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Sammendrag

Genetisk struktur til populasjoner av erret i Telemark (og Norge forevrig) er lite kjent. Likevel er
fiskeforvaltningen sitt mal & basere alle tiltak pa 'stedegne bestander'. Denne strategien er i
hovedsak grunnet pad en kombinasjon av ’fere var’-prinsippet og teoretiske antagelser om at
stedegne bestander er lokalt tilpasset. Orret som art er genetisk svert heterogen, noe som
sannsynligvis kan oppsté i lepet av fa generasjoner. Slik variasjon er knyttet til sprednings- og
vandringsmenster som bestemmer flyten av gener mellom populasjoner og generasjoner. Ulike
vandringshinder i elver kan derfor fore til varierende grad av isolasjon og dermed begynnende
genetiske forskjeller. I elva Ména mellom Mesvatn og Tinnsjo er det bygd 4 dammer i perioden
1906-1958 som delvis har isolert erretbestandene i de forskjellige delene av elva til ulike tider. For
a undersoke mulige effekter av dammer som (semi)barrierer for fiskevandring og dermed genflyt,
ble villfisk av erret innsamlet fra Mesvatn, 6 stasjoner i Mana, og fra Tinnsjo, og analysert
genetisk for ni mikrosatelitt loci. Alle populasjonene viste stor genetisk variasjon (gjennomsnittlig
antall alleler per locus 5.3-8.9, observert heterozygositet 0.57-0.65 per populasjon, og total
F4=0.032+SE0.002). Parvise multilocus Fy estimater viste at det ikke var signifikante forskjeller
mellom innsjepopulasjonene 1 Tinnsjg og Mesvatn, mens det var betydelig
populasjonsstrukturering i Ména. Populasjonene i nedre del av Mana viste sma forskjeller
(Fs=0.0035-0.0091). De skilte seg heller ikke fra populasjonene i Mesvatn, men noe fra Tinnsjg,
selv. om den genetiske avstanden ikke var stor. Den everste populasjonen 1 Maéna, rett under
Mpgsvassdammen, skilte seg imidlertid sterkt ut fra de andre (Fs>0.035). Analyser av genetiske
avstander (Nei) og tilherighets-tester ga de samme resultater. Populasjonsstruktureringen i evre del
av Ména er sannsynligvis et resultat av reguleringen, hvor en barriere (dam) har isolert
populasjonen og skapt sterre genetisk avstand gjennom genetisk drift. Pa kort sikt kan dette fore til
samlet sett storre genetisk mangfold. P& lengre sikt kan det fore til tap av sjeldne alleler og innavl,
og kan derfor vere en flaskehals for populasjonenes overlevelse.

Nokkelord: mikrosatelitter, populasjonsgenetikk, lokal struktur, erret, elv
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Innledning

Bevaring av naturlig biologisk mangfold er det grunnleggende prinsipp for naturvern og -
forvaltning bade internasjonalt (e.g. Heywood 1995), nasjonalt og regionalt (Fylkesmannen i
Telemark 1997). Ved begrenset kunnskap om gkologiske og evolusjonare prosesser,
aktualiseres det konserverende 'fore var'-prinsippet (e.g. Heywood 1995). Mer handlingsrom 1
naturforvaltningen er derfor betinget av mer kunnskap, serlig om genetisk mangfold. Gener,
arter, bestander (populasjoner) og ekosystemer er viktige nivder for biodiversitet. Selv om
fokus i1 vern av biodiversitet ofte er pa bevaring av arter, er bevaring av genetisk mangfold
viktigst 1 et evolusjonaert perspektiv. Det bestemmer mulighetene bestander har for & tilpasse
seg varierende miljeforhold (e.g. Slobodkin & Rapoport 1974; Amos & Harwood 1998), ogsa
for ferskvannsfisk (e.g. Carvalho 1993; Carvalho & Hauser 1994, Koskinen et al. 2002).

Orret (Salmo trutta), var vanligste og mest utbredte fisk, viser stor ekologisk variasjon
(polytypisk; Elliott 1994). Den er ogsa en av de mest genetisk variable vertebrater som er
kjent, og viser ofte store forskjeller mellom bestander (e.g. Ferguson 1989; Ball-Ilosera et al.
2002). Innenfor sitt naturlige utbredelsesomrade, er erret oppdelt (fragmentert) i lokale
populasjoner. Det blir ofte a priori sett som et tegn pa lokale tilpassinger som bedrer
overlevelse og reproduksjon i dette miljo (e.g. Carvalho 1993; Estoup et al. 1998, Hansen et
al. 2002), og som derfor vil vaere evolusjonert viktige enheter (evolutionary significant units,
ESS; Busby et al. 1996) som ber bevares. Dette er det teoretiske grunnlaget for en
forvaltningsstrategi som tar utgangspunkt i1 bevaring av stedegne bestander. Nyere
undersokelser dokumenterer at det hos laksefisk kan oppstd stor genetisk variasjon ogsa i
lopet av fa generasjoner (Koskinen et al. 2002, Meldgaard et al. 2003), dels som et resultat av
genetisk drift og dels som et resultat av naturlig seleksjon (Hansen et al. 2002, Koskinen et
al. 2002). Den relative betydningen av disse to prosessene er likevel som regel uklar
(Adkinson 1995). I sma populasjoner vil tilfeldig genetisk drift vaere den viktigste prosess
som forer til genetisk differensiering, og dermed ekt genetisk mangfold.

I Norge, og spesielt 1 Telemark som det eldste og mest utbygde vassdragsfylket, har tidligere
sammenhengende naturlige bestander av erret blitt sterkt berert av vassdragreguleringer.
Serlig bygging av dammer vil pavirke vandringsmulighetene. Oppkomsten av genetisk
variasjon mellom bestander er knyttet til sprednings- og vandringsmenster som bestemmer
flyten av gener mellom populasjoner og generasjoner (e.g. Wenburg et al. 1998, Hansen et al.
2002, Meldgaard et al. 2003). Ulike vandringshinder i elver kan derfor fore til varierende
grad av isolasjon og dermed begynnende genetiske forskjeller. Nyere undersegkelser som viser
betydelig genetisk variasjon hos erret i sma elvesystemer, indikerer at dette har utviklet seg
over tid pga. naturlige vandringshinder, f.eks. vannfall, eller valg av gyteplasser (Carlsson et
al. 1999, Carlsson & Nilsson 2000, 2001). Vi vet lite om hvordan, og eventuelt hvor fort,
konstruksjon av menneskeskapte vandringshinder som for eksempel dammer og liten
vannfering, kan pavirke genetisk variasjon hos erret. Malet med foreliggende undersekelse
var derfor & undersoke genetisk struktur hos erret i det forste store vassdraget i Norge som
ble utbygd - Ménavassdraget (siden 1906). Var arbeidshypotese var at helt eller delvis
isolasjon av erretbestander 1 Ména pga. utbygging har fort til sterre genetisk differensiering.



Materiale og metoder

Vassdragsutbyggingen

Telemark har en internasjonalt sett lang historie med vassdragsutbygginger. Den eldste store
og fremdeles en av de storste, er utbyggingen av Mana-vassdraget fra Mosvatn til Tinnsjo
(Fig. 1). Fire dammer som er bygget over en tidsperiode pa 50 ar (Megsvassdammen 1906,
Skarfoss 1911, Sdheim 1951, Dale 1957), har effektivt hindret all oppvandring, og 1 stor grad
ogsé nedvandring ettersom vannet fra alle dammene fores bort fra Mana, gjennom turbiner,
og forst tilbake til Ména direkte i neste damreservoar (Fig. 1, 2). Dette har delvis isolert den
tidligere sammenhengende orretbestanden i nedre del av Mana iallfall i tre ulike deler og for
ulike tidsrom (oppstrems Sdheim 84 &r, Sdheim-Dale 49 &r, nedstroms Dale fremdeles fri
vandringsvei til Tinnsjo). Oppstrems Rjukanfossen, som har vert et naturlig
oppvandringshinder fra siste istid, og Skarfossmagasinet, har erretbestanden vert isolert fra
Mpgsvatn siden 1906. Utbyggingene representerer derfor et langtids felt-eksperiment mht.
mulige genetiske effekter pa orret av dammer og sterkt redusert vannfering, selv om dette er
korte tidsrom i evolusjonar sammenheng.
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Figur 1. Kart over Mdna-vassdraget fra Mosvatn (venstre) til Tinnsjo (hoyre) med alle krafistasjonene (firkanter) og vanninntakene (runde).

Provetakingsstasjonene er vist med piler.
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Figur 2. Profil av fallforholdene i Mana-vassdraget fra Mosvatn (venstre) til Tinnsjo (hoyre) med inntak og utlop fra alle krafistasjonene.



Orretbestandene 1 Tinnsjo og Mesvatn er tidligere undersegkt genetisk 1 andre sammenhenger
(Heggenes et al. 1996, Heggenes & Raed 2002, 2003). Det er vist at nedre Ména (nedstrems
dam Dale) fremdeles er det viktigste rekrutteringsomridet for orret i Tinnsje. 1 foreliggende
undersegkelse er materialet fra Mosvatn og Tinnsjo ogsa reanalysert i denne sammenheng.

Vassdrag og provetakingsstasjoner

Mgsvatn som ble regulert forste gang i 1906 (Fig. 1, 2; 900.0 - 918.5 moh.), har et alpint
nedberfelt pa 1498 km?, er 38 km langt med et overflateareal pa max. 77.8 km” og min. 28.3.
Totalt vann volum er 1064 mill. m’, og érlig vannforing ut (1990-99) er 1643,2 mill m® (52,1
m’s™). Forekommende fiskearter er forst og fremst orret, mens roye (Salvelinus alpinus)
sannsynligvis ble innfert omkring 1920. Orekyte (Phoxinus phoxinus) har av ukjente arsaker
nylig blitt innfert. Prever av erret (n = 40) ble innsamlet fra det nordlig-sentrale bassenget i
selve Mgsvatn ved flyte- og bunngarnfiske i 2000. Mgsvassdammen hindrer nedvandring av
fisk (siden 1906), men 1 perioden 1906-1926 ble vannet tappet i elveleiet. Siden 1926 tas
vannet direkte fra Mosvatn inn i Freystul kraftverk, med undervann direkte i Skarfossdammen
(Fig. 2). Det er ikke palagt minstevannferinger pad mellomliggende elvestrekning péd ca.
2.5km, og det er normalt ikke overlop fra dammen. Utover sjeldne episoder med damoverlep 1
flom, er elvestrekningen effektivt isolert og har vart det 1 lengst tid av alle delstrekninger i
Mana. Det er imidlertid fremdeles mulig for erret & vandre opp fra Skarfossmagasinet, selv
om elvestrekningen er stri (gradient ca. 3 %). Var gverste provetakings stasjon (Mana-6) for
orret 14 overst pd denne elvestrekningen nar Mesvassdammen (Fig. 1, 2), mens neste
provetakings stasjon 14 ved innlepet til Skarfossdammen (Ména-5). Alle prever fra
elvestrekningene (n = ca. 30 per stasjon) ble innsamlet i 2000 med elektrisk fiskeapparat (type
FA3, som gir eksponensielle pulser pd 1200 V med en frekvens pad 86 Hz, laget av Geomega
a/s). All samplet orret var 1+ eller storre, med unntak av Mana-2 (5 stk. 0+) og Ména-4 (7 stk.
0+), ettersom genetisk strukturering hos 0+ synes 4 kunne vere noe mer variabel enn for eldre
fisk (Carlsson & Carlsson 2002). Genetisk struktur synes imidlertid & vere stabil over tid (&r
og generasjoner) hos erret i samme vannsystem i de fa undersekelsene som er gjort pa dette
(e.g. Carlsson & Nilsson 2000, Hansen et al. 2002), slik at gjentatt prevetaking over &r
normalt ikke er nadvendig.

Fra magasinet i Skarfossdammen (Fig. 2) tas vannet direkte inn i Vemork og Saheim
kraftstasjoner Fallheyden er 575m og fisk ma eventuelt minimum passere 2 Francis-turbiner.
Sannsynligheten for at nedvandrende fisk skal overleve er derfor svart liten. Undervann
Sadheim (6km nedstrems Rjukanfossen i nedre Ména) gér direkte 1 Moflat kraftverk (siden
1951; Fig. 1, 2). Undervann Moflat kraftverk gér direkte i magasinet ved dam Dale og derfra
direkte 1 Ml kraftverk (siden 1957). Strekningen i nedre Mana fra Rjukanfossen til dam Dale
har derfor vert effektivt isolert iallfall siden 1957. Det er ingen minstevannfering. Vanlig
restvannforing er svert variabel, men ofte knapt 1 m’s”, mens Mana historisk hadde en
middelvannfering pa over 50 m’s™.



En mindre terskeldam oppstrems Séheim har siden 1960-tallet hindret oppvandring av fisk.
En provetakings stasjon 1a oppstrems dam Séheim péd denne strekningen (Mana-4), en stasjon
18 rett nedstroms dam S&heim (Maéna-3), og en stasjon 14 rett oppstrems dam Dale (Méana-2;
Fig. 1, 2).

Dam Dale stopper all oppvandring av fisk. Det er ingen minstevannfering nedstrems
dammen, og ikke overlgp annet enn ndr Ml kraftverk ikke er i funksjon. Det er derfor liten
eller ingen nedvandring av fisk. Fra nedstrems dam Dale er det imidlertid fri vandringsvei i
Maéna 8 km til innlep Tinnsje, hvor undervann Mofldt ogséd kommer inn (Fig. 1, 2). Her kan
orreten derfor vandre opp slik den har gjort siden siste istid, men vannferingen er sterkt
redusert (fra > 50 til < 1 m’s™). @verst pa denne strekningen, nedstrems dam Dale, 14 den
nederste stasjonen i Mana (Mana-1).

Tinnsjo (40km) er regulert 187.2-191.2 moh. siden 1890 (nedberfelt 1501km?, overflateareal
51 km?, vannvolum 9700x10°m’; middeldyp 190 m (max. 434 m)) (Fig. 1, 2). @rret og reye
vandret naturlig inn etter siste istid (Heggenes et al. 1996), muligens ogsa abbor (Perca
fluviatilis). Orekyte er innfert ved uhell i nyere tid (ca. 1950?). Orret har 5 mulige
rekrutterings elver i Tinnsjo, og Mana synes fremdeles & vere den viktigste, iallfall for nordre
del hvor praver av voksen erret (> 25cm) ble innsamlet med garnfiske (Heggenes et al. 1996,
Heggenes & Roed 2003).

Ekstraksjon av mikrosatellitt DNA

Orret viser betydelig genetisk variasjon (e.g. Hansen 2002). De DNA mikrosatellitt-teknikker
som her er benyttet, er svaert folsomme teknikker som gir mye informasjon om genetisk

variasjon mellom og innen populasjoner (e.g. Estoup et al. 1998, Goldstein & Schlotterer
1999).

Mikrosatellitter er korte segmenter av DNA (vanligvis 50-200 basepar) som inneholder
tandem repeterte sekvenser av 1-5 basepar. De er gjennomgaende vidt utbredt i genomet og
viser ofte stor grad av genetisk variasjon (polymorfi) og er som oftest ikke utsatt for seleksjon
(noytrale). De er derfor velegnet til & pavise eventuelle genetiske forskjeller mellom
populasjoner som reflekterer stokastiske prosesser (genetisk drift).

Omtrent 100-200 mg vevsprove 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
a bruke en sekvenseringsmaskin (se Vedlegg I for detaljer).



Vi analyserte variasjon i ni forskjellige DNA mikrosatellitter, Brul3, Bru22, Str58, Strl5,
Bru25, Brul4, Str60, Str12, og Bru07 (Tabell 1, se Vedlegg I og Heggenes et al. 2002 for
detaljer).

Analyser

Mikrosatellitt allel frekvenser for de forskjellige loci ble testet for avvik fra Hardy-Weinberg
likevekt innen populasjoner (Fisher’s eksakte tester) og for avvik fra koblings-ulikevekt
mellom loci med programmene GENEPOP ver. 3.4 (Raymond & Rousset 1995) og FSTAT
ver. 2.9.3.2 (Goudet 1995). Dersom en populasjon er i Hardy-Weinberg likevekt, indikerer det
at det ikke er vesentlige genetiske endringer pa gang, dvs. den er i ’genetisk balanse’. Dersom
loci er i koblings-likevekt, betyr det at de nedarves uavhengig.

Parvise single og multilocus forskjeller mellom populasjoner i allel frekvenser ble testet ved &
bruke permutasjons prosedyrer i GENEPOP og FSTAT (log-likelihood (G-baserte) tester).
Alle sannsynlighetstester var basert pa Markov kjede metoden med standard verdier i
GENEPOP (Raymond & Rousset 1995) og 5000 i FSTAT. For alle tester som innebar flere
parvise statistiske sammenligninger, ble signifikansnivéet korrigert med den sekvensielle
Bonferroni metoden (Rice 1989) for & unngd forheyede Type I feil. Signifikans og
konfidensintervall til F-verdiene ble undersekt ved bruk av programmet FSTAT (Goudet
1995). Ulikheter 1 allelisk rikhet (allelic richness) og antall alleler per locus mellom
populasjoner ble testet ved ikke-parametrisk Kruskal-Wallis test (Sokal & Rohlf 1995).
Populasjons strukturering ble testet i FSTAT med Fg (det vanligst brukte mal pd genetisk
differensiering) etter Weir & Cockerham (1984). Programmet GENECLASS (Cornuet et al.
1999) ble brukt for & bestemme mest sannsynlig populasjonstilherighet for det enkelte individ
av grret (assignment tester) og beregne genetiske avstander.

Programmene TFPGA ver. 1.3 (Miller 1997), BIOSYS-1 (Swofford & Selander 1981) og
FSTAT ble brukt for & beregne generell deskriptiv statistikk (antall prever, antall polymorfe
loci, antall allel, observert og forventet heterozygositet per loci og populasjon, over loci og
populasjon, og per loci over populasjoner). TFPGA ble ogsd brukt til & beregne Nei’s
‘unbiased’ minimum genetiske avstand mellom populasjoner (Nei 1978) og slektskaps
identitet (coancestry identity; Reynolds ef al. 1983). Cluster-diagram som summerer genetisk
avstand (slektskaps’treer’) etter UPGM-metoden (Uvektet Par-Gruppe Metoden med
aritmetisk middel; Sneath & Sokal 1973, Swofford & Olsen 1990), ble beregnet og tegnet i
programmet TFPGA. Bootstrapping ble brukt for & estimere relativ styrke og % loci som
stottet de ulike knutepunkter og greiner (10 000 permutasjoner).

Mantel tester (Miller 1999) ble benyttet til & teste for betydningen av geografisk avstand, samt
antall ar etter dambygging, for genetisk isolasjon innen vassdraget, med Fy som mal pa



genetiske forskjeller, og pa en hierarkisk méte (standard produkt moment korrelasjon, Monte
Carlo simuleringer med 10 000 permutasjoner for & estimere p).

Vi brukte ogsa mikrosatellitt allel frekvenser til & underseke om det var spor av nylige
flaskehalser 1 populasjonssterrelsene til orret, ved hhv. IAM="infinite allele model”,
SMM=""stepwise mutation model” og TPM="two-phased model of mutation" testene i
programmet BOTTLENECK (Cornuet & Luikart 1997) og med og uten “mode-shift” test.
TPM-testen som anbefales av Cornuet & Luikart (1997) dersom det ikke er grunn til & anta
annen modell, antar at populasjonen er nar mutasjon-genetisk drift likevekt og er uavhengig
av mutasjonsmodell (IAM="infinite allele model” eller SMM=""stepwise mutation model”)
for mikrosatelitt loci. Populasjoner som har gitt gjennom flaskehalser 1 den senere tid
forventes 4 vise en reduksjon i andel av alleler med lav frekvens i forhold til alleler med
moderat forekomst. Nylige flaskehalser betyr her at de har inntruffet i lopet av de de siste 40-
80 generasjoner. Dersom man finner indikasjoner pd nylige flaskehalser, tyder det pa at
populasjonen har mistet genetisk variasjon pga. liten sterrelse, og derfor kan vare mindre
levedyktig pa sikt (Frankham et al. 2002).

Resultater

Variasjon i mikrosatellitter

De ni mikrosatellittene var alle variable (polymorfe, dvs. hadde mer enn ett allel, i
gjennomsnitt 11.4 £SD 8.8 per locus, min. 2 — max. 27) og indikerte genetisk variasjon og
diversitet bade innen og mellom populasjoner (Tabell 1; GENEPOP og BIOSYS). Alle
mikrosatelittene var 1 koblings-likevekt (log-likelihood ratio G-tester; FSTAT og GENEPOP,
Bonferroni justert p<0.05), noe som viser at genotypene nedarves og segregerer uavhengig for
alle ni mikrosatelitter (loci). De er derfor alle gode uavhengige indikatorer for & male genetisk
differensiering.

Det var klart signifikante forskjeller mht. totalt antall alleler 1 de ni loci (Brul3=15, Bru22=2,
Str58=18, Str15=6, Bru25=27, Brul4=5, Str60=2, Str12=19, og Bru07=8; Kruskal-Wallis
test, x*=64.512, p<0.0001). Det var derimot ingen forskjeller i allelisk rikhet (dvs. korrigert
for ulike samplestorrelser; FSTAT) mellom populasjoner som mal pd genetisk diversitet
(Kruskal-Wallis test, x*=1.678, p=0.976). Mikrosatellittene Bru22 og Str60 var for eksempel
representert med kun to alleler i alle populasjoner, mens det mest variable loci Bru25 var
representert med 10 alleler i Méana-2 og 19 i bdde Tinnsjo og Mesvatn. Mikrosatellitten Str15
varierte ogsd mye sa&rlig i Ména, med 9 aller 1 Méana-2 og Ména-3 og hhv 13 og 15 alleler i
Mana-6 og Mana-5. Forholdsvis mange alleler viste relativt lave frekvenser. Av i alt 27
forskjellige alleler pavist for Bfr25, forekom for eksempel 24 alleler med frekvenser lavere



enn 0.1, og 9 lavere enn 0.01. For Str/2 som var representert med 1 alt 19 alleler i materialet,
hadde 16 alleler frekvens mindre enn 0.1 og 7 mindre enn 0.01. Tinnsje var den populasjonen
som hadde klart flest private alleler med 15 (Brul3=3, Str38=7, Stri15=1, Bru25=2, Brul4=1,
Bru7=1). Ingen andre populasjonene hadde mer enn 2 private alleler.

Observert per locus heterozygositet (Hops; FSTAT) over alle provetakings stasjoner, varierte
som forventet betydelig. Den var lavest med hhv. 0.26 og 0.33 for Bru22 og Str60 som begge
bare hadde to alleler, mens bade Brul3, Bru25 og Strl2 viste heterozygositet hayere enn 0.80
(Tabell 1). Ogsa over alle loci innen alle de atte populasjonene var graden av variasjon hoy,
og noksé lik, med observert heterozygositet fra 0.57 i Ména-2 til 0.66 i1 Tinnsje og Mana-6
(Tabell 1). Dette resulterte i en totalt sett hay variasjon for hele materialet (Hq,=0.62). Alle
populasjonene var i Hardy-Weinberg likevekt for alle loci (Tabell 1; GENEPOP). Et annet
mye brukt mal pd genetisk variasjon, Fg, indikerte stor variasjon over populasjoner med en
middelverdi for alle loci og populasjoner pa Fy=0.032 +SE 0.002 (Bru13=0.031+SE 0.010,
Bru22=0.025+SE 0.014, Str58=0.032+SE 0.028, Str15=0.030+SE 0.012, Bru25=0.038+SE
0.014, Brul4=0.031£SE 0.022, Str60=0.036+SE 0.019, Str12=0.033+SE 0.009, og
Bru07=0.024+SE 0.013; FSTAT). Som ventelig er, 14 den storste delen av variasjonen innen
individer (sig_ w=5.583), minste delen 14 mellom individer innen samplet (sig_b = 0.099),
mens det var betydelig variasjon mellom sample (sig_a = 0.187; FSTAT).



Tabell

Hops)) for ni mikrosatelitt loci for grret i Mana-vassdraget.
* indikerer signifikant avvik fra Hardy-Weinberg likevekt.

1. Pravesteder (=populasjoner),
diversitetsmal (antall alleler (Ng), forventet (Hardy-Weinberg likevekt; Nei’s (1978)
unbiased estimate) og observert (direct count) genetisk variasjon (heterosygositet; Hson 09

antall

individer analysert (N) og genetiske

Tinnsjg Mana-1 Mana-2 Mana-3

Loci N Nat  Hrov  Hobs N Nat  Hrov  Hobs N Nai  Hrov  Hobs N Nat  Hrorv  Hobs
Brul3 | 31 14 271 27 26 8 215 21 26 7 214 24 29 7 219 25
Bru22 | 32 2 28.2 28 27 2 101 13 26 2 76 9 29 2 84 10
Str38 | 31 15 246 24 28 5 184 19 19 5 132 12 27 8 188 22
Strl5 | 32 6 248 26 27 4 174 19 23 4 165 12 26 4 146 16
Bru25 | 31 19 265 24 27 12 211 18 26 10 196 16 26 11 218 21
Bruld | 40 4 103 12 26 3 10.7 10 27 3 103 9 28 2 55 6
Str60 | 32 2 140 10 27 2 54 6 25 2 46 5 28 2 9.0 11
Str12 | 31 11 268 23 28 10 239 22 22 9 183 19 29 9 235 29
Bru07 | 31 7 249 24 26 6 185 17 27 6 188 19 28 7 204 22
Alle 310 89 066 063 269 58 061 060 246 53 060 057 278 58 058 0.65

*signifikant HWE avvik, Bonferroni justert p<0.05
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Mana-4 Mana-5 Mdna-6 Mosvatn

Loci N Nall Hforv Hobs N Nall Hforv Hobs N Nall Hforv Hobs N Nall Hforv Hobs

Alle

Hobs

Brul3 30 10 254 25 30 10 255 24 26 8 212 23 39 12 32,6 38
Bru22 31 2 92 11 29 2 38 2 27 2 38 2 39 2 14.0 12
Str38 25 9 19.8 21 27 6 222 21 25 8 20.1 19 36 5 255 23
Strl5 25 5 192 19 29 4 19.0 21 25 4 172 15 36 5 26.1 28
Bru25 27 14 244 24 30 13 262 28 27 12 235 25 38 19 320 29
Brul4 27 3 9.1 9 27 3 15.1 12 26 3 153 14 39 3 155 14
Str60 29 2 11.8 8 30 2 142 18 25 2 10.7 11 36 2 10.1 8

Stri2 30 12 247 26 29 15 27.0 26 25 13 213 20 35 12 298 28
Bru07 31 4 214 17 30 6 193 12 26 6 19.6 19 32 5 235 23

0.87
0.26
0.73
0.69
0.80
0.38
0.33
0.84
0.66

Alle 283 6.8 0.65 063 292 6.8 0.65 062 258 64 066 0.64 367 72 062 0.64 0.62

*signifikant HWE avvik, Bonferroni justert p<0.05

Variasjon mellom populasjoner

G-baserte eksakte tester (Fy 1 FSTAT) viste signifikante forskjeller mellom populasjonene for
hvert av de ni undersgkte loci uavhengig og kombinert (p<0.003). Det var imidlertid ikke
signifikante forskjeller for alle par av populasjoner (Tabell 2). Mest igynefallende var at det
ikke var signifikant forskjell mellom erretpopulasjonene i Tinnsjo og Mesvatn (Fy = 0.0208).
Det var heller ingen forskjeller mellom de to nederste provetakings stasjonene i Ména (Fy =
0.0060), eller mellom stasjonene i nedre del av Ména (Mana-1, Ména-2, Méana-4) og Mesvatn
(Fst = 0.0035 — 0.0094). Derimot skilte s@rlig den everste populasjonen i Ména, rett under
Maosvassdammen, seg sterkt ut fra alle de andre populasjonene med heye Fy-verdier, ogsa fra
narliggende Mosvatn og Skarfossdammen (Fy > 0.0350). Reynolds’ koeffisient for lik
avstamning (O=samme avstamning; Reynolds et al. 1983) indikerte lignende forhold (Tabell
2). Det er en relativt lik avstamning’ for erreten mellom Tinnsjo, Mesvatn og nedre deler av
Mana, mens s@rlig den gverste stasjonen i Mana skiller seg sterkt ut.
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Tabell 2. Genetisk differensiering mellom populasjoner av erret fra Tinnsjo, seks stasjoner 1
Mana, og Mesvatn. Parvise verdier av Fy er over diagonalen og lik slektskapskoeffisient
(Reynolds et al. 1983) under diagonalen. * indikerer signifikante forskjeller i Fy, Bonferroni
justert p<0.05, ns=ikke signifikant.

Popula-

sjon Tinnsje Maina-1 Maéna-2 Ména-3  Maina-4  Maiana-5  Maina-6  Mesvatn
Tinnsjo ok 0.0332* 0.0347* 0.0386* 0.0188* 0.0229* 0.0431* 0.0208™
Miana-1 0.0337 HoEAK 0.0066™  0.0163* 0.0200* 0.0274* 0.0791%* 0.0035™
Miaina-2 | 0.0358 0.0072 HxEE 0.0346%* 0.0186* 0.0385% 0.0703* 0.0134*
Miana-3 | 0.0381 0.0153 339 ko 0.0228* 0.0470%* 0.0813* 0.0226*
Madna-4 | 0.0195 0.0204 0.0194 0.0220 oAk 0.0265* 0.0490* 0.0094™
Madna-5 | 0.0237 0.0280 0.0395 0.0464 0.0271 Ak 0.0350%* 0.0218*
Mdna-6 | 0.0438 0.0795 0.0709 0.0805 0.0495 0.0357 Ak 0.0587*
Mgsvatn | 0.0214 0.0039 0.0141 0.0221 0.0099 0.0224 0.0592 ok

Det var en sammenheng mellom geografisk og genetisk avstand i1 selve Méana (Mantel test,
7=6.1040, r=0.5199, p=0.0190), idet det var de to gverste og mest ’fjernt’liggende stasjonene
1 Méana (Fig. 1, 2) som skilte seg ut genetisk. Om innsjeene ble tatt med 1 analysen, ble
sammenhengen imidlertid svakere (Z=7.4010, r=0.3433, p=0.437), trolig fordi begge kan
vaere genetiske kildepopulasjoner. Ettersom dambyggingen begynte overst 1 vassdraget og 1
hovedsak folger samme menster som geografisk avstand, var det ogsd en sammenheng
mellom tid av (semi)isolasjon (dvs. tid siden dambygging) og genetisk avstand (Mantel test,
7=6.535,1=0.3439, p=0.0409) for hele datasettet (Tinnsjo og Mesvatn som felles populasjon).
For stasjonene 1 Ména alene, var korrelasjonen hoyere (r=0.6800), men ikke signifikant pga.
feerre data (Z=4.191, p=0.0636).

Nei’s minimum genetiske avstand som er et mye brukt mél i denne type sammenlignende
genetiske undersekelser, tegner det samme bildet (Fig. 3). Den overste stasjonen i Ména
skiller seg klart ut. Alle simuleringene (bootstrapping, 10 000 permutasjoner, TFPGA) og alle
loci stettet denne grenen. Det var imidlertid lite som skilte Mesvatn, Tinnsjo og de nedre
deler av Mana (0-3 loci, 32-66 % av simuleringene). Skillet mellom Tinnsje/Mana-5 og de
ovrige Mpgsvatn/Mana-stasjonene var i1 hovedsak et resultat av beregningsalgoritmen
(UPGMA -clustring) og hadde ikke stotte i noe enkelt loci (32 % av simuleringene).
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Figur 3. UPGMA diagram over Nei’s unbiased minimum genetiske avstand mellom de
undersokte populasjonene. Bootstrap-verdier (10000 permutasjoner) er bestemmende for
hvert knutepunkt.

Tilherighets- (assignment-) testene, hvor genotypen til alle enkeltindivider fra de étte
provetakings stedene ble klassifisert til den naermest liggende populasjon (GENECLASS; log-
likelihood basert, direkte, samt simulert Bayesian metode med 10000 simuleringer) indikerte
at selv om populasjonene var forskjellige, var avstandene mellom populasjonene ikke store.
Omtrent halvparten av enkeltindividene (47.7 %; 116 av 243) ble direkte klassifisert riktig,
dvs. til opprinnelsespopulasjonen. Det var imidlertid stor forskjell mellom populasjoner mht.
om individene ble klassifisert riktig (Tabell 3). Hoyest var Mana-6 som klassifiserte 66.7 %
riktig og lavest Mosvatn som fikk 35.9 % av individene riktig klassifisert. Dette samsvarer
derfor 1 stor grad med beregnede genetiske avstander (over). Tinnsje skiller seg ut med et
betydelig antall “stedegne” individer (private alleler), dvs. erret som med 100 %
sannsynlighet ble klassifisert som Tinnsjeerret. Om simuleringene og estimerte
sannsynligheter videre ble lagt til grunn, ble individene i hovedsak klassifisert riktig for
Tinnsjo, Mesvatn og de evre stasjoner i Ména (> 69 %), mens resultatene var mer usikre 1
nedre del av Mana, som ogsd skilte seg lite fra hverandre pa andre avstandsmal (over).
Tilherighetstestene antydet ogséd at Tinnsje og Mesvatn har fungert som “genreservoarer” for
Mana, idet 75 % (n=181) av individene ble klassifisert til en av innsjeene som mest eller nest
mest sannsynlig.
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Tabell 3. Resultater fra tilherighetstester for alle enkeltindivider i alle populasjoner. Antall
individer testet, antall individer (%) som direkte ble riktig klassifisert, antall individer (%)
som etter simuleringer av sannsynlig tilherighet over alle individer og populasjoner ble mest
eller nest mest sannsynlig, og stedegen, dvs. individer som hadde 0 sannsynlighet for & tilhere
noen annen populasjon.

Tinnsje Mana-1 Maina-2 Maina-3 Mana-4 Maina-5 Mana-6 Mesvatn
n=32 n=28 n=27 n=29 n=31 n=30 N=27 n=39

Direkte 13 13 17 17 12 12 18 14
(40.6)  (46.4)  (63.0) (58.6) (38.7)  (40.0)  (66.7)  (35.9)
(Nest)Mest | 29 8 12 15 25 22 21 27

sannsynlig | g0 ¢\ (28.6)  (444)  (51.7)  (80.7)  (733)  (77.8)  (69.2)

Stedegen 12 0 0 0 0 0 1 1
(37.5)

Resultatene for genetiske avstander ma imidlertid tolkes med forsiktighet, ettersom noen av
populasjonene muligens kan ha vert gjennom en genetisk flaskehals som pavirker
populasjonens genetiske struktur. Flaskehalstestene (BOTTLENECK) for IAM og SMM-
modellene antydet at 4 av 6 stasjoner i Ména kan ha tapt genetisk variasjon (sjeldne alleler)
som et resultat av en periode(r) med sméd populasjonssterrelser (Mana-1, Méana-3, Mana-4,
Mana-5; Tabell 4). Det var som forventet ingen slike tendenser for Tinnsjo og Mgsvatn.
Imidlertid er det TPM-modellen som trolig best beskriver situasjonen i Ména og derfor ber
tillegges storst vekt 1 resultatene (Cornuet & Luikhart 1997). Denne to-fase
mutasjonsmodellen ga ikke indikasjoner pa er flaskehals (Tabell 4), uavhengig av
forutsetningen om “mode-shift” eller ikke.
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Tabell 4. Resultater fra testing for tidligere genetiske flaskehalser (sveert fa individer i populasjonen)
for erret fra Tinnsjo, seks stasjoner i Mana, og Mesvatn. Ikke-parametriske Wilcoxon to-sample to-
veis tester er signifikante nar p<0.05. TPM=two-phased modell, [AM=infinite allel modell,
SMM=stepwise mutation model (alle resultatene under forutsetning av “mode-shift”).

Tinnsje Maéna-1 Mana-2 Maéina-3 Maina-4 Mana-5 Mina-6 Mosvatn

PM 0.9102 1.0000 0.6523 0.5703 0.2031 0.1640 0.4258 0.4258
IAM 0.4961 0.1641 0.0500 0.0500 0.0020 0.0195 0.0059 0.1289
SMM 0.1289 0.0098 0.2500 0.0039 0.8203 0.4961 0.1289 0.4961

Diskusjon

Undersokelsen av genetisk strukturering i Tinnsjo, Méana og Mesvatn viste at det ikke var
signifikante forskjeller mellom de to hovedpopulasjonene i Tinnsjo nederst og Mosvatn gverst
1 vassdraget (Fy=0.0208), dvs. at de genetisk er 4 betrakte som en felles bestand.

Det var heller ingen forskjeller mellom Mana-1 og Ména-2 nederst i1 elva, eller mellom
Mgsvatn og Méana-1 eller Méana-4 (Fy< 0.0094). Orret vandret sannsynligvis inn i Tinnsjo
naturlig etter siste istid (for ca. 8500-9000 ar siden; Heggenes et al. 1996). Nedre deler av
Mana opp til Rjukanfossen, hvor det ikke finnes naturlige vandringshinder, md ha blitt
kolonisert 1 samme tidsrom. Det er sannsynlig at Mesvatn og Mana oppstrems Rjukanfossen
har blitt kolonisert fra samme populasjon, slik resultatene her viser, ved menneskets hjelp
kanskje for mer enn 6000 &r siden (Heggenes & Reed 2002). Naturlig har derfor
populasjonene vert utsatt for mulig seleksjon og lokal genetisk tilpassing og
populasjonsstrukturering i flere tusen ar. Likevel var det ingen signifikante forskjeller mellom
hovedpopulasjonene Tinnsjo og Mesvatn. Sterre populasjoner av erret og laks blir generelt
ansett for & vare genetisk stabile over lang tid (Ryman 1983, Nielsen et al. 1997, Laikre
1999). Testing for flaskehalset viste heller ingen indikasjoner péd betydelige
populasjonsreduksjoner verken 1 Tinnsje eller Masvatn. Orret 1 Measvatn er derfor genetisk &
betrakte som en delbestand fra Tinnsje. Likeledes skilte populasjonene i nedre del av Ména
seg lite sarlig fra Masvatn, mens det var noe storre og signifikante forskjeller fra Tinnsje.
Dette skyldes nok i noen grad at Tinnsje som den eneste undersgkte lokaliteten, hadde et
betydelig antall ”stedegne” individer (private alleler) iflg. tilherighetstestene, noe som er &
forvente 1 en stor og gammel kilde-populasjon. Derimot var det signifikante og store
forskjeller i de undersgkte populasjoner 1 ovre del av Mana, szrlig for Mana-6 rett under
Mgsvassdammen, hvor Fg verdiene var betydelig haoyere (Fs=> 0.0431) enn mellom noen
andre populasjoner (Fy< 0.0386), bortsett fra til nerliggende Ména-5 (Fy=0.035). Nei’s
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genetiske avstand og cluster-analysene viste det samme bildet, hvor avstanden mellom Ména-
6 og de gvrige populasjonene er over dobbelt sd stor (>0.040) som mellom noen andre
populasjoner (< 0.020). De andre populasjonene clustrer 1 hovedsak i en felles gruppe.
Tilherighets(assignment)-testene viste ogsd det samme mensteret, hvor erret fra Ména-6 viste
klart best tilherighet (66.7%), og Masvatn lavest (35.9%). Alle analysene viser derfor et
entydig bilde.

Ettersom erret 1 Tinnsjo og Mesvatn genetisk ligger sd ner hverandre, og det er velkjent at
Maéna opp til Rjukanfossen for regulering naturlig fungerte som gyte- og oppvekstomrader for
Tinnsjeerret, er det sannsynlig at den ndvarende genetiske struktureringen i Ména i betydelig
grad er knyttet til reguleringsinngrepene og bygging av dammer i perioden 1906-1958.
Dammene vil fungere som semi-barrierer for fiskevandring, og dermed for utveksling av
genetisk materiale og lokal bestandssterrelse.

Selv om det er vel kjent at erret lett danner lokalt forskjellige genetiske populasjoner (e.g.
Ryman 1983, Ferguson 1989, Skaala 1992, Ball-Illosera 2002), er det er tidligere gjort fa
systematiske undersgkelser av genetisk strukturering hos erret i en enkelt ssmmenhengende
elv (Estoup et al. 1998, Carlsson et al. 1999, Carlsson & Nilsson 2000). Disse har imidlertid
vist at erret naturlig kan danne genetisk forskjellige lokale populasjoner over korte avstander
(2-3 km; Estoup et al. 1998, Carlsson et al. 1999), dels som et resultat av geomorfologiske
semi-barrierer og dermed sma populasjoner og genetisk drift (Carlsson et al. 1999, Carlsson
& Nilsson 2001). Fra tidligere genetiske undersekelser i Skandinavia er det velkjent at
barrierer som er totale vandringshinder, for eksempel fossefall, kan resultere i genetiske
forskjeller oppstroms og nedstroms (Skaala & Navdal 1989, Hindar et al. 1991, Carlsson et
al. 1999). Noe mer uventet er det kanskje at Carlsson & Nilsson (2000) fant forskjellige
populasjoner i en 10 km lang sammenhengende elv uten slike strukturer, men dette var en
gyte- og oppvekstelv for anadrom s& vel som stasjonar erret, og uten innsjeer med storre
kilde-populasjoner av erret. Carlsson & Nilsson (2000) mener siledes at struktureringen
skyldes orretens relativt presise valg av gyteomrader og ’trofasthet’ mot disse ("homing’). I
Mana-systemet er situasjonen en helt annen, med store populasjons’reservoarer’ som er
genetisk like 1 de store innsjeene i begge ender av vassdraget, hvor erret naturlig kunne
vandre bade opp og ned (ikke Rjukanfossen). Tilherighetstestene viste at Tinnsje/Mesvatn har
fungert som genreservoarer, idet 75% av alle individene ble klassifisert til en av innsjeene
som mest eller nest mest sannsynlig populasjon. Sannsynligheten for en tilsvarende naturlig
strukturering og arsaker som Carlsson & Nilsson (2000) fant, er derfor liten, selv om
Rjukanfossen siden istiden har vert et naturlig hinder. Det er kort vandringsvei opp og ned fra
Mpgsvatn, og det var stasjonen nermest Mgsvatn som skilte seg mest ut. Dessverre kan det
ikke direkte dokumenteres, at Ména6 og Ména5 var lik Mesvatn for regulering, ettersom det
ikke eksisterer genetiske prover, for eksempel orretskjell, fra tiden for regulering. En lignende
underseokelse av betydningen av bygging av terskler for genetisk variasjon til harr (Thymallus
thymallus) 1 en dansk elv (Meldgaard et al. 2003) fant et monster noksa likt som Ména, og
konkluderer med at terskler kan vare en viktig faktor som pavirker populasjonsstrukturering.
Her ble mikrosatelitter basert pa ca. 60 ar gamle skjellprover sammenlignet med natidsdata. 1
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Mana fant vi pd samme mate som Meldgaard ef al. (2003), en signifikant sammenheng
mellom tid med antatt isolasjon (ar etter dambygging) og genetisk avstand. Selv om det ogsa
var en slik sammenheng til geografisk avstand, gjelder dette ikke den populasjonen som skilte
seg mest ut, Mana-6, ettersom den ligger rett nedstroms Meosvatn.

Populasjonsstrukturering hos elvelevende salmonider kan i hovedsak skyldes to ulike
prosesser, lokal tilpassing gjennom naturlig seleksjon og/eller genetisk drift (e.g. Adkinson
1995), som begge pévirkes av gen flyten mellom bestandene. Den relative betydningen av
disse to ulike prosessene, er uklar og omdiskutert (Fisher 1930, Wright 1931). Hansen et al.
(2002) analyserte 5 danske populasjoner av anadrom erret over tid (1910 til 1990) vha. 8
mikrosatelitter, og fant at lokale tilpassinger i lokale populasjoner bare var sannsynlig i
relativt store bestander utsatt for sterkt seleksjonspress. Ved svakere seleksjonspress var
tilpassinger mer sannsynlig pé regional basis. Dette understottes av teoretiske betraktninger
(Adkinson 1995). En reduksjon i bestandssterrelse kan derfor fore til at lokale tilpassinger
brytes ned pga. genetisk drift. I en sjelden ny undersokelse dokumenterte Koskinen et al.
(2002) at seleksjon var den vesentlige prosessen for genetisk strukturering i harr som nylig
(ca. 100 ar) var introdusert i tre ulike miljeer, selv om genetisk drift ogsad spilte en rolle.
Hendry et al. (2000) dokumenterte utvikling av reproduktiv isolasjon mellom to laksestammer
pa ferre enn 13 generasjoner. Carlsson et al. (1999) mener genetisk differensiering mellom
orret-populasjoner i en liten elv skyldes genetisk drift i sma bestander som er delvis isolert.
Meldgaard et al. (2003) hevder ogsa at populasjonsstrukturering hos harr pga. terskelbygging
skyldtes genetisk drift over ca. 60 ar. I Ména har bygging av dammer i de siste 100 ér fort til
at naturlig sammenhengende innsjo/elvestrekninger har blitt 1 det vesentlige isolert 1 relativt
smi populasjoner. 1 slike sméd populasjoner vil, dersom det ikke er et meget sterkt
seleksjonspress, tilfeldige genetiske forandringer, genetisk drift, vaere den viktigste prosessen
som forer til endring i genfrekvenser og etter hvert fiksering av vanlige alleler og tap av
sjeldne alleler (Frankham et al. 2002). Basert pd modellbetraktninger (Fig. 4), vil slik
oppdeling av tidligere sammenhengende populasjoner pd kort sikt oke total genetisk
differensiering og diversitet, selv om alleler raskere vil bli fiksert i smd populasjoner.
Sannsynligheten for tap av alleler er storre fra en samlet stor populasjon, enn fra flere
oppdelte populasjoner. P4 den annen side vil grad av innavl eke i de sma populasjonene
(Frankham et al. 2002). Pa lengre sikt, ndr utdeing av populasjoner kan inntreffe bl. a. pga.
innavl, vil flere sma populasjoner derimot fore til mer tap av genetisk mangfold (Fig. 4).
Utviklingen vil imidlertid avhenge av fiskens vandringsmenster og dermed mulig gen-
utveksling mellom populasjonene. @Qrretpopulasjonene i Ména kan se ut til & vare inne i en
tidlig fase 1 en slik utvikling, hvor oppdeling av populasjonene eker genetisk mangfold (Fig.
4). Testing for tap av genetisk variasjon pga. flaskehals med smé populasjoner, indikerte at
dette kan ha veert tilfelle i Mana, men resultatene var ikke entydige og avhengig av valg av
modell. Genetisk drift synes & ha vert mest utpreget pa den genetisk sett avvikende overste
stasjon 1 Ména, som har vert isolert over lengst tidsrom av alle de undersokte stasjonene.
Seerlig interessant er det, at ettersom denne stasjonene ligger rett under Mesvassdammen, er
det utelukket at den for bygging av dammen har vert vesentlig forskjellig fra orreten i1
Mpgsvatn pga. fri ut- og innvandring. Vi konkluderer derfor med at genetisk differensiering
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her skyldes isolasjon av en liten bestand gjennom bygging av dam (1906) og senere inntak av
nesten alt vann direkte i kraftstasjon (Froystul).

Utgangstilstand

1)

Korttids-effekt, ingen utdeing

Mange smad En stor
Langtids-effekt, lokal utdeing
.
4) (5)
l#]:

Figur 4. Teoretisk modell for forventede endringer i samlet genetisk variasjon dersom en
tidligere sammenhengende populasjon deles opp (fragmenteres) i (delvis) isolerte smd-
popuoasjoner. Pd kort sikt vil genetisk drift og eventuelt sterkt lokalt seleksjonspress fore til
okt genetisk variasjon. Pa lengre sikt vil derimot genetisk variasjon tapes dersom oppdelingen
i flere mindre populasjoner forer til at noen populasjoner dor ut. (Fra Frankham et al. 2003).

I den grad genetisk drift er en vesentlig faktor som forer til populasjonsdifferensiering og okt
genetisk diversitet, kan det ikke begrunne en forvaltningsstrategi som baserer seg pa stedegne
bestander. Begrunnelsen for denne strategi er den teoretiske antagelsen om lokalt tilpassede
populasjoner. Sma bestander som blir utsatt for de samme genetiske prosesser som grreten i
Mana, er mest sannsynlig ’stedegne’ pga. genetiske tilfeldigheter. De representerer derfor
ingen lokal tilpassing. Framtidige genetiske undersekelser ber derfor i storre grad fokusere pa
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mulige arsaker til genetisk differensiering. Genetisk variasjon og populasjonsstrukturering er
ikke ensbetydende med lokal tilpassing.
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VEDLEGG |

Mikrosatelitt DNA

Under folger en mer detaljert og teknisk beskrivelse av DNA- og analyse-metoder. I Resultat
og kommentarer har vi konsentrert oss om hovedspersmélet hvorvidt populasjonene er like
eller ikke. For oversiktens skyld er derfor ikke alle resultater rapportert i detalj.

Omtrent 100-200 mg vevsprave ble brukt for a ekstrahere DNA ved en modifisert prosedyre
etter salt-ekstraksjonsmetoden beskrevet av Miller et al. (1988). Framgangsméten 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 pl reaksjonsblandinger som inneholdt 20-40 ng genomisk
template DNA, 2 pmol av hver primer, 50 mM KCI, 1.5 mM MgCl, 10 mM Tris-HCI, 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 kjort pa elektroforese med en ABI Prism 310 Genetic-Analyzer for fluoresens
merkede produkter.



VEDLEGG I

Mikrosatellitt-primere som benyttes ved NVH (BasAm/genetikk/K.H.Roed) for
populasjonsgenetiske studier av brunerret

BRUN-13-A TGA AAC TAG GAT GCC TGG FAM

BRUN-13-B TCT GAC CCA CAC ACA AGC

BRUN-14-A TCC TCT ATC ATA CGG CTG FAM
BRUN-14-B ATC AGA TGA CCC AGT GGC

BRUN-22-A CCA AAT AAC TGA CAA GTG AG HEX
BRUN-22-B CAG AGG TTG ATA ATG GGG

BRUN-25-A TGA TGG GAT GGT GTT TCC HEX
BRUN-25-B ACA TTT GCA CAC GGG TAG

BrStrut-12-A° AAT CTC AAA TCG ATC AGA AG HEX
BrStrut-12-B AGC TAT TTC AGA CAT CACC

BrStrut-15-A TGC AGG CAG ACG GAT CAG GC FAM
BrStrut-15-B AAT CCT CTA CGT AAG GGA TTT GC

BrStrut-58-A° AAC AAT GACTTT CTC TGA C TET
BrStrut-58-B AAG GAC TTG AAG GAC GAC

BrStrut-60-A CGG TGT GCT TGT CAG GTT TC HEX
BrStrut-60-B GTC AAG TCA GCA AGC CTC AC

II
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