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Sammanfattning

Som ett led i arbetet med att bevara flodpérlmusslan Margaritifera margaritifera 1 Blekinge
gjordes en undersokning av den genetiska strukturen 1 kvarvarande populationer. Eftersom
populationerna ar sma kan det bli aktuellt att forstirka dessa genom inplantering av musslor
fran andra populationer eller genom att flytta musslor mellan populationer. For att 6ka
sannolikheten att en sadan atgird lyckas bor man sitta ut musslor som ér genetiskt relativt
nirbeslidktade f6r att bibehalla anpassningen till den aktuella miljon.

Musslor eftersoktes 1 5 vattendrag men i ett av dessa, Lyckebyin, hittades inga musslor. I
Ovriga hittades musslor men i tvd av dessa, Nattrabyan och Miedn, var antalet litet. I de
ovriga tvd, Silletorpsan och Briknedn, hittades ett storre antal. Prov togs pa samtliga musslor
som togs upp genom att en spruta stacks in mellan skalhalvorna i foten, dir mellan 0,1 — 0,3
ml hemolymfa samlades in. Frin dessa prover extraherades DNA som sedan analyserades
med artspecifika primers. Varje primer (locus) genererade 12-14 band (alleler) vilka darefter
analyserades statistiskt.

Den genetiska variationen i populationerna var stor, ett monster som staimmer vil med
tidigare genetiska studier pa flodparlmussla. Populationerna var relativt sett ganska olika
genom att 27 % av variationen fanns mellan olika populationer. Ytterligare analyser visade
att tre populationer, Silletorpsan, Briknean och Nattrabyan, var niarbesliktade. Miein
diremot skilde sig mycket frain de 6vriga men antalet individer som undersoktes var fa vilket
kan ha paverkat resultatet.

For att bevara flodparlmusslan i Blekinge beh6vs olika atgarder. Som forsta atgard behover
man sikerstilla miljon i Silletorpsan och Briknean for att fa livskraftiga stammar. Ett
potentiellt problem ir att inga riktigt sma musslor hittades 1 dessa vattendrag vilket kan tyda
pa att rekryteringen inte fungerar tillfredsstillande. Andra studier har visat att igenslamning
ar det stora problemet, och dtgirder for att férbattra bottnarna bor goras. Bada vattendragen
hade bottnar som var igenslammade av humus vilket skulle kunna leda till bada
populationerna férsvinner pa sikt. En mojlig atgird skulle kunna vara att man ligger ner triad
1 vattendraget, vilket visat sig forbittra bottenkvalitén i Silveran. En andra dtgird pa sikt
skulle kunna vara att plantera in musslor frin ovanstiende populationer eller andra
livskraftiga populationer 1 Nattrabyan, Miean och Lyckebyan. Men innan en sadan atgard
sker maste man skapa bra bottenférhallanden pa de platser man gor utsittningen. En
undersokning av tillgangen pa limplig virdfisk (6ring frimst O+) behover ocksa utforas.
Atgirder som syftar till att forbittra bottenmiljon for flodparlmusslan innebir ocksa
forbattrade moijligheter for virdfisken att reproducera sig.



Inledning

Populationer dir antalet individer minskar tenderar att forlora genetisk variation genom
genetisk drift (slumpmassig dodlighet av individer) och genom inavelsdepression (Frankham
et al. 2002). Skilet till detta dr att i en liten population finns det farre kopior av olika
genetiska varianter (alleler) och att antalet sidana varianter minskar kontinuerligt nir
individer doér och populationen minskar. Detta leder till att antalet heterozygoter (individer
med tva olika alleller pa samma locus) minskar vilket anses betyda att populationens
anpassningsformaga minskar (Frankham et al. 2002).

Flodparlmusslan dr en art dir antalet individer i manga populationer minskat kraftigt under
en lang foljd av ar pa grund av att rekryteringen av nya musslor inte fungerar (Eriksson et al.
1997, Osterling et al.2007). Det viktigaste skilet att minga populationer minskar idag verkar
vara en stor sedimenttransport i vattendragen och en 6kad sedimentation i bottnarna.
Sedimenten tycks ha en himmande effekt pa rekryteringen av nya musslor (Osterling et al.
2007). Dirfor finns det ocksa risk att genetisk drift och inavelsdepression far en stor effekt
pa den fortsatta sannolikheten att populationer 6verlever. En méjlighet att 6ka sannolikheten
att populationer 6vetlever skulle kunna vara forstirka populationen med individer fran andra
livskraftiga populationer med fler individer. Om detta skall ske bor de individer som
utplanteras vara genetisk lika sa att lokala miljoanpassningar inte gar férlorade. Det dr darfor
viktigt att bade populationen som skall forstirkas och potentiella populationer att himta
musslor fran undersoks genetiskt innan en sadan dtgird utfors.

Populationerna av flodpirlmussla har likt manga andra populationer minskat och antalet ar
nu sa fa att flera av populationerna inte kan himta sig utan hjilp av utplantering fran andra
populationer.

Material och metod

Insamling

Prover fran musslor i 4 vattendrag 1 Blekinge och 2 1 Kalmar samlades in i oktober 2006
(redovisas tillsammans som jamforelse). Vattendragen i Blekinge var Silletorpsan, Briknean,
Nittrabyin och Miean. Aven Lyckebydn underséktes men inga musslor kunde hittas (5
individer férdelade pa tre platser hade noterats i maj 2006 men ingen av dessa aterfanns i
oktober samma ar trots noggrant eftersok). Efter att populationens férdelning i vattendraget
undersokt togs musslor fran olika delar av populationen slumpmissigt upp ur vattnet,
placerades in en hink med vatten och hemolympha (blodprov) togs frin levande musslor
direkt pa plats med hjalp av sterila sprutor och kanyler (0, 80x 50 mm). Metoden ar enkel
och riskfri f6r musslorna (Geist et al. 2006). Man tar musslan 1 handen och sticker forsiktigt
in en kanyl mellan skalhalvorna in i foten (figur 1).



Figur 1. Prov tas genom att sticka in en kanyl mellan skalhalvorna in i foten dér en Jiten /éz'l'ﬂgd blod
(hemolymfa) tas.

Mellan 0,1-0,3 ml of hemolympha tas per mussla, vilket ar tillrickligt for att utféra genetiska
analyser. Musslorna liggs tillbaka i hinken och nir blodprov tagits fran samtliga (10-15
musslor at gangen) liggs de tillbaka pa sin ursprungliga plats. Totallingd och lingden pa
ligamentet tas pd samtliga musslor for att kunna gbra en ungefirlig alderbestimning.
Hemolymphan samlas 1 sterila ependorfrér, som placeras pa is fOr att hallas kylda tills man
kan utféra DNA extraktionen. I Silletorpsan fick vi bra prover fran 46 individer (av 50), 1
Briknedn fran 41 (av 44) individer, 1 Nattrabyan fran 21 individer (samtliga som fanns) och i
Miean fran 4 individer (av 5 som hittades).

DNA extraktion och analys av mikrosatelliter

Hemolymphan centrifugerades pa lab i 14 000 g (5 min) for att falla ut DNA.

Diirefter extraherades DNA med hjilp av NucleSpin Tissue-Kit (Macherey-Nagel), enligt
instruktion for preparation av vivnadsmaterial. Isolerad DNA I6stes upp 1 bufferten och
sparades 1 frys (kan sparas i flera manader) tills analys kunde ske. Sammanlagt testades 13
olika artspecifika mikrosatelliter (Geist et al. 2003) och av dessa valdes 6 f6r vidare analys
(MarMa 5167, 4277, 4143, 4315, 3621 och 3116). Ovriga gav inga eller osikra resultat. PCR
reaktion gjordes 1 10 pl total volym i vilken blandades 2 ul DNA, 0,35 pl 2,5 mMdNTP, 1ul
10XB och 0,075 uITaq DNA polymeras (med MgCl21 bufferten) och olika mingder av



primers (fran 0,1 till 0,4ul). Tva olika PCR reaktioner anvindes for de 6 mikrosatelliterna.
TD 55-45 f6r MarMa 5167,4277,4143 och 4315) och TD 60-50 f6r MarMa 3621 och 3116.
PCR produkter separerades 1 polyakrylamidgel och fragmenten analyserades 1 CEQ 8000
Genetic Analysis System (Beckman Coulter).

Statistik och populationsgenetik

Fragmentanalysen genererade i mellan 12-14 olika alleler per locus (mikrosatellit). GenAIEx6
anvandes for att berakna Hardy-Weinberg jamvikt, allelfrekvens, observerad och férvantad
heterozygositet, andel gemensamma sliktingar, genetisk differentiering mellan populationer
och genetiskt distans mellan populationer (Peakall & Smouse 20006). Distansmatrisen
anvindes fOr att konstruera ett triddiagram med hjilp av metoden 'neighbour-joining’ i
Mega version 4 (Tamura et al. 2007). Musslors aldrar berdknades utifran en funktionen
Alder = 6,447 x ligamentets lingd 04% Denna funktion baseras pa medeltillvaxten i 11
populationer i Vistra Gétalands- och Orebro lin (Karlsson 2003). Variationen i tillvixt
mellan olika populationer var & 7 ar, dvs de beriknade aldrarna pa musslor i Blekinge kan ha
overskattats (se diskussionen for ytterligare synpunkter).

Resultat

Storleksfordelning och beréknad alder painsamlade musslor

I Silletorpsan samlades musslorna vid lokalen KA2 Mitt och i en del av KA2 Stockbro (S12,
S13). Den minsta musslan som hittades var 97 mm och den lingsta 137 mm. Trots en
relativt grundlig undersékning hittades inga sma musslor pa dessa lokaler. Det fanns relativt
mycket fina sediment (humus) pa delar av bottnen vilka kan ha gjort det svirt att hitta sma
musslor trots eftersok. Storleksfordelningen antyder att populationen inte haft rekrytering pa
manga ar (figur 2).
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Figur 2. Storleksfordelning av provtagna flodparimusslor i Silletorpsan 2006.



Utifran matta ligament beridknades en medelalder f6r samtliga musslor av drygt 60 ar (figur 3,
notera att aldern sannolikt ar Gverskattad) med en lagsta alder av 51 ar och hogsta 71 ar.
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Figur 3. Medelviirden for lingd (mm), ligament (mm) och dlder i vattendrag i Blekinge och Kalmar lin
(Paulistrim och Notan) undersikta 2006

I Nittrabyéan togs prover fran 21 musslor funna vid Marielund, vilket tycks vara allt som
finns kvar 1 an. Den minsta musslan var 91 mm och den stérsta var 150 mm (figur 4).
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Figur 4. Storleksfordelning av provtagna flodparimusslor i Nattrabyan 2006.

Den beriknade dldern pa dessa musslor var mellan 57 och 80 ar med medelalder av 70 ar

(figur 3).

I Briknean togs proverna vid Lillagirde och medellingden pa musslorna var drygt 83 mm
med en variation mellan 67 och 115 mm (figur 5). Bottnen var relativt fri fran sediment och
en noggrannare undersokning skulle kunna avsléja dnnu yngre musslor. Den beriknade
aldern pa musslorna varierade mellan 37 och 64 ar med en medelalder av 45 ar (figur 3).
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Figur 5. Storleksfordelning av provtagna flodparimusslor i Braknean 2006.

I Miean letade vi efter musslor vid Grimsmala, Loberget norra och sédra dir musslor fanns i
mitten-slutet av 90-talet (sammanlagt drygt 160 musslor). Trots en noggrann undersékning
av dessa lokaler hittades inte mer 4n 5 musslor (3 vid Loberget och 2 vid Grimsmala). Dessa
var mellan 96 och 144 mm, vilket skulle ge en alder av 57 till 80 ar (de yngsta fanns vid
Grimsmala)

Genetisk variation

Samtliga populationer hade loci som visade signifikanta avvikelser fran Hardy-Weinberg
jamvikt men efter korrektion for att man gor flera tester (Bonferroni) fanns det bara
signifikanta avvikelser for tre loci i Silletorpsan. Detta kan tyda pa att befruktning inte sker
slumpmissigt pa grund av att den effektiva populationsstorleken (de individer som bidrar
med genetiskt material vid fortplantningen) ar liten.

I genomsnitt noterades mellan 2,2 och 5,2 alleler 1 de olika populationerna (tabell 1) och det
effektiva antalet alleler varierade mellan 1,5 och 2,9. Antalet unika alleler varierade mellan 0
och 3 (tabell 1). Man kan notera att dessa varden var hogre i populationerna i Kalmar lin
men dessa populationer dr ocksa betydligt mycket individrikare.

Tabell 1. Antal individer (N), medelantal alleler/ locus (A,,), medelrikedom av alleler/ population (A,),
antal unika alleler (A,), beriknad heterozygoti (H ), observerad heterogygoti (H,) och andelen gemensamma

Sforfider (F).

Vattendrag N Am Ap Ay He Ho F

Silletorpsén 46 52 2,8 1 0,608 0,508 | 0,156
Nattrabyan 21 4,7 2,9 3 0,643 0,529 | 0,174
Braknean 41 5,0 2,5 3 0,559 0,554 | 0,011
Miean 4 2,2 15 0 0,313 0,319 | saknas
Paulistrom (H-1an) 46 5,3 2,4 7 0,513 0,462 | 0,132
Notan (H-1an) 46 7,0 3,0 13 0,599 0,517 | 0,143




Den forvintade heterozygotin (H,) varierade mellan 0,313 i Miedan och 0,643 i Nattrabyin
medan den observerad heterozygotin (H,) varierade mellan 0,319 och 0,554. Proportionen av
gemensamma anfader i de olika populationerna varierade mellan 0 (Miedn) och 0,174
(Nattrabyan). Ovanstdende siffror tyder pa en bra genetisk variation trots sma
populationsstorlekar

Av den totala genetiska variation finns 73% inom populationer och 27% mellan populationer
(figur 6), vilket visar att populationerna ar relativt sett ganska olika.
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Figur 6. Fordelning av genetisk variation inom och mellan populationer.

Slaktskap mellan populationer

De anvinda mikrosatelliterna avsljade en hég grad av genetisk differentiering mellan
populationer (Tabell 2). Fq-virden antyder att de tre populationerna Silletorpsan,
Nittrabyan och Briknean ir relativt lite differentierade. Miean tycks skilja sig mer fran de tva
vattendragen 1 Emans vattensystem dn de tre vattendragen i Blekinge.

Tabell 2. Parvis genetisk differentiering (F;) under diagonalen och genetiskt avstand (Nei D ) ovanfor

diagonalen.

Sill Nt Bri Mie Pau Not
Sill 0,041 0,040 0,618 0,532 0,513
Nit 0,012 0,070 0,541 0,522 0,532
Bri 0,015 0,024 0,496 0,514 0,465
Mie 0,208 0,191 0,194 0,908 1,128
Pau 0,138 0,127 0,140 0,287 0,183
Not 0,114 0,110 0,112 0,296 0,057

Det dr ett relativt litet genetiskt avstand mellan Silletorpsan, Nattrabyan och Briknean. Det
genetiska avstandet fran dessa tre dr stort bade till vattendragen i Kalmar lin och till Miean
(figur 7).




Sil

Bra

Pau

e P
W 0.05

Figur 7. Fenogram (N]) baserat pa Nei D, genetiskt avstand for musselpopulationer i Blekinge och
Kalmar lin

Diskussion

Musselpopulationerna i Blekinge tycks med undantag for Briknean ha en hég medelalder
och inga smamusslor. De undersékta populationerna har letats igenom efter for att hitta
smamusslor men eftersom vi inte fann sadana tyder det pa att smamusslor dr ovanliga. Detta
forhallande tycks vara vanligt i manga svenska musselpopulationer (Eriksson et al. 1998,
Osterling et al. 2007). Ett problem i detta sammanhang ir att aldersbestimningen baseras pa
tillvixtkurvor frin mer nordliga populationer. Det finns ett klart samband mellan breddgrad
och tillvixthastighet (Bauer 1992). Ju lingre soderut man kommer ju snabbare vixer
musslorna vilket innebar att den tillvixtkurva som anvints for aldersbestimningen har
tormodligen Gverskattar musslornas alder. Dessutom visar tidigare studier att
tillvixthastigheten varierar mellan vattendrag pa samma breddgrad (Karlsson 2003). Detta
skulle ssmmantaget kunna betyda att aldern pa musslorna 1 Blekinge 6verskattats med minst
15-20 ar. Det enda sittet att fa fram mer exakta aldersbestimningar ar att analysera tillvixten
1 skalen (vintertillvixten syns som morka band) men eftersom populationerna dr sma kan
man inte gora detta genom att samla in musslor for analys utan man maste soka efter nyligen
déda individer och anvinda dessa skal for att bestimma den arliga tillvixten.

Den genetiska variation i de olika populationerna var stor, ett monster som gar igen fran
andra studier i Sverige (Hadzihalilovic-Numanovic et al 2007) och i Europa (Geist & Kuhn
2005). Jamfort med andra ryggradslosa djur tycks flodparlmusslor vara betydligt mer
genetiskt variabla (Hartl & Clark 2007). Skalen till detta kan vara flera. Dels kan olika
populationer av flodpirlmussla ha varit isolerade fran varandra under istiden vilket givit
upphov till stora genetiska skillnader. Ndgot som talar for detta dr att musslans virdfisk
(6ring) tycks ha flera olika ursprung i Sverige genom invandring efter istiden fran flera sk.
refugier (platser dar dessa funnits under istiden) (Nilsson et al. 2001). Dels kan
populationerna efter att dom etablerats snabbt blivit isolerade genom att virdfisken inte haft
mojlighet att sprida sig mellan olika vattendrag. Detta kan ha lett till en snabb selektion for



de specifika miljéfaktorer som fanns i de olika vattendragen. Oring tycks ocksa variera
genetiskt mellan olika vattendrag i ungefir samma omfattning som flodparlmusslan.

Den relativt stora genetiska skillnaden mellan olika populationer utgor ett problem om man
avser att flytta musslor fran livskraftiga bestand till utdéende bestand. Det finns en risk att de
musslor som flyttas dr daligt anpassade till den lokala miljén och stammarna av virdfisk. I
Blekinge tycks dtminstone 3 av populationerna vara relativt lika men alla dessa bestar ocksa
av relativt fa individer. Att flytta individer framstar darfor inte som en mojlig atgird for
tillfillet. Man bor istillet f6rsoka forbittra uppvixtmiljon f6r unga musslor i de vattendrag
som har de individrikaste bestanden (Silletorpsan och Briknean). For att om méjligt ridda
nagra av bestanden kan en del praktiska atgarder goras. Att falla eller lagga 1 hela trad 1
vattendraget didr musslorna finns tycks ha positiva effekter pa flera olika sitt. Genom att
tridet ror sig pa grund av strommen rors bottensedimenten upp och spolas rena fran fina
sediment. Man kan nedstroms dessa trid fa fina lekbottnar for 6ring vilket ocksa ar
gynnsamt for flodparlmusslan eftersom titheten av virdfisk 6kar och méjligheterna att
overleva i bottnarna forbittras (en metod som anvints i Silveran i Smaland). En férdel med
metoden ir att den inte utgor nagon risk fér musslorna.

Undersokningar tyder pa att det stora problemet i manga populationer inte ar brist pa
virdfisk utan alltfor mycket fina bottensediment som oméjliggor f6r sma nedgravda musslor
att Overleva (brist pa syre). I Blekinge utgdrs "sedimenten" till storsta delen av utfilld humus
som en f6ljd av humufieringen av vattendragen (Lars Bengtsson i1 mail). Speciellt hoga
targvirden har uppmiitts 1 4r i alla Blekinges recipentkontrollerade dar!. Effekten av
humusutfillningen ar i férsta hand en igentidppning av sand/grusbankars porer och dirmed
en minskad vattengenomstrémmning samtidigt som nedbrytningen av humusimnena
torbrukar syre dvs. den sa viktiga syretillgangen f6r de nedgrivda smamusslorna blir dalig
och avtar med sedimentdjupet.

Det vore ocksa 6nskvirt att ta fram uppgifter om storleksférdelningen (ligamentets lingd
och totallingd) baserad pa fler individer 4n vad som redovisas i denna rapport. Man behover
aven kontrollera bestainden av 6ring (om inte detta redan gjorts).

Som sammanfattning kan man konstatera att den genetiska variationen i samtliga vattendrag
utom Miean ir stor. Bevarandearbetet bor inriktas mot de tva mest individrika
populationerna, Silletorpsian och Briknedn. Populationerna i Nittrabyan, Miean och
Lyckebyan idr sa sma att det forefaller omaojligt att ridda dessa utan att plantera in musslor
fran andra populationer. De limpligaste bestanden vore i sa fall Silletorpsan och Briknedn
men dessa populationer dr knappast livskraftiga och det dr knappast limpligt att ta musslor
fran dessa innan man sikertstallt deras 6verlevnad. Det enda som dterstar i sa fall ar att
hidmta musslor frin nagon individrik population, som exempelvis Sillevadsan i Eméns
avrinningsomrade.
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