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Formal

Formélet med udredningen er at belyse de teoretiske muligheder og be-
graensninger for at operationalisere anvendelsen af DNA til identifikation af
arter i overvagningen af arter og naturtyper i natur- og ferskvandprogram-
merne i NOVANA. Foruden de teoretiske muligheder metoderne tilbyder,
redegpres der for de krav metoderne stiller i forhold til laboratoriekrav, pro-
vetagningsdesign og metodik, kalibrering med nuveerende metode og vi-
densopbygning.

Baggrund

Den eksisterende artsovervidgning i NOVANA har til formal er at felge til-
stand og pdvirkninger af udvalgte arter og udviklingen heri. I henhold til
habitatdirektivet er medlemslandene i EU forpligtiget til at sikre arter omfat-
tet af direktivet en gunstig bevaringsstatus. Overvagningen af arter pa habi-
tatdirektivets 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 iveerkseettes forvaltningsmeessige tiltag, der kan forbedre den
enkelte arts udbredelse og talrighed. Begge parametre udger centrale ele-
menter i habitatdirektivets definition af gunstig bevaringsstatus. I overvag-
ningen skelnes mellem intensiv og ekstensiv overvagning, hvor intensiv er
overvagning af bestandssterrelser og ekstensiv overvagning er overvagning
af arternes udbredelse med udgangspunkt i et 10 km x 10 km kvadratnet.

Mange arter kan dog veere vanskelige at pavise eller identificere afheengig af
arternes livsstadier, levemdder, adfeerd og det tidspunkt pa aret overvag-
ningen foretages pa. Det betyder, at uanset hvilken overvagningsmetode der
veelges, kan detektionssandsynligheden veere lav. Pavisningen af sjeeldne ar-
ter er en serlig udfordring, fx er det i akvatiske miljeer problematisk, at de
konventionelle metoder som net og elektrofiskning giver en lav fangst-
sandsynlighed per ensket art og derfor er disse metoder kun anvendelige for
arter, der forekommer i rimelige teetheder, med mindre der anvendes en
meget hgj prevetagningsintensitet. For sjeeldne arter vil der siledes ofte vae-
re en tendens til oget falske-negative forekomster idet “ikke fanget” ofte tol-
kes som ”ikke tilstede”.

De seneste ars udvikling dels i mulighederne for ekstraktion af DNA fra for-
skellige miljgprover taget i badde vand og jord samt i udviklingen af DNA-
sekvenseringsteknologien har gjort det muligt at benytte DNA til identifika-
tion af badde mikroorganismer, planter og dyr (Ficetola et al 2008, Thomsen
et al. 2012). Fx viser Thomsen et al. (2012), at det er muligt at pavise om
overvagede arter forekommer i et vandhul ved at genfinde arternes DNA i
en vandprove.

Brugen af DNA i overvdgningen

Hvis DNA-metoderne skal finde anvendelse i den eksisterende NOVANA
artsovervagning vil det derfor umiddelbart veere et bidrag til den ekstensive
overvagning af arternes udbredelse, men ogsa den mere intensive overvag-
ning kan drage nytte af DNA-metoderne, der kan benyttes som et scree-
ningsveerktej til at udpege omrader, hvor den mere intensive overvagning
skal forega. Eksemplet med vandhulsarter viser, at det er muligt at foretage
en bred screening af vandhuller/smasger for forekomst af enkelt-arter. Men
ikke kun DNA i vandprever kan vere relevante at overveje i NOVANA-



overvagningen. Der er ogsa muligheder for at benytte DNA til identifikation
af arter i jord-, dynd- og vegetationsprever. Samtidig abner DNA-metoderne
ogsa for muligheden for at identificere arter, der er vanskelige at artsbe-
stemme, og kan saledes give mere palidelige data for artssammenseetningen,
der f.eks. kan styrke beregningen af faunaindeks og artsindeks, samt ind-
drage arter, vi endnu har veret tilbageholdende med i overvagningen, som
mosser og laver, der stiller seerlige krav til artsbestemmelsen.

I det folgende skelnes mellem to grundleggende forskellige metoder til at
benytte environmental DNA (eDNA) i naturforvaltningen: 1) identifikation
af enkelt-arter og 2) identifikation af artsgrupper eller hele artssammenseet-
ningen (biodiversitetsmonitering). Enkelt-artsovervagningen, hvor der kun
screenes for en enkelt art, er mere simpel at benytte, mens biodiversitetsmo-
niteringen, hvor flere artsgrupper kortleegges samtidigt, er baseret pa de ny-
este teknologier som Next Generation Sequencing (NGS) og er veasentligt
mere kompliceret.

En veesentlig forudseetning for begge metoder er, at der forefindes tilgeenge-
lige biblioteker over de pageeldende arters DNA. Biblioteket skal ogsa om-
fatte korte DNA-sekvenser (metabarcoder), der er szerligt veesentlige for
identifikationen af eDNA, der typisk bestar af meget korte, ofte nedbrudte
stykker DNA (Taberlet et al. 2012). DNA-metoderne stiller ogsa seerlige krav
til analysefaciliteter, og en knowhow hos prevetagere og analytikere. For at
metoderne realistisk skal kunne implementeres i overvagningsprogrammet
skal de veere mindst lige s& pélidelige som de eksisterende metoder og pro-
vetagnings- og analyseomkostningerne skal veere sammenlignelige med de
nuverende omkostninger.

Forskellige underspgelser har pavist, at korte DNA stykker kan eksistere
gennem lange tidsperioder under optimale miljeforhold (Willerslev et al.
2003). Det er derfor vigtigt at vide, hvilken tidsperiode den pageeldende
eDNA prove repraesenterer. En forudseetning for at indgé i overvagningen
er at et positivt fund af arten kan tolkes som en nylig tilstedevaerelse af ar-
ten, dvs. at arten forefindes pa det tidspunkt eller samme ar, som proven er
taget. Hvis preven er udtryk for en historisk tilstedeveerelse, der straekker
sig 50-100 ar tilbage i tiden, vil den ikke kunne bruges i denne sammen-
heeng. Varigheden af DNA stykkerne varierer i forhold til mediet (om det er
vand eller jord) hvori eDNA-preven er udtaget, og hvorledes den er udtaget.

Der er en righoldig litteratur om de molekyleere metoder til artsbestemmelse
ved eDNA, mens implementeringen af disse i forvaltningen stadig er man-
gelfuld. Pa globalt plan benyttes eDNA hovedsageligt til pavisning af inva-
sive arter, mens brugen i naturforvaltningen stadig er sparsom. I det fglgen-
de gives nogle eksempler pa, hvor eDNA til identifikation af en enkelt art er
benyttet.

Identifikation af enkelt-arter

Invasive arter

eDNA er benyttet til pavisning af invasive arter i forbindelse med importen
af danske osters til opdreet i Holland. Her blev opdagelsen af smd eeg-
kapsler der lignede ag fra den japanske invasive gsters bekraeftet med DNA.
Denne pévisning ferte til, at der i Holland blev nedlagt forbud mod import
af gsters fra samme sted i DK (Darling & Mahon, 2011). I USA har naturfor-
valtningen i Utah indfert krav om positiv pavisning af DNA fra Dreissena-



muslingearterne i et vandsystem for der ageres forvaltningsmaessigt. DNA
pavisningen fungerer dog ikke som eneste bevis for arternes tilstedeveerelse.
Man benytter en multidisciplineer screeningsprotokol, der ogsa inkluderer
de traditionelle mikroskopimetoder m.m. Is;er New Zealand og Australien
benytter DNA-barcodning til at understgtte forvaltningsbeslutninger for at
undga invasive arter. Her benyttes DNA-barcodning til verifikation af mor-
fologisk taksonomi (Darling & Mahon, 2011).

Sjceldne arter

Thomsen et al. (2012) benytter eDNA til at monitere sjeeldne arter i eller om-
kring akvatiske systemer. De udvalgte 6 arter, der repreesenterede forskelli-
ge taksonomiske grupper (legfre, stor vandsalamander, dyndsmerling, od-
der, larver fra stor keerguldsmed og forarsdamrokke). De udferte kompara-
tive underspgelser i naturlige sger, vandhuller, vandlgb og midlertidige
vandhuller ved at kombinere DNA-pavisning af en art med den visuelle
bekreeftelse af forekomsten. Ud fra DNA ekstraktion fra 3 x 15 ml vandpre-
ver fra 98 vandhuller og efterfolgende opformering af artsspecifikke DNA-
stykker var der positive PCR for alle vandhuller med fisk (100 % detektion),
for stor vandsalamander og logfre (91-100 % detektion), for stor keerguld-
smed (82 % detektion) og for fordrsdamrokke (100 % detektion). Positiv PCR
er tegn pd, at markeren fanger en specifik DNA- sekvens for den pageelden-
de art. Analyserne af de 3 kontrol vandhuller, hvor arterne ikke var fundet
tidligere, gav alle negativ detektion.

Logfre blev pavist i 5 vandhuller, hvor den tidligere var fundet, men hvor
de konventionelle metoder ikke kunne pavise den for nylig. I disse 5 vand-
huller var DNA-koncentrationen lav i forhold til vandhuller med hgj teethed
af logfre. Dyndsmerling blev pavist i 54 % af de vandlgbssystemer med
kendt forekomst, hvilket svarede til detektionsraten for den konventionelle
metode. Odder blev pévist i 27 % af vandlgbsystemerne, hvor den skulle
veere. Dvs. der her var en falsk negativ detektionsrate pa 73 %. Odderen le-
ver ikke kun i vand, og er derfor vanskelig at padvise med metoden pga. lav
DNA-koncentration.

Hollandske RAVON (2012) har udfert et pilotprojekt, hvor eDNA og design
af artsspecifikke markegrer blev benyttet til pavisning af dyndsmerling. I pro-
jektet udvalgte de 4 vandsystemer med hgj teethed, 4 med lav teethed og 4
uden dyndsmerling. Vandpreverne blev indsamlet efter standardiseret pro-
tokol, hvor redskaberne blev steriliseret efter hver prevetagning. De benyt-
tede en positiv PCR som positiv pavisning af arten efter grundig efterprov-
ning af, at markererne ikke fangede andre arter. Efterfolgende paviste de ar-
tens tilstedeveerelse ved elektrofiskning. De fandt, at i vandhuller med hgj
teethed, var der en detektionsrate pa 100 %, ved lave teetheder pa 75 %, dvs.
der var en gennemsnitlig detektionsrate pa 87,5 %. Det er af vasentlig be-
tydning for pavisningen med eDNA, hvornédr pd aret vandpreverne tages,
da koncentrationen af DNA afheenger af, om arten er aktiv (dvs. yngler) eller
om den ikke er aktiv. Jo mere aktiv, jo mere urin, feeces og hudceller er der i
vandet og jo sterre er sandsynligheden for detektion.

Identifikation af artsgrupper eller hele artssammenscetningen
(biodiversitetsmonitering)

Akvatisk
Til monitering af biodiversitet med eDNA benytter Thomsen et al. (2012)
bl.a. mere generelle markgrer for fisk og padder, hvorefter det opformerede



DNA bliver sekvenseret pa anden-generations sekvenser (NGS). Vandpre-
ver blev udtaget fra vandhuller med en kendt padde- og fiske fauna. Her var
det muligt at afspejle den kendte artsdiversitet for de to grupper med en de-
tektionsrate pd 100 %. Yderligere blev der ogsa pavist DNA fra arter, der le-
ver i neerheden af vandet eller kun opholder sig en del af tiden i vandet, dvs.
blishene (Fulica actra), ringdue (Culumba palumbus), keersanger (Arocephalus
palustris) og krondyr (Cervus elaphus). Dvs. metoden ogsa kan detektere or-
ganismer i neerheden af vandet. Om man fanger alle arterne, der er til stede,
afhaenger af markerdesignet og er et trade-off mellem at mélrette disse mod
hgjere taksonomiske niveauer og detektion af sjeeldne sekvenser (Thomsen
et al. 2012). Med forbehold for de fejlkilder der er ved brugen af eDNA til
biodiversitetsmonitering (”Fejlkilder ved brugen af eDNA i moniteringen af
arter og biodiversitet”og ”Biodiversitetsmonitering”) er det saledes muligt at
monitere biodiversiteten for et bestemt gkosystem.

Terrestrisk

Andersen et al. (2012) moniterede biodiversiteten af vertebrater ved hjeelp af
eDNA fra jordprever i kombination med NGS og malrettede DNA-markerer
i udvalgte omrader som safari parker, zoologiske haver og strudse farme.
Omréderne blev udvalgt, fordi artssammenseetningen her ikke afspejler den
danske vertebratfauna. Dette er nedvendigt for at illustrere, at metoden kan
benyttes til at monitere den levende/recente fauna i omradet uden at resul-
tatet er kontamineret af arter, der levede for 50 eller flere &r siden. Nedsiv-
ning af DNA gennem jordlagene er vigtig i tolkning af resultaterne for arts-
sammensetningen og dennes udvikling over en tidsperiode. Foregar der
nedsivning vil der forekomme arter, der historiske set, ikke var til stede i
den pageeldende periode. Nedsivning har ogsa betydning i forbindelse med
kvantificering af biomasse af den pdgeldende art, og for omseetningen af
DNA over tid.

Da jordbundstypen kan forventes at have stor betydning for DNA-
nedsivningen gennem jordlagene blev denne faktor undersggt i separat for-
spg. Det var muligt at pavise DNA-fragmenter i jordprever udtaget i jord-
overfladen og lige under overfladen, der afspejlede de arter, der var til stede
ved prevetagningen. Metoden kunne altsa fange artsdiversiteten. Der blev
pavist nedsivning af DNA i jordtyper med grov struktur, og pa lokaliteter
dyrene benytter som latriner (Andersen et al. 2012). Jordstrukturen pavirker
ogsd, hvor meget DNA, der bliver absorberet og jo sterre jordpartikler jo
mere DNA-absorption. Dette forhold skal ogsa tages i betragtning i vurde-
ringen af metodens egnethed pa en lokalitet.

Plantediversiteten over jorden kan ogsd pavises med eDNA fra jordprever
og metabarcodning (Yoccoz et al. 2012). DNA fra jordprever udtaget i den
boreale zone afspejlede bade den plante- taksonomiske diversitet og diversi-
teten i veekstformerne, som blev pavist med den konventionelle monite-
ringsmetode foretaget over jorden. Ligeledes blev der fundet taxa, som ikke
blev fundet med den traditionelle moniteringsmetode. P& landbrugsjorde,
som har ligget brak igennem f& artier, fandtes stadigt DN A-sekvenser fra af-
groder i eDNA jordpreverne, men hyppigheden af disse var meget lav efter
50 ar. I tilstedende uopdyrkede omrader fandtes ikke DNA- sekvenser fra
afgroder.



Sammenhceng mellem eDNA-koncentrationen og biomassen
af den pdgceldende art

Akvatisk

Pa baggrund af kontrollerede akvarieforsog med logfrohaletudser og DNA-
koncentration fandt Thomsen et al. (2012), at DNA-koncentrationen var sig-
nifikant afhaengig af teetheden af individerne og af tidspunktet for, hvornar
proven var taget efter fjernelse af individerne. Ligeledes var DNA-
koncentrationen relativt hgjere for legfre end for stor vandsalamander. Dvs.
der var en sterrelses effekt. Logfrohaletudser er stgrre og mere aktive (her-
bivore) end vandsalamanderlarverne. Efter fjernelse af individerne i akvari-
erne blev DNA nedbrudt hurtigt. Efter 1-2 uger kunne DNA ikke pavises
leengere. Dvs. DNA'et, der er til stede, repraesenterer arter der lever i vand-
hullet. Sammenheengen mellem teethed af individer og DNA-molekyler over
tid antyder muligheden for at benytte DNA til at estimere populationsteet-
heder, men dette kreever flere undersogelser og validering (Thomsen et al.
2012).

Terrestrisk

For vertebratfaunaen fandt Andersen et al. (2012), at det er vigtigere for kon-
centrationen af DNA, og dermed relationen til biomassen af arterne, at jord-
proverne er taget forskellige steder pa lokaliteten end sterrelsen af jordpre-
ven. Ligeledes synes adfeerd forbundet med markering af territorier at have
en indflydelse pd maengden af DNA i jordpreven. Der blev fundet en klarere
positiv sammenheaeng mellem populationens biomasse pa stedet, hvor jord-
proven blev udtaget, og meengden af DNA, sammenlignet med sammen-
heengen mellem antallet af individer i populationen og meengden af DNA.

For planter afheenger relationen mellem biomasse og DNA-koncentratio-
nen/sekvenserne i jordpreven af veekstformerne. For graminoiderne (grees-
serne) var forholdet mellem biomasse og andelen af specifikke DNA-
sekvenser 1:1 over og under jorden, for treveeksterne udgjorde DNA-
sekvenserne i jordprgven en veesentlig lavere del, selv om de var den domi-
nerende biomasse over jorden, og for urterne var andelen af DNA-sekvenser
i jordpreven hgijere i forhold til biomassen over jorden. Dette betyder sand-
synligvis, at sammensaetningen af DNA-sekvenserne i jordpreven afspejler
biomasse-turnover og ikke den totale biomasse. Det viser ogsa, at det er vig-
tigt at identificere de faktorer, der har betydning for meengden af DNA-
sekvenser i en jordpreve for fortolkning af resultaterne (Yoccoz et al 2012).

Fejlkilder ved brugen af eDNA i moniteringen af arter og
biodiversitet

Som ved de konventionelle overvagningsmetoder er der bade falske positive
og falske negative pavisninger/detektioner (type I og type II fejl) i forhold til
antagelsen af, om arten findes i det pageeldende system (Darling & Maron
2011). Groft kan fejlene deles op i to kilder, dels er der deciderede metodefejl
i forbindelse med DNA-metoden, og dels kan der opsta fejl under monite-
ringsprocessen (provetagningsfejl).

PCR amplifikation (opformering) af en bestemt DNA-sekvens i en prove
med en meget lav DNA-koncentration kan give falske positive. Der skal her
iseer tages hensyn til kontaminering fra andre prever. Dette gores normalt
ved at benytte adskilte laboratorier til fx ekstraktion af recent DNA eller
DNA, hvor det er muligt at ekstrahere hgje koncentrationer af DNA, og til
prover med forventeligt lav koncentration af DNA. Et andet problem er, at
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den DNA-sekvens, man benytter til identifikation af en art, ogsa kan opfan-
ge andre neert-besleegtede arter. Dette kan opdages ved sekvensering af det
positive PCR-produkt. Falske positive kan ogsa forekomme selv om, der ik-
ke er levende individer tilbage af arten i systemet, da det ikke muligt at
skelne mellem levende og dede organismer med DNA-metoderne.

Falske negative er ogsa et problem. DNA fra den overvagede art kan sagtens
veere til stede men ikke pavises med PCR’en pa grund af fx en meget lav
DNA-koncentration. Tilstedeveerelsen af en art garanterer ikke altid, at man
ogsd finder DNA’et. Det kan fx skyldes dérlig opbevaring af preven, hvilket
har forarsaget, at DNA’et er blevet nedbrudt, eller selve provetagningsde-
signet har veeret ineffektivt og ikke fanget DNA’et.

PCR-metoden kan ligeledes forarsage fejl i det opformerede stykke DNA.
Fejlene kan veere punktmutationer og dannelsen af kimeere sekvenser (se-
kvenser fra forskellige gener), som vil give ophav til kunstige sekvenser og
en efterfglgende fejlagtig antagelse om ny art. Endelig kan sekvenseringsme-
toden forarsage unikke kunstige DNA-sekvenser, der i den efterfglgende da-
tabehandling ikke er blevet filtreret fra og fjernet, da de forekommer i se-
kvensregioner, der er lette at afleese pa grund af hej kvalitet. Disse fejlkilder
forekommer hovedsagelig i forbindelse med monitering af biodiversitet,
hvor eDNA bliver analyseret ved hjeelp af NGS (Coissac et al. 2012).

Alt1ialt er der 4 kritiske punkter, der skal adresseres ved DN A-monitering

1. Designet af det molekyleere assey
Udviklingen af DNA-metoder skal baseres pa standardiserede retnings-
linjer, der imedeser specificitet, sensitivitet, brugen af kontroller, kriterier
for falske positive og falske negative rater, definere positiv detektion og
gentagelse og reproducerbarhed (se evt. Parshionikar et al. 2009).

2. Kuoalitetskontrol af laboratoriet
Det er nedvendigt at sikre at laboratoriefejl er minimeret. Derfor skal la-
boratorier, der udferer DNA-monitering akkrediteres /certificeres, s
kvaliteten kan sikres. DNA-baserede moniteringsprogrammer kan kreeve
overfgrsel af prover fra et laboratorium til et andet, hvorfor reproducer-
barhed er kritisk. Kvalitetskontrol i forbindelse med preveopbevaring og
handtering er ogsa en nedvendighed for at sikre kvaliteten af proverne.

3. Sampling design
Overvagningssuccesen afheenger af DNA-metodens sensitivitet, teethe-
den af den overvagede art og spatiotemporal fordeling af indsamlings-
indsatsen.
Effektive indsamlingsskemaer er essentielle. Fx styrker flere feltbesog og
flere positive PCR-fund at arten er til stede (se Figur 1).



Figur 1. Flere feltbesgg over flere
saesoner og ar gger evidensen
for artens tilstedeveerelse.
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Over flere ar

Et gennemteenkt samplingdesign er vigtigt. Fx siger “falsk positiv parado-
xet”, at selv meget specifikke DNA-baserede metoder (med meget lav falsk
positiv rate) kan give misvisende resultater, nar hyppigheden af den over-
vagede art er teet pd eller under den falske positiv rate (dvs. arten er meget
sjeelden). Det betyder, at det neermest er umuligt at undgd falske positive.
Falske positive og falske negative rater ber estimeres for hvert laboratorium.
Dette kan gores ved at kere positive prover og negative prover x-antal gange
og estimere fejl-raten.

Den falske positive rate estimeres ud

FalskPosRate = FalskB/ (SandD+FalskB)
Hvor FalskB er antal gange, en PCR test er positiv, nar der rent faktisk ikke
er DNA fra arten i reaktionen (falsk positiv), SandD er antal PCR’er, der er

sande negative (PCR hvor DNA fra arten ikke er tilsat og heller ikke giver
band), se Tabel 1.

Tabel 1. Muligt udkomme af en analyse baseret pa positive PCR-reaktioner, som indikati-
on for en arts tilstedeveerelse.

PCR-test for en art Til stede (present) Ikke til stede (absent)
Positiv Sand A Falsk B
Negativ Falsk C Sand D

4. Usikkerhed i forholdet mellem DNA fra den overvigede art og levende eksempla-
rer af arten.
Det er vigtigt at kende DN A’ets nedbrydning i miljgo-prever. Tilstedevee-
relsen af DNA afheenger af de givne miljeforhold som fx temperatur, pH,
mm. (Darling & Mahon 2011).
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Frygten for falske positive

Moniterings programmer sgger at minimere sandsynligheden for falske po-
sitive ved at sammenholde resultaterne med konventionelle fangstmetoder
for arterne eller ved at indfere flere screeningsfiltre (forskellige metoder til
pavisningen af arten). Forsgget pa at eliminere de falske positive skubber fej-
lene over mod de falske negative. Metoder med meget lave falske positive
rater har forholdsvis hgje falske negative rater. Mange screenings-filtre re-
ducerer falske positive, men hvert filter har en falsk negativ rate, som vil ege
chancerne for falske negative. Da mange screenings filtre kreever lang tid, vil
der veere en risiko for at agere pd preelimineere detektioner (Darling & Ma-
hon 2011).

Implementering af eDNA i NOVANA-overvdgnings-
programmerne

Resultaterne af de forskellige undersggelser i vand og jord, der benytter
eDNA, viser, at seerligt DNA-metoden til biodiversitetsmonitering skal vur-
deres kritisk i forhold til de eksisterende metoder. Det samme er ogsa i no-
gen grad geeldende for anvendelse af DNA-metoderne ved enkelt-arts over-
vagningen. Men her giver implementeringen af DNA-metoderne ikke de
samme udfordringer i forbindelse den efterfelgende analyse af eDNA’et og
fortolkning af resultaterne. Det vurderes, at for udvalgte arter i NOVANA-
programmet kan eDNA-metoden til pdvisning af enkelt-arter benyttes til
pavisning af artens tilstedeveerelse, under forudseetning af omhyggeligt til-
rettelagte samplingdesigns og en laboratoriepraksis, der tager hgjde for mu-
lige fejlkilder.

Anvendelsen af eDNA maélrettet enkelt-art overvagning er mange steder
stadig ikke implementeret i natur-overvagningen og forvaltningen. Potentia-
let er stort, men der mangler stadig en del validering og kalibrering med de
eksisterende feltmoniteringsmetoder. Typisk anvendes eDNA-metoden der-
for ikke som eneste bevis p3, at en arts tilstedeveaerelse, men som én metode
blandt flere i en multidisciplineer screenings- protokol.

Det vil veere oplagt at fokusere pa arter, der forekommer i lukkede, akvati-
ske systemer som vandhuller/sger, og hvis tilstedeveerelse moniteres med
presence/absence. Det kan veere padder, vandkalve, stor keerguldsmed,
gron mosaik guldsmed, dyndsmerling og pigsmerling. For planternes ved-
kommende kunne det veere liden najade og vandranke. For arter, der findes
i sterre vandlgbssystemer som odder, lampret, sneebel, helt, tykskallet ma-
lermusling, flodperlemusling, gren kelleguldsmed og beever, vil eDNA-
metoden kunne vare et alternativ, der med samme eller bedre sikkerhed
end konventionelle metoder kunne anvendes til screening af sterre vandom-
rader/vandlgbssystemer for tilstedeveerelsen af den pageeldende art og bi-
drage til en prioritering af omrader, hvor en mere malrettet felteftersogning
af arten kunne iveerkseettes. Metoden har yderligere den fordel, at den er
skansom overfor arter, der er sarbare overfor de traditionelle indsamlings-
metoder som fx flodperlemusling. For bade de lukkede systemer og de &bne
vandlgbssystemer skal der foreligge en tilbundsgéende evaluering af den
eksisterende moniterings-metode i forhold til eDNA- metoden (se nedenfor)

Forudscetninger for at bruge DNA-metoden

Den forste betingelse for at anvende eDNA til enkelt-arter er, at der eksiste-
rer eller udvikles artsspecifikke markerer, der ligger i mitokondriet eller
chloropast genomet. Det er vigtigt at leegge markererne i disse to genomer,



da forholdet mellem mitokondrie hhv. chloroplast DNA i forhold til kerne
DNA er storre end 1, sa der er storre sandsynlighed for, at en eDNA prove
indeholder s& hgj en koncentration af organel-DNA’et, at amplificeringen
(PCR-metoden) vil forega.

Hvorvidt markererne ma fange andre, neert-besleegtede arter eller ikke, af-
haenger af den efterfglgende pavisningsmetode efter amplificeringen (PCR)
af eDNA’et. Man kan beslutte, at en positiv PCR er nok til at pavise, at arten
er til stede, hvis en forudgdende undersogelse viser, at markeren kun fanger
den gnskede art. Det kraever at der forinden er gennemfort et pilotprojekt,
hvor man sekvenserer de positive PCR produkter for at fa en sikker identifi-
kation af produktet/arten.

Ligeledes kan der opstilles kriterier for detektionsraten, fx at en preve skal
analyseres 8 gange (8 PCR), og at der hgjest ma veere 2 ud af de 8 PCR-
produkter, der er negative, hvilket betyder, at der er en detektionsrate pa 75
%. Man kan ogsa veelge at udvikle en qPCR-metode med en intern marker
for arten, der ikke fanger andre neertstdende arter. Fordelen med denne me-
tode er, at man kan benytte den til at kvantificere meengden af DNA fra den
pageldende art, og derved fa et mal for biomassen, hvis der foreligger en
kalibrering mellem antal individer og meengden af eDNA fra den péageel-
dende art.

Endelig kan man veelge at sekvensere PCR-produkterne, hvorved man far en
direkte artsbestemmelse, hvilket er uaftheengigt af om de pageeldende mar-
korer kun fanger arten, der overvages. Endelig kan der benyttes en kombi-
nation af metoderne, hvor der udveelges x antal positive PCR produkter til
sekvensering.

Det er vigtigt, at der udarbejdes en protokol for metoderne og kravene til de-
tektionsraterne og laboratorierne, der skal udefere analyserne for at imedese
og minimere de ovenfor beskrevne fejlkilder.

Sammenlignende undersggelser af eDNA med konventionelle
metoder

Fangst/unit effort

Med eDNA er det muligt at pavise forekomst af arter ved meget lave tethe-
der, hvilket oger fangst/unit effort i felten, hvor fangst ved brug af eDNA
defineres som en positiv PCR prove eller sekvensering afheengigt af den be-
nyttede protokol. Jerde et al. (2011) giver et eksempel pa en beregning af det-
te i forbindelse med pavisningen af 2 invasive karpearter, selvkarpen og
marmorkarpen, i USA (Figur 2 efter Jerde et al. 2011). Det er tydligt, at
fangst/unit effort falder jo leengere opstrems man kommer, men eDNA har
altid en hgjere fangst/ unit effort end elektrofiskning. Ved de laveste tethe-
der af arterne er de kun pavist med eDNA.

Senere blev karpernes tilstedeveerelse bekreeftet i forbindelse med Rotenone
bekeempelse (Jerde et al. 2011). En sadan sterre fangst/unit effort med eD-
NA sammenlignet med traditionelle metoder er vist i andre undersogelser
(Hayes et al. 2005)
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Figur 2. Fangst/unit effort for
elektrofiskning, sgjler, og eDNA
overvagning af sglvkarpe (gra
prikker) og marmorkarpe (sorte
prikker) fra syd (nedstrgms Mar-
seilles pool) mod nord (opstrams)
(Lockport pool). | Brandon Pool
blev en enkelt sglvkarpe fanget
med elektrofiskning (CPUE=
0,01) og ingen blev fanget ved
Lockport (Jerde et al. 2011).
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Dresden Island Brandon Road Lockport
lllinois waterway pools

CPUE: Catch per person day

Sammenligning af detektionsrater

Der er foretaget f& sammenligninger af fangst/unit effort mellem de konven-
tionelle feltmetoder og eDNA-metoden som ovenfor. I forbindelse med en
eventuel implementering i NOVANA-programmet bor der foretages en eva-
luering af fangst/unit effort art for art, da denne vil veere artsatheengig,
hvilket fremgar, nar man sammenligner detektionsrater. Ved en sammenlig-
ning af detektionsrater mellem de konventionelle metoder og eDNA-
metoden, fremgdr det tydeligt, at der er forskel pa om arten er akvatisk dvs.
tilbringer alle livsstadier i vandet (fisk) eller semi-akvatisk, hvor det er be-
stemte livsstadier, der tilbringes i vand (fx logfre, stor vandsalamander og
andre padder samt insekter), eller om arten lever ved vandet og benytter det
sporadisk (fx odder).

For decideret akvatiske arter eller semi-akvatiske arter i et lukket vandsy-
stem, der forekommer i moderate til hgje teetheder, er der en hgj detektions-
rate. For en art, der benytter vandet sporadisk, som odderen, er der fundet
en lav detektionsrate pa 27% (falsk negativ rate 73%). Pa lokaliteten, hvor
der blev indsamlet eDNA-prover til at teste for forekomst af odder, var den-
ne hgj, hvilket betyder, at her er den konventionelle moniteringsmetode me-
re sikker (lavere falsk negativ rate) medmindre man kombinerer de to meto-
der og tager vandprever meget teet pa hinanden i systemet, hvilket vil vere
mere ressourceforbrugende.

I dbne vandsystemer eller vandlgbsstraeekninger, hvor der er en vandgen-
nemstremning, vil koncentrationen af eDNA i de udtagne vandprever veere
lav for alle arter, mens det vil forventes, at meengden af eDNA fra mere ses-
sile arter som tykskallet malermusling og flodperlemusling vil veere mere
koncentreret jo teettere pa det lokale omrade eDNA prgven bliver udtaget.

Udover disse vigtige faktorer har tetheden af arten, eDNA’ets nedbryd-
ningshastighed i det pageeldende system, &rstiden hvor preoven tages,
meengden af dedt materiale af den pageeldende art ogséd indflydelse pa de-
tektionsraten for eDNA- metoden. Som neaevnt ovenfor har de konventionel-
le feltmetoder nogle af de samme problematikker omkring detektionsraten
som eDNA.

Kvantificering ved brug af eDNA

Thomsen et al. (2012) viser en sammenheeng mellem eDNA-koncentration
og meengden af haletudser i deres opseetning under kontrollerede forhold,
dvs. biomasse af den pageldende art kan beregnes ud fra meengden af indi-



vider. Denne sammenheeng ber valideres for alle de arter, hvor man gnsker
at implementere metoden, for den tages i brug. Samtidig skal det ngje over-
vejes, hvad det enskede biomassemal skal benyttes til. Er det blot til en eva-
luering af sammenhzaeng mellem biomasse og andre fysiske faktorer i vand-
hullet/sgen, kan det benyttes efter validering og kalibrering med eksiste-
rende metoder. @nskes en vurdering af bevaringsstatus for den pageeldende
art, mangler man stadig at f4 en sammenhzeeng mellem antallet af voksne in-
divider i det pdgeeldende vandhul/se og den mélte eDNA-koncentration, da
det ikke er muligt ud fra biomassen af den pageldende art at evaluere de
teethedsafheengige faktorer, der pavirker ynglesuccesen. Det betyder, at der
fx hos lpgfreen blot kan veere 2 adulte individer med ynglesucces, der re-
praesentere den observerede biomasse. Her er det nedvendigt at f& kendskab
til den genetiske variation inden for arten for at evaluere indavlsniveauet for
den pageeldende population.

Evaluering af mulige fejlkilder i forbindelse med prevetagning
Endeligt skal der udarbejdes en protokol for indsamling af eDNA prover i
felten. Protokollen ber tilpasses efter formal og art, der overvages. Her skal
der tages hejde for:

Provetagning

e Hvorndr pd aret proven tages

e Hvor mange vandprever der ber tages fra hvert vandhul
e Hvor i vandsgjlen proven udtages

o Eventuel forstyrrelse pa tidspunktet hvor proven tages.

Redskaber

¢ Provetagningsudstyr steriliseres mellem hvert provetagningssted,
e Gummistevler/vaders steriliseres mellem hvert provetagningssted
¢ Laboratoriehandsker skiftes ved hvert vandhul.

Forslag til forsegsdesign ved hver ny art der gnskes overvdget
med eDNA

Pavisning af arten med eDNA

Med udgangspunkt i at den overvagede art findes i et afgreenset akvatisk sy-
stem som vandhul eller sg udveelges den relevante DNA-metode. I princip-
pet er der tre muligheder:

e positive PCR pa gel med sekvensering af x antal positive PCR for artsbe-
stemmelse atheengig af det fastsatte kriterium for falsk positive raten.

e kvantitativ PCR (qPCR) bestemmelse med intern artsspecifik marker

¢ sekvensering af PCR-produkt.

Derneest udvikles artsspecifikke markerer, der amplificerer et 100-200bp
fragment. Disse testes pd DNA fra frisk veev fra den pdgeeldende art og pé
DNA fra frisk veev fra neert-besleegtede arter. Analyserne foregar i et DNA
laboratorium adskilt fra det DNA laboratorium hvor analyserne af eDNA
foregar, for at undga kontaminering.

Til feltindsamlingen udvaelges 3-5 vandhuller med en kendt hgj teethed, 3-5
vandhuller med kendt lav teethed og 3-5 vandhuller uden den pageldende
art. Hvor dette ikke kan lade sig gore pga. artens sjeeldenhed, afseges mu-
ligheden for at udfere forsegene i omrader uden for landets greenser, hvor
arten er hyppig. Hvert vandhul underkastes bdde eDNA-metoden og den
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konventionelle moniteringsmetode for at fa dels en sammenligning mellem
detektionsraten og et mal for fangst/unit effort for de 2 metoder. Antallet af
vandhuller, der skal indga afheenger af, hvor sjelden arten er, dvs. i hvor
mange vandhuller den forventes at veere. Er den vidt udbredt udvaelges 50
vandhullet med de forskellige teetheder. Hvis den er meget lokalt udbredt
udveelges de vandhuller, hvor arten forventes at kunne findes. Der skal op-
stilles kriterier for bestemmelse af detektionsraten og fangst/unit effort for
begge metoder. Et kriterium for eDNA kan fx veere at arten er pavist ved én
positiv ud af 8 eller én ud af 6 PCR-band? Tilsvarende skal der opstilles kri-
terier for den konventionelle metode, fx ved fangst efter 10 minutter eller 30
minutter. Beregning af fangst / unit effort afhenger dels af fangst-
definitionen samt tiden, der bruges for at der fanges et individ af arten.

I hvert vandhul udtages 5 x 15 ml vandprever i overfladen fordelt rundt i
vandhullet. Disse konserveres som beskrevet hos Thomsen et al. (2012). Det
er vigtigt, at der arbejdes sterilt. Hvis det er samme hold, der udtager vand-
prover til eDNA og foretager den konventionelle montering, startes der med
at tage eDNA prover. Ved ankomst til hvert vandhul tages handsker pa, ud-
styr steriliseres, stgvler steriliseres for der udtages vandprever. Hvis der er 2
personer i felten, vil det veere en fordel, at den samme person udtager vand-
prover til eDNA for at mindske sandsynligheden for kontaminering fra den
konventionelle metode til eDNA. Denne del af valideringen af metoden fo-
regar indenfor samme saeson.

For at underspge effekten af hvornar pa aret, at vandpreverne til eDNA-
monitering udtages, foretages indsamlingen af preverne i 5 vandhuller med
kendt hgj og lav teethed hhv. en gang om méneden (midt i) aret ud, én gang
om ugen (samme dag) i 3 maneder deekkende yngle-saesonen og én gang om
ugen i 1 méaned i vinterseesonen.

For at undersgge om der er en effekt af hvor i vandsgjlen vandpreverne ud-
tages, udveelges 5 vandhuller med kendt hgj og lav teethed af arten, hvor der
udtages vandprever 5 steder i vandhullet i 5 forskellige dybder malt fra
overfladen.

Ved analyse i laboratoriet foregar ekstraktionen af eDNA og den efterfol-
gende amplificering af eDNA i to separate laboratoriet. Bade ekstraktionen
og amplificeringen foregdr med kontroller i opseetningen. Der bor foreligge
kriterier for certificering af laboratorierne der benyttes til eDNA analyserne
og metoderne ber veere standardiserede sa de er reproducerbare, laboratori-
erne i mellem.

Biodiversitetsmonitering

Priser pa biodiversitetsovervagningen for NGS ligger omkring 15.000-17.500
kr/preve, nar bioinformatik-delen samt selve laboratorie-arbejdet er inklu-
deret. Der kreeves dog stadig en del forskning og en del validerings-
undersggelser inden disse kan tages i brug i forvaltningen, men perspekti-
verne er spaendende. Nogle af de forskningsmeessige valideringsundersegel-
ser der skal foretages er bla.a., hvor mange baseleesninger (reads) der skal til
for at fange meget sjeeldne arter i en prove, hvor DNA-koncentrationen be-
star af 99% af de 10 hyppigste arter. Et andet spergsmal er hvorndr man vil
kunne sige at en art er tilstede eller ikke er tilstede, er en sekvens tilstreekke-
lig eller skal der veere flere? Endelig skal der ogsé findes eller oprettes biblio-
teker, der indeholder arternes korte DNA-sekvenser, s& disse kan genfindes.
Hidtil er DNA-barcoding centreret omkring brugen af lange stykker DNA



((500-600bp) fra et mitokondriegen, cytochrome oxidase I (COI) eller chloro-
plast gener (rbcL og matK) til artsbestemmelse som er meget sveere at pavise
i hele sin leengde i en eDNA prove. Dette er nogle af de vigtige undersogel-
ser i forbindelse med fx biodiversitets-profiler for forskellige levesteder eller
okosystemer, der nedvendigvis ma adresseres for implementeringen af me-
toden.

Business cases

Generelle bemcerkninger

Der er valgt businesscases fra udelukkende vandige miljeer, da de er bedst
underbyggede i gjeblikket (Thomsen et al. 2012). Der er valgt to cases - én,
der repreesenterer ekstensiv overvagning af arter, hvor den eksisterende me-
tode er ganske arbejdskreevende (vandkalve), og én, der repraesenterer fund
af sjeeldne arter (pigsmerling), der kreever mange eftersegninger af lokalite-
ter, hvor arten ikke findes. Forslagene er opstillede som indledende forsogs-
design, hvor DNA metoden afpreves og kalibreres i fht den konventionelle
metode for at vurdere perspektiverne, og hvor der samtidig indgar afprev-
ning af laboratorie-fejlkilder og udvikling af nedvendige primere. Ved en
eventuelt senere implementering af metoden i NOVANA-overvagningen vil
afprevning af fejlkilder og udvikling af primere ikke leengere veere ngdven-
dige og derfor udga.

Overvagning af en reekke vandhulslevende arter som fx vandkalve, padder
og guldsmede er primeert overvigning af eventuelle eendringer af arternes
udbredelse i form af presence-absence data pa de undersogte lokaliteter. Me-
toden er derfor umiddelbart velegnet til at blive helt eller delvis erstattet af
DNA-overvagningsmetoden. En reekke vandhulslevende dyr forekommer i
samme vandhuller og vil i princippet kunne overvéages ved ét besgg pa den
samme lokalitet, hvorved den stgrste omkostning ved overvdgningen,
transportomkostningerne, ville kunne reduceres betydeligt. Men kun i me-
get begreenset omfang er det tilfeeldet i den nuveerende overvagning, da
overlappet i levesteder ikke er serligt stort. Eksempelvis deler vandkalve
kun i meget begreenset omfang levesteder med andre vandhulslevende dyr
som fx padder og guldsmede, sa her vil der ikke kunne opnas nogen meerk-
bar synergieffekt.

Heller ikke for pigsmerling vil der kunne opnas nogen synergieffekt med
overvagning af andre arter. Pigsmerlingen lever i dagtimerne primeert i teet
vegetation, hvor den er nedgravet i bunden. Pga. denne levemade er arten
ofte vanskelig at lokalisere. Hvis DNA-sporingen findes palidelig vil der, til-
lige med en gkonomisk gevinst, veere sandsynlighed for at opna mere sikre
data.

Forsegsdesign for bred vandkalyv og lys skive vandkalv

Vandkalve (2 arter: Bred vandkalv og lys skivevandkalv) overvages i NO-
VANA 2011-2015 i samlet 39 vandhuller/sger én gang i hvert af arene 2011
og 2014. Den nuveerende overvagning af vandkalve er ganske ressource-
kreevende, og udferes som feldefangst i maj méned (2 besgg: hhv. udseet-
ning og regtning af 8 feelder pr. lokalitet) og ketsjning (1 besog) i september
maned, altsd i alt tre besog pd samme lokalitet (Segaard et al. 2011b) med et
samlet tidsforbrug pa knap 16 timer pr. lokalitet (Tabel 2).
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Tabel 2. Ressourcesaetning pr. lokalitet ved overvagning af vandkalve i NOVANA 2011-2015.

Aktivitet — NOVANA Forberedelse og feelder Transport Feltarbejde | alt
Antal timer 5,29 4,5 6 15,79
Feltarbejde

Til validering af brugen af eDNA til overvagningen af vandkalve udveelges
5 vandhuller med sikker pavisning i perioden 2005-2012, 5 vandhuller hvor
de er pavist tidligere (1990-2004) men ikke ved sidste overvagning og ende-
lig 5 vandhuller, hvor de har veeret registreret, men ikke pavist siden 1989. 1
forsegsdesignet vil feltvalideringen skulle udferes i overensstemmelse her-
med, men der vil skulle afseettes yderligere ressourcer til DNA-relaterede
aktiviteter (Tabel 3). Det drejer sig om forberedelser, indsamlingsudstyr, da-
tahandtering og feltarbejde, i alt halvanden time. I felten indsamles saledes 1
vandpreve ved hver af de 8 feelder. Vandprgverne heeldes sammen, saledes
at kun 1 vandpreve pr. lokalitet underkastes DNA-analyse. Kolonnen ”For-
beredelse og feelder” inkluderer blandt andet indkeb/fremstilling af feelder
og udstyr til opseetning af feelder.

Tabel 3. Ressourcesaetning for feltarbejde pr. lokalitet ved overvagning/feltvalidering af vandkalve. Det ekstra ressourceforbrug
(1,5 t) omfatter i alt 15 lokaliteter.

Aktivitet - NOVANA Forberedelse og feelder Transport Feltarbejde | alt
Antal timer 5,29 4,5 6 15,79
Antal timer — DNA 1 0,5 15
| alt 6,29 4,5 6,5 17,29

DNA-analyse
Der udvikles et primer design for hver af de 2 arter ud fra eksisterende se-

kvenser i GenBank. Disse testes pa neertstdende arter og pa 10 individer af
hver vandkalve-art. For at estimere fejlraten i laboratoriet keres 20 PCR
uden DNA og 20 med DNA. DNA bliver ekstraheret i et laboratorium ad-
skilt fra laboratoriet, hvor arbejde med hgjmolekyleert DNA samt PCR-
opseetning foregar for at undga kontaminering. Der medtages en 0-kontrol i
DNA-oprensningen samt i de efterfolgende PCR-korsler. Der bliver kert 8
PCR for hvert vandhul. Op til 6 positive band vil blive sekvenseret (Tabel 4).
Et positivt PCR band med sekvens betragtes som et positivt fund af arten i
det enkelte vandhul. Resultatet af analyserne bliver sammenlignet med den
konventionelle metode for at estimere fangst/unit effort. Den konventionelle
metode udferes som beskrevet i TA’en for vandkalve.

Hvis DNA-metoden skulle vise sig at veere brugbar, vil metoden kunne er-
statte den nuveerende fangstmetode. Feltarbejdet vil blive reduceret til ét be-
sog med ca 1,5 t transporttid og ca 1 times feltarbejde pr. lokalitet og de sam-
lede laboratorieudgifterne kan reduceres til i alt 41.365 Dkr for det samlede
program med de nuveerende 39 vandhuller, 2 arter samt sekvensering af 3
positive PCR (Tabel 4). Belgbet kan variere atheengigt af antallet af prover,
der analyseres, samt af hvorvidt det enskes, at der kan forevises DNA-
sekvenser for de analyserede positive prover som bevis for de 2 arters tilste-
deveerelse.
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Tabel 4. Samlet ressourcesaetning for laboratorieudgifterne ved udvikling af DNA-
metoden til identifikation af bred vandkalv og lys skive vandkalv.

Bred vandkalv og lys skive vandkalv Dkr
Drift budget til kemikalier 27.750
Estimeret tidsforbrug timer

DNA ekstraktion 14.8* 9.620
PCR forsgg 37* 24.050
Udvikling af primere 29,6** 31.080
Dataanalyser 22,2 23.310
Rapport 88,8** 93.240
Laboratorie analyser samt databehandling 181.300
| alt 209.050

*= TAP timer a 650 kr/t
**=AC timer & 1050 kr/t

Forsagsdesign for pigsmerling

Arten overvages i NOVANA 2011-2015 pa i alt 118 lokaliteter fordelt pa 16
sper og 22 vandleb. Lokaliteterne fastleegges ud fra kendskab om tidligere
forekomst af arten, men overvagningen skal ogsa daekke tilgreensende om-
rader. Overvéagningen finder sted vha. elektrofiskeri, og hver lokalitet besg-
ges én gang i lobet af perioden 2011-2015. Der er fastsat et tidsforbrug pa 4
timer pr. lokalitet (Tabel 5).

Tabel 5. Ressourcesaetning pr. lokalitet ved overvagning af pigsmerling. Der indgér 118 lokaliteter i overvagningen af pigsmer-
ling.

Aktivitet - Forberedelse og Feltarbejde (herunder opstilling og

NOVANA inddatering Transport nedtagning af udstyr) | alt

Antal timer 0,6 15 1,8 3,9
Feltarbejde

Der tages en eDNA vandpreve pa hver lokalitet, hvor der iflg. den tekniske
anvisning for overvdgning af arten er planlagt elektrofiskeri. Disse prover
tages samtidig med elektrofiskeriet, der foretages i programperioden 2011-
15. eDNA-metoden kalibreres ved at sammenligne resultaterne af positive
og negative fund fra den konventionelle overvagning (elektrofiskeriet) med
resultaterne fra DNA-analyserne. Der skal afseettes yderligere op til halvan-
den time pr. lokalitet til DNA-relaterede aktiviteter (Tabel 6), sdsom forbe-
redelser, hdndtering af indsamlingsudstyr, feltarbejde og datahandtering.

DNA-analyse
De eksisterende primere for pigsmerling efterpreoves i laboratoriet pa DNA

ekstraheret fra muskelvev eller andet veev. For at estimere fejlraten i labora-
toriet keres 20 PCR uden DNA og 20 med DNA. DNA bliver ekstraheret i et
laboratorium adskilt fra laboratoriet, hvor arbejde med hgjmolekyleert DNA
samt PCR-opseetning foregdr for at undga kontaminering.
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Tabel 6. Ressourcesaetning pr. lokalitet ved overvagning/feltvalidering af pigsmerling — Forsggsdesign. Der indgar 118 lokalite-

ter i overvagningen af pigsmerling.

Forberedelse og Feltarbejde (herunder opstilling
Aktivitet - NOVANA inddatering Transport 0g nedtagning af udstyr) | alt
Antal timer 0,6 1,5 1,8 3,9
Antal timer - DNA 1 0,5 1,5
| alt 1,6 1,5 2,3 5,4
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Der medtages en 0-kontrol i DNA-oprensningen samt i de efterfolgende
PCR-kersler. For hvert vandleb/se (118prever i alt) keres 8 PCR-band. Op
til 6 positive band vil blive sekvenseret (Tabel 7). Et positivt PCR band med
sekvens betragtes som et positivt fund af arten i det enkelte vandhul. Resul-
tatet af analyserne bliver sammenlignet med den konventionelle metode for
at estimere fangst/unit effort. Den konventionelle metode udferes som be-
skrevet i TA’en for pigsmerling (Wiberg-Larsen og Johansson, 2012 in prep).

Tabel 7. Estimering af prisen for udvikling af DNA-metoden til identifikation af pigsmerling
samt for den efterfglgende rutinemeessige DNA-analyse af samtlige vandprgver udtaget i
de 118 lokaliteter i laboratoriet.

Pigsmerling Dkr
Drift budget til kemikalier 71.300
Estimeret tidsforbrug Timer

DNA ekstraktion 22,2* 14.430
PCR forsgg 22,2* 14.430
Udvikling af primere 14,8** 15.540
Dataanalyser 22,2** 23.310
Rapport 88,8** 93.240
Laboratorie analyser samt databehandling 160.950
| alt 232.250

*= TAP timer & 650 kr/t
**=AC timer & 1050 kr/t

Hvis DNA-metoden skulle vise sig at veere brugbar, vil metoden kunne
supplere den nuverende fangstmetode. Pa lokaliteter med hgj teethed af
pigsmerling vurderes det, at der ikke er nogen skonomisk gevinst eller stor-
re sikkerhed ved anvendelse af eDNA- metoden i forhold til den konventio-
nelle metode. Det anslas, at dette er tilfeeldet ved knap 50 af de 118 lokalite-
ter, svarende til ca. 40% af lokaliteterne. Pa lokaliteter med lave taetheder af
pigsmerling eller ved lokaliteter, hvor arten ikke er fundet indenfor de sene-
ste 10 ar kan eDNA-metoden anvendes til at afgere om elektrofiskeriet skal
benyttes. En eventuel gkonomisk besparelse ved indferelse af eDNA meto-
den bestdr dermed i, at der kun foretages elektrofiskeri i vandleb/sger, hvor
der ved DNA-metoden konstateres fund pa nye lokaliteter eller pa lokalite-
ter hvor den ikke er fundet indenfor de seneste 10 ar. Det er ikke pé forhdnd
muligt at angive, hvor mange vandleb/sger (eller lokaliteter), det drejer sig
om, men det antages at veere mindre end halvdelen af de resterende knap 70
lokaliteter.



Under antagelse af at eDNA-metoden anvendes pa ca. 30-35 lokaliteter an-
slas de samlede laboratorieudgifter for hele programmet til ca. 21.700 Dkr
svarende til analyse af en vandpreve fra hver lokalitet (sekvensering af 3 po-
sitive PCR). Belgbet vil variere afheengigt af antallet af prever, der analyse-
res, samt evt. gnsker om at kunne forevise DNA-sekvenser for de analysere-
de positive prever som bevis for artens tilstedeveerelse.
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