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Sammendrag

Med over seks ars overvagning af miljg-DNA fra ikke-hjemmeharende arter i danske
farvande, er der endnu ikke afprovet forskellige filtertyper med forskellige
membran- og poresterrelser. Det er muligt at andre filterenheder kan hjeelpe til
bedre overvidgning af miljg-DNA. Fa studier har fokuseret pad at afprove
filterporestarrelser i forbindelse med detektion af miljg-DNA fra ikke-
hjemmehgrende arter. Her afproves ti forskellige filtertyper med forskellig
porestorrelse og forskellig membrantyper. Filterenhederne afproves pa vand fra
@resundsakvariet i Helsinger. Alle filterprgver analyseres for miljo-DNA fra seks
marine arter, p& samme facon med samme ekstraktion og ensartet opsaetning af
digital droplet Polymerase Chain Reaction. Miljg-DNA fra bade hjemmeharende og
ikke-hjemmehgrende arter analyseres i naerveerende studie. De ’Sterivex’-filtre, der
benyttes i det nuvaerende NOVANA-program, er indkapslet i en beskyttende
plastikcylinder. Men der findes andre filtertyper med andre poresterrelser, der ikke
er indkapslet i en plastikcylinder. De andre filtertyper, forgger arbejdstiden for
filtrering, da de fordrer mere handtering. Ud af de seks arter, der blev forsggt
detekteret, var det kun milje-DNA fra torsk, der kunne pege pa filtertypen med 3,0
pm porestgrrelse som mere fordelagtig. Den storste porestorrelse pa 0,45 ym i
'Sterivex’-modellen, var ikke forskellig fra 0,22 pm ’Sterivex’-modellen. Det vil
kreeve flere prover fra flere akvarier, at komme naermere et bud pd om andre
filtertyper er mere fordelagtige for overvagning af milje-DNA fra ikke-
hjemmehgrende arter. Ud fra kun en enkelt art med mere miljg-DNA tilbageholdt
pa et 3,0 pm porestorrelse filter, kan naervaerende ikke studie ikke konkludere om
det kan svare sig at skifte filterenhed for indsamling i danske farvande.

Emneord: miljg-DNA, ddPCR, artsspecifik sporing, invasive arter, filter,
nylonfiltrer, polykarbonatfiltrer

Keywords: environmental DNA, monitoring of non-indigenous species, Sterivex
filters, polycarbonate filters, Nylon filters
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Forord

Denne rapport er udarbejdet for den danske Miljgstyrelse for at belyse, om der eventuelt kunne vaere en
fordel ved at skifte til andre filtertyper med andre poresterrelser og anden filtermembran i forbindelse
med den overvagning af milje-DNA, som er blevet udfert under MONIS-projekterne (’Monitoring of non-
indigenous species’) pa vandprgver indsamlet i de danske farvande. MONIS-projekterne omfatter en
overvagning af miljo-DNA (engelsk: ’environmental DNA’, forkortet: ’eDNA’) som udferes i regi af det
danske NOVANA-program. Over de sidste ti ar er overvagning af marine arter ved detektion af miljg-DNA i
vandprever blevet udfert over hele verdenen. De fleste studier har haft fokus pa detektion af alt miljg-
DNA i en vandprgve fra mange forskellige organismer pa een gang, indenfor en sterre afgreenset
overordnet taksonomisk gruppe, i det der ogsa er kendt som ’eDNA-metabarcoding’. | MONIS projekterne
har fokus i stedet veeret detektion af enkelte specifikke arter, der betragtes som ikke-hjemmehgrende i
danske farvande. Tidligere studier, der har forspgt at sammenholde forskellige filtertypers evne til at
tilbageholde miljg-DNA, har taget udgangspunkt i at forbedre den diversitetsprofil, der kan opnas ved
’eDNA-metabarcoding’. Fordi MONIS projekterne i stedet fokuserer pa enkelte, udvalgte specifikke arter,
er det ikke ngdvendigvis gaeldende, at de filtertyper og porestarrelser, der virker bedst for ’eDNA-
metabarcoding’, ogsa er bedst for specifik overvagning af enkelte arters miljo-DNA i danske farvande.

Formalet med naervaerende studie er at belyse, om der eventuelt kunne veere fordele ved at benytte andre
filtertyper, end hvad der hidtil er blevet benyttet i MONIS-projekterne. Der kan muligvis veere en forskel i
de forskellige filtertyper og poresterrelsers evne til at tilbageholde miljg-DNA fra enkelte arter. For at
gore denne sammenligning af filtertyper sa ensartet som muligt, og uden indflydelse af andre faktorer
end filteporestgrrelsen og typen af filtermembran, udfgres denne sammenligning af filterenheder pa vand
indsamlet fra @resundsakvariet i Helsinger, hvor der befinder sig et ensartet antal af individer af forskellige
arter og et nogenlunde ensartet volumen af vand. Vand fra samme akvarie kunne sa filtreres med samme
pumpesystem og den efterfglgende laboratoriedel kunne udfgres pa samme facon for alle prover. |
laboratoriet blev antallet af miljg-DNA-molekyler optalt per filtreret liter vand, og de forskellige typer af
filtrer blev derefter s sammenholdt, for deres evne til at tilbageholde miljg-DNA fra de undersegte arter.
Med afprevning af flere forskellige detektionssystemer imod bade fisk og hvirvellgse dyr, som er til stede
i akvariet, kan de forskellige filterenheders evne til at tilbageholde miljo-DNA molekyler afproves pa tveers
af forskellige arter.

Tak til Jens P. Jeppesen, Kristian Vedel og andre ansatte @resundsakvariet ved Kgbenhavns Universitet for
hjeelp til at gennemfare filtrering af vand. Ogsa tak til det moderne genetiske laboratorium ved GLOBE-
instituttet ved Kgbenhavns Universitet. Tak rettes ogsa til Nadieh de Jonge ved Alborg Universitet (AAU)
for gode forslag til hvordan ekstraktion af DNA pa filterskiver kan gennemfgres.

Steen W. Knudsen
Forsker
Kebenhavn den 10. september 2025



1 Introduktion

Med udgangspunkt i det overvagningsprogram af marine ikke-hjemmehgrende organismer, som er blevet
udfert for overvagning af milje DNA (engelsk: ’Environmental DNA’, forkortet: ‘eDNA’), af NIVA-Danmark
for Miljestyrelsen, mellem 2017 og 2023, gnskes en vurdering af hvorvidt andre filtertyper og andre
poresterrelser pa filterenheder, kan indvirke pa niveauerne af miljo-DNA, der kan registreres i vandprover.
Igennem den overvagning af miljg-DNA fra ikke-hjemmehgrende arter i danske farvande, som er er blevet
gennemfert i MONIS-projekterne (’Monitoring of non-indigenous species’) (Andersen et al., 2014; 2017,
2018; 2021; Knudsen et al., 2020; 2024; 2025), har der udelukkende kun veeret benyttet en enkelt type
filterenhed, og kun samme porestorrelse. Det konservative valg af kun en enkelt filtertype og kun en
enkelt porestorrelse, er selvsagt gjort ud fra et enske om sterst mulig sammenlignelighed pa tvaers af
prevetagning og indsamling over forskellige lokaliteter, arstider, vanddybder, og geografiske lokaliteter.
Valget af filterenhed i MONIS-projekterne bygger pa et tidligere studie (Spens et al., 2016), der fandt frem
til en indkapslet filterenhed pa 0,22 pm i porestorrelse, som det umiddelbart mest optimale. Det er i
MONIS-projekterne, imidlertid, ikke afklaret om den benyttede filterenhed og porestarrelse, reelt er den
bedst egnede for at tilbageholde og sikre bedst mulig chance for at kunne detektere lave niveauer af
miljo-DNA fra ikke-hjemmehorende arter i danske farvande. Med starre poresterrelse kunne det veere
muligt at filtrere mere vand, og det kunne muligvis hjeelpe til at @ge chancen for at detektere sjaeldne
miljo-DNA-molekyler. Hvilket er yderst relevant for sjeeldne ikke-hjemmeherende arter.

Da der saledes mangler information, om hvilken filtertype og filtermembran i kombination med
porestorrrelser, der er den mest optimale l@sning til detektion af ikke-hjemmehgrende arter, har det netop
veeret naervaerende studies formal at indkredse hvilke filtertyper og porestarrelser, der kan hjaelpe med
til at gore detektion af miljo-DNA fra ikke-hjemmehgrende arter endnu bedre for vandprever, hvor milje-
DNA-niveauerne er lave.

| det nuvaerende MONIS-overvagingsprogram benyttes kun Sterivex filter med porestgrrelse pa 0,22 ym
(Knudsen et al., 2024), hvor det tilsigtes at 1,5 L vand filtreres igennem, sa vidt det er muligt. En
porestorrelse pa 0,22 pm har sit udspring fra noget af den allerferste forskning i miljg-DNA, der netop
udviklede protokoller baseret pa kun 0,22 um poresterrelse (Sigsgaard et al., 2017; Thomsen et al., 2016).
Sterivex filteret med 0,22 um porestorrelse er tidligere fundet optimal, bade fordi det tilbageholder flest
milje-DNA molekyler, det er let at handtere under feltarbejde og fordi det mindsker risikoen for, at
filterpreven forurenes med ugnsket fremmed DNA (Spens et al., 2016). Filteret er indkapslet i en
plastikcylinder og det minimerer risikoen for, at det er selve handteringen af filteret, der introducerer
fremmed og ugnsket DNA til filteret. Sterivex filteret er sidenhen blevet benyttet i et utal af marine miljo-
DNA studier (f.eks. Agersnap et al., 2022; Demkina et al., 2023; Guri et al, 2024; Kawakami et al., 2023;
Muenzel et al., 2024). Men indenfor forskningen i miljo-DNA er der ogsa blevet afprgvet utallige andre
filtertyper for at sammenholde deres evne for at tilbageholde miljg-DNA (Djurhuus et al., 2017; Li et al.,
2018; Hinlo et al., 2017; Majaneva et al., 2018), og med sammenligning af effekten af for-filtrering, der
kan hjzelpe til adskillelse af partikler i forskellige storrelsesklasser (Brandao-Dias et al., 2023; Jo &
Yamanaka, 2022; Snyder et al., 2023). Der er ogsa kommet flere studier til, der har papeget, at der er stor
variation i hvor mange miljg-DNA-molekyler, der tilbageholdes i hver enkelt filterprover, som stammer fra
samme hovedvandprgve (Ficotela et al 2015; Stauffer et al., 2021). Antallet af molekyler af miljo-DNA i
de delprover, der stammer fra den samme overordnede vandpreve, kan variere sa meget, at det som regel
er npdvendigt med adskillige biologiske replikater af filterprever fra samme portion vand (Ficotela et al
2015), for at belyse hvor mange DNA-molekyler, der er i det vand som er fokus for overvagningen. En enkelt
vandpreve kan altsa ikke n@dvendigvis give tilstraekkelige oplysninger om al diversitet i det vand, der
onskes undersggt. Dette skyldes utvivlsomt, at molekyler af miljo-DNA ikke nedvendigvis er ensartet
opblandet i en vandmasse (Patin & Goodwin, 2023). Fordelingen af milje-DNA i en vandpreve svarer nok



mere til, hvordan koncentreret saft ser ud i et glas med saftevand, der ikke er ordentligt blandet op. En
vandprgve kan altsa ikke betragtes som homogen - tvaertimod. Derudover vil sjeeldne og fatallige arter
kun veere repraesenteret med fa miljg-DNA-molekyler i en indsamlet vandpreve, og sjeeldne molekyler af
miljo-DNA vil ikke nedvendigvis blive indsamlet med blot et par enkelte filterprover. Det mest typiske er
at miljo-DNA vil veere uensartet fordelt i vandpraver, og for at forege chancen for at detektere sjeeldne
milj@-DNA-molekyler, vil det veere fordelagtigt at kunne filtrere meget vand og gerne i mange biologiske
filterreplikater af flere vandprover. Vandprever, der vel at maerke, er samlet ind pad samme lokalitet, i
samme dybde og pa samme tidspunkt, da der ellers kan veere yderligere variation pa grund tidspunkt
(Jensen et al., 2022), indsamlingsdybde (DiBattista et al., 2019) og indsamlingssted (Sigsgaard et al.,2016;
Jensen et al., 2022). Arstidsvariation i organismers adfzerd (f.eks. gydning og vandring) kan ogsa betyde,
at der er voldsomt store forskelle i de miljo-DNA niveauer, som kan registreres fra forskellige organismer
(Agersnap et al., 2022; Sigsgaard et al., 2017).

En lille porestarrelse pa et filter vil hjeelpe til at tilbageholde meget sma partikler og meget sma
organismer. Er miljo-DNA frit eksponeret i vandet, vil det vaere nedvendigt med meget sma porer pa et
filter, for at kunne tilbageholde noget s& smat som et DNA-molekyle (Power et al., 2023). Selvom det
forhen har veeret misteenkt, at DNA-molekyler udskilt af organismer er frit eksponeret i vandet, er der
efterhanden mere, som tyder pa at det ikke forholder sig sddan (Deiner et al., 2017). Et DNA-molekyle vil
meget sjeeldent fa lov til at veere frit eksponeret i vandet, da mikroorganismer som svampe og bakterier
hurtigt vil kunne nedbryde DNA-molekyler, og gere brug af nukleinsyrerne i eget stofskifte. Sma
forandringer i pH eller temperatur vil heller ikke veere fordelagtige for at bevare et frit DNA-molekyle, da
andringer i temperatur og pH kan medfere gget mikrobiel aktivitet, der kan forgege nedbrydningen af
miljo-DNA (Andruszkiewicz et al. 2017; Barnes et al., 2020). Det er altsa langt mere sandsynligt at meget
— hvis ikke mere eller mindre alt — det miljg-DNA, som detekteres i vandpraver, kommer fra DNA, der stadig
er indkapslet i hele celler. Det er sandsynligvis ogsa celler, der stadig er arrangeret i sammenhaengende
klumper, og ikke enkelte individuelle celler. Der er altsa nok snarere tale om storre klumper af celler, som
er slidt af eller kastet af den organisme som miljg-DNA’et stammer fra. Med starre porestorrelse er der
mulighed for stadig at kunne tilbageholde relativt store celler, sasom eukaryote celler, i stedet for at
filterenheden hurtigt blokeres fordi, der tilbageholdes en masse mindre partikler. Bakterier er som regel
vaesentligt mindre i storrelse end eukaryote celler. En sterre porestorrelse vil derfor nok veere
ensbetydende med at feerre sma prokaryote organismer tilbageholdes, og vil ggre det lettere at filtrere
sterre maengder vand, fordi filterenheden med starre poresterrelse ikke er ligesa udsat for at filteret
blokeres pa grund af at prokaryote organismer og sma partikler ophobes. Dette kunne muligvis resultere
i at en storre poresterrelse vil veere lig med en bedre opsamling af eukaryot miljg-DNA uden at filteret
blokeres. Jo flere eukaryote celler, der opsamles, jo sterre er chancen for kunne detektere miljg-DNA fra
sjeeldne makroorganismer (Jo et al., 2020). Dette afhaenger dog ogsa af om bakterier er enkeltvise i deres
fordeling i vandet, eller om de er samlet i store klumper. Det mest nzerliggende er nok at antage, at bade
eukaryote celler og prokaryote celler hovedsageligt er arrangeret i klumper og ansamlinger i vandet, men
at mindre ansamlinger af celler nok vil veere forventeligt for bade eukaryote og for prokaryote organismer
jo mere klart vandet er. Nogle af de organismer, der overvages per miljg-DNA i MONIS-projekterne
omfatter ogsa flagellater og alger (Knudsen et al., 2022; 2025). Flagellater og alger er ogsa eukaryote
organismer, og kan forekomme enkeltvist, men kan ogsa vaere samlet i klumper i vandet.

Der er ferhen udfert studier, som har undersegt forskellige porestarrelser pa forskellige filtertyper, og som
har undersegt om sterre mangder vand kan hjeelpe til at @ge chancen for, at mere miljo-DNA kan
detekteres (Turner et al., 2014; Shu et al., 2020; Zaiko et al., 2022). Disse studier har dog som regel
fokuseret mere pa den generelle variation iblandt de eukaryote genetiske sekvenser, der kan indhentes
ved ’eDNA-metabarcoding’ (Djurhuus et al., 2017; Liu et al., 2024; Majaneva et al., 2018; Takasaki et al.,
2021) og sjeeldent pa artspecifik detektion af miljo-DNA. For en mere detaljeret gennemgang af forskelle
pa artsspecifik detektion af miljo-DNA og ’eDNA metabarcoding’ henvises til studierne af Harper et al.
(2018), Knudsen et al. (2022), Tsuji et al. (2019), og af Willeslew & Thomsen (2015). Der er ogsa udfert
studier, der sammenligner porestgrrelser og efterfalgende artsspecifik detektion ved kvantitativ
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"polymerase chain reaction’ (qPCR) (Cooper et al., 2022; Eichmiller et al., 2016; Turner et al., 2014). Det
er dog fa studier, der har forsegt at sammenligne filterenheder med artsspecifik detektion ved brug af
"digital droplet polymerase chain reaction’ (ddPCR) (Zaiko et al., 2022). | MONIS-projekterne har
artsspecifik detektion af miljo-DNA vaeret i fokus (Andersen et al., 2018; Knudsen et al., 2022; 2025). Hvad
tidligere studier med fokus pa 'eDNA metabarcoding’ har fundet optimalt, er ikke ngdvendigvis ogsa
geeldende for marin artsspecifik detektion af ikke-hjemmehorende arter. De forskellige ikke-
hjemmehgrende arter kan vaere meget sjeeldne i deres forekomst, og det vil betyde, at der kun udskilles
fa celler fra disse organismer til vandet. Udskilles der kun fa celler, vil det ogsa betyde, at det bliver
vanskeligere at detektere miljg-DNA fra disse sjaeldne arter. At organismer er sjaeldne, er ogsa
ensbetydende med, at deres miljo-DNA er sjaeldent, hvilket betyder, at den bedste mulighed for at finde
milje-DNA fra sddanne organismer, nok skal ske igennem filtrering af store maengder vand. Eller meget
hyppig prevetagning. Eller begge dele. Store maengder vand, der skal filtreres, kan filtreres ved enten at
lave mange biologiske filter-replikater fra den samme lokalitet pa samme indsamlingstidspunkt, eller ved
at filtrerer store maengder vand igennem et enkelt filter, uden at filteret nedvendigvis bliver blokeret af
partikler. Filter-membranen skal ogsa veere tilstraekkelig robust, for at den ikke gar i stykker pga. at meget
vand hurtigt presses igennem filteret. Dette problem kan dog til dels afhjeelpes med et stettefilter og en
filterholder.

For at komme det narmere, om der i MONIS-projekterne kan vaere en fordel ved at benytte andre
filterenheder, med andre membraner og andre porestgrrelser ved indsamling af vand, for den
efterfolgende artsspecifikke miljo-DNA-sporing, er malet for naerveerende studie at afpreove forskellige
typer af filtrer og med forskellig membran og forskellige poresterrelser. Formalet er at belyse om der kan
veere andre poresterrelser, andre membraner og andre filterenheder, der kan benyttes i stedet for de
Sterivex filterenheder med 0,22 pm poresterrelse, som den nuvaerende tekniske anvisning dikterer skal
benyttes.

For at afgere om andre filterenheder og andre porestegrrelser kunne veere en fordel at anvende til
artsspecifik detektion af miljg-DNA fra ikke-hjemmehgrende arter i danske farvande, ber vandfiltrering
gennemfgres i en opsaetning med et nogenlunde ensartet akvarium. Hertil blev @resundsakvariets store
sammenkoblede udstillingsakvarium i Helsinger udvalgt som et nogenlunde ensartet akvarium.
@resundsakvariet bestar af mange mindre akvarier, der er sammenkoblet til samme vandsystem, med
indtag fra havvand i havnen. Dette gar det muligt at detektere de arter, som lever i akvariet, samt de arter,
der lever i havnen. Der kan vaere udsving i miljg-DNA-niveauer over fa dage og endda over timer (Jensen
et al., 2022), nar vandfiltrering udferes i felten pa havvand. Hvilket ger det ngdvendigt at filtreringen
gennemfores relativt hurtigt indenfor en eller to timer, for ikke risikere at de forskelle, man senerehen
finder i milj@-DNA niveauer i pr@verne, skyldes at der i vandet har vaeret udsving i maengden af miljg-DNA.
Det vand, der skal filtreres skal altsa helst over hele den tidsperiode, der filtreres i, veere ensartet hvad
angar mangden af miljg-DNA. For at sikre en ensartet i maengde af miljg-DNA, ma total vandmasse og
individ- og artssammensaetning altsa ogsa veere konstant indenfor den tidsperiode, der filtreres i. Et
udstillingsakvarium med mange forskellige arter, kan betragtes som et nogenlunde konstant milje, hvor
der er en konstant total vandmasse, og en konstant ensartet ssmmensaetning af arter og individer. | sddan
et akvarium ma bedbrydning af milje-DNA - pga. mikrobiel aktivitet — ogsa forventes at veere nogenlunde
konstant. Der er en mindre risiko for, at der - over de dage som filtreringsforseget udfgres - er udsving i
hvilke organismer, der befinder sig i havnen, hvor vandet til akvariet hentes fra. Men da det er de samme
arter i udstillingsakvarierne som i havnen, og da der er en nogenlunde ensartet repraesentation af arterne
i de sammenkoblede udstillingsakvarier, er det forventet, at der er en nogenlunde ensartet
sammensaetning af miljg-DNA i det vandet . En ensartet sammensaetning af miljo-DNA forventes ogsa ud
fra, at der over de dage, hvor vandfiltreringen blev gennemfart ikke blev tilfert eller frataget flere individer
i de sammenkoblede udstillingsakvarier. Et hyppigt problem med filterenheder med lille porestarrelse er,
at filteret let blokeres fordi havvandet er urent og fyldt med mange partikler, hvilket gor det vanskeligt at



filtrere store maengder vand. Jo mindre vand, der filtreres, jo mindre er chancen for at sjeeldne miljg-DNA-
molekyler kan detekteres. Det er dog forventeligt at milje-DNA stadig vil vaere uensartet fordelt over
filterprever, hvorfor det vil vaere ngdvendigt med flere biologiske filterreplikater. Tidligere forskning i
milj@-DNA har papeget, at der bgr sigtes mod 12 eller flere biologiske filterreplikater (Ficotela et al.,
2015), for at tage hgjde for, at der kan veere variation imellem de filterpraver, der er samlet ind pd samme
overordnede vandprgve. Det betyder at der er stor variation pa preveresultaterne, som stammer fra selve
maleusikkerheden, fra inhomogenitet i den udtagne preve og inhomogenitet i vandbasinet.



2 Metode

Formalet i dette projekt er, at sammenholde hvor mange miljg-DNA-molekyler per volumen filtreret vand
som forskellige porestorrelser pa forskellige filtertyper kan tilbageholde. Forhabentligt kan dette hjeelpe
til at udpege om andre typer af filterenheder kunne veere fordelagtige for overvagning af miljg-DNA i
danske farvande.

Da der ofte er stor variation i hvor mange eDNA molekyler, der kan veere indeholdt i et enkelt volumen af
vand - ogsé hvis der indsamles fra en formodet homogen vandpreve (Ficetola et al., 2015), udferes der
her flere biologiske filter-replikater for hver enkelt type filter. De biologiske filter-replikater vil sa
repraesentere forskellige filtertyper, forskellig filtermembranmateriale, og forskellige porestarrelser.

Sammenligningen af filtertyperne kan derefter gares ud fra den malte koncentration baseret pa antallet
af miljo-DNA-molekyler per liter filtreret vand hvert enkelt filter har tilbageholdt.

2.1 Opseetning af forseg og filtrering af vand

For at gare opsaetningen nogenlunde ensartet og let at gennemfore, blev der brugt pumpeudstyr og
filterenheder leveret af Dansk Miljg Radgvining (DMR) i Alborg. Det omfattede filterenheder i forskellig
porestorrelse og i forskelligt filtermembranmateriale, og trykresistente plastikslanger og pumper, og
vandfordelingsenheder, samt aluminiumsblokke, der kan holde filterskiverne pa plads under filtrering.
Filterenheder med poresterrelser over 0,45 pm er ikke mulig at fa som plastikcylinder-indkapslede
filterenheder, ligesom Sterivex-filter-modellerne. Filterenheder i andet membranmateriale og med anden
porestorrelse, kan i stedet fas som filterskiver i 47 mm i diameter. Filtersamlingsenheder udgeres af
aluminiumsblokke fra DMR, der er konstrueret, sa de kan indeholde to filterskiver pa 47 mm i diameter.
Vand blev med en peristaltisk pumpe, pumpet ud til en fordelingsenhed (en 'manifold’), som derpa
fordelte vandet ud i otte slanger, der hver ledte vandet til en filtersamlingsenhed. Denne
filtersamlingsenhed udgeres af en tredelt blok af aluminium, der kan indeholde to filterskiver (Figur 1).
En sadan tredelt blok af aluminuim kaldes ogsa en ’cartridge’. En ’cartridge’ har én indgang for vand, der
sa bliver presset igennem to filterskiver — en filterskiver pa hver side af 'cartridgen’, for derefter at lobe
ud ad hver sin udgang. En udgang per filterskive. En ’cartridge’ har saledes to udgange, hvor vandet, der
lgber ud kan samles op i hver deres 5 L kande. Kanderne er udstyret med malestreger for hver 50 mL. Efter
afsluttet filtrering blev det filtrerede volumen vand afleest pa siden af kanden.

Der kan vaere stor variation i de niveauer af milj@-DNA, der kan registreres i filtervandprever indsamlet fra
samme lokalitet. For at forsege at daekke denne variation, er det nedvendigt med flere biologiske
filterreplikater. Her blev der udfert 16 replikater af hver type filterenhed, med filtrering af vand fra samme
akvarium, for at kunne at deekke den variation, der kan veere i det indsamlede vand (Ficotela et al., 2015;
Stauffer et al. 2021). Derudover blev der ogsa filtreret ferskvand i akvariets lokaler, for at fa fire negative
kontroller for hver type filter. De negative kontroller blev udfert pa ferskvand fra vandhanen. Ferskvand
der stammer fra Helsinggrs kommunale drikkevandsforsyning.



Figur 1. Opsaetning af pumpesystem for vandfiltrering udfert med peristaltiske pumper samt aluminiums-
filterholder-blokke (ogsd kaldet ‘cartridges’). | ét akvarie lever sild (A), i et andet akvarie (B) lever torsk,
skrubbe, redspaette, skrubbe, sortmundet kutling, og muligvis ogsé sandmusling. Alle akvarierne er koblet
til samme vandrensningssystem (C), hvilket burde bevirke at vand fra alle akvarier bliver blandet rundt,
og et enkelt udtag (D), vil repreesentere alle forbundne akvarier. Det vand, der udtages (fra D) vil sé
potentielt rumme miljg-DNA fra alle arter i alle sammenkoblede akvarier. | forsegsopsaetningen her
udtages kun fra ’D’. En peristaltisk pumpe (E) pumper vandet via 'D’ op til tre forsegsopseetninger (F-H),
hvor vandet ledes igennem en fordelingsenhed (’manifold’) (1), som leder det videre til otte ‘cartridges’
(J). Hver ’cartridge’ indeholder to filterskiver. Vandet opsamles i kander med mdlestreger pd siden, sé det
filtrerede volumen kan identificeres for hver enkelt filtrering (K). ‘cartridges’ kan efter endt filtrering
skilles ad og skive-filteret fjernes med pincet (L), og overfgres til 50 mL volumen Falcon-rgr (M), som s&
indfryses ved -15°C (N). Sterivex filteret temmes for residual vand, og indfryses ligeledes (N).

10



11

Med tre peristaltiske pumper, der samtidigt pumper vand igennem hver deres vandfordeler (‘manifold’),
var det muligt samtidigt at filtrere igennem 2*16 filterskiver (fra de to forste peristaltiske pumper) plus
otte styks Sterivex-filter (med 0,22 um eller med 0,45 pm porestgrrelse), fra den sidste ‘manifold’.

Forsggsopstillingen blev udfert i @resundsakvariet i Helsinger pad vand fra de sammenkoblede
udstillingsakvarier. Udstillingsakvarierne i @resundsakvariet, omfatter over 14 akvarier, der er forbundet
med samme vandforsyningssystem. De over 14 akvarier rummer forskellige fisk, skaldyr og bleddyr. Alle
akvarier i Helsingers @resundsakvarium er sammenkoblet til det samme vandrensningssystem, hvilket
burde gere det muligt at detektere miljo-DNA fra alle organismer i dette vandsystem (Figur 1).

De arter af fisk og skaldyr, som blev udvalgt for detektionen i filterporesammenligningen, blev gjort ud fra
hvilke arter, der i forvejen er udviklet artsspecifikke detektionssystemer imod, og hvilke arter der lever i
akvarierne i Helsingers @resundsakvarium. For detektion i denne filtersammenligning blev systemerne
imod atlantisk torsk (Gadus morhua), skrubbe (Platichthys flesus), redspaette (Pleuronectes platessa),
sandmusling (Mya arenaria), atlantisk sild (Clupea harengus) og sortmundet kutling (Neogobius
melanostomus) udvalgt. Dette omfatter seks artsspecifikke detektionssystemer, der tidligere er afpravet
og eftervalideret for detektion af kommercielt vigtige arter af marine fisk (Knudsen et al., 2019) og for
detektion af marine ikke-hjemmehgrende arter (Knudsen et al., 2022). | den uge hvor filteringen blev
gennemfort var fem af disse arter synlige i akvariet (Tabel 1), sandmuslingen var ikke synlig i akvariet, men
kan gemme sig i sandbunden i akvariet.

Tabel 1. Liste over de arter og individer, der var tilstede i akvarierne mens filtreringen blev gennemfort.
De Atlantiske torsk var i eget akvarium, hvor vandet blev udtaget fra (Figur 1D), og alle individer af torsk
var over 50 cm i leengde. | et andet akvarium udstillingen var der redseette og sortmundet kutling. | et
tredje akvarium var der Gl sammen med rokker og torsk. Et fjerde akvarium var der kun sild.
Sandmuslingen var ikke synlig i akvariet, men kan gemme sig i sandet.

Antal individer i

Dansk navn Latinsk artsnavn .
akvariet

Redspaette Pleuronectes platessa 3
Sortmundet kutling Neogobius melanostomus 4
Torsk Gadus morhua 18
Sild Clupea harenggus >20
sandmusling Mya arenaria NA
Al Anguilla anguilla 1

Sterivex-filteret (STX) pa 0,22 pm i porestarrelse som Miljgstyrelsen for nuvaerende benytter for
overvagning af miljg-DNA fra ikke-hjemmeharende arter i NOVANA programmet, er et filter med en
membran, som er lavet af polyethersulfone (PES), som er indkapslet i en beskyttende plastikcylinder.
Grundlaget for dette valg af filterenhed er baseret pa et tidligere studie (Spens et al., 2016), der fandt
dette filter optimalt for miljo-DNA indsamling. Sterivex-filteret (STX) fas ogsd med en porestarrelse pa
0,45 pm, ligeledes med PES-membran, som ogsa er indkapslet i en 2 mL plastikcylinder.

En poresterrelse pd 0,45 pm er den storste porestorrelse som de indkapslede Sterivex-filtre produceres
med. For porestgrrelser over 0,45 um er det derfor ngdvendigt at benytte filtrer, der ikke er indkapslede
men i stedet leveres i flade skiver, typisk med en diameter pa 47 mm. Filterskiver med porestgrrelser over
0,45 pm leveres ikke lavet af polyethersulfone (PES), men kan fas lavet i nylon (NYL) og polykarbonat
(PLC). Nylon er nok det membranmateriale, der ligner mest en PES-membran, hvorfor denne
membrantype udover Sterivex-filter pa 0,22 um indkapslet i beskyttende cylinder, ogsa afprgves som et
47 mm diameter 0,22 um pore filter.



For naerveerende opsaetning af et filtersammenligningsforseg var det muligt at indhente filterskiver med
membraner lavet af PES, NYL og PLC. Filtermembranerne var med varierende porestorrelse fra 0,22 pm
til 3,0 um. I alt blev ti forskellige filtertyper udvalgt for sammenligning. Heraf var to af dem Sterivex-
modellen med membranen indkapslet i en plastikcylinder. Alle ti typer af filtrer blev afprovet i 16 replikater
for vand fra akvarierne, og i fire replikater for de negative kontroller udfert pa ferskvand (Tabel 2).

Tabel 2. Forskellige filtertyper blev afprovet i forsggopsaetningen. ’Filtertype’ angiver om
filtermembranen er indkapslet i plastikcylinder (CYL), eller som frit eksponeret filterskive (SKV), der skal
fastholdes i en ’cartridge’. ’"Membranmateriale’ angiver om filtermebranen er af polyethersulfone (PES),
nylon (NYL) eller polykarbonat (PLC). Filtermembranens ’porestarrelse’ er i um. Det ’vand’, der filtreres,
er enten fra de sammenkoblede akvarier (AK) eller ferskvand fra vandhanen for de negative kontroller
(NK). Forkortelsen for filtertypen er sammensat af hvad membranmaterialet er lavet af, og
porestgrrelsen, med undtagelse af Sterivex-filteret (STX), som har membranen indkapslet i en
plastikcylinder. For de negative kontroller pé ferskvand er (’NK’) tilfgjet til sidst i forkortelsen.

il Memb.ran Porestgrrelse Antal bio.logiske Filter
materiale (um) filterreplikater forkortelse

CYL PES 0,22 16 | AK STX 0.22
CYL PES 0,22 4 | NK STX 0.22NK
CYL PES 0,45 16 | AK STX 0.45
CYL PES 0,45 4 | NK STX 0.45NK
SKV NYL 0,45 16 | AK NYL 0.45
SKV NYL 0,45 4 | NK NYL 0.45NK
SKV PLC 0,22 16 | AK PLC 0.22
SKV PLC 0,22 4 | NK PLC 0.22NK
SKV PLC 0,40 16 | AK PLC 0.40
SKV PLC 0,40 4 | NK PLC 0.40NK
SKV PLC 0,80 16 | AK PLC 0.80
SKV PLC 0,80 4 | NK PLC 0.80NK
SKV PLC 1,20 16 | AK PLC 1.20
SKV PLC 1,20 4 | NK PLC 1.20NK
SKV PLC 3,00 16 | AK PLC 3.00
SKV PLC 3,00 4 | NK PLC 3.00NK
SKV PSE 0,22 16 | AK PSE 0.22
SKV PSE 0,22 4 | NK PSE 0.22NK
SKV PSE 0,45 16 | AK PSE 0.45
SKV PSE 0,45 4 | AK PSE 0.45NK

Med en opsaetning med tre peristaltiske pumper fra DMR (Figur 1) og tre 'manifold’-vandfordelere var det
muligt at indsamle flere filterreplikater fra den samme overordnede vandpreve (Figur 2). Filterskiver pa
47 mm i diameter blev placeret pa ‘cartridges‘. En ‘manifold’-vandfordeler ledte vandet ud ad otte
udgange, og igennem trykresistente siliconeslanger, der kan klare trykket fra den peristaltiske pumpe.
Med otte udgange fra en ‘manifold’, blev otte ‘cartridges‘ koblet pa hver 'manifold’. For hvert enkelt filter
blev et tidspunkt for start og afsluttet filtrering noteret (Bilag A). Mangden af vand, der var filtreret
igennem blev ogsa noteret.

For at sikre, at der blev filtreret med et ensartet tryk over alle de forskellige biologiske filter-replikater,
blev de samme filterreplikater af én enkelt filtertype samlet pa samme 'manifold’, sa trykket over alle 16
filterskiver (eller otte STX filterenheder) er det samme. Efter afsluttet filtrering blev STX filterenheder og
"cartridges’ temt for resterende vand, der matte sidde tilbage inde i filteret, ved at presse luft igennem.
Den sidste rest af vand kunne presses ud med en batteridrevet minikompressor, der kunne kobles pa med
en cykelventil og lave et tryk pa 3 atm. Med en skruemaskine kunne ’cartridges’ skilles ad, og filterskiver
blev overfort til individuelle 50 mL falcon rgr med en pincet (Figur 2). Filterenhederne blev indfrosset
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hurtigst muligt efter overforsel til falcon rer, og tidspunktet for indfrysning blev noteret (Bilag A). Filtrene
blev pakket ned i teris for den senere transport fra fryseren i @rsesundsakvariet til fryseren i det genetiske
laboratorium, for at sikre at der ikke skete en temperaturstigning under transporten, da det kan medfgre,
at det indsamlede milje-DNA nedbrydes.

Figur 2. Opsaetningen i @resundsakvariet for filtrering af vand. (A) Pd et bord ved siden af akvariet var tre
peristaltiske pumper placeret, og tre slanger hentede vand fra den gverste kant aof akvariet, som kan ses
i baggrunden. Dette udstillingsakvarie havde mere end 10 store torsk, og er ogsd forbundet med de andre
akvarier i udstilling via det feelles vandsystem. (B) Pumperne pd bordet ledte vandet ned til en
vandfordeler (’'manifold’), der delte vandet i otte enkelte slanger, der lgb til hver sin aluminiumsblok
(’catridge’), der indeholder to filterskiver. Vandet lgb derefter ned i hver sin kande, sé& det var muligt at
aflaese hvor meget vand, der blev filtreret. (C) En ’'manifold’ i midten ledte vandet ud til otte ’cartridges’.
(D) En ’cartridge’ skilt ad med en skruemaskine. Efter fitrering blev filterskiven placeret i et 50 mL *falcon’
ror (her med rede skrueldg), ved at lofte filteret af med en pincet. Alle *falcon’ rer var i forvejen meerket
med etiket med et unikt provenummer. (E) Det feerdige filter inden det overfgres fra en ’cartridge’. Hvert
"falcon’ ror blev placeret i en plastic pose der i forvejen var maerket med en etiket med et unikt nummer,
der gor det muligt at identificere filteret senere. Plastikposen med filteret i ’falcon’ roret blev derefter
lagt i en -15 °C fryser. (F) Alle pumper var sat til at filtrere med samme tryk og hastighed.



2.2 Ekstraktion fra filterenheder

For at minimere risikoen for at resultaterne ikke blev udfert pa grundlag af DNA fra fremmede kilder, blev
alt genetisk laboratoriearbejde udfert i samarbejde med Statens Naturhistoriske Museum (SNM), der har
adgang til det moderne genetiske laboratorium ved GLOBE instituttet pa Kebenhavns Universitet (KU).
Dette er et moderne genetisk laboratorium, der er sat op til arbejde med lave niveauer af DNA, og har de
mest moderne faciliteter for sporing af miljo-DNA. Laboratoriets lokaler udgeres af flere adskilte
laboratorier, der alle har dekontamineringsprotokeller, der lever op til de krav, der fremsaettes i
international forskning i miljg-DNA (de Silva Wijeyeratne & Gweon, 2025; Goldberg et al. 2016; Gefrides
et al. 2010; Hoffmann et al., 2020; Spens et al., 2017). Med baggrund i tidligere forskning indenfor
overvagning af marine ikke-hjemmehgrende arter i danske farvande (Knudsen et al. 2019, 2020, 2022),
blev der benyttet de samme protokoller for ekstraktion af miljg-DNA fra filterprever og for detektion af
miljo-DNA.

Ekstraktion af DNA fra Sterivex-filterenhederne blev udfert med Qiagen Blood and Tissue kit (katalog
nummer: 69504) tilsvarende hvad der er gjort i tidligere protokoller (Knudsen et al., 2022; Sigsgaard et
al., 2016; Spens et al., 2017). Ekstraktion af DNA fra filterskiverne blev ogsa udfert med Qiagen Blood and
Tissue kit, men filterskiven blev her klippet i stykker forinden, og inkuberingen i udfert dobbelt sa stort
volumen buffer og proteinnedbrydende enzym, som benyttet i tidligere protokoller. Tilseetning af dobbelt
s& stor maengde buffer, var ngdvendig for at sikre, at de ituklippede filterskiver, var helt daekket af buffer
under inkuberingen i varmeskab (Figur 3). Ekstraktionerne blev udfert over otte omgange, hvor hver
omgang inkluderede en negativ ekstraktionskontrol, som kun bestar af de reagenser, der benyttes for
ekstraktionen fra filterenhederne. Disse negative ekstraktionskontroller tjener til at sikre, at de reagenser,
som bruges under ekstraktionen af miljo-DNA fra filter-enhederne ikke er forurenet med fremmed DNA,
eller fremmed DNA, der kan veaere blevet tilfort fra andet sted i laboratoriet. Hver eneste ekstraktion blev
til sidst elueret i 200 pL AE-buffer, sdledes at hvert eluat er en ensartet repraesentation af den oprindelige
filtrering.

Efter ekstraktion af alt DNA fra filterpreverne, blev hver ekstraktion malt for koncentrationen af DNA.
Koncentrationsmalingen blev udfert med Qubit Flourometer High Sensetivity assay (ThermoFischer
Scientific), pa 4 L af hver ekstraktion. En koncentrationsmaling maler alt DNA i ekstraktionen, bade DNA
fra prokaryote og eukaryote organismer, og eventuelle vira, der matte have veeret i vandet under
filtreringen. Koncentrationsmalingen kan derfor ikke bruges som mal for, hvor godt filterenhederne har
tilbageholdt miljg-DNA fra de seks arter, der skal detekteres. Men koncentrationsmalingen kan alligevel
give en grov indikation pa hvor meget DNA, der er blevet ophobet pa en filterenhed. Dette ophobede DNA
vil dog stamme fra alle eukaryote og prokaryote organismer, der lever i vandet, plus eventuelle vira.

Efter eluering og koncentrationsmaling pa ekstraktionerne, blev alle ekstraktioner opbevaret pa -15°C i
en almindelige fryser, indtil de senere kunne analyseres for niveauer af specifikt miljg-DNA pa ddPCR
platform.
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Figur 3. Fotos af ekstraktion af DNA fra filterpraverne. (A) Alle ekstraktioner blev udfert i et ’laminar
flowhood’, som er et kabinet med glasplade forrest og et konstant indsug ind og opad i kabinettet, der
forhindrer at drdber og aerosoler kan falde ned pé vaeskeoverflader i de ror, der dbnes inde i kabinettet.
(B) Filterskiven blev klippet i stykker nede i ’falcon’ reret (her med rgdt ldg). Saksen blev forinden renset
i klorin og derefter i alkohol, for at fjerne eventuelt DNA, der métte vaere pd saksen. (C) Buffervaeske og
proteinnedbrydende enzym blev sé tilsat til raret med det ituklippede filter. (D) Filteret i bunden af raret
er derved daekket med buffervaeske og proteinnedbrydende enzym, og ved siden af bliver saks og pincet
renset i en klorinoplasning. (E) De indkapslede ’sterivex’ filterenheder, blev sé ogsa tilsat bufferveeske, og
proteinnedbrydende enzym, sd filteret inde i plastikcylinderen var deekket. (F) Alle ror og indkapslede
filtrer blev lukket, og spaendt fast p& en rotor, der blev inkuberet natten over i et varmeskab. Den
efterfolgende dag afsluttedes ekstraktionen med oprensning af det udvundne DNA, ved at folge
protokollen der falger med et Qiagen Blood and Tissue kit.



2.3 Kvantifikation af miljg-DNA-molekyler

Kvantifikationen af miljg-DNA i ekstraktionerne fra filterproverne, blev udfert ved at benytte ddPCR teknik
med ’droplet generator’ (BioRad), en PCR-maskine (BioRad) og en QX200 droplet reader’ (BioRad).
Opseaetningen af ddPCR folger protokollen for QX200 droplet reader’, med 22 L volumen reaktioner,
hvoraf 10 pL er ’BioRad super probe mix without probe’, og 10 pL blev udtaget fra hver ekstraktion fra de
enkelte filterreplikater. De sidste 2 pL blev sa udgjort af primer og probe, som var forberedt i
koncentrationer, der ger at slutkoncentrationen for hver enkelt ddPCR reaktion til sidst tilsvarede den
optimale slutkoncentration udledt i tidligere studier (Knudsen et al., 2019; 2022). For hver ddPCR
benyttes de artsspecifikke primere og prober for marine fisk tidligere publiceret (Knudsen et al., 2019), og
artsspecifikke primere og prober for ikke-hjemmehorende arter (Knudsen et al., 2022). De seks
detektionssystemer, der her blev benyttet omfatter sild (Clupea harengus), atlantisk torsk (Gadus
morhua), sandmusling (Mya arenaria), sortmundet kutling (Neogobius melanostomus), skrubbe
(Platicthys flesus) og redspaette (Pleuronectes platessa). Disse arter blev udvalgt fordi de alle var tilstede
i @resundsakvariets udstillingsakvarier, og fordi der allerede er udviklet og valideret artsspecifikke
detektionssystemer mod disse arter. Temperaturprofiler og varighed af enkelte trin i PCR-opsaetningen
folger ogsa tidligere protokoller (Knudsen et al., 2019; 2022; Rasmussen et al., 2023). For alle ddPCR
opsatninger blev en absolut fortyndingsraekke inkluderet med fortyndingstrin i dekader fra 10/A4
kopier/uL til 10A-2 kopier/uL. Forberedelse og koncentrationsberegning af den absolutte
fortyndingsraekke folger tidligere protokoller (Agersnap et al., 2017; Knudsen et al., 2019; 2022), og
bygger pad de samme artsspecifikke primere som fgrhen er benyttet for detektion af miljg-DNA for de
enkelte arter, der overvages (Knudsen et al., 2022; 2025).

Alle niveauer af miljg-DNA registreret i ekstraktionerne blev sat i forhold til det volumen vand, der blev
filtreret igennem det enkelte filter. For at saette niveauer af miljg-DNA i ekstraktionerne i forhold til det
volumen, der blev filtreret, blev antallet af kopier per ng/uL malt med ddPCR delt med det volumen vand,
der blev filtreret igennem filteret. Dette forhold vil hjaelpe til at tage hgjde for, at der muligvis kan ende
med at vaere flere miljo-DNA molekyler fanget pa et filter som et resultat af, at der er filtreret meget vand
igennem filteret. Ved at dele antallet af molekyler med det volumen vand, der er filtreret igennem filteret,
vil antallet af molekyler per volumen vand kunne sammenholdes pa tvaers af de enkelte filterenheder. Alle
tidspunkter for afsluttet filtrering og indfrysning blev noteret, og senere sammenholdt. Tidspunkterne
sammenholdes fordi der er en risiko for, at det indsamlede miljg-DNA kan na at henfalde, og blive nedbrudt
af mikrobiel aktivitet (Andruszkiewicz et al., 2017; Collins et al., 2018; Méachler et al., 2018), i det tidsrum,
der gar fra filtreringen er afsluttet til filteret indfryses. For at forhindre en saddan nedbrydning blev alle
filterenheder lagt i fryseren indenfor en time. For at vurdere om niveauerne af miljg-DNA ekstraktionerne
er et resultat af en nedbrydning indenfor denne time, blev antallet af molekyler per L vand filtreret
sammenholdt med den tid, der gik mellem afsluttet filtrering og indfrysning. Den umiddelbare antagelse
er, at der ikke sker en tilstraekkelig nedbrydning af det indsamlede miljg-DNA indenfor denne time. Er dette
tilfeeldet, kan det have indflydelse pa de senere antagelser om, hvorvidt de forskellige filtertyper har
forskellig evne til at tilbageholde miljg-DNA fra de eftersegte arter, da variationen i niveauerne af
tilbageholdt miljg-DNA i sa fald ogsa kan veere et resultat af at noget indsamlet miljo-DNA er blevet
nedbrudt, indenfor denne time, der gik indtil filteret blev indfrosset.
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3 Resultater

Alle filterpraver blev filtreret over i alt fem dage indenfor en periode pa to uger, hvor filterpreverne pa
akvariets vand blev afsluttet indenfor samme uge, og de negative kontroller blev udfert pa en enkelt dag
indenfor de to ugers forleb (Bilag A). Alle filterprover blev indfrosset senest en time efter afsluttet
filtrering. Vandet i akvariet viste sig at veere fri for blokerende partikler, sa det var muligt at filtrere op
imod 5 L vand for de fleste filterenheder (Figur 4). For alle filterenheder blev starttidspunktet noteret, og
hvornar filtreringen blev stoppet, og hvornar filteret blev lagt i en fryser. Med flere ’cartridges’ per
’manifold’ var der nogle filterenheder (NYL, PSE og PLC), der havde en lav gennemlebshastighed (Figur
5), hvor der kun lgb fa mL igennem per minut. Fordi det tog for lang tid at fa filtreret de enskede 5 L vand,
blev disse filterenheder stoppet tidligere, hvilket sa resulterede i et mindre volumen som slutvolumen
(Figur 4). Alle Sterivex (STX) filterenheder havde en gennemlasbhastighed pa mellem 20 mL/min og 30
mL/min. De filtermembraner i 'cartridges’, der havde hurtigere gennemlgsbhastighed pa over 40 mL/min
(Figur 4) var negative kontroller. De filtermembraner i ’cartridges’, der var leengst tid om at lgbe igennem
var polycarbonatfiltrerne (PLC) p& akvarievand, som havde en gennemlgbshastighed pa under 20 mL/min
(Figur 4).

Koncentrationen af alt DNA i hver ekstraktion fra hver filterenhed var imellem 3000 ng/mL/L og 4500
ng/mL/L (Figur 4) for vandpreverne fra de sammenkoblede akvarier. For de negative filterkontroller
filtreret pa ferskvand i @resundsakvariets lokaler var koncentrationen af alt DNA fra ekstraktionerne
imellem 0 ng/mL/L og 1500 ng/mL/L (Figur 6). Koncentrationsmalingerne pa alt DNA for hver ekstraktion
omfatter dog bade eukaryot- og prokaryot DNA, og er ikke repraesentativt for de seks specifikke arter, der
skulle detekteres med ddPCR. For alle negative ekstraktionskontroller - udfgrt pa kun reagenserne
benyttet i laboratoriet - var det ikke muligt at male koncentrationer af DNA over 0,1 ng/pL (Bilag A).
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Figur 4. Filtreret volumen vand for de forskellige filtertyper som boxplot, med afvigende yderpunkter som
sorte prikker. Forkortelserne for og farvekodningen for boxplot folger filtertyperne og er: Sterivex (STX,
gul), polyethersulfone (PES, gren), polykarbonat (PLC, bld), nylon (NYL, violet). De negative kontroller
(NK) er farvet efter filtertypen. Porestgrrelsen er i um, og felger forkortelserne som i tabel 2. For alle
vandpraver blev der udfert 16 biologiske filterreplikater, for alle negative kontroller (NK) blev der udfgrt
fire biologiske replikater. Volumen af vand, der blev filtreret igennem filteret, blev afleest fra den kande
hvori vandet fra filteret blev opsamlet. For de fleste filterenheder blev der filtreret omkring 5 L vand.
Nogle filterenheder fik mere eller mindre vand igennem end de planlagte 5 L. Ingen filterenheder blev



blokeret af partikler, men for nogle filterenheder tog det for lang tid at filtrere vand igennem, og
filtreringen mdtte afbrydes, inden der var kommet 5 L vand igennem.
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Figur 5. Gennemlobshastighed for de forskellige filtertyper som boxplot, med afvigende yderpunkter som
sorte prikker. Udregnet som filtreret volumen vand filtreret over tid (mL per minut) for de forskellige
filtertyper. Forkortelserne for filtertyperne er som i tabel 2, og ’filt.mbr’ er en farvekodning, der folger
filtermembranmaterialet, som i figur 4. For alle vandprgver blev der udfart 16 biologiske filterreplikater,
for alle negative filter kontroller blev der udfert fire biologiske replikater.
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Figur 6. Koncentration af alt DNA i ekstraktionen fra filteret per filtreret volumen vand for de forskellige
filtertyper. En koncentrationsmdling pd alt DNA ekstraheret fra filteret vil omfatte DNA fra alle eukaryote
og prokaryote organismer i vandet, samt eventuelle vira. Koncentrationen af alt DNA i ekstraktionen er
derfor ikke nedvendigvis en afspejling af hvor meget miljg-DNA, der kan detekteres fra de arter, der skal
overvdges med specifikke detektionssystemer. Fordi de forskellige filterenheder og filterreplikater fik
filtreret forskellige maengder vand igennem, er koncentrationerne her praesenteret i forhold til det
volumen vand, der kom igennem filteret. Dette er for at justere koncentrationsmdlingerne, sd de kan
sammenholdes, da et filter som har fdet et stort vandvolumen presset igennem, ogsd kan forventes at
have akkumuleret mere miljg-DNA. Forkortelserne for filtertyperne falger tabel 2, og ’filt.mbr’ er en
farvekodning, der folger filtermembranmaterialet, som i figur 4. Antallet of prever for hver box (med
afvigende yderpunkter som sorte prikker) er antallet af replikater, som angivet i tabel 2.
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Figur 7. Antallet of DNA-molekyler per uL ekstraktion per L vand filtreret fundet med ddPCR
sammenholdt med ekstraktionens totale koncentration af DNA per L vand filtreret. For sild (C. harengus),
torsk (G. morhua), sandmusling (M. arenaria), sortmundet kutling (N. melanostomus), skrubbe (P. flesus)
og redspeette (P. platessa). En hgj koncentration af DNA i en ekstraktion er ikke ensbetydende med at de
eftersggte DNA-molekyler ogsa er til stede i store maengder. En hgj koncentration (ng/ uL per L filtreret
vand) af DNA i ekstraktionen kan stamme fra bdde prokaryote og eurkaryote organismer, der er i vandet.
Forkortelser for filtertyper er som angivet i tabel 2. ’NoFilter’ angiver de ekstraktionskontroller der blev
udfgrt i laboratoriet, som kun blev gjort pé reagenser alene. De negative kontroller med ferskvand filtreret
er angivet med 'NK’ og sort kant, og vandpraver fra akvariet er med mark orange kant og angivet
"akvarie’.
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Med ddPCR var det muligt at teelle hvor mange miljg-DNA-molekyler, der var i hver ekstraktion. Alle
negative ekstraktionskontroller, var uden miljo-DNA. Alle negative filterkontroller som blev udfert i
@resundsakvariet, ved at filtrere ferskvand fra en helt almindelig vandhane med postevand fra Helsinger
kommunes vandvzerk, havde lave niveauer af miljo-DNA (Figur 6), men havde forskellige niveauer af miljo-
DNA fra de eftersogte arter (Figur 7 og 8). Niveauerne af miljg-DNA fra de eftersegte arter i de negative
filterkontroller var for fem af de efterspgte arter pa niveau med hvad, der kunne detekteres i de
filtervandprever, der var indsamlet fra det sammenkoblede akvarie (Figur 8). En veesentlig del af de
negative filterkontroller gav positive detektioner af miljo-DNA fra de eftersogte arter. Dette var iseer
geeldende for detektionsforsgget imod miljg-DNA fra sild (Figur 8), hvor alle negative filterkontroller
havde et niveau af miljg-DNA pa over 10000 kopier per L vand filtreret (Figur 8). Niveauet af miljo-DNA
fra sild i de tilsvarende filterprgver pa akvarievand, var dog ikke hgjere end det baggrundsniveau af miljg-
DNA, der kunne spores i de negative filterkontroller. Kun for skrubben og for torsken var det muligt at se
en forskel i miljg-DNA niveauerne imellem filterprover pd akvarievand og negative filterkontroller pa
ferskvand. For detektionen af miljg-DNA fra torsk var niveauerne af milje-DNA i akvariepr@verne op imod
100 til 10.000 gange hgjere end hvad der kunne registreres i de negative filterkontroller.

Ud fra antallet af molekyler per filtreret L vand sammenholdt med den tid der gik inden filteret blev lagt
i fryseren (Figur 10), er der ikke lige noget der direkte antyder, at det indsamlede miljo-DNA kan veere
henfaldet indenfor den ene time, der gik inden filteret blev lagt i fryseren. For torsk (Figur 10, G. morhua)
er der et mere eller mindre ensartet niveau af miljg-DNA over alle de filterpraver der indenfor en time kom
i fryseren. Niveauerne af milje-DNA fra torsk i PLC 3.00 filterne er de hgjeste, der blev registreret, men
veksler fra 10/8 til 1076 molekyler per L filtreret over den time, der gik inden filteret blev lagt i fryseren.
Variationen fra 1018 til 1076 molekyler per L filtreret for disse prever udviser ikke en sammenhaeng med
den tid, der gik inden filteret blev lagt i fryseren (Figur 10, G. morhua). Derfor er der ikke lige noget der
antyder, at de forskelle der blev registreret i niveauerne af miljg-DNA, kan tilskrives, at nogle af filterprgver
kom senere i fryseren end andre.
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Figur 8. Antallet af DNA-molekyler per uL ekstraktion fundet med ddPCR per L vand filtreret. For sild (C.
harengus), torsk (G. morhua), sandmusling (M. arenaria), sortmundet kutling (N. melanostomus), skrubbe
(P. flesus) og redspaette (P. platessa). Forkortelser for filtertyper er som angivet i tabel 2, og filter type’
har en farvekodning, der folger filtermembranmaterialet som i figur 4. De negative kontroller med
ferskvand filtreret er markeret med gré lodrette zoner. De hvide omrdder rummer sG mdlingerne fra
filterproverne. Filtreret vand fra @resundsakvariets udstillingsakvarie har fra 10.000 og op til 100
millioner DNA-molekyler per L vand filtreret. De negative kontroller har omkring 10.000 DNA-molekyler
per L vand filtreret eller mindre. Antallet of filterreplikatpraver for hver filtertype er angivet i tabel 2. Kun
for torsk (G. morhua) er der en tydelig forskel pd 100 eller 10.000 gange mere DNA i akvarievandet, ndr
de samholdes med de negative kontroller.
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Figur 9. Antallet af DNA-molekyler fundet med ddPCR per L vand filtreret. Med angivelse i farver for hvilke
"cartridges’ (filtersamlingsenheder) de enkelte filterskiver stammer fra. For sild (C. harengus), torsk (G.
morhua), sandmusling (M. arenaria), sortmundet kutling (N. melanostomus), skrubbe (P. flesus) og
redspaette (P. platessa). Forkortelser for filtertyper er som angivet i tabel 2. De negative kontroller (NK)
med ferskvand filtreret er markeret med grd lodrette zoner. De filterskiver, der har h@je maengder af DNA-
molekyler stammer fra forskellige ’cartridges’, hvor den anden filterskive har haft et lavere antal af DNA-
molekyler. Det lader altsé ikke til at enkelte ’cartridges’ har veeret bedre til at opsamle DNA-molekyler
end andre. Det er nok mere fordi den ene filterskive i en ’cartridge’ har akkumuleret mere DNA per L vand
filtreret, end den anden filterskive i samme ’cartridge’. For sterivex-filterenhederne var der ikke enkelte
"cartidges’, s& punkter og boxplot er for STX markeret med grd, og med ’NA’ for ’cartridge’-nummer.
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Figur 10. Antallet af DNA-molekyler fundet med ddPCR per L vand filtreret sammenholdt med tiden
(minutter) mellem afsluttet filtrering og indfrysning of filteret. Farvekodning og faconer p& symboler er
som i figur 7. Hovedpartne af filterenhederne blev bragt til fryseren indenfor under 1 time. Antallet aof
molekyler per L filtreret er mere eller mindre usendret for hver filtertype indenfor hver art indenfor den
time der gik inden filteret blev indfrosset. Hvilket her antages at veere et billede pé at det indsamlede
miljg-DNA ikke nér at henfalde indenfor den en time, der gik indtil filteret blev lagt i fryseren.
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4 Sammenfatning og konklusioner

Ingen af filterenheder blev i hgj grad blokeret af partikler under filtreringen, s& for de filterenheder hvor
filtreringen blev afsluttet inden de 5 L var pumpet igennem, var det fordi filtreringen tog for lang tid. At
filtreringen tog for lang tid kan bade skyldes filtermembranmaterialet og poresterrelse, men kan ogsa
vere et resultat af en mindre ophobning af partikler pa filteret, der resulterer i en nedgang i
gennemlobshastigheden. Men det var ikke fordi filterenhederne udviste tegn pa fuld blokering. Dette
skyldes sandsynligvis, at vandet i Helsingers udstillingsakvarie er meget rent, og at den filtrering, som
vandet i akvariet gennemgar, er mere effektiv, end hvad det indledningsvist var forventet.

Ud fra sammenligningen af niveauerne af miljg-DNA fra torsk, lader det til, at det er muligt at indfange op
imod tusind gange sa mange miljo-DNA-molekyler pa et PLC-filter med 3,0 pm porestorrelse (Figur 8) for
torsk (G. morhua). Dette kunne, ud fra denne ene art, tyde pa, at det er muligt at ge maengden af det
relevante milje-DNA, ved at skifte til en stgrre porestorrelse. Det var ikke muligt at se en tilsvarende
forpgelse for de andre arter, der blev forspgt detekteret. Det er uheldigt, da en forggelse i miljg-DNA
molekyler helst burde veere tilsvarende for flere end blot en enkelt art. At anbefale en anden filtertype og
anden porestarrelse pa baggrund af kun en art, ma nok betragtes som et meget spinkelt grundlag, for at
konkludere, at det kan veere fordelagtigt at skifte filtertype. Udover at denne forggelse i ophobning af
miljo-DNA molekyler, er der ogsa andre ulemper forbundet ved at benytte en anden type filter. Udfgrelsen
af filtreringsforseget gav mulighed for at inddrage flere overvejelser, der er vigtige i fald andre filtertyper
og porestarrelser skal tages i brug for at indsamle miljg-DNA molekyler.

At benytte filterskiver istedet for Sterivex filtre, hvor filtermembranen er indkapslet i en beskyttende
plastikcylinder, er ensbetydende med en sterre risiko for at fremmed DNA lettere kan forurene den
eksponerede filtermembran. Udskifting af filterskiver i 'cartridges’ og overfersel til 'falcon’-rer er ogsa
mere tidskraevende, end at afkoble et Sterivex filter. Et Sterivex filter kan hurtigt lukkes med propper i
begge ender, og forsynes med en maerkat med et unikt nummer, der angiver hvor preven stammer fra. Det
tager tid at skille en 'cartridge’ ad. Det tager ogsa tid at skylle en ’cartridge’ i klorin-oplgsing og derefter
skylle klorinen af med ethanol, og det kraever ekstra tid at vente pa at overskydende ethanol fordamper
fra den skyllede ’cartridge’. Med mange ’cartridges’ koblet pa samme ’manifold’, kan det ogsa tage
leengere tid at filtrere vand, i forhold til hvor hurtig gennemlgbshastigheden er for filtrering med Sterivex-
filter. | forsegsopstillingen i @resundsakvariet stod alle de enkelte dele roligt pa et bord, men filtering
ombord pa et skib i segang, kan gere adskillelse og samling af 'cartridges’ mere vanskelig, i forhold til
hvordan et Sterivex-filter er at handtere pa et bord, der star pa land.

| forsggsopstillingen i @resundskavariet var vandet af akvariets indpumpningssystem renset for sterre
partikler forinden. Dette sker, nar vandet til udstillingsakvarierne pumpes ind fra havnen. Fordi vandet i
udstillingsakvarierne var fri for storre partikler, var det ogsa relativt let at filtrere vandmaengder pa op til
5 L. Vandmaengder pa op til 5 L kunne uden problem filtreres igennem bade Sterivex-filtrer og igennem
de forskellige filterskiver (Figur 4). Ved feltarbejde har det ofte vist sig at Sterivex-filtrer let blokkeres af
partikler, der er opslemmet i vandet, hvilket ofte har resulteret i at vandmaengder pa under 1 L, eller
mindre, er alt der kan presses igennem et Sterivex-filter. Hvis hele forspgsopsaetningen i naervaerende
rapport blev gennemfart pa havvand, er det tvivlsomt om det ville veere muligt at presse op imod 5 L vand
igennem hvert Sterivex-filter. Det er heller ikke usandsynligt, at filterskiverne hurtigt bliver blokeret, hvis
vandet er fuldt af partikler. En tilsvarende forsggsopsaetning pa havvand ville sikkert ogsa have indvirkning
pa gennemlgbshastigheden for filterskiverne, og forege tiden, der er pakraevet for at fa en stor
vandmangde igennem filteret. En lav gennemlgbshastighed kan maske afhjaelpes med en kraftigere
peristaltisk pumpe, der kan levere et stgrre tryk pa bade 'manifold’ og ’cartridges’, hvilket dog vil kraeve
at bade slanger, filterenheder, 'manifold’ og 'cartridges’ skal kunne modsta et kraftigere tryk.



De ’cartridges’, der holder filterskiverne, skal samles og adskilles ved at bruge en skruemaskine. Udover
at det tager tid at samle og adskille de enkelte ’cartridges’ med skruemaskine, for at kunne udtage og
iseette nye filterskiver efter rensning og skylning af hver ’cartridge’, sa viste det sig ogsa at de samlende
gevind i hjgrnerne af hver ‘cartride’ let blev nedslidte. | lobet af de dage forsgget blev udfert, matte et par
"cartridges’ udga fra forsegsopseetningen, fordi deres samlende gevind i hjgrnerne var blevet slidt ned.
Ekstra ’cartridges’ kunne hjaelpe med til, at det stadig var muligt at gennemfore de nedvendige
filtreringer. Eller det er nedvendigt med lebende reparation af 'cartridges’. Vaelger man derfor at benytte
"cartridges’ med filterskiver under feltarbejde, ma det vaere ensbetydende med, at der medbringes og
klargeres flere ekstra ’cartridges’. Flere klargjorte ’cartridges’ vil betyde, at der kraeves mere arbejdstid
for at gare alle filterenheder parat. Det vil givetvis nok kraeve mere arbejdstid, end hvad der kan forventes
med at klargere Sterivex-filterenheder, og indfryse Sterivex-filterenheder.

Fordi filtrer med stgrre porestgrrelse end 0,45 pm ikke kan fas som indkapslede filterenheder, ligesom
Sterivex-filteret, er det nedvendigt at benytte en eller anden form for filterholder, nar der skal filtreres
vand med poresterrelse over 0,45 pm. | naervaerende studie, blev der udelukkende benyttet ’cartridges’,
som filterholder. Valget faldt pa ’cartrtidges’ fordi det var relativt let at koble mange ’cartridges’ til flere
pumper med hver deres 'manifold, og fordi alt udstyr med ’cartridges’ og pumper var muligt at leje ved
DMR. Det var ikke muligt at finde en udlejer af kolber og tragte. Alternativt, kunne opsaetningen have
benyttet tragte med filterholdere, som kan monteres pa koniske kolber med udsug. En sddan opsaetning
ville have gjort det muligt at filtrere med undertryk i stedet for med overtryk. | den opsaetning her med
"cartridges’ og 'manifold’er (Figur 1-2), blev filtreringen udfert af det overtryk den peristaltiske pumpe
presser vandet igennem filteret med. At bruge kolber og tragte ville afhjaelpe nogle af de besveerligheder,
der er med at adskille, rense, skylle og samle ’cartridges’. Fordelen ved en peristaltisk pumpe er, at der
kan opnas en sterre gennemlebshastighed med vand, der presses igennem et filter med overtryk, end der
kan med vand, der skal hives igennem et filter med undertryk. Med en kolbe med monteret filtertragt vil
det veere et undertryk, der skal traekke vandet igennem filteret. Med et undertryk er det vanskeligt at
forege gennemlebshastigheden yderligere, i forhold til hvad der kan opnas af gennemlgbshastighed med
et overtryk. Et undertryk vil kun kunne veksle mellem 0 og 1 atm tryk, mens et overtryk kan vaere alt over
1 atm, sa leenge filterenheden og slanger kan holde til overtrykket. Derudover er der ogsa arbejdstid
forbundet med at skulle adskille, rense, skylle og samle tragte og kolber, der skal holde filterskiverne.
Kolber og tragte kunne maske veere mere fordelagtige i forhold til, at der ikke er gevind og skruer, som
kan nedslides, men der er til gengeeld arbejdstid forbundet med at skulle handtere kolber, tragte og
filterskiver. En af fordelene ved at bruge Sterivex-filter, hvor filtermembranen er indkapslet, er at det er
nogenlunde hurtigt at samle et Sterivex-filtrer med en pumpe og slange, og det er nogenlunde hurtigt at
afkoble igen. Den anden fordel ved Sterivex-filter modellen er, at det er meget vanskeligt at komme til at
forurene filtermembranen med fremmed uvedkommende DNA, mens filteret handteres.

For kvantifikation af miljg-DNA-niveauer blev der i dette studie anvendt ddPCR, fremfor qPCR og fremfor
’eDNA metabarcoding’. Valget faldt pd ddPCR med artsspecifik detektion af miljo DNA-niveauer, da det
sikrer tusindvis af tekniske replikater, hvilket er flere replikater, end der kan udferes med qPCR. De
specifikke detektionssystemer, der her benyttes, giver et mere praecist billede af miljo-DNA fra de udvalgte
arter, i forhold til hvad generelle primere, som der bruges ved '’eDNA metabarcoding’, kan indfange.
Udfordringen med de generelle primere er, at de ikke n@dvendigvis vil indfange miljg-DNA fra alle arter
med lige stor effektivitet (Guri et al., 2024; Kelly et al., 2019).

| neervaerende studie blev der inkluderet en absolut fortyndingsserie af en positiv kontrol, hvilket sjeeldent
benyttes i artsspecifik detektion af miljg-DNA. | alle MONIS overvagningsprogrammer har en absolut
fortyndingsserie af en positiv kontrol dog altid veeret inkluderet (Knudsen et al., 2022; 2025). Mange
studier springer over, hvor geerdet er lavest, og benytter i stedet en fortynding af en genomisk ekstraktion
fra en vaevspreve En sadan fortynding af genomisk ekstraktion tager imidlertid ikke hgjde for, at antallet
af molekyler kan variere fra ekstraktion til ekstraktion og fra vaevspreve til veevsprave, som netop er det
den positive kontrol baseres pa. Med en absolut fortyndingsserie af en positiv kontrol, sikres der herved
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samme hgje og ensartede niveau for sammenlignelighed, som den der er blevet benyttet i MONIS-
projekterne.

Det var ikke muligt at indhente filterskiver med porestgrrelser imellem 0,8 ym og 3,0 pm, eller over 3,0
um. Det kan ikke udelukkes, at der i intervallet imellem 0,8 um og 3,0 ym, eller for poresterrelser over 3,0
pm, er bedre eller tilsvarende god mulighed for at tilbageholde det relevante miljg-DNA. Det vil veere
nedvendigt med et storre sammenlignende studie, for andre filterskiver med porestorrelser i disse
dimensioner, for at belyse dette neermere. | tidligere studier af forskellige filtermembraners evne til at
tilbageholde milje-DNA, har filtermembraner af glasfiber ogsa vist sig at veere relativt gode til at
tilbageholde miljo-DNA (f.eks. Spens et al., 2017; Majaneva et al., 2018). Glasfiber-filter er dog blevet
vurderet som veerende suboptimal i forhold til Sterivex-filterenheder (Spens et al., 2017). Hovesagligt
fordi glasfiber-filtrer kun leveres som filterskiver og ikke er lige sa praktiske for handtering som Sterivex-
filterenheder, nar der skal laves feltarbejde. Derudover kan glasfiber-filtrer temmelig let rives itu af for
stort et vandtryk (f.eks. Spens et al., 2017), hvilket gor det ngdvendigt, at glasfiber-filteret monteres i en
filterholder med et tykt stottefilter, s det ikke odelaegges af et hajt vandtryk. Et tykt stettefilter kan gore
vandgennemstrgmningen endnu mere langsom, hvilket s& kan veaere med til at forlaenge den tid, der er
nedvendig for at fa filtreret et tilstreekkeligt stort volumen vand.

Fremtidige studier i at sammenligne filterenheder og porestorrelser ber inkludere poresterrelser over 3,0
pum samt glasfiber-filtrer, og ber desuden gennemfgres pa havvand indsamlet direkte under feltarbejde.
Indsamling af havvand, kan veere med - som hos @resundsakvariet - eller uden forfiltrering, sa laenge
prover fra de enkelte trin bliver gemt og ekstraheret senere. Det miljg-DNA, der sa kan findes pa de
enkelte filtreringstrin, kan sa senere sammenholdes med de forskellige forfiltreringstrin. Det ma forventes,
at der hurtigt over kort tid kan ende med at vaere stor variation i miljg-DNA-sammensaetning pa en enkelt
lokalitet, da miljo-DNA diversitetesprofiler kan aendre sig indenfor fa timer (Jensen et al., 2022), da
organismerne flytter sig, og da selv mindre havstremme hurtigt flytter rundt pa miljg-DNA. Filtrering pa
havvand under feltarbejde med henblik pa efterfalgende sammenligning af forskellige filtertyper og
forskellige porestarrelser, vil derfor indebaere at alle filtreringer ber gennemferes og afsluttes sa hurtigt
som muligt, for at sikre at filterprgverne bliver s& ensartede som muligt. Bliver indsamlingen af de mange
filtertyper derimod spredt ud over for langt et tidsrum, vil der vaere sket en aendring i de organismer, som
er i neerheden af vandindsamlingen, hvorfor man da ikke laengere analyserer pa ‘det samme vand’.
Forandringer i niveauer af miljg-DNA vil sa risikere at blive en afspejling af, at der er sket et skifte i
artssammensaetningen, pa den lokalitet, der filtreres vand fra, i stedet for at veere en afspejling af de
forskellige filtertypers evne til at tilbageholde milje-DNA. £ndringerne i miljo-DNA diversitetsprofiler kan
ske indenfor fa timer, og det ma derfor tilstraebes at alle filtertyper og replikater filtreres indenfor mindre
en time eller to. Dette er iseer vigtigt i lyset af, at der kan vaere variation i miljg-DNA profiler pa samme
lokalitet indenfor fa timers interval (Jensen et al., 2020). Det vil ogsa, som i neerverende studie, veere
ngdvendigt med mange biologiske filterreplikater, for at daekke den variation, der kan vaere imellem
vandpregver fra samme lokalitet. Med mange biologiske filterreplikater, der skal indsamles sa hurtigt som
muligt, vil det veere nedvendigt med mange personer, der er involveret i filtreringsarbejdet. Selvom
filtrering med bade Sterivex-filterenheder og med filterskiver er nogenlunde let at tilga, vil det veere
nedvendigt, at alle involverede personer gennemgar en grundig indfgring i hvorledes, filtreringen skal
udferes. Hvis ikke filtreringen gennemfgres pa en ensartet facon, er der risiko for, at der vil veere alt for
stor variation imellem de biologiske filterreplikater, pa grund af at de personer, der har foretaget
filtreringen har gennemfort filtreringen forskelligt. Med mange filterskiver, der skal filtreres samtidigt
under feltarbejde, vil det ogsa kraeve meget udstyr. Det vil gere det nedvendigt, at der er adskillige pumper
og 'manifold’er og ’cartdriges’, der parallelt kan gennemfore filtrering pa mange forskellige filtertyper,
med forskellige poresterrelser og med mange replikater.



Alle filterprover blev i naervaerende studie ekstraheret med den samme ekstraktionsprotokol. Der findes
imidlertid ogsa andre ekstraktionsprotokoller og andre reagenser til ekstraktion. Et udvalg af forskellige
ekstraktionsprotokoller til ekstration af miljg-DNA fra vandprever er blevet sammenholdt i andre studier
(Deiner et al., 2015; Djuurhus et al., 2017). Djuurhus et al. (2017) fandt, at et "MoBio PowerWater DNA-
isolation kit’ var bedre end det her benyttede 'Qiagene DNeasy Blood and Tissue kit’, i hvert fald hvad
angik de diversitetsprofiler, som Djurhuss et al. (2017) kunne indhente fra vandprgverne med 'eDNA
metabarcoding’. Om det samme ekstraktionskit er lige sa& fordelagtig ved artsspecifik detektion af miljo-
DNA - som der udferes i MONIS-projekterne — er usikkert. Siden Djuurhus et al. (2017) gennemfgrte deres
studie pa forskellige ekstraktionsprotokoller, er ’"MoBio PowerWater DNA-isolation kittet vist nok blevet
opkebt af ’Qiagene’, og vist nok blevet omdgbt til 'Dneasy PowerWater kit’. Om dette nynavngivne
ekstraktions-kit stadig svarer til hvad Djuurhus et al. (2017) afprevede, er usikkert, og ber som minimum
afproves pa ny. Det var ikke muligt i naerveerende studie ogsad at afprove flere forskellige
ekstraktionsprotokoller. Det ville have kreevet et veesentligt sterre forseg. Der kan desuden veere variation
i, hvordan forskellige ekstraktionsprotokoller er i stand til at udvinde miljg-DNA fra filterenheder. For at
belyse hvorvidt ekstraktionsprotokollen kan optimeres, vil det vaere nedvendigt at saette et studie op
specifikt til dette formal, hvor der ikke benyttes forskellige filtertyper, men hvor der udelukkende varieres
pa hvilken protokol, der anvendes til ekstraktionen.

Niveauerne af miljg-DNA var kun forskellige fra de negative kontroller for torsk (Figur 8), de andre fem
arters miljg-DNA kunne ikke skelnes fra baggrundsniveauet af milj@-DNA i akvariet. At der er et
baggrundsniveau af miljg-DNA, er ikke overraskende, da forseget blev udfert i et lokale med mange
udstillingsakvarier, hvor det ma forventes, at der er mange vanddraber i luften, der kan baere miljo-DNA
rundt. Vandet, der blev filtreret, blev indsamlet fra netop det akvarium, hvor torskene befandt sig, hvillket
kan forklare, hvorfor det var let at detektere miljo-DNA fra netop torsk. Godt nok er alle akvarier i
udstillingen forbundet med samme vandsystem, men de lave niveauer af miljg-DNA fra de andre fem arter,
som her blev forsegt detekteret, kan betyde, at vandfordelingen i @resundsakavariet ikke er s& homogent
opblandet med de andre akvarier. Fire af de arter, der blev forsggt detekteret er bundlevende arter.
Sandmusling, sortmundet kutling, redspaette og skrubbe, lever alle taet ved bunden, og er ikke aktive i
akvariet som torsk og sild, der konstant svemmer rundt. Det kan skyldes flere ting, at det ikke var muligt
at skelne niveauerne af de bundlevende arters miljg-DNA fra baggrundsniveauet af miljo-DNA. For det
forste kan det skyldes der blev samlet vand ind i et akvarie, der var adskilt fra de andre arter, hvor
vandforsyningssystemet ikke kunne na at udskifte vandet for det transporterede miljg-DNA blev nedbrudt
eller renset vaek. For det andet kan det skyldes, at de bundlevende arters biologi og adfeerd ikke er
fordelagtig for et studie, der skal bruge godt opblandet vand, for at kunne detektere miljg-DNA. For sildens
vedkomne var det vanskeligt at skelne niveauerne af miljg-DNA fra baggrundsniveauet af miljg-DNA.
Arsagen til dette kan sandsynligvis tilskrives, at vandsystemet i akvariet er meget effektivt til at fjerne
partikler og afkastede celler, inden vandet fordeles videre rundt til akvariet med torsk, hvor vandet blev
indsamlet fra. Et fremtidigt studie med samme mal som naervaerende, ber derfor nok tilstraebe at filtrere
vand fra et akvarium, hvor alle de arter, der @nskes detekteret befinder sig samtidigt. Vandet kan ogsa
indhentes samtidigt fra mange parallele akvarier, og sa opblandes i en opsamlende beholder, inden vandet
derefter filtreres. Hvis nogle af de arter, der skal detekteres er bundlevende, ber det ogsa sikres, at der er
konstant grundig omrgring i akvariet, s& miljg-DNA fra bundlevende arter er godt opblandet i vandet. For
at forege chancen for at kunne detektere bade pelgaiske og bundlevende arter i det samme akvarie, skal
det ske med vandindtag fra bade toppen og bunden af akvariet, og derefter ma det indhentede vand sa
blandes godt op inden det filtreres.

Neerveerende studie er gennemfert med den begraensning, at der ikke var budget til at efterprove
porestarrelser og filterenheder pé rent faktiske vandprever af havvand indsamlet under feltarbejde.
Selvom resultaterne muligvis kan indikere, at der kan vaere fordel ved at bruge andre porestgrrelser, kan
partikler i vandet og vandets renhed vaere anderledes i en reel vandprgve indsamlet under feltarbejde.
Vandprever indsamlet under feltarbejde vil kunne afvige fra hvad, der kan udledes af vandprgver indsamlet
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i et akvarium (Li et al., 2018). Resultaterne fra den naervaerende rapport, kan derfor ikke betragtes som
endegyldige for at afgere, om der kan veere fordele ved at skifte til andre filterenheder og andre
poresterrelser. Der er mange faktorer, som kan veere med til at gere vandprever fra et marint
udstillingsakvarium forskellige fra marine vandprever indsamlet i felten. Der er derudover ogsa en del
faktorer, der ber tages hgjde for — blandt andet effektiviteten i akvariets vandsystem — som det ferst blev
klart efter analyserne var gennemfort, og at der nok ma forventes ekstra arbejdstid pakraevet med andre
filtertyper. Resultaterne her kan altsa hegjst betragtes som angivende for hvilke andre filtertyper, der ber
afproves pa vandprover indsamlet under reelt feltarbejde. Til gengeeld kan resultaterne i denne rapport
danne grundlag for et sterre forseg, der forseger at komme naermere spargsmalet, om der kunne vaere
fordele ved at benytte andre filtertyper og andre porestarrelser, end hvad der hidtil har vaeret benyttet i
NOVANA programmet i forbindelse med overvagning af miljg-DNA fra ikke-hjemmehgrende arter.
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6 Bilag A: Tabel med alle filterprover og vandvolu-
men og filtreringstidspunkt

Tabel Bilag A. Oversigt over de enkelte filterenheder, der blev benyttet i naervasrende studie.
'Filt.mbr.pore' angiver filtertypen med forkortelse som i tabel 2. 'Unk Filt nr' er et unkit prevenummer
tildelt hver enkelt filterenhed for at kunne skelne mellem alle prover. 'Filtreret volumen (mL)' angiver
hvor stort et volumen vand der blev filtreret igennem filteret i mL. 'Dato For Filtrering' angiver datoen
hvor filtreringen blev udfert. 'Tidspunkt Start Filt' angiver klokkeslaet for hvorndr filtreringen blev
begyndt. 'Tidspunkt Slut Filt' angiver klokkeslaet for hvornér filtreringen blev stoppet. 'Tidspunkt Filt
indfrosset' angiver klokkeslaet for hvorndr filteret blev lagt i -15 C fryser. 'Ekstraktionsdato’ angiver
datoen for hvorndr ekstraktionen fra filteret blev udfert, hvilket betyder at filteret har ligget i fryser fra
indsamlingsdato til ekstraktionsdato. 'konc (ng per uL)' angiver den koncentration (ng/uL) af miljo-DNA,
der blev mdlt umiddeltbart efter ekstraktionen fra filteret var afsluttet, og som er et mdl for alt DNA der
er i praven, béde fra eukaryote og prokaryote organismer. De prgver, der har nummer 'NEKO1’ til
’NEKO08’ repraesenterer negative ekstraktionskontroller, og er udfert p& kun de reagenser, der bruges for
at lave en ekstraktion fra en filterprover.

Tids-  Tids-

Unk  Filtreret Dato Tidspunkt .
Filt.mbr.pore Filt Volumen For PUISE (LI Filt P disEliens- e
N Start  Slut . dato (ng per uL)
nr (mL) filtrering Filt Filt indfrosset

STX 0.22 1 5000 2024-jul-16 1101 1417 1437 2024-aug-28 13,8
STX 0.22 2 5000 2024-jul-16 1101 1419 1437 2024-aug-28 14,6
STX 0.22 3 5000 2024-jul-16 1101 1419 1437 2024-aug-28 14,2
STX 0.22 4 5000 2024-jul-16 1101 1419 1437 2024-aug-28 18,1
STX 0.22 5 5000 2024-jul-16 1101 1419 1437 2024-aug-28 16,2
STX 0.22 6 5000 2024-jul-16 1101 1419 1437 2024-aug-28 20
STX 0.22 7 5000 2024-jul-16 1101 1419 1437 2024-aug-28 19,8
STX 0.22 8 5000 2024-jul-16 1101 1421 1437 2024-aug-28 14,8
PLC 0.22 9 4100 2024-jul-16 1140 1601 1705 2024-nov-14 14,2
PLC 0.22 10 4000 2024-jul-16 1140 1601 1705 2024-nov-14 13,2
PLC 0.22 11 3900 2024-jul-16 1140 1601 1705 2024-nov-14 14,3
PLC 0.22 12 3600 2024-jul-16 1140 1601 1705 2024-nov-12 9,05
PLC 0.22 13 2900 2024-jul-16 1140 1601 1705 2024-nov-12 9,95
PLC 0.22 14 3600 2024-jul-16 1140 1601 1705 2024-nov-12 15
PLC 0.22 15 3200 2024-jul-16 1140 1601 1705 2024-nov-12 13,6
PLC 0.22 16 3350 2024-jul-16 1140 1601 1705 2024-nov-12 10,3
PLC 0.22 17 3000 2024-jul-16 1140 1601 1705 2024-nov-11 7,3
PLC 0.22 18 4000 2024-jul-16 1140 1601 1705 2024-nov-12 11,8
PLC 0.22 19 4000 2024-jul-16 1140 1601 1705 2024-nov-12 12,1
PLC 0.22 20 3750 2024-jul-16 1140 1601 1705 2024-nov-11 12
PLC 0.22 21 3500 2024-jul-16 1140 1601 1705 2024-nov-11 10,6
PLC 0.22 22 3150 2024-jul-16 1140 1601 1705 2024-nov-11 10,8
PLC 0.22 23 3150 2024-jul-16 1140 1601 1705 2024-nov-11 11,4
PLC 0.22 24 3000 2024-jul-16 1140 1601 1705 2024-nov-12 12
PSE 0.22 25 4200 2024-jul-16 1226 1706 1806 2024-nov-14 13,4
PSE 0.22 26 4500 2024-jul-16 1226 1706 1806 2024-nov-14 16
PSE 0.22 27 3800 2024-jul-16 1226 1706 1806 2024-nov-14 13,1
PSE 0.22 28 4600 2024-jul-16 1226 1706 1806 2024-nov-14 14
PSE 0.22 29 3700 2024-jul-16 1226 1706 1806 2024-nov-14 12,8
PSE 0.22 30 3400 2024-jul-16 1226 1706 1806 2024-nov-14 14,2
PSE 0.22 31 750 2024-jul-16 1226 1706 1806 2024-nov-14 1,6
PSE 0.22 32 2100 2024-jul-16 1226 1706 1806 2024-nov-14 8,35
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13,4
14,6
16,8
13,7
11,1
13,2
15,6
15
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16
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15
12,8
11
13,8
14,4
13,6
13,8
12,6
13,4
14,6
15
17,4
13
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15,6
5,95
3,86
11,6
5,9
12,8
8,65
3,2
13,6
10,2
13,2
15,1
2,9
9,65
8,85
9,35
11,4
13
6,55
14,2
14
9,85
6,65
16,4
14,8
23
13
15,8
9,7
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NYL 0.45
NYL 0.45
NYL 0.45
NYL 0.45
NYL 0.45
NYL 0.45
NYL 0.45
NYL 0.45
NYL 0.45
NYL 0.45
NYL 0.45
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PLC 0.40
PLC 0.40
PLC 0.40
PLC 0.40
PLC 0.40
PLC 0.40
PLC 0.40
PLC 0.40
PLC 0.40
PLC 0.40
PLC 0.40
PLC 0.40
PLC 0.40
PLC 0.40
PLC 0.40
PLC 0.40
STX 0.45
STX 0.45
STX 0.45
STX 0.45
STX 0.45
STX 0.45
STX 0.45
STX 0.45
PSE 0.45
PSE 0.45
PSE 0.45
PSE 0.45
PSE 0.45
PSE 0.45
PSE 0.45
PSE 0.45
PSE 0.45
PSE 0.45
PSE 0.45
PSE 0.45
PSE 0.45
PSE 0.45
PSE 0.45
PSE 0.45
PLC 3.00
PLC 3.00
PLC 3.00
PLC 3.00
PLC 3.00
PLC 3.00

93

94

95

96

97

98

99
100
101
102
103
104
105
106
107
108
109
110
111
112
113
114
115
116
117
118
119
120
121
122
123
124
125
126
127
128
129
130
131
132
133
134
135
136
137
138
139
140
141
142
143
144
145
146
147
148
149
150

5000
3450
5000
4300
4100
5050
4550
5000
5100
4700
5000
4900
4900
5000
5000
5000
3700
4450
4700
5100
4500
3900
4350
4700
5600
5250
5250
5000
5000
5000
5000
4950
5000
5000
4950
5000
6500
5350
4900
5000
5100
5000
4450
5000
4900
5500
5350
4700
5300
4550
5000
5000
4350
5050
4500
5000
5000
4600

2024-jul-18
2024-jul-18
2024-jul-18
2024-jul-18
2024-jul-18
2024-jul-18
2024-jul-18
2024-jul-18
2024-jul-18
2024-jul-18
2024-jul-18
2024-jul-18
2024-jul-18
2024-jul-18
2024-jul-18
2024-jul-18
2024-jul-18
2024-jul-18
2024-jul-18
2024-jul-18
2024-jul-18
2024-jul-18
2024-jul-18
2024-jul-18
2024-jul-18
2024-jul-18
2024-jul-18
2024-jul-18
2024-jul-18
2024-jul-18
2024-jul-18
2024-jul-18
2024-jul-18
2024-jul-18
2024-jul-18
2024-jul-18
2024-jul-19
2024-jul-19
2024-jul-19
2024-jul-19
2024-jul-19
2024-jul-19
2024-jul-19
2024-jul-19
2024-jul-19
2024-jul-19
2024-jul-19
2024-jul-19
2024-jul-19
2024-jul-19
2024-jul-19
2024-jul-19
2024-jul-19
2024-jul-19
2024-jul-19
2024-jul-19
2024-jul-19
2024-jul-19

1031
1031
1031
1031
1031
1031
1031
1031
1031
1031
1031
1031
1115
1115
1115
1115
1115
1115
1115
1115
1115
1115
1115
1115
1115
1115
1115
1115
1136
1136
1136
1136
1136
1136
1136
1136
1020
1020
1020
1020
1020
1020
1020
1020
1020
1020
1020
1020
1020
1020
1020
1020
1101
1101
1101
1101
1101
1101

1409
1409
1428
1428
1541
1541
1632
1632
1638
1638
1644
1644
1549
1549
1600
1600
1612
1612
1623
1623
1651
1651
1702
1702
1721
1721
1721
1721
1457
1457
1457
1457
1457
1457
1457
1457
1141
1141
1233
1233
1244
1314
1414
1414
1452
1452
1621
1621
1629
1629
1709
1717
1422
1422
1432
1432
1440
1440

1417
1417
1442
1442
1551
1551
1650
1650
1650
1650
1650
1650
1611
1611
1611
1611
1631
1631
1631
1631
1659
1659
1711
1711
1735
1735
1735
1735
1514
1514
1514
1514
1514
1514
1514
1514
1150
1150
1243
1243
1321
1321
1430
1430
1505
1505
1639
1639
1639
1639
1723
1723
1430
1430
1447
1447
1447
1447

2024-nov-11
2024-nov-11
2024-nov-11
2024-0kt-29
2024-0kt-29
2024-nov-11
2024-nov-11
2024-nov-11
2024-nov-11
2024-nov-11
2024-nov-11
2024-nov-11
2024-okt-23
2024-okt-23
2024-okt-23
2024-okt-23
2024-okt-23
2024-okt-23
2024-okt-23
2024-okt-23
2024-okt-23
2024-okt-23
2024-okt-23
2024-okt-23
2024-okt-23
2024-okt-23
2024-okt-23
2024-okt-23
2024-aug-28
2024-aug-28
2024-aug-28
2024-aug-28
2024-aug-28
2024-aug-28
2024-aug-28
2024-aug-28
2024-aug-29
2024-aug-29
2024-aug-29
2024-aug-29
2024-aug-29
2024-aug-29
2024-aug-29
2024-aug-29
2024-aug-29
2024-aug-29
2024-aug-29
2024-aug-29
2024-aug-29
2024-aug-29
2024-aug-29
2024-aug-29
2024-nov-12
2024-nov-12
2024-nov-12
2024-nov-12
2024-nov-12
2024-nov-12

12,6
12,3
16,5
20,2
27,5
16,3
14,8
16
18,9
19,5
17,5
13,9
17,6
13,6
21,6
13,2
11,8
16,4
19,9
15,6
15,8
19
16
19,1
14
3,22
19
19,5
13,8
15,6
14,2
15
13,2
13,8
13,8
14
15,4
12,6
12,8
14,6
16,3
16
9,55
17,2
14,2
16,2
16
16,6
18,2
16,3
17,9
13,8
3,28
14,8
5,15
8,45
7,9
13,4




PLC 3.00

PLC 3.00

PLC 3.00

PLC 3.00

PLC 3.00

PLC 3.00

PLC 3.00

PLC 3.00

PLC 3.00

PLC 3.00

STX 0.22NK
STX 0.22NK
STX 0.22NK
STX 0.22NK
PLC 0.22NK
PLC 0.22NK
PLC 0.22NK
PLC 0.22NK
PSE 0.22NK
PSE 0.22NK
PSE 0.22NK
PSE 0.22NK
PLC 0.80NK
PLC 0.80NK
PLC 0.80NK
PLC 0.80NK
PLC 1.20NK
PLC 1.20NK
PLC 1.20NK
PLC 1.20NK
STX 0.45NK
STX 0.45NK
STX 0.45NK
STX 0.45NK
NYL 0.45NK
NYL 0.45NK
NYL 0.45NK
NYL 0.45NK
PLC 0.40NK
PLC 0.40NK
PLC 0.40NK
PLC 0.40NK
PSE 0.45NK
PSE 0.45NK
PSE 0.45NK
PSE 0.45NK
PLC 3.00NK
PLC 3.00NK
PLC 3.00NK
PLC 3.00NK
NoFilter NK
NoFilter NK
NoFilter NK
NoFilter NK
NoFilter NK
NoFilter NK
NoFilter NK
NoFilter NK

151
152
153
154
155
156
157
158
159
160
161
162
163
164
165
166
167
168
169
170
171
172
173
174
175
176
177
178
179
180
181
182
183
184
185
186
187
188
189
190
191
192
193
194
195
196
197
198
199
200
NEKO1
NEKO2
NEKO3
NEKO4
NEKO5
NEKO6
NEKO7
NEKO8

4800
5050
4850
5000
4050
5000
5000
3700
4300
5100
5000
5000
5000
5100
5000
5050
5250
5000
4650
4500
4400
4000
5000
4000
5000
5000
5200
4500
5000
5000
5000
5100
5000
5000
5000
4700
4650
5050
5000
5000
5450
5000
4700
4750
5550
4700
5000
5750
5000
5000

2024-jul-19
2024-jul-19
2024-jul-19
2024-jul-19
2024-jul-19
2024-jul-19
2024-jul-19
2024-jul-19
2024-jul-19
2024-jul-19
2024-jul-30
2024-jul-30
2024-jul-30
2024-jul-30
2024-jul-30
2024-jul-30
2024-jul-30
2024-jul-30
2024-jul-30
2024-jul-30
2024-jul-30
2024-jul-30
2024-jul-30
2024-jul-30
2024-jul-30
2024-jul-30
2024-jul-30
2024-jul-30
2024-jul-30
2024-jul-30
2024-jul-30
2024-jul-30
2024-jul-30
2024-jul-30
2024-jul-30
2024-jul-30
2024-jul-30
2024-jul-30
2024-jul-30
2024-jul-30
2024-jul-30
2024-jul-30
2024-jul-30
2024-jul-30
2024-jul-30
2024-jul-30
2024-jul-30
2024-jul-30
2024-jul-30
2024-jul-30

NA

NA

NA

NA

NA

NA

NA

NA

1101
1101
1101
1101
1101
1101
1101
1101
1101
1101
1055
1055
1055
1055
1305
1305
1305
1305
1305
1305
1305
1305
1305
1305
1305
1305
1305
1305
1305
1305
1056
1056
1056
1056
1425
1425
1425
1425
1521
1521
1552
1552
1615
1615
1657
1657
1743
1743
1755
1755

NA

NA

NA

NA

NA

NA

NA

NA

1537
1537
1554
1554
1614
1614
1651
1651
1735
1735
1432
1435
1437
1443
1948
2013
2030
2030
1537
1537
1552
1552
1819
1846
2000
2025
1617
1643
1656
1656
1355
1401
1401
1405
1555
1555
1744
1744
2139
2142
2038
2135
1730
1730
2022
2103
1909
1948
1908
1938

NA

NA

NA

NA

NA

NA

NA

NA

1548
1548
1601
1601
1639
1639
1659
1659
1751
1751
1453
1453
1453
1453
2047
2047
2047
2047
1622
1622
1834
1834
1857
1857
2047
2047
1703
1703
2010
2010
1414
1414
1414
1414
1622
1622
1758
1758
2148
2148
2148
2148
1758
1758
2112
2112
2010
2010
1945
1945

NA

NA

NA

NA

NA

NA

NA

NA

2024-nov-12
2024-nov-12
2024-nov-12
2024-nov-12
2024-nov-12
2024-nov-12
2024-nov-12
2024-nov-12
2024-nov-12
2024-nov-12
2024-aug-28
2024-aug-28
2024-aug-28
2024-aug-28
2024-sep-06
2024-sep-06
2024-sep-06
2024-aug-29
2024-aug-29
2024-aug-29
2024-aug-29
2024-aug-29
2024-okt-23
2024-okt-23
2024-okt-23
2024-okt-23
2024-nov-11
2024-nov-11
2024-nov-11
2024-nov-11
2024-aug-28
2024-aug-28
2024-aug-28
2024-aug-28
2024-sep-04
2024-sep-04
2024-sep-04
2024-sep-04
2024-okt-23
2024-okt-23
2024-okt-29
2024-okt-29
2024-okt-29
2024-okt-29
2024-okt-29
2024-okt-29
2024-aug-29
2024-aug-29
2024-aug-29
2024-aug-29
2024-aug-29
2024-sep-04
2024-sep-06
2024-okt-23
2024-okt-29
2024-nov-11
2024-nov-12
2024-nov-14

24,2
23,2
17,8
14,6
16,7
12,2
12,8

7,9
19,3
25,5
3,72
2,87
3,44
3,94
4,59

6,4
7,25
4,69
4,58
4,24
3,38

38



NIV~

Danmark

Rent vand - det er klart
NIVA Danmark er en dansk afdeling under Norsk institutt for vannforskning STI (NIVA), som er Norges vigtigste

miljoforskningsinstitut for vandfaglige spergsmal, og som arbejder med et bredt spektrum af miljg-, klima- og
ressourcespgrgsmal. Hos NIVA Danmark, som blev etableret i 2014, er forskning, engagement og uafhaengighed i
vores DNA. Vores primaere fokus er anvendelsesorienteret forskning i akvatiske gkosystemer, farst og fremmest
vandleb, sger, kystvande og abne havomrader. Nggleomrader for os er biodiversitet, eutrofiering, miljgfarlige
stoffer i bredeste forstand og gkosystemernes sundhedstilstand, herunder effekterne af forskellige menneskelige

aktiviteters indvirkning pa ekosystemerne, samt lgsninger pa de udfordringer vandmiljget har.
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