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1 Innledning

1.1 Bakgrunn

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

Miljg-DNA kan tilby en mer objektiv metode for overvaking av gkosystemer der innsamling av
prover ikke er avhengig av langvarig innsats eller taksonomisk ekspertise i felt, og ikke vil veere
til skade for miljget eller lokale arter. Metoden drar nytte av at alle organismer frigir DNA til
omgivelsene sine. Dette er det dermed mulig & samle inn ved filtrering av vannprgver. Med arts-
spesifikke genetiske markarer er det mulig & pavise tilstedevaerelsen av en enkelt art eller hele
taksonomiske grupper. Da DNA brytes ned raskt i naturen, vil en pavisning av en eller flere arter
indikere en stor sannsynlighet for at denne eller disse finnes pa den undersgkte lokaliteten eller
har veert i omradet innenfor en relativ kort periode. Metoden er svaert sensitiv og det trengs i
prinsippet kun en enkelt DNA-kopi for arten som gnskes undersgkt, for & kunne pavise tilstede-
veerelsen av denne. Derfor har metoden frem til nd primzert vaert brukt til & finne sjeldne arter
(Thomsen mfl. 2012b) og/eller ugnskete fremmede arter (Balasingham mfl. 2017). Sammenlig-
ning med konvensjonelle metoder har vist at miljg-DNA-metoden er mer sensitiv og finner flere
arter (Thomsen mfl. 2012a).

NINA har i lgpet av de siste arene utviklet bade pravetakingsutstyr og molekylzere verktay 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, Magergy mfl. Und. arb.).

1.2 Formal

NINA har pa bestilling fra Fylkesmannen i Rogaland undersgkt tilstedeveerelse av elvemusling
(Margeritifera margeritifera) i ulike vassdrag ved hjelp av miljg-DNA.




2 Material og metode

2.1 Provetaking
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Miljg-DNA-prgver ble samlet inn av Fylkesmannen i Rogaland ved Annette Fossa i juli maned i
2019 (Tabell 1). To parallellprgver ble innsamlet pa hver lokalitet. Fem eller 10 liter vann ble
filtrert gjennom et 2.0 um glassfiberfilter (Merck Millipore) ved hjelp av en batteridrevet peristal-
tisk pumpe (Burkle Vampire). Filtrene ble lagret i ATL-buffer (Qiagen) frem til videre analyser i

lab.

Tabell 1. Oversikt over praver innsamling for pdvisning av elvemusling i dette studiet.

Kommune

Bjerkreim

Forsand

Forsand

Gjesdal

Gjesdal

Sandnes

Sandnes

Sokndal

Sokndal

Sokndal

Sokndal

Sokndal

Strand

Strand

Strand

Lokalitet

Soksana/Saglands-
bekken, Bjerkreim

Forsandana opp-
strgms Fv491

Forsandana nzer utlgp
Sj@

Dirdalselva nordre Igp

Dirdalselva sgndre Igp

Storanavassdraget
oppstrgms Stokka-
landsvatnet
Storanavassdraget
nedstrgms Stokka-
landsvatnet
Bakkaana, Sokndals-
vassdraget

Litleana, Sokndals-
vassdraget

Roslandsana, Sokn-
dalsvassdraget

Algardselva oppstr.
Sandbekk, Sokndals-
vassdraget
Algardselva nedstr.
Sandbekk, Sokndals-
vassdraget
Fjellsana, Strand

Tauana sgndre lgp

Tauana nordre lgp

Sta-
sjon

R ORI NN R R NN R R R R

NN

R R R R R R R R

NN

N N R R R R

Proveid Van
nvo-
lum

SOKS19-001 5L

SOKS19-002 5L

FORS19-001 5L

FORS19-002 5L

FORS19-003 5L

FORS19-004 5L

DIR19-001 5L

DIR19-002 5L

DIR19-003 5L

DIR19-004 5L

STORA19-001 0L
STORA19-002 0L
STORA19-003 0L
STORA19-004 0L

BAKK19-001 5L
BAKK19-002 5L
LITL19-001 5L
LITL19-002 5L
ROS19-001 5L
ROS19-002 5L
ALG19-001 5L
ALG19-002 5L
ALG19-003 5L
ALG19-004 5L

FJELLS19-001 5L
FJELLS19-002 5L

TAU19-001 5L
TAU19-002 5L
TAU19-003 5L
TAU19-004 5L

Tem-
pera-
tur

19.8
19.8
14.3
14.3
13.2
13.2
14.7
14.7
15.2
15.2
14.7
14.7

16.4
16.4

18.2
18.2
16.9
16.9
17.6
17.6
17.2
17.2

17.5
17.5

15.2
15.2
16.9
16.9
17.1
17.1

Dato prgve-
taking

23.07.2019
23.07.2019
22.07.2019
22.07.2019
22.07.2019
22.07.2019
24.07.2019
24.07.2019
24.07.2019
24.07.2019
21.07.2019
21.07.2019

21.07.2019
21.07.2019

23.07.2019
23.07.2019
23.07.2019
23.07.2019
23.07.2019
23.07.2019
23.07.2019
23.07.2019

23.07.2019
23.07.2019

22.07.2019
22.07.2019
22.07.2019
22.07.2019
22.07.2019
22.07.2019

Koordinater

0329362/6495702
0329362/6495702
0335512/6531450
0335512/6531450
0333110/6531665
0333110/6531665
0344973/6518973
0344973/6518973
0344888/6518760
0344888/6518760
0311735/6525368
0311735/6525368

0311495/6527592
0311495/6527592

0342359/6472259
0342359/6472259
0342807/6470202
0342807/6470202
0342255/6471885
0342255/6471885
0343781/6472195
0343781/6472195

0342621/6470820
0342621/6470820

0329018/6546539
0329018/6546539
0323516/6550823
0323516/6550823
0323563/6550842
0323563/6550842
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2.2 Labanalyser

DNA ble isolert fra filterpravene ved hjelp av en NucleoSpin Plant Il (Machery-Nagel) protokoll.
En arts-spesifikk markar for elvemusling (Carlsson mfl. 2017) ble analysert ved bruk av qPCR.
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 Ct betyr
derfor hgyere konsentrasjoner av DNA. Alle prgver ble kjgart i triplikater, sammen med en fortyn-
ningsserie av elvemusling-DNA og negative kontrollprgver. For & kunne karakterisere en prgve
som positiv i en gPCR-analyse forventer vi at minst to av tre replikater skal vaere positive.
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3 Resultater og diskusjon

Alle prgvene ble kjart i triplikater for elvemusling pad gPCR. Tabell 2 viser Cr verdi og utregnet
DNA-konsentrasjon for disse pravene. En prgve ble karakterisert som positiv nar minst to av
triplikatene var positive.

Tabell 2. Resultater fra gPCR-analyser av vannpravene. Alle pravene ble kjort i PCR-triplikater,
og en prave ble karakterisert som positiv nar minst to av triplikatene var positive.

Kommune | Lokalitet Proveid Stasjon Resultat PCR Cr Quantity
Mean  Mean
Sokndal Bakkaana, Sokndalsvass- BAKK19-001 1 Negativ 1/3 39.7
CIECEE BAKK19-002 1| Positiv 2/3 394  1.85E-05
Gjesdal Dirdalselva nordre Igp DIR19-001 1 Negativ 0/3
DIR19-002 1 Negativ 0/3
Gjesdal Dirdalselva sgndre Igp DIR19-003 2 Negativ 0/3
DIR19-004 2 Negativ 0/3
Strand Fjellsana, Strand FJELLS19-001 1 Positiv 3/3 35.62 = 2.38E-04
FJELLS19-002 1 Positiv 3/3 35.45 | 2.77E-04
Forsand Forsanddna oppstrgms FORS19-001 1 Positiv 3/3 37.57  6.89E-05
il FORS19-002 1 Negativ 0/3
Forsand Forsanddna nzer utlgp sjg = FORS19-003 2 Negativ 1/3 39.14
FORS19-004 2 Negativ 0/3
Sokndal Litledna, Sokndalsvass- LITL19-001 1 Negativ 0/3
draget LITL19-002 1 Negativ 0/3
Sokndal Roslandsana, Sokndals- ROS19-001 1 Negativ 0/3
vassdraget R0OS19-002 1 | Negativ 0/3
Bjerkreim = Soksana/Saglandsbekken, = SOKS19-001 1 Negativ 1/3 37.64
RiEREl SOKS19-002 1| Positiv 33 3793  6.21E-05
Sandnes Storanavassdraget opp- STORA19-001 1 Negativ 0/3
strems Stokkalandsvatnet STORA19-002 1 Negativ 0/3
Sandnes Storanavassdraget ned- STORA19-003 2 Positiv 3/3 39.32  1.98E-05
Sl STORA19-004 2| Positiv 3/3 37.98  5.356-05
Strand Tauana sgndre lgp TAU19-001 1 Positiv 3/3 32.03 2.58E-03
TAU19-002 1 Positiv 3/3 32.68 @ 1.67E-03
Strand Tauana nordre lgp TAU19-003 2 Positiv 3/3 32.04 | 2.56E-03
TAU19-004 2 Positiv 3/3 32.32  2.14E-03
Sokndal Algardselva oppstr. Sand- | ALG19-001 1 Positiv 3/3 41.65 @ 2.75E-06
e ) G19-002 1| Positiv 2/3 38.99  1.76E-05
Sokndal Algardselva nedstr. Sand- = ALG19-003 2 Positiv 3/3 38.68  2.12E-05
S ) G19-004 2| Positiv 33 3895 1.75E-05
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For Fjellsna, Taudna og Algardselva ble alle prgvene karakterisert som positive (Figur 1 og 2),
og Vi anser det som ganske sikkert at det finnes elvemusling i disse vassdragene. | en oversikt
over elvemuslinglokaliteter i Norge (Larsen & Magergy 2019) er alle tre vassdragene registrert
med levende elvemusling. Opplysningene fra Fjellsdna er mer enn tjue ar gamle (Ledje 1996). |
Tauana er det funnet elvemusling nedstrgms prgvetakingsstasjonene (pers. obs., Irvin Kilde og
Annette Fossa pers. med. i Ledje og Tysse (2015), Farland og Bruntveit (2015)), men hele elve-
lgpet ovenfor stasjonene er undersgkt opp til Bjgrheimsvatnet uten funn (pers. obs., Sandaas
og Enerud (2017)). Det er heller ikke funnet elvemusling lenger oppe i vassdraget (Sandaas &
Enerud 2017), men det bgr undersgkes om det star elvemusling i utlgpet av Bjgrheimsvatnet. |
Algérdelva i Sokndalsvassdraget ble det funnet en elvemusling i 2018 (John Kapstad pers. med.
i Sandaas og Enerud (2018)), men ingen andre funn er kjent.

| Bakkadna, Forsandana, Soksana/Saglandsbekken og Stordnavassdraget ble det funnet posi-
tive praver ved enkelte av stasjonene og/eller i enkelte av prgvene. | Bakkaana i Sokndalsvass-
draget ble en prgve negativ og en prgve positiv fra den samme stasjonen, men vi anser at denne
elven sannsynligvis har elvemusling. Bakkaana var ikke registrert som lokalitet for elvemusling
tidligere (Larsen & Magergy 2019). Det samme gjelder for lokaliteten Forsandana oppstrams
Fv491, der vi ogsa anser denne stasjonen som positiv basert pa miljg-DNA. Na ble den andre
stasjonen fra Forsandana negativ, selv om denne stasjonen er nedstrgms. Uten at vi kan si noe
med sikkerhet kan vi anta at det finnes elvemusling oppstrems Fv491, men at det er fa eller
ingen elvemuslinger mellom de to pravepunktene. Forsandana er ikke registrert som lokalitet for
elvemusling tidligere. For Soksana/Saglandsbekken ble ogsa en prgve positiv og en negativ fra
den samme stasjonen, og vi antar at det finnes elvemusling oppstrgms denne lokaliteten.
Soksana og Saglandsbekken er registrert med levende elvemusling, senest i 2007 da det ble
funnet henholdsvis 19 og 1 levende individer (Elnan 2008). Storanavassdraget ovenfor og ne-
denfor Stokkalandsvatnet er bare oppgitt som en historisk lokalitet (utdgdd) hos Larsen & Ma-
geray (2019). Det ble ikke pavist elvemusling ovenfor Stokkalandsvatnet i denne undersgkelsen,
men nedenfor vatnet var begge pravene positive. Det skulle bety at det fortsatt star noen levende
elvemuslinger i Storanas nedre del

Falske positive resultater kan forekomme i miljg-DNA-analyser, og vi praver & unnga disse ved
a sette strenge kriterier. Vi kan likevel ikke helt utelukke at noen av de positive pravene er falske
positiver. Det kan derfor vaere ngdvendig & bekrefte enkelte av funnene ved & gjennomfare et
tradisjonelt sgk pa lokalitetene ved vading i elvelgpet og bruk av vannkikkert.

Vi fant ingen positive prgver i Dirdalselva, Litledna og Roslandsana. Det finnes ingen opplys-
ninger om elvemusling i Litlana (undersgkt i 2016 uten funn; Sandaas og Enerud (2016)) eller
Roslandsana i Sokndalsvassdraget, men Dirdalselva star pa oversikten over historiske lokalite-
ter (utdgdd bestand; Larsen & Magergy 2019). Usikkerheten rundt en negativ prave er ikke kjent.
At en art ikke blir pavist kan skyldes flere arsaker, som for eksempel vannkvalitet i lokaliteten,
temperatur, tetthet av arten, prgvevolumet som ble innsamlet samt behandling og analysering
av praven pa lab. En negativ miljg-DNA-prave bar derfor ikke sees pa som et endelig bevis for
arten ikke finnes i lokaliteten.
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Figur 1. DNA-konsentrasjon av enkeltpraver innsamlet i Rogaland 2019 estimert fra gPCR ana-

lyser.
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Figur 2. Oversikt over resultatene for elvene pravetatt i Rogaland 2019.
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