Kan vi finde lggfrg med eDNA?

Lagfraen er omfattet af Habitatdirektivets sarlige artsbeskyttelse.
Det betyder at myndighederne ikke ma give tilladelse til aktiviteter,
som kan skade artens yngle- og rasteomrdder. Arten er imidlertid
vanskelig at finde i naturen, da den lever nedgravet i jorden det
meste af tiden. Hannerne kvakker om fordret under vand, og kan
derfor kun vanskeligt hgres. Normalt kraeves der treenede special-
ister for at dokumentere artens forekomst. Selv specialister kan i no-
gle tilfelde vanskeligt finde arten, og det er ofte umuligt at vurdere
den kvantitative forekomst, ndr forskellige ynglesteder skal sammen-
lignes. I denne undersggelse har vi brugt eDNA-teknik til at spore
lagfre og til at vurdere artens kvantitative forekomst i fire forskellige
sger.

og minimere pavirkningen fra det planlagte disse vandhuller blev der anlagt enkelte stgrre
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L bker Golf Resort ligger i Syddjurs Kom-
mune ved Nimtofte pd Djursland. Omradet
huser flere beskyttede padder (stor vandsala-
mander, spidssnudet frg og lggfra). Det er
den stgrste bestand af lggfro pa Djursland,
som findes i og omkring omrddet (Se Figur 1
og Boks 1). Bestanden er sandsynligvis en af
de stgrste i hele landet.

Siden de fgrste id er om etablering af L b-
ker Golf Resort i 2004, har der vaeret sarlig
opmarksomhed pd lggfroen i omradet. Aar-
hus Amt og senere Syddjurs Kommune har
lgbende haft stor fokus pd at sikre artens fort-
satte forekomst i omradet under og efter eta-
blering af golfanlaeg og bebyggelse. Der er
sdledes i 2005 udarbejdet en omfattende
plejeplan i forbindelse med miljgvurdering af
planerne for L bker Golf Resort /1/. Plejepla-
nen har blandt andet sikret etablering af en

) Figur 1: Legfra fotograferet mens den fouragerer pa land om natten
raekke nye ynglesteder til logfrg, for atafvaerge  (Foto: Martin Hesselsoe).
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dog primzert, at opmagasinere vand til van-

ding af golfbanen.

1 dag ved vi at lggfrgerne har klaret sig gen-
nem anlagsperioden og at arten fortsat findes
vidt udbredt i omradet ved L bker Golf. Vi
ved ogsd at arten har koloniseret mange af de
nye vandhuller, herunder den tekniske s@. En
opsummering af overvigningsresultaterne
med konventionelle metoder over en periode
pd 10 4r fremgdr af Figur 2.

De seneste undersggelser af artens udbre-
delse er udfgrt af Syddjurs Kommune, ved at
Iytte efter de kvazkkende lpgfrger om fordret. I
det undersggte omrade (se tabel 1) er lagfra
hgrt kvaekke regelmaessigt i alle de 4 lokalite-
ter.

Det er konstateret at en betydelig del af de
kvackkende hanner er hgrt i den store tekni-
ske sg B. Det har dog ikke veere muligt at
fange haletudser af lagfra i denne sg.

Dette kan have to meget forskellige forkla-
ringer:

* De voksne lggfrger prgver at yngle i den
tekniske s@, men g og/eller haletudser
overlever ikke, fx pd grund af vandkvali-
teten.

* Der er mange lggfrghaletudser i den tekni-
ske sg, men det er ikke umiddelbart muligt
at observere og/eller fange dem i den store
og relativt dybe tekniske sg B.

Ved at anvende eDNA-analyser (se Boks 2)
forventer vi at kunne afggre, hvilke af de to
mulige forklaringer, som passer bedst med
virkeligheden.

Indsamling og analyse af prover til
€DNA analyse

Vandprgverne til eDNA analyse blev taget i
juni 2018, hvor haletudserne af lagfrg stadig
var i sgerne. Metoden til indsamling af eDNA
er simpel og kan udfgres af alle der har fiet en
grundig introduktion til metode og udstyr.

Selv om prgvetagningen er simpel, si kan
meget ogsd gd galt. Omhu ved prgvetagning
og transport er derfor helt afggrende for ana-
lyseresultatet.

Vandprgven til eDNA-analyse skal filtreres
og filtret sendes til analyse. Den filtrerede
maengde vand males og filteret fryses eller fik-
seres frem til analysen kan udfgres. En filtre-
ring tager cirka 30 minutter.

I denne undersggelse er anvendt et prgve-
tagningskit med engangsudstyr, der minime-
rer risikoen for kontaminering. Kittet indehol-
der alt det som er ngdvendigt for at udfgre
prgvetagningen (filter, sprajter, prgvepose,
rekvisition, nummerlabel, handsker mm). Vi
har filtreret proven ved hjelp af trykassisteret
filtrering (Se Figur 3). Ved trykassisteret filtre-

BOKS 1: Logfre og habitatdirektivets artsbeskyttelse:

Lagfrgen (Pelobates fuscus) forekommer spredt i Danmark i Jylland, pa Sjeel-
land, Lolland og enkelte andre ger. Arten er fx ikke kendt fra Fyn. Generelt er
kendskabet til artens udbredelse dog meget begraenset. Det er dog helt sik-
kert, at arten er gaet meget tilbage de seneste 50 ar. Arten lever skjult. Sale-
des kvaekker hannerne under vandet, og det er derfor meget vanskeligt at hgre
dem. Om dagen uden for yngletiden er lggfraerne skjult pa land, nedgravet i
jorden. Ofte bliver de fundet fx i forbindelse med havearbejde. Lagfrgens hale-
tudser bliver meget store (helt op til 20 cm) fer de forlader vandet i juli maned.
Ingen andre frger i Danmark har sa store haletudser.

EU’s Habitatdirektiv beskytter en raekke dyre- og plantearter overalt i unionen.
Disse arter er opfart pa direktivets bilag IV og kaldes ofte "Bilag IV-arter”. Be-
skyttelsen betyder blandt andet, at yngle- og rasteomrader for de beskyttede
arter ikke ma beskadiges. Beskyttelsen af bilag IV-arterne gaelder ogsa uden
for de seerligt beskyttede Habitatomrader. Logfreen er omfattet af denne be-
skyttelse. Derfor er Syddjurs Kommune forpligtiget til at sikre beskyttelse af
lagfreen i forbindelse med kommunens planlaegning og @vrig forvaltning.

ring kan filtreringen udfgres mens proveta-
geren udfgrer andre opgaver, og udstyret sik-
rer at filtret trykbelastes svarende til
leverandgrens anbefalinger. De lokaliteter
som er unders@gt i denne opgave fremgar af
tabel 1.

Ved analysen er anvendt to forskellige arts-
specifikke eDNA-detektionssystemer, som
begge er rettet mod lagfra. Begge systemer er
udviklet og testet i samarbejde med Kgben-
havns Universitet. Sammen med prgverne er
analyseret en standardraekke med en kendt
fortynding af DNA fra lggfrg. Baseret pd denne
standard, er det muligt forsigtigt at sammen-
ligne de enkelte prgver kvantitativt, hvis eDNA
mangden i proverne er tilstrakkelig hg;j.

Baseret pa den malte koncentration af
artsspecifik eDNA i prgven i forhold til den
analyserede standardraekke kan resultaterne
opdeles i fplgende hovedgrupper:

* Positiv (kvantificering muligt)

* Positiv (kvantificering ikke mulig)

* Miske positiv

* Negativ

"Miske positive” resultater skal tolkes med
stor forsigtighed:

eDNA-resultater

Tabel 1 viser hovedkonklusionerne pd eDNA-
analyserne i dette studie. Alle de undersggte
lokaliteter var positive for lggfra.

Vi ved at de voksne lggfrger kun opholder
sig i vandhullerne om foraret for at legge xg.
Der er sdledes ikke voksne lggfrger i vandhul-
lerne ved prgvetagningen i juni. Vi ved ogsd,
at eDNA forsvinder i Igbet af kort tid, hvis de
dyr som udskiller eDNA til omgivelserne, ikke
lengere findes i vandet. Resultatet peger
saledes tydeligt pa, at der i juni maned er lgg-
frghaletudser i alle fire undersggte vandhuller.

Udvikling i udbredelse af
l@gfro pa Lubker 2005-2015
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Figur 2: Udviklingen i antal lokaliteter med l@gfra pa Liibker Golf Resort i perioden 2005-
2015. Resultatet er baseret pa konventionelle undersggelser. Antallet af lokaliteter er fordelt
pa den nordlige og den sydlige del af omradet. Den aktuelle undersggelse omfatter fire loka-

liteter beliggende i den sydlige del af omradet.
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Tabel 1: Vurdering af eDNA resultater fra Liibker Golf Resort i Syddjurs Kommune i 2018.
Haje positive eDNA signaler blev observeret i de fire undersggte lokaliteter. Pa den bag-
grund er resultaterne tolket kvantitativt. Den relative fordeling af eDNA mellem de fire under-
segte lokaliteter fremgar af den sidste kolonne (se ogsa teksten).

Fordeling af

Kvalitativ Vol (ml) (m?)

Teknisk so B Positiv 700 8458 60-70%
Lubker 42 Positiv 200 179 1-2%
Lubker 34 Positiv 150 326 13-15%
Lubker 35 Positiv 200 529 15-23%

For tre ud af fire lokaliteter var koncentra-
tionen tilstraekkelig hgj til at kvantificering var
mulig. Den fjerde lokalitet var meget taet pa
greensen for mulig kvantificering (Lokalitet
42). P4 den baggrund har vi forsggt at vurdere
resultaterne kvantitativt. Det ma understreges,
at kvantitative vurderinger baseret pd eDNA
malinger altid skal udfgres med stor forsigtig-
hed. Der er mange kendte og ukendte fakto-
rer, som kan pavirke mangden af eDNA i en
konkret prgve. Det er dog sandsynligt, at der
er en vis ssammenhzaeng mellem biomassen og
antallet af den art som eftersgges, og koncen-
trationen af eDNA i vandet.

De mdlte koncentrationer af eDNA fra lgg-
frg er i tabel 1 korrigeret for fysiske forhold.
Farst korrigeres for stgrrelse af den vand-
prave, der er filtreret. Derefter korrigeres for
stgrrelsen af den s@, hvor prgven er taget fra.
Det antages at sgens areal er omtrent propor-
tional med sgens volumen. P det grundlag
har vi lavet en relativ sammenligning af eDNA
mangden i de fire undersggte sger.

Resultatet tyder pd, at 60-70% af den

samlede eDNA mangde fra lpgfrg i omradet,
findes i den store sg (teknisk s@ B). Hvis det
antages, at der er proportional sammenhaeng
mellem eDNA koncentrationen og teetheden
af haletudser i sgerne, sd tyder resultatet pa,
at hovedparten af lggfrgernes haletudser i un-
dersggelsesomradet i 2018 findes i den tekni-
ske s¢ B.
Det stgrste antal lggfrger er hort kvaekke

om fordret netop i den tekniske s@ B. Det har

dog aldrig vaeret muligt at fange lggfrghaletud-

ser i denne s@. Fysiske forhold i sgen som
dybde og bredhaldning ggr det vanskeligt at
fange haletudserne med de konventionelle
metoder. eDNA metoden har nu pavist, at
denne nyetablerede lokalitet efter alt sandsyn-
lighed er blandt de vigtigste ynglesteder for
lagfrg pd L bker Golf resort.

Konklusion

eDNA metoder kan bruges til detektion og
kortlaegning af beskyttede dyrearter. I denne
undersggelse har vi vist hvordan teknologien
kan bruges til kortleegning af lggfra. Den nye

FIGUR 3: Udstyr til trykassisteret filtrering af vandpraver til eDNA-analyse (Foto: Martin
Hesselsge).

BOKS 2: eDNA:

Alle organismer afseetter DNA-spor i
miljget. Rester af DNA i miljget kal-
des ofte environmental-DNA, eDNA
eller pa dansk miljg-DNA. eDNA
stammer fra dede eller deende cel-
ler, der frigives fx gennem tarmsy-
stemet, huden eller andre slimhin-
der. Analyse efter artsspecifik eDNA
kan saledes pavise spor af vand-
levende arter, fx sjeeldne arter som
lagfra. Der er i dag udviklet og af-
prevet artsspecifikke eDNA detekti-
onssystemer til de fleste vandleven-
de arter, som er omfattet af habitat-
direktivets artsbeskyttelse.

teknologi er sdledes et brugbart varktgj som
supplement til eller erstatning for de konven-
tionelle undersggelsesmetoder.

Vi har yderligere afprgvet eDNA metodens
kvantitative potentiale. Hvis de mélte eDNA
koncentrationer er tilstraekkeligt hgje, sa kan
prgverne sammenlignes kvantitativt. I denne
sag har vi sdledes klarlagt, at 70-80% af eDNA
maengden fra lggfrg findes i n af de fire un-
dersggte sger. I denne s@ (teknisk sg B) er
der aldrig tidligere er observeret haletudser
fra lggfrg.

Vi kan siledes konkludere, at mange lggfra-
haletudser sandsynligvis findes i den tekniske
s@, men at disse ikke umiddelbart er mulige at
observere og/eller fange i den store og relativt
dybe lokalitet. Dette tyder pa, at den tekniske
sd, som primart er etableret af hensyn til drift
og pleje af golfbanen, i 2018 var blandt de vig-
tigste ynglesteder for lggfrg pd L bker Golf
Resort. Dette er en vasentlig konklusion for
Syddjurs Kommunes forvaltning og adminis-
tration af den srligt beskyttede lagfrg.
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