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Sammendrag 
Fossøy, F., Strand, D. A., Sandercock, B. K.  & Johnsen, S.I. 2020. Miljø-DNA: uttesting av 
innsamlingsmetodikk og labanalyser for påvisning av kreps og fisk i ferskvann. NINA Rapport 
1778. Norsk institutt for naturforskning. 

Miljø-DNA er en relativ ny metode for overvåking av arter og økosystemer som brukes i økende 
omfang. Fra en vannprøve er det mulig å gi et øyeblikksbilde av hvilke makro- og mikroorganis-
mer som er tilstede i vannet, uten å måtte fange selve organismen. Norsk institutt for naturforsk-
ning (NINA) og Veterinærinstituttet (VI) og har i flere år samarbeidet om overvåking av fersk-
vannskreps (edelkreps Astacus astacus og signalkreps Pacifastacus leniusculus) samt krepse-
pest Aphanomyces astaci og har utviklet miljø-DNA som metode for overvåkning av disse artene. 
NINA har også utviklet miljø-DNA som metode for overvåkning av fremmed ferskvannsfisk. 

Bruk av miljø-DNA gir store muligheter for synergieffekter da DNA fra innsamlede vannprøver i 
ett prosjekt kan inneholde verdifull informasjon for andre prosjekter, men valg av metode for 
innsamling og analysering av miljø-DNA er ofte avhengig av hvilke typer organismer man 
ønsker å overvåke. Ved å sammenligne standard miljø-DNA protokoller for ferskvannskreps og 
krepsepest med standard miljø-DNA protokoller for overvåking av fisk, kan vi avgjøre om 
disse metodene kan brukes om hverandre.  

Vi har tatt fem vannprøver fra bunn (krepsemetode) og overflate (fiskemetode) fra fem inn-
sjøer hvor det også ble teinefisket etter kreps. Prøvene ble filtrert direkte i felt ved hjelp av 
et glassfiberfilter. Filtrene ble så delt i to for å teste to ulike protokoller for preservering og 
DNA ekstrahering. I tillegg ble det tatt to vannprøver per innsjø med et lukket kapselfilter i 
vannkanten, en enkel metode ofte brukt til folkeforskning. Alle prøvene er analysert med 
artsspesifikke mar-kører for edelkreps, signalkreps, krepsepest, ørret Salmo trutta, gjedde 
Esox lucius og abbor Perca fluviatilis.  

Resultatene fra undersøkelsen viser at hovedprotokollene til VI og NINA stort sett påviste alle 
artene i samtlige innsjøer der de er tilstede, mens den enklere prøvetakingen i vannkanten, 
ofte brukt i folkeforskning, ikke ga like gode resultater. Mengden DNA fra ørret var noe høyere i 
overflaten (fiskemetode), mens mengden DNA fra kreps, gjedde og abbor var noe høyere med 
bunnprøver (krepsemetode). Dette skyldes mest sannsynlig ulik habitatbruk av de ulike 
artene. Den modellerte sannsynligheten for å påvise en art viste imidlertid liten forskjell 
mellom metodene. Det var betydelig mer DNA fra fisk sammenlignet med kreps, selv i 
innsjøene med høy krepsetetthet, noe som tyder på at kreps avgir mindre DNA til omgivelsene 
enn fisk. Det var også noe høyere sannsynlighet for påvisning og større mengde ekstrahert 
DNA fra preserverings- og ekstraksjonsmetoden for fisk (fiskemetode) sammenlignet med 
metoden brukt for kreps (krepsemetode).    

Dette viser at det er mulig å utnytte synergieffekter mellom prosjekter, men at det er viktig å 
vurdere habitatspreferanser til artene man undersøker for å øke sannsynligheten for 
påvising. Det er også rom for å øke påvisningssannsynlighet ved å optimalisere protokollen 
for preservering og DNA ekstraksjon for krepsemetoden. Det er også behov for videre 
uttesting og optimalisering av folkemetoden da innsamling av vannprøver fra frivillige øker 
mulighetene med miljø-DNA overvåkning. 

Frode Fossøy, NINA, Høgskoleringen 9, 7034 Trondheim, frode.fossoy@nina.no 
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Forord 
 
Det nasjonale overvåkingsprogrammet for edelkreps startet opp i 2001, og har i hovedsak basert 
seg på innsamling av data fra teinefiske og dykkeundersøkelser. Siden 2001 er det gjort frem-
skritt innen forskning på miljø-DNA, dvs. at det åpnet seg muligheter for å overvåke tilstedevæ-
relse av ferskvannsorganismer ved å samle inn vannprøver. I 2018 ble derfor overvåkingspro-
grammet for edelkreps endret, miljø-DNA implementert, og samarbeidet med Veterinærinstituttet 
og krepesepestovervåkingen ble en realitet. Som en opsjon i overvåkingsprogrammet fra 2018-
2022 ønsket Miljødirektoratet at vi så på om det var mulig å bruke data fra andre overvåkings-
program, f.eks. på fisk, for å kunne utnytte synergiene i forhold til feltinnsamling.  Denne rappor-
ten presenterer hovedtrekkene og sammenligner resultatene fra «standard» innsamling og ana-
lyse av miljø-DNA fra fiske- og krepseovervåking i Norge.  
  
Rapporten er skrevet av Frode Fossøy, David Strand, Brett Sandercock og Stein I. Johnsen. En 
stor takk rettes til alle personer som hjulpet til med analyser og databearbeiding. 
    
 
 
 
07.02.2020 
 
Stein I. Johnsen (prosjektleder) 
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1 Innledning 
 
Miljø-DNA representerer en ny metode for overvåking av arter og økosystemer der innsamling 
av prøver ikke er avhengig av langvarig innsats eller taksonomisk ekspertise i felt (Taberlet mfl. 
2012, Valentini mfl. 2016). Metoden drar nytte av at alle organismer frigir DNA til omgivelsene 
sine og som dermed gjør det mulig å påvise ulike arter ved hjelp av arts-spesifikke genetiske 
markører. Da DNA brytes forholdsvis raskt ned i naturen, vil en påvisning av en art ved hjelp av 
miljø-DNA indikere at denne arten finnes på den undersøkte lokaliteten ved prøvetakingstids-
punktet. Sammenligninger med konvensjonelle metoder har vist at miljø-DNA ofte er en mer 
sensitiv metode (Thomsen mfl. 2012). Miljø-DNA har særlig vært brukt til å påvise sjeldne arter 
og/eller uønskede fremmede arter (Taberlet mfl. 2012, Valentini mfl. 2016). NINA og VI har i flere 
år jobbet med overvåking av ferskvannskreps (edelkreps Astacus astacus og signalkreps Paci-
fastacus leniusculus) og krepsepest Aphanomyces astaci i Norge og utviklet miljø-DNA som 
metode for påvisning av disse artene (Strand mfl. 2011, Johnsen mfl. 2014, Johnsen mfl. 2019, 
Strand mfl. 2019). NINA har gjennom andre prosjekter også utviklet miljø-DNA som metode for 
påvisning av fremmed ferskvannsfisk (Fossøy mfl. 2017, Fossøy mfl. 2018).  
 
Innsamling av vannprøver for miljø-DNA analyser gir store muligheter for synergieffekter. Etter 
ekstraksjon av DNA fra en miljøprøve vil man i utgangspunktet ha isolert DNA fra alle organis-
mene i denne lokaliteten. Så selv om man i utgangspunktet har tatt en prøve for analysering av 
en art eller artsgruppe, vil prøvene i teorien også inneholde DNA fra alle andre arter i miljøet. 
Dette betyr at prøver innsamlet som del av et prosjekt også kan være verdifulle for andre pro-
sjekter. Videre fungerer også DNA-ekstrakter fra miljø-prøver som historiske referanseprøver for 
artsmangfoldet i lokaliteten fra tidspunktet prøven ble samlet inn. 
 
Valg av metode for innsamling, og ekstraksjon analysering av miljø-DNA og analyse fra vann 
har vist seg å være svært viktig for resultatet. Blant annet vil valg av prøvetakingssted, filtertype, 
preservering av filter, og DNA-ekstraksjonsmetode være avgjørende for sensitiviteten til analy-
sen, dvs. om man klarer å påvise en art eller ikke (Fossøy mfl. 2017, Fossøy mfl. 2018, Rusch 
mfl. 2018, Wittwer mfl. 2018, Fossøy mfl. 2019, Wacker mfl. 2019). I denne rapporten undersø-
ker vi hvordan miljø-DNA-metodene utviklet så langt for overvåking av henholdsvis kreps og fisk 
i ferskvann fungerer på tvers av artsgruppene.  
 
For overvåking av ferskvannskreps og krepsepest blir det tatt vannprøver fra bunnen av innsjø-
ene (Strand mfl. 2011, Strand mfl. 2019). For overvåking av fisk er det mest vanlig å ta prøver 
fra overflaten, gjerne fra land (Fossøy mfl. 2017, Fossøy mfl. 2018). Et viktig spørsmål for å 
kunne utnytte synergier mellom ulike prosjekter er derfor hvordan ulike metoder for prøvetaking 
påvirker sannsynligheten for å påvise ulike arter. Vil for eksempel prøver tatt fra overflaten for 
påvisning av fisk også være egnet for påvisning av kreps? Og vil prøver tatt på bunnen for på-
visning av kreps også være egnet for påvisning av fisk? I tillegg til å undersøke prøvetakingsme-
toder har vi også testet hvordan preservering av filter i felt og DNA-ekstraksjonsmetode påvirker 
sannsynligheten for å påvise kreps og fisk i ferskvann. Vi har ikke testet hvordan hvert trinn 
påvirker resultatet i denne rapporten, men har fokusert på to ulike etablerte protokoller for å 
undersøke om det er mulig å utnytte synergieffekter mellom ulike miljø-DNA prosjekter finansiert 
av norsk forvaltning. I tillegg til de to etablerte metodene for innsamling testet vi også en enklere 
form for prøvetaking som blant annet blir brukt i folkeforskningsprosjektet «1000 rivers» 
(www.1000rivers.net). Dette er et lukket kapselfilter (NatureMetrics) som tillater filtrering av en 
relativ stor mengde vann samtidig som metoden er «berøringsfri». Dette gjør filteret svært godt 
egnet i folkeforskningsprosjekter siden man aldri berører selve filteret under prøvetaking og der-
med begrenser faren for kontaminering på tvers av prøver.  
 
  

http://www.1000rivers.net/
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2 Materiale og metoder 
 
2.1 Lokaliteter for innsamling av miljø-DNA 
Innsamling av vannprøver for analyse av miljø-DNA fra fisk og kreps ble gjort fra fem ulike inn-
sjøer (Figur 1). I en av innsjøene, Skittenholsvatnet, er det en tynn bestand av signalkreps (se 
også Johnsen mfl. (2011) samt Tabell 2), mens det i resten av innsjøene er bestander av edel-
kreps med ulik tetthet (Figur 1 og Figur 2). Sentrale vannkjemiske parametere for forekomst 
av kreps og for analyse av miljø-DNA er gitt i Tabell 1. I alle lokalitetene ble det testet for fore-
komst av ørret, gjedde og abbor. Fiskearter i de ulike lokalitetene er gitt i Tabell 2.     
 

 
Figur 1. Geografisk plassering av lokaliteter inkludert i denne undersøkelsen. Skittenholsvatnet har 
en bestand av signalkreps, mens de resterende lokalitetene har bestander av edelkreps. 

 
 
 



NINA Rapport 1778 

8 

 
Figur 2. Antall kreps fanget per teinenatt i de undersøkte lokalitetene. Et datapunkt tilsvarer fangst 
per innsats (CPUEteine) fra en teine. Boksene omfatter de midtre 50 % av CPUEteine-verdiene. 
Medianen og gjennomsnittet vises med henholdsvis heltrukken svart og stiplet rød linje. De vertikale 
linjene utenfor boksene viser 5 og 95 prosentilene og punktene (●) viser verdier utenfor dette inter-
vallet. Skittenholsvatnet har en bestand av signalkreps, mens de resterende lokalitetene har bestan-
der av edelkreps. 

 
 
Tabell 1. Utvalgte vannkjemiske parametere fra de ulike lokalitetene. < betyr at verdien er under 
kvantifiseringsgrensen. 

Lokali-
tet 

pH Farge-
tall 

(mg Pt/l) 

Suspen-
dert 
stoff 
(mg/l) 

Suspen-
dert stoff 
(gløde-

rest) 
(mg/l) 

Tot P 
(µg/l) 

Tot N 
(µg/l) 

TOC 
(mg/l) 

Jern  
(µg/l) 

Al-ila-
bilt  

(µg/l) 

Al- 
Reak-

tivt  
(µg/l) 

Kal-
sium 
(mg/l) 

Skitten- 
holsvat-

net 
6,6 17 2,5 < 1,5 20 40 3 4,8 21 27 0,74 

Sperillen 7 16 19 13 9,5 210 3,4 11 7,3 10 2,3 
Krøde-

ren 
7,1 20 < 2 < 1,5 8,8 170 3,6 15 12 15 2,3 

Lyseren 7,2 15 < 2 < 1,5 20 230 5,4 9,8 < 5 < 5  3,4 

Hemnes- 
sjøen 

7,3 24 < 2 < 1,5 20 490 6,8 24 < 5 < 5  4,6 
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Tabell 2. Oversikt over arter av fisk og kreps i de undersøkte lokalitetene.  

Lokalitet/art Ørret Abbor Gjedde Flere arter Edelkreps Signal-
kreps 

Skittenhols- 
vatnet 

X     X 

Sperillen X X X X X  

Krøderen X  X X X X  

Lyseren X  X X X X  

Hemnes- 
sjøen 

X (tynn be-
stand) 

X X X X  

 
 
2.2 Miljø-DNA prøvetaking 
Tre miljø-DNA prøvetakingsmetoder ble testet ut og sammenlignet. For metode 1 og 2 ble det 
tatt fem prøver langs samme transekt som ble prøvefisket med teiner fra båt, hvor en prøve ble 
tatt fra overflaten, mens en ble tatt rett over bunn. Vannprøvene ble samlet før teinefisket for å 
unngå evt. kontaminering fra teinene. Disse to metodene representerer standard prøvetakings-
metoder for kreps (bunnprøve) og fisk (overflateprøve) fra henholdsvis VI og NINA. For metode 
1 og 2 ble 5 liter vann filtrert gjennom et 2.0 µm glassfiber filter (AP2504700, Millipore) som 
brukes som standard av begge institusjoner. Alle prøvene ble filtrert ved hjelp av en peristaltisk 
pumpe og delt i to for å sammenligne to DNA ekstraksjonsmetoder. En halvdel av filteret ble 
tørket på silica og den andre halvdelen ble lagt på ATL-buffer (Qiagen).  
 
I tillegg til de to etablerte metodene for innsamling testet vi også en enklere form for prøvetaking 
som blant annet blir brukt i folkeforskningsprosjektet «1000 rivers» (www.1000rivers.net). Et kap-
selfilter (NatureMetrics) bestående av to membraner på henholdsvis 5.0 µm og 0.8 µm tillater 
filtrering av en relativ stor mengde vann samtidig som metoden er «berøringsfri» ved at man kun 
tilsetter buffer (ATL) til kapselen i felt og ekstraherer DNA fra kapselen uten å fjerne filtrene. Vi 
har i dette forsøket filtrert 3-5 liter vann ved hjelp av en peristaltisk pumpe, men vi bemerker at 
dette sjelden blir gjort i folkeforskningsprosjekt der man bruker en manuell sprøyte for å presse 
vannet gjennom filteret. Som oftest vil frivillige filtrere maks en liter vann.  
 
Vi hadde også i utgangspunktet tenkt å inkludere en filtertype til, av typen Sterivex 0.45 µm, men 
etter en utprøving av dette filteret ved den første lokaliteten besluttet vi å utelate det fra testen 
vår. Filtrering av vann går sakte sammenlignet med de andre filtrene, og det er kun mulig å 
filtrere et relativt lite volum vann i lokaliteter med høy turbiditet.   
 
 
2.3 Miljø-DNA analyser 
 
2.3.1 Ekstraksjon av DNA  
DNA fra hvert glassfiberfilter ble ekstrahert med to ulike metoder. DNA fra den ene halvdelen 
som ble lagret på silica ble ekstrahert med en CTAB protokoll, som er standard for VIs krepse-
overvåking og den andre halvdelen av filteret lagret på ATL-buffer ble isolert med NucleoSpin 
Plant II Midi kit (Macherey-Nagel) som er standard for NINAs miljø-DNA analyser for fisk. Eks-
traksjon av DNA fra NatureMetrics filteret ble gjort etter protokoll fra NatureMetrics, basert på et 
Blood & Tissue kit (Qiagen).  
 
2.3.1.1 CTAB  
Halvdelen av glassfiberfilteret som var preservert med silicagel, ble overført til et 15ml falkon rør 
med 2 ml CTAB buffer og 40µl proteinase-K for isolering av DNA. Prøven ble deretter isolert i 

http://www.1000rivers.net/
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henhold til Strand mfl. (2019) med inkubering på 1 time på 65°C, vasking med kloroform og 
deretter felling med isopropanol. DNA pelletsen ble eluert i 100µl TE-buffer (pH8).  
   
2.3.1.2 NucleoSpin Plant II Midi 
Den ene halvdelen av glassfiberfiltrene ble preservert i 5 ml Eppendorfrør med 4050 µl ATL-
buffer (Qiagen) direkte etter prøvetakning og oppbevart i romtemperatur frem til isolering. Ved 
isolering ble 450 µl proteinase-K (Qiagen) tilsatt direkte i 5 ml rørene og inkubert ved 56°C over 
natt. DNA ble så isolert med et NucleoSpin Plant II Midi kit (Macherey-Nagel) etter produsentens 
protokoll, men med lysering- og vaskebuffere fra Qiagen. DNA ble eluert i 200 µl forvarmet AE-
buffer (Qiagen) og deretter reeluert på samme kolonne for å maksimere utbyttet av DNA.  
 
2.3.1.3 Qiagen Blood & Tissue (NatureMetrics filter) 
DNA-ekstraksjonen av NatureMetrics filtrene ble fulgte en modifisert Qiagen Blood & Tissue pro-
tokoll (Spens mfl. 2017) der 130 µl 1:10 fortynnet proteinase-K (Qiagen) ble tilsatt direkte i kap-
selfiltrene og deretter inkubert ved 56°C over natt. Lysatet ble deretter presset ut og tilsatt lik 
mengde AL-buffer og EtOH og inkubert på nytt ved 56°C i 30 minutter. DNA ble videre ekstrahert 
etter produsents protokoll, eluert i 200 µl forvarmet AE-buffer og deretter reeluert på samme 
kolonne for å maksimere utbyttet av DNA. 
 
 
2.3.2 Analyser av kreps og krepsepest med qPCR 
Påvisning og kvantifisering av ferskvannskreps ble analysert ved hjelp av kvantitativ real-time 
PCR (qPCR). Prøvene fra Skittenholvannet ble analysert med artsspesifikke markører for sig-
nalkreps Pacifastacus leniusculus (Rusch mfl. I review) og krepsepest Aphanomyces astaci 
(Vrålstad mfl. 2009). Resten av prøvene ble analysert med artsspesifikk markør for edelkreps 
Astacus astacus (Rusch mfl. i review). For hvert qPCR-oppsett ble det tatt med fire fortynninger 
av en standardrekke for relativ kvantifisering av antall DNA kopier i prøvene. Standardrekken ble 
også brukt som en positiv kontroll og det ble i tillegg tatt med en negativ kontroll (dH20 som 
templat).  

qPCR oppsett for kreps: Hver reaksjon bestod av 12.5µl TaqMan environmental mastermix, 
0.5 µM av forward og revers primer, 0.25 µM probe, dH20 og 5 µl DNA-templat. qPCR reaksjonen 
ble kjørt på en CFX96 Touch Real-Time PCR system (Biorad) med følgene program: Hotstart 
og denaturering ved 95°C i 10 min etterfulgt av 50 sykluser med denaturering ved 95°C i 15 sek, 
annealing og elongering ved 60°C i 1 min. 

qPCR oppsett for krepsepest: Hver reaksjon bestod av 12.5 µl TaqMan environmental mas-
termix, 0.5 µM av forward og revers primer, 0.2 µM probe, dH20 og 5 µl DNA-templat. qPCR 
reaksjonen ble kjørt på en CFX96 Touch Real-Time PCR system (Biorad) med følgene program: 
Hotstart og denaturering ved 95°C i 10 min etterfulgt av 50 sykluser med denaturering ved 95°C 
i 15 sek, annealing og elongering ved 62°C i 30 sek.  

CFX manager (Biorads qPCR software) ble bruk til å kontrollere standardkurve og estimere 
antall DNA kopier per reaksjon for de påviste artene. En prøve er vurdert som positiv hvis minst 
en av fire qPCR repliakter amplifiseres før syklus 41 (Cut-off ≤ Cq41).    
 
 
2.3.3 Analyser av fisk med ddPCR 
Påvisning og kvantifisering av fisk ble analysert ved hjelp av digital-PCR (ddPCR: droplet-digital-
PCR). Vi analyserte artsspesifikke markører for ørret Salmo trutta (Gustavson mfl. 2015), gjedde 
Esox lucius (Fossøy mfl. 2017) og abbor Perca fluviatilis (Furlan & Gleeson 2016). For hvert 
PCR-oppsett ble det tatt med en positiv kontroll (DNA fra arten som templat) og en negativ kon-
troll (dH20 som templat). Hver ddPCR reaksjon bestod av 0.9 µM forward og revers primer, 0.25 
µM probe, 10 µL ddPCR™ Supermix for Probes (ingen dUTP), dH2O og DNA-templat. I dette 
studiet ble samtlige prøver analysert med 1 µl DNA-templat i PCR reaksjonen. Dråper ble auto-
matisk generert ved hjelp av en QX200 AutoDG robot (Bio-Rad), og PCR-amplifisering ble utført 
i en Veriti™ 96-Well Thermal Cycler (Applied Biosystems) med følgende temperaturer: først et 
denatureringssteg ved 95°C i 10 min, etterfulgt av 40 sykluser med denaturering ved 95°C i 30 
sek, annealing og elongering ved 58°C eller 60°C i 1 min og et siste denatureringssteg ved 98°C 
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i 10 min før avkjøling ved 4°C. Dråpene ble så automatisk avlest for tilstedeværelse eller fravær 
av fluorescens ved hjelp av en QX200™ Droplet Reader (Bio-Rad). Positive og negative dråper 
ble separert fra hverandre ved hjelp av QuantaSoft software v.1.7.4 (Bio-Rad) og dette blir videre 
brukt til å beregne tilstedeværelse og kvantifisere DNA fra de ulike artene. Antall DNA-kopier per 
liter vann ble så utregnet via formelen: 
 

1. DNAkopier/L = (DNAkonsentrasjon /PCR-volumddPCR)* Templatvolum / Vannvolum 

Hvor DNAkonsentrasjon blir beregnet av QuantaSoft, PCR-volumet er 20 µl, Templatvolumet er DNA-
mengden som inngår i PCR-reaksjonen og vannvolumet er mengden vann filtrert i felt. Vi satte 
en minimumsgrense på tre positive dråper for å karakterisere en prøve som positiv for å redusere 
sannsynligheten for falske positiver.   
 
 
2.4 Occupancy modellering 
Modellering av «occupancy» ble gjort ved hjelp av pakken eDNAoccupancy (Dorazio & Erickson 
2018) i programmet R (R Core Team 2019). Denne modelleringen muliggjør hierarkiske estima-
ter for tre sannsynlighet der psi (ψ) viser sannsynligheten for at arten finnes i en lokalitet, theta 
(θ) viser sannsynligheten for at DNA fra arten finnes i DNA-prøven gitt at arten finnes i lokaliteten, 
og p viser sannsynligheten for at vi påviser arten i en PCR-analyse gitt at DNA fra arten finnes i 
prøven. Modellene ble kjørt med 4000 iterasjoner etter burnin på 1000 iterasjoner. 
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3 Resultater 
 
3.1 Analyser av kreps og krepsepest med qPCR 
 
Det ble påvist signalkreps i Skittenholsvannet, men det ble ikke påvist krepsepest i vannet. Edel-
kreps ble påvist i alle de fire innsjøene i på Østlandet (Figur 3). Ferskvannkreps ble påvist ved 
både bunnprøver og overflateprøver, og med begge hovedprotokollene (metode 1 og 2), i samt-
lige innsjøer i denne testen. For alle positive prøver for krepse-DNA ble det påvist under 10 DNA 
kopier per reaksjon, som er under kvantifiseringsgrensen. Derfor ble ikke antall DNA kopier per 
liter vann estimert for kreps, men kun påvisningsfrekvens. Påvisningsfrekvensen var noe høyere 
med NucleoSpin protokollen enn med CTAB protokollen både for bunn og overflate prøver. Oc-
cupancy modellering viste at sannsynligheten for å påvise kreps med NucleoSpin metoden var 
noe høyere (0.23) enn med CTAB protokollen (0.09), men ingen forskjell mellom overflate (0.99) 
og bunnprøver (0.99) (Figur 7). Disse verdiene er en god del lavere enn theta i denne analysen, 
noe som tyder på at vannprøven og DNA-prøven inneholder krepse-DNA, men at PCR-metoden 
ikke klarer å påvise det. Her finnes det altså rom for forbedringer og en videre optimalisering av 
PCR-metoden kan øke sensitiviteten betraktelig. Med NatureMetrics filtrene ble ferskvannskreps 
kun påvist i en av innsjøene.  
 
 

 
Figur 3. Påvisning av ferskvannskreps ved hjelp av qPCR for 5 innsjøer. For hver innsjø ble det filtrert 
5 bunnprøver og 5 overflateprøver gjennom et 2.0 µm glassfilterfilter fra båt der DNA fra en halvdel 
av filteret ble ekstrahert med en CTAB protokoll og den andre halvdelen med et NucleoSpin plantekit 
(Machery-Nagel). I tillegg ble det filtrert to NatureMetrics kapsefilter fra overflaten ved land. Hver 
prøve ble analysert i 4 replikater og påvisningsfrekvensen viser andelen positive analyser. Grafene 
viser resultater for edelkreps i alle innsjøer utenom Skittenholsvannet, der resultatet viser signalkreps.  

 
 
  



NINA Rapport 1778 

13 

3.2 Analyser av fisk med ddPCR 
Ørret ble påvist i samtlige innsjøer utenom Hemnessjøen, men ble kun påvist i overflateprøven 
fra Lysern (Figur 4). NucleoSpin protokollen påviste ørret i flere innsjøer og viste en høyere 
DNA-konsentrasjon sammenlignet med CTAB protokollen. Occupancy modellering viste en noe 
høyere sannsynlighet for å påvise ørret med NucleoSpin protokollen (0.65) sammenlignet med 
CTAB protokollen (0.51), men viste liten forskjell mellom overflate (0.80) og bunn (0.83) (Figur 
7). NatureMetricsfilteret påviste ørret i tre av innsjøene. 
 
  

 
Figur 4. Påvisning av ørret ved hjelp av ddPCR for 5 innsjøer. For hver innsjø ble det filtrert 5 bunn-
prøver og 5 overflateprøver gjennom et 2.0 µm glassfilterfilter fra båt der DNA fra en halvdel av filteret 
ble ekstrahert med en CTAB protokoll og den andre halvdelen med et NucleoSpin plantekit (Machery-
Nagel). I tillegg ble det filtrert to NatureMetrics kapselfilter fra overflaten ved land. Hver prøve ble 
analysert i 2 replikater og grafen viser antall DNA-kopier per liter vann estimert fra analysene.  
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Gjedde ble påvist i samtlige innsjøer utenom Skittenholsvannet (Figur 5). Alle tre metodene 
påviste gjedde i tre av lokalitetene mens bare NucleoSpin protokollen påviste gjedde i Sperillen. 
NucleoSpin protokollen viste også en høyere DNA-konsentrasjon sammenlignet med de to andre 
metodene. DNA-konsentrasjonen var noe høyere i bunnprøvene sammenlignet med overflate-
prøvene. Occupancy modellering viste en noe høyere sannsynlighet for å påvise gjedde med 
NucleoSpin protokollen (0.98) sammenlignet med CTAB protokollen (0.89), og en noe høyere 
sannsynlighet for prøver tatt fra overflaten (0.95) sammenlignet med prøver tatt fra bunnen (0.88) 
(Figur 7). 
 
 

 
Figur 5. Påvisning av gjedde ved hjelp av ddPCR for 5 innsjøer. For hver innsjø ble det filtrert 5 
bunnprøver og 5 overflateprøver gjennom et 2.0 µm glassfilterfilter fra båt der DNA fra en halvdel av 
filteret ble ekstrahert med en CTAB protokoll og den andre halvdelen med et NucleoSpin plantekit 
(Machery-Nagel). I tillegg ble det filtrert to NatureMetrics kapselfilter fra overflaten ved land. Hver 
prøve ble analysert i 2 replikater og grafen viser antall DNA-kopier per liter vann estimert fra analy-
sene. 
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Abbor ble påvist i samtlige innsjøer utenom Skittenholsvannet (Figur 6). NucleoSpin protokollen 
viste en høyere DNA-konsentrasjon sammenlignet med de to andre metodene. Occupancy mo-
dellering viste en noe høyere sannsynlighet for å påvise abbor med NucleoSpin protokollen 
(0.96) sammenlignet med CTAB protokollen (0.91) og en noe høyere sannsynlighet for prøver 
tatt fra overflaten (0.91) sammenlignet med prøver tatt fra bunnen (0.87) (Figur 7). 
 
 
 
 

 
Figur 6. Påvisning av abbor ved hjelp av ddPCR for 5 innsjøer. For hver innsjø ble det filtrert 5 bunn-
prøver og 5 overflateprøver gjennom et 2.0 µm glassfilterfilter fra båt der DNA fra en halvdel av filteret 
ble ekstrahert med en CTAB protokoll og den andre halvdelen med et NucleoSpin plantekit (Machery-
Nagel). I tillegg ble det filtrert to NatureMetrics kapselfilter fra overflaten ved land. Hver prøve ble 
analysert i 2 replikater og grafen viser antall DNA-kopier per liter vann estimert fra analysene. 
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Figur 7. Resultater fra occupancy modellering av miljø-DNA resultatene. (A) Psi viser sannsynlighe-
ten for at arten finnes i en lokalitet, (B) theta viser sannsynligheten for at DNA fra arten finnes i DNA-
prøven gitt at arten finnes i lokaliteten, og (C) p viser sannsynligheten for at vi påviser arten i en PCR-
analyse gitt at DNA fra arten finnes i prøven.   
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4 Diskusjon  
 
I denne rapporten har vi sammenlignet innsamlingsprotokoller og labanalyser for miljø-DNA prø-
ver på tvers av organismegrupper. Et av hovedmålene var å undersøke om to ulike etablerte 
protokoller for henholdsvis kreps og fisk i ferskvann kan brukes på tvers av prosjekter og dermed 
gjøre det mulig å utnytte synergieffekter fra miljø-DNA prøver finansiert av norsk forvaltning. I 
tillegg til de to etablerte metodene for innsamling testet vi også en enklere form for prøvetaking 
som blant annet blir brukt i folkeforskningsprosjektet «1000 rivers» (www.1000rivers.net).   
 
Resultatene fra denne testen viser at de to hovedprotokollene stort sett påviser alle artene vi 
undersøkte i samtlige innsjøer, og dermed kan brukes til å utnytte synergieffekter mellom pro-
sjekter. NatureMetricsfilteret, som blir brukt i blant annet folkeforskningsprosjekter, viste en lav 
sannsynlighet for å påvise ferskvannskreps, men her må det bemerkes at det kun ble tatt to 
prøver og ikke fem som for de andre filtrene, og at disse prøvene ble tatt ved land og ikke fra 
båt. Vi anser derfor at en videre uttesting av disse filtrene bør gjennomføres for å undersøke 
hvordan folkeforskning kan brukes til overvåking av kreps. Utgangspunktet med to prøver i over-
flaten ved land var basert på at et «folkeforskningsprosjekt» må innebære et relativt lavt innsats-
nivå for at det skal kunne gjennomføres.  
 
Prøvetaking av vannprøver fra overflaten eller bunnen av en innsjø hadde ulik effekt avhengig 
av art. Mengden DNA fra ørret var noe høyere i overflateprøver, mens mengden DNA fra kreps, 
gjedde og abbor var noe høyere med bunnprøver. Dette er mest sannsynlig relatert til artsspe-
sifikk habitatbruk. Men den modellerte sannsynligheten for å påvise en art viste liten forskjell 
mellom overflate og bunnprøver, noe som også styrker muligheten for å bruke miljø-DNA prøver 
på tvers av prosjekter.  
 
Det var stor forskjell på antall DNA-kopier per liter når man sammenligner fisk med kreps. For 
fisk var DNA-kopier per liter opp mot 10 000 i enkelte prøver, mens for kreps lå alle positive 
prøver under kvantifiseringsgrensen på 10 DNA kopier per qPCR reaksjon (tilsvarer under 40 
DNA-kopier per liter), selv ved høye tettheter av kreps. Dette tyder på at kreps avgir mindre miljø-
DNA til omgivelsene enn fisk, og har derfor lavere sannsynlighet for påvisning sammenlignet 
med fisk.      
 
Både mengden DNA ekstrahert og sannsynligheten for påvisning, var noe høyere med Nucle-
oSpin protokollen sammenlignet med CTAB protokollen. Dette representerer altså to ulike DNA-
ekstraksjonsmetoder, men også to ulike preserveringsmetoder. Mens CTAB protokollen preser-
verer filtrene på silica i felt, preserverer NucleoSpin protokollen filtrene direkte i ATL-buffer i felt. 
Tidligere undersøkelser ved NINA indikerer at preservering på silica har lavere DNA-utbytte enn 
preservering i ATL-buffer med samme DNA-ekstraksjonsmetode, og at preserveringen derfor 
kan forklare noe av forskjellen vi finner i denne rapporten. Dette resultatet medfører at sensitivi-
teten, altså sannsynligheten for å påvise lave tettheter, kan økes ved å endre protokollen for 
overvåking av kreps og krepsepest i fremtiden.  
  

http://www.1000rivers.net/
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