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Forord

Denne oppgaven skrives som avslutning pa en trearig bachelorgrad ved Hagskolen i Nord-
Trendelag. Tema for oppgaven er DNA-strekkoding i artskartleggingsgyemed.

DNA-strekkoding er et tema jeg kom over i forbindelse med undersgkelser med tanke pa
videre studier og framtidige arbeidsplasser. Temaet fanget min interesse siden jeg nok er over
gjennomsnittet interessert i teknologi, spesielt nar det kan knyttes til naturforskning. Dette

farte videre til gnsket om & se hvordan DNA-strekkoding kan benyttes innenfor mitt fagfelt.

Etter kontakt med nasjonal koordinator for Det norske nettverket for DNA-strekkoding,
Torbjgrn Ekrem, begynte et samarbeid med han og hans kollega ved NTNU
Vitenskapsmuseet, Elisabeth Stur. Disse to har fungert som eksterne veiledere for min

bacheloroppgave, og har bistatt i den metodiske og teoretiske delen av prosjektet.

Jeg vil rette en stor takk til mine veiledere, Torbjern Ekrem og Elisabeth Stur ved NTNU
Vitenskapsmuseet, og Rolf Terje Kroglund ved Hggskolen i Nord-Trgndelag, for all stgtten

jeg har mottatt i forbindelse med mitt bachelorprosjekt.

Mona Saursaunet
Steinkjer 2014



Sammendrag

DNA-strekkoding er et bioteknologisk verktgy med mange ulike bruksomrader. Omtrent alt
organisk materiale, matte det veere egg, larver eller ekskrementer, kan bestemmes til art via
denne teknologien. DNA-strekkoding utnytter de strukturelle egenskapene til det
mitokondrielle genet COL1 til a skille mellom individer pa artsniva, og kan derfor brukes til a
bestemme arter. Dette forutsetter at det finnes et database-registrert referanseindivid til
nettopp denne arten. Dataene til referanseindividene er registrert i den internasjonale
databasen BOLD.

For 4 teste ut hvor dekkende referansebiblioteket BOLD er nar det gjelder den taksonomiske
gruppen Chironomidae (fjermygg), ble det foretatt et utvalg fra en insektinnsamling ved
Ringve botaniske hage i Trondheim i slutten av august 2013. Dette utvalget, bestaende av
bade larver og imago hovedsakelig fra familien Chironomidae, ble forhandsregistrert, og
vevsprever ble sendt inn til sekvensering ved Canadian Centre for DNA Barcoding.
Resultatene viste at antall treff i databasen var 79 av totalt 91 fungerende pragver. Dette

tilsvarte 24 av 32 arter, altsd 75 %.

Oppgaven diskuterer DNA-strekkoding og potensialet for bruk av denne teknologien som
verktay i naturforvaltning og kartlegging i Norge. Litteratursgk rundt temaet har vist at det
kreves mer forskning og testing far DNA-strekkoding kan bli en standardisert metode i
kartlegging. Forelgpig finnes det ingen protokoller som er hensiktsmessige a bruke i slik
sammenheng, likevel ser det ut til at DNA-strekkoding er en teknologi i rask framvekst og

som innehar et stort potensial for framtiden.



Summary

DNA barcoding is a biotechnological tool with many different applications. Any organic
material, be it eggs, larva or excrements, may be identified to species via this technology.
DNA barcoding utilizes the structural features of the mitochondrial gene COL1 to separate
between individuals on a species level, and may therefore be used for species identification.
This relies on a database registered reference individual that matches the species in notion.

The data of the reference individuals are registered in the international database BOLD.

To test the coverage of the reference library BOLD regarding the taxonomical group of
Chironomidae, a selection was taken from insects collected near the Ringve botanical garden
in Trondheim in the end of august 2013. This selection, containing both larva and imago
mainly from the family Chironomidae, was preregistered, and tissue samples were sent to the
Canadian Centre for DNA Barcoding for DNA sequencing. The results showed that the
number of matches in the database was 79 out of a total of 91 functioning samples. This

makes 24 out of 32 species, which is 75 %.

This thesis discusses DNA Barcoding and the potential of this technology as a tool in nature
management and species assessment in Norway. Literature search has shown that more
research and testing is necessary before DNA barcoding can become a standardized method
for species assessment. For the time being, there are no protocols suitable for usage in this
context. However, DNA barcoding is a technology in rapid development, and which holds a

great potential for the future.
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Innledning

| 2003 presenterte Paul Hebert og teamet hans ved University of Guelph i Canada en ny
metode for artsgjenkjenning. | rapporten «Biological identifications through DNA barcodes»
beskrev de hvordan arter kunne identifiseres ved hjelp av sma artsspesifikke genetiske
sekvenser kalt DNA-strekkoder. DNA-strekkoding utmerket seg tidlig som et viktig verktgy
for systematikere og taksonomer, men har ogsa vist seg a ha flere andre bruksomrader, for

eksempel innenfor miljgovervakning og bevaring av arter (International Barcode of Life, a).

DNA-strekkoding skiller seg fra annen DNA-analyse ved at informasjon om artsspesifikt
DNA blir tilgjengeliggjort i internasjonale databaser i form av referansesekvenser med
kobling til arkiverte referanseindivider. Referansesekvensene fungerer omtrent pa samme
mate som strekkodene pa varene i butikken; de er unike for hver art, pa samme mate som hver
vare i butikken har sin egen distinkte 1D-kode. Koblingen til referanseindividene sikrer mer
ngyaktighet, samt at det skaper mulighet til a rette opp i feil gjennom at man kan spore opp

kilden til publikasjonene.

For de fleste dyr, blir en del av det mitokondrielle genet CO1 benyttet til & skille mellom arter.
CO1-genet har den egenskapen at det ser forskjellig ut for individer av ulik art, men ser likt ut
for individer av samme art (Hebert, Cywinska, Ball & deWaard 2003). For Chironomidae
(fieermygg), som er fokusgruppe for denne undersgkelsen, har CO1 vist seg a ha tilstrekkelig
variasjon mellom arter (Ekrem, Williassen & Stur 2007). DNA-sekvensene som er blitt
publisert i en database kan derfor sammenlignes med nye vevspraver og brukes til &
identifisere arter (Ekrem & Jordal 2005; Ekrem et al. 2007).

Arbeidet med innsamling og distribuering av strekkodingsmaterialet i Norge er koordinert
gjennom Det norske nettverket for DNA-strekkoding, forkortet NorBOL. NorBOL er et
samarbeid mellom ulike institusjoner og forskere som jobber med a lage et referansebibliotek
av strekkoder i Norge. Frem til varen 2013, er 4173 av 20 000 arter sekvensert og registrert i
Norge. 20 000 er omtrent 1/3 av eukaryotene som antas a finnes i Norge, og dette er NorBOLs
offisielle mal innen 2018 (Det norske nettverket for DNA-strekkoding 2014a).

| 2014 ble NorBOL offisielt apnet som nasjonal infrastruktur for DNA-strekkoding. Med dette
ble det bevilget en stor sum i pengestgtte fra Norges forskningsrad. Det at NorBOL har fatt
denne rollen, fremhever prosjekts verdi som satsningsomrade innenfor kartlegging og
forskning (Det norske nettverket for DNA-strekkoding 2014b).



| verdenssammenheng er NorBOL bare en liten del av et starre nettverk som driver med
DNA-strekkoding. Barcoding of Life Initiative (IBOL) er et internasjonalt samarbeid som har
som mal 2 DNA-sekvensere alle arter i verden. DNA-strekkodene publiseres i en egen
elektronisk database: Barcoding of Life Database, eller BOLD. En slik database med et
internasjonalt sprak vil sikre at mye kunnskapsgrunnlag befinner seg pa ett sted og er lett
tilgjengelig. Dette samarbeidet vil ogsa fremme en mer helhetlig oppfatning av den globale
biodiversiteten og kan sikre en bedre internasjonal artsforvaltning (International Barcode of
Life, b).

BOLD ble designet for 8 romme sekvenser fra alt eukaryotisk liv, et mal satt av The

Consortium for the Barcode of Life (Ratnasingham & Hebert 2007). BOLD er den sentrale
DNA-strekkodingsdatabasen, men det finnes ogsa andre databaser for genetisk analyse som
inneholder DNA-strekkoder. Et eksempel er «Genbank» som inngar som en del av et starre

nettverk av gensekvens-databaser kalt NCBI (Barcode of Life).

En av de starste fordelene med et verdensdekkende referansebibliotek som blant annet IBOL
og NorBOL bygger opp, er at det i hgy grad forenkler kartleggingsarbeid av biologisk
mangfold. Bestemmelse av vanskelige arter kan gjeres raskt og effektivt ved & sende inn
sekvenser til et laboratorium, og etterpa sammenligne resultatene med registrerte referanser i
databasen. | dag mangler rutiner og et tilrettelagt system sa dette kan bli en standardmetode
for kartlegging av arter. Hensiktsmessig bruk av denne teknologien forutsetter at metoden blir
vurdert opp mot tradisjonelle verktay, for & avdekke hvordan en best kan benytte DNA-

strekkoding i praksis, samt & opprette protokoller for slik bruk (Pilgrim et al. 2011).

Tap av biologisk mangfold har aldri foregatt i raskere tempo, og dette er en av de sterste
utfordringene verden star overfor i dag (Convention on Biological Diversity). Internasjonale
avtaler som Rio-konvensjonen og Ramsar-konvensjonen, har som mal & hindre nedgangen i
artsmangfold, men for & kunne bevare arter ma vi farst vite hvilke arter vi har. Det er viktigere
enn noensinne at hensiktsmessige metoder blir tatt i bruk og satt i system slik at man far en

oversikt over verdens biologiske mangfold, og det er her DNA-strekkoding kommer inn.



Malsetting:

I denne oppgaven diskuteres potensialet for DNA-strekkoding som verktgy i forvaltningen i

Norge, spesielt med tanke pa artskartlegging.

Som en del av dette har jeg testet ut metoden i praksis, for & undersgke hvor dekkende
referansebiblioteket BOLD er i forhold til ulike arter av familien Chironomidae, innsamlet fra

Ringve botaniske hage.

Metode

Innsamling av Chironomidae ble gjennomfart 20.8.2013 i og ved den kunstig anlagte dammen
ved Ringve botaniske hage i Trondheim. Innsamlingen ble gjennomfart ved hjelp av vannhav

og sommerfuglhav.

Fig. 1. Dammen ved Ringve botaniske hage i Trondheim. Dammen er kunstig, og ble anlagt pa 1970-tallet. Den
er ca 2500 m?, og mellom 1-2 meter dyp. Det er plantet sverdlilje, smal dunkjevle, bred dunkjevle, sjgsivaks og
kjempepiggknopp i vannet og salix samt noe naturlig vegetasjon langs vannkanten. | tillegg er det kommet inn
en art av tjgnnaks, som har spredt seg naturlig i store deler av dammen. Foto: Mona Saursaunet.



I tillegg til egne innsamlinger ble det foretatt et utvalg fra samme lokalitet av Chironomidae
fra bunnpraver gjort med vannhav, samt Chironomidae fanget med malaise-telt, 1.7. og

19.7.2013 av Torbjgrn Ekrem og Elisabeth Stur ved NTNU Vitenskapsmuseet. Utvalget ble
foretatt pa bakgrunn av morfologiske trekk, for a sikre et stgrre artsmangfold. Dette utvalget

inneholdt bade larver og imago.

Fig. 2. Malaise-telt er en insektsfelle for innsamling Fig. 3. Merking av Malaise-telt. Det er viktig &

av flyvende insekter. Insekter som setter seg pa den forklare for publikum hva denne anretningen er og
magrke nettingen vil kravle oppover, tiltrukket av hvem den tilhgrer. Da far den forhapentligvis st i
den lyse duken. Denne duken vil lede dem stadig fred. Foto: Mona Saursaunet.

oppover og ned i en beholder med sprit. Foto: Mona

Saursaunet.

Fig. 4. Innsamling med vannhéav ble gjort fra Fig. 5. Innsamling med sommerfugl-hav ble gjort
vannkanten. Haven slaes mot vegetasjonen og man ved & sla med haven med bra, bestemte bevegelser
gjer raske, sirkulere bevegelser med haven under inni vegetasjonen. Foto: Torbjern Ekrem.

vann. Foto: Torbjern Ekrem.

Fra det innsamlede materialet av Chironomidae ble et utvalg pa 95 individer sendt til DNA-
sekvensering. Analysen ble gjennomfgrt av Canadian Centre for DNA Barcoding. Utvalget

var basert pa morfologiske ulikheter blant individene, fordi flere morfotyper gker
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sannsynligheten for & fa et utvalg bestaende av et starre artsmangfold. Bade imago (av hann-
individer) og larver ble valgt ut. De voksne hunnene ble ikke sendt til sekvensering siden det
finnes lite bestemmelseslitteratur pa disse, og da vil det vere veldig krevende & bestemme
disse til art, dersom de skulle mangle referanse i BOLD. Insektene i utvalget, blir videre i

teksten omtalt som praver.

Prgvene ble sortert pa ulike rer med en tilhgrende ID-kode. ID-koden skulle stemme overens
med en tilsvarende kode i et standardisert registreringsskjema kalt «SpecimenData» opplastet
fra BOLD, se vedlegg a-d. | dette skjemaet ble det fylt inn metadata som innsamlingsinfo og
taksonomi. Taksonomien til prgvene ble bestemt til underfamilie, basert pa
bestemmelseslitteratur for fjiermygg i den holarktiske regionen. Denne taksonomien ble
oppdatert etter at resultatene kom tilbake fra laboratoriet i Canada. Alle prgvene ble
fotografert ved hjelp av mikroskop med integrert kamera. De ble merket med ID-kode og lagt
i en komprimert fil-mappe, sammen med et nytt registreringsskjema kalt «ImageDatax»

(vedlegg e) og lastet opp i BOLD sammen med «SpecimenDatax-fila.

Det ble tatt vevspraver av dyrene for innsending til DNA-sekvensering. For 4 unnga
krysskontaminering mellom prgvene ble pinsetten dyppet i sprit og tuppen tent pa med en
lighter mellom hver gang en ny prave ble handtert. For imago ble det plukket av 1-3 ben
avhengig av starrelsen, mens for larvene ble det plukket av 2-3 ledd fra midten av
larvekroppen. Vevsprgvene ble lagt i forskjellige brgnner pa ei plate fylt med sprit. Brgnnene
var kodet med en kombinasjon av én bokstav og ett tall som skulle identifisere prgven. Tall-
og bokstavkombinasjonene ble ogsa fart opp i et registreringsskjema kalt «<CCDB-Record»
(vedlegg f) som skulle fglge med vevspragvene inn til sekvensering.

Pa bakgrunn av resultatene fra laboratoriet, ble det laget en oversikt over treffene med
prosentvis likhet i CO1. Oversikten ble hentet fram i BOLD ved a logge inn pa prosjektet for
sa a hente fram en sekvens-analyse av laboratorie-resultatene i form av et «Neighbour Joining
Tree», presentert som et «TaxonlD Tree» (figur nr. 6). For & bygge dette treet ble det valgt
«Distance Model: Kimura 2 parameter» og «Align sequences: BOLD Aligner». TaxonID treet
arrangerte prgvene i enkeltgrener eller grupperinger kalt clustere. Lengden pa grenene anga
den prosentvise ulikheten i genetisk distanse i CO1-genet mellom prgvene. Malestokken i
gverste hgyre hjerne i figur nr. 6, er et mal pa den prosentvise genetiske distansen mellom
clusterne basert pa lengden av grenene pa treet. | dette systemet representerer hver cluster én

art.
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Pa bakgrunn av TaxonID Treet ble det laget det en tabell som skulle vise prosentvis likhet i
CO1-genet med DNA-sekvenser fra andre data i BOLD. For a finne ut om det var treff med
andre prgver i databasen ble det valgt «View All Records» og deretter ble profilen for hver av
prgvene undersgkt gjennom egne lenker i kolonnen kalt «Sequence Page». Ved a velge «Full

DB» dukket de neermeste treffene fra databasen opp i en liste.

Vanligvis vil en likhet i DNA et pa 95 % -100 % indikere at de overlappende DNA-
sekvensene tilhgrer individer av samme art (Ekrem & Jordal 2005). Med en grense pa 98 %
istedenfor 95 % vil denne antakelsen veere enda sikrere. Derfor ble alle clusterne som hadde
98 % likhet med andre identifiserte praver i BOLD bestemt til art pa bakgrunn av denne
overlappingen. Clustere med 95 % likhet ble ogsa fart opp i tabellen, under en annen kolonne.
Likhet pa 98 % eller mer i databasen Genbank ble ogsa fart opp, som en ekstra sikkerhet.
Tabellen ble etterpa brukt til 2 oppdatere filen kalt SpecimenData med artsnavn i henhold til
treff i BOLD med 98 % likhet eller mer. Disse nye oppdateringene ble registrert gjennom

valgmuligheten «Initiate Batch Submission» under «Uploads» i menyen til venstre i BOLD.

De resterende artsgruppene som ikke hadde treff med andre individer i databasen, ble det
laget preparater av, slik at de kunne bestemmes ved hjelp av dikotome bestemmelsesngkler. |
de tilfellene hvor det var mulig, ble BOLD oppdatert med hensyn pa taksonomien pa
bakgrunn av ngklene. Bestemmelseslitteraturen som ble brukt var: «Chironomidae of the
Holarctic Region: Keys and diagnoses — Larvae», «British Dixidae (Meniscus Midges) and
Thaumaleidae (Trickle Midges): Keys with Ecological Notes», og «Revision der Gattung

Cricotopus van der Wulp und ihrer Verwandten (Diptera Chironomidae)».

For & undersgke potensialet for DNA-strekkoding som verktay i forvaltningen i Norge, ble det
foretatt et litteratursgk blant elektroniske tidsskrift, samt publiserte tekster fra de aktuelle
nettsidene tilknyttet DNA-strekkoding. I tillegg har jeg veert i kontakt med Norwegian
Sequencing Centre for & hente fram diverse opplysninger vedrarende Next Generation

Sequencing.
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linjene) er basert pa malestokken i gverste hgyre hjgrne som angir prosentvis genetisk distanse. Dette treet viser

32 adskilte clustere. For a foreta denne analysen ble det valgt Distance Model: Kimura 2 parameter og Align

sequences: BOLD Aligner. Figuren finnes i starre format i vedlegg g.
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Av de 95 forskjellige vevsprgvene som ble sendt inn til sekvensering i Canada, var 92
vellykkede og fungerende prgver. En av disse ble flagget ut av BOLD da den viste stor
genetisk likhet med flere forskjellige andre insektordener. Etter denne utflaggingen, star det

igjen 91 velfungerende praver totalt som kan vare med i tolkningen av resultatene.

Antall treff i BOLD var 79 av 91 prgver totalt. Resten av artene var ikke registrert i BOLD
eller i databasen Genbank fra far. Nayere skjematisk oppsett av treffene finnes i tabell 1.

Flere av prevene som ble sendt inn viste seg a tilhgre individer av samme art. Disse har 98 %
-100 % overlapp i DNA-sekvensen (se tabell 1). Pa TaxonID treet (figur 6) er disse artene &
finne i samme cluster. Utfra dette treet ser man at utvalget stammer fra 32 forskjellige arter

totalt, da det er 32 forskjellige, godt adskilte clustere som er representert i treet.

Ved a sammenligne med andre prgver i BOLD ser man at 24 av de 32 artene allerede var
registrert i BOLD. Dette er 75 % av alle artene fra de vellykkede pravene i utvalget. Atte arter
fantes ikke i databasen fra far, men flere av dem ble i etterkant bestemt ved hjelp av
bestemmelseslitteratur. Artene som ble bestemt pa bakgrunn av morfologiske trekk ved hjelp
av bestemmelseslitteratur er merket med en stjerne i tabell 1.

Bilder publisert i BOLD, fra det innsamlede materialet:

N
RIN_CH34. jpg photo: Mona Saursaunet, NTNU Vitenskapsmusest RIN_CH83.jpg photo: Mona Saursaunet, NTNU Vitenskapsmusest

Fig. 7. Fjeermygglarve, Ablabesmyia monilis, Fig. 8. Fjeermygg-imago Cricotopus sylvestris,
fotografert via mikroskop. Bak hodet ses fotografert via mikroskop. VVoksne hannindivider
fjeermygglarvens karakteristiske falske fot. har tydelige fjeerformede antenner.
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Tabell 1. Tabellen viser de ulike grupperingene basert pa clustere i TaxonlD tree. Gruppene har fatt navn etter
arten de representerer forutsatt at gruppen har treff med andre registrerte arter i BOLD eller Genbank med
prosentvis likhet pa 98 % eller mer. De andre gruppene har fatt navn etter nsermeste takson med mest prosentvis
genetisk likhet i BOLD. Antall treff med 98 % genetisk likhet eller mer i BOLD og Genbank stér listet opp
henholdsvis under kolonne fire og fem, mens antall treff med 95 % eller mer star listet opp under kolonne tre.
Antallet i kolonne fire kommer ikke i tillegg til antallet i kolonne tre, men er en del av dette antallet.
Sammenligningen med BOLD ble utfert i januar, 2014. Takson-gruppene som er blitt bestemt til art i etterkant
av denne sammenligningen, er merket med en stjerne (*).

Prover i Prgver i Proveri
Takson pr:'ki;ﬁer BOLD med > |BOLD med > ,‘:E;‘ﬂ; Naermeste geografiske treff
=095 % likhet |=98 % likhet i
% likhet

Trichoptera
Polycentropodidae
Haolocentropus picicornis 1 8 8 1 Morge: Finnmark
Diptera
Dixidae
Dixella aestivalis* 2 2 2 0 Canada
Chaoboridae
Chaoborus crystallinus*® 3 0 0 0
Chironomidae
Chironeminae
Chironominae (individ RIN_CH63) 1 0 0 Norge: Hordaland
Chironomus (cluster 1) 1 1 0 Norge: Spr-Trgndelag
Chironomus (cluster 2) 3 13 12 0 Bulgaria
Chironomus (cluster 3) 2 78 1 2 Norge: Sgr-Trgndelag
Dicrotendipes lobiger 4 3 3 0 Finland
Parachironomus parilis 2 3 3 0 Finland
Paratanytarsus laccophilus (cluster 1) 1 =26 =26 0 Norge: Finnmark
Paratanytarsus laccophilus (cluster 2) 2 11 11 0 Canada
Polypedilum arundineti 1 3 3 0 Norge: Sgr-Trendelag
Polypedilum tritum 2 3 3 0 Norge: Sgr-Trgndelag
Synendotendipes impar 12 6 6 0 Norge: Sgr-Trendelag, @stfold, Finnmark
Orthocladinae
Acricotopus® 3 0 0 0
Corynoneura 7 42 21 5 Naorge: Sgr-Trgndelag
Cricotopus sylvestris® 16 =70 38 24 Naorge: Sgr-Trgndelag, Telemark, Svalbard
Halocladius variabilis 1 59 59 5 Norge: Telemark, Hordaland, Finnmark
Limnophyes minimus 2 40 40 0 Norge: Oppland, Finnmark, Oslo, Buskerud
Metriocnemus eurynotus 1 15 1 0 Norge: Sgr-Trgndelag
Metriocnemus fuscipes 1 9 5 0 Morge: Finnmark
Metriocnemus picipes 2 12 12 0 Morge: Telemark, Oslo, Hordaland, Finnmark
Orthocladiinae (individ RIN_CH45) 1 1 0 0 Norge: Sgr-Trgndelag
Orthocladius (Cluster 1) 1 1 1 0 Norge: Finnmark
Orthocladius (Cluster 2) 1 7 0 0 Canada
Psectracladius schlienzi/limbatellus 3 16 4 2 Sverige
Pseudasmittia trilobata™ 1 0 0 0
Tanypodinae
Ablabesmyia monilis (cluster 1) 2 7 1 0 Norge: Finnmark
Ablabesmyia monilis (cluster 2) 5 16 9 2 Norge: Spr-Trendelag, Oppland, Finnmark
Guttipelopia guttipennis 5 2 2 0 Finnland
Natarsia punctata 1 7 7 0 Norge: Ser-Trgndelag, Osla, Finnmark
Psectrotanypus varius® 1 0 0 0
Totalt 91
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Diskusjon

Strekkodingsprosjektet med prever fra dammen ved Ringve botaniske hage gir innblikk i en

strekkodingsprosess som like gjerne kunne veert del av et kartleggingsarbeid i forbindelse med
en utredning. Til et slikt formal burde materialet veert innsamlet til forskjellige tider pa aret og
ved forskjellige lokaliteter i og ved dammen. Sett bort fra dette, vil den tekniske behandlingen

av materialet forega omtrent pa samme mate, uansett bakgrunn for sekvensering.

A bruke Chironomidae som prgvemateriale har vert interessant, da denne insektfamilien er en
viktig biologisk indikatorgruppe for overvakning av akvatiske miljg, spesielt med tanke pa
forurensning av akvatiske miljg i urbane strgk (Carew, Pettigrove, Metzeling, & Hoffmann
2013; Ekrem et al. 2007). En av konklusjonene fra dette prosjektet, er at arbeidet som falger
med DNA-strekkodingsteknologien apner for en effektiv kartlegging av sma organismer som
insekter og edderkoppdyr. Metoden forutsetter streng systematikk og god teknikk, men krever
ikke ekspertise pa artsniva. En videre forutsetning er et godt referansesystem. Imidlertid har vi
sett fra prosjektet at kontaminering av prever samt feilregistreringer av taksonomi i BOLD er

mulige feilkilder som kan forstyrre resultatene.

| dag er det flere organisasjoner og institusjoner som samler inn sekvenser til den
internasjonale strekkodingsdatabasen BOLD, og databasen er i rask vekst. | denne
undersgkelsen var 75 % av alle artene fra de innsendte vevsprgvene registrert i BOLD,
tilsvarende 24 av 32 arter totalt. Dette er ikke tilfredsstillende i forhold til & kartlegge
Chironomidae-forekomster kun pa grunnlag av sammenligning med data fra BOLD. Nar det
er sagt, er Chironomidae en familie som inneholder 6220 beskrevne arter (P. Ashe pers.
med.), og mange av dem er hjemmehgrende i Norge. Sekvensering av alle fjzrmygg i Norge
vil ta tid.

For andre norske leddyr kan dekningsgraden i BOLD vere hgyere enn den var for
Chironomidae i dette prosjektet. Det er ogsa viktig a ta i betraktning at sammenligningen med
BOLD ble utfart i januar 2014, og sekvensering av Chironomidae er et arbeid som foregar

kontinuerlig. Det vil si at antall treff i BOLD kan variere mye med kort tids mellomrom.

Per 12.5.2014 var 3 469 512 sekvenser registrert i BOLD, mens 213 899 forskjellige arter var
sekvensert. Registrering av strekkoder og arter blir levert av forskjellige institusjoner

fortlgpende. Malet da prosjektet ble aktivert i 2010 var a sekvensere 5 000 000 prgver fra
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500 000 forskijellige arter innen 2015, hvilket er et mal som ser ut til & veere innenfor
rekkevidde (BOLD Systems 2014).

| Norge jobbes det kontinuerlig med kartlegging av biologisk mangfold, men DNA-
strekkoding har inntil nylig ikke veert en sentral del av dette arbeidet. Artsdatabanken, som er
underlagt Kunnskapsdepartementet, har ansvar for det norske artsprosjektet. Artsprosjektet
har som formal a skaffe til veie mer kunnskap om artsmangfoldet i Norge, med fokus pa arter
vi enda vet lite om. Denne kunnskapen skal blant annet ligge til grunn for forvaltningen av
naturmangfoldet. Artsprosjektet bidrar til & samle inn vevspraver til strekkoding slik at vi pa
sikt kan bygge opp et bibliotek av DNA-strekkoder der alle arter i Norge er representert
(Artsdatabanken).

Avrtdatabankens database er et viktig verktay i offentlig forvaltning. Denne tjenesten kan
brukes i tilfeller hvor det skal undersgkes om et planlagt inngrep kan fa negative falger for
biologisk mangfold. I slike tilfeller ma det undersgkes om tiltakets planlagte plassering eller
funksjon vil komme i konflikt med habitater for radlistearter. Ofte krever dette at det settes i
gang en feltbefaring i det aktuelle omradet i forbindelse med en konsekvensutredning, slik det
gar fram av Plan- og bygningsloven (2008, § 4-2, 2. ledd). I slike tilfeller vil DNA-

strekkoding og BOLD kunne veere viktige, ressursbesparende verktay i kartleggingsarbeidet.

Det er seerlig i forbindelse med identifikasjon av kryptiske arter, som vanligvis krever spesiell
ekspertise, at et verktgy som DNA-strekkoding vil ha stor betydning. Et eksempel pa
kryptiske arter av Chironomidae som er blitt avslgrt gjennom DNA-strekkoding, er
Micropsectra neoappendica, og Micropsectra subletteorum. Disse to artene er nesten
morfologisk identiske med tilsvarende europeiske arter, men de er genetisk ulike (Anderson,
Stur, & Ekrem 2013). Artskartlegging av sma uanselige kryptiske arter er tidkrevende, og det

er kanskje derfor lett & overse ngdvendigheten av slik kartlegging (Carew et al. 2013).

DNA-strekkoding vil ogsa kunne avslare kryptiske artskomplekser. Et kryptisk artskompleks
er en gruppe med arter som er morfologisk like og som kan ha relativt like nisjer, men som
reproduserer uavhengig av hverandre. Ved hjelp av fylogenetisk analyse, har man funnet ut at
den tidligere antatte arten Cordylochernes scorpioides i virkeligheten var flere genetisk ulike
arter (Wilcox, Hugg, Zeh, & Zeh 1997). | Costa Rica har man ved hjelp av DNA-strekkoding
av museumseksemplarer av sommerfuglarten Astraptes fulgerator, funnet ut at denne er et

kompleks av minst ti ulike arter (Hebert, Penton, Burns, Janzen, & Hallwachs 2004).
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Slike eksempler kan gjgre utslag i at en art som tidligere var antatt a veare en generalist, kan
vise seg a veere et artskompleks av spesialister med sma nisjer, eller at én sjelden art kan vise
seg i realiteten a veaere flere enda sjeldnere arter. Slik kunnskap er helt essensiell nar man skal

forvalte og bevare arter og deres leveomrader (Bickford et al. 2006).

Ved morfologisk identifikasjon er det mye informasjon som gar tapt. Morfologisk
identifikasjon av hunner i familien Chironomidae har veert vesentlig vanskeligere enn for
hanner, om ikke umulig. Studier har vist at dersom man ser bort fra hunnene i et
kartleggingsprosjekt kan sa mye som 27 % av artene ikke bli oppdaget. DNA-strekkoding er i
slike tilfeller helt ngdvendig for & oppdage alle artene (Ekrem, Stur, & Hebert 2010).

En av de mest essensielle forskjellene mellom artshestemming basert pa DNA-strekkoding,
og artshestemming basert pa morfologisk identifikasjon, er at eksemplaret ikke ngdvendigvis
ma veere i god stand med den farstnevnte metoden. Siden teknologien benytter seg av ett
bestemt gen som skiller mellom arter men ikke mellom individer, er det ikke sa ngye om man
har et komplett eksemplar av et standard voksenindivid. Dette er en stor fordel med DNA-
strekkoding; man vil ogsa kunne bestemme til riktig art pa bakgrunn av gdelagte og
ugjenkjennelige individer, samt fragmenter av organismer, ekskrementer, pupper/larver og
lignende (Ekrem & Jordal 2005).

Andre fordeler med DNA-strekkoding er at utarbeiding av et referansebibliotek av DNA-
sekvenser er fagrste steg mot en felles oversikt over verdens arter. Det er ikke usannsynlig at
en vil oppna en bedre forstaelse for slektskapssammenhenger og arters distribusjon i verden.
Samtidig vil en kanskje oppna en global overensstemmelse nar det gjelder navnsetting og
hvor man skal sette skillet mellom nart beslektede bestander; skal man godta stor genetisk

variasjon innad i en art, eller dele gruppen i flere uavhengige arter?

Ogsa innenfor forvaltning knyttet til handel med trua arter kan DNA-strekkoding spille en
betydelig rolle. Eksempelvis kan grensekontroller benytte DNA-strekkoding til a avslare om
produkter inneholder DNA fra utrydningstrua arter pa CITES-konvensjonens liste. CITES-
konvensjonen skal hindre at trua arter omsettes, og er en av flere internasjonale avtaler
vedrgrende bevaring av biologisk mangfold som er ratifisert i Norge (Convention on

International Trade in Endangered Species of Wild Fauna and Flora).

| et natur- og miljgforvaltningsperspektiv har DNA-strekkoding flere bruksomrader. Som

nevnt tidligere kan teknologien blant annet benyttes i kartlegging av arter, avslgring av
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kryptiske artskomplekser og innenfor CITES-arbeidet. Dersom DNA-strekkoding en dag blir
en naturlig del av prosesser knyttet til miljgmessig forvaltningsarbeid, kan dette veere
ressursbesparende i form av tid og penger. Oppretting av protokoller der DNA-strekkoding er
et sentralt begrep, ber med tiden bli et mal for offentlig og privat planlegging i forbindelse

med konsekvensutredninger.

Miljestrekkoding er en metode innenfor DNA-strekkoding som trolig vil ha et stort potensial
innenfor artskartlegging, spesielt med tanke pa sjeldne og fremmede arter. Miljgstrekkoding
vil si & kjgre sekvensanalyse fra en miljgpreve, altsa en prave som inneholder DNA fra flere
organismer. Pa den maten avdekkes tilstedevarelsen av flere arter som holder til i det
respektive miljget (Thomsen et al. 2012). Arter som holder til i og ved vann vil avgi noe DNA
til miljoet. Dette er i hovedsak DNA fra avfaring, urin eller hudceller (Haile et al. 2009). Slikt
DNA vil fa ganske jevn fordeling i vann (Andersen et al. 2011). DNA som er tilstede i
vannkilder som innsjger, dammer og bekker har vist seg a vaere neer kontemporaer med

tilstedeveerelsen av arter som avsetter DNA (Thomsen et al. 2012).

Next Generation Sequencing, eller NGS, er en teknologi som kjgrer sekvensering av multiple
DNA-sekvenser parallelt, og har vist seg spesielt hensiktsmessig a bruke i tilfeller hvor
materialet har stort omfang (Norwegian Sequencing Centre 2013). Denne teknologien apner
for effektivt a sekvensere flere arter samtidig ut fra en miljgprave, som for eksempel en
vannprgve fra en dam, en jord- eller bunnslamprave, eller en prgve fra et dyrs mageinnhold
(Hajibabaei, Spall, Shokralla, & van Konyenburg 2012).

Til sammenligning med konvensjonell Sanger-sekvensering, som allerede har veert benyttet i
noen tiar, er NGS en raskere og billigere metode dersom man skal foreta sekvenseringer av et
starre omfang. NGS koblet med miljgstrekkoding muliggjer kartlegging og overvaking av
organismer i ulike miljg pa en effektiv og fullstendig mate (Hajibabaei et al. 2012). Denne
framgangsmaten kan veere mindre kostbar enn tradisjonell overvakning basert pa tellinger og

sporing, siden man ikke ma ansette eksperter for & bestemme de vanskeligste artene.

Miljgstrekkoding koblet med NGS kan ogsa si noe om antall individer av hver art som er a
finne i et habitat, som for eksempel en dam. Det har vist seg at forholdet er likt mellom antall
sekvenser i praven og det faktiske bestandstallet fra miljget hvor prgven er hentet (Thomsen
et al. 2012; Carew et al. 2013). Fremdeles er det noen utfordringer knyttet til denne bruken av
NGS, som gjar det ngdvendig med mer forskning far NGS kan benyttes til & avdekke hvor

mange arter som er tilstede i et miljg (Stein, Martinez, Stiles, Miller, & Zakharov 2014).
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Forskning har vist at preserverende etanol-prgver med innhold av hele eksemplarer av
forskjellige bentiske makroinvertebrater var like egnet som sekvenseringsmateriale som en
homogenisert blanding av DNA fra bentiske makroinvertebrater og vann. | begge prgvene ble
alle artene sekvensert med NGS. Denne undersgkelsen slar fast at det ikke er ngdvendig a
forringe materialet gjennom en homogeniseringsprosess slik at organismer ikke lenger er

morfologisk gjenkjennbare ved bruk av NGS (Hajibabaei et al. 2012).

Ulempen med NGS har tidligere vert at man ikke kan ga inn og si hvilken sekvens som hgrer
til hvilket eksemplar, men nyere forskning har avdekket en metode for a gjgre nettopp dette.
Gjennom unik merking av ulike individprgvers DNA i strekkodingsprosessen, kan NGS
benyttes ogsa nar man gnsker a sekvensere arter og samtidig beholde individene som
referanser (Shokralla et al. 2014).

Miljestrekkoding egner seg darlig til & pavise arter som har et levesett som gjer at de avgir lite
DNA til miljeet de holder til i. I et forsgk med miljgstrekkoding var oppdagbarheten av oter
(Lutra lutra) kun pa 27 %, i motsetning til en oppdagbarhet pa 91-100 % for de fleste andre
fokusartene i forsgket. At dette tallet var sa lavt i forhold til de andre artene, kan ha en
sammenheng med oterens vide arealbruk, bade pa land og i vann. Pa de lokalitetene hvor det
ikke var mulig & pavise fokusartene med tradisjonelle registreringsmetoder, ble de derimot
pavist av DNA i miljgpraver. Dette indikerer at miljgstrekkoding kan vere en mer ngyaktig
metode enn tradisjonelle registreringsmetoder nar forekomsten av arter er spesielt lav
(Thomsen et al. 2012).

NGS har et stort potensial til & oppdage sjeldne arter, herunder trua og fremmede arter. Disse
to gruppene er serdeles viktige a overvake, med tanke pa a hindre tap av biologisk mangfold.
Ifalge miljodirektoratet er det helt essensielt at fremmede arter oppdages tidligst mulig, altsa
mens det enna er lave forekomster. Pa den maten kan mottiltak iverksettes tidlig og hindre at

arten far spre seg videre (Miljgdirektoratet 2010).

Stein et al. (2014) har foretatt undersgkelser i USA vedrgrende kostnader av Sanger-
sekvensering og NGS sammenlignet med tradisjonell kartlegging basert pa morfologi.
Resultatene viste at Sanger-sekvensering var et dyrere alternativ til tradisjonell kartlegging,
mens NGS var like kostbart eller noe billigere. Per individ var kostnadene US$2 - $5 med
Sanger-sekvensering, og 50¢ - $2 med NGS avhengig av plattform og sterrelsen pa prosjektet.
Artikkelen slar fast at NGS enna ikke er en billigere metode enn tradisjonell kartlegging, men

tidsbruken av NGS er vesentlig kortere; sammenlignet med en typisk tidsbruk pa seks
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maneder med tradisjonell overvakning, kan NGS levere ferdige data i lgpet av noen fa dager. |
forhold til norsk prisniva, er det i denne undersgkelsen benyttet en veldig lav sats for
morfologisk identifisering, spesielt for invertebrater (T. Ekrem pers. med.). Situasjonen i

Norge kan derfor vaere annerledes med tanke pa sammenligning av priser.

NGS er enna kostbart, men det er mulig a redusere kostnadene gjennom a sende flere ulike
miljgpraver i én og samme Kkjering. Med denne metoden ma sekvensene tilsettes en markar
slik at man etterpa kan finne ut hvilken prgve de ulike sekvensene stammer fra. Dette
forutsetter blant annet at diversiteten i pravene er kjent (M. Skage pers. med.). Antall
sekvenser som sendes inn til NGS er ogsa med pa a avgjere kostnadene. Antallet sekvenser
avhenger av hvor mange arter en forventer a finne, men ogsa om man kun er interessert i a
finne de vanligste artene. For a avdekke de sjeldne artene kan det vaere ngdvendig a sende inn
mange miljgpraver for & fa ut et stort antall sekvenser, som igjen gker sannsynligheten for a

finne sjeldne arter i prgven.

En organisasjon som tilbyr NGS-tjenester i Norge er Norwegian Sequencing Centre (NSC)
som er tilknyttet Oslo Universitetssykehus og Universitetet i Oslo. Det finnes flere ulike
teknologiske plattformer innen NGS, som for eksempel: Illumina Miseq, lllumina Hiseq, 454
pyrosequencing, Pacbio og lon Torrent. Disse plattformene skiller seg fra hverandre ved at de
har ulik behandlingstid, kapasitet, resultat og krav til input (Norwegian Sequencing Centre
2013). For a bruke slike plattformer ma sekvensene behandles slik at de kan sammenlignes
med referanser i BOLD. Det finnes flere ulike bioinformatiske verktay som behandler,
filtrerer og sammenligner NGS-sekvenser med referansebibliotek, samtidig som det pagar en

stor utvikling pa dette feltet (T. Ekrem pers. med.).

Offentlig sektor bruker ikke vesentlige midler pa kartlegging av arter i dag. Ofte blir
informasjon fra databaser som «Naturbase» og «Artskart» benyttet framfor ny kartlegging.
Det er vanligere at private akterer gir oppdrag om kartlegging og konsekvensutredninger etter
palegg fra de offentlige myndighetene. Skal vi tro forskerne som mener at naturmiljget snart
vil fa et mye sterkere fokus i verdenssammenheng, kan det tenkes at det med tiden vil bli
starre behov for utvidet artskartlegging, ogsa i offentlig sammenheng i Norge. Ettersparselen

etter en mer effektiv lgsning for artskartlegging kan derfor innen kort tid veere gkende.
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Konklusjon

NGS har flere klare fordeler nar det kommer til & bestemme multiple DNA-sekvenser pa én
gang. Fremdeles finnes noen svakheter, som manglende protokoller og begrensninger i
forhold til hvilke arter som kan kartlegges med denne teknologien. Likevel peker flere
rapporter mot at dette er en metode som kan vare hensiktsmessig a bruke i framtidig, norsk
naturforvaltning og kartlegging. Norges naturmangfoldlov er enna fersk og mulighetene er
store for at det vil bli enda mer fokus pa konsekvensutredninger og bevaring i neer framtid.
Med NGS er det mulig at bade kostnader og sakshehandlingstid knyttet til artskartlegging blir
redusert. Konsekvensene av dette kan vare at artskartlegging blir mer ngyaktig gjennomfart
og at naturmiljget blir gitt sterre hensyn i planleggingsgyemed. Etter hvert som teknologien

blir mer avansert, vil ogsa metoden bli rimeligere.

| framtiden vil kanskje miljgpraver koblet med DNA-strekkoding bli en standardisert metode
for & kartlegge artsforekomster i offentlig og privat forvaltning. Kanskje det til og med vil
finnes en maskin som bade foretar sekvensering av miljgprgver og sammenligner disse med
DNA-strekkoder fra ulike databaser. Dette ser ut til a veere en framtidsvisjon som ikke
ngdvendigvis er sa langt unna virkeligheten i dag. Forelgpig trengs det mer forskning og

testing far NGS kan bli en standardisert metode innenfor artskartlegging.
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Hol pus picicornis|RIN_CHES

—Dhxella aestivalis[RIN_CHT70

L Dixella aestivalis BIN_CHS9
Cricotopus sylvestris|RIN_CHG6

—Cricotopus sylvestns[RIN_CH26

— Cricotopus sylvesms[RIN_CH44
Cricotopus sylvesms[RTN_CHS56
(Cricotopus sylvestmis[RIN_CHS3
(Cricotopus sylvesms[RIN_CHI16

(Cricotopus sylvestms[RIN_CH41
(Cricotop yvestris[RIN_CH36
Cricotop ylvestnis[RIN_CHI17
_| 3 hvestris[RIN_CHE3
vestnis[RIN_CH37

Halocladius variabilis|RIN_CHO02
rAc ricotopus[RIN_CH42

tﬁ.c rieotopus[RIN_CH43
AcricotopusRIN_CH40
CorynoneuraRIN_CHS1
(Corynoneura RIN_CH23
(CorynoneuraRIN_CH92
(CorynonewraRIN_CHES
(CorynoneuraRIN_CH22

I “orynoneuraRIN_CHS3
ICorynoneuraRTN_CH21

MNatarsia punctata BEIN_CHI4
Peectrocladins[RIN_CHE2
Psectrocladins[RIN_CH3S

Psectrocladins|[RIN_CHE7

Orthocladiinze[RIN_CH45

Ablabesmyia momlis[FIN_CH30

Ablabesmyia monilis[FIN_CH9
Ablabesmyia monili=[FIN_CHI13
Ablabesmyia monilis[RIN_CH34
Ablabesmyia monilis[FIN_CHIS
Ablabesmyia momlis|RIN_CHS0
Ablzbesmyia monilis|RIN_CH32
Orthocladius[RIN_CH27

Metriocnemus ewrynotus/RIN_CHT7
Metriocnemus fuscipes/RIN_CHEO

—Mefriccnemus picipes[RIN_CH95

Lifetriocnemns picipes RIN_CHOS

Orthocladm=RIN_CHES

Psendosmittia trilobataEIN_CHO9
yLmnaophyes mmmms[FIN_CH%4

"Limnophyes minimus RIN_CHO06

Guitipelopia guttipennis|RIN_CHT7S
(Guitipelopia guttipennis|RIN_CH33
Guitipelopia guttipennis|RIN_CHT76

I\.i-unipelupia zuttipennis|RIN_CHT3
Guitipelopia guttipennis|RIN_CHT74

Practrotanypus varus[RIN_CH31
Paratanytarsus laccophilus[RIN_CHE1

—
1 |Faratzn_\1;u‘: laccophimsRIN_CH79

Paratanytarsus laccophilus[RIN_CHTS
|Palypedilum tritamRTN_CHO3

IPolypedilum titam/RIN_CHI0

“hironomus[RIN_CHS6
— ChironomusRIN_CH54

ChironomusEIN_CH38
'ChironommsRIN_CHS3
jChironomus[RIN_CH46

IChironomusRIN_CHS2
hironominae[RIN_CHE3

Dicrotendipes lobiger{BIN_CHSES
Dicrotendipes lobiger{RIN_CH2E

Lchrotend.ipe: lobigarRTN_CHSS
Dhcrotendipes lobiger|RIN_CHE4
rParachironomus panhsRIN_CHS7

LParachironomus panlis[RIN_CH39

Polypedilum arundineti[RIN_CH24
Synendotendipes impar{RIN_CH®1
Synendotendipes impar[RIN_CH20
Synendotendipes imparRIN_CH48
Synendotendipes imparRIN_CHI12

Synendotendipes mpar[RIN_CHIS
Synendotendipes impar[FIN_CHI19
Synendotendipes impar[FIN_CH47

Synendotendipes imparRIN_CH3%

Synendotendipes imparRIN_CHE2

Synendotendipes imparRIN_CH4%

Synendotendipes mmpar/RIN_CHSE1

Synendotendipes mpar[RIN_CH64

Chaoborms erystallmus[RIN_CH72

(Chaoboms crystallmus|[RIN_CH25

lchacborus erystallmus[RIN_CHT1
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