Bruk av genetiske metoder i forvaltningen

Mange kommersielle fiske-
bestander er i dag kraftig redu-
sert, og det er allment akseptert
at “fore-var-prinsippet” anvendes
for & unnga store, uforutsette
endringer i bestandene. Samtidig
er det et okende krav til overvik-
ning og okosystembasert for-
valtning. Dette vil métte motes
med vitenskapelige data, og
molekylaergenetiske metoder har
blitt trukket fram som det beste
verktayet for & oke var kunnskap
og forstaelse av dynamikken i
fiskebestandene.
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Molekylergenetiske metoder gjor bruk av
nedarvede, avgrensede og stabile gene-
tiske markerer, og har et stort potensial for
blant annet & analysere bestandsstrukturer,
rekruttering og bestemme sammensetnin-
gen i fiske pa blandede bestander.

Viktig hjelpemiddel for
fiskeriforvaltningen

Molekylare teknikker er en av mange
for & handtere utfordringer i fiskerifor-
valtningen, men disse verktoyene er mest
effektive dersom de brukes i kombinasjon
med andre metoder: merkedata (elektro-
niske og konvensjonelle), fysisk oseano-
grafi, livshistorievariasjoner og ekologisk
modellering. Ved & kombinere genetisk
informasjon med biologisk og ekologisk
kunnskap fra lange tidsserier, kan vi oke
forstaelsen av de faktorene som kontrolle-
rer fordelingen av bestander eller individer
i bade tid og rom.

De forventninger vi gjerne har nar det
gjelder mulig differensiering mellom uli-
ke populasjoner, bygger i forste rekke pa
okologisk kunnskap om de ulike artene
og deres miljo. Stor populasjonssterrelse,
hey fekunditet (formeringsevne) og store
muligheter for spredning ferer i kombi-
nasjon til en forventning om liten diffe-
rensiering mellom marine populasjoner.
Sammenlignende studier har ogsa vist at
marine fiskepopulasjoner er mindre diffe-
rensierte enn arter i ferskvann eller anadro-
me arter som for eksempel laks. I de senere
arene er det imidlertid observert flere arter
hvor en finner en svak, men tydelig gene-
tisk strukturering. Dette skyldes sannsyn-
ligvis en kombinasjon av ekt sensitivitet i
de genetiske metodene, bedre provetaking
og bedre statistiske analyser.

Lang forskningstradisjon ved
Havforskningsinstituttet
Havforskningsinstituttet har i mer enn 40
ar drevet populasjonsgenetiske studier pa
okonomisk viktige arter. De metodene
som ble utviklet pa 1960-tallet ble raskt
tatt i bruk for & studere populasjonsstruk-
tur/bestandsstruktur hos bade torsk, laks
og sild.

Marin ressursforvaltning star foran en
rekke nye utfordringer i drene som kom-
mer, og vi har allerede sett eksempler pa

drastiske reduksjon i de ville bestandene
med stenging av tidligere meget produk-
tive omrdder som resultat (torskefiske pa
ostkysten av Canada, torskefiske i Nord-
sjoen), og anbefaling om nulluttak av kyst-
torsk nord for 62°N.

For a fremme en baerekraftig utnyttelse av
de artene vi er satt til & gi rad for, trenger vi
mer inngdende vitenskapelig informasjon
bade om artens biologi, populasjonsstruk-
tur og de omgivelsene de lever i og det
samspillet de har med andre arter i miljoet.
Denne kunnskapen ma gjores tilgjengelig
for & kunne forklare og rettferdiggjore de
grep som forvaltningen iverksetter.

Remming fra oppdrettsanlegg medferer
en potensiell risiko for uenskede genetiske
forandringer 1 vare ville fiskebestander.
Oppdrett av torsk er pa vei til & bli en ny
naring. I 2005 ble det solgt omtrent 7400
tonn oppdrettstorsk, men den potensielle
produksjonen i de neermeste arene er bety-
delig storre. Miljoutfordringene er betyde-
lige, og ma tas pa alvor fer oppdrett av
torsk kommer for langt. Det er viktig &
trekke leerdom av lakseoppdrett, hvor en
hele tiden har veert i etterkant med nedven-
dig kunnskap for god radgivning om blant
annet genetiske interaksjoner. Potensielle
problemer i forbindelse med torskeopp-
drett vil i tillegg til gyting i merd og rem-
ming/geninteraksjon med ville stammer,
vaere sykdom og spredning av patogener.

Metoder

a. Proteiner/enzymer

Den vanligste teknikken for & studere vari-
asjon i vev eller vaesker er analyser av allo-
zymvariasjon. Allozymer er funksjonelt
like varianter av enzym, som kan separeres
ved hjelp av elektroforese. Enzymene blir
gjort synlige ved hjelp av en kjemisk reak-
sjon, og genetisk variasjon blir bestemt ut
fra forskjellig mobilitet hos de ulike alle-
lene. Det er observert allozymvariasjon
mellom individer i nesten alle dyrepopu-
lasjoner, og denne teknikken var den domi-
nerende for genetiske studier av marin fisk
fra 1970 og langt ut pa 1990-tallet. Metoden
er fortsatt i bruk, men i mindre grad enn
andre metoder, og Havforskningsinstituttet
bruker allozymvariasjon og hemoglobin
variasjon som en viktig karakter i studier
av bl.a. torsk, sild og uer.

Bruk av allozymer er en billig metode,
krever lite spesialisert utstyr eller eksper-



tise, og er en relativt rask metode. Man
kan raskt analysere mange gener, og mer
enn hundre individer kan kjeres i en og
samme analyse.

b. DNA

Alle dyreceller inneholder to typer DNA:
mitokondrielt DNA (mtDNA) og nukle-
@rt DNA (nDNA). Begge typer er bygget
opp av fire forskjellige nukleotider. Innen
populasjonsgenetikk studerer vi en eller
flere utvalgte regioner i en eller helst begge
typer DNA.

PCR er en teknikk for & oppformere de(n)
utvalgte delen(e) av DNA og dermed lage
enormt mange kopier for videre analyse.
En PCR-reaksjon med 35 sykler vil lage
totalt over 68 milliarder kopier av den
utvalgte delen av DNA.

To av de mest brukte metodene ved Hav-
forskningsinstituttet i dag er mikrosatellit-
ter og pantophysin.

MIKROSATELLITTER er korte repeterte
enheter av DNA, vanligvis mellom to og
fem basepar i lengde. De finnes overalt
i genomet og har en meget hoy muta-
sjonsrate (frekvensen av forandringer i
arvestoffet). Det er identifisert arter med
mikrosatellitter med opp til 100 alleler.
Mikrosatellitter er mye brukt i studier av
populasjonsstruktur, men brukes ogsé i
studier av gyteatferd og slektskap mellom
individer. En typisk studie av en marin fisk
med mikrosatellitter bruker kanskje 5-15
mikrosatellittgener, avhengig av problem-
stillingen. Metoden er i1 utgangspunktet
artspesifikk, men samme “verktoy” kan
en sjelden gang brukes i beslektede arter
(for eksempel stillehavslaks og atlanter-
havslaks).

PANTOPHYSIN (Panl) koder for et pro-
tein som er under seleksjon — pavirkes av
miljeet. Dersom denne seleksjonen ikke er
ekstremt hoy vil forskjeller mellom grup-
per av individer kunne pavises “raskere”
(ilepet av 10 000 ar!) i dette systemet enn
i ikke-selektive proteiner/enzymer. Dette
systemet har to varianter, hvor den ene
(Panl) er totalt dominerende i skrei, mens
den andre typen (Panl*) er dominerende i
kysttorsk (se figur 1.15.2).

Mulige bruksomrader

a. Artsidentifisering

Korrekt artsidentifisering er nedvendig
for forvaltning av en art og for & kunne
gi riktige tall for mengde og utbredelse
av arten, for & bestemme hvor den fisken
som landes kommer fra, og & sikre riktig
merking av fiskeprodukter pa markedet/i
butikken (autentisering). Arter kan vare
morfologisk ganske like og dermed van-
skelig & skille fra hverandre, spesielt pa
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juvenile/0-gruppestadiene og for kryptiske
arter, dvs. arter som utseendemessig er helt
like, og genetisk nesten helt like, men like-
vel sapass forskjellige at en krysning mel-
lom to slike arter vil fore til et sterilt avkom
som for eksempel uerartene (Sebastes sp.).
Molekylergenetiske markerer er nyttige
for & lese mulige taksonomiske problemer,
og kan brukes til & studere marine arter pa
forskjellig utviklingstrinn.

Siden 80-arene har vi brukt genetisk varia-
sjon i enzymer for & identifisere arter, og
i dag har genetikere ogsa tatt i bruk varia-
sjonen i en spesiell DNA-sekvens eller
DNA-marker for & si noe om hvor mange
arter som befinner seg i et omrade, og for
a ansla mengden av hver av artene. Denne
teknikken, som ogsa er kjent som “DNA
barcoding”, kan utferes parallelt med
morfologiske analyser, og kan brukes til
a skille nert beslektede og dérlig karak-
teriserte arter fra hverandre (http://www.
barcodinglife.com) (Hebert et al. 2002).

Nar det gjelder oppdrettsorganismer som
kommer ut i det fri, enten som resultat av
havbeite (planlagt utsetting) eller uhell,
er det viktig & ha kunnskap om hvorvidt
oppdrettsorganismer vil kunne krysse seg
med ville artsfrender og dermed endre den
genetiske sammensetningen i den ville
populasjonen. Her er molekylaere metoder
et uvurderlig redskap.

b. Autentisering

Genetiske teknikker blir i dag mye brukt
til & studere utrydningstruede og beskyt-
tede arter, og teknikkene kan brukes for
a identifisere ukjente prover, art og til og
med identifisere hvor individet kommer
fra (Primmer et al. 2000).

Allozymer og mtDNA brukes for a identi-
fisere ulike prover av ferskt og kokt mate-
riale i tillegg til hermetiske prover. Et stort
utvalg metoder er utviklet og benyttes til
dels rutinemessig. Det finnes laboratorier
som tilbyr denne tjenesten, bade private
og offentlige. Slike metoder er ogsa under
utvikling ved Havforskningsinstituttet.

I tillegg til & identifisere art, vil det i
enkelte tilfeller ogsé veere mulig & kunne
identifisere geografisk opprinnelse til den
fangsten man studerer (Seeb et al. 1990).
Begrensningen med disse metodene i dag
er oppdaterte databaser med bakgrunns-
materialet og detekterbar genetisk struktur
i de aktuelle artene. Nielsen et al. (2001)
har utviklet en slik database for torsk og
har vist at genetisk analyse av kun to eller
tre individer av torsk fra en fangst vil
kunne gi entydig identifikasjon av hvor
fangsten kommer fra innen et omrade i
Nordest-Atlanteren, Ostersjoen eller
Nordsjeen.

c. Slektskapsanalyser/familieanalyser
Reproduksjon og rekrutteringsdynamikk
er fortsatt darlig kjent hos mange marine
arter, men dette er faktorer som kan ha en
stor innvirkning pa demografien og stabili-
teten til en populasjon. Molekylare marke-
rer kan lette forskningen pé dette omradet,
bade ved forvaltning av ville bestander og
i forbindelse med akvakultur.

Rekrutteringsmekanismer er blitt studert
ved hjelp av molekylergenetiske marke-
rer, selv om det meste av forskningen har
veert fokusert pa arter i oppdrett eller arter
som viser uvanlig reproduktiv strategi.
Det finnes veldig fa genetiske studier av
reproduktiv atferd av kommersielt viktige
fiskearter. Forsek i Parisvatnet viste imid-
lertid at store hanner var mer “effektive”
i forplantning, og at hannenes suksess var
avhengig av sterrelsesforskjeller mellom
hanner og hunner. Det at den reproduktive
suksessen hos hanner er sa varierende kan
fore til at det eksisterer flere sosken/halv-
sesken enn forventet i ville bestander.

Molekylargenetiske verktoy kan ogsé
brukes for & avslere gyteatferd i ville
populasjoner. Mange marine organismer,
spesielt de artene med hoy fekunditet og
hoy dedelighet i egg- og larvestadiene,
kan oppleve stor variasjon i reproduktiv
suksess. Molekylare teknikker har blant
annet blitt brukt for & vise gyting ved ulike
tidspunkt i samme omréde, ved & identifi-
sere ulike larvegrupper. Smé forskjeller i
gytetidspunkt vil kunne fore til at larvene
utsettes for ulike oseanografiske og bio-
tiske forhold som har betydning for senere
livsstadier, og dette kan fore til stor varia-
sjon i overlevelse mellom ulike larvegrup-
per og dermed forskjeller i bidrag fra ulike
gytere til neste generasjon.

Molekylergenetiske teknikker har apnet
muligheten for 4 kunne identifisere for-
eldrene til et enkelt avkom i begrensede
miljo som et oppdrettsanlegg. Ved hjelp av
for eksempel mikrosatellittanalyser vil ett
enkelt egg, eller en del av en larve, gi nok
materiale til & kunne identifisere mor og
far til dette individet. Innen eksperimentell
biologisk forskning pd marine arter som
for eksempel torsk, kveite og hummer,
vil denne muligheten for & kunne identi-
fisere avkom til foreldre veere meget ver-
difull, spesielt med tanke pa muligheten
for a studere seleksjon, konkurranse eller
reproduktiv suksess. I eksperimentelle stu-
dier utfort ved Havforskningsinstituttet er
DNA-familieidentifisering blitt brukt pa
flere arter, blant annet sjoorret, atlantisk
laks, hummer, kveite og torsk.

d. Remt oppdrettsfisk
I Norge er laks i dag den viktigste arten
innen fiskeoppdrett, men marine arter som
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2002-2005

Figur 1.12.1

Kartlegging av kysttorsk i perioden 2002—2005.Torsk er samlet inn fra 70 lokaliteter
(rede punkter), og levende stamfisk er samlet inn fra atte lokaliteter (bla sirkler).
Samarbeid mellom Havforskningsinstituttet, Bergen; Fiskeriforskning, Tromsg; Norges
fiskerihggskole, Tromsa og Moscow State University, Moskva.

Mapping of coastal cod during the period 2002—2005. Cod was collected from 70 locations
(red dots), and brood stock individuals were collected from eight locations (blue circles). Col-
laboration between the Institute of Marine Research, Bergen; Norwegian Institute of Fisheries
and Aquaculture Research, Tromsa; Norwegian College of Fishery Science, Tromse and Mos-

cow State University, Moscow.

torsk og kveite er pa vei inn, og i forbindel-
se med oppdrett er reomming av fisk sett pa
som et av de viktigste miljoproblemene.

Negative miljomessige konsekvenser av
remming er etter hvert godt dokumen-
tert pad laksefisk, og det er pa det rene at
remming kan ha negative effekter bdde
genetisk, ekologisk og ved overfering av
sykdom. Det er derfor et uttalt mal bade
fra forvaltning og nering at remmings-
tallene skal ned. Logistikken i dagens
produksjonskjede tilsier at avkom fra et
foreldrepar blir fordelt til flere smoltan-
legg og videre til flere matfiskanlegg.
Dermed har det liten hensikt & etablere
databaser med genetiske og andre opplys-
ninger fra avls- og stamfiskstasjoner eller
smoltanlegg. Nar formalet er & spore romt
oppdrettsfisk tilbake til matfiskanlegg,
ma referanseprover eventuelt skaffes fra

hver matfisklokalitet. For en marin art som
torsk vil det ogsa vaere nedvendig a skaffe
seg referansemateriale fra de stedegne
populasjonene.

e. Bestandsestimering

Forvaltningen har behov for & vite hvor
stor hver enkelt bestand er, men struk-
tur er et kontroversielt spersmal og ofte
avhengig av metode og tilnerming. Tra-
disjonelle metoder for & skille mellom
bestander har inkludert markerer som
skjellanalyser, otolitter, parasitter, morfo-
metri og morfologi. Disse markerene kan
i storre eller mindre grad veere pavirket av
miljeet, livshistorie eller til og med atferd.
Genetiske markerer derimot vil kunne gi
varige og udiskutabel identifikasjon av et
individ, uavhengig av alder, miljo, kjonn
eller individuell atferd. Med dagens utvalg
av nye statistiske metoder vil vi i kombina-

sjon med molekylaere metoder pa et sikrere
grunnlag bestemme hvilken populasjon
en fisk tilherer. Med disse metodene vil
vi ogsa kunne beregne hvor stor del en
gruppe med genetisk divergente individer
utgjer av en blandet bestand (for eksempel
kysttorsk og skrei).

Havforskningsinstituttets bruk av gene-
tiske metoder - utvalgte eksempler

a. Kartlegging av kysttorsk-populasjoner

For torsk har en et mye bedre grunnlag til
a evaluere miljoeffekter, enn da en startet
oppdrett av laks. Havforskningsinstituttet
har siden 1960-tallet sammen med andre
forskningsmilje gjennomfert genetiske
studier av torsk.

Fra 2002 har Havforskningsinstituttet
gjennomfort en storskala kartlegging av
kysttorsk langs hele norskekysten, basert
pa tidligere (syv protein-loci) og nye
DNA-baserte genmarkerer (fem mikro-
satellitt-loci og Panl). Over 7000 prover
er samlet inn fra 70 lokaliteter langs hele
kysten (Figur 1.12.1).

De nye analysene bekrefter at det er store
genetiske forskjeller mellom nordestark-
tisk torsk (skrei) og kysttorsk i Panl-sys-
temet (Fevolden og Pogson 1997, Pogson
og Fevolden 2003). Det er ogsa funnet
genetiske forskjeller mellom nordestark-
tisk torsk og kysttorsk i hemoglobin og i
tre mikrosatellitter. I tillegg viser dataene
stor genetisk variasjon mellom kysttorsk
fra ulike omrader — saerlig mht. nord/syd.

b. Kysttorsk-/skreiproblematikken
Havforskningsinstituttet har i en arrekke
studert genetisk variasjon hos sé vel kyst-
torsk-populasjoner langs hele norskekys-
ten som skreien i Barentshavet. Allerede
1 1959 ble det forste arbeidet pa blodty-
per fra torskefisk publisert (Halvorsen og
Moller 1959). Utover pa 60-tallet ble det
arbeidet med en rekke andre metoder, og
hemoglobin og analyser av serum ved agar
elektroforese var lenge den mest benyttede
metoden. Denne pionerperioden hadde
sitt haydepunkt pa siste del av 1960-tallet.
Klare genetiske forskjeller mellom nord-
ostarktisk torsk og ulike stammer kysttorsk
ble funnet béde i analyser av blodprotei-
ner og blodtyper. Disse undersekelsene er
senere lagt til grunn for en egen kvote pa
kysttorsk i norske farvann.

Basert pa data fra en rekke publiserte
arbeider, data fra padgaende prosjekter og
en feltstudie i Lofoten varen 2005 (http://
www.imr.no/aktiviteter/forskningsgrup-
per/populasjonsgenetikk/fagomrader),
og analyser ved hjelp av sakalt “assign-
ment-test” (fordeling av hvert individ til
den gruppen/populasjonen som er mest
lik genetisk) pa deler av et stort provema-



teriale samlet inn i perioden 2002—2005
trekker vi den konklusjon at det ved hjelp
det sdkalte Panl-systemet er mulig a skille
mellom en fangst av skrei og en fangst av
kysttorsk (Figur 1.12.2).

c. Sporing av remt oppdrettsfisk

Ifolge fiskeriforvaltingen er det knyttet
stor usikkerhet til hvor mye laks som fak-
tisk remmer fra norske oppdrettsanlegg.
Hvor kommer remlingene fra, og hva er
den relative fordelingen av rapportert og
urapportert romming? Innledende arbeid
ved Havforskningsinstituttet har vist at
DNA-markerer og nyutviklede statistiske
tester 1 mange tilfeller kan identifisere
laks med god presisjon. Vi undersokte
presisjonen i identifisering ved hjelp av
12 DNA-mikrosatellittmarkerer, og dette
viste at laks fra de fem sterste avislinjene
i Norge kunne skilles med hey presisjon.
Presisjonen 1 identifiseringen av villaks-
bestandene var noe lavere, med unntak av
Neiden, der presisjonen var 93 %. Dette
skyldes sannsynligvis at Neiden tilherer
en nordlig undergruppe av atlantisk laks,
som er noe ulik laksen lenger serover
langs norskekysten. Det var bare 3—4 %
feilidentifisering mellom oppdrettslaks og
villaks. I tillegg viste en undersokelse av
syv ulike smoltgrupper fra fire matfiskan-
legg i Hardangerfjorden at det var mulig &
identifisere i underkant av 70 % av indivi-
dene ved hjelp av 11 DNA-mikrosatellitter
(Wennevik et al. 2006).

d. Identifisering av amerikansk hummer

De forste amerikanske hummerne i norske
farvann ble rapportert i slutten av 1999,
og det ble opprettet et samarbeid mellom
Havforskningsinstituttet og Akvariet i
Bergen for a folge opp med registreringer
og informasjon til fiskere. I startfasen ble
noen fé genetiske analyser utfort, basert
pa allozymer og mikrosatellitter. En av
konklusjonene var at morfologiske kjen-
netegn ikke alltid er egnet til & skille de
to artene, og at det er nedvendig a teste
et storre utvalg av mikrosatellittmarkeorer
for eventuelt & kunne pavise krysninger
mellom de to artene (hybridisering). Hittil
er 18 markerer testet, og det er funnet tre
markerer spesielt egnet til sikker identi-
fisering, eventuelt pavisning av hybrider
(Jorstad et al. 2005).

I begynnelsen av september 2005 ble Hav-
forskningsinstituttet kontaktet av flere
fiskere fra omréadet rundt Bjorey utenfor
Bergen. De hadde alle fanget hummer som
var morfologisk avvikende fra den vanlige
europeiske hummeren. Genetiske analyser
basert pa de ovenfor nevnte mikrosatellitt-
markerene slo fast at dette var amerikansk
hummer.
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Figur 1.12.2

Et eksempel pa en elektroforetisk analyse av en tilfeldig utvalgt fangst. Denne inneholder sa

mange BB at det nok er en blandingsprove.

Figure 1.12.2. Electrophoretic analyses of a randomly chosen landing. Due to the large number of BB
this is regarded a mixed sample of NEA and coastal cod.

Medieoppmerksomheten forte ogsa til
rapporter fra fiskere i andre omrader enn
Bjoroy, de fleste fra Serlandet. I alt ble det
pavist 8 amerikanske hummere i 2005, og
4 12006. DNA-analysene som er utviklet
er avgjerende for sikker identifisering av
amerikansk hummer i Norge.

Genetiske endringer i villaksbestander

En undersokelse av genetisk stabilitet i syv
ville laksebestander ble gjennomfort i 2004
0g 2005 med ti DNA-mikrosatellittmarke-
rer. Undersekelsen var basert pa tidligere
innsamlet skjellmateriale og nyinnsamlet
materiale fra samme bestander. De gene-
tiske profilene basert pA DNA-mikrosa-
tellitter var stabile i laksebestandene i
Etneelven, Namsen, Haelven og Granvin-
elven, mens det ble vist genetiske forand-
ringer i laksebestandene i Vosso, Opo og
Eio. Det interessante er at forandringene
er pavist i bestander med svert hoye inn-
slag av remt oppdrettslaks, mens det i et
omréde uten noe sarlig romt laks ikke ble
pavist forandring. Samtidig ble det vist at
noen bestander med store innslag av remt
laks likevel er genetisk stabile.

Use of genetic methods in fisheries
management

Many important commercial fisher-
ies are severely depleted, and despite
application of diverse management
programmes, stocks have often con-
tinued to decline. There is therefore an
increased demand on fishery monitor-
ing, and management may be met by
the use of improved scientific data on
the target species and their environment.
Molecular tools have enormous potential
for clarifying issues related to marine
resources, ranging from the traditional
applications of stock structure assess-
ments to more recent applications relat-
ing to recruitment or analysis of mixed
stocks.





