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Sammendrag (norsk):

Det stadig gkende kravet til overvakning og gkosytemforvaltnig vil matte motes med wtenskapllg
data, og molekylaer genetiske metoder har blitt trukket fram som det beste verkteyet for gke var
kunnskap og forstéelse av dynamikken i fiskebestandene. Disse er en av mange metoder for &
handtere utfordringene i fiskeriforvaltningen, men de er mest effektive brukt sammen med andre
metoder.Ved & kombinerebiologisk og gkologisk kunnskap fra langtidsserier, kan vi gke
forstelsen av de faktorene som kontrollerer fordelingen av bestander og individer i tid og rom.
Rapporten presentere de genetiske som er tilgjengelig for forvaltningen i dag. Den gir ogsa
eksempler pa hvordan disse har blitt, og kan bli brukt i forvaltningen

Summary (English):

There is an increasing demand for management based on surveillance and ecosystem knowledge,
requiring more scientific data, and molecular genetic methods have been highlighted as the best
tool to increase our knowledge about the fish stock dynamics. Molecular genetic methods are one
of several groups of tools for scientific management, of the fisheries and aguaculture, but these
tools are most efficient if used if used in combination. This report presents the genetic methods
available for management purposes to day. It also presents examples of how these methods can
been used in management of wild stocks as well as management of aquaculture species.
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Bruk av genetiske metoder for bestandsidentifisering

1. Innledning

Mange kommersielle fiskebestander er 1 dag kraftig redusert, og det er allment
akseptert at “’fore-var-prinsippet” anvendes for 4 unnga store uforutsette endringer i
bestandene. Det er ogsa et gkende krav til overvékning og ekosystembasert
forvaltning. Dette vil matte motes med vitenskapelige data, og molekylergenetiske
metoder har blitt trukket fram som det beste verktoyet for & eke var kunnskap og
forstielse av dynamikken i fiskebestandene.'

Molekylare teknikker gjor bruk av nedarvede, avgrensede og stabile genetiske
markerer, og har et stort potensial for blant annet & analysere bestandsstrukturer,
rekruttering og bestemme sammensetningen i fiske pa blandede bestander (”Genetic
Stock Identification”). Molekylare teknikker er en av mange for & handtere
utfordringer i fiskeriforvaltningen, men disse verktoyene er mest effektive dersom de
brukes i kombinasjon med andre metoder: merkedata (elektroniske og
konvensjonelle), fysisk oseanografi, livshistorievariasjoner og ekologisk modellering.
Ved & kombinere genetisk informasjon med biologisk og ekologisk kunnskap fra
lange tidsserier, kan vi gke forstdelsen av de faktorene som kontrollerer fordelingen
av bestander eller individer i bade tid og rom.

De forventninger vi gjerne har nér det gjelder mulig differensiering mellom ulike
populasjoner?, bygger i forste rekke pa okologisk kunnskap om de ulike artene og
deres miljo. Stor populasjonssterrelse, hoy fekunditet og store muligheter for
spredning ferer i kombinasjon til en forventning om liten differensiering mellom
marine populasjoner. Komparative studier har ogsa vist at marine fiskepopulasjoner er
mindre differensiert enn arter i ferskvann eller anadrome arter som for eksempel laks.
I de senere arene er det imidlertid observert flere arter hvor en finner en svak, men
signifikant genetisk strukturering. Dette skyldes sannsynligvis en kombinasjon av ekt
sensitivitet 1 de genetiske metodene, bedre provetaking og bedre statistiske analyser.

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

Marin ressursforvaltning star foran en rekke nye utfordringer i d&rene som kommer, og
vi har allerede sett eksempler pa drastiske reduksjon 1 de ville bestandene med
stenging av tidligere meget produktive omrader som resultat (torskefiske pa estkysten
av Canada, torskefiske i Nordsjeen), og anbefaling om nulluttak av kysttorsk nord for
62°N.

' Bestand. En bestand er i utgangspunktet en geografisk avgrenset del av en populasjon, hvor grensene
for bestandens utbredelse kan vare satt av praktiske eller administrative hensyn.

? Populasjon. Med populasjon menes en naturlig reproduserende enhet av en og samme art, uavhengig
av geografiske avgrensninger.



Fram til 1 dag har genetisk forskning pd mange méter blitt styrt av forvalternes og
fiskeribiologenes prioriteringer. Slike prioriteringer viser viktige tema og spesifikke
problemer som det er nedvendig a studere. Mulige og praktiske méter & lose disse pa
ved hjelp av genetiske metoder kan na foreslds, men slike prosjekter vil alltid vaere
bade mer effektive og gi mer mening dersom de drives i forbindelse med andre
okologiske studier. Det er derfor helt nedvendig at fremtidige studier er basert pa en
okende dialog mellom oseanografer, okologer, genetikere og forvaltere. Det er bare
gjennom en slik dialog at vi til fulle kan fa utnyttet fremtidige konsepter og metoder.

Dersom forvaltningen av de marine ressursene skal bli bedre, behever vi mer robuste
vitenskaplige metoder som gjor oss i stand til 4 skaffe oss data som kan brukes i en
effektiv planlegging av fiskeriforvaltningen. For & fremme en barekraftig utnyttelse
av de artene vi er satt til & gi rad for, trenger vi mer inngdende vitenskapelig
informasjon bade om artens biologi, populasjons struktur 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 i vare fiskebestander/ville populasjoner. Oppdrett av torsk er pa vei til &
bli en ny naring. I 2004 ble det oppdrettet 1500 tonn torsk, men den potensielle
produksjonen i de nermeste arene er betydelig storre. Miljoutfordringene er
betydelige, og ma tas pa alvor for oppdrett av torsk kommer for langt. Det er viktig &
trekke leerdom av lakseoppdrett, hvor en hele tiden har vert 1 etterkant med nedvendig
kunnskap for god radgivning om blant annet genetisk interaksjoner. Potensielle
problemer i forbindelse med torskeoppdrett vil vare gyting i merd,
remning/geninteraksjon med ville stammer, sykdom og spredning av patogener.

Malet med denne rapporten er & gi en oversikt over genetiske metoder for bruk i
bestandsidentifisering/karakterisering, gi eksempler og angi potensial for praktisk
bruk i forvaltningen o.

2. Bruksomrader for molekylergenetiske teknikker

De molekylergenetiske metodene har en rekke bruksomrader, og noen av de mest
aktuelle er nevnt nedenfor.

2.1 Artsidentifisering — hybridisering

Korrekt artsidentifisering er helt nedvendig for forvaltning av en definert art og for a
kunne gi riktige tall for mengde og utbredelse av arten, for & bestemme hvor den
fisken som landes kommer fra, og a sikre riktig merking av fiskeprodukter pa
markedet/i butikken (autentisering). Arter kan vaere morfologisk ganske like og
dermed vanskelig & skille fra hverandre, spesielt pd juvenile/0-gruppestadiene og for
kryptiske arter som for eksempel uerartene (Sebastes). Molekylaere genetiske
markerer er nyttig for 4 lese mulige taksonomiske problemer, og kan brukes til &
studere marine arter pa forskjellig niva.



Siden 80arene har vi brukt genetisk variasjon i enzymer for & identifisere arter (se for
eksempel Nedreaas & Neavdal 1989, Johansen et al. 2001, Roques et al. 2001). I dag
har genetikere ogsa tatt i bruk variasjonen i en spesiell DNA-sekvens eller DNA-
marker for 4 si noe om hvor mange arter som befinner seg 1 et omréade, og for &
estimere mengden av hver av artene. Denne teknikken, som ogsé er kjent som “DNA
barcoding”, kan utferes parallelt med morfologiske analyser, og kan brukes til a skille
nart beslektede og darlig karakteriserte arter fra hverandre

(http://www .barcodinglife.com) (Hebert et al. 2002).

I tillegg til artsidentifikasjon kan genetiske markerer ogsa brukes til studier av
hybridisering (overforing og inkorporering av nye genetiske varianter inn i en
populasjon), mellom arter (Roques et al. 2001) eller mellom populasjoner innen
samme art (Nielsen et al. 2003). Hybridisering representerer altsd en viktig
mekanisme for utveksling av genetisk materiale mellom arter og populasjoner som
eventuelt kan fore til en endring av den genetiske strukturen. Innen fiskeriene er
hybridiseringsstudier viktig for & kunne bestemme populasjonenes grenser der hvor
fiske drives i en hybridsone mellom to morfologisk like arter eller mellom distinkte
populasjoner av samme art.

Hybridsoner innen en art er lite utforsket i det marine miljo, men slike har blitt
identifisert for torsk (Nielsen et al. 2003) og piggvar (Nielsen et al. 2004) i
overgangen mellom Nordsjeen og @stersjoen. Opprinnelsen og arsaken til at denne
sonen eksisterer over tid er ukjent.

Nér 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 molekylere metoder et
uvurderlig redskap.

2.2 Proveidentifisering — autentisering

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

Allozymer og mtDNA brukes for & identifisere ulike prover av ferskt og kokt
materiale 1 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, for eksempel 1 USA og England. Etter hvert som teknikkene har blitt
forbedret, er de ogsd blitt mer tilgjengelige, og kan kanskje i fremtiden bli sa raske og
billige at analysen kan utferes pa fiskemarkedet. Mange av disse metodene er ogsa
utviklet og/eller benyttet v HI.

I tillegg til 4 identifisere art, vil det i enkelte tilfeller ogsé veere mulig 4 kunne
identifisere geografisk opprinnelse til den fangsten man studerer. Seeb et al. (1990)
kunne fastsla at en fangst av kongekrabbe (Paralithodes camtschaticus) var blitt tatt i
et lukket omréde 1 Beringhavet. I et annet eksempel stoppet den amerikanske
kystvakten en fiskebat med laks og genetiske metoder viste at laksen kom fra et
gyteomrade 1 Alaska som var lukket. I begge tilfeller ble det benyttet genetiske



metoder som sammenlignet de aktuelle provene med materialet fra eksisterende
databaser. Begrensningen med disse metodene i dag er oppdaterte databaser med
bakgrunnsmaterialet 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 omrdde i Nordest-Atlanteren, Ostersjoen eller
Nordsjeen.

2.3 Bestandsestimering, overvaking og genetisk merking

Forvaltningen har behov for & vite hvor stor hver enkelt bestand er, men struktur er et
kontroversielt spersmal og ofte avhengig av metode og tiln@rming. Tradisjonelle
metoder for & skille mellom bestander har inkludert markerer som skjellanalyser,
otolitter, parasitter, morfometri og morfologi. Disse markerene kan i storre eller
mindre grad vere pavirket av miljoet, livshistorie eller til og med atferd. Genetiske
markerer derimot vil kunne gi varige og udiskutabel identifikasjon av et individ,
uavhengig av alder, miljg, kjonn eller individuell atferd. Med dagens utvalg av nye
statistiske metoder vil vi i kombinasjon med molekylare metoder pé 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).

2.4 Slektskapsanalyser

Reproduksjon og rekrutteringsdynamikk er fortsatt darlig kjent hos mange marine
arter, men dette er faktorer som kan ha en stor innvirkning pa demografien og

stabiliteten til en populasjon. Molekylare markerer kan lette forskningen pa dette
omradet, bade ved forvaltning av ville bestander og 1 forbindelse med akvakultur.

Rekrutteringsmekanismer ved hjelp av molekylergenetiske markerer har blitt studert,
selv om det meste av forskningen har vaert fokusert pd arter 1 oppdrett eller arter som
viser uvanlig reproduktiv strategi. Det finnes veldig fa genetiske studier av
reproduktiv atferd av kommersielt viktige fiskearter. Vi vil her trekke fram er et
eksperimentelt forsek med torsk hvor det ble testet for reproduktiv suksess hos hanner
basert pd 50 stamfisk utfort ved Havforskningsinstituttets feltstasjon Parisvatnet. Alt
avkom ble identifisert til foreldrepar ved hjelp av fire mikrosatellitt-loci, og det ble
vist at 1 gjennomsnitt 2,21 (+ 0,08) fedre bidro til en enkelt gyting (Bekkevold et al.
2002). Analysene viste ogsa at store hanner var mer “effektive” 1 forplantning, og at
hannenes suksess var avhengig av sterrelsesforskjeller mellom hanner og hunner. Til
tross for at dette var resultater fra et kontrollert forsek, viser analysene at gyteatferden
i naturlige populasjoner av torsk kan vaere kompleks. Det at den reproduktive
suksessen hos hanner er s varierende kan fore til at det eksisterer flere
sosken/halvsgsken enn forventet i ville bestander.

I ville populasjoner kan molekylargenetiske verktoy ogsa brukes for & avslere
gyteatferd. Allozymstudier har vist mange eksempler pé signifikant genetisk
differensiering mellom nabopopulasjoner selv om det ikke har vaert noen stor forskjell
over store geografiske avstander (Sharp og Dizon 1978, Grant 1985, Hedgecock et al.



1994, Ward 1995). Denne lokale struktureringen har blitt forklart med stor forskjell 1
reproduktiv suksess blant voksne individer i tillegg til at larver fra en eller et lite
antall kohorter kan pétreffes innenfor et lite omrdde. Den proven som blir tatt
representerer dermed et lite antall familier og ikke hele populasjonen. Dette vil ogsa
kunne bidra til den lave observerte (beregnede) effektive populasjonssterrelsen (N.) i
forhold til reell populasjonssterrelse, noe man ofte observerer 1 marine populasjoner.

Mange marine organismer, spesielt de artene med heoy fekunditet og hoy mortalitet 1
egg- og larvestadiene, kan oppleve stor variasjon i reproduktiv suksess (Hedgecock
1994). Molekylere teknikker har blant annet blitt brukt for a vise gyting ved ulike
tidspunkt i samme omréde, ved a identifisere ulike larvegrupper (kohorter). I lopet av
tre uker analyserte Ruzzante et al. (1996) over 1300 torskelarver fra et relativt lite
omrade (~100 km?) pa estkysten av Canada. De fant sterke indikasjoner p4 at
samlingen med larver var avkom fra forskjellige gytinger, basert pa genetiske og
biologiske (alder/lengde) data. Sméi forskjeller i gytetidspunkt vil kunne fore til at
larvene utsettes for ulike oseanografiske og biotiske forhold som har betydning for
senere livsstadier (Cushing 1972). Dette kan fore til stor variasjon i overlevelse
mellom ulike larvegrupper og dermed forskjeller i bidrag fra ulike gytere til neste
generasjon.

Det er vist genetisk differensiering mellom larvegrupper i en rekke marine arter;
Scianops ocellatus (Chapman et al. 2002), Diplodus sargus (Planes og Lefant 2002).
Dataene stotter ideen om variabel reproduktiv suksess, til tross for at noe fysisk
blanding av de forskjellige larvegruppene kan vaere nok til a skjule signalene.

Forsek pé a studere differensiering pd mikroniva ved & analysere familiestrukturen har
veert utfort ved a beregne graden av slektskap mellom individer. Disse forsgkene har
vert vellykket hos ferskvannsarter, men hos marine arter har metodene ikke vert
gode nok, til tross for noen studier som har vist svake signaler pa slektskap hos noen
korallevende fisk.

Mange av de studiene som er gjennomfert har indikert at genetiske forskjeller péa
mikroniva er et resultat av rekrutteringsprosessen som virker pé de tidlige livsstadier.
Denne differensieringen kan fere til en reduksjon 1 effektiv populasjonsterrelse, eller i
verste fall til innavl, noe som vil vare negativt pd lang sikt. Man har alltid antatt at
innavl er et uvanlig fenomen hos marin fiske, ettersom populasjonen mé reduseres til
godt under det antall som er kommersielt baerekraftig for at innavl skal bli et problem.
Imidlertid har et arbeid pd DNA isolert fra redspette-otolitter (1924-2002) vist innavl
1 populasjoner bade fra Island og Nordsjeen (Hoarau et al. 2005). Dette kan skyldes
en kombinasjon av lav effektiv populasjonssterrelse og stort fiskepress ettersom
innavl forst er observert i prover tatt etter 1950-tallet. Andre studier har antydet at den
genetiske differensieringen som en observerer for noen arter kan skyldes en
kombinasjon av retensjon (tilbakeholding) av larvene i lokale stremmer, atferd og
seleksjon pé for eksempel farge.

2.5 Familieidentifisering

Molekylargenetiske teknikker har &pnet muligheten for & kunne identifisere
foreldrene til et enkelt avkom 1 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 p& marine arter som for eksempel torsk, kveite og hummer, vil
denne muligheten for & kunne identifisere avkom til foreldre vaere meget verdifull,
spesielt med tanke pa muligheten for & studere seleksjon, konkurranse eller
reproduktiv suksess. Eksperimentelle studier utfert ved Havforskningsinstituttet har
brukt DNA-familieidentifisering pé flere arter, blant annet sjoorret (Glover et al.
2001, 2004), atlantisk laks (Skilbrei og Wennevik, in prep, Skaala et al., in prep),
hummer (Jorstad et al. 2005¢), kveite (Dahle in prep) og torsk (Clemmesen et al.
2003, Chase et al. 2006, Skjeraasen et al. submitted).

2.6 Effektiv populasjonssterrelse (N.)

Den effektive populasjonssterrelsen (&,) er det antall individer i en populasjon som
reproduserer eller bidrar til genpoolen i neste generasjon. Estimerte verdier for N, 1
marine populasjoner indikerer at den effektive populasjonssterrelsen er i
starrelsesorden 100 til 100.000 ganger mindre enn den faktiske gytepopulasjons-
storrelsen, som er det mélet forvaltningen bruker. Denne forskjellen har ikke bare stor
innvirkning pa hvordan en estimerer kvantitative endringer 1 populasjonssterrelse 1
forhold til rekruttering og hesting, men vil ogsa virke inn pa estimater av den
genetiske sammensetningen i1 populasjonen. Et lavt forholdstall mellom N, og den
totale gytepopulasjonssterrelse (N), antyder storre sarbarhet nar det gjelder endringer i
genetisk diversitet og respons pé endringer 1 miljoet, e.g. Hindar et al. (2004).

2.7 Oppdrett og havbeite

Overviakning og bevaring av genetisk variasjon i stamfisk og arbeidet med & oke
produktiviteten er de viktigste faktorene i1 fremtidens akvakultur. Dette inkluderer
aktiviteter som identifikasjon av egnet stamfisk, genetisk overvékning av introduserte
individer, og estimat av hybridisering med vill fisk, i tillegg til en generell
overvakning av den generelle genetiske diversiteten (Hulata 2001).

I Norge er laks i dag den viktigste arten innen fiskeoppdrett, men marine arter som
torsk og kveite er pd vei inn. Ingen kan garantere suksess, men publiserte arbeider
fokuserer pa hovedomradene innen genetikk i oppdrett av marine arter (bl.a. Utter og
Epifanio 2002). I forbindelse med oppdrett er romming av fisk sett pa som et av de
viktigste miljoproblemene.

Negative miljomessige konsekvenser av remming er etter hvert godt dokumentert péa
laksefisk, og det er pa det rene at romming kan ha negative effekter bade genetisk,
okologisk og ved overforing av sykdom. Det er derfor et uttalt mal bade fra
forvaltning og nering at remmingstallene skal ned. Logistikken 1 dagens
produksjonskjede tilsier at avkom fra et foreldrepar blir fordelt til flere smoltanlegg
og videre til flere matfiskanlegg. Dermed har det liten hensikt & etablere databaser
med genetiske og andre opplysninger fra avls- og stamfiskstasjoner eller smoltanlegg.
Nér formélet er 4 spore romt oppdrettsfisk tilbake til matfiskanlegg, ma
referanseprover eventuelt skaffes fra hver matfisklokalitet. For en marin art som torsk



vil det ogsé vere nedvendig 4 skaffe seg referansemateriale fra de stedegne
populasjonene.

Ogsa 1 Europa er det satt fokus pa genetiske interaksjoner mellom
oppdrettsorganismer og ville populasjoner av samme art. Havforskningsinstituttet har
fatt 1 oppdrag & vaere koordinator for et starre EU-prosjekt, som har som formal & fa
oversikt over kunnskapsstatusen pa omrédet, og foresld videre forskning for & dekke
kunnskapshullene (http:/genimpact.imr.no).

2.8 Effekter av fiske

Tradisjonelt har man sett pa marine arter bestdende av store bestander som til tross for
et kraftig uttak, fortsatt har forblitt store. Man har derfor ansett de genetiske
konsekvensene av fiske som minimale. Det er imidlertid en ekende enighet om at
fiske kan péavirke det evolusjonere potensialet i en bestand. Dette gar pa selektiv
fjerning av spesielle fenotyper, en konsekvens av at hgstingen som drives ikke er
tilfeldig, men rettet mot deler av en bestand. Fangstredskapen kan vare laget for a
fange stor, og dermed gammel eller hurtigvoksende fisk. Fangsten foregér ofte i
spesielle habitat eller dyp, som selekterer pa individ med en spesiell atferd eller
habitatpreferanse. Mer aktive individer har en storre sjanse for & komme i kontakt
med stasjonar redskap, og fiske er ofte konsentrert til de omrader hvor den fangbare
biomassen er storst og altsd ikke jevnt fordelt over hele utbredelsesomréadet. Dette kan
redusere den fenotypiske variasjonen bade mellom og innen populasjoner, og kan
ogsa tenkes a pavirke livshistoriekarakterer.

Studier basert pa prinsippet “maturation reaction norm” gir klare signaler om at det
kan skje en evolusjon 1 naturlige bestander som folge av fiskepress (Heino et al.
2002). ”Maturation reaction norm” beskriver selve kjennsmodningsprosessen (som
effekt av alder og sterrelse), ved & fjerne effekten av varierende vekst og overlevelse.
Denne metoden & beskrive kjgnnsmodningsprosessen pé har blitt brukt pa mange
marine arter og bestander, og alle, med unntak av to, har vist en klar temporar trend;
okende sannsynlighet for kjennsmodning ved lavere alder og mindre storrelse.
Nordestarktisk torsk har f.eks. vist en drastisk reduksjon 1 alder ved kjennsmodning
mellom 1930 (kjennsmodning v/10—11-4rsalderen) og i dag (kjennsmodning v/6—7
ar).

3. Valg av molekylaer marker

I det folgende er en kort presentasjon av noen av de tilgjengelige molekylere
teknikkene. Valg av riktig marker er helt avgjerende for & kunne oppné optimal
utnyttelse av genetikk til forvaltning av de marine ressursene.

3.1 Protein-markerer: Allozymer

Den vanligste teknikken for & studere variasjon i vev eller sera er analyser av
allozymvariasjon. Allozymer er funksjonelt like varianter av enzym, som kan
separeres ved hjelp av elektroforese. Enzymene blir gjort synlig ved hjelp av en
kjemisk reaksjon, og genetisk variasjon blir bestemt ut fra forskjellig mobilitet hos de



ulike allelene. Det er observert allozymvariasjon mellom individer i nesten alle
dyrepopulasjoner, og denne teknikken var den dominerende for genetiske studier av
marin fisk fra 1970 og langt ut p 1990-tallet. Metoden er fortsatt i bruk, men i mindre
grad enn andre metoder, og Havforskningsinstituttet bruker allozyme 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 ekspertise,
og er en relativt rask metode. Man kan raskt analysere mange gener (loci) og mer enn
hundre individer kan kjores péd i en/samme analyse. Allozymene har blitt brukt for a
beskrive arts- og populasjonsstruktur av flere marine arter (Mork et al. 1985, Giaever
og Stein 1998, Turan et al. 1998, Giaever og Forthun 1999, Frydenberg et al. 1965,
Jorstad og Nevdal 1989, Johansen et al. 2000, 2001). Metoden har imidlertid flere
ulemper sammenlignet med for eksempel DNA-analyser.

Metoden er avhengig av god kvalitet pa vev (ferskt eller frosset) og enkelte av
enzymene er meget sensitive og degraderes lett dersom de ikke konserveres og lagres
pa riktig mate. Dersom man ensker sikre og palitelige data ma prevene fryses inn kort
tid etter provetaking og lagres ved —70 til —80 °C.

Analyser av allozymer er begrenset til gen som aktivt uttrykker proteiner som kan
detekteres ved hjelp av kjemisk farging, og metoden vil optimalt bare kunne avdekke
30% av den faktiske variasjonen som finnes 1 arvestoffet (DNA). I tillegg har
allozymer generelt en lavere mutasjonsrate sammenlignet med andre markerer hvor
analyseres DNA direkte. Dette kan medfere at allozym-lociene har relativt fi allel og
lavere heterozygositet, som igjen kan fore til at vi avdekker mindre del av den
genetiske variasjonen som finnes pd DNA niva.. En lav mutasjonsrate betyr ogsé at
det tar lenger tid (kanskje flere tusen &r) for det blir en balanse mellom drift og
mutasjon. i tillegg til at deteksjon av variasjon er avhengig av at endringene 1
aminosyresammensetning forer til endring i ladning.

3.2 DNA-markerer

Alle dyreceller inneholder to typer DNA: mitokondrielt DNA (mtDNA) og nukleart
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 (se figur 1).
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Figur 1. Prinsippet for en PCR-reaksjon. En kopi av et spesielt omrade pa genomet (her merket med
redt) amplifiseres i lopet av 35 temperatur-sykler (temperaturen endres fra 94 °C via en spesifikk
”festetemperatur”, normalt i omradet 50-62 °C og til 72 °C) til 68 milliarder kopier.

3.2.1 Repetert/ikke-repetert DNA

Ca. 70 % av pattedyrgenomet bestdr av unike DNA-sekvenser, dvs. sekvenser som
bare finnes i én kopi. De resterende 30 % bestar av sékalt repetert DNA, DNA som er
til stede 1 flere kopier. Mikrosatellitter og minisatellitter er markerer som befinner seg
pa disse repeterte regionene, og er blitt mye brukt som verktey i populasjonsgenetikk
det siste tiaret. De anses for a vere ikke-kodende selv om noen har blitt knyttet til
spesielle sykdommer i mennesket.

3.2.2 Enkelt- og multilocus-studier

Et locus kan beskrives som kartreferansen til et bestemt gen pa kromosomet eller
DNA-trdden. Populasjonsgenetiske studier basert pa et enkelt locus (f.eks. en del av
mtDNA) kan gi en skjev fremstilling av mengden genetisk variasjon mellom
individer. Multilocus-studier analyserer genetisk variasjon 1 flere loci samtidig, og gir
dermed et bedre uttrykk for den faktiske differensieringen mellom individer.

Multilocus-markerer kan deles inn i markerer som kan gi informasjon om spesifikke
loci (mikrosatellitter eller RFLP) og markerer som gir polymorfisme 1 ukjente eller
lite kjente loci (RAPD eller AFLP).

3.2.3 Mitokondrielt DNA (mtDNA) og RFLP (Restriction Fragment Length
Polymorphisms)

mtDNA er en av de mest studerte deler av arvestoffet 1 dyr, bade for
populasjonsgenetiske og evolusjonere studier (Silva og Russo 2000). mtDNA
nedarves 1 hovedsak fra mor (maternal nedarving), i motsetning til nDNA hvor 50 %
kommer fra hver av foreldrene. Genetisk variasjon i mtDNA studeres vanligvis enten
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ved direkte sekvensering av deler av mtDNA (fragmentet), eller ved den mer brukte
RFLP-metoden.

Sekvensering betyr at man identifiserer hver enkelt byggestein i det aktuelle
fragmentet, en metode som er bade arbeids- og tidkrevende. RFLP betyr at man forst
oppformerer det aktuelle fragmentet ved hjelp av PCR og deretter kutter fragmentet
med et enzym som gjenkjenner helt spesifikke sekvenser i DNA. De kuttede
fragmentene visualiseres pd en gel som et bdndmenster. RFLP er en relativt rask og
billig metode sammenlignet med sekvensering, men er samtidig en indirekte metode
for a4 analysere variasjon ettersom mange endringer mellom to fragmenter ikke vil
kunne avsleres da de er utenfor det omradet som restriksjonsenzymet gjenkjenner.

mtDNA er en god marker for & studere populasjonsstruktur eller genetiske monster
over lengre utviklingsperioder (evolusjon), separasjon over storre distanser, eller
mellom arter og underarter. Markerer som har en hurtigere evolusjon/utvikling, slik
som mikrosatellitter, kan vaere mindre informative pga. hoy allel-diversitet og
heterozygositet.

Den sterste ulempen med & bruke mtDNA i populasjonsgenetiske studier er at det er
en sdkalt “enkelt locus”-marker, og det kan gi en skjev fremstilling av virkeligheten
bl.a fordi nedarvingen hovedsakelig er maternal. mtDNA kan heller ikke brukes til &
studere differensiering over sma omrader, eller analyser hvor man er interessert i &
studere enkeltindivid, for eksempel slektskapsanalyser.

3.2.4 Mikrosatellitter

Mikrosatellitter er korte repeterte enheter av DNA, vanligvis mellom to og fem
basepar i lengde, f.eks. CACACACA (“dinukleotider” — repetisjon av to baser) eller
CAGCAGCAGCAG (“trinukleotider” — repetisjon av tre baser). De finnes overalt i
genomet og har en meget hoy mutasjonsrate. Det er identifisert arter med
mikrosatellitter med opp til 100 allel. Mikrosatellitter er mye brukt i studier av
populasjonsstruktur og ’gen flow”, men brukes ogsa 1 studier av gyteatferd og
slektskap mellom individer. En typisk studie av en marin fisk med mikrosatellitter
bruker kanskje 5—15 mikrosatellittloci, avhengig av problemstillingen.

Identifikasjon og isolasjon av spesifikke mikrosatellitter kan vere en lang prosess,
men det har allerede blitt laget mikrosatellitter for mange fiskearter. Disse primerne er
1 utgangspunktet artspesifikke, men enkelte kan ogsa amplifisere
mikrosatellittomréader i beslektede arter (for eksempel mellom stillehavslaks og
atlanterhavslaks).

Flere og flere loci og primere blir tilgjenglige bade 1 genetiske databaser som
Genbank (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez), eller i vitenskapelige journaler
(Molercular Ecology Notes). Det eksisterer fortsatt usikkerhet knyttet til statistiske
analyser av mikrosatellittdata. Dette skyldes i forste rekke mangel pa kunnskap om
hvilken mutasjonsmodell som er den baerende nér det gjelder dannelse av ’nye” allel.
Denne usikkerheten kan fore til uneyaktige og skjeve estimater av graden av
divergens mellom populasjoner (Kalinowski 2002).
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3.2.5 AFLP (Amplified Fragment Length Polymorphisms)

Naér det eksisterer en meget svak differensiering mellom to populasjoner eller de
spesifikke lociene er ekstremt variable (mer enn 40 allel per locus), kan 10-15
mikrosatellitter fortsatt ikke vare nok til & identifisere genetisk differensiering. AFLP
(Amplified Fragment Length Polymorphisms) er de siste multilocus-markerene som
er utviklet for populasjonsgenetiske studier. Denne typen markerer er et alternativ for
mikrosatellitt- og mtDNA-sekvensering.

Teknikken er basert pd & detektere genetisk variasjon i smd DNA-sekvenser ved &
bruke en kombinasjon av utvalgte restriksjonsenzymkuttinger og PCR-amplifisering.
Normalt flere hundre til noen tusen diagnostiske loci kan bli screenet relativt enkelt
og billig. Informasjonen som kommer ut av denne typen analyser er langt mindre enn
en tilsvarende analyse med mikrosatellitter. En sammenligning av de to metodene
viste at 40—100 AFLP-loci vil gi samme informasjon som ti mikrosatellitt loci
(Mariette et al. 2002).

Til na har AFLP blitt brukt pa planter med 4 komparative studier av
dyrepopulasjoner. Det kan nok forventes at bruken av AFLP i fiskerigenetikk vil
kunne oke, for eksempel nar det gjelder identifikasjon av bestandsstruktur (Kai et al.
2002), og "assignment” av individer til forskjellige bestander/populasjoner. Dette
gjelder spesielt hvor man ikke har mikrosatellitter, begrenset tid til radighet, eller
dersom mikrosatellitter viser liten genetisk struktur.

Ulempen med AFPL er at dette 1 hovedsak er dominante genetiske markerer. Det
betyr at vi bare studerer ett av minimum to alleler. Dermed kan denne typen markerer
ikke brukes for & studere om det forekommer tilfeldig parring eller tilfeller av innavl.
Metoder hvor vi kan studere begge alleler i et locus gir et bedre bilde av virkeligheten
nar det gjelder populasjonsgenetikk.

3.2.6 SNP-er (Single Nucleotide Polymorphisms)

En SNP er en utskifting av en nukleotid med en annen, for eksempel 1 de to DNA-
fragmentene AAGGTTA og ATGGTTA representerer den andre nukleotiden
(henholdsvis A og T) en SNP-substitusjon. Analyser av mange SNP-er gjennom
genomet kan hjelpe til med & identifisere regioner forbundet med spesielle funksjoner
eller sykdommer, og dermed kan SNP-er brukes som biologiske markerer for &
identifisere genetiske sekvenser som er ansvarlige for variasjon som skyldes
tilpasning til et bestemt miljo.

Innen populasjonsgenetikk kan vi bruke SNP-er pa samme méte som AFLP.
Automatiserte systemer gjor at det er mulig & screene mange SNP-loci péd en gang, og
dermed redusere tid og kostnad for & analysere et stort antall individer. I motsetning
til AFLP er SNP-er co-dominante markerer, dermed trenger man feerre SNP-er. I
tillegg er det mulig & analysere nedarvingen til bestemte loci. I gjennomsnitt finnes én
SNP for hvert 200-500 base par (bp) i genomet (Brumfield et al. 2003), og disse kan
bl.a. detekteres ved tilfeldig sekvensering som EST-er. Dette har gjort det enklere a
identifisere SNP-er, og det har blitt vist at SNP-er kan bli vel sa nyttige som
mikrosatellitter (Brumfield et al. 2003, Vignal et al. 2002).
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I SNP-genotyping er sekvensene som studeres mindre (50—70 bp) enn mikrosatellitt-
fragement (100-300 bp). Dermed vil SNP-ene vare godt egnet for a studere mulig
odelagt DNA fra prover som otolitter og fiskeskjell. Til tross for at det er mange
studier som er innledet er det per dags dato fa arbeider hvor det er brukt SNP-er i
marine organismer, men antall arbeider som har begynt & bruke denne teknikken viser
at den har et stort potensial for 4 bli den ledende markeren i populasjonsgenetiske
studier (se poster Seeb et al. 2005:
http://www.cf.adfg.state.ak.us/geninfo/research/genetics/publish/posters/sockeyesnp.p

df)

3.2.7 Microarrray

Microarray i kombinasjon med avansert bioinformatikk gjer det i dag mulig & studere
mange tusen gen i en enkel RNA-prove, og microarray ekspresjonanalyser er blitt en
av de mest brukte metodene for & studere funksjonelle gen. Forskjellige plattformer
har blitt utviklet for denne typen analyser, men basisen er den samme: pa en liten
glassplate (objektglass), eller en membran, festes “flekker” med DNA-fragment eller
oligonukleotider som representerer spesifikke kodende regioner. Renset RNA merkes
med for eksempel fluorescens eller radioaktivitet og hybridiseres til
glassplaten/membranen. Et cDNA- eller cRNA-molekyl som inneholder en sekvens
som er komplementer til en av de enkelttrddete probesekvensene pa “arrayet” vil
hybridisere til den flekken hvor den komplementare “reporteren” er festet. Denne
flekken vil sd ”lyse” pa grunn av fluorescens eller radioaktivitet ndr platen undersokes
1 en skanner. Etter en vaskeprosess leses resultatet ved hjelp av laser eller
autoradiografi (se figur 2). Disse dataene kan sa lastes inn i en database og analyseres
ved hjelp av forskjellige statistiske metoder. Mengden fluorescens indikerer om cellen
1 proven nettopp har vert aktiv (nettopp transkribert genet) eller stoppet
transkripsjonen.

Arrayene kan lage et bilde av hvilke gener som er aktive i en spesiell celletype eller
under spesielle forhold/miljebetingelser. Microarray kan ogsa brukes til & identifisere
genetisk variasjon 1 individer og mellom populasjoner. I tillegg kan korte
oligonukleotide-array ogsé benyttes til 4 identifisere SNP-er som viser genetisk
variasjon i en art.

Ved Havforskningsinstituttet arbeider vi nd med & kartlegge torskens genom, og i den
forbindelse er det sekvensert flere tusen EST-sekvenser (pers. kom. dr F. Nilsen,
Havforskningsinstituttet). Disse analyseres badde med tanke pa nye mikrosatellitter og
mulige SNP-er.
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Figur 2. Digitalisert bilde av en microarray-chip med flere tusen forskjellige gener.

4. Bruk av genetiske metoder som grunnlag for forvaltningsrad i norsk fiskeri-
og havbruksnzering

4.1 Remming av torsk — Genetisk pavirkning pé ville bestander?

Genetisk pavirkning pa ville bestander er en av de viktigste miljoutfordringene ved
oppdrett. Torsk har en annen atferd enn laks, og har lettere for 4 remme nér det forst
er hull i merden. Selv om sterrelsen pa torskeoppdrett enné er svert liten i forhold til
lakseoppdrett, er det allerede rapportert om sterre reammingsepisoder.

Sammenlignet med laks, er det flere forhold som tilsier at utfordringene vil bli sterre
med torskeoppdrett. Kysttorsk har gyte- og oppvekstomrader i de samme omradene
som oppdrettsanleggene ligger, uten barrierer. Under normale forhold blir torsk i
oppdrett kjennsmoden etter to ir, og genetisk pavirkning kan da skje uten at torsk
rommer, ved at befruktede egg slippes ut av merden.
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Studier av genetisk struktur hos torsk

e Genetisk variasjon i blodprotein og ulike antistoffer pd 1960-tallet

e Undersgkelser basert pa vevsenzym (allozymer) fra 1980-tallet

e QGenetiske studier, del av Havbeiteprogrammet PUSH (1990-1997)

e DNA-analyser (Panl) viser klare forskjeller mellom kysttorsk og
nordestarktisk torsk (prof. Svein-Erik Fevolden, Fiskerihagskolen i
Tromse, 1995-2004)

e Storskala kartlegging av kysttorsk langs hele norskekysten (2002—2005),
basert bade pa tidligere og nye DNA-baserte genmarkerer

For torsk har en imidlertid et mye bedre grunnlag til & 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 giennomfort en storskala kartlegging av
kysttorsk langs hele norskekysten, basert pa tidligere (sju protein-loci) og nye DNA-
baserte genmarkerer (fem mikrosatellitt-loci og Panl). Over 7000 prover er samlet inn
fra 70 lokaliteter langs hele kysten (figur 3).

2002-2005

e Provelokaliteter

O Stamfisk

Figur 3. 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, se tekst figur 4). Samarbeid
mellom Havforskningsinstituttet, Bergen; Fiskeriforskning, Tromse; Norges fiskerihegskole, Tromse
og Moscow State University, Moskva.
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De nye analysene bekrefte r at det er store genetiske forskjeller mellom nordestarktisk
torsk (skrei) og kysttorsk i Panl-systemet (Fevolden og Pogson 1997, Pogson og
Fevolden 2003). Det er funnet genetiske forskjeller mellom nordestarktisk torsk og
kysttorsk ogsa i hemoglobin og 1 tre mikrosatellitter . Det er stor genetisk variasjon
mellom kysttorsk fra ulike omrader — sarlig mht. nord/syd. Resultatene er nd under
statistisk bearbeiding og vil bli rapportert i lapet av 2006.

Som en del av havbeiteprogrammet PUSH ble det produsert og satt ut over 200 000
genetisk merket torsk (GPI-1*30/30) pa tre lokaliteter i Hordaland: Austevoll,
Masfjorden og Qygarden. Dette medferte en genpuls og ekt frekvens av markergenet
1 utsettingsomradene. Havforskningsinstituttet har na reetablert en bestand av genetisk
merket torsk, og vil 1 2006 gjennomfere kontrollerte forsek for & studere effekten av
gyting 1 merd.

4.2 Testing av avkom fra ulike torskestammer under identiske miljeforhold

Kontrollerte studier av avkom fra ulike torskestammer er gjennomfoert ved
Havforskningsinstituttets feltstasjon Parisvatnet 1 @ygarden, forskningsstasjonen i
Austevoll og ved Fiskeriforskning i Tromse. Malet med disse forsekene er a teste ut
ulike stammer for egnethet 1 oppdrett, og for & finne ut om de forskjellige stammene
er tilpasset ulike miljobetingelser. Dersom dette er tilfelle vil det ha betydning for
stammevalg for oppdrett 1 de ulike regionene.

Avkom blir identifisert til familie/stamme ved mikrosatellitt DN A-analyser.
Forelapige resultater tyder pé at genetiske komponenter er medvirkende til &
bestemme gytetidspunkt. Andre resultater (bl.a. vekst og kjennsmodning) er under
bearbeiding.

Figur 4. Ved Havforskningsinstituttets feltstasjon i Parisvatnet gér stamfisk fra atte ulike omréader i
Norge (Porsangerfjorden, Balsfjord, Tysfjord, Helgeland, Smela, Borgundfjorden, @ygarden og
Lillesand) samt en genetisk merket stamfiskbestand.

17



4.3 Torsk (Gadus morhua)

4.3.1 Kysttorsk/nordestarktisk torsk (skrei)

Havforskningsinstituttet har i en arrekke studert genetisk variasjon hos sé vel
kysttorsk-populasjoner langs hele norskekysten som skreien i1 Barentshavet. Allerede i
1959 ble det forste arbeidet pa blodtyper fra torskefisk publisert (Halvorsen og Meller
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 hoydepunkt pa siste del av 1960-tallet.
Studier av de skonomisk viktige artene torsk og sild utgjorde ca. 1/3 av alle rapporter
fra denne perioden, og arbeidene bidro med helt ny kunnskap om bestandsstruktur hos
marine arter. I denne perioden ble det produsert i alt 46 rapporter, der 35 er trykket i
internasjonale tidsskrift (derav to 1 Nature). Mest kjent er D. Mollers arbeider pa torsk
i norske farvann. Klare genetiske forskjeller mellom nordestarktisk torsk og ulike
stammer kysttorsk ble funnet bade i analyser av blodproteiner og blodtyper. Disse
undersekelsene er senere lagt til grunn for en egen kvote pé kysttorsk i norske
farvann.

Som nevnt tidligere har Havforskningsinstituttet, i samarbeid med Fiskerihegskolen i
Tromse og Universitetet i Moskva, gjennomfert et stort prove- og analyseprogram av
torskepopulasjoner langs hele norskekysten. Forelapige analyser viser at det er stor
forskjell mellom enkelte populasjoner (fjorder) i flere uavhengige systemer. Analyser
ved hjelp av sakalt “assignment-test” pa deler av materialet viser ogsa at det er fullt
mulig & skille for eksempel kysttorsk og nordestarktisk torsk fanget i Lofoten.

Basert pa data fra en rekke publiserte arbeider (ogsé referert i dette notatet), data fra
pagaende prosjekter og en feltstudie 1 Lofoten varen 2005 (se prosjektrapport,
Pilotprosjekt: Pravetaking i Lofoten 2005, Havforskningsinstituttet,
http://www.imr.no/aktiviteter/forskningsgrupper/populasjonsgenetikk/fagomrader),
kan vi trekke folgende konklusjon:

Genotype BB i Panl-systemet er nesten utelukkende funnet i nordestarktisk torsk,
men for 4 legge inn en buffer anbefaler vi at en prove ber inneholde mer enn 10 % av
genotypen BB for man kan snakke om en blandingspreve av nordestarktisk torsk og
kysttorsk, mens en preve som inneholder mindre enn 5 % av genotypen BB ma kunne
regnes som en ren kysttorsk-preve. Tilsvarende kan en preve som inneholder mindre
enn 5 % av genotypen AA sies 4 vare en ren prove av nordestarktisk torsk (se
eksempel i tabell 1).
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Prove Nr Antall Lokalitet Redskap Genotype Antall
A 63 Austnesfjorden gamn AA 35
AB 24
BB 3
M#** 32 Moskenesstraumen snurrevad AA 1
AB 7
BB 24
1 80 Henningsvarstraumen garn AA 31
AB 30
BB 19
2 80 Austnesfjorden garn AA 64
AB 14
BB 1
R 80 Henningsvarstraumen snurrevad AA 35
AB 17
BB 25
4 95 Kanstadfjorden gamn AA 76
AB 19
BB 0
5 95 Holla / Austnesfjorden gamn AA 63
AB 20
BB 6
6 95 Henningsvarstraumen snurrevad AA 52
AB 28
BB 9
TH* 81 Reosthavet snurrevad AA 0
AB 8
BB 73
8%* 95 Henningsver / Valberg snurrevad AA 2
AB 9
BB 84
9% 95 Ved Hopen gamn AA 47
AB 26
BB 22
10 95 Austnesfjorden gamn AA 61
AB 26
BB 7

Tabell 1. Oversikt over analyserte prover i Lofoten omradet 2005. BB-genotypen er en typisk skrei.
** Prover med relativt stort innslag (> 30%) skrei, * Mulig blandingspreve (15 —30% BB)

4.3.2 Sporing av remt oppdrettstorsk

Oppdrett av torsk er et satsingsomrade innen norsk akvakultur, og dette bringer nye
utfordringer inn 1 forskningen. Torsk i merd kan potensielt produsere befruktede egg
som vil kunne stremme ut i det fjordsystemet hvor oppdrettsanlegget ligger. Analyser
har vist at det finnes genetiske forskjeller mellom individer i fjordene langs
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norskekysten, og et viktig tema vil vare & skaffe seg grunnlagsdata for 4 kunne
vurdere mulige effekter av oppdrett i neeromradene.

Torsk har ogsa en annen atferd enn laks, og vil derfor lettere romme fra
oppdrettsmerden. Torsken gér langs notveggen, biter 1 notene eller 1 begroing pé
noten, og vil finne selv det minste hull. Derfor vil overvakning i fjorder med tanke pé
’lekkasjer” av voksen fisk fra oppdrettsanlegg vare en viktig oppgave for
forvaltningen. Her kan nye molekylargenetiske metoder og nyere statistiske verktoy
som for eksempel “assignment”-tester, vaere til god hjelp. Havforskningsinstituttet er 1
ferd med & bygge opp en ikke ubetydelig genetikk-database pa mange av de norske
torskepopulasjonene. Denne databasen vil vaere et viktig grunnlag for a identifisere
mulig remt torsk ved & sammenligne den genetiske profilen til torsken med den
opprinnelige bestanden i fjorden.

4.3.3 Bruk av genetisk merket torsk i studier av geninteraksjon

Pa slutten av 1980-tallet ble det ved Havforskningsinstituttet krysset fram en sarskilt
stamme av torsk med et genetisk merke (Jorstad et al. 1991a). Denne fisken hadde en
genmarker som er svart sjelden i naturen, og fisk fra denne stammen ble ogsé brukt i
flere av utsettingene i regi av PUSH-programmet i1 perioden fra 1990 til 2000 (Jorstad
et al. 1994a; Jorstad et al. 1994b; Jorstad et al. 1999; Ottera et al. 1999; Jorstad 2004a)
Avkom fra denne fisken ble brukt til en rekke studier inkludert utsetting av genetisk
merkede plommesekklarver av torsk (Svasand et al. 1991; Kristiansen et al. 1997), og
1 komparative studier under kontrollerte forhold (Blom et al. 1994; van der Meeren et
al. 1994; Svasand et al. 1996; Suthers et al. 1999; van der Meeren and Jerstad 2001).
Stammen ble imidlertid ikke fort videre ved Havforskningsinstituttet pd midten av
1990-tallet, delvis pa grunn av sykdom og helseproblemer. Bruk av genetisk merking
har imidlertid fétt okt aktualitet den siste tiden p& grunn av den raskt voksende
torskenaringen. Det er derfor lagt ned et betydelig arbeid de siste arene for &
rehabilitere den genetisk merkete torskestammen.

De forste fiskene 1 den nye stammen vil bli kjgnnsmodne véren 2006 og vil legge
grunnlaget for en rekke nye undersegkelser. Det kan gjennomferes bdde mindre forsek
og storskala studier fokusert pa hvordan gyting i merd og remt oppdrettstorsk pavirker
de lokale bestandene. I motsetning til den langvarige debatten pa laks, har vi for torsk
en glimrende mulighet til 4 klarlegge slike problemstillinger helt i startfasen av
torskeneringen. Dette er svert viktig for & vurdere risiko for uenskede genetiske
effekter pa vill torsk, og ikke minst, fremskaffe kunnskap for en utvikling av et
kommersielt torskeoppdrett med minimale miljoeffekter.

4.4 Laks (Salmo salar)/erret)

Laksen og dens genom er svert viktig for norsk ekonomi. Professor Dag Mollers sitt
arbeid pa villaks fra 1970 var ett av de forste populasjonsgenetiske arbeid pd atlantisk
laks som ble publisert internasjonalt (Meller 1970). Havforskningsinstituttet har
senere publisert genetiske arbeider bade basert pd proteinkodende gen, og pd DNA-
mikrosatellitter som viser en geografisk bestandsstruktur hos laks.
Havforskningsinstituttet var blant de forste, nasjonalt og internasjonalt, som viste at
nordlig laks er ulik laks lenger sor pé norskekysten (Makhrov et al. 1998, Skaala et al.
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1998, 2004, 2005). Norske lakseforskere var avvisende til resultatene, men andre
internasjonale, publiserte undersokelser har senere bekreftet vare observasjoner.

4.4.1 Sporing av remt laks

Innledende arbeid ved Havforskningsinstituttet har vist at DNA-markerer og
nyutviklede statistiske tester i mange tilfeller kan identifisere laks med god presisjon.
Vi undersgkte presisjonen 1 identifisering ved hjelp av 12 DNA-mikrosatellitt
markerer, og denne viste at laks fra de fem storste avlslinjene i Norge kunne skilles
med hey presisjon. Presisjonen i identifiseringen av villaksbestandene 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 9% feilidentifisering mellom
oppdrettslaks og villaks.

[ tillegg viste en undersekelse av sju ulike smoltgrupper fra fire matfiskanlegg i
Hardangerfjorden at det var mulig & identifisere i underkant av 70 % av individene
ved hjelp av 11 DNA-mikrosatellitter (Wennevik et al. 2005). Dersom dette hadde
veert en undersgkelse med remt laks, ville resultatene gitt fiskeriforvaltingen en god
pekepinn pé hvilket anlegg romlingene ikke kom fra, og dermed en indikasjon pa
hvilke anlegg man burde sette i verk teknisk kontroll pa.

Ifolge fiskeriforvaltingen er det knyttet stor usikkerhet til hvor mye laks som faktisk
rommer fra norske oppdrettsanlegg. Hvor kommer remlingene fra, og hva er den
relative fordelingen av rapportert og urapportert remming? Innledende arbeid ved
Havforskingsinstituttet har vist at DNA-markerer og nyutviklede statistiske tester 1
mange tilfeller kan identifisere laks med god presisjon. Hesten 2004 og vinteren 2005
ble det registrert svaert mye remt laks 1 Hardangerfjorden. Noe ble rapportert, men
tilsynelatende var det ogsé en god del urapportert romt laks i fjorden. Et prosjekt
(TRACES — Tracing escaped farmed salmon by means of naturally occuring DNA
markers, fatty acid profiles and stable isotopes) ble varen 2005 utformet av en
tverrinstitusjonell gruppe (NINA, VESO, NGU, SINTEF, havbruksnaringa, Norges
veterinerhayskole, Universitetet i Bergen og Radgivende Biologer, samt Hardanger
fiskehelsenettverk) ledet av Havforskningsinstituttet, og styringsgruppen er ledet av
Fiskeridirektoratet og Direktoratet for naturforvaltning. Prosjektet vil ved & studere
mange forskjellige naturlige karakterer hos laks (DNA-profiler, fettsyreprofiler og
sporstoff), spore og identifisere romt laks i Hardangerfjorden, samt studere
presisjonen 1 tilgjengelige metoder.

Ifolge fiskeriforvaltingen (Merkeutvalget,
Fiskeridirektoratet, 2004), er det knyttet stor
uvisshet til hvor mye laks som faktisk
remmer fra norske oppdrettsanlegg. Hvor
kommer de fra, remlingene, og hva er den
relative fordelingen av rapportert og
urapportert remming? Prosjektet TRACES
skal underseke mulighetene for & identifisere
romt laks ved hjelp av laksens naturlige
egenskaper.
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4.4.2 Genetiske forandringer i villaksbestander

En undersokelse av genetisk stabilitet 1 sju ville laksebestander ble gjennomfert 1 2004
og 2005 med ti DNA-mikrosatellittmarkerer. Undersgkelsen er basert pa tidligere
innsamlet skjellmateriale og nyinnsamlet materiale fra samme bestander. De genetiske
profilene basert p4 DNA-mikrosatellitter var stabile i laksebestandene i Etneelven,
Namsen, Héaelven og Granvinelven, mens det ble vist genetiske forandringer 1
laksebestandene i Vosso, Opo og Eio. Det interessante er at forandringene er pavist i
bestander med svert hoye innslag av romt oppdrettslaks, mens det i et omrdde uten
noe sarlig romt laks ikke ble pdvist forandring. Samtidig ble det vist at noen
bestander med store innslag av romt laks likevel er genetisk stabile (Skaala et al.
submitted).

4.4.3 Populasjonsstruktur laks/erret

Ved & sammenligne genetisk variasjon, hos de fem storste avlslinjene av oppdrettslaks
med flere villbestander ved hjelp av mikrosatellitter har vi vist at alle avlslinjene har
vesentlig lavere variasjon enn det en observerer i villaksbestandene. I gjennomsnitt
hadde oppdrettslinjene 58% av den variasjonen som ble observert i villbestandene
(Skaala et al. 2004). Lignende resultat, men mindre uttrykt, ble vist ved en
sammenligning basert pa proteinkodende gen (Skaala el al 2005).

4.4.4 Genetiske effekter av fiskeutsetting

Siden utsetting av aure har pdgatt atskillig lenger og 1 sterre omfang enn utsetting av
laks, og siden aure har en langt mer fragmentert geografiske struktur, med ekstremt
store genetiske forskjeller mellom bestander, er dette en spesielt interessant modellart
for studier av konsekvenser av remt oppdrettslaks. Havforskningsinstituttet har
gjennomfort flere studier av aure gjennom de siste 10-15 &ra.

Et eksperimentelt feltforsek med genetisk merket aure ble gjennomfoert 1 Oyreselva
(Skaala et al. 1996). Forsgket viste at utsatt ("remt”) oppdrettet gytefisk i hovedsak
hadde naturlig gyteatferd, deltok i gytingen, og produserte avkom som gikk inn i neste
generasjon. | Tinnsjoen er det satt ut aure av kjente populasjoner (Tunhovd og Slidre)
i over 30 ar. En omfattende genetisk undersgkelse kunne bare pdvise svaert sma
innslag av utsatt aure (Heggenes et al. 2005). Pa Hardangervidda ble det gjort
omfattende aureutsettinger. En genetisk undersgkelse 1 Bjornesfjorden og 1
Halnefjorden, viste at den antatte bjornesauren som ble benyttet til utsetting, faktisk
var tunhovdaure. Ettersom det er fastslitt i Hoyesterett at det kun skal benyttes
stedegen bjornesaure i Bjornesfjorden, var dette ganske interessant. For gvrig tydet
undersokelsene pé at utsatt fisk 1 denne innsjoen i liten grad hadde pdverket den
stedegne bestanden. I Halnefjorden var situasjonen annerledes. Der ser det ut til at den
stedegne auren er oppblandet med utsatt aure.

4.4.5 Identifisering av populasjoner og arter

For forvaltingen er det av betydning & kunne skille mellom ulike selvrekrutterende
bestander. Det er ogsd nedvendig & vite hva som er ulike arter, og hva som er
populasjoner innenfor en art. Den finprikkete auren pa Hardangervidda var et apent
sporsmal for Havforskningsinstituttet paviste ved genetiske studier at dette er en ekte
aure av arten Sa/mo trutta (Skaala et al. 1991; Skaala og Jorstad 1987,1988). I
Otravassdraget lever en fisk som lokalt blir kalt tigeraure og marmoraure.
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Havforskningsinstituttet har vist at dette er en ekte aure av arten Sa/mo trutta (Skaala
og Solberg 1997).

4.5 Sild (Clupea harengus)

Mot slutten av 1970-tallet ble det kvalitative genetiske arbeidet tatt opp igjen basert
pa nye elektorforetiske metoder og farging av vevsenzymer. Pa begynnelsen av 1980-
tallet var det igjen sild og torsk som ble undersgkt, og det ble péavist store genetiske
forskjeller mellom lokale sildestammer i enkelte fjorder og den atlantoskandiske
sildestammen (Jorstad og Naevdal 1983). Spesielt avvikende er den lokale
sildestammen 1 Balsfjorden hvor alle individene har spesielle bAndmenster fra
muskelenzymet lactatdehydrogenase (LDH). Disse studiene viste ogsa store
forskjeller mellom fjordsystemer (Jorstad et al. 1991b). P4 grunnlag av de genetiske
studiene ble sildestammen i Trondheimsfjorden fra 1980 forvaltet som en egen
bestand.

Ettersom sildestammen i1 Balsfjorden genetisk sett er svert avvikende fra norsk
vérgytende sild (NVG-sild), ble det gjort sammenligninger med et provemateriale av
sild fra Stillehavet. Resultatene viste at det var storre slektskap mellom sild fra British
Columbia og Balsfjordsild, enn mellom NVG-sild og Balsfjordsild (Jerstad et al.
1994c¢). Under vintertoktene 1 Barentshavet ble det ogsa tatt sild som skilte seg klart ut
i noen biologiske egenskaper (antall ryggvirvler og vekst/kjennsmoding). Denne
silden ble undersgkt genetisk, og genetisk slektskap til stillehavssild ble pavist
(Jerstad 2004b). Det er ogsé gjennomfort en storre undersekelse sammen med
russerne hvor ogsa Kvitsjeen er inkludert. Bide NVG-sild og den andre sildestammen
tas ofte i samme trdlhal under toktene 1 Barentshavet. Mengdeestimatene av NVG-sild
1 Barentshavet ma derfor korrigeres for fangst av den andre sildetypen.

4.6 Kveite (Hippoglossus hippoglossus)

Selv om kveite har eksistert i et begrenset volum i norsk oppdrettsnaering, er det
fortsatt interesse for arten, og det er en art som krever genetisk overvakning. Kveita
gyter ikke som torsk naturlig i fangenskap, og de tidlige stadier fra klekking
gjennomfores 1 store siloer hvor alle grupper blandes. Dette forer til at oppdretteren
ikke kjenner den familiere bakgrunnen til det avkommet som produseres, og uten
kjennskap til slektskap oker faren blant annet for innavl. Vi har allerede gjennomfort
en begrenset genotyping av flere stamfiskbestander, og ut fra disse dataene beregnet
bade slektskap mellom de enkelte stamfisk og familieidentiteten til enkeltavkom.
Signaler fra ulike akterer innen neringen tyder pd at dette vil vere en aktivitet med
okende ettersporsel de nermeste drene spesielt med tanke pa et avlsprogram pé
kveite, da denne typen informasjon kan brukes ved utvalg av stamfisk.

4.7 Hummer (Homarus gammarus)
Gjennom utviklingen av havbeiteprogrammet PUSH ble det initiert et genetisk

kartleggingsarbeid pa hummer. Dette ble delvis finansiert av Direktoratet for
naturforvaltning, og et stort antall prever fra hele kysten fra Hvaler 1 syd til Tysfjord i
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nord ble samlet inn. Materialet ble forst analysert vha. allozymer, og det ble pavist
genetisk sett spesielle bestander 1 Tysfjord (Jorstad og Farestveit 1999). Dette arbeidet
ble viderefort gjennom et storre EU-prosjekt som dekket flere typer genmarkerer og
sammenlignet et stort provemateriale fra hele utbredelsesomradet. Alle genetiske
metoder paviste seregne, subpolare hummerbestander i Nord-Norge (Tysfjord,
Nordfolda) som er fysisk atskilt fra bestandene lenger sor (Jorstad et al. 2004, Jorstad
et al. 2005, Triantaphyllides et al. 2005).

Forelopig er det ikke gjennomfort en detaljert mikrosatellitt DNA-kartlegging av
bestandene. Dette er foreslatt i forbindelse med at det na gis konsesjoner til privat
havbeite. Det er lagt inn i vilkarene for tillatelsene at det skal tas prover til genetiske
analyser, som kontroll pé at det brukes stedegne dyr. Dette vil vare helt avgjerende
for i hvilken grad det skal settes strenge krav til lokale stamdyr. I forbindelse med
Stortingets vedtak om havbeiteloven ble det presisert at ordningen skal evalueres,
serlig ut fra miljohensyn, etter en periode pa fem ar. Det er derfor nedvendig at disse
underseokelsene gjennomferes og at det fremskaffes et datagrunnlag for 4 kunne
vurdere miljopdvirkning fra privat havbeitevirksomhet.

4.8 Kamskjell (Pecten maximus)

Dette er den andre hovedarten som det apnes for med hensyn til havbeite. I
motsetning til hummer, finnes det svert lite informasjon om bestandsstruktur langs
kysten. Det er sé vidt initiert slike undersgkelser, men foreleopig ingen data. P4 samme
maten som for hummer, settes det i forskriftene til havbeiteloven krav til bruk av
stedegne stamdyr. Det er derfor nadvendig at slik genetisk informasjon fremskaffes
slik at forvaltningsmyndighetene kan utforme krav og sette opp retningslinjer for
n&ringsuteverne basert pa faktisk kunnskap.

4.9 Introduserte arter

4.9.1 Kongekrabbe (Paralithodes camtschaticus) i Barentshavet

Genetiske studier pa kongekrabbe startet allerede pa midten av 1990-tallet. Dette var
basert pd allozymer, og det ble funnet svert liten polymorfi slik at det var umulig &
foreta en genetisk sammenligning med bestandene 1 Stillehavet (Jorstad et al. 2002).
Alaska Department of Fish and Games (ADFG) i Anhcorage har lenge arbeidet med
utvikling av egnede DNA-metoder. Gjennom samarbeid med denne institusjonen er
de forste ssmmenligningene gjennomfort pa et noe begrenset provemateriale, men
inkludert provematerialet bade fra Beringhavet og Kamtsjatka-regionen. Her er det
brukt elleve mikrosatelitt-loci, og det er sé langt ikke pavist noen reduksjon i genetisk
variasjon 1 kongekrabbebestanden i Barentshavet (Jorstad et al. 2005a) 1 forhold til de
to referanseregionene i Stillehavet.

Det er ogsa samlet inn nytt materiale, serlig fra ostlige del av Barentshavet. Det er
viktig & kartlegge om det er genetiske forskjeller mellom kongekrabben i russisk
omréade og de norske fjordene hvor den né har etablert seg. Dersom kongekrabben har
etablert seg 1 norske fjorder som selvrekrutterende bestander med genprofiler som er
forskjellige fra hovedbestanden i Barentshavet, vil dette reise spersmaélet om et
separat forvaltningsregime av en ren norsk kongekrabberessurs. Dette vil 1 sa fall
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kunne fa direkte forvaltningsmessige folger i forhold til det felles opplegg som i dag
kjores sammen med russerne. Det er ogsa viktig & ha en genetisk overvikning av
bestanden i forbindelse med spredning vestover og etablering i nye fjordomrader.

4.9.2 Amerikansk hummer (Homarus americanus)

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 & folge opp med registreringer og informasjon til fiskere. I startfasen ble ogsé
genetiske analyser inkorporert, men dette ble nedprioritert 1 oppfolgingen. Noen fa
analyser ble imidlertid utfert, bade basert pa allozymer og mikrosatellitter, gjennom et
EU-prosjekt ("Genetics of European Lobster’) i samarbeid med Queens University i
Belfast. En av konklusjonene var at morfologiske kjennetegn ikke alltid er egnet til &
skille de to artene, og at det er nedvendig & teste et storre utvalg av
mikrosatellittmarkerer for eventuelt & kunne pévise krysninger mellom de to artene
(hybridisering). Hittil er 18 markerer testet, og det er funnet tre markerer spesielt
egnet til sikker identifisering, eventuelt pavisning av hybrider. De forste resultatene
ble lagt fram pa en kongress 1 Glasgow 1 juli 2005, og et manus er levert for
evaluering/trykking i internasjonalt tidsskrift (Jerstad et al. 2005b).

I begynnelsen av september 2005 ble Havforskningsinstituttet kontaktet av flere
fiskere fra omradet 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 mikrosatellittmarkerene slo fast at dette var amerikansk
hummer. En av disse var med utrogn. I samarbeid med fisker ble det satt i gang et
omfattende fiske 1 omradet rundt Bjorey med sikte pa a kartlegge den faktiske
situasjonen, samt 4 eventuelt fange inn andre amerikanske hummere i omradet. Dette
fisket er né avsluttet. Forelopig et det fanget fem sikre amerikanske hummere 1
omrédet, alle verifisert med mikrosatellitt DNA-profiler. Mediaoppmerksomheten
forte ogsa til rapporter fra fiskere 1 andre omrader enn Bjorey, de fleste fra Serlandet.
Forelapig er tre hummere pa Serlandet sikkert identifisert som amerikansk hummer,
mens det er 4-5 hummere til som ble fanget i desember 2005, og disse md DNA-
sjekkes. En av de sistnevnte er tatt i Rogaland. I alt er det pavist 8 amerikanske
hummere 1 2005, men dette tallet vil sannsynligvis stige nar alle DNA-analysene er
avsluttet. DNA-analysene som er utviklet er avgjerende for sikker identifisering av
amerikansk hummer i Norge. Det vil ogsa veere viktig i fremtiden a sjekke
morfologisk avvikende hummer med sikte pa 4 identifisere potensielle hybrider
mellom de to artene.

4.9.3 Snekrabbe (Chionoecetes opilio) i Barentshavet

Snekrabbe herer ikke naturlig hjemme 1 Barentshavet. Imidlertid ble de forste
krabbene funnet av russerne pa Gésbanken i den ostlige delen av Barentshavet i 1998.
De forste funnene ble rapportert til ICES (Jorstad og Jelmert 1997). I ettertid har det
vert rapportert flere funn, og pa Havforskningsinstituttets vintertokt i 2003 og 2004
ble det tatt snokrabber over et relativt stort omrade. Her ble det ogsa frosset ned
materiale slik at det kunne brukes til mer detaljerte genetiske underseokelser.
Observasjonene fra Barentshavet de to siste arene er for gvrig skrevet og er til
vurdering for publisering (Alsvég et al. 2005).
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Nér det gjelder genetiske undersgkelser basert pa mikrosatellitt DNA-analyser, er det
allerede etablert et samarbeid med Canada og Grenland. De har begge et kommersielt
fiske pa denne arten, og i Canada utfores genetiske analyser rutinemessig. DNA fra
noen individer fra 2003-toktet ble sendt til Canada for genetisk sammenligning. De
forelapige resultatene tyder imidlertid pa at det er minimalt med slektskap badde med
bestanden pa Grenland og 1 Canada. Det vil vaere svart viktig & kartlegge DNA-
profilene pa den introduserte snekrabben i Barentshavet, ikke minst for & finne ut hvor
den egentlig stammer fra. Det er sokt om stette fra Norges forskningsréd for &
gjennomfore dette i samarbeid med bdde Canada og Grenland.
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