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Forord

NIVA har pa oppdrag av Miljgdirektoratet evaluert bruk av miljg-DNA som overvakningsmetode for
spredning av fremmed ferskvannsfisk i Norge. Prosjektet startet i 2019 og oppdragsgiver valgte
opprinnelig 12 fiskearter som var av spesielt hgy interesse og hvor det var gnskelig med mulighet for
molekylaer overvakning. Innevaerende ar har vi gatt mer i dybden pa fem av artene, som krevde mer
utfyllende evaluering enn fjorarets prosjekt. Det er i tillegg, etter gnske fra oppdragsgiver, gjort en
vurdering av metodikken for vasspest.

Prosjektet er giennomfgrt som et samarbeid mellom NIVA, Akvaplan-niva og NIRAS. Prosjektet har
veert ledet av Anette Engesmo fra NIVA. Marc Anglés d'Auriac har vaert ansvarlig for molekylser
metodeutvikling og Sonja Kistenich har vaert ansvarlig for molekylzaere analyser. Guttorm Christensen
fra Akvaplan-niva har veaert ansvarlig for feltinnsamling og fagansvarlig pa fisk. Martin Hesselsge fra
NIRAS Danmark har veaert fagansvarlig for filtrering. Han har i tillegg, sammen med Steen W. Knudsen
(NIVA), fungert som Igpende kvalitetssikrer av molekylaere resultater. Rapporten er kvalitetssikret av
Markus Lindholm (NIVA).

Det rettes en stor takk til Sunniva Aagaard hos Miljgdirektoratet for stgdig ledelse av prosjektet og

for gode og konstruktive tilbakemeldinger gjennom prosjektperioden. Jarle Steinkjer, Steinar Sandgy
og Hege Sangolt har ogsa bidratt med innspill fra Miljgdirektoratet.

Oslo, 14. April 2021

Anette Engesmo
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Sammendrag

NIVA har pa oppdrag av Miljgdirektoratet evaluert bruk av miljg-DNA for deteksjon av fremmed
ferskvannsfisk i Norge. Prosjektet er en fortsettelse av prosjektet med samme navn i 2019 (Engesmo
et al. 2020). | ar har vi fokusert pa fem arter hvor det var behov for videre utvikling etter fjorarets
prosjekt. Disse fem er gjedde (Esox lucius), pukkellaks (Oncorhynchus gorbuscha), grekyt (Phoxinus
phoxinus), serv (Scardinius erythrophthalmus) og suter (Tinca tinca). Etter gnske fra oppdragsgiver
har vi ogsa inkludert vannplanten vasspest (Elodea canadensis).

Fjorarets prgvetakningsprotokoll har blitt benyttet for innsamling av vannpregver fra atte forskjellige
lokaliteter, fra henholdsvis Vestfold og Telemark fylke (Akersvannet, Aulielva- Ramnesbekken,
Borrevannet, Hallevannet, Tuftdammen og Aletjgnn), Viken fylke (Lyseren), og Troms og Finnmark
fylke (Karpelva). Med unntak av Tuftdammen ble alle lokaliteter prgvetatt flere ganger i Igpet av
2020, fra april til november. | Tuftdammen er det tatt prgver to pafglgende dager i november og
provefisket etter suter.

Alle inkluderte deteksjonssystemer for fisk ble validert etter Thalingers evalueringsskala (Thalinger et
al. 2021). Eksisterende gPCR-markgrer for gjedde og pukkellaks ble validert til niva 4. Det ble funnet
spesifisitetsproblemer med markgrene for grekyt, sgrv og suter. Deteksjonssystemet for grekyt ble
validert til niva 1 og anbefales ikke videre brukt av forvaltningen. | dette prosjektet ble det utviklet og
optimalisert nye markgrer for sgrv og suter. Deteksjonssystemet for sgrv ble validert til niva 3 og her
anbefales det videre utviklingsarbeid fgr det tas i bruk av forvaltningen. Deteksjonssystemet for suter
ble validert til niva 4. Valideringsnivaet oppnadd av deteksjonssystemene for pukkellaks, gjedde og
suter er tilstrekkelig hgyt til at disse kan nyttes i forvaltningsgyemed.

Resultatene fra vannprgvene som ble samlet inn gjennom vekstsesongen ble satt i sammenheng med
resultatene fra 2019 for a evaluere nar pa aret det vil vaere mest hensiktsmessig med prgvetakning
for 4 sikre deteksjon av de forskjellige malartene. | 2019 detekterte vi pukkellaks i Karpelva i oktober,
etter at fisken hadde vandret opp for a gyte. | april 2020 kunne vi bade finne yngel etter pukkellaksen
og detektere denne med miljg-DNA-analyse. Vi ser videre at noe pukkellaks vandret opp i Karpelva
ogsa hgsten 2020. Resultatene for gjedde viste at fisken er aktiv i de gvre vannmassene om varen og
hgsten. Det er lokale forskjeller, men vare resultater tyder pa at prgvetakning for gjedde bgr
gjiennomfgres litoralt under gyteperioden om varen. Det var relativt hgye konsentrasjoner av miljg-
DNA fra sgrv i prgvene hele aret og prgvetakning kan sannsynligvis giennomfgres giennom hele
vekstsesongen. Resultatene for suter viste hgye miljg-DNA nivaer i prgvene pa varparten, i april og
mai. Vi har ogsa testet eksisterende gPCR-markgrer og protokoller for vasspest. Vare resultater
kunne bekrefte forekomst av vasspest i Lyseren der planten har vaert observert siden 2011, men
kunne ikke pavise DNA i prgver fra Hallevannet, der den ble observert i 1967.

Artsspesifikke markgrer har i hovedsak blitt testet pa miljg-DNA fra lokaliteter med kjent forekomst
av malartene. Dette ble gjort for a validere metodikken og for & kunne bruke de innsamlede prgvene
som testreferanser for hvilke arter vi bgr detektere.
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Summary
Title: Monitoring of invasive freshwater fish and invasive Elodea canadensis using environmental
DNA (eDNA).
Year: 2021

Author(s): Anette Engesmo, Sonja Kistenich, Steen W. Knudsen, Guttorm Christensen, Martin
Hesselsge and Marc Anglées d'Auriac
Source: Norwegian Institute for Water Research, ISBN 978-82-577-7359-5

On behalf of the Norwegian Environmental Agency (NVE), NIVA has evaluated the use of
environmental DNA (eDNA) for the detection of invasive freshwater fish and water plague (Elodea
canadensis) in Norway. The project is a continuation of the same project in 2019 (Engesmo et al.
2020). This year we have focused on five species where further development was needed after last
year's project: pike (Esox lucius), pink salmon (Oncorhynchus gorbuscha), minnow (Phoxinus
phoxinus), rudd (Scardinius erythrophthalmus) and tench (Tinca tinca).

Last year's sampling protocol was used for the collection of water samples from eight different
locations, from Vestfold and Telemark county (Akersvannet, Aulielva- Ramnesbekken, Borrevannet,
Hallevannet, Tuftdammen and Aletjgnn), Viken county (Lyseren), and Troms and Finnmark county
(Karpelva). With the exception of Tuftdammen, all localities were tested several times during 2020,
from April to November. In Tuftdammen, samples were collected on two consecutive days in
November.

All fish assays were validated according to Thalinger's evaluation scale (Thalinger et al. 2021). Existing
gPCR markers for pike and pink salmon were validated to level 4. Species specificity problems were
found with the markers for minnow, rudd and tench. The minnow assay was validated to level 1 and
is not recommended for further use in monitoring. New assays were developed for rudd and tench.
The assay for rudd was validated to level 3 and further development work is recommended before it
is implemented in monitoring. The detection system for tench was validated to level 4. The level of
validation achieved by the assays for pink salmon, pike and tench is sufficiently high for these to be
implemented into monitoring programs.

Results were evaluated to determine the optimal sampling time for the different species. In 2019 we
detected pink salmon in the river Karpelva in October, after the fish had migrated up to spawn. In
April 2020, we found fry and detected the species with eDNA. Our results also indicate that some
pink salmon migrated up Karpelva in the autumn of 2020. The results for pike showed that the fish is
active in the upper water masses in the spring and autumn. There were local differences, but our
results suggest that sampling for pike should be carried out during the spring period when the fish
spawns. There were relatively high concentrations of eDNA from rudd in samples from the whole
season. The results for tench showed high eDNA levels in spring, mainly in April and May. We have
also tested an existing gPCR assay for waterweed. Our results confirmed the presence of waterweed
in Lyseren where the plant has been observed since 2011. All samples collected from Hallevannet
were negative for waterweed, indicating that there is not a population of the plant in Hallevannet.

Species-specific markers have mainly been tested on environmental DNA from localities with known
presence of target species. This was done to validate the methodology and to use the collected
samples as test references for which species we should detect.
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1 Introduksjon

De senere ar har det skjedd omfattende metodeutvikling innenfor miljgovervakning. En av de nye
metodene som stadig oftere tas i bruk er miljg-DNA. Prinsippet for deteksjon av miljg-DNA er at alle
organismer har en unik genetisk signatur som vil «lekke» ut i miljget, fordi DNA stadig skilles ut
gjiennom naturlige prosesser: For eksempel avskalling av epidermale celler og naturlige sekreter, og
vevsrester knyttet til avfgring, reproduksjon, smoltifisering, skade eller predasjon. Det er altsa mulig
a isolere den genetiske signaturen fra en fisk direkte fra en vannprgve. Miljg-DNA vil imidlertid brytes
ned over tid og blir i akvatiske pkosystemer borte i Igpet av noen uker (Pillod et al. 2013; Barnes et al.
2014; Lacoursiere-Roussel et al. 2016). Fordi det brytes ned relativt fort vil en molekylaer deteksjon
implisere at det har vaert et levende individ av den aktuelle arten, i det fglgende betegnet som
'malarten’, til stede relativt nylig (Andruszkiewicz et al. 2017; Sigsgaard et al. 2017; Collins et al. 2018;
Jo et al. 2019). Metoden er ikke-invasiv og forstyrrer ikke individene som prgvetas. Bruk av miljg-DNA
har av disse arsakene vist seg a vaere spesielt egnet til oppdagelse og sporing av sjeldne eller
innvandrende arter, ikke minst for deteksjon av ugnskede arter. Et eksempel pa dette er fremmede
arter av fisk (se for eksempel Harper et al. 2018), der det bare er fa individer til stede i
etableringsfasen, og som derfor er tilsvarende vanskelige a spore opp ved tradisjonelle metoder.
Introduksjon av fremmede arter i ferskvannssystemer kan fgre til lokalt tap av biologisk mangfold og
til gkosystemiske endringer i innsjger (Nunes et al. 2015). For a kunne begrense mulige
skadevirkninger er det viktig @ oppdage introduksjonen tidlig. Bruk av miljg-DNA til overvakning av
fremmede ferskvannsfisk vil kunne bidra til at man raskere kan iverksette tiltak for 3 begrense
skadene.

Kvaliteten pa analyser av miljg-DNA vil aldri vaere bedre enn de innsamlede prgvene. Korrekt
pragvetakningsprotokoll og enhetlig behandling av prgvene er en forutsetning for a lykkes. Sted,
vanndybde og tidspunkt pa aret vil ofte vaere utslagsgivende for hvilke arter som detekteres. Erfaring
viser at DNA-rester i vannmiljg spres effektivt hvis vannmassene blandes. | innsjger kan derfor sen
hgst og tidlig var, nar innsjger normalt sirkulerer, vaere spesielt egnet for prgvetakning. Sjiktning i
innsjger, for eksempel assosiert med termoklin eller salinitet, kan motsatt bidra til redusert
innblanding av miljg-DNA. Derfor er det ogsa viktig a vurdere hvor i vannsgylen vannprgven bgr tas. |
tillegg vil det vaere sesongvariasjoner i mengden av miljg-DNA, avhengig av den aktuelle artens
gkologi og livssyklus. Szerlig i forbindelse med fiskens gyteperiode kan man forvente stgrre mengder
av miljg-DNA i vannet (Sigsgaard et al. 2017; Angles d'Auriac et al. 2019). Fa studier har undersgkt
fordelingen av miljg-DNA i vannsgylen, men det er rimelig a anta at vannprgver tatt langs bunnen vil
ha sterkere signaler fra bunnlevende arter. Det er altsd ngdvendig a kjienne malartens gkologi nar
man planlegger prgvetakinga, bade for & evaluere hvor i vannet og nar pa aret prgven bgr samles.
Det ma ogsa forventes sesongvariasjon av miljg-DNA konsentrasjoner i elver. Sngsmelting eller
kraftig regn vil kunne gke vannstanden i vassdrag, noe som igjen pavirker hvor fort miljg-DNA vaskes
bort. Fa studier er publisert der man evaluerer pavirkningen vannfgring har pa miljg-DNA
konsentrasjoner gjennom aret. Derfor har vi i dette prosjektet valgt ut prgvetaknings-tidspunktene
pa bakgrunn av malartenes gkologi og livssyklus. Prgvetakingen i Aulielva og Karpelva ble ikke
giennomfgrt i perioder med flom.

Ved deteksjon av fremmede arter er det gnskelig @ kunne detektere sa lave populasjonsstgrrelser
som mulig, for 3 kunne detektere arten allerede tidlig i etableringsfasen. Av denne grunn blir det ofte
trukket direkte paralleller mellom mengden filtrert volum og evnen til & detektere lave mengder av
en malart. Jo mer vann man far gjennom filteret, jo mer sannsynlig er det at man klarer & detektere
arten man leter etter. Men dette er ikke ngdvendigvis hele sannheten. Filterets porestgrrelse
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pavirker hvor mye vann det er mulig a filtrere fgr filteret tettes: Ved stgrre porestgrrelse vil man
kunne filtrere stgrre volum vann, men da risikerer man ogsa at DNA-molekyler passerer gjiennom
filtret. | tillegg vil lpst DNA (altsa DNA som ikke lenger er bundet inne i en celle) ofte feste seg til noe
annet, for eksempel Igse partikler i vannet. Disse partiklene bidrar til a tette filteret, slik at mindre
vannvolum kan filtreres, men fordi de kan ha DNA bundet til seg kan de likevel vaere viktige a ha
med. Pa den andre siden kan disse partiklene ogsa inneholde humusstoffer (saerlig et problem i
ferskvann), som igjen bidrar til 8 hemme selve PCR-prosessen (Goldberg et al. 2015). Dette er altsa
komplekse avveininger, der det er vanskelig 8 med sikkerhet avklare hva som er den beste Igsningen i
hvert enkelt tilfelle.

Falske positive og falske negative resultater er noe man gnsker a unnga. Falske negative resultater
motvirkes ved a ha robuste deteksjonssystemer som likevel kan detektere lave mengder av DNA i
prevene. Det anbefales ogsa a bruke et qPCR reagens som er spesielt utviklet for a handtere de
naturlige PCR-hemmende stoffene som finnes i vannprgver, fordi disse kan bidra til falske negativer.
Falske positive prgver motvirkes blant annet ved kontinuerlig fokus pa krysskontaminering, noe som
drgftes bade i denne og tidligere rapporter (Engesmo et al. 2020). En annen viktig prosedyre for a
unnga falske positive prgver er validering av de molekylaere deteksjonssystemene. Et
deteksjonssystem bestar av korte, artsspesifikke DNA-sekvenser (markgrer), samt parametere
knyttet til optimalisering av funksjonen til disse. Hver art har tre markgrer (to primere og en probe)
som brukes til deteksjon av arten. Dersom disse ikke er godt nok tilpasset malarten kan man risikere
a detektere flere arter enn den man er pa jakt etter (Langlois et al. 2020, Thalinger et al. 2021, Wilcox
et al. 2013). Dessverre er faglitteraturen ofte uspesifikk med hensyn til informasjon om hvordan
molekylaere artsspesifikke deteksjonssystemer er validert. Thalinger og kollegaer har derfor utviklet
en valideringsskala som setter spesifikke kriterier for hvilke tester og optimaliseringssteg et
deteksjonssystem skal ha vaert gjennom, og hvilke parametere som skal rapporteres for de ulike
nivdene i skalaen?. Skalaen gar fra niva 1 til 5, det niva 1 er ansett som «ufullstendig». Pa det nivaet
er det umulig 8 avgjgre med sikkerhet hvorvidt celler fra mal-arten er til stede eller ikke. Det er fgrst
pa niva 4 at det anbefales a bruke deteksjonssystemet i forvaltningen.

Krysskontaminering har veert et tilbakevendende problem ved bruk av miljg-DNA, og kan skje bade
ved prgvetaking, prgvebehandling og ved analyse. En av erfaringene fra dette prosjektet er at ved a
bruke engangsprodukter for prgvetaking og ved a iverksette rigide vaskeprotokoller i lab, er det
mulig @ unnga krysskontaminering.

Denne utredningen ble utfgrt pa oppdrag fra Miljgdirektoratet. Oppdraget var G utvikle og teste ut et
system for bruk av miljg-DNA som supplerende verktgy i overvidkning og kartlegging av fremmed
ferskvannsfisk for forvaltningen. Prosjektet er en fortsettelse av prosjektet med samme navn i 2019
(Engesmo et al. 2020), i ar har vi fokusert pa fem arter hvor det var behov for videre utvikling av
analysene etter fjorarets prosjekt, disse er pukkellaks (Oncorhynchus gorbuscha), gjedde (Esox
lucius), grekyt (Phoxinus phoxinus), serv (Scardinius erythrophthalmus) og suter (Tinca tinca). Etter
gnske fra Miljgdirektoratet har vi ogsa inkludert vannplanten vasspest (Elodea canadensis).

Det er valgt ut et mindre antall lokaliteter som er prgvetatt flere ganger for a identifisere optimalt
tidspunkt for prgvetaking. Fordi valideringsnivaet for de utvalgte fiskemarkgrene var usikkert, ble
deteksjonssystemene testet for spesifisitet. Resultatene ble vurdert opp mot den nevnte
valideringsskalaen. Deteksjonssystemene for pukkellaks og gjedde ble validert til niva 4. S@érv og suter
kom f@rst bare til niva 1. Markgrene ble derfor redesignet, og deteksjonssystemene optimalisert pa
nytt, deretter ble suter validert til niva 4 og sgrv til niva 3. Deteksjonssystemet for grekyt forble pa
niva 1, og vi anbefaler ikke videre bruk av dette i forvaltningsgyemed.

! https://edna-validation.com/
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2 Metode

Det fglgende kapitlet gir en kort giennomgang av arbeidet som er gjort og metodikken som ble
anvendt. Mer grundige beskrivelser finnes i referansene, for eksempel Thomsen et al. (2012),
Agersnap et al. (2017) og Knudsen et al. (2018; 2019), med unntak av endringer gjort i dette
prosjektet, som er beskrevet i detalj.

2.1 Feltinnsamling og omradebeskrivelser

| 2020 ble det samlet inn prgver fra 23. april (Karpelva) til 10. november (Tuftdammen). Tuftdammen
ble prgvetatt to pafglgende dager i november i forbindelse med prgvefiske pa lokaliteten.
Akersvannet, Aulielva, Hallevannet, Lyseren og Aletjgnn ble prgvetatt tre ganger hver, mens Karpelva
ble prgvetatt fem ganger. Prgvetakningen ble spredt ut gjennom sesongen med den hensikt a prgve
a finne ut om det er noen tidspunkt pa aret som er bedre egnet enn andre. | Akersvannet,
Hallevannet og Lyseren ble det tatt prgver fra flere stasjoner i litoral, og i Akersvannet ogsa pa ulike
dyp i pelagial. Lokalitetene 13 i hovedsak i Vestfold og Telemark, samt i Viken fylke (Tabell 1, Figur 1,
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Figur 1. Prgvetakingsstasjoner pa @stlandet. Det ble i tillegg tatt prgver i Karpelva i Sgr-Varanger.
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Figur 2. Filtrering av feltblank (foto:
Akvaplan-niva).

Det ble samlet inn to prgver fra hver
lokalitet ved hver prgvetaking. Disse er
tatt fra samme sted, direkte etter
hverandre. Ved prgvetaking ble 1,5
liter prgve fylt i sterile engangsposer
ved hjelp av engangs plastikkbeger.
Vannposen ble montert i en lukket
filtreringsoppsats og oppsettet ble satt
under trykk ved bruk av manuell
pumpe eller elektrisk luftkompressor.
Trykket ble satt til 3 bar. Til filtrering
ble det benyttet Sterivex-filter som
bestar av et 0,22 um membranfilter
montert i en kapsel som reduserer
faren for krysskontaminering. Etter
filtrering ble filteret umiddelbart
fiksert med lysisbuffer (ATL) (samme
ATL-buffer som er inkludert i 'DNeasy
blood & tissue’ DNA-ekstraksjons kit
fra Qiagen) og forseglet med
endestykker og parafilm.

Filtreringstid per prgve var 15-30 minutter, og vannvolum varierte fra 150 ml til 1200 ml, avhengig av
partikkelmengde. Til feltblank ble det benyttet vann innkjgpt i butikk, der filtreringvolumet var 1000
ml. Filtrene ble fraktet i kjglebag til laboratoriet, der de ble oppbevart mgrkt og kjglig frem til DNA-

isolering.
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Tabell 1. Oversikt over alle lokaliteter det er analysert miljg-DNA prgver i 2020.

Kommune

Kilde

Analysert for

Provetatt

Akersvannet Vestfold og Telemark Stokke F, FM 1 59.25235 10.32083 Gjedde, grekyt, sgrv  april, juni og juli
Akersvannet Vestfold og Telemark Stokke F, FM 2 59.23462 10.32023 Gjedde, grekyt, sgrv  april, juni og juli
Akersvannet Vestfold og Telemark Stokke F, FM 3 59.25239 10.33220 Gjedde, grekyt, sgrv  april, juni og juli
Akersvannet Vestfold og Telemark Stokke F, FM 4 59.24185 10.33197 Gjedde, grekyt, sgrv  april, juni og juli
Aulielva Vestfold og Telemark Tgnsberg F, FM 1 59.34901 10.24800 @rekyt mai, august og
(Ramnesbekken) oktober
Borrevannet Vestfold og Telemark Horten F, FM 1 59.39910 10.44298 Gjedde, grekyt, sgrv  april, mai og
og suter november
Hallevannet Vestfold og Telemark Larvik F, FM, M 1 59.05849 9.90407 Vasspest, gjedde april, august og
oktober
Hallevannet Vestfold og Telemark Larvik F, FM, M 2 59.06754 9.91431 Vasspest, gjedde mai, august og
oktober
Hallevannet Vestfold og Telemark Larvik F, FM, M 3 59.06809 9.85630 Vasspest, gjedde april, august og
oktober
Hallevannet Vestfold og Telemark Larvik F, FM, M 4 59.05412 9.87278 Vasspest, gjedde april, august og
oktober
Karpelva Troms og Finnmark Sgr-Varanger FM, r 1 69.66633  30.38614  Pukkellaks april, juni, tidlig
august, sent
august og oktober
Lyseren Viken Enebakk F, FM 1 59.70734 11.10192 Vasspest, gjedde, april, september
S@rv og oktober
Lyseren Viken Indre @stfold F, FM 2 59.68080 11.08327 Vasspest, gjedde, april, september
S@rv og oktober
Lyseren Viken Enebakk F, FM 3 59.71566 11.13768 Vasspest, gjedde, april, september
S@rv og oktober
Tuftdammen Vestfold og Telemark Sande FM, M 1 59.67189 10.24766  Sgrv og suter november
Aletjgnn Vestfold og Telemark Sandefjord F, FM 1 59.35602 10.06001  @rekyt mai, august og
november

Kilder benyttet for bekreftelse av tilstedevaerelse av malart: F=fiskekart, FM=Fylkesmannen, r=Berntsen et al. 2018, M=muntlig lokalkjent

11



NIVA 7623-2021

2.2 Molekylare metoder

2.2.1 DNA-isolering

Prgver ble fraktet direkte til Sharelab AS i Forskningsparken, hvor de ble oppbevart i kjgleskap frem
til DNA ekstraksjon. Denne laben ble valgt for a hindre krysskontaminering inn i NIVAs hovedlab, der
de senere qPCR-kjgringene ble utfgrt. Filtrene ble ekstrahert med DNeasy blood & tissue kit fra
Qiagen med protokoll i henhold til Spens et al. (2016).

2.2.2 qPCR

Alle gPCR-kjgringer er gjort ved NIVAs hovedlaboratorium i Oslo, med to CFX96 BIO-Rad gPCR-
instrumenter. Primer- og probesekvenser (markgrer), samt sluttkonsentrasjonen av primer- og probe
og ngkkelinformasjon om temperaturinstillinger og fragmentlengde for protokollene er oppsummert
i Tabell 2. Alle gPCR-reaksjoner er kjgrt med 5 ul templat og totalt reaksjonsvolum pa 25 pl. Alle
gPCR kjgringer er gjort med PerfeCTa qPCR ToughMix (QuantaBio). Alle prgver, samt positive og
negative kontroller ble kjgrt i tekniske triplikater. Ved qPCR-kjgringer av miljgprgver inkluderes alltid
en positiv kontroll i 10x fortynningsrekke, som brukes som standardkurve. Den positive
kontrollprgven er laget av kalibrert genomisk DNA fra malarten. | tillegg inkluderes tre typer negative
kontroller: | tre brgnner tilsettes 5 pl rent vann (ddH:0) til reaksjonen istedenfor templat. Disse
brgnnene forsegles fgrst og fungerer som en kontroll mot krysskontaminering av reagensene. |
midten av plata er det ytterligere tre «blanke brgnner» hvor det ogsa tilsettes 5 pl ddH,0 til
reaksjonen. Disse forsegles sist og fungerer som kontroll for mulig krysskontaminering ved lasting av
prgvene. Den tredje negative kontrollen er en blank filtreringskontroll tatt i felt (feltblank). Positive
og negative kontroller benyttet i prosjektet er oppsummert i Tabell 3. Det ble ogsa implementert
ekstra strenge vaskerutiner pa laben for & redusere muligheten for krysskontaminering: Alle
overflater, samt pipetter, gjenbruksvarer og handtak ble vasket fgr og etter bruk, fgrst med 1 %
klorlgsning og deretter med EtOH.
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Tabell 2. Markgrer og gPCR-protokoller for malarter inkludert i dette prosjektet. Kons. (nM) angir den optimale sluttkonsentrasjon av primere og
probe.
Art / markgr

Sekvens (fram, reverse og probe)

Sekvens navn

Gjedde (Esox lucius)  EsolucCBL GGGACGTTAACTACGGCTGA 1200 84 Spens et al. (2016)
/CytB EsolucCBR CGGGCGATGTGTATGTAAA 60 800
EsolucCBP FAM-CCGAAATATTCACGCTAACGGTGCA- 300
BHQ1
@rekyt (Phoxinus Orekyt_CTRL_19-42 F GGATGGCTAACCCATATCTCAACT 60 900 69 Fossgy et al. (2017)
phoxinus) / CTRL Orekyt_CTRL_68-88_R GTCAAACCCCAAAAGCAAGGA 900
Orekyt_CTRL_51-64_P FAM-CGCACGCTCTCGAA-MGB-EQ 250
Pukkellaks Oncgor_CO1_F09 TCCTTCCTCCTCCTCCTTTC 60 400 163  Andersen et al. (2017)
(Oncorhynchus Oncgor_CO1_R0O6 TGGCCCCTAAAATTGATGAG 400
gorbuscha) / COI Oncgor_CO1_P06 FAM-CAGGGGCATCCGTCGACTTAACTAT- 100
BHQ-1
Sorv (Scardinius Se@rv#15c¢-445F25 TACTACAATTATTAATATGAAGCCC 59 500 102 Denne studien
erythrophthalmus)/  Serv#15c-526R22 TAGTGATAGAAGTAGAAGGACA 500
Mitochondrial COI Sgrv#15c-493U19 FAM-ACCGCTGTTTGTATGAGCC-MGB 250
Suter (Tinca tinca) / Suter-83bp-372F20 CCTCAGTAGACCTAACAATT 59 500 83 Denne studien
Mitochondrial COI Suter-83bp-434R21 AGTTGTGGTGATAAAATTGAT 500
Suter-83bp-391L19 FAM-TGCTAGGTGAAGTGAGAAA-MGB 250
Vasspest (Elodea EctrnL_F TTTCTCCTTCATTGTATTCTTTCACA 500 105 Anglés d'Auriac et al.
canadensis) trnL— EctrnL_R TGTTGATTTCTATCTGTATTGTAGAC 500 (2019a)
trnF intergenic EctrnL_P FAM-TCCGAACAGAAATGCCTCTCTCTTATCC 58 200
spacer WeRR- TCCGAACAGAAATGCCTCTCTCTTATCC-
BHQ2
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Tabell 3. Oversikt over alle positive og negative kontroller som ble inkludert i alle gPCR-kjgringer.

Navn Beskrivelse Hvilken prgve  Hensikt
1 Positiv kontroll 5 pL kalibrert DNA av Ordinzere Standardkurve for malarten,
malarten pregvekjgringer inkludert i alle prgvekjgringer.
2 Negativ kontroll 5 pL ddH,0 brukes som  Ordinzere Kontroll for

prgve i 3 brgnner per
plate pa alle
pregvekjgringer.

pregvekjgringer

krysskontaminering av
reagenser, lastes og forsegles
forst.

3 Negativ kontroll

5 pL ddH;0 brukes som  Ordinzere
preve i 3 brgnner (i
midten av plata) pa alle

pregvekjgringer.

pregvekjgringer

Kontroll for
krysskontaminering ved
lasting av prgve. Disse
brgnnene forsegles sist.

4 Negativ kontroll

5 uL feltblank brukes Ordinzere
som prgve i 3 brgnner

pa alle prgvekjgringer.

pregvekjgringer

Kontroll for
krysskontaminering ved
prgvetaking i feltet og
transport tilbake til
laboratoriet

2.2.3 Assay validering

For a avgjgre om det man detekterer med miljg-DNA virkelig er malarten, er det viktig at det
molekylaere deteksjonssystemet er validert fgr det tas i bruk av forvaltningen. Thalinger og kollegaer
(2021) har som nevnt ovenfor utviklet en valideringsskala fra 1 til 5 som inkluderer kriterier og
optimaliseringssteg, som ma rapporteres sammen med deteksjonssystemet for at det skal kunne
oppna de forskjellige nivaene (Figur 3). Skalaen er additiv, det er derfor ngdvendig a oppfylle
minstekriteriene i bade nivaet man vil inn i, samt alle kriterier for de underliggende nivaene for a
oppna det pnskede valideringsnivaet. Alle deteksjonssystemene som er inkludert i denne rapporten
er validert i henhold til denne skalaen og oppnadd niva er angitt i Kapittel 3. Spesifisitetstesting er
beskrevet i kapittel 2.3.4, mens in silico evaluering og optimalisering er beskrevet i Engesmo et al.

2020.

Level 1
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assay designed
tested on target tissue

Level 2
partial

Level 3
essential

Level 1 Leval 2

+
+

dasay optimized assay tested on eDNA

samples

positive detections obtained

tested on closely related
non-target species

all sample processing steps
reported in detail

Levels 1 and 2
impossible to tell if target is present or absent

Interpretation of Results

1
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= field negative controls return negative
« eDNA-appropriate laboratory
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Level 3 Level 4

=5

n

Limit of Detection (LOD)

established detection probabilities

estimated by statistical
extensive field testing and in madelling
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species presence despite negative results

detected: target very likely present

Figur 3. Valideringsskala for molekylaere deteksjonssystemer. Figur hentet fra edna-validation.com
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Under fglger en oppsummering av hva som ma inkluderes for & oppna de forskjellige
valideringsnivaene.

Validering til niva 1 «assay designed» krever:

e Insilico analyse av deteksjonssystem-spesifisitet: genetiske forskjeller (mismatches) bade
innad i arten og mellom andre arter, samt potensielle problematiske arter i forhold til
spesifisitet. Informasjon om databaser som er brukt for & hente frem sekvenser og
programvare brukt for analysen.

e Primer- og probesekvenser, samt hvilket gen disse tilhgrer.

e Tekniske detaljer som gPCR syklus informasjon og hvilke reagenser som er benyttet.

e Invitro testet pa vev av malarten. Geografisk opphav til dette vevet skal rapporteres.

Validering til niva 2 «assay optimalisert» krever at alle parametere i niva 1 er oppfylt. I tillegg skal
fglgende kriterier vaere oppfylt:
e Insilico analyse av nzert beslektede arter.
e Uttgmmende tekniske detaljer om reagenser, gPCR kjgring, oppsett, og tekniske replikater.
e Optimalisering av PCR forhold eller protokoll oppgis.
e Invitro testing pa neaert beslektede arter.

Validering til niva 3 «assay testet pa miljg-DNA prgver» krever at alle ovenstaende parametere er
oppfylt. |tillegg skal fglgende kriterier vaere oppfylt:

e Insilico analyse av geografisk sameksisterende arter.

e Forholdsregler tatt i laboratoriet for a forhindre kontaminering av prgver.

e Innsamlingsmetodikk og ekstraksjonsmetode av miljp-DNA prgver.

e Konsentrasjon av miljg-DNA i prgver oppgitt.

e Positivamplifisering av malarten i naturlige prgver.

Validering til niva 4 «Limit of detection (LOD) etablert» krever at alle ovenstadende parametere er
oppfylt. | tillegg skal felgende kriterier vaere oppfylt:
e Etablert deteksjonssystemets deteksjonsgrense (LOD) og oppgitt hvordan denne er etablert.
e Uttgmmende testing pa miljg-DNA prgver fra forskjellige lokasjoner.
e Testet pa lokasjoner hvor arten forventes funnet og hvor den ikke forventes funnet.
e Invitro testing pa geografisk sameksisterende arter.

Validering til niva 5 «@kologisk validering» krever at alle ovenstdende parametere er oppfylt. |
tillegg skal fglgende kriterier vaere oppfylt:
e Insilico uttgmmende spesifisitetstesting av ikke neert beslektede arter eller ikke
sameksisterende arter. Alle avvik ma forsvares.
e Statistisk analyse av sannsynlighet for deteksjon.
e Forstaelse av pkologiske og fysiske faktorer for opphavet til miljg-DNAet fra malarten.

2.2.4 Spesifisitetstesting

Markgrene for alle inkluderte fiskearter ble testet mot naert beslektede arter og relevante
sameksisterende arter. Relevante arter ble valgt ved 8 sammenligne mitokondrielle DNA-sekvenser
fra flere arter og velge ut de som lignet pa malarten i det aktuelle omradet. Inkludert i analysene ble
ogsa alle naert beslektede arter vi hadde tilgang pa, samt andre arter som ble vurdert relevante pa
grunn av overlappende utbredelse. Alt referansemateriale benyttet i spesifistetstestingen er listet i
Tabell 4.
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Tabell 4. Oversikt over referansemateriale brukt for spesifisitetstesting. Prgver med "ZMUC’ nummer er hentet fra museumssamlingen pa ‘Zoologisk
Museum, Universitet i Kgbenhavn’ og kommer fra Danmark.

Testet mot:
Pukkellaks @rekyt Gjedde Sgrv Suter
@rret (Salmo trutta), hann Driva Vev 2 ng/ul X
@rret (Salmo trutta), hunn Driva Vev 2 ng/ul X
Atlantisk laks (salmo salar), hann Driva Vev 2 ng/ul X X
Atlantisk laks (salmo salar), hunn Driva Vev 2 ng/ul X
S@rv (Scardinius erythrophthalmus) Hallevannet Vev 7,8 ng/uL X X X X X
Suter (Tinca tinca) Kroktjern Vev 6,3 ng/uL X X X X X
@rekyt (Phoxinus phoxinus) Aulielva Vev 7,6 ng/uL X X X X X
Gjedde (Esox lucius) Pasvikvassdraget Vev 8,6 ng/uL X X X X X
Pukkellaks (Oncorhynchus Norge Vev 13,1 ng/uL X X X X X
gorbuscha)
Bekkergye (Salvelinus fontinalis) Gudenasen, Danmark  Vev 0,3 ng/uL X X X X X
ZMUCP191980
Solabbor (Lepomis gibbosus) Bardsrudd Vev 6,3 ng/uL X X X X X
Karuss (Carassius carassius) Ballerup, Danmark Vev 1,5 ng/uL X X X X X
ZMUC P265763
Regnbuegrret (Oncorhynchus Gudenasen, Danmark  Vev 0,6 ng/uL X X X X X
mykiss) ZMUCP191985
Mort (Rutilus rutilus) Glomma Vev 5,5 ng/uL X X X X X
Karpe (Cyprinus carpio) Silkeborg, Danmark Vev 2,5 ng/uL X X X X X
ZMUCP265736
Abbor (Perca fluviatilis) Roskilde fjord, Vev 8,1 ng/uL X X X X
Danmark
ZMUCP45438
Laue (Alburnus alburnus) Glomma Vev 9,9 ng/uL X X X
Flire (Blicca bjoerkna) Glomma Vev 4,9 ng/uL X X X
Brasme (Abramis brama) Borrevannet Vev 4,9 ng/uL X X X
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2.2.5Definisjon av deteksjonsgrenser (LOD og LOQ)

Resultatet fra gPCR-analyser blir angitt i Ct-verdier. Ct star for «cycle treshold» og angir den
amplifikasjonssyklusen der det er dannet nok DNA til a skille det fluorescerende signalet avgitt av
proben fra bakgrunnsfluorescensen som alltid vil veere til stede. Lav Ct-verdi gjenspeiler hgy
konsentrasjon av DNA i prgven, mens hgy Ct-verdi angir lav konsentrasjon av DNA i prgven. Generelt
er de kvantitative mulighetene for a tolke qPCR-resultater darligere jo hgyere Ct-verdien er. Dersom
Ct-verdien er meget hgy (typisk kommer denne grensen naermere 40 sykler) vil gPCR resultatene
veere a anse som usikre. | dette avsnittet forklares grunnlaget for hvordan gPCR resultatene tolkes og
klassifiseres.

Resultatene av gPCR-analysene er vurdert i henhold til minimumskrav for publikasjon av gPCR-
eksperimenter (MiQE), som beskrevet i litteraturen (Bustin et al. 2009; Mauvisseau et al. 2019;
Klymus et al. 2020).

| alle analysene ble det ogsa inkludert en positiv kontroll, i form av DNA isolert fra vev av malarten.
Den positive kontrollen ble analysert i en fortynningsserie med kjent DNA-konsentrasjon, for a lage
en standardkurve. Denne standardkurven ble benyttet til a gi et estimat for hvor mye miljg-DNA fra
malarten som var til stede i vannprgven. Konsentrasjonen av miljg-DNA i prgven fungerer som en
grov proxy for artstetthet pa den aktuelle stasjonen.

Standardkurven brukes videre til a fastsla LOD («limit of detection» og LOQ (limit of quantification»
bgr fastlegges for hver qPCR-plate. Hvis dette ikke er mulig, bgr LOD og LOQ fastlegges separat for
hvert av de artsspesifikke deteksjonssystemene. For & fastsette LOD korrekt, er det ngdvendig a
kjenne DNA-konsentrasjonen av den laveste fortynningen der det fortsatt er mulig & spore DNA i ett
av replikatene. Alle repetisjoner av den mest fortynnede standarden bgr derfor vaere negative. Hvis
det ikke er mulig & fastsette LOD kan en tidligere LOD-verdi for ssmme artsspesifikke sporingssystem
benyttes. Grensen for kvantifisering (LOQ) defineres ut fra den lavest reproduserbare standarden
(alle tre tekniske replikater av en prgve amplifiserer og innen rimelig avstand fra hverandre). Pa
bakgrunn av de negative kontrollene, LOD og LOQ, er resultatene i denne rapporten er delt inn i tre
kategorier:

1) Positive prgver angir entydig gPCR amplifisering av malarten.

2) gPCR amplifisering av malarten, men amplifiseringen kommer
senere enn den laveste standarden, eller bare i en eller to av triplikatene.

3) Negative prgver angir manglende qPCR amplifisering av malarten.

For prgvene som faller i den grgnne kategorien (positive prgver) og er over LOQ, vil det veere mulig &
relatere resultatene fra miljg-DNA prgvene med den kjente konsentrasjonen i standardkurven. Pa
denne maten kan man fa et fgrste grovt estimat av artens tetthet pa stasjonen da prgven ble samlet.
Kvantitative sammenligninger skal imidlertid alltid utfgres innenfor samme gPCR-assay, og prgver
som sammenlignes skal veere behandlet likt.
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3 Resultater og diskusjon

| dette prosjektet har vi utviklet og testet ut et system for bruk av miljg-DNA som supplerende
verktgy i overvakning og kartlegging av fremmed ferskvannsfisk for forvaltningen. Vi har benyttet
den molekylaere metoden gPCR og i det fglgende presenterer vi resultatene fra miljg-DNA analysene
for pukkellaks, gjedde, grekyt, sgrv og suter, samt vannplanten vasspest.

3.1 Pukkellaks

Figur 4. Stasjon for prgvetaking i Karpelva (venstre); yngel av pukkellaks naer stasjonen (hgyre) (foto
Akvaplan-niva).

Deteksjonssystemet ble spesifisitetstestet pa sameksisterende laksefisk, samt en rekke andre arter
(Tabell 4). Ved original publisering ble markgrene ogsa testet mot rgye (Andersen et al. 2017), det
ble ikke registrert noen kryssamplifisering i noen av studiene. Det ble analysert forventet positive
prgver fra Karpelva i Finnmark og forventet negative prgver fra Tuftdammen i Vestfold og Telemark.
Alle forventet negative prgver var negative.

Det ble samlet prgver fem ganger i 2020 (april, juni, tidlig august, sen august og oktober) i Karpelva
(Figur 4 og Vedlegg A), og analysert for pukkellaks. Oppgangen av pukkellaks i norske elver er klart
stgrst i oddetallsar, men resultatene (Figur 5) viser at det ogsa er mulig a detektere pukkellaks ogsa i
partallsar. Pukkellaksen gyter i august til oktober og yngelen klekkes i all hovedsak pa varen aret
etter. | Karpelva ble det observert mye pukkellaks i 2019. Det ble registrert relativt hgye nivaer av
milj@-DNA i oktober 2019, etter oppvandring av pukkellaks. Fgrste prgvetakning i 2020 ble gjort i
april, da ble de hgyeste miljp-DNA verdiene for pukkellaks i denne studien registrert, samtidig ble det
ogsa observert yngel av pukkellaks under isen og i rakene ved stasjonen (Figur 4). Det var fortsatt
mulig a registrere miljg-DNA av pukkellaks i juni, men i begynnelsen av august har konsentrasjonen
sunket betraktelig. Pukkellaskyngelen vandrer trolig ut i Igpet av varen og sommeren, men
resultatene viser at det ble detektert pukkellaks i Karpelva i august. Mengden DNA pa filtrene var
hgyere i slutten av august enn i begynnelsen. Det ble ikke detektert pukkellaks-DNA i oktober.
Resultatene indikerer oppvandring av pukkellaks i Karpelva i august 2020. Nye undersgkelser med
bruk av miljg-DNA i 2021 vil kunne avdekke om gytingen hgsten 2020 var vellykket. Feltblank fra
Karpelva og pregver fra Tuftdammen var alle negative.
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Deteksjonssystemet for pukkellaks ble validert etter kriteriene i Thalingers valideringsskala til niva 4
og vurderes derfor som klare til bruk av forvaltningen.

Pukkellaks
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Figur 5. Resultater for pukkellaks fra Karpelva i Finnmark. BIa sgyler viser mengde DNA fra
pukkellaks i prgven, korrelert mot en standard kurve generert av vev fra norsk bestand av
pukkellaks. Merk logaritmisk skala. Orange sirkler viser filtrert volum. To prgver fra
Tuftdammen ble inkludert som ekstra negative kontroller. Merk logaritmisk skala.
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3.2 Gjedde

vassdrag (foto: Akvaplan-niva).

Deteksjonssystemet ble spesifisitetstestet mot en rekke sameksisterende arter (Tabell 4). Det er
ingen neaert beslektede arter av gjedde i norsk natur. Det ble ikke registrert noen kryssamplifisering.

Det ble samlet prgver for analyse av gjedde i Akersvannet (fire stasjoner), Hallevannet (fire
stasjoner), Borrevannet (en stasjon) og Lyseren (tre stasjoner). Alle innsjgene ble prgvetatt tre
ganger i Igpet av aret, se Vedlegg A for kart. Arten er ikke sikkert rapportert fra Hallevannet, men det
er gjedde i mange neerliggende vassdrag. Samtlige prgver fra Hallevannet var negative (resultater
ikke vist).

Akersvannet

Fire stasjoner ble prgvetatt i Akersvannet i 2020. Stasjon 1 (Lagergd, sgrenden) og stasjon 2 (Buer,
nordvest) ble besgkt tre ganger, i april, juni og juli. Mens stasjon 3 (midt i innsjgen) og 4 (s@r@st) kun
ble besgkt i juli. Stasjon 3 og 4 ble prgvetatt med bat og det er analysert prgver fra overflaten og 10
meters dyp. Stasjon 1 er den samme prgvetakingsstasjonen som i 2019. Prgvene fra 2019 ble re-
analysert i 2020, men det er sannsynlig at noe DNA har degradert i Igpet av lagringstiden. Alle
prevene fra stasjon 1 og 2 var positive. Det var betydelig hgyere nivaer av DNA fra gjedde til stede i
april-prgvene enn i prgvene fra juni og juli (i juli var ett filter fra bade stasjon 1 og 2 tydelig positiv og
ett filter var usikkert positiv. | april var det ogsa mye partikler i vannet, noe som fgrte til at lave
prgvevolum ble filtrert. Det var ikke korrelasjon mellom konsentrasjon DNA fra gjedde og mengde
filtrert vann i prgvene, derimot genererte ofte prgver med lavt filtrert volum de resultatene med
hgyest DNA-konsentrasjon per vannvolum (Figur 7). En sannsynlig forklaring pa dette er at Igst DNA i
vannmassene har en tendens til 3 feste seg til partikler, og det er sannsynlig at dette gjorde at lave
volum har hgye konsentrasjoner av DNA (Anglés d’Auriac et al. 2019b). Ved stasjon 3, midt i innsjgen,
var alle prgver negative, med unntak av ett filter fra 10 m dyp, som ga usikkert positivt resultat. Ved
stasjon 4 ble det registrert gjedde bade i overflaten og ved 10 m dyp (ved 10 m dyp var ett filter
positivt i kategorien grgnn og ett filter usikkert positivt). Gjedde gyter i litoral etter islgsningen om
varen, og det er da man forventer de hgyeste konsentrasjonene av DNA i prgver fra dette habitatet.
Nar temperaturen stiger om sommeren, vil deler av populasjonen trekke ut pa dypere vann der
temperaturen er lavere. Resultatene viser at det er mulig a8 detektere gjedde hele aret, men at varen
trolig er mest gunstig.
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Gjedde - Akersvannet

mfg DNA / mL filtrert prgve @ Filtrert volum (mL)
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Figur 7. Resultater for gjedde i Akersvannet (stasjon 1 = bl3, stasjon 2 = mgrkebl3, stasjon 3 = mgrk
oransje, stasjon 4 = lys oransje, samt re-analyserte 2019-prgver = lysebla), analysert for
gjedde. BI3 s@yler viser mengde DNA fra gjedde i pr@gven, korrelert mot en standard kurve
generert av vev fra norsk bestand av gjedde. Merk logaritmisk skala. Orange sirkler viser

filtrert volum.

Filtrert volum (mL)
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Borrevannet

| Borrevannet ble det prgvetatt en stasjon i 2020, og to stasjoner i 2019, resultater fra begge ar er
presentert i Figur 8. Stasjon 1 er pa samme lokalitet i 2019 og 2020. Prgvene fra 2019 er re-analysert
i 2020 og det ma derfor anses som sannsynlig at noe DNA har degradert i Igpet av aret prgven har
veert lagret. Alle analyserte prgver fra Borrevannet var positive for gjedde. Om varen var det generelt
hgyere nivaer enn om sommeren og hgsten. Prgvene i 2020 ble tatt i litoral nzer et kjent gyteomrade
for gjedde.

Gjedde - Borrevannet

mfg DNA / mL filtrert prgve ® Filtrert volum (mL)
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Figur 8. Resultater for gjedde fra Borrevannet i bade 2019 (lysebld) og 2020 (bla). Bla se@yler viser
mengde DNA fra gjedde i prgven, korrelert mot en standard kurve generert av vev fra norsk
bestand av gjedde. Merk logaritmisk skala. Orange sirkler viser filtrert volum.

Lyseren

Det ble tatt prgver ved tre stasjoner i Lyseren, alle ga tydelige positivt resultat for gjedde gjennom
hele aret. Det var imidlertid store variasjoner i konsentrasjonen av detektert miljg-DNA gjennom
aret. Pa alle tre stasjoner ble den hgyeste konsentrasjonen av miljg-DNA fra gjedde detektert i april,
dette sammenfaller med at gjedda oppholder seg pa grunt vann for a gyte om varen. Det ble ogsa
malt relativt hgye konsentrasjoner i september og oktober. Det ble malt hgyest konsentrasjoner ved
stasjon 1 (Lyserbraten), men resultatene er relativt like gjennom aret for alle tre stasjoner.

Markgrene for gjedde er validert etter Thalingers valideringsskala til niva 4 og vurderes derfor som
klare til bruk av forvaltningen.
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Gjedde - Lyseren
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Figur 9. Resultater for gjedde fra Lyseren (stasjon 1 = bl3a, stasjon 2 = mgrkebla, stasjon 3 = mgrk
oransje). BIa sgyler viser mengde DNA fra gjedde i pr@gven, korrelert mot en standard kurve
generert av vev fra norsk bestand av gjedde. Merk logaritmisk skala. Orange sirkler viser
filtrert volum.

3.3 Orekyt

|gur 10. ¢re (Rmnesbekken (Aulllva) (ot: Akvaplan-niva).

Markgrene for grekyt ble spesifisitetstestet mot vevsprgver fra en rekke nzert beslektede og
sameksisterende arter (Tabell 4). Det ble registrert betydelig kryssamplifisering mot mort, sgrv og
suter. Alle artene ble testet i fire 10x fortynninger og alle for alle fire var det kryssamplifisering ned til
den lavest testede konsentrasjonen (mort=1,7 pg/uL, sgrv 7 pg/uL og suter 6,4 pg/uL). Markgrene er
ogsa tidligere spesifisitetstestet i Fossg@y et al. (2018), der det ble registrert kryssamplifisering mot
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krgkle, lagersild, lake og sik ved bruk av ddPCR. Ingen av disse artene var inkludert i vare tester, men
det er sannsynlig at de ogsa vil kryssamplifisere ved bruk av gPCR.

Det ble samlet prgver for analyse av grekyt i Akersvannet (fire stasjoner), Aulivassdraget (en stasjon),
Borrevannet (en stasjon) og Aletjgnn (en stasjon), se Vedlegg A for kart. Alle stasjonene ble prgvetatt
tre ganger i Igpet av aret. Bildet viser en kjpnnsmoden grekythann fra Ramnesbekken i
Aulivassdraget (Figur 10). Fordi spesifisitetstestingen av markgrene viser betydelig kryssamplifisering
med andre arter ma alle resultatene under anses som usikre.

Akersvassdraget

Samtlige prgver fra Akersvannet var positive for grekyt, og det er ingen tydelige trender verken over
tid eller romlig (Figur 11). @rekytbestanden i Akersvannet er rapportert av lokale sportsfiskere til &
veaere tett.

@rekyt - Akersvannet
mfg DNA / mL filtrert prgve ® Filteret volum (mL)
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Figur 11. Resultater for grekyt fra Akersvannet (stasjon 1 = bl3, stasjon 2 = mgrkebl3, stasjon 3 =
mgrk oransje, stasjon 4 = lys oransje). Sgylene viser mengde DNA fra grekyt i prgven,
korrelert mot en standard kurve generert av vev fra norsk bestand av grekyt. Resultatene
vises pa logaritmisk skala. Orange sirkler viser filtrert volum.

Ramnesbekken i Aulielva

Alle prgver fra Ramnesbekken i Aulielva var positive for grekyt (Figur 12). Det var relativt stabile
mengder miljg-DNA gjennom aret, men konsentrasjonene er hgyest i mai og lavest i oktober. Det ble
ogsa tatt en «bgtteprgve» fra Aulielva, ved at 50 grekyt ble elfisket og plassert i et kar med vann.
Etter en time ble det tatt miljg-DNA-prgve fra dette karet. Motivet var a genere en sikker positiv
preve som likevel ikke var isolert fra vev. "Bgtteprgven" var den prgven med hgyeste konsentrasjon
av miljg-DNA i vann, pa tross av at vi kun klarte & filtrere 200 mL.

Borrevannet
Alle prgver fra Borrevannet var positive for grekyt (Figur 12). Det er jevnt lave konsentrasjoner av
milj@-DNA fra grekyt til stede ved alle prgvetakingstidspunkt.
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Aletjgnn

Dalle prgvene fra Aletjgnn var enten usikre positive, eller negative for grekyt (Figur 12). | mai og
august var ett filter negativt, mens ett var usikker positivt, mens i november var det lav amplifisering
fra begge filtrene. Det er oppgitt fra flere kilder at det er grekyt i Aletjgnn, men stgrrelsen pa
bestanden er ukjent. Det ble ikke observert grekyt ved prgvetaking.

Drekyt
mfg DNA / mL filterert prgve ® Filtered sample volume
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Figur 12. Resultater for grekyt fra Aulielva (bl), Borrevannet (mgrkebl3) og Aletjgnn (mgrk oransje).
Sgylene viser mengde DNA fra malarten i prgven, korrelert mot en standard kurve generert
av vev fra norsk bestand av grekyt. Resultatene vises pa logaritmisk skala. Orange sirkler
viser filtrert volum.

Deteksjonssystemet for grekyt ble validert i henholdt til Thalinger et al. (2021) til niva 1. Valideringen
settes til det laveste nivaet fordi markgrene bade amplifiserer naert beslektede arter og
sameksisterende arter. Grunnet usikkerheten knyttet til markgrenes spesifisitet anbefales det ikke
videre bruk av disse i forvaltningsgyemed.
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Figur 13. Sgrv fra Hallevannet i
Vestfold og Telemark. Foto: Akvaplan-
niva.

Markgrene for sgrv ble redesignet,
optimalisert og spesifisitetstestet. Det
nye deteksjonssystemet ble
spesifisitetstestet mot vevsprgver fra en
rekke arter (Tabell 4). Systemet viste
seg spesifikt mot alle artene det ble
testet mot, med unntak av mort. Det ble
registrert kryssamplifisering mot hgye
konsentrasjoner av referansemateriale
fra mort (amplifisering ved 6.5ng/uL og
to av tre replikater amplifiserte ved
0.63ng/uL). Videre ble det analysert
prever fra flere lokaliteter hvor det ble
forventet a finne arten (Akersvannet,
Borrevannet og Hallevannet). Det ble
ogsa analysert prgver fra lokaliteter som
ble ansett som «sikre negative»
(Tuftdammen, Aletjgnn og Lyseren)
fordi fiskebestanden der er kjent. Det
ble registrert lave konsentrasjoner og
usikre positive resultater fra alle tre
lokasjoner. | Lyseren er det sannsynligvis
mort som forarsaker de falske positive resultatene?, men i prgvene fra Aletjgnn og Tuftdammen er
dette ukjent, uspesifikk amplifisering.

Det ble samlet miljg-DNA prgver for analyser for sgrv fra Akersvannet (fire stasjoner), Hallevannet
(fire stasjoner) og Borrevannet i 2020, se Vedlegg A for kart.

2 http://www.lysereninfo.no/fisk_og_fiskekort.htm
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Sgrv
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Figur 14. Resultater for sgrv fra forventede negative lokaliteter: Lyseren, Tuftdammen og Aletjgnn.
Saylene viser mengde DNA fra malarten i prgven, korrelert mot en standard kurve generert
av vev fra norsk bestand av sgrv. Resultatene vises pa logaritmisk skala. Orange sirkler viser
filtrert volum.

Akersvannet

Fire stasjoner har blitt prgvetatt i Akersvannet i 2020. Stasjon 1 (Lagergd, sgrenden) og stasjon 2
(Buer, nordvest) tre ganger, i april, juni og juli, mens stasjon 3 (midt i innsjgen) og 4 (s@érgst) kun ble
pr@vetatt i juli. Stasjon 3 og 4 ble prgvetatt med bat og det er analysert prgver fra overflaten og 10
meters dyp. Stasjon 1 er samme prgvetakingsstasjon som i 2019. Ved stasjon 1 og 2 ble det registrert
jevnt hgye nivaer av sgrv, og laveste nivaer ble malt i juli. Ved stasjon 3 og 4, som kun ble prgvetatt i
juli, ble det registrert lave nivaer av sgrv i overflaten, mens prgvene fra 10 m var negative (Figur 15).

27



NIVA 7623-2021

Sgrv - Akersvannet

mfg DNA / mL filtrert prgve @ Filtrert volum (mL)
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Figur 15. Resultater for sgrv fra Akersvannet (stasjon 1 = bl3, stasjon 2 = mgrkebl3, stasjon 3 = mgrk
oransje, stasjon 4 = lys oransje). Sgylene viser mengde DNA fra sgrv i prgven, korrelert mot
en standard kurve generert av vev fra norsk bestand av sgrv. Merk logaritmisk skala.
Orange sirkler viser filtrert volum.

Hallevannet

Fire stasjoner har blitt prgvetatt i Hallevannet i 2020. Stasjon 1 ligger i den nordvestre enden ved
Fagernes og denne ble prgvetatt i april, august og oktober. Stasjon 2 er ved Vassbotn, stasjon 3 ved
Vestmunnvannet og stasjon 4 ved det sg@rlige utlgpet av innsjgen. Stasjon 2, 3 og 4 ble prgvetatt i
august og oktober. Alle prgver var positive og fra tidligere undersgkelser er det klart at det finnes en
betydelig bestand av sgrv i Hallevannet. Det var ingen tydelige arstidstrender (Figur 16).

Borrevannet

Det ble prgvetatt en stasjon i Borrevannet i 2020, i april, mai og november. Alle prgvene var tydelig
positive for sgrv. Prgvene fra april og mai, spesielt mai, hadde veldig hgye nivaer av miljg-DNA (Figur
16).
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Sgrv - Hallevannet og Borrevanet

mfg DNA / mL filtrert prgve ® Filtrert prgve (mL)
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Figur 16. Resultater for sgrv fra Hallevannet (stasjon 1 = bl3, stasjon 2 = mgrkebl3, stasjon 3 = mgrk
oransje, stasjon 4 = lys oransje) og Borrevannet (svart). Sgylene viser mengde DNA fra sgrv i
preven, korrelert mot en standard kurve generert av vev fra norsk bestand av sgrv.
Resultatene vises pa logaritmisk skala. Orange sirkler viser filtrert volum.

Det var ikke et tydelig mgnster for nar i Igpet av aret det Ignner seg a samle prgver for sgrv. Arten er
en stimfisk som ofte oppholder seg litoralt og vare resultater indikerer at prgver kan samles gjennom
hele vekstsesongen. Vi har ikke inkludert prgvetakning pa vinteren, dette anbefales heller ikke
ettersom arten ikke er aktiv om vinteren.

Deteksjonssystemet ble validert i henholdt til Thalinger et al. (2021) til niva 3 og det anbefales
dermed fortsatt ikke a benytte dette i forvaltningen, med mindre man har god bakgrunnskunnskap
om hvilke andre arter som befinner seg i vannmassen eller ogsa benytter annen metodikk til 3
validere resultatene.

3.5 Suter

Markgrene for suter ble redesignet, optimalisert og spesifisitetstestet mot en rekke nzert beslektede
og sameksisterende arter (Tabell 4). Det ble ikke registrert kryssamplifisering mellom de nyutviklede
markgrene for suter og noen av artene testet for her. Det ble videre analysert prgver fra fire
lokaliteter, to der vi forventet a finne arten (Borrevannet og Tuftdammen) og to der arten ikke skal
veere til stede (Hallevannet og Akersvannet). Alle prgver fra Borrevannet og Tuftdammen var
positive, mens alle prgver fra Hallevannet og Akersvannet var negative (Figur 18).
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Det ble samlet prgver for analyser for suter fra Borrevannet (tre prgvetakninger) og fra Tuftdammen
(provetakning to pafglgende dager, samt gjennomfgrt prgvefiske).

Borrevannet
Alle prgvene fra Borrevannet var positive for suter (Figur 18). Det ble samlet prgver i april, mai og
november og det var betydelig hgyere nivaer av miljg-DNA om varen (april og mai) enn i november.

Tuftdammen

| Tuftdammen ble det i 2019 pavist suter bade gjennom teinefiske og ved miljg-DNA. Dette er en
lokalitet som har en bestand med storsalamander (Triturus cristatus), og lokalt engasjerte personer
og Statsforvalteren gnsker derfor 3 gjennomfgre tiltak for a fjerne suteren. 1 2019 ble det
giennomfgrt et relativt intensivt fiske etter suter med teiner og det ble fanget og tatt ut om lag 300
suter som i all hovedsak var i stgrrelsen fra 8-12 cm (Freddy Sundby, pers. med.). 1 2020 ble det ogsa
gjiennomfgrt en utfisking med teiner og da var fangsten noe lavere, men det ble fanget flere stgrre
eksemplarer pa oppimot 25 cm. Det ble ogsa gjennomfgrt et prgvefiske der det ble brukt tre stykk
multigarn, der hvert garn bestar av atte fem-meters seksjoner med ulike maskevidder (10, 12.5, 15,
18.5, 22, 26, 35 og 45 mm). Det ble fisket en natt (12 timer). Det ble totalt fanget 10 suter som alle
var i stgrrelsen 812 cm. Alle prgvene samlet fra Tuftdammen var sterkt positive for suter.

i

Figur 17. Suter fra prgvefiske i Tuftdammen novemer 2020.

Deteksjonssystemet ble validert i henholdt til Thalinger et al. (2021) til niva 4 og vurderes derfor na
som klart for bruk i forvaltningen.
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Suter
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Figur 18. Resultater for suter fra Borrevannet (bld) og Tuftdammen (mgrkebla), samt Hallevannet og
Akersvannet (negative prgver). Sgylene viser mengde DNA fra suter i prgven, korrelert mot
en standard kurve generert av vev fra norsk bestand av suter. Resultatene vises pa
logaritmisk skala. Orange sirkler viser filtrert volum.

3.6 Vasspest

Det ble tatt prgver tre ganger i 2020 (april, september og oktober) for analyse av vasspest fra tre
stasjoner i Lyseren i Viken fylke, og fra fire stasjoner Hallevannet i Vestfold og Telemark, se Vedlegg A
for kart. Samtlige prgver fra Hallevannet var negative. | Hallevannet ble det funnet drivende
toppskudd av vasspest i 1967, men det er ukjent hvor i innsjgen funnet ble gjort, og det finnes ingen
opplysninger om funn av arten i innsjgen fra nyere tid (Marit Mjelde, pers. med.).

Lyseren

Lyseren viste store forskjeller mellom de analyserte stasjonene (Figur 19). Generelt var det relativt
lave nivaer av miljg-DNA fra vasspest i Lyseren, men de fleste prgver var enten positive eller usikre
positive. Prgvene fra stasjon 1 ved Lyserbraten var negative i april, positive i september og deretter
usikkert positive i oktober. Stasjon 2 ved Gransodden hadde prgven med hgyest signal i april, mens
prgvene fra september og oktober begge hadde en positiv prgve og en usikker positivt prgve. Pa
stasjon 3 ved vestre Breivik var det relativt lave nivaer: En prgve ble kategorisert som sikker positiv i
april, ellers var alle prgver usikre positive eller negative.

Vasspest ble fgrste gang registrert i Lyseren i 1990. NIVA gjorde undersgkelser der i 2011 og vasspest
var da vanlig i innsjgen. Det ser ut til at arten trives i innsjgen og det er rimelig 3 anta at den na er
vanlig (Marit Mjelde, pers. med.) Sa lenge det ikke foreligger oppdaterte data pa forekomst kan vi
ikke med sikkerhet si noe om arsakene til forskjellene i vare prgver.

Den hgyeste konsentrasjonen av miljg-DNA fra vasspest ble registrert ved Granodden i april.
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| enkelte innsjger star vasspesten grgnn under isen og brytes ned tidlig pa varen (Rgrslett et al. 1985),
noe som fgrer til en topp i miljg-DNA pa varen (Anglés d’Auriac et al. 2019). Muligens har bukta ved
Granodden (stasjon 2) en stor bestand av vasspest som fgrst ble brutt ned tidlig pa varen, og farte til
de hgye verdiene (omtrent pa samme niva som oktober-prgver fra Steinsfjorden, se Anglés d’Auriac
et al. (2019). Forekomstene pa de andre stasjonene kan ha vaert mindre.
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Figur 19. Resultater for vasspest fra Lyseren (stasjon 1 = bl3, stasjon 2 = mgrkebl3, stasjon 3 = mgrk
oransje). Sgylene viser mengde DNA fra vasspest i prgven, korrelert mot en standard kurve
generert fra blader av planten. Resultatene vises pa logaritmisk skala. Orange sirkler viser
filtrert volum.

4 Konklusjon

| denne rapporten har vi presentert resultater fra et prosjekt som skulle bidra til é utvikle og teste ut
et system for bruk av miljg-DNA som supplerende verktgy i overvdkning og kartlegging av fremmed
ferskvannsfisk og vannplanten vasspest for forvaltningen. Resultatene bekrefter verdien av miljg-
DNA som overvakningsverktgy, og at dette kan bli et verdifullt overvakingsverktgy for vart vannmiljg.
Det er likevel grunn til ngkternhet overfor implementering av metodikken. Bruk av miljg-DNA har et
betydelig potensial, men metodikken har fortsatt utfordringer og det er viktig a validere resultatene
opp mot kjent informasjon om bade artene man leter etter og omradet de lever i. Fagfeltet er i stadig
utvikling og stadig nye organismer blir DNA-sekvensert, derfor er det ogsa viktig a giennomga
allerede implementerte molekylaere deteksjonssystemer med jevne mellomrom. | denne rapporten
har vi fokusert seerlig pa problematikk knyttet til spesifisitet av de molekylaere markgrene.
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Artsspesifisitet

For a unnga falske positive resultater er det ngdvendig a utvikle robuste deteksjonssystemer og
artsspesifikke markgrer som valideres ngye innen de tas i bruk i forvaltningsgyemed. Inntil nylig har
det ikke eksistert et felles rammeverk for validering av deteksjonssystemene, noe som har gjort det
komplisert a evaluere publiserte systemer. Alle deteksjonssystemene for fremmede fiskearter
involvert i dette prosjektet ble validert i henhold til Thalingers valideringsskala (Thalinger et al. 2021).
Deteksjonssystemene for pukkellaks og gjedde viste seg a fungere. Disse ble validert til niva 4 og er
klare for bruk av forvaltningen. Det ble avdekket spesifisitetsproblemer ved markgrene for sgrv og
suter. Disse er derfor re-designet og re-optimalisert. Deteksjonssystemet for suter ble validert til niva
4 og vurderes som klar for forvaltningen. Deteksjonssystemet for sgrv fungerte godt for deteksjon,
men det var fortsatt kryssamplifisering mot hgye konsentrasjoner av mort og systemet lot seg heller
ikke validere mot naturlige prgver fra lokaliteter som skulle veert negative. Denne anbefales derfor
ikke til bruk i forvaltningen forelgpig og ble validert til niva 3. Systemet for grekyt viste seg a ha
betydelig spesifisitetsproblemer mot flere bade neaert beslektede og sameksisterende arter. Dette ble
kun validert til niva 1 og vi anbefaler ikke videre bruk av disse markgrene.

Optimalisering av prgvetaking

Det er viktig a tilpasse prgvetakningen til den arten- eller organismegruppen man er pa jakt etter.
Her har vi fulgt samme innsamlingsmetodikk som ble utviklet i dette prosjektet i 2019 (Engesmo et al.
2020) til & samle inn prgver ved flere tidspunkt gjennom aret og har analysert disse prgvene for
utvalgte arter. Resultatene viser at tidspunktet for prgvetakningen er viktig. Pukkellaks har en toarig
livssyklus og all fisk dgr etter gyting. Dette betyr at fisk som gyter i oddetallsar far avkom som ogsa
gyter i oddetallsar. | Norge er oddetallsbestanden den klart mest tallrike, men det finnes ogsa en
mindre partallsbestand. Prgvetakningen av pukkellaks viste at det er mulig & detektere arten med
milj@-DNA, ogsa i partallsar, da man forventer lavere bestander av arten. For gjedde anbefales det 3
samle inn prgver i litoral tidlig pa aret, nar fisken gyter. Bade sgrv og suter kan detekteres aret
gjiennom, men de hgyeste nivaene av miljg-DNA blir detektert pa varen og det anbefales at
prgvetakningen legges til varen for a gke sannsynligheten for a detektere lave bestander.

Milj@-DNA analyser brukes ofte for a lete etter fremmede og invaderende arter, hvor man gnsker a
spore artene pa et tidlig stadium. Det blir ofte trukket direkte paralleller mellom mengden filtret
volum i en prgve og sannsynligheten for a pavise en art (Salter et al., 2019; Thomsen et al., 2016:
Takahara et al., 2012). Vi ser ingen slik korrelasjon i vare resultater (se for eksempel Figur 12 og Figur
15), dette stemmer godt overrens med hva som er blitt funnet i andre studier der mengden miljg-
DNA er forspkt sammenlignet med biomasse og korrigert mot filtrert prgvevolum (Knudsen et al.,
2019; Spear et al., 2015; Yates et al., 2019). Nar resultatene korrigeres mot filtreringsvolum, er det
ofte hgye konsentrasjoner av miljg-DNA i prgver fra vann med hgy turbiditet. Sannsynligvis vil lgst
DNA i vannmassene feste seg til partikler, som sa fanges i filtret. | slikt grumsete, humusholdig vann
er det begrenset hvor mye som kan filtreres fgr filteret vil tettes. Humusholdig vann inneholder mye
naturlige PCR hemmende stoffer som vil forhindre effektiv PCR amplifisering (Zhou et al., 1996; Lakay
et al.,, 2007), derfor er det begrenset hvor store volum det er hensiktsmessig a filtrere. Var erfaring
viser ogsa at kvaliteten pa analysene avhenger av PCR-reagenset, i denne og tidligere analyser har vi
benyttet PerfeCTa gPCR ToughMix (QuantaBio), noe som har gitt utslag i betydelig mindre PCR
inhibering enn vi tidligere har opplevd.

Hallevannet

Det ble analysert prgver fra fire stasjoner i Hallevannet for bade gjedde og vasspest, ettersom begge
arter er blitt ansett som mulig forekommende der. Gjedde er pavist i flere naerliggende vann og
lokale fiskere har spekulert i om det er satt ut gjedde ogsa i Hallevannet. Alle vare prgver var
negative for gjedde. Det ble funnet drivende toppskudd av vasspest i 1967, men det er ukjent hvor i
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innsjgen funnet ble gjort, og det finnes ingen opplysninger om funn av arten i innsjgen fra nyere tid.
Alle vare prgver var ogsa negative for vasspest. Vi konkluderer derfor med at det ikke er bestander av
hverken gjedde eller vasspest i Hallevannet.

4.1

Viktige hensyn for @ unngd krysskontaminering

Krysskontaminering er en tilbakevendende kilde til usikkerhet ved bruk av miljg-DNA. Erfaringene fra
dette prosjektet gjgr at noen viktige forholdsregler kan oppsummeres som fglger:

Feltarbeid:

Separate pakkede filtre (for eksempel Sterivex-kolonnefilter) beskytter prgven mot
kontaminering.

"Presssure assisted filtration’ (PAF) filtreringssystem minimerer kontakten mellom prgve og
flerbruksutstyr.

Prgvene skal ikke aldri tas av personer som samtidig handterer organismer som er malart i
prgven.

Prgvetakere skal alltid bruke engangshansker.

Prgvetakingen skal utfgres med engangsutstyr, eventuelt ma alt utstyr som flyttes mellom
lokaliteter klores mellom hver forflytting.

Prgver skal aldri komme i kontakt med hverandre. Det ma som utgangspunkt tas en blank
prgve (negativ kontroll) i felt.

Lab-arbeid:

DNA fra miljg-pr@vene bgr isoleres pa en fysisk adskilt lab fra der hvor gPCR-analysene skal
kjgres.

Det bgr alltid inkluderes en blank DNA-ekstraksjon for a kunne pavise eventuell
kontaminering ved DNA-isolasjon.

Alle overflater, handtak, pipetter og gjenbruksplastikk vaskes fgr og etter bruk med 1 %
klorlgsning etterfulgt av EtOH.

Negative kontroller i gPCR-oppsettet skal inkluderes. Dette gjgres ved a bruke dH,0 som
prgve i enkelte brgnner. | denne undersgkelsen har vi hatt ni blanke kontroller:

o Tre brgnner som kontrollerer krysskontaminering av reagenser, disse lastes og
forsegles fgrst. Tre brgnner midt i plata som lastes og forsegles sist. Disse
kontrollerer for krysskontaminering ved lasting av reagenser og prgve. Tre brgnner til
feltblank for & kontrollere felt krysskontaminering.

Aldri apne forseglede brgnner/rgr med gPCR-produkter i samme rom/lab som pregver
handteres eller analyser utfgres.

Rapportering

Amplifisering av negative kontroller skal alltid rapporteres og diskuteres.
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Prgvetakingsstasjoner i Ramnesbekken i Aulivassdraget i Ténsberg kommune i Vestfold og Telemark
fylke.
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Prgvetakingsstasjon i Borrevannet i Horten kommune i Vestfold og Telemark fylke.
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Prgvetakingsstasjoner i Hallevannet i Larvik kommune i Vestfold og Telemark fylke.
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Prgvetakingsstasjoner i Lyseren i Indre @stfold og Enebakk kommuner i Viken fylke.
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Prgvetakingsstasjoner i Tuftdammen i Holmestrand kommune i Vestfold og Telemark fylke.
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Prgvetakingsstasjon i Aletjgnn i Sandefjord kommune i Vestfold og Telemark fylke.
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NIVA: Norges ledende kompetansesenter pa vannmiljg

Norsk institutt for vannforskning (NIVA] er Norges viktigste
miljgforskningsinstitutt for vannfaglige spgrsmal, og vi arbeider
innenfor et bredt spekter av miljg, klima- og ressursspgrsmal.
Var forskerkompetanse kjennetegnes av en solid faglig bredde,
og spisskompetanse innen mange viktige omrader. Vi kombinerer
forskning, overvakning, utredning, problemlgsning og radgivning,
og arbeider pa tvers av fagomrader.

NIVA-

Norsk institutt for vannforskning

Gaustadalléen 21 « 0349 Oslo
Telefon: 02348 ¢ Faks: 22 18 52 00
www.niva.no e postf@niva.no
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