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Sammenfatning

I de senere ar har udviklingen af eDNA-metoderne taget fart, og der er saledes
inden for en kort arreekke sket store fremskridt mod en egentlig integration af
teknikken i overvagningen. Selve anvendelsen af eDNA praesenteres generelt
som en hurtigere, nemmere og mere preecis metode, der kan anvendes i na-
turovervagningen bade som erstatning og/eller som et supplement til den
traditionelle overvagning. Udviklingen af eDNA-metoderne, bade pa den
tekniske og gkonomiske side, foregdr med stor hastighed, og der er store am-
bitioner mht. anvendelse af eDNA-teknikker i overvagningssammenhange.
eDNA-teknikkerne har vist sig brugbare i det akvatiske og terrestriske miljg
bade mht. detektion af specifikke arter samt organismegrupper/ biodiversi-
tet. Der er dog stadig udfordringer badde mht. databehandling og fortolkning
af resultaterne, der skal lgses og standardiseres, far anvendelsen af eDNA til
overvagning kan implementeres. Det er fx afggrende, at den tilgaengelige vi-
den om den praktiske anvendelse af eDNA-metoderne deles, og at tilgangen
harmoniseres via protokoller og anbefalinger for at opna en standardisering,
samt at der foregar en videreudvikling af procedurer for alle trin i processen
(sasom prevetagning, DNA-ekstraktion, primer design, bioinformatisk ana-
lyse) og handtering af falsk positive og falsk negative praver.

I denne rapport praesenterer vi den nyeste viden pd omradet, og pa denne
baggrund gennemgar vi mulighederne for at anvende eDNA i overvagningen
af udvalgte arter omfattet af habitatdirektivet. Formalet er at gennemga de
teoretiske muligheder for at benytte eDNA-monitering til overvagning af bi-
lag Il- og IV-arter pd habitatdirektivet. Denne overvagning kan bade forega
med eDNA indsamlet i forskellige medier som fx jord og vand eller med
eDNA fra en malrettet indsamling af fx ekskrementer, har eller urin, eller
DNA udtaget fra selve arten. Gennemgangen er baseret pa litteratursggning
udfgrt i perioden op til marts 2019 med Google, Google Scholar, Web of Sci-
ence samt ved sggning i NCBI-databasen og GenBank efter sekvenser pa de
forskellige arter. Det er derved et vidtgaende, men ikke udtgmmende littera-
turreview, der er foretaget.

De udvalgte arter indgar i den danske NOVANA-overvagning i henhold til
habitatdirektivet. P4 baggrund af eksisterende erfaringer vurderes potentialet
for at overvage den enkelte art eller artsgruppe ved hjelp af eDNA med ud-
gangspunkt i de overvagningsmetoder, der anvendes i dag, jf. den tekniske
anvisning for den pageldende art eller artsgruppe. Det vurderes afslutnings-
vist, hvorvidt eDNA aktuelt er en relevant metode at anvende i overvagnin-
gen af den pageldende art eller artsgruppe. Desuden peges pa teknikkens
eventuelle mangler samt behov for udvikling og raffinering af metoderne
med henblik pa at ggre dem egnede til overvagningsformal i fremtiden. Ar-
terne fordeler sig pa terrestriske pattedyr, havpattedyr, padder, krybdyr, fisk,
dagsommerfugle, guldsmede, biller, mosskorpioner, snegle, muslinger, kar-
planter og mosser. Arterne har forskellige karakteristika. Starrelsesmaessigt
spender de fra den f& millimeter store Stellas mosskorpion til vores stgrste
seal, graszlen. Nogle af arternes bestande skal telles i hundredetusinder, ma-
ske millioner, som fx vindelsneglene, mens bestandene af andre arter, som fx
sortplettet blafugl, er ganske fatallige og kun udger nogle hundrede indivi-
der. Nogle arter forekommer over det meste af landet, som fx vores alminde-
lige paddearter, mens andre arter kun forekommer pa en enkelt, fx karplanten
liden najade, eller ganske fa lokaliteter, fx lys skivevandkalv. Arterne varierer



desuden i forhold til deres krav til levestedet, idet nogle arter er steerkt speci-
aliserede, som fx eremit, der lever i hulheder i gamle lgvtreeer, mens odder
kan traffes i alle typer af vadomrader. Desuden forekommer arterne i vidt
forskellige medier i lgbet af deres livscyklus. Nogle arter, som fx fisk, ophol-
der sig i det samme medie gennem hele sin livscyklus, mens guldsmedene
veksler mellem et larvestadie i vand og et voksenstadie, der er terrestrisk.
Disse forskellige karakteristika giver bade udfordringer og muligheder, nar
den givne art skal overvages. Dette geelder ikke alene i forbindelse med an-
vendelsen af de konventionelle overvagningsmetoder, der fremgar af den tek-
niske anvisning for overvagningen af den enkelte art eller artsgruppe, men
ogsa ved en eventuel fremtidig anvendelse af eDNA i overvagningen.

eDNA som moniteringsmetode i den nationale overvagning er en del af frem-
tidens veerktgjskasse. Som det fremgar af gennemgangen af bilagsarterne, er
der nogle arter, hvor metoden med fordel kan implementeres efter lidt udvik-
ling. Metoden kan benyttes med fordel, hvor overvagningen er ekstensiv og
kun sigter mod en registrering af forekomsten af en art pa en given lokalitet.
For arter, hvor mere detaljerede informationer om populationsstarrelser, de-
mografi m.m. skal registreres, er eDNA-metoderne endnu ikke tilstreekkeligt
raffinerede. | langt de fleste tilfzelde vil eDNA-monitering saledes ikke kunne
erstatte de konventionelle overvagningsmetoder, men den vil kunne fungere
som et supplement til de konventionelle metoder. Ved at benytte eDNA som
screeningsveerktgj vil det formodentlig i mange tilfeelde vaere muligt at effek-
tivisere den konventionelle metode i overvagningen. Pa denne baggrund vur-
deres det, at sdfremt eDNA-metoderne skal finde anvendelse i den eksiste-
rende artsovervagning under NOVANA-programmet, vil det i farste omgang
veere som et bidrag til den ekstensive overvagning af arternes udbredelse.
Den intensive overvagning kan dog ogsa drage nytte af DNA-metoderne, der
kan anvendes som et screeningsverktgij til at udpege omrader, hvor den mere
intensive overvagning skal forega.

Gennemgangen af arterne og vurderingen af, hvor det er muligt at benytte
eDNA-metoden — enten artsspecifikt eller ved metabarcoding — har vist, at for
den semiakvatiske art, odderen, er iseer den malrettede eDNA-metode, hvor
ekskrementer benyttes som DNA-kilde, brugbar til bade identifikation pa
arts- og individniveau. For eDNA-baseret overvagning fra vandprgver mang-
ler udvikling af en sampling-procedure. For de vandlevende arter, stor vand-
salamander og dyndsmerling, benyttes artsspecifik eDNA i overvagningen af
stor vandsalamander i UK og formodentlig ogsa i andre europeiske lande,
men der er ikke fundet dokumentation for dette. Dyndsmerlingen kan pavises
med artspecifikke primere og eDNA, og der pagar en feltverifikation af me-
toden i Danmark. Det samme er geeldende for flodperlemusling. Andre arter,
for hvilke den artsspecifikke eDNA-metode vurderes at kunne udvikles base-
ret pa den eksisterende viden uden de store omkostninger og med et meget
omhyggeligt sampling-design, er pigsmerling, gran mosaikguldsmed, stor
keerguldsmed, bred vandkalv, lys skivevandkalv og tykskallet malermusling.
For paddernes og flagermusenes vedkommende vil en metabarcoding-me-
tode veere oplagt. For de resterende habitatarter pa bilag 11 og IV vurderes det,
at der skal udvikles laboratorieprocedurer, herunder primer-afprgvning
m.m., for at afgere, hvilke medier, der er sterst sandsynlighed for at pavise
arterne i. Derudover skal der udvikles samplingprocedurer, fgr det kan afgg-
res, om det er muligt at pavise arterne med eDNA.



Stadig mangler der dog mere forskning i forskellige aspekter af eDNA-meto-
den fogr brug iseer med hensyn til udvikling af standardprocedurer til handte-
ring af usikkerheder ved de forskellige stadier i processen, dvs. samplingde-
sign og prevetagning, feltindsamling, laboratoriehandtering, PCR-opforme-
ring etc., samt kvantificering af disse usikkerheder og sammenligning med
usikkerhederne forbundet med de konventionelle overvagningsmetoder.



1 Baggrund

Det nationale overvagningsprogram NOVANA understgtter nationale prio-
riterede behov for overvagningsdata om pavirkning, tilstand og udvikling i
naturen og miljget i Danmark. Programmet bidrager bl.a. til opfyldelse af for-
pligtelser i EU-direktiver, dansk lov og internationale konventioner om over-
vagning af natur, vandmilje og luft samt behovet for viden i forbindelse de
nationale vandomrade- og NATURA 2000-planer.

NOVANA-programmet omfatter séledes arter anfart pa habitatdirektivet
(Annonymos 1992). Overvagningen udfgres enten som en intensiv overvag-
ning af bestandssterrelse eller en ekstensiv overvagning af den pagaeldende
arts udbredelse. Overvagningen er tilpasset artens biologi og det aktuelle vi-
densniveau om den. Overvagning af bestandssterrelser er i mange tilfeelde
meget ressourcekravende, mens overvagning af artens udbredelse kan gen-
nemfgres for faerre ressourcer.

I henhold til habitatdirektivet er medlemslandene i EU forpligtiget til at sikre
arter omfattet af direktivet en gunstig bevaringsstatus. Overvagningen af ar-
ter pa habitatdirektivets bilag er derfor specifikt malrettet mod at tilvejebringe
en viden om de enkelte arters bevaringsstatus og dermed et grundlag for at
vurdere, om der skal ivaerksattes forvaltningsmeessige tiltag, der kan for-
bedre den enkelte arts udbredelse og talrighed. Begge parametre udggr cen-
trale elementer i habitatdirektivets definition af gunstig bevaringsstatus.

Mange arter kan dog vere vanskelige at pavise eller identificere med de kon-
ventionelle standardiserede metoder, da de er afhangige af arternes livsstadier,
levemader, adfeerd og det tidspunkt pa aret, hvor overvagningen udfgres. Det
betyder, at uanset overvagningsmetode kan detektionssandsynligheden veere
lav. Pavisningen af fatallige arter udgar saledes en szrlig udfordring.

Overvagningen gennemfgres efter retningslinjer, sakaldte tekniske anvisnin-
ger, udarbejdet af DCE, Aarhus Universitet. Den tekniske anvisning fastlaeg-
ger sdledes metoder for feltundersggelser, pravetagning m.v. Anvisningerne,
der geelder for enkelte arter eller artsgrupper, tilpasses efter behov, og det er
hensigten, at de teknologier og metoder, som anvendes i forbindelse med
overvagningen, lgbende udvikles med henblik pa at forbedre og effektivisere
overvagningen.

I de senere ar har udviklingen af eDNA-metoderne taget fart, og der er saledes
inden for en kort arraekke sket store fremskridt mod en egentlig integration af
teknikken i overvagningen.

I denne rapport praesenterer vi derfor den nyeste viden op til marts 2019 pa
omradet, og pa denne baggrund gennemgar vi mulighederne for at anvende
eDNA i overvagningen af udvalgte arter omfattet af habitatdirektivet.

Rapporten er en opdatering og pracisering af et tidligere notat (Andersen
m.fl. 2012) omhandlende ”Anvendelsen af eDNA (miljg DNA) i overvagnin-
gen”. Notatet belyste de teoretiske muligheder og begraensninger for at ope-
rationalisere anvendelsen af eDNA til identifikation af arter i NOVANA over-
vagningen af arter og naturtyper. | den foreliggende rapport er formalet at



gennemga de teoretiske muligheder for at benytte eDNA-monitering til over-
vagning af bilag Il- og IV-arter pa habitatdirektivet. Denne overvagning kan
bade forega med eDNA indsamlet i forskellige medier som fx jord og vand
eller med eDNA fra en malrettet indsamling af fx ekskrementer, har eller urin,
eller DNA udtaget fra selve arten.
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2 Brugen af eDNA i overvdgningen

winding m.fl. (2019) gennemgar state-of-the-art inden for anvendelsen af
eDNA i forskellige sammenhaenge gaende fra pavisningen af sjeeldne eller in-
vasive arter/enkeltarter til identifikation af artsgrupper (biodiversitetsmonite-
ring). Enkelt-artsovervagningen, hvor der kun screenes for en enkelt art, er
mere simpel at benytte, mens biodiversitetsmoniteringen, hvor flere artsgrup-
per kortleegges samtidigt, er baseret pa de nyeste teknologier som eDNA meta-
barcoding og Next Generation Sequencing (NGS), hvilket er veesentligt mere
kompliceret. Endnu er metoderne ikke implementeret mange steder i de natio-
nale overvagningsprogrammer. Der er til dato kun fundet dokumentation for,
at eDNA-metoden til pavisning af enkeltarter benyttes i overvagningen af stor
vandsalamander (Triturus cristatus) i UK (Biggs m.fl. 2015). Omradet er i hastig
udvikling gennem flere malrettede projekter pa internationalt plan. Eksempel-
vis er forméalet med EU Cost Action DNAgua-Net (https://dnagua.net/) (Le-
ese m.fl. 2016) at udvikle og standardisere eDNA-baserede metoder til overvag-
ning i akvatiske miljger. | EU Interreg-projektet GEANS (https://northseare-
gion.eu/geans/) udvikles og standardiseres ligeledes procedurer for monite-
ring af marin bentisk fauna i Nordsgen, og referencebiblioteker for DNA-se-
kvenser opdateres. Den europaiske komité for standardisering (European
Committee for Standardisation), CEN, har nedsat en arbejdsgruppe med hen-
blik pd at udarbejde standarder for eDNA-baseret akvatisk monitering
(CEN/TC230/WG 28 "DNA and eDNA Methods"), og der er udarbejdet udkast
til ”Water sampling for capture of environmental DNA in Aquatic environ-
ments” i CEN-dokumentet CEN/TC230/WG2 NWIP 1156 (Blackman m.fl.
2019). | Danmark er der udarbejdet et udkast til en teknisk anvisning til ind-
samling af marine vandpraver og eDNA-analyse (Andersen m. fl. 2016).

Selve anvendelsen af eDNA praesenteres generelt som en hurtigere, nemmere
og mere precis metode, der kan anvendes i naturovervagningen bade som
erstatning og/eller som et supplement til den traditionelle overvagning. Ud-
viklingen af eDNA-metoderne, bade pa den tekniske og skonomiske side, fo-
regdr med stor hastighed, og der er store ambitioner mht. anvendelse af
eDNA-teknikker i overvagningssammenhange. eDNA-teknikkerne har vist
sig brugbare i det akvatiske og terrestriske miljg bade mht. detektion af spe-
cifikke arter samt organismegrupper/bestemmelse af biodiversitet (Winding
m.fl. 2019). Der er dog stadig udfordringer bade mht. databehandling og for-
tolkning af resultaterne, der skal lgses og standardiseres, far anvendelsen af
eDNA til overvagning kan implementeres. Det er fx afggrende, at den tilgaen-
gelige viden om den praktiske anvendelse af eDNA-metoderne deles, og at
tilgangen harmoniseres via protokoller og anbefalinger for at opna en stan-
dardisering, samt at der foregar en videreudvikling af procedurer for alle trin
i processen (sdsom prgvetagning, DNA-ekstraktion, primer design, bioinfor-
matisk analyse) og handtering af falsk positive og falsk negative prever (Win-
ding m.fl. 2019, Zinger m.fl. 2019).

En anden vigtig faktor, der skal inddrages i forbindelse med undersggelser
baseret pa eDNA, er, at metoden generelt giver en mere detaljeret viden pa en
anden skala end traditionel overvagning. Dette geelder bade for biodiversitet
og artsspecifik forekomst. De konventionelle lange tidsserier af moniterings-
data er af hgj veerdi, og det bar sikres, at disse ikke kompromitteres ved en
eventuel overgang til eDNA-baserede teknikker. Hvis vi umiddelbart skifter



til eDNA-baserede teknikker, mistes muligheden for undersggelser, der kree-
ver lange tidsserier, da det endnu ikke er muligt at sammenligne data ind-
samlet med de forskellige teknikker. Derfor anbefales det at udfare parallel-
overvagning med eDNA-teknikker og traditionelle metoder, indtil der er ind-
samlet tilstreekkelig erfaring og data, s& analyser af lange tidsserier kan gen-
nemfgres med sikkerhed for tilstreekkelig kvalitet (Winding m.fl. 2019).

11
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3 Materialer og metoder

Naerverende gennemgang er baseret pa litteratursegning udfart i perioden
op til marts 2019 med Google, Google Scholar, Web of Science samt ved sgg-
ning i NCBI-databasen og GenBank efter sekvenser pa de forskellige arter.
Det er derved et vidtgdende, men ikke udtemmende litteraturreview, der er
foretaget. | sggekriterierne er indgaet artens latinske og engelske navn samt
”eDNA, population genetics, genetic, genetic markers, monitoring” i forskel-
lige kombinationer. Sammenfatningen af vurderingen omkring brugen af
eDNA, der angives under hver art, forudseatter, at usikkerhedsestimaterne,
der er beskrevet for de forskellige trin i processen (felt, laboratorie m.m.) in-
kluderes i modelleringen af selve forekomsten og udbredelsen (Ficetola m.fl.
2016, Guillera-Arroita 2017, Guillera-Arroita m.fl. 2017, Brost m.fl. 2018).



4 Bilag ll- og IV-arter pd habitatdirektivet

| dette afsnit gennemgas udvalgte arter, der indgar i den danske NOVANA.-
overvagning i henhold til habitatdirektivet. Pa baggrund af eksisterende erfa-
ringer vurderes potentialet for at overvage den enkelte art eller artsgruppe
ved hjelp af eDNA med udgangspunkt i de overvagningsmetoder, der an-
vendes i dag, jf. den tekniske anvisning for den pageldende art eller arts-
gruppe. Det vurderes afslutningsvist, hvorvidt eDNA aktuelt er en relevant
metode at anvende i overvagningen af den pageaeldende art eller artsgruppe.
Desuden peges pa teknikkens eventuelle mangler samt behov for udvikling
og raffinering af metoderne med henblik pa at gere dem egnede til overvag-
ningsformal i fremtiden.

Arterne fordeler sig i falgende grupper:

e Terrestriske pattedyr

e Havpattedyr

e Padder og krybdyr

e Fisk

e Dagsommerfugle og guldsmede
e Biller og mosskorpioner

e Snegle og muslinger

e Karplanter og mosser.

Det fremgar, at der er tale om en samling af arter med vidt forskellige karak-
teristika. Stgrrelsesmaessigt spaender arterne fra den fa millimeter store Stellas
mosskorpion til vores stgrste sal, grasaelen. Nogle af arternes bestande skal
teelles i hundredetusinder, maske millioner, som fx vindelsneglene, mens be-
standene af andre arter, som fx sortplettet blafugl, er ganske fatallige og kun
udggr nogle hundrede individer. Nogle arter forekommer over det meste af
landet, som fx vores almindelige paddearter, mens andre arter kun forekom-
mer pa en enkelt, fx karplanten liden najade, eller ganske fa lokaliteter, fx lys
skivevandkalv.

Arterne varierer desuden i forhold til deres krav til levestedet, idet nogle arter er
steerkt specialiserede, som fx eremit, der lever i hulheder i gamle lgvtreeer, mens
odder kan treffes i alle typer af vadomrader. Desuden forekommer arterne i vidt
forskellige medier i lgbet af deres livscyklus. Nogle arter, som fx fisk, opholder
sig i det samme medie gennem hele sin livscyklus, mens guldsmedene veksler
mellem et larvestadie i vand og et voksenstadie, der er terrestrisk.

Disse forskellige karakteristika giver bade udfordringer og muligheder, nar
den givne art skal overvages. Dette geelder ikke alene i forbindelse med an-
vendelsen af de konventionelle overvagningsmetoder, der fremgar af den tek-
niske anvisning for overvagningen af den enkelte art eller artsgruppe, men
ogsa ved en eventuel fremtidig anvendelse af eDNA i overvagningen.
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4.1 Pattedyr

Odder, Lutra lutra

Formal med overvagning

”Formalet med overvagningen er at indsamle data, der kan danne grundlag
for en vurdering af artens bevaringsstatus i henhold til habitatdirektivet.
Dette indebaerer en overvagning af artens forekomst og nationale udbredelse.
Den tekniske anvisning skal sikre en ensartet og reproducerbar overvagning”
(Sggaard m.fl. 2017).

Overvdgningsmetode i NOVANA

Odderens levevis ger det ikke muligt at gennemfere en overvagning baseret pa
direkte observationer af arten. Den lever i tilknytning til bade stillestdende og
rindende salt- og ferskvand ved uforstyrrede sger, moser, vandlgb og fjordom-
rader. Den er hovedsagelig nataktiv samt territoriehaevdende, hvilket betyder,
at det er muligt at eftersgge dens ekskrementer som dokumentation for fore-
komst. Til den ekstensive overvagning af udbredelsen anvendes derfor en in-
ternational standardiseret kortleegningsmetode baseret pa fund af ekskremen-
ter eller andre odderspor (Reuther m.fl. 2000, EImeros & Bussenius 2002). Efter-
sggningen bliver foretaget pa ca. 1.140 udvalgte stationer fordelt over hele Dan-
mark med undtagelse af Bornholm, Samsg, Laesg og en reekke smager, hvor od-
der aldrig er observeret. Nar spor efter odder findes pa en lokalitet (station),
stopper den videre eftersggning pa lokaliteten, og den betegnes som positiv.
Findes der ikke spor efter odder inden for en streekning af 600 m, betegnes lo-
kaliteten som negativ (Sggaard m.fl. 2017). Denne metode faglger eendringen i
forekomst og udbredelse, men giver ikke mulighed for en kvantitativ vurdering
af populationssterrelse pa individniveau (Segaard m.fl. 2017).

Overvdgning pd basis af eDNA i vandprever

Da odderen er tilknyttet vand, er der en mulighed for at pavise dens tilstede-
veerelse ved eDNA fra en vandprave. Odderen fouragerer efter fgde i vandet i
begraensede perioder, hvilket betyder, at den befinder sig i vandet i begreensede
perioder. Det medfarer mindre afsondring af eDNA, og derfor er der starre
sandsynlighed for at pavise odder i vandprgver indsamlet i stillestaende vand
som vandhuller, sammenlignet med prgver indsamlet i vandlgb, hvor der er en
kontinuert stram. Yderligere vil der formodentlig ogsa veere en starre sandsyn-
lighed for at pavise odder-DNA i sedimentprgver fra vandhuller ssmmenlignet
med vand fra vandsgjlen, da der synes at vaere mere eDNA i sedimentet, for-
modentlig fordi DNA’et bliver beskyttet ved at binde sig i sedimentet og derved
kan ophobes (Turner m.fl. 2015). Analogt til den konventionelle eftersggnings-
metode er det ikke muligt at kvantificere antal individer pa baggrund af pavis-
ning af forekomst af odder med eDNA fra vandpraver.

Thomsen m.fl. (2012) paviste odder med eDNA ved artsspecifikke CytB-pri-
mere (cytochrom B i mitokondriet) og gPCR udfart pd vandprgver indsamlet
i 15 vandlgbssystemer og vandhuller/sger, hvoraf 27 % blev fundet positive.
Desverre fremgar det ikke, hvorvidt de positive prgver blev pavist i vand-
Igbssystemerne eller vandhullerne, men forfatterne argumenterer, at netop
odderens levevis samt territoriestarrelsen kan vaere en forklaring pa den lave
positive succesrate.

I 2017 foretog Andersen m.fl. (2018) et pilotforsgg med det formal at afprave,
om det var muligt at detektere forekomsten af odder i vandlgbssystemer med
eDNA og gPCR (CytB) med serligt henblik pa at kunne registrere mulig fore-
komst af odder i vandlgbssystemer pa Sjeelland, Lolland-Falster og Mgn, hvor



der ved den konventionelle overvagning i NOVANA ikke er fundet spor efter
odder. Med det benyttede indsamlingsdesign blev der indsamlet triplikate
vandprgver (2I) og én sedimentprgve én gang i lgbet af et degn fra udvalgte
vandlgb. De udvalgte vandlgb var kendetegnet ved en kendt stor odderpopu-
lation, en kendt lille odderpopulation og et vandhul uden forekomst af oddere.
Det lykkedes kun at pavise odder i et enkelt stillestdende vandlgb (Andersen
m.fl. 2018). Resultatet af pilotforsgget viste, at det var vanskeligt at pavise odder
i vandlgb med det benyttede indsamlingsdesign. Dette resultat blev understgt-
tetaf Harper m.fl. (2019b), der i et eDNA metabarcoding-studie undersggte mu-
ligheden for at overvage terrestriske pattedyr i vandhuller. Her var det ikke
muligt at pavise odder, pa trods af at dens tilstedeveerelse var kendt i pravetag-
ningsomradet. Det vurderes dog stadig teenkeligt, at en artsspecifik pavisning
gPCR vil vaere mulig ved en &ndring af indsamlingsdesignet. Hvis dette ogsa
omfatter dels filtrering af starre vandmangder samt prgvetagning pa flere tids-
punkter i dggnet, vil sandsynligheden for at pavise odder i et vandlgb forment-
lig @ges. Derved forventes det muligt at benytte eDNA fra vandprgver som
screeningsveerktgj sammen med en efterfalgende modellering af de usikkerhe-
der, der er forbundet med brugen af eDNA, fx i forbindelse med feltindsamling
af praver, ved ekstraktion af DNA i laboratoriet samt ved opseetning af analy-
serne til artspavisningen i laboratoriet. Usikkerhedsestimaterne for de forskel-
lige trin i processen inkluderes i modelleringen af selve forekomsten og udbre-
delsen, som er udviklet og beskrevet hos Ficetola m.fl. (2016), Guillera-Arroita
(2017), Guillera-Arroita m.fl. (2017) og Brost m.fl. (2018).

Overvagning pa basis af eDNA fra ekskrementer

Odder er en af de fa bilagsarter, hvor der er benyttet malrettet indsamling af
eDNA fra ekskrementer til kvalitetssikring af forekomst. | modsatning til den
konventionelle monitering er det muligt at indhente information om populati-
onsstarrelse baseret pd eDNA-analyser fra den malrettede indsamling af eks-
krementer. Her kan der bade foretages artsbestemmelse og derefter individbe-
stemmelse af prgverne ved at oparbejde en DNA-profil med kernemarkgrer
som microsatelitter eller andre genetiske markgrer som SNP’s (single nucleotid
polymorfe markarer). Via fangst-genfangst-analyser vil DNA-profilerne kunne
benyttes til at kvantificere individantallet i et givent omrade. Denne metode er
blevet benyttet til at pavise bade forekomst, udbredelse, populationsstgrrelse,
kanssammensatning samt markeringsadfzerd i en lang raekke lande, hvor arten
har veeret eller er truet. Eksempelvis benyttede Prigioni m.fl. (2006) eDNA fra
ekskrementer til at kvantificere antallet af oddere i Pollino National Park i det
sydlige Italien. Mucci & Randi (2007) benyttede metoden til at kansbestemme
oddere. Koelewijn m.fl. (2010) benyttede eDNA (benzvnte den non-invasiv ge-
netisk monitering) til at fglge genudsaetningen af oddere i Holland. White m.fl.
(2013) anvendte citizen science-indsamling af ekskrementer og efterfglgende
eDNA-analyser til at pavise forekomsten samt antallet af odderindivider i Cork
City, Irland. Vergara m.fl. (2014) gjorde brug af metoden (benavnte den non-
invasiv genetisk teknik) til at monitere udbredelse og tethed af oddere i det
nordlige Spanien. Lampa m.fl. (2015) benyttede metoden (benzvnte den non-
invasiv genetisk monitering) i @vre Lusatia (Saksen, Tyskland) til at pavise ar-
ten, ken samt populationsstgrrelse og derigennem undersgge markeringsad-
feerd hos odder. Martin m.fl. (2017) undersggte odderpopulationen pa den vest-
lige skovgraense i det centrale Tjekkiet (Bohemian forest) ved hjeelp af eDNA
fra ekskrementer for fa en indikation af populationssterrelsen med henblik pa
at evaluere muligheden for jagt i omradet.
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I Danmark er eDNA fra ekskrementer indsamlet pa Fyn og Sjelland i 2017
benyttet til at kvalitetssikre disse fund og pavise forekomsten af oddere. Dog
blev der ikke udarbejdet DNA-profiler pa disse til kvantificering (Andersen
m.fl. 2017a, b). Undersggelsen viste eksistensen af tre forskellige haplotyper
(typer af mitokondrier, CytB), hvoraf én var unik for Fyn og én unik for Sjeel-
land, mens den tredje var feelles. En tidligere DNA-analyse af formodede od-
derekskrementer, der blev udfgrt i 2011 som en kvalitetstest af 10 ekskremen-
ter, der var indsamlet af Naturstyrelsen i henholdsvis Ribe, Aarhus, Alborg
og Ringkgbing, paviste alle tilstedeveerelse af odder undtagen i to prever,
hvor sekvensernes kvalitet var for darlig. Blandt disse 38 jyske pragver blev
der pavist to forskellige haplotyper, identisk med de to, der blev observeret
pa Fyn. Den tredje haplotype observeret pa Sjeelland blev ikke pavist, hvilket
antyder, at denne kunne vere specifik for Sjaelland, veere kommet fra Sverige
eller veere meget sjelden blandt de jyske oddere. Dette er naturligvis af-
haengig af antallet af prgver, samt hvorvidt disse praver er fra forskellige in-
divider (Andersen 2019).

Sammenfatning

Overvagning med eDNA baseret pa ekskrementer kan med fordel benyttes til
at pavise forekomst af odder i yderkanten af dens udbredelsesomrade, som
beskrevet i den tekniske anvisning. Individ-information kan opnas fra den
malrettede indsamling af ekskrementer, og antal individer i et givet omrade
kan opnas med fangst-genfangst-analyser. Denne metode bar udvikles og ve-
rificeres for arten. Metoden for eDNA indsamlet fra vandlgb kraever ogsa sta-
dig udvikling, og iszr selve indsamlingsdesignet, bl.a. hyppighed for indsam-
ling, bar undersgges, og metoden bgr verificeres. Nar metoden er udviklet,
kan den benyttes som screeningsverktgj i omrader, hvor det er uvist, om od-
deren forekommer, men hvor habitatkravene er opfyldt, og hvor arten evt.
har vaeret dokumenteret i historisk tid (tabel 3 -
http://dce2.au.dk/pub/SR367 tabel3.pdf).

Beever, Castor fiber

Formal med overvagning

”Formalet med overvagningen er at indsamle data, der kan danne grundlag
for en vurdering af artens bevaringsstatus i henhold til habitatdirektivet.
Dette indebzrer en overvagning af artens bestandsstarrelse og fore-
komst/udbredelse” (Sggaard & Therkildsen 2019).

Overvdgningsmetode i NOVANA

Baeveren lever i tilknytning til vand-a-systemer/vandlgb, er semi-akvatisk og
nataktiv ligesom odderen. Den er vanskelig at observere i naturen, hvorfor der
i den konventionelle overvagning dels benyttes direkte observationer af bae-
vere, hvor det er muligt, dels observationer af spor som gnav/afbidning, feeld-
ning, veksler, duftmarkeringer m.m. samt bo- og deemningsbyggeri i kerneom-
rader. Metoden moniterer forekomst og udbredelse, og populationsstarrelse
estimeres ved optelling af aktive baeverboer (Sggaard & Therkildsen 2019).

Overvagning pa basis af eDNA

Baeverens semi-akvatiske levevis og territoriale afmaerkning betyder, at det
formentlig vil veere muligt at benytte lignende eDNA-overvagningsmetoder,
som benyttes for odder. Dette vil veere indsamling af baeverekskrementer, en
mere malrettet ikke-invasiv genetisk overvagningsmetode og indsamling af
vandprgver fra udvalgte vandlgbssystemer for at teste tilstedeveerelsen af bee-
ver i udkanten af deres udbredelsesomrade.



eDNA fra ekskrementer

Som for odder er det ikke muligt hverken via den konventionelle eftersgg-
ningsmetode eller ved eDNA fra vandprgver at kvantificere antallet af indi-
vider i baeverpopulationen. Denne information kan derimod indhentes ved
hjelp af eDNA-analyser fra den malrettede indsamling af ekskrementer.
Dette sker fagrst pa baggrund af en artsidentifikation af ekskrementet og der-
efter p& baggrund af de genererede DNA-profiler baseret pd microsatelit- eller
single nucleotid polymorfe- (SNP’s) markarer. Via fangst-genfangst-analyser
vil DNA-profilerne kunne benyttes til at kvantificere individantallet i et gi-
vent omrade. Denne metode er ikke tidligere benyttet til at pavise bade fore-
komst samt antallet af baeverindivider, hvorfor metoden skal udvikles. Der
forefindes bade mtDNA-markarer til artsidentifikation (CR, control region i
mitokondriet), kansspecifikke markarer samt microsatellit- (Frosh m.fl. 2014,
Mai m.fl. 2018) og SNP’s -markgrer (Senn m.fl. 2013, Senn m.fl. 2014) udviklet
til baevere. Disse vil formodentlig kunne benyttes til dels artsidentifikation,
kansbestemmelse, samt individ-identifikation efter test og videreudvikling i
laboratoriet. Ud over ekskrementer til brug for genetisk monitering/eDNA-
overvagning vil det ogsa veere muligt at benytte DNA fra har indsamlet via
opsatte harfeelder som beskrevet af Herr & Schley (2009).

eDNA i vandprever

Baeveren er tilknyttet vand som odderen, hvorfor det hgjest sandsynligt vil
vaere muligt at pavise dens tilstedeverelse ved eDNA fra en vandprove. Bae-
veren fouragerer efter fade samt bygger bo og deemninger i vandlgbssyste-
merne. Det betyder, at den befinder sig i vandet i leengere perioder. Derfor
forventes det, at der er stor sandsynlighed for at pavise den i vandprgver ind-
samlet i stillestdende vand sasom vandhuller, sammenlignet med prgver ind-
samlet i vandlgb, hvor der er en kontinuert strem. Harper m.fl. (2019) paviste
baever i vandpragver i et eDNA metabarcoding-studie, hvor de benyttede pri-
mere, der opformerede 12sRNA-sekvenser i mitokondriet. Det vurderes, at
disse primere kan benyttes til artsspecifik pavisning med gPCR af bavere i
vandprgver indsamlet analogt til vandprgver beskrevet for odder. Metoden
vil formodentlig kunne benyttes som screeningsveerktgj til pavisning af baever
i udkanten af dens udbredelsesomrade og derved pavise, om der sker en ud-
vikling af populationen. Selve brugen af metoden bgr forega efter samme be-
skrivelser og forbehold som for odderen.

Sammenfatning

Overvagning med eDNA baseret pa ekskrementer kan med fordel benyttes til
bestemmelse af udbredelse og kvantificering af antal beevere ved individ-ana-
lyser og fangst-genfangst-analyser. Metoden skal dog udvikles og verificeres.
eDNA indsamlet fra vandlgb, sger og damme vurderes ogsa at kunne benyt-
tes til pavisning af forekomst af baever, men metoden skal udvikles, og som
for odder skal selve indsamlingsdesignet, og hvor hyppigt prgvetagningen
skal foretages, undersgges. Endelig skal metoden verificeres. Nar metoden er
udviklet, kan den benyttes som screeningsveerktej i omrader, hvor det er
uvist, om baeveren forekommer, men hvor habitatkravene er opfyldt (tabel 3)
- http://dce2.au.dk/pub/SR367 tabel3.pdf.
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Hasselmus, Muscardinus avellanarius

Formal med overvagning

”Formalet med overvagningen er at indsamle data, der kan danne grundlag for
en vurdering af artens bevaringsstatus i henhold til habitatdirektivet”, dvs. eks-
tensiv monitering af artens forekomst og udbredelse (Sagaard & Elmeros 2018).

Overvagningsmetode i NOVANA

Hasselmusens yngle- og rasteomrader er blandet lgvskov med underskov rig
pa frag, baer og frugter m.m., som er dens fgdeunderlag samt i skovbryn (Bright
& Morris 1990, Wilhelmsen 2004, Wilhelmsen 2011). Hasselmusen er af-
haengig af adgang til redeomrader til sommerreder fra juli til september og
mulighed for overvintring (vinterhi) fra november til maj i specielle plantere-
der taet ved jorden (Sggaard & Asferg 2007, Wilhelmsen 2011). Den konventi-
onelle overvagningsmetode er baseret pa eftersggning af naturlige sommer-
reder og/eller sommerreder i redergr, der er opsatte til formalet (Sggaard &
Elmeros 2018). Som for de andre pattedyrarter pa bilag IV foregar den eksten-
sive overvagning ved at monitere, hvor mange 10X10 UTM-kvadrater, der er
positive for hasselmus, dvs. hvor arten findes nu, hvor den er forsvundet fra,
og hvilke nye kvadrater den er indvandret til.

Overvagning pa basis af eDNA

Grundet hasselmusens levevis antages det at veere meget vanskeligt at pavise
dens forekomst ved indsamling af jordprgver pa udvalgte lokaliteter. Labora-
torieteknisk vil det veere muligt at pavise arten genetisk, men ikke antallet af
individer. Det antages, at primere benyttet af Mouton m.fl. (2017) til at opfor-
mere cytochrom B- (CytB) genet i mitokondriet og efterfglgende sekventering
vil kunne benyttes til artsbestemmelsen. Dette kraever dog en udvikling og
afprgvning af metoden.

Det vil veere muligt ogsa at benytte en malrettet indsamling af ekskrementer,
der eventuelt kunne indsamles i naerheden af de rederar, der er opsat til den
konventionelle overvagning. Dernast kan disse artsbestemmes ved at benytte
primerne for CytB-genet som beskrevet ovenfor og efterfglgende individbe-
stemmes pa baggrund af DNA-profiler baseret pa 10 genetiske markgrer (mi-
crosatelliter, Mouton m.fl. 2017). Sammen med en efterfglgende fangst-gen-
fangst-analyse vil det veere muligt at fa et estimat af, hvor stor den pagel-
dende population er. Disse analyser ville ogsa kunne foretages med DNA fra
indsamlede har med harsekke fra samme redergr. Selve laboratoriemeto-
derne og de artsspecifikke primere til hasselmus for bade arts- og individbe-
stemmelserne bgr afprgves og videreudvikles/optimeres om ngdvendigt.

Sammenfatning

Grundet hasselmusens levevis vurderes, at det vil vaere vanskeligt at pavise ar-
ten ved hjeelp af eDNA indsamlet fra jord. Laboratorieteknisk er det muligt at
udvikle den genetiske test til pavisning af arten. eDNA fra den malrettede ind-
samling via ekskrementer eller DNA fra harsaekke kan benyttes til vurdering af
individantal som beskrevet. Endelig skal metoderne verificeres. Nar meto-
derne er udviklet, kan de benyttes som screeningsveerktgj i omrader, hvor det
er uvist, om hasselmus forekommer, men hvor habitatkravene er opfyldt (ta-
bel 3 - http://dce2.au.dk/pub/SR367 tabel3.pdf).




Birkemus, Sicista betulina

Formal med overvagning

”Formalet med overvagningen er at indsamle data, der kan danne grundlag for
en vurdering af artens bevaringsstatus i henhold til habitatdirektivet. Den eks-
tensive overvagning fokuserer pa at folge artens udbredelse, og det registreres
derfor kun, om arten er til stede eller ej pa en lokalitet” (Elmeros m.fl. 2019).

Overvagningsmetode i NOVANA

Overvagningen er baseret pa en registrering af birkemus med specielle vildtka-
meraer (van der Kooij & Mgller 2017). Overvagningen af arten er ekstensiv og
registreres i 10x10 UTM-kvadrater, hvor det angives, hvilke der er positive for
arten, hvilke kvadrater den er forsvundet fra, og hvilke den er indvandret til.

Birkemus lever i omrader med taet graes og urtevegetation, gerne fugtigt, som
hyppigt findes ved skovkanter, der stgder op til udyrkede marker/enge samt
i levende hegn, ugreessede marker og ekstensivt greessede adale (Mgller m.fl.
2011, Mgller 2012). Yngle- og overvintringsreder er placeret under jorden i
Danmark, og det er vanskeligt at finde spor som fx ekskrementer efter birke-
mus (Mgller 2012).

Overvagning pa basis af eDNA

Da birkemusen efterlader meget fa spor, og dens reder bygges under jorden,
er den vanskelig at overvage med eDNA. Den konventionelle metode kunne
evt. suppleres med analyser af eDNA fra jord, indsamlet efter et omhyggeligt
tilrettelagt indsamlingsdesign med udgangspunkt i de omrader, hvor den er
observeret tidligere. Laboratorieteknisk findes sekvenser i GenBank, samt ge-
netiske studier (Cserkész m.fl. 2015, Rusin m.fl. 2018), der beskriver birkemu-
sens fylogenetiske sleegtskab, hvor der er beskrevet primere, der opformerer
CytB-genet, som benyttes til artsbestemmelse. Hvis det skal veere muligt at
pavise birkemus med eDNA fra sadanne jordprever, kraeves dels en udvik-
ling af metoderne i laboratoriet, dels efterfglgende afprgvning i felten.

Sammenfatning

Det vurderes som vanskeligt at benytte eDNA indsamlet fra jord til pavisning
af arten. Det forventes, at eDNA fra jord er meget uhomogent fordelt, hvilket
kraever brug af et fintmasket indsamlingsdesign i omrader, hvor arten formo-
des at forekomme. Laboratorieteknisk kan metoden udvikles (tabel 3 -
http://dce2.au.dk/pub/SR367 tabel3.pdf).

Flagermus

Formal med overvagning

Sytten flagermusearter (tabel 1) moniteres i Danmark i forhold til habitatdi-
rektivets (92/43/CEE) bilag 1l og IV. ”Formalet med den tekniske anvisning
er at sikre, at overvagningen af flagermusarternes forekomst og udbredelse i
Danmark foregar efter en standardiseret og reproducerbar metode” (Sggaard
m.fl. 2018b).

Overvagningsmetode i NOVANA

Overvagningen registrerer endringer i forekomst og yngleudbredelse over tid
gennem Kortlaegning af antallet af UTM-kvadrater med de pagaeldende arter.
Dette ggres ved at monitere arterne i yngletiden (sommerperioden), hvor hun-
ner antages at veere stedfaste omkring deres dagsopholdssteder teet pa yngle-
kolonierne (Segaard m.fl. 2018b). Selve pavisningen af flagermusarterne fore-
gar ved at detektere flagermusenes ekkolokationsskrig ved hjelp af Pettersson
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D 1000 X understattet af observationer af flyveadfeerd og udseende. Om ngd-
vendigt understattes pavisningen med netfangster (Sggaard m.fl. 2018b).

Overvdgning pd basis af eDNA

Flagermus er flyvende pattedyr og forventes at have meget lidt direkte berg-
ring med vand i vandhuller/sger, vandlgb eller jord, hvorfor det er meget lidt
sandsynligt, at det er muligt gennem eDNA fra en vand- eller jordprgve at
kunne pavise tilstedeveerelsen af flagermus. Det er dog lykkedes at pavise fo-
rekomsten af Pipistrelflagermus, (Pipistrellus pipistrellus) i vandpraver fra et
enkelt ud af 532 vandhuller i et eDNA metabarcoding-studie fra UK (Harper
m.fl. 2019b). Dette understreger, at det er muligt, men at sandsynligheden for
pavisning af arten med eDNA er lille. Dette kraever yderligere studier, der
fokuserer pa at pavise flagermus i vandprever og/eller jordprgver taget i om-
rader, hvor de forskellige arter forekommer.

eDNA fra ekskrementer

Laboratorieteknisk er det muligt at pavise alle 17 arter genetisk, da der fore-
findes mitokondrie-sekvenser i GenBank, der kan benyttes til at udvikle arts-
specifikke primere til at identificere enkeltarter, og Walker m.fl. (2016) har
udviklet flere COIl-primersat, der kan identificere 54 flagermusarter. Der er
ogsa studier med fokus pa flagermusenes fgdevalg ud fra eDNA fra ekskre-
menter (Galan m.fl. 2017). Disse studier har pavist, at det er muligt at detek-
tere flere flagermusearter med eDNA metabarcoding og samtidigt at studere
preedatorens (flagermusen) populationsstruktur (Bohmann m.fl. 2018). Swift
m.fl. (2018) benyttede "multifaceted DNA metabarcoding (MDM)”, hvor de
gennem DNA fra ekskrementer paviste flagermuse-arterne, deres DNA pro-
filer baseret pd microsatellit-markgarer, kgnsratio, fedevalg og tilstedeveerel-
sen af "white-nose syndrome (WNS)”’, som er en svampesygdom, der infice-
rer huden pa flagermus (Lorch m.fl. 2011). Studierne understgtter, at det er
teknisk muligt at pavise flagermus med eDNA metabarcoding.

Som for andre af bilag Il- og IV-pattedyrarterne vil det via den malrettede
indsamling af ekskrementer veere muligt at pavise flagermusearterne med
eDNA i forbindelse med en genetisk overvagning. Dette ville forudsztte et
indsamlingsdesign, der tager hgjde for arternes forskellige preeferencer mht.
yngle- og overvintringssteder. Tabel 1 giver en oversigt over, hvor arterne
yngler samt overvintrer. For arterne, der overvintrer i gruber/miner (tabel 1),
vil indsamlinger foretaget med mindst mulig forstyrrelse i gruberne/minerne
pa et tidspunkt fx lige efter udflyvningen om foraret kunne give et billede af
artsdiversiteten/forekomsten i vinterperioden. For de resterende syv arter
(tabel 1) kan ekskrementindsamlingen pa overvintringsstederne foregd om-
kring hule traeer og lignende under hensyntagen til at minimere forstyrrelse.
De sidste to arter, skimmelflagermus (Vespertilio murinus) og sydflagermus
(Eptesicus serotinus), overvintrer hovedsagelig i bygninger og lignende (tabel
1), hvorfor ekskrementindsamlingen om vinteren kunne forega som beskre-
vet for hule traeer. Her forudseettes det dog, at det er kendt, hvor arterne over-
vintrer. For pavisningen af udbredelsen, og hvorvidt der er sket @ndringer i
denne, bgr indsamlingsdesignet tilretteleegges sd denne afspejler dette. | den
eksisterende overvagning foregar dette ved, at arterne eftersgges i et fastlagt
net af undersggelseomrader med lytteposter (Segaard m.fl. 2018b). Udbredel-
sen om sommeren er mere problematisk at overvage med ekskrementindsam-
ling, da populationerne er mere spredt, og det kraever, at de eksakte lokaliteter
er kendte for at kunne malrette indsamlingen.



Sammenfatning

Flagermus kan pavises med eDNA metabarcoding fra vand og ekskrementer,
hvor flere flagermusarter bliver pavist samtidig. Det vurderes, at der kan ud-
vikles eDNA-metoder til at pavise de forskellige arter pa samme tid — iszer for
arter, der overvintrer i huler/kalkminer. Det vil kraeve, at metoderne optime-

res og verificeres (tabel 3 - http://dce2.au.dk/pub/SR367 tabel3.pdf).

Tabel 1. Oversigt over de 17 flagermusearter, der er observeret i Danmark, deres status pa EU-habitatdirektivet samt deres
sommer- og vinteropholdssteder (Baage & Jensen 2007; Sggaard & Asferg 2007; Maller m.fl. 2013).

Flagermus

Anvendelse af opholdssteder*

EU-habitatdirektivet

Sommer/Vinter

Under jorden

Hule traeer Bygninger Miner/kalkgruber/

Bilag Art Latinsk navn m.m. og lign. kaeldre
Bilag II+1V Bechsteins flagermus Myotis bechsteinii SS, vwW -S, -V S,V

Bilag l1+1V Bredgret flagermus Barbastella barbastellus S,V SS, Vv -S, W
Bilag II+1V Damflagermus Myotis dasycneme S, -V SS, -V -S, VW
Bilag I1+1V Stor musegre** Myotis myotis -S, -V SS -S, W
Bilag IV Brandts flagermus Myotis brandtii S, -V SS,V -S, VWV
Bilag IV Brunflagermus Nyctalus noctula SS, v -S, -V -S, -V
Bilag IV Dveergflagermus Pipistrellus pygmaeus SS, W SS, W -S, -V
Bilag IV Frynseflagermus Myotis nattereri SS, Vv SS, Vv -S, W
Bilag IV Langeret flagermus Plecotus auritus SS, Vv SS, W S,V

Bilag IV Nordflagermus™** Eptesicus nilssonii -S, -V SS, Vv S,V

Bilag IV Pipistrelflagermus Pipistrellus pipistrellus SS, W SS, W -S, -V
Bilag IV Skimmelflagermus Vespertilio murinus -S, -V SS, W -S, -V
Bilag IV Skeegflagermus Myotis mystacinus S, -V SS, Vv -S, W
Bilag IV Sydflagermus Eptesicus serotinus -S, -V SS, W -S, -V
Bilag IV Troldflagermus Pipistrellus nathusii SS, VW S,V -S, -V
Bilag IV Vandflagermus Myotis daubentonii SS, Vv -S, -V -S, W
Bilag IV Leislers flagermus*** Nyctalus leisleri SS,vv -S, -V -S, -V

* modificeret efter Sggaard & Asferg (2007), ** Baagee & Jensen (2007), *** Mgller m.fl. (2013)

SS = Meget anvendt sommeropholdssted
S = Anvendt sommeropholdssted
-S = Sjeeldent eller ikke anvendt sommeropholdssted
VV = Meget anvendt vinteropholdssted

V = Anvendt vinteropholdssted
-V = Sjeeldent eller ikke anvendt vinteropholdssted

Spcettet scel, Phoca vitulina, og grascel, Halichoerus grypus

Formal med overvagning

”De to fast forekommende seelarter i Danmark, speettet seel (Phoca vitulina) og
graseel (Halichoerus grypus), overvages pa deres hvilepladser pa land i forbin-
delse med deres arlige feeldning af pels og fedsler for at estimere henholdsvis
antallet af seler og ungeproduktionen” (Teilmann & Galatius 2018).

Overvdgningsmetode i NOVANA

”Overvagningen foregar ved optellinger fra fly, hvor szlernes hvilepladser fo-
tograferes i de relevante perioder i de omrader, hvor der er hvilepladser med
betydelig forekomst af seeler” (Teilmann & Galatius 2018). Salarters levevis
muligger opteellinger af bade ynglende szler ved direkte teellinger af seelunger
i yngleperioden via fly og af voksne szler i feeldeperioden i starten af efterret,
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hvor begge selarter ligger pa land, ligeledes via fly. Derved er det muligt af fa
populationsestimater for begge seelarter (Teilmann & Galatius 2018).

Overvdgning pd basis af eDNA

Generelt vil det veere teknisk muligt at benytte eDNA til at pavise forekom-
sten af begge arter, da der eksisterer mange populationsgenetiske undersg-
gelser, hvor der er benyttet artsspecifikke primere (CR, CytB, COI etc.) (fx
Reed m.fl. 1997, Heers m.fl. 2018), der kan anvendes. Samtidig forefindes se-
kvenser i GenBank, hvorfra der ogsad kan udvikles artsspecifikke primere.
Derimod vil det veere vanskeligere og i gjeblikket ikke muligt at komme med
populationsestimater.

Et nyt studie (Parson m.fl. 2018) baseret pa et andet havpattedyr, marsvin
(Phocoena phocoena), har vist, at det er muligt at pavise forekomsten af havpat-
tedyr med eDNA gennem en malrettet indsamling af vandprgver i et meget
sneaevert omrade, hvor den pageldende art er observeret indenfor meget kort
tid. Parson m.fl. (2018) viste, at det er muligt ved at indsamle prgver i ”fod-
sporet” fra marsvinet, og med en efterfglgende eDNA analyse med NGS, at
fa estimater for populationsstruktur samt et konservativt estimat for popula-
tionsstgrrelse. Denne metode vil kunne benyttes til seelovervagning. Dette for-
udseetter, at metoden verificeres og kalibreres, samt at alle usikkerheder esti-
meres pa alle niveauer og inkorporeres i modeller for forekomst og udbre-
delse (Ficetola m.fl. 2016, Guillera-Arroita 2017, Guillera-Arroita m.fl. 2017,
Brost m.fl. 2018, Cristescu& Hebert 2018).

eDNA som early warning-system

Der er udviklet DNA-metoder (baseret pa gPCR), der kan pavise PDV hos
graseel (Hammond m.fl. 2005) og canine distemper virus (CDV) hos hunde
(Elia m.fl. 2006). En videreudvikling af den fgrste metode vil sandsynligvis
ogsd kunne benyttes til eDNA-pavisning af PDV i miljget. Pa baggrund af
vandprgver indsamlet i udvalgte omrader med stor forekomst af saeler vil
eDNA-monitering evt. kunne benyttes som early warning-system for kom-
mende epidemier. Det er muligt at pavise fx forekomsten af ranavirus ved
hjeelp af eDNA fra vandprgver (Hall m.fl. 2016), hvilket antyder, at det er mu-
ligt at pavise vira gennem vandpraver.

Sammenfatning

Det vurderes, at brugen af eDNA fra vandprever indsamlet i omrader med
forekomst af henholdsvis speettet sl og grasal ikke vil bidrage med yderli-
gere viden til den eksisterende overvagning og ikke vil give sa preacise esti-
mater over populationsstarrelsen, og dennes udvikling, som de eksisterende
konventionelle metoder. En mere mélrettet eDNA-indsamling af vandprgver
som beskrevet for marsvin vil kunne tilvejebringe populationsgenetisk infor-
mation for begge arter, men dette kreever videreudvikling og verifikation af
metoden. eDNA fra vandprgver kan evt. benyttes til at pavise phocine distem-
per virus (PDV) og benyttes som early warning-system. Denne metode skal
ogsa udvikles og verificeres

(tabel 3 - http://dce2.au.dk/pub/SR367 tabel3.pdf).




Marsvin, Phocoena phocoena

Formal med overvagning

”Formalet med overvagning af marsvin (Phocoena phocoena) er at monitere ud-
viklingen i bestandene i alle udpegede habitatomrader samt de danske far-
vande generelt. Dette vil ske med en frekvens, som gar det muligt at vurdere
bestandsudviklingen inden for hver afrapporteringsperiode” (Teilmann &
Sveegaard 2012).

Overvagningsmetode i NOVANA

”Marsvin indgar i udpegningsgrundlaget i 16 Natura2000-omrader, heraf 11
omrader inden for populationen i de indre danske farvande og i fem omrader
i Skagerrak/Nordsgen. | Dstersg-populationen er der endnu ikke udpeget
Natura2000-omrader, men et stort EU LIFE+ projekt, SAMBAH, skal kort-
leegge marsvins antal og foretrukne levesteder i perioden 2010-2014 (SAM-
BAH Final report 2016). | de indre danske farvande overvages med faste aku-
stiske lyttestationer, akustiske surveys og en total teelling svarende til de tid-
ligere gennemfarte SCANS-surveys. | Skagerrak/Nordsgen overvages mar-
svin med survey fra fly. Da marsvin har store ”home ranges”, der straeekker
sig ud over graenser for udpegede habitatomrader, skal overvagningen ikke
blot inkludere habitat-omraderne men hele marsvinets udbredelsesomrade”
(Teilmann & Sveegaard 2012).

Marsvins levevis vanskeligger en direkte overvagning af populationerne som
for szlerne, dvs. det er ikke muligt at fa estimater for ynglepopulationen.
Kvantificeringen af populationerne muligggres ved monitering fra skib og fly;
dette kan ikke opnas gennem den passive overvagning via lyttestationer.

Overvdgning pd basis af eDNA

Det er muligt at gennemfgare ekstensiv overvagning og at angive forekomsten
af marsvin gennem eDNA indsamlet med vandprgver fra havet. Foote m.fl.
(2012) sammenlignede pavisning af marsvin (baseret pad gPCR-analyser af 12s
rRNA-genet) med den konventionelle metode i form af lyttestationer og péa-
visningen af marsvin med eDNA. Resultatet af denne undersggelse viste, at
den konventionelle lyttestation var mere effektiv til at monitere marsvin end
eDNA-pavisningen. For pavisningen med artsspecifik eDNA indsamlet med
vandprgver er det kun muligt at identificere, om arten har veeret til stede,
mens kvantificering ikke er mulig som for de andre pattedyr pa bilag Il og IV.

Et andet studie (Parson m.fl. 2018) benyttede ligeledes artsspecifikke mito-
kondrie-markarer (CytB-genet), men benyttede NGS til pavisningen i stedet
for gPCR af marsvin i farvandene omkring Alaska. Parson m.fl. (2018) foretog
en malrettet indsamling af vandprever baseret pa direkte observationer af
marsvin, hvorefter vandpraverne blev udtaget i ”sporet” efter marsvinene.
Dette muliggjorde en indsamling af naturligt "feeldet” vaev i vandet, hvilket
forbedrede den efterfalgende DNA-analyse, sd det var muligt at detektere for-
skellige haplotyper. Derved kunne man foretage populationsgenetiske analy-
ser og fa dels et estimat for populationsstrukturen, dels et konservativt esti-
mat for populationsstgrrelsen. Denne nye tilgang betyder, at det er muligt via
en malrettet vandprgveindsamling at benytte eDNA-analyser, der ogsa del-
vist opfylder de kriterier, der foreligger omkring populationsstarrelser til vur-
dering af gunstig bevaringsstatus ifglge habitatdirektivet. Dette kreever veri-
fikation samt kalibrering med eksisterende metoder til overvagning, fx skibs-
og flyteellinger af arten.
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Som naevnt for de andre bilagsarter bgr der i forbindelse med en eventuel im-
plementering af metoden tages hgjde for de usikkerheder, der forekommer pa
de forskellige trin —dvs. i felten, i laboratoriet og i modelleringen af forekomst
og udbredelse (Ficetola m.fl. 2016, Guillera-Arroita 2017, Guillera-Arroita
m.fl. 2017, Brost m.fl. 2018).

Sammenfatning

Selve forekomsten af marsvin i et givet omrade kan pavises med eDNA, men
metoden skal udvikles, hvis den skal vere lige sa effektiv som benyttelse af
passive lyttestationer. Malrettede eDNA-indsamlinger med vandprgver fra
marsvine-"spor” kan tilvejebringe populationsgenetiske informationer om ar-
ten, hvilket ellers er vanskeligt at opné fra levende individer. Denne metode
skal udvikles og verificeres far brug

(tabel 3 - http://dce2.au.dk/pub/SR367 tabel3.pdf).

4.2 Padder og krybdyr

Markfirben, Lacerta agilis

Formal med overvagning

“Formalet med overvagningen er at indsamle data, der kan danne grundlag
for en vurdering af arternes bevaringsstatus i henhold til habitatdirektivet.
Dette indebaerer i farste omgang ekstensiv overvagning af artens forekomst
og udbredelse” (Sggaard & Adrados 2014).

Overvdgningsmetode i NOVANA

Markfirben er tilknyttet abne og varme, solrige lokaliteter som grusgrave,
jernbane- og vejskraninger, diger, heder, overdrev, strandenge, kystskranter,
klitter og sandede bakkeomrader, hvor de kansmodne og juvenile individer
registreres, nar de solbader. Forekomsten registreres i 10x10 UTM-kvadrater,
og der noteres, hvilke de forekommer i, forsvinder fra og indvandrer til (Sg-
gaard & Adrados 2014).

Overvdgning pd basis af eDNA

Markfirbenets levevis og foretrukne habitat ger det formentlig meget vanske-
ligt at benytte eDNA til at pavise forekomsten. Sandet jord har store porestgr-
relser, hvorfor DNA formodentlig vil blive vasket ud eller ned i den sandede
jord. Andersen m.fl. (2011) paviste i et forsag med eDNA-metabarcoding af ver-
tebrater fra jordpraver, at meengden af DNA i jord afhang af jordens tekstur og
struktur, dvs. indholdet og maengden af sand, silt og ler, samt hvordan jordpar-
tiklerne er fordelt. Sandede jorde har store partikler og store porestgrrelser, sa
vandet lettere Igber ned i grundvandet sammenlignet med lerede jorde. Det be-
tyder, at det afsatte DNA fra markfirben sandsynligvis vil blive udvasket, med
mindre det er hele stykker af ham. Laboratorieteknisk er det muligt at udvikle
artsspecifikke primere ud fra publicerede primere til opformering af CytB- (Ka-
lyabina m.fl. 2001, Bohme m.fl. 2007, Andres m.fl. 2014), CR- (kontrolregionen,
D-loopen) (Andres m.fl. 2014) og COI-generne i mitokondriet (Andres m.fl.
2014) samtidig med en sensitiv metode (gPCR) til selve pavisningen. Der er
ogsd udviklet artsspecifikke microsatellit-primere til individbestem-
melse/DNA-profiler (Gullberg m.fl. 1997), men givet den forventede meget
lave eDNA-koncentration vil det veere usandsynligt at opformere disse fra
eDNA ekstrakter, der er fundet positive for markfirben. Der er ikke fundet do-
kumentation for brugen af eDNA til hverken bestemmelse af artens tilstedevee-
relse eller DNA-profiler. Metoden bgr udvikles og verificeres i felten, og usik-
kerhedsestimater skal inkluderes som beskrevet for andre bilagsarter.



Sammenfatning

Det vurderes meget vanskeligt at benytte eDNA til pavisning af markfirben
i overvagningen grundet dets levevis. Mediet skulle veere sand indsamlet i
udvalgte omrader, hvorfra det er vanskeligt at ekstrahere eDNA. Metoden
vil kreeve udvikling af bade indsamlingsdesign og primere samt verifikation
(tabel 3 - http://dce2.au.dk/pub/SR367 tabel3.pdf).

Padder

Formal med overvagning
Formalet med overvagningen er at indsamle data om arternes forekomst og
udbredelse” (Sggaard m.fl. 2018a).

Overvdgningsmetode i NOVANA
”Den tekniske anvisning omfatter overvagning af padder omfattet af habitat-
direktivets bilag Il, IV og V. Der er tale om i alt otte paddearter:

e Spidssnudet frg, Rana arvalis

e Springfrg, Rana dalmatina

e Butsnudet frg, Rana temporaria

e Grgnbroget tudse, Bufotes variabilis (Bufo viridis)
e Strandtudse, Epidalea calamita (Bufo calamita)

e Logvfrg, Hyla arborea

e Lagfrg, Pelobates fuscus

e Stor vandsalamander, Triturus cristatus.

Forekomsten af padderne undersgges i 10x10 UTM-kvadrater, og det registre-
res, hvilke de forekommer i, forsvinder fra og indvandrer til. Overvagningen
er opdelt, s& de brune frger (springfrg, spidssnudet og butsnudet frg) samt
stor vandsalamander eftersgges i samme vandhuller pa bestemte tidspunkter
af aret. Feelles for alle otte paddearter er, at eftersggningen foregar ved ketsje-
fangst af haletudser og larver og/eller lytning efter kald (Sggaard m.fl. 2018a).

Overvdgning af padder pd basis af eDNA

Flere studier har benyttet eDNA til at undersagge biodiversiteten i sger og
vandlgb. Disse har blandt andet vist, at det er muligt ved hjaelp af eDNA me-
tabarcoding at pavise flere arter samtidigt, fx mange forskellige paddearter.
Dette er ogsa en forudsaetning for, at en eventuel eDNA-metode er anvendelig
i den danske paddeovervagning. Den tekniske anvisning forudsztter, at
brune frger og stor vandsalamander overvages i de samme vandhuller pa be-
stemte tidspunkter, der er fastsat ud fra de specifikke yngleperioder for ar-
terne. De gvrige arter (lgvfrg, lggfra, granbroget tudse og strandtudse) kan
principielt eftersages pad samme tid som de brune frger og stor vandsalaman-
der, da der ifglge den tekniske anvisning er et tidsmaessigt overlap i det efter-
sggningsvindue, der er angivet, svarende til de to fgrste uger i juni (Segaard
m.fl. 2018a). Grundet forskellen i deres ynglehabitat og habitatkrav samt ud-
bredelse i landet vil det veere meget lidt sandsynligt, at alle otte arter vil fore-
komme i samme vandhul.

For de brune frger og stor vandsalamander har Thomsen m.fl. (2012) pavist
spidssnudet frg og butsnudet frg ved eDNA metabarcoding med primere, der
opformerede et fragment af 12S rRNA-genet i mitokondriet. Stor vandsalaman-
der kunne derimod ikke péavises med disse primere i eDNA metabarcoding. |
stedet blev der udviklet en artsspecifik primer (CytB) til stor vandsalamander,
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der derefter blev pavist med kvantitativ PCR (gPCR) (tabel 2). Stor vandsala-
mander er senere i 2018 blevet pavist med eDNA metabarcoding ved hjeelp af
nyudviklede primere, der ligeledes opformerer en del af 12S rRNA i mitokon-
driet (Harper m.fl. 2019a). UK er det eneste land, der til dato har accepteret, at
tilstedeveerelsen af stor vandsalamander bliver bestemt med qPCR-analyse af
eDNA som et led i den nationale overvagning af arten (Biggs m.fl. 2015).

Thomsen m.fl. (2012) opfangede ikke lggfrg-DNA i deres DNA metabar-
coding-studie, der ellers paviste flere arter med de samme primere. Derfor
benyttede de ogsa her artsspecifikke primere og gPCR til pavisningen af ar-
ten. Der er til dato ikke publiceret studier, hvor lagfrg er pavist i et eDNA-
metabarcoding-studie.

Strandtudse er pavist med eDNA og qPCR med artsspecifikke 16S rRNA-
primere (Blom 2018), og Valentini m.fl. (2016) paviste den i et eDNA meta-
barcoding-studie, hvor det var 12S rRNA-sekvenserne, der blev opformeret
(tabel 2).

Der er ikke publiceret studier, der har benyttet eDNA til at pavise forekom-
sten af de sidste to paddearter, lgvfrg og grgnbroget tudse. Der forefindes pri-
mere for COI-, COlll-, CytB- og RAG 1-generne (Stock m.fl. 2008) samt for 12S
rRNA og 16S rRNA (Gvozdick m.fl. 2010) for lgvfrg (tabel 2), der kan videre-
udvikles til artsbestemmelse med gPCR og sandsynligvis ogsa til pavisning
med eDNA metabarcoding. For den grgnbrogede tudse findes der primere
for 16S rRNA-genet (Igawa m.fl. 2006) samt CytB-genet og D-Loop (Degani
m.fl. 2013) og for 12S rRNA-genet og D-loop (Ozdemir m.fl. 2014), der vil
kunne benyttes dels til artsbestemmelse, dels i et eDNA metabarcoding-stu-
die efter en videreudvikling af de beskrevne metoder i de naevnte artikler.

Lacoursiére-Roussel m.fl. (2016) kunne pavise otte canadiske frg- og tudse-
arter i vandprgver indsamlet fra sger og floder ved eDNA metabarcoding og
en kombination af flere primere, der opformerede sekvenser af COI- og CytB-
generne pa mitokondriet. Lopes m.fl. (2017) paviste forekomsten af de ni mest
almindeligt forekommende paddearter i vandlgb/floder i en brasiliansk at-
lantisk tropeskov med eDNA metabarcoding baseret pa 12S rRNA-primerne
udviklet af VValentini m.fl. (2016).

Sammenfatning

Resultaterne af de forskellige bade nationale og internationale studier viser,
at det er muligt at benytte eDNA metabarcoding til overvagningen af padder.
Det vurderes, at eDNA metabarcoding/gPCR-pavisning af enkeltarter vil
veere en effektiv overvagningsmetode til bilag I1- og IV-paddearterne efter en
videreudvikling af de laboratorietekniske metoder. Samtidig skal der inklu-
deres usikkerhedsestimater, der beskriver kontamineringsrisici i felten, under
DNA ekstraktion og ved opsatning af PCR ved at medtage mindst en negativ
kontrol (en prgve uden tilseetning af ekstraheret DNA) for hver ottende prave
eller mere. Usikkerhedsestimaterne for de forskellige trin inkluderes i model-
leringen af selve forekomsten og udbredelsen som udviklet og beskrevet hos
Ficetola m.fl. (2016), Guillera-Arroita (2017), Guillera-Arroita m.fl. (2017),
Brost m.fl. (2018) og Cristescu & Hebert (2018). Padderne vil saledes kunne
pavises med eDNA metabarcoding fra vand, hvor arterne bliver pavist sam-
tidigt. Det kraever, at metoden og primerne videreudvikles/optimeres og ve-
rificeres far en mulig implementering i overvagningen

(tabel 3 - http://dce2.au.dk/pub/SR367 tabel3.pdf).




Tabel 2. Padde eDNA metabarcoding-pakke.

Art Latinsk navn Pavist Medie Primer Reference
Spidssnudet fro Rana arvalis x metabarcoding vand amphibie primer (CytB) Thomsen m.fl. 2012
X &g ND1 Bonk m.fl. 2012
Springfro Rana dalmatina X &g ND1 Bonk m.fl. 2012
X metabarcoding vand 12S rRNA Valentini m.fl 2016
Butsnudet frg Rana temporaria x metabarcoding vand amphibie primer (CytB) Thomsen m.fl. 2012
X metabarcoding vand 12S rRNA Harper m.fl. 2019a
X &g ND1 Bonk m.fl. 2012
16S rRNA, CytB, D-Loop, COlI, , 12S
Grenbroget tudse Bufotes variabilis (Bufo viridis) veev, cPCR rRNA, Igawa m. fl. 2006, Degani m.fl. 2013, Ozdemir m.fl. 2014
Strandtudse E;?idalea calamita (Bufo cala-
mita) x gPCR vand 16S rRNA Blom 2018
X metabarcoding vand 12S rRNA Valentini m.fl 2016
COl, COlll, CytB, RAG 1, 12S rRNA , 16S
Lovfra Hyla arborea vaev cPCR  rRNA Stéck m.fl. 2008, Gvozdick m.fl. 2010
Logfro Pelobates fuscus x gPCR vand arstspecifik (CytB) Thomsen m.fl. 2012
Stor vandsalamander  Triturus cristatus x gPCR vand arstspecifik (CytB) Thomsen m.fl. 2012
x gPCR vand arstspecifik (CytB) Biggs m.fl. 2015
x gPCR vand arstspecifik (CytB) Buxton m.fl. 2017
X metabarcoding,
gPCR vand 12S rRNA og arstspecifik (CytB) Harper m.fl. 2019a

gPCR= kvantitativ PCR
cPCR= konventionel

PCR
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Klokkefra, Bormbina bombina

Overvdgningsmetode i NOVANA

”Intensiv overvagning omfatter registrering af artens bestandsstarrelse og
udbredelse. Metoden baserer sig pa lytning og optelling af kvaeekkende han-
ner af klokkefrg” (Sggaard & Fog 2018).

Ifglge den tekniske anvisning overvages arten pa kendte /potentielle og nye
lokaliteter, der ligger i tilknytning til de kendte. De nye lokaliteter omfatter
ogsa udsatningslokaliteter. Det skal tilstreebes, at s3 mange som muligt af
vandhullerne med forekomst eftersgges ved udvelgelsen af lokaliteter, og for
at pavise spredning af arten foretages stikpraver pa lokaliteter, der er tilgraen-
sende de kendte lokaliteter. Selve eftersggningen foregar pa bestemte tids-
punkter af aret (Sggaard & Fog 2018).

Overvdgning af klokkefra med eDNA

Klokkefra kan som de andre paddearter ogsa overvages med eDNA fra vand-
praver. Der er ikke publiceret artikler, der beskriver en gPCR-metode til pa-
visning af arten, men der er flere fylogeografiske og populationsgenetiske un-
dersggelser af klokkefrg baseret pa forskellige sekvenser i dels mitokondriet
til artsbestemmelse, dels pa artsspecifikke microsatellit-markerer til individ-
bestemmelse. Voros m.fl. (2006) har benyttet variation i nicotinamide adenine
dinucleotid dehydrogenase subunit 4- (NADH4) og Cytochrome oxidase 1-
(COX1) generne samt flere sekvensfragmenter omkring disse gener i mitokon-
driet til artsbestemmelse. Hawlitschek m.fl. (2016) benyttede cytochrome
oxidase 1 (COlI) til dette, Hofman & Szymura (2007) og Fijarczyk m.fl. (2011)
benyttede CytB-generne, mens Dolgener m.fl. (2014) benyttede variation i
kontrolregionen i mitokondriet. Samtidig har Dolgener m.fl. (2014) benyttet
seks microsatellit markarer (Hauswaldt m.fl. 2007) udviklet specifikt til arten
til individbestemmelse. Ud over disse seks har Stukas & Tiedemann (2006)
udviklet yderligere syv polymorfe microsatellitmarkgrer. Microsatellitmar-
karer, der sidder pa cellens nuclezere DNA, forventes at vaere meget vanske-
lige at fa til at fungere ved eDNA fra vandprever grundet lav koncentration
og formodentlig nedbrudt DNA, som forventes at veere tilfeeldet for vandpre-
ver taget i udkanten af dens udbredelsesomrade og i omrader med sma be-
standstaetheder. Tages vandprgverne derimod i klokkefrgernes kerneomrade,
hvor der er en hgj bestandstaethed, forventes eDNA’et at forefindes i hgjere
koncentrationer og i leengere fragmenter, hvorfor det ikke kan afskrives, at
microsatellitmarkarerne ville virke. Derved vil det veere muligt at fa bestands-
estimater ved at foretage fangst-genfangst-analyser baseret pa eDNA-vand-
praver taget pa forskellige tidspunkter. Dette skal udvikles, men vil formo-
dentlig vaere muligt. Problemerne med flere af selve sekvensfragmenter be-
skrevet ovenfor til artsbestemmelse er, at de er fra ~357bp til ~800 bp lange,
hvilket sandsynligvis er for langt til, at primerne kan benyttes i eDNA-studier.

Det betyder, at der ved brug af eDNA-metoden efter udvikling ville kunne
pavises tilstedeveerelse eller ikke-tilstedeveaerelse af arten, mens det formo-
dentlig vil veere meget vanskeligt at fa et kvantitativt estimat for antallet af
individer i vandhullerne i kanten af udbredelsesomradet. | kerneomradet
ville det formodentlig veere muligt at udvikle metoden, sa den ogsa er kvan-
titativ, ved brug af de beskrevne microsatellitmarkgrer. Som for de andre bi-
lagsarter skal usikkerhederne ved eDNA-metoden inkorporeres pa alle ni-
veauer for til sidst at blive benyttet i en evt. modellering af forekomsten.



Sammenfatning

Det vurderes, at det kunne vere fordelagtigt at benytte eDNA som scree-
ningsveerktgj i udkanten af artens udbredelsesomrade, da den konventionelle
metode afhaenger af, at der sidder hanner og kalder. Det vil eventuelt vare
muligt at udvikle en eDNA-baseret metode, der kan bruges til individbestem-
melse og dermed efter fangst-genfangst-analyser og modellering til vurdering
af bestandsstarrelser i kerneomradet. Udvikles artsbestemmelsesmetoden og
metoden til individbestemmelse, ville de veaere uafhgengige af vejr og tempe-
ratur i modsatning til den konventionelle metode. Artsbestemmelsesmeto-
den er udviklet til Bombina variegata pachypus af Salvavidio m.fl. (2014) (tabel
3 - http://dce2.au.dk/pub/SR367 tabel3.pdf).

4.3 Fisk

Dyndsmerling, Misgurnus fossilis

Formal med overvagning

”Formalet med overvagningen er at indsamle data om artens samlede fore-
komst (nationale udbredelse), herunder dens forekomst i de habitatomrader,
hvor den er en del af udpegningsgrundlaget” (Wiberg-Larsen m.fl. 2013a).

Overvdgningsmetode i NOVANA

Dyndsmerling forekommer i bade sger og vandlgb og iseer i omrader med
blgd bund og taet vegetation (vandplanter) med svag eller ingen strgm. Den
er meget sjeelden i Danmark og forekommer kun p& meget fa lokaliteter. Ar-
tens bevaringsstatus vurderes/overvages ved at registrere e&ndringer i udbre-
delsen ud fra kendte lokaliteter og tilstedende potentielle lokaliteter. Arten
kan formodentlig ikke spredes fra et vandsystem til et andet ved egen hjelp,
hvorfor potentielle lokaliteter méa vere forbundet til en kendt lokalitet via en
passabel ferskvandsforbindelse, far det kan teenkes, at arten forekommer det
pageeldende sted. Den kan ogsa spredes ved menneskets indvirkning. Selve
pavisningen foregar ved elektrofiskning. Udbredelsen afrapporteres for 10 x
10 UTM-kvadrater hvor den forekommer, er forsvundet fra eller indvandret
til (Wiberg-Larsen m.fl. 2013a).

Overvagning pa basis af eDNA

Sigsgaard m.fl. (2015) paviste forekomsten af dyndsmerling med eDNA. De
indsamlede vandprever til eDNA-analyser pa 10 lokaliteter dels i Sglsted
Mose, DK, hvor arten er til stede, og dels pa historiske lokaliteter, hvor arten
har veeret til stede i begyndelsen af det tyvende arhundrede. | alt blev der
indsamlet vandprgver fra 54 stationer deekkende de 10 lokaliteter. Pavisnin-
gen af arten blev foretaget med qPCR-opformering og artsspecifikke CytB-
primere. Arten blev pavist pa fem stationer, hvoraf den ene 1& i vidomradet
Magisterkogen, hvor arten ikke er observeret siden 1995. Den konventionelle
overvagningsmetode foretaget nogle ar fer eDNA-studiet paviste kun dynd-
smerling i Sglsted Mose, hvor eDNA-metoden ogsa havde detekteret arten.
eDNA-metoden havde her en hgjere detektionssandsynlighed sammenlignet
med den konventionelle metode, hvilket ogsa er vist for andre fiskearter (De-
jean m.fl. 2012, Jerde m.fl. 2011). Sigsgaard m.fl. (2015) estimerede ogsa ar-
bejdstidsforbruget for begge metoder udfgrt som beskrevet i studiet fra 2015.
For den konventionelle metode blev den estimeret til ~8100 USD (52.938
DKR), og for eDNA metoden (felt- og laboratoriearbejde) blev den estimeret
til ~2750 USD (17.973 DKR). Hertil skal der leegges driftsudgifter til forbrug
af reagenser m.m. pa ~1500 USD (9.803 DKR). Andre studier har ligeledes pa-
vist, at eDNA-metoden med den hgjere detektionssandsynlighed er mindre
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omkostningstung sammenlignet med elektrofiskning (Biggs m.fl. 2015, Lugg
m.fl. 2018). Pa denne baggrund foreslar Sigsgaard m.fl. (2015), at eDNA-me-
toden kan benyttes som et screeningsveerktgj til at udpege omrader, hvor den
konventionelle metode efterfalgende med stgrre sandsynlighed vil kunne pa-
vise artens fysiske tilstedeveerelse.

Undersggelsen blev udfert i 2015 og var baseret pa de state-of-the-art meto-
der, der var geeldende pa dette tidspunkt. Kontamineringsrisici blev fulgt
med blanke kontroller ved feltindsamlingen og i laboratoriet, men disse blev
ikke kvantificeret. Dette vil veere ngdvendigt i forbindelse med en evt. imple-
mentering i forbindelse med overvagningen. Her bgr usikkerhederne, der er
forbundet med metoden pa de forskellige niveauer (feltindsamling, DNA-
ekstraktion, antal negative kontroller i forbindelse med PCR-opsatning
m.m.), inkorporeres i den endelige modellering af forekomst og udbredelse
(Ficetola m.fl. 2016, Guillera-Arroita 2017, Guillera-Arroita m.fl. 2017, Brost
m.fl. 2018, Cristescu & Hebert 2018).

Sammenfatning

Det vurderes, at eDNA fra vandprgver indsamlet i bestemte omrader og be-
stemte steder i vandsgjlen kan benyttes som screeningsveerktgj for dyndsmer-
ling. Metoden skal verificeres yderligere med den konventionelle overvag-
ning fer implementering i overvagningsprogrammet. Den kan ikke erstatte
den konventionelle metode fuldstaendigt, da der med jeevne mellemrum bgr
foretages fiskning efter arten for at verificere dens forekomst (tabel 3 -
http://dce2.au.dk/pub/SR367 tabel3.pdf).

Pigsmerling, Cobitis taenia

Formal med overvagning

’Formalet med overvagningen er at indsamle data om artens samlede forekomst
(nationale udbredelse), herunder dens forekomst i de habitatomrader, hvor den
er en del af udpegningsgrundlaget” (Wiberg-Larsen & Johansson 2013b).

Overvdgningsmetode i NOVANA

Pigsmerling forekommer i vddomrader herunder sger og vandlgb og gerne i
omrader med blgd bund og tat vegetation (vandplanter) (Wiberg-Larsen &
Johansson 2013). Pigsmerling overvages ved registrering af @ndringer i ud-
bredelsesomradet fra kendte lokaliteter samt tilstadende potentielle lokalite-
ter. Populationsstarrelsen overvages ikke. Det antages, at arten kun kan spre-
des til potentielle lokaliteter, der er forbundet til en kendt lokalitet via en pas-
sabel ferskvandsforbindelse, ved menneskets indvirkning eller med fugle.
Derfor eftersgges arten i kendte omrader samt omrader, der er forbundet med
disse i overvagningen. Selve pavisningen foregar ved elektrofiskning. Udbre-
delsen afrapporteres i 10 x 10 UTM-kvadrater, hvor den forekommer, er for-
svundet fra eller indvandret til (Wiberg-Larsen & Johansson 2013b).

Overvagning pa basis af eDNA

Pigsmerling er som dyndsmerling en oplagt art, for hvilken eDNA-metoden
kunne benyttes til pavisning. Der er dog ikke fundet nogen dokumenterede
studier. Der eksisterer nogle enkelte studier af artens fylogeografiske udbre-
delse og sleegtskab baseret pa variation i CytB-genet, der er ca. 1150bp langt
(Culling & Céte 2005, Culling m.fl. 2006, Rahbari m.fl. 2017). Laboratorietek-
nisk vil det sandsynligvis vaere muligt pd baggrund af disse CytB-sekvenser
at udvikle primere, der opformerer en kortere sekvens, der kan benyttes til en



artsspecifik pavisning med eDNA- og qPCR-metoden. Dernaest skal der ud-
vikles et indsamlingsdesign, der afspejler omraderne, hvor arten forekommer,
og i neertliggende omrader, hvor den forventes at forekomme. Metoden ville
som for dyndsmerling kunne benyttes som et screeningsveerktgj til at af-
graense omrader, hvor den konventionelle metode med elektrofiskning kunne
forega. Som for de andre bilagsarter skal usikkerhederne ved eDNA-metoden
inkorporeres pa alle niveauer for til sidst at blive benyttet i en evt. modellering
af forekomsten.

Sammenfatning

Det vurderes, at eDNA fra vandprgver eller sedimentprgver indsamlet i omra-
der, hvor arten formodes at forekomme, kan benyttes som screeningsveerktgj
for pigsmerling. Metoden skal udvikles og verificeres. Den kan evt. benyttes
som screeningsveerktgj, hvorefter der kan elektrofiskes efter arten (tabel 3 -
http://dce2.au.dk/pub/SR367 tabel3.pdf).

Havlampret, Petromyzon marinus, flodlampret, Lampetra fluvi-
atilis, og beeklampret, Lampetra planeri

Formal med overvagning

”Formalet med overvagningen er at indsamle data om arternes samlede natio-
nale udbredelse i ferskvand (og evt. &ndringer i denne), herunder deres fore-
komst og status i de habitatomrader, hvor de er en del af udpegningsgrundla-
get. For de migrerende arter er der tale om kortleegning af deres muligheder for
reproduktion i ferskvand, mens de under deres liv i de marine omrader ikke
overvages specifikt. Denne tekniske anvisning er derfor specifikt rettet mod de
omrader, hvorfra arterne er kendt, men sigter ogsa delvist mod at afdaekke mu-
lige forekomster uden for den kendte udbredelse” (Wiberg-Larsen 2014).

Overvagningsmetode i NOVANA

De tre arters bevaringsstatus overvages ved at monitere deres forekomst og
ikke deres populationsstgrrelser. Hav- og flodlampret er begge migrerende ar-
ter, der gyder i ferskvand, hvorefter de migrerer til havet. Det betyder, at de
forekommer enten som larver eller som opgangsfisk, der skal gyde, i vandig-
bene. Havlampret kan registreres bade som larve og som gydende fisk, mens
flodlampretten kun registreres som gydende fisk, da det ikke er muligt at skelne
dens larver fra baeklamprettens larver. Beeklampretten migrerer ikke, og dens
larver findes aret rundt, mens voksne fisk kun forekommer i forbindelse med
gydning. Det er larverne fra baeeklampret, der moniteres ved ketsjefangst, selv
om de ikke kan skelnes fra flodlamprettens larver. Beklampret forekommer til
sammenligning med flodlampret i mindre vandlgb (Wiberg-Larsen 2014).

Overvagning pa basis af eDNA

Gustavson m.fl. (2015) har udviklet en artsspecifik qPCR-metode til at pavise
havlampret og grred (Salmo trutta) i vandlgb. eDNA-metoden er baseret pa
variation i en sekvens i cytochrome oxidase 1 (COIl). De demonstrerede ved
hjeelp af vandpraver fra vandlgb med kendt forekomst af arterne samt vand-
lgb, hvor arterne ikke forekom, at det var muligt at pavise arterne, og bekreef-
tede forekomsten med en konventionel metode: snorkling. Urdaci m.fl. (2014)
har udviklet en metode indebaerende indledningsvist PCR-opformering af en
CytB-sekvens fra veev, hvorpa produktet efterfalgende blev skaret med et re-
striktionsenzym, der gav to band med forskellig basepar-lzengde, afhangigt
af om det var havlampret eller lampret spp. Det var ikke muligt at skelne mel-
lem flod- og baeklampret med denne metode, der var baseret pa indfangning
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af lampretterne og dermed ikke eDNA. Til eDNA-pavisning benyttes sad-
vanligvis meget kortere sekvenser pa ca. 70-300 basepar, hvilket reducerer
den taksonomiske oplgsning. Flod- og baeklamprettens fylogenetiske slaegt-
skab, der er baseret pa bade mitokondriesekvenser og markarer i kerneDNA,
har vist, at det er meget vanskeligt at finde artsspecifikke genetiske forskelle
(Schreiber & Engelhorn 1998, Docker m.fl. 1999, Espanhol m.fl. 2007, Blank
m.fl. 2008, Pereira m.fl. 2011, Hume 2013). Dette kan tyde pa, at flod- og baek-
lampret maske burde defineres som gkotyper frem for arter (Zancolli m.fl.
2018). Zancolli m.fl. (2018) downloadede og analyserede alle mtDNA- og ker-
neDNA-sekvenser for flod- og baeeklampret i GenBank-databasen for at iden-
tificere en sekvens/region, der genetisk adskilte de to arter, men uden held.
Rougemont m.fl. (2017) har i et genomisk studie pavist, at de to arter har veeret
adskilt geografisk i historisk tid. Det observerede genflow mellem arterne er
etableret for nylig gennem sekundar kontakt, og derfor er der kun meget fa
genetiske forskelle mellem de to gkotyper (Rougemont m.fl. 2017). De paviste
40 variable steder pa genomet, der kunne identificere henholdsvis flodlamp-
ret og baeklampret. Disse data er endnu ikke tilgeengelige, og yderligere er der
endnu ikke et eDNA-studie, der har benyttet SNP’s (single nucleotide poly-
morfi) kerneDNA til at pavise arter. Dette skal undersgges og udvikles, sa-
fremt metoden skal benyttes. Normalt benytter eDNA-undersggelser markg-
rer, der sidder i mitokondrierne til at pavise arter, da der findes mange flere
mitokondrier/kerne i en celle, der normalt kun har én kerne. Zancolli m.fl.
(2018) foreslar som alternativ en gPCR-baseret metode med et primer-set, der
paviser flod- og baeeklampret samtidigt, og som bgr sammentaenkes med Gu-
stavson m.fl.’s (2015) metode til pavisning af havlampret. Selve udviklingen
og brugen af eDNA-metoden bgr forega efter samme beskrivelser og forbe-
hold som beskrevet for fx odderen.

Sammenfatning

Det vurderes, at eDNA fra vandprgver kan benyttes til at skelne havlampret
fra flod- og baeklampret. Metoden skal udvikles og verificeres. Muligvis kan
SNP-markgarer benyttes til at skelne mellem flod- og baeklampret, men meto-
den er under udvikling og skal senere verificeres (tabel 3 -
http://dce2.au.dk/pub/SR367 tabel3.pdf).

4.4 Dagsommerfugle og guldsmede

Hedepletvinge, Euphydryas aurinia

Formal med overvagning

”Formalet med denne tekniske anvisning er at angive en standardiseret og
reproducerbar metode til at gennemfgre overvagning og indsamle data om
artens forekomst og udbredelse” (Sggaard m.fl. 2019).

Overvdgningsmetode i NOVANA

”Qvervagningen baserer sig pa en totaloptzlling af larvespind i tilknytning
til veertsplanten, djeevelsbid. Denne parameter indikerer samtidigt, at arten
yngler pa stedet” (Sggaard m.fl. 2019). Arten lever i overgangszonen mellem
fugtige og terre arealer pa fx fugtige heder, tarvemoser, ikke-gadskede enge,
dvs. pa magre jorde, hvor veertsplanten djevelsbid, Succisa pratensis, vokser.
Her kleekkes den voksne sommerfugl i maj-juni. De flyver ~3 uger, hvorefter
de leegger &g pa undersiden af djeevelsbidbladene, og larverne klekkes ~2-3
uger senere. Larverne danner spind pa veertsplantens blade, som de ader,
hvorefter de flytter til naste blad. Omkring august-september danner de et
spind nede i bunden af vegetationen, hvor de overvintrer (Sggaard m.fl. 2019).



Overvagning pa basis af eDNA

Hedepletvinges levevis ger, at den afsaetter meget lidt DNA i fx jord og vand.
Eventuelt afsat DNA forventes at veere meget lokalt, dvs. teet pa veertsplanten.
Skulle man forsgge at pavise arten med eDNA, kunne det veere fra veertsplan-
ten, jord eller vand indsamlet meget lokalt og efter et omhyggeligt tilrettelagt
indsamlingsdesign. Joyce & Pullin (2001) benyttede blandt andet variationen i
CytB-genet (cytochrom B) til analyse af populationsstruktur, og Korb m.fl.
(2016) benyttede COI-primere til at identificere populationer af arten. Zimmer-
mann m.fl. (2000) benyttede bade COI- (600bp), ND1- (NADH dehydrogenase,
subunit 1, 490bp) og 16s RNA- (478-483bp) gensekvenser i mitokondriet til en
fylogenetisk analyse af Euphydryas-arter. Dette vil sige, at bade CytB-primerne,
COl-primerne og ND1-primere eller 16S rRNA-primere kan benyttes til at op-
formere sekvenser af disse gener i mitokondriet til artsbestemmelse. Det er for-
modentlig ngdvendigt med en modifikation af primerne, sa det bliver kortere
DNA-fragmenter, der opformeres, da eDNA er nedbrudt i fragmenter af korte
sekvenser. Samtidig skal der benyttes en mere sensitiv metode, gPCR, til at pa-
vise eDNA-fragmenter, da disse findes i meget lave koncentrationer. Der er ud-
viklet artsspecifikke microsatellitmarkarer, der kan benyttes til individbestem-
melse/DNA-profiler (Sigaard m.fl. 2008, Smee m.fl. 2013). Disse forventes van-
skelige at benytte i forbindelse med eDNA fra jord. Der er ikke fundet doku-
mentation for brugen af eDNA til hverken bestemmelse af forekomst eller
DNA-profiler. Metoden bgr udvikles og verificeres i felten, og usikkerhedsesti-
mater skal inkluderes som beskrevet for andre bilagsarter. S&fremt metoden
kan fungere, vil den kunne benyttes i et bredere tidsinterval sammenlignet med
den beskrevne konventionelle metode.

Sammenfatning

Det vurderes vanskeligt at benytte eDNA til pavisning af hedepletvinge i
overvagningen grundet dens levevis. Mediet skulle vaere jord eller planter
indsamlet i udvalgte omrader. Metoden vil kraeve udvikling af bade indsam-
lingsdesign og primere samt verifikation (tabel 3 -
http://dce2.au.dk/pub/SR367 tabel3.pdf).

Sortplettet blafugl, Maculinea arion

Formal med overvagning

“Den ekstensive overvagning er overvagning af artens udbredelse, og det re-
gistreres derfor primaert, om arten er til stede eller ej pa lokaliteten, men i dette
tilfelde ogsa om arten yngler pa lokaliteten og/eller om der er ynglemulig-
heder til stede i form af vaertsmyrer og -planter.” (Sggaard & Helsing 2017)

Overvagningsmetode i NOVANA

I Danmark forekommer sortplettet blafugl kun pa Mgn. Arten eftersgges i fly-
vetiden. Her registreres flyvende individer, hvor egleeggende hunner, larver
samt hanner, der tiltreekkes af alt blat, registreres. Hunnerne leegger &g pa
veertsplanterne timian (Thymus sp.) og merian (Origanum vulgare). Larverne
fouragerer pa blomsterne, og pa et tidspunkt efter ca. 2-3 uger falder de til
jorden, hvor de bliver indsamlet af hedestikmyre (Myrmica sabuleti), der trans-
porterer larverne til myreboet. Her parasiterer de pa myrelarverne til det fgl-
gende forar, hvor de forpuppes og kleekkes som sommerfugle sidst i juni til
farsti juli (Segaard & Helsing 2017).
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Overvagning pa basis af eDNA

Artens levevis ggr det vanskeligt at eftersgge den med eDNA. Mediet, hvorfra
den evt. skulle eftersgges, kunne veere jord eller veertsplanterne timian og me-
rian. Jordprgver skulle udtages teet omkring vertsplanterne efter et omhyg-
geligt tilrettelagt indsamlingsdesign. Der forefindes COIl-primere (~1420bp,
Ugelvig m.fl. 2011), der kan benyttes til artsbestemmelse efter videreudvik-
ling af en gPCR-metode og et kortere, men stadig informativt DNA-fragment,
der kan bestemme arten. Der er flere populationsgenetiske undersggelser af
arten, der fx fokuserer pa den genetiske diversitet eller spredning og genflow
mellem populationer, hvor der er benyttet artsspecifikke microsatellitmarkg-
rer til individbestemmelse/DNA-profiler (Ugelvig m.fl. 2011, Ugelvig m.fl.
2012). Disse markgrer vil formodentlig veaere vanskelige at opformere i eDNA
fra jordpraver. Der er ikke fundet dokumentation for brugen af eDNA til
hverken bestemmelse af artens tilstedeverelse eller af dens DNA-profiler. Far
brugen af eDNA til dokumentation af forekomst bgr metoden udvikles og ve-
rificeres i felten. eDNA-metoden kan benyttes i et leengere tidsinterval end
den nuvearende konventionelle metode, der skal udfares pa et bestemt tids-
punkt af aret. Der er tilknyttet de samme krav til eDNA-metoden og den ef-
terfglgende modellering samt inkludering af usikkerhedsestimater p4 alle ni-
veauer som for de andre beskrevne bilagsarter.

Sammenfatning

Det vurderes vanskeligt at benytte eDNA til pavisning af sortplettet blafugl i
overvagningen grundet dens levevis. Mediet skulle vaere jord eller plantema-
teriale indsamlet i udvalgte omrader. Metoden vil kraeve udvikling bade af
indsamlingsdesign samt primere og verifikation

(tabel 3 - http://dce2.au.dk/pub/SR367 tabel3.pdf).

Natlyssveermer, Proserpinus proserpina

Formal med overvagning

”Formalet med overvagningen af natlyssveermer er at indsamle data om artens
forekomst og udbredelse i Danmark. Da den ekstensive overvagning fokuserer
pa artens udbredelse, registreres det derfor primaert, om arten er til stede eller
ej pa lokaliteten. Desuden omfatter overvagningen ogsa registrering af rele-
vante baggrundsoplysninger i det omgivende miljg” (Therkildsen m.fl. 2017).

Overvdgningsmetode i NOVANA

Natlyssvaermer er endnu kun pavist pa terre biotoper sdsom sandede brak-
marker og udyrkede sandede arealer og ruderater i Danmark, men kan findes
pa en lang raekke andre biotoper som skovrydninger, skovrande samt langs
vandlgb og lysdbne lerholdige naeringsrige arealer. Dens foretrukne veerts-
planter er gederams og dueurt, mere sjeeldent natlys. Den overvages ved lys-
lokning, eftersggning af individer pa vartsplanterne og af larver ved visuelt
check samt ved nedbankning af veaertsplanterne (Therkildsen m.fl. 2017).

Overvagning pa basis af eDNA

Natlyssvaermer afseetter meget lidt DNA grundet dens levevis. Som for sort-
plettet blafugl kan den evt. eftersages med eDNA fra jordpraver eller veerts-
plante efter et omhyggeligt tilrettelagt indsamlingsdesign. Jordprgverne kan
evt. udtages i omrader med kendt udbredelse omkring de forventede veerts-
planter samt naerliggende omrader, hvor arten kan forventes at forekomme.
Der forefindes COIl-primere fra et DNA barcoding-studie samt et fylogenetisk
studie af arten (~500-658 bp, Hausmann m.fl. 2011, Mutanen m.fl. 2016). Disse



primere kan benyttes til artsbestemmelse efter videreudvikling af en gPCR-
metode med et kortere DNA-fragment end det ~500-658 bp lange fragment.

Arten blev observeret fgrste gang i Danmark i 2015 pa Lolland og Falster
(Therkildsen m.fl. 2017), og spgrgsmalet er, om den har veeret til stede i DK
far 2015 og blot er overset, eller om den er en ny art i DK. Er det sidste tilfael-
det, vil det veere interessant at undersgge, hvorfra arten er indvandret. Dette
vil veere muligt med populationsgenetiske analyser, hvor der er indhentet
praver fra formodede basispopulationer.

Der er ikke fundet dokumenteret brug af eDNA til overvagning af arten og
far en evt. artsspecifik pavisning af arten med eDNA, skal metoderne udvik-
les og verificeres i felten. Som for de andre bilagsarter er der tilsvarende krav
til eDNA-metoden og den efterfglgende modellering, dvs. usikkerhedsesti-
mater skal inkorporeres pa alle niveauer.

Sammenfatning

Det vurderes vanskeligt at benytte eDNA til pdvisning af natlyssvaermer i
overvagningen grundet dens levevis. Mediet skulle veaere jord indsamlet i ud-
valgte omrader. Metoden vil kraeve udvikling bade af indsamlingsdesign
samt primere og verifikation

(tabel 3 http://dce2.au.dk/pub/SR367 tabel3.pdf).

Gron kelleguldsmed, Ophiogomphus cecilia

Formal med overvagning

Overvégningen af grgn kglleguldsmed er en “ekstensiv overvagning .af ar-
tens udbredelse, og det registreres derfor primaert, om arten er til stede eller
ej pa lokaliteten, suppleret med hvor mange individer der eventuelt registre-
res ved eftersggningen af arten” (Sggaard 2017).

Overvdgningsmetode i NOVANA

Det er en art, der yngler i hurtigt stremmende og iltrige, rene vandlgb, hvor
den hovedsagelig forekommer i de nedre dele af a-systemerne (Sggaard 2017).
Larverne lever nedgravet i bunden af vandlgbet, mens de voksne befinder sig
teet p& vandlgbet (Sggaard 2017). Den registreres ved eftersagning/visuel
observation af voksne individer i flyvetiden suppleret med eventuelle fund af
exuvier (afskudte larvehude) som dokumentation for yngleforekomst. Det re-
gistreres, hvilke 10x10 UTM-kvadrater der er positive for arten, hvilke den er
forsvundet fra, og hvilke den er indvandret til” (Sggaard 2017).

Overvagning pa basis af eDNA

Grundet artens levevis, dels at voksne individer opholder sig ved vandlgbene,
dels at larverne er nedgravet i sedimentet, kan det forventes, at arten kan pa-
vises i eDNA indsamlet via vandprgver eller sedimentprgver. Det har dog
ikke veeret muligt at finde rapporter eller artikler, der har udviklet en eDNA-
metode til at pavise arten. Primere til opformering af COI-, 12 S rRNA- og 16S
rRNA-gener er publiceret i en fylogenetisk artikel (Ware m.fl. 2017). En af-
prevning af disse primere og en efterfalgende videreudvikling af metoden i
laboratoriet samt afprgvning i felten ville afgere, om det er muligt at pavise
arten med eDNA. Er forsggene succesfulde, er det nzeste skridt at afprgve me-
todens begraensninger som for alle andre arter, fulgt af modellering af usik-
kerheder m.m. pd alle niveauer for at inkludere disse i modelleringen af fore-
komst som beskrevet for odder og andre arter.
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Sammenfatning

Det vurderes, at eDNA fra vandprgver eller sedimentprgver indsamlet i ud-
valgte omrader maske kan benyttes som screeningsvarktgj. Metoden kraever
dog udvikling af bade indsamlingsdesign og primere samt verifikation

(tabel 3 - http://dce2.au.dk/pub/SR367 tabel3.pdf).

Gron mosaikguldsmed, Aeshna viridis

Formal med overvagning

Overvagningen af gren mosaikguldsmed er en “ekstensiv overvagning der
fokuserer pa artens udbredelse, og det registreres derfor primaert, om arten er
til stede eller ej pa lokaliteten, suppleret med hvor mange individer der even-
tuelt registreres ved eftersggningen” (Therkildsen 2018).

Overvdgningsmetode i NOVANA

Grgn mosaikguldsmed yngler i vandhuller, sger, damme, moser og kanaler
med forekomst af planten krebseklo (Stratiotes aloides), der benyttes til aglaeg-
ning. Der er dog ikke en stringent symbiose mellem grgn mosaikguldsmed og
krebseklo (Mogens Holmen pers. medd., Therkildsen 2018). Den registreres
ved “eftersggning/visuel observation af voksne individer i flyvetiden supple-
ret med eventuelle fund af exuvier (afskudte larvehuder) som dokumentation
for yngleforekomst” (Therkildsen 2018). Det registreres, hvilke 10x10 UTM-
kvadrater, der er positive for arten, hvilke den er forsvundet fra, og hvilke
den er indvandret til (Therkildsen 2018).

Overvdgning pd basis af eDNA

Da gren mosaikguldsmed er tilknyttet vand og fortrinsvis leegger &g pa kreb-
seklo i vandet, og da larverne forefindes i vandet efter klaekning, kan det for-
ventes, at arten kan pavises i eDNA indsamlet via vandpraver, evt. udtaget
mellem forekomst af krebseklo. Der er publiceret primere til opformering af
COI (Folmer m.fl. 1994) og rDNA (18S, ITS1,2, Dumont m.fl. 2007) i et fyloge-
netisk studie af Aeshnidae (Schneider m.fl. 2015). En videreudvikling af pri-
merne i laboratoriet og afprgvning i felten ville afggre, om det er muligt at
pavise arten med eDNA baseret pa disse markgrer. Herder m.fl. (2014) har
pavist arten i et pilotprojekt med eDNA fra vandprever, dog er selve pri-
merne, der blev benyttet, ikke naevnt. | pilotprojektet viste eDNA metoden en
detektionssandsynlighed pa 78 % (N=9), hvilket blev baseret pa antallet af
vandhuller, hvor forekomsten af arten var kendt i forhold til antallet af vand-
huller, hvor eDNA-metoden paviste den (Herder m.fl. 2014). Der var ikke in-
kluderet usikkerheder i forbindelse med eDNA-metoden. Forudsat oven-
navnte forsgg er succesfulde, vil det naste skridt veere at afprgve metodens
begraensninger som for alle andre arter, fulgt af modellering af usikkerheder
m.m. pa alle niveauer.

Sammenfatning

Det vurderes, at eDNA fra vandprgver indsamlet i udvalgte omrader maske
kan benyttes som screeningsveerktgj. Metoden kraever dog udvikling bade af
indsamlingsdesign og primere samt verifikation

(tabel 3 - http://dce2.au.dk/pub/SR367 tabel3.pdf).




Stor keerguldsmed, Leucorrhinia pectoralis

Formal med overvagning

”Den ekstensive overvagning er overvagning af artens udbredelse, og det re-
gistreres derfor primeert, om arten er til stede eller ej pa lokaliteten suppleret
med, hvor mange individer der eventuelt registreres ved eftersggningen af
arten” (Sggaard & Holmen 2017b).

Overvagningsmetode i NOVANA

Stor keerguldsmed er tilknyttet moser og sma vandhuller, der er omgivet af
haengesaxk, hvilket besvarliggar selve overvagningen af arten. Som for grgn
kalleguldsmed eftersgges exuvier fra larverne, der lever i vandet, mens
voksne individer observeres visuelt. Arten forventes at befinde sig i neerheden
af mosen fra omkring midt i juni og frem. Det registreres, hvilke 10x10 UTM-
kvadrater der er positive for arten, hvilke den er forsvundet fra, og hvilke den
er indvandret til (Segaard & Holmen 2017b).

Overvdgning pd basis af eDNA

Thomsen m.fl. (2012) paviste arten i eDNA fra ni ud af 11 vandhuller/moser
med en artsspecifik gPCR-analyse, hvor en sekvens af COl i mitokondriet blev
opformeret. De komplementerede eDNA-metoden med den konventionelle
metode beskrevet i den tekniske anvisning for at verificere anvendeligheden
af eDNA.

Det vurderes, at den artsspecifikke pavisning med gPCR vil kunne benyttes
som overvagningsmetode, men den konventionelle metode i det beskrevne
studie fandt flere positive vandhuller/moser sammenlignet med eDNA-me-
toden. Metoden er ikke dokumenteret anvendt som overvagningsmetode i
andre EU-lande. | tilfeelde af at eDNA metoden indfgres, bgr den eksisterende
laboratoriemetode udvides med monitering af usikkerheden i forbindelse
med kontamineringsrisici pa alle niveauer, og disse usikkerhedsestimater bgr
inkluderes i modelleringen af artens forekomst som beskrevet for flere af de
andre bilagsarter.

Sammenfatning

Det vurderes, at eDNA fra vandprgver indsamlet i udvalgte omrader kan be-
nyttes som screeningsveerktgj. Metoden krzever yderligere verifikation fgr im-
plementering i overvagningsprogrammet

(tabel 3 - http://dce2.au.dk/pub/SR367 tabel3.pdf).

4.5 Biller og mosskorpioner

Eremit, Osmoderma eremita, og Stellas mosskorpion, Anthre-
nochernes stellae

Formal med overvagning

”For begge arter geelder det, at overvagningen er ekstensiv, dvs. der registre-
res e&ndringer i deres udbredelse ved at monitere, hvor mange 10 x 10 UTM-
kvadrater de forekommer i, forsvinder fra og indvandrer til” (Sggaard m.fl.
2015a, Sggaard m.fl. 2015b).

Overvagningsmetode i NOVANA

Eremit og Stellas mosskorpion bliver eftersggt i hulheder med treesmuld i
treeer, stormfaldne treeer samt nedfaldne grene pa kendte og potentielle loka-
liteter (Sggaard m.fl. 2015a, Sggaard m.fl. 2015b).
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Overvagning pa basis af eDNA

Da begge arter lever i treesmuld i hulheder i traeer, der evt. kan findes pa jor-
den under hulningerne, kunne eDNA fra arterne maske findes i dette trees-
muld. Der er dog ikke fundet dokumentation for, at dette er muligt, eller at
eDNA-metoden er forsggt benyttet sammen med den konventionelle metode
med henblik pa verifikation. Der eksisterer primere, der opformerer en ~1550
bp lang skevens af COI (cytochrom oxidase I, Audisio m.fl. 2009), der kan be-
nyttes til at artsbestemme eremit. Hendrich m.fl. (2015) benyttede andre COI-
primere (CLepFolF, CLepFolR) til at opformere en ~300-500 bp lang sekvens
til at artsbestemme eremit. Disse primere skal formodentlig udvikles, sa et
mindre DNA-fragment bliver opformeret, for at gge sandsynligheden for at
pavise eremit fra smuldet.

Om disse primere ogsa ville opformere DNA fra Stellas mosskorpion er uvist,
da der sé vidt vides ikke er foretaget DNA-undersggelser af denne art. Der er
ikke observeret sekvenser i NCBI-gendatabasen GenBank. Stellas mosskor-
pion tilhgrer chernetidae-familien, hvor der er foretaget enkelte fylogenetiske
DNA-studier (eller barcoding) af nartbeslaegtede arter (Ohira m.fl. 2018) ba-
seret pa opformering med generelle COl-primere (Folmer m.fl. 1994). Disse
primere ville formodentlig ogsa kunne benyttes til artsbestemmelse af Stellas
mosskorpion. Andre mere generelle insekt-COIl-primere, der opformerer
~200bp af COI-genet (Zeale m.fl. 2011) til eDNA metabarcoding-studier af in-
sektfaunaen kunne eventuelt ogsa bruges.

Laboratorieteknisk vil det veere muligt at udvikle et primersystem, der kan
benyttes til at pavise forekomsten af begge arter ved hjelp af eDNA fra trees-
muld, hvilket kraever en videreudvikling og verifikation af primersystemet/-
systemerne. Dertil kommer usikkerhedsestimaterne, der skal inkluderes pa
de forskellige trin og til sidst i modelleringen af forekomst og udbredelse, som
det er beskrevet tidligere.

Sammenfatning

Det vurderes vanskeligt, men ikke umuligt at benytte eDNA fra treesmuld
som muligt screeningsveerktgj til at pavise forekomsten af eremit og Stellas
mosskorpion. Metoden kraever udvikling af primere til eremit og isaer Stellas
mosskorpion, og dernast skal metoden verificeres

(tabel 3 - http://dce2.au.dk/pub/SR367 tabel3.pdf).

Vandkalve: lys skivevandkalv, Graphoderus bilineatus og bred
vandkalv, Dytiscus latissimus

Formal med overvagning

”Formalet med denne tekniske anvisning er at angive en standardiseret og re-
producerbar metode til at gennemfare overvagning og indsamle data om arter-
nes forekomst og udbredelse. Denne tekniske anvisning omfatter overvagning
af danske vandkalve omfattet af habitatdirektivets bilag Il og IV. Der er tale om
to arter: lys skivevandkalv (Graphoderus bilineatus) (bilag Il og 1V) og bred vand-
kalv (Dytiscus latissimus) (bilag Il og IV)” (Sggaard & Holmen 2017a).

Overvdgningsmetode i NOVANA

Overvagningen er ekstensiv, dvs. forekomsten af arterne registreres, og dette
skal forega pa lokaliteter, hvor forekomsten er kendt fra tidligere overvagnin-
ger, samt pa andre nye lokaliteter, hvor de kan formodes at forekomme. Disse
lokaliteter er omrader med sger, der vurderes at veere egnede levesteder for
arterne, og hvor en af arterne er blevet pavist efter 1998. Det registreres, hvilke



10x10 UTM-kvadrater, der er positive for arterne, hvilke de er forsvundet fra,
og hvilke de er indvandret til. Den mest effektive malrettede metode til pavis-
ningen er rusefangst og ketsjefangst i henholdsvis maj og september (Sggaard
& Holmen 2017a).

Overvagning pa basis af eDNA

Amphi-Consult (2016) har kortlagt forekomsten af bl.a. lys skivevandkalv ved
hjeelp af eDNA indsamlet med vandprgver i 29 udvalgte tgrvegrave og sam-
menlignet resultatet med den konventionelle overvagning, der blev foretaget
samtidigt. Som positiv kontrol blev der benyttet en balje med et kendt antal
lys skivevandkalve. Ved hjalp af artsspecifikke primere, der opformer en se-
kvens pa COIl-genet (cytochrome oxidase I, GrabilCO1), der blev udviklet til
formalet, men som ikke er offentligt tilgeengelig, var det muligt med gPCR at
pavise forekomst af lys skivevandkalv i fire af de 29 tgrvegrave. Der blev ob-
serveret et svagt signal i yderligere to, som blev betragtet som ”maske posi-
tiv”, dvs. en tvivisom forekomst. Det var ikke muligt at give estimater for po-
pulationsteetheder med metoden. Den konventionelle metode paviste fore-
komst i tre af de 29 tervegrave, hvoraf der var et overlap med den ene 'maske
positiv’-pavisning fra eDNA-analyserne i den ene tarvegrav. | den anden tar-
vegrav med positiv forekomst ifglge den konventionelle metode, blev arten
ikke pavist med eDNA. | den tredje tgrvegrav, hvor den blev pavist med den
konventionelle metode, blev arten ikke pavist med eDNA i tre vandhuller,
der var naboer til vandhullet. Arten er vanskelig at registrere med den kon-
ventionelle metode ogsd, hvilket kan veere arsag til det manglende overlap
mellem de to metoder.

Grundet utilstreekkelig information i rapporten er det ikke muligt at vurdere
resultaterne af eDNA-analyserne. Dette skyldes manglende definition/krite-
rier for, hvornar et vandhul var hhv. positivt, maske positivt eller negativt,
samt manglende information om, hvor mange af de tre tekniske replikater,
der blev anvendt i gPCR-analyserne, skulle vare positive, for at vandhullet
blev betragtet som positivt.

For bred vandkalv findes flere COI-primere (Serjeant 2013, Bilton & Ribera
2017), men der er endnu ikke publiceret rapporter eller artikler, der dokumen-
terer, at det er muligt at pavise forekomst af arten med eDNA. Koese m.fl.
(2013) rapporterer, at de er i gang med at udvikle et artsspecifikt gPCR-system
baseret pa opformeringen af COl-fragmenter, der kan detektere bred vand-
kalv med eDNA, men primerne er ikke offentlige tilgaengelige.

Pa baggrund af ovenstaende rapporter og publikationer vil det efter en vide-
reudvikling sandsynligvis veere muligt at benytte eDNA til monitering af fo-
rekomst af begge arter under forudsaetning af, at usikkerheder, der er forbun-
den med brugen af eDNA, modelleres. Dernzst bgr usikkerhedsestimaterne
for de forskellige trin inkluderes i modelleringen af selve forekomsten og ud-
bredelsen, som er udviklet og beskrevet af Ficetola m.fl. (2016), Guillera-Ar-
roita (2017), Guillera-Arroita m.fl. (2017) og Brost m.fl. (2018).

Sammenfatning

Det vurderes, at eDNA fra vandprever indsamlet i bestemte omrader og be-
stemte steder i vandsgjlen kan benyttes som screeningsverktgj for bred vand-
kalv og lys skivevandkalv. Metoden skal udvikles og optimeres samt verifi-
ceres fgr implementering i overvagningsprogrammet

(tabel 3 - http://dce2.au.dk/pub/SR367 tabel3.pdf).

39



40

4.6 Snegle og muslinger

Kildevceldsvindelsneql, Vertigo geyeri, sumpvindelsnegl, Ver-
tigo moulinsiana, og skeev vindelsnegl, Vertigo angustior

Formal med overvagning

”Formalet med overvagningen er at indsamle data, der kan danne grundlag
for en vurdering af arternes bevaringsstatus i henhold til habitatdirektivet.
Dette indebaerer en i farste omgang ekstensiv overvagning af artens fore-
komst og udbredelse” (Sggaard 2012).

Overvdgningsmetode i NOVANA

Den tekniske anvisning omfatter overvagning af danske vindelsnegle omfat-
tet af habitatdirektivets bilag Il. Der er tale om tre arter: kildeveeldsvindel-
snegl, Vertigo geyeri, sumpvindelsnegl, Vertigo moulinsiana, og skaev vindel-
snegl, Vertigo angustior. Ud fra kendte lokaliteter registreres, hvilke 10x10
UTM-kvadrater der er positive for arterne, hvilke de er forsvundet fra, og
hvilke de er indvandret til. Selve overvagningen foregar fra april til september
og udfgres ved at eftersgge arterne direkte i de habitater, hvor de forventes at
veere til stede, dvs. i omrader med kalkrig bund under sten og pa plantedele,
hvor alle tre arter forekommer. Det er dog sumpvindelsnegl, der er lettest at
pavise pa denne made, hvorimod blade/planterester rystes over en bakke for
en efterfglgende artsbestemmelse af de to andre snegle. Antallet af de forskel-
lige arter indsamlet i 90 minutter opggres efterfalgende (Sggaard 2012).

Overvagning pa basis af eDNA

Som muligt medie til ekstraktion af eDNA fra de tre arter kunne der indsam-
les udvalgte tuer med stargraes samt blade neer jorden eller jordpraver pa ud-
valgte lokaliteter. Disse kan efterfglgende transporteres til laboratoriet, hvor
dyrene udrystes og homogeniseres, DNA ekstraheres, og dernzst vil DNA-
metabarcoding kunne benyttes til pavisning af arterne. Dermed er det DNA
fra vaev, der vil blive benyttet. Der er udviklet primere for Vertigo-arterne, der
opformerer en ca. 700bp lang sekvens af de to nuklezre gener ITS1 og ITS2,
samt primere, der opformerer en ca. 600-700 bp lang sekvens af dels cy-
tochrom B, dels 16sRNA-genet i mitokondriet. Disse primere kan benyttes til
at pavise de tre arter (Nekola m.fl. 2018). Metoden krzever udvikling mht. ind-
samlingsdesign, hvor der fx tages hensyn til forskellige miljgvariable som fug-
tighed og temperatur. Temperatur er vigtig, da det er vist, at bade skaev vin-
delsnegl og sumpvindelsnegl er mest aktive omkring en temperatur pa 11°C
(Ksiagzkiewicz-Parulska 2017). Ligeledes skal det undersgges, i hvilket medie
der er stgrst sandsynlighed for at pavise arterne, og hvor indsamlingen er
mindst invasiv. Laboratorieteknisk skal primerne videreudvikles for at opfor-
mere en kortere sekvens, der stadig kan differentiere mellem de tre arter, og
derudover skal metoden verificeres. Metoden vil kunne detektere arterne,
men sandsynligvis ikke kvantificere dem.

Safremt den beskrevne metode fungerer, vil det sandsynligvis vaere muligt at
benytte eDNA til monitering af forekomsten af de tre sneglearter. Dette er
stadig under forudsatning af, at usikkerheder, der er forbundet med brugen
af eDNA, bliver inkluderet i forbindelse med modelleringen og tolkningen af
resultaterne som beskrevet af Ficetola m.fl. (2016), Guillera-Arroita (2017),
Guillera-Arroita m.fl. (2017) og Brost m.fl. (2018).



Sammenfatning

Det vurderes vanskeligt, men ikke umuligt at benytte eDNA metabarcoding
som muligt screeningsveerktgj til at pavise forekomsten af de tre vindelsneg-
learter. Metoden kraever meget udvikling bade mht. til primere, hvilket medie
og hvilke miljgvariable der er optimale for indsamlingen, samt en verifikation
i felten (tabel 3 - http://dce2.au.dk/pub/SR367 tabel3.pdf).

Tykskallet malermusling, Unio crassus

Formal med overvagning

“Formalet med overvagningen er at indsamle data om artens samlede forekomst
(nationale udbredelse), herunder dens forekomst i de habitatomrader, hvor den
er en del af udpegningsgrundlaget. Data danner grundlag for en vurdering af
artens bevaringsstatus i henhold til habitatdirektivet” (Wiberg-Larsen 2015).

Overvdgningsmetode i NOVANA

Den tykskallede malermusling lever i vandlgb pa fa lokaliteter i Danmark. Da
den konventionelle overvagning af arten er intensiv, skal der vurderes, om der
sker @ndringer i udbredelsen af populationen samt populationsstarrelse og al-
derssammensatningen. Dette ggres ud fra kendte lokaliteter, hvor arten moni-
teres direkte ved brug af vandkikkert samt registrering af elritse, der er fungerer
som spredning af den tykskallede malermuslings larver (Wiberg-Larsen 2015).

Overvagning pa basis af eDNA

Tykskallet malermusling er umiddelbart en oplagt art at overvidge med
eDNA. Den er vandlevende og udskiller dermed DNA kontinuerligt. Der er
flere undersggelser, der har benyttet eDNA til pavisning af ferskvandsmus-
linger. Eksempelvis har Deiner & Altermatt (2014) undersggt, om eDNA fra
bl.a. Unio tumidus kunne péavises i vandpraver fra vandlgb, og hvor langt
eDNA kunne pavises nedstrgms fra kildepopulationen. De benyttede artsspe-
cifik pavisning og konventionel PCR i deres forsgg, dvs. de designede primere
fra COI- (cytochrom 1) genet fra mitokondriet, der specifikt ville opformere
DNA fra Unio tumidus i prgven. Resultatet viste, at det var muligt at pavise
DNA fra arten ca. 9.1 km fra kilden, og samtidig at det var sseesonafhaengigt,
hvornar eDNA’et kunne pavises. Det har dog ikke veaeret muligt at finde do-
kumentation for, at metoden er blevet benyttet til pavisning af den tykskal-
lede malermusling. Der er enkelte genetiske studier, hvor den tykskallede ma-
lermusling indgar, og disse har haft fokus pa det fylogenetiske sleegtskab mel-
lem ferskvandsmuslinger (Kallersjg m.fl. 2005). For selve arten har man mere
specifikt undersggt, hvilken betydning det meget specielle mitokondrielle
nedarvningsmgnster har for kgnsbestemmelsen, foretaget analyser af artens
fylogeografiske sammenhang (Mioduchowska m.fl. 2016) samt studeret den
evolutionare historie for de to forskellige kansspecifikke mitokondrier, der
findes i arten (Burzynski m.fl. 2017). | langt de fleste tilfeelde for vertebrater
nedarves mitokondriet maternelt, dvs. fra mor til afkom, og faderens mito-
kondrie nedarves ikke. Hos den tykskallede malermusling og andre unoider
foregér nedarvningen af mitokondriet fra begge forzldre — en nedarvnings-
model, der kaldes doubly uniparental model (DUI)” (Zourus 2013). Det be-
tyder, at der findes to genetisk forskellige mitokondrielinjer, en maternel (F-
linje) og en paternel linje (M-linje). Den maternelle linje nedarves fra mor til
alle afkom, dvs. den ”normale” nedarvningsmodel, mens den paternelle linje
udelukkende nedarves fra far til sgn. Det betyder, at hunner udelukkende har
F-linjen, som forekommer bade i det somatiske vaev og i gonaderne, mens
hanner har bade F- og M-linjen, hvor F-linjen forekommer i det somatiske
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vaev, og M-linjen hovedsagelig findes bade i det somatiske vaev og i gona-
derne (Zourus 2013, Mioduchowska m.fl. 2016). Eftersom de genetiske mar-
karer, der oftest benyttes til pavisning af arter med eDNA, sidder i mitokon-
driet, er viden om det specielle nedarvningsmgnster vigtig i forbindelse med
udviklingen af primere, der kan pavise tilstedeverelsen af den tykskallede
malermusling med eDNA. Ideelt burde der udvikles primere, der kunne pa-
vise bade F- og M-linjen eller sekvenser pa kerne-DNA’et, som kan adskille
unoiderne. En sddan markar kunne fx vere en sekvens i ITS rDNA- (riboso-
mal internal transcribed spacer region) regionen, hvor der er fundet genetiske
forskelle mellem flere unoider (Kéllersjg m.fl. 2005). Problemet her kan veere,
at koncentrationen af kerne-DNA er meget lav, forventeligt meget lavere end
koncentrationen af mitokondrie-DNA i en eDNA-vandprgve, da der findes
flere mitokondrier i en celle og kun én kerne. Derfor vil pavisningen baseret
pa disse markagrer i hgjere grad veere pavirket af stokastisitet og formodentlig
ligge meget teet pa greensen for, hvad gPCR-metoden kan detektere.

Pa denne baggrund vil brugen af eDNA til pavisning af tykskallet malermus-
ling i overvagningen skulle udvikles laboratorieteknisk samt verificeres. Med
hensyn til kvantificering af populationen ville dette eventuelt kunne gares rela-
tivt pa en meget grov skala, fx lav-middel-hgj, ud fra eDNA-analyseresultater
fra kendte populationer med tilgeengelige basisinformationer som populations-
starrelse. Dette vil dog yderligere kraeve forsgg med, hvorvidt qPCR- eller NGS
eDNA-metoden skal benyttes, samt en kalibrering med resultaterne fra de vel-
kendte populationer. eDNA-metoden kan ikke give information om aldersfor-
delingen af populationen som en sidste faktor til vurdering af artens bevarings-
status, som er beskrevet i den tekniske anvisning (Wiberg-Larsen 2015).

Nar de laboratorietekniske forsgg og verifikationer er udfart med succes, vil
der i en eventuel implementering af metoden i overvagningen ogsa skulle mo-
delleres usikkerheder pa feltniveau, i laboratoriet og i modelleringen af fore-
komst og udbredelse (Ficetola m.fl. 2016, Guillera-Arroita 2017, Guillera-Ar-
roita m.fl. 2017, Brost m.fl. 2018, Cristescu& Hebert 2018).

Sammenfatning

Det vurderes, at eDNA fra vandpraver indsamlet i bestemte omrader og pa
bestemte steder i vandsgjlen kan benyttes som screeningsverktgj for tykskal-
let malermusling. Metoden skal udvikles og optimeres samt verificeres far
implementering i overvagningsprogrammet. Den kan ikke erstatte den kon-
ventionelle metode fuldsteendigt, da der med jeevne mellemrum bgr foretages
fiskning efter arten for at verificere dens forekomst og populationens alders-
sammenseatning og veekstforhold samt rekruttering af nye muslinger

(tabel 3 - http://dce2.au.dk/pub/SR367 tabel3.pdf).

Flodperlemusling, Margaritifera margaritifera

Formal med overvagning

”Formalet med overvagningen er at indsamle data om artens samlede forekomst
(nationale udbredelse), herunder dens forekomst i de habitatomrader, hvor den
er en del af udpegningsgrundlaget. Data danner grundlag for en vurdering af
artens bevaringsstatus i henhold til habitatdirektivet” (Wiberg-Larsen 2012).

Overvdgningsmetode i NOVANA

Flodperlemusling er sjeelden i Danmark og lever i f& vandlgb. Overvagningen
af arten er koncentreret om disse lokaliteter og foretages ved en fysisk under-
sggelse af bunden med undervandsvideo, hvor arten forventes at forekomme.



Flodperlemuslingens bevaringsstatus vurderes ud fra eendringer i forekomst,
populationsstgrrelser samt alderssammensatning som hos den tykskallede
malermusling. Som minimum skal overvagningen angive forekomsten af ar-
ten i Danmark (Wiberg-Larsen 2012).

Overvagning pa basis af eDNA

Et par studier har pavist tilstedeverelsen af flodperlemusling med eDNA og
artsspecifikke primere samt qPCR-amplifikation (Andersen & Wiberg-Larsen
2017, Stoeckle m.fl. 2015). Stoeckle m.fl. (2015) benyttede en sekvens i 16S
rRNA-genet i mitokondriet til at pavise arten. De udviklede artsspecifikke
primere og benyttede en semi-nestet gPCR-metode til selve analysen. | denne
opformeredes farst en leengere 16S rRNA-gensekvens (~499 basepar), som
blev benaevnt den eksterne gPCR-opformering, hvor det var DNA fra vav,
der blev opformeret. Dernast blev den ene af disse to primere placeret len-
gere inde pa den sekvens, som den eksterne gPCR-metode opformerede. Der-
ved blev en kortere sekvens pa 132 bp opformeret, og denne blev benzvnt
den interne qPCR-metode, og den blev ogsa foretaget med DNA fra veaev. Den
sidste gqPCR-metode Stoeckle m.fl. (2015) benyttede, benaevnt den intern-ne-
stet gPCR-metode, blev foretaget med de samme primere, der opformerede
den ovenfor beskrevne 132 bp-sekvens; blot benyttede de her som template
selve det qPCR-produkt, der var resultatet af den fgrste opformering, i stedet
for DNA fra veev. Derved paviste de, at den interne PCR-metode, der opfor-
merede den korte sekvens pa 132 bp og DNA som template, var 100 gange sa
falsom som den eksterne qPCR-metode, der opformerede den lange sekvens
pa ~499bp. Den intern-nestede gPCR-metode, hvor de benyttede qPCR-pro-
duktet fra den interne gPCR-metode i stedet for DNA som template, var
10.000 gange mere fglsom end den eksterne gPCR- og 100 gange mere fglsom
end den interne gPCR-metode.

Vandprgverne til eDNA-ekstraktionen blev indsamlet op- og nedstrams (25m,
500m og 1000m) fra populationer med kendte taetheder fra 100 til 20.000 indivi-
der. Analyserne viste, at den eksterne qPCR-metode kunne pavise arten i 16,7
% af PCR-replikaterne, i eDNA-prgver indsamlet i vandlgb med store popula-
tioner (~17.000). Den interne-nestede meget fglsomme gPCR-metode (hvor
gPCR-produktet fra den fgrste opformering af selve eDNA’et fra praverne blev
benyttet som template) kunne pavise 44 % positive gPCR-replikater i vandlgbet
med en stgrrelse p& > 2000 individer. | vandlgbet med en populationsstarrelse
<= 1000 individer blev der pavist 16,7 % positive gPCR-replikater, og endelig
blev der pavist 7,4 % positive gPCR-replikater i et vandlgb, hvor arten skulle
vere uddgd. Der blev ikke observeret kontaminering i nogen af analyserne, der
blev moniteret bade ved ekstraktion af eDNA og med negative gPCR-kontroller
under gPCR-opsatningen, dvs. hvor der ikke blev tilsat DNA eller gPCR-pro-
dukt. Det var ikke muligt at pavise arten 500m eller 1000m nedstrgms pa nogen
af lokaliteterne. Observationen af arten i vandlgbet, hvor den menes at veere
uddgd, kunne evt. forklares ved nedgravede, levende individer, der ikke var
pavist med den konventionelle metode. Det kunne evt. ogsa forklares ved, at
dade skaller afgiver DNA, eller at DNA bundet til sedimentet kunne blive gen-
oplgst i vandet og give signal. Geist m.fl. (2008) har vist, at skaller fra flodperle-
musling, der knuses i laboratoriet, indeholder DNA. En nylig undersggelse, fo-
retaget med et "Common Garden” forsgg, hvor flodperlemuslinger samt skal-
ler blev placeret i kunstige stramrender, har vist, at det ikke er muligt at detek-
tere flodperlemuslinge-DNA fra dgde skaller (Rasmussen m.fl. 2020- in prep)
Endelig kunne det skyldes kontaminering (Stoeckle m.fl. 2015) pa trods af, at
state-of-the art var benyttet til at monitere dette.
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I et andet studie (Andersen & Wiberg-Larsen 2017) blev gPCR med artsspeci-
fikke primere, der opformerer en ~93bp lang sekvens af COI-genet i mitokon-
driet, benyttet til at pavise forekomsten af flodperlemusling i Varde A i Dan-
mark. Der blev ogsa her indsamlet vandprgver i vandlgb med en kendt stor
teethed og i vandlgh med en kendt lille taethed af arten. Disse sidste indsam-
linger blev foretaget i Blekinge, Sverige. | Danmark blev arten indsamlet dels
i Varde A, hvor den er observeret tidligere &r, dels i vandlgb, hvor den aldrig
er observeret. Fremgangsmaden var en ordinzer gPCR-metode, hvor COl-se-
kvensen blev opformeret fra eDNA ekstraheret fra vandprgverne. Den blev
pavist i sdvel vandpregver som sedimentprgver taget pa to lokaliteter i Varde
A samt de to sydsvenske lokaliteter, men ikke i de gvrige danske vandlgb
bortset fra en &benlys falsk positiv vandprgve fra Odense A, hvor arten aldrig
er forekommet. Her blev den pavist i en vandprgve taget i 2015, men ikke i en
vandprgve taget i 2016, hvorfor den betragtes som falsk positiv. Kontamine-
ringen blev moniteret med 72 negative kontroller, hvoraf der blev observeret
signal i tre, svarende til en kontamineringsrate pa 4,2 %, hvilken dog forventes
at veere lavere, da resultaterne fra analyserne med signaler i de negative kon-
troller ikke blev medtaget ved vurderingen af pavisning (Andersen & Wiberg-
Larsen 2017). Det var ikke muligt at give den preecise udbredelse af populati-
onen i Varde A eller informationer om individernes aldersfordeling og der-
med rekruttering. Ud fra vandfgring og potentielt udskilt eDNA i hhv. Varde
A og de to svenske vandlgb var populationsstgrrelsen sandsynligvis ikke helt
ubetydelig. Resultatet af pavisningen af tilstedeverelsen af flodperlemuslin-
gen med eDNA i Varde A understgttes af, at der i 2000 blev fanget et 102 mm
langt levende eksemplar.

De to studier viser, at det er muligt at benytte eDNA til at pavise forekomst af
flodperlemusling, mens det ikke er muligt at angive stgrrelse og alderssam-
menszatning med eDNA. Dog er der stadig behov for optimering af metoden
ved bl.a. optimering af maengden af eDNA, der indsamles, hvilket kan gares
ved filtrering af et starre vandvolumen end det, der blev benyttet i de to stu-
dier. Ligeledes bgr muligheden for kvantificeringen af populationen udvikles
som beskrevet for den tykskallede malermusling. | forbindelse med imple-
mentering i overvagningen skal de usikkerheder, der er forbundet med me-
toden pa de forskellige niveauer, inkorporeres i den endelige modellering af
forekomst og udbredelse (Ficetola m.fl. 2016, Guillera-Arroita 2017, Guillera-
Arroita m.fl. 2017, Brost m.fl. 2018, Cristescu& Hebert 2018) samt i populati-
onsestimaterne. Dog vurderes det, at eDNA-metoden skal suppleres med tra-
ditionelle undersggelser for at belyse iseer populationens alderssammensget-
ning og vaekstforhold samt rekruttering af nye muslinger.

Sammenfatning

Det vurderes, at eDNA fra vandpregver indsamlet i bestemte omrader og be-
stemte steder i vandsgjlen kan benyttes som screeningsveerktgj for flodperle-
musling. Metoden skal optimeres og verificeres yderligere fgr implemente-
ring i overvagningsprogrammet, hvilket er igang. Den kan ikke erstatte den
konventionelle metode fuldsteendigt, da der med jeevne mellemrum bagr fore-
tages fiskning efter arten med henblik pa verificering af dens forekomst og
populationens alderssammensatning og veekstforhold samt rekruttering af
nye muslinger (tabel 3 - http://dce2.au.dk/pub/SR367 tabel3.pdf).




Karplanter og mosser

Mygblomst, Lijparis loeselii

Formal med overvagning
”Formalet med overvagningen af mygblomst er at dokumentere artens natio-
nale udbredelse og status” (Wind & Nygaard 2017c).

Overvagningsmetode i NOVANA

Mygblomst er flerarig og menes at kunne leve op til otte ar (Berlogrudova
m.fl. 2012). Artens voksesteder er pa nggen jordbund eller i mosdaekket i eks-
tremrigkeer. Den formerer sig generativt ved blomster og frgsaetning og vege-
tativt ved deling af det underjordiske organ (Wind & Nygaard 2017c). Det vil
sige, at to eller flere individer, der stér teet, kan veere fra samme plante/indi-
vid. Den moniteres ved at indsamle data om populationsstgrrelse og -sam-
mensatning, om populationsudbredelse samt om de fysiske forhold og gko-
logiske kar pa voksestederne (levestedsdata) (Wind & Nygaard 2017c).

Overvdgning pd basis af eDNA

Mygblomsts levested er ekstremrigkeer, og det vil sandsynligvis veere muligt
at pavise artens tilstedeverelse i eDNA fra vandpregver indsamlet her. Flere
forskellige studier har fundet genetiske markgrer med variation, som kan be-
nyttes til populationsgenetiske undersggelser. Eksempelvis har Pillon m.fl.
(2007) benyttet variation i DNA-fragmentleengder (AFLP) fra tilfeeldigt ud-
valgte omrader i genomet til at undersgge genetisk diversitet og populations-
struktur i mygblomst indsamlet i det vestlige Frankrig og UK. Her blev gene-
tisk variation pavist, selv om mygblomst bade er selvbestgvende og klonal.
Pillon m.fl. (2007) observerede, at populationer fra fugtige klitlavninger
(”dune slacks™) og moser var genetisk forskellige, hvorimod geografisk ad-
skilte populationer var genetisk mere ens. Wiland-Szymariska m.fl. (2016) be-
nyttede DAMD- (direct amplification of minisatellite DNA regions)-markg-
rer, en anden type genetiske markar med repetitive DNA-sekvenser, til at un-
dersgge det genetiske sleegtskab hos mygblomst i Polen. De undersggte ogsa,
hvilke barcoder der var karakteristiske for mygblomst. Her benyttede de tre
chloroplast-regioner (matK, rbcL og trnL-F) og en nukleer region, ITS2. For
de to plantebarkode-omrader, matk og rbcl, blev de generelle primere angivet
af Kress & Erickson (2007) benyttet, mens trnL og ITS2 blev opformeret med
primerne angivet af Taberlet m.fl. (1991). Barcode-sekvenserne for rbcl (ri-
bulose-1,5-bisphosphate carboxylase/oxygenase large subunit) og matK (ma-
turase K) var identiske med sekvenser uploadet til Barcode of Life-databasen
(BOLD) for mygblomst. Wiland-Szymarska m.fl. (2016) observerede ligeledes
genetisk variation i 13 DAMD-markarer, og pa denne baggrund blev der fo-
retaget en populationsstrukturanalyse. Resultatet paviste en genetisk forskel
mellem Rodlachian og alle Silesian-populationerne samt mellem Kuznica
Warczynska og alle Silesian-populationerne i Polen. Et tredje genetisk studie,
baseret pa AFLP-markgrer (Vanden Broeck m.fl. 2014), har vist, at der tilsy-
neladende foregar langdistancespredning af frg. Dette understatter resulta-
terne om lille genetisk differentiering mellem geografisk adskilte populatio-
ner rapporteret af Pillon m.fl. (2007). Samtidig foregar der en lokal tilpasning
til det nye habitat uden mygblomst, hvor frgene spredes til, gennem en kolo-
niseringseffekt (founding effekt), hvor de fa frg, der spirer, danner kloner.

Resultatet af disse studier viser, at det laboratorieteknisk vil veere muligt at

udvikle gPCR- eller metabarcoding-detektionssystemer med artsspecifikke
primere, der vil kunne benyttes til pavisning af eDNA i vandprgver fra loka-
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liteter, hvor arten formodes at forekomme med de forbehold, der angives un-
der odder. eDNA-metoden vil ikke kunne benyttes til at kvantificere antallet
af individer af arten i et givent omrade.

Sammenfatning

eDNA fra vandprever i udvalgte omrader vil kunne benyttes, og primere til
pavisning kan udvikles. Om metoden er fordelagtig sammenlignet med den
konventionelle metode, hvor de enkelte individer findes og tzlles i felten, er
tvivisom. En populationsgenetisk undersggelse af de danske mygblomstpo-
pulationer foretaget med fx AFLP- eller DAMD-markgrer, der har vist at
kunne pavise genetiske variation i arten, ville veere fordelagtig i forhold til
vurdering af artens bevaringsstatus

(tabel 3 - http://dce2.au.dk/pub/SR367 tabel3.pdf).

Gul stenbreek, Saxifraga hirculus

Formal med overvagning
”Formalet med overvagningen af gul stenbrak er at dokumentere artens na-
tionale udbredelse, status og krav til voksested” (Wind & Nygaard 2017b).

Overvdgningsmetode i NOVANA

Gul stenbrak er en sjelden, flerarig plante, der er vegetativ og generativ for-
merende. Den satter typisk én til to blomster og frugtstande pr. individ, sam-
tidig med at individet danner overjordiske udlgbere. Disse er genetisk identi-
ske med moderplanten, og der dannes derved en klon af identiske individer.
Den vokser i moslaget i kildeveaeld (Wind & Nygaard 2017b). Grundet dens
mulige formeringsformer er det vanskeligt at afgare antallet af individer i et
vegetationsteppe af gul stenbraek. Arten moniteres ved at indsamle data om
populationernes starrelse og udstraeekning samt om de fysiske forhold og gko-
logiske kar pa voksestederne (levestedsdata) (Wind & Nygaard 2017b).

Overvdgning pd basis af eDNA

Baseret pa artens levevis vil den sandsynligvis kunne pavises i eDNA fra
vandprgver fra kildeveeld. Der forefindes primere for de to chloroplastge-
ner/markarer rbcL (ribulose-1,5-bisphosphate carboxylase/oxygenase large
subunit) og matK (maturase K) for gul stenbrzek (de Vere m.fl. 2012, Saarela
m.fl. 2013, Wirta m.fl. 2016). Baseret pa disse to sekvenser og den geografiske
variation, som de forskellige sekvenser i GenBank angiver, vil det laboratori-
eteknisk formodentlig veere muligt at udvikle genetiske markgrer, der kan
pavise arten, safremtforholdsreglerne vedr. estimering og assignment af usik-
kerheder i forbindelse med metoden, som tidligere er naevnt, ogsa implemen-
teres. Der er yderligere udviklet microsatellitprimere til individbestemmelse
samt evaluering af indavlsniveau for arten (Beatty m.fl. 2014). For at afgare,
om disse kan benyttes pd eDNA fra vandprgver, sa arten kan pavises, kraeves
en verifikation af metoden. Safremt der foreligger bladpraver vil det sandsyn-
ligvis veere muligt at bruge disse markarer til at afgreense antallet af individer
i et givet vegetationstaeppe af gul stenbraek, safremt der foretages en omhyg-
geligt designet indsamling. Det vil dog ogsa afhange af, om der er tilstraek-
keligt med variation i de foreliggende seks microsatellitmarkgrer.

Sammenfatning

Det vurderes, at eDNA fra vandprgver indsamlet i kildeveeld i omrader med
formodet eller historisk forekomst af stenbraeek muligvis kan benyttes som
screeningsverktgj i overvagningen. Metoden kraever meget udvikling bade
med hensyn til indsamlingsdesign og primere samt verifikation. Det vil veere



relevant at undersgge indavlsniveauet i de eksisterende populationer ud fra
bladmateriale samt at undersgge afgraensningen af individer i forhold til den
konventionelle metode (tabel 3 - http://dce2.au.dk/pub/SR367 tabel3.pdf).

Enkelt mdnerude, Botrychium simplex

Formal med overvagning
”Formalet med overvagningen af enkelt manerude er at dokumentere artens
nationale udbredelse, status og krav til voksested” (Wind & Nygaard 2012).

Overvagningsmetode i NOVANA

Manerude er en sukkulent, flerarig urt, der formerer sig ved sporer, sa hver
plante er et individ. Den vokser pd nggen jordbund og i lavt vegetations-
deaekke som fx strandoverdrev, overdrev og vade enge. Der findes sporehus-
baerende og vegetative planter. Sporene modnes i midt-juni, hvorefter planten
visner, og selve sporene spirer i symbiose med svampemykorrhiza. Den mo-
niteres intensivt arligt i juni-juli maned ved fastleeggelse af populationens ud-
bredelse samt stgrrelse og sammensatning, samtidig med at de fysiske for-
hold og gkologiske kar pa voksestederne (levestedsdata) ogsd indsamles
(Wind & Nygaard 2012).

Overvdgning pd basis af eDNA

Baseret pa artens levevis vil den formodentlig kunne pavises i eDNA fra jord
og evt. vandprgver fra enge. Et indsamlingsdesign baseret pa data om artens
udbredelse skulle udvikles for bedst muligt at preecisere, hvor prgverne skulle
indsamles. Laboratorieteknisk forefindes primere til det ikke-kodende chloro-
plast locus, trnHGUG—psbA (Tate & Simpson 2003. Dauphin m.fl. 2017). Ud
fra disse vil det vaere muligt at designe et primersat, der opformerer en kort
sekvens pd ~100bp, der genetisk kan adskille enkelt manerude, almindelig
manerude (Botrychium lunaria), kamillebladet manerude (Botrychium matrica-
riifolium) og stilk-manerude (Botrychium multifidum). Primerne skal udvikles
og valideres til en artsspecifik pavisning, og ligeledes skal indsamlingsdesig-
net fra de to medier valideres og verificeres for at afggre, hvorvidt det er mu-
ligt at pavise arten i mediet. P4 nuvaerende tidspunkt er det ikke muligt at
kvantificere antal individer pa baggrund af den foresldaede eDNA-metode.
Den kan benyttes som et screeningsveerktgj i et omrade, hvor der har veeret
hgjt greesningstryk, og hvor arten formodes at forekomme, men ikke kan fin-
des grundet nedgraesningen. Metoden skal som for de andre bilagsarter ogsa
her udvikles til at inkludere usikkerhedsestimater pa alle niveauer.

Sammenfatning

Det vurderes, at eDNA fra vandprgver eller jord indsamlet i udvalgte omréa-
der maske kan benyttes som screeningsvaerktgj i overvagningen. Metoden
kraever meget udvikling bade med hensyn til indsamlingsdesign og primere
samt verifikation (tabel 3 - http://dce2.au.dk/pub/SR367 tabel3.pdf).

Fruesko, Cypripedium calceolus

Formal med overvagning
”Formalet med overvagningen af fruesko er at dokumentere artens nationale
udbredelse, status og krav til levested” (Wind & Nygaard 2011).

Overvagningsmetode i NOVANA

Fruesko vokser pa overdrev og i anden kalkholdig, veldranet jordbund i fx
lysédben bageskov. Den har en kgnnet og ogsa en vegetativ formering, da den
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har en krybende underjordisk staengel, der kan seette flere skud. Det kan der-
for veere vanskeligt at erkende de enkelte individer af fruesko, og i overvag-
ningen tezelles skuddene enkeltvis. Arten moniteres ved at indsamle data om
populationsstgrrelse og sammensatning, om individfordeling og levesteder-
nes udstraekning samt om de fysiske forhold og gkologiske kar pa leveste-
derne (levestedsdata) (Wind & Nygaard 2011).

Overvdgning pd basis af eDNA

Fruesko er en forholdsvis stor orkidé, som morfologisk er nem at bestemme.
Arten har kun ét kendt levested i Danmark. Laboratorieteknisk findes geneti-
ske markarer, der kan pavise arten. | et fylogeografisk populationsgenetisk
studie af fruesko i det nordvestlige Europa blev der i alt inkluderet seks indi-
vider fra to danske populationer. Der blev observeret 23 forskellige haploty-
per i hele det nordvestlige Europa. Disse blev defineret ud fra kombinationen
af alleler fra 14 forskellige loci i chloroplast-genet, der indeholdt hypervari-
able basepar-sekvenser svarende til microsatelliter (Fay m.fl. 2009). De to dan-
ske populationer indeholdt ens haplotyper (H16), hvilket tyder pa en lav ge-
netisk variation. Et andet nyere studie har benyttet variation i 11 nukleare
microsatelliter til at analysere populationsstrukturen i estiske fruesko-popu-
lationer samt pavise eventuelle forskelle mellem populationer i forskellige ha-
bitater, der yderligere havde en variabel sammensatning af kloner (Gargiulo
m.fl. 2018). Spagrgsmalet er, hvor hgj nuklezr genetisk diversitet (dvs. hvor
indavlede de er) de to danske populationer/kloner har, og hvordan de af-
graenses genetisk inden for det undersggelsesomrade, der er defineret som en
population ud fra den benyttede konventionelle metode.

Sammenfatning

Det vurderes, at det umiddelbart ikke vil det give mening at forsgge at benytte
eDNA fra jordpraver til pavisning af arten i Danmark, og at eDNA ikke er
relevant til overvagningen. Der forefindes dog primere, der kan udvikles til
dette, s&fremt det gnskes. Det er mere relevant for overvagningen at pavise
den genetiske diversitet i de to danske populationer samt populationernes af-
graensning (tabel 3 - http://dce2.au.dk/pub/SR367 tabel3.pdf).

Vandranke, Luronium natans

Formal med overvagning
”Formalet med overvagningen af vandranke er at dokumentere artens natio-
nale udbredelse, status og krav til levestedet” (Johansen m.fl. 2011).

Overvagningsmetode i NOVANA

Vandranke er en sjelden vandplante, der lever i stillelgbende vandlgb samt
vandhuller/smasger. Den er flerarig og vintergregn og kan findes pa op til 4m’s
dybde. Den har kgnnet formering med blomstrende skud, mens den vegetative
formering sker via krybende eller flydende stengler, der kan spredes med
strgammen. Derved bestar en population af kloner. Udstreekningen af dens le-
vested kan udvise temporzaere variationer. Den moniteres ved at indsamle data
om populationstaethed og levestedernes udstraekning samt om de fysiske for-
hold og gkologiske kar pa levestederne (levestedsdata) (Johansen m.fl. 2011).

Overvdgning pd basis af eDNA

Artens levevis muligger, at den sandsynligvis kan overvages via eDNA fra
vandpraver. Der forefindes fx barcode-sekvenser for de to chloroplastge-
ner/markgrer rbcL (ribulose-1,5-bisphosphate carboxylase/oxygenase large
subunit) og matK (maturase K) (Les & Tippery 2013, de Vere m.fl. 2012), der



formodentlig vil kunne benyttes til artsspecifik identificering med eDNA ved
en videreudvikling af primerne, sa de opformerer en kortere sekvens. Alterna-
tivt foreligger der sekvenser fra forskellige mitokondriegener (Cuenca m.fl.
2012, Cuenca m.fl. 2016) og nukleaere gener (ITS, Les & Tippery 2013), som
eventuelt ogsa vil kunne benyttes laboratorieteknisk. Som for alle de andre arter
skal metoderne verificeres, forholdsreglerne med hensyn til estimering og as-
signment af usikkerheder i forbindelse med metoden skal implementeres.

Sammenfatning

Det vurderes, at eDNA fra vandprgver indsamlet i stillelgbende vandlgb samt
vandhuller/smasger pa et bestemt sted i vandsgjlen muligvis kan benyttes
som screeningsveerktgj i overvagningen. Metoden kraever meget udvikling
bade med hensyn til indsamlingsdesign og primere samt verifikation

(tabel 3 - http://dce2.au.dk/pub/SR367 tabel3.pdf).

Liden najade, Najas flexilis

Formal med overvagning
” Formalet med overvagningen af liden najade er at dokumentere artens na-
tionale udbredelse, status og krav til levestedet”. (Johansen & Wind 2018).

Overvdgningsmetode i NOVANA

Liden najade er en meget sjeelden, lille endrig urt, der findes i sger. Den har
adskilte han- og hunblomster pa hvert individ. Frgene kan overleve i flere ar,
far de spirer under de rette betingelser. Det betyder, at planten ikke ngdven-
digvis findes pa lokaliteten hvert ar. ”Arten moniteres ved at indsamle data
om populationsteethed, populationens dybdeudbredelse, gennemsnitlige
hgjde og levestedernes udstraekning samt om de fysiske forhold og gkologi-
ske kar pa levestederne (levestedsdata)” (Johansen & Wind 2018).

Overvagning pa basis af eDNA

Liden najades levevis pa bunden af sger samt de temporere udsving i spi-
ringsfrekvensen ggr den forholdsvis vanskelig at monitere. Derfor ville bru-
gen af eDNA som screeningsverktgj til pavisning af arten foretaget pa vand-
praver indsamlet fra sger med formodet forekomst veere effektiv. Peredo m.fl.
(2013) sekventerede hele chloroplastgenomet fra liden najade indsamlet pa to
geografisk forskellige steder, i Skotland og i Connecticut, USA. Plastidgeno-
met var ~156329bp langt og cirkuleert. Den har ingen NADH-dehydrogenase-
gener, der er funktionelle, og nogle er helt forsvundet. Denne viden kan be-
nyttes laboratorieteknisk til at udvikle artsspecifikke primere og en artsspeci-
fik gPCR-metode til pavisning af arten fra vandpregver indsamlet som beskre-
vet ovenfor. Derved kunne man undga at benytte 16S rRNA-genprimere til
pavisning. Adskillige 16S rRNA-genprimere udviklet til mikroorganismer
har vist ogsa at kunne opformere DNA-sekvenser pa planter (Maitra m.fl.
2015), hvilket vil kunne give falske positive for fx liden najade i en vandprave.
Dette kunne undgas ved at sekventere det opndede PCR-produkt, hvilket al-
tid bgr foretages ved artsspecifikke PCR-/gPCR-analyser. Liden najade kan
hybridisere med guppygrzas, Najas guadalupensis (Les m.fl. 2010), der bruges
som akvarieplante. Om dette ville kunne forekomme i DK i forbindelse med
udslip fra akvarier, vides ikke. Det er muligt at udvikle en eDNA-metode, der
kan pavise forekomsten af arten i fx et screeningsforsgg, dog skal metoden
verificeres, og samtidig skal forudsatningerne og forbeholdene som angivet
for de andre bilagsarter imgdekommes.
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Sammenfatning

Det vurderes, at eDNA fra vandprgver indsamlet i sger pa et bestemt sted i
vandsgjlen muligvis kan benyttes som screeningsverktgj i overvagningen.
Metoden kraever meget udvikling bade med hensyn til indsamlingsdesign og
primere samt verifikation

(tabel 3 - http://dce2.au.dk/pub/SR367 tabel3.pdf).

Gren buxbaumia, Buxbaumia viridis

Formal med overvagning

”Formalet med overvagningen af gran buxbaumia er at dokumentere artens
nationale udbredelse, status og krav til voksesteder. Der indsamles data om
populationsstarrelse samt om de fysiske forhold og gkologiske kar pa vokse-
stederne (levestedsdata)” (Wind & Nygaard 2017a).

Overvdgningsmetode i NOVANA

Gran buxbaumia er en sjeelden mos, der hovedsagelig vokser pa sur jordbund
pa steder, der er forholdsvis fugtige og beskyttede mod sol og vind, samt pa
lysédbne arealer uden meget vegetationsdaekke. | Danmark findes den pa
gamle skovvejsskraenter og aldrende granstubbe i seldre bggeskov, hvor der
forekommer ragd- eller &edelgran-bevoksninger, dvs. i gamle skove, og den er
registreret pa liggende, dgde granstammer, pa nedbrudte grannale og nggen
mineraljord (Wind & Nygaard 2017a). Planten vokser pd omsat organisk ma-
teriale, der har karakter af smuld eller humus.

Der findes han- og hunplanter. Sporehusene og deres stilke er det eneste ob-
serverbare af artens livscyklus, og det er svert at afggre, om et sporehus ud-
ger et individ, eller om forkimet (protonemaet) seetter flere sporehuse, hvilket
betyder, at antallet af sporehuse, der teelles i felten, bliver et indirekte mal for
sterrelsen pa populationen (Wind & Nygaard 2017a).

Overvdgning pd basis af eDNA

Ud fra artens voksesteder ville mediet, hvor der evt. kunne pavises eDNA fra
gren buxbaumia, vere jord eller ferne indsamlet pa udvalgte steder. Hele mi-
tokondriesekvensen (mitogenomet) pa rundkapslet buxbaumia (Buxbaumia
aphylla) (Liu m.fl. 2014) samt forskellige chloroplastgener for forskellige
buxbaumiaer findes i GenBank-databasen (Wahrmund m.fl. 2009, Wahrmund
m.fl. 2010, Liu m.fl. 2012). Ud fra en sammenligning mellem rbcl- og rsp4-se-
kvenser, der sidder i chloroplastgenomet for Buxbaumia viridis og Buxbaumia
aphylla, der forefindes i GenBank, er det muligt at adskille de to arter genetisk.
Det vil derfor laboratorieteknisk veere muligt at udvikle artsspecifikke markg-
rer, der kan pavise grgn buxbaumia i farne/jord indsamlet pa formodede vok-
sesteder for arten under forudsatning af, at metoden, som beskrevet for de an-
dre bilagsarter, udvikles til at inkludere usikkerhedsestimater pa alle niveauer.

Sammenfatning

Det vurderes, at eDNA fra jord eller fgrne indsamlet i udvalgte omrader mu-
ligvis kan benyttes som screeningsvaerktgj i overvagningen. Metoden kreever
meget udvikling bade med hensyn til indsamlingsdesign og primere samt ve-
rifikation (tabel 3 - http://dce2.au.dk/pub/SR367 tabel3.pdf).




Blank seglmos, Hamatocaulis vernicosus

Formal med overvagning

”Formalet med overvagningen af blank seglmos er at dokumentere artens nati-
onale udbredelse og den samlede bestandsstarrelse. Dette ggres ved en stikprg-
vebaseret indsamling af data om bestandsstarrelse af blank seglmos for alle
kendte forekomster og i udvalgte undersggelsesomrader” (Goldberg m.fl. 2019).

Overvagningsmetode i NOVANA

Blank seglmos er en flerarig mos, der vokser i mineralrige ker (dog ikke eks-
tremrig keer/kalkkeer), iser i veeldomrader med en konstant grundvandsgen-
nemstrgmning. Den har bade kennet og vegetativ formering. Ved den kgn-
nede formering dannes sporer, der spredes, nar de er modne, enten med vin-
den eller ved at falde til jorden. Der har ikke veeret observeret sporehuse siden
begyndelsen af 1900-tallet, og det antages derfor, at formeringen kun foregar
vegetativt. Arten formerer sig ved forgrening, og det sammenhangende
teeppe antages at repraesentere en klon. Den spredes formodentlig ved, at
fragmenter af planten trampes i stykker af dyr og spredes via disse, og ogsa
via smeltevand. Det er derfor vanskeligt at erkende individer i felten, og be-
standsstgrrelse opggres derfor som antal skud (Goldberg m.fl. 2019).

Overvagning pa basis af eDNA

Arten antages at kunne udggre et kryptisk artskompleks, da der findes to ge-
netisk forskellige clader af arten — ogsa i Danmark (clade 1 ved Viborg, Vinge
Mglle og clade 2 ved Viborg, Kvorning Mgllesg) (Hedends & Eldenas 2007).
Claderne er baseret pa sekvensforskelle i bl.a. ITS-genet (se Rydin m.fl. 2004
og Hedenéas & Eldenas 2007). Tilsyneladende foregar der ikke en krydsning
mellem individer fra clade 1 og clade 2, hvorfor de antages at tilhgre forskel-
lige arter, selv om de endnu ikke kan adskilles morfologisk (Hedenas & El-
dendas 2007). Denne artshypotese ville kunne undersgges i de danske popula-
tioner i forbindelse med den naeste NOVANA-overvagning, hvor der kunne
indsamles prgver (enkelte blade) efter et omhyggeligt tilrettelagt indsam-
lingsdesign. Det farste trin ville vaere at bestemme, hvilke clader populatio-
nerne tilhgrer. Dette kan gares ved PCR af ITS-sekvensen, efterfulgt af skae-
ring af sekvensen med et restriktionsenzym, der skelner de to clader (Ma-
nukjanova m.fl. 2018). Safremt bade clade 1 og clade 2 findes i samme popu-
lation, kunne man teste artshypotesen ved at indsamle populationen mere in-
tensivt og sekventere denne for at undersgge, om der forekommer rekombi-
nation mellem de to clader.

Arterne findes ved kildebakke og formodes hovedsageligt at spredes vegeta-
tivt, da sporer forekommer meget sjeeldent. En artsspecifik (QPCR) eDNA-me-
tode kunne baseres pa vandpraver fra disse kildebzkke. Laboratorieteknisk
vil det veere muligt at udvikle den artsspecifikke markgr fra de publicerede
ITS-sekvenser pa en sadan made, at cladel og clade 2 formodentlig ville
kunne adskilles. Som for de andre bilagsarter skal der ogsa her inkluderes
usikkerhedsestimater, sdfremt metoden fungerede og var verificeret.

Sammenfatning

eDNA fra vandprgver i udvalgte kildebaekke vil kunne benyttes, og primere
til pavisning kan udvikles. Det er dog tvivisomt, om der kan pavises DNA.
En populationsgenetisk undersggelse baseret pa bladpraver vil veere relevant
for overvagningen for at undersgge, om de to fundne clader kan krydse, og
hvordan de er fordelt i Danmark

(tabel 3 - http://dce2.au.dk/pub/SR367 tabel3.pdf).
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5 Diskussion

eDNA som moniteringsmetode i den nationale overvagning er en del af frem-
tidens veerktgjskasse. Som det fremgar af gennemgangen af bilagsarterne, er
der nogle arter, hvor metoden med fordel kan implementeres efter lidt udvik-
ling. Den kan benyttes med fordel, hvor overvagningen er ekstensiv og kun
en registrering af forekomst af en art, dvs. hvor forekomsten i et nyt 10X10
UTM-kvadrat skal registreres. For arter, hvor mere detaljerede informationer
om populationsstagrrelser, demografi m.m. skal registreres for at vurdere be-
varingsstatus, er eDNA-metoderne endnu ikke tilstreekkeligt raffinerede. |
langt de fleste tilfelde vil eDNA-monitering saledes ikke kunne erstatte de
konventionelle overvagningsmetoder, men den vil kunne fungere som et sup-
plement til de konventionelle metoder. Ved at benytte eDNA som screenings-
veerktgj vil det formodentlig i mange tilfeelde veere muligt at effektivisere den
konventionelle metode i overvagningen.

En veesentlig forudsaetning for bade enkeltarts-overvagningen med eDNA og
eDNA-metabarcoding til biodiversitetsmonitering er, at der forefindes til-
gaengelige referencebiblioteker over de pageeldende arters DNA. Biblioteket
skal ogsa gerne omfatte korte DNA-sekvenser (metabarcoder), der er serligt
vaesentlige for identifikationen af eDNA, der typisk bestar af meget korte, ofte
nedbrudte stykker DNA (Taberlet m.fl. 2012, Taberlet m.fl. 2018). En anden
forudseetning er, at sampling-design og prgve antal og frekvens er omhygge-
ligt tilrettelagt. eDNA-koncentrationen fra en given art kan variere over aret
grundet forskellige bade biotiske og abiotiske faktorer. Eksempelvis er det
mht. eDNA-sporing i vandprgver vigtigt, om arten er akvatisk, semi-akvatisk
eller terrestrisk og drikker af vandet. Dette har betydning for antallet af prg-
ver, der bgr indsamles. Davis m.fl. (2018) benyttede eDNA til pavisning af
domesticerede vilde grise (Sus scrofa) — et terrestrisk pattedyr — i vandpraver.
Pa baggrund af deres resultater anbefaler de et samplingdesign, hvor der ind-
samles mindst 10, gerne 20, vandprgver pr. lokalitet/vandhul eller kilde, og
hvorefter arbejdsmangden i laboratoriet reduceres ved at kare proceduren
igennem for enkelte prgver ad gangen indtil pavisning af den fagrste positive
vandprgve. Yderligere viste de, at ved en pH, der ikke er neutral, skal der
indsamles flere vandprgver, og samtidig skal der tages hgjde for den saeson-
maessige variation, der er knyttet til artens adfeerd for at gge sandsynligheden
for en positiv vandprgve. De anbefaler, at der udfgres feltforsgg for at under-
sege, hvilke faktorer der pavirker pavisningen pa selve lokaliteten af arten,
og endelig at der udvikles multi-scale occupancy-modeller, der inkorporerer
de forskellige faktorer, som derefter benyttes til at forudsige forekomsten af
arten for derigennem at designe effektive indsamlingsprotokoller. Disse be-
hgves formodentlig kun at blive foretaget én gang for den pageldende art
(Davis m.fl. 2018).

Akvatiske arter frigiver DNA i vandet kontinuerligt, men formodentlig ikke i
en konstant mangde. Dette afhaenger af mange faktorer og ikke blot af star-
relsen pa individerne af den pageldende art, men formodentlig ogsa af indi-
vidernes stressniveau (Wilcox m.fl. 2016). En anden vigtig faktor, der pavirker
sandsynligheden for pavisningen med eDNA, er, hvor prgverne bliver ind-
samlet i forhold til, hvor arten befinder sig, hvilket afspejles af eDNA-koncen-
trationen i vandprgven. Denne er betinget af transportafstanden af eDNA,
som bl.a. athaenger af partikelstarrelsen. eDNA varierer i partikelstarrelse og
forekommer ogsa som starre aggregerede klumper, der opfarer sig forskelligt



i miljget. eDNA-partiklerne kan ogsa adsorbere til sedimentet, hvilket yderli-
gere giver ophav til aggregater med varierende transport- og eksistens/ned-
brydningstid (Wilcox m.fl. 2016). Det er alle faktorer, der pavirker koncentra-
tionen af eDNA i vandet, og som antyder, at eDNA ikke er homogent fordelt
i det vandige miljg. Derfor har volumen af den indsamlede vandpragve og
maengden af vand, der filtreres, stor indflydelse pa sandsynligheden for en
positiv pavisning af arten. Eksempelvis viste Wilcox m.fl. (2016), at sandsyn-
ligheden for ikke at kunne pavise fem fisk 200 m opstrgms var 0,027 i en 5 |
vandprgve, mens denne steg til 0,484, hvis der blev indsamlet 1 | vand.

Det er dog stadig uklart, hvordan fx vandlgbets hydrologi og geomorfologi
(slyngninger, topologi, sedimentets kornstruktur m.m.) pavirker eDNA-
transport, tilbageholdelse og overlevelse. Fremier m.fl. (2019) undersggte
dette ved at udlede kontrollerede maengder vand med eDNA indsamlet fra
en vandtank med 30kg hvid star (Acipenser transmontanus) i fem forskellige
vandlgb, hvor arten ikke forekom. Vandlgbene blev kortlagt og beskrevet (to-
pology, vandfering, slyngninger m.m.), og vandprgverne blev indsamlet pa
bestemte tidspunkter langs vandlgbet. Resultatet viser, at eDNA-tilbagehol-
delsen i vandlgbene varierer mellem vandlgb. eDNA tilbageholdelsen (reten-
tionen) kontrolleres af, hvor lang tid vandet opholder sig et bestemt sted samt
af vandflowet i overfladen, hvilket betyder, at eDNA formodentlig tilbagehol-
des gennem adsorption til biofilm og andre overflader i flodlejet. Den bedste
geomorfe proxy for eDNA-tilbageholdelsen i vandlgbet er haeldningen (vand-
spejlsfaldet) nedstrgms. Undersggelsen viser de mange usikkerheder/uvishe-
der omkring transporten, tilbageholdelsen og resuspensionen af intercellulzer
eDNA i vandlgb, som pavirker pavisningen af en art med eDNA. Det viser
0gs4, at selve antallet af prgver bar gges i vandlgb med lav haldning eller i
vandlgb, hvor der er stor forskel i stramhastigheden mellem overflade og
bund, for at kompensere for tilbageholdesen af eDNA i den bentiske zone, og
det bar i sddanne tilfeelde overvejes, om der skal tages prever af sedimentet i
flodlejet (Fremier m.fl. 2019).

DNA-metoderne stiller ogsa serlige krav til analysefaciliteter og knowhow
hos prgvetagere og analytikere. For at metoderne realistisk skal kunne imple-
menteres i overvagningsprogrammet, skal de vaere mindst lige sa palidelige
som de eksisterende metoder, og prgvetagnings- og analyseomkostningerne
skal veere sammenlignelige med de nuveerende omkostninger.

Pa denne baggrund vurderes det, at safremt eDNA-metoderne skal finde an-
vendelse i den eksisterende artsovervagning under NOVANA-programmet, vil
det i farste omgang vaere som et bidrag til den ekstensive overvagning af arter-
nes udbredelse. Den intensive overvagning kan dog ogsa drage nytte af DNA-
metoderne, der kan anvendes som et screeningsveerktgi til at udpege omrader,
hvor den mere intensive overvagning skal forega. Eksemplet med vandhulsar-
ter viser, at det er muligt at foretage en bred screening af vandhuller/smasger
for forekomst af enkeltarter (Thomsen m.fl. 2012, Sigsgaard m.fl. 2015). Det er
dog ikke kun eDNA i vandprgver, der kan veere relevante at overveje i NO-
VANA-overvagningen. Der er ogsa mulighed for at benytte eDNA til identifi-
kation af arter i jord-, dynd-/sediment- og vegetationspragver (Andersen m.fl.
2011, Alsos m.fl. 2018). Indsamlingen af eDNA kan ogsa ske fra alternative ni-
cher, fx er der for nylig publiceret resultater vedrgrende identifikation af pollen
afsat af insekter i planter (Thomsen & Sigsgaard 2019), og omvendt er pollen
indsamlet af bier ogsa anvendt til at detektere planter (Potter m.fl. 2019). eDNA
fra honning indsamlet fra forskellige omrader er anvendt til at undersgge an-
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tallet af bladlusarter i omradet (Utzeri m.fl. 2018). Samtidig &bner DNA-meto-
derne ogsa op for muligheden for at identificere arter, der er vanskelige at arts-
bestemme. De kan saledes give mere palidelige data for artssammensatningen,
hvilket fx kan styrke beregningen af faunaindeks og artsindeks, samt inddrage
arter, vi endnu har veeret tilbageholdende med at medtage i overvagningen,
fordi de stiller serlige krav til artsbestemmelsen.



6 Konklusion

Vurderingerne af, hvor det er muligt at benytte eDNA-metoden — enten arts-
specifikt eller ved metabarcoding - er angivet i tabel 3
(http://dce2.au.dk/pub/SR367 tabel3.pdf) . For den semiakvatiske art odde-
ren har iser den malrettede eDNA-metode, hvor ekskrementer benyttes som
DNA-kilde, vist sig at veere brugbar til bade identifikation pa arts- og individ-
niveau. For eDNA-baseret overvagning fra vandprgver mangler udvikling af
en sampling-procedure. For de vandlevende arter,stor vandsalamander og
dyndsmerling benyttes artsspecifik eDNA i overvagningen af stor vandsala-
mander i UK og formodentlig ogsa i andre europaiske lande, men der er ikke
fundet dokumentation af dette. Dyndsmerlingen kan pavises med artspeci-
fikke primere og eDNA, og der pagar en feltverifikation af metoden i Dan-
mark, og det samme er gaeeldende for flodperlemusling. Andre arter, for hvilke
den artsspecifikke eDNA-metode vurderes at kunne udvikles baseret pa den
eksisterende viden uden de store omkostninger og med et meget omhyggeligt
sampling-design, er pigsmerling, gran mosaikguldsmed, stor keerguldsmed,
bred vandkalv, lys skivevandkalv og tykskallet malermusling. For paddernes
og flagermusenes vedkommende vil en metabarcoding-metode vare oplagt.
For de resterende habitatarter pa bilag Il og IV vurderes det, at der skal ud-
vikles laboratorieprocedurer, herunder primer-afprgvning m.m., for at af-
gare, hvilke medier der er stgrst sandsynlighed for at pavise arterne i. Derud-
over skal der udvikles samplingprocedurer, fgr det kan afggres, om det er
muligt at pavise arterne med eDNA.

Et scenarie for brugen af eDNA kunne veere at udtraekke en artsliste fra NO-
VANA-overvagningen fra et 10x10 UTM-kvadrat og undersgge, hvilke bilag
I1- og IV-arter der findes i det pdgeeldende kvadrat. Ud fra artslisten kan man
vurdere, hvilke medier — vand, jord eller andet — hvorfra der skulle indsamles
eDNA for at deekke arterne. Derudfra kan der udvikles en eDNA metabar-
coding-protokol, der dekker artssammensegtningen. Denne protokol kan be-
nyttes til at undersgge de narliggende UTM-kvadrater med lignende natur
for forekomsten af arterne. Pavises de, og er det et nyt UTM-kvadrat, skal den
konventionelle metode rulles ud for at eftersgge den pagaeldende art. | prin-
cippet skal der maske blot udvikles fa eDNA metabarcoding-protokoller for
at dekke artssammensatningen for alle bilag 11- og IV-arterne. Denne tilgang
vil kraeve et starre afprgvningsprojekt for at vurdere anvendeligheden.

Stadig mangler der dog mere forskning i forskellige aspekter af eDNA-meto-
den fgr brug. Herunder:

e Kan eDNA antages at veere homogent fordelt i vandige miljger- og hvilke
faktorer pavirker dette?

e Hovilke abiotiske faktorer har betydning for eDNA’s holdbarhed, herunder
fx pH og vandlgbsmorfologi? eDNA kan enten nedbrydes i mindre frag-
menter, hvilket vanskeligggr pavisningen til art pga. en meget kort se-
kvens, og det kan nedbrydes kemisk eller adsorbere til andre partikler.

e Udvikling af standardprocedurer til handtering af usikkerheder ved de
forskellige stadier i processen, dvs. samplingdesign og prgvetagning, felt-
indsamling, laboratoriehandtering, PCR-opformering etc., samt kvantifi-
cering af disse usikkerheder og sammenligning med usikkerhederne for-
bundet med de konventionelle overvagningsmetoder.
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Udvikling af standardprocedurer for bioinformatikken, den statistiske
analyse og modellering af data, fx hvor stringent skal man veere i forbin-
delse med at filtrere sekvenser veek, der kun forekommer fa gange? Det
kunne jo veere sjeldne arter og ikke sekventeringsfejl.
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OVERVAGNING AF BILAG II- OG IV-ARTER
BASERET PA EDNA

- muligheder og begrcensninger

Rapporten er en opdatering og prcecisering af et tidligere
notat (Andersen m.fl. 2012) omhandlende "Anvendelsen af
eDNA (miljg DNA) i overvagningen”. Notatet belyste de teo-
retiske muligheder og begrcensninger for at operationalise-
re anvendelsen af eDNA til identifikation af arter i NOVANA
overvdagningen af arter og naturtyper. | den foreliggende
rapport er formdlet at gennemgad de teoretiske muligheder
for at benytte eDNA-monitering til overvagning af bilag

II- og IV-arter pa habitatdirektivet. Denne overvagning kan
bade foregd med eDNA indsamlet i forskellige medier som
fx jord og vand eller med eDNA fra en mdlrettet indsamling
af fx ekskrementer, har eller urin, eller DNA udtaget fra selve
arten.
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