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Martin Hesselsge

- Kebenhavns Universitet (Ph.D. student 1998-2001) S
« Aalborg Universitet (Post doc 2001-2006). +45 40979503

- Amphi Consult, Aalborg 1993-2018 (naturovervagning,
naturgenopretning mm).

« NIRAS A/S fra 2018 (Markedschef for natur og biodiversitet).

Eksempler pa mine stgrre eDNA F&U projekter siden 2012:

« “"DNA Kit for tracking of aquatic biodiversity 2012-2015". Amphi Consult, Eurofins and University of Copenhagen.
Hgjteknologifonden.

“"DNA-based species identification in bulk tissue samples from environmental monitoring 2015-2018". Amphi Consult
and Aalborg Universitet. Innovationfond Denmark

- "DNA based Perfomance Indicators of Natural and Engineered Ecosystems (DNA-PINE) 2020-2022" NIRAS A/S and
Aalborg Universitet. Innovationfond Denmark.

- "Spildevandets pavirkning af biodiversitet (SPaB) 2022-2024" SK Forsyning A/S, NIRAS A/S, Aalborg Universitet, DMR A/S-
Stgtte fra Ecoinnovation - MUDP.
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Nadieh de Jonge r

Erhvervsforsker i NIRAS 2020-2022

Nggleord: Molekylser gkologi, miljgovervagning, naturbevaring, eDNA

2014-2018: PhD studerende, Aalborg Universitet, "Microbial community dynamics in
Anaerobic Digestion”, Innovationsfonden

2018-2020: Postdoctoral fellow, Aalb_orlg_ Universitet, " Novel screening approaches for
identification of enzymes of biotechnological interests directly in complex microbial consortia
(IKEBA)"”, Novo Nordisk Fonden

2020-nov. 2022: Erhvervsforsker, NIRAS A/S & Aalborg Universitet, "DNA-based
Performance Indicators in Natural and Engineered ecosystems (DNA-PINE)”, Innovationsfonden

Dec. 2022- : Tenure-track adjunkt, Aalborg Universitet, eDNA-forskning, miljgvurdering
med molekylaere teknikker, anvendte for_sknlngsprOJekter, bl.a. "Spildevandets pavirkning af
biodiversitet (SPaB)”, MUDP, et samarbejde mellem SK Forsyning A/S, NIRAS A/S, Aalborg
Universitet og DMR A/S

eDNA fokus: Udvikling af nye (DNA-)metoder og redskaber til undersggelse og vurdering af
naturomrader

NIRAS



Program:

 Hvad er eDNA
* Prgveindsamling
* Analyse an enkeltarter (fx gPCR)

* Analyse af mange arter (Metabarcoding med DNA
sekventering)

 Afslutning

.
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DNA til undersggelse af biodiversitet:

environmental DNA, eDNA, miljg DNA
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Her startede eDNA i Danmark:

MOLECULAR ECOLOGY

Molecular Ecology (2011) doi: 10

11. december 2011
En hel s@ i et snapseglas

Naturovervagning

FROM THE COVER

Monitoring endangered freshwater biodiversity using

environmental DNA

PHILIP FRANCIS THOMSEN,'* JOS KIELGAST,"* LARS L. IVERSEN,+ CARSTEN WIUF,}

MORTEN RASMUSSEN,* M. THOMAS P. GILBERT,* LUDOVIC ORLANDO* a
WILLERSLEV*

*Centre for GeoGenetics, Natural History Museum of Denmark, University of Copenhagen, @Oster Vol
Copenhagen, Denmark, tFreshwater Biology Section, Department of Biology, University of Copenhagg

nd ESKE

SPECIES MONITORING BY ENVIRONMENTAL DNA 5

3400 Hillerad, Denmark, {Bioinformatics Research Center (BiRC), Aarhus University, C. F. Mallers | ':
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Fig. 2 Environmental DNA detection rates by qPCR in natural freshwater ponds with 100% occurrence of the species confirmed in
the field (dark grey) or larger freshwater systems with known occurrence in the area (light grey). Detection rates are given in per-
centage positive localities out of the total number of localities surveyed for each species. Data covers amphibians: Pf (Pelobates fuscus,
n =9y and Tc (Triturus cristatus, n = 11); fish: Mf (Misgurnus fossilis, n = 11 ponds and n = 15 streams—light grey); insects: Lp (Leucor-
rhinia pectoralis, n = 11); crustaceans: La (Lepidurus apus, n = 10) and mammals: L1 (Lutra Iutra, n = 15 streams and lakes).

NIRAS



e DNA findes i alle levende celler ONA

A new tool for biological surveys

* Alle organismer udskiller dpde eller dpende celler til

miljget
* DNA-spor som kan findes i miljget kalder vi miljg- %
DNA, environmental-DNA eller bare eDNA.

NIRAS



Hvad eDNA, environmental DNA eller miljg-DNA?

t Hvad er miljg-dna?

" ‘ Dna fra en miljgprove (jord, luft, vand) indeholder
v -4 Decermber 2015 dna fra mange forskellige arter og individer.

*Dnaii hele, levende organismer
» Dna afgivet til miljget i form af dgde organismer,
kensceller, hudceller, affgring, etc.

T AR N

Levende dna Dodt dna

&@%%W)

. miljg-dna er bare dna!

NIRAS
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Videnskabelige publikationer om environmental DNA:

rom milje-dna

mber 2019

Dna-metabarcoding
baseret pé kloning der
identificerede
istidsfauna
(Willerslev et al. 2003)

Fadeanalyser via affaring,
dna-metabarcoding og
sekvensering
(Valentini et al. 2009)
(Deagle et al. 2010)

NIRAS
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DNA —prgvetyper fra miljget:

Vand (sger, aer, havet) —(eDNA)

Blandede vaevsprgver (bunddyr, planter mm)
Jord (dyr, planter, bakterier, svzampe mm)
Teknisk vand (drikke- og procesvand)

Bioreaktorer (biogas, renseanlaeg mm)

NIRAS



Potentielle fordele — eDNA
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Sammenlignet med konventionelle undersggelser

Standardiseret og reproducerbar
Uafhaengigt af artseksperter
Uafhaengig af vejrforhold
Non-invasiv

Potentiel ressourcebesparende
Potentiel hgjere sensitivitet

Forbedret veerktgj til beslutningstagere

7 L

planning

. 5
-~
e

~ Evaluation of <%as
conservation - ==

outcomes

_A ]
Systematic ??
conservation g

‘ Adaptive
[/ management

Environmental
impact
assessment

NIRAS



Muligheder—eDNA senefits LW\

NotureMetrics

“Whats in it for me?”

Make surveys _ Overcome
* Hvilke arter findes? casier & more g
replicable

* Findes bestemte beskyttede arter?

A ¥

* Baseline af biodiversitet i miljgvurdering. — =
ather more datia

* Biologisk tilstand f@r, under og efter. on more species

 DNA data som supplement til konventionel | l

undersggelse. | Improve decision-

) ) making for biodiversi
* Flere data om flere arter i samme indsats. F v

* Mere viden - Vidensbaseret forvaltning
Significant cost savings

.
13 NIRANS




eDNA —begransninger: a,
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Ingen taelle data (-men andre kvantitative potentialer — relative sammenligninger).
Ingen alder og st@rrelses information.
Rummelige usikkerheder (-eDNA “flyder med stremmen”).

Begraenset af reference databaserne, som skal indeholde DNA sekvenser for de
arter vi leder efter (ellers finder vi “ukendte” arter).

Maske ukendte regionale sekvensforskelle — “meerkelige” resultater skal derfor altid
vurderes af ekspert.

Negative DNA-analyseresultater ikke kan tages som udtryk for artens fraveer pa en
lokalitet (-DNA spor er som nalen i hgstakken-).

NIRAS



eDNA - trin fra prgvetagning til
resultat

Opformering

: eDNA
Provetagning ekstraktion £ arbDiA sekventering
barcode(s)

eDNA

..............

@ Metabarcoding =
- T 22 artsliste over en

23 4;3 s dyr gruppe

< | qPCR = fglsom
detektion af 1
art ad gange

NIRAS



Nalen i hgstakken!
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DNA kan vaere som nal i en hgstak.
Opkoncentrering er vigtig.

Forskellige filtre og filtreringsmetoder.

NIRAS



eDNA —Indsamling af vandprgve
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Filtration Guide

« Manual filtration (Kit A)
* Pressure assisted fil-
tration (Kit B)

Version 2.5 (05/12-2018)

Manual filtration (Kit A)

Preveindsamling er simpel

Vandprgver indsamles ved
filtrering

Kit med alle materialer kan
bestilles.

Filter kan sendes til analyse

NIRAS



¥ @Naturemetrics L\W\

NatureMetrics
ONA-Based Monitoring

eDNA Metabarcoding - in the field

. = e s
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eDNA - teknikker

-Enkeltartsdetektion (qPCR)

eDNA Opformering eDNA
ekstraktion Serastisls) sekventering

Prgvetagning af DNA-

@ Metabarcoding =

x s o artsliste over en
Ivophyceae [ 23 | 43 [ 26 |

oL+ s s dyr gruppe

-1 qPCR = fglsom
| detektion af 1
art ad gange
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Validering af eDNA for
Naturstyrelsen (2014):

Evaluering af eDNA-detektion til overvigning af vandhulsarter

Pilotstudie af konventionelle feltmetoder og eDNA-baseret artsovervagning for stor
vandsalamander, logfre og stor kerguldsmed

Rekvirent: Naturstyrelsen (Michael Hastrup og Seren Oldenburg)

Feltarbejde og proveindsamling: Jos Kielgast. Philip F. Thomsen, Wouter de Vries, Per Klit
Christensen. Morten Larsen, Lars Chr. Adrados og Lars Iversen.

Laboratorivm: Sara Starke og Seren Bastholm
Tekst: Jos Kielgast. Lars Iversen, Martin Hesselsoe
Version: 3. udgave 11. januar 2013

‘ Amphi Consult

Evaluering af eDNA detektion til
overvagning af vandhulsarter
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Validering:

VS.

eDNA-monitering

+ -

Felt-monitering

NIRAS
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Konventionelle metoder

NIRAS



eDNA-monitering

Resultater validering +
o O

+

Felt-monitering
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M eDNA positiv
M felt positiv
M ens negativ

M ens positiv

Tc Pf-juli pf april-juli Lp
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Kan vi finde lggfrg med eDNA?

Figur 1: Legfre fotograferet mens den fouragerer pa land om natten (Foto: Martin Hessel-
soe).

&% eurofins

Hesselsoe, Thomsen, Knudsen,
Moller, Bruun: Vand & Jord
2019 (3): 100-102

NIRAS
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Kan vi finde lggfrg med eDNA?

Tabel 1. Vurdering af eDNA resultater fra Libker Golf Resort i Syddjurs Kommune j 2018.

Haje positive eDNA signaler blev observeret i de fire undersagte lokaliteter. Pa den bag-

grund er resultaterne tolket kvantitativt. Den relative fordeling af eDNA mellem de fire under-

sogte lokaliteter fremgar af den sidste kolonne (se ogsa teksten).

Fordeling af
(%)

Kvalitativ Vol (ml) (m?) y
Teknisk so B Positiv 700 8458 60-70%
Libker 42 Positiv 200 179 1-2%
Lubker 34 Positiv 150 326 13-15%
Lubker 35 Positiv 200 529 15-23%

B 102 « Vand & Jord

-

Lars D Bruun, biolog i Syddjurs Kommune:

«Med eDNA metoden kan jeg fa flere oplysninger om lokaliteten pa kort tid, og

resultaterne kan bruges til at priortere vores arbejde med naturbeskyttelse og

naturpleje»

A

ba land om natten (Foto: Martin Hessel-

NIRAS



Dyndsmerling *

* Miljgstyrelsen 2019

Kan dyndsmerling overvages med

Forekomst af dyndsmerling undersegt med Kan oY

eDNA screening

e Jal

* Prgver bgr tages for hver 200 m i
vandlgb med vandbevaegelse

Notat fra DCE - Nationalt Center for Milje og Enerqgi Dato: 3 marts 2020 | 22

AARHUS L - ~
/v UNIVERSITET %':E e u rOfI n S N1 R“S

DCE - NATIONALT CENTER FOR MILJ@ OG ENERGI

n ,
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eDNA detektion af Lys skivevandkalv
(Graphodeus biliniatus) | Holmegaards Mose
(Naturstyrelsen: Raised Bog LIFE projekt):

A Amphi

+% eurofins




Forsigtig kvantitativ tilgang:

S@ no. 3
(50x130x1m= 6500 m3)

6 mio. L vand

Spand: 18 biller
40 L vand

NIRAS



 A: Antal biller
« C: Koncentration af eDNA
 V: Volume

NIRAS



Find beskyttet vandbille med e-DNA

To vandbillearter i Danmark er beskyttet af Habitatdirektivet. Vand-
billerne er meget vanskelige at finde og artsbestemme, selv for de
dygtigste biologer. Myndighederne skal vide, hvor billerne findes for
at kunne sikre den beskyttelse, der kraeves i Habitatdirektivet. DNA-
teknikker kan hjzlpe med at finde bade vandbiller og andre vandlev-
ende dyrearter. Maske kan DNA-teknologien ogsd bruges til kvantifi-

cering.

Martin Hessersor, MorTEN LaRsEN,
Steen W, Knunsen, Lars Lonsvan
Iversen, Perer Rask MoLier &
Torsex Hvim

Ostdanmarks storste hojmose
Holmegaard Mose, der lipger 10 km nord for
Nastved, er @stdanmarks starste hojmose.
Den er prvatsjet, men Naturstyrelsen har
siden 2005 veeret plejemyndighed i kraft af
fredningen og en frivillis tinglyst aftale.
Hejmosen er opstiet som en tilgron-
ingsmose efter sidste istd. I al blev der over
et areal pa 500 ha opbygget en tarvepude pd
op mod & meters tykkelse. Fra starten af
1800-taller gik udviklingen den anden vej. Ter-
ven udger en brendselsresurse, og fra 1825,
hwor Holmegaard Glasvesrk blev etableret, og
til midt 1 1950°erne, blev hejmosen udnyer
intensmt. Figur 1: Lys skivevandkalv (Graphodeus bilineatus). Arten er opfart pa Habitatdirektivets
Holmegaard Mose er nu en mosatk af helt bilag Il og bilag IV (Fofo: Lars lversen, Amphi Consult).

Hesselsoe; Larsen; Knudsen,; Iversen; Moller;
Huyiid: Vand & Jord 2017(2) p. 74-76.

Tabel 1 Antal vandbiller i torvegrav estime-

ret ved udtyndingsmetoden og ved e-DNA.

De to uatheengige metoder rammer samme
starrelsesorden.

Antal (A,)
Metode vandbiller i
torvegrav nr. 3
Estimeret ved
udtynding
(Konventionel o
metode)
Estlmereto \{ed e-DNA 1406
maling

NIRAS



LIFE RigKilde: Lys skivevandkalv

 Resultater

e Indsamli ng af 6 vand rgver fra ;f Oversigt over lokaliteter i projektomrdde 8 - @vre Mglleadal
mul ig e |levesteder af yS “§  eDNA-undersggt for forekomst af lys skivevandkalv i 2021  §§

\

>t o A L A e
: ),4 ¢ Ve 1
- - = - b
o W R T A ¥
) o 1

skivevandkalv i Sl

« Artsspecifik PCR-analyse af 5
tekniske replikater for hver
vandprgve viste |n%en positive
resultater for de 6 testede
lokaliteter

« Brug af vaevspreve G. bilineatus som
kontrol

« Konklusion: Tilstedeveerglse af lys
skivevandkalv er ikke pavist.

 Husk "Nalen i hgstakken”:
Negative DNA-analyseresultal
ikke kan tages som udtryk fol
artens fravaer pa en lokalitet

31

v Afgraensning af projektomrade 8
[ Lokaliteter eDNA-undersegt
for lys skivevandkalv

NIRAS
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Forsigtig tolkning af data fra gPCR

* Positive and quantitative interpretation DNA
possible

* Positive (no quantification)

* Possible positive (“Maske” positive)

NIRAS
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Rigkilde LIFE DNA til artsbestemmelse

af paddeag:

=

N—
NATURA 2000

Afsluttende afrapportering

Rigkilde LIFE-projekt

Jammerbugt, Thisted, Struer, Hgje-Taastrup og Furesg Kommune samt Naturstyrelsen
Dato: 22. september 2022

Figur 2.1: Foto fra lokalitet 3-8, april 2018. Billedet illustrerer pa peedagogisk vis forskellen pa typiske nylagte cegklumper af butsnudet
og spidssnudet fre. Den meelkehvide egklump leengst til venstre er fra butsnudet fre og kan sammenlignes med de mere glasklare
cegklumper fra spidssnudet fre lengere til hgjre.




Artsidentifikation af paddeaeg

34

Identifikation paddeaeg fra de brune B oa
frger (spidssanet erJ,gbutsnudet frg og bt DONOONO 6N

sprinlgfref) kan veere vanskelig eller L R ——————
umulig. 1000

00

[

NIRAS har udviklet en enkelt, og
ngjagtig metode til artsidentifikation af =
paddeag fra disse 3 arter. 00

300 W "I —
Et enkelt &g indgar i et kort protokol til BER

DNA ekstraktion, PCR, og efterfalgende

restriktions analyse. Analysen kan ' -

adskille R. arvalis, R. temporaria, og R.
dalmatina med 100% sikkerhed.

Teknikken blev anvendt for at validere
artsidentifikation af ad_dea_eg fra flere
lokaliteter under LIFE RigKilde

|

|

|
1

f

R ( — 1 { B (
00 £ « o

|

50

|

25_-< -1 -1 -1 -1 -1 -t -l -4 -1 -1 -4 -4
T T T El E2 TP E1 E2 TP EE EK TP

* kk k¥ * * * * % * % * % kkk KRk kkk

* =R.arvalis, ** =R. temporaria, *** = R. dalmatina

NIRAS
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Rigkilde LIFE DNA til artsbestemmelse

af paddeag:

Tabel 2.2: Oversigt over resultater af
DNA-analyser i forbindelse med
baseline-moniteringen.

Lokalitet Art bestemt i felten | Kommentar til analyse :i;ﬂzzt af DNA- Eventuel kommentar
1-2 Spidssnudet frg Analyse af ét seg Spidssnudet frg -
1-3 Spidssnudet fra Analyse af ét seg Spidssnudet frg -
1-5 Spidssnudet frg Analyse af ét seg Spidssnudet fra -
1-7 Spidssnudet frg Analyse af ét aeg Spidssnudet frg -
1-8 Spidssnudet frg Analyse af ét seg Spidssnudet frg -
1-9 Spidssnudet frg Analyse af ét ag Spidssnudet fra -
1-14 Spidssnudet frg Analyse af ét aeg Spidssnudet frg -
24 Formodet spids- | Analyse af fgrste seg [ Butsnudet frg Inventaren var ikke sikker pa
snudet frg Analyse af andet 2eg | Butsnudet fra bestemmelsen til spidssnudet frg i felten
3-6 Spidssnudet frag Analyse af ét ceg Spidssnudet frag -
3-10 Spidssnudet frg Analyse af ét zeg Spidssnudet frg -
Analyse af farste s Ukendt iqvi il
51 spassucetta [ Ve forbindlss mckaming o prover
7-1 Spidssnudet fra Analyse af ét aeg Spidssnudet frag -
7-2 Spidssnudet frg Analyse af ét aeg Spidssnudet fra -
7-4 Spidssnudet frg Analyse af ét zeg Spidssnudet frg -
7-5 Spidssnudet frg Analyse af ét seg Spidssnudet frg -
8-2 Spidssnudet frg Analyse af ét aeg Spidssnudet fra -
Formodet but-
8-6 Analyse af ét seg Butsnudet frg Formodningen blev verificeret
snudet frg
Formodet but-
8-9 Analyse af ét seg Butsnudet frg Formodningen blev verificeret

snudet fra

NIRAS



eDNA - teknikker:

Metabarcoding - detektion af mange arter i samme
taxonomiske gruppe

eDNA Opformering

Prgvetagning af DNA- 2N

ekstraktion Serastisls) sekventering

Metabarcoding =
artsliste over en

dyr gruppe

2| qPCR = falsom
detektion af 1 art
ad gange

NIRAS



Paddeanalyser - metabarcoding (2020-

2@21%,)ﬂkeborg kommune, Vejdirektoratet, By og Havn, Femern, FjordPtX, Nr. Hostrup Gr.grav

« eDNA analyse af padder har
vaeret vores mest efterspurgte
MBC assay

* Ca. 150 vandhuller analyseret
2020--2022

« De fleste opgbaver blev udfgrt
med bade e
konventionelle
undersggelser - til
sammenligning.

* Vi har meget n V|den
om ring hvordan vi bedst
udforer, ? bedst fortolker
eDNA resulfater fra padder.

.
37 NIRWN\S



Beskyttec_le |?adder i_
vandindvindingsprojekt

e Opgavebeskrivelse:
* Sammenligning af konventionelle, og metabarcoding analyse
til paddeundersggelser

* Etablering af Nanopore sekventering protokol +
databehandling fremtidig egen brug SK-Forsyning

» Konventionel besigtelse af 143 lokaliteter (vandhuller)
e 16 udvalgt til eDNA analyse pa basis af:

38




Beskyttede padder |
vandindvindingsprojekt

Resultater
Konventionelt vs metabarcoding:

Overenstemmelse: 29*/55 (53%)
Kun konventionelt: 10/55 (18%)
Kun Nanopore: 17*/55 (31%)

*korrigeret for ubestemte frger

Nogle "ubestemte frger” kunne identificeres
vha eDNA resultatet.

Nogle sger viste sig at vaere svaere at analysere
vha eDNA analyser, men overordnet set gode
resultater.

Skrubtudse

Lovfre

Spidssnudet fro

Butsnudet fro

Spring fro

Gron fro

Stor vandsalamander

Lille vandsalamander

Kun Niras 2020

Niras + Nanopore

Kun Nanopore

Observeret af andre + Nanopore

Ikke observeret

111 119 134 16 17 19 3 30 53 54 58 6 77 79 88 98
S nummer

.
39 NIRANS



Paddeanalyser med
eDNA - hvad kan vi
( - i k k@a)ie?eDNA resultater

(erfaringer fra 150 prgver 2020-22)

Sammen-| qnyentionelle

undersggelser

Metabarcoding

30% fald
=or 20%

Fplsom eDNA analyse Falske negativer

(Falske positiver)

Konklusioner fra MBC af eDNA fra padder:

« De fleste prgver virker fint
. Falske negative kan forekomme (”nalen i
hgstakken” eller fejl et sted i analysen)

eDNA analyse af padder virker - i
princippet - men:
* Flere forhold kan pavirke resultatet

« Ler/humus kan forringe DNA analysen, o .
nedbrydning fgr og efter prgvetagning kan pavirke
resultatet mm)

« Korte barcodes giver flest resultater men stgrre
usikkerhed

Anbefalinger ved eDNA analyser:
« Vurder prgvetagningsbehov for hver lokalitet

- Afklar forventede arter pa forhand, og KS pa DNA
resultat

« Konservativ analyse (3-5 replikater per prgve)
 Korte DNA barcodes (Tab pa ID-sikkerhed, stgrre
chance for at finde de fleste arter)
Det virker i princippet — men:
« Proverne skal indsamles i de perioder, hvor dyrene
afsaetter DNA spor.

« Resultaterne skal vurderes kritisk af en ekspert der
kender artsgruppen

« eDNA analyse kan primaert anvendes til at bevise
tilstedeveerelse ikke til at bevise fraveer af en art.

NIRAS



Fiskeundersggelser | danske sger

Gentofte Kommune

41

Opgavebeskrivelse:

Detaljerede sgundersggelser.

eDNA analyser af fiskepopulationer af 3 sger og
sammenligning med konventionelle undersggelser.

Analyse med metabarcoding.
Samtidig analyse af bade padder og fisk.

Resultater:
DNA: +, ++ eller +++
Konventionel: BLA

Overenstemmelse: 11/14 (79%)
Kun konventionelt: 1/14 (7%)
Kun eDNA: 2/14 (14%) (sandsynlige fund)

Carassius carassius (Karusse)

Scardinius erthrophthalmus (Rudskalle)

Rutilus rutilus (Skalle)

Nymosen

Sgndersg

Esox lucius (Gedde)

Tinca tinca (Suder)

Leucaspius delineatus (Regnlgje)

Cyprinus carpio (Karpe)

Hundesgmosen

Perca fluviatilis (Aborre)

NIRAS



Monitering af invasive fisk 1 Norge

AKVAPLAN NIVA

Opgavebeskrivelse:

eDNA analyser for invasive fiskearter i 6 norske
vandlgb (samlet 16 stationer). Sammenligning med
konventionelle og gPCR analyser

Metabarcoding med Illumina sekventering.

Resultater:

Ved 100% af tilfaelde hvor der var sammenfald
mellem konventionelle og qPCR undersggelser, var
der ogsa sammenfald med metabarcoding.

~30% af observationer kun observeret med
metabarcoding.

<5% af observationer kun fundet med
konventionelle tilgange.

Hallevannet

Akersyannet

Tuftdammen

Aletjgnn

Bakkanetjert

Ulfsbakktjerr

Gedde

Konventionelt

?

gPCR

amb

Metabarcoding

Aborre

Konventionelt

gPCR

Metabarcoding

Elritse

Konventionelt

gPCR

Metabarcoding

Karusse

Konventionelt

gPCR

Metabarcoding

Skalle

Konventionelt

gPCR

Metabarcoding

@rred
(ingen
gPCR)

Konventionelt

gPCR

Metabarcoding

(x)

(x)

Karpe

Konventionelt

qPCR

Metabarcoding

amb

Rudskalle

Konventionelt

gPCR

Metabarcoding

Suder

Konventionelt

(x)

gPCR

Metabarcoding
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Tykskallet malermusling

Neestved kommune

Opgavebeskrivelse:

Reintroduktion af tykskallet malermusling (Unio crassus) i
gvre Susa vha. inficerede elritser (Phoxinus phoxinus) og
hvidfinnet ferskvandsulk (Cottus gobio).

eDNA undersgges som muligt detektionsredskab fordi
konventionelle undersggelser fgrst kan udfgres efter flere
ar pga. malermuslingens langsomme vaekst.

Lokaliteter:
Indsamling af vand, spand og sedimentprgver ved 4
lokaliteter (samlet 8 prgver).

1. Assendrup V, Sed, Spand Kendt levested U. crassus

2. Nymglle bro V, Sed Udsaettelsesomrade

3. Fordeler bygveerk V, Sed Mange muslinger, ingen U. crassus
4. Rgdebro v Udenfor udszettelsesomrade

Analyse med metabarcoding (Nanopore sekventering):
* Ferskvandsvertebrater

e Muslinger
43 &
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Tykskallet malermusling i Susa

Neestved kommune

44

Resultater:

Bedste detektion af arter (ogsa de fleste muslinger) i
vandprgverne, dog er U. crassus signal meget lokaliseret.
* Forslag til forbedret prgvetagning lige over
vandlgbsbund
* Indsnaevring af metabarcoding til kun den relevante
musling og fiskefamilier hvor muligt

Total udbytte (arter):

* 15 fiskearter

* 12 muslingearter

* 37 non-target dyrearter (padder, pattedyr, insekter)

Opgaven fortseetter sommer 2023:
* Ny progvetagning ved 15 stationer fordelt over 3 forskellige
vandlgb (Salling A, Odense A og Susa)

Art

Fisk

Abramis brams (Srasen)
Anguilla anguilla (A1)

Blicca bjosrkna (Flire)
Carassius carassius (Karusse)
Cobitis ta=nia [Pigsmerling)
Ezox lucius [Gedds)

Gobic gobio (grundling)
Lewcizcus idus (Rimts)

Perca fluviatilis (Aborre)

Phaowinus phaoxinus (Elritse)

Pungitius pungitius {Mipigget hundestejle)

Rutilus rutilus (Skalle)
Salmo trutta (Brred)
Scardinius erythrophthalmus (Rudskalle)

Tinca tinca (Suder)

Musiimger

Anodonts cygnea (Stor dammusling)
Musculivm lzoustre

Pisidiurn amnioum {Stor sertemusling)
Pisidiurn casertanum
Pisidium nitidum

Pisidiurn pulchellum,subtruncatem

Pisidiurn henslow amurn
Pisidiurn s

Sphaerium comeum [3tor b@nnemusling)
Unio crassus (Tykskallet malermausling)
Unio pictorumn (#£gte malermusling])
u

mio tumidus (Tilspidset malermusling)

Nymalle bro

Fordelerbygvaerk

Radebro
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Dansk Vandlgbs Fauna Index (DVFI)

Danish Stream Fauna Index (DSFI)

Category

= NWAOO

Quality

extremely good }

very good "good ecological status”
good

impaired
poor
very poor

’
extremely poor NIRANS

(/

AALBORG UNIVERSITET
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Sparkeprgver med smadyr fra vandlgb

Danish Stream Fauna Index (DSFI)
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Danish Stream Fauna Index (DSFI)

Hand-picked sample
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Proof-of-concept (metabarcoding)

*  DNA multivariat analyse - vandkvalitet i vandleb

* Vandlgbsprgver er indsamlet over alt i DK.

* Prgverne repraesenterer forskellige gkologisk tilstand (malt med
DVFI)

e Alle prgver er DNA sekvenseret.

* Forskelle i DNA sekvenser afspejler forskelle i DVFI (illustreret her

under med multivariat analyse)
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Proof-of-concept

Analyse af kvaliteten i en prgve fra et vandlgb
med “ukendt” kvalitet er nu udviklet.

Kan opdage forandringer og/eller
dokumentere den gkologisk kvalitet.

Kan dokumentere biologisk variation og vise
forskelle pa reference lokaliteter og pavirkede

lokaliteter,

Klar til anvendelse og afpr@gvning i stor skala..

1. Fauna prgve @ med
ukendt DVFI fra vandlgb

. DNA ekstraktion
. Metabarcoding
. Multivariat analyse
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prove @ tilhgrer DVFI 5
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Proof-of-conce pt Kan vi male vandkvalitet i vandlgb

« DK publikation: Vand og Jord, Maj 2019 med DNA? 26. drgang nr. 2, maj 2019

* International publikation Ecological Indicators januar 2020:
https://doi.org/10.1016/j.ecolind.2019.105982

Ecological Indicators 111 (2020) 105982

i i i i ECOLOGICAL
Contents lists available at ScienceDirect INDICATORS

Ecological Indicators

journal homepage: www.elsevier.com/locate/ecolind

Original Articles

Stream water quality assessment by metabarcoding of invertebrates R)
Franziska Kuntke®"', Nadieh de Jonge™', Martin Hesselsge™, Jeppe Lund Nielsen®* \m—m

2 Department of Chemistry and Bioscience, Aalborg University, Fredrik Bajers Vej 7H, DK-9220 Aalborg East, Denmark
® Amphi Consult ApS, Niels Jemes Vej 10, DK-9220 Aalborg East, Denmark
“NIRAS A/S, @stre Havnegade 12, DK-9000 Aalborg, Denmark
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https://eur01.safelinks.protection.outlook.com/?url=https://doi.org/10.1016/j.ecolind.2019.105982&data=02|01||04294d471b91448e4e6508d79b4bcd42|89f0873991c047aea732291b5df7a94e|0|0|637148622175764688&sdata=N7HIDFxqmfhDrzWkBOFqazE32Ed3riKOPeTa7dxQcoQ%3D&reserved=0

DNA-DVFI 1 praksis

50

Vejdirektoratet — Neaestved omfartsvej

Investigated stream
sample sites -
development in DVFI
category from baseline
J| (2012/13) until 2019

Anlaegsarbejde ny motorvej (Naestved omfartsvej)

Natura 2000 omrade

Sammenligning konventionel DVFI og DNA-DVFI i
2017, 2019 og 2020

75 % direkte overensstemmelse mellem DVFI og
DNA-DVFI analyse

4| Legend
/ mm New orbital road
(constructed 2014-17)
) Special Protection Area
(SPA H194)
= Investigated streams
A Spring sample

Udfart af: RSN

Dato: 2020-3-10




Proof—of-concept

Fx et redskab til dokumentation af baseline og tilstandseendringer i anlaegsprojekt:

 R@D: For tilstand (baseline) b o0 “
 ORANGE: Under anleeg ® ® PY
057 ® 60
e GUL: Efter anlaeg 2 o ©®
< @ O DVFI
™ o0
3 ® o ®>
2 0.0 .’ o0 ® s
o~ O ® ® 7
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N\
Spildevandets pavirkning af biodiversitet =

SK Forsyning
MUDP projekt (2022-2024)
%&n&arbejde mellem SK Forsyning — NIRAS - Aalborg Universitet - (((

AALBORG UNIVERSITY

Udvikling af standardiseret metode t I pr veta%mng og
analyse af biodiversiteten (DNA-DVF ) orbindelse med:

+ Udledning fra renseanlaeg
+ Udledning fra forsinkelsesbassin
+ Udledning af urenset spildevand fra kloakoverlgb

EEEEE

Undersggelse af saesonafhaengighed af DNA-DVFI (og
biodiversitetsundersggelser génerelt)

Intelligent, automatisk provetagning og DNA konservering

Laboratorie B\otokoller modeller og data behandlingsredskaber
udvikles (NIRAS/AAU

Spildevands pavirkning af biodiversitet
- malt med on-site DNA sekventering og
automatiseret preovetagning

en metode som kan udfgres og bliver
orsyning)

2]
A
o

f
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Spildevandets pavirkning af biodiversitet

MUDP projekt 2022-2024

Spegerborgrenden
Magleby Skzelsker
Ravnemark renseanlaeg
@ o o
& & &
90 c,«o ,_Jv\
»\%c) \%D‘ p\‘i‘:?’
Tude A / Skovsg A
Senderup Slagelse
renseanlag renseanlaeg
S & s 5
& & & &
o N <O S
N &P e {0

8 provetagninger af vand, sediment og periodiske fauna

Parkvej
regnvandsudigb

Skovsg
regnvandsbassin

prever 2022-2023, total eDNA biodiversitetsanalyse

Resultater fra vandprgver
forste datapunkt (antal

unikke arter per gruppe):

A B C
Archaea 6 7 1
Bacteria

Fungi

Cercozoa
Ciliophora
Cryptomonads
Diatomea
Dinoflagellata
Chlorophyceae
Chrysophyceae
Eustigmatophyceae
Trebouxiophyceae
Ulvophyceae

Gastrotricha
Nematozoa
Annelida
Arthropoda
Mollusca
Chordata

Other Eukaryotes

Total [3360|4452 3019

NIRAS



eDNA —Hvorervii 20227
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Forskerne har arbejdet >10 ar pa test og udvikling

Mange metoder er klar til brug* (Fx fisk, padder, muslinger mm)
Vi har analyseret prgver fra ca. 100 vandhuller i 2022

Hvad skal analyseresi 20237

Priser fra 1000-3000 DKK pr prgve (>10 prover)

Husk begraensninger:

Ingen tzelle data (-men andre kvantitative potentialer — relative sammenligninger).
Ingen alder og stgrrelses information.
Rummelige usikkerheder (-eDNA “flyder med strgmmen”).

*”_in principle”: “Meerkelige” resultater skal altid vurderes af ekspert.

Negative DNA-analyseresultater ikke kan tages som udtryk for artens fraveer pa en lokalitet (-DNA spor er som nalen i hgstakken-).

NIRAS



Tweets November-2022

Dr eDNA i Europa

55

Florian Leese

Prof. Dr. rer. nat. - Professor (Full) at University of Duisburg-Essen

Essen, North Rhine-Westphalia, Germany

f . Florian Leese @leeselab - Th
‘Q-" 2/11 Unfortunately, the #biodiodiversitycrisis is real, yet where & how
biodiversity changes is poorly known. New menitoring tools & a global
Hagenda are needed. #eDNAforScience can play a role key role for
#Hbiodiversitydata generation. doi.org/10.1111/ele.13... @SCJaehnig

Till Macher and 3 others

Q 1 4 Q s &,

. Florian Leese @leeselab - 7Th L
iﬂ?’ 1/11 #biodiversity on Q‘ how it originated, changes in space & time, is one
of the big mysteries that motivates our research @unidue @zwu_ude We
study biodiversity from pole-to-pole with a focus on #freshwater
Hecosystems, esp. #rivers #0uluTC #eDNAforScience

November 24, 2022, @0uluTe u i )
Twitter Conference presentation by @leesalab L f; —5-

_'."r-..

“eDNA-based monitoring works impressively well; ‘w
in principle” ;

Uni Duisburg-Essen and 8 others
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y

Florian Leese @lesselab - Th

"i‘ 4/11 #Taxalists generated from #DNA #metabarcoding are often

[

N

comprehensive, have a high resolution & are plausible for #biomonitoring &
#stressor research. @Umweltbundesamt

Macher et al. 2021 @’ : doi.org/10.3897/mbmg.5...

Beermann et al. 2021 ji of 7 : doi.org/10.1016/j.scit...

Q 1 s Q1 A

Florian Leese @leeselab - Th
3/11 Generating aquatic biodiversity data via eDNA metabarcoding is
straightforward #inprinciple : Sampling § - Filtration - Extraction - PCR ,gf‘
- Sequencing - Data analysis ¥

Workflow & youtube.com/watch?v=cdVBBF...

Software ¢ doi.org/10.1111/1755-0... doi.org/10.1093/bioinf...

Robin Schiitz and 4 others
o s O n

[

Florian Leese @lseselab - 7h
6/11 It iz even possible to travel back in time and unveil £biodiversitytrends
using #2DNA #metsbarcoding of samples 3 & @' stored in the
treasures of biclogical archives. #timetravel #eDNAforScience #0uluTe
Find out more: trenddna.de

TrenddNA

LY,

Fram archived suspended particulate matter
to biodiversity patterns through time and space

2005 2022

Umweltbundesamt and 8 others

Q 139 @ 10 ot

Florian Leese @leezelab - 7h L
5/11 eDNAsurveys provide insights on many aspects #blusgresnbicdiversity
#invasivespecies #restoration #pathogens e.g. we found re-migration of a
fish to be much faster than expected.

doi.org/10.3589/fevo.2
#Urban overview paper transcript-open.de/doi/10.14361/9_
doi.org/10.1007/=10750..

Kamil Hupato and 4 others

&) oz QO 3

[=
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« Florian Leese @leeselab - Th e
g iﬂ' 8/11 Other challenge: eDMA traces can be vry diluted. But finding the
#iNeedlelnHaystack is possible with clever #PrimerDesign | With these we
revealed 100s of #invert species
#3PrimeMatters #TheTroubleSlide2
doi.org/10.1002/edn3.1... Gk of &
doi.org/10.1111/2041-2...

BF2/BR2

[ rontarget reads [ target reads

Q 1 3 (v I &

« Florian Leese @leezelab - 7h ire
e i" 7/11 So why adding #inprinciple to the title? Bc eDMNA hits found are st
misleading or unexpected. Do we resally have wolves Bfland marine species
oy #%in urban freshwater streams 38 7
Difficulty to interpret #Contamination #5ewagzelnflux #Primerbias
#DatabaseErrors #TheTroubleSlidet

Robin Schiitz

57 Q 11 3 < 10

=

Flori

10/11 Latest proof highlighting the power: Raimwash #2DMNA
#metabarcoding - a simple & cost-effective monitoring tool using rainwater.
Immense potential to uncaver biodiversity beyond rivers. & .. i @ %84

#\

Macher et al. 2022 doi.org/10.1002/edn3.3__

: Rainwash eDNA metabarct
' method to assess tree canc

Schiltz &% Thomas Hbrren, Arme |. Beermann

2022

ian Leese @lzezelab - 7h

hittps:/fdol.org/10.1002/edn3.372

1 Schiitz contributed equally to this study.

Thomae Harren Ethoemren@ruhr.social and 4 others

Q

17

Florian Leese @lzeselab - 7h

9/11 Conclusion: #eDNA #monitoring is NOT the #HolyGrail yet a fast,
simple & scalable approach with grest resolution. Need: rules & guidance to
produce #reliabledats . This is key for #implementation in international
frameworks. #Standardization #0uluTC

doi.org/10.3897/ab 68 ...

COST Action CA15219 and 8 others
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eDNA projekter hos NIRAS A/S
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DNA-PINE: DNA-based Performance Indicators in
Natural and Engineered Ecosystems (2020-2022)

Erhvervsforsker: NIRAS A/S, AAU

SK Forsyning — Paddeundersggelser (+protokol)
SK Forsyning — DNA-DVFI (+protokol)

Gregnlands Naturinstitut (GL) — Phytoplankton
overvagning i sger

Naestved kommune — Tykskallet malermusling i Susa
AKVAPLAN NIVA (NO) — overvagning af invasive fisk
NIVA (NO) — DNA-DVFI Osloelverne

By og Havn — Paddeundersggelser

Femern — Paddeundersggelser

Nr. Hostrup grusgrav — Paddeundersggelser

Fjord PtX — Paddeundersggelser

DNA-PINE: fortsat

e University of Aberdeen — phytobenthos v. udledning af

afsaltningsanlaeg pa Cypern
LIFE RigKilde — Lys skivevandkalv detektion

Vejdirektoratet — Naestved omfartsvej DNA-DVFI,
paddeundersggelser

Diverse kommuner — Padde-, fiskeundersggelser

SPaB: Spildevandets pavirkning pa biodiversitet (2022-2024)
MUDP projekt: SK Forsyning A/S, NIRAS A/S, AAU, DMR A/S

Udvikling af standardiseret metode til pr@gvetagning og analyse
af biodiversiteten (DNA-DVFI) i forbindelse med:

* Udledning fra renseanlaeg
* Udledning fra forsinkelsesbassin
* Udledning af urenset spildevand fra kloakoverlgb

NIRAS



NIRAS-Natur

59

MHES@NIRAS.DK

Martin Hesselsge

N
Naturvurdering og —sagsbehandling
e Naturbeskyttelsesloven, Miljgvurdering, Vandlgbsloven, Skovloven, Habitatdirektivet,
Vandrammedirektivet, vandindvinding/grundvandssaenkning, kabelprojekter, veje, jernbaner,
dispensationer, tilladelser, mm.
J
N

Naturkortleegning og —overvagning

e Beskyttede arter (bilag IV-arter), beskyttede naturtyper, habitatnaturtyper, invasive arter,
rodlistede arter, biologiske kvalitetselementer (BQE) fx kvalitetsvurdering af §3-natur, habitatnatur,
vandlgb mm, eDNA.

J
N
Naturplaner, naturpleje og naturgenopretning
e Naturgenopretning, vandlgbsprojekteter, spgenopretning erstatningsnatur,
afvaergeforanstaltninger, plejeplaner, biodiversitetsplaner, opfglgning pa biodiversitetsplan,
digitale planer (DK-plan og web GIS), grent danmarkskort.
J

NIRAS
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