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1. Indledning
Amphi Consult har gennemfart en baseline-undersggelse af forekomsten af de to bilag II-
arter stor keerguldsmed og lys skivevandkalv i Holmegaard Mose. Undersggelsen sker
som en del af Naturstyrelsens LIFE-projekt i omradet.

De to arters forekomst er kortlagt i 40 udvalgte tgrvegrave, og der er foretaget
levestedsvurderinger af de undersggte omrader. Derudover er lys skivevandkalv eftersggt
med nyeste DNA-teknologi i en del af de undersggte tgrvegrave.

Pa baggrund af disse er der udarbejdet forslag til plejetiltag i omradet. Plejeforslagene kan
forbedre de eksisterende levesteder og pa sigt skabe fremtidige levesteder for arterne.
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2. Kortleegning af stor keerguldsmed

2.1 Kortleegning af voksne individer

Voksne individer af stor keerguldsmed blev eftersggt i samtlige 40 tgrvegrave ultimo maj-
start juni vha. indfangning med insektnet og iagttagelser med kikkert. Alle undersggelser
foregik i varmt, solrigt og vindstille vejr, der sikrer en hgj aktivitet af guldsmede.

Ogsa gvrige guldsmedearter pa lokaliteterne blev registreret. Disse arter fremgar af
feltskemaer, der er fremsendt separat.

Stor keerguldsmed blev registreret i tarvegrav 5, 10, 13, 34 og pa lokalitet EKSTRA. Det
geelder for alle lokaliteterne med arten registreret, at de har lavvandede omrader med
udbredt sumpvegetation.

Pa Figur 1 ses tgrvegrav 5, der er et godt eksempel pa en god lokalitet for arten. Her har
tarvegraven udviklet sumpzoner med vegetation, og der blev registreret 5 hanner.

Lokalitet EKSTRA er ikke en tarvegrav som de gvrige, men et lavvandet omrade med
sumpvegetation forbundet til grafter, der ligger langs et starre pilekrat syd for tarvegrav 1.

Lokalitet 13 er heller ikke en tgrvegrav, men et lavvandet omrade med tagrarskov, der
ligger i den vestligste del af den dbne hgjmoseflade.

Lokalitet 10 og 34 er begge tarvegrave hovedsageligt med stejle brinker, men ogsa med
lavvandede omrader med sumpvegetation.

| Tabel 1 ses antallet af registrerede individer af stor keerguldsmed pa de forskellige
lokaliteter.

Tabel 1. Registrerede antal voksne individer af stor keerguldsmed.

Lokalitet Antal hanner |Antal hunner |Totalt
Tarvegrav 5 5 - 5
Tarvegrav 10 1 - 1
Teorvegrav 13 |3 1 4
Tarvegrav 34 |2 - 2
EKSTRA 2 1 3
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Figur 1. Tarvegrav 5, hvor der blev registreret voksne individer af stor keerguldsmed.

2.2 Kortleegning af guldsmedelarver
Larver af stor keerguldsmed blev eftersggt i ultimo august — primo september i 40 udvalgte
tarvegrave vha. ketsjer i waders.

Der blev ikke registreret larver af stor keerguldsmed ved eftersggningen i september,
hvilket bl.a. skyldes, at mange af tarvegrave er vanskelige at undersgge konventionelt ved
ketsjning. Gravene har uforudsigelige dybdeforhold samt stejle brinker og er saledes
vanskelige at tilga i waders.

Den samlede oversigt over forekomsten af stor keerguldsmed kan ses i Bilag 1.
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3. Kortleegning af lys skivevandkalv

3.1 Konventionel kortleegning i tgrvegrave
Lys skivevandkalv blev eftersggt konventionelt ved ketsjning i 40 tgrvegrave ultimo august
— primo september. Alle undersggelser foregik i varmt, solrigt og vindstille vejr.

Arten blev registreret i tarvegrav, 2, 3 og 7. Lokalitet nr. 7 er en hidtil ukendt lokalitet for
arten. Her blev registreret 9 individer.

Populationen vurderes at veere stabil i omradet, da den kontinuert er fundet i mosen over
en arraekke og blev fundet i stort tal under denne feltundersggelse.

Lokaliteterne med arten er alle tarvegrave med rent vand og vekslende andele af
lavvandede partier med sumpvegetation.

Pa Figur 2 ses tarvegrav 3, der er en kendt lokalitet med lys skivevandkalv. Dyrene holder
til i den gstlige del af lokaliteten, der har en veludviklet haengeseek og sumpzone.

| Bilag 2 ses en oversigt over forekomsten af arten i omradet pa baggrund af den
konventionelle undersggelse.

Figur 2. Tarvegrav 3, der har en stor bestand af lys skivevandkalv.
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3.2 Bestandsestimat ved udtyndingsmetode

Metode

Der blev udfart en klassisk udtyndingsundersggelse i tgrvegrav 2, 3 og 4 med henblik pa
estimering af bestanden af lys skivevandkalv. Metoden er baseret pa multiple forsgg og er
kendt fra estimering af fiskebestande'?

Individer af lys skivevandkalv blev opfisket i én time pr. lokalitet pr. dag i tre dage. Alle dyr
blev placeret i 40 liters baljer med sorte saekke over, der forhindrede dyrene i at flyve veek.

Bestandsstarrelse og konfidensinterval kan ved denne metode estimeres, hvis
fangsteffektiviteten (p: sandsynligheden for at en vandkalv bliver fanget) er konstant og
starre end 50%. Hvis fangsteffektiviteten viser sig lavere end 50%, skal der gennemfgres
yderligere eftersggninger for at kunne estimere bestandstgrrelsen, og det bliver mere
vanskeligt at beregne usikkerheden.

For detaljer vedr. beregning af bestandsstarrelse se Bilag 3.

Resultater

Undersggelsen viste, at der kunne fanges flest biller i tarvegrav 3. | alt blev der fanget 56
individer i lgbet af 4 fangstdage. Fangsteffektiviteten viste sig at veere langt under 50%.
Udtyndingsundersggelsen blev for denne lokalitet derfor udvidet med en dag. Selv efter
den fjerde dag blev der ikke observeret en tydelig udtynding af bestanden (se Tabel 2).
Dermed er det mere usikkert at anvende udtyndingsmetoden til beregning af et
bestandsestimat.

Bestandsestimat N for tarvegrav 3 blev udfart med de formler, der fremgar af Bilag 3, og
resultatet af beregningerne ses i Tabel 3. Det ma understreges, at dette estimat er
forbundet med meget stor usikkerhed.

| tarvegrav 2 blev der fanget for fa dyr til, at det var muligt at estimere en
bestandsstarrelse. | tarvegrav 4 blev lys skivevandkalv ikke registreret, men arten er heller
ikke kendt fra denne lokalitet.

Tarvegrav 2 og 4 er vanskeligere at undersgge end tgrvegrav 3 pga. stejle brinker og
uforudsigelige dybdeforhold. Dog tyder den store forskel i resultaterne mellem tgrvegrav 2
0g 3 0gsa pa, at tarvegrav 3 har en stgrre population af lys skivevandkalv.

1 Bagenal, T. B. & Tesch, F. W. (1978): Age and growth. In: Bagenal, T. (ed.): Methods for assessment of
fish production in fresh waters. IBP handbook No. 3, Blackwell, Oxford: 101-136.

2 Bohlin, T., Hamrin, S., Heggberget, T., Rasmussen, G. & Saltveit, S. (1989): Electrofishing— theory and
practice with special emphasis on salmonids. Hydrobiologica 173 9-43.
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Tabel 2. Resultater af udtyndingsundersggelsen af lys skivevandkalv.

Tarvegrav |Antal individer |Antal individer | Antal individer |Antal individer
Dag 1 Dag 2 Dag 3 Dag 4

2 1 1 1 Ikke undersggt

3 16 11 14 15

4 0 0 0 Ikke undersggt

Tabel 3. Bestandsestimat for lys skivevandkalv i Tarvegrav 3 baseret pa udtyndingsmetoden. Bemeerk at
fangsteffektiviteten er << 50%, og at estimatet dermed er forbundet med en betydelig usikkerhed.
Usikkerheden er ikke kvantificeret. Se Bilag 3 for de anvendte formler

Tarvegrav

T

C1 C4

K

q*

N*

3

56

16 15

4

0,9756

595
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4. DNA-kortleegning af lys skivevandkalv

4.1 Indsamling af vandprgver
Der blev indsamlet vandpraver fra 29 tgrvegrave i omradet til DNA-analyse for lys
skivevandkalv.

Som positiv kontrol blev indsamlet en vandprgve fra en balje, hvor 18 individer af arten
havde opholdt sig i én dag i ca. 40 L vand i forbindelse med udtyndingsundersggelsen.

Som negativ kontrol blev der indsamlet en vandprgve fra en sg i Neestved by, hvor arten
med sikkerhed ikke findes.

Vandprgverne blev filtreret i felten ved brug af Amphi Consults sampling kit B i
kombination med udstyr til trykassisteret filtrering (Figur 3)3.

Det volumen som kan filtreres i felten afhaenger af flere forhold. Seaerligt indholdet af alger
og humuspartiker pa tidspunktet for filtrering.

Filtreringsvolumen for hver lokalitet er registeret ved sampling og fremgar af Tabel 4.
E—— vy

‘ Amphiltrator: pressure assisted
filtration of e-DNA samples

Analysis of biodiversity with environmental DNA

M of envir 1 DNA (e-DNA) for mapping and quantification of

biodiversity in water is increasingly being used.

Amphiltrator (Pat. pend. PA 2013 70621) makes it easy to concentrate DNA from large
water samples (2 L) from freshwater or marine water.

Amphiltrator is easy to keep clean. All parts in contact with the water sample
are disposable.

Amphiltrator is constructed in low weight rugged materials and is easy to use.
The filtrate volume is easily measured in the included exterior cannister.

Amphiltrator is used in combination with e-DNA sampling kit B.
Amphiltrator is developed with support from Innovation Fund Denmark

'
For more information: o 3N
www.e-dna.dk $ { SPECIFICATION
3 hi- ult.dk

i e Equipment for pressure assisted filtration
L Robust for use in the field, car or lab
. P No risk of cross contamination
Amphl Consult No need for cleaning

. g . . : Portable
Niels Jernes Vej 10 - DK-9220 Aalborg O - +45 70 26 65 00 - info@amphi-consult.dk Compressor for use in the field, car or lab (optional).
Instruction guide

\

HERT -

By

Figur 3. Trykassisteret filtreringsudstyr som er anvendt ved sampling af prgver til eDNA analyse.

3 Se www.e-DNA.dk for neermere information om det anvendte samplingudstyr mm.
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Tabel 4. Oversigt over indsamlede prgver til DNA-analyse for lys skivevandkalv samt ekstraheret total DNA.

Filtreret Total DNA ekstraheret
Prgve vandvolumen Kommentar fra felten (malt med nano-drop)
Tervegrav 1 550 ml 9 ug
Tervegrav 2 600 ml 8 ug
Tervegrav 3 250 ml Brunvandet — sveer at filtrere 11 pg
Tarvegrav 4 250 ml Brunvandet 11 pg
Torvegrav 5 650 ml 13 ug
Torvegrav 6 300 ml Brunvandet 10 pg
Tervegrav 8 450 ml 3 ug
Tervegrav 10 550 ml 3 ug
Tervegrav 11 650 ml 5 ug
Torvegrav 13 400 ml Meget brunvandet 5 g
Torvegrav 14 600 ml 21 ug
Torvegrav 15 700 ml 4 ug
Tarvegrav 17 900 ml 6 pg
Tarvegrav 18 650 ml 8 ug
Tarvegrav 19 350 ml Brunvandet 8 ug
Tarvegrav 20 400 ml Brunvandet + alger 10 ug
Tarvegrav 25 250 ml Brunvandet 9 ug
Torvegrav 28 200 ml Brunvandet + beskidt vand 12 pg
Tarvegrav 30 250 ml Brunvandet 19 ug
Tarvegrav 31 250 ml Meget brunvandet 10 ug
Tervegrav 33 1000 ml 27 ug
Tarvegrav 34 200 ml Brunvandet + beskidt vand 8 ug
Tarvegrav 35 1150 ml 8 ug
Tarvegrav 36 250 ml Meget brunvandet 20 ug
Tarvegrav 37 800 ml Pigsmerling registreret pa lok. 8 ug
Tarvegrav 38 450 ml 29 ug
Tarvegrav 39 250 ml Brunvandet 3 ug
Torvegrav 40 250 mi 1919
Lok. EKSTRA 600 ml 15ug
POSITIV KONTROL 1000 ml Balje m. 18 individer. Burde have 17 pg
hgijt indhold af eDNA fra malarten.
NEGATIV KONTROL 400 ml Lille sg i Neestved by. 4 ug

www.amphi-consult.dk
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4.2 DNA-analyser

Foarste del af analyserne omfatter ekstraktion af DNA. Det ses i Tabel 4, at DNA er
succesfuldt ekstraheret fra alle praver. Det ses samtidig, at der er meget stor variation pa
den totale DNA-ekstraktion.

Efter DNA-ekstraktionen er artsspecifik eDNA eftersggt med gPCR. Det anvendte
detektionssystem er rettet mod lys skivevandkalv (Graphoderus bilineatus).
Detektionssystemet kaldes "GrabilCO1” og er udviklet og testet i et projektsamarbejde
mellem Amphi Consult og Kgbenhavns Universitet. Systemet er testet for uspecifikke
reaktioner mod DNA ekstraheret fra veev fra en reekke sameksisterende arter af vandbiller
(se Bilag 5). Bemeerk dog at test af nzert besleegtede non-target arter (udfart pa
Kgbenhavns Universitet) har vist, at GrabilCO1-detektionssystemet under helt seerlige
forhold kan give falske positive resultater pa grund af den neert besleegtede art
Graphoderus austriacus. Det vides imidlertid pa forhand, at denne art ikke forekommer i
Holmegaard Mose. Se i gvrigt de forbehold for DNA resultaterne som er omtalt i senere
afsnit (4.5).

Amphi Consult har i samarbejde med Kgbenhavns Universitet pa nuveerende tidspunkt
udviklet og afpravet en raekke detektionssystemer til ferskvandsarter, som det fremgar af
Figur 4.

'\

TARGET SPECIES LIST

Fish

Crucian carp Carassius carassius
European weatherfish Misgurmus fossilis
Spined loach Cobitis taenia

Pond loach Misgumnus anguillicaudatus
European eel Anguilla anguilla
Northern Pike Esox lucius

European Perch Perca fluviatilis

Amphibians

Great crested newt Triturus cristatus
Moor frog Rana avarlis

Agile frog Rana dalmatina

Common tree frog Hyla aborea
Common spadefoot Pelobates fuscus
Natterjack Bufo calamita

Green toad Bufo viridis

Crayfish

Galician crayfish 4stacus leptodactylus
Signal crayfish Pacifastacus leniusculus
European crayfish 4 stacus astacus

Invertebrates
Dyftiscus latissimus
Graphoderus bilineatus

Figur 4. Artsspecifikke eDNA-detektionssystemer til ferskvandsarter udviklet og afpragvet af Amphi Consult i
samarbejde med Kgbenhavns Universitet. Se mere information pd www.e-DNA.dk.
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4.3 Resultater

Ved afrapportering af resultater fra qPCR-baserede eDNA-analyser anvendes en
kategorisering af resultatet, hvor prgverne opdeles i fire grupper (se Figur 5). Der
anvendes forskellige objektive kriterier til at inddele resultaterne i disse fire grupper. Det er
meget sjeeldent, at der findes naturlige prgver i den gverste gruppe, hvor kvantificering er
mulig.

| det aktuelle studie er de fleste prgver i den sidste gruppe; negative. Der er observeret 4
positive praver og 2 maske-positive prgver. Den positive kontrol, som er taget fra en balje
med 18 biller i 40 liter vand, er den eneste, som ligger placeres i den hgjeste kategori
(positiv hvor kvantificering er mulig). Resultater, der afrapporteres som “maske positive”,
kan mod ekstraomkostninger kontrolleres til hgjere sikkerhed ved sekventering af positive
PCR-produkter.

Se resultaterne i Tabel 5. Resultaterne vises pa kort i Bilag 4.

» Positive and quantification possible
« Positive (no quantification)

» Possible positive (“Maske” positive)

Figur 5. Kategorisering af DNA resultater baseret pa artsspecifikke gPCR analyser. Se ogsa de generelle
forbehold i afsnit 4.5.

4.4  Ekstrapolering af resultater

gPCR-metoden er i midten af 1990-erne introduceret som en kvantitativ metode til
detektion af specifikke DNA-fragmenter. Metoden indgar i dag i mange medicinske
anvendelser og bruges ogsa i stor skala til fadevarekontrol.

Der er ofte stor varians pa kvantificering ved hjeelp af gPCR, og man kan kun forvente
resultater, der indikerer stgrrelsesordner (inden for dekader). Kvantificering kraever
derudover, at de analyserede prgver kan relateres til standarder.

Som det fremgar af forrige afsnit, sa er alle de positive DNA praver i denne analyseserie
sa lave, at kvantificering som udgangspunkt ma frarades. Det skyldes, at praverne alle er
lavere end den laveste reproducerbare standard, som er malt samtidig med praverne.

| det falgende preesenteres beregninger, som er udfart pa trods af disse forhold. Det vil
sige, at de kvantitative vurderinger er baseret pa en ekstrapolering af standardkurven som
normalt ma frarades. Beregningerne er udfart for at teste metodens kvantitative potentiale.

DNA-koncentrationen i de enkelte positive prgver er beregnet ved ekstrapolering af
standardkurven. Baseret pa disse beregninger er de enkelte positive og maske-positive
prgver sammenlignet ved hjaelp af en indeksvaerdi (DNA-indeks, se Tabel 5). Indeks=1 er
defineret som den laveste af de positive praver, efter gqPCR-resultatet er korrigeret for de
forskellige filtreringsvoluminer, som fremgar af Tabel 4. Det ses i Tabel 5, at alle de
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positive praver varierer mellem indeks 1 og 6,8. Det fremgar tillige, at koncentrationen af
eDNA er ca. 6000 gange stgrre i den balje med vandbiller, der er analyseret som positiv
kontrol.

Efterfalgende er vandvoluminet estimeret i hver lokalitet, hvor der er fundet tegn pa eDNA
fra lys skivevandkalv. Lokaliteterne er opmalt omtrent pa luftfoto, og der antages en
gennemsnitlig vanddybde pa 1 m i lokaliteterne. Beregning af vandvolumen er forklaret i
Figur 6 og vises i Tabel 5 for alle lokaliteter med tegn pa eDNA fra lys skivevandkalv.

| to af de analyserede prgver med eDNA er bestandstarrelsen kendt i forvejen (baljen),
eller bestandstgrrelsen er estimeret jf. beregningerne i kapitel 3.2 (Tarveskaer 3).

Hvis det antages, at eDNA-maengden pr. dyr er konstant i forhold til vandvolumen, sa kan
koncentrationen af biller i de enkelte lokaliteter estimeres ud fra eDNA-koncentrationen i
den bajle, hvor der er udsat 18 biller pr 40 L. Derefter kan den totale bestandstgrrelse
estimeres ved at gange med lokalitetens volumen. Denne beregning vises i sidste kolonne
i Tabel 5.

Tabel 5 viser saledes et meget groft overslag over den kvantitative fordeling af lys
skivevandkalv i Holmegaard Mose baseret pa eDNA-koncentrationen i de praver, som er
analyseret i 2016. Der ma tages en lang raekke forbehold for dette overslag, som tidligere
naevnt.

Det méa dog alligevel bemeerkes, at antallet af dyr pr. lokalitet er inden for samme
stgrrelsesorden, som beregningerne med udtyndingsmetoden antyder. Det ma samtidig
understreges, at udtyndingsmetoden dels er forbundet med meget stor arbejdsindsats, og
at disse resultater i sig selv er meget usikre pa grund af utilstreekkelig udtynding af
bestanden (se kapitel 3.2).

Tervegrav 3
(50x130x1m=
6500 m3 =
mindst 6 mio.
liter)

Figur 2. Torvegrav 3, der har en stor bestand af lys skivevandkalv.

Balje med 40 L og
) 18 biller

Figur 6, Balje med 18 biller og 40 L vand samt estimering af totalvolumen i de undersggte lokaliteter (det
viste eksempel er Tgrvegrav 3 med estimeret 6,5 mio. L vand i den gverste meter, hvor billerne antages at
leve).
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Tabel 5. Oversigt over resultaterne af DNA-analyse for lys skivevandkalv. Der er udfart 3 tekniske replikater

pa hver analyse.

Kvantitative indikationer

gPCR | Gruppering DNA- L/site Dyr/site Dyr/site
(Ct veerdi) (DNA resultat) indeks (estimeret) (Estimeret fra udtynding og (Estimeret fra DNA i balje)
Prﬂve (laveste positiv= 1) optalt)
Tervegrav 1 37,8 Positiv (ikke kvantificering) 2,6 2,3E6 L N.D. 439
Tervegrav 2 No Ct
Torvegrav 3 38,9 2.9 6,56 L 595 1406
Tervegrav 4 No Ct
Tervegrav 5 No Ct
Tervegrav 6 No Ct
Tervegrav 8 No Ct
Tervegrav 10 39,2 Positiv (ikke kvantificering) 1,1 1,6E6 L N.D. 119
Torvegrav 11 39,0 Positiv (ikke kvantificering) 1 9,0E6 L N.D. 665
Tervegrav 13 No Ct
Tervegrav 14 No Ct
Tervegrav 15 42,5 0,1 4,4E6 L N.D. 26
Tervegrav 17 No Ct
Tervegrav 18 No Ct
Tervegrav 19 No Ct
Tervegrav 20 No Ct
Tervegrav 25 No Ct
Tervegrav 28 No Ct
Tarvegrav 30 37,6 6,8 2,266 L N.D. 1143
Tervegrav 31 No Ct
Tervegrav 33 No Ct
Tervegrav 34 No Ct
Tervegrav 35 No Ct
Tervegrav 36 No Ct
Tervegrav 37 No Ct
Tervegrav 38 No Ct
Tervegrav 39 No Ct
Tervegrav 40 No Ct
Lok. EKSTRA No Ct
Balje (18 billeri 40L) | 25,6 6050 40L 18
NEGATIV KONTROL No Ct
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4.5

Forbehold for DNA-resultaterne

Generelle forbehold

Alle assays som er udviklet i samarbejde mellem Amphi Consult og Kgbenhavns
Universitet (i denne sag detektionssystemet GrabilCO1), er testet pa
vaevsmaterialer fra target-art og naertbeslaegtede non-target arter, der forekommer i
det Nordvesteuropeaeiske omrade. Langt hovedparten af de udfarte test, er baseret
pa eksemplarer som findes i museumssamlinger som dermed kan tjene for senere
re-identifikation af bade den eftersggte art, samt andre sameksisterende og
teetbesleegtede arter.

Negative resultater kan ikke tages som et sikket udtryk for malartens fraveer pa
lokaliteten. Mange forhold kan pavirke forekomsten af eDNA, fx sampling tidspunkt,
opbevaring af praven mm. Forsigtig evaluering af svage signaler gger risikoen for
falske negative. Dette kan ikke undgas uden uacceptabel gget risiko for falske
positive.

Forekomst af falske positive kan ikke afvises ved anvendelse af analyserne pa
praver fra andre dele af verden eller i omrader, hvor eksotiske neert besleegtede
arter ogsa forekommer. Idet teknikken er baseret pa sma genetiske forskelle i DNA
mellem den eftersggte art og andre evolutionaert teet besleegtede arter, vil det ikke
kunne afvises at falsk positiv sporing af eDNA kan forekomme séafremt systemet
benyttes pa praver indsamlet udenfor det pageeldende eDNA anbefalede
virkeomrade.

Der kan veere genetiske forskelle mellem populationer i forskellige dele af
udbredelsesomradet. Der tages generelt forbehold for ukendte DNA-forskelle pa
target-arter og non-target-arter, som ikke er inkluderet i de udfarte in vitro-tests.

Der tages generelt forbehold for DNA-sekvenser fra organismer, der var ukendte i
de offentligt tilgeengelige databaser, da udviklingsarbejdet blev gennemfart (primo
2015). Som udgangspunkt henvises der til de vedlagte tabeller (Bilag 5) over in
silico-sammenligninger og in vitro-tests. Dette bilag angiver, hvilke andre
sameksisterende arter, der kan misteenkes at give ophav til potentiel positiv
detektion. For evolutioneert teet beslaegtede arter, der kan teenkes at sameksistere
med den eftersggte art, kan store populationsteetheder af sddanne evolutionaert taet
beslaegtede arter i sjeeldne tilfaelde give ophav til falsk positiv detektion. Det er
derfor strengt ngdvendigt, at positiv detektion altid sammenholdes med, hvilke
andre evolutionaert neert beslaegtede arter, der kan formodes at sameksistere med
den eftersggte art.

Resultater, der afrapporteres som “maske positive”, kan mod ekstraomkostninger
kontrolleres til hgjere sikkerhed ved sekventering af positive PCR-produkter.

@nskes kvantificering af det sporede eDNA, ma der paregnes behov for mange
replikater pa de prgver, der indsamles (minimum 3), samt yderligere tekniske
replikater af udfgrte analyser. Der er ofte stor varians pa kvantificering ved hjeelp af
gPCR, og man kan kun forvente resultater, der indikerer starrelsesordner (inden for
dekader). Idet der ikke foreligger empiriske studier, der muligger direkte korrelation
mellem bestandsteetheder og eDNA-maengder, vil det ikke veere muligt at aflede
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betandsteetheder ud fra eDNA-maengder. Kvantificering af eDNA-maengder kan dog
sammenholdes med bestandsteetheder vurderet gennem konventionel overvagning,
og kan dermed give et relativt bud pa bestandstaetheder, safremt der foreligger
tilstraekkeligt stort antal indsamlingsreplikater og tekniske qPCR-replikater.

Specifikke forbehold i forhold til GrabilCO1-detektionssystem

Graphoderus bilineatus er evolutioneert teet beslaegtet med Graphoderus austriacus, og
begge arter findes gerne sameksisterende i samme habitattyper. De fa forskelle i DNA'et i
den gen-region, som GrabilCO1-systemet sigter efter at detektere, er en region med
meget fa forskelle i DNA’et. | primere og probe, som benyttes i GrabilCO1-systemet, er der
sammenlagt kun 3 nukleinsyrers forskelle mellem G. bilineatus og G. austriacus. In vitro
tests har derfor vist, at hgje koncentrationer af DNA fra G. austriacus kan resultere i falsk
positiv detektion. Positiv detektion med GrabilCO1-systemet ma derfor sammenholdes
med populationstaetheden af G. austriacus ved indsamlingslokaliteten.

| sa fald G. austriacus er tilstede i hgje populationstaetheder, kan det ikke udelukkes at
positiv eDNA-sporing med GrabilCO1-systemet skyldes bade tilstedeveerelse af G.
austriacus og G. bilineatus. Det bgr dog tilfgjes, at hundrededels fortyndinger af DNA
ekstraheret fra indsamlede individer af G. austriacus ikke gav ophav til falsk positiv
detektion. Kun tiendedels fortyndinger af ekstraheret DNA fra G. austriacus gav ophauv til
falsk positiv sporing, og i safald kun over 40-ende amplifikationscyklus (Ct>40). Da det er
staerkt usandsynligt at G. austricus kan forekomme i populationstaetheder i naturen sa
store, at deres udskillelse af eDNA tilsvarer en tiendedels fortynding af DNA ekstraheret
fra veev af G. austriacus, ma det antages, at GrabilCO1-systemet yderst sjeeldent vil
returnere en falsk positiv sporing af G. bilineatus pa baggrund af eDNA fra G. austriacus.
Sammenligning med filtrater med eDNA fra G. bilineatus i akvarieforsgg peger dog pa, at
populationsteetheden skal overstige mere end 20 individer pr. liter vand. Ved teette
forekomster af G. austriacus anbefales det derfor at validere gPCR-resultater ved
sekventering af positive gPCR-replikater, eller at der under gPCR-setup’et ikke
amplificeres mere end 40 amplifikationscykler.

Pa baggrund af dette tolkes positivt DNA-signal fra tarvegrav 1, 10, 11 og 30 som udtryk
for tilstedeveerelse af lys skivevandkalv. DNA-signal fra tarvegrav 3 og 15 tolkes som
muligt DNA fra arten.
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5. Levestedsvurdering

Ved den konventionelle gennemgang af de 40 tgrvegrave i omradet, blev der foretaget en
vurdering af lokalitetens egnethed som levested for stor keerguldsmed og lys
skivevandkalv.

| Tabel 6 er ses en sammenfatning af vurderinger fra de lokaliteter, der er vurderet som
egnede levesteder for de to arter. | tabellen er resultaterne fra den konventionelle
overvagning af begge arter inkluderet. For lys skivevandkalv er resultaterne af DNA-
undersggelsen ogsa inkluderet.

Tabel 6. Sammenfatning af levestedsvurdering for stor kaerguldsmed og lys skivevandkalv.

Lokalitet

Stor
keerguldsmed
registreret

Lys
skivevandkalv
registreret

Vurdering

X (DNA)

Potentiale for begge arter i sydlige og gstlige del,
hvor vandstand kan haeves, sa der skabes
lavvandede omrader med sumpvegetation.

2-3

Tarveskrab og rydning omkring lokalitet kan skabe
gode sumpzoner for begge arter her.

God sumpzone i gstlige ende af lokalitet. Samme
forhold bgr skabes i omkringliggende tgrvegrave v.
tarveskrab samt rydning af vedplanter.

Sveert tilgeengelig lokalitet, men med rent vand og
udbredt mosdeekke i bevoksninger af bukkeblad.

10-11-12

X (kun 10)

X (10+11: DNA)

Muligt levested men bgr forbedres gennem
tarveskrab og rydning af treeveekst.

13-14

X (kun 13)

Stor keerguldsmed registeret pa lokalitet 13 og maske
overset pa lok. 14. Omradet bgr sikres mod tilgroning
0g udtgrring.

Tiltag vil ogséa gavne lys skivevandkalv.

15

X (muligvis DNA)

Selve tgrvegraven har gode sumppartier, men er
delvist skygget af vedplanter. Omgivelserne er under
tilgroning, og der bgr foretages rydning omkring
tarvegravene.

18

Potentiale for stor keerguldsmed, men sveert at
undersgge de velegnede dele af tarvegraven.

30-31

X (30: DNA)

Omradet er under tilgroning med tagrarskov og krat,
der bgr &bnes op i sydlige del af tgrvegrav. Dog skal
der i omradet tages hensyn til rardrum og nattergal.
Andefodring i tarvegrave i omrade bgr afvikles.

33

Svagt potentiale for stor keerguldsmed, der er
registreret pa lok. 34. Bar forbedres gennem
torveskrab, haevning af vandstand og rydning af
treeveekst.
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34 X Velegnet for begge arter. Vandaks og bleererod i en
stor del af vandoverfladen + star-bevoksning og
padderokker. Forbedringer bgr ske i omgivelserne
med udgangspunkt i denne lokalitet.

37 Her bgr laves lavvandet sumpzone i sydlige del af
omradet. Hertil bar treevaekst pa "daeemninger” mellem
tarvegravene fjernes.

EKSTRA | X Stor, lille og nordisk keerguldsmed registreret. Meget
fin lokalitet, der bgr sikres mod tilgroning med
pilekrat, der omgiver omradet.

Hezevning af vandstanden i omradet kan muligvis
opnas ved at nedlaegge grafter og rydde pilekrat.
Spidssnudet frg i hele omradet omkring lokaliteten.

Stor keerguldsmed blev registreret fgrste gang i Holmegaard Mose i 2011 ved tgrvegrav
13, hvor den ogsa er registreret i ar 2014, 2015 samt i 2016 i forbindelse med denne
undersggelse. Denne lokalitet tyder sdledes pa at vaere en stabil ynglelokalitet for arten.

Der blev observeret mange overflyvende keerguldsmede ved tgrvegrav 14, der ligger lige
ved tarvegrav 13. Det var ikke muligt at artsbestemme disse, og det kan ikke udelukkes, at
stor keerguldsmed ogsa yngler i tgrvegrav 14.

Fund af arten ved tagrvegrav 5, 10, 34 og lokalitet EKSTRA i denne undersggelse er
saledes nye fund og tyder pa& en generel spredning i primeert nordvestlig retning.

Lys skivevandkalv er tidligere kendt fra tarvegrav 2 og 3, hvor den er registreret i tarvegrav
3 farste gang i 2007 og siden i 2008 og 2011. | tervegrav 2 er den registreret farste gang i
2014. Registrering af arten i tgrvegrav 7 i forbindelse med denne undersggelse udger
saledes et hidtil ukendt fund, hvilket kan indikere en spredning fra tarvegrav 3, som
vurderes at have en bestand pa flere hundrede individer jf. afsnit 3.2.

DNA-undersggelserne paviser ogsa en forekomst af arten i tarvegrav 1, 10, 11, 15 og 30,
hvor forekomst i tarvegrav 15 skal tolkes som et "maske”. Det er ikke urealistisk, at arten
kan leve skjult pa disse lokaliteter, da arten ofte forekommer i lavt antal og saledes er
sveer at registrere. Hertil er tgrvegravene sveere at undersgge konventionelt, hvilket ogsa
kan veere med til at forklare den manglende registrering.

DNA-resultaterne skal tages med det forbehold, der er beskrevet i afsnit 4.5.
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6. Plejetiltag i Holmegaard Mose

6.1 Generelt om plejetiltag

Plejetiltag i omradet skal dels styrke bestanden af lys skivevandkalv og stor kaerguldsmed
men ogsa etablere mulige fremtidige levesteder for arterne. Da de to arter overlapper en
del i deres valg af levesteder, men ogsa delvist i udbredelse, kan der ivaerksaettes
generelle plejetiltag, der gavner begge arter.

Stor keerguldsmed og lys skivevandkalv tilgodeses af udviklet undervandsvegetation,
sumpzoner med startuer og anden sumpvegetation samt lavvandede brinker. Hertil skal
levestederne veere lysabne med en god vandkvalitet.

Langt de fleste af de vandfyldte tarvegrave i Holmegaard Mose er karakteriseret ved at
have stejle brinker, der ofte er tilgroet m. birk, pil, el m.m. Hertil er de fleste tgrvegrave
dybe uden fladvandede zoner og generelt fattige pa vegetation i selve sgen.

Brinkerne langs t@rvegravene er et levn fra tarvegravning i omradet og giver en sg
morfometri, der afviger meget fra naturlige tilstande. Naturlig vegetation har sveert ved at
indfinde sig i bredzonerne pga. de stejle forhold, og ofte er gravene for dybe til, at
rodfeestede vandplanter kan etablere sig.

Der er desuden fisk i mange af tarvegravene, og der foregar andefodring i tervegravene
27-29 og sandsynligvis flere steder med henblik pa jagt i dette omrade. Andefodring
medfarer eutrofiering og saledes darlig vandkvalitet og darlige forhold for sgens liv. Fisk
kan ogsa have en negativ indvirkning pa sgens fauna, som de praederer p3, hvis der er
mangel pa gode sumpzoner med naturlige skjul i form af vegetation.

Undersggelserne i omradet indikerede, at det var de tarvegrave, der var leengst i en
succession mod naturlige forhold, der udgjorde levesteder for stor keerguldsmed og lys
skive vandkalv. Disse tgrvegrave havde biologisk set udviklet sig i retning mod at veere en
naturlig sg med naturlig vegetation, isaer langs bredzonen. Derfor kan fremtidige plejetiltag
tage udgangspunkt i at fremskynde denne proces, der ellers kan tage adskillige ar.

Etablering af lavvandede zoner ved at foretage fysiske skrab i brinkerne omkring
tgrvegravene vil give omradet en styrket funktion og anvendelighed for de naturvaerdier,
der er i mosen. Disse lavvandede zoner vil ikke kun etablere nye levesteder for stor
keerguldsmed og lys skivevandkalv, men ogsa arter som trane, spidssnudet fra og mange
af de rgdlistede arter, der er unikke for mosen.

Skrab af brinkerne bgr ske, saledes der opnas skranende brinker og lavvandede omrader.
Disse bar veere sydvendte, hvor det er muligt. Hertil bar skyggende treeer og buske
ryddes. Dette vil skabe gode lysabne og saledes varme forhold for udvikling af larverne af
stor kaerguldsmed og lys skivevandkalv, men ogsa padder vil benytte disse lavvandede
omrader som yngleomrader.

Generelt forventes vandstandshaevning at kunne begraense opvaekst og tilgroning med
pile- og elletreeer. Alternativt vil gentagende rydning veere ngdvendigt for at opretholde de
nyoprettede levesteder.

Slutteligt bar al andefodring i den sydgstlige del af omradet afvikles for at undga
eutrofiering og sikre en god vandkvalitet i omradets vadomrader og sger.
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6.2 Konkrete forslag til naturplejetiltag

| Tabel 7 ses de foreslaede plejetiltag konkretiseret omkring visse dele af Holmegaard
Mose. Forslagene tager primeert udgangspunkt i de omrader, hvor stor keerguldsmed og
lys skivevandkalv er registreret konventionelt.

Se Bilag 6 for en samlet oversigt over kortlagte forekomster af de to arter i omradet.

Tabel 7. Forslag til plejetiltag for stor keerguldsmed og lys skivevandkalv.

Tiltag nr.

Beskrivelse af tiltag

1

Skabe lavvandet omrade i sydgstlige del af tarvegrav 1 fx gennem kratrydning og
torveskrab.

Skrabe dele af tarvelag vaek og skabe lavvandede partier i tgrvegrave i naerheden
af tarvegrav 5, 10, 13 og 34. Disse vil med tiden udvikle vegetationsrige zoner,
der er gode for begge arter.

Skrabe sydvendte brinker i tarvegrav 10, 11 og 12 samt rydde opvaekst af
vedplanter pa brinkerne mellem disse.

Skrabe de syd-gstvendte brinker i skeer 6

Fjerne skyggende vegetation syd for tgrvegrav 7 og 15.

Skrabe de sydvendte brinker i tgrvegrav 20 og evt. ogsa i 22

Fjerne skyggende vegetation i den sydlige del af tarvegrav 30 og 31.

Rydde pilekrat ved lokalitet EKSTRA og evt. nedlaegge dele af greft.

O 0| Nl o o &

Afvikle andefodring i tervegrav 27-29 samt i gvrige omrader, hvor det foregar.
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Bilag 1. Forekomst af stor keerguldsmed

Kortlaegning af stor kaerguldsmed
Holmegaard Mose
© Undersggte tervegrave

. Stor keerguldsmed registreret

Amphi Consult 2016
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Bilag 2. Forekomst af lys skivevandkalv

Kortlaegning af lys skivevandkalv
Holmegaard Mose
O Undersogte tarvegrave

. Lys skivevandkalv registreret

Amphi Consult 2016
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Bilag 3. Udtyndingsmetode (formler)

Ved anvendelse af udtyndingsmetoden beregnes bestandsstgrrelsen (N) saledes:

N = C12/(C1-C2)

hvor C1 og C: er antallet af voksne dyr ved henholdsvis fgrste og andet besgg.

Fangsteffektiviteten p (sandsynligheden for at en vandkalv bliver fanget) beregnes ud fra fglgende formel:
p=1-qhvor g=C2/C1

Under forudseaetning af, at

N*p3 > 1607 (1+q)

er opfyldt, kan usikkerheden pa den beregnede veerdi for bestandsstarrelsen beregnes ud fra falgende
Var(N) = C12*C2%(C1+C2)/(C1-C2)*

Ovenstaende forudseetter at fangsteffektiviteten, p, er konstant ved befiskningerne og ikke mindre end 0,5.

Er p < 0,5 gennemfgres en tredje eller fierde eftersggning, og bestandstarrelsen beregnes som falger. Dette er dog forbundet
med meget stor usikkerhed, og variationen er ikke mulig at estimere som beskrevet ovenfor:

N = T/(1-g%)
hvor, T = totalfangsten over alle besgg og k er antallet af besgg
0g, g= T-C1/T-Cxk

Reference fx: Bohlin, T., Hamrin, S., Heggberget, T., Rasmussen, G. & Saltveit, S.(1989): Electrofishing — theory and practice
with special emphasis on salmonids. Hydrobiologica 173 9-43.
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Bilag 4. DNA-kortleegning af lys skivevandkalv

Kortlaegning af lys skivevandkalv
Holmegaard Mose

k Vandprove DNA-analyseret

‘ DNA fra lys skivevandkalv registreret

Muligt DNA fra lys skivevandkalv registreret

@® Lys skivevandkalv registreret konventionelt
Amphi Consult 2016
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Bilag 5. Dokumentation for GrabilCO1 detektionssystem

Table GrabilCO1. Number of nucleotide differences (i.e. mismatches) between the target-species (Graphoderus bilineatus) and closely related non-target
species for the alignment of the full length targeted region and the forward- reverse- primer and the probe. The color coding reflects the level of mismatches, a
perfect match (i.e. zero mismatches is coloured green), and the increasing level of mismatches goes from yellow (0-4 mismatches) to red (>4 mismatches).
The “in vitro’-column lists whether the amplification result from the in vitro tests were (P)ositive or (N)egative.

List was prepared by consulting the Nilsson (2013) catalogue of diving beetles: Nilsson, A. N. (2013). A World Catalogue of the Family Dytiscidae, or the
Diving Beetles (Coleoptera, Adephaga) Ver. 1.1.2013. Distributed by the Author from the URL http://www2 emg.umu.se/projects/biginst/andersn/

ol
e = £
= ® =
:\ EI ‘2_‘
R
E2 e =2 2 § Relevant for N
] qE‘ = E o % ';I European Common name (DK or
Species|seq accesion number i :'; E :3 E :9 & £ Occurence assay Eng)
Acilius_suleatus/DQ275308 61 13 9 17 N Palearctic yes Stribet Skivevandlkalv
Acilius_canaliculatus KC016428 COI-5P 13 1 3 4 N Palearctic ves
Agabus_basalis|HF931217 60 12 10 17 - - - -
Agabus_caraboides|HF931222 59 13 9 16 - - - -
Agabus_cephalotes[HF931161 60 12 9 17 - - - -
Agabus_dichrous|HF931159 61 11 11 17 - - - -
Agabus_godmanni|[HF931129 63 12 11 16 - - - -
Agabus_picotaeHF931139 56 12 9 15 - - - -
Agabus_uliginosus|HF931234 60 11 11 16 - - - -
Agabus_undulatus|HF931188 61 12 10 16 N Nearctic yes
Agabus_bipustulatus|JQ355023 59 11 10 16 N Palearctic yes
Anoplophora_glabripennis|[NC 8221 62 15 10 16 - - - -
Aspidytes niobeNC 12139 65 13 9 18 - - - -
Chrysochroa_fulgidissimaNC 12765 59 14 10 15 - - - -
Colymbetes_fuscus|KIJI637966 65 12 11 18 N Palearctic yes Tverridset Vandkalv
Colymbetes paykulli|JN265888 24 7 6 6 N Nearctic, Palearctic
Crioceris_duodecimpunctataNC 3372 66 17 10 18 - - - -
Cybister lateralimarginalis|DQ813681 62 14 9 17 N Palearctic yes Dykkervandkalv
Damaster_mirabilissimus/NC_16469 60 13 10 15 - - - -
Dytiscus_circumeinetus/AY368230 65 12 11 17 N Nearctic. Palearctic yes Brillevandkalv
Dytiscus_dimidiatus|FN263065 59 11 9 16 N Palearctic yes Rundhoftet Vandkalv
Dytiscus_lapponicus|KU seq result 16 6 1 5 N Palearctic Hedevandkalv
Dytiscus_latissimusKU seq_result 19 6 2 5 N Palearctic Bred vandkalv
Dytiscus_marginalis KU _seq result 21 6 2 6 N  Palearctic Stor Vandkalv
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Dytiscus_semisulcatus|FR751066 65 13 12 18 N Palearctic yes Sortbuget Vandkalv
Graphoderus_austriacus|KF979047 7 1 1 1 PB* Palearctic yes
Graphoderus_cinereus|KU_seq_result 12 6 3 1 N Palearctic

Graphoderus_bilineatus|KU_seq_result 0 0 0 0 P Palearctic Lys skivevandkalv
Graphoderus_zonatus|KU_seq_result 10 2 4 3 N Palearctic

Hydaticus_aruspex|FI796380 62 13 11 16 Nearctic, Palearctic yes

Hydaticus_continentalis|FI796588 63 14 12 16 N Palearctic yes

Hydaticus_seminiger|KJ496109 61 14 11 16 N Palearctic yes

Hydaticus_transversalis|CO1 17 3 6 2 N Palearctic

Hydrobius_fuscipes| COLFA611-12 22 5 7 3 N Palearctic

Hydroporus_brancoi|gredensis HF931112 55 9 9 17 - - - -
Hydroporus_discretus|HF931220 58 11 9 16 - - - -
Hydroporus_elongatulus|HF931268 65 14 11 17 - - - -
Hydroporus_foveolatus|HF931267 59 12 9 16 - - - -
Hydroporus_galloprovineialisf HE793376 58 11 9 17 - - - -
Hydroporus_incommodus|HF931192 62 11 12 17 - - - -
Hydroporus_sabaudus|sierranevadensis. HF931290 58 10 10 16 - - - -
Hydroporus_semenowiHF931272 62 12 9 17 - - - -
Hydroporus_thracicus HE610219 8 10 10 16 - - - -

Hydroscapha granulum/NC_ 12144 67 16 12 18 - - - -
Hygrotus_impressopunctatus|COLFB266-12 24 5 6 6 N Nearctic, Palearctic

Hygrotus_inaequalis| COLFC077-12 20 3 4 7 N Nearctic, Palearctic

Hyphydius_anatolicus|FN998889 60 12 12 15 - - - -
Hyphydrus_ovatus|FIN998880 63 14 11 16 N Palearctic yes . Glatte Kugelschwimmer
Hyphydius_sanctusFN998896 62 14 11 15 - - - -
Tlybius_fenestratus| COLFE213-12 21 3 5 5 N Neotropical

Tlybius_fuliginosus|GBCL9205-12 59 11 9 15 N Palearctic

Rhantus_suturalis| GBCL5170-09 62 12 9 18 N Palearctic, Australian

Suphrodytes dorsalis| GBCL15242-13 18 4 5 3 N Palearctic, Australian

*Very weak positive signals have been observed during in vitro test of tissue extracts from Graphodeus austriacus (above Ct 40). At the current stage (December 2016) it is
advised that the GrabilCO1 detections system is used with great care in areas where Grapliodeus austriacus occurs and/or that positive signals are confirmed with amplicon
sequencing.
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