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1 Innledning

Svanemusling (Anodonta cygnea Linnaeus, 1758) er registrert kun to steder i Norge, Transjgen og
Hersjoen i Ullensaker, Viken (tidl. Akershus) (Sandaas m. fl. 1999). Foryngelse er pavist kun i
Hersjgen. Artsdatabanken har tidligere klassifisert arten til & veere sterkt truet (Lopes - Lima m. fl.
2017). Da den nye rgdlisten kom i 2015 hadde svanemusling blitt satt ned til sarbar, uten at
kunnskapsgrunnlaget var forbedret (Henriksen 2015). Det er derfor behov for a styrke
kunnskapsgrunnlaget gjennom videre datainnsamling (Jeschke og Strayer 2008). Et sentralt spgrsmal
i den forbindelse vil da veere om denne populasjonen er en restpopulasjon naert beslektet med de som
finnes i Ser-Europa, om de er like de populasjonene som er funnet i Sverige og Nord-Europa, eller om
det finnes en helt egen variant. I sa fall vil det vaere enda viktigere a ta vare pa den norske
populasjonen (Groom m. fl. 2006). Det er mulig 4 finne ut av dette ved & bruke cytochrome oxidase I
(COI) genet i mitokondrielt-DNA (mtDNA) fra svanemusling. COI-genet brukes til artsidentifisering i
prosjektet Barcode of life! og er derfor har et meget konservert mutasjonsrate innenfor ulike arter.
Dette kan gjores ved & sjekke de norske svanemuslingene sine sekvenser mot sekvenser som allerede
ligger i GenBank®2(Mills 2007). Vi har pé forhand laget et fylogenetisk tre basert pd sekvensene som
ligger i GenBank®. Her fant vi tre genetiske grupper av svanemusling i Europa (Froufe m. fl. 2014),
dermed kan vi finne ut i hvilken av disse genetiske gruppene den norske svanemuslingen hgrer
hjemme. For & undersake dette, samlet vi inn 50 individer fra Transjgen til molekyleeranalyse.

Svanemusling tilhgrer slekten dammuslinger familien og regnes blant de store ferskvannsmuslingene.
Den lever i elver og i innsjger, oftest pa blgtbunn. Svanemuslingen har rask vekst frem til
kjennsmoden alder ved 4-6 ar, da stagnerer veksten. Voksne svanemuslinger er som regel ca. 12-16 cm
lange, men enkelte individer kan bli over 20 cm. Svanemuslingene har et larvestadie som er parasittisk
pa fisk, de slipper larvene sine (glochidier) senvinter/varen, og disse fester seg over hele vertsfisken
(Paula m. fl. 2006). Etter at de har festet seg, gijennomgér de en metamorfose. Etter noen maneder
slipper de taket i fisken og etablerer seg i mudderet, der de begynner 4 filtrere vannet (Paula m. fl.
2006). Stadiet hvor svanemuslingen er parasittisk er darlig undersgkt. Denne co-evolusjonen
(samspillet) mellom fisk og musling er en viktig faktor i bevaringen av svanemuslingen (Huber og
Geist 2017; Ozerov m. fl. 2010).

t http://www.barcodinglife.com/
2 https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/
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2 Transjgen

Transjgen ligger 169 moh. i Ullensaker kommune, og i vannomradet Hurdalsvassdraget og Vorma
(tabell 1). Nedbgrsarealet er pa 3,86 kmz, og bestér av 7 % landbruk, 1 % myr, 61 % skog, 4% innsjo og
12% urbant areal. Trandum militeerleirer dekker en stor del av nedbgrsfeltet, og Gardemoen lufthavn
ligger tett inntil vannet (figur 1). Transjeen er en liten lavlandsjs (0,108 Km2, <200 moh), middels
arsvolum er 1,71 Mm3 pr ir, og en midlere avrenning pa 443 mm pr ar, med et maksdyp pé 22 m, den
er kalkrik (Ca > 20 mg/1, Alk > 1 mekv/1), klar (TOC2-5, STS < 10 mg/L). En oppsummering av
litteraturen fra 1994, viste at det var en ultra-oligotrof innsjo med sterk pavirkning av grunnvann.
Grunnvannet har hgy grad av saltinnhold og det har medfert at Transjgen er meromiktisk? (Halvorsen
1994). Det finnes registrert tre arter av fisk - abbor, gjedde og mort (Halvorsen 1994).

Tabell 1: Lokalitet data for Transjgen.

Navn Vannforekomst ID Prgvelokalitet Vanntype UT™M 33
Nord i t @ 2855761
Transjgen 002-4169-L oraivanne 1109 N 6681660

* En meromiktisk innsje har vannlag som ikke blander seg med de andre vannlagene under vér og hgstsirkulasjonen.
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Figur 1: Transjgen, prgvene (markert med rgde punkter) ble tatt ut pa ulike lokaliteter langs litoralsonen helt nord gst i
vannet.
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Figur 2: Nordenden av Transjgen der vi gikk ut for @ samle inn svanemuslingene.
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3 Metode

3.1 Oversikt over undersgkelsene

3.1.1 Innsamling

Svanemuslingen lever fra 0,5 m til 3 meter under vannoverflaten og kan lett hentes opp. Vi brukte
fridykkerutstyr for 4 samle inn svanemuslinger fra ulike steder langs litoralsonen (figur 2). For at ikke
individer skulle tas fra samme «koloni», ble det valgt ut ett individ fra muslinger i klynger pa opptil 10-
15 individer. Svanemuslingen som ble tatt opp, ble lagt i batter med vann. For a ta prover ble skallet ved
hjelp av en spesialtang apnet forsiktig slik at en fikk en skalpell inn for & ta et lett skrap av kappen. Sterile
skalpeller ble brukt kun en gang per individ, etter protokoll fra Karlsson m. fl. 2013 (Karlsson m. fl.
2013). Dette skrapet ble umiddelbart tatt over i et ror med 96% etanol for konservering (figur 3). Etter
provetaking ble svanemuslingene satt tilbake til sitt naturlig milje.

Figur 3: Feltbordet med prgveutstyr.
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3.1.2 DNA-ekstraksjon

Provene ble sendt til NIBIO sitt laboratorie pa Svanhovd. Her ble DNA ekstrahert fra vevet til 18
individer, plukket ut fra de 50, der det var synlig vev. Det var veldig lite materiale i prevene og stort
sett ble alt vev brukt i en ekstraksjon. Progvene ble ekstrahert og renset med Qiagen Blood & Tissue Kkit,
med noen endringer i forhold til vanlig vevsprotokoll:

e det ble tilsatt 30 uL proteinase
e provene ble inkubert pa 58°C1i 2 timer.
e provene ble eluert i 2 x 25uL.

Konsentrasjonsomrade for prgvene var 1-30 ng-DNA/uL.

3.1.3 PCR

For PCR reaksjonene ble det brukt modifiserte primere til COI-genet, tilpasset nettopp denne arten
(Walker m. fl. 2006, 2007):

Navn Sekvens Temp. Referanse
Modifiserte LCO22me2 GGTCAACAAAYCATAARGATATTGG 48 Walker m. fl. 2006
primere HCO700dy2 TCAGGGTGACCAAAAAAYCA 48 Walker m. fl. 2006

PCR-reaksjoner ble satt opp som beskrevet i Froufe m. fl. (2014):

25l reaksjon: PCR-program:

2.5uL Applied Biosystems GeneAmp 10X Gold Innledende denaturering 94°C 3 min
buffer 40 sykler

1.25 uL hver primer (10 mmol/L) Denaturering 94°C 30 sek
3.0 4L MgCl; (25 mmol/L) Primer péslag 48°C 40 sek
2.5uL Thermo Scientific ANTP mix (20 mmol/L) Stabilisering 72°C 60 sek
0.2 uL  Applied Biosystems AmpliTaq Gold DNA Siste stabilisering 72°C 10 min
Polymerase (5U/uL)

1-2 ng* DNA templat

*Det ble tilsatt enten 2.5uL eller 5uL DNA til PCR-reaksjonene basert pd DNA-konsentrasjon i eluatet
malt ved fluorometri (QuantiFluor ONE dsDNA System, Promega).
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3.1.4 Sekvensering og statistisk analyse

PCR-produktene ble sendt til Macrogen Europe B.V. hvor de ble sekvensert ved bruk av de modifiserte
COI-primerne (100 pmol/uL).

Sekvensene ble sammenstilt og kontrollert i programmet MEGA X (Kumar et al. 2018). Begge veier av
genet ble sammenlignet mot hverandre. Da alle sekvensene var kontrollert, ble det foretatt
evolusjonsanalyser i MEGA X.

Den evolusjonere historien til svanemuslingene ble utledet ved & bruke metodene maximum
likelihood og Tamura-Nei-modellen (Tamura m. fl. 2004) for & lage et evolusjonzrtree. For den
heuristiske sammenligningen av evolusjonaretre ble Neighbor-Join og BioNJ-algoritmer til en matrise
av parvise avstander estimert ved bruk av Tamura-Nei-modellen med 100 000 repetisjoner (Kumar
m.fl. 2016). Deretter ble det evolusjonartreet valgt ut som hadde hgyest topologi log-
sannsynlighetsverdi. Denne analysen involverte 40 nukleotidsekvenser. Kodon-posisjoner som er
inkludert i analysen, var 1. + 2. + 3. + Ikke-kodede omréader. Det var totalt 600 basepar i det endelige
datasettet.
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4 Resultater

Det ble ekstrahert DNA fra 18 individer. Kun 10 individer hadde tilfredsstillende amplifikasjon av
DNA etter PCR, som ga opphav til fullstendige COI-sekvenser. Disse ble analysert i forhold til
slektskap. Analysen viser at det er fem grupperinger av slektskap, der Frankrike og Italia har to
utgrupper, som grupperer ut for hovedlinjen i Europa og Russland (figur 4). I denne studien fant vi
fire unike haplotyper* i Norge, inkludert den vanlige haplotypen som finnes i hele Europa og Russland.
Den mest vanlige haplotypen i Norge danner en egen gren med 63 bootstrapverdi, ut fra den vanlige
varianten i Europa og Russland. To Italienske haplotyper danner ogsa en tilsvarende gren ut fra den
mest vanlige haplotypen i Europa og Russland. De to andre unike haplotypene i Norge stammer ogsa
fra Europa og Russland-grenen, men har meget lave bootstrapverdier.

4 Haplotype er en unikt sekvens av et gen, som har en eller flere mutasjoner, ulikhet i forhold til andre gener det sammenlignes
med.
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MK034158.1 Rusland
MK034160.1 Russland
IMF414278.1 Italia
MF414276.1 ltalia
MF414270.1 Frankrike
MF414269.1 Frankrike
MF414268.1 Frankrike
MF414266.1 Frankrike
MF414265.1 Frankrike
MF414263.1 England
MF414262.1 Sjekkia
IMF414261.1 Sjekkia
MF414260.1 Sverige
MF414259.1 Sverige
MF414257 1 Sverige
MF414256.1 Sverige
MF414255.1 Sverige

MF414254.1 Sverige

] &

MF414253.1 Ungamn
KC583513.1 Portugal
4 MF414277 1 Italia
ﬂ{MF414279.1 ltalia
— GU230748.1 Palen
AF461419.2 Polen
DQO060170.1 Sverige
— 54 Norge

42 Norge

] &

4T Norge

56 Norge

589 Norge

60 Norge

62 Norge

64 Norge

65 Norge

— 43 Norge

—— MF414423.1 Italia

KX822633.1 falia

WMF414267 1 Frankrike

MF4142751 ltalia

MF414312.1 Anodonta exulcerata

Figur 4:

0,040 0,030 0,020 omo 0,000

Evolusjonzert tre av mitokondrie-genet (COI) eller barkodingsgenet. Bokstavene og tallene foran landet er
genbanknummerert. De norske prgvene har kun Igpenummer. Treet er basert pa 600 basepar og modellen som
er brukt for a lage treet, er «maximum likelihood» med 100 000 repetisjoner (Kumar m. fl. 2016). Treet er rotet
med en Anadonta exulcerata. Tallene ved grenene er bootstrapverdier.
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5 Diskusjon

Den europeiske rgdlisten, utarbeidet av European Enviroment Agency?, har klassifisert
svanemuslingen som ner truet i IUCNS-systemet. Grunnen til at arten er pd den europeiske rgdlisten,
er at det finnes lite informasjon om arten, samt at habitatene som den lever i er sterkt redusert.

Siden funnet av Savnemusling, har det blitt spekulert i om den har en naturlig utbredelse i Norge, eller
om den har blitt satt ut. En annen mulighet er at den har blitt spredd via fisk med larver som har blitt
flyttet fra Sverige eller andre land i Europa (Huber og Geist 2017).

De genetiske slektskapsanalysene viser at den vanlige varianten som finnes i store deler av Europa,
finnes ogsa her. Dette tydere pé at svanemusling har en naturlig utbredelse, der Norge er en
randpopulasjon.

De unike variantene som bare finnes i Norge, kan ha oppstatt pa ulikt vis. Etter sist istid, eller
mutasjonene har oppstatt for, men har overlevd her. Fordi det er sa langt til naermeste forekomst, som
er i Sverige, kan det hende at et f.eks. et sykdomsforlgp i de mer sentrale delene av Europa ikke har
nédd denne norske populasjonen. Dermed kan de europeiske populasjonene hatt en utvasking av
genetisk variasjon, som den norske populasjonen ikke har hatt (Mills 2007). Til sammenligning er det
kun i Italia det er flere haplotyper, (slik som i Norge), enn det som er vanlig ellers i Europa. Mellom
Italia og Europa er Alpene, som kan ha vert en barriere for denne type sykdom.

En annen forklaring kan veere at disse to innsjgene, der svanemuslingen lever i dag, er sterkt pavirket
av grunnvann som kan ha skapt et helt spesielt miljo som opprettholder disse genvariantene
(Halvorsen m. fl. 1994).

En tredje forklaring kan vare at vertsfiskene til svanemuslingens larvestadium, altsa gjedde, abbor og
mort, kan ha ulik immunrespons, og at de ulike genetiske variantene av svanemuslingen skyldes
tilpasning til ulike vertsfisker. Et slik system finnes hos elvemusling (Margaritifera margaritifera L.),
og kan tenkes & veere relevant ogsé for svanemusling (Huber og Geist 2017; Karlsson m. fl. 2014).

Vi foreslér a gjore flere genetiske analyser ved bruk av mikrosatellitter hos disse to populasjonene for a
finne ut hvor stor effektivpopulasjonssterrelse’ svanemuslingen har, samt hvor nzrt beslektet de er
med de naermeste svenske populasjonene. For & undersgke den genetiskvariasjon, ma en ha et
tilstrekkelig materiale og helst ha flere populasjoner utenfor Norge. Da kan det vurderes mer eksakt
hvor innavlet populasjonen er. Mikrosatellitter vil ogsd kunne benyttes til & undersgke om
populasjonene har gjennomgatt en flaskehals®, eller en rask ekspansjon. Det er viktig & fa et godt
kunnskapsgrunnlag for en videre forvaltningsplan av arten i Norge.

S https://eunis.eea.europa.eu/species/Anodonta%20cygnea
¢ https://www.iucn.org/

7 Effektiv populasjonssterrelse er bestemt av antall individer, av begge kjonn, som parer seg og fir avkom. Mer presist kan
effektiv populasjonssterrelse defineres som sterrelsen pa en ideell populasjon, med like stor genetisk drift som populasjonen
man maler mot.

8 Flaskehals er en betegnelse pé en hendelse i utviklingen til en bestand, der antallet individer begrenses sterkt i lapet av en kort
periode.
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6 Konklusjon

Svanemuslingen ser ut til & ha en naturlig utbredelse i Norge. Det er bare Italia i Europa som har flere
haplotyper pa samme sted. Den norske populasjonen er derfor ganske unik og viktig & beskytte. Ut fra
de genetiske analysene, er det lite sannsynlig at svanemuslingen i Transjgen er satt ut. Dette fordi den
har flere haplotyper enn de andre undersgkte populasjonene i Europa, og dermed métte de som
eventuelt har satt ut svanemuslingen, ha tatt med seg mange varianter i et tilfeldig utvalg fra flere
populasjoner, eller veldig mange individer fra en annen populasjon.

Siden resultatene kan tyde pa at den norske populasjonen har sin egen gren pa det evolusjonare treet,
kan det ogsa tenkes at de har spesielle egenskaper. Derfor bar det gjores undersgkelser for a finne ut
mer om egenskapene til de norske svanemuslingene og deres vertsfisker.
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NIBIO

NORSK INSTITUTT FOR
BIOGKONOMI

Norsk institutt for biogkonomi (NIBIO) ble opprettet 1. juli 2015 som en fusjon av Bioforsk,
Norsk institutt for landbruksgkonomisk forskning (NILF) og Norsk institutt for skog og landskap.

Biogkonomi baserer seg pa utnyttelse og forvaltning av biologiske ressurser fra jord og hav,
fremfor en fossil gkonomi som er basert pa kull, olje og gass. NIBIO skal vaere nasjonalt ledende
for utvikling av kunnskap om biogkonomi.

Gjennom forskning og kunnskapsproduksjon skal instituttet bidra til matsikkerhet, baerekraftig
ressursforvaltning, innovasjon og verdiskaping innenfor verdikjedene for mat, skog og andre
biobaserte nzeringer. Instituttet skal levere forskning, forvaltningsstgtte og kunnskap til
anvendelse i nasjonal beredskap, forvaltning, neeringsliv og samfunnet for gvrig.

NIBIO er eid av Landbruks- og matdepartementet som et forvaltningsorgan med saerskilte
fullmakter og eget styre. Hovedkontoret er pa As. Instituttet har flere regionale enheter og et
avdelingskontor i Oslo.

Forsidefoto: Ruben A. Pettersen. @vrige foto er tatt av Ruben A. Pettersen.
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