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Forord

Vi vil takke Fylkesmannen 1 Aust-Agder, Miljovernavdelingen og Landbruksavdelingen;
Aust-Agder Fylkeskommune, Regionalavdelingen, Neringsseksjonen og Direktoratet for
Naturforvaltning for ekonomisk stette til dette prosjektet. Dag Matzow ved
Miljevernavdelingen har vaert behjelpelig med utlan av el-fiskeutstyr og
Havforskningsstasjonen Fladevigen har latt ultrafryser og bét sta til var disposisjon under
feltperioden. Jan Atle Knutsen og Jan Henrik Simonsen takkes for hjelp med fangst av 0+
orret under feltperioden. Arbeidet er utfort av undertegnede ved Forskingsstasjonen

Flodevigens genetikklaboratorium med god hjelp av Kate og Svein Erik Enersen.



1 Innledning

Alf Dannevig, best kjent som pioner innen havforskningen, var blant de forste som
paviste en sammenheng mellom tilfersel av sur nedber fra Europa og fiskeded 1
innlandsvann pé Serlandet (Dannevig 1959). I respons pa den omfattende fiskededen som
skjedde 1 1960- og begynnelsen av 1970-dra (Jensen og Snekvik 1972), ble det blant
annet 1 Agderfylkene satt i gang omfattende kalking av en rekke vann og vassdrag. Denne

kalkingen foregar fortsatt mange steder.

Det har til na veert gjort lite for & underseke hvilken effekt kalkingen har pa
orretbestandene 1 omradet. Utforte undersokelser begrenser seg til kjemisk vannanalyse
samt sporadisk provefiske for fisketellinger. Fortsatt vet vi derfor lite eller ingenting om 1
hvilken grad erretbestandene skiller seg i arvelige faktorer, hvorvidt det er én eller flere
avgrensa bestander innen de enkelte vann og vassdrag, og om kalkingen har klart &

ivareta de lokale erretbestandenes genetiske mangfold og sertrekk.

Tekniske og vitenskapelige nyvinninger de siste arene har apnet for nye muligheter til &
belyse disse viktige spersmalene. I og med utviklingen av nye genetiske metoder, spesielt
de sakalte mikrosatellitt-DNA analysene (Estoup et al. 1993, Slettan et al. 1995,

O'Reilly et al. 1996), er det nd mulig & karakterisere fiskebestandenes genetikk som den
sé ut tidligere og 4 sammenlikne med dagens situasjon. Mikrosatellitter er en spesiell type
gener, som ikke koder for noe produkt, men som har vist seg verdifulle i
populasjonsbiologiske studier, og som kan undersegkes fra gammelt materiale, inkludert
fiskeskjell og otolitter. Slikt materiale er rutinemessig samlet inn fra erret og andre arter
(f.eks. laks) for andre formal i de siste hundre ar, og representerer i dag en unik mulighet
til & studere genetiske forandringer i fiskebestander over lange tidsrom (se f.eks. Nielsen
et al. 1999). Genetiske forandringer over tid gjenspeiler bade forandringer i
bestandssammensettingen, f.eks. som folge av utsettinger oa., og forandringer som
skyldes sma effektive gytebestander lokalt (se Jorde og Ryman 1996, Luikart et al. 1998,
1999).



I denne rapporten har vi benyttet gammelt skjellmateriale av erret som ble samlet inn av
Alf Dannevig pa 1930-tallet fra vann i Aust-Agder. Disse skjellene er fremdeles bevart
og tilgjengelig pé Fladevigen og ved & sammenligne disse genetisk med ferske prover fra
de samme vannene har vi gjort en forste kartlegging av bestandsstruktur og genetiske

forandringer hos innlandserret pa Serlandet.

2 Materiale og metode

Valg av omride (Figur 1) og bestander for denne undersgkelsen ble delvis basert pa
tilgjengelighet av gammelt materiale. For populasjonsgenetiske studer kreves et rimelig
stort antall individer fra hver lokalitet, og vi har valgt vann der vi har skjellprover fra
minst 60 fisk fra hvert tidspunkt. I tillegg til gammelt materiale ble nye prever samlet inn

hasten 2000.

2.1 Omradene

Ufsvatn i Amli kommune (Figur 1B) drenerer til Nelaug. Det har vert forsuret og kalking
her ble satt i gang 1 1992 og pédgar fremdeles. Orreten har ikke vaert utryddet og bestanden
har veert vurdert som god siden forste vurdering 1 1975. 1 1992, for kalking, ble den
karakterisert som avtatt. Qrret (60 stk) ble samlet inn hesten 2000 ved el-fiske 1 bekken
(hovedbekken fra syd-est). Fra dette vannet inkluderer vi dessuten skjellprover fra 65

orret samlet inn 1 1933.

Mjavatn i Froland kommune (Figur 1 C) ligger i et vassdrag som har vert ganske surt,
men det har alltid vert erret her. Vannene oppstrems i samme vassdrag har vart regnet
som fisketomme (Blengsvann, Krikevann, Rosa@vann, Massavann). Rosavann har vert
kalket siden 1985 og Mjévatn blir indirekte kalket fra dette oppstrems vassdraget. Det ble

flyttet inn i underkant av 100 erret fra Skjersebekken (som tilherer Tovdalsvassdraget)



omkring 1985. N4 er det orret i alle vannene. Orret (61 stk) for genetisk analyse ble ogsd

her samlet i bekken, og vi inkluderer skjellprevver fra 65 orret samlet inn i 1937.

Vigelandsvann i Arendal og Grimstad kommuner (Figur 1 D) er en del av Urdana som
drenerer til Rore. Vassdraget har vaert forsuret og har vart kalket siden 1991.
Vigelandsvann ble regnet som fisketomt i 1975, men med liten bestand i 1983 (for
kalking). Oppstrems har noen vann vart fisketomme (Gangvann, mens andre alltid har
hatt fisk f. eks. Snelesvann, Hemningstveitvann). Det har vart satt ut noe orret, av ulike
stammer, sa sent som ca 1990. I dag er det fisk (orret, abbor) i alle vannene. @rret (60
stk) ble 1 dette vannet samlet inn ved el-fiske i innlepsbekken og ved setting av finmasket

garn 1 utlepet til innlepsbekken. Fra dette vannet har vi ikke gamle skjellprover.
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Figur 1. Kart over hvor de ulike vannene ar lokalisert | Aust-Agder




2.2 Innsamling av erret

For ikke & uteve for stor innvirkning pa erret-bestanden, ble orret samlet inn som yngel
(aldersklasse 0+ og 1+) fra tre vann, Ufsvatn, Mjdvatn og Vigelandsvann (se Figur 1).
Feltperioden strakte seg fra juli 2000 til desember 2000. Hosten var preget av mye nedber
som gjorde feltarbeidet vanskelig & gjennomfere. I overkant av 60 erret ble samlet inn fra
hvert vann (se ovenfor), enten ved el-fiske 1 utlapsbekkene eller ved bruk av finmasket
garn 1 bekkeutlopene. Straks etter innsamling ble fisken brakt til Havforskningsinstituttet,
Forskningsstasjonen Fledevigen, der de ble frosset ned ved -80°C og lagret til genetiske

analyser.

2.3 Genetisk analyse

DNA ble ekstrahert fra muskelvev fra nyere material (2000) og fra terka fiskeskjell fra
det eldre materialet (1933-1937) ved hjelp av et kommersielt kjemisett ("DNAeasy tissue
kit", Quiagen, USA). Fra hvert vann og ar ble DNA fra 60-65 orret ekstrahert og benyttet

til videre genetiske analyser. Totalt har vi analyser fra 310 orret for dette studiet.

Den genetiske analysen er basert pd sékalt mikrosatellitt DNA. Mikrosatellitt DNA er
regnet som en svaert informativ metode 1 og med at det ofte forekommer mange ulike
genvarianter (alleler) i hvert enkelt gen (lokus). For & f4 nok DNA fra hvert enkelt gen,
ble mikrosatellittene amplifisert opp ved hjelp at en metode som kalles PCR
(Polymerase Chain Reaction) pd en PCT-100 maskin (MJ Research, USA). Pravene ble
videre analysert pa en Alf Express II automatisk sekvenseringsmaskin
(Amersham/Pharmasia, Biotech). Resultatet av analysene er genotyper for 1 alt 4
mikrosatellitter, betegnet som U60, U73 (Estoup et al. 1993), SS4197 (O’Reilly et al.
1996) og MST543 (Estoup et al. 1998). Den videre statistiske bearbeidingen baseres pa

disse genotypene og pa opptellinger (frekvenser) av de ulike genvariantene.



2.4 Statistisk bearbeiding

Allelfrekvensene 1 hvert utvalg (vann og r) ble regnet ut fra genotypene ved opptelling
av alleler i1 hvert mikrosatellitt lokus. Mengde genetisk variasjon ble estimert fra allel- og
genotypefrekvensene etter Nei og Chesser (1983), som gjennomsnittlig "heterozygositet”
(Hs). Den relative fordeling av genetisk variasjon mellom vann ble estimert som Fsr etter
Weir og Cockerham (1984), mens mengde genetiske forandringer over ar innen vann ble
estimert som Fy' etter Pollak (1983). Vi testet genotypefordelingen 1 hvert vann med

den som forventes i en enkel populasjon (Hardy-Weinberg fordelingen) med en eksakt

test (Guo og Thompson, 1992).

3 Resultater og diskusjon

Generelt var ny-innsamlet materiale lett & analysere. Amplifiseringen av DNA var god,
og analysen av bandmenstre og tolkning av genotyper forlep uten sterre problemer.
Replikate analyser av deler av materialet viste hoy grad av repeterbarhet. For det gamle
materialet var situasjonen noe annerledes. Generelt ble bandmensteret svakere

enn ved bruk av nytt materiale, noe som tyder pé lavere amplifisering av DNA under
PCR-reaksjonene. Dette ble delvis korrigert ved & gke antall reaksjonssykler for gammelt
materiale. Allikevel lot mikrosatellitten U73 seg bare sporadisk amplifisere fra slikt
materiale, og de fleste gamle individer kunne derfor ikke genotypes for dette locuset.
Mikrosatellitten MST543 ga varierende, ikke-repeterbare bandmenstre for det aller eldste
materialet (fra Ufsvatn), og kunne ikke genotypes med sikkerhet. Vi ser derfor bort

fra disse tilfellene i den videre analysen.



3.1 Genetisk variasjon innen og mellom vannene

Den genetiske variasjonen hos erreten viste seg & vaere ulik mellom vann og ogsé innen
vann over tid (Tabell 1). I gjennomsnitt har Ufsvatn betydelig lavere grad av variasjon
(gjennomsnittlig Hg ar 2000: 0,171) enn Mjavatn (0,496) og Vigelandsvann (0,482). Det
ser ut til at variasjonen i Mjavatn har gkt siden 1930-tallet, spesielt i SS4797 lokuset. En
slik gkning er teoretisk forventet etter innfering av fisk fra en genetisk ulik stamme.
Siden det er satt ut fisk i Mjavatn fra et annet omrade, om enn i begrensa antall (se
ovenfor), er det trolig at dette forklarer den observerte okningen. Vi har imidlertid ikke
genetiske data fra donorstammen (Skjersebekken i Tovdalsvassdraget), og kan derfor

ikke sla dette fast med sikkerhet.

For Ufsvatn er situasjonen en helt annen enn i Mjévatn. Det synes som om mye av den
genetiske variasjonen som fantes her 1 SS4797 lokuset pa 1930-tallet er forsvunnet i
mellomtiden. Ogsa for de gvrige genene, unntatt MST543, er variasjonen meget lav i
dette vannet. Mulige forklaringer til dette tilsynelatende tap av genetisk variasjon i

Ufsvatn er diskutert nedenfor.

Tabell 1. Ml pa genetisk variasjon (Hg etter Nei & Chesser 1983) i alle vann og ar.

Locus
Vann, ar U60 U773  SSA197 MST543 Gjennomsnitt
Mjavatn, 1937 0,174 -* 0,047 0,575 0,265
Mjavatn, 2000 0,366 0,480 0,514 0,625 0,496
Mjavatn, gj.snitt 0,270 0,480 0,280 0,600 0,408
Ufsvatn, 1933 0,000 -* 0,495 =¥ 0,247
Ufsvatn, 2000 0,069 0,068 0,000 0,549 0,171
Ufsvatn, gj.snitt 0,034 0,068 0,247 0,549 0,224
Vigelandsvann 0,260 0,422 0,556 0,689 0,482
Innen vann og ar, Hs 0.174 0,323 0,322 0,609 0,357
Over vann og ar, Hy 0,187 0,358 0,354 0,797 0,424
Mellom vann (2000), Fsr 0,073 0,136 0,131 0,328 0,217

* ingen data (se ovenfor)
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Som vist ovenfor er det ulik mengde genetisk variasjon (Hs) innen de ulike vannene.
Dette tyder (ikke uventet) pa at vi har & gjore med genetisk forskjellige erretbestander i
hvert vann. De genetiske forskjellene kan kvantifiseres ved Fst som méaler hvor stor andel
av den totale genetiske variasjonen som kan forklares som forskjeller mellom bestander
(resten utgjores av forskjeller mellom individer innen bestandene). Den nederste linja i
Tabell 1 angir Fsr mellom vannene i dag (ar 2000) og viser at 21,7% av all den genetiske
variasjonen som vi finner hos erreten 1 dette studiet skyldes genetisk differensiering
mellom de tre vannene. Dette er bare litt mindre enn hva som tidligere er funnet mellom
innlandsbestander av oerret fra hele Norge og Sverige samlet (se Ryman 1983), noe som
indikerer at vi (fortsatt) har stor genetisk mangfold hos erreten i Aust-Agder. Denne
differensieringen er betydelig storre enn den vi har funnet for sjoorret langs Skagerrak-
kysten (se Knutsen et al. 2001 a, b). Dette skyldes mindre barrierer i sjoen hvor

utveksling av individer mellom bestander finner sted.

3.2 Substruktur

Genotypefordeling mellom individene i et vann forteller noe om bestandenes struktur. I
bestander som ikke er oppdelt i undergrupper forventer vi teoretisk at genvariantene
fordeler seg tilfeldig blant individene. Andelen individer som berer to gitte genvarianter
er da lik produktet av forekomsten av disse to genvariantene i bestanden (Hardy-
Weinbergs prinsipp). Dersom, pa den annen side, bestanden er oppdelt i to eller flere
genetisk ulike underbestander vil vi kunne finne et tilsynelatende underskudd av
individer (heterozygoter) som barer to ulike genvarianter (Wahlunds prinsipp).
Sterrelsen pa dette underskuddet méles ved Fis, som er positiv ved underskudd av

heterozygoter og negativ ved overskudd av slike genotyper.
I vare analyser viser Ufsvatn et avvik fra Hardy-Weinberg forventningen med klart

underskudd av heterozygoter bade i ar 1933 og 2000 (se Tabell 2). Som forklart ovenfor

innebarer dette sannsynligvis at vi har mer enn én erretbestand 1 dette vannet og at
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det undersokte materialet representerer en blanding av erret fra (minst) to bestander.
Siden vi ikke vet om blandingen er lik i materialet fra 1933 og fra 2000 er det usikkert
om den observerte reduksjonen i genetisk variasjon er reell, eller om den delvis kan

forklares ved ulik representasjon av bestandene i de to ara.

Tabell 2. Oversikt over hvilke mikrosatellitter som viser avvik fra Hardy-Weinberg. Fig
verdien indikerer overskudd (negativ verdi) eller underskudd (positiv verdi) relativt til det
som forventes i henhold til Hardy-Weinberg.

Fis - verdier

Vann, ar u60 ur3 SSA197 MST543AE Gjennomsnitt
Mjavatn, 1937 0,097 -2 -0,016 -0,097 -0,070
Mjavatn, 2000 0,058 0,13  -0,089 0,105 -0,018
Ufsvatn, 1933 - 2 0,596*** 2 0,596**
Ufsvatn, 2000 0,489 -0,02 - 0,252** 0,240
Vigelandsvann, 2000 -0,172 0,093 0,084 -0,005 0,000

" Ingen genetisk variasjon, derfor er ingen F s verdi gitt.
2 Ingen data (se ovenfor)
Statistisk signifkansniva: **P < 0.01, ***P < 0.001

3.3 Genetiske forandringer

Ut fra forskjellene 1 allelfrekvenser 1 Mjavatn og Ufsvatn pa 1930-tallet og 1 dag (2000)
kan vi estimere mengden genetiske forandringer 1 hvert vann i denne perioden. Tabell 3
gir estimater pa forandringen 1 hvert lokus og som et gjennomsnitt over alle

mikrosatellitter for de to vannene separat.
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Tabell 3. Mal pé genetiske forandringer (Fx') 1 Mjavatn og Ufsvatn fra
1930-tallet til i dag. Estimater av genetisk effektiv populasjonssterrelse

(Ne, med 95% konfidensintervall, CI) er gjort under antagelse at forandringene
skyldes tilfeldig genetisk drift og at generasjonstiden er ca 7 ar. Se tekst

for diskusjon.

Locus Mjavatn Ufsvatn

Ue6o 0,130 0,054

U73 ¥ ¥

SSA197 0,077 0,0818

MST543AE 0,035 -k

Gjennomsnitt Fi’ (CI) 0,055 (0,024-0,134) 0,078 (0,025-0,338)
Ant generasjoner 9 10

Estimert N, (CI) 82,2 (33,5 - 184,6) 63,9 (14,8 - 196,5)

*) Data ikke tilgjengelig for eldre materiale

I populasjoner av begrenset storrelse vil det alltid forekomme tilfeldige genetiske
forandringer, sékalt genetisk drift, over tid. Gitt at det er vanskelig med sikkerhet a sla
fast arsaken til de observerte genetiske forandringene er det interessant & underseke
hvorvidt vi kan forklare forandringene bare som en konsekvens av slik tilfeldig drift.
Dette kan vi gjere fordi det, i fraveer av andre forstyrrende faktorer, finnes en enkel
sammenheng mellom den genetisk effektive populasjonssterrelsen (N.) og observert drift.
Etter teorien (Nei & Tajima 1981, Waples 1989, Jorde & Ryman 1995) har vi folgende

omtrentlige forhold:

der Fx' er den observerte genetiske driften i tidsperioden og G er antall erretgenerasjoner
som denne perioden tilsvarer. Tidligere demografiske studier av innlandserret antyder en

generasjonstid pa ca 7 ar (Jorde og Ryman 1996). Dersom dette er tilfelle ogsa her
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tilsvarer undersegkelsesperioden 9 generasjoner for Mjavatn (1937-2000) og noe under 10
generasjoner for Ufsvatn (1933-2000). Fra data som vist i Tabell 3 estimerer vi da at den
effektive starrelsen pa erretpopulasjonen 1 disse vannene er henholdsvis 82 (usikkerhet:
33,5 - 184,6) for Mjavatn og 64 (usikkerhet: 14,8 - 196,5) for Ufsvatn. Det er interessant
a merke seg at disse to estimatene, selv om de er lave, ligger innenfor hva som er funnet
tidligere hos innlandserret (50-500: Jorde og Ryman 1996). Dette kan tyde pa at de
genetiske forandringene som vi observerer skyldes tilfeldigheter 1 smd bestander, enten
fordi bestandene alltid har veert sma eller fordi de har gatt igjennom en flaskehals,
kanskje 1 forbindelse med forsuringen. Imidlertid, som diskutert ovenfor, er det trolig at
iallfall en del av den genetiske forandringen som har funnet sted i Mjavatn skyldes
innblanding av fremmed fisk, og ikke genetisk drift. I sa fall kan bestanden effektivt sett
vare storre enn beregnet her. Ogsé for Ufsvatns vedkommende er det usikkerheter
forbundet med beregningene som vi har gjort av effektiv populasjonssterrelse. Dette ikke
bare pé grunn av det bredere statistiske konfidensintervallet for dette vannet (og som
skyldes at faerre gener er undersekt her), men fordi genotypedataene tyder pa at dette
vannet kan inneholde flere enn én erretbestand (se ovenfor). Imidlertid er forandringen av
en slik karakter (tap av genetisk variasjon) som vi kan forvente av akkumulert genetisk
drift 1 sma bestander, og dette styrker antagelsen om at bestanden(e) i dette

vannet er eller har vert effektivt sma.
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4 Sammendrag og konklusjon

Orret fra utvalgte vann 1 Aust-Agder ble karakterisert genetisk ved hjelp av sdkalt
mikrosatellitt-DNA teknikk. Resultatene viser at erreten i ulike vann er genetisk
forskjellige og at dreyt 20% av den totale genetiske variasjonen skyldes forskjeller
mellom bestandene. Fra to av vannene ble ogsa gammelt skjellmateriale

fra 1930-ara undersokt genetisk og dette avdekket tildels store genetiske forandringer i
orretbestandene fram til i dag. I det ene vannet (Mjavatn) kan de observerte genetiske
forandringene forklares ved utsetting av ikke-stedegen fisk, mens det 1 det andre
(Ufsvatn) ser ut til 4 ha funnet sted tap av genetisk variasjon som folge av lav

effektiv populasjonssterrelse, eventuelt forarsaket av forsuring. Resultatene understeker
viktigheten av en bredere kartlegging av erretbestandene i Aust-Agder og de forandringer

de har veert igjennom som folge av menneskelig pavirkning.
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