HAVNEOVERVAGNING AF IKKE-
HJEMMEH®@RENDE ARTER 2021

Havstrategiens deskriptor 2

Videnskabelig rapport fra DCE - Nationalt Center for Milje og Energi nr. 534

2023

AARHUS
/ \ ¥ UNIVERSITET
CENTER FOR MILJ@ OG ENERGI






HAVNEOVERVAGNING AF IKKE-
HJEMMEH®@RENDE ARTER 2021

Havstrategiens deskriptor 2

Videnskabelig rapport fra DCE - Nationalt Center for Milje og Energi nr. 534 2023

Nikolaj R. Andersen'
Peter A.U. Steehr!
Karolina R. Andersen!
Helle Buur

Hans H. Jakobsen!
Anne Winding?
Rumakanta Sapkota?

TAarhus Universitet, Institut for Ecoscience
2Aarhus Universitet, Institut for Miljevidenskab

AARHUS
NP UNIVERSITET

DCE - NATIONALT CENTER FOR MILJ@ OG ENERGI



Serietitel og nummer:
Kategori:

Titel:
Undertitel:

Forfatter(e):
Institution(er):

Udgiver:
URL:

Udgivelsesar:
Redaktion afsluttet:

Faglig kommentering:
Kvalitetssikring, DCE:
Sproglig kvalitetssikring:
Ekstern kommentering:

Finansiel statte:

Bedes citeret:

Sammenfatning:

Emneord:
Layout:
Illustrationer:
Foto forside:

ISBN:
ISSN (elektronisk):

Sideantal:

Internetversion:

Datablad

Videnskabelig rapport fra DCE - Nationalt Center for Milj og Energi nr. 534
R&dgivningsrapporter

Havneovervéagning af ikke-hjemmeherende arter 2021
Havstrategiens deskriptor 2

Nikolaj R. Andersen, Peter A.U. Stcehr, Karolina R. Andersen, Helle Buur, Hans H.
Jakobsen, Anne Winding, Rumakanta Sapkota
Aarhus Universitet, Institut for Ecoscience og Institut for Miljgvidenskab

Aarhus Universitet, DCE - Nationalt Center for Milje og Energi ©
http://dce.au.dk

Februar 2023
Februar 2023

Jakob Thyrring
Anja Skjoldborg Hansen
Charlotte Hviid

https://dce2.au.dk/pub/komm/SR534_komm.pdf

Miljgministeriet

Andersen, N.R,, Steehr, P.U., Andersen, K.R., Buur, H, Jakobsen, Hans H., Winding, A. &
Sapkota, R. 2023. Havneovervdgning af ikke-hjemmehgrende arter 2021.
Havstrategiens deskriptor 2. Aarhus Universitet, DCE - Nationalt Center for Milje og
Energi, 65 s. - Videnskabelig rapport nr. 534. http://dce2.au.dk/pub/SR534.pdf

Gengivelse tilladt med tydelig kildeangivelse

Rapporten leverer en kvantificering af ikke-hjemmehgrende arter i seks udvalgte
danske havne (Esbjerg Havn, Hirtshals Havn, Frederikshavn Havn, Aarhus Havn,
Fredericia Havn og Kgbenhavns Havn) ved anvendelse af konventionelle (skrab,
bundpraver og begroningsplader) og eDNA-baserede (GPCR) overvagningsmetoder.
| alt blev der fundet 24 ikke-hjemmehegrende arter i de seks havne, heraf to helt nye
arter for danske farvande. Sammenlignet med baseline undersegelser i 2017 var der
15 gengangere. Rapporten leverer en rcekke anbefalinger til optimering af den
fremtidige havneovervégning.

Ikke-hjemmehegrende arter; Havne, eDNA, Konventionelle metoder, Overvagning
Peter A.U. Stcehr
Nikolaj R. Andersen

Sinelobus vanhaareni- ny dansk ikke-hjemmeherende art. Foto af Helle Buur

978-87-7156-750-2
2244-9981

65

Rapporten er tilgaengelig i elektronisk format (pdf) som
http.//dce2.au.dk/pub/SR534.pdf




Indhold

Forord

Sammenfatning

Summary
1 Introduktion
2 Metoder og prevetagning

2.1 Konventionelle metoder

2.2 eDNA metode

2.3 PCR df ikke-hjemmehgrende arter
2.4 Kvantitativ PCR

2.5 Artsreqistrering

Resultater

3.1 Antal ikke-hjemmehearende arter

3.2 Beskrivelser af observerede ikke-hjemmehgrende arter

3.3  Sammenligning af ikke-hjemmeherende arter med
MONIS4 (baseline)

3.4  Sikkerhed i eDNA bestemmelserne

Diskussion

4.1  Evaluering af metoder
4.2  Sammenligning med baselinestudie

Anbefalinger til fremtidig havneovervagning
Referencer

Bilag

11

13
15
16
17
18

19

19
23

32
35

38

38
47

42

43

48






Forord

Denne rapport leverer nye data for overvagning af ikke-hjemmehgrende ma-
rine arter i seks stgrre danske havne ved brug af konventionelle provetag-
ningsmetoder samt eDNA (qPCR). Rapporten, som er bestilt og kommenteret
af Miljgstyrelsen, understotter NOVANA-moniteringen i de kystneere og
abne farvande med en mélrettet overvagning af marine ikke-hjemmehgrende
arter i hot spots (havne). Dette er en del af Danmarks havstrategi for perioden
2021-2026, hvor ikke-hjemmehgrende arter fremadrettet skal overvéges i seks
danske havne hvert andet ar. Foruden nye data, leverer rapporten en sam-
menligning med tidligere undersggelser og en raekke anbefalinger til fremti-
dig overvagning af ikke-hjemmehgrende arter i danske havne.



Sammenfatning

Denne rapport er en del af det danske marine overvagningsprogram for peri-
oden 2021-2026 og omfatter en kvantificering af ikke-hjemmehgrende arter
(eng. non-indigenous species (NIS) inkl. kryptogene arter) i 6 udvalgte danske
havne (Esbjerg Havn, Hirtshals Havn, Frederikshavn Havn, Aarhus Havn,
Fredericia Havn og Kebenhavns Havn). Projektet har til formal at registrere
antallet af ikke-hjemmehgrende arter ved anvendelse af konventionelle (skra-
beprover, bundprever og begroningsplader) og eDNA-baserede (qPCR) over-
vagningsmetoder i lobet af juni til oktober 2021. I alt blev der fundet 24 ikke-
hjemmehgrende arter (17 med konventionelle og 11 med eDNA metoder, 4 til
feelles) i de seks havne, varierende mellem 7 og 14 ikke-hjemmehgrende arter
i hver havn. To helt nye ikke-hjemmehgrende arter for danske farvande, blev
registreret (Schizoporella japonica og Sinelobus vanhaareni) i hhv. Esbjerg og Ke-
benhavns Havn med konventionelle metoder. Sammenlignet med baseline
undersggelsen af de 6 havne i 2017, hvor man fandt 32 ikke-hjemmeherende
arter, fandt vi 24 ikke-hjemmehgrende arter. Af disse var der 15 gengangere.
Rapporten giver afslutningsvis en reekke anbefalinger til optimering af den
fremtidige havneovervagning.



Summary

This report is part of the Danish marine monitoring program for the period
2021-2026 and involves quantification of non-indigenous species (NIS - in-
cluding cryptogenic species) in six selected major Danish harbors (Esbjerg,
Hirtshals, Frederikshavn, Aarhus, Fredericia and Copenhagen). The project,
which is financed by the Danish EPA, aims to register NIS during spring to
autumn of 2021, using a suite of conventional techniques (scraping samples,
sediment samples, settling plates) and eDNA-based (qPCR) techniques. In to-
tal 24 NIS species were found, 17 with conventional and 11 with eDNA meth-
ods, four in common for all six monitored harbors. The number of NIS per
harbor varied from 7 to 14. Two new NIS for Danish waters were observed
(Schizoporella japonica and Sinelobus vanhaareni) in Esbjerg and Copenhagen
ports, respectively. Compared with a baseline study from 2017 for the same
six harbors, where 32 NIS species were found, we observed 24 NIS of which
15 were also found previously. The report evaluates the applied methods and
provides recommendations for future NIS monitoring in Danish harbors.



1 Introdulktion

Marine arters geografiske spredning har altid veeret en naturlig proces, dog
har udbredelsen ogsa altid veeret begreenset af fysiske og miljebetingede
spredningsbarrierer. Gennem de sidste artusinder, i takt med en stigende be-
folkningsteethed, har menneskets aktiviteter, sdsom handel og rejser, ned-
brudt disse barrierer, hvilket har medfert en voldsom stigning i indvandring
af arter til nye omrader. Klimaforandringer har yderligere bidraget til at
fremme indvandring af mere varmeelskende arter (eg. Garcia-Gémez et al.
2020). Denne udveksling af ”ikke-hjemmehgrende” arter er derfor stigende i
takt med globaliseringen og foregar til omrdder som ligger leengere vaek end
tidligere (Thomsen et al., 2008). Ikke-hjemmehgrende terrestriske arter har i
mange dr veeret i fokus, og forst senere er opmaerksomheden blevet rettet mod
akvatiske indfersler (Thomsen et al., 2008).

”Ikke-hjemmehgrende” defineres som en art, underart eller lavere taxon in-
troduceret udenfor dens naturlige, tidligere eller nuveerende udbredelsesom-
rade (dvs. udenfor det omrade, hvor den forekommer naturligt eller ikke
kunne forekomme uden direkte/indirekte menneskelig introduktion), inklu-
siv en hvilken som helst af folgende dele; konscelle, frg, g eller afkom fra en
saddan art, som kan overleve og efterfolgende reproducere sig (IUCN, 2000).
Visse ikke-hjemmeherende arter klassificeres som kryptogene, dvs. at deres
oprindelse er ukendt, og de er muligvis ikke direkte introducerede, men kan
vaere ankommet grundet eendringer i miljeet, sdsom opvarmning (Tsiamis et
al.,, 2019). Uanset oprindelsen, kan en ikke-hjemmehgrende art sprede og etab-
lere sig og forarsage skadelige effekter pa de oprindelige arter og det modta-
gende gkosystem, og defineres i sa fald som en invasiv art. Invasive arter kan
medfere alvorlige gkologiske, skonomiske og helbredsmeessige konsekven-
ser (Thomsen et al., 2008). Det vurderes, at ikke-hjemmehgrende arter sam-
men med overudnyttelse af jordens ressourcer, klimaforandringer og forure-
ning udger en af de sterste trusler mod den biologiske mangfoldighed (WWF,
2022). Nar en ikke-hjemmehegrende art ferst har etableret sig i det marine
miljg, er den vanskelig at begreense eller bekeempe. De mest omkostningsef-
fektive midler i forhold til begreensning af ikke-hjemmeherende arter er der-
for forebyggelse eller en tidlig indsats (Haubrock at al., 2020). Pa europeeisk
plan er der derfor blevet iveerksat en reekke indsatser, sa som lovmaessige for-
anstaltninger, herunder EU Kommissionens Havstrategirammedirektiv
(MSFD) (EUROPA-PARLAMENTETS OG RADETS DIREKTIV 2008/56/EF),
som har til formal at opnd god gkologisk tilstand (Good Environmental Status
(GES)).  Kommissionens GES-afggrelse er der fastlagt ét primeert og to sekun-
deere kriterier for ikke-hjemmehgerende arter, herunder invasive arter: ”antal-
let af nye ikke-hjemmehgorende arter” (D2C1 primeert); “udbredelse og teethed
af etablerede ikke-hjemmehgrende og invasive arter” (D2C2 sekundert) og
“negative eendringer som folge af ikke-hjemmeherende og invasive arter”
(D2C3 sekundeert) (KOMMISSIONENS AFGURELSE (EU) 2017/848). EU-
medlemslandene, herunder Danmark, er forpligtet til at overvage, vurdere og
opna god gkologisk tilstand for disse GES-specificerede kriterier for ikke-
hjemmeherende arter. Som folge heraf, har Danmark i regi af det Nationale
Overvédgningsprogram for Vandmilje og Natur (NOVANA), noteret ikke-
hjemmehgrende arter som tilleegsinformation siden 2017, under en raekke af
de marine delprogrammer omfattende fytoplankton, zooplankton, makroal-
ger, anden vegetation pa bled bund og fauna pa bledbund, sandbund og



hardbund (Fossing & Steehr, 2017). Foruden data fra det marine overvag-
ningsprogram, indsendes data om nye ikke-hjemmehgrende arter til Miljosty-
relsen, som star for en regelmeessig opdatering af den samlede danske liste
over marine ikke-hjemmehorende arter (https://mst.dk/natur-vand/na-
tur/invasive-arter/hvilke-arter-er-invasive/ under fanen ”lkkehjemmehg-
rende arter i Danmark”).

I Danmark har man i lgbet af de seneste artier ligeledes set en hastig stigning,
hvormed nye marine ikke-hjemmehgrende arter introduceres til danske far-
vande (Steehr & Thomsen, 2012; Steehr et al., 2016; Steehr et al., 2020), og der
findes i dag over 100 ikke-hjemmehgrende marine arter registreret i Danmark
(Miljostyrelsen, 2022). Hvordan arterne er kommet hertil, er ikke altid kendt,
men meget tyder p4, at de storste spredningsveje er gennem fartojer (ballast-
vand og skrogbegroning) (Stranga & Katsanevakis, 2021; HELCOM, 2012).
Naér ballastvand og skrogbegroning spiller de stgrste roller som sprednings-
veje, er det forventeligt, at havne er hot spots for marine ikke-hjemmeherende
arter (Andersen et al., 2014).

De ikke-hjemmehgrende arter, som er relevante at monitere for danske havne,
er forste gang beskrevet af Jensen (2013) i forbindelse med en risikovurdering
af danske havne for "The International Convention For The Control And Ma-
nagement Of Ships' Ballast Water And Sediments”, som er en konvention,
som blev vedtaget af medlemslandene under International Maritime Organi-
zation (IMO) i 2017. Siden har “Monitoring of Non-Indigenous Species in Da-
nish Marine Waters (MONIS)” rapporterne, udfert af NIVA Danmark (An-
dersen et al. 2014, Andersen et al. 2016, Andersen et al. 2018), undersogt ikke-
hjemmehgrende arters forekomst i de danske farvande samt givet anbefalin-
ger til monitering af disse arter. Andre danske studier, bl.a. fra Aarhus Uni-
versitet, har ogsa undersegt udbredelsen af marine ikke-hjemmeherende ar-
ter (Steehr & Thomsen, 2012; Steehr et al., 2016; Steehr et al., 2020), hovedsage-
ligt baseret pAa NOVANA programmet. Den seneste og fjerde MONIS rapport
(Andersen et al., 2022) er den forste og indtil nu eneste landsdeekkende un-
derspgelse af forekomsten af ikke-hjemmehgrende arter i danske havne. Re-
sultaterne repraesenterer en baseline for forekomst af ikke-hjemmehgrende ar-
ter i 16 udvalgte danske havne.

EU Kommissionen har tidligere orienteret Danmark omkring behovet for at
iveerkseette en malrettet overvagning af marine ikke-hjemmehgrende arter i
hot spots og spredningsveje (COM/2017/03 final). I det seneste overvag-
ningsprogram for Danmarks havstrategi i 2021-2026 blev det derfor indarbej-
det, at ikke-hjemmeherende arter fremadrettet skal overvages i seks danske
havne hvert andet ar i bade forar og efterar (Miljo- og Fedevareministeriet,
2020). Det er denne overvagning i forar og efterar 2021 neerveerende projekt
afrapporterer. Havnene (Esbjerg Havn, Hirtshals Havn, Frederikshavn Havn,
Aarhus Havn, Fredericia Havn og Kebenhavns Havn) er udvalgt pa bag-
grund af deres deekningsgrad i forhold til HELCOM og OSPAR’s havomra-
der, storrelse og skibstrafik og derved deres potentiale som spredningsveje
for ikke-hjemmehgrende arter (Hansen et al., 2020).

I neerveerende undersggelse af de seks neevnte havne blev der anvendt kon-
ventionelle og molekyleere (eDNA-baseret) overvagningsmetoder. De kon-
ventionelle metoder er baseret pa HELCOM-OSPAR’s Joint Harmonized Pro-
cedure (JHP) (HELCOM-OSPAR, 2015), og den molekyleere metode er baseret
pa at detektere eDNA i en vandprove eller pa begroningsplader ved hjeelp af


https://mst.dk/natur-vand/natur/invasive-arter/hvilke-arter-er-invasive/
https://mst.dk/natur-vand/natur/invasive-arter/hvilke-arter-er-invasive/
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qPCR. Denne metode bygger pa ekstraktion af miljgDNA (eDNA) fra vand-
prover eller begroningsplader efterfulgt af kvantitative PCR (qPCR) detekti-
onssystemer med artsspecifikke primere og prober for 24 udvalgte ikke-hjem-
mehgrende marine arter (Andersen et al.,, 2018). Bdde konventionelle og
DNA-baserede metoder har fordele og begraensninger for detektion af ikke-
hjemmehgrende arter. De konventionelle er begreenset ift. hvor stort et under-
sogelsesomrade, de afdeekker, og den store taksonomisk ekspertise det kree-
ver at identificere de meget forskellige artsgrupper. Men der er til gengeeld
vished for, at en identificeret art rent faktisk er til stede pa lokaliteten. qPCR
metoden er meget folsom overfor selv sma spor af DNA-materiale, og mate-
riale indsamlet vha. vandprover forventes at repreesentere materiale fra et
storre geografisk omrade. Der er dog ikke vished for at et positivt resultat er
ensbetydende med detektion af en levende organisme, da DNA-materialet
kan oprinde fra mange, ogsd antropogene, kilder, og ikke ngdvendigvis fra
en levende organisme i neeromradet. Det anvendte qPCR system omfatter
flere fytoplankton arter, fisk og gopler som de valgte konventionelle metoder
ikke omfatter. Herved komplementerer de to tilgange hinanden.

Registreringen af ikke-hjemmehgrende arter foregik i juni 2021 og blev gen-
taget i september/oktober 2021. De resulterende data er efterfglgende blevet
indrapporteret til de relevante nationale og regionale dataholdere (Miljosty-
relsen, OSPAR, HELCOM, AquaNIS).



Figur 2.1. Angivelse af havnelo-
kaliteter. Der blev i alt undersogt
seks havne (Esbjerg, Hirtshals,
Frederikshavn, Aarhus, Frederi-
cia og Kgbenhavn) med tre stati-
oner i hver havn.

2 Metoder og prevetagning

Indsamling af feltprover blev foretaget i juni og september/oktober i 2021. I
alle seks havne; Esbjerg Havn, Hirtshals Havn, Frederikshavn Havn, Aarhus
Havn, Fredericia Havn og Kebenhavns Havn (Figur 2.1) blev de samme un-
dersogelsesmetoder anvendt. Indsamlingen blev foretaget pa tre stationer i
hver havn (Figur 2.2), hvis lokalitet blev udvalgt pd baggrund af skibstrafik i
samarbejde med de relevante havnemyndigheder.

. @
Hirtshals Havn ®

Frederikshavn Havn

@ Aarhus Havn

Esbjerg Hgyn ® Kgbenhavns Havn
Fredericia Havn

Prgvetagningsmetoderne er opdelt i to hovedgrupper, eDNA og konventio-
nelle metoder. eDNA-metoden indebar indsamling af vandprgver og materi-
ale fra begroningsplader i havnene med efterfelgende molekylaer analyse i la-
boratoriet, hvor de konventionelle metoder bestod af indsamling af biologisk
materiale ved anvendelse af skrab, bundprever og ved udseetning af begro-
ningsplader. Det biologiske materiale indsamlet med de konventionelle me-
toder blev efterfelgende oparbejdet og artsbestemt af en taksonom i laborato-
riet. Der er ikke blevet identificeret arter i felten. Alle prgver, bAde eDNA og
fra de konventionelle metoder, er indsamlet samme dag for hver havn.



Fredericia

Figur 2.2. Stationslokaliteter i hver havn. Der blev undersggt tre stationer i hver af de seks havne Kgbenhavn, Fredericia, Es-
bjerg, Aarhus, Frederikshavn og Hirtshals. Stationerne er i hver havn navngivet A — C.
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Indsamlingen af prever i juni og september/ oktober var identisk. Den eneste
provetagningsmetode, som ikke er indbefattet af dette, er begroningspla-
derne, som blev udsat i juni og indsamlet i september/oktober, og derved
ogsa eDNA fra begroningsplader. Den ellers identiske preovetagning mulig-
gor derfor ikke kun en sammenligning mellem de seks havne, men ogsa en
sammenligning af drstiden i antallet af ikke-hjemmehgrende arter i hver havn.
Vi beneevner alle individer “arter” gennem rapporten, selvom nogle fa indi-
vider kun er bestemt til hgjere taxonomisk niveau.



Figur 2.3. Begroningsplader an-
vendt i havnene.

Ved ankomst til hver station blev der mélt vandtemperatur, salinitet og dybde
vha. en handholdt CTD (YSI-professional plus) med interval pa 1 m, og vejr-
forholdene blev noteret, for arbejdet med indsamling af prever gik i gang.
Dette blev gjort for at kunne overholde den tekniske anvisning for eDNA-
baseret overvagning af ikke-hjemmehgrende marine arter, som foreskriver at
vandindsamling altid skal forega over en evt. lagdeling (Knudsen et al,,
2020a). CTD-data er ikke afrapporteret i denne rapport, men kun brugt til at
kunne overholde geeldende tekniske anvisninger pa de enkelte stationer. Sa-
linitetsdata er dog medtaget i forbindelse med indberetning til HELCOM og
OSPAR. Alle prover blev indsamlet fra molerne/broerne i havnene, og der er
ikke anvendt bad i dette projekt.

2.1 Konventionelle metoder

Begroningsplader

Denne feltmetode baserede sig pd HELCOMSs ”Guidelines for non-indigenous
species monitoring by extended Rapid Assessment Survey (eRAS)” (HEL-
COM, 2017). Begroningspladerne udseettes i forar/tidlig sommer og efterla-
des i havnen i 3-4 maneder. I neerveerende projekt blev begroningspladerne
placeret i juni 2021 i havnene og indhentet i slutningen af september - begyn-
delsen af oktober 2021. De anvendte plader er af PVC med dimensionerne 150
x 150 x 5 mm. I hver plade blev der boret et hul i centrum, og de blev herefter
slebet let med korn 120 sandpapir for at oge vedhzeftningen for dyr og planter.
Pladerne blev fordelt i vandsgilen, sa den nederste var 1 m over bund, den
overste 1 m under overfladen (ift. minimumsvandstand) og den midterste
med samme afstand til den gverste og nederste plade. Dette blev gjort med
ottetalsknob pa et 10 mm reb fastgjort til molen. For at holde rebet udstrakt
og lodret i vandsgjlen var der bundet en mursten for enden af rebet, som hvi-
lede pé bunden (Figur 2.3).




Figur 2.4. Handholdt Van Veen
grab og sigte anvendt i forbin-
delse med indsamling af bund-
praver.
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Ved hjemtagelse blev begroningspladerne taget forsigtigt ud af vandet, og for
hver station (3 stk.) blev disse konservereti 96 % ethanol til en slutkoncentra-
tion pd 70 % i en plastbeholder, hvor de blev fastlast pa en 10 mm bolt med
afstandsmetrikker for at skane dyr og planter. I laboratoriet blev der efterfel-
gende taget fotos af bade over- og underside af pladerne, og alle arter blev
herefter bestemt til lavest mulige taksonomiske niveau ved brug af stereolup
og mikroskop. Efterfglgende blev der taget prover fra pladerne til DNA-eks-
traktion (se 2.2.4).

Bundpraver

Denne feltmetode var baseret pa Joint HELCOM/OSPAR Guidelines on the
granting of exemptions under the International Convention for the Control
and Management of Ships’ Ballast Water and Sediments, Regulation A-4
(HELCOM, 2013) samt Teknisk Anvisning M19 (Hansen & Josefson, vers.3
2020). Proverne blev taget med en handholdt Van Veen grab (0,025 m?), og
der blev taget én bundpreve per station (Figur 2.4). Proven blev sigtet gennem
en 1 mm sigte pa havnen, og al materiale tilbageholdt over 1 mm blev konser-
veret i 96 % ethanol til en slutkoncentration pa 70 %.

Skrabepraver

Denne feltmetode baserer sig pa Joint HELCOM/OSPAR Guidelines on the
granting of exemptions under the International Convention for the Control
and Management of Ships’ Ballast Water and Sediments, Regulation A-4
(HELCOM, 2013). Skrabene blev foretaget pa harde strukturer i havnen, ty-
pisk mole-/spunsvaeggen, hvor dette var muligt. Der blev taget tre skrab per
station med ca. 10 m imellem hvert skrab. Skraberen er 10 cm bred, og det
afskrabede materiale blev opfanget i et net med maskesterrelse pa 1 mm (Fi-
gur 2.5). Der blev skrabet fra 1 m under overfladen til overfladen (ca. 0,1 m?)
per skrab. Det afskrabede materiale blev konserveret i 96 % ethanol til en slut-
koncentration pa 70 %, og arterne blev efterfolgende identificeret i laborato-
riet ved brug af stereolup og mikroskop med tilhgrende fotodokumentation.



Figur 2.5. Skraber som anvend-
tes i havnene til indsamling af
skrabepraver.

2.2 eDNA metode

Indsamling af vandpraver

Indsamling af vand til eDNA vandprever foregik 1 m under overfladen og
efter forskrifterne i teknisk anvisning (Knudsen et al., 2020a) med en 2 L Van
Dorn vandhenter fra firmaet KC Denmark A/S. For hver prove blev der fil-
treret op til 1500 ml og altid over 550 ml havvand henover et Sterivex filter.
For at minimere risikoen for DN A-kontaminering, blev udstyret skyllet grun-
digt mellem hver station.

DNA-ekstraktion fra ikke-hjemmeherende arter

De 24 forskellige ikke-hjemmeherende arters detektionssystemer blev verifi-
ceret ved at ekstrahere DNA fra de individuelle arter og amplificere dette
DNA ved en artsspecifik PCR. Disse ikke-hjemmehgrende artes specifikke
PCR-produkter fungerede som positive kontroller og for udarbejdelse af stan-
dardreekker i de specifikke qPCR detektionssystemer. For enkelte ikke-hjem-
mehorende arter modtog vi PCR-produkter fra P. Thomsen, AU, men for
langt de fleste ikke-hjemmehgrende arter indsamlede vi arten enten selv eller
via videnskabelige netveerk og ekstraherede DNA fra disse (Bilag 1).

Planktoniske ikke-hjemmeherende arter i kultur blev centrifugeret (7000 rpm
i 10 min) for at opkoncentrere cellerne. Vev fra stgrre ikke-hjemmehgorende
dyrearters veev blev skdret ud, idet materiale fra tarm, mund og overflade
blev undgéet. Fra ikke-hjemmehorende alger blev en del af algen ligeledes
udskdret. Efterfolgende blev materialet formalet i en morter under flydende
kveelstof. Derefter blev DNA ekstraheret med DNeasy Blood & Tissue kit (Qi-
AGEN) efter producentens protokol, bortset fra at preverne blev behandlet

15
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med 10 pl proteinase K (20 mg ml-1) (Promega) i mindst tre timer ved 56 °C
og 1000 rpm fer homogenisering med beads. DN A-koncentrationen blev

kvantificeret i et Qubit 4.0-fluorometer. Ekstraheret DNA blev fordelt i flere
1,5 ml Eppendorf-rer og opbevaret ved -20 °C. Alt arbejdet blev udfert en un-
der sterile forhold i en flowbeenk.

DNA-ekstraktion fra Sterivex filtre

DNA-ekstraktion fra Sterivex filtre blev udfert ved hjeelp af DNeasy Blood &
Tissue kit (Qiagen) med 'spin-kolonner' efter producentens protokol med fol-
gende modificeringer: 80 pL proteinase K (20 mg ml-1) blev tilsat sammen
med 720 pL ATL-buffer til filtret, som derefter blev inkuberet pa en rotor i et
varmeskab ved 55 °C (+ 1 °C) i 4 til 24 timer, sa filtratet var helt lyseret. Yder-
ligere trin i ekstraktionen fulgte producentens protokol. DNA-koncentratio-
nen blev kvantificeret i et Qubit 4.0-fluorometer. Ekstraheret DNA blev for-
delt i flere 1,5 ml Eppendorf-rer og opbevaret ved -20 °C, indtil det blev brugt
til kvantitativ PCR (qPCR). Alt arbejdet blev udfert under sterile forhold i en
flowbeenk.

DNA-ekstraktion fra begroningsplader

Indtil DNA-ekstraktion blev begroningspladerne opbevaret i plastikbokse
med 70 % ethanol. DNA blev ekstraheret fra over- og underside separat. Be-
groningsplader blev forsigtigt fjernet fra plastikboksen. Fra fem tilfeeldige ste-
der pa overfladen af hver begroningsplade blev materialet skrabet af og op-
samlet i et 50 ml ror. Proverne blev centrifugeret ved 3000 rpm i 5 minutter
for at fjerne mest muligt ethanol. Derefter blev prgverne luftterret i 1-2 timer
ved stuetemperatur for at afdampe de sidste rester af ethanol. Efterfolgende
blev proverne opbevaret ved -20 °C. Ved selve DNA-ekstraktionen blev prg-
verne fryseterret i 24 timer og derefter formalet i en Bead Beater (Bead Ruptor
Elite, Omni International) med 10-15 metal beads (o 2,4 mm) i 3 gange 30 se-
kunder ved 4 m sekl. Efter formalingen blev DNA ekstraheret fra 250 mg
prove ved hjelp af DNeasy PowerLyzer PowerSoil kit (QIAGEN) ifglge pro-
ducentens protokol. DNA-koncentrationen blev kvantificeret i et Qubit 4.0-
fluorometer. Ekstraheret DNA blev fordelt i flere 1,5 ml Eppendorf-rer og op-
bevaret ved -20 °C, indtil det blev brugt til kvantitativ PCR. Alt arbejdet blev
udfert under sterile forhold i en flowbaenk.

2.3 PCR daf ikke-hjemmehegrende arter

DNA eller deres PCR-produkter fra de ikke-hjemmehgrende arter blev PCR
amplificeret med de specifikke primere angivet i Andersen et al (2018) og
Knudsen et al. (2018 og 2020b, 2022). Se Bilag 2 for detaljer om anvendte de-
tektionssystemer. En PCR-reaktionsblanding pa 25 pl indeholdt 4 pl af DNA-
template (1-10 ng/ul), 0,5 pl af hhv forward og reverse primere (10 pM stam-
oplesning), 14,25 pul vand og 5 pl PCRBio HiFi-buffer med PCRBIO HiFi Po-
lymerase (2U/pl) (PCR Biosystems). PCR-cyklus bestod af en indledende de-
naturering ved 95 °C i 1 minut efterfulgt af 35 cykler pa 95 °C i 30 sek, 60 °C i
45 sek og 72 °C 60 sek og final elongation ved 72 °C i 5 min. Succesfuld ampli-
fikation blev testet ved kersel af 1,5 % agarosegel for PCR-produkterne blev
oprenset ved hjeelp af et QIAquick PCR-purification Kit (Qiagen, katalognum-
mer 28104). For PCR-produkter, der er mindre end 100 bp, blev Gel- og PCR-
oprensningskolonne (Macherey-Nagel) anvendt.



2.4 Kvantitativ PCR

Den kvantitative PCR (qPCR) til detektion af ikke-hjemmeherende arter
fulgte protokollen og detektionssystemerne i Andersen et al (2018) og Knud-
sen et al. (2018, 2020b og 2022). TagMan qPCR blev brugt til pavisning og
kvantificering af kopiantal af ikke-hjemmehgrende arter i eDNA fra vandprg-
ver og begroningsplader. For detektionen med qPCR blev alle TagMan-base-
rede detektionssystemer kontrolleret for deres specificitet ved qPCR amplifi-
kation af 10 x serielle fortyndinger af arternes DNA eller PCR-produkter. Li-
geledes blev Applied Biosystems TagMan Environmental Mastermix 2.0
(Thermo Fisher Scientific, Waltham, Massachusetts, United States) sammen-
lignet med Bio Probe Mix LoRox (PCR Biosystems) i reaktioner med eDNA.
Da sidstnaevnte udviste samme fglsomhed og er langt billigere, blev dette an-
vendt fremadrettet. Alle PCR amplifikationer blev udfert i et BioRAD Real-
time PCR-system (Life Technologies) med mikrotiterplader med 96 brende.
Primere og prober, der tidligere er beskrevet og udviklet af Andersen et al.
(2018) og Knudsen et al. (2020b og 2022), blev anvendt til pavisning og kvan-
tificering af kopiantal af 24 ikke-hjemmehgrende arter (Bilag 1). Totalvolumen
i PCR-reaktionen var 25 pl, bestdende af 3 1l eDNA template (1-10 ng ul-1), 1
pl af henholdsvis forward og reverse primer (10 pM stamoplesning), 0,5 pl
probe (5 pM stamoplesning), 7 pl sterilt vand og 12.5 pul qPCRBio Probe Mix
Lo Rox-Cobio (PCR Biosystems). I negative kontrolprgver var DNA template
erstattet med sterilt vand. Til standardraekker blev anvendt 3 pl 10x serielle
fortyndinger af ekstraheret DNA eller PCR-produkter. qPCR reaktionen be-
stod af en indledende denaturering ved 95 °C i 10 minutter efterfulgt af 50
cykler ved 95 °C1i30 s og 60 °C 145 s. Der blev anvendst tre tekniske replikater
for hver prove. Indledningsvist blev ikke-hjemmehgrende arter detekteret
ved qPCR med ekstraheret DNA som positive kontroller og til standardraek-
ker.

Til beregning af kopiantal blev serielle fortyndinger af oprensede PCR-pro-
dukter anvendt som positive kontroller og til standardraekker. Disse blev be-
regnet ved hjeelp af plots af kritisk teerskel (Ct) versus logaritmen af en ti
gange seriel fortynding af PCR-produkter. DNA-genkopiantal blev beregnet
ud fra standardraekken af Bio-Rad CFX-manager 3.1 (Bio-Rad, Hercules, USA)
ved hjeelp af DNA-koncentrationer af de serielle fortyndinger af PCR-produk-
ter.

Sikkerheden i detektionen af ikke-hjemmehgrende arter med qPCR kan
estimeres ud fra standardraekken og Ct veerdier (Cycle threshold value: veerdi
over baggrundsstgj, dvs hvor der er PCR-produkt). Limit of Detection (LOD)
er det laveste fortyndingsniveau i standardraekken med positivt signal (der
gav produkt) i minimum en ud af tre tekniske replikater, og Limit of
Quantification (LOQ) er det laveste fortyndingsniveau med positivt signal i
alle tre tekniske replikater (Knudsen et al. 2020). For hver enkelt
standardraekke beregnes LOD og LOQ, hvorefter miljoprevernes Ct veerdier
evalueres ift. disse veerdier:

e Hvid baggrund: alle tre tekniske replikater uden PCR produkt

¢  Gul baggrund: 1-3 replikater med produkt under LOD og dermed
svage spor af target DNA

e Orange baggrund: 1-3 replikater med produkt over LOD men under
LOQ og dermed svage spor af target DNA

. - baggrund: 1-2 replikater over LOQ og dermed target DNA
detekteret
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e Moporkegrd baggrund: alle tre replikater over LOQ og dermed hgje
koncentrationer af target DNA med mulighed for kvantificering.

De orange, rode og merkegra celler er altsd de detektioner med hgjst
sikkerhed, og disse detektioner er talt som positiv forekomst, mens fund med
gul baggrund er mindre sikre og ikke er talt med som positiv forekomst (ifglge
Knudsen et al. 2020a).

Vi analyserede forst alle prover med standardraekke baseret pa direkte eks-
traheret DNA fra malorganismerne. De positive prever (hvor der blev fundet
PCR produkt) blev derefter analyseret med standardraekke baseret pa PCR
produkter som positive kontroller og til estimering af kopiantal. Derved er de
positive prever blevet analyseret to gange.

2.5 Artsregistrering

Arter er medtaget som ikke-hjemmehgrende, hvis de optraeder pa den danske
“NIS”-bruttoliste, som omfatter badde ikke-hjemmehgrende og kryptogene ar-
ter. Desuden har vi konsulteret internationale lister over ikke-hjemmehg-
rende arter for nye fund observeret ved den konventionelle provetagning
(World Register of Introduced Marine Species (WRiMS)). For alle ikke-hjem-
mehgrende (bade registreret ved konventionelle metoder og qPCR) har vi an-
vendt nyeste taksonomiske litteratur og klassifikation ift. WORMS for at an-
vende aktuelle artsnavn.

For arter observeret ved brug af qPCR har vi accepteret disse som forekom-
mende, nar en ikke-hjemmehgrende art blev registreret i en eller flere af de
tekniske replikater med en veerdi over LOD, ogsé selvom preven var under
LOQ (Knudsen et al. 2020). I enkelte tilfeelde var der uoverensstemmelse mel-
lem detektion i forste qPCR med positive kontrolprever af veevs-DNA i for-
hold til ingen detektion i den anden qPCR med oprensede PCR-produkter
som positiv kontrol. I disse f4 tilfeelde blev veerdier ved ferste PCR medtaget.


https://www.marinespecies.org/introduced/

3 Resultater

Der er i alt observeret 24 ikke-hjemmehgrende arter, ved undersegelse af de
seks havne, som indgik i projektet. Heraf to nye observationer, som aldrig for
er set i Danmark. De to nye arter er Schizoporella japonica og Sinelobus vanhaareni.

Folgende resultatafsnit er opdelt i to hovedsektioner. Afsnit 3.1 omhandler
antallet af ikke-hjemmeherende arter fundet i hver havn ved hver indsam-
lingsmetode. Dette skaber et godt sammenligningsgrundlag pa tveers af
havne og metoder i forhold til hvor mange ikke-hjemmehgrende arter, der er
observeret i projektet. Afsnit 3.2 inkluderer en mere detaljeret beskrivelse af
de enkelte arter samt i hvilke havne de blev fundet.

Anvendelse af samme indsamlingsdesign og brug af metoder ger, at resulta-
terne kan sammenlignes direkte havnene imellem. Der er dog fa undtagelser
som ger sig geeldende:

e P4 station A og B i Hirtshals var havbunden meget stenet, hvilket be-
sveerliggjorde indsamling af sedimentprgver med Van Veen Grab.
Prgven pa Station A blev kasseret. Prgven pa Station B blev analyse-
ret, men indeholdt et meget lille sedimentvolumen.

e DPé station A og B i Fredericia, station C i Kgbenhavn og Station A i
Hirtshals manglede begroningspladerne ved efterdrets indsamling.

Disse fem stationer kan derfor veere underrepraesenteret i forhold til antallet
af ikke-hjemmehgrende arter observeret.

3.1 Antal ikke-hjemmehgrende arter

Antal per havn

Samlet set var Esbjerg og Aarhus Havn de havne med flest observationer af
ikke-hjemmeherende arter (14 i hver havn) og Hirtshals Havn den med feer-
rest (7). I Frederikshavn Havn, Fredericia Havn og Kebenhavns Havn blev
der fundet hhv. 13, 12 og 13 ikke-hjemmehgrende arter (Figur 3.1). Hirtshals
Havn skiller sig ud ved, at der er observeret noget lavere antal ikke-hjemme-
hgrende arter end i de 5 andre havne. Der var udfordringer med indsamling
af sedimentprever pa to stationer i Hirtshals Havn, som umiddelbart ville
kunne forklare det lave antal observationer af ikke-hjemmehgrende arter. Det
samlede antal arter (ikke-hjemmehorende og hjemmehgrende) fundet ved vi-
suel gennemgang af preverne var 67 i Hirtshals Havn, hvilket var pa hejde
med de andre havne. Det lavere antal ikke-hjemmehgrende arter i Hirtshals
Havn lader saledes ikke til at skyldes utilstraekkelig konventionel prgvetag-
ning. Der blev dog ikke fundet nogle ikke-hjemmehgrende arter ved de to
andre konventionelle indsamlingsmetoder, begroningsplader og skrabeprg-
ver, hvilket derfor indikerer, at der reelt var feerre ikke-hjemmehgrende arter
i Hirtshals Havn.
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Figur 3.1. Det samlede antal ikke-hjemmehgrende arter fundet pa alle tre stationer i hver havn i bade juni og september/okto-

ber.
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Antal per gruppe

Vi har opdelt de ikke-hjemmehgrende arter i fire grupper; fytoplankton, in-
vertebrater, makroalger, og zooplankton. Fordeling i antal ikke-hjemmehgo-
rende arter baseret pa grupperne varierer havnene imellem. Makroalger ud-
gor f.eks. 29 % i Aarhus, hvorimod gruppen slet ikke er repreesenteret i Es-
bjerg og Kgbenhavn. Invertebrater udger 71 % i Esbjerg men kun 14 % i Hirts-
hals. Det lave antal invertebrater observeret i Hirtshals Havn heenger igen
sammen med, at indsamlingen af sedimentpreverne pé to stationer i denne
havn var besveerliggjort af stenet bund bade ved juni og september/oktober
indsamlingen, hvorved invertebrater i den blade bund er underrepraesente-
ret.

Antal per station

Indenfor hver havn fandt vi generelt en lav variation i antallet af ikke-hjem-
mehgrende arter stationerne imellem (Figur 3.2). En undtagelse var Fredericia
Havn, hvor antallet af ikke-hjemmehgrende arter varierede mellem 5 og 12
per station. Det er veerd igen at bemeerke, at der pa ingen stationer i Hirtshals
Havn blev fundet ikke-hjemmehgrende arter vha. de konventionelle metoder.
Alle blev fundet vha. eDNA-teknikken, og disse arter er primeert fyto- og
zooplankton (Tabel 3.1), dvs. grupper som de konventionelle metoder ikke
adresserer.
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Figur 3.2. Det samlede antal af ikke-hjemmehgrende arter fundet pa hver station i bade juni og september/oktober i de seks

havne undersggt i projektet.

Antal per metode

I projektet er der blevet anvendt fem indsamlingsmetoder, hvor to baserer sig
pa molekyleer identifikation (eDNA fra begroningsplader og eDNA fra vand-
prover), og tre baserer sig pa konventionelle metoder (sediment, skrabeprove
og begroningsplader). Antallet af ikke-hjemmeherende arter var hgjst i sedi-
mentpreverne, hvor der i alt blev fundet 15 ikke-hjemmeheorende arter. I skra-
beproverne blev der observeret otte ikke-hjemmehgrende arter, hvilket er ca.
halvdelen af, hvad der blev fundet i sedimentprgverne. For de resterende me-
toder fordeler antal af observationer sig med 10, 10 og 9 ikke-hjemmehgrende
arter i hhv. eDNA begroningsplade, eDNA vandpreve og begroningsplader
(Figur 3.3). Opdelt mellem eDNA og konventionelle metoder fandt vi samlet
11 arter med eDNA og 17 med konventionelle metoder. Af disse fandt vi fire
arter med begge metoder.
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Figur 3.3. Det samlede antal ikke-hjemmehgrende arter fundet ved hver indsamlingsmetode i projektet. Veer opmeerksom p3, at
de to molekylaere metoder (eDNA begroningsplade og eDNA vandpreve) kun analyserer for 24 foruddefinerede arter, og at
f.eks. fisk, zoo- og fytoplankton ikke indgar i de konventionelle metoder (sediment, skrabeprave og begroningsplade).
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I alle havne, pa neer Kebenhavns Havn, blev der fundet flere ikke-hjemmehg-
rende arter ved indsamlingen i september/oktober end ved indsamlingen i
juni (Figur 3.4). I Kebenhavns Havn blev det samme antal observeret i bade
juni og september/ oktober.
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Figur 3.4. Det samlede antal ikke-hjemmehgrende arter observet i hhv. juni og september/oktober. Vaer opmaerksom péa at de
to metoder, eDNA begroningsplader og begroningsplader, kun blev indsamlet i efteraret. Disse to metoder forklarer dog kun
omkring 13 % af den gennemnsnitlige foragelse pa 89 % i antallet af observerede ikke-hjemmehgrende arter ved indsamling i

hhv. juni og september/oktober.
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Det er dog ikke nedvendigvis de samme arter, der bliver fundet i juni og sep-
tember/ oktober i hver havn. Det betyder, at fa arter ikke ville blive observe-
ret, hvis man f.eks. kun indsamlede i september/oktober. Helt preecist ville
man ikke finde Pseudochattonella verruculosa i Esbjerg Havn, Mya arenaria i
Hirtshals Havn, Alitta succinea i Aarhus Havn og Pseudochattonella verruculosa
og P. farcimen i Kebenhavns Havn. I Frederikshavn og Fredericia Havn, blev
alle arter observeret i juni ogsa observeret ved september/oktober indsamlin-
gen. Da begroningsplader kun bliver indsamlet og analyseret i september / ok-
tober, er det ikke muligt at sammenligne detekterede arter pa begroningspla-
der med juni indsamlingen.
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Den gennemsnitlige forggelse for alle seks havne af observationer af ikke-
hjemmeherende arter er 89 % ved sammenligning af september/ oktober i for-
hold til indsamling i juni. En del af grunden til det hgjere antal observationer
i efteraret er som tidligere neevnt, at eDNA begroningsplader og begronings-
plader kun bliver medtaget i analysen for september/oktober. Hvis man fjer-
ner disse to metoder fra analysen, bliver der stadig fundet 76 % flere arter i
alle havne ved indsamling i september/oktober i forhold til indsamling i juni.

3.2 Beskrivelser af observerede ikke-hjemmmehgrende arter

Arternes fordeling i havnene

I projektet blev der samlet observeret 24 ikke-hjemmehgrende arter péd de i alt
18 undersggte stationer (tre stationer i hver af de seks havne). Udbredelsen af
disse 24 arter pa 18 stationer fremgar af Figur 3.5. Hvis man tager bade juni
og september/oktober indsamlingen i betragtning, er fytoplanktonarten
Prorocentrum cordatum samt zooplanktonarten Mnemiopsis leidyi fundet pa alle
18 stationer. Den mindst udbredte ikke-hjemmehgrende-art er makroalgen
Dasya sp., som kun er fundet pa én station.
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Figur 3.5. Antal stationer hvor de 24 ikke-hjemmehgrende arter blev observeret. Der indgik i alt 18 stationer i projektet; tre stati-
oner i hver af de seks havne.

Korte artsbeskrivelser

To nye arter for Danske farvande blev observeret i projektet. Den ene er mos-
dyret Schizoporella japonica, fra det nordestlige Stillehav, som blev fundet i
Esbjerg Havn (Figur 3.6). Den kan danne store orange beleegninger pa skibe
og sten, og den er klassificeret som invasiv. Arten har andre steder spredt sig
meget pa kort tid og danner store (tykke) beleegninger, der overgror andre
arter, og derved eksempelvis kan kveele muslinger (Risk Assessment, 2020).
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Figur 3.6. Mosdyret Schizopo-
rella japonica fundet i Esbjerg
Havn, 2021. Dette er forste ob-
servation i Danmark. Foto: Helle
Buur

Figur 3.7. Krebsdyret Klotanglus
(Sinelobus vanhaareni) fundet i
Kgbenhavns Havn, 2021. Dette
er farste bekreeftede observation
i Danmark. Foto: Helle Buur.

24

Den anden nye art, der er registreret, er en klotanglus Sinelobus vanhaareni
(Figur 3.7). Den blev fundet i Kebenhavns Havn. Ifelge Kathe Jensen, KU
skulle arten allerede veere set i Kebenhavns Havn i 2019 af en specialestude-
rende - dette fund er dog ikke endeligt bekreeftet. Arten blev forst registeret i
Europa i 2006, og undersogelser fra Jstersgen viser, at den har spredt sig
langs de finske kyster og optraeder i forskellige typer af habitater, sa som ale-
greesbede, tangskove og i havne/marinaer. Man ved ikke hvor den har sin
oprindelse og kun lidt om spredningen til Europa samt mulige invasive effek-
ter (Gagnon et al., 2022).

Der optreeder i alt seks forskellige ikke-hjemmehgrende krebsdyr i havnene.
Rur optreeder ofte talrigt pa sten, muslinger og ikke mindst som uenskede
begroninger pa skibe. Rurarterne er sveere at artsbestemme, og det har kun
vaeret muligt med en sikker artsbestemmelse i Esbjerg Havn, hvor der er fun-
det to ikke-hjemmeherende arter. Rurarten Amphibalanus improvisus, ogsa
kendt som brakvandsrur, har i over 200 ar veeret en del af den danske fauna
og findes i alle danske farvandsomrader (Jensen, 2015). En anden rurart som
dukkede op i Esbjerg Havn var Austrominius modestus, kaldet Firepladet rur
pa dansk. Arten stammer fra New Zealand og ankom til Europa under 2. Ver-
denskrig. Den ses nu talrigt i bl.a. Vadehavsomradet. Den beskrives som in-
vasiv og den har en meget bred temperatur- og salinitetstolerance, hurtig
vaekst, hgj reproduktion og en hgj tolerance for uklart vand (CABI-Invasive
species compendium -Austrominius modestus).

Blandt krebsdyrene ses ogsa en velkendt art for de fleste, nemlig Palaemon
elegans, tangrejen. Tangrejen er opfert pa listen over ikke-hjemmehgrende ar-
ter, men er naturligt hjemmehgrende langs de europeeiske Atlanterhavskyster



og i Middelhavet. I Osterssomrddet har den dog ikke tidligere veeret til stede,
og her konkurrerer den bl.a. med Palaemon adspersus, Roskilderejen. Det er
veerd at bemeerke, at der er usikkerhed om, hvorvidt P. elegans skal behandles
som en ikke-hjemmeherende art, da spredningsvektoren for introduktion af
arten er ukendt. Det er saledes uklart, om spredningen af P. elegans skal be-
tragtes som en naturlig ekspansion af dens udbredelsesomrade fra Atlanter-
havskysterne, som beriger vores lokale fauna (CABI-Invasive species com-
pendium -Palaemon elegans).

Foruden rur og rejer, optreeder der ogsé to ikke-hjemmeherende krabber. He-
migrapsus takanoi, Pensel-klippekrabbe og Rhithropanopeus harrisii, Ostame-
rikansk brakvandskrabbe (Figur 3.8). Hemigrapsus-krabben blev fundet i Es-
bjerg Havn, og den lille krabbe (maks. 3 cm) er kendt fra omradet, da de er re-
gisteret i stort antal pa de neerliggende Stillehavsgstersbanker. Forste registre-
rede fund af Hemigrapsus-krabber var pa Reme i 2011 (Tendal & Jensen, 2015).
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Figur 3.8. Ostamerikansk brak-
vandskrabbe (Rhithropanopeus
harrisii) fundet i Kebenhavns
Havn.
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Den Ostamerikanske brakvandskrabbe, Rhithropanopeus harrisii, er endnu
mindre (ca. 1,5 cm), og den blev fundet i Kebenhavns Havn i neerveerende
projekt. Forud for indsamlingen blev tre eksemplarer ogsd indsamlet af en
medarbejder ved Amager Naturcenter, og identifikationen verificeret af DCE.
Det var ogsa i Kebenhavns Havn, at den blev registreret forste gang i 1953, og
siden 2008 er den begyndt at sprede sig yderligere til det sydestlige Danmark.
Hvordan de tre krabbearter pavirker eksempelvis den hjemmehgrende dan-
ske strandkrabbe og fodekeederne generelt, er endnu meget lidt belyst (Fak-
taark invasive arter, 2022).

Der blev ogsa registeret to store markante muslingearter, nemlig den naesten
hjemmehgrende Mya arenaria, Almindelig sandmusling, som har veeret en
del af den danske fauna siden 1300-tallet og som af mange, ikke opfattes som
en ikke-hjemmehgrende art. Den er udbredt i alle danske farvande (Jensen,
2010) og blev registreret i samtlige seks havne undersegt i projektet.

Den anden musling er Magallana gigas, Stillehavsgsters, som efterhanden
ogsa har spredt sig til store dele af de danske farvande. I projektet blev den
fundet i samtlige havne med undtagelse af Hirtshals Havn. Stillehavsgsters er
en velkendt bioingenigr med stor spredningsevne og klassificeret som inva-
siv, da den bl.a. konkurrerer med den Europeiske gsters og Blamuslingen om
plads og fede. Den vokser hurtigere, gyder flere aeg og har ikke naturlige fjen-
der. Et studie viste, at stillehavsgsters havde feerre arter tilknyttet end den
europeaiske gsters, hvilket potentielt kunne betyde et fald i biodiversiteten
(Tendal & Jensen, 2015).

Foruden muslingerne blev der ogsa registeret Crepidula fornicata, toffel-
snegl, i Esbjerg Havn og i Frederikshavn Havn. Den specielle snegl med den
tynde hvide plade inden for mundingen er kommet til Danmark med osters-
yngel i 1934. Arten har bredt sig til alle danske farvande med undtagelse af
gstersgomradet, hvor saliniteten er for lav. Den kan lokalt danne meget store
bestande (Faktaark invasive arter, 2022).



Figur 3.9. Alitta succinea fundet i
Frederikshavns Havn, Aarhus
Havn, Fredericia Havn og Kgben-
havns Havn. Foto: Helle Buur.

Figur 3.10. Polydora cornuta
fundet i alle havne pa neer Hirts-
hals. Foto: Helle Buur.

Blandt de registrerede ikke-hjemmehgrende arter optraeder ogsa fire havber-
steorme, som man klassificerer som kryptogene, dvs. oprindelse ukendt (Mil-
jostyrelsen, 2022). Det drejer sig om arterne Alitta succinea (Figur 3.9), Polyd-
ora cornuta (Figur 3.10), Streblospio benedicti (Figur 3.11) og Tharyx killari-
ensis (Figur 3.12). Alitta succinea blev registeret i Frederikshavns Havn, Aar-
hus Havn, Fredericia Havn og Kebenhavns Havn. Tharyx killariensis og
Streblospio shrubsolii blev fundet i henholdsvis Fredericia Havn og Keben-
havns Havn. Polydora cornuta var til stede i samtlige havne med undtagelse af
Hirtshals Havn.
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Figur 3.11. Streblospio benedicti
fundet i Kebenhavns Havn. Foto:
Helle Buur

Figur 3.12. Tharyx killariensis
fundet i Fredericia Havn.
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Der blev registret fem arter af makroalger, tre redalger og to brunalger. Bon-
nemaisonia hamifera, rodtot-algen, (Figur 3.13) danner fine enradede trdde
og bliver kun 1-2 cm. Den vokser bl.a. pd andre makroalger og sten. Arten er
indvandret til Europa i 1890, og de ferste fund i Danmark var i Limfjorden i
1901 (Nielsen et al., 2019). I forbindelse med neerveerende projekt blev arten
registreret i Hirtshals Havn, Frederikshavn Havn, Aarhus Havn og Fredericia
Havn. Dasysiphonia japonica, Japansk dusklyng, (Figur 3.14) danner ogsa
fin-grenede rede buske, men bliver lidt sterre; op til 17 cm. Den invasive art
stammer, som navnet indikerer, ogsé fra Japan som mange af de andre arter,
og har spredt sig i Nordatlanten. Algen blev fundet forste gang i 2004 i Dan-
mark, har spredt sig meget siden og blev i dette projekt fundet i havnene i
Frederikshavn, Aarhus og Fredericia.



Figur 3.13. Bonnemaisonia hami-
fera fundet i Hirtshals Havn, Fre-
derikshavn Havn og Aarhus
Havn.

Figur 3.14. Dasysiphonia japo-
nica fundet i Frederikshavn Havn,
Aarhus Havn og Fredericia
Havn.Figur 1.15. Foto: Helle
Buur.

Figur 3.16. Dasya sp. fundet i
Aarhus Havn. Foto: Steffen Lund-
steen.

Sleegten Dasya, dusktang (Figur 3.15), indeholder mange arter, som er sveere
at skelne. I Danmark referer Dusktang til Dasya pedicellata eller Dasya baillovi-
ana, men i den hollandske del af Vadehavet optreeder ogsé Dasya sessilis (Gi-
MaRIS, 2019). I neerveerende projekt holder vi os derfor til sleegtsnavnet Dasya
sp. Alle Dasya-arterne er dog ikke-hjemmehgrende i Danmark, og den ferste
lgst-drivende alge blev registreret i Storebeelt i 1961 (Nielsen et al., 2019).
Dusktang kan blive 25-75 cm, og den er meget karakteristisk med dens trinde
hovedgrene og smé harskud, der ger, at algen ser lodden ud (Nielsen et al.,
2019). Dasya sp. blev fundet i Aarhus Havn.

29



30

Brunalgen Sargassum muticum, Butbleret sargassotang, der oprindeligt
kommer fra Japan, spredte sig sydfra til Danmark. Arten har spredt sig til alle
danske farvande med en saltholdighed hgjere end 16. Butbleeret sargassotang
kan fortreenge hjemmeheorende makroalger (Steehr et al., 2000). De specielle
brunalger, Osterstyve, Colpomenia peregrina, er hule klumpede/saekformede
alger. De anses for at veere en invasiv art i Vesteuropa, og de er forste gang
registreret i Limfjorden i 1984 (Nielsen & Lundsteen, 2019).

Amerikansk ribbegople, Mnemiopsis leidyi, der stammer fra den amerikan-
ske gstkyst, har siden 2005 bredt sig til alle danske farvande (Tendal et al.,
2007). Den spiser bl.a. zooplankton og fiskelarver, og man mener, at den kan
have stor effekt pad det marine gkosystem (og konkurrerer bl.a. med den al-
mindelige vandmand, da arten vokser hurtigere og producerer flere aeg (Pe-
tersen et al., 2018; Faktaark invasive arter, 2022). Den Amerikanske ribbegople
blev registreret i samtlige havne i undersggelsen.

De fire fytoplanktonarter Karenia mikimotoi, Prorocentrum cordatum, Pseu-
dochattonella farcimen og Pseudochattonella verruculosa blev alle registret i
samtlige havne (med undtagelse af Pseudochattonella farcimen, som ikke blev
fundet i Esbjerg Havn og Karenia mikimotoi, som ikke blev fundet i Fredericia
Havn). Problematiske ikke-hjemmehgrende fytoplanktonarter kan ofte danne
store opblomstringer, der medfgrer misfarvet vand, og eksempelvis foraget
dedelighed hos bunddyr, fisk og zooplankton (Karenia mikimotoi), skadevirk-
ninger pa bunddyr, méske som felge af iltsvindseffekter (Prorocentrum corda-
tum) eller fiskeded (Pseudochattonella verruculosa og P. farcimen). K. mikimotoi
og P. cordatum blev registeret for forste gang i Danske farvande i 1981 (Staehr
et al., 2020), og P. verruculosa i 1998 (Per Andersen, personlig kommentar).

En opsamling af, hvor alle de ikke-hjemmehgrende arter er fundet og med
hvilken metode, er visti Tabel 3.1. Her angives desuden, hvor mange stationer
hver art er fundet pa i en given havn. Foruden de 17 ikke-hjemmeherende
arter, identificerede vi vha. konventionelle metoder 1 alt 174 arter. Alle kon-
ventionelt bestemte arter er listet i Bilag 4.



Tabel 3.1. Alle ikke-hjemmehgrende arter fundet i de seks havne fordelt pa havn og indsamlingsmetode. Vaerdien (1-3) ud for hver art, angiver hvor mange stationer ud af tre, som arten er fundet

péa i hver havn. Bemaerk at i Fredericia Havn blev kun 1 begroningsplade og i Hirtshals Havn 2 begroningsplader undersggt.

Esbjerg Havn Hirtshals Havn Frederikshavn Havn Aarhus Havn Fredericia Havn Kgbenhavns Havn
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Ikke-hjemmehgrende art Gruppe

\Alitta succinea Invertebrater 2 111 2 3

\Amphibalanus improvisus Invertebrater

\Austrominius modestus Invertebrater

Bonnemaisonia hamifera Makroalger 1 31112 1131111 1

Cordylophora caspia Invertebrater 1 1

Crepidula fornicata Invertebrater 3 2

Dasya sp. Makroalger 1

Dasysiphonia japonica Makroalger 3 2 21211 211 1

Hemigrapsus takanoi Invertebrater | 1 | 3

Karenia mikimotoi Fytoplankton 3 3 3|3 113 1

Magallana gigas Invertebrater 3 3 2 1 1 1 2 |1

Mnemiopsis leidyi Zooplankton 3 3 313 33 1 3

Mya arenaria Invertebrater 3 1 112 |1 1 2 2123

\Palaemon elegans Invertebrater 1 1 2

Polydora cornuta Invertebrater 2 1 1 1 2 1

Prorocentrum cordatum Fytoplankton | 1 | 3 1 1 2

Pseudochattonella farcimen Fytoplankton

IPseudochattonella verruculosa Fytoplankton 2 2

Rhithropanopeus harrisii Invertebrater 1 2 |1

Sargassum muticum Makroalger 1 2

Schizoporella japonica Invertebrater 2

Sinelobus vanhaareni Invertebrater 3|1

Streblospio benedicti Invertebrater 2

Tharyx killariensis Invertebrater 2
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3.3 Sammenligning af ikke-hjemmehegrende arter med
MONIS4 (baseline)

I forbindelse med MONIS4 projektet blev der i labet af 2017 indsamlet prover
116 danske havne, hvoraf de seks, som undersgges her, ogsa indgik. I de fol-
gende seks tabeller sammenlignes hver enkelt havn (Esbjerg Havn Tabel 3.2,
Hirtshals Havn Tabel 3.3, Frederikshavn Havn Tabel 3.4, Aarhus Havn Tabel
3.5, Fredericia Havn Tabel 3.6 og Kebenhavns Havn Tabel 3.7) ift. antallet af
observationer af ikke-hjemmehgrende arter mellem MONIS4 og neerveerende
undersogelse. Bemaerk at i MONIS4 blev Esbjerg og Aarhus Havn undersogt
mere intensivt end de resterende havne i projektet, og det forventes derfor, at
MONIS4 finder flere ikke-hjemmehgrende arter i de to havne end de reste-
rende, som blev undersggt med et reduceret program. Yderligere skal det be-
meerkes, at artsnavne fra MONIS4 projektet, brugt til sammenligningen i dette
afsnit, er opdateret med nyeste accepterede artsnavne i WORMS.

Esbjerg Havn

Tabel 3.2. Antal ikke-hjemmehgrende arter fundet i Esbjerg Havn i hhv. naerveerende pro-
jekt (Havneovervagning 2021) og en baseline undersggelse fra 2017 (MONIS4).

Art Havneovervagning 2021 MONIS4 2017
Prorocentrum cordatum X X

Magallana gigas X
Mya arenaria

Mnemiopsis leidyi
Hemigrapsus takanoi
Pseudochattonella verruculosa
Karenia mikimotoi
Cordylophora caspia
Amphibalanus improvisus
Austrominius modestus
Schizoporella japonica
Palaemon elegans

Crepidula fornicata

X X [ X | X [ X | X [ X | X |[X X X | X |X

Polydora cornuta

Acartia (Acanthacartia) tonsa
Alitta succinea

Diadumene lineata

Molgula manhattensis
Caprella mutica
Melanothamnus harveyi
Streblospio benedicti
Hypereteone heteropoda
Ensis directus

X X [ X [ X X | X [ X [X X | X | X |[X

Styela clava

Antal ikke-hjemmehgarende
arter i alt

14

-
©




Hirtshals Havn

Tabel 3.3. Antal ikke-hjemmehgrende arter fundet i Hirtshals Havn i hhv. neerveerende
projekt (Havneovervagning 2021) og en baseline undersggelse fra 2017 (MONIS4).

Art Havneovervagning 2021 MONIS4 2017
Pseudochattonella farcimen X

Karenia mikimotoi X

Mya arenaria X

Bonnemaisonia hamifera X

Prorocentrum cordatum X

Pseudochattonella verruculosa X X
Mnemiopsis leidyi X X

Antal ikke-hjemmehgrende 7 2

arter i alt

Frederikshavn Havn

Tabel 3.4. Antal ikke-hjemmehgrende arter fundet i Frederikshavn Havn i hhv. nzervee-

rende projekt (Havneovervagning 2021) og en baseline undersggelse fra 2017 (MONIS4).

Art Havneovervagning 2021 MONIS4 2017

Bonnemaisonia hamifera X
Prorocentrum cordatum
Pseudochattonella farcimen
Pseudochattonella verruculosa
Karenia mikimotoi

Magallana gigas

Mya arenaria

Mnemiopsis leidyi
Dasysiphonia japonica

Alitta succinea

Polydora cornuta

Palaemon elegans

X X [ X | X | X [ X [ X | X |X X X |X

Crepidula fornicata

Antal ikke-hjemmehgrende
arter i alt

-
w
w

33



Aarhus Havn

Tabel 3.5. Antal ikke-hjemmehgrende arter fundet i Aarhus Havn i hhv. naervaerende pro-
jekt (Havneovervagning 2021) og en baseline undersggelse fra 2017 (MONIS4).

Art Havneovervagning 2021 MONIS4 2017

Bonnemaisonia hamifera X X
Prorocentrum cordatum
Pseudochattonella farcimen
Pseudochattonella verruculosa
Karenia mikimotoi

Magallana gigas

Mya arenaria

Mnemiopsis leidyi
Cordylophora caspia
Dasysiphonia japonica

Alitta succinea

Dasya sp.

Sargassum muticum

X [ X | X | X X [ X |[X |[X X X |[X |X X
x

Polydora cornuta
Heterosigma akashiwo
Acartia (Acanthacartia) tonsa
Penilia avirostris
Polydora aggregata
Diadumene lineata
Molgula manhattensis
Amphibalanus improvisus
Austrominius modestus
Caprella mutica
Hemigrapsus sanguineus

X [ X [ X | X X | X [ X | X X |X X

Ensis directus

Antal ikke-hjemmehgrende
arter i alt

14

-
©

Fredericia Havn

Tabel 3.6. Antal ikke-hjemmehgrende arter fundet i Fredericia Havn i hhv. naerveerende
projekt (Havneovervagning 2021) og en baseline undersggelse fra 2017 (MONIS4).

Art Havneovervagning 2021 MONIS4 2017

Prorocentrum cordatum X
Mya arenaria

Mnemiopsis leidyi
Pseudochattonella farcimen
Bonnemaisonia hamifera
Pseudochattonella verruculosa
Alitta succinea

Polydora cornuta

Tharyx Killariensis

Sargassum muticum
Magallana gigas

X X | X | X X [ X | X | X X X |X

Dasysiphonia japonica

Antal ikke-hjemmehgrende
arter i alt

-
N
N




Kebenhavns Havn

Tabel 3.7. Antal ikke-hjemmehgrende arter fundet i Kabenhavns Havn i hhv. neerveerende
projekt (Havneovervagning 2021) og en baseline undersggelse fra 2017 (MONIS4).

Art Havneovervagning 2021 MONIS4 2017
Prorocentrum cordatum X X

Mya arenaria X
Rhithropanopeus harrisii
Pseudochattonella farcimen
Pseudochattonella verruculosa
Mnemiopsis leidyi

Karenia mikimotoi

Magallana gigas

Sinelobus vanhaareni

Alitta succinea

Streblospio benedicti
Palaemon elegans

X [ X | X | X X | X | X | X X X |[X X

Polydora cornuta
Neogobius melanostomus X

Antal ikke-hjemmehgrende 13 6
arter i alt

3.4 Sikkerhed i eDNA bestemmelserne

Sikkerheden ved eDNA bestemmelserne med qPCR metoden er atheengig af
flere faktorer:

Det er helt essentielt, at detektionssystemet med specifikke primere og prober
udelukkende rammer mélorganismen, altsd den specifikke ikke-hjemmehg-
rende art. Ifglge Andersen et al., (2021) har der vist sig udfordringer med
systemet for sortmundet kutling (Neogobius melanostomus), og ifelge aftale
med MST er detektionssystemet for denne art derfor ikke medtaget i
naervarende studie. Desuden er detektionssystemet ikke i stand til at adskille
de tre ster-arter (Acipencer spp.) som hybridiserer (Knudsen et al., 2022; An-
dersen etal., 2021). Da der ikke blev detekteret eDNA spor fra disse fiskearter,
pavirker det ikke fortolkningen af resultaterne fra denne overvagning.

Risikoen for sdvel falsk positive som falsk negative er uundgdelig og ber altid
handteres. For at sikre imod falsk positive blev negative kontroller, hvor der
ikke er tilsat eDNA, altid medtaget. Ved qPCR kersler til kvantificering af
kopiantal blev der endvidere inkluderet en eDNA prove, som ved tidligere
qPCR ikke viste tegn pa forekomst af malorganismen. Ligeledes blev der altid
medtaget positive kontroller, altsd prover med DNA fra mél-organismen, og
disse var altid positive (gav produkt).

Indledningsvist blev alle eDNA prover testet for DNA fra malorganismen i
qPCR kersler med med vevsDNA som positiv kontrol og standardreekke.
Efterfolgende blev qPCR reaktionerne for eDNA prever, der gav produkt i
forste korsel, gentaget med kendte antal kopier af PCR produkter fra
malorganismerne som positiv kontrol og til standardraekker. Derved kan
antal kopier af target DNA kvantificeres, og dette vil blive afrapporteret i
separat excel-fil til MST. Derudover kan denne forfinede analyse bidrage til at
antyde sikkerheden i detektionen ud fra Limit of Detection (LOD), som er den
laveste koncentration i standardraekken med positivt signal (der gav produkt)
i minimum en ud af tre tekniske replikater. Hertil kommer Limit of
Quantification (LOQ), som er laveste koncentration med positivt signal i alle
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tre tekniske replikater i standardraekken. Baseret pa LOD og LOQ veerdier
bestemt ud fra standardreekken for hver enkelt qPCR kersel blev resultaterne
af eDNA proverne evalueret som antal tekniske replikater: uden produkt,
under LOD, over LOD og under LOQ), eller over LOQ (Andersen et al., 2022).
Disse resultater er angivet i Bilag 3A-C for alle stationer i alle havne for hhv.
A) vandprever i juni, B) vandprever i september og C) begroningsplader. For
seks ikke-hjemmehgrende arter var der udelukkende tale om fund med
veerdier under LOD, og disse seks arter er omtalt nedenunder, da vi vurderer,
at det er hensigtsmeessigt at have opmeerksomhed pa disse DNA spor.

Pa baggrund af denne analyse af qPCR resultaterne kan det bemeerkes at:

1. Bonnemaisonia hamifera er fundet i vandprever i fire havne (Hirtshals, Fre-
derikshavn, Aarhus og Fredericia) og pd begroningsplader i to af disse
havne: Frederikshavn og Aarhus.

2. Karenia mikimotoi er fundet i alle havne undtagen Fredericia Havn. P4 trods
af at det er en fytoplankton, er arten fundet pa begroningsplader i Frede-
rikshavn og Aarhus Havne.

3. Prorocentrum cordatum blev fundet i alle havne i vandprever og, pa neer i
Hirtshals Havn, ogsa pa alle begroningsplader.

4. Pseudochattonella farcimen blev fundet i vandprever fra alle havne undta-
gen Esbjerg Havn, hvor der dog blev fundet spor af arten (<LOD) pa to
stationer i september.

5. Pseudochattonella verriculosum blev fundet i vandprever i alle havne og pa
begroningsplader i Frederikshavn Havn og Aarhus Havn.

6. Mnemiopsis leidyi blev fundet i vandprever i alle havne og pa begronings-
plader i alle havne undtagen Hirtshals Havn og Kebenhavns Havn. I
Hirtshals Havn var der dog spor af arten (<LOD) pa en begroningsplade.

7. Cordylophora caspia blev fundet i vandprever i Esbjerg Havn og Aarhus
Havn pa en enkelt station i hver havn ved indsamlingen i september. Des-
uden blev der fundet spor (<LOD) i Hirtshals Havn i en enkelt prove i
september. I juni blev der fundet spor (<LOD) pa tre stationer i Aarhus
Havn og en station Frederikshavn Havn.

8. Magallana gigas blev detekteret med steerkt eDNA signal i Esbjerg bade i
vandpregver bade juni og september og pa begroningsplader. Derudover
blev arten detekteret i havnene i Frederikshavn, Aarhus og Kebenhavn,
mens der blev fundet spor i Hirtshals og Fredericia Havn. I alle undersogte
havne er arten siledes detekteret, eller der er fundet spor af den.

9. Mya arenaria blev fundet i alle seks havne i bdde vandprever og pa begro-
ningsplader; dog blev arten ikke fundet pa begroningsplader i Hirtshals
Havn og heller ikke i vandprever i Frederikshavn Havn.

10. Rhithropanopeus harrisii er detekteret i Kebenhavns Havn pa en af begro-
ningspladerne. Der er ikke fundet spor af arten i andre havne eller i vand-
prover.

11. Hemigrapsus takanoi blev detekteret i Esbjerg Havn pa begroningsplader og
i vandprever i juni og september. I september blev der desuden fundet
spor af arten i Hirtshals og Aarhus Havn.

12. For seks ikke-hjemmeheorende arter blev der udelukkende fundet spor af
gqPCR produkt (<LOD), og fundene er derfor ikke at betragte som positiv
detektion. Fundene er markeret med gul baggrund i Bilag 3A-C. Detektio-
nen kan skyldes tilforsel af DNA fra andre miljger som ballast- eller spil-
devand, fiskeredskaber eller affald, eller med havstremme, men kan ogsa
veere en forste indikation af, at arten faktisk kan forekomme. De fire arter
er:

o Acipenser queldenstaedtii: der er fundet spor af pa en begronings-
plade i Aarhus Havn



Figur 3.17. Asiatisk strandkrabbe
(Hemigrapsus sanguineus) fun-
det spor af i Esbjerg Havn og Ka-
benhavns Havn. Figur 1.18. Foto:
Jean-Paul Vanderperren

o

o

O

Colpomenia perergrina, gsterstyv: der er fundet spor i vandprever
fra Kebenhavns Havn i juni og september
Cyprinus caprio, karpe: der er fundet spor i en enkelt vandpreve
fra Fredericia i september. Karpe er en relativ sjeelden fersk-
vandsfisk i Danmark, men er dog fundet langs kyster i Danmark
(Naturbasen.dk)
Hemigrapsus sanguineus, asiatisk strandkrabbe: der er fundet spor
pa bade begroningsplader og vandprever i Esbjerg Havn og Ke-
benhavn Havn (Figur 3.16).

Oncorhynchus mykiss, regnbueprred: der er fundet spor i alle
havne undtagen Frederikshavn Havn. Regnbuegrred blev indfort
til opdreet i dambrug i Danmark i 1894, og i havet blev arten forste
gang registreret i 1899 (Carl & Rasmussen, 2019). Der er sidenhen
jeevnligt sket udslip af regnbuegrred fra dambrug. Regnbuegrre-
den kan konkurrere med den hjemmehgrende orred om fode og
plads (Carl & Rasmussen, 2019).

Paralithodes camtschaticus, kamtjatkakrabbe: der er fundet spor pd

en begroningsplade i Hirtshals Havn og i vandprever fra Hirts-
hals Havn og Frederikshavn Havn.
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4 Diskussion

4.1 Evaluering af metoder

Hurtig og effektiv detektion af nye ikke-hjemmehegrende arter, enten introdu-
ceret direkte eller via sekundeer spredning, er af stor vigtighed for myndighe-
dernes evne til effektivt at reducere den videre spredning af ikke-hjemmehg-
rende arter gennem udryddelse og forskellige kontrolforanstaltninger (Har-
vey et al., 2009). Konventionelle metoder, som fx anvendt her (skrab, bund-
prover, begroningsplader), kan anses for at veere tidskreevende (Muirhead et
al., 2008), med resultater som er meget afheengige af den taksonomiske kyn-
dighed (Fitzpatrick et al., 2009) og beheeftet med store usikkerheder for arter
med lave og meget spredte populationer, som jo typisk er tilfeeldet for nye
etablerede ikke-hjemmehgrende arter. Der er derfor et gnske om at fremme
brugen af metoder som reducerer disse usikkerheder og fremmer en hurtig
og sikker detektion af ikke-hjemmehgrende arter (Harvey et al., 2009). Her er
det blevet fremheevet, at DNA-teknikker har et stort potentiale (Dejean et al.,
2012) iseer pga. en storre sikkerhed ved artsbestemmelse, som gor det muligt
at skelne mellem neert besleegtede arter og vurdere, om en art er kryptogen
eller ikke-hjemmehgrende.

Observation af en art ud fra et DNA baseret detektionssystem er dog ikke
nedvendigvis en sikkerhed for, at arten faktisk eksisterer pa den pageeldende
lokalitet, da DNA-materialet kan stamme fra feeces, afkastede celler, gameter
og dede organismer, veere transporteret til lokaliteten med vandstremme af-
haengig af vejrlig og stremforhold, eller veere introduceret i vandmiljget fra
andre kilder som spildevand eller ballastvand (Sassoubre et al., 2016; Thom-
sen & Willerslev, 2015). Denne usikkerhed i DNA’ets oprindelse anses dog for
at veere mindre ved indsamling af DNA fra en blandet miljgpreve (fx fra en
begroningsplade) sammenlignet med DNA fra en vandpreve (Deiner et al.,
2017).

De konventionelle metoder er et udbredt veerktgj til indsamling og identifika-
tion af arter. Der er dog som sagt ogsd flere begraensninger, som overordnet
vedrerer den forneevnte afheengighed af taksonomisk ekspertise til genken-
delse af mange og meget forskellige artsgrupper. Hertil kommer usikkerhe-
den ved et meget begraenset provetagningsareal af arter med typisk lavt antal.
Til sammenligning er begreensninger og muligheder i gPCR metoden funda-
mentalt anderledes. En opggrelse af fordele og ulemper ved qPCR metoden
til artsdetektion i marine miljeer (Harper et al.,, 2018; Knudsen et al. 2022)
fremheever folgende:

1. qPCR metoden er meget folsom og derfor i stand til at detektere sjeeldne
arter, som ikke-hjemmehorende arter ofte er, med stor sikkerhed, samt
give et rimeligt sikkert estimat af meengden af DNA fra organismen, og
dermed organismens abundans.

2. Udarbejdelsen af et detektionssystem baseret pa qPCR for en specifik ikke-
hjemmeherende art er kreevende, da det forudseetter kendskab til alle
neertbeslaegtede arter og in vitro test af systemets specificitet mod ekstra-
heret DNA fra disse.

3. Nar forst et qPCR testsystem er udviklet og valideret for en art, anses det
for at veere relativt billigt og nemt at kere qPCR analyserne. Yderligere kan
omkostningerne reduceres ved at anvende prober maerket med forskellige
fluorochromer samt anvende nyudviklede ofte billigere polymeraser. Dog



stiller korsel af mange qPCR detektionssystemer krav om relativt meget
ekstraheret eDNA, hvilket kan kreeve DNA ekstraktion fra store vandvo-
luminer eller storre meengde materiale fra begroningsplader.

Sikkerheden i artsbestemmelsen med qPCR er hgj og uafhengig af den per-
sonlige taksonomiske ekspertise. Usikkerhed ved eDNA detektion af fore-
komst af ikke-hjemmehorende arter ligger i oprindelse i vandmiljoet af
eDNA, der som neevnt kan veere tilfort andetsteds fra og ikke er et bevis for
forekomst af en levende organisme. Tillige er detektionen afhangig af antal
stationer og meengde (vandvolumen eller areal af begroningsplade) DNA er
ekstraheret fra. Baseret pa nylig litteratur (e.g. Klymus et al. 2019) og Knudsen
etal. (2020a) vurderes detektion af ikke-hjemmehgrende arter pé basis af antal
kopier af malorganismens DNA opnaet ved qPCR med de tidligere naevnte
detektions- og kvantifikationsgreenser.

Som med de konventionelle metoder fandt vi flere ikke-hjemmehgrende arter
i vandprever i september (86 detektioner) end i juni (52 detektioner), hvilket
ma tilskrives hejere forekomst af ikke-hjemmeherende arter i efteraret. Pa be-
groningspladerne blev der fundet feerre ikke-hjemmeherende arter (50 detek-
tioner) i september, hvilket kan forklares med, at ikke alle ikke-hjemmehg-
rende arter forventes at settle, og i forhold til en vandpreve er preven mindre
homogeniseret og muligvis mindre repreesentativ. Vi fandt dog de fire ikke-
hjemmeherende fytoplankton-arter i eDNA fra begroningsplader, om end pa
feerre stationer end i vandpreverne. Dette kan forklares med et nedfald af
plankton pa begroningspladerne. Omvendt blev redtotalge, Bonnemaisonia ha-
mifera og stillehavsester, Magallana gigas oftere detekteret pa begroningspla-
der. Generelt var der i vandprever fra september flere stationer, hvor der var
spor af ikke-hjemmehgrende arter med veerdier under LOD, altsd hvor der er
fundet spor af ikke-hjemmeherende arter med qPCR, men hvor det ikke er
talt som positiv detektion. Samlet kan resultaterne af ikke-hjemmeheorende ar-
ters detektioner indikere, at eDNA fra vandprever detekterer et mere diverst
samfund end eDNA fra begroningsplader.

Til sammenligning er artsbestemmelsen af de konventionelle prover forsegt
optimeret ved at anvende relevante nogler og litteratur samt ved sammenlig-
ning med eksisterende lister over ikke-hjemmeherende arter i Danmark og
nabolande. Hertil kommer et fagligt sken af, om arten er sandsynlig pd den
pageeldende lokalitet set ift. dens biologi (marin, brak, fersk) og kendte ud-
bredelse.

Det skal fremheeves, at vi i dette studie ikke har anvendt information om de
observerede arters meengde detekteret med qPCR. Det ber ogsa nevnes, at de
konventionelle metoder frembragte ganske omfattende artslister (Bilag 4)
med angivelse af de enkelte arters meengde i form af enten individteethed eller
deekningsgrad i procent (ikke vist i denne rapport). Sdfremt denne type infor-
mation (arternes meengde og relative hyppighed ift. det samlede antal af ob-
serverede arter) havde veeret pakraevet, kunne qPCR metoden ikke have leve-
ret de ngdvendige data. I vores evaluering, sammenligner vi sdledes to meget
forskellige metodiske tilgange (konventionel detektion vs. qPCR baseret de-
tektion), som pa mange mader ikke muligger en 1:1 sammenligning. Det giver
derfor mest mening at vurdere i hvilket omfang, de to metodiske tilgange
supplerer hinanden.

Samlet blev der i vores indsamling observeret 24 ikke-hjemmehgrende arter,

hvoraf to arter (fundet med konventionelle metoder) er nye for danske far-
vande. Af disse 24 arter blev 17 fundet vha. konventionelle metoder og 11 vha.
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qPCR (udviklet til 24 arter). Kun fire af arterne blev fundet ved brug af begge
metoder. Dette angiver dog ikke ngdvendigvis noget om, hvorvidt den ene
tilgang er bedre end den anden, da der ligger nogle naturlige begraensninger
i valget af metoder. F.eks. har vores valg af konventionelle metoder (skrab,
bundprever og begroning pa plader) ikke gjort det muligt at observere hver-
ken planktoniske arter eller fisk. Derudover har vi ikke fokuseret pa mobile
dyr som f.eks. krabber. Til sammenligning er qPCR systemet udviklet for et
ngje udvalg af arter, hvoraf flere (4) er planktoniske, fisk (8) og mobile (7) dyr
(krabber). Man vil derfor ikke forvente en stor overensstemmelse i de lister
over ikke-hjemmehgrende arter som metoderne frembringer.

Folgende erfaringer med den konventionelle provetagning blev gjort:

e Bundprgvetagningen af havnesediment var aftheengig af en forholdsvis
bled bund, hvilket viste sig at veere en udfordring i Hirtshals Havn. Fund
af ikke-hjemmehgrende arter var hgjest i sedimentprgverne (Figur 3.3), og
det er ved denne metode, at man far bledbundsfaunaarterne repraesente-
ret, som eksempelvis havbgrsteorme. Denne udfordring kunne lgses ved
brug af bad i havnen, sa man har sterre mulighed for at finde bled bund
leengere veek fra molesiden.

e Fund af fauna og alger fra skrab fra moler og pa begroningsplader supple-
rer hinanden. Som det ses i (Tabel 3.1) er det nemlig ikke altid de samme
ikke-hjemmeherende arter, der registreres ved de to metoder. Pa begro-
ningspladerne er det muligt at kvantificere fundene af de mest domine-
rende arter, og arterne er som udgangspunkt intakte, hvilket kvalificerer
artsbestemmelsen. Pa skrab fra moler er det som udgangspunkt et mere
udviklet biologisk samfund, man moniterer, dvs. der er bedre chance for
at fa storre makroalger repreesenteret og eksempelvis de krebsdyrsam-
fund, der lever der. Proverne fra skrab er dog svere at kvantificere, og der
er en stprre risiko for at organismer bliver beskadiget.

e Antallet af ikke-hjemmehgrende arter fundet stationerne imellem i hver
havn (station A, B og C) varierer meget lidt, pa neer i Fredericia Havn (Fi-
gur 3.2). En lav variation stationerne imellem indikerer, at ikke-hjemme-
herende arter er forholdsvis ensartet fordelt i havnene.

e Analyse af seesonvariationen imellem forérs- og efterarsindsamlingen vi-
ser, at man finder flest arter ved efterarsindsamlingen. Dette geelder ogsa
eDNA metoden udfert pa vandprever.

e Der var stor generel variation af fauna og vegetation pa de enkelte begro-
ningsplader, atheengig af deres placering i havnen og i vandsgjlen.

o [ skrab fra de forskellige havne sas en tendens til, at forskellige krebsdyr,
mobile snegle og makroalger var bedre repreesenterede her end pé begro-
ningspladerne.

e Forskellige sepunge, seerligt leedersgpungarterne, var meget oftere repree-
senteret pa begroningspladerne end ved skrab.

e Makroalgearterne var primeert repreesenteret pad den gverste begronings-
plade eller pa siderne af pladerne (sandsynligvis pga. lysforholdene).

¢ [ Kgbenhavns Havn var blamuslinger meget dominerende pa begronings-
plader og ved skrab; det sés tydeligt, at andre arter havde sveert ved at fa
plads og derfor var underrepreesenterede.



4.2 Sammenligning med baselinestudie

I forbindelse med MONIS4 projektet blev der indsamlet eDNA (forar og ef-
terar) til analyse af 18 udvalgte arter og moniteret fiskearter vha. net og snork-
ling. Alle underspgte havne i neerveerende projekt, blev ogsa undersegt i MO-
NIS4 projektet. Derudover blev der i MONIS4 i to udvalgte havne, Esbjerg og
Aarhus Havn, foruden eDNA indsamlet arter med udgangspunkt i 10 forskel-
lige konventionelle metoder som her omfattede; fyto-og zooplankton, mobil
epifauna, bledbundsfauna, epifauna pd sediment, epifauna ved skrab,
epifauna pa pontoner og lign., begroningsplader og brug af fiskenet samt
snorkling til monitering af fiskearter. Selv om MONIS programmet var mere
omfattende mht. valg af konventionelle metoder for disse to havne, var der
alligevel god overensstemmelse i de observerede ikke-hjemmehgrende arter
med neerveerende projekt. Af de i alt 24 ikke-hjemmeherende arter observeret
i dette studie, var 15 tidligere fundet i MONIS overvagningen, som i alt fandt
32 ikke-hjemmehgrende arter i de samme seks havne. Trods det lavere antal
ikke-hjemmehgrende arter observeret i dette projekt fandt vi flere ikke-hjem-
mehgrende arter i de fire havne, som blev underspgt med reduceret program
i MONIS4. I Esbjerg Havn og Aarhus Havn, som MONIS4 undersggte med
fuldt program, fandt vi feerre ikke-hjemmehgrende arter. Taget i betragtning
af vores let reducerede konventionelle program, hvor nogle organismegrup-
per er underrepreesenterede (plankton, fisk og krabber), fandt vi saledes et
sammenligneligt antal ikke-hjemmehgrende arter med MONIS4 undersogel-
sen.

Til sammenligning med MONIS4 undersggelsen fra 2017 hvor valg af meto-
der varierede mellem havnene, gennemfortes vores undersggelsesprogram i
2021 med anvendelse af samme program i alle havnene. Begge undersogelser
udtog eDNA fra vandprever i bdde forar og efterdr, hvor vi supplerede med
eDNA fra begroningsplader indsamlet om efterdret. Disse forskelle i prove-
tagning har utvivlsomt indvirkning pd sammenligningen med MONIS4, og
forskelle i antallet af ikke-hjemmehgrende arter fundet i de to studier skal
derfor tages med forbehold.
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5 Anbefalinger til fremtidig havneovervag-

ning

De folgende anbefalinger beror udelukkende pa erfaringer ved anvendelsen
af de forskellige metoder og deres tilknyttede styrker og svagheder observeret
i vores studie. Anbefalingerne er saledes ikke baseret pa en systematisk cost-
benefit-analyse.

1.

Artsdetektion med qPCR virker som et godt supplement til de konventio-
nelle metoder. Dette geelder seerligt ift. observationer af de qPCR udvalgte
ikke-hjemmehgrende planktonarter og mobile arter, som krabber og fisk,
som de anvendte konventionelle metoder ikke er mélrettet imod.

Zoo, -fytoplankton fisk og krabber moniteres dog kun i begreenset omfang
af qPCR. Hvis disse skal moniteres grundigt, ber antallet af qPCR detekti-
onssystemer udvides markant, da det lave antal ikke-hjemmehgrende ar-
ter, som qPCR metoden er udviklet imod, sveekker anvendeligheden til
den fremadrettede ikke-hjemmehgrende arter overvagning. Det anbefales
derfor at lave en grundig vurdering af metabarcoding som eDNA metode
til at detektere flere ikke-hjemmehgrende arter som supplement til de kon-
ventionelle metoder.

Da langt de fleste ikke-hjemmehgrende arter observeres i efterarspre-
verne, anbefales det at reducere dele af proveindsamlingen til én arlig ef-
terarsindsamling. Dog ber man fortsette med at udseette begroningspla-
der om foraret, sd disse kan std tre méneder som i det nuveerende program.
I forhold til efterdrsindsamlingen, ber tidspunktet optimalt veere august-
september, da makroalgerne begynder at forvitre i efterdret og derfor kan
vaere sveere at artsbestemme.

For at fremme den konventionelle prgvetagning ber det overvejes at ud-
seette feelder med madding, som ger det muligt at observere mobile orga-
nismer som krabber og nogle fisk.

Det ber overvejes, om man skulle udskifte en af stationerne med en place-
ring i en neerliggende lystbddehavn, hvor forureningen med f.eks. oliestof-
fer og antibegroningsmidler forventes mindre, og vi derfor forventer, at
der kan findes andre/flere ikke-hjemmeherende arter.
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7 Bilag

Bilag 1. De 25 ikke-hjemmehgrende malarter ifalge Andersen et al. (2018) og Knudsen et al. (2020a og b) med information om
tilvejebringelse af vaevsmateriale til positiv kontrol (NIS = Non-Indigenous Species).

NIS Latinsk navn Dansk navn Tilvejebringelse af NIS eksemplar/DNA

1 Bonnemaisonia hamifera Radtot Egen indsamling

2 Prorocentrum minimum (caudatum) Dinoflagellat NIVA Norge

3 Pseudochattonella farcimen Heterokont flagellat? Bente Edvardsen, Oslo Universitet, Norge

4 Pseudochattonella verriculosum? Heterokont flagellat? Sarah Challenger, Cawthron Institute, Nelson,
New Zealand

5 Karenia mikimotoi Dinoflagelat Sarah Challenger, Cawthron Institute, Nelson,
New Zealand

6 Carassius auratus Sglvkarusse Philip Thomsen, AU

7 Cyprinus carpio Karpe Philip Thomsen, AU

8 Colpomenia peregrina Dsterstyv Peter S@ndergaard Schmedes, DTUAqua

9 Neogobius melanostomus Sortmundet kutling® Philip Thomsen, AU

10 Oncorhynchus mykiss Regnbuegrred Philip Thomsen, AU

11 Oncorhynchus gorbuscha Pukkellaks Philip Thomsen, AU

12 Crassostrea gigas / Magallana gigas Stillehavsgsters Benni W Hansen, RUC

13 Mya arenaria Almindelig sandmusling M. Christodoulou, Senckenberg Gesellschaft
fur Naturforschung, D

14 Rhithropanopeus harrisii @stamerikansk brak- Freja Elbrend, Amager Naturcenter

vandskrabbe

15 Paralithodes camtschaticus Kamtjatka-krabbe® Indkgbt | detailhandel

16 Eriocheir sinensis Kinesisk uldhandskrabbe M. Christodoulou, Senckenberg Gesellschaft
fur Naturforschung, D

17 Homarus americanus Amerikansk hummer Indkgbt | detailhandel

18 Cordylophora caspia Brakvands-kgllepolyp Arjan Gittenberger, GiMaRis, NL

19 Mnemiopsis leidyi Amerikansk ribbegople Jresundsakvariet, Helsingar, KU

20 Acipenser baerii Sibirisk stgr® Indkgbt | detailhandel

21 Acipenser gueldenstaedtii Diamant star® Indkgbt | detailhandel

22 Acipenser ruthenus Sterlet® Philip Thomsen, AU

23 Callinectes sapidus Bla svemmekrabbe Jeremy Testa, Uni. Maryland, USA

24 Hemigrapsus sanguineus Asiatisk klippekrabbe Kurt Thomas, AU

25 Hemigrapsus takanoi Pensel klippekrabbe Kurt Thomas, AU

1) Artsnavnet er en fejl i kilden, det korrekte artsnavn er "verruculosa ”
2) Detektionssystemet rammer samme gen region og PCR primere er ens. Adskillelse er udelukkende baseret pa forskelle i
interne prober (Knudsen et al. 2022)
3) | folge Andersen et al. (2021) fungerer detektionssystemet ikke optimalt og er derfor ikke anvendt.

4) | felge Andersen et al. (2021) kan dette detektionssystem ogsa detektere Pagurus spp. (eremitkrebs).

5) Detektionssystemerne kan ikke adskille disse tre arter, da de hybridiserer (Knudsen et al. 2022; Andersen et al. 2021).
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Bilag 2. Anvendte detektionssystemer angivet efter art (NIS = Non-Indigenous Species). For hver art er angivet 'F’: forward pri-
mer; 'R’: reverse primer; 'P’: probe. *). Detektionssystemerne kan ikke adskille disse tre arter, da de hybridiserer (Knudsen et al.
2022; Andersen et al. 2021). Art nummer 9 Neogobius melanostomus er udeladt, da den ikke er moniteret i dette studie.

No NIS Primer og probe navnSekvens af primere og probe PM - PM3-
end end
01 Bonnemaisonia Bon_ham_rbcL_F02 CAATTACTAGATTACCTGGGCAAT
hamifera Bon_ham_rbcL_R02 CTTCTTTTACAAAGTCCCGACCT
Bon_ham_rbcL_P01 TCGTGCCATAACCATAGACTCTAAAGCC FAM BHQ-1
02 Prorocentrum Pro_min_28S_FO03 CTTGGCAAGATTGTCGGGT
minimum Pro_min_28S_R03 TATTCACTCACCCATAGACGA
Pro_min_28S_P03 ACACACAAGGCAAGAGACGATCAAGC FAM BHQ-1
04 Pseudochattonella PseverF GGGAGAAGTCCTTTGGAACAAGG
verruculata PseverR GCAACTCGACTCCATTAGC
PseP TCAGAGAGGGTGACAATCCCGTCT FAM BHQ-1
05 Karenia mikimotoi  KarmikF3 CCGAGTGACTGAATGTCCTC
KarmikR3 GATCGCAGGCAAGCACATGA
KarmikP3 GCAGTGCTACCAGACACACAGAG FAM BHQ-1
06 Carassius auratus Caraur_COI_FO01 TTCTTCCCCCATCATTCCTGT
Caraur_COI_R01 GTATACTGTCCATCCGGAGG
Caraur_COI_P02 TAGCTTCCTCTGGTGTTGAAGCCGGAG FAM BHQ-1
07 Cyprinus carpio CccytbF CTAGCACTATTCTCCCCTAACTTAC
CccytbR ACACCTCCGAGTTTGTTTGGA
CccytbP CCCTCTAGTTACACCACC FAM TAMRA
08 Colpomenia Col_per_COX_3_F01 GCAAGCTTTTGAATATGCTAATG
peregrine Col_per_COX_3 _R01 CAGCTAAAAATATTGTACCGATT
Col_per_COX_3_P01 TTCAGTTTTTTACATGGCTACAGGCTTC FAM TAMRA
10 Oncorhynchus Onc_myk_CytB_F01 ACCTCCAGCCATCTCTCAGT
mykKiss Onc_myk_CytB_R01 AGGACGGGGAGGGAAAGTAA
Onc_myk_CytB_P01 TGAGCCGTGCTAGTTACTGCTGTCCTT FAM BHQ-1
11 Oncorhyncus Oncgor_CO1_F09 TCCTTCCTCCTCCTCCTTTC
gorbuscha Oncgor_CO1_R06 TGGCCCCTAAAATTGATGAG
Oncgor_CO1_P06 CAGGGGCATCCGTCGACTTAACTAT FAM BHQ-1
12 Magallana gigas Cragig_CO1_F07 TTGAGTTTTGCCAGGGTCTC
Cragig_CO1_R09 ACCAGCAAGGTGAAGGCTTA
Cragig_CO1_P06 AACATTGTAGAAAACGGAGTTGGGGC FAM BHQ-1
13 Mya arenaria Mya_are_CO1_F01 CCCTCCGTTGTCGAGAAATA
Mya_are_CO1_R02 ACGCATGTTACCCCAAGTTC
Mya_are_CO1_P06 TATCCCTTCATATTGGAGGGGCTTCAT FAM BHQ-1
14 Rhithropanopeus  Rhihar_co1_F03 GTCAACCTGGTACTCTCATTGGT
harrisii Rhihar_co1_R03 ACGAGGAAATGCTATATCAGGGG
Rhihar_co1_P03 TGTTGTAGTAACAGCTCACGCCTTTGT FAM BHQ-1
15 Paralithodes Parcam_co1_F02 GGGCTTGAGCTGGAATAGTG
camtschaticus Parcam_co1_RO05 CAATTTCCAAACCCTCCAAT
Parcam_co1_P02 ATTCGAGCTGAACTAGGACAACCAGGT FAM BHQ-1
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No NIS Primer og probe navnSekvens af primere og probe PM5-  PM3-
end end
Eriocheir sinensis Erisin_cytb_F02 ACCCCTCCTCATATCCAACCA
16 Erisin_cytb_R02 AAGAATGGCCACTGAAGCGG
Erisin_cytb_P02 TTTGCTTACGCTATTTTACGATCAATTCCT Fam BHQ-1
Homarus Homame_co1_FO06 TTACAGCAGTTCTTTTACTACTCTCG
17 americanus Homame_co1_R08 ACTGGGTCTCCACCTCCAG
Homame_co1_P08  TCGAAATTTAAATACTTCATTCTTCGATCCA FAM BHQ-1
Cordylophora Cor_cas_COI_F01 TCATCTGTACAAGCACATTCTGG
18 caspia Cor_cas_COI_RO01 TTGAAGAAGCTCCTGCACAGT
Cor_cas_COI_PO01 CCTTCTGTAGACATGGCTATATTTAGTC FAM BHQ-1
Mnemiopsis Mnelei_its2_F04 ACGGTCCCTTGAAGTAGAGC
19 leidyi Mnelei_its2_R06 TCTGAGAAGGCTTCGGACAT
Mnelei_its2_P06 GTGCCTCTCGGTGTGGTAGCAATATCT FAM BHQ-1
Acipenser baerii Acibae_CR_F02 CAGTTGTATCCCCATAATCAGCC
20 Acibae_CR_R03 TTATTCATTATCTCTGAGCAGTCGTGA
Acibae_CR_P01 ATGCCGAGAACCCCATCAACATTTGGT FAM BHQ-1
Acipenser spp./ guel- Acibae_cytb_F11 TTCCACCCGTACTTCTCATAC
den.
21+22*) Acipenser ruthenus Acibae_cytb_R16 GGCGTAGGCGAAGAGAAAGTA
Acibae_cytb P16 CCTAATGCTAGTCGGACTCACCTCCGT FAM BHQ-1
Callinectes sapidus Calsap_co1_F01 5-GGGCCTCAGTTGATCTTGGT-3’
23 Calsap_co1_R01 5-GTAGAGAACAGGGTCGCCTC-3
Calsap_co1_P01 5-FAM-ATACCTCATTCTTCGACCCAGCTGGAG- FAM BHQ-1
BHQ1-3’
Hemigrapsus Hemsan_COI_FO01 5-CCTGGGCCGGTATAGTAGGT-3’
24 sanguineus Hemsan_COI_R01 5-GGGGCTCCGAGTATAAGTGG-3’
Hemsan_COI_PO01 5-FAMCGAGCAGAATTAAGACAACCAGGAAGC-
BHQ1-3’
Hemigrapsus takanoi Hemtak_co1_FO05 5-AGGTTTTGACTTCTTCCTCCTTCT-3
25 Hemtak_co1_R05 5-CTGCGAGTGGAGGGTAAACG-3’
5’-FAM-TAGAAAGAGGTGTAGGTACAGGATGGA-
Hemtak_co1_P05 BHQ1-3’ FAM BHQ-1
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Bilag 3A-C. Detaljeret opgerelse af de molekyleere data baseret p4 gPCR med tre tekniske replikater og med standardraekker baseret pa PCR produkter. Tallene adskilt med skrastreg angiver
antal tekniske replikater, der gav: ingen Cq, /under LOD / over LOD men, under LOQ / over LOQ. Farvekode: hvid: ingen Cq, altsa ingen ampiflikation i nogen af praverne; gul: amplifikation i
min. 1 < LOD; orange: min 1 prgve > LOD, men < LOQ; .: min. 1 preve > LOQ; mgrkegra: alle praver > LOQ. LOD: Limit of detection; LOQ: Limit of quantification (Andersen et al., 2022). Art

nummer 9 Neogobius melanostomus er udeladt, da den ikke er moniteret i dette studie.

A: eDNA fra vandprever, juni 2021

F VBB |2 |2 |22 |2 |2 |5 % |3 |5 |5 |5 |8|k|¢

s |g |z |8 |&§ |8 |&8 |8 |g |& |B|% |§ |§8 )8 )& 2 %

@ @ @ o o o = = = =R =R =3 =3 =3 =3 "’ o o

0 B L IS - -G O I N T - T - T - T A B

< < < > w o
= = =]
No Art > ® ©

1 Bonnemaisonia hamifera 3/0/0/0 | 3/0/0/0 | 3/0/0/0 | 3/0/0/0 | 3/0/0/0 | 3/0/0/0 | 3/0/0/0 | 2/1/0/0 | 0/3/0/0 | 3/0/0/0 | 3/0/0/0 | 3/0/0/0 | 3/0/0/0 | 3/0/0/0 | 3/0/0/0 | 3/0/0/0 | 3/0/0/0 | 3/0/0/0
2 Prorocentrum cordatum 3/0/0/0 | 3/0/0/0 | 3/0/0/0 | 0/0/3/0 | 0/0/3/0 | 1/1/1/0 | 0/0/3/0 | 2/1/0/0 | 3/0/0/0 | 3/0/0/0 | 3/0/0/0 | 3/0/0/0 | 0/0/0/3 0/0/3/0 | 3/0/0/0 | 3/0/0/0 | 3/0/0/0
3 Pseudochattonella farcimen 3/0/0/0 | 3/0/0/0 | 3/0/0/0 | 0/0/0/3 | 0/0/0/3 | 0/0/0/3 | 0/0/0/3 | 0/0/0/3 | 0/0/0/3 | 0/0/3/0 | 3/0/0/0 | 2/1/0/0 | 0/0/0/3 | 0/0/0/3 | 0/0/0/3 | 0/0/0/3 | 0/0/0/3 | 0/0/0/3
4 Pseudochattonella verruculosa 0/3/0/0 0/0/0/3 | 0/3/0/0 | 0/3/0/0 | 0/3/0/0 | 0/3/0/0 | 0/2/1/0 | 0/3/0/0 | 3/0/0/0 | 2/1/0/0 | 2/1/0/0 | 0/3/0/0 | 0/3/0/0 | 0/2/1/0 | 0/3/0/0 | 0/3/0/0 | 0/3/0/0
5 Karenia mikimotoi 3/0/0/0 | 3/0/0/0 | 3/0/0/0 | 3/0/0/0 | 3/0/0/0 | 3/0/0/0 | 0/1/2/0 | 0/0/3/0 | 3/0/0/0 | 0/0/0/3 | 0/0/3/0 | 0/1/2/0 | 3/0/0/0 | 3/0/0/0 | 3/0/0/0 | 3/0/0/0 | 3/0/0/0 | 3/0/0/0
6 Carassius auratus 3/0/0/0 | 3/0/0/0 | 3/0/0/0 | 3/0/0/0 | 3/0/0/0 | 3/0/0/0 | 3/0/0/0 | 3/0/0/0 | 3/0/0/0 | 3/0/0/0 | 3/0/0/0 | 3/0/0/0 | 3/0/0/0 | 3/0/0/0 | 3/0/0/0 | 3/0/0/0 | 3/0/0/0 | 3/0/0/0
7 Cyprinus carpio 3/0/0/0 | 3/0/0/0 | 3/0/0/0 | 3/0/0/0 | 3/0/0/0 | 3/0/0/0 | 3/0/0/0 | 3/0/0/0 | 3/0/0/0 | 3/0/0/0 | 3/0/0/0 | 3/0/0/0 | 3/0/0/0 | 3/0/0/0 | 3/0/0/0 | 3/0/0/0 | 3/0/0/0 | 3/0/0/0
8 Colpomenia perergrina 3/0/0/0 | 3/0/0/0 | 3/0/0/0 | 3/0/0/0 | 3/0/0/0 | 3/0/0/0 | 3/0/0/0 | 3/0/0/0 | 3/0/0/0 | 3/0/0/0 | 3/0/0/0 | 3/0/0/0 | 3/0/0/0 | 3/0/0/0 | 2/1/0/0 | 3/0/0/0 | 3/0/0/0 | 3/0/0/0
10 Oncorhynchus mykiss 2/1/0/0 | 1/2/0/0 | 3/0/0/0 | 2/1/0/0 | 3/0/0/0 | 3/0/0/0 | 3/0/0/0 | 3/0/0/0 | 2/1/0/0 | 0/3/0/0 | 2/1/0/0 | 3/0/0/0 | 3/0/0/0 | 3/0/0/0 | 3/0/0/0 | 2/1/0/0 | 3/0/0/0 | 3/0/0/0
11 Oncorhynchus gorbuscha 3/0/0/0 | 3/0/0/0 | 3/0/0/0 | 3/0/0/0 | 3/0/0/0 | 3/0/0/0 | 3/0/0/0 | 3/0/0/0 | 3/0/0/0 | 3/0/0/0 | 3/0/0/0 | 3/0/0/0 | 3/0/0/0 | 3/0/0/0 | 3/0/0/0 | 3/0/0/0 | 3/0/0/0 | 3/0/0/0
12 Magallana gigas 0/0/0/3 | 0/0/0/3 | 0/0/0/3 | 3/0/0/0 | 3/0/0/0 | 2/1/0/0 | 3/0/0/0 | 2/1/0/0 | 3/0/0/0 | 3/0/0/0 | 3/0/0/0 | 3/0/0/0 | 3/0/0/0 | 3/0/0/0 | 3/0/0/0 | 3/0/0/0 | 3/0/0/0 | 3/0/0/0
13 Mya arenaria 0/0/0/3 | 0/0/3/0 | 0/0/3/0 | 0/0/0/3 | 0/0/0/3 | 0/0/0/3 | 2/1/0/0 | 2/1/0/0 | 0/3/0/0 | 3/0/0/0 | 3/0/0/0 | 0/2/1/0 | 0/3/0/0 | 0/0/0/3 | 0/0/0/3 | 1/2/0/0 | 0/0/0/3 | 0/3/0/0
14 Rhithropanopeus harrisii 3/0/0/0 | 3/0/0/0 | 3/0/0/0 | 3/0/0/0 | 3/0/0/0 | 3/0/0/0 | 3/0/0/0 | 3/0/0/0 | 3/0/0/0 | 3/0/0/0 | 3/0/0/0 | 3/0/0/0 | 3/0/0/0 | 3/0/0/0 | 3/0/0/0 | 3/0/0/0 | 3/0/0/0 | 3/0/0/0
15 Paralithodes camtschaticus 3/0/0/0 | 3/0/0/0 | 3/0/0/0 | 3/0/0/0 | 3/0/0/0 | 3/0/0/0 | 3/0/0/0 | 3/0/0/0 | 3/0/0/0 | 3/0/0/0 | 2/1/0/0 | 3/0/0/0 | 3/0/0/0 | 3/0/0/0 | 3/0/0/0 | 3/0/0/0 | 3/0/0/0 | 3/0/0/0
16 Eriocheir sinensis 3/0/0/0 | 3/0/0/0 | 3/0/0/0 | 3/0/0/0 | 3/0/0/0 | 3/0/0/0 | 3/0/0/0 | 3/0/0/0 | 3/0/0/0 | 3/0/0/0 | 3/0/0/0 | 3/0/0/0 | 3/0/0/0 | 3/0/0/0 | 3/0/0/0 | 3/0/0/0 | 3/0/0/0 | 3/0/0/0
17 Homarus americanus 3/0/0/0 | 3/0/0/0 | 3/0/0/0 | 3/0/0/0 | 3/0/0/0 | 3/0/0/0 | 3/0/0/0 | 3/0/0/0 | 3/0/0/0 | 3/0/0/0 | 3/0/0/0 | 3/0/0/0 | 3/0/0/0 | 3/0/0/0 | 3/0/0/0 | 3/0/0/0 | 3/0/0/0 | 3/0/0/0
18 Cordylophora caspia 3/0/0/0 | 3/0/0/0 | 3/0/0/0 | 3/0/0/0 | 3/0/0/0 | 3/0/0/0 | 3/0/0/0 | 2/1/0/0 | 3/0/0/0 | 3/0/0/0 | 3/0/0/0 | 3/0/0/0 | 3/0/0/0 | 3/0/0/0 | 3/0/0/0 | 0/3/0/0 | 3/0/0/0 | 3/0/0/0
19 Mnemiopsis leidyi 3/0/0/0 | 2/0/1/0 | 2/1/0/0 | 0/0/3/0 | 0/0/0/3 | 0/0/3/0 | 0/3/0/0 | 0/3/0/0 | 0/3/0/0 | 3/0/0/0 | 3/0/0/0 | 3/0/0/0 | 0/3/0/0 0/2/1/0 | 0/0/3/0 | 2/0/1/0 | 0/0/0/3
20 Acipenser baerii 3/0/0/0 | 3/0/0/0 | 3/0/0/0 | 3/0/0/0 | 3/0/0/0 | 3/0/0/0 | 3/0/0/0 | 3/0/0/0 | 3/0/0/0 | 3/0/0/0 | 3/0/0/0 | 3/0/0/0 | 3/0/0/0 | 3/0/0/0 | 3/0/0/0 | 3/0/0/0 | 3/0/0/0 | 3/0/0/0
21 Acipenser gueldenstaedtii 3/0/0/0 | 3/0/0/0 | 3/0/0/0 | 3/0/0/0 | 3/0/0/0 | 3/0/0/0 | 3/0/0/0 | 3/0/0/0 | 3/0/0/0 | 3/0/0/0 | 3/0/0/0 | 3/0/0/0 | 3/0/0/0 | 3/0/0/0 | 3/0/0/0 | 3/0/0/0 | 3/0/0/0 | 3/0/0/0
22 Acipenser ruthenus 3/0/0/0 | 3/0/0/0 | 3/0/0/0 | 3/0/0/0 | 3/0/0/0 | 3/0/0/0 | 3/0/0/0 | 3/0/0/0 | 3/0/0/0 | 3/0/0/0 | 3/0/0/0 | 3/0/0/0 | 3/0/0/0 | 3/0/0/0 | 3/0/0/0 | 3/0/0/0 | 3/0/0/0 | 3/0/0/0
23 Callinectes sapidus 3/0/0/0 | 3/0/0/0 | 3/0/0/0 | 3/0/0/0 | 3/0/0/0 | 3/0/0/0 | 3/0/0/0 | 3/0/0/0 | 3/0/0/0 | 3/0/0/0 | 3/0/0/0 | 3/0/0/0 | 3/0/0/0 | 3/0/0/0 | 3/0/0/0 | 3/0/0/0 | 3/0/0/0 | 3/0/0/0
24 Hemigrapsus sanguineus 3/0/0/0 | 3/0/0/0 | 2/1/0/0 | 3/0/0/0 | 3/0/0/0 | 3/0/0/0 | 3/0/0/0 | 3/0/0/0 | 3/0/0/0 | 3/0/0/0 | 3/0/0/0 | 3/0/0/0 | 3/0/0/0 | 3/0/0/0 | 3/0/0/0 | 3/0/0/0 | 3/0/0/0 | 3/0/0/0
25 Hemigrapsus takanoi 2/1/0/0 | 3/0/0/0 | 1/0/2/0 | 3/0/0/0 | 3/0/0/0 | 3/0/0/0 | 3/0/0/0 | 3/0/0/0 | 3/0/0/0 | 3/0/0/0 | 3/0/0/0 | 3/0/0/0 | 3/0/0/0 | 3/0/0/0 | 3/0/0/0 | 3/0/0/0 | 3/0/0/0 | 3/0/0/0

51




B: eDNA fra vandprover, september 2021
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1 Bonnemaisonia hamifera 3/0/0/0 | 3/0/0/0 | 3/0/0/0 | 2/1/0/0 | 2/0/1/0 | 3/0/0/0 | 3/0/0/0 | 0/2/1/0 | 3/0/0/0 | 1/0/210 | 3/0/0/0 | 2/1/0/0 | 3/0/0/0 | 3/0/0/0 | 3/0/0/0 | 3/0/0/0 | 3/0/0/0 | 1/1/1/0
2 Prorocentrum cordatum 0/0/3/0 | 0/0/3/0 | 0/0/3/0 | 0/0/0/3 | 0/0/3/0 | 0/3/0/0 | 0/0/3/0 | 0/1/2/0 | 0/0/3/0 | 0/0/0/3 | 0/0/0/3 | 0/0/3/0 | 0/0/0/3 | 0/0/0/3 | 0/0/0/3 | 0/3/0/0 0/0/3/0
3 Pseudochattonella farcimen | 2/1/0/0 | 3/0/0/0 | 2/1/0/0 | 0/0/0/3 | 0/0/0/3 | 2/1/0/0 | 2/1/0/0 | 0/0/3/0 | 0/1/2/0 | 0/3/0/0 | 0/0/3/0 | 0/2/1/0 | 3/0/0/0 | 3/0/0/0 | 3/0/0/0 | 0/0/0/3 | 0/0/0/3 | 0/0/0/3
4 Pseudochattonella verruculosa | 1/2/0/0 | 3/0/0/0 | 2/1/0/0 | 0/0/3/0 | 0/1/2/0 | 3/0/0/0 | 0/0/0/3 | 0/0/0/3 | 0/0/0/3 | 0/0/0/3 | 0/0/0/3 | 0/0/0/3 | 3/0/0/0 | 3/0/0/0 | 3/0/0/0 | 0/0/0/3 | 0/0/O/3 | 0/0/0/3
5 Karenia mikimotoi 0/0/3/0 3/0/0/0 | 3/0/0/0 | 3/0/0/0 | 0/0/0/3 | 0/0/0/3 | 0/0/0/3 | 0/0/0/3 | 0/0/0/3 | 0/0/0/3 | 3/0/0/0 | 0/0/3/0 | 2/1/0/0 | 0/0/3/0 | 0/0/0/3 | 0/0/0/3
6 Carassius auratus 3/0/0/0 | 3/0/0/0 | 3/0/0/0 | 3/0/0/0 | 3/0/0/0 | 3/0/0/0 | 3/0/0/0 | 3/0/0/0 | 3/0/0/0 | 3/0/0/0 | 3/0/0/0 | 3/0/0/0 | 3/0/0/0 | 3/0/0/0 | 3/0/0/0 | 3/0/0/0 | 3/0/0/0 | 3/0/0/0
7 Cyprinus carpio 3/0/0/0 | 3/0/0/0 | 3/0/0/0 | 3/0/0/0 | 2/1/0/0 | 3/0/0/0 | 3/0/0/0 | 3/0/0/0 | 3/0/0/0 | 3/0/0/0 | 3/0/0/0 | 3/0/0/0 | 3/0/0/0 | 3/0/0/0 | 3/0/0/0 | 3/0/0/0 | 3/0/0/0 | 3/0/0/0
8 Colpomenia perergrina 3/0/0/0 | 3/0/0/0 | 3/0/0/0 | 3/0/0/0 | 3/0/0/0 | 3/0/0/0 | 3/0/0/0 | 3/0/0/O | 3/0/0/0 | 3/0/0/0 | 3/0/0/0 | 3/0/0/0 | 2/1/0/0 | 2/1/0/0 | 2/1/0/0 | 3/0/0/0 | 3/0/0/0 | 3/0/0/0
10 Oncorhynchus mykiss 3/0/0/0 | 2/1/0/0 | 3/0/0/0 | 3/0/0/0 | 3/0/0/0 | 3/0/0/0 | 3/0/0/0 | 3/0/0/O | 3/0/0/0 | 2/1/0/0 | 3/0/0/0 | 2/1/0/0 | 3/0/0/0 | 2/1/0/0 | 3/0/0/0 | 3/0/0/0 | 3/0/0/0 | 3/0/0/0
1 Oncorhynchus gorbuscha 3/0/0/0 | 3/0/0/0 | 3/0/0/0 | 3/0/0/0 | 3/0/0/0 | 3/0/0/0 | 3/0/0/0 | 3/0/0/0 | 3/0/0/0 | 3/0/0/0 | 3/0/0/0 | 3/0/0/0 | 3/0/0/0 | 3/0/0/0 | 3/0/0/0 | 3/0/0/0 | 3/0/0/0 | 3/0/0/0
12 Magallana gigas 0/0/0/3 | 0/0/0/3 | 0/0/0/3 | 3/0/0/0 | 3/0/0/0 | 2/1/0/0 | 3/0/0/0 | 3/0/0/0 | 3/0/0/0 | 2/1/0/0 | 3/0/0/0 | 3/0/0/0 3/0/0/0 | 0/2/1/0 | 3/0/0/0 [ 0/0/0/3 | 3/0/0/0
13 Mya arenaria 1/1/1/0 | 0/3/0/0 | 1/2/0/0 | 2/1/0/0 | 0/1/2/0| 0/3/0/0 | 3/0/0/0 | 3/0/0/0 | 3/0/0/0 | 3/0/0/0 | 3/0/0/0 | 3/0/0/0 | 2/1/0/0 | 1/2/0/0 | O/O/3/0 | 3/0/0/0 | 0/0/3/0 | 0/0/0/3
14 Rhithropanopeus harrisii 3/0/0/0 | 3/0/0/0 | 3/0/0/0 | 3/0/0/0 | 3/0/0/0 | 3/0/0/0 | 3/0/0/0 | 3/0/0/O | 3/0/0/0 | 3/0/0/0 | 3/0/0/0 | 3/0/0/0 | 3/0/0/0 | 3/0/0/O | 3/0/0/0 | 3/0/0/0 | 3/0/0/0 | 3/0/0/0
15 Paralithodes camtschaticus | 3/0/0/0 | 3/0/0/0 | 3/0/0/0 | 3/0/0/0 | 3/0/0/0 | 3/0/0/0 | 3/0/0/0 | 2/1/0/0 | 3/0/0/0 | 3/0/0/0 | 3/0/0/0 | 3/0/0/0 | 3/0/0/0 | 3/0/0/0 | 3/0/0/0 | 3/0/0/0 | 3/0/0/0 | 3/0/0/0
16 Eriocheir sinensis 3/0/0/0 | 3/0/0/0 | 3/0/0/0 | 3/0/0/0 | 3/0/0/0 | 3/0/0/0 | 3/0/0/0 | 3/0/0/O | 3/0/0/0 | 3/0/0/0 | 3/0/0/0 | 3/0/0/0 | 3/0/0/0 | 3/0/0/0 | 3/0/0/0 | 3/0/0/0 | 3/0/0/0 | 3/0/0/0
17 Homarus americanus 3/0/0/0 | 3/0/0/0 | 3/0/0/0 | 3/0/0/0 | 3/0/0/0 | 3/0/0/0 | 3/0/0/0 | 3/0/0/O | 3/0/0/0 | 3/0/0/0 | 3/0/0/0 | 3/0/0/0 | 3/0/0/0 | 3/0/0/0 | 3/0/0/0 | 3/0/0/0 | 3/0/0/0 | 3/0/0/0
18 Cordylophora caspia 3/0/0/0 | 2/0/1/0 | 3/0/0/0 | 3/0/0/0 | 3/0/0/0 | 3/0/0/0 | 3/0/0/0 | 3/0/0/O | 3/0/0/0 | 2/1/0/0 | 3/0/0/0 | 3/0/0/0 | 3/0/0/0 | 3/0/0/0 | 3/0/0/0 [ 0/2/1/0 | 3/0/0/0 | 3/0/0/0
19 Mnemiopsis leidyi 0/0/0/3 | 0/0/0/3 | 0/0/0/3 | 0/0/0/3 | 0/0/0/3 | 0/3/0/0 | 0/0/0/3 | 0/0/0/3 | 0/0/0/3 | 0/0/0/3 | 0/0/3/0 | 0/0/0/3 | 0/0/0/3 | 0/0/0/3 | 0/0/0/3 | 0/0/0/3 | 0/0/0/3 | 0/0/0/3
20 Acipenser baerii 3/0/0/0 | 3/0/0/0 | 3/0/0/0 | 3/0/0/0 | 3/0/0/0 | 3/0/0/0 | 3/0/0/0 | 3/0/0/0 | 3/0/0/0 | 3/0/0/0 | 3/0/0/0 | 3/0/0/0 | 3/0/0/0 | 3/0/0/0 | 3/0/0/0 | 3/0/0/0 | 3/0/0/0 | 3/0/0/0
21 Acipenser gueldenstaedtii 3/0/0/0 | 3/0/0/0 | 3/0/0/0 | 3/0/0/0 | 3/0/0/0 | 3/0/0/0 | 3/0/0/0 | 3/0/0/O | 3/0/0/0 | 3/0/0/0 | 3/0/0/0 | 3/0/0/0 | 3/0/0/0 | 3/0/0/0 | 3/0/0/0 | 3/0/0/0 | 3/0/0/0 | 3/0/0/0
22 Acipenser ruthenus 3/0/0/0 | 3/0/0/0 | 3/0/0/0 | 3/0/0/0 | 3/0/0/0 | 3/0/0/0 | 3/0/0/0 | 3/0/0/O | 3/0/0/0 | 3/0/0/0 | 3/0/0/0 | 3/0/0/0 | 3/0/0/0 | 3/0/0/O | 3/0/0/0 | 3/0/0/0 | 3/0/0/0 | 3/0/0/0
23 Callinectes sapidus 3/0/0/0 | 3/0/0/0 | 3/0/0/0 | 3/0/0/0 | 3/0/0/0 | 3/0/0/0 | 3/0/0/0 | 3/0/0/0 | 3/0/0/0 | 3/0/0/0 | 3/0/0/0 | 3/0/0/0 | 3/0/0/0 | 3/0/0/0 | 3/0/0/0 | 3/0/0/0 | 3/0/0/0 | 3/0/0/0
24 Hemigrapsus sanguineus 1/2/0/0 | 1/2/0/0 | 3/0/0/0 | 3/0/0/0 | 3/0/0/0 | 3/0/0/0 | 3/0/0/0 | 3/0/0/0 | 3/0/0/0 | 3/0/0/0 | 3/0/0/0 | 3/0/0/0 | 3/0/0/0 | 2/1/0/0 | 3/0/0/O | 3/0/0/0 | 3/0/0/0 | 3/0/0/0
25 Hemigrapsus takanoi 0/0/3/0 | 0/1/2/0 | 0/1/2/0 | 3/0/0/0 | 3/0/0/0 | 3/0/0/0 | 3/0/0/0 | 3/0/0/0 | 3/0/0/0 | 2/1/0/0 | 3/0/0/0 | 3/0/0/0 | 3/0/0/0 | 3/0/0/0 | 3/0/0/0 | 3/0/0/0 | 3/0/0/0 | 2/1/0/0
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C: eDNA fra begroningsplader, september 2021
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1 Bonnemaisonia hamifera 3/0/0/0 | 3/0/0/0 | 3/0/0/0 | 2/1/0/0 | 0/0/0/3 | 0/0/0/3 | 0/0/0/3 | 3/0/0/0 | 3/0/0/0 | 3/0/0/0 | 3/0/0/0 | 0/0/3/0 | 0/0/3/0 | 0/0/0/3
2 Prorocentrum cordatum 3/0/0/0 | 3/0/0/0 3/0/0/0 | 3/0/0/0 1/2/0/0 | 1/2/0/0 | 0/0/0/3 | 0/0/0/3
3 Pseudochattonella farcimen 3/0/0/0 | 3/0/0/0 | 3/0/0/0 | 3/0/0/0 | 3/0/0/0 | 3/0/0/0 3/0/0/0 | 3/0/0/0 | 3/0/0/0 | 3/0/0/0 | 1/0/2/0 | 1/0/2/0 | 0/0/3/0
4 Pseudochattonella verruculosa 3/0/0/0 | 3/0/0/0 | 3/0/0/0 | 2/1/0/0 | 1/2/0/0 | 1/1/1/0 3/0/0/0 | 2/1/0/0 | 3/0/0/0 | 3/0/0/0 | 1/2/0/0 | 3/0/0/0 | 0/2/1/0
5 Karenia mikimotoi 3/0/0/0 | 3/0/0/0 | 2/1/0/0 | 3/0/0/0 | 0/0/0/3 | 0/0/0/3 | 0/0/0/3 | 1/2/0/0 | 0/3/0/0 | 2/1/0/0 | 3/0/0/0 | 0/3/0/0 | 1/2/0/0 | 0/1/2/0
6 Carassius auratus 3/0/0/0 | 3/0/0/0 | 3/0/0/0 | 3/0/0/0 | 3/0/0/0 | 3/0/0/0 | 3/0/0/0 | 3/0/0/0 | 3/0/0/0 | 3/0/0/0 | 3/0/0/0 | 3/0/0/0 | 3/0/0/0 | 3/0/0/0
7 Cyprinus carpio 3/0/0/0 | 3/0/0/0 | 3/0/0/0 | 3/0/0/0 | 3/0/0/0 | 3/0/0/0 | 3/0/0/0 | 3/0/0/0 | 3/0/0/0 | 3/0/0/0 | 3/0/0/0 | 3/0/0/0 | 3/0/0/0 | 3/0/0/0
8 Colpomenia perergrina 3/0/0/0 | 3/0/0/0 | 3/0/0/0 | 3/0/0/0 | 3/0/0/0 | 3/0/0/0 | 3/0/0/0 | 3/0/0/0 | 3/0/0/0 | 3/0/0/0 | 3/0/0/0 | 3/0/0/0 | 3/0/0/0 | 3/0/0/0
10 Oncorhynchus mykiss 3/0/0/0 | 3/0/0/0 | 3/0/0/0 | 3/0/0/0 | 3/0/0/0 | 3/0/0/0 | 3/0/0/0 | 3/0/0/0 | 3/0/0/0 | 3/0/0/0 | 3/0/0/0 | 3/0/0/0 | 3/0/0/0 | 3/0/0/0
11 Oncorhynchus gorbuscha 3/0/0/0 | 3/0/0/0 | 3/0/0/0 | 3/0/0/0 | 3/0/0/0 | 3/0/0/0 | 3/0/0/0 | 3/0/0/0 | 3/0/0/0 | 3/0/0/0 | 3/0/0/0 | 3/0/0/0 | 3/0/0/0 | 3/0/0/0
12 Magallana gigas 0/0/0/3 | 0/0/0/3 | 0/0/0/3 | 3/0/0/0 | 0/0/0/3 | 0/0/0/3 | 3/0/0/0 | 3/0/0/0 | 2/1/0/0 | 3/0/0/0 | 3/0/0/0 | 3/0/0/0 | 3/0/0/0 | 0/0/0/3
13 Mya arenaria 1/0/2/0 | 3/0/0/0 | 0/0/0/3 | 0/0/3/0 | 3/0/0/0 | 0/0/3/0 | 3/0/0/0 | 3/0/0/0 | 3/0/0/0 | 0/0/3/0 | 0/0/0/3 | 3/0/0/0 | 0/1/2/0 | 1/2/0/0
14 Rhithropanopeus harrisii 3/0/0/0 | 3/0/0/0 | 3/0/0/0 | 3/0/0/0 | 3/0/0/0 | 3/0/0/0 | 3/0/0/0 | 3/0/0/0 | 3/0/0/0 | 3/0/0/0 | 0/0/0/3 | 3/0/0/0 | 3/0/0/0 | 3/0/0/0
15 Paralithodes camtschaticus 3/0/0/0 | 3/0/0/0 | 3/0/0/0 | 3/0/0/0 | 3/0/0/0 | 3/0/0/0 | 3/0/0/0 | 3/0/0/0 | 2/1/0/0 | 3/0/0/0 | 3/0/0/0 | 3/0/0/0 | 3/0/0/0 | 3/0/0/0
16 Eriocheir sinensis 3/0/0/0 | 3/0/0/0 | 3/0/0/0 | 3/0/0/0 | 3/0/0/0 | 3/0/0/0 | 3/0/0/0 | 3/0/0/0 | 3/0/0/0 | 3/0/0/0 | 3/0/0/0 | 3/0/0/0 | 3/0/0/0 | 3/0/0/0
17 Homarus americanus 3/0/0/0 | 3/0/0/0 | 3/0/0/0 | 3/0/0/0 | 3/0/0/0 | 3/0/0/0 | 3/0/0/0 | 3/0/0/0 | 3/0/0/0 | 3/0/0/0 | 3/0/0/0 | 3/0/0/0 | 3/0/0/0 | 3/0/0/0
18 Cordylophora caspia 3/0/0/0 | 3/0/0/0 | 3/0/0/0 | 3/0/0/0 | 3/0/0/0 | 3/0/0/0 | 3/0/0/0 | 3/0/0/0 | 3/0/0/0 | 3/0/0/0 | 3/0/0/0 | 3/0/0/0 | 3/0/0/0 | 3/0/0/0
19 Mnemiopsis leidyi 0/0/0/3 | 0/0/0/3 | 0/0/0/3 | 0/0/0/3 | 0/0/0/3 | 0/0/0/3 | 0/0/0/3 | 3/0/0/0 | 2/1/0/0 | 3/0/0/0 | 3/0/0/0 | 0/0/0/3 | 0/0/0/3 | 0/0/0/3
20 Acipenser baerii 3/0/0/0 | 3/0/0/0 | 3/0/0/0 | 3/0/0/0 | 3/0/0/0 | 3/0/0/0 | 3/0/0/0 | 3/0/0/0 | 3/0/0/0 | 3/0/0/0 | 3/0/0/0 | 3/0/0/0 | 3/0/0/0 | 3/0/0/0
21 Acipenser gueldenstaedtii 3/0/0/0 | 3/0/0/0 | 3/0/0/0 | 3/0/0/0 | 3/0/0/0 | 3/0/0/0 | 3/0/0/0 | 3/0/0/0 | 3/0/0/0 | 3/0/0/0 | 3/0/0/0 | 3/0/0/0 | 2/1/0/0 | 3/0/0/0
22 Acipenser ruthenus 3/0/0/0 | 3/0/0/0 | 3/0/0/0 | 3/0/0/0 | 3/0/0/0 | 3/0/0/0 | 3/0/0/0 | 3/0/0/0 | 3/0/0/0 | 3/0/0/0 | 3/0/0/0 | 3/0/0/0 | 3/0/0/0 | 3/0/0/0
23 Callinectes sapidus 3/0/0/0 | 3/0/0/0 | 3/0/0/0 | 3/0/0/0 | 3/0/0/0 | 3/0/0/0 | 3/0/0/0 | 3/0/0/0 | 3/0/0/0 | 3/0/0/0 | 3/0/0/0 | 3/0/0/0 | 3/0/0/0 | 3/0/0/0
24 Hemigrapsus sanguineus 3/0/0/0 | 3/0/0/0 | 0/3/0/0 | 3/0/0/0 | 3/0/0/0 | 3/0/0/0 | 3/0/0/0 | 3/0/0/0 | 3/0/0/0 | 3/0/0/0 | 3/0/0/0 | 3/0/0/0 | 3/0/0/0 | 3/0/0/0
25 Hemigrapsus takanoi 3/0/0/0 | 3/0/0/0 | 0/0/0/3 | 3/0/0/0 | 3/0/0/0 | 3/0/0/0 | 3/0/0/0 | 3/0/0/0 | 3/0/0/0 | 3/0/0/0 | 3/0/0/0 | 3/0/0/0 | 3/0/0/0 | 3/0/0/0
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Bilag 4. Arter identificeret ved hjeelp af konventionelle metoder. Arter fremhaevet med gult
er enten ikke-hjemmehgrende eller kryptogene arter og er alle medtaget i vores opggrelse
af ikke-hjemmehgrende arter.

ID Art TAXA Status

1 Abietinaria abietina Cnidaria Hjemmehgrende
2 Abra alba Mollusca Hjemmehgrende
3 Abra nitida Mollusca Hjemmehgrende
4 Acrochaetium sp. Algae (Rhodophyta)  Hjemmehgrende
5 Aetea truncata Bryozoa Hjemmehgrende
6 Aglaothamnion bipinnatum Algae (Rhodophyta)  Hjemmehgrende
7 Aglaothamnion tenuissimum Algae (Rhodophyta)  Hjemmehgrende
8 Alcyonidium gelatinosum Bryozoa Hjemmehgrende
9 Alitta succinea Annelida Kryptogen

10  Amathia imbricata Bryozoa Hjemmehgrende
11 Amathia sp. Bryozoa Hjemmehgrende
12 Amphibalanus improvisus Crustacea Kryptogen

13  Anthozoa indet. Cnidaria Hjemmehgrende
14  Ascidiacea indet. Ascidiacea Hjemmehgrende
15  Ascidiella aspersa Ascidiacea Hjemmehgrende
16  Asterias rubens Echinodermata Hjemmehgrende
17 Aurelia aurita (schyphistoma) Cnidaria Hjemmehgrende
18  Austrominius modestus Crustacea Ikke-hjemmehgrende
19  Balanidae Crustacea Hjemmehgrende
20  Bittium reticulatum Mollusca Hjemmehgrende
21 Bivalvia indet. Mollusca Hjemmehgrende
22  Bonnemaisonia hamifera Algae (Rhodophyta)  lkke-hjemmehgrende
23  Botrylloides leachii Ascidiacea Hjemmehgrende
24 Botryllus schlosseri Ascidiacea Hjemmehgrende
25  Bougainvillia muscus Cnidaria Hjemmehgrende
26  Bryopsis hypnoides Algae(Chlorophyta) Hjemmehgrende
27  Buccinum undatum Mollusca Hjemmehgrende
28  Bugula sp. Bryozoa Hjemmehgrende
29  Callithamnion corymbosum Algae (Rhodophyta)  Hjemmehgrende
30 Capitellidae Annelida Hjemmehgrende
31 Caprella linearis Crustacea Hjemmehgrende
32  Carcinus maenas Crustacea Hjemmehgrende
33  Celleporella hyalina Bryozoa Hjemmehgrende
34  Ceramium sp. Algae (Rhodophyta)  Hjemmehgrende
35 Cerastoderma edule Mollusca Hjemmehgrende
36  Cerastoderma glaucum Mollusca Hjemmehgrende
37  Chaetomorpha melagonium Algae (Ochrophyta) Hjemmehgrende
38  Chaetopteris plumosa Algae (Ochrophyta) Hjemmehgrende
39 Chamelea gallina Mollusca Hjemmehgrende
40  Chironomus sp. Arthropoda Hjemmehgrende
41 Chone duneri Annelida Hjemmehgrende
42  Chorda filum Algae (Ochrophyta) Hjemmehgrende
43  Ciona intestinalis Ascidiacea Hjemmehgrende
44  Cladophora sp. Algae (Chlorophyta)  Hjemmehgrende
45  Clava multicornis Cnidaria Hjemmehgrende
46  Clytia hemisphaerica Cnidaria Hjemmehgrende
47  Conopeum reticulum Bryozoa Hjemmehgrende
48  Corophium crassicorne Crustacea Hjemmehgrende
49  Corophium sp. Crustacea Hjemmehgrende
50 Coryne pusilla Cnidaria Hjemmehgrende
51  Cradoscrupocellaria reptans Bryozoa Hjemmehgrende
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60
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62
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64
65
66
67
68
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70
71
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74
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77
78
79
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89
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93
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100
101
102
103
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106

Crepidula fornicata
Cribrilina annulata
Crisia sp.

Crustacea indet.
Cryptosula pallasiana
Cyrillia linearis
Cystoclonium purpureum
Dasya sp.
Dasysiphonia japonica
Derbesia marina
Desmarestia aculeata
Desmarestia viridis
Dodecaceria concharum
Dynamena pumila
Echinoidea

Ecrobia ventrosa
Ectocarpus penicillatus
Ectocarpus siliculosus
Einhornia crustulenta
Elachista fucicola
Electra pilosa
Ericthonius brasiliensis
Eteone longa

Euchone papillosa
Eudendrium arbuscula
Eulalia viridis

Eumida sanguinea
Fucus serratus

Fucus spiralis

Fucus vesiculosus
Gammaridae indet.
Gammarus salinus
Gastropoda indet.
Gobius niger
Halichondria panicea
Harmothoe imbricata
Hediste diversicolor
Heteromastus filiformis
Hiatella arctica
Hincksia ovata
Hincksia sp.

Hyale vitrea
Hydractinia echinata
Hydrallmania falcata
Hydrozoa indet.

Idotea balthica

Jaera albifrons
Kurtiella bidentata
Lacuna pallidula
Lacuna sp.
Leucosolenia botryoides
Liljeborgia pallida
Littorina littorea
Magallana gigas
Malacoceros fuliginosus

Mollusca

Bryozoa

Bryozoa

Crustacea

Bryozoa

Mollusca

Algae (Rhodophyta)
Algae (Rhodophyta)
Algae (Rhodophyta)
Algae (Chlorophyta)
Algae (Ochrophyta)
Algae (Ochrophyta)
Annelida

Cnidaria
Echinodermata
Mollusca

Algae (Ochrophyta)
Algae (Ochrophyta)
Bryozoa

Algae (Ochrophyta)
Bryozoa

Crustacea

Annelida

Annelida

Cnidaria

Annelida

Annelida

Algae (Ochrophyta)
Algae (Ochrophyta)
Algae (Ochrophyta)
Crustacea
Crustacea

Mollusca

Pisces

Porifera

Annelida

Annelida

Annelida

Mollusca

Algae (Rhodophyta)
Algae (Rhodophyta)
Mollusca

Cnidaria

Cnidaria

Cnidaria

Crustacea
Crustacea

Mollusca

Mollusca

Mollusca

Porifera

Crustacea

Mollusca

Mollusca

Annelida

Ikke-hjemmehgrende
Hjemmehgrende
Hjemmehgrende
Hjemmehgrende
Hjemmehgrende
Hjemmehgrende
Hjemmehgrende
Ikke-hjemmehgrende
Ikke-hjemmehgrende
Hjemmehgrende
Hjemmehgrende
Hjemmehgrende
Hjemmehgrende
Hjemmehgrende
Hjemmehgrende
Hjemmehgrende
Hjemmehgrende
Hjemmehgrende
Hjemmehgrende
Hjemmehgrende
Hjemmehgrende
Hjemmehgrende
Hjemmehgrende
Hjemmehgrende
Hjemmehgrende
Hjemmehgrende
Hjemmehgrende
Hjemmehgrende
Hjemmehgrende
Hjemmehgrende
Hjemmehgrende
Hjemmehgrende
Hjemmehgrende
Hjemmehgrende
Hjemmehgrende
Hjemmehgrende
Hjemmehgrende
Hjemmehgrende
Hjemmehgrende
Hjemmehgrende
Hjemmehgrende
Hjemmehgrende
Hjemmehgrende
Hjemmehgrende
Hjemmehgrende
Hjemmehgrende
Hjemmehgrende
Hjemmehgrende
Hjemmehgrende
Hjemmehgrende
Hjemmehgrende
Hjemmehgrende
Hjemmehgrende
Ikke-hjemmehgrende
Hjemmehgrende
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107
108
109
110
111
112
113
114
115
116
17
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
151
152
153
154
155
156
157
158
159
160
161

Marshallora adversa

Membranipora membranacea

Microdeutopus gryllotalpa
Modiolus modiolus
Molgula sp.

Musculus subpictus
Mya arenaria

Mysidae indet.

Mytilus edulis
Nematoda indet.
Nemertini indet.
Nephtys ciliata
Nephtys hombergii
Nereis pelagica
Nereis sp.
Nudibranchia indet.
Nymphon sp.

Obelia dichotoma
Obelia geniculata
Obelia longissima
Obelia sp.

Oligochaeta indet.
Opercularella lacerata
Ophiothrix fragilis
Palaemon elegans
Parvicardium exiguum
Parvicardium sp.
Pectinaria koreni
Pedicellina sp.
Peringia ulvae
Petalonia fascia
Phycodrys rubens
Phyllodoce maculata
Platyhelminthes
Platynereis dumerilii
Pododesmus patelliformis
Polychaeta indet.
Polydora ciliata
Polydora cornuta
Polynoidae indet.
Polyplacophora indet.
Polysiphonia stricta
Porifera indet.
Prionospio fallax
Pterothamnion plumula
Pygospio elegans
Pylaiella littoralis
Rhithropanopeus harrisii
Rissoa parva

Rissoa sp.

Saccharina latissima
Sargassum muticum
Scagelothamnion pusillum
Schizonema
Schizoporella japonica

Mollusca

Bryozoa

Crustacea

Mollusca
Ascidiacea
Mollusca

Mollusca
Crustacea

Mollusca
Nematoda
Nemertea

Annelida

Annelida

Annelida

Annelida

Mollusca
Arthropoda
Cnidaria

Cnidaria

Cnidaria

Cnidaria

Annelida

Bryozoa
Echinodermata
Crustacea

Mollusca

Mollusca

Annelida
Entoprocta
Mollusca

Algae (Ochrophyta)
Algae (Rhodophyta)
Annelida
Platyhelminthes
Annelida

Mollusca

Annelida

Annelida

Annelida

Annelida

Mollusca

Algae (Rhodophyta)
Porifera

Annelida

Algae (Rhodophyta)
Annelida

Algae (Rhodophyta)
Crustacea

Mollusca

Mollusca

Algae (Ochrophyta)
Algae (Ochrophyta)
Algae (Rhodophyta)
Algae (Ochrophyta)
Bryozoa

Hjemmehgrende
Hjemmehgrende
Hjemmehgrende
Hjemmehgrende
Hjemmehgrende
Hjemmehgrende

Ikke-hjemmehgrende

Hjemmehgrende
Hjemmehgrende
Hjemmehgrende
Hjemmehgrende
Hjemmehgrende
Hjemmehgrende
Hjemmehgrende
Hjemmehgrende
Hjemmehgrende
Hjemmehgrende
Hjemmehgrende
Hjemmehgrende
Hjemmehgrende
Hjemmehgrende
Hjemmehgrende
Hjemmehgrende
Hjemmehgrende
Kryptogen

Hjemmehgrende
Hjemmehgrende
Hjemmehgrende
Hjemmehgrende
Hjemmehgrende
Hjemmehgrende
Hjemmehgrende
Hjemmehgrende
Hjemmehgrende
Hjemmehgrende
Hjemmehgrende
Hjemmehgrende
Hjemmehgrende
Kryptogen

Hjemmehgrende
Hjemmehgrende
Hjemmehgrende
Hjemmehgrende
Hjemmehgrende
Hjemmehgrende
Hjemmehgrende
Hjemmehgrende

Ikke-hjemmehgrende

Hjemmehgrende
Hjemmehgrende
Hjemmehgrende

Ikke-hjemmehgrende

Hjemmehgrende
Hjemmehgrende

Ikke-hjemmehgrende
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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

Scoloplos armiger
Scruparia ambigua

Scrupocellaria scruposa

Sertularia cupressina

Sinelobus vanhaareni
Spermothamnion repens

Sphacelaria cirrosa

Sphaceloderma caespitulum

Sphaerosyllis sp.
Spio filicornis

Spirobranchus triqueter

Spirorbinae indet.
Spisula subtruncata

Spongonema tomentosum

Stenothoe sp.
Streblospio benedicti
Sycon ciliatum
Syllidia armata
Terebellidae indet.
Tharyx killariensis
Tritia reticulata
Tubificoides benedii
Ulothrix sp.

Ulva sp.

Urothoe sp.
Varicorbula gibba
Verruca stroemia
Vertebrata fucoides
Walkeria uva
Zostera marina

Annelida

Bryozoa

Bryozoa

Cnidaria

Crustacea

Algae (Rhodophyta)
Algae (Ochrophyta)
Algae (Ochrophyta)
Annelida

Annelida

Annelida

Annelida

Mollusca

Algae (Ochrophyta)
Crustacea
Annelida

Porifera

Annelida

Annelida

Annelida

Mollusca

Annelida

Algae (Ochrophyta)
Algae (Ochrophyta)
Crustacea

Mollusca
Crustacea

Algae (Rhodophyta)
Bryozoa
Magnoliophyta

Hjemmehgrende
Hjemmehgrende
Hjemmehgrende
Hjemmehgrende
Ikke-hjemmehgrende
Hjemmehgrende
Hjemmehgrende
Hjemmehgrende
Hjemmehgrende
Hjemmehgrende
Hjemmehgrende
Hjemmehgrende
Hjemmehgrende
Hjemmehgrende
Hjemmehgrende
Kryptogen
Hjemmehgrende
Hjemmehgrende
Hjemmehgrende
Kryptogen
Hjemmehgrende
Hjemmehgrende
Hjemmehgrende
Hjemmehgrende
Hjemmehgrende
Hjemmehgrende
Hjemmehgrende
Hjemmehgrende
Hjemmehgrende
Hjemmehgrende
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HAVNEOVERVAGNING AF IKKE-HJEMME-
H@RENDE ARTER 2021

Havstrategiens deskriptor 2

Rapporten leverer en kvantificering af ikke-hjemmeha-
rende arter i seks udvalgte danske havne (Esbjerg Havn,
Hirtshals Havn, Frederikshavn Havn, Aarhus Havn, Fre-
dericia Havn og Kebenhavns Havn) ved anvendelse af
konventionelle (skrab, bundpraver og begroningsplader)
og eDNA-baserede (qPCR) overvagningsmetoder. | alt blev
der fundet 24 ikke-hjemmehegrende arter i de seks havne,
heraf to helt nye arter for danske farvande. Sammenlignet
med baseline undersegelser i 2017 var der 15 gengangere.
Rapporten leverer en rcekke anbefalinger til optimering af
den fremtidige havneovervagning.
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