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Sammendrag

| Tinnsjg ble det i perioden 1958-1998 utsatt 50 000 en-somrig @rret pr. ar, hovedsaklig
Tunhovd-grret. Direktoratet for Naturforvaltning endret palegget 06.08.1996 med krav
om farst & finneklippe og sette ut 50 000 grret av Tunhovd stamme i 1996-1998, og
deretter utsetting av finneklippet grret av Tinnsjgstamme.

Det har vist seg vanskelig & fa tilstrekkelig mengde stedegen rogne fra villfisk. Norsk
Hydro gnsker derfor & beholde ca. 1000 grret av 2000 argang som na gar i anlegg som
en reserve av stamfisk. Denne undersgkelsen ble gjennomfart for klarlegge den
genetiske struktur til anleggsfisken, og undersgke slektskap med stedegen grret.

Et representativt utvalg pa 30 arret fra anleggsgrreten ble undersgkt for 10
mikrosatelitter, sammen med grret fra Tinnsja, nedre del av Mana og Tunhovd.
Tilhgrighets-analyser (assignment tester) viste at alle individene genetisk sett |& nger
villfisk av Tinnsjg/Mana-nedre grret. Det indikerer at grreten tilhgrer stedegen stamme.
Genetiske analyser viste liten genetisk variasjon hos anleggsfisken sammenlignet med
villfisk. Dette skyldes at foreldregenerasjonen har vaert sa liten at denne populasjonen
har gatt gjennom en genetisk flaskehals med betydelig tap av genetisk variasjon.
Naveerende anleggsfisk bar derfor ikke brukes mer enn ngdvendig til produksjon av
settefisk, og ber den sa snart som mulig suppleres med flere individer fra andre

stedegne foreldre.
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Innledning

| Tinnsjg@ ble det i perioden 1958-1998 utsatt 50 000 en-somrig grret per ar (1958-62
satt 27 000 pr. ar), hovedsaklig Tunhovd-grret, men ogsa noe Slidre-grret. Fisken er
satt fra land direkte i den nordlige delen av Tinnsjg mellom Austbygdai og Mana.
Genetiske undersgkelser av grret i Tinnsjg har vist at utsatt ikke-stedegen grret i liten
grad bidrar til reporduksjonen (Heggenes et al. 1996). Endret palegg ble derfor gitt av
DN 06.08.1996 hvor det var et krav om farst a finneklippe og sette ut 50 000 grret av
Tunhovd stamme i arene 1996-1998. F.o.m. 1999 ble utsettingspalegget endret til
utsetting av finneklippet arret av Tinnsjgstamme, og det ble igangsatt arlig stamfiske

etter stedegen grret.

Tinnsjg har 5 mulige rekrutteringselver av betydning for arret. Mana var tidligere
hovedgyteelv for grret og storgrret i Tinnsjg. Nye undersgkelser viser at det na gar
relativt fa storgrret i elva. Tre andre gyteelver i nordenden av Tinnsjg er Gayst, mer enn
3,5 km tilgjengelig, Mar, ca. 1,2 km tilgjengelig, og Austbygdai med 1,2 km tilgjengelig
for oppvandrende grret. Tinnelva, dvs. utlgp Tinnsjgen i sgrenden, har en tilgjengelig
svak utstrgm pa ca. 100-300 m (avhengig av vannstand i Tinnsjgen som er regulert 4 m)

som brukes til gyting.

Det har vist seg vanskelig a fa en arviss forsyning av tilstrekkelig mengde rogn til
oppdrett av ngdvendig antall settefisk av stedegen stamme. Norsk Hydro gnsker derfor
a beholde ca. 1000 grret av 2000 argang som na gar i anlegget til A/L Settefisk,
Reinsvoll, som en reserve av stamfisk for de ar det eventuelt skulle vise seg vanskelig &
fa nok rogn fra villfanget arret. Ifalge de opplysninger fra Norsk Hydro (R. Lavberg, pers.
med.), stammer de omtalte 1000 grret sannsynligvis fra rogne fra en hun-grret og melke

fra to hanner, alle fanget ved stamfiske i Manas innlgp i Tinnsjg hgsten 1999.



Fylkesmannen i Telemark @nsket et representativt utvalg av de 1000 grret pa A/L
Settefisk ble undersgkt genetisk for & veere sikker pa at dette er fisk av stedegen
stamme. Foreliggende undersgkelser ble gjennomfart for & klarlegge dette. De

spesifikke malsettingen for prosjektet var:

1) Klarlegge den genetiske struktur til anleggsfisk av grret fra Mana, Tinnsja, som gar i

anlegget til A/L Settefisk, Reinsvoll.

2) Teste slektskap mellom denne populasjonen og populasjon av villfisk av grret fanget i

Tinnsjg og i nedre del av Mana.

3) Teste om denne populasjonen er iblandet genetisk materiale fra tidligere utsatt fisk

fra Tunhovd.

Materiale og metoder

Praver fra de tre populasjonene ble innsamlet

Praver av grret fra fisken i anlegget til A/L Settefisk, Reinsvoll, ble innsamlet i oktober
2002. Et tilfeldig utvalg pa 30 individer ble fanget direkte fra samlekaret, bedgvet,
lengdemalt og fettfinnen ble klippet som vevsprave og oppbevart pa individuelt
merkede tuber med etanol. All prgvetatt fisk ble satt tilbake i karet.

Dette materialet er senere i rapporten omtalt som anleggsfisk-populasjonen.

Et materiale fra Tunhovd-grret fra anlegget til A/L Settefisk fral999-arsklassen ble brukt
som referansemateriale til genetisk struktur til Tunhovd-grret. Vevsprgver ble tatt fra

halefinnen.



Et starre materiale pa ca. 350 grret fra Tinnsjg ble garnfanget, hovedsakelig i nordre del
av Tinnsjg, sommeren og hasten 2001 i forbindelse med det pagaende merkeprosjekt i
Tinnsje (L. FI3, pers. med.). Gjellebuer ble innsamlet fra all fisk og bevart individuelt i

etanol pa dramsglass. Vevsprgver ble tatt fra gjellebuene.

Et tidligere innsamlet materiale av naturlig fisk fra nedre del av Mana ble ogsa
analysert, som en av de viktigste rekrutteringselvene for Tinnsjg. Det er ogsa elven hvor

egg og melke som var opphavet til populasjonen ved A/L Settefisk ble innsamlet.

@rreten ble undersgkt genetisk ved mikrosatellitt DNA

@rret viser betydelig genetisk variasjon (f. eks. Hansen 2002). DNA mikrosatellitt-
teknikker gir pr. i dag mest informasjon om genetisk variasjon, og ble benyttet til denne

undersgkelsen.

Mikrosatellitter er korte segmenter av DNA, vanligvis 50-200 basepar. Slike
mikrosatellitter inneholder tandem repeterte sekvenser av 1-5 basepar. De er
giennomgaende vidt utbredt i genomet og viser ofte stor grad av genetisk variasjon
(polymorfi) og er som oftest ikke utsatt for seleksjon (ngytrale). De er derfor velegnet til

a pavise eventuelle genetiske forskjeller mellom populasjoner.

Omtrent 100-200 mg vevsprave ble brukt for & ekstrahere DNA ved en modifisert
prosedyre etter salt-ekstraksjonsmetoden (Miller et al. 1988, Pogson et al. 1995).
Variasjonen ble analysert ved & amplifisere opp de repeterte sekvensene ved hjelp av
PCR-teknikk (Polymerase Chain Reaction). Variasjonen i PCR-produktene ble
synliggjort og analysert ved bruke av en sekvenseringsmaskin (se Vedlegg | for

detaljer).

Vi analyserte variasjon i ni forskjellige DNA mikrosatellitter (Tabell 1).



Analyser

Computer-programmet BIOSYS-1 (Swofford & Selander 1981) ble brukt til & beregne
allel-frekvenser per lokus, midlere sample-stgrrelse og midlere antall alleler per lokus,

og midlere forventet heterozygositet over lokus innen populasjoner.

BIOSYS-1-programmet ble brukt til & beregne genetiske Nei's avstander mellom

populasjoner.

Den vesentligste del av analysene gikk ut pa & vurdere sannsynligheten for at grreten fra
Reinsvoll var av stedegent opphav, eller fra innfart grret, dvs. sannsynligvis Tunhovd. Vi
benyttet computer-programmet WhichRun 3.2. for a klassifisere enkeltindivider fra
Reinsvoll-populasjonen til de ulike gruppene av stedegen villfisk (Tinnsjg, Mana) og
settefisk-populasjoner (Tunhovd). Dette programmet er utviklet til & klassifisere individer
basert pa analyser av polymorfe lokus som bl.a. mikrosatellitter (Banks and Eichert

2000).

Resultater og kommentarer

De ni mikrosatellittene var alle polymorfe, men viste betydelige forskjeller og bredde
mht. antall allel i de stedegne villfisk- og Tunhovd-populasjonene, fra to (Bru22, Str60) til
21 (Bru25 i Mana-nedre) (Tabell 1). For alle de tre populasjonene var graden av
variasjon hgy og noksa lik med midlere forventet heterozygositet fra 0.60 i Tunhovd til
0.66 i Tinnsjg (Tabell 1). Forholdsvis mange alleler viste relativt lave frekvenser. Av de i
alt 80 forskijellige alleler pavist i Tinnsja, viste 56 frekvenser lavere enn 0.1. Tilsvarende
viste 46 av i alt 73 alleler i Mana-nedre frekvenser lavere enn 0.1, og tilvarende tall for
Tunhovd var 37 av i alt 63 alleler. Det var bare mindre forskjeller i forventet
heterozygositet og antall alleler per locus mellom de tre naturlige populasjonene.

Analysene viste derfor betydelig naturlig genetisk variasjon.



Resultatene var sveert forskjellige for anleggsfisk-populasjonen av grret i anlegget til A/L
Settefisk. Denne populasjonen viste liten genetisk variasjon (Tabell 1). Tre av de
undersgkte mikrosatelittene var monomorfe, og for de avrige ble det pavist bare 3 eller
4 alleler (Tabell 1). Denne populasjonen visert liten genetisk variasjon fordi det er for fa
individer i foreldregenerasjonen, sannsynligvis bare 3 eller 4 individer (R. Lavberg,
pers. med.). Bruk av sa fa individer i foreldregenerasjonen medfarer tildels betydelig
tap av genetisk variasjon. Normalt bar en foreldregenerasjon besta av minst 20
individer for a ta vare pa en vesentlig del (98%) av variasjonen i den opprinnelige

populasjonen (f.eks. Caughley & Gunn 1996)

Dersom det er gnskelig & bruke rogn og melke fra grret fra den naveerende anleggsfisk-
populasjonen til produksjon av settefisk for Tinnsjg, bar dette derfor skje over et sa kort
tidsrom som mulig. Den naveerende anleggsfisk-populasjonen bgr sa snart som mulig
suppleres med stedegen grret med opphav fra andre foreldre for slik & gke den

genetiske variasjonen hos anleggsfisken.



Tabell 1. Antall individer analysert (N), antall alleler (N4;) funnet og forventet hetrozygositet (H, Hardy-Weinberg likevekt) for mikrosatelittloci analysert pa
arret provetatt fra Tinngg, Mana-nedre, Anleggsfisk og Tunhovd.

Tinng@ Mana-nedre Anleggsfisk Tunhovd

Loci N Nai H N Nai H N Nai H N Nai H

Brul3 31 14 087 111 10 083 30 3 057 37 13 083
Bru22 32 2 0.12 113 2 0.31 30 1 0.00 40 2 0.10
Sir58 31 15 0.80 9 10 0.71 26 4 0.74 36 10 0.86
Sirl5 32 6 0.78 101 5 0.69 29 3 0.64 36 4 0.71
Bru25 29 19 0.92 108 21 0.85 30 3 0.66 A 13 0.91
Brul4 30 4 0.34 108 4 0.33 29 1 0.00 40 2 0.05
Stré0 R 2 0.44 109 2 0.29 3 1 0.00 0 2 0.32
Sirl2 31 11 0.86 109 12 0.84 30 3 0.63 A 11 0.83
Bru7 31 7 0.80 112 7 0.71 30 3 0.63 38 6 0.76

Middel 372 89 0.66 107.8 8.1 0.62 23 24 043 372 70 0.60







Resultater fra tidligere undersgkelser indikerer at det ikke var sterke koblinger mellom
de undersgkte lokus, og derfor ikke pavirker tolkningen av resultatene (Heggenes et al.
2002).

Estimater for Nei's genetiske avstand (Tabell 2) viste at Tinnsjg og Mana-nedre viste
starst genetisk likhet (D = 0.044), mens den minste likheten var mellom anleggsfisk-
populasjonen og Tunhovd-populasjonen (D = 0.252). Resultatene for genetiske
avstander ma imidlertid tolkes med stor forsiktighet, ettersom anleggsfisk-populasjonen
har veert giennom en genetisk flaskehals som er avgjgrende for denne populasjonens

genetiske struktur. En slik flaskehalseffekt kan derfor virke vesentlig inn pa resultatet.

Tabell 2. Genetiske avstander mellom populagoner av arret provetatt fra Tinng g,
Mana-nedre, Settefisk og Tunhovd. Nei’'s (1978) genetiske avstands-koeffisienter.

Populagon Tinng@ Mana-nedre  Anleggsfisk ~ Tunhovd
Tinnga o

Mana-nedre 044 *x

Anleggsfisk 164 154 *

Tunhovd .063 .166 252 **

Tilhgrighets-(assignment) testene, hvor alle enkeltindivider fra anleggsfisk-populasjonen
ble klassifisert til den naermest liggende populasjon - stedegen villfisk (Tinnsjg, Mana-

nedre) eller Tunhovd -, viste imidlertid helt entydige resultater.



Av 30 enkeltindivider ble 11 klassifisert som Tinnsjg-fisk og 19 som Mana-nedre fisk.
Ingen individer ble klassifisert som Tunhovd-fisk, for alle individene var Tunhovd den
minst sannsynlige tilhgrighet. Dette viser at det representative utvalget fra anleggsfisk-

populasjonen (30 individer) genetisk sett er stedegen fisk.

Tabell 3. Tilharighet for 30 arret-individer fra anleggs-populasonen. Forholdet P(1)/(P2) viser hvor
mye mer sannsynlig det er at individet tilharer P(1) — den mest sannsynlige populagon - framfor P(2) —
den nest mest sannsynlige populason.

Individ Mest sannsynlige populagon: Nest mest sannsynlige Ratio P(1)/P(2)
P(1) populagion: P(2)
1 Tinnd@ Maéna-nedre 6
2 Mana-nedre Tinngo 42
3 Tinngo Mana-nedre 23
4 Tinngo Mana-nedre 4
5 Tinngo Mana-nedre 9
6 Mana-nedre Tinngo 160
7 Mana-nedre Tinngo 6
8 Mana-nedre Tinngo 2
9 Tinngo Mana-nedre 3
10 Mana-nedre Tinngo 30
11 Mana-nedre Tinngo 136
12 Tinngo Mana-nedre 9
13 Mana-nedre Tinngo 2
14 Mana-nedre Tinngo 3
15 Tinngo Mana-nedre 1
16 Mana-nedre Tinngo 1
17 Mana-nedre Tinngo 2
18 Mana-nedre Tinngo 3
19 Tinngo Mana-nedre 11
20 Tinngo Mana-nedre 143
21 Tinnsi@ Mana-nedre 7
22 Mana-nedre Tinngo 3
23 Mana-nedre Tinngo 8
24 Mana-nedre Tinngo 134
25 Mana-nedre Tinngo 15
26 Tinngo Mana-nedre 73
27 Mana-nedre Tinngo 4
28 Mana-nedre Tinngo 15
29 Mana-nedre Tinngo 3
30 Mana-nedre Tinngo 2




KONKLUSJONER

1) Et representativt utvalg pa 30 grret fra ca. 1000 grret av antatt Tinnsjgstamme i
anlegget til Settefisk AL, er undersgkt genetisk. Tilhgrighets-analyser (assignment
tester) viste at alle individene genetisk sett |4 neer villfisk av Tinnsjg/Mana-nedre garret.

Det indikerer at grreten tilhgrer stedegen stamme.

2) Genetiske analyser viste liten genetisk variasjon hos anleggsfisken sammenlignet
med villfisk. Dette skyldes at foreldregenerasjonen har vaert sapass liten at denne
populasjonen har gatt gignnom en genetisk flaskehals med betydelig tap av genetisk
variasjon. Den navaerende anleggsfisken bar derfor ikke brukes mer enn ngdvendig til
produksjon av settefisk. Om mulig begr den sa snart som mulig suppleres med flere

individer fra andre stedegne foreldre.
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VEDLEGG |

Mikrosatelitt DNA

Under faglger en detaljert og relativt teknisk beskrivelse av DNA- og analyse-metoder. |
Resulatet og kommentarer har vi konsentrert oss om hovedspgrsmalet hvorvidt anleggs-
arreten har opphav i stedegen villfisk eller utsatt Tunhovd-fisk. For oversiktens skyld er derfor
ikke alle resultater rapportert i detal;.

Omtrent 100-200 mg vevsprgve ble brukt for a ekstrahere DNA ved en modifisert prosedyre
etter salt-ekstraksjonsmetoden beskrevet av Miller et al. (1988). Framgangsmaten var lik som
i Pogson et al (1995), med unntak av at inkubasjon i lysis buffer som inneholdt 0.8 % SDS og
250ug Proteinease K ble gjort over natten ved 50°C.

Fremre primere ble ende-merket med fluoresens og PCR gjort pa en GeneAmp PCR
System 9600 (Perkin-Elmer Cetus) i 10 ni reaksjonsblandinger som inneholdt 20-40 ng
genomisk template DNA, 2 pmol av hver primer, 50 mM KCI, 1.5 mM MgCI, 10 mM Tris-HClI,
0.2 mM dNTP and 0.5 U AmpliTaq (Perkin-Elmer). Termosykliske parametre etter
denaturering ved 94°C i 5 min var 30 sykler ved 95°C i 1 min, 54°C annealing temperatur i 30
s, fulgt av forlengelse ved 72°C i 1 min. Det siste polymerisasjons-skrittet ble forlenget til 10
min. PCR produktet ble kjgrt pa elektroforese med en ABI Prism 310 Genetic-Analyzer for
fluoresens merkede produkter.

Analyser
Forskjeller i estimert forventet heterosygositet og antall alleler per locus mellom populasjoner
ble testet med ikke-nonparametrisk Wilcoxon rank-sum test (Sokal & Rohlf 1995).

Overensstemmelse med Hardy-Weinberg likevekt for hver locus-populasjon kombinasjon og
globalt over loci innen populasjoner ble analysert med programmet GENEPOP version 3.0
(Raymond & Rousset 1995) som benytter Markovkjede-metoden for & beregne estimater til
Fisher’s eksakte test vha. 1000 iterasjoner (Rousset & Raymond 1995). GENEPOP
programmet og Markovkjede-metoden ble ogsa benyttet til log-likelihood (G)-baserte tester for

1



populasjonsforskjeller i genotyper for hvert locus og over alle loci mellom populasjoner, og
ogsa for a beregne Weir & Cockerham's (1984) estimater for Fst.
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