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Sammendrag

| et globalt perspektiv har biodiversiteten hatt en generell nedadgaende trend de siste fire
tidrene. En art som har hatt en dramatisk nedgang er europeisk al (Anguilla anguilla), den er i
dag vurdert som VVU-sarbar i fglge Norsk rgdliste for arter. Det kan vaere flere arsaker til
denne nedgangen. En av dem er alens svemmeblaremark (Anguillicoloides crassus), en
parasitt som angriper svemmebleren til al. For at vi skal veere i stand til & implementere
hensiktsmessige tiltak er effektiv bestandsovervakning viktig. Frem til i dag har innsamling av
informasjon om arten i stor grad veert basert pa forskningsfangst, elektrofiske og
observasjoner. Bruken av «Environmental DNA» (eDNA) og quantitative PCR (qPCR) er en
forholdsvis ny metode som blant annet har blitt tatt i bruk ved pavisning av sjeldne og
ugnskede arter.

| var oppgave gnsket vi & undersgke om det var mulig & bruke eDNA og gPCR til &
pavise tilstedeveerelsen av europeisk al og alens svgmmeblaremark i Mandalselva, et
vassdrag med hgy vannfgring. Det ble i fjor gjennomfart en lignende studie, men denne hadde
mindre sideelver og bekker som forsgksomrader. 1 tillegg @nsket vi a teste sensitiviteten til
metoden. Vi paviste europeisk al ved 7 av 10 lokaliteter, noe som indikerer at metoden kan
vaere et viktig supplement til bestandsovervakning av al. Svemmebleremarken ble ikke pavist
ved noen av lokalitetene. Det kan vare flere arsaker til at vi ikke lyktes med dette, hvor den
mest sannsynlige er at arten ikke finnes pa lokalitetene hvor prgvene ble hentet fra. Andre
forklaringer kan veere svammeblaeremarkens kompliserte livssyklus som gjer at det til tider
kan veere lite DNA tilgjengelig i vannet. PCR-hemmende stoffer i pravene kan ogsa ha spilt
en negativ rolle i forhold til pavisningen av begge artene.

Den minste konsentrasjonen av DNA vi klarte a pavise europeisk al ved bruk av gPCR

var pa 0,00418 Z—f, og for svemmeblaeremark 0,002039 ’;—“f. Den minste konsentrasjonen av
celler som kan vere i vannpravene er 1,2 celler/ml, hvilket er en indikasjon pa at metoden er

sensitiv. Vi fikk en gPCR-effektivitet pa 80% og 79% for henholdsvis al og

svgmmeblaeremark.
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Introduksjon

Biodiversiteten har hatt en tydelig negativ trend de fire siste tiarene (Butchart et al., 2010). |
2002 ble ledere av 190 land enige om at det matte iverksettes tiltak for & betydelig redusere
eller i det minste forsgke a stoppe nedgangen i biodiversitet. Dette ble nedtegnet gjennom
“Convention on Biological Diversity” (Unep, 2002). Konserveringsarbeid er et viktig slikt
tiltak. Effektiv bestandsovervakning og kartlegging av truede arter er kritisk for a sikre gode
resultater i dette arbeidet. (Sigsgaard, Carl, Mgller & Thomsen, 2015). Tradisjonelle metoder
for overvakning i akvatiske og marine miljg er stort sett basert pa fangst, elektrofiske og
observasjoner. Dette kan veere bade tidkrevende og dyrt (Doi et al., 2017). Analyse av
«Environmental DNA» (se eget avsnitt side 11) for & kartlegge biomasse er en kjent metode
innen forskning (Foote et al., 2012; Goldberg, Caren S, Strickler & Pilliod, 2015; Thomsen,
P. F.etal., 2012; Thomsen & Willerslev, 2015; Valentini et al., 2016; Valiere & Taberlet,
2000), men fa studier er gjort for & kartlegge biomasse i starre elvesystemer med hgy
vannfgring (Doi et al., 2017). | 2017 ble det skrevet en bacheloroppgave av en student ved
Universitetet i Agder som tok for seg eDNA (se eget avsnitt side 11) og qPCR for a pavise
europeisk al. I den oppgaven ble det kun undersgkt for &l i mindre sidebekker (Halvorsen,
2017). Vi vil se om metoden kan benyttes i vassdrag med hgy vannfaring.

Europeisk al har siden slutten av 1970-tallet opplevd en dramatisk bestandsreduksjon
og er i dag regnet som en kritisk truet art pa radlisten til The World Conservation Union
(lucn, 2014). Pa den norske radlisten for arter er den oppfart som VU-sarbar (Artsdatabanken,
2012). Det er flere medvirkende faktorer til nedgangen i alebestanden i Europa. Overfiske, tap
av habitat, forurensing, parasitter, sykdommer, predasjon og klimaendringer er blant arsakene
som forskere mener er ansvarlige (Bonhommeau, Chassot & Rivot, 2008; Dekker, 2003;
Durif & Skiftesvik, 2007; Feunteun, 2002).
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Europeisk Al (Anguilla anguilla)

Europeisk al er en katadrom
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Figur 1: Skjematisk fremstilling av livssyklusen til europeisk al (kilde:
Amerika (Schmidt, 1923; Tesch &  http://www.imr.no
White, 2008). Derfra baeres
avkommet dels for egen maskin og dels ved hjelp av varme havstremmer til blant annet den
europeiske kontinentalsokkel (Schmidt, 1923). Europeisk al gjennomgar flere ulike stadier
(Figur 1) i lgpet av sin livssyklus (Tesch & White, 2008). Det forste stadiet er et larvestadie
som varer i 8-9 maneder. | Igpet av dette stadiet driver larvene pa blant annet Golfstremmen
mot kontinentet (Schmidt, 1923). Larvene, som kalles leptocephalus, er et felles larvestadie
som flere ulike arter al gjennomfarer. Starrelse og utseende pa larvene varierer mellom arter
(Miller, 2009). Etter larvestadiet gjennomgar dyret metamorfose og forvandles til glassal
(Arai, Otake & Tsukamoto, 2000; Tesch & White, 2008). Som glassal svemmer de opp i
elvesystemer hvor de gjennomfarer en vekstfase som resulterer i gulal. Dette stadiet varer i 6-
25 ar (Tesch & White, 2008). Etter gulalstadiet vandrer alen ut i havet igjen som blankal og
starter migrasjonen tilbake til gyteplassene i Sargassohavet (Tesch & White, 2008).
Kunnskapen om alens vandring har vert kjent lenge, men likevel fremstar store deler av den

som uoppklart (Aarestrup et al., 2009).

Nedgang i europeisk al

Pa den norske radlisten er arten oppfart som VVU-sarbar (Artsdatabanken, 2012). Flere
undersgkelser gjennomfares arlig i Norge for & overvake alebestanden, blant annet har
Havforskningsinstituttet utfgrt en strandnotundersgkelse langs skagerakkysten siden 1919.
Tallrikhetsindeksen fra disse undersgkelsene har lenge vist en negativ trend, og i 2007 ble det
for farste gang ikke fanget en eneste al (Skiftesvik & Durif, 2009). | tillegg har Norsk Institutt

for Naturforskning (NINA) samlet data fra elven Imsa i Rogaland i en arrekke, og disse
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undersgkelsene viser samme trend (Skiftesvik & Durif, 2009). 1 1978 ble det registrert 121
818 al pa vei opp elva, mens det i 2007 bare ble registrert 100 al. Samtidig som antall
oppvandrende al viste en enorm nedgang, ble det ogsa pavist nedgang i produksjonen av
blankal som vandrer ut fra Imsa (Skiftesvik & Durif, 2009).

| 2007 ble al inkludert i CITES (Convention on International Trade in Endangered
Species of Wild Fauna and Flora) som omhandler at internasjonal handel av arten ma
kontrolleres for a ikke utnytte arten i starre grad enn det artsbestanden er i stand til a takle
(Durif, 2017; Nijman, 2015). Som et aktivt tiltak ble det i 2009 innfert et totalt fiskeforbud pa
al i Norge (Durif, 2017). Havforskningsinstituttet (HI) har ogsa overvaket alebestanden siden
1975 ved hjelp av innrapporterte fangsttall fra fiskere. Etter at fiskeforbudet ble innfart fikk et
utvalg fiskere dispensasjon til a fiske en bestemt mengde al og rapportere dette til HI, mot at
de fikk selge fangsten gjennom salgslag (Durif, 2017). Pa grunn av CITES-reguleringen
oppstod det imidlertid problemer ved salg av fangsten da det ble ulovlig & importere al inn til
EU, og dette resulterte i at forskningsfangsten ble avsluttet i 2010 (Durif, 2017). EU har et
felles forvaltningsmal for al som sier at menneskeskapt dgdelighet skal reduseres slik at minst
40 % av blankalene kan starte gytevandringen sin, og alle medlemslandene skal jobbe mot
denne malsettingen (Durif, 2017; Skiftesvik & Durif, 2009). Fiskeridirektoratet mente i 2016
at det er behov for mer kunnskap om bestandsituasjonen for & na dette malet, derfor ble det
samme aret startet et nytt prosjekt med forskningsfangst for & vurdere lokale bestander (Durif,
2017).

Det er flere ulike metoder som benyttes for overvaking av al i Europa. I land hvor det
ikke er fiskeforbud for al benyttes ofte fangststatistikk, mens i land med fiskeforbud benyttes
gjerne el-fiske, feller, fisketellere, ruser, merking og gjenfangst (Thorstad et al., 2011). Disse
metodene er imidlertid tidkrevende og ikke minst invaderende i alens habitat. Derfor er det
gnskelig a finne mer effektive og skansomme metoder for & kartlegge og overvake al, noe vi

mener analyse av eDNA (se eget avsnitt side 11) kan veere en bidragsyter til.

Alens svemmeblaeremark (Anguillicoloides crassus)

Alens svgsmmeblaremark er en nematode som stammer fra Japan og lever som parasitter i
svgmmeblaren hos al (Lindholm, 2012; Thorstad et al., 2010). Det er ikke funnet at den gjar
noe betydelig skade pa japansk al, men europeisk al blir tydelig svekket av parasitten
(Lindholm, 2012). Europeisk al ble importert til Asia i 1969 pa grunn av en gkende
ettersparsel i det japanske markedet, men den fikk problemer med lokale parasitter, blant

9
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annet alens svemmeblaeremark (Lindholm, 2012). Etter at al ble fraktet tilbake til Europa ble
svegmmebleremarken med som «blindpassasjer», og farste funn i Norge ble gjort i 1993
(Lindholm, 2012; Thorstad et al., 2010).

Alens svammeblaremark legger egg i svemmeblaren til alen, som er markens siste
vert i dens livssyklusen (De Charleroy, Grisez, Thomas, Belpaire & Ollevier, 1990). | fglge
De Charleroy et al. (1990) vil eggene etter hvert forlate svemmeblaren passivt via en kanal
opp til svelget og videre ut av alen via fordgyelseskanalen. Ved klekking inneholder eggene
larver i andre stadie, og de frie larvene vil feste seg til passende substrat og starte en intensiv
sprellebevegelse som skal stimulere predasjon fra sma krepsdyr. Nar larvene blir spist av en
passende mellomvert (ofte hoppekreps) vil de etter noen fa dager begynne & vokse i
hemocoelet til verten far de nar det tredje larvestadiet. Videre kan sma glassal spise
mellomverten, eventuelt kan mellomverten bli spist av smafisk som deretter blir spist av
starre al. Altsa kan al infiseres bade som glassal og som voksen. Larvene beveger seg fra
tarmen til svammeblaren ved & ga gjennom tarmveggen og kroppshulrommet (Haenen,
Grisez, De Charleroy, Belpaire & Ollevier, 1989). | svammeblaren vil larvene aktivt suge
blod fra alen, vokse, og na det fjerde stadiet etter noen fa uker (De Charleroy et al., 1990; Van
Banning & Haenen, 1990). De vokser sa enda mer far de blir seksuelt modne og kan begynne
med reproduksjon (De Charleroy et al., 1990). Svemmeblaeremarken har blitt funnet i sma al
som bare har levd i ferskvann i ca 6-8 uker, og derfor antas det at infeksjonsperioden er ca 6-8
uker (Van Banning & Haenen, 1990).

Overlevelsen til larvene og klekking av eggene er avhengig av vannets temperatur og
salinitet. | ferskvann og brakkvann kan larvene overleve i over tre uker, mens i saltvann vil de
do etter 3-4 dager (Charleroy, Thomas, Belpaire & Ollevier, 1989). Parasitten kan imidlertid
overleve lengre perioder i saltvann inne i svgmmebleren til alen (Lindholm, 2012). Optimal
temperatur for klekking er mellom 15°C og 30°C, men dette er ikke ngdvendigvis optimal
temperatur for overlevelsen av larver. Eggene kan overleve en vinter med temperaturer pa
4°C for sa a klekke pa varen nar temperaturen stiger (Thomas & Ollevier, 1993). Under
stabile forhold i et laboratorium (20 °C) kan en livssyklus fullfgres pa under 2 mnd (De
Charleroy et al., 1990).

Tilstedeveerelsen av larver i svammeblareveggen og voksne individ i
svgmmeblarelumen kan fare til betennelse, utvidelse av blodarer, nekrose og fibrose, og alt
dette kan igjen gi nedsatt funksjon og gdeleggelse av svemmeblaren eller i ytterste
konsekvens, ded (Molnéar, Baska, Csaba, Glavits & Székely, 1993; Wiirtz & Taraschewski,

10
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2000). Fibrose i svemmeblaren kan ogsa fere til at denne kommer i kontakt med
omkringliggende organ som nyre og tarm. Svgmmebleremarken far da mulighet til & migrere
til vev utenfor svemmeblaren, noe som kan gi gkt betennelse og irritasjon (Van Banning &
Haenen, 1990). Al i oppdrettsanlegg viser i tillegg tegn til tap av apetitt, unormal adferd og
sekundzre bakterieinfeksjoner (Van Banning & Haenen, 1990). Infisert al og al som har en
skadet svemmeblzre fra en tidligere infeksjon er ikke like effektive svammere som en frisk al
(Palstra, Heppener, Van Ginneken, Székely & Van Den Thillart, 2007). Dette kommer av at
de ma bruke mye mer energi pa a svemme pa grunn av tap av oppdriftskontroll, i tillegg til at
parasittisme i seg selv farer til energitap (Palstra et al., 2007). Siden al migrerer store
avstander til Sargassohavet for a gyte kan dette vaere problematisk. Det er gjort flere studier
for & se hvorvidt parasitten pavirker alens reproduksjonsevner (Fazio, Sasal, Mouahid,
Lecomte-Finiger & Moné, 2012; Lefebvre, Mounaix, Poizat & Crivelli, 2004; Sj6berg,
Petersson, Wickstrom & Hansson, 2009), men det foreligger ingen konkrete bevis for at dette
faktisk er tilfellet (Kirk, 2003).

| dag er arten oppfart pa den norske svartelisten som en sveert hgy risiko, noe som vil
si at den har en sterk negativ effekt pa norsk fauna (Artsdatabanken, 2012). Det er derfor
viktig & finne gode metoder for a kartlegge utbredelsen av alens svemmebleaeremark slik at
eventuelle tiltak kan iverksettes. Vi mener at analyse av eDNA kan veere et nyttig tilskudd til
dette temaet.

«Environmental DNA» (eDNA)

eDNA er her definert som genetisk materiale som er isolert fra ulike miljg (eksempelvis vann,
sediment, jord) som ikke inneholder apenbare spor etter biologiske organismer. eDNA kan
komme fra flere ulike kilder, blant annet urin og avfagring (H0ss, Kohn, P&d&bo, Knauer &
Schroder, 1992; Valiere & Taberlet, 2000), hud, har og fra dede individer (Bunce et al., 2005;
Higuchi, Von Beroldingen, Sensabaugh & Erlich, 1988; Lydolph et al., 2005). Det var innen
mikrobiologien at termen eDNA farst dukket opp, da en gruppe forskere lyktes med & isolere
DNA fra marine sedimenter med hensikten om a fa en karakteristikk av det mikrobielle
samfunnet (Ogram, Sayler & Barkay, 1987). Analyse av eDNA har siden blitt brukt pa flere
ulike felt, for eksempel innen rettmedisin (Van Oorschot, Ballantyne & Mitchell, 2010) og
paleogenetikk (Pedersen et al., 2015). I tillegg er metoden anvendt for & vurdere
sammensetningen av makroorganismer, blant annet for a avslare utdgdde pattedyr, fugler og

planter (Willerslev et al., 2003). Det at man na er i stand til & hente ut og analysere DNA

11
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tilherende levende organismer fra eksempelvis vannprgver, er et stort teknologisk og
vitenskapelig gjennombrudd (Thomsen & Willerslev, 2015). Som et verktay innen
konservering av biodiversitet har bruken av eDNA stort sett vert fokusert mot pavisning av
arter. Et eksempel er identifisering av invaderende arter, som potensielt kan gjare stor skade
pa sma og sterre gkosystemer (Mooney & Cleland, 2001) og i flere tilfeller vare en direkte
arsak til artsutryddelse (Gurevitch & Padilla, 2004). Derfor er det viktig & identifisere og
kartlegge slike arter tidlig for a best mulig veere i stand til & gjgre mottiltak (Lodge et al.,
2006). | tillegg til identifisering av invaderende arter i naturlige omgivelser, er det
giennomfart suksessfulle forsgk ved & detektere dem i ballastvannet til skip (Briski, Cristescu,
Bailey & Macisaac, 2011; Darling & Tepolt, 2008; Harvey, Hoy & Rodriguez, 2009). Siden
transport i ballastvann er en stor bidragsyter til innfarsel av ugnskede arter (Bailey, Duggan,
Jenkins & Macisaac, 2005), er dette interessant da det antakelig muliggjer a stoppe ugnskede
arter & i det hele tatt na habitater hvor de kan forarsake potensielt stor skade. eDNA-analyser
har vist seg a veere en effektiv og palitelige metode for & pavise forekomster av ulike arter i
blant annet ferskvann, samtidig som det er skansom tilneerming som ikke krever direkte
inngripen i dyrets habitat (Rees, Maddison, Middleditch, Patmore & Gough, 2014). | flere
tilfeller er det pavist et starre antall arter enn det som var mulig med tradisjonelle metoder
som fysiske observasjoner og fangst (Valentini et al., 2016). Pavisning av truede og sjeldne
arter er ogsa et mal for bruken av eDNA hvor det kan vises til positive resultater (Sigsgaard et
al., 2015; Thomsen, P. et al., 2012).

Under visse forhold kan eDNA forbli i omgivelsene i lang tid, noe studier pa
terrestrisk ur-DNA bekrefter (Lydolph et al., 2005; Willerslev et al., 2003). Likevel er det
slik at i de fleste tilfeller vil DNA degrades hurtig etter at det skilles fra organismen (Lindahl,
1993). Hvor lenge DNA overlever i et akvatisk miljg bestemmes av de ulike miljgfaktorene
det befinner seg i, hvor blant annet pH, temperatur og kjemisk sammensetning spiller en rolle
(Barnes et al., 2014). Flere studier har vist at eDNA kan spores i opp til 1-2 uker, noe som
gjer det mulig a si at en art det testes positivt for, faktisk er der (Dejean et al., 2011; Thomsen,
P.etal., 2012).

Halvorsen (2017) demonstrerte at metoden som ble utarbeidet for pavisning av al i
mindre sidebekker med lav vannfaring gav positive resultater. Denne gnsker vi na a utvide for
a undersgke om vi kan bruke samme metode for a pavise europeisk al og alens
svgmmeblaeremark i vassdrag med hgy vannfaring. Goldberg, Caren S., Pilliod, Arkle og

Waits (2011) gjennomfarte en studie hvor de med stor suksess klarte & pavise tilstedevaerelsen
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av ulike amfibier i sammenlignbare miljg som det vi undersgker. Samme ar publiserte Jerde,
Mahon, Chadderton og Lodge (2011) en studie hvor de kunne vise til lignende resultater med

to asiatiske karpefiske som malart.

Problemstilling

Vi vil forsgke a etablere en qPCR-basert test for pavisning av dlens svgmmeblaeremark.
Denne skal vi bruke sammen med eksisterende test for europeisk al og se om vi ved analyse
av eDNA kan pavise tilstedevaerelse av europeisk al og alens svemmeblaeremark i vassdrag

med hgy vannfgring. | tillegg vil vi undersgke sensitiviteten til analysemetoden.
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Materiale og metoder

Innsamling av vannprgver

Det ble samlet inn 10 vannprgver pa ; o T R GV e i
1000 ml fra ulike lokaliteter pa en 60 Tt i | %S j

abi:

SN

kilometer lang strekning langs
Mandalselva og tilknyttede vann i Vest-
Agder og Aust-agder (Figur 2 og Tabell
1) 14.11.17. Det var lett regn pa
innsamlingsdagen, og vannfgringen ved
punkt 1 (Figur 2) i Mandalselva var ~80
m?3/s (NVE, 2017). Hver prove ble
samlet i en merket beholder pa 1000 ml.
For & kunne hente vann flere steder pa
samme lokalitet slik at praven ble mest
mulig representativ for lokaliteten ble
det brukt et 50 ml oppsamlingsrer.
Prgvene ble tatt med tilbake til UIA
hvor de ble filtrert samme dag. 400-850
ml av hver prgve (Tabell 1) ble temt i ¥ X ,
en filtreringskopp og deretter filtrert ZE 4= o
gjennom et cellulose-nitratfilter med
0,45 um porestarrelse (Thermo
Scientific Nalgene) ved hjelp av en : 7
ILMVAC vakuumpumpe (GmbH). = s ] e

Sandy - Store

Pysen

Arsaken til at det ble filtrert ulik Fiqur 2: Oversikt over innsamlingspunkt N vanmprover (Kartverket).‘
mengde fra prgvene var fordi det var

ulik mengde av humus i vannprgvene. Dette gjorde at filtrene pa et punkt ble tette, og vi
avsluttet da filtrering av den aktuelle prgven. Filtratet ble samlet i en kolbe og temt ut, mens
partikler ble liggende igjen pa filteret. Filterene ble brettet og lagt i nummererte eppendorfrar

far de ble lagret ved -20 °C.
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Tabell 1: Viser koordinatene til hvor hver enklet prave ble tatt, samt en kort beskrivelse av forholdene pa hver lokalitet og
hvor mye av vannprgven som ble filtrert.

Prave nr. Koordinater Miljgforhold Men-gde van

filtrert
1 58.033N 007.47E | Noksa stillestaende, dypt. 600 ml
2 58.090N 007.52E | Liten sideelv, medium bevegelse, grunt. 600 ml
3 58.090N 007.52E | Noksa stillestaende, grunt. 600 ml
4 58.153N 007.55E | Mye bevegelse, grunt. 600 ml
5 58.180N 007.54E | Noksa stillestaende, dypt. 400 ml
6 58.263N 007.52E | Litt bevegelse, grunt med steinbunn. 600 ml
7 58.326N 007.51E | Stillestaende, grunt. 600 ml
8 58.504N 007.54E | Grunt, noksa mye humus, islagt. 850 ml
9 58.509N 007.55E | Liten sideelv, grunt og mye humus. 750 ml
10 58.533N 007.66E | Islagt vann, utlgp med litt bevegelse. 750 ml

Isolering av eDNA og genomisk DNA

Det ble benyttet DNeasy® Blood and Tissue Kit (Qiagen) for & isolere eDNA fra
vannprgvene. Filtrene ble lagt i en petriskal og ved hjelp av en steril skalpell, kuttet opp i sma
biter pa ca 2x2 mm, slik at de deretter kunne plasseres i nummererte 1,5 ml skrukorkrar. Det
ble benyttet en ny petriskal for hvert filter. For & lysere cellene ble det tilsatt 720 pl ATL-
buffer ved bruk av pipette. Det ble ogsa tilsatt ca. 0,3 gram med Zirconia/Silicakuler (Biospec
Products) og prgvene ble plassert i en MagNA Lyser Bead Beater pa 2800 opm (oscillasjoner
per minutt) i 45 sekunder for at kulene skulle “knuse” filtrene ytterligere. For & effektivisere
lyseringsprosessen ble prgvene sa inkubert pa 56 °C i 30 minutter i varmeblokk. Pravene ble
sa ristet en gang til pa samme mate som fgr varmebehandlingen. Deretter ble 80 ul Proteinase
K pipettert til hver av prgvene for & degradere proteiner og inaktivere nukleaser som kan
gdelegge DNA-et. Prgvene ble satt til inkubasjon pa 56 °C i 2 timer. Etter inkubasjonen ble
prgvene vortexet i ~10 sekunder og sentrifugert i 1 minutt pa 8000 rpm. Mengden supernatant
varierte litt mellom prgvene, men vi forsgkte a fa ut sa mye som mulig fra hver prave.
Supernatanten ble overfart til et eppendorfrgr og blandet med 1 volum AL-buffer som lyserer
celler og eksponerer DNA og 1 volum 96 % etanol. En del av Igsningen ble deretter pipettert
til en spinnkolonne med 2 ml oppsamlingsrer, DNA-et bindes til filteret i spinnkolonnen.

Deretter ble det sentrifugert i 1 minutt ved 8000 rpm. Eluatet ble sa temt ut, og samme
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oppsamlingsrar ble benyttet for resten av lgsningen i den aktuelle prgven og sentrifugeringen
ble gjentatt. Deretter ble 500 ul AW 1-buffer tilsatt til spinnkolonnen og sentrifugert i 1 minutt
ved 8000 rpm for a vaske ut stoffer som ikke har bundet seg til filteret. Videre ble 500 pl
AW?2-buffer pipettert til spinnkolonnen og sentrifugert i 3 minutter pa 13400 rpm. Eluatet ble
kastet og sentrifugeringen ble gjentatt for a sikre at alt som ikke var bundet til filteret ble
vasket gjennom. Spinnkolonnene ble sa plassert i et mikrosentrifugerer uten lokk. 50 pl AE-
buffer ble sa pipettert over i spinnkolonnene og prevene ble staende i 1 minutt i
romtemperatur far de ble sentrifugert pa 8000 rpm i 1 minutt. Nye 50 pl AE-buffer ble sa
pipettert i spinnkolonnen og sentrifugeringen ble gjentatt. AE-bufferen gjer at DNA lgsner fra
filteret og blir skylt ned i mikrosentrifugeraret. Det vil si at innholdet i mikrosentrifugergret
pa dette tidspunktet bestod av AE-buffer og DNA. Spinnkolonnen ble fjernet og
mikrosentrifugeraret ble plassert pa frys i -20 °C.

For & ha positive kontroller matte vi ogsa isolere DNA fra vevsprgver fra alens
svgmmeblaeremark og europeisk al, og her ble ogsa prosedyren til DNeasy® Blood and
Tissue Kit benyttet. Eksemplarene av svemmeblaeremark var preservert i sprit. En pinsett ble
vasket i etanol og destillert vann, deretter plukket vi ut et passende eksemplar som ble lagt i
en petriskal. Med en steril skalpell ble det kuttet av en bit pa starrelse med et fyrstikkhode.
Denne ble overfart til et eppendorfrar hvor det ble tilfert rikelig med destillert vann for a
vaske av spriten. Vaskeprosessen ble gjentatt tre ganger, hver gang med nytt eppendorfrer.
Samme pinsett ble benyttet, men den ble vasket i etanol og deretter skylt 2 ganger i destillert
vann mellom hver overfaring for a sikre at all spriten var vasket vekk. Etter vasking ble
prgven, ved bruk av steril skalpell, kuttet opp i sa sma biter som mulig for a forbedre
lyseringsprosessen. Bitene ble sa overfart til et eppendorfrar. Vevspraven fra europeisk al ble
hentet fra et eksemplar som hadde ligget pa frys. Vi kuttet av en bit pa samme starrelse som
preven fra svemmeblaeremarken, kuttet den videre opp | mindre biter og overfarte til et
eppendorfrar. 180 ul ATL-buffer og 20 ul Proteinase K ble tilsatt til hver av pragvene. Prgvene
ble vortexet i noen sekunder far de ble satt i varmeblokk pa 56 °C i 2 timer. VVevet var etter
denne behandlingen opplgst. 200 ul AL-buffer og 200 pl etanol (96%) ble sa tilsatt, og
lzsningene ble vortexet. Lasningene ble pipettert til en spinnkolonne med 2 ml
oppsamlingsrer. Dette ble sentrifugert pa 8000 rpm i 1 minutt og innholdet i oppsamlingsraret
ble kastet. Prosedyren videre med buffer AW1, AW2 og AE er lik som ved isolering av
eDNA. Mikrosentrifugerer med DNA og AE buffer ble lagret i fryser ved -20 °C.
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Maling av renhet og konsentrasjon til DNA

Nanodrop One (Thermo Scientific) ble brukt for a finne konsentrasjonen av DNA og renheten
i pravene. Sensoren pa maskinen ble vasket med dobbeldestillert vann og terket av med
lofritt/linsepapir for og etter bruk. Apparatet ble sa kalibrert ved a tilsette en drape AE-buffer
pa sensoren ved bruk av en mikropipette (1-10ul). Da maskinen var kalibrert tarket vi av
sensoren med tart lofritt /linsepapir, noe som ogsa ble gjort etter hver prave. Det ble benyttet
samme pipette for a tilsette en drape fra prove 1. Apparatet maler forholdet mellom
absorbansen ved bglgelengdene 230 nm og 260 nm, i tillegg til 260 nm og 280 nm. Resultatet
av analysen blir sa vist pa en skjerm. Dette ble gjentatt for alle prevene. Prgvene ble til slutt

lagt tilbake i fryseren ved -20 °C.

Design av primer og probe

Primer og probe ble pa forhand designet av veileder fra CO1-genet, men vi gnsker likevel &
kort ga i gjennom prosedyren for hvordan det gjares da vi feler dette er en naturlig del & ha
med i oppgaven.

Finn farst en sekvens fra den arten og det genet det skal jobbes med. Benytt deretter
verktgyet Primer BLAST (https://www.ncbi.nim.nih.gov/tools/primer-blast) til & fa laget artsspesifikk
primer og probe fra denne sekvensen. Velger man & inkludere et MGB protein i proben, slik at
den bindes sterkere til templattraden, ma man justere probelengden slik at smeltetemperaturen
blir riktig. | tillegg @nsker man en sa kort probe som mulig for & gke spesifisiteten. Dette
gjares ved hjelp av verktgyet Primer Express 3.0.1 (Applied Biosystems). Primere og probe til
alens svemmeblaeremark ble deretter bestilt av veileder fra Eurofins Genomic, primere og
probe til europeisk al fikk vi utlevert av veileder (Tabell 2).

Primere og probe til svammeblaeremark ble testet mot CO1-genet hos andre arter som
finnes i Mandalselva (Tabell 4). Sekvensen til CO1-genet hos andre arter ble hentet fra

National Center for Biotechnology Information (https:/www.ncbi.nim.nih.gov). De ble deretter

sammenlignet ved hjelp av Clustal Omega (https://www.ebi.ac.uk/).
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Tabell 2: Sekvensene til primere og probe for al og alens svammeblaeremark.

Sekvens (5°237)
Al F-primer CACCCATACTTCTCCTACAAAGACCTA (27)
Al R-primer TCTGGGTCTCCAAGCAGGTT (20)
Al probe FAM-TTCATTATGATGCTCACC [MGBEQ] (18)
Svemmeblaeremark F-primer GTTGGGACTGGTTGTGGTACTAGTT (25)
Svemmeblaeremark R-primer TCACACCAGCACAATGAAGACTT (23)
Svemmeblaeremark probe FAM-AGTGTTATTGGCCATTCT [MGBEQ] (18)

Real-time PCR (gPCR)

For & pavise de gnskede artene ble det anvendt Real-time PCR (qPCR) og TagMan systemet.
Far gPCR for eDNA ble kjert, matte gPCR for de positive kontrollene kjares for a fa bekreftet
at de artsspesifikke primerene og probene virket. Primere og probe til svammeblaeremarken
ble tilsendt innterket, og ble senere lgst i AE-buffer til 100 uM stocklgsning. Videre ble de
fortynnet til 10 uM arbeids-stocklgsninger. Primere og probe til europeisk al var ferdig
blandet og klare til bruk. Vi blandet deretter sammen en qPCR-mix til hver art etter fglgende
oppskrift:

Tabell 3: Viser oppskrift pa PCR-mix.

Ingrediens Mengde (pl)

Environmental TagMan mastermix 10

Primer F 10 uM 1,8

Primer R 10 uM 1,8

Probe 10 uM 0,5

H>0 (PCR-godkjent) 1,9 (3,9 ved genomisk DNA)

Oppskriften er beregnet for én prave. Alle verdier ble multiplisert med antall praver + 10%
fordi det var gnskelig & ha en sikkerhetsmargin per prave for a veere sikker pa at vi hadde
tilstrekkelig mengde med PCR-mix. Vi blandet den ferdige miksen forsiktig ved hjelp av en
pipette. 18 ul av g°PCR-mixen ble overfart til hvert av PCR-rgrene, deretter 2 pl genomisk
DNA. Det ble satt lokk pa PCR-rgrene for de ble sentrifugert. Kjgringen ble startet med
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falgende temperatursyklus: 50 °C i 2 min, 95 °C i 10 min, 95 °C i 15 sekunder og 60 °C i 1
min. Denne syklusen ble repetert i 50 runder.

Det ble sa satt opp en kjgring for eDNA. Vi fokuserte pa en art av gangen, og benyttet
de samme primerene og probene som ved genomisk DNA. Prgvene ble testet i tripletter, i
tillegg til negativ og positiv kontroll. gPCR-mix for antall prgver + 10% for bade europeisk al
og alens svammeblaeremark ble preparert. Miksen ble blandet forsiktig ved bruk av pipette far
16 ul PCR-miks etterfulgt av 4 ul eDNA ble overfart til hver brenn i PCR-strips. Vi hadde pa
lokk, sentrifugerte og startet PCR-kjgringen med de samme innstillingene som ved genomisk
DNA.

Det ble ogsa satt opp en kjgring for eDNA fra grret for a kunne utelukke at gdelagte
vannprgver var grunnen til en eventuell mangel pa positive resultater. Grunnen til at vi valgte
grret er fordi vi vet at grret er tilstede i elva. Denne kjgringen ble gjennomfart pa samme mate
som forrige kjering for eDNA fra al og svemmeblaremark. Positiv kontroll var her eDNA fra

en vannprgve det tidligere hadde blitt pavist grret i.

gPCR-effektivitet og sensitiviteten til pavisningsmetoden

For & teste sensitiviteten til metoden og qPCR-effektiviteten ble det satt opp en
fortynningsrekke med genomisk DNA for bade al og svemmeblaeremark. Fortynningsrekken
ble konstruert ved a starte med 10 pl genomisk DNA og 90 pl PCR-godkjent H2O i et
eppendorfrar. Videre ble 10 pl fra denne lgsningen pipettert over pa et nytt eppendorfrar, og
90 ul PCR-godkjent H20 ble igjen tilfart. Lasningen er nd fortynnet 102 ganger. Slik fortsatte
vi til Igsningen var fortynnet til 10°. Det er meget viktig & vortexe mye mellom hver
fortynning slik at blandingen blir homogen, det anbefales minimum 2 minutter for hver
fortynning. PCR-mix ble laget etter samme oppskrift som ble brukt til analyse av genomisk
DNA (Tabell 3). Deretter ble 2 ul fra hver fortynning og 18 pul PCR-mix overfart til separate
PCR-rgr. Det ble laget tripletter av hver prgve. To av PCR-rgrene ble forbeholdt rent DNA fra
al og svemmeblaeremark som positive kontroller.

Metodens sensitivitet ble ogsa testet ved a lage fortynningsrekke av eDNA fra al.
Fortynningsrekken ble laget av eDNA fra vannpregve nummer 3. Fremgangsmaten er lik som
ved bruk av genomisk DNA, foruten det ble tilsatt 4 pl fra hver fortynning og 16 pl PCR-mix
til PCR-strips.
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Resultater

Konsentrasjon av DNA og renheten til prgvene

Som vist i tabell 5 varierer konsentrasjonen av eDNA i vannprgvene fra 3,8-95,0 Ng/ul, men
de fleste prgvene har en konsentrasjon pa 19,7-32,9 Ng/ul. Konsentrasjonen av genomisk
DNA i de positive kontrollene er 41,8 og 203,9 Ng DNA/ul i isolatene fra henholdsvis al og
svgmmeblaeremark.

A260/A280 er absorbansen malt ved 260 nm dividert pa absorbansen malt ved 280
nm, og A260/A230 er forholdet mellom absorbansen malt ved 260 nm og 230 nm. Dette sier
noe om renheten til pravene. Forholdstallet A260/A280 ligger i falge tabell 5 pa 1,37-1,81 for
eDNA-isolatene, mens de genomisk DNA-isolatene har et hgyere forholdstall pa 1,96-2,18.
Rent DNA gir et forholdstall pa 1,8. Forholdstallet A260/A230 ligger pa 0,37-0,95 for eDNA-
prgvene, mens de positive kontrollene har et generelt hgyere forholdstall pa 0,85-2,34.
Optimalverdi er 2,0-2,2.

Tabell 5: Viser resultater etter maling av DNA-isolatene med sprektrofotometer. A260/A280 = Forholdet mellom
absorbansen ved 260 og 280 nm, og dette forholdet sier noe om renheten til prgven. Rent DNA gir forholdstallet 1,8.
A260/230 = Renheten av nukleinsyrer, hvor optimal verdi er 2,0-2,2.

Prave Ng DNA/ul A260/A280 A260/A230
1 22,3 1,64 0,95
2 19,7 1,64 0,54
3 23,2 1,58 0,59
4 13,2 1,81 0,37
5 32,7 1,46 0,65
6 20,6 1,77 0,37
7 32,9 1,59 0,52
8 3,8 1,37 0,59
9 95,0 1,41 0,66
10 26,1 1,73 0,88
Al 41,8 1,96 0,85
Svgmmeblaeremark | 203,9 2,18 2,21

Seksvenssammenligning av primere og probe for svgmmeblaeremark
Tabell 4 viser sekvenssammenligningen av primere og probe for alens svemmeblaeremark mot
CO1 genet hos andre ferskvannsarter som lever i Mandalselva. Sammenligningen gav ingen

betydelig match.
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Tabell 4: Sammenligning av CO1-genet hos svemmebleeremark med andre fiskearter i Mandalselva. | kolonnen til hgyre
vises sekvens fra svemmeblaremarkens probe, F-primer og R-primer. Uthevet skrift viser sekvensen fra arten det testes mot.
Stjerner pa nederste linje viser hvilke baser som passer sammen.

drret Probe AGTGTTATTGGCCATTCT
(Salmo trutta) AGTCTTATTCTCGATCCT
k* Kk Kk KXk Kk k%K * ** X%
GenBank F-primer GTTGGGACTGGTTGTGGTACTAGTT
D58400.1 CCTTGGATTCGTAGCTATACTACTT
* **%* * %% % * k) k) k% * %
R-primer | TCACACCAGCACAATGAAGACTT
TCCTACCTATATAAAGAAAACTT
* % * % % * Kk Kk XKk *k Kkkk%k
Laks Probe AGTGTTATTGGCCATTCT
(Salmo salar) GGTAATCATCGCCATACT
* % * * X k) Kk *k*k *%
GenBank: F-primer GTTGGGACTGGTTGTGGTACTAGTT
EU418251.1 GTCGGGATAGATGTAGACACTCGTG
**x KXk *kx*% *  *x * * *x k% K* %k
R-primer | TCACACCAGCACAATGAAGACTT
TCACGGCGGCTCAATCAATTCTT
* k% k% % * k(% *(*k*k*k **% * k* %
Bekkergye Probe AGTGTTATTGGCCATTCT
(Salvelinus ATTGTCCTTGGCCATCAT
* k%% * Kk Kk Kk k% Kk k% *
fontinalis) F-primer GTTGGGACTGGTTGTGGTACTAGTT
GenBank: GTTTGAGCTGTATTAGTTACTGCTT
JX9609591 * k* k% % * X % * * * k%% * %
R-primer | TCACACCAGCACAATGAAGACTT
TAATTCGGGCAGAGTTAAGAGTT
* % * k%% * * ***%* *%
Trepigget Probe AGTGTTATTGGCCATTCT
stingsild AGGGCACCTGGCCATGCC
* * % Ak Kk kKX kK *
(Gasterostels F-primer | GTTGGGACTGGTTGTGGTACTAGTT
aculeatus) GCCGCGAGGGCCTTTTCACCTACGT
GenBank' * * k% * * % * % % *
EU399902 1 R-primer | TCACACCAGCACAATGAAGACTT
TGCCATGACCACGACGAGGACTG
* * % * k(Kk*k kX *(*k *(*k*k*%
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Pavisning av al og alens sveammeblaeremark

Cr-verdien viser hvor mange sykluser gPCR-kjgringen trenger for a oppna nok fluorecens til
a avgi et positivt utslag (Figur 3). Jo lavere denne verdien er, dess mer DNA er tilstede i
prgven. Som vist i tabell 6 ble det pavist positivt utslag pa al i 7 av 10 prever, i tillegg il
positiv kontroll. Alle prgvene hadde hgyere Ct-verdi enn positiv kontroll foruten den ene av
triplettene i preve nummer 2 (Tabell 6). Det ble ikke positivt utslag pa noen av pravene
foruten positiv kontroll da det ble testet for svammeblaeremark. Negativ kontroll gav ikke
utslag verken for al eller svtsmmeblaeremark. Kjgringen for grret gav utslag i prove 1-8, i

tillegg til positiv kontroll. Cy-verdien ligger pa 30,9-35,7 for grret.

Amplification Plot
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3.50
325
3.00
275
250
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2.00

ARN

175
1.50
125
1.00
0.75
0.50
025

0.00

-0.25 ‘ v
[ 2 4 (] a 10 12 14 16 18 2 2 2 2 23 k] » 3 &S] 33 20 2 @ ) ] 50 52

Cycle

Figur 3: Viser et eksempel pa hvordan resultater fra en qPCR-kjgring kommer til uttrykk. Gul linje er positiv
kontroll for alens svemmeblaremark. Grgnn linje er negativ kontroll for alens svemmeblaeremark.

Tabell 6: Viser CT-verdier for eDNA fra al, alens svemmebleremark og grret i vannprgvene. Prgvene
for &l og alens svemmeblaeremark ble testet i tripletter.

Prave Pos 1 2 3 4 5 6 7 8 ¢ 10 Neg

= - | 370 | - - | 450 | - - - | 445
Al 18,1 B - | 211 - | 37,7 - | 410 - - - -
Cr- 379 | 108 | - - | 375 | 450 - - - -
verdi svb . - ) ) ) . ; ; ; )
V0 g9 [ - - - - N N N 3 - i
mark

Grret | 357 | 320 | 326 | 339 | 335 | 332 | 30,9 | 32,7 | 309 | - - -

22



Pavisning av europeisk al og svemmeblaeremark ved bruk av eDNA og qPCR

PCR-effektivitet og sensitiviteten til pavisningsmetoden

Tabell 7 viser at alens svemmeblaeremark har en lavere Ct-verdi enn al i den ufortynnete
preven, men Cr-verdiene for begge arter gker for hver fortynning. Verdiene gker raskere hos
al far det ikke ble noe utslag i fortynning 4. Hos dlens svemmeblaeremark ble det imidlertid
utslag i to av tre tripletter i fortynning 4. Fortynning 5 og 6 gav ingen utslag for noen av
artene. Tabell 7 viser ogsa at eDNA fra vannprgve 3 gav utslag for al kun i den ufortynnede
prgven, som gav en Cr-verdi pa 39,9. Se figur 4 for fortynningsrekken til eDNA fra

svgmmeblaeremark.

Tabell 7: Viser Cr-verdiene for fortynningene av genomisk DNA fra al og lens svemmebleremark. I tillegg viser den Cr-
verdiene for fortynningene av eDNA fra al. Alle prgvene foruten ufortynnet ble testet i tripletter.

Prave Ufortynnet 10t 102 103 104 10° 108

28,6 31,3 42,0 - - -

Cr-verdi A 26,9 279 | ai6 | 381 | - ; y

(Genomisk 284 31,0 36,2 - - -

DNA) 23,1 26,7 31,2 42,2 - -

Svemmeblaeremark 19,3 229 267 312 : : :

23,1 26,9 31,1 41,2 - -

Cr-verdi - - - - - -

(eDNA &l Vannprgve 3 39,9 o - o - - -

Amplification Plot
4.00 §
375 : i
3.50 : e S—
3.25 ;
3.00 ‘
275 j
250 ;
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= 1.75‘1 1
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0.25
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Figur 4: Viser gPCR-kurvene til fortynningsrekken gjort pa genomisk DNA til svemmebleremark. 1=Ufortynnet genomisk DNA,
2=10%fortynning, 3=10%fortynning, 4=10%fortynning, 5=10*ortynning. Fortynning 5 og 6 fikk negativt resultat, de ligger langs
X-aksen.
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Vi tar utgangspunkt i de genomiske prgvene nar vi skal finne hvor lav konsentrasjon av DNA
som trengs for a gi positive utslag i gPCR. Grunnen til at vi ikke benytter verdiene fra eDNA
er fordi det er ukjent hvor mye av DNA-et i praven som faktisk er fra arten vi prgver a pavise.
| de genomiske pragvene vet vi at alt DNA er fra al og alens svemmeblaeremark.

Den genomiske prgven for al inneholder 41,8 ng DNA/ul (tabell 5). Den starste fortynningen
som gav utslag var 103, Vi tilsatte 2 ul DNA fra fortynningen og PCR-volumet totalt var 20
ul. Laveste konsentrasjon av DNA fra al som kunne detekteres i PCR-reaksjonen var dermed:

ng -
(41,8E x 10 3) X 2ul =0,0836 ng DNA

0,0836 ng = 20 ul = 0,00418 Z—f

| falge Animal genome size database har al i gjennomsnitt 0,0028 ng DNA i en diploid celle
(Genomsize). For a finne ut hvor mange celler som ma veere tilgjengelig i vannprgven for a fa
positive resultater antar vi at den ufortynnede prgven av vannprgve 3 (den eneste som gav
utslag) har samme mengde DNA som den siste fortynningen av genomisk al DNA som gav
utslag. Det vil si at i de 4 pl vi tilsatte i PCR-rgrene var det 0,0836 ng DNA, eller 0,0209
ng/ul, fra al. 600 ml av vannprgven ble filtrert, og etter vi tilsatte AE-buffer i isoleringen fikk
vi ut 100 pl eluat fra vannpraven. Mengde celler som ma vere tilgjengelig i en vannprgve blir

dermed:

n
0,0209‘11—‘? X 100 ul = 2,09 ng al eDNA i eluatet

2,09ng +0,0028 ng i ei celle = 746 celler

celler
ml

746 celler -~ 600 ml = 1,24

Den genomiske pragven for dlens svgmmeblaeremark inneholder 203,9 ng DNA/ul (tabell 5).
Den siste fortynningen som gav utslag var 10%. Her ble det ogsa tilsatt 2 pl DNA fra
fortynningen og volumet totalt var 20 pl. Laveste konsentrasjon av DNA fra alens

svemmeblaeremark som kunne detekteres i PCR-reaksjonen var dermed:
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ng .
<203’9ﬁ x 10 4) x 2 ul = 0,04078 ng

0,04078 ng =20 ul = 0,002039 Z—“‘l]

Pa figur 5 og 6 ser vi sammenhengen mellom DNA-mengde i fortynningene og Ct-verdi.
Siden fortynningene ble testet i tripletter er det gjennomsnittet av de tre Ct-verdiene som
representeres i figur 5 og 6. Stigningstallet til grafen brukes til & finne effektiviteten til qPCR-
testen. Effektiviteten skal helst vaere 90-110% (stigningstall pa ca -3,2). Grafen for
svgmmeblaeremark er brattere enn grafen for al, og er serlig bratt mellom de to minste
fortynningene. | diagrammet for svemmeblaremarken har vi sett bort i fra 10* fortynningen da

DNA-mengden her var sa lav at det ble et unormalt stort hopp pa Ct-verdien.

o y=-3,87x+41 _
Al R?=0,8851 Svemmeblaeremark Y=:395x+3495
R*=0,9983
50 40
.S o \s&.’_\-‘ S 30 ‘\‘\‘\‘
— 30 ------- I
Q 9
> 20
Z 2 :
10 © 10
0 0
107-3 107-2 107-1 1070 107-3 107-2 107-1 1070
Fortynning av DNA-prgve Fortynning av DNA-prgve
Figur 5: Viser sammenheng mellom mengde DNA pa x-aksen og Figur 6: Viser sammenheng mellom mengde DNA pé x-aksen og
Ct-verdi pa Y-aksen. Ct-verdi pa Y-aksen.

Med et stigningstall pa -3,87 (Figur 5) er PCR-effektiviteten for al:

107157387 = 1,8

(1,8 —1) x 100% = 80%

Med et stigningstall pa -3,95 (Figur 6) er PCR-effektiviteten for svemmeblaeremark:

1071+739 = 1,79
(1,79 — 1) x 100% = 79%
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Diskusjon

Bestanden av europeisk al er i stadig nedgang, for a bevare arten er det viktig a vite mer om
utbredelsen. De konvensjonelle kartleggingsmetodene er hverken tids- eller kostnadseffektive
(Doi et al., 2017), i tillegg til at de kan veere invaderende i dyrets habitat. Det & finne en mer
effektiv og skansom metode for kartlegging vil derfor veere nyttig for a kunne overvake arten
og innfare eventuelle bevaringstiltak. En av truslene mot al er dlens svgmmeblaeremark (Van
Banning & Haenen, 1990). Derfor vil det ogsa vaere hensiktsmessig a utvikle en effektiv
metode for & kunne pavise denne.

I denne oppgaven var et av malene vare 4 etablere en qPCR-test for dlens
svgmmeblaeremark. Vi gnsket ogsa a pavise tilstedeveerelse av al og alens svgmmeblaeremark
i elvestryk med hgy vannfaring ved bruk av eDNA og qPCR. I tillegg gnsket vi a finne
sensitiviteten til metoden.

Vi fikk positivt utslag pa al ved 7 av 10 lokaliteter langs en strekning pa omtrent 60
kilometer langs Mandalselva og tilstatende vassdrag (Tabell 6). Dette er et bra resultat med
tanke pa at det er sveart lav tetthet av al i Mandalselva (Thorstad et al., 2010). Vi kan anta det
er al vi har testet positivt for, da det i en bacheloroppgave i fjor ble utfart en sekvensering av
gPCR-produktet fra de samme primerene (Halvorsen, 2017). | tillegg viste analyser in silico
ingen homologi mellom detekterende probe og DNA-sekvensen til andre arter (Halvorsen,
2017). 1 de 3 pravene hvor al ikke ble pavist, er det noen elementer som gir rom for en mulig
forklaring. Lokalitet 4 (Figur 2 og Tabell 1) var den eneste med mye bevegelse i
vannmassene. Dette kan ha en sammenheng med at det ikke var mye DNA i vannprgven
(Tabell 5). Samtidig ble det pavist al bade opp -og nedstrams for lokalitet 4 noe som gir grunn
til & tro at det finnes al ogsa her. Det kan tyde pa at eDNA i vannet ikke er homogent
distribuert. Det faktum at det kun ble tatt én prgve fra hver lokalitet kan ha pavirket resultatet.
Vi burde forvente a finne al ogsa pa lokalitet 4 hvis vi hadde samlet inn flere prgver. En annen
mulighet ville vart a lage mer PCR-produkt fra hver lokalitet. Vannprgvene ble testet i
tripletter, sa det kan vere vi ikke fikk med nok DNA fra praven til at gPCR kunne pavise al.
Prave 8 og 9 var de eneste prgvene som inneholdt synlig humus. Vi foretok ingen tester av
pragvenes humusinnhold i denne oppgaven, antakelsen er kun basert pa hva vi observerte.
Humus er nedbrutt organisk materiale, og disse danner humussyrer (Waksman, 1925).
Humussyrer fungerer som PCR-hemmere og gjar at g°PCR ikke fungerer optimalt. En

indikasjon pa tilstedevarelse av slike PCR-hemmere vil gi utslag i form av lave 260/230
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verdier i spektrofotometer, hvor en optimal verdi vil ligge mellom 2.0-2.2. Prgvene fra
lokalitet 8 og 9 hadde verdier pa henholdsvis 0.59 og 0.66 (Tabell 5). Dette tyder pa at PCR-
hemmere kan ha veert en medvirkende arsak til at prgve 8 og 9 gav negative resultater.
TagMan environmental mastermix inneholder imidlertid stoffer som gjer at den er sveert godt
rustet mot PCR-hemmere. | tillegg ma det nevnes at kun to av prgvene hadde hgyere 260/230-
verdi enn prgve 8 og 9 (Tabell 5). For & eliminere sannsynligheten for at PCR-hemmere kan
ha pavirket resultatene kunne vi ha testet vannprgvene opp mot en svert liten mengde DNA
fra en organisme som ikke er naturlig forekommende i elva, sakalt «spiking», og brukt den
som kontroll. Om DNA fra den fremmede organismen hadde oppformert like effektivt i
vannprgven som i kvalitetsvann, kunne vi konkludert med PCR-hemmere ikke var arsaken til
manglende resultater.

Vi lyktes med & designe og etablere en gPCR-test for svgmmeblaeremark. Vi gjorde
sammenligninger av sekvens for primere og probe til svemmebleremark mot et utvalg
ferskvannsarter uten a finne hgy grad av homologi (Tabell 4). For a forsikre oss mot at testen
vi har designet ikke vil gi falske positive, ville vi testet primere og probe mot genomisk DNA
fra andre arter det ville veert naturlig a finne i en ferskvannlokalitet. Dette hadde vi ikke
anledning til & gjennomfare i denne oppgaven pa grunn av tid -og ressursmangel. Vi klarte
ikke pavise alens svammeblaremark i noen av prgvene (Tabell 6). Dette kan det vere flere
grunner til. Den mest dpenbare og sannsynlige forklaringen er at arten ikke finnes pa
lokalitetene vi samlet prgvene fra, men dette trenger ikke ngdvendigvis & veere tilfelle. Alens
svemmeblaremark har en kompleks livssyklus med ulike stadier (De Charleroy et al., 1990). |
voksent stadie lever de avstengt fra det ytre miljg, derfor er det rimelig & anta at mengden
tilgjengelig DNA i de frie vannmassene er lave. | tillegg ble pravene samlet inn i november da
temperaturene var en del lavere enn optimaltemperatur for klekking som er 15-30°C (Thomas
& Ollevier, 1993). Selv om eggene kan overvintre (Thomas & Ollevier, 1993) er det ikke
sikkert at allerede klekkede larver overlever sa lave temperaturer. Dermed er det mulig at
vannet inneholdt for lite DNA fra parasitten til at den kunne pavises. En annen forklaring kan
veere at det er noe feil med vannprevene eller at DNA-isolatene fra vannprgvene er gdelagt.
Dette er derimot lite trolig da vi paviste bade al og grret fra de samme prgvene. Selv om vi
klarte & pavise svemmeblaeremarken i de positive kontrollene er en mulig forklaring at primer
og probe for svemmeblaremarken ikke fungerer helt optimalt, noe en PCR-effektivitet pa
79% statter. Det er imidlertid trolig at dette kun har noe a si hvis DNA-mengden i vannet er

veldig lav i utgangspunktet. | eventuell videre forskning vil det veere naturlig & undersgke en
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lokalitet hvor svemmebleaeremark allerede er pavist, som for eksempel Storelva (Kroglund,
Gjelland, Gttrup, Haraldstad & Hegeland, 2013), Imsa, Drammenselva eller Emningdalselva
(Mo, 2009). Det vil ogsa vere aktuelt a ta prever gjennom ulike arstider.

A vite mengden eDNA som skal til for & pavise en art er interessant siden vi ofte
finner eDNA i lave konsentrasjoner. | tillegg starter nedbrytningen av DNA like etter det
forlater organismen og brytes ned over tid (Lindahl, 1993), slik at det antageligvis ikke er av
like god kvalitet som annet DNA. Metodens sensitivitetstest viste at qPCR er i stand til &
detektere DNA fra de genomiske prgvene ned til 0,00418 ng/ul for al og 0,00239 ng/ul for
svemmeblaremark. Fortynningsrekken av vannprgve 3 (Tabell 7) viser at vi kun fikk utslag i
den ufortynnede prgven. Det vil si at mengden eDNA fra l tilgjengelig i 10 fortynningen er
lik eller mindre enn i 10° fortynningen av genomisk DNA fra &l (0,00418 ng/pl).
Sensitivitetstesten viste ogsa at det ma vare 1,2 celler/ml i vannprgvene for at arten skal
kunne pavises, noe som tyder pa at metoden er sensitiv. Anslaget pa 1,2 celler/ml krever at
DNA-isoleringen fra prgven er 100 % effektiv, samt at DNA-et i vannprgvene har lik kvalitet
som genomisk DNA analysert i denne oppgaven. Det er ogsa et grovt anslag da intervallene i
en 10-ganger fortynning er store. For a fa et mer ngyaktig mal pa metodens sensitivitet kunne
vi ha laget en fortynningsrekke med kortere intervaller.

En PCR-effektivitet pd 100% vil si at mal-DNA kopieres hver syklus. Vi fikk en PCR-
effektivitet pa 80% og 79% for henholdsvis al og svemmeblaeremark, mens optimalt resultat
ville veert 90-110%. De mest vanlige arsakene til en lavere effektivitet er darlig design av
primer eller suboptimale reagenskonsentrasjoner og reaksjonsforhold (Biosistemika, 2017).
En lavere effektivitet kan fore til at det blir produsert feerre PCR-produkt i PCR-kjaringen. Ct-
verdiene vi far blir dermed generelt hayere enn de ville blitt med 100% effektivitet. Det er
ogsa trolig at vi kunne forventet a fa flere positive prever med 100% effektivitet. Pa figur 5
kan vi se at det er en hgy Ct-verdi til 10% fortynningen som gjer at stigningstallet er < -3,2.
Dette kan skyldes at 10% fortynningen inneholder sé lite DNA at gPCR-maskinen har
vanskelig for & detektere det.

Konklusjon

Vi fikk etablert en qPCR-test for pavisning av svemmebleeremark. Ved bruk av eDNA og
gPCR kunne europeisk al pavises i vannprgver hentet fra lokaliteter med hgy vannfaring i
Mandalselva. Dette er et godt resultat med tanke pa at det er lite al i Mandalselva. Alens

svgmmeblaeremark kunne ikke pavises i andre praver enn de positive kontrollene.
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Pa grunn av metodens kostnads -og tidseffektive fordeler mener vi den kan vere et
godt supplement for & pavise og kartlegge al. Metoden viser god sensitivitet, ogsa pa steder
med hgy vannfgring. For & avgjgre om metoden er like effektiv til & pavise alens
svemmeblaremark mener vi det burde gjeres mer forskning. Vi har forelgpig ikke grunnlag
til & si om den er tilstrekkelig. Vi anbefaler at det i videre studier tas vannprgver mer
representative for hver lokalitet, samt at pravene innhentes pa ulike tider av aret (jf livssyklus
til svammeblaeremark). Det bar ogsa tas prgver fra en elv hvor svgmmeblaeremarken tidligere
er pavist. Hvis analyse av eDNA skal kunne benyttes som en mer effektiv metode innen
forvaltning mener vi det ville vere interessant a undersgke hvordan metoden kan benyttes for

a si noe om kvantiteten til artene det undersgkes for.
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