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1 Innledning

1.1 Bakgrunn

Analyser av miljg-DNA er en ny metode for overvaking av arter og gkosystemer der innsamling
av pragver ikke er avhengig av langvarig innsats eller taksonomisk ekspertise i felt (Thomsen &
Willerslev 2015, Valentini mfl. 2016). Denne metoden har vist seg & veere sveert effektiv med
tanke pa overvaking av sjeldne arter samtidig som den muliggjer innsamling av pregver ved hjelp
av publikum (Thomsen mfl. 2012b, Biggs mfl. 2015, Balasingham mfl. 2017).

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

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

1.2 Formal

NINA har pa bestilling fra Statsforvalterne i Trandelag, Innlandet og Telemark undersgkt tilstede-
veerelse av elvemusling (Margeritifera margeritifera) ved hjelp av miljg-DNA.
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2 Material og metode

2.1 Provetaking

Miljg-DNA-prgver ble samlet inn av oppdragsgiverne (Tabell 1) ved hjelp av NINAs miljg-DNA
kit. Vann ble filtrert gjennom et NatureMetrics filter ved hjelp av en batteridrevet peristaltisk
pumpe (Birkle Vampire). Filtrene ble tilsatt ATL-buffer (Qiagen) for konservering frem til videre

analyser i lab.

Tabell 1. Detaljer for miljg-DNA pravene innsamlet i dette studiet. Se punkt 4. Vedlegg for

GPS-koordinater, vannmengde og vanntemperatur.

Prgve ID Dato Prgve- Kom- Lokalitet Stasjon
taker mune
Bjor_1 02.09.2021 | Irvin Kilde Skien Bjordamsbekken Bjordamsbekken v. Tém-
mermannsbakkmyra
Bjor_2 02.09.2021 | Irvin Kilde Skien Bjordamsbekken Bjordamsbekken v. bru
nvf. Tammermannsbakk-
myra
Foss_nord_1 30.08.2021  Irvin Kilde Skien Bgelva Fossum nordre bru
Foss_nord_2 30.08.2021 | Irvin Kilde Skien Bgelva Fossum nordre bru
Lia_1 30.08.2021  Irvin Kilde Skien Bgelva Lia
Lia_2 30.08.2021 | Irvin Kilde Skien Bgelva Lia
Grgnn_1 30.08.2021  Irvin Kilde Skien Bgelva Grgnnsteinbekk utlgp
Grgnn_2 30.08.2021 | Irvin Kilde Skien Bgelva Grgnnsteinbekk utlgp
Bliva_1 30.08.2021  Irvin Kilde Skien Bgelva Bliva sf Sandaa
Bliva_2 30.08.2021 | Irvin Kilde Skien Bgelva Bliva sf Sandaa
Svan_1 02.09.2021 | Irvin Kilde Skien Bgelva Bru v. Svanstulvegen
Svan_2 02.09.2021 | Irvin Kilde Skien Bgelva Bru v. Svanstulvegen
Falkum_1 30.08.2021  Irvin Kilde Skien Falkumelva Falkum bad
Falkum_2 30.08.2021 | Irvin Kilde Skien Falkumelva Falkum bad
Fossum_1 30.08.2021  Irvin Kilde Skien Falkumelva Fossum bru
Fossum_2 30.08.2021 | Irvin Kilde Skien Falkumelva Fossum bru
Hoppe_1 30.08.2021  Irvin Kilde Skien Hoppestadelva Hoppestad bru
Hoppe_2 30.08.2021 | Irvin Kilde Skien Hoppestadelva Hoppestad bru
Svart_1 02.09.2021  Irvin Kilde Skien Sagtjernelva Sagtjernelva ¢f. Svartufs
Svart_2 02.09.2021  Irvin Kilde Skien Sagtjernelva Sagtjernelva ¢f. Svartufs
Jensbakkbekken 14.09.2021 Kjersti Hanssen Namsos = Jensbakktjgnnbekken
Jensbakkbekken 14.09.2021 @ Kjersti Hanssen Namsos @ Jensbakktjgnnbekken
Sagb. Hopen 14.09.2021 = Kjersti Hanssen Namsos | Sagbekken i Hopen
Hopen 2 14.09.2021 = Kjersti Hanssen Namsos | Sagbekken i Hopen
Salbekken 1 14.09.2021 = Kjersti Hanssen Neergy- | Salvikbekken
sund
Salvika 2 14.09.2021 @ Kjersti Hanssen Neergy- Salvikbekken
sund
Trong 1 14.09.2021 @ Kjersti Hanssen Namsos = Trongfjordvassdraget
Varp 14.09.2021 @ Kjersti Hanssen Namsos = Varpbekken
Varp 14.09.2021 Kjersti Hanssen Namsos = Varpbekken
Trong 2 14.09.2021 @ Kjersti Hanssen Namsos = Trongfjordvassdraget
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Innlandet_7A 27.08.2021 | Ola Hegge Valer Flisa Flisa v. Koien

Innlandet_7B 27.08.2021 | Ola Hegge Valer Flisa Flisa v. Koien

Innlandet_8A 27.08.2021 | Ola Hegge Valer Flisa Nedstr. Flisosen

Innlandet_8B 27.08.2021 | Ola Hegge Valer Flisa Nedstr. Flisosen

Innlandet_6A 27.08.2021 | Ola Hegge Valer Halda Halda

Innlandet_6B 27.08.2021 | Ola Hegge Valer Halda Halda

Innlandet_1A 27.08.2021 Ola Hegge Asnes Flisa Flisa v bru Holmebakken

Innlandet_1B 27.08.2021 @ Ola Hegge Asnes Flisa Flisa v bru Holmebakken

Innlandet_4A 27.08.2021 Ola Hegge Asnes Flisa Flisa v Strandli

Innlandet_4B 27.08.2021 @ Ola Hegge Asnes Flisa Flisa v Strandli

Innlandet_3A 27.08.2021 Ola Hegge Asnes Kynna Kynna

Innlandet_3B 27.08.2021 @ Ola Hegge Asnes Kynna Kynna

Innlandet_5A 27.08.2021 | Ola Hegge Asnes Lindaa Lindaa

Innlandet_5B 27.08.2021 | Ola Hegge Asnes Lindaa Lindaa

Innlandet_2A 27.08.2021 | Ola Hegge Asnes Sgrma Sgrma v bru Trangenve-
gen

Innlandet_2B 27.08.2021 @ Ola Hegge Asnes Sgrma Sgrma v bru Trangenve-
gen

2.2 Labanalyser

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

2.3 Resultater og diskusjon

Analysene viser at vi finner elvemusling i flere av lokalitetene fra Telemark, i to av lokalitetene
fra Innlandet, men ingen av lokalitetene fra Trgndelag (Tabell 2). Fra Innlandet kan vi konkludere
med at det finnes elvemusling i elvene Flisa og Kynna, mens i Telemark finner vi elvemusling i
Baelva, Falkumelva, Hoppestadelva og Sagtjernelva, men ikke i Bjgrdamsbekken. Noen av prg-
vene har 1 av 3 positive replikater, og dette er under grensen vi vanligvis bruker for & klassifisere
en prgve som positiv. Det er likevel mulig at noen av disse lokalitetene inneholder elvemusling,
men at tetthetene er for lave til at vi klarer & fange opp et sikkert signal. Disse lokalitetene bgr
derfor vurderes som usikre, og dermed undersgkes naermere for en sikker konklusjon.

Falske positive resultater kan forekomme i miljg-DNA analyser, men vi prgver a unnga disse ved
a sette strenge kriterier. Vi kan likevel ikke helt utelukke at noen av de positive pr@gvene kan vaere
falske positiver. Usikkerheten rundt en negativ prgve er ikke kjent. At en art ikke blir pavist kan
skyldes flere arsaker, som for eksempel vannkvalitet i lokaliteten, temperatur, tetthet av arten,
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pravevolumet som ble innsamlet samt behandling og analysering av prgven pa lab. En negativ
miljg-DNA-prave bgr derfor ikke sees pa som et endelig bevis for at arten ikke finnes i lokaliteten.

Tabell 2. Resultater fra gPCR-analyser for pavisninga av elvemusling fra miljg-DNA prgver.
«PCR» viser andel positive replikater mens «Ct mean» viser hvor mange PCR-sykluser det tok
i gjennomsnitt far DNA-mengden gav et definert fluorescens signal. En lavere Ct betyr derfor
hgyere konsentrasjoner av DNA. Vi forventer at minst 2/3 PCR-replikater skal veere positive for
a konkludere med at prgven er positiv for elvemusling. Vi merker likevel resultater med 1/3 po-
sitive replikater i gult da dette kan veere lokaliteter med sveert lave tettheter av elvemusling, og
som dermed kanskje bar undersgkes naermere.

Prgve ID Kommune = Lokalitet Prgvetaker PCR Ct.Mean @ Ct.SD Konklusjon
Bjor_1 Skien Bjordamsbekken Irvin Kilde 0/3 NEGATIVE
Bjor_2 Skien Bjordamsbekken Irvin Kilde 1/3

Foss_nord_1 Skien Bgelva Irvin Kilde 3/3 29.75 0.06
Foss_nord_2 Skien Bgelva Irvin Kilde 3/3 29.99 0.02

Lia_1 Skien Bgelva Irvin Kilde 4/4 30.70 0.16

Lia_2 Skien Bgelva Irvin Kilde 2/2 30.93 0.03

Grgnn_1 Skien Bgelva Irvin Kilde 3/3 31.10 0.07

Grgnn_2 Skien Bgelva Irvin Kilde 3/3 31.08 0.14

Bliva_1 Skien Bgelva Irvin Kilde 3/3 36.20 1.10

Bliva_2 Skien Bgelva Irvin Kilde 3/3 36.89 0.50

Svan_1 Skien Bgelva Irvin Kilde 0/3 NEGATIVE
Svan_2 Skien Bgelva Irvin Kilde 1/3

Falkum_1 Skien Falkumelva Irvin Kilde 3/3 32.02 0.43

Falkum_2 Skien Falkumelva Irvin Kilde 1/3

Fossum_1 Skien Falkumelva Irvin Kilde 3/3 38.01 0.81

Fossum_2 Skien Falkumelva Irvin Kilde 1/3

Hoppe_1 Skien Hoppestadelva Irvin Kilde 3/3 37.13 0.50

Hoppe_2 Skien Hoppestadelva Irvin Kilde 3/3 35.41 0.19

Svart_1 Skien Sagtjernelva Irvin Kilde 3/3 37.14 0.23

Svart_2 Skien Sagtjernelva Irvin Kilde 1/3

jensbakkbekken = NA jensbakktjgnnbekken Kjersti Hanssen =~ 0/3 NEGATIVE
jensbakkbekken = NA jensbakktjgnnbekken Kjersti Hanssen | 0/3 NEGATIVE
Sagb. Hopen NA Sagbekken i Hopen Kjersti Hanssen = 0/3 NEGATIVE
Hopen 2 NA Sagbekken i Hopen Kjersti Hanssen | 0/3 NEGATIVE
Salbekken 1 NA Salbekken Kjersti Hanssen = 0/3 NEGATIVE
Salvika 2 NA Salbekken Kjersti Hanssen | 0/3 NEGATIVE
Trong 1 NA Trongfjordvassdraget Kjersti Hanssen = 0/3 NEGATIVE
Varp NA Varpbekken Kjersti Hanssen | 0/3 NEGATIVE
Varp NA Varpbekken Kjersti Hanssen =~ 0/3 NEGATIVE
Trong 2 NA Trongfjordvassdraget NA 0/3 NEGATIVE
Innlandet_7A Valer Flisa Ola Hegge 0/3 NEGATIVE
Innlandet_7B Valer Flisa Ola Hegge 0/3 NEGATIVE
Innlandet_8A Valer Flisa Ola Hegge 0/3 NEGATIVE
Innlandet_8B Valer Flisa Ola Hegge 0/3 NEGATIVE
Innlandet_6A Valer Halda Ola Hegge 0/3 NEGATIVE




Innlandet_6B
Innlandet_1A
Innlandet_1B
Innlandet_4A
Innlandet_4B
Innlandet_3A
Innlandet_3B
Innlandet_5A
Innlandet_5B
Innlandet_2A
Innlandet_2B

Valer
Asnes
Asnes
Asnes
Asnes
Asnes
Asnes
Asnes
Asnes
Asnes

Asnes

Halda
Flisa
Flisa
Flisa
Flisa
Kynna
Kynna
Lindaa
Lindaa
Sgrma

Sgrma
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Ola Hegge
Ola Hegge
Ola Hegge
Ola Hegge
Ola Hegge
Ola Hegge
Ola Hegge
Ola Hegge
Ola Hegge
Ola Hegge
Ola Hegge

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

35.46
34.61

36.91
36.66

0.62
0.58

0.90
0.19

NEGATIVE
POSITIVE
POSITIVE
NEGATIVE
NEGATIVE
POSITIVE
POSITIVE
NEGATIVE
NEGATIVE
NEGATIVE
NEGATIVE
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4 Vedlegg

Utvida detaljer for hver preve med GPS-koordinater, vannvolum og vanntemperatur.

Prgve ID

Bjor_1
Bjor_2
Foss_nord_1
Foss_nord_2
Lia_1

Lia_2
Grgnn_1
Grgnn_2
Bliva_1
Bliva_2
Svan_1
Svan_2
Falkum_1
Falkum_2
Fossum_1
Fossum_2
Hoppe_1
Hoppe_2
Svart_1
Svart_2

Jensbakkbekken
Jensbakkbekken

Sagb. Hopen
Hopen 2
Salbekken 1
Salvika 2
Trong 1

Varp

Varp

Trong 2
Innlandet_7A
Innlandet_7B
Innlandet_8A
Innlandet_8B
Innlandet_6A
Innlandet_6B
Innlandet_1A
Innlandet_1B
Innlandet_4A
Innlandet_4B

Stasjon_ID

VT 8_a-21
VT 8_b-21
VT 4-21
VT 4-21
VT 5-21
VT 5-21
VT 6-21
VT 6-21
VT 7-21
VT 7-21
VT 9-21
VT 9-21
VT 1-21
VT 1-21
VT 3-21
VT 3-21
VT 2-21
VT 2-21
VT 10-21
VT 10-21

Innlandet 7-21
Innlandet 7-21
Innlandet 8-21
Innlandet 8-21
Innlandet 6-21
Innlandet 6-21
Innlandet 1-21
Innlandet 1-21
Innlandet 4-21
Innlandet 4-21

Koordinat-
system
Desimalgrader

Desimalgrader
Desimalgrader
Desimalgrader
Desimalgrader
Desimalgrader
Desimalgrader
Desimalgrader
Desimalgrader
Desimalgrader
Desimalgrader
Desimalgrader
Desimalgrader
Desimalgrader
Desimalgrader
Desimalgrader
Desimalgrader
Desimalgrader
Desimalgrader
Desimalgrader
utm33

utm33

utm33

utm33

utm33

utm33

utm33

utm33

utm33

utm33

UTM32
UTM32
UTM32
UTM32
UTM32
UTM32
UuTMm32
UuTMm32
UuTMm32
UuTMm32
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Latitude

59.2784078
59.2796839
59.246449
59.246449
59.2606971
59.2606971
59.2656044
59.2656044
59.2817382
59.2817382
59.2904927
59.2904927
59.2150475
59.2150475
59.2398014
59.2398014
59.2552891
59.2552891
59.306248
59.306248
7186340
7186340
7186704
7186704
7187905
7187890
7183211
7177434
7177434
7183284
679036
679036
669858
669858
680336
680336
666305
666305
680594
680594

Longitude

9.5103814
9.507985
9.5550206
9.5550206
9.5435637
9.5435637
9.54125
9.54125
9.5282297
9.5282297
9.5100892
9.5100892
9.5795465
9.5795465
9.5597316
9.5597316
9.5649382
9.5649382
9.4761772
9.4761772
344526
344526
344983
344983
348896
348930
340957
328117
328117
341022
6750935
6750935
6758175
6758175
6750242
6750242
6726442
6726442
6738301
6738301

Vann-
volum

1.5
1.5
2.7
2.5
2.7
2.8
2.8
2.8
2.8
2.5

2.5
2.3

= ULk 1WA UTLW W

0.8
0.8
1.5
1.5
1.5
1.5

Vann-
temperatur
12.8

13.4
15.5
15.5
17.5
17.5
19
19
19
19
14
14
17
17
16.8
16.8
16.5
16.5
13.5
135
9.1
9.1
8.6
8.6

8.8
10.7
10
10
10.5
121
121
11.8
11.8
13.7
13.7
13.6
13.6
12.2
12.2




Innlandet_3A
Innlandet_3B
Innlandet_5A
Innlandet_5B
Innlandet_2A
Innlandet_2B

Innlandet 3-21
Innlandet 3-21
Innlandet 5-21
Innlandet 5-21
Innlandet 2-21
Innlandet 2-21

UTM32
UTM32
UTM32
UTM32
UTM32
UTM32
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10

679586
679586
679880
679880
676754
676754

6736846
6736846
6745810
6745810
6727244
6727244

0.8
0.8
0.8
0.8

12.8
12.8
13.7
13.7
11.3
11.3
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