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1 Indledning

| denne del af overvagningsprogrammet moniteres forekomsten af diverse insektgrupper, som
fx tovinger og arevinger, med Malaise-faelder. Insektfangst ved hjeaelp af Malaise-feelder er en
veletableret, effektiv og standardiseret moniteringsmetode, som anvendes til passiv
indfangning af flyvende insekter — iseer tovinger og arevinger (Karlsson m.fl. 2020), som
samtidig udger de mest artsrige insektordener i Danmark. Artsbestemmelse af insekter kraever
specialistviden og er meget tidskraevende, og derfor er denne manuelle del her erstattet af
metabarcoding af insekterne - dvs. artsbestemmelse vha. DNA-sekvensering af insektprgven
fra Malaisefeelden. Metabarcoding-metoder er i en rivende udvikling, hvor metoder optimeres
og priserne for analyse falder (Gottlieb m.fl. 2025). Indsamlingen giver mulighed for at
dokumentere sendringer i artssammensaetning over tid, i forhold til de langsigtede
forandringer inden for samme park.

2 Metode

Denne TA beskriver kun feltindsamlingen af insekterne. Det vil kreeve DNA-ekstrahering,
sekvensering og processering af feeldefangst, nar data skal bruges til afrapportering. Da
metabarcoding-metoderne som navnt er i rivende udvikling foreslas det, at metoderne til
denne del beskrives umiddelbart inden analysearbejdet gnskes pabegyndt for at sikre, at de
mest up-to-date metoder beskrives.

2.1 Tid, sted og periode

Malaise-feelden installeres i Ipbet af sommerperioden fra midt i maj og fire uger frem.
Faelderne skal fange i 4 sammenhangende uger hvert ar — i samme periode, pa faste steder og
med samme orientering hvert ar. Den 4-ugers sammenhangende fangstperiode er valgt for at
(i) #ge artsdeekningen — isaer for lav-abundante taxa, som akkumulerer over laengere
fangstperioder — og (ii) ggre praven robust over for kortvarige udsving i vejr og insektaktivitet.
Samtidig er metabarcoding velegnet til bulkprgver fra malaise-faelder, hvor store fangster er
forventelige. For at minimere risiko for overfyldning og konserveringsproblemer udskiftes
fangstbeholderen efter 14 dage; ved usaedvanligt hgj biomasse kan der indfgres ekstra
udskiftning. Hvis temporal oplgsning gnskes, kan delprgverne (0—14 dage og 14-28 dage)
analyseres separat eller efterfglgende sammenlaegges.

2.2 Udstyr

Til opsaetning og tgmning af faelder:

e Malaise-faelder (2 pr. park, fx BugDorm Malaise trap, model BT001, MegaView Science,
Co., Ltd, Taichung, Taiwan
https://shop.bugdorm.com/product info.php?cPath=2 19&sort=1a&products id=330)
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https://shop.bugdorm.com/product_info.php?cPath=2_19&sort=1a&products_id=330

e Staenger og plgkker til felde
(https://shop.bugdorm.com/product info.php?products id=359)

e Label pa vandtaet papir/bomuldspapir og printet med laserprint, som ikke oplgses i
sprit fx 'Rite In The Rain - Vandtaet Kopipapir’ https://www.grejfreak.dk/shop/82-
skrivegrej/39609-rite-in-the-rain-kopipapir-a4/?gad source=1&gclid=CjOKCQiA Ya-
BhC9ARIsAA6fbA] hwNECDI8rO7rRCAnka oTG YtroJL CqithL8iisthP9SVDwU2AaAtmYE
ALw_ wcB, med fglgende information: Dato, lokalitet, faeldelD

e Ethanol (2-3 liter pr. park pr ar, 96%)

e Ekstra fangstbeholdere i polypropylen eller polyethylen, der passer til faelden (4 stk i alt
per park, per ar; 500 ml, fx Thermo Scientific™ Nalgene™ Wide-Mouth HDPE,
https://www.thermofisher.com/order/catalog/product/N411-0500

e Zip-lock poser til opbevaring af lag

e Engangshandsker

e Permanent tusch samt blyant

e Selvkleebende label til at seette uden pa fangstbeholderen med fglgende information:
Dato, lokalitet, faeldelD

e  GPS (minimum ngjagtighed <5 m)

e Kamera evt. mobilkamera

Til opsaetning af hegn i parker med graessende dyr:

e Hegnspale, 10 pr. park (2 feelder x 4 hegnspzele +2 jording til spaendingsgiver)
e Hegnstrad, 32-48 m pr park

e Saks til at klippe hegnstrad over med

e Spaendingsgiver 6-12V, 2 stk. pr. park

e 9V batterier, 2 stk. pr. park

2.3 Procedure

2.3.1 Opseaetning af faelder og hegn

Der installeres to feelder i hver NNP med minimum 500 meters afstand og mindst 200 meter til
kanten af parken. Feelderne placeres i to forskellige typer af habitater, sa de repraesenterer de
vaesentligste typer af natur i den enkelte NNP. Malaise-faelden kraever som minimum et abent
areal pa 2 x 1% meter til placering, derfor undgas opsaetning i meget teette plantager og for
andre naturtyper, ma der ikke vaere kronelag over 2 m indenfor en 5 meters radius omkring
faeelden. Undga at placere faelden midt pa en dyreveksel. For at kunne koble faeldefangsten
med metadata for det omkringvaerende habitat placeres feelden lige udenfor en 15 m cirkel fra
basismoniteringen. Falden placeres, sa dbningen vender mod syd. Et midlertidigt hegn
etableres i omrader med graessende dyr.
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Fzelden installeres i overensstemmelse med brugsanvisningen. Pa skranende underlag placeres
Malaise-faelden pa langs af haeldningsretningen, sa "beholder-enden” vender opad. Pzalene
stilles som udgangspunkt lodret. Efter opsaetning paskrues Malaise-faelde-beholderen, som er
halvt fyldt med 96% ethanol. Brug et nyt sat sterile engangshandsker, hver gang
indsamlingsbeholderen handteres. | beholderen anbringes en ”startetiket” med dato, NNP-
navn, faeldelD og GPS-koordinater. Laget til beholderen opbevares i en ny, ren zip-lockpose, sa
kontaminering undgas. Posen maerkes ogsa med dato, NNP-navn, faeldelD og GPS-koordinater.
Labels, pose og lag handteres ogsa med rene/sterile handsker. Der monteres desuden et skilt
pa Malaise-faelden som oplyser om dataindsamling for at minimere risikoen for vandalisering.

Hvis der er graessende dyr i omradet, szettes et elhegn op for at beskytte Malaise-faelden. Start
med at szette fire hegnspaele i jorden rundt om Malaise-faelden med 1 m afstand til feelden.
Hegnstrad monteres og spandingsgiver og batteriet sluttes til.

De praecise GPS-koordinater for feeldens placering logges, sa faelden kan opsaettes pa samme
sted de efterfglgende ar.

For at have en visuel repraesentation af det miljg, feelden placeres i, tages fem fotos. For hver

faelde tages et billede af feelden med solen i ryggen og derudover tages fire billeder — et i hver
retning af hvert verdenshjgrne (N, S, @, V) med feelden bag fotografen. Billederne uploades til
Miljgportalen med note om lokalitet, faeldelD, retning (N, S, @, V, faelde), GPS-koordinater og

dato.

2.3.2 Tgmning af feelder

Faelderne tilses 14 dage efter de er installeret. Hvis hegnet eller faelderne er beskadiget rettes
der op pa skaderne. Uanset erstattes fangstbeholderen med en ny, halvt fyldt med 96%
ethanol. Efter endnu 14 dage tages faelden ned og fangstbeholder nr. 2 afmonteres.

Ved tegmning af fangstbeholderen benyttes et szt sterile engangshandsker. En “slutlabel” med
[dato, NNP-navn, faeldelD og GPS-koordinater] laegges i beholderen, hvorefter den efterfyldes
med ethanol 96%, indtil den er naesten fuld og laget monteres. Pa ydersiden af beholderen
seettes en selvklaebende label med [dato, NNP-navn, faeldelD og GPS-koordinater]. Beholderen
opbevares pa frys (-18°C, skrues om muligt ned pa -20 °C) straks efter hjemkomst.

Hvis der har vaeret uregelmaessigheder ved en eller flere feelder noteres dette i en elektronisk
logbog, med fglgende oplysninger: [Dato, NNP-navn, faeldelD, GPS-koordinater, rapportgr,
fejltypel.

2.3.3 Datalagring og DNA-analyser

Insektprgverne med sprit gemmes i fryser (min. -18 °C, skrues om muligt ned pa -20 °C) op til
10 ar efter fgrste indsamling. Prgver sendes til analyse ved et akkrediteret firma, som er
specialiseret i eDNA analyser til biodiversitetsformal. Her kgres PCR, sekvensering og match
med eksisterende referencedatabaser efter nyeste standarder. Resultatfiler gemmes pa en
server hos NST og artslister uploades til Miljgportalen med reference til den pagaeldende NNP.
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Resultatfiler fra eDNA-analyser omfatter (i) OTU (Operational Taxonomic Unit)-/ASV (Amplicon
Sequence Variant)-tabeller (TSV/CSV og BIOM format), (ii) artsannoteringer (kobling mellem
OTU/ASV og taxa, inklusive matchkriterier), (iii) kvalitetskontrolrapporter (antal reads pr. prgve
for og efter filtrering samt resultater for negative kontroller), samt (iv) primaere sekvensdata
(FASTQ-filer) og metadata, der dokumenterer laboratorie- og bioinformatikworkflow (primere,
PCR-betingelser, sekventeringsplatform, pipeline/software og referencedatabaser).

Der skal desuden foreligge oplysninger om de anvendte primersekvenser, sa det kan
verificeres, om de er trimmet bort fra FASTQ-filerne; den anvendte indekseringsprotokol (fx
dual unique indexes eller kombinatoriske dual indexes); hvorvidt PhiX er anvendt og i hvilken
andel; tydelige prgve-metadata med tilhgrende forklaring af alle felter; dokumentation af den
bioinformatiske pipeline for processerede data (software, versionsnumre, parametre og
version af referencedatabase); samt en klar beskrivelse af bade negative og positive kontroller
og deres anvendelse i filtrering og kvalitetssikring.

Den elektroniske logbog for feeldeuregelmaessigheder sendes til den ansvarlige for
afrapportering.
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4 Bilag

4.1 Registreringsskema til elektronisk logbog til registrering af
feelde-uregelmaessigheder

NNP-navn

FaeldelD

Dato

GPS-koordinater|Rapportgr Fejltype

5 Oversigt over versionsaendringer
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