovedsakelig
knyttet til innsamling av referansemateriale til det nasjonale overvakningsprogrammet for el-
vemusling (Larsen mfl. 2000b). Genetiske studier av elvemusling utenfor Norge har i stor ut-
strekning benyttet seg av prgvetaking av haemolymfe veeske (Geist & Kuehn 2005, Geist &
Kuehn 2008, Cauwelier mfl. 2009, Geist mfl. 2010, Cauwelier mfl. 2012) eller biopsi fra kappe-
kanten (J. Taskinen, Universitetet i Jyvaskyld). Haemolymfe er ogsa forsgkt i Norge (Garlie
2010, B.M.Larsen, NINA). Metoden betraktes som ikke-skadelig, men krever opplaering og en
del erfaring for & kunne utfgres pa riktig mate. Det kan veere en viss risiko for & skade musling-
ene, og utbyttet av DNA er ofte variabelt og darlig (erfaringer fra NINAs genetikklaboratorium).

| denne studien var formalet & prave ut forskjellige ikke-skadelige prgvetakingsmetoder for a
finne en metode som var enkel a bruke i felt, effektiv for DNA-ekstraksjon og som ga DNA av
stabilt hgy kvalitet. Vi testet fglgende fire metoder: 1) Prgvetaking av haemolymfe-vaeske, 2)
Skraping av fot, 3) Kappe-biopsi og 4) Q-tip. Effektiviteten til disse metodene ble vurdert med
hensyn til DNA utbytte, DNA kvalitet, genotypingssuksess, praktisk bruk i felt og DNA ekstrak-
sjonsprosedyrer pa genetikklaboratoriet. | tillegg malte vi mulige effekter av prgvetaking pa
overlevelse og tilvekst hos muslingene.

3.2 Materiale og metoder

3.2.1 Prgvetaking

Prgvetaking av elvemusling ble gjort i Borraselva, Nord-Trandelag (lokalitet 17_T Borraselva;
se figur 1) som er ett av vassdragene i det nasjonale overvakingsprogrammet (se Larsen mfl.
2008). For hvert individ som ble benyttet i studien ble det malt total skallengde (neermeste 0,01
mm) og foretatt individmerking ved & risse inn et nummer pa skallet for senere identifikasjon.
For hver prgvetakingsmetode ble det tatt prgver fra 15 individer. I tillegg ble 15 individer inklu-
dert som kontrollgruppe ved at de fikk samme behandling, men uten prgvetaking. Haemolym-
fe-vaeske (250 - 350 pl) ble tatt fra foten med en spragyte som ble stukket inn mellom skallhalv-
delene som beskrevet av Geist & Kuehn (2005). For de andre tre metodene ble det samlet inn
muslinger som ble plassert pa land, og da lukkemuskelen begynte a slappe av ble de forsiktig
apnet og praver tatt. Fotskrap ble gjort ved hjelp av en skalpell som ble benyttet til & skrape
vev forsiktig fra overflaten av foten. Skalpellbladet med vevsprave ble deretter plassert i 96 %
etanol. Vevsprgve av kappen ble tatt ved & kutte en liten bit av den ytterste delen og plassere
denne direkte i 96 % etanol. Det ble tatt tre Q-tip praver ved a stryke pa overflaten av de indre
blgtdelene (fot og kappe) med bomullspinnen. To Q-tip pr@ver ble plassert i separate rgr med
600 pl lysis buffer (E.Z.N.A.™, Omega Bio-Tek Inc, Norcross), og en Q-tip prgve ble plassert i
skjellkonvolutt for inntgrking. Etter prgvetaking ble muslingene (60 individ pluss kontrollgruppe
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pa 15 individ) plassert i tre forskjellige bur (klekkekasser). Burene hadde et areal pa 42x42 cm
og var 15 cm dype. Bunnen og den siden som vendte oppstregms var perforert. For at musling-
ene ikke skulle unnslippe eller drifte ut av buret, ble det lagt netting pa toppen. Burene ble fylt
med grus og sand fra elva, og plassert nedgravd pa elvebunnen slik at nivaet pa substratet in-
ne i buret var lik det omgivende substratet i elva. Prgvetaking og utplassering av muslinger ble
gjort 1. juni 2011, og forsgket ble avsluttet 7. oktober 2011. Etter at forsgket ble avsluttet ble
muslingene undersgkt med hensyn til overlevelse, og det ble foretatt en ny lengdemaling. Mu-
lige forskjeller i vekst mellom kontrollgruppen og de ulike prgvetakingsmetodene ble undersgkt
ved en ANCOVA med avsluttende lengde som variabel og opprinnelig lengde som co-variant
(SPSS, version 19.0, Armonk, NY: IBM Corp).

3.2.2 DNA analyser

Haemolymfeprgvene ble sentrifugert ved 17.700 ganger i 10 minutter. Pelleten i bunn av rgre-
ne ble tarket i en time ved 37 °C. Praver fra fotskrap og kappe ble tarket for a fierne etanol.
DNA ble ekstrahert fra haemolymfe, fotskrap og kappe med E.Z.N.A ™ tissue DNA kit | hen-
hold til protokollen. For DNA ekstraksjon fra Q-tip prever ble det benyttet E.Z.N.A ™ microelute
genomic DNA kit i henhold til protokollen. DNA konsentrasjoner (utbytte) ble malt med en
nano-drop 1000 spectrophotometer (Thermo Scientific, Waltham) og mulig degradering av
DNA (kvalitet) ble vurdert ved agarose gel elektroforese med 1 % agarose, 1X TAE buffer, 4,67
volt/cm og visualisert med Gelred™ stain. Mulige forskjeller i DNA utbytte (konsentrasjon) mel-
lom de forskjellige provetakingsmetodene ble testet med en ANOVA. Kvaliteten til DNA ble
ogsa undersgkt ved genotyping av fire forskjellige mikrosatellitt markarer (Geist mfl. 2003:
MarMa3050, MarMa3621, MarMa4322 og MarMa4726).

3.3 Resultater

Etter at forsgket var avsluttet (128 dager) var samtlige individer i live, og i naturlig posisjon i
substratet. Alle individer unntatt fire i Q-tip gruppen hadde en positiv vekst (tabell 12), og for
alle prgvetakingsgrupper, unntatt Q-tip gruppen (P=0,01), var det ingen signifikant forskjell i
vekst sammenliknet med kontrollgruppen.

Tabell 12. Skallvekst i lgpet av 128 dager hos elvemusling prgvetatt for DNA med fire forskjel-
lige metoder. Gjennomsnittlig vekst signifikant forskjellig fra kontrollgruppen er angitt med aste-
risk (*).

Gjennomsnittlig Gjennomsnittlig Gjennomsnittlig Vekst
start lengde slutt lengde vekst min - maks

Metode N (mm) (mm) (mm, * sd) (mm)
Haemolymfe 15 95,7 96,8 1,0+0,7 0,2-3.3
Fotskrap 15 90,4 91,2 1,0+£0,5 0,3-1,8
Kappe 15 90,2 91,2 11+04 0,6-2,0
Q-tip 15 96,4 96,5 05+0,7 -0,3-2,3
Kontroll 15 92,6 93,6 1,0+£0,6 0,2-2,1

DNA-utbyttet varierte mye mellom pravetakingsmetoder (tabell 13). Haemolymfe-prgver gav
det laveste gjennomsnittlige DNA-utbyttet, og det var signifikant lavere enn utbyttet fra kappe
og Q-tip (med unntak av utbyttet fra Q-tip-praver lagret i kjgleskap). Prgver av kappe og Q-tip-
prover lagret ved romtemperatur ga det stgrste DNA-utbyttet. Q-tip lagret ved romtemperatur
ga signifikant hgyere DNA-utbytte enn Q-tip prover lagret i kjgleskap og tarkede Q-tip-praver.
Det relativt darlige DNA-utbyttet fra haemolymfe, fotskrap og tarkede Q-tip-pr@ver ble ogsa vist
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ved hjelp av en agarose gel (figur 7). Det var imidlertid ingen apenbare forskjeller i degrade-
ring av DNA mellom ulike typer av praver.

Tabell 13. DNA utbytte (ng/ul) fra elvemusling fra fire forskjellige pravetakingsmetoder. For Q-
tip prever er det presentert resultater av DNA utbytte fra hver av de tre lagringsmetodene.
Gjennomsnittlig DNA utbytte med samme forhgyet bokstav er ikke signifikant forskjellige.

Metode N Gjennomsnittlig utbytte + sd Maks - min
Haemolymfe 15 28,9 +13,7%° 7,4-553
Fotskrap 15 23,0 +£ 10,5 85-41,2
Kappe 15 73,8+ 32,0° 27,4-127,8
Q-tip, kjgleskap 15 42,4 + 18,5 19,3-81,1
Q-tip, romtemperatur 15 85,7 + 45,8° 33,7 —190,3
Q-tip, tarket 15 46,0 + 19,8° 17,2 — 86,5
1-15 16 - 30

" 31-45 46 - 60 M

M 61-75 76-90 M

Figur 7. Agarose gel med DNA fra pregver av elvemusling tatt med fire forskjellige metoder:
Haemolymfe (1-15), Fotskrap (16-30), Kappe (31-45), Q-tip (46-90). For Q-tip er prgvene 46-
60 lagret i kjgleskap, pravene 61-75 lagret i romtemperatur og prgvene 76-90 er tgrket.
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| tillegg til lavt utbytte av DNA fra haemolymfe-praver var det ogsa lav genotypingsuksess for
disse pravene (tabell 14). Pravene fra kappe gav ogsa lav genotypingsuksess, mens Q-tip-
provene hadde den hgyeste genotypingsuksessen, uavhengig av hvordan disse prgvene var
lagret far DNA ekstraksjon.

Tabell 14. Genotypingsuksess (rate for genotyping) av fire mikrosatellitt markgrer fra pragver av
elvemusling innsamlet med fire forskjellige metoder. For Q-tip pra@ver er det presentert resulta-
ter fra hver av de tre lagringsmetodene.

Metode N MarMa3050 MarMa3621 MarMa4322 MarMa4726
Haemolymfe 15 0,60 0,67 0,73 0,67
Fotskrap 15 1 0,93 0,93 1
Kappe 15 0,93 0,67 0,40 0,86
Q-tip, kjgleskap 15 1 1 1 1
Q-tip, romtemperatur 15 1 1 1 1
Q-tip, tarket 15 1 0,93 1 1

Innsamling av DNA prgver ved hjelp av Q-tip. Utfgres ved & stryke pa overflaten til de indre
blgtdelene (fot og kappe). Metoden er skansom, gir hgyt DNA-utbytte og hgy genotyping-
suksess. Foto: Bjgrn Mejdell Larsen.

3.4 Konklusjon
1. Haemolymfe ble vurdert som en vanskelig prevetakingsmetode i felt, og ga ogsa det dar-

ligste DNA-utbyttet og den laveste genotypingsuksessen. Risiko for skade pa dyret ved prg-
vetaking ble vurdert som mulig.
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2. Fotskrap ble vurdert som en effektiv og enkel metode i felt, men med darlig DNA-utbytte.
Genotypingsuksessen var relativt hgy. Risiko for skade pa dyret ved pravetaking ble vurdert
som liten.

3. Kappe ble vurdert som relativt vanskelig i felt, ga hgyt utbytte av DNA, men darlig genoty-
pingsuksess. Risiko for skade pa dyret ved pravetaking ble vurdert som mulig.

4. Q-tip ble vurdert som en effektiv og enkel metode i felt, ga hgyt DNA utbytte og hay genoty-
pingsuksess. DNA ekstraksjonen fra disse prgvene var mer effektiv enn fra de andre prgve-
typene, da det ikke var ngdvendig med inntgrking ev etanol og/eller kutting av vevsprgver.
Risiko for skade pa dyret ved prgvetaking ble vurdert som liten. Redusert tilvekst hos enkel-
te individer i gruppen kan skyldes at det uheldigvis ble tatt tre parallelle pragver (stryk) fra
hvert individ. Denne effekten vil sannsynligvis bortfalle nar det som normal rutine bare tas
ett stryk fra hvert individ.

Basert pa de samlede resultatene fra denne studien anbefaler vi pravetaking med Q-tip som
metode for gjennomfaring av en mest mulig skAdnsom DNA-pravetaking hos elvemusling eller
andre store ferskvannsmuslinger. NINA har implementert denne prgvetakingsmetoden. Dette
har gjort oss i stand til & gke antall prgver, og samtidig stabilt oppna DNA av hgy kvalitet for
genetiske analyser.
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4 Betydningen av antall prgver ved innsamling og
analyser av DNA fra elvemusling

Sten Karlsson

4.1 Innledning

Hva som er et tilstrekkelig antall individer for molekylaergenetiske studier av naturlige populas-
joner avhenger i hovedsak av problemstillingen, hvilken type og hvor mange genetiske markga-
rer som benyttes, og av den faktiske genetiske sammensetningen i populasjonene. For stan-
dard populasjonsgenetiske parametere som heterozygositet, antall alleler, allelfrekvenser og
Fst (genetisk variasjon mellom populasjoner), finnes det flere teoretiske og empiriske studier.
Estimater av antall ulike alleler og heterozygositet forventes & bli underestimert i stgrre grad i
populasjoner med hgy genetisk variasjon enn i populasjoner med lav genetisk variasjon ved et
gitt antall prgver (Pruett & Winker 2008). For genetiske markgrer med forventet lav heterozy-
gositet er det vist for flere empiriske datasett at presisjonen i estimatet av heterozygositet var
lavere for disse enn for genetiske markgrer med forventet hgy heterozygositet (Hale mfl. 2012)
(figur 8). Presisjonen i estimat av den gjennomsnittlige heterozygositeten for flere genetiske
markgrer, viste seg for de samme datasettene & gke med gkt antall praver, men med en for-
holdsvis liten gkning i presisjon nar antall praver var over 20 (figur 9). Sannsynligheten for a
detektere et allel beror ikke bare pa hvor mange individer som undersgkes, men ogsa med
hvilken frekvens et allel opptrer i populasjonen. For markagrer med mange lavfrekvente alleler i
populasjonen kreves et veldig stort antall individer, og i ekstreme tilfeller ma alle individer un-
dersgkes for a veere sikker pa a detektere samtlige alleler (B-Rao 2001). Dette er spesielt rele-
vant for mikrosatellitt-markarer som ofte er meget variable med mange lavfrekvente alleler. | de
fleste studier er det ikke avgjgrende a finne samtlige alleler i en populasjon, men & kvantifisere
genetisk variasjon i form av heterozygositet og allelrikdom (relativt antall alleler uavhengig av
antall pragver), og til dette vil sjeldne (eller sveert sjeldne) alleler bidra lite.

Naturlige populasjoner karakteriseres og sammenliknes i avgjgrende grad ved allelfrekvenser.
For a kunne beskrive populasjonsstrukturen og teste for mulige forskjeller, er det derfor viktig
at disse estimatene er tilfredsstillende riktige, og den statistiske teststyrken ma veere tilstrekke-
lig stor for & detektere eventuelle forskjeller. Sampling variansen av allelfrekvenser (Var(P)) i
diploide organismer er en funksjon av antall prgver (N) og allelfrekvensen til allelet (P), i hen-
hold til:

Var(P) = P(1-P) x(2N-1)*

Figur 10 illustrerer hvordan variansen i estimater av allelfrekvens varierer avhengig av antall
prover og allelfrekvens. Variansen er stgrst ved allelfrekvenser rundt 0,5, og mindre ved lave
eller haye allelfrekvenser. Figur 10 illustrerer ogsa at variansen avtar raskt nar antall praver
nar opp til om lag 50 individer, slik at det er relativt liten forskjell mellom 50 og 100 prgver.
Denne effekten er ogsa vist med empiriske data (figur 11). Fsr, som er et relativt mal pa gene-
tisk variasjon mellom subpopulasjoner, tar utgangspunkt i estimatet av allelfrekvenser, og er
ogsa pavirket av antall praver med hensyn til presisjon og variasjon (figur 12). Ved antall prg-
ver opp til 30 er det en tendens til at Fst blir overestimert, og det er store variasjoner mellom
stikkprgvegrupper av samme starrelse. Imidlertid har det relativt liten effekt & gke antall praver
fra 30 til 100 individer. En effektiv mate & kompensere for sma stikkpravegrupper er & gke an-
tall genetiske markarer. Willing mfl. (2012) viste at for & oppna presise estimat av Fst er det
mulig & minske antall prgver betraktelig om antall markgrer samtidig gkes.
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Figur 8. Presisjon av estimat av forventet heterozygositet for en genetisk markgr med lavt
(grd) og hgyt (svart) forventet niva av heterozygositet ved forskjellige antall prgver for fire em-
piriske datasett. Vertikal linje er observert omrade (maks/min), og boksene angir gjennomsnitt

+ standardavvik. Kilde: Figur 4 i Hale mfl. 2012. PLoS ONE 7(9): e45170.
doi:10.1371/journal.pone.0045170.
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Figur 9. Presisjon av estimat av gjennomsnittlig forventet heterozygositet over flere markarer
ved forskjellige antall praver for fire empiriske datasett. Vertikal linje er observert omrade
(maks/min), og boksene angir gjennomsnitt £ standardavvik. Kilde: Figur 5 i Hale mfl. 2012.
PLoS ONE 7(9): e45170. doi:10.1371/journal.pone.0045170.
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Figur 11. Presisjon av allelfrekvensestimat for et lavfrekvent (grd) og et hayfrekvent (svart) al-
lel ved forskjellige antall prgver fra fire forskjellige empiriske datasett. Vertikal linje er observert
omrade (maks/min), og boksene angir gjennomsnitt + standardavvik. Kilde: Figur 3 i Hale m fl.
2012. PL0S ONE 7(9): e45170. doi:10.1371/journal.pone.0045170.
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Figur 12. Gjennomsnittlige parvise Fst estimat mellom repetert sampling av forskjellige antall
praver fra fire forskjellige empiriske datasett. Vertikal linje er observert omrade (maks/min), og
boksene angir gjennomsnitt + standardavvik. Kilde: Figur 6 i Hale m fl. 2012. PLoS ONE 7(9):
e45170. doi:10.1371/journal.pone.0045170.

Malet med denne studien var & undersgke betydningen av & gke antall DNA-prgver fra et lite
datasett til et stgrre datasett med hensyn til presisjon i ulike estimater av populasjonsgenetiske
parametere. Det skulle ogsa danne grunnlag for & finne en gnsket standard for antall praver
som skal samles inn fra lokaliteter/delpopulasjoner med elvemusling i forbindelse med prgve-
taking av DNA. Resultatene fra undersgkelser gjennomfart i elleve ulike lokaliteter er rapportert
her.

4.2 Metoder og resultater

Det ble undersgkt effekter av starrelsen pa stikkprgvegrupper pa estimatet av antall alleler,
heterozygositet, genetisk variasjon mellom populasjoner (Fst) og populasjonsstruktur. Til dette
benyttet vi et eget datamateriale fra elvemusling bestdende av genotyper fra seks mikrosatel-
litt-markarer fra elleve forskjellige populasjoner (eller innsamlingsstasjoner) (tabell 15). Et lite
datasett (n = 4-15) fra hver lokalitet ble supplert med flere individer fra den samme lokaliteten
til et starre datasett (N = 29-56). Dette datasettet ble sa sammenliknet med det opprinnelige

datasettet.
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Tabell 15. Sammenlikning av estimert gjennomsnittlig heterozygositet og observert antall alle-
ler fra seks mikrosatellitt-markgrer fra elleve forskjellige populasjoner (eller innsamlingsstasjo-
ner) med elvemusling med utgangspunkt i to forskjellige stikkpravegrupper. n er liten stikkprg-
vegruppe og N er stor stikkprgvegruppe. Den store stikkprgvegruppen inkluderer individene fra
den lille stikkprgvegruppen.

Lokalitet Antall prgver Heterozygositet (He) Antall alleler (#A)
n N He-n He-N #A-n #A-N
3_T Begna 15 30 0,012 0,080 1,2 1,7
5 T Hoenselva 15 30 0,086 0,144 1,2 1,3
7_S Ogna 12 40 0,509 0,540 4,3 6,8
8_S Haelva 15 30 0,532 0,535 5,2 7,2
9 S Figgjo 15 30 0,444 0,457 4,0 53
12 T Skeivikbekken 10 30 0,456 0,497 3,2 4,2
13 T Svinesbekken 15 30 0,288 0,289 2,3 2,8
17_T Borraselva 14 56 0,365 0,359 2,3 3,2
18 S Mossa-5 4 33 0,464 0,498 3,0 55
27_T Aursunda — 25 10 29 0,115 0,145 1,3 1,7
28_S Aursunda - 6 9 29 0,494 0,521 3,7 6,3

4.2.1 Effekt pa antall alleler og heterozygositet

Som vist i andre studier (Pruett & Winker 2008, Hale mfl. 2012) ble det ogsa i denne studien
detektert flere alleler jo flere individer som ble undersgkt i samtlige elleve populasjoner som ble
undersgkt (tabell 15, figur 13). Effekten pa forventet heterozygositet var ikke like fremtreden-
de, men alle populasjoner, foruten 17_T Borraselva, viste gkte estimater av heterozygositet nar
antall prgver gkte (tabell 15, figur 14).

4.2.2 Effekt pa Fst og populasjonsstruktur
Gjennomsnittlige parvise Fst estimat mellom de elleve elvemusling-populasjonene var som

forventet hayere fra estimat med fa praver (Fst = 0,281) sammenlignet med estimat som inklu-
derte flere prever (Fst = 0,232).
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En mate & undersgke populasjonsstruktur pa, er uten a priori informasjon om innsamlingsloka-
litet, & allokere individer til et pa forhdnd bestemt antall populasjoner slik at avvik fra Hardy-
Weinberg likevekt og koblingsulikevekt minimeres. Dette ble gjort i STRUCTURE (Pritchard
mfl. 2000). Vi utfgrte 50.000 repetisjoner som "burn-in” og nye 100.000 repetisjoner etter "burn-
in”. Det mest sannsynlige antall populasjoner som kunne avdekkes ved hjelp av denne meto-
den ble undersgkt ved & repetere analysene med forskjellig antall antatte populasjoner. For
hver analyse ble den estimerte logaritmiske sannsynligheten av data notert, etterfulgt av en
estimering av sannsynligheter for forskjellige antall populasjoner i henhold til Pritchard mfl.
(2000).

Med datasettene ble det beregnet at det mest sannsynlige antall populasjoner var seks. For
hvert individ ble det oppnadd en sannsynlighet for & tilhare de ulike antatte populasjonene, og
disse ble plottet for & undersgke hvorvidt den detekterte populasjonsstrukturen var i samsvar
med de ulike lokalitetene (figur 15). BAde med det lille og det store datasettet ble det vist en
relativt god gruppering av individer fra ulike lokaliteter, men det store datasettet viste et tydeli-
gere skille mellom lokaliteter, og i de fleste tilfellene ogsa en starre likhet mellom individer in-
nen samme lokalitet. Som vist i en tidligere studie (Larsen mfl. 2011a) og i denne rapporten (se
kapittel 2), er laksemusling-populasjonene mindre strukturert enn grretmusling-populasjonene.
Laksemusling-populasjonene fremstar som like i denne analysen. Imidlertid viser figur 15 at
man med et starre stikkprgvemateriale er bedre i stand til & skille mellom laksemuslinger og
grretmuslinger pa individniva, da laksemuslinger i det store datasettet i hovedsak ble allokert til
to ulike populasjoner (oransje og gragnn). @rretmuslingene derimot ble bare i sveert liten grad
allokert til disse populasjonene.

4.3 Diskusjon og konklusjon

Studien har vist at det er viktig & vurdere antall prgver nar man skal undersgke standard popu-
lasjonsgenetiske parametere hos elvemusling. Vi har fokusert pa bruk av et begrenset sett av
mikrosatellitter. Til tross for de samme prinsippene, vil forventningene ved bruk av bi-alleliske
genetiske markgrer (for eksempel SNPer) veere noe forskjellige fra hgyvariable mikrosatellitter.
Bi-alleliske markarer (SNPer) er ofte identifisert fra sekvensdata der polymorfismen er definert
ut fra et minimum frekvensniva (ofte 0,05). Det vil derfor i de fleste tilfeller veere tilstrekkelig
med et mindre antall individer for & observere de to allelene sammenliknet med de mange alle-
lene i mikrosatellitter, som ogsa ofte er lavfrekvente. Antall individer som kreves for palitelige
estimater av allelfrekvenser vil ogsa vaere mindre for bi-alleliske markgrer enn for hgyvariable
markarer. @kt antall genetiske markgrer kan i stor grad kompensere for et lite antall individer,
og bar vurderes for de tilfeller der det er vanskelig & samle inn prgver av et tilstrekkelig antall
individer.
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Figur 15. Individuell genetisk tilordning av elvemusling fra elleve lokaliteter (innsamlingsstasjo-
ner) til seks antatte populasjoner ved bruk av STRUCTURE med (A) et stort datasett og (B) et
lite datasett. Hver farge representerer ulike antatte populasjoner (seks ulike farger). Merk at
populasjonene representert med farger ikke ngdvendigvis representerer de samme populasjo-
nene i de to figurene. Individene er ordnet etter lokaliteter (innsamlingsstasjoner) atskilt med de
loddrette hvite linjene. De fagrste seks lokalitetene er grretmusling-lokaliteter og de siste fem
lokalitetene er laksemusling-lokaliteter.

Den generelle sammenhengen mellom antall prgver og estimat av standard populasjonsgene-
tiske parametere er godt kjent og beskrevet. Dette forholdet forutsetter imidlertid at sma og
store prgvegrupper er tilfeldige utvalg fra en tilfeldig fordelt gruppe individer, det vil si ved lodd-
trekning. Dersom denne forutsetningen ikke oppfylles, bar man ngye vurdere pa hvilkken mate
prgvene blir hentet inn. Alternativt ma& man gke antallet prgver (individer) fra et starre omrade
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(eller over tid) for med sikkerhet & favne om alle mulige, ikke tilfeldige, fordelinger av genetisk
variasjon.

Ut fra resultatene i denne og andre studier, anbefaler vi & undersgke minimum 30 individer fra
hver elvemusling-populasjon for & oppna ngdvendig presisjon i estimatene av standard popu-
lasjonsgenetiske parametere med et begrenset sett med mikrosatellitt-markgrer. For den true-
de elvemuslingen er dette mulig, da det samtidig er utviklet effektive metoder for innsamling av
DNA-prgver uten a drepe eller skade individene (se kapittel 3 i denne rapporten).
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5 Oppsummering

Mikrosatellitt-markarer er mye brukt som genetiske markgrer til studier innen populasjonsgene-
tikk, bevaringsbiologi og evolusjonaer biologi. For & oppna en effektiv bevaring av utrydnings-
truede populasjoner, er det viktig & gjgre undersgkelser av den genetiske variasjonen. Gene-
tiske markearer er effektive verktay for & identifisere reproduktivt isolerte populasjoner, og for &
male genetisk variasjon innen populasjoner. Kunnskap om dette bgr alltid innga som et viktig
beslutningsgrunnlag i forvaltning av elvemusling.

Kunnskap om vertsutnyttelse hos ulike elvemusling-populasjoner i Norge koplet opp mot gene-
tiske analyser av et utvalg av disse populasjonene, inkludert enkelte delpopulasjoner, har gitt
sterke indikasjoner pa at det eksisterer to funksjonelle grupper av elvemusling: «grretmusling»
og «laksemusling». Dette har tilfgrt en ny og viktig dimensjon i forvaltningen av den sterkt true-
de muslingen i Norge. Det blir ekstra viktig & vurdere konsekvensene av introduksjoner av laks
ovenfor naturlig anadrom strekning, og hvilke ugnskede effekter en ugnsket spredning av
fremmede fiskearter (arekyte, gjedde mfl.) kan fa. Resultatene har ogsa vist behovet for en in-
tegrert felles forvaltning av elvemusling og dens vertsart, ikke minst i forbindelse med reetable-
ring av elvemusling i vassdrag der den er utdgdd eller der arten bare forekommer i tynne be-
stander.

Genetisk variasjon innen grretmusling-populasjoner i form av heterozygositet og antall alleler
var generelt lavere enn det som ble funnet innen laksemusling-populasjoner. Som gruppe var
den genetiske variasjonen hos grretmuslingene signifikant lavere enn hos laksemuslingene.
Den genetiske differensieringen mellom grretmusling-populasjoner var meget hgy (Fst = 0,345)
og signifikant hgyere enn mellom laksemusling-populasjoner (Fst = 0,025).

Det er problematisk & matte drepe individer av en truet art som elvemusling for & kunne ta pre-
ver til genetiske analyser. For & finne fram til en mest mulig skansom metode som ikke skulle
skade muslingene ble det undersgkt fire ulike metoder for innsamling av DNA prgver: 1) Prg-
vetaking av haemolymfe-veeske, 2) Skraping av fot, 3) Kappe-biopsi, 4) Q-tip. Basert pa de
samlede resultatene fra denne studien anbefaler vi Q-tip som metode for DNA-prgvetaking hos
elvemusling eller andre store ferskvannsmuslinger. Q-tip ble vurdert som en effektiv og enkel
metode i felt, ga hgyt DNA utbytte og hgy genotypingsuksess. DNA ekstraksjonen fra disse
pregvene var mer effektiv enn fra de andre pregvetypene, da det ikke var ngdvendig med inntar-
king ev etanol og/eller kutting av vevsprgver. Risiko for skade pa dyret ved prgvetaking ble
vurdert som liten.

Hvor mange muslinger ma det tas DNA-prgver fra for & fa gode svar? Basert pa annen littera-
tur og egne dataanalyser konkluderer vi med at en stikkprgvegruppe pa minimum 30 individer
som oftest er tilstrekkelig for standard populasjonsgenetiske parametere (heterozygositet, an-
tall ulike alleler og estimert genetisk variasjon mellom populasjoner (Fsr)).

5.1 Bevaring av genetisk variasjon

Et viktig grunnleggende prinsipp for bevaring av elvemusling bar veere a gjgre tiltak som i
starst mulig grad bevarer den genetiske variasjonen og integriteten. Med bakgrunn i observa-
sjoner av en nesten polarisert infeksjon av muslinglarver pa enten laks eller grret, og samsva-
rende observasjoner av genetisk variasjon, foreslar vi at forekomster av elvemusling i farste
rekke grupperes til laksemusling og grretmusling. Deretter grupperes populasjoner av enten
laksemusling eller grretmusling med likt genetisk opphav, og til sist beskrives bestander som er
reproduktivt isolert fra hverandre (populasjoner). | den grad det er mulig bgr populasjon veere
den enheten som skal veere gjenstand for bevaringstiltak hos elvemusling i Norge.
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Elvemuslingbestander er i stor grad reproduktivt isolerte fra hverandre. Dette gjelder i seerde-
leshet bestander av grretmusling som lever i vassdragene ovenfor anadrom strekning. Disse
forventes ogsa a ha ubetydelige muligheter for utveksling av genetisk materiale med andre po-
pulasjoner. Liten eller ingen mulighet for genflyt forventes over tid a fare til store genetiske for-
skjeller mellom populasjoner, men ogsa lav genetisk variasjon innen populasjonene. Dette er
da ogsa vist for grretmusling-populasjoner i Norge. Det er rimelig & anta at de fleste grretmus-
ling-populasjonene har utviklet seg uavhengig av hverandre i relativt lang tid, og at det derfor
er et stort potensiale for lokale, funksjonelle genetiske tilpasninger.

Laksemusling-populasjoner oppviser en mindre grad av genetisk differensiering, og i de under-
sgkte eksemplene med to eller flere bestander av laksemusling innen samme vassdrag, ser de
ut & tilhare en og samme populasjon. Laksemusling-populasjoner har generelt ogsa en hgyere
genetisk variasjon innen hver enkelt populasjon. Ut fra den observasjonen er det rimelig & anta
at det til en viss grad forekommer en naturlig genflyt mellom laksemusling-populasjoner.

Det er i all hovedsak to argumenter som er sentrale for a pasta at bevaring av genetisk varia-
sjon mellom populasjoner er viktig: 1) En struktur i form av flere isolerte populasjoner bevarer
pa en effektiv mate den totale eksisterende genetiske variasjonen hos arten. 2) Reproduktiv
isolasjon muliggjer evolusjon av genetiske sammensetninger som er tilpasset det lokale mil-
joet, og en nedbrytning av disse i form av innkryssing av individer fra andre populasjoner
(utavlsdepresjon) kan fare til mindre levedyktige individer. De observerte genetiske forskjellene
som er gjort fra ngytrale genetiske markgrer er ikke ensbetydende med lokale tilpasninger,
men indikerer at det finnes et potensial for at slike tilpasninger skjer eller har skjedd.

Bevaring av genetisk variasjon innen populasjoner er viktig for a sikre at det finnes en genetisk
variasjon som er tilstrekkelig stor for naturlig seleksjon, og dermed gjgre det mulig for popula-
sjonen & respondere og tilpasse seg til skiftende miljger. Tilfeldig genetisk drift er en evolusjo-
naer kraft som farer til forandring i allelfrekvens og tap av genetisk variasjon. Effekten av gene-
tisk drift er tett koplet til bestandsstarrelse, eller den effektive populasjonsstarrelsen (Ne). Ge-
netisk drift forventes derfor a fgre til gkt genetisk forskjell mellom populasjoner, men en reduk-
sjon i genetisk variasjon innen populasjoner. Pa den andre siden forventes det at genflyt vil
redusere forskjellen mellom populasjoner, og gke genetisk variasjon innen populasjoner. Lav
genetisk drift og genflyt vil derfor sikre genetisk variasjon innen populasjoner, men ut fra en
ambisjon om & bevare genetisk variasjon bade innen og mellom populasjoner, er det ikke gns-
kelig med gkt genflyt for & sikre genetisk variasjon innen populasjoner, da dette samtidig vil
minske variasjonen mellom populasjoner. Det viktigste tiltaket for & bevare genetisk variasjon
innen populasjoner, er derfor & opprettholde en stor bestand og derved redusere effekten av
genetisk drift.

5.2 Re-etableringer og kompensasjonsutsettinger

Re-etableringsstiltak eller utsettinger av muslinger for & berge en truet bestand av elvemusling
(kompensasjonsutsetting) bgr ta utgangspunkt i prinsippet om bevaring av genetisk variasjon
innen og mellom populasjoner.

For re-etableringer av utdgdde bestander bgr man benytte seg av andre neerliggende bestan-
der som er sa nzert beslektet som mulig med den opprinnelige bestanden.

Ved kompensasjonsutsettinger bgr man ut fra prinsippet om bevaring av genetisk variasjon
mellom populasjoner, benytte reproduktivt aktive individer som fortsatt finnes i bestanden. Ut
fra prinsippet om bevaring av genetisk variasjon innen populasjoner bgr utsettinger gjares pa
en slik mate at de individer som settes ut har en sa bred genetisk variasjon som mulig. For ek-
sempel bar flere familiegrupper veere representert.
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5.3 Hva om utgangsmaterialet har for liten genetisk variasjon?

Hva er «for lite genetisk variasjon»? Dette kan man pa generelt grunnlag ha en formening om,
men nar det gjelder elvemusling spesielt, har man i dag ikke tilstrekkelig kunnskap. Stor grad
av innavl er ofte forbundet med redusert levedyktighet (reproduktivitet og overlevelse), og lav
genetisk variasjon gir et mindre grunnlag som den naturlige seleksjonen kan virke pa& og der-
med sikre overlevelse av populasjonen pa kort og lang sikt. For re-etableringer og kompensa-
sjonsutsettinger kan det for visse populasjoner derfor veere fristende a benytte seg av ikke
neert beslektede populasjoner for & sikre en starre genetisk variasjon. Denne strategien kan
veere ngdvendig, men bgr ngye vurderes i hvert enkelt tilfelle.

Hovedregelen ma likevel veere at re-etableringsstiltak eller utsettinger av muslinger for & berge
en truet bestand av elvemusling (kompensasjonsutsettinger) bgr ta utgangspunkt i prinsippet
om bevaring av genetisk variasjon bade innen og mellom populasjoner.

5.4 Kunnskapsmangel og utfyllende kartlegging

Finnes det en «sjggrretmusling»? Det er viktig & papeke at grretmuslinger som er analysert i
denne undersgkelsen begrenser seg hovedsakelig til omrader med stasjoneere grretbestander.
Lokaliteter med sannsynlig forekomst av sjggrret er bare unntaksvis undersgkt (Skeivikbek-
ken). Vi kan derfor ikke konkludere med at grretmuslinger fra anadrome vassdrag er det sam-
me som grretmuslinger fra innlandsvassdrag. Sjggrretmusling kan pa samme maten som lak-
semuling, ha hgyere genetisk variasjon og lavere genetisk differensiering mellom populasjoner
enn det vi finner hos grretmusling. Er det sannsynlig at laksemusling og sjg@rretmusling kan ha
st@rre genetisk likhet enn det vi har funnet nar vi sammenligner grretmusling og laksemusling?
Pa bakgrunn av disse spgrsmalene er det gnskelig a inkludere et antall anadrome lokaliteter
der sjagrret er sannsynlig vert for & avklare dette spgrsmalet.

DNA-prgver fra elvemusling er forelgpig bare studert med hensyn til genotyping av et lite antall
markgrer for mikrosatellitter. Mikrosatellitter som genetiske markgrer er godt egnet til & studere
genetiske forskjeller og tap av genetisk variasjon innen populasjoner, og til & detektere repro-
duktiv isolasjon mellom populasjoner. Men det er ikke mulig & beskrive eller kvantifisere den
evolusjoneere historien til de to gruppene av muslinger. Det er derfor usikkert hvilken systema-
tisk status de to genetisk atskilte gruppene skal gis. For & undersgke fylogeografisk historie til
grretmusling og laksemusling ma vi undersgke et starre antall elvemusling-populasjoner fra en
stgrre del av artens geografiske utbredelsesomrade med et starre repertoar av genetiske mar-
kgrer som ogsa inkluderer mitokondrielt DNA (mtDNA). | framtidige genetiske studier av elve-
musling ma dette derfor inkluderes. Sekvenser for deler av det mitokondrielle DNA (16S rRNA
og COI; Machordom mfl. 2003) foreligger, og gjer det mulig & implementere sekvensering av
mtDNA pa NINAs genetiske laboratorium i Trondheim. Malet ma veere a finne analysemetoder
og et tilstrekkelig referansemateriale som kan gjgre oss i stand til & plassere tilfeldige musling-
er til riktig gruppe basert pa en eller noen fa DNA-praver.

Bruk av mitokondrielt DNA kan ogsa fortelle oss noe om innvandringshistorien til elvemusling til
Norge. Har for eksempel elvemuslinger i Finnmark (bade laksemuslinger og grretmuslinger)
kommet gstfra? Kan det bety at det er en annen tilhgrighet av disse populasjonene enn mus-
lingpopulasjoner ellers i Norge?

Vi har nd materiale fra 33 uavhengige datasett samlet inn fra 27 elvemusling-lokaliteter i vart
DNA-register. Det ma veere et mal & gke dette antallet, og i det minste fa inkludert alle lokalite-
ter i det nasjonale overvakingsprogrammet for elvemusling i DNA-registeret. Vi mangler for
oyeblikket fire lokaliteter (Enningdalselva, Sgrkedalsleva, Lilleelv og Aelva). | Enningdalselva
er det allerede pavist bade laksemusling og grretmusling som begge bgr inngd i pravetaking-
en. Dette utgjer til sammen 150 prgver nar vi legger til grunn en anbefaling om 30 praver fra
hver lokalitet/delpopulasjon. | tillegg ma det suppleres med en delpopulasjon i Grytelva (30
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prover) og en delpopulasjon i Karpelva (30 pragver). For de lokalitetene som det allerede finnes
praver fra, kan det vaere ngdvendig & supplere antall praver for tre lokaliteter for a fa det opp til
anbefalt antall pa 30 praver (Grytelva 20 prever, Skjellbekken 15 prgver og Karpelva 15 prg-
ver). Totalt omfatter dette innsamling og bearbeiding av 260 praver.

Som et tiltak for & bevare og bygge opp igjen reduserte bestander av elvemusling ble det varen
2011 startet med forsgksdyrking av elvemusling i Norge, og produksjonsdyrking i 2012 (Jakob-
sen mfl. 2013). Allerede etter ett ar er 19 truede muslingbestander og ca. 9000 sma muslinger
under kultivering pa Austevoll. For & se hvordan den genetiske sammensetningen til den opp-
rinnelige restbestanden av muslinger i de ulike lokalitetene ser ut, for senere a8 kunne evaluere
utsettingsmaterialet, er det viktig & inkludere genetiske prgver fra alle populasjoner som blir tatt
inn pa kultiveringsanlegget pa Austevoll. Det er ikke laget noe organisert opplegg for dette, og
forelgpig er bare tre av lokalitetene analysert (Lerangsbekken, Skeivikbekken og Dragstelva). |
tillegg er det samlet inn DNA-prgver fra Haukasvassdraget og Semselva (Langhammerelva),
men disse er ikke analysert. Det betyr at det mangler DNA-prgver fra 13-15 elver (Kvass-
heimséna, Steinslandselva, Hopselva, Fossa, Areidselva, Fossingelva, Slira, Tylda, Sagelva,
Lena, Slgrdalselva, Lennaelva, Utvikelva og eventuelt Lomsdalselva og Rausjgbekken). Det
ma dessuten suppleres med ytterligere praver fra Dragstelva. Totalt omfatter dette innsamling
og bearbeiding av 400-450 praver.

Kartlegging og overvaking av genetisk variasjon i norske elvemusling-populasjoner vil veere et
viktig verktay for & utarbeide bevaringsbiologiske tiltak for elvemusling i Norge.
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