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Forord

Denne rapport udgives af NIVA Danmark som afsluttende produkt i et projekt om kortleegning af miljg-
DNA (engelsk: ‘environmental DNA’, forkortet: eDNA) fra flodperlemusling i Varde A, Linding A,
Grindsted A, Ansager A og Holme A.

Rapporten omfatter data baseret pa indsamlinger af vandprgver i Varde A, Linding A, Grindsted A,
Ansager A og Holme A og efterfglgende analyseret ved brug af “digital droplet polymerase chain
reaction’ (dd-PCR) teknik. Undersggelsen fokuserer pa at beskrive den rumlige ud-bredelse af
flodperlemusling i Varde A, Linding A, Grindsted A, Ansager A og Holme A.

| Holme A er fokus desuden pa kortlaegning af mulige spredningsveje og kildepopulationer for
genetablering af tabte bestande af flodperlemuslinger pa en ny-restaureret del af Holme A.

Projektet er gennemfgrt af NIVA Danmark med hjzelp til udpegning af prgveindsamlings-lokaliteter
fra Varde kommune (Holme A) og Miljgstyrelsen (Varde A).

Alle projektdeltagere har set og diskuteret resultater og rammer for rapportering samt selve
udarbejdelsen af denne rapport.

NIVA Danmark har alene haft ansvar og beslutningsrettighed for rapportens indhold, fortolkninger af
data samt faglige anbefalinger. Alle projektdeltagere er enige om rapportens indhold.
Kgbenhavn, 26. januar 2023

Jes J. Rasmussen,
projektleder
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Sammendrag

Flodperlemuslingen er gaet drastisk tilbage i dens naturlige udbredelsesomrade i Europa inden for de
seneste 100 ar. | Danmark er flodperlemuslingen i dag formentlig kun naturligt forekommende i Varde
A-systemet, om end dens bevaringsstatus er ukendt. Populationer af flod-perlemusling formodes dog
at veere bevaret pa en ca. 2,5 km lang streekning i Varde a. Dette er yderligere underbygget af en
tidligere undersggelse, hvor der blev fundet eDNA fra flodperlemusling ved Varde Sommerland og
Vagtborg.

Det er imidlertid ikke undersggt, om flodperlemuslingen findes andre steder i Varde A-systemet,
herunder opstrgms en nyligt restaureret streekning i Holme A, hvor der blev fundet skaller af
flodperlemusling i det gamle aleje. Formalet med dette projekt er derfor at undersgge mulige
forekomster af flodperlemuslinger opstrgms den restaurerede straekning af Holme A samt i Varde A,
Linding A, Grindsted A og Ansager A ved brug af eDNA. Undersggelsen rummer et taet netvaerk af
prevetagningslokaliteter, iseer i Holme A, samt et antal udvalgte prgvetagnings-lokaliteter i Varde A’s
hovedlgb samt udmundinger af Linding A, Grindsted A og Ansager A.

| starten af september 2022 blev der indsamlet tre vandprgver fra hver af 18 lokaliteter. Vandprgverne
blev filtreret med 0,22 um Sterivexfilter, og der blev spgt efter eDNA fra flodperlemusling med digital
droplet PCR (dd-PCR), som er en platform, der praesterer bedre end den traditionelle gPCR-baserede
metodik, nar der skal eftersgges sjeeldent forekommende arter og sma populationer.

Der blev fundet eDNA fra flodperlemusling pa flere prgveindsamlingslokaliteter i Varde A-systemet.
Dog var de detekterede niveauer af eDNA fra flodperlemusling alle i meget lave koncentrationer. Der
blev fundet eDNA fra flodperlemusling i Varde A ved Varde Sommerland og opstrgms Vagtborg.
Ligeledes blev der fundet eDNA fra flodperlemusling ved udlgbet fra Ansager A samt pa fire lokaliteter
i Holme A omkring Starup og Hovborg. Saledes er der et muligt rekrutteringspotentiale for
flodperlemusling til den nyligt restaurerede straekning af Holme A.

Koncentrationerne af eDNA var sa lave, at de formentlig ikke kunne vaere blevet detekteret med den
traditionelle gPCR-platform, og denne undersggelse viser, at ddPCR er seerdeles egnet til
eftersggninger af sjeldent forekommende arter. De nye indikationer af, at der findes flod-
perlemuslinger i Ansager A og Holme A anbefales at fplges op med fysiske eftersggninger, hvor der
blev fundet spor af eDNA samt yderligere eDNA-undersggelser pa straekninger af Ansager A og Holme
A, der ikke var inkluderet i denne undersggelse.
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Abstract

Populations of freshwater pearl mussels have drastically declined in size and numbers across the
European continent during the past century. In Denmark, the conservation status of freshwater pearl
mussels is unknown, but River Varde is assumed to house the only remaining living individuals. A
previous study, based on environmental DNA (eDNA), confirmed the possible presence of living
freshwater pearl mussels in River Varde close to Varde Sommerland and Vagtborg.

Surveys based on eDNA have, however, not been conducted in tributaries to River Varde. Recently, a
part of Holme stream was restored, and the channelised stream was brought back to its original
meandering shape, and empty freshwater pearl mussel shells were discovered in the stream bed of
the original stream course. The aim of this project was to search for potential occurrence of eDNA from
freshwater pearl mussels upstream the restored reach of Holme stream and at additional sites in River
Varde and tributary outlets of Linding stream, Grindsted stream, and Ansager stream.

Three water samples from each of 18 sampling sites were collected in September 2022. The water
samples were filtered through 0.22 um Sterivex filters and analysed for the presence of eDNA from
freshwater pearl mussels using digital droplet PCR (dd-PCR). The dd-PCR platform exceeds the
performance of the traditional qPCR platform when target organisms are rare.

Several water samples contained eDNA from freshwater pearl mussels although the detected eDNA
concentration generally was very low. In River Varde, eDNA from freshwater pearl mussels were
detected close to Varde Sommerland and upstream of Vagtborg. Moreover, eDNA from freshwater
pearl mussels was detected in samples from the outlet of Ansager stream and at four sites in Holme
stream. The detection of eDNA from freshwater pearl mussels in Holme stream indicates a possible
recolonisation potential for the recently restored part of Holme stream.

In general, concentrations of eDNA were so low that they may not have been detected using the
traditional gPCR platform, and this project shows that dd-PCR provides a viable method for the
detection of extremely rare species. The detection of freshwater pearl mussel eDNA in Holme stream
and Ansager stream warrants a need for further eDNA-based surveys in Holme stream and Ansager
stream and provides a spatially detailed guide for targeted physical surveys aiming to describe age
structure and reproductive potential for remnant freshwater pearl mussel populations in Denmark.
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1 Introduktion

Flodperlemuslingen (Margaritifera margaritifera Linnaeus, 1758) er gaet drastisk tilbage i dens
naturlige udbredelsesomrade i Europa og Rusland inden for de seneste 100 ar (Araujo & Ramos 2000).
Det vurderes, at kun 5% af de oprindelige populationer stadig eksisterer indenfor dette omrade (IUCN
2016). Tilbagegangen skyldes primaert eutrofiering, spaerringer, intensi-vering af landbrug, draening og
afskovning samt udnyttelse i form af perle-fiskeri (Mollusk Specialist Group 1996).

| Danmark er flodperlemuslingen i dag formentlig kun naturligt forekommende i Varde A-systemet, om
end dens bevaringsstatus er ukendt. Populationer af flodperlemusling formodes dog at vaere bevaret
pa en ca. 2,5 km lang straekning, hvor store og meget gamle individer har veeret fundet ved en tidligere
dykkerundersggelse (Kann 2006). Siden studiet af Kann (2006) er der kun fundet et enkelt levende
individ, der blev fanget pa spinner af en sportsfisker (Porsgaard 2015) pa trods af en malrettet
eftersggning under NOVANA-programmet (Fredshavn et al. 2014). Dog har WSP Danmark i september
2021 udfgrt en stgrre dykker-undersggelse pd en 60 m straekning af Varde A taet ved udigbet fra
Karlsgardevaerket samt en 100 m straekning nedstrgms udlgbet af Skonager Lillea (WSP 2021). Her
fandt dykkerne omkring 650 levende individer registreret som flodperlemuslinger — dog kun
dokumenteret med billeder af enkelte individer. En sikker artsbestemmelse kan imidlertid kun udfgres
ved inspektion af haengslerne, som holder de to skaller ssmmen, eller ved at sammenholde DNA fra
indsamlede individer med genetiske referencedatabaser.

Som pilotforsgg blev to lokaliteter pa den 2,5 km lange straekning i Varde A undersggt i 2015 og 2016
for tilstedevaerelse af miljpDNA (engelsk: ‘environmental DNA’, forkortet: eDNA) (Rodriguez-Ezpeleta
et al. 2021; Thomsen et al. 2012) for flodperlemuslingen (Andersen & Wiberg-Larsen 2017). Positive
eDNA-signaler for flodperlemusling blev fundet bade i vand og sediment fra de to lokaliteter samt fra
yderligere to sydsvenske lokaliteter med kendte bazeredygtige populationer af flodperlemusling.
Derimod blev der ikke fundet eDNA af flodperlemusling laengere opstrgms i Varde A eller i tre gvrige
danske 3er, hvor arten aldrig tidligere er observeret (Andersen & Wiberg-Larsen 2017). Derfor er
indsamling af eDNA foreslaet som en effektiv metode til screening efter forekomster af
flodperlemusling.

Det er tidligere vist, at flodperlemusling udskiller DNA sammen med slimdannelsen (Henley et al.
2006). Dette kan vaere en kilde til eDNA fx i Varde A. Dog viste Geist et al. (2008), at det er muligt at
ekstrahere DNA direkte fra knuste skaller af flodperlemusling ved phenol-kloroform-behandling.
Rasmussen et al. (2021) viste dog, at gamle skaller fra flodperlemusling ikke udskiller DNA under
naturlige forhold. Positive fund af eDNA fra flodperlemusling ma derfor antages at stamme fra levende
individer. Stoeckle et al. (2016) viste, at eDNA fra flodperlemuslingepopulationer i forskellige stgrrelser
i europaeiske vandlgbssystemer aldrig kunne detekteres pa stgrre afstand end hgjst 500 m (formentlig
vaesentlig mindre) fra de kendte populationer. Dette betyder, at der i eftersggninger af
flodperlemuslinger med eDNA er behov for et netveerk af prgvetagningslokaliteter, hvor de enkelte
lokaliteter forefindes med indbyrdes afstande under 500 m.

Det antages, at organismer udskiller mere eDNA i aktive eller reproduktive perioder (Buxton et al.,
2017; Taberlet et al., 2021) men niveauer af eDNA kan ogsa blive influeret af mikrobiel nedbrydning
og af stgrrelse og kropsform pa organismen (Allan et al., 2021; Wood et al., 2020; Yates et al., 2021).
Flodperlemuslingen kan blive op til cirka 120 ar gammel (Bauer, 1992) og forventes tidligst at gyde fra
det 15. levear og frem — dog er de reproduktivt inaktive i de sidste levear (Geist et al., 2010). Hvis der
kun findes flodperlemuslinger tilbage i Varde A-systemet, som er &ldre end den reproduktionsaktive
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aldersperiode, er der risiko for, at mindre eDNA vil blive frigivet til vandmasserne, hvilket kan ggre det
yderst vanskeligt at detektere fa tilbagevaerende individer.

Aage V. Jensens Naturfond, Varde kommune, Norlys og Danmarks Naturfond gennemfgrte i 2020-2021
et stort restaureringsprojekt i Holme A, hvor 12 km af den blev genslynget i det oprindelige aleje og
derfor ikke laengere Igber gennem Karlsgarde Sg. Herved er der igen skabt fri passage til Holme A fra
Varde A. Ved udgravningen af det nye forlgb i det oprindelige aleje blev der fundet skaller fra
flodperlemuslinger (se billeder herunder). Det er derfor interessant at undersgge, om der findes
tilbagevaerende populationer af flodperlemuslinger i og omkring Holme A som kan bidrage til
genetableringen af populationer af flodperlemuslingen pa den restaurerede straekning af Holme A.
Samtidig er det interessant at undersgge, hvorvidt flodperlemuslingens udbredelse i Varde A-systemet
afgraenses til den 2,5 km lange straekning undersggt af Andersen & Wiberg-Larsen (2017), eller om der
findes flere lokaliteter med levende individer.

T

\
\

Fotos: Flemming S@rensen, Varde kommune
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2 Formal

Formalet med dette projektet er at underspge mulige forekomster af flodperlemuslinger opstrgms den
restaurerede straekning af Holme A samt i Varde A, Linding A, Grindsted A og Ansager A ved brug af
eDNA. Undersggelsen rummer et taet netveerk af prgve-tagningslokaliteter isaer i Holme A samt et antal
udvalgte prgvetagningslokaliteter i Varde As hovedlgb samt udmundinger af Linding A, Grindsted A og
Ansager A.
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3 Metode

3.1 Preveindsamlingslokaliteter

Der blev indsamlet vandprgver fra ti lokaliteter i Holme A samt otte lokaliteter i Varde A. De ti
lokaliteter i Holme A 13 alle opstrgms den nyligt restaurerede straekning og daekkede i alt en straekning
pa omkring 20 km af Holme A. Lokaliteterne i Varde A 13 fordelt mellem Varde by og udlgbet fra Holme
A ved Karlsgardevaerket samt i udlgbene fra Linding A, Ansager A og Grindsted A (Figur 1).

e M
5 \

amuusren =

Figur 1. Oversigtskort over prgveindsamlingslokaliteter.

3.2 Indsamling og filtrering af vandprever til eDNA-analyse

| starten af september 2022 blev der indsamlet vandprgver fra alle prgveindsamlings-lokaliteterne. Der
blev indsamlet vand fra ti forskellige steder pa hver prgveindsamlings-lokalitet og blandet i en
beholder. Det indsamlede vand blev samlet i velopblandede dele af vandlgbene for at undga, at DNA-
materiale fra bunden blev medtaget i prgven. Fra denne beholder blev der indsamlet tre vandprgver
som blev filtreret gennem 0,22 um Sterivex-filtre. Filtrene blev frosset i felten pa ved at blive lagt i en
kasse med tgris efter endt filtrering.

For at filtrere vand igennem Sterivex-filteret benyttedes en 50 mL hospitalssprgjte, hvor det totale
vandvolumen efterfglgende blev noteret (Bilag 1). For hver filterprgve blev laengde- og breddegrad
noteret, samt indsamlingstidspunkt og indfrysningstidspunkt. Filtrene blev tgmt for restvand og

10
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indfrosset tomme pa tgris, og overfgrt til -15 °C i en almindelig fryser efter dagens feltarbejde var
afsluttet. Alle filterprgver blev opbevaret pa -15 °C indtil der blev ekstraheret DNA fra filtrene i
laboratoriet.

For at undga at DNA fra tidligere indsamlede lokaliteter blev overfgrt mellem prgver, blev alt
indsamlingsudstyr, der skulle genbruges imellem indsamlingslokaliteter skyllet i fgrst 0,05 % klorin-
oplgsning, og derpa skyllet i 70% ethanol. Dette indbefattede bade 50 mL sprgjter, spande samt
litermal, der blev brugt til indsamling.

Ved hver tredje indsamlingslokalitet blev der ogsa udfgrt en filtrering af destilleret vand (ddH,0), som
skulle tjene som ‘felt-blanke’. Blanke prgver fra feltarbejdet tjener til at sikre at der er mulighed for
efterfglgende i laboratoriet at kontrollere at der ikke er sket krydskonta-mination med eDNA imellem
indsamlingslokaliteter. Med 18 indsamlingslokaliteter resulterer det i seks ’felt-blanke’; navngivet
BLANK1-BLANKSG.

De frosne filtrer blev ekstraheret ved hjaelp af Qiagene Blood and Tissue-kit, med tilseetning af 720 ulL
ATL buffer og 80 uL proteinase K. Ekstraktionen blev udfgrt inde i filteret ved inkuba-tion i 12-24 timer
ved 56 °C, som beskrevet i tidligere protokoller (Knudsen et al.,, 2019; 2022; Spens et al., 2017).
Ekstraktionen blev udfgrt i et laboratorie, hvor PCR-produkter ikke bliver produceret, for at undga
krydskontamination fra tidligere DNA-analyser. Ekstraktet fra hvert filter blev elueret i 200 ulL EB-
buffer, og koncentrationen af DNA fra filteret blev malt ved hjaelp af Qubit flourescens-maling med
"High Sensititvity assay’ (Bilag 1). Ekstraktionerne fra filtrerne blev opbevaret ved -15 °C, indtil der
kunne foretages ddPCR-analyse. For de i alt 18 x 3 filterprgver plus de seks feltblanke blev der ogsa
udfgrt tre negative ekstraktionskontroller ('NEG1-NEG3’) parallelt med ekstraktionen fra
filtervandprgverne. Disse negative ekstrak-tionskontroller tjener som kontrol for, at der ikke sker
kontaminering undervejs i ekstraktions-processen.

3.3 Forberedelse af positiv kontrol for reference

Som positiv-kontrol blev et PCR-produkt oprenset og fortyndet (se beskrivelse i afsnit 3.5). Syntese af
den positive kontrol fglger tidligere beskrevne fremgangsmade (Agernsap et al. 2017; Knudsen et al.
2019). Produktet blev derpa oprenset med 'Qiagene MinElute PCR purification kit’, og elueret med 30
uL EB-buffer. Koncentrationen pa det oprensede produkt blev malt med 'Qubit HS flourescense’
(Thermo Fisher Scientific) maling, og molekylevaegten udledt ved hjelp af OligoCalc (Kibbe 2007), og
fortyndet i EB-buffer til at tilsvare 1079 molekyler per uL. Denne positive kontrol opbevares pa -15 °C
indtil selve ddPCR-analysen skal gennemfgres. For den indledende syntese af PCR-produktet
benyttedes de samme primere, der er artsspecifikke imod flodeperlemusling (Rasmusen et al. 2019).

3.4 eDNA analyse med ddPCR

Analyse af eDNA-niveauer i ekstraktionerne fra filtrerne blev udfgrt pa en BioRad QX200 ddPCR
‘droplet reader’.

Reaktioner for analyse blev gjort klar for et total reaktionsvolumen pa 25 uL, som indeholdt 0,4 pL
ddH,0; 0,8 uL probe [i koncentration pa 13 uM]; 0,4 pL F-primer [i koncentration pa 22 uM]; 0,4 uL R-
primer [i koncentration pa 22 uM]; 10 pL BioRad supermix (uden dUTP for prober) og 10 uL DNA fra
enten positiv kontrol eller fra ekstraktionen fra filteret. De endelige koncentrationer i reaktionerne
tilsvarer derved de 400 nM for F- og R-primer og 100 nM for proben, som afledt som optimale

11
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(Rasmussen et al., 2021). Alle rgr med negative kontroller og ekstraktionsblanke plus feltblanke, blev
tilfgrt fgrst og lukket. Derefter blev alle ekstraktioner fra vandprgver tilsat og lukket.

Derefter blev fortyndingsserien af den positive kontrol blev klargjort ved at fglge tidligere protokoller
(Agersnap et al., 2017; Knudsen et al., 2019; 2022). Forberedelse af fortyndingsserien blev udfgrt pa
selve dagen for PCR-opsatningen, for at sikre at de laveste niveauer af den positive kontrol ikke var
henfaldet i fryseren pga gentagne fryse-/tg-processer.

Reaktionerne blev sa overfgrt til en BioRad QX200 ‘droplet generator’, og de 40 ulL resulterende draber
i olieemulsion blev derefter overfgrt til en PCR-plade med 96 brgnde og anbragt i en PCR-maskine med
felgende temperaturindstillinger: Enzym-aktivering ved 95 °C i 10 minutter, efterfulgt af 50 omgange
med denaturering ved 95 °Ci 1 minut og annealing og forlaengelse ved 60 °Ci 2 minutter, efterfulgt af
en omgang med enzym-deaktivering ved 98 °C i 10 minutter, hold ved 4 °C i 10 minutter, og hold ved
10 °C indtil prgverne blev fjernet fra maskinen. Pladen med reaktioner blev holdt ved 4 °C i kgleskab,
indtil pladen blev analyseret den efterfglgende dag med BioRad QX200 ddPCR ‘droplet reader’. |
opsaetningen af analyse af vandprgver blev bade de ’‘feltblanke’-vandprgver inkluderet (BLANK1-
BLANK®6), plus de negative ekstraktionskontroller (NEG1-NEG3, samt en ekstra negative kontrol
('negative target control, forkortet ‘NTC’) ogsa inkluderet. De felt-blanke tjener til at sikre der ikke er
fremmed eDNA fra flodperlemusling fra andre indsamlingslokaliteter, der uhensigtsmaessigt overfgres.
De negative ekstraktionskontroller tjener til at sikre der ikke er fremmed eDNA, der overfgres under
ekstraktionsprocessen, og den negative kontrol (NTC) tjener til at give mulighed for at efterkontrollere
at de reagenser, der benyttes i laboratoriet, ikke er forurenet med fremmed DNA fra flodperlemusling.

3.5 eDNA kontroller og standardkurver

Den positive kontrol blev lavet ud fra vaevsprgver fra flodperlemusling fra Norge og indhentet fra Arhus
Universitet, som er den samme positive kontrol der blev benyttet i studiet af Rasmussen et al. (2021).
Fire yderligere ekstraktioner blev gjort med Qiagene Blood and Tissue-kit, ved at fglge den vedlagte
protokol for ekstraktion. Fire individer af flodperlemusling indhentet fra Arhus Universitet dannede
grundlag for de ekstra positive kontroller, der efterfglgende kunne fortyndes ud i en fortyndingsserie.

De seks feltblanke (BLANK1-BLANK6) og de tre negative ekstraktionskontroller (NEG1-NEG3) samt den
‘negative target control’ (NTC) blev analyseret sammen med ekstraktionerne fra vandprgverne pa
ddPCR-platform for at sikre, at de detekterede eDNA forekomster stammer fra filtervandprgverne og
ikke fra det filtrerede vand eller fra de tomme ekstraktioner.

3.6 Granser for detektion og kvantificering af eDNA

Nedre greense for kvantifikation (eng. ’limit of quantification, forkortet: 'LOQ’) blev fastsat ud fra
fortyndingsserien af den positive kontrol, hvor det laveste fortyndningsniveau, der stadig giver positiv
detektion er lig den nedre detektiongreense (Agersnap et al., 2017; Knudsen et al., 2019; Klymus et al.,
2020). Den nedre detektionsgraense (eng. ’limit of detection, forkortet: 'LOD’) blev samtidigt fastsat
som over det niveau, hvor der var detektion i de negative kontroller. For de positive eDNA-forekomster
blev antallet af positive draber vurderet ud fra det totale antal af draber dannet. De positive sporinger
i draber var alle under 10 kopier per pL.

3.7 Databehandling

Med BioRad QX200 ddPCR ‘droplet reader’ blev antallet af positive og negative draber vurderet med
‘direct quantification’ og sporing af FAM-fluorescens fra proben. Data fra blev derefter eksporteret
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som ‘.csv’ filer (‘comma separated value’) sammen med koncen-trationsmalinger udfgrt pa de
ekstraherede filterprgver og begge dele blev sa laest ind i R v4.2.2 (R Core Team 2022) og analyseret
for at lave tabeller og grafiske fortolkninger af resultaterne, ved at ggre brug af pakkerne: "dplyr"
(Wickham et al. 2022), "tidyverse" (Wickham et al. 2019), "tidyr" (Wickham & Girlich 2022), "ggplot2"
(Wickham 2016), "scales" (Wickham & Seidel 2022).
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4 Resultater og diskussion

41 Koncentrationer af eDNA fra flodperlemusling i Varde A-
systemet

Der blev fundet eDNA fra flodperlemusling pa flere prgveindsamlingslokaliteter i Varde A-systemet.
Dog var de detekterede niveauer af eDNA fra flodperlemusling alle i meget lave koncentrationer (Figur
2, Bilag 1). De meget lave koncentrationer af eDNA, der blev detekteret, indikerer, at 1) der er meget
fa individer af flodperlemusling tilbage i Varde A-systemet, 2) der generelt er en meget lav rate af
eDNA-udskillelse fra tilbagevaerende flodperlemuslinger til omgivelserne, eller 3) det filtrerede
vandvolumen var for lille til at kunne indsamle et st@grre antal eDNA-molekyler fra flodperlemusling.
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Figur 2. Antallet af eDNA-kopier per uL tilsat ekstraktion fra filtervandpraver pa en logaritmisk
skala. Den rgde linje angiver den nedre greense for positiv detektion af eDNA. Ratioen over hvert
punkt angiver, hvor stor en andel af positive drdber, der blev detekteret med ddPCR-platformen
ud af det totale antal drdaber, der var dannet. Punkterne i de violette sgjler i hgjre side angiver
fortyndingsserien af de positive kontroller.

De lave niveauer af eDNA fra flodperlemusling (< 10 kopier/uL ekstrakt), der her blev detekteret, kan
vaere en direkte indikation pa, at der er meget fa individer af flodperlemusling tilbage. Lave niveauer
af eDNA fra den sjeldne dyndsmerling (Misgurnus fossilis) er ogsa blevet koblet med, at der er meget
fa individer af den sjaeldne art tilbage (Sigsgaard et al., 2015). Hgje niveauer af eDNA er i andre studier
blevet koblet med store forekomster af den eftersggte art (Knudsen et al. 2019; Salter at el. 2019).
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Dette er vanskeligt at komme naermere i dette studie, da der mangler et sammenligningsgrundlag,
hvor en stor population af flodperlemusling udggr en positive reference for et kraftigt eDNA-signal fra
flodperlemusling. Tidligere detektioner af eDNA fra flodperlemusling fra Varde A (Andersen & Wiberg-
Larsen 2017) kan desvzaerre ikke sammenlignes, da disse tidligere fund ikke blev kvantificeret som antal
mole-kyler per filtreret vandvolumen. Fremtidige studier, der sigter efter at pavise tilstedevaerelse af
mange individer af flodperlemusling, bgr inkludere en indsamlingslokalitet, der er habitat for store
forekomster af flodperlemusling, da dette vil tjene som referencepunkt for, hvordan eDNA-niveauer
kan registreres nar flodperlemuslingen er almindeligt forekommende.

De lave niveauer af eDNA fra flodperlemusling kan ogsa skyldes, at flodperlemuslingen ikke udskiller
meget eDNA til omgivelserne. Studier pa eDNA fra flodkrebs har spekuleret i, at udskillelseshastighed
af eDNA fra hardskallede dyr er mindre voldsom end fra dyr uden skal (Agersnap et al., 2017; Strand
et al., 2019), og kontrollerede forsgg pa fisk (Urban et al. 2022) har eftervist, at nedbrydningshastighed
og udskillelseshastighed kan variere fra organisme til organisme. Kontrollerede akvarieforsgg har vist
at udskillelseshastighed, malt som eDNA mangde per biomasse, kan variere mellem individer af
samme organisme (Rourke et al., 2023). Saeson, arstid og aktivitet over dggnet kan ogsa influere pa
hvor meget eDNA der udskilles til omgivelserne (Agersnap et al., 2022; Jensen et al., 2022; Sigsgaard
et al., 2017). Hvor hurtigt eDNA fra flodperlemusling udskilles og nedbrydes ma betragtes som en
ukendt faktor, der er vanskelig at bestemme. Det vil forudsaette kontrollerede forsgg med flere
individer i akvarier, og ma her henlaegges til fremtidige projekter.

Med vandprgvevolumener mellem 150 mL og 350 mL blev der filtreret relativt store vandvolumener,
der tidligere har gjort det muligt at detektere forekomster af sma bestande af fx flodkrebs (Agersnap
etal., 2017). Men flodperlemusling udskiller ikke ngdvendigvis eDNA til omgivelserne med samme rate
som flodkrebs, og strgmforhold og opblanding i Varde A-systemet kan betyde, at de 3 x18 filterprgver
ikke har veeret et tilstraekkeligt stort antal prgver til at detektere eDNA-forekomster af
flodperlemuslinger fra alle prgvetagningslokaliteterne i Varde A-systemet. De lave niveauer af eDNA
detekteret i dette studie understreger dog, at et mindre prgveantal, eller et mindre filtreret
vandvolumen kunne have betydet, at forekomsterne af flodperlemusling ville veere blevet overset. De
lave niveauer af eDNA detekteret i dette studie understreger om noget ogsa ngdvendigheden af en
stgrre prgveindsamling og en mere frekvent prgveindsamling, hvis gnsket er at overvage eDNA fra
flodperlemusling i Varde A-systemet. Filtrering af stgrre vandvolumen (> 1 L) ifm. vandindsamling er
tidligere forsggt med stor succes for detektion af eDNA fra flodkrebs (Strand et al., 2019). Stgrre
vandvolumen i filtreringen vil veere med til at gge chancen for at detektere lave niveauer af eDNA fra
en i forvejen sjelden art. Filtrering af et stgrre vandvolumen vil dog ngdvendigggre, at en anden
filtreringsteknik tages i brug end hvad der kan filtreres igennem et Sterivex-filter. Fordelen ved et
Sterivex-filter er, at selve filteret er indkapslet i en plastikcylinder, der forhindrer, at fremmed ugnsket
eDNA kan forurene filterprgven (Spens et al. 2017). Filtrering af stgrre vandvolumen vil ngdvendigggre,
at der benyttes et andet filter, som f.eks. et nitratcellulose-filter (Strand et al., 2019), men det gger
samtidig risikoen for, at ugnsket eDNA fra andre indsamlingslokaliteter kan bidrage til, at der
detekteres falske positive.

| dette studie blev der benyttet artsspecifikke primere og probe imod flodperlemusling (Rasmussen et
al., 2021). Hvis undersggelsen i stedet var baseret pa mere generaliserede primere som anvendes i
"metabarcoding’-studier (fx Elbrecht & Leese 2017), hvor et st@grre antal arter spges detekteret pa én
gang, er der risiko for at sadanne generaliserede primere ville have haft mindre affinitet imod
flodperlemusling (Kelly et al. 2019) og dermed have gjort det endnu vanskeligere at detektere de lave
niveauer af eDNA.
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Den her benyttede metode med ddPCR og mange filterprgver understreger, at det kraever meget
specifikke vaerktgjer (her artsspecifikke primere og probe) samt en bred og hgjfrekvent indsamling
over det potentielle udbredelsesomrade, hvis der eftersgges sjeeldne arter. Til gengaeld abner brug af
ddPCR muligheden for, at meget sjeldne forekomster kan blive detekteret. For detektion af sjeeldne
arter som flodperlemusling er det en fordel at kunne lave sa mange tekniske replikater som muligt.
Ved at bruge ddPCR-teknologi er der, med over 10.000 drabereplikater per enkelt vandprgveanalyse,
mulighed for en langt stgrre fglsomhed for meget lave niveauer af eDNA end hvad fa replikater pa en
gPCR-platform kan tilbyde (Baker et al., 2018; Capo et al., 2021). Udfgrelse af tre tekniske replikater
per vandprgve pa qPCR-platform kan i arbejdstid og remedier nogenlunde svare til, hvad der benyttes
for at lave en enkelt ddPCR-analyse af en vandprgve med tusindvis af tekniske replikater i draber.

4.2 Prevetagningslokaliteter med positive fund af eDNA fra
flodperlemusling

Der var positive fund af eDNA fra flodperlemusling pa fire lokaliteter i Holme A omkring Starup og
Hovborg men ikke nedstrgms herfor (Figur 3). Der er saledes et muligt rekrutterings-potentiale for, at
flodperlemuslingen kan sprede sig til den nyrestaurerede straekning i Holme A forudsat at
populationerne er i reproduktionsdygtig alder, og at fysiske og vandkemiske forhold er tilstraekkeligt
gunstige. Det kan ikke udelukkes, at der findes yderligere populationer af flodperlemusling laengere
opstrgms i Holme A.

Der var positive fund af eDNA fra flodperlemusling pa de to lokaliteter i Varde A ved Varde Sommerland
og den ene lokalitet ved Vagtborg (laengst opstrems) (Figur 3). Ved Varde Som-merland og Vagtborg
er beliggenheden af stationen laengst nedstrgms placeret, hvor der tidligere blev detekteret eDNA fra
flodperlemusling (Andersen & Wiberg-Larsen 2017) med anvendelse af identiske primere.
Resultaterne fra de to undersggelser kan ikke direkte sammenlignes ift. eDNA-niveauer, da Andersen
& Wiberg-Larsen (2017) rapporterede resultater i form af ‘cycle treshold’ (Ct) vaerdier. Dette afspejler
antallet af amplifikations-cykluser, der var ngdvendige for en tilstraekkelig amplifikation af DNA ift. de
fastsatte graenser for detektion. Dette kan ikke direkte overszettes til koncentrationer af eDNA som
rapporteres i vores undersggelse. Det skal dog naevnes, at ikke alle vandprgver fra Varde Sommerland
og Vagtborg var positive for eDNA, og der vari alle tilfaelde tale om hgje Ct vaerdier. Dette underbygger,
at koncentrationerne af eDNA har veeret lave. Lavere Ct vaerdier betyder at der er meget DNA tilsat
indledende, og at det kreever fa cyklusser at amplificere maengden af DNA til et tilstraekkeligt kraftigt
signal, der ggr det muligt at eftervise, at der indledningsvist var DNA i prgven. Omvendt er hgje Ct
vaerdier ensbetydende med, at mange amplifikationscyklusser er ngdvendige i PCR forsgget for at
kunne eftervise, at der indledningsvis er DNA tilstede i ekstraktionen fra filteret.

Pa lokaliteten neaer Karlsgardevaerket, hvor WSP Danmark tidligere har foretaget dykker-undersggelse
og registreret hundredvis af levende individer af flodperlemusling, var der ingen positive fund af eDNA
fra flodperlemusling (Figur 3). Dette indikerer, at der kan veere tale om en forveksling mellem
flodperlemusling og almindelig malermusling. Ydermere gennemfgrte Miljgstyrelsen og Varde
Kommune en opfglgende undersggelse i 2022 nedstrgms udlgbet fra Karlsgardevaerket og registrerede
her kun almindelig malermusling og dammusling (Internt notat aug. 2022, Michael Deacon,
Miljgstyrelsen).

Der var positive fund af eDNA fra flodperlemusling i udmundingen af Ansager A men ikke i
udmundinger af Linding A og Grindsted A (Figur 3). Ansager A har et relativt ureguleret forlgb med
rigelige maengder af groft substrat, og det er derfor ikke usandsynligt, at der findes flere populationer
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af flodperlemusling leengere opstrgms i Ansager A. Der har dog tidligere veeret flere dambrug i Ansager
A som qua deres forurening kan have decimeret disse populationer.

4.3 Perspektivering

Pa baggrund af de meget lave koncentrationer af eDNA fra flodperlemusling er der formentlig i alle
tilfelde tale om ganske sma populationer, muligvis kun fa individer. Men denne undersggelse kan
danne grundlag for en opfglgende og malrettet s@gning efter fysiske eksemplarer af levende
flodperlemuslinger for at beskrive aldersstrukturer og dermed ogsa muligheden for reproduktion hos
denne art. Tilsvarende kan det vaere meningsfuldt at lave en kortlaegning af de eksisterende
miljgforhold pa de lokaliteter, hvor der blev fundet eDNA fra flodperlemusling for at karakterisere og
rangordne eventuelle miljgmaessige flaskehalse for artens fremtidige veekst og udbredelse. Der er
endvidere ogsa god grund til at udbygge undersggelserne af forekomst af eDNA fra flodperlemusling
med mere frekvent prgvetagning, og gerne med mere vandvolumen over aret og dggnet, da vi her har
vist at 3 x 18 filterpregver kun akkurat er tilstraekkeligt til at eftervise et svagt spor af eDNA fra
flodperlemusling. Det anbefales at indsamle fremtidige eDNA prgver over flere saesoner i aret, da
flodperlemuslingens aktivitet kan veksle med arstiden, og dermed influere pa mangden af eDNA der
kan spores. At eDNA maengder varierer over tid og seeson er i forvejen et kendt faanomen (Agersnap
et al.,, 2022; Jensen et al., 2022; Sigsgaard et al., 2017), og vil bestemt have en indflydelse pa hvorvidt
det er muligt at detektere eDNA fra noget sa sjeeldent som flodperlemusling.

Der er god grund til at udvide det geografiske sggefelt i yderligere eDNA underspgelser for
flodperlemusling i Ansager A. Det understreges i denne sammenhaeng, at dette bgr udfgres ved brug
af ddPCR, da denne metode giver markant stgrre sandsynlighed for at detektere eDNA i lave
koncentrationer.

Flodperlemuslingen kan bade anvende baek-/havgrred og laks som veert for deres glochidier, men
populationerne er vaertsspecifikke, hvilket ogsa betyder, at populationer med praeference for laks ikke
kan skifte veert til grred, hvis laksen ikke lzengere er tilgaengelig (Salonen et al., 2017). Populationer af
flodperlemuslinger, der findes pa vandlgbsstraekninger, hvor der historisk har veeret lakseopgang, har
typisk praeference for laks mens populationer i sma vandlgb, hvor der ikke har veeret laks, har
praeference for grred. Dette indikerer, at flodperlemuslingerne i Holme A og Ansager A formentlig er
knyttet til laks som veert for glochidierne og at opgang af ynglende laks til de lokaliteter er helt
betydende for en succesfuld reproduktion. Det kan undersgges i fremtidige studier — safremt der kan
lokaliseres fysiske eksemplarer — hvilken genetisk struktur og dermed hvilken vaert, der er ngdvendig,
for de tilbagevaerende flodperlemuslinger i Varde A-systemet.
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Figur 3. Koncentrationer af eDNA fra flodperlemusling angivet som farvekoder pd kort over Varde A-systemet. Koncentrationerne er vist pd en logaritmisk
skala, der angiver antallet af kopier per L af volumen df filtreret vand. For de markerede eDNA-niveauer er detektionerne alle over den nedre greense for

kvantificering (Figur 2). Hvide ringe angiver at intet eDNA blev fundet pa lokaliteten.
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5 Konklusion

Undersggelsen paviste eDNA fra flodperlemusling fra de to lokaliteter i Varde A, hvor der tidligere har
veeret pavist eDNA fra flodperlemuslinger. Desuden paviste undersggelsen eDNA fra flodperlemusling
pa lokaliteter i Holme A samt i udigbet af Ansager A. Der er sdledes tale om forekomster af
flodperlemusling i Holme A og Ansager A, hvor arten har veeret opfattet som forsvundet. Det skal dog
naevnes, at maengden af detekteret DNA var utrolig sparsom og formentlig udelukkende kunne
dokumenteres gennem anvendelsen af ddPCR-teknik. Dette indikerer ogsa, at der formentlig er tale
om ganske fa levende individer pa de undersggte lokaliteter.

Undersggelsen tilvejebragte resultater, der kan anvendes til at indsnaevre omrader, hvor der gnskes
opfelgende eftersggninger af fysiske individer af flodperlemuslinger. Dette er stadig en ngdvendighed
ift. at fa beskrevet aldersstruktur og reproduktionspotentiale for populationerne. Derudover opstar
der, pa baggrund af undersggelsens resultater, spgrgsmal om, hvorvidt der findes yderligere
fragmenterede populationer i Ansager A, der er et historisk naermest ureguleret vandlgb, samt
lengere opstrgms i Holme A. Dette vil med fordel kunne udfgres med netop ddPCR teknikken for at
gge sandsynligheden for at finde DNA fra sma populationer.
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Bilag 1

Tabel 1. Dato, tidspunkt og koordinater for indsamlede vandprgver samt filtreret vandvolumen og malt koncentration af eDNA
fra flodperlemusling pa prgveindsamlingslokaliteterne. Total eDNA koncentrationen omfatter alt eDNA fra alle organismer,
mens flodperlemusling eDNA kun omfatter eDNA for flodperlemuslingen.

Tids- Total eDNA Bredde-  Leengde- Filtreret Flodperlemusling Flodperlemusling
PrgvelD Dato koncentration volumen eDNA kopier /uL eDNA kopier /L
punkt (ng/uL) grad grad (mL) ekstrakt filtreret vand

M101 2022-09-06 13:40 3490 8.492131 55.619812 180 0 0
M102 2022-09-06 13:40 6340 8.492131 55.619812 175 2 273
M103 2022-09-06 13:40 5770 8.492131 55.619812 190 1 67
M201 2022-09-06 14:00 5570 8.498486 55.623508 165 1 151
M202 2022-09-06 14:00 5500 8.498486 55.623508 150 0 0
M203 2022-09-06 14:00 4800 8.498486 55.623508 170 0 0
M301 2022-09-06 14:55 3240 8.547941 55.643945 170 0 0
M302 2022-09-06 14:55 3140 8.547941 55.643945 175 0 0
M303 2022-09-06 14:55 5680 8.547941 55.643945 150 0 0
M401 2022-09-06 15:10 3370 8.559293 55.644007 200 0 0
M402 2022-09-06 15:10 6280 8.559293 55.644007 180 0 0
M403 2022-09-06 15:10 3820 8.559293 55.644007 185 2 221
M501 2022-09-06 15:30 6890 8.569237 55.648002 185 0 0
M502 2022-09-06 15:30 6910 8.569237 55.648002 180 0 0
M503 2022-09-06 15:30 5080 8.569237 55.648002 175 0 0
M601 2022-09-06 17:15 2930 8.582143 55.679265 150 0 0
M602 2022-09-06 17:15 6650 8.582143 55.679265 150 0 0
M603 2022-09-06 17:15 4220 8.582143 55.679265 150 0 0
M701 2022-09-06 18:10 6630 8.716839 55.7108105 200 0 0
M702 2022-09-06 18:10 7400 8.716839 55.7108105 220 0 0
M703 2022-09-06 18:10 5840 8.716839 55.7108105 250 0 0
M801 2022-09-06 18:15 2980 8.717854 55.710732 200 0 0
M802 2022-09-06 18:15 3140 8.717854 55.710732 150 1 155
M803 2022-09-06 18:15 3410 8.717854 55.710732 200 0 0
NIV11 2022-09-07 11:15 5490 8.71015  55.665774 195 0 0
NIV12 2022-09-07 11:15 4730 8.71015  55.665774 185 0 0
NIV13 2022-09-07 11:15 5210 8.71015  55.665774 200 0 0
NIV21 2022-09-07 12:15 5280 8.7850459 55.654771 200 1 60
NIV22 2022-09-07 12:15 5300 8.7850459 55.654771 190 0 0
NIV23 2022-09-07 12:15 3680 8.7850459 55.654771 200 0 0
NIV31 2022-09-07 12:40 6050 8.7872275 55.6543768 200 0 0
NIV32 2022-09-07 12:40 5610 8.7872275 55.6543768 210 0 0
NIV33 2022-09-07 12:40 4890 8.7872275 55.6543768 200 0 0
NIV41 2022-09-07 13:15 6080 8.848186 55.641875 200 0 0
NIV42 2022-09-07 13:15 3480 8.848186 55.641875 220 0 0
NIV43 2022-09-07 13:15 6700 8.848186 55.641875 180 0 0
NIV51 2022-09-07 14:30 9320 8.891781 55.633273 200 0 0
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Tabel 1. Dato, tidspunkt og koordinater for indsamlede vandprgver samt filtreret vandvolumen og malt koncentration af eDNA
fra flodperlemusling pa prgveindsamlingslokaliteterne. Total eDNA koncentrationen omfatter alt eDNA fra alle organismer,
mens flodperlemusling eDNA kun omfatter eDNA for flodperlemuslingen.

Tids- Total eDNA Bredde-  Lengde- Filtreret Flodperlemusling Flodperlemusling
PrgvelD Dato koncentration volumen eDNA kopier /uL eDNA kopier /L
punkt (ng/uL) rad grad (mL) ekstrakt filtreret vand

NIV52 2022-09-07 14:30 6910 8.891781 55.633273 200 0 0

NIV53 2022-09-07 14:30 4230 8.891781 55.633273 230 0 0

NIV61 2022-09-07 16:00 6480 8.926734 55.607504 250 0 0

NIV62 2022-09-07 16:00 6510 8.926734 55.607504 300 3 183

NIV63 2022-09-07 16:00 7790 8.926734 55.607504 300 0 30

NIV71 2022-09-07 16:40 5860 8.945915 55.601439 300 0 0

NIV72 2022-09-07 16:40 4840 8.945915 55.601439 330 0 0

NIV73 2022-09-07 16:40 4970 8.945915 55.601439 350 0 0

NIV81 2022-09-07 17:40 5220 8.958539 55.600447 250 0 0

NIV82 2022-09-07 17:40 4950 8.958539 55.600447 290 0 32

NIV83 2022-09-07 17:40 6300 8.958539 55.600447 300 0 0

NIV91 2022-09-07 19:35 6010 8.9779138 55.6019411 240 0 0

NIV92 2022-09-07 19:35 5330 8.9779138 55.6019411 200 3 260

NIV93 2022-09-07 19:35 6770 8.9779138 55.6019411 220 0 0

NIV101  2022-09-07 18:55 1270 8.9931343 55.6057663 150 0 0

NIV102  2022-09-07 18:55 1130 8.9931343 55.6057663 150 0 0

NIV103  2022-09-07 18:55 5360 8.9931343 55.6057663 150 0 0
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