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Forord

Denne rapport udgives af DCE - Nationalt Center for Milje og Energi, Aarhus
Universitet (DCE) som afsluttende produkt i et projekt om eDNA fra dynd-
smerling. Rapporten omfatter data indsamlet gennem feltarbejde udfert i
2019, og skal ses som en undersggelse, der kan danne grundlag for vurdering
af anvendelsen af eDNA metoder til screeningundersagelser efter dyndsmer-
ling i overvagningsprogrammet (NOVANA).

Projektet er gennemfort i samarbejde mellem Aarhus Universitet (AU),
NIRAS A/S og Miljestyrelsen (MST). AU har forestdet projektbeskrivelse og
ansegning. Feltarbejdet er udfert efter projektbeskrivelsen af bade AU,
NIRAS A/S og MST. NIRAS A/S har udfert prevetagning af vandprever til
eDNA analyse og har i samarbejde med Eurofins Miljg A/S analyseret alle
prover for spor af eDNA. Alle projektdeltagere har set og diskuteret resultater
og ramme for rapportskrivning, mens selve rapportskrivningen er udfert i
samarbejde mellem AU og NIRAS A/S. AU har alene haft ansvaret og beslut-
ningsrettighed for rapportens indhold, fortolkninger af data samt faglige an-
befalinger. Dog er alle projektdeltagere enige om rapportens indhold.



Sammenfatning

Dyndsmerlingen (Misgurnus fossilis) findes i Danmark kun i Sglsted mose og
muligvis ved Magisterkogen, og arten er radlistet som kritisk truet. Arten er
opfert pa Habitatdirektivets Bilag II, som omfatter arter, for hvilke der skal
udleegges seerlige beskyttelsesomrader. Derfor er der ogsé en direktivmeessig
forpligtelse for Danmark til at beskrive bevaringsstatus for dyndsmerling.

Dyndsmerlingens habitater er stillestaende eller langsomt flydende ferskvand
med mudret bund, hvilket tidligere forekom naturligt i form af smasger og
afsngrede meanderbuer i forbindelse med vandlgbssystemer med lavt fald. I
steerkt udnyttede landskaber som det danske, hvor de naturligt forekom-
mende habitater ikke leengere er tilgeengelige, kan egnede habitater opsta i
kunstige draeningskanaler som fx i Splsted mose.

I henhold til direktivforpligtelserne om beskrivelse af dyndsmerlings beva-
ringsstatus, har forskellige fangstmetoder veeret anvendt i forseget pa at be-
skrive artens udbredelse og populationssterrelse. Disse fangstmetoder har
imidlertid vist sig ineffektive og er samtidig omkostningstunge. Som alterna-
tiv til de traditionelle fangstmetoder har anvendelsen af miljgDNA (eDNA)
veeret foreslaet i artsovervagningen af dyndsmerling, og metoden har veeret
succesfuldt afprovet i Selsted mose. Med sigte pa at implementere eDNA i
artsovervagningen af dyndsmerling (screeningsundersggelser af artens ud-
bredelse pa lokaliteter, hvor artens levebetingelser er opfyldt) er der behov
for at konkretisere prevetagningsstrategi og -indsats.

Formalet med dette projekt er at vurdere potentialet for eDNA som supple-
ment til den traditionelle artsovervagning for dyndsmerling. Det undersoges
med hvilken afstand fra eDNA kilden vandprever skal indsamles for at pa-
vise eDNA koncentrationer over detektionsgreensen. Yderligere er det en del
af formélet at udarbejde en teknisk anvisning for anvendelsen af eDNA i over-
vagning af dyndsmerling. Denne tekniske anvisning udarbejdes i samarbejde
med Miljestyrelsen efter udgivelsen af denne rapport.

I projektets fase 1 blev to artsspecifikke eDNA detektionssystmer evalueret pa
vandprever indsamlet fra Selsted mose. Fase 2 blev udfert parallelt med Ten-
der kommunes rusefiskeri i Selsted mose, hvor der blev indsamlet vandpre-
ver med varierende afstand til ruser, hvor der var fanget dyndsmerling. I fase
3 blev der doseret vand med eDNA fra dyndsmerling til et vandleb, hvor
dyndsmerling ikke findes. Der blev indsamlet vandprgver til eDNA analyse
med forskellig afstand til denne kendte kilde til eDNA.

Resultaterne fra fase 1 viste, at de to detektionssystemer gav sammenlignelige
resultater, dog med et steerkere eDNA signal i MisfosCB systemet, hvilket der-
for blev anvendt i projektets fase 2 og 3. I fase 2 blev der pavist DNA fra dynd-
smerling pa tre ud af fire provetagningssteder, hvor dyndsmerling blev fan-
get for vandprever indsamlet lige ved rusen. Der var imidlertid ikke noget
systematisk menster for aftagende eDNA koncentration med stigende afstand
til ruserne. Disse resultater indikerer flere kilder til eDNA fra dyndsmerling i
kanalsystemerne, udover der hvor ruserne er placeret. I fase 3 blev der detek-
teret eDNA fra dyndsmerling pa alle prevetagningssteder (15, 70 og 200 m fra
eDNA kilden). Der var ingen tydelig negativ sammenheaeng mellem den gen-
nemsnitlige koncentration og afstand til eDNA kilden, men spredningen pa
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malingerne steg med stigende afstand, hvilket understreger stigende behov
for flere indsamlede prover fra samme lokalitet med stigende afstand til
eDNA kilden.

Pa baggrund af vores undersggelse konkluderer vi, at eDNA metoden (detek-
tionssystemet MisfosCB) er velegnet til pavisning af dyndsmerling. Hvis pro-
vetagning til eDNA analyser udferes netop pa det sted i vandlgbet, hvor arten
findes, sa vil preven i langt de fleste tilfeelde veere positiv. Resultaterne viste
dog ogsé vigtigheden af at udtage flere vandprover per proveindsamlings-
sted for at pavise arten, hvis man ikke ved, hvor dyrene preaecist forekommer.
Behovet for flere vandprgver per proveindsamlingssted stiger med stigende
afstand til kilden til eDNA.

For at estimere risikoen for falske positive prover ved qPCR analyserne blev
der medtaget et stort antal negative prever, hvor der ikke blev tilsat DNA
template. Hertil blev der benyttet en sandsynlighedsfordelingsfunktion (Be-
tafordeling). Under antagelse af at risikoen for kontaminering af hhv. nega-
tive kontroller og prover kan anses for at veere ens, blev sandsynligheden for
at en positiv pavisning er falsk estimeret til en maksimal risiko pa 2,5% dvs
nar 1 ud af 3 vandprever er positiv. Baseres konklusionen pa 2 positive ud af
3 vandprever blev risikoen for falsk positiv mindre (2,5%x2,5%=0,1%).

Pé baggrund af resultaterne anbefales en provetagningsteethed pa hejst 200 m
mellem hvert prevetagningssted i vandleb med rindende vand, mens denne
provetagningsteethed ber mindskes yderligere, nar kanalsystemer med stille-
stdende vand undersgges for forekomst af dyndsmerling. Ved hvert prove-
tagningssted ber der udtages mindst 3 vandprever. Med en afstand til eDNA
kilden pa 200 m i vandlebet ved Obbekeer enge (fase 3) var 1 ud af 3 (33%)
vandprever negative for eDNA. Ved udtagning af tre vandprever 200 m fra
kilden opnas i denne situation en risiko for falsk negative resultater (dvs. alle
tre vandprever er negative) pa ca. 33%x33%x33% = 4%. Det understreges, at
disse anbefalede retningslinjer kun er geeldende for dyndsmerling og ikke for
eDNA undersggelser af andre arter.

Usikkerhedsberegningerne viste, at der med det givne store antal negative
kontroller som er medtaget, opnds en stor sikkerhed for, at undga falske po-
sitive eDNA signaler (dvs. at arten findes, hvor de positive prover er udtaget).
For at oge troveerdigheden af eDNA resultater anbefales sddanne usikker-
hedsestimater udfert generelt. Nar eDNA fra en art pavises med qPCR i om-
rader og pa lokaliteter, hvor arten ikke tidligere er kendt, ber qPCR produk-
terne sekventeres for verifikation af arten.



Summary

In Denmark, the weather loach (Misgurnus fossilis) only occurs in Selsted mose
and possibly Magisterkogen. The weather loach is a redlisted fish species and
is additionally listed on Appendix II of the European Habitats Directive.
Hence, member states have a legally binding obligation to protect and assess
the conservation status of the weather loach.

The weather loach prefers habitats characterized by still or slow flowing fresh-
water systems with substrates dominated by mud and silt. Such conditions
previously occurred in form of small ponds and ligated meanders often lo-
cated in stream systems with low slope. However, in strongly utilized land-
scapes (such as in Denmark), these types of habitats are extremely rare. In-
stead, artificial drainage canals (e.g. in Selsted mose) can sometimes provide
similar habitats.

In order to assess the conservation status of the weather loach, documentation
of population distribution and population size is needed. Various conven-
tional catch methods have been applied to provide this type of data, although
none of these conventional methods have proved to be sufficiently effective.
A suggested alternative to the conventional catch methods is environmental
DNA (eDNA) which was used to document the presence of weather loach in
Selsted mose in 2015. In order to implement eDNA in the species monitoring
program for weather loach (screening surveys to map geographical popula-
tion distributions), there is a need for detailed quantitative and qualitative de-
scriptions of sampling methods.

In this project, we aimed to assess the applicability of eDNA methods as sup-
plement to the conventional catch methods. We investigated relationships be-
tween eDNA signal strength and distance to the eDNA source and how this
was influenced by sampling intensity. As part of the project, the currently
available technical guidance document for monitoring populations of weather
loach will be updated so that it contains estimated best practice of eDNA
methods. This technical guidance document will updated in collaboration
with Danish Environmental Protection Agency (EPA) after the project report
has been published.

In phase 1 of the project, we tested two species specific eDNA detection sys-
tems using water samples collected in Sglsted mose. Phase 2 was conducted
in parallel to a conventional net fishing survey conducted by Tender munici-
pality, and we collected water samples with different distance to net locations
(containing weather loach). In phase 3, we added freshwater containing
eDNA from weather loach to a stream system with no records of weather
loach populations. We collected water samples for eDNA analysis with dif-
ferent distance to this known eDNA source.

Results from phase 1 showed that the two different detection systems pro-
vided comparable results, although the MisfosCB system generally provided
strongest signals. Consequently, the MisfosCB system was consistently used
in project phases 2 and 3. In project phase 2, we found DNA from weather
loach in samples collected at 3 out of 4 different locations. We found no sys-
tematic pattern showing decreasing eDNA concentration with increasing dis-
tance to fishing nets. The results indicate that multiple sources of eDNA were
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present in Sglsted mose apart from the individuals located inside the fishing
nets. In phase 3, we detected eDNA from weather loach on all sampling sites
(15, 70, and 200 m from the eDNA source). However, we found no clear neg-
ative correlation between eDNA concentration and distance to the eDNA
source, but the data variance among samples collected at the same location
increased with increasing distance to the eDNA source. This shows an increas-
ing to increase sample number with increasing distance to the eDNA source.

Based on our results, we conclude that eDNA (MisfosCB detection system)
was appropriate for detecting weather loach. If water sampling is conducted
within few meters of weather loaches, the eDNA analysis will be positive in
the vast majority of cases. However, the results also revealed the importance
of increasing number of water samples with increasing distance to the eDNA
source.

In order to estimate the risk of false positive results using qPCR we included
multiple negative control samples. Assuming an equal risk of contaminating
negative control samples and samples collected in Selsted mose, we calcu-
lated the risk of false positive results is 2.5 % (i.e. when one out of three water
samples is positive). In the case of two out of three positive water samples, the
risk of false positive results decreases to 0.1 %.

Based on our results, we recommend a distance between water sampling lo-
cations of maximum 200 m in streams with running water while this distance
should be lowered in artificial drainage canals with little or no water move-
ment. A minimum of three water samples should collected at each sampling
location. Based on the results from phase 3, the risk of getting false negative
results when collecting three water samples at a distance of 200 m to the
eDNA source (i.e. all three water samples negative) is approximately 4%. We
emphasize that these recommended guidelines are specific for weather loach
and cannot be applied to eDNA surveys for other species in other systems.

Our uncertainty estimates showed that the application of multiple negative
controls leads to a high certainty of avoiding false positive results (i.e. that
species does exist where the sample results are positive). In order to increase
creditability of eDNA surveys, we recommend that such thorough evalua-
tions of the risk of getting false positive results should be consistently in-
cluded in future surveys and studies. When eDNA from a species is detected
using qPCR in places with no previous occurrence records, the qPCR products
should be sequenced in order to verify the results.



1 Baggrund

Dyndsmerlingen (Misgurnus fossilis) er oprindeligt hjemmehorende pa det
Europeeiske kontinent. Arten er i steerk tilbagegang iseer i Central- og Nord-
europa (Hartvich et al. 2010). I Danmark findes kendte bestande af dyndsmer-
ling kun i Splsted mose og muligvis ved Magisterkogen, og arten er rgdlistet
som kritisk truet (Moller et al. 2012; Sigsgaard et al., 2015). Tidligere har
dyndsmerlingen forekommet i Vida-systemet, hvor den dog ikke forventes at
findes mere. Arten er opfert pa Habitatdirektivets Bilag II, som omfatter arter,
for hvilke der skal udleegges seerlige beskyttelsesomrader. Derfor er der ogsa
en direktivmaessig forpligtelse for Danmark til at beskrive bevaringsstatus for
dyndsmerling.

Dyndsmerlingens habitater er stillestiende eller langsomt flydende ferskvand
med mudret bund, hvilket tidligere forekom naturligt i form af smasger og
afsngrede meanderbuer i forbindelse med vandlgbssystemer med lavt fald
(Hartvich et al. 2010). Alle sterrelsesgrupper af dyndsmerling er knyttet til
den akvatiske vegetation, hvor den ogsé leegger eg. Arten undgar som ud-
gangspunkt omrader med blotlagt substrat uden vegetation. Uden for yngle-
seesonen (april til juni) forefindes dyndsmerling typisk dybt nedgravet (20-30
cm) i det mudrede sediment, men er muligvis nataktive (Hartvich et al. 2010).
I steerkt udnyttede landskaber som det danske, hvor de naturligt forekom-
mende habitater ikke leengere er tilgeengelige, kan egnede habitater opsta i
kunstige dreeningskanaler som fx i Splsted mose.

I henhold til direktivforpligtelserne om beskrivelse af dyndsmerlings beva-
ringsstatus, har forskellige fangstmetoder veeret anvendt i forsgget pa at be-
skrive artens udbredelse og populationssterrelse. Delvist grundet dyndsmer-
lings kryptiske biologi har disse fangstmetoder (elektrofiskeri og rusefiskeri)
vist sig ineffektive til fangst af dyndsmerling og er samtidig omkostnings-
tunge. Som alternativ til de traditionelle fangstmetoder har anvendelsen af
miljgDNA (eDNA) veeret foreslaet i artsovervagningen af dyndsmerling.

eDNA fra dyndsmerlingen er tidligere eftersogt ved en screening i Selsted
mose og lokaliteter med historisk forekomst af arten. Denne undersggelse vi-
ste en reekke detektioner af eDNA fra dyndsmerling i Selsted mose, som blev
rapporteret positive (Sigsgaard et al. 2015). Efterfelgende udferte Tonder
Kommune elektrofiskeri og rusefiskeri efter dyndsmerling i Selsted mose og
fandt 8 individer af arten. Dette giver anledning til at undersege, i hvilket
omfang eDNA kan supplere de nuveerende metoder til artsovervagning af
dyndsmerling i Danmark.

Den omtalte screening af eDNA fra dyndsmerling i Sglsted mose i 2015 viste
meget lave koncentrationer af eDNA (Sigsgaard et al. 2015). Undersogelserne
dengang var baseret pa analyse af eDNA fra kun 15 ml mosevand. Siden da
er der udviklet nye metoder til opkoncentrering, filtrering og fiksering af
vand indsamlet i felten. Det ma forventes, at disse metoder kan forbedre de-
tektion af dyndsmerling eDNA sammenlignet med undersggelserne i 2015.
Det er derfor vigtigt at afpreve de nyeste muligheder for at opkoncentrere
eDNA fra en vandpreve. Det er ligeledes vigtigt at udfere analyserne saledes,
at man systematisk kan vurdere resultaterne i forhold til en fastlagt detekti-
onsgraense for koncentrationen af artsspecifikt eDNA.



Med sigte pa at implementere eDNA i artsovervagningen af dyndsmerling
(screeningsundersegelser af artens udbredelse pa lokaliteter, hvor artens le-
vebetingelser er opfyldt) er der behov for at konkretisere prevetagningsstra-
tegi og -indsats. Dette er vigtigt, da en utilstraekkelig indsamling af vandpre-
ver til eDNA underspgelse kan medfare falske negative resultater. Med andre
ord er det vigtigt, at proveindsamlingsstrategien sa vidt muligt er deekkende
i forhold til den pageeldende lokalitet, sa sandsynligheden for, at en faktisk
forekommende population af dyndsmerling ogsa detekteres i form af positive
eDNA signaler i vandprogverne. Helt konkret ber det derfor overvejes, hvor
teetmasket provetagningsnettet skal veere for at optimere sandsynligheden for
at opna positive eDNA signaler i vandprever, der indsamles fra lokaliteter,
hvor dyndsmerling faktisk forekommer.



2 Formal

Formalet med dette projekt er at vurdere potentialet for eDNA som supple-
ment til den traditionelle artsovervagning for dyndsmerling. Til projektet an-
vendes de nyeste preveindsamlings-, konserverings- og analysemetoder ba-
seret pd artsspecifik qPCR detektion. Det undersgges, med hvilken afstand fra
eDNA kilden vandprever skal indsamles for at pavise eDNA koncentratio-
ner over detektionsgreensen. Yderligere er det en del af formalet at udarbejde
en teknisk anvisning for eDNA overvagning af dyndsmerling som supple-
ment til den traditionelle artsovervagning af dyndsmerling. Denne tekniske
anvisning udarbejdes i samarbejde med Miljestyrelsen efter udgivelsen af
denne rapport.

Projektets provetagning og analyser er opdelt i tre faser:

e Ifase 1 blev to artsspecifikke eDNA detektionssystemer anvendt til
efterspgningen af eDNA fra dyndsmerling i Selsted mose.

e [fase 2 blev der udfert rusefiskeri (af Tonder kommune) pa en reekke
lokaliteter i Selsted mose. Der blev indsamlet vandprever til eDNA
analyse ved og omkring de ruser, hvor der var fanget dyndsmerling.

o I fase 3 blev der doseret vand med eDNA fra dyndsmerling til et
vandlgb, hvor dyndsmerling ikke findes. Der blev indsamlet vand-
prover til eDNA analyse med forskellig afstand til denne kendte kilde
til eDNA.
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3 Metode

3.1 Solsted mose

Selsted mose deekker et areal pa cirka 240 Ha og bestér primeert af hgjmose
med indlejrede smasger og gamle dreeningskanaler. I perioden 2010-2016 blev
der udfert et omfattende restaureringsarbejde, hvor dreeningen er ophert, og
birk og andre treeer er blevet ryddet. Herved er det sggt at genskabe den op-
rindelige vandstand og stoppe tilgroningen af omradet. De fleste af dreenings-
kanalerne er forbundet med hinanden og har permanent vand, om end vand-
standen varierer med arstiden.

3.2 eDNA preoveindsamling, filtreringsmetode og udstyr

Pa hver lokalitet (Figur 1) blev der indsamlet vand i engangs plastikflasker
monteret pa et treeskaft. Indsamling blev s vidt muligt udfert uden at skabe
fysisk forstyrrelse og ophvirvling af sediment fra bunden.

Ved indsamling af vandpregver blev NIRAS udstyr til trykassisteret filtrering
(PAF) og tilherende sampling kit anvendt. Sampling kittet bestar af specialtil-
passede engangsposer og engangsfiltre (Millipore Sterivex filter, 0,22 um pore
storrelse, med luer lock udgang, polyethersulfone membran, Merck KGaA,
Darmstadt, Tyskland). Vandpreverne blev heeldt pa engangsposerne og der-
efter filtreret igennem Sterivex filtret indtil filtret var tilstoppet. Anvendelse
af dette udstyr minimerer risikoen for kontamineringer, da alt udstyr som
kommer i bergring med preven, kun anvendes en gang. Ved filtreringen sik-
rer udstyret, at de anvendte filtre netop belastes med det maksimale tryk pa
3 bar, som de kan tale. Séledes sikres, at filtrets kapacitet udnyttes optimalt
uden, at filtret odeleegges pa grund af overbelastning. Overskydende vand i
filtret blev straks fjernet efter filtrering ved hjeelp af en 60 ml plastiksproijte.
Derefter blev filtrene straks lagt pa teris, og opbevaret i ubrudt frysekeaede
frem til analyse.

Der blev i enkelte prover under projektets fase 1 anvendt en anden fikserings-
metode uden straksfrysning pa teris. Efter at overskydende vand blev fjernet
fra filtret, blev der tilsat 0,8 ml ATL buffer (Qiagen GmBH, Germany), til fik-
sering af preven. Denne blev derefter opbevaret ved stuetemperatur i op til
24 timer, hvorefter proverne blev nedfrosset indtil analyse.

Ved indsamling af hver vandpreve blev det registreret, hvor stort volumen,
der var passeret gennem filtret. Filtreringsvolumen afhenger af meengde og
storrelse af partikler i vandet. Oplysning om filtreret volumen er vaesentlig
ved eventuel kvantitativ sammenligning af resultaterne fra de enkelte prover.
Generelt blev der filtreret 290-800 mL vand per prove.

3.3 eDNA analysemetode

DNA ekstraktion og qPCR analyse blev udfert efter en fortrolig protokol, som
er udviklet i et forskningssamarbejde med Kebenhavns Universitet. Hoved-
parten af metoden er beskrevet af Agersnap et al. (2017) og Knudsen et al.
(2019). Efter DNA ekstraktionerne blev artsspecifikt eDNA eftersggt i pro-
verne med qPCR. Med denne metode kan én art eftersoges af gangen, hvis
der i forvejen er udviklet og afprevet et artsspecifikt detektionssystem.



Analysearbejdet blev baseret pa to forskellige artspecifikke qPCR assays rettet
mod dyndsmerling. MFCB (Thomsen et al. 2012, samme assay som anvendt af
Sigsgaard et al., 2015) og MisFosCB (upubliceret, udviklet og testet i samarbejde
mellem Amphi Consult/nu NIRAS og Kegbenhavns Universitet). I udviklings-
arbejdet er alle nedvendige test for MisFosCB (in silico analyse, in vitro test og
in vivo test) allerede feerdigudviklet og afprevet, men endnu ikke publiceret.
Begge assays blev anvendt i fase 1. Baseret pa resultaterne fra fase 1 blev Mis-
FosCB anvendt som det eneste assay til de efterfglgende faser (fase 2 og 3).

3.4 eDNA kontroller og standardkurver

Hver af de artsspecifikke analyser omfattede, ud over de ukendte prover fra
naturen, dels negative kontroller (uden DNA) og dels positive kontroller med
DNA fra dyndsmerling, som blev analyseret i en fortyndingsraekke (standard-
kurve).

Der blev inkluderet 2 negative kontroller pa hver PCR strip med 8 prover.
Dette forholdsvist store antal negative kontroller blev medtaget for at esti-
mere risikoen for falsk positive resultater. Det er almindelig praksis at med-
tage et antal negative kontroller, hvor der ikke er tilsat DNA i selve opsaetnin-
gen af PCR, til at monitere falske positive i forbindelse med bade konventionel
PCR amplifikation baseret pa hgj-koncentreret DNA fra veev og qPCR ampli-
fikation af lav-koncentreret/fragmenteret eDNA fra fx vandprever. Findes
der amplifikation i disse negative kontroller udelukkes resultaterne af hele
analysegangen, og den gentages.

Der medtages imidlertid ofte meget fa negative kontroller; ofte blot to til fire
pa en plade med 96 prover. Der er imidlertid ikke stor sandsynlighed for, at
det netop er blandt disse f& negative kontroller, at der vil forekomme en kon-
taminering. Det kan aldrig udelukkes, at den neeste negative kontrol (udover
de to til fire som er medtaget), vil vise en kontaminering. Dvs. eventuel kon-
tamineringen kan forblive skjult, og den geengse procedure med at udelade
en analyserunde med en kontaminering i en negativ kontrol, er ikke en effek-
tiv metode til at beskytte mod falske positive grundet kontaminering. Derfor
har vi gget antallet af negative kontroller og benyttet nedenstdende metode til
at evaluere kontamineringsrisikoen i forbindelse med laboratorie-analysen.
Med denne metode beregnes sandsynligheden for at fa falske positive.

Resultatet af PCR-analyserne er binomialfordelt; dvs. der er 2 udfald - enten
er prgven positiv, eller den er negativ. Derfor er det muligt at beregne sand-
synligheden for mulige falsk positive prover. I det omfang risikoen for konta-
minering af hhv. negative kontroller og prgver kan anses for at vaere ens, sa
kan man benytte testen af de negative kontroller til at estimere risikoen for
falske positiver blandt preverne, dvs. hvor sandsynligt er det at en positiv
pavisning er falsk.

Risikoen for falsk positive antages at veere uatheengig af sampling, sa risikoen
for at have z falske positive blandt n prever er binomial fordelt. Imidlertid er
p veerdien ukendt. Derfor er det nodvendigt at teste antal negative kontroller
for at kunne estimere p. Nar man har resultater, der giver verdier for hen-
holdsvis z og n, kan fordelingen af p estimeres ved hjeelp af en en sandsynlig-
hedsfordelingsfunktion (Betafordeling, se Forbes et al. 2011). Derfor er risi-
koen eller sandsynligheden, P, for at have m falske negative ud af [ prover:

Ligning 1: P = fol Bin(m,l,p) - Beta(z+1,n—z + 1,p)dp
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De positive kontroller anvendes til at fastleegge en standardkurve. Standard-
kurven anvendes til at fastleegge LOD (Limit Of Detection, detektionsgraense)
og LOQ (Limit Of Quantification, greense for kvantificering). Standardkurven
anvendes ogsa ved eventuelle kvantitative sammenligninger mellem pro-
verne.

3.5 eDNA-Ct LODoglLOQ

Resultater fra qPCR analyser angives i Ct veerdier. Ct angiver antal amplifi-
kations-cycler, som qPCR-analysen korer for et signal detekteres. En lav Ct (fa
cycler) angiver derfor en hgj koncentration af DNA, mens en hgj Ct veerdi
(mange cycler) angiver en lav koncentration af DNA.

Resultaterne fra qPCR analyserne blev vurderet i henhold til minimum prin-
cipperne for publikation af qPCR eksperimenter (MiQE), som beskrevet i lit-
teraturen (Bustin et al. 2009, Mauvisseau et al 2019). Dette indebeerer en klar
definition af LOD og LOQ. LOD defineres ud fra standardkurven. Standard
kurven er baseret pa en fortyndingsserie af DNA ekstraheret fra dyndsmer-
ling opdreettet ved Hvilested Dambrug, Kolding. Standarderne analyseres i
to tekniske replikater for hvert fortyndingsniveau. LOD er den laveste stan-
dard, hvor mindst én af de tekniske replikater er positiv. LOQ defineres ud
fra det laveste fortyndingsniveau af standardraekken, hvor alle gentagelser er
positive og gentagelserne ligger nogenlunde inden for samme omrade. LOD
og LOQ er defineret for hver af de artsspecifikke qPCR analyser pa baggrund
af standardkurverne.

Resultaterne afrapporteres efterfolgende i hovedgrupper som defineret ne-
denstdende. Resultaterne vurderes bade ud fra de tekniske replikater (3 gen-
tagelser af én biologiske preve) og ud fra de biologiske replikater (3 seerskilte
vandprever fra hvert prevested).

Den gule kategori omfatter prever med resultater, som ikke er reproducerbare
(fxnogle gentagelser er negative og nogle er positive) og resultater, som ligger
under detektionsgreensen (LOD). Data fra gule prover skal altsé fortolkes med
stor forsigtighed. De grenne prover er positive. Positive prover kan vaere over
eller under LOQ. Prover over LOQ kan med forsigtighed ogsa tolkes kvanti-
tativt. Kvantitative sammenligninger ber udferes relativt, hvor de enkelte
prover sammenlignes indbyrdes.

e  GRON: Positiv og kvantitativ sammenligning mulig (>LOQ)

¢ GRON: Positiv, kvantitativ sammenligning ikke mulig (>LOD
<LOQ)

e GUL: Mulig positiv (<LOD eller ikke reproducerbar)

. -: Negativ (Ikke noget signal).

3.6 Fase 1 - Screeningundersagelse i Selsted mose

Prgveindsamlingslokaliteterne blev udvalgt med udgangspunkt i tidligere
eDNA undersogelse i Sglsted mose (Sigsgaard et al. 2015), hvor der blev rap-
porteret eDNA signaler pa fem lokaliteter. Disse lokaliteter blev genbesggt i
fase 1Pa hver af de fem lokaliteter blev der indsamlet tre vandprever til ana-
lyse. I alt blev der saledes indsamlet og analyseret 15 vandprever i projektets
fase 1. Preverne blev indsamlet d. 21/5-2019, og eDNA spor fra dyndsmerling
blev eftersggt med de to detektionssystemer (MisFosCB og MCFB). Fordelin-
gen af provelokaliteter i Sglsted mose ses pa Figur 1 (A-D).
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3.7 Fase 2 - Kombineret rusefiskeri og eDNA undersggelser

I fase 2 blev prevetagning udfert i tilknytning til den befiskning efter dynd-
smerling, som blev udfert af Tender Kommune i 2019 (resultater endnu ikke
publiceret). Formélet var at undersgge forekomst af eDNA i vandet pa varie-
rende afstand af de dokumenterede forekomster af dyndsmerling, kortlagt
ved den konventionelle undersogelser med ruser.

Tender Kommune udvalgte placeringer af 6 ruser til indfangning af dynd-
smerling. Placeringen af ruserne var ikke baseret pa resultaterne fra fase 1. I
de ruser, hvor der blev fanget dyndsmerling under befiskningsperioden blev
der indsamlet vandprever som beskrevet ovenfor.

Der blev fanget dyndsmerling i fire ruser (Ruse 1, 3, 5 og 6) (se ogsa Figur 1).
Der blev indsamlet 3 vandprever ved hver af disse fire ruser. Derudover blev
der indsamlet 3 vandprever pa en raekke lokaliteter med varierende afstand
til disse ruser. Disse supplerende lokaliteter blev placeret i det tilgreensende
vandomrade inden for en streekning pa 200 m (100 m op- og nedstrgms rusen)
safremt det var muligt. Flere steder var det imidlertid ikke muligt at tage
vandprever i de enskede afstande fra de opstillede ruser. Dette skyldtes lav
vandstand eller fysiske blokeringer i kanalerne, hvor vandbevaegelse igennem
eller henover blokeringerne var forhindret. I disse tilfeelde blev der taget pro-
ver i de afstande, hvor det var muligt. Der blev i denne del af undersggelsen
taget prover 11 forskellige steder i mosen, som vist pd Figur 1. Alle 11 steder
blev der indsamlet 3 vandprever; i alt blev der saledes udtaget 33 vandprever
fordelt omkring fire af ruserne. Provetagningen er beskrevet i det folgende (se
ogsa Figur 1):

e Ruse 1: Ved ruse 1 blev der taget i alt 6 vandprever (to preveindsamlings-
steder). Dette skyldes det ikke var muligt at tage prover syd for rusen, og
kun muligt at tage 3 vandprever ved selve rusen og 40 meter nord for rusen.

e Ruse 3: Der blev taget i alt 15 vandprever (fem provetagningssteder), da
der ikke var forhindringer i forhold til at tage preverne i afstande pé 50 og
100 meter pa bade ost- og vestlig side af rusen.
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e Ruse 5: Her blev der taget i alt 9 vandprever (3 provetagningssteder). Ved
ruse 5 var det ikke muligt at tage preverne nord for rusens placering, men
derimod var det muligt, at tage prover i 50 og 100 meters afstand syd for
rusen.

¢ Ruse 6: Det var kun muligt at tage vandprever et sted ved ruse 6 og derfor
blev der kun taget tre prover ved selve rusen pa denne lokalitet.

Alle vandprgverne blev indsamlet d. 6/6-2019, og i alle tilfeelde var der fanget
dyndsmerling i ruserne pa de respektive lokaliteter inden for 7 dage forud for
proveindsamlingen. eDNA spor fra dyndsmerling blev eftersggt i disse pro-
ver ved brug af det detektionssystem, som gav de bedste resultater under fase
1 (MisFosCB).

3.8 Fase 3 - Fortynding af eDNA fra dyndsmerling i vandigb

Projektets fase 3 blev udfert i et lille kanallignende vandleb ved Obbekeer
enge, Ribe (Figur 2). Det vides med sikkerhed, at dyndsmerling ikke forekom-
mer i vandlgbet. Vandlgbet blev udvalgt da dets fysiske udformning minder
om Sejersbeek i Splsted Mose i forhold til bundforhold og vandfering. Der blev
udvalgt en streekning uden tilleb pa cirka 200 m, idet tillgb vil hindre bereg-
ninger pa fortynding af eDNA langs streekningen.

For at opna en hgj koncentration af eDNA fra dyndsmerling blev der anvendt
en 1000 L PVC tank fyldt med vand. Der blev udsat 20 danskopdreettede
dyndsmerlinger i sterrelsen 3-6 cm i tanken i to degn for at opna en hej kon-
centration af eDNA i vandet. Dyndsmerlingerne blev erhvervet fra Bernt René
Voss Grimm ved Kolding (Hvilested dambrug). Efter to degn blev 1000 L tan-
ken transporteret i bil til forsggsvandlebet ved Obbekeer. Baseret pa eDNA
koncentrationen malt i akvarie med to dyndsmerlinger (positiv kontrol under
fase 1), var den forventede koncentration af eDNA i dette bassin mellem 1000
0g 10.000x LOD. Denne forventning er baseret pa, at eDNA meengden pr fisk
vil veere sammenlignelig fra akvariet med 2 dyndsmerlinger pr 123 L til tan-
ken med 20 dyndsmerlinger pr 1000 L. Vandet fra denne tank kaldes i det
folgende eDNA-koncentrat.

To dage for tilseetningen af eDNA-koncentrat blev stremhastigheden malt
manuelt ved brug af en Ottpro flowmaler, og vandlebets dybde og bredde
blev malt. Herved kunne vandferingen beregnes (B x D x U) til ca. 50 L/s. Det
blev tilstraebt at opna en eDNA startkoncentration i vandlgbsvandet pa cirka
100x LOD. Derfor blev der valgt en pumpe med pumpevolumen pa 0,45 L/s
(Grundfoss Unilift KP150 Al dreenpumpe) forsynet med strem fra en 1000W
generator.

Der blev foretaget en vandferingsmaling 3 timer inden tilseetningen af
eDNA koncentratet ved tilseetning af 1 kg salt og efterfelgende maling af
ledningsevnen i vandlgbsvandet 50 m nedstrems. Ledningsevnen blev malt
lobende og tidspunkter for hver maling blev registreret indtil ledningsevnen
var tilbage pa baggrundsniveau (jf. metodebeskrivelse i Webster & Valett,
2008). Den gennemsnitlige stromhastighed (U) kan beregnes ved brug af in-
tegralregning, hvor tiden for 50% af saltet er passeret igennem streekningen
kan bestemmes. Den gennemsnitlige vandfering (Q) kan derefter beregnes
(B x D x U). Vandferingsmalingen blev efterfglgende anvendt til at beregne
fortyndingskapaciteten pa vandlgbsstreekningen.
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Vi sigtede mod at indsamle vandprever i vandlgbet, hvor det kunne forven-
tes, at eDNA koncentratet var fortyndet med en faktor 100, 1000 og 3000. Her
vil det forste punkt (faktor 100) svare til tilseetningspunktet af eDNA koncen-
tratet. Det er dog vigtigt for konsistente malinger, at der veelges en afstand til
tilseetningspunktet, hvor der kan forventes fuld opblanding.

Hvornar et stof (i dette tilfeelde eDNA koncentratet) er fuldt opblandet i
vand ved udledning i et vandleb er afhzengig af bade stoffet og vaeskens
egenskaber samt koncentrationsforholdene og de hydrauliske forhold i det
vandleb, hvor stofferne blandes. Dette komplekse samspil har medfert op-
stilling af en reekke tids- og arealintegrerende modeller, som er relativt kom-
plekse. En fuldsteendig modellering af hvorledes opblandingen vil forega
kan fx findes i Aisopou et al. (2015). Her er angivet det fuldsteendige lig-
ningskompleks til beskrivelse af opblandingen ved brug af en 2D model.
Den fulde model kan skrives som:

1
|ttt Z+2n y—gztn
)= Z fl——=| d
C(x Y) J’ CO(E) (4 I_f) - (4x’_€:) f

Hvor ¢ (x,y) er koncentrationen et givet sted (x,y) i vandlgbet nedstrems ud-
ledningen og co er den fuldt opblandede koncentration i vandlgbet. I model-
len er fluxen af stoffet beskrevet som en arbitreer fordelt kilde, hvilket er
symboliseret ved brugen af error-funktionen til beskrivelse af koncentrati-
onsfordelingen i modellen (se Aisopou et al. 2015 for flere detaljer). Denne
model er anvendelig til en numerisk beskrivelse af et komplekst udbredel-
sesmgnster i et heterogent milje.

2D modellen viste, at der kan forventes fuld opblanding 15 m nedstrems ud-
ledningspunktet, og at der forekommer en 1000 gange fortynding ved 69,5
meter og 3000 gange fortynding ved 210 meter fra udledningspunktet. 2D
modellen har i gvrigt en forventet usikkerhed pa cirka 5% pa de beregnede
veerdier. Dertil kommer usikkerhed som skyldes, at modellens forudseetnin-
ger ikke altid kan forventes opfyldt. Pa baggrund af disse resultater blev det
besluttet at indsamle vandprever 15, 75 og 200 m nedstrems tilseetnings-
punktet.
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Der blev indsamlet 3 vandprever ved hver af disse punkter samt to fra selve
tanken med eDNA koncentrat. Vandpreverne blev indsamlet i vandlebet 30
minutter efter pdbegyndt dosering af eDNA-koncentrat for at sikre, at ind-
samlingen foregik under antagelse af ligevaegt. eDNA spor fra dyndsmer-
ling blev eftersggt i vandpreverne med MisFosCB detektions-systemet.

For fase 3 beregnede vi den relative eDNA koncentration (C-relativ) som folger:

o C-eluat: Standardkurve bruges til at regne koncentration af eDNA fra
dyndsmerling i eluatet efter DNA ekstraktion. Eluatet er den DNA oples-
ning, som er tilbage efter DNA ekstraktionen. Der elueres altid med
samme volume ved sidste trin i DNA ekstraktionen. Enheden for denne
koncentration svarer til standardkurves enhed.

o C-prove: Koncentration i proven. C-eluat normeres i forhold til filtrerings-
volumet (V) C-preve=C-eluat/V. P4 den made beregnes koncentrationen
af DNA, som var i prevetagningslokaliteten.

o C-relativ: (C-preve/max C-prove) x100%. C-relativ vil veere 100% for den
af proverne, som har den hgjeste eDNA koncentration (max C-prove). Der
er ingen enhed péd C-relativ og denne veaerdi kan bruges direkte til at sam-
menligne de enkelte prover kvantitativt. Dog med de generelle forbehold,
der geelder for alle kvantitative tolkninger af qPCR resultater.



4 Resultater

4.1 gPCR analyser

Der blev i alt kert artsspecifikke qPCR analyser pa 64 vandprever (fase 1: 20
vandprever; fase 2: 22 vandprever; fase 3: 11 vandprever). Nummerering af
vandpreverne fremgdr af Tabel 1, 2 og 3.

DNA ekstraheret fra hver vandpregve er analyseret i 3 tekniske gentagelser.
De 20 prover i fase 1 er hver analyseret med to forskellige gPCR systemer. Der
er saledes udfert (20+20+33+11)x3 = 252 qPCR analyser. Derudover er der
analyseret standarder (positive kontroller) og negative kontroller.

LOD og LOQ varierede for de forskellige gPCR-analyser:

¢ For proverne 008-016 var LOD = Ct 39,9 og LOQ = Ct 39.

e For proverne 017-019, 021-022, 024-026, 029-030 + 032 var LOD = Ct 39 og
LOQ = Ct 33,5.

e For proverne 033-035, 042-050, 053-057 var LOD = Ct 37,7, LOQ = Ct 35,6.

e For proverne 036-041 og 058-067 var LOD = Ct 38,2 og LOQ = Ct 37,35.

e For proverne i fase 3 var LOD = Ct 38,0 og LOQ = Ct 34,0.

Ct veerdier hgjere end de angivne LOD Ct veerdier blev betragtet som negative.
Dette svarer til en lavere DNA koncentration end detektionsgreensen (< LOD).
Samtidig skal mindst 2 af de 3 tekniske replikater have Ct veerdier under LOD,
for at preven bliver betragtet som positiv, dvs. den er reproducerbar.

Tabel 1. Resultater fra gPCR analyserne af vandprgverne indsamlet fra Sglsted mose under fase 1. Ct veerdier er angivet for de
to forskellige anvendte detektionssystemer (MFCB og MisFosCB) samt en faglig vurdering af analyseresultatet. Alle resultater
er gennemshnit af tre tekniske gentagelser.

Prgve ID  Lokalitet Prgveindsamlingsdato Ct Avg (MFCB) Ct Avg (MisFosCB) Konklusion
008 A 21-05-2019 No Ct No CT NEGATIV
009 A 21-05-2019 No Ct No Ct NEGATIV
010 A 21-05-2019 40 38,70 sample<LOD, ikke reproducerbar
011 B 21-05-2019 No Ct No Ct NEGATIV
012 B 21-05-2019 No Ct No Ct NEGATIV
013 B 21-05-2019 39,8 No Ct sample<LOD, ikke reproducerbar
014 C 21-05-2019 39,8 39,90 sample<LOD, ikke reproducerbar
015 C 21-05-2019 36,8 34,80 >LOQ
016 C 21-05-2019 38,4 37,80 >LOQ
017 D 21-05-2019 38,3 37,60 >LOQ
018 D 21-05-2019 38,4 37,90 >LOQ, ikke reproducerbar
019 D 21-05-2019 39,2 37,80 >LOQ, ikke reproducerbar
021 D 21-05-2019 38,7 36,40 >LOQ
022 D 21-05-2019 39 38,60 >LOQ, ikke reproducerbar
024 E 21-05-2019 Inhibering af IPC (ingen konklusion)
025 E 21-05-2019 Inhibering af IPC (ingen konklusion)
026 E 21-05-2019 Inhibering af IPC (ingen konklusion)
030 akvarie 22-05-2019 23,6 23,40 >LOQ
029 akvarie 22-05-2019 23,3 23,70 >LOQ
032 akvarie 22-05-2019 24 23,60 >LOQ
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4.1 Fase 1- Screeningundersagelse i Sglsted mose

Der blev fundet eDNA fra dyndsmerling pa to ud af fem lokaliteter i projektets
fase 1 (lokalitet C og D, se ogsa Figur 1). Pa lokalitet C blev der pavist eDNA fra
dyndsmerling i to ud af tre prever, mens der blev pavist eDNA fra dyndsmer-
ling i en ud af tre prover pa lokalitet D (Tabel 1). En af de to prever, der blev
konserveret med ATL buffer var ligeledes positiv preve ID 021 (Ct 36,40, >LOQ).

Der blev ligeledes taget vandprever i et akvarie (123 L) indeholdende to
voksne individer af dyndsmerling hos Bernt René Voss Grimm (Kolding).
Disse prover blev taget for at have en positiv reference til de gvrige prover fra
Selsted Mose. Alle prover taget i akvariet var positive (preve ID 029, 030 og
032, Tabel 1).

4.2 Fase 2 - Kombineret rusefiskeri og eDNA undersggelser

Der blev indsamlet vandpregver ved og omkring ruse 1, 3, 5 og 6 (se Figur 1).
Resultaterne fremgar af Tabel 2.

Tabel 2. Resultater fra gPCR analyserne af vandprgverne indsamlet fra Sglsted mose under fase 2. Ct veerdier er angivet samt
en faglig vurdering af analyseresultatet. Alle resultater er gennemsnit af tre tekniske gentagelser.

Prgve ID Lokalitet Prgvetagningsdato Ct Avg (MisFosCB) Konklusion
033 Ruse 6 06-06-2019 36,53
034 Ruse 6 06-06-2019 35,30
035 Ruse 6 06-06-2019 35,80
036 Ruse 1 06-06-2019 36,27
037 Ruse 1 06-06-2019 35,70
038 Ruse 1 06-06-2019 35,90
039 Ruse 1, 40m 06-06-2019 39,00
040 Ruse 1, 40m 06-06-2019 38,85
041 Ruse 1, 40m 06-06-2019 39,30 _
042 Ruse 3 06-06-2019
043 Ruse 3 06-06-2019 38,77 <LOD, reproducerbar
044 Ruse 3 06-06-2019
045 Ruse 3, 50m 06-06-2019
046 Ruse 3, 50m 06-06-2019
047 Ruse 3, 50m 06-06-2019 39,10
048 Ruse 3, 100m 06-06-2019
049 Ruse 3, 100m 06-06-2019
050 Ruse 3, 100m 06-06-2019
053 Ruse 3, 50m gst 06-06-2019
054 Ruse 3, 50m gst 06-06-2019
055 Ruse 3, 50m gst 06-06-2019 37,30 >LOD, <LOQ, ikke reproducerbar
056 Ruse 3, 100m gst 06-06-2019 ~ ingenct
057 Ruse 3, 100m gst 06-06-2019 37,60 >LOD, <LOQ, ikke reproducerbar
058 Ruse 3, 100m gst 06-06-2019 ~ ingenct
059 Ruse 5 06-06-2019 Inhibering af IPC (ingen konklusion)
060 Ruse 5 06-06-2019 34,47 _
061 Ruse 5 06-06-2019 33,20
062 Ruse 5, 50m 06-06-2019 Inhibering af IPC (ingen konklusion)
063 Ruse 5, 50m 06-06-2019 44,50  <LOD, ikke reproducerbar
064 Ruse 5, 50m 06-06-2019 42,53 <LOD, reproducerbar
065 Ruse 5, 100m 06-06-2019 36,70 _
066 Ruse 5, 100m 06-06-2019 38,20
067 Ruse 5, 100m 06-06-2019 38,07  >LOD, <LOQ, reproducerbar
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Resultatet for ruse 1 viste ved forste provetagnings-lokalitet (preve ID 036-
038) at der i 3/3 vandpraever (biologiske gentagelser) var en positiv pavisning
af DNA fra dyndsmerling (>LOQ, se Tabel 2). Ruse 1, 40m 14 for alle de 3
vandprever (biologiske gentagelser) under greensen for LOD og blev derfor
betragtet som negative.

For ruse 3 (preverne ID 042-044) blev der pavist positivt signal i 1/3 vandpre-
ver men teet pa detektionsgraensen (LOD). Derfor anses denne preve som
“maske positiv” (gul kategori). Ved ruse 3, 50m og 100m blev der ikke pavist
DNA fra dyndsmerling. For ruse 3, 50m ost og ruse 3, 100m ost blev deri1/3
vandprever pavist en “méaske positiv” forekomst af eDNA fra dyndsmerling.

Ved ruse 5 (prove ID 059-061) blev der pavist DNA fra dyndsmerling i 2/3
vandprever. Den ene preove var inhiberet (heemmet DNA signal) og derfor
ikke mulig at konkludere pé. Ruse 5, 50m blev der i 2/3 vandprever ikke pa-
vist DNA fra dyndsmerling (<LOD). Den sidste prgve var inhiberet. For ruse
5,100m blev DNA fra dyndsmerling pavist i alle tre vandprever, hvilket ogsa
blev pavist ved ruse 6. Alle resultater er gengivet i Tabel 2.

4.3 Fase 3 - Fortynding af eDNA fra dyndsmerling i vandieb

Resultatet af qPCR analyserne i fase 3 var alle positive for eDNA fra dynd-
smerling (Tabel 3). Dog var tre pregver under LOD og tilherer derfor katego-
rien “maske positive”.

Tabel 3. Resultater fra gPCR analyserne af vandprgverne indsamlet fra vandlgb ved Obbekaer enge under fase 3. Ct veerdier er
angivet samt en faglig vurdering af analyseresultatet. Derudover er der angivet relative maengder af eDNA ift. maengden af
eDNA i koncentratet.

Prgve ID Lokalitet Filtreret volumen Ct Avg (MisFosCB) C-relativ. Relativ Konklusion

eDNA koncentration
ift. eDNA koncentrat

103 Obbekeer Negativ 900 0

104 eDNA koncentrat 1475 26,26 100%

105 15 m (x100) 920 37,32 0,014%

106 15 m (x100) 900 37,79 0,010%

107 15 m (x100) 1100 37,32 0,012%

108 70 m (x1000) 800 37,27 0,017%

109 70 m (x1000) 700 37,09 0,023%

110 70 m ( x1000) 690 39,22 0,003% <LOD, reproducerbar

111 200 m (x3000) 700 36,92 0,026%

112 200 m (x3000) 700 38,27 0,008% <LOD, reproducerbar

113 200 m (x3000) 700 36,68 0,032%

For de tre preveindsamlingspunkter (15m, 70m, 200m) i vandlgbet ved Obbe-
keer, var den gennemsnitlige relative koncentration af eDNA (C-relativ, be-
regnet i forhold til eDNA koncentrat fra 1000 L tank med 20 dyndsmerlinger)
som folger:

o C-relativ, 15 m: 0,012% (Standardafvigelse 18%)

o C-relativ, 70m: 0,015% (Standardafvigelse 67%)
o C-relativ, 200m: 0,023% (Standardafvigelse 56%).
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4.4 Usikkerhedsberegninger

I alt er der analyseret 116 negative kontroller i fase 1 og 2. Af alle de negative
kontroller var ingen positive, dvs. z=0 og n=116. Disse indseettes i Ligning 1
og P estimeres med betafordeling. Veerdierne for P nar [ = 3 (antal biologiske
gentagelser) er 0,975, 0,024, 0,0004 og P< 0,0001 for m (antallet af falske nega-
tive prover) henholdsvis =0, 1, 2 og 3. Det betyder, at hvis mindst én preve af
de 3 vandprover taget samme sted antages at veere “rigtig” positiv, s er risi-
koen for at tage fejl (dvs. en falsk positiv) estimeret til 1-0.975= 0.025. Med
denne fremgangsmade er der altsd en maksimal risiko pd 2.5% for en falsk
positiv, hvis konklusionen alene baseres pa en ud af tre vandprever taget
samme sted. Baseres konklusionen pé to positive ud af tre vandprever er den
tilsvarende risiko for falsk positiv mindre (2,5%x2,5%= 0,1%).



5 Diskussion

5.1 Fasel

I fase 1 blev fem lokaliteter udvalgt, hvor der i tidligere forsgg af Sigsgaard
m.fl. (2015), blev fundet spor af dyndsmerling med eDNA metoden. Der blev
fundet spor af dyndsmerling pa to ud af de fem lokaliteter. Dette bekraeftede,
at der stadig findes dyndsmerling i Selsted Mose, og at disse kan eftersoges
med eDNA.

Resultaterne med de to testede detektionssystemer, MFCB (Thomsen et al.
2012) og Assay MisfosCB (Upubliceret), var meget sammenlignelige, idet
begge detektionssystemer gav positive resultater pa de samme vandprover.
Dog var Ct veerdien for MisfosCB lavere (steerkere signal) end for MFCB i
10/12 positive vandprever. Derfor blev MisfosCB anvendt som detektionssy-
stem i projektets fase 2 og 3.

5.2 Fase 2

Pa tre ud af fire provetagningssteder, hvor dyndsmerlingen blev fanget i ru-
serne, blev der pavist DNA efter arten i de vandprever, der blev udtaget lige
ved ruserne. Der var ikke nedvendigvis dyndsmerling i ruserne, da vandpre-
verne til eDNA analyser blev indsamlet, men i alle tilfeelde var der fanget
dyndsmerling i ruserne inden for 7 dage forud for vandprevetagning. Ved
rusetemning blev fiskene genudsat, hvorefter de naturligt kan vandre op- el-
ler nedstrems. Dette kan forklare, at der ikke var positive prever ved ruse 3.

Ved ruse 3 i Sejersbaek var der svag vandstrem under rusefiskeriet og prove-
tagning (egne observationer), mens der kun var stillestdende vand ved ruserne
1, 5 og 6 (Figur Al, bilag). Ved ruserne 1, 5 og 6 var der endog sa lidt vand, at
det ikke kunne lade sig gere at tage vandprever med op til 100 m afstand pa
begge sider af ruserne (se Figur A1, bilag). Der var ogsa en meget svag tendens
til fortynding af eDNA signalet i nedstrems retning fra rusen, mens proverne
indsamlet i opstrems retning havde hgjere eDNA signal (Tabel 2).

Ved ruse 5 var der en lidt steerkere tendens til aftagende styrke i eDNA sig-
nalet med stigende afstand fra rusen, mens der for ruse 1 og 6 ikke var enty-
dige tendenser til eendret signal med stigende afstand fra ruserne (Tabel 2).
Disse resultater indikerer flere kilder til eDNA fra dyndsmerling i kanalsyste-
merne, og ikke bare der hvor ruserne er placeret. Maskevidden i ruserne var
cirka 2 cm, hvilket tillader sma individer af dyndsmerling at komme igennem,
hvorfor de mindste individer af dyndsmerling ikke har veret fanget. Disse
forhold kan forklare det usystematiske menster i styrken af eDNA signaler
fra dyndsmerling med stigende afstand fra ruserne.

Dog er det sandsynligt, at det meget steerke eDNA signal ved ruse 5 var et
resultat af de indfangede individer af dyndsmerling i selve rusen. Da eDNA
signalet med en afstand pa 50 m til rusen samtidig var lavt (< LOD), indikerer
det bade, at der neeppe var dyndsmerling 50 m fra rusen - men ogsa at afstan-
den mellem provetagningssteder i kanalsystemer med stillestdende vand ber
vaere < 50 m for at fange eDNA fra tilstedeveerende individer.
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5.3 Fase3

Tilseetning af en kendt kilde til eDNA fra dyndsmerling til et kanaliseret vand-
lgb ved Obbekeer enge uden gvrige kilder til eDNA gav i udgangspunktet op-
timale betingelser for at bestemme en fortynding af eDNA med stigende af-
stand til kilden. P4 denne made har eDNA’et ikke veeret pavirket af den ned-
brydning, der normalt fordrsages af kanalens biogeokemi, og det har ikke haft
mulighed for at blive bundet til partikler i vandfasen. Vi detekterede eDNA fra
dyndsmerling pé alle prevetagningssteder (15, 70 og 200 m fra eDNA kilden)
med koncentrationer, der var sammenlignelige med prover indsamlet i Selsted
mose (fase 2). Der var ingen tydelig negativ sammenheaeng mellem den gennem-
snitlige koncentration og afstand til eDNA kilden. Dette antyder, at eDNA fra
dyndsmerling ikke altid opleses homogent i vandvolumet, men i stedet trans-
porteres nedstrgms som sterre eller mindre aggregater eller faner. Derfor har
volumen af den indsamlede/filtrerede vandpreve ogsa stor betydning for
sandsynligheden for en positiv pavisning af eDNA fra en given arten. Fx viste
Wilcox et al. (2016), at sandsynligheden for ikke at kunne pavise fem individer
af kildeerred 200 m opstrems i et vandleb var 2,7% i en 5 1 vandpreve, mens
denne sandsynlighed steg til 48,4%, hvis der kun blev indsamlet 1 1 vand. Dette
betyder at filtreringsvolumen, filtrenes porestorrelser og antallet af indsamlede
vandprever har en indvirkning pa sandsynligheden for pavisning (efter Ander-
sen m.fl. eEDNA rapport under revision).

Resultaterne viste, at spredningen i styrken af eDNA signalet (C-relativ) mel-
lem vandprover steg med stigende afstand til eDNA kilden. Med andre ord
skal der et storre antal vandprever til at detektere eDNA ved stigende afstand
til eDNA kilden pd grund af lavere sandsynlighed for at fange eDNA i en
enkelt prove. I praksis er placeringen af eDNA kilden seedvanligvis ukendt.
Der ma tages hensyn til dette forhold ved planleegning af provetagningsteet-
hed. Disse resultater understettes af Wilcox et al. (2016), der ogsa har pévist,
at akvatiske arter ikke frigiver eDNA i vandet i en konstant meengde. Frigi-
velsen afheenger dels af storrelsen pa individerne samt af deres stress niveau.
Samtidig papeger (Wilcox et al. 2016) vigtigheden af, hvor preverne bliver
udtaget i forhold til, hvor arten befinder sig. Det skyldes at transportafstan-
den for eDNA er bestemt af partikel-storrelsen, der varierer for eDNA. eDNA
kan forekomme i klumper, der fx kan adsorbere til sedimentet, hvilket igen
pavirker transport eksistens og nedbrydningstid. Dvs. eDNA er saledes ikke
homogent fordelt i vandet. Det ma understreges, at antallet af vandpreover
ikke kan erstattes af tekniske replikater i laboratoriet.

Fremier et al. (2019) undersogte, hvordan vandlebets hydrologi og geomorfologi
(slyngninger, topologi, sedimentets kornstruktur mm) pavirker eDNA trans-
port, tilbageholdelse og overlevelse. Undersggelsen blev udfert ved at udlede
kontrollerede meengder vand med eDNA indsamlet fra en vandtank med 30kg
hvid ster (Acipenser transmontanus) i fem forskellige vandleb, hvor arten ikke fo-
rekom. Vandlgbene blev kortlagt og beskrevet (topologi, vandfering, slyngnin-
ger mm), og vandpreverne blev indsamlet p& bestemte tidspunkter langs vand-
lgbet. Resultatet viste, at eDNA tilbageholdelsen i vandlgbene varierede mellem
vandlgb. eDNA tilbageholdelsen (retentionen) blev bestemt af, hvor lang tid
vandet opholdt sig et bestemt sted samt vand-flowet i overfladen. Dette beted,
at eDNA formodentlig tilbageholdes gennem adsorption til biofilm og andre
overflader i vandlgbslejet. Den bedste geomorfe proxy for eDNA tilbageholdel-
sen i vandlgbet var vandspejlsfaldet nedstrems. Det betyder, at antallet af pro-
ver, der udtages, ber gges i vandleb med lav heeldning eller i vandleb, hvor der
er stor forskel i stremhastigheden mellem overflade og bund for at kompensere
for tilbageholdesen af eDNA i den bentiske zone, og der ber i sadanne tilfeelde
overvejes om, der skal tages prover af vandlgbssedimentet (Fremier et al. 2019).



6 [Konklusion

Det kan konkluderes, at eDNA metoden (detektionssystemet MisfosCB) er
velegnet til pavisning af dyndsmerling.

Hvis provetagning til eDNA analyser udferes inden for fa meter ift. det sted
i vandlebet, hvor arten findes, sa vil preven i langt de fleste tilfeelde vaere po-
sitiv. Resultaterne viste dog ogsé vigtigheden af at udtage flere vandprever
per proveindsamlingssted for at pavise arten, hvis man ikke ved, hvor dyrene
preecist forekommer. Behovet for flere vandprever per preveindsamlingssted
stiger med stigende afstand til kilden til eDNA.

Pa baggrund af resultaterne anbefales en provetagningsteethed pé hejst 200 m
mellem hvert prevetagningssted i vandlgb med rindende vand, mens denne
provetagningsteethed ber mindskes yderligere, nar kanalsystemer med stille-
stdende vand undersgges for forekomst af dyndsmerling. Dyndermelingens
habitatpreeferencer betyder formentlig, at den iseer vil kunne findes under for-
hold, der er sammenlignelige med Sglsted mose med ringe vandfering og mud-
ret bund. Derfor vil provetagningskravene ift. afstand mellem provetagnings-
steder ogsa skulle afspejle dette, og det ber tydeligt fremga i en fremtidig ind-
skrivning af eDNA metoden i den tekniske anvisning for overvagning af dynd-
smerling. Ved hvert provetagningssted ber der udtages mindst 3 vandprover.
Med en afstand til eDNA kilden pa 200 m i vandlebet ved Obbekaer enge (fase
3) var 1 ud af 3 (33%) vandprever negative for eDNA. Ved udtagning af tre
vandprever 200 m fra kilden opnas i denne situation en risiko for falsk negative
resultater (dvs. alle tre vandprever er negative) pa ca. 33%x33%x33% = 4%.
Hvis antallet af vandprever gges fra 3 til 4 vil denne risiko reduceres til cirka
1% (33%x33%x33%x33%). Denne minimale risiko vil i de fleste tilfeelde veere
tilfredsstillende. Derfor anbefales mindst tre gentagelser og en provetagnings-
teethed pa mindst 200 m i vandleb med rindende vand.

Det méa understreges, at den anbefalede afstand mellem provetagningssteder
kun vedrgrer dyndsmerling og ikke kan overfares direkte til andre arter. Som
Sigsgaard et al. (2015) foreslog, kan eDNA metoden benyttes i overvagningen
til at fa udbredelsesdata for arten, hvor den kan benyttes som et screenings-
veerktgj til at udpege omrader, hvor den konventionelle metode efterfalgende
vil kunne pavise artens fysiske tilstedevaerelse samt aldersfordeling og repro-
duktionspotentiale.

Usikkerhedsberegningerne viste, at der med det givne store antal negative
kontroller som er medtaget, opnds en stor sikkerhed for, at undga falske po-
sitive eDNA signaler (dvs. at arten findes, hvor de positive prover er udtaget).
Sadanne usikkerhedsestimater anbefales derfor generelt udfert som standard,
nar eDNA benyttes til at pavise forekomst af arter. Derved eges sikkerheden
for, at de pageeldende resultater er troveerdige. Resultaterne ber tillige pa ud-
valgte steder konfirmeres ved sekvensering af PCR produkter. Dette er seer-
ligt relevant, hvis eDNA fra en art pavises med qPCR i omrader og pa lokali-
teter, hvor arten ikke tidligere er kendt, sa forekomsten ikke alene er baseret
pa et gPCR-produkt.
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9 Bilag

=== \/andudbredelse | Fase 2

Figur Al. Oversigtskort over Sglsted mose med placering af ruserne samt en angivelse af, hvor i kanalsystemerne, der var sta-
ende eller rindende vand (bl farve).
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