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Abstract:

This study investigates the potential of environ-
mental DNA (eDNA) metabarcoding as a com-
plementary tool to traditional vegetation-based
assessments of protected grassland habitats (§3
areas) in Denmark. Using flower samples from
four sites with contrasting biological quality, eD-
NA was extracted and sequenced to identify art-
hropod communities and plant—arthropod inte-
ractions. Across 27 samples, 72 arthropod spe-
cies from 11 orders were detected, revealing sub-
stantial taxonomic diversity and interaction net-
works. Contrary to expectations, no significant
difference in arthropod species richness was fo-
und between sites of high and low vegetation-
based quality indices, suggesting that local art-
hropod diversity may be influenced of somet-
hing else rather than by plant diversity alone.
Interaction networks showed no clear structu-
ral differences between sites, and connectance
and robustness metrics remained similar across
conditions. However, eDNA analyses captured
fine-scale spatial variation and detected taxa of-
ten overlooked by conventional monitoring, in-
cluding nocturnal and microscopic species. The-
se findings highlight eDNA metabarcoding as
a promising, non-invasive method for documen-
ting biodiversity and ecological interactions, of-
fering functional insights beyond species presen-
ce. Methodological challenges such as incomplete
reference databases, standardization of sampling
protocols, and quantification of DNA abundance
must be addressed before practical implementa-
tion in national monitoring programs.

Rapportens indhold er frit tilgengeligt, men offentliggorelse (med kildeangivelse) ma kun ske efter aftale med

forfatterne.
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Indledning

1.1 Naturovervagning & Naturbeskyttelse

Danmarks naturovervagning bygger pa en lang tradition for naturbeskyttelse. I 1917, gennem
naturfredningsloven, blev det muligt at frede naturarealer og var i lang tid den eneste made at
beskytte og bevare natur pa i Danmark (5% af Danmarks landareal er i dag fredet) [Styrelsen for
Areal Grgn Arealomlaegning og Vandmiljg, ndc|. Forst i 1992 kom naturbeskyttelseslovgivningen
til, der beskytter udvalgte naturtyper under §3 som; sger, vandlgb, moser, ferske enge,
strandenge, heder og overdrev med et samlet areal > 2500 m?, men ogsa skove og vandlgb.
Den seneste registrering og udvidelse af §3 -arealerne fra 2016 dsckker 10,3% af Danmarks
land areal. Disse omrader er beskyttet mod tilstandseendringer og enhver sendring kraever
dispensation fra kommunen [Styrelsen for Areal Grgn Arealomlsegning og Vandmiljg, ndb; Miljg-
og Ligestillingsministeriet, 2025].

Danmark har dertil forpligtet sig gennem EU’s fugledirektiv (1972) og habitatdirektiv (1992)
til at udpege Natura 2000 omréder, som skal beskytte truede, sjeeldne dyre- og plantearter
og naturtyper. Tilsammen udggr Natura 2000 omraderne i Danmark hhv. 9 % af landarealet
og 28 % af havarealet |European Environment Agency, nd|. De forskellige typer beskyttede
naturarealer overlapper i hgj grad med hinanden. 41 % af det samlede §3-areal ligger i Natura
2000-omrader, mens 23 % af §3-arealerne ligger i fredede omrader [Levin, 2016]. Derudover har
Danmark forpligtet sig gennem internationale konventioner som Ramsarkonventionen i 1978 der
beskytter vadomrader [Ramsar The Convention on Wetlands, nd| og Biodiversitetskonventionen
af FN i 1994 [Convention on Biological Diversity, ndb|. Sidstnaevnte forpligter verdens lande til
at bevare den biologiske mangfoldighed og fremme baeredygtig udnyttelse af naturens ressourcer
og sikre en retfeerdig fordeling af udnyttelsen af genetiske ressourcer. Biodiversitet skal her
forstas som den variation, der er indenfor alle organismer og gkosystemer pé Jorden, samt de
gkologiske kompleksiteter de indgar i. Det inkluderer diversiteten indenfor arterne, mellem arter
og okosystemerne [Convention on Biological Diversity, nda].

For at sikre et tilstraekkeligt datagrundlag til afrapportering til EU-lovgivning, nationale
lovgivning og forvaltningsmaessige behov og internationale konventioner overvages naturen, hvor
en af metoderne er Det Nationale Overvagningsprogram for Vandmiljg og Natur (NOVANA),
der varetages af Styrelsen for Grgn Arealomlaegning og Vandmiljs (SGAV) [Hansen et al., 2024].
Derudover er hver enkelt kommune forpligtet til lgbende at foretage en opdatering af den fysiske
afgraesning af § 3-arealerne, undersgge uoverensstemmelser og registrering af ny natur. Denne
opdatering sker gennem 10 arige perioder, hvoraf den forste forlpb fra 2015-2024 [Styrelsen for
Areal Grgn Arealomlegning og Vandmiljg, nde|. En metode som kommunerne kan ggre brug af,
til overvagning af § 3-arealerne, er besigtigelser. Det er en frivillig og standardiseret made hvorpa
naturdata kan registreres. Her gaelder det forst at afgreense arealet, bestemme naturtyper og evt.
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undertype, registrere strukturindikatorer og registrere plantearter [Jesper Fredshavn, 2010].

1.2 Naturtypen Overdrev

Den lysabne natur i Danmark som er beskyttet af §3 udggr vigtige levesteder for mange arter af
den danske flora og fauna [Ellemann et al., 2001], hvor over 40 % er rgdlistede [Ejrnaes et al., 2014].
Et vigtig levested for mange af Danmarks rgdlistede arter, er overdrevene, en lysaben naturtype,
som bl.a. dagsommerfugle, krybdyr og karplanter tilhgrer [Nygaard et al., 2021]. Naturtypen er
ogsa beskyttet under habitatdirektivet og kategoriseres som et Natura 2000 omrade [European
Environment Agency, nd|. Den seneste bevaringsstatus fra habitatdirektivets artikel 17 i 2025
viser at alle danske overdrevstyper er i steerk eller moderat ugunstig bevaringsstatus [Fredshavn
et al., 2025].

Overdrev er som et biologisk begreb, lysdben natur med en urtedomineret vegetation med en
veldreenet bund uden anden kulturpavirkning end graesning, ifplge [Bruun & Ejrnees, 1998|.
Overdrev har for i tiden veeret en udbredt naturtype i langt hgjere grad end i dag. Tidligere var
der ikke nogen preecis angivelse af arealdeekningen af overdrev, men op mod 75% af den danske
natur bestod af lysdben natur i begyndelse af 1800-tallet, i dag deekker de 9% [Lundsgaard et al.,
2022; Ellemann et al., 2001].

Der skelnes mellem menneskeskabte overdrev og naturlige overdrev. De naturlige overdrev
findes i kuperet terrsen pa dalsider, randmoraener og nuveerende og tidligere kystskraenter, hvor
vedplanter har haft svaert ved at etablere sig (Figur 1.1, 1.2). Menneskeskabte overdrev har sin
oprindelse i kulturhistorien. Overdrev har betydet omrader uden for landsbyens opdyrket marker,

som var uopdyrkelige og derfor blev brugt til graesningsarealer til kveeg indtil 1800 tallet [Bruun
& Ejrnees, 1998; Buttenschon, 1993).

Figur 1.1. Overdrev i Ngrlev. Aug 2025. Figur 1.2. Overdrev i Hjorring Bjerge. Aug 2025.

I de sidste 200 ar har overdrev veeret i tilbagegang, op mod en 90 % reduktion. De forste
150 ar skyldes det primeert opdyrkning og skovplantning af naletrseer og i de seneste 50 ar
er det intensiveret, hvor landbrugets anvendelse af ggdning har fort til omleegning, g@dskning
og ophgr af greesning pa overdrev. Tidligere brakmarker udvikler sig nu sjeeldent til hede
eller greesland, da jorden er for neeringsrig og hurtigt overtages af fa konkurrencesteerke
arter. Samtidig er botaniske spredningskilder som hegn, diger og vejkanter forsvundet, og de
tilbageveerende naturomréder pavirkes af forsuring og eutrofiering fra luftbaren kveelstof og
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svovl. De vigtigste trusler mod overdrev er idag ophgr af graesning og neeringsforurening [Ejrnees
et al., 2021]. Uden greesning vil overdrevsvegetation ga mod hgje urter og vedplanter og arealet
forandres gennem succession og levesteder vil ga tabt for en lang rackke varme- og lyskraevende
dyr [Bruun & Ejrnees, 1998; Fredshavn et al., 2025|. Mange af overdrevets insekter kreever
hgje temperaturer teet ved jordoverfladen, hvor de jager eller spiser af veertsplanterne. Nar
vegetationen bliver for hoj og teet, si falder temperaturen og det taler insekterne darligt [Ejrnaes
et al., 2009]. Neeringsforureningen favoriserer kveelstofelskende plantearter, serligt greesser, og
forringer dermed konkurrencevilkarene for de lavtvoksende og ngjsomme arter, som halvgraesser,
laver, mosser og urter [Fredshavn et al., 2025].

Vegetationen pa overdrev er dominerende af lyselskende, tgrkeelskende, langsom voksende og
ngjsomme urter og greesser [Ejrnaes et al., 2009; Bruun & Ejrnees, 1998; Buttenschon, 1993;
Moeslund, 2024]. Urte- og greesvegetation er artsrig og daekker for det meste hele arealet,
men enkelte buske og treeer kan dukke op ved pauser mellem graesninger og ved varierende
graesningstryk. Gronsveeren bestar af flerarige graesser og urter, der er graesningstélelige. Dvs.
krybende planter, planter med bladrosetter teet ved jorden, og planter der formerer sig ved
udlgber i stedet for ved frgspiring. Overdrevets jordbundsforhold er grundlaget for en strukturel
mangfoldighed. Jordbundens surhedsgrad varierer fra pH 4 til 8 og skaber derved stor variation
i plante- og dyrelivet. Pa sandede, nordvendte skraninger giver udvaskningen og forsuring kglige
stabile levesteder for mosser, svampe og tgrkefglsomme planter. Sydvendte skreenter pa kalkrige
jorde er derimod varme og tgrre med lgs jord, hvilket fremmer laver, varmeelskende insekter og
krybdyr. Disse mikroklimatiske variationer giver ophav til en hgj artsdiversitet blandt dyr og
planter |[Nygaard et al., 2021].

Et gunstigt overdrev rummer vigtige levesteder for dagsommerfugle (Figur 1.3), krybdyr, bier,
karplanter, svampe, graeshopper, natsommerfugle og torbister, lgbebiller, edderkopper, fugle,
laver, mosser, svirrefluer, snudebiller og bladbiller [Nygaard et al., 2021]. Over 50% af Danmarks
rgdlistede dagsommerfugle er tilknyttet overdrevene og er samtidig det sted med flest rgdlistede
karplanter i Danmark [Nygaard et al., 2021].
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Figur 1.3. Neeldens takvinge pa overdrev i Ngrlev i aug 2025.




I dag findes overdrev mest pa skraenter ved kysten, adale og randmorsenelandskaberne, hvor
jorden aldrig har veeret dyrket, samt pé greesarealer, som er taget ud af drift, med graessende
dyr. Overdrevene er betinget af tilbagevendende forstyrrelser, oftest i form af greesning [Ejrnaes
et al., 2009]. I dag er 34.054 hektar overdrev beskyttet under naturbeskyttelsesloven, men er sméa
og fragmenteret og truet af ophgrt graesning, tilgroning og neeringstilfersel [Styrelsen for Areal
Gren Arealomleegning og Vandmiljp, ndal. De har en gennemsnitlig storrelse pa 1,8 ha og 38%
af overdrevene er mellem 1 - 3 ha store [Levin, 2016]. Nye overdrev kan udvikles, men processen
tager typisk 30-50 ar efter endt drift og atheenger af den botaniske sammensaetning [Styrelsen for
Areal Gron Arealomlaegning og Vandmiljg, ndd]. Overdrevene er kategoriseret i flere undertyper;
kalk, sure, tgrre og sandede overdrev, hvor nogle er omfattet af habitatdirektivet og inkluderet i
Natura 2000 netveerket |[Ejrnees et al., 2009]. Den seneste NOVANA undersggelse viser at meget
fglsomme vegetative arter péa sure overdrev er faldet signifikant i perioden 2004-2022, samtidig
udger neeringselskende arter en stigende andel af vegetationen [Else Vihlborg Staalsen, 2024].
Dette understreger en fortsat truet tilstand, forveerret af tidligere mulighed for ggdskning af
§3-arealer og manglende beskyttelse mod ophgr af graesning |Folketinget, 2019]. Samlet set er
overdrevene under pres, og uden méalrettet pleje og forvaltning risikerer vi at miste en af Danmarks
mest artsrige naturtyper.

1.3 Naturbesigtigelse

Tilstandsvurderingssystemet, besigtigelse, er et veerktgj til vurdering af naturtilstanden i §3
omrader under naturbeskyttelsesloven. Metoden blev udviklet efter strukturreformen i 2007 for at
sikre en ensartet og reproducerbar overvagning pa tveers af kommuner. Den giver et gjebliksbillede
af naturtilstanden og bruges i naturforvaltning, husdyrgodkendelsesloven samt planleegning og
pleje af Natura 2000 omrader. Den er taet korreleret med maden hvorpa vurderinger foretages
i Natura 2000 omrader [Fredshavn et al., 2010]. Alt data fra besigtigelserne lagres i Danmarks
Naturdata [Danmarks Miljgportal, nd].

Naturtilstanden baserer sig pad den dominerende naturtype, en raekke strukturelle indikatorer
(Strukturindeks), samt forekomsten af karplanter og karsporeplanter i et dokumentationsfelt
(Artsindeks). Disse indeks oversaettes til samme referenceskala, en kontinueret skala mellem 0 og
1 (Figur 1.4). Den kontinueret skala er opdelt i 5 klasser, som opfatter alle naturtilstande, med
V som vaerende den af darligste kvalitet og I som veerende den af hgjeste kvalitet [Fredshavn
et al., 2010|. Hver tilstandsklasse er neermere defineret i tabel 1 1 Naturtilstand pd terrestriske
naturarealer - besigtigelser af §3-arealer [Fredshavn et al., 2010].

Vv v 1 I 1
0 darlig ringe moderat god hoj 1
| | | | | |
Laveste kvalitet/ Hojeste kvalitet/
ringeste tilstand bedste tilstand

Figur 1.4. En kontinueret skala mellem 0 og 1 til vurdering af tilstandsklasse i kommunale besigtigelser.
Figuren er modificeret og hentet fra Fredshavn et al. [2010]




1.3.1 Strukturindekset

Strukturindekset udregnes pa baggrund af fire indikatorgrupper for struktur: 1) Vegetationsstruk-
tur, 2) afgreesning og drift, 3) naturtypekarakteristiske strukturer og 4) hydrologi og kystsikring.
Det er alle let erkendelige og méalbare indikatorer, som veegtes forskelligt i beregningen, alt ef-
ter hvilken hovednaturtype og undertype der er angivet [Fredshavn et al., 2010]. Denne rapport
beskeaeftiger sig primeert med artsindekset, da udveelgelsen af omraderne i undersggelsen baserer
sig netop pa forskellen i artsindekset, hvorfor strukturindeks og naturtilstand ikke neermere be-
skrives. En detaljeret gennemgang af strukturindeks og naturtilstands udregningen kan findes i
[Fredshavn et al., 2010].

1.3.2 Artsindekset

Artsindekset er baseret pa en identifikation af arter af alle karplanter og karsporeplanter i et
dokumentationsfelt med en radius pa 5 m. Dokumentationsfeltet leegges i et upavirket eller det
mindst upavirkede omrade med samme drift og historik, da det her kan afspejle de muligheder
den vegetative artssammensaetning har udnyttet i den geeldende naturtype. Hvilke arter som er
til stede, kan give en indikation af naturtype/undertype og som mal for den forhenveerende
og nuveerende naturtilstand. Naturens tilstand afhaenger oftest af tidligere drift (plgjning,
godskning, drezening, ophgr af greesning), som pavirker den vegetative artssammenseetning, iseer
hos lavmobile arter. Arterne fundet i dokumentationsfeltet er delt op i bidragsarter, nularter og
problemarter [Fredshavn et al., 2010].

Hver art tildeles en score der gar fra -1 til 7, hvor 7 er de arter der er ekstrem fglsom over for
pavirkninger, der forringer naturtilstanden. -1 er for de arter der er begunstiget af forringet
naturtilstand. De arter som har positiv score kaldes for bidragsarter mens problemarter og
invasive arter har en negativ score. Nularter som er indslaebte eller indforte arter (landbrugs- og
haveplanter) vil ikke, under naturlige forhold, optraede i de forskellige udgaver af naturtyperne,
derfor saettes de til en nulveerdi i beregningen uden at have reel indflydelse pa artsindekset.
Pointscoren er baseret pa de samme artslister med tilsvarende pointtildelinger som i Natura 2000
omréader |[Fredshavn et al., 2010]|. Artsscorelisten findes i bilag 1 i Fredshavn & Ejrnzes [2009] og er
udarbejdet og kalibreret pa grundlag af feltdata om karplanter i dokumentationscirkler indsamlet
i perioden 2004-2008 i danske habitatomrader, lagret i Danmarks Naturdata [Fredshavn &
Ejrnaes, 2009).

Beregningsmetoden til udregning af artsindekset praesenteres i Fredshavn & Ejrnees [2007] og
artsindekset udregnes pa baggrund af en veegtet middelveerdi af to delindeks.

A=0,754,+0,254,

Artsscoreindekset (As) beregnes ud fra arternes gennemsnitlige artsscore i dokumentationsfeltet
og den gennemsnitlige middelscore for naturtypen med en sigmoid omseetningsfunktion til en
veerdi en mellem 0 og 1. Den er uafhaengig af hvor mange arter der er, hvilket ggr det muligt at
sammeligne naturtyper med naturligt forskellige artsantal [Fredshavn et al., 2010].

1
(1 + ema) x (el,6(1-m))

s =

Artsdiversitetsindekset (Ag) beregnes ud fra summen af arternes artsscore og omsaetter
artssummen til en veerdi mellem 0 og 1, hvilket er justeret for naturtypens gennemsnitlige




artdiversitet Fredshavn & Ejrnees [2009]. Artsdiversitetsindekset er atheengig af antallet af arter
og deres artsscore, hvilket ggr det velegnet til at fglge udviklingen i naturtilstanden over tid, da
falsomme arter forsvinder forst ved en forringelse af naturtilstanden |[Fredshavn et al., 2010].

Ad:%*(l—e%))

Gy
Et eksempel pa en udregning af artsindekset ses i appendiks (Appendiks 7.1).

1.3.3 Artsscore og gkologisk kompleksitet

Artsindekset er baseret pa karplanter og karsporeplanter, dels fordi de af praktiske arsager kan
erkendes fra forar til efterar, og fordi planterne er rangeret i en artsscoreliste. I princippet kan
alle flora og fauna arter indga i beregningen, hvis de er tildelt point. Leddyr vil for eksempel
kunne indga i beregningen, men er sveere at finde og artsidentificere, end planter, og vil oftest
kraeve en specialist viden for dette. For nuveerende kan leddyr registreres i besigtigelsen og indga
som veerdifuld information i forvaltningsmeessige beslutninger [Fredshavn et al., 2010].

Samlet set giver anvendelsen af karplanter og karsporeplanter som grundlag for artsindekset,
en praktisk, ensartet og reproducerbar metode til vurderingen af naturtilstanden. Metoden er
udviklet med henblik pa at sikre en sammenlignelig dataindsamlingen pa tveers af kommuner og
tid, uden behov for seerlig specialiseret artskendskab. Dette understgtter dermed kommunernes
forpligtede overvagning og vedligeholdelse af § 3-arealerne [Fredshavn et al., 2010].

1.4 Interaktionsnetvaerk i terrestriske habitater

Et overset element i naturovervagning gennem besigtigelser er arternes interaktioner mellem
hinanden (Figur 1.5). Tabet af interaktioner mellem arter forekommer netop i en hgjere hastighed
end tabet af arter for et naturomrade [Valiente-Banuet et al., 2015|. Det indikerer en skjult
degradering og tab af arternes funktionalitet, som en maling af plantearternes tilstedeveerelse
ikke giver et indblik i. For arternes roller og relationer mellem hinanden danner et komplekst
netveerk og danner grundlag for mange af de gkosystemtjenester som planterne ggr brug af.
Seerligt er leddyr og plante interaktioner vigtige, fordi leddyr er blandt de vigtigste bestgvere
og herbivorer for planterne [Schaffers et al., 2008; Haddad et al., 2009]. En introduktion af en
invasiv herbivorer eller et tab af vigtig bestgvere i gkosystem kan have gdelaeggende konsekvenser
for hele plantesamfundet [Valiente-Banuet et al., 2015; Myers & Sarfraz, 2016].

Mange af de rgdlistede invertebrater er ofte tilknyttet graesland (heder, overdrev, enge) og hvor
de ofte er taet knyttet til specifikke veertsplanter. Pollen og nektar er centrale fgdekilder for
sommerfuglene, bier og svirrefluer i deres imago stadie, som eksempelvis den orange jordbi
(Andrena marginata) og guldbuksebi (Dasypoda suripes) der kun tager pollen fra planter i
kartebollefamilien (Dipsacaceae) og den rodbrun snerremaler (Epirrhoe galiata), der lever af gul
snerre (Galium verum). Derudover lever mange blomsterbesggende insekter deres larvestadie pa
specifikke plantearter, fx Hedepletvinge ( Euphydryas aurinia), hvis larver kun lever pa djaevelsbid
(Succisa pratensis) |[Nygaard et al., 2021].

Den mest brugte repreesentation af disse interaktioner er gennem fgde netveerk, som er en
strukturel og funktionel repraesentation af de trofiske niveauers energioverfgrsel i et gkosystem
[McDonald-Madden et al., 2016]. Et fodenetveerk giver et helhedsbillede af gkosystemets struktur
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og funktion, og kan bruges til at analysere biodiversitet, energiomsaetning og gkosystemstabilitet
[Dunne et al., 2002|. Hver art er forbundet gennem deres fgdeinteraktioner. Det antages ofte at
jo flere interaktioner der er, jo mere er robust er netveerket, men kvaliteten og funktionen af
interaktionerne har ogsé betydning for gkosystemets robusthed [Allesina et al., 2009].

Interaktionerne kan deles op i funktionelle og redundante
forbindelser. De funktionelle forbindelser bidrager positivt til
pkosystemets robusthed, mens de redundante forbindelser kan
siges at vaere overflgdige. Langt de fleste forbindelser er dog
funktionelle i et netveerk, og hvis en art forsvinder, falder
antallet af funktionelle forbindelser og dermed gkosystemets
robusthed [Allesina et al., 2009].

For at kvantificere netveerkets egenskaber anvendes strukturelle
méal som Robusthed og Connectance. Robusthed angiver

netveerkets evne til at modsta sekundeer uddgen, nar arter

Figur 1.5. En humlebi interager
med Rgd klgver i overdrev i Ngr-
lev. Aug 2025.

fjernes, typisk beregnet som den andel af arter, der kan fjernes,
fgr hele netveerket kollapser. Connectance beskriver, hvor teet
forbundet netveerket er, og beregnes som forholdet mellem det
faktiske antal interaktioner og det maksimale antal mulige
interaktioner. Disse mal giver et indblik i, hvor stabilt og sammenheengende et gkosystem er,
og kan bruges til at sammenligne forskellige naturtyper eller fglge sendringer over tid |Gilbert,
2009|. Habitater med hgj biologisk veerdi forventes at have en hgj forbundethed og dermed hgj
robusthed overfor sekundeer uddgen [Dunne et al., 2002].

Men at maéle en interaktion kan veere vanskelig med traditionelle fangstmetoder (Malaise- og
faldfeelder) og videomonitering, da en observation af eksempelvis en dagsommerfugl ikke er en
direkte indikation p& en interaktion med en planteart. Det kan blot veere en forbipasserende.
Desuden har mange leddyr kun et kortvarigt imago-stadium, hvilket gger risikoen for, at
interaktioner i andre livsstadier overses |Gardarin et al., 2018|. Hertil kommer, at morfologisk
artsbestemmelse kreever omfattende taksonomisk ekspertise, som er en ressource, der er i
tilbagegang [Hopkins & Freckleton, 2002|. For at imgdekomme denne udfordring, er der derfor
fokus pa udvikling af andre metoder til overvagning af leddyr samfund, hvor udviklingen af
ny teknologi har fremmet muligheden for miljo-DNA analyser [Weber et al., 2024; Thomsen &
Sigsgaard, 2019].

1.5 Miljg-DNA metabarcoding

Nar et leddyr interagerer med en plante, efterlader den stykker af sit DNA péa overfladen
eksempelvis igennem tygning af plantemateriale i form af spyt og defskation lige s& vel som
slim og blod [Ruppert et al., 2019]. Denne type DNA kaldes miljg-DNA (eDNA) [Thomsen &
Willerslev, 2015; Ruppert et al., 2019]. Miljg-DNA metabarcoding beskrives i litteraturen, som
en ny metode til at analysere biodiversitet pa, hvor ved DNA-prgver er ekstraheret fra miljpet
via vand, sedimenter, overflader eller luft. Efterfolgende amplificeres DNA’et gennem generelle
eller universelle primers ved polymerase chain reaction (PCR) og sekvenseres ved hjeelp af next-
generation sekvensering, der generer tusindvis af reads [Ruppert et al., 2019].

DNA fundet pa overfladen af planter vil derfor primeert komme fra taksonomiske grupper, der
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interagerer med planten og ikke af forbipasserende [Weber et al., 2024]. I lgbet af de seneste
artier, er det blevet muligt at identificere og artsbestemme disse arters miljg-DNA i en stor
storrelsesorden. Kombinationen, kaldet metabarcoding, af teknikken DNA barcoding [Hebert
et al., 2003] og High-throughput sequencers [Reuter et al., 2015] gor det muligt at karakterisere
og kvantificere biodiversitet i et omfang der ikke er set fgor. Metoderne er nsermere beskrevet i
Afsnit 3.3.

Et studie af Weber et al. [2024] sammenlignede traditionelle metoder til indsamling af leddyr
med miljg DNA metabarcoding, hvor miljg-DNA fra leddyr var indsamlet fra planters overflade.
Eksperimenterne viste at de leddyrsamfund, der identificeres via miljg-DNA og traditionelle
metoder, kun delvist overlapper, men at miljg-DNA metabarcoding identificerer flere unikke
arter. Den afslgrer ogsa samfundsvariation af leddyr mellem individuelle planter, endda mellem
forskellige dele af samme plante. Iseer specialiserede plantesedere identificeres bedre med miljg-
DNA [Weber et al., 2024].

Ligeledes viste et eksperiment af Thomsen & Sigsgaard [2019] potentialet for vilde blomster som
kilde til miljg-DNA fra leddyr. Omend eksperimentet ikke er udtgmmende, viste resultaterne
at terrestriske leddyr efterlader DNA pa de planter de interagerer med, og studiet indsamlede
mijg-DNA fra mindst 135 arter af leddyr i 67 familier og 14 ordener, der tilsammen repraesenterer
bestgverer, parasitter, galle inducerende, rovdyr og fytofage arter.

Miljg-DNA metabarcoding er stadig en forholdsvis ny metode under udvikling [Ruppert et al.,
2019]. Den er interdisciplineer og kan ses som en komplementaert metode til traditionelle
feltbaserede metoder og databehandlingsveerktgjer, der kan detektere forskellige leddyrarter,
opfange storre diversitet og ¢gge det taksonomiske niveau |[Ruppert et al., 2019|, ligesom det
er en ikke-invasiv indsamlingsmetode [Thomsen & Willerslev, 2015]. Dette er kvaliteter, der
kan afhjeelpe nogle af de udfordringer, som de traditionelle metoder har jf. afsnit 1.4. Hvor
nogle traditionelle metoder netop risikerer at forstyrre og gdeleegge habitater, og derudover har
sveert ved opfange smé og sky arter, hvilket ggr estimering af interaktioner umuligt [Ruppert
et al., 2019]. Weber et al. [2024| argumenterer endda for at metoden kan sta i stedet for
traditionelle metoder nar der skal vurderes gkologisk status, fordi den opsamler de overordnet
diversitetsmonstre af leddyrssamfund i et habitat [Weber et al., 2024].

Som et stadig udviklende forskningsomrade, er der begraensninger og udfordringer ved miljg-DNA
analyser. En begreensning er, at det genetiske materiale nedbrydes i naturen, hvorfor meengderne
af miljo-DNA ofte er sméa, dette er seerligt en udfordring i varme tropiske egne [Ruppert et al.,
2019|. En anden udfordring er stgrrelsen pa databaser til identifikation af arter, der indeholder
et ufuldsteendigt antal af kendte sekvenser pé leddyr, hvilket kan lede til forkert og manglende
identifikation af arter. Identifikation af arter kan ikke veaere bedre end den database der anvendes
[Ruppert et al., 2019; Thomsen & Willerslev, 2015; Thomsen & Sigsgaard, 2019]. En af de
vigtigeste overvejelser ved miljg-DNA metabarcoding er i folge Ruppert et al. [2019], designet
af primer, da forskellige primers er forskellige i deekningsgrad og taksonomisk tildeling. Hvilken
primer der anvendes risikere bl.a. at medfgre et bias, hvor nogle sekvenser amplificeres i hgjere
grad end andre ligesom det risikeres at amplificere ikke-relevante regioner [Ruppert et al., 2019].

I folge Thomsen & Willerslev [2015] er kontaminering en af de mest kritiske faldgrupper ved
miljg-DNA analyser, da det kan risikere at give falsk positive. Kontamineringen kan ske i alle
led fra indsamling i felten til analyse i laboratoriet. Ved undersggelser, der indsamler prgver fra




flere lokationer kan der ydermere risikeres krydskontaminering [Thomsen & Willerslev, 2015].
Seerligt er det kritisk ved laboratorisk kontaminering, da miljg-DNA studier anvender PCR, som
genererer tusinder kopier af DNA, der let kan spredes i det lukkede laboratorie [Thomsen &
Willerslev, 2015|. Af yderligere udfordringer nsevner Thomsen & Willerslev [2015], inhibering af
PCR reaktioner, fejl i DNA sekvensering, kritisk fortolkning af resultater samt skepsis blandt
praktikere overfor miljg-DNA metabarcodings validitet [Thomsen & Willerslev, 2015].

P4 trods af sine begreensninger er miljg-DNA metabarcoding er steerkt veerktgj til at pavise
arters tilstedeveerelse, pavise interaktioner mellem organismer og forsta rumlige dynamikker i
leddyrssamfund |[Ruppert et al., 2019; Sahu et al., 2025]. Som vist i studiet af Thomsen &
Sigsgaard [2019], er det muligt at indsamle information om forskellige leddyrssamfund via miljg-
DNA metabarcoding fra vilde blomster i Danmark [Thomsen & Sigsgaard, 2019]. Neerveerende
undersggelse bygger videre pa de observationer med det formal at undersgge, hvordan milje-DNA
undersggelser kan supplere naturovervagningen i Danmark.




Problemformulering

I hvilken grad kan undersdggelser af miljg-DINA fra leddyr i terrestriske habitater
supplere besigtigelser af §3 arealer med naturtypen surt overdrev i Danmark?

2.1 Underspgrgsmal

Til at besvare ovenstaende problemformulering, har undersggelsen tre underspgrgsmal:

1. Hvilke artsrigdom af leddyr forekommer péa udvalgte plantearter i hhv. overdrev med hgj
og lav artsindeks?

2. Hvilke leddyr-plante interaktioner finder sted i beskyttede overdrev?

3. Hvordan kan miljg-DNA analyser supplere de nuvaerende besigtigelser?

En praesentationer af hypoteser og en mere uddybende gennemgang af hvordan problemformu-
leringen undersgges i denne undersggelse ses i figur 2.1.
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Metode

Undersggelsen blev gennemfgrt i samarbejde med Hjgrring Kommune, hvor feltprgver blev
indsamlet pa kommunale arealer samt pé et privat ejet omréade. Den anvendte metode kombinerer
feltbaseret indsamling af miljg-DNA med nanopore-sekventering, hvilket muligggr identifikation
af leddyrssamfund baseret pa DNA fragmenter. Figur 3.1 illustrerer den overordnede proces fra

prgveindsamling til sekventering.

Prave indsamling i
Hjarring og Merlev

v

Teeeo .. |Udvasigelse af arter til
DMA ekstraktion

DNA ekstraktion De res*terendf.l prever
! lzegges pa frys

) Quibit +
Tapestation

Ferste PCR

Purificztion
GQuibif +
Tapestation
y

Anden PCR
(Barcoding)

Furificztion
Guibit +

Tapestation Nanopore

sekvensering

Pooling

End prep »  Adapter ligation » Priming og loading

Figur 3.1. Flowdiagram fra indsamlingen af feltprgverne til nanopore sekvenseringen.
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3.1 Undersggelsesomrader

De to udvalgte omrader ligger hhv. i Hjgrring (57°28'16.8"N 9°58’'42.4"E) og Norlev (57°29’45.4"N
9°52’43.7"E) i Nordjylland (Figur 3.2). Alle overdrev udvalgt i undersggelsen er af §3 undertypen
surt overdrev (naturkode 6230) (Appendiks 7.3). Det er formalet at udveelge overdrev der
repraesenterer hver sin biologisk veerdi, fordi der dermed kan undersgges hvordan tilstanden af
overdrevet pavirker leddyrartsrigdommen og plante-leddyr interaktionsstrukturen.

Omréaderne er derfor udvalgt pa baggrund af deres artsindeks, fra deres seneste besigtigelse, da
denne afspejler den nuvaerende biologiske veerdi [Fredshavn et al., 2018]. Det er desuden praksis
i Hjorring Kommune at bruge artsindekset i sagsbehandlingen, som proxy for naturtilstanden,
da artsindekset er relativ stabil over tid sammenlignet med strukturindekset, som kan variere fra
ar til ar atheengig af driftspraksis (Laus Gro Nielsen, pers.kom. Hjgrring Kommune).

I Hjgrring er der 129 meter imellem hvert undersggelsespunkt, og i Ngrlev er der 412 meter i
mellem hvert undersggelsespunkt (Figur 3.2). I rapporten betragtes Hjorring overdrevene som
overdrev der ligger teet pa hinanden og Ngrlev overdrevene betragtes som overdrev der ligger
leengere fra hinanden.

® Undersggelsespunkt

Overdrev i ringe tilstand
Overdrev i god tilstand

Figur 3.2. Oversigtskort over de fire overdrev hhv. i Hjgrring og Ngrlev. De gule punkter er omraderne
hvor indsamlingen af blomsterhoveder blev foretaget (Hjgrring: pkt 1 + 2 og Ngrlev: pkt 3 + 4. Den
sorte stiplede linje er afstanden mellem punkterne i meter. Ortofoto: Forar 2025 fra Dataforsyningen
[Geodanmark, 2020].
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3.1.1 Artsindeks

Sojlediagrammet (Figur 3.3) viser artsindeks, strukturindeks og naturtilstandsveerdierne fra
omradernes seneste besigtigelser. Her ses artsindeks veerende lave for de to overdrev i ringe
tilstand, mens de to overdrev af bedre kvalitet er i enten hgj eller god tilstandsklasse.

1.00
0.75
2 B Artsindeks
3 050 I Strukturindeks
£ Naturtilstand
0.25
0.00

Narlev ringe, 2023

Hjerring godt, 2025 Hjearring ringe, 2025 Ngrlev godt, 2015

Figur 3.3. Histogram af artsindeks, strukturindeks og naturtilstands pa tveers af de 4 udvalgte
overdrev. Veerdierne kommer fra omradets seneste besigtigelse i hhv. 2025, 2015 og 2023 (Appendiks
7.3). Preaedikaterne ringe og godt henviser til et hgj artsindeks (godt) eller et lavt artsindeks (ringe).
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3.1.2 Overdrevenes driftshistorik

Ejerskabs- og driftshistorikken varierer mellem lokaliteterne. For Nogrlev gaelder det, at omradet
ejes dels af Hjgrring Kommune og dels af en privat lodsejer. Overdrevet i ringe tilstand har
vaeret opdyrket fra midten af 90’erne til 2012 til graesproduktion, med omlaeggelse, ggdskning og
sprgjtning arligt (Appendiks 7.5) (Laus Gro-Nielsen, pers. kom., Hjgrring Kommune). Overdrevet
har siden 2012 ikke veeret dyrket, og afgraesses i dag af heste, der blev tilskudsfodret indtil
2020 (Laus Gro-Nielsen, pers. kom., Hjorring Kommune). Overdrevet i god tilstand er en del
af et storre fredet omrade, Skallerup indlandsklit. Et omrade som har veeret fredet siden 1963
og overdrevet har derfor ikke veeret dyrket siden da [Fredningsnaevnet for Nordjylland, 1963].
Overdrevet afgreesses i dag af kger (Laus Gro-Nielsen, pers. kom., Hjgrring Kommune).

I Hjorring er de to overdrev en del af stgrre byneert naturomrade, Hjgrring bjerge |Hjorring
Kommune, 2021]. Overdrevet i ringe tilstand har veeret opdyrket mark indtil 2019, men bliver
nu graesset af kger. Omradet beerer i dag tydelige spor af den tidligere landbrugsdrift. Nedenfor
de tidligere marker pa skreenter ligger overdrevet i god tilstand. De har veeret uopdyrkelige og
naturen har derfor staet ubergrt i lang tid [Hjorring Kommune, 2021].

Antallet af blomstrende urtearter varierede ikke markant mellem overdrevene ved feltindsamlin-
gen i august 2025, hvilket nok skyldes indsamlingstidspunktet. Forventningen vil veere at antallet
af forskellige urtearter vil veere hgjere for de gode overdrev sammenlignet med de ringe overdrev,
hvis indsamlingen foregik tidligere pa sasesonen. Denne forskel kan ogsé ses i artslisten i besigti-
gelserne Hjorring godt og Hjorring ringe, som blev foretaget i juni 2025 (Appendiks 7.3.1, 7.3.2).

Tabellen (3.1) viser en opsummering af relevante ligheder og forskelle mellem overdrevene.

15



Hjgrring Hjgrring Ngrlev Ngrlev ringe

godt ringe godt
83 - undertype Surt Surt Surt Surt overdrev
(6230) overdrev overdrev overdrev
Artsindeks 0,79 0,25 0,81 0,29
Naturtilstandsklasse God Ringe Hgj Ringe
Urter ved 29 (juni 16 (juni 15 (juli 7 (juni 2023)
besigtigelser 2025) 2025) 2015)
Urter ved 14 11 13 10
feltindsamling
Drift Ikke Dyrket Ikke dyrket Dyrket indtil
tidligere indtil 2019. siden 1963. 2012.
dyrket. Afgraesses Afgraesses Afgraesses af
Afgraesses af kger. af kger. heste.
af kaer.

Tabel 3.1. Sammenligning af overdrev med hensyn til naturtype, artsindeks, tilstandsklasse, antallet af
blomstrende urter (registreret i august 2025) samt driftspraksis [Hjgrring Kommune, 2021]. Informationen
er hentet fra besigtigelserne (Appendiks 7.3). Dyrket skal forstds som dyrkelse af afgroder med
gyllespredning og maskinkgrsel.

3.2 Fremgangsmaéade

3.2.1 Indsamling af feltprgver

Med udgangspunkt i undersggelsesfeltet fra besigtigelserne, blev der indsamlet blomsterhoveder
fra alle blomstrende urter der var tilstede i august 2025 (pkt 1: 57°28'19.9308"N 9°58'44.4216"E,
pkt 2: 57°28'18.5556"N 9°58’37.0236"E, pkt 3: 57°29'44.7288"N 9°52’43.1112"E, pkt 4:
57°29’31.2792"N 9°52’43.5864"E) (Figur 3.2).

Der blev plukket mindst 10 blomsterhoveder fra hver planteart med sterile og UV-behandlede
nitrilhandsker. Blomsterhovederne fra en given plante blev overfgrt til et 15 mL sterilt Greinerrgr
i et forsgg pa at deekke den interne variation mellem individuelle blomster. Blomsterhovederne
kom fra et varierende antal individer, da nogle urter havde mange blomsterhoveder, mens andre
havde fa. Der blev for hver art indsamlet mindst 10 mL lgst pakket plantemateriale for at sikre
at bade sma og store blomsterhoveder bidrog med en sammenlignelig meengde plantemasse.
Blomsterne blev indsamlet med udgangspunkt i centrum for besigtigelsens undersggelsesfelt (se
overstaende koordinater) og deckkede over et cirkelformet omrade med en radius pa 50-75 m.
Sterrelsen af indsamlingsomradet varierede mellem lokationerne, for at sikre at der blev indsamlet
nok plantemateriale. For at undga krydskontaminering, blev indsamlingsomradet ikke betradt
fgr indsamling begyndte, samt blev der gjort brug af bestemte ruter for at undga blomsterrige
omrader. Fgr indsamlingen, blev blomsterhovederne visuelt undersggt for at sikre, at de ikke
havde synlige leddyr pa sig.

P& hver lokation blev der lavet en fieldblank, for at kontrollere for kontaminering fra feltudstyr,
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luftbarne partikler og DNA fra andre kilder end det undersggte miljs. Dette blev gjort
ved at beveege et stykke sterilt og UV-behandlet filtermateriale pa 7x7 cm gennem hele
indsamlingsomradet i 10-15 cm hgjde over vegetationen. Efter indsamlingen blev prgverne med
det samme lagt i en boks med kglelementer indtil hjemkomst hvor blev de opbevaret ved -18°C
indtil DNA-ekstraktion.

3.2.2 Ekstraktion

Da artslisten af de indsamlede blomsterhoveder varierede mellem lokationerne, blev arter der
forekom 1i flest mulige lokationer prioriteret over arter der kun forekom i en eller f& lokationer. Det
vil sige at ud af de blomsterhoveder der blev indsamlet i felten blev kun en mindre del udvalgt til
ekstraktion af miljg-DNA, med prioritering af de plantearter der forekom i flest mulige overdrev
samtidig. Dette blev gjort for at muligggre en senere sammenligning mellem de samme arter pé
tveers af lokationer kunne finde sted (Figur 3.4). I figuren er artsscoren ogsé fremvist for hver
planteart. I alt blev 28 prover analyseret parallelt med en field blank per lokation (32 i alt).

Ekstraktionen af DNA blev foretaget ved brug af Qiagen DNeasy ®) Blood & Tissue Kit med
mindre modifikationer. DN A-ekstraktionen blev foretaget over flere dage delt op i randomiserede
grupper. For hver gruppe blev der udtaget en ekstraktionskontrol (i alt 5). Prover blev inkuberet
ved 56°C og 300 RPM i 3 timer under lysis. Det ekstraherede lysat volumen (500-1000 pL)
varierede da plantearter med relativt store blomsterhovederne kunne suge mere vaeske til sig og
resulterede i en mindre lysat volume efter inkubering. Derfor blev de prgver med meget lave lysat
volumener, centrifugeret ved 4600g i 5 min, som dog ikke resulterede i en stgrre lysat volume.
Derfor blev den efterfolgende tilfgjelse af ethanol og ATL buffer justeret for at opné eekvivalente
forhold for hver gruppering af prgverne. For at undga mindst mulig krydskontaminering blev

Lotus corniculatus (Alm. keellingetand) (3)
Trifolium repens (Hvid klgver) (1)
Campanula rotundifolia (Liden klokke) (5)
Plantago lanceolata (Lancetvejbred) (3)

Calluna vulgaris (Hedelyng) (4)

+ Achillea millefolium (Alm. Ragllike) (3) Udveelgelse

[

Q

% America maritima (Engelskgraes) (4) Ikke udvalgt
o . Udvalgt

Triforlium pratense (Rad klaver) (1)
Succisa pratensis (Djeevelsbid) (7)
Vicia cracca (Musevikke) (4)
Lathyrus pratensis (Gul fladbeelg) (3)

Ranunculus acris (Bidende ranunkel) (3)

Jacobaea vulgaris (Eng brandbaeger) (2)

Hjerring godt Hjerring ringe Ngrlev godt  Narlev ringe
Lokalitet

Figur 3.4. Udvelgelse af planter for hver lokation. Tallene i parentes ud for hver planteart angiver
artscoren [Fredshavn & Ejrnaes, 2009] * markerer at arten ogsé er fundet i artslisten fra besigtigelsen for
hver af overdrevene (Appendiks 7.3)
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meaengden af lysat-mixturen, der skulle vaskes igennem membranfiltret, justeret ned fra 700 L til
600 pL, da lagene pa rgrene kunne sprgjte veeske op ved lukningen af dem. DNA ekstraktionerne,
med en endelig volumen pa 50 pL, blev opbevaret ved -18 °C.

Efterfolgende blev prgverne delt op i 3 tekniske replikater.

3.3 Metabarcoding

Efter ekstraktionen af DNA’et er malet nu at amplificere en bestemt region af DNA’et, for at
kunne artsbestemme DNA prgverne. Den region der amplificeres afggres af valget af primeren.
Primeren bestar af en kendt DNA sekvens pa omkring 20 bp og det er DNA sekvensen mellem
de to primerpar som er regionen der kaldes amplikonet. Denne region skal veere identisk mellem
arter, men variabel nok til at adskille arter [Ruppert et al., 2019|. En sadan region er COI gen
regionen, som er en sarlig konserveret protein-kodende region i det mitokondrielle genom i dyr.
Folmer et al. [1994] viste at variationer i COI genets positioner af nukleotider kan bruges til at
skelne mellem neert beslaegtede arter pa tveers af invertebrater, herunder leddyr (Arthropoda)
[Folmer et al., 1994].

Amplificering foregar via en proces, kaldet polymerase chain reaction (PCR). PCR er en cyklus
og bestar af en denaturering, annealing og elongering. Ideen er at udnytte DNA-polymerase til
at kopiere en bestemt DNA-sekvens gennem gentagne cyklusser. Den dobbeltstrengede DNA
sekvens opvarmes og denatureres til enkelstrenget DNA. I annealing (temperaturen nedseaettes)
vil de to tilsatte primere binde sig til de to originale DNA streng, der lgber i hver sin retning,
og pabegynde en ny komplementeer DNA streng. I elongeringsfasen heeves temperaturen, hvor
DNA-polymerase binder sig til primerne og bygger videre pa den komplementere DNA streng
ift. den originale DNA streng. DNA-polymerasen bygger videre si leenge temperaturen forbliver
konstant eller nar enden af amplikonet og indtil temperaturen haeves igen til den anden cyklus,
hvor denaturering igen begynder. Dette resulterer i en eksponentiel stigning af kopier af de
gnskede sekvenser [Khehra et al., 2025].

3.3.1 PCR amplifikation

For amplifikationen blev DNA koncentrationen i alle ekstrakter kvantificeret ved brug af Qubit
dsDNS HS kit pa en Qubit®) 3.0 Fluorometer (Thermo Fischer Scientific, MA, USA). Prgverne
>5 ng/ pL blev fortyndet ned til 5 ng/ nL for amplifikationen. Amplifikationen blev udfert jf.
protokollen (Appendiks 7.2).

Primerparret fwhF2 -min og fwhR2n-min F: 5-GGDACWGGWTGAACWGTWTAYCCHCC -
3’; R: 5- GTRATWGCHCCDGCTARWACWGG-3’; blev udvalgt pa baggrund af Elbrecht et al.
[2019], fordi den er ideel til at amplificere degraderede DNA fragmenter fra terrestiske leddyr.
Dette primer par er ogsa jeevnligt brugt i lignende studier [Kestel et al., 2023; Newton et al.,
2024| og amplificere et 205 bp fragment fra cytochrome ¢ oxidase I (COI) gen region. Primeren
blev meerket med en nanopore adapterer, for senere at kunne tilfgje unikke barcoding sekvenser.

Der blevet lavet en master mix, bestaende af PCRBIO 2x Ultramix, primer working solution
(400 nM) og nuklease frit vand. 2 uL. af DNA ekstraktionen blev tilfort med PCR pladen med
mastermixen. Her blev der ogsa tilfgjet 4 positive og 4 negative kontroller, fordelt rundt pa PCR
pladen. De positive kontroller bestar af ekstraheret DNA fra Coccinella tranversoguttata, Delia
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fabricii, Pegomya sp., Ichneumon natobilis, Botanophila profuga med en koncentration pa 1 ng/
nL pr art og delt op i fire replikater. For at kontrollere for evt. kontaminanter af reagenser,
proces eller udstyr var 4 negative kontroller inkluderet i analysen, bestaende af UV-behandlet 2
uLL nuklease fri vand.

PCR cyklusserne foregik pA VWR@®), Thermal Cyclers, UNO96 (Avantor, PA, USA) og forlgb

saledes:

95 °C i 10 min (initiale denaturering).

35 cyklusser af; 95 °C i 30 sek (denaturering).
50 °C i 30 sek (annealing),

e 72 °C i1 min og 30 sek (elongering).

Den sidste elongering var pa 72 °C i 10 min.

Efterfolgende blev amplikonet oprenset med beads. Kvantificeringen af amplikon blev udfert
gennem koncentrationsméaling ved Quibit og udvalgte prgver (n = 6) fik yderligere undersggt
leengden af amplikon fragmenterne ved brug af en D1000 screen tape pa en Tapestation 4150
(Agilent Technologies, CA, USA) (Appendiks 7.2 for protokol til brug af tapestation).

3.3.2 Library preparation og sekvensering

Denne del af metabarcoding bestar af at klarggre DNA fragmenterne til sekvensering. Det
fgrste trin er fa pregverne igennem anden runde af PCR, kaldet PCR barcoding. PCR barcoding
indebaerer, at hver prove far tilfgjet en unik DNA-stregkode (barcode) via primers. Under PCR
bliver bade den maélrettede DNA-sekvens og den unikke barcode amplificeret, hvilket gor det
muligt at identificere og adskille prgverne efter sekvensering.

Det efterfglgende trin, end-prep, er for at fosforylere 5’ enden og tilfgje en A nukleotid til 3’
enden (dA-tailed ends) af DNA fragmenternene. Dette gores for at adaptorerne kan binde sig til
DNA fragmenterne ved adapter ligering. Adaptorerne muligggr binding af et motor protein, som
sikrer en ensrettet forskydning af nukleotiderne i nanoporen. Desuden binder adaptoren sig til
keeder (tethers) ved nanoporen og placerer DNA-fragmenterne teet ved nanoporen [Jain et al.,
2016; Reuter et al., 2015].

Nar prgverne er klargjort skal de sekvenseres ved at fgre DNA-fragmenterne igennem en
Nanopore. Det foregar ved, at et motor protein bryder dobbeltbindingen af dobbeltstrenget
DNA til en enkeltstrenget, for at kunne passere igennem nanoporen - fgrst for den ene streng
dernsest for den komplementeere streng. I nanoporen flyder en ionisk strgm, som sendres alt efter
hvilket nukleotid der passer igennem nanoporen. Disse signaleendringer i stréommen detekteres af
en sensor, som registrerer varigheden, amplituden og variansen af signalet. Disse signaler bliver
afkodet af basecalling algoritmer til sekvenser af baser af programmet Dorada [Jain et al., 2016;
Oxford Nanopore Technologies plc, nd].

3.3.3 Library preparation

De efterfglgende trin inden sekvenseringen blev udfgrt jf. Ligation sequencing V14 - PCR
Barcoding (SQK-LSK114 with EXP-PBC096) med mindre modifikationer. Trin 4 og 5 under
Library preparation blev forbigaet. Prgverne blev fortyndet ned til 200 fmol til en volume pa
20 pL for at ggre klar til den efterfglgende barcoding. Til mastermixen blev der brugt 25 pL
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PCRBIO 2X i stedet for LongAmp Hot Start Taq 2X Master Mix (NEB, M0533). Derfor blev
PCR cyklussen ogsa sendret til:

e 94 °C i 3 min (initiale denaturering).
e 18 cyklusser af; 94 °C i 15 sek (denaturering).
e 56 °C i 15 sek (nedkeling), 72 °C i 1 min (elongering).

e Den sidste elongering var pa 72 °C i 10 min.

Dette blev efterfulgt af et purification step med 0,8x volumen af AMPure XP beads. Dertil
kvalitetstjekkes prgverne ved Quibit og Tapestation. Efterfslgende blev prgverne fortyndet
og sammenlagt til 50 pnL, dog blev prgverne fortyndet ned til 789,9 ng fremfor protokollens
foreskrevne 1000 ng. Den sammenlagte prgve bestar af tre tekniske replikater af hver
blomsterprgve (n = 84), ekstraktions- (n = 2), positive- (n = 2) og negative kontroller (n =
4). Final library er pa 12 pL. (0,818 pL prgve med 11,182 pL).

Efterfglgende blev Final library tilfajet en flowcell (MinION, Oxford Nanopore Technologies,
Oxford, UK).

3.3.4 Data processering og bioinformatik
Kvalitetsfiltrering af sekvenser

Det rasekvenseringsdata blev generet og demultiplekseret ved basecalling under sekvenseringen,
ved brug af Dorado v.0.6.0 (https://github.com/nanoporetech/dorado). De demultiplekserede
data gennemgik efterfolgende kvalitetskontrol i NanoPlot v1.38 og blev filtreret til den forventede
leengde interval (200-300 bp) med NanoFilt v2.6.0 [De Coster et al., 2018| ved brug af en minimum
g-score pa 20. Primere blev fjernet og sekvenserne blev formateret til efterfglgende analyse i

VSEARCH.

OTU dannelse og taksonomi tildeling

De filtrerede reads blev efterfolgende denoised og samlet i klynger af operationelle taksonomiske
enheder (OTU’er), med en 97% sekvensenssimilaritet med VSEARCH v2-13-4 (Rogers et al
2016). OTU’er med under 8 reads blev filtreret fra. OTU’erne blev tildelt taksonomi med BLAST
v2.2.0 (Altschul et al 1990) via databasen Barcode of Life Data Systems (BOLD) [Ratnasingham
& Hebert, 2007]. Taksonomi blev kun tildelt OTU’er med mindst >97% sekvenslighed og 60%
dackning af DNA-fragmenterne |Zenker et al., 2020]. Taksonomi tildelingen er séledes kun pa
artsniveau.

Eksklusion af kontaminanter og ikke-leddyr OTU’er

For at producere et konservativt estimat af diversiteten opnaet gennem taksonomi tildeling til
OTU’erne, blev OTU’er under 50 reads ekskluderet fra. Prgven med Liden klokke fra det gode
overdrev i Ngrlev blev ekskluderet fra analysen péa grund af en formodet kontaminering. OTU’er
der ikke tilhgrte reekken Arthropoda blev filtreret fra. De bestod primeert af svampe. Dertil blev
sleegterne Odontothrips loti, Nabis limbatus, Depressaria depressana fjernet fra OTU tabellen,
da de var formodede kontaminanter fra ekstraktions kittet.
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Filtrering af ikke-interaktioner

For at sikre, at kun DNA-sekvenser med reel interaktion med planterne blev inkluderet, blev alle
reads, der havde et lavere antal end det, der blev fundet i field blank prgven for det pagaeldende
omrade, sat til 0. Dette fjernede potentiel baggrundsstgj.

For at undga bias i laesningen af DNA-maengder (abundans bias) blev antallet af reads konverteret
til tilstede/ikke-tilstede (presence/absence). Et taxon blev registreret som tilstedevaerende, hvis
der var mindst én read i to tekniske replikater. Omvendt blev et taxon registreret som fravaerende,
hvis der var nul reads i mindst to tekniske replikater.

3.3.5 Rarefaction analyse

For at verificere sekvenseringsdybden blev rarefactions kurver dannet. De viste at sekvenserings-
dybden var tilstreekkelig, da kurverne observeres til at veere asymptote (Appendiks 7.1).

3.3.6 Konventering af OTU’er til arter

For at opna en meningsfuld konventering er OTU’er med identisk taksonomi blevet aggregeret.
Denne fremgangsméade ggr det mere hensigtsmaessigt at arbejde péa artsniveau frem for at skelne
mellem underarter, der kun adskiller sig ved mindre variationer i DNA-sekvensen (Appendiks

7.1).

3.4 Statistik

Alle statistiske og visuelle analyser blev udfgrt i R (v.4.5.1) [R Core Team, 2020] med brug
af pakkerne Ampvis2 (v.2.8.11) [Andersen et al., 2018|, vegan (v.2.7.2) [Oksanen et al., 2025],
bipartite (v.2.23) [Dormann et al., 2007], ggplot2 (v.4.0.1) [Wickham et al., nd|, devtools (v.2.4.6)
[Wickham et al., 2025b]|, dplyr (v.1.1.4) [Wickham et al., 2025a|, tidyr (v.1.3.1) [Wickham et al.,
2025c¢|, rcompanion(v.2.5.0) [Mangiafico, 2025| og tibble (v.3.3.0) [Miiller & Wickham, 2025|. R
koden brugt i analysen er uploadet til github [Andersen, 2025].

For at undersgge forskelle i artsrigdommen af leddyrarter mellem overdrevene er der foretaget
en non-parametrisk Kruskal-Wallis test, da antagelser om normalitet ikke blev mgdt. For at
yderligere undersgge hvordan flere faktorer som tilstand og planteart havde indflydelse pa antallet
af interaktioner, blev der foretaget en non-paremetrisk Scheirer Ray Hare test [Mangiafico, nd].

For at undersgge om afstanden har betydning i en forskel i artssammenssetningen af leddyr
mellem overdrevene blev et Principal Component Analyses generet med funktionen amp-ordinate
og R-pakken vegan og visualiseret i et biplot ved brug af R-pakken ggplot2. PCA biplottet er
baseret pa binorminalt data for antallet af forskellige interaktioner af leddyr. Endvidere for at
undersgge dissimilariteten mellem artssammensaetningen af leddyr mellem overdrevene blev den
inverse version af Sgrensens indeks brugt. Neermere bestemt blev den binorminale version af bray
indekset, som er identisk med den inverse version af Sgrensens indeks, brugt fra funktionen vegdist
fra R-pakken vegan, % [Oskanen et al., nd]. Der er desuden udregnet et gennemsnit af den
interne dissimiliaritet af alle indeksveerdierne for de parvise sammenligninger mellem planterne i

hhv. Hjgrring og Norlev.
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For at undersgge relationen mellem Artsscore og antal leddyrarter, er der lavet et jitterplot ved
brug af R-pakken ggplot2, for at visualisere eventuelle sammenhaenge. En Kruskal-Wallis test
blev foretaget for at undersgge for eventuelle signifikante forskelle i antal leddyrarter mellem
artsscorekategorierne.

For at visualisere interaktioner mellem leddyr og planter, blev et interaktionsnetveerk, bipartite
plot, genereret gennem R-pakken bipartite. Derudover blev forskellige indeksveerdier for
interaktionsnetvaerkene udregnet, herunder Connectance (%) og Robustness. Robustness blev
udregnet pa baggrund af en arts udryddelses kurve ved brug af funktionen second.extinct, hvor
der blev fjernet leddyr i tilfeeldig reekkefglge ved 100 gentagelser.
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Resultater

4.1 Fordeling af arter mellem overdrevene

Resultaterne viser interaktioner fordelt pa 27 prover fra i alt fire overdrev (Hjerring godt,
Hjorring ringe, Norlev godt, Norlev ringe) (Figur 3.2). I alt blev 387 OTU’er identificeret, hvilket
resulterede i 72 unikke arter (Appendiks 7.1). De 72 arter fordeler sig pa 11 forskellige ordner,
43 familier og 50 slaegter (Figur 4.1). 2/3 dele af arterne er fordelt pa ordnerne Coleoptera,
Thysanoptera, Hemiptera, Diptera. Den mest familierige og artsrige orden er Coleptera og den
naestmest artsrige orden er Thysanoptera. Den mest artsrige familie er familien Thripidae. Kun
12 ud af de 72 arter er rgdlistet vurderet [Aarhus Universitet, 2024|, og der ikke denne ikke
undersggelse ikke fundet nogen truet danske leddyrarter.

Betegnelserne Hjgrring godt og Nerlev godt i sgjlediagrammet, bruges igennem hele resultataf-
snittet og refererer til overdrev i hhv. Hjgrring og Nerlev med et hgjt artsindeks. Hjgrring ringe
og Nogrlev ringe refererer til overdrev i hhv. Hjgrring og Norlev med et lavt artsindeks.

9 ® Familier
8 M Slaegter
7

6 W Arter

5

4

3

2

. -

Figur 4.1. Sgjlediagram der viser antallet af forskellige familier, slaegter og arter inden for de 11 ordner.

Antal taxa
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For at fa et indblik i hvordan arterne fordeler sig i ordnerne i de fire overdrev, er der vist
et gruppéret sgjlediagram som viser det samlede artsantal for hvert overdrev og hvordan
artsrigdommen er sammensat taksonomisk (Figur 4.2). Der ses neermest ingen forskel i den
samlede antal arter for overdrevene i Hjgrring. Derimod ses er der stgrre forskel i det samlede
antal arter for overdrevene i Ngrlev, hvor Ngrlev ringe indholder flere arter og arter fra ordner
som ikke er tilstede i Ngrlev godt.

Hjgrring godt Hjgrring ringe Ngrlev godt Ngrlev ringe

45

40

B Psocodea

35 B Symphypleona

B Trombidiformes

30
B Sarcotiformes

B Araneae

N
w«

Il Mesostigmata

ANTAL ARTER

@ Hymenoptera

N
o

B Lepidoptera

1 Diptera

[ Hemiptera
10

[ Thysanoptera

[ Coleoptera

Figur 4.2. Sgjlerne viser antal arter inden for 11 ordner fordelt pa de fire overdrev. Hjgrring godt og
Ngrlev godt er overdrev med et hgjt artsindeks. Hjgrring ringe og Ngrlev ringe er overdrev med et lavt
artsindeks.

Sgjlediagrammet viser fordelingen af leddyrarter pa tveers af plantearter og illustrerer, hvor stor
en andel af disse arter der unikke for den enkelte planteart (Figur 4.3). En art betragtes som unik,
hvis den kun forekommer pé en planteart pa tveers af alle overdrev hvordan arterne fordeler sig pa
tveers af plantearterne og hvor mange arter der er unikke for den planteart. Sgjlediagrammet giver
et overblik over graden af veerts-specialisering og artsoverlap mellem plantearterne og tydeligggr
hvilke plantearter som tiltrackker flest unikke arter. Rgd klgver, Engelskgrees og Musevikke er
de plantearter som tiltrackker flest unikke arter, mens Gul fladbeelg og Eng brandbaeger ikke
tiltraekker nogen unikke arter. Sgjlediagrammet kan dog skjule lokale forskelle i fordelingen af
arter pa plantearterne indenfor samme overdrev. Derfor er der ogsa lavet et sgjlediagram for
andelen af leddyrarter pa hver planteart indenfor samme overdrev, og som illustrerer hvor stor
en andel af disse arter der unikke for den enkelte planteart (Appendiks 7.7).
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Jacobaea vulgaris (Eng brandbaeger) 100% 0%
Ranunculus acris (Bidende ranunkel) 88% 1.6
Lathyrus pratensis (Gul fladbaelg) 100% 0%
Vicia cracca (Musevikke) 75% .
Succisa pratensis (Djaevelsbid) 91%

Triforlium pratense (Rgd kigver) 80%

America maritima (Engelskgrees) 79% - Ikke-unikke arter

M Unikke arter

PLANTEARTER

Achillea millefolium (Alm. Rgllike) 82%
Calluna vulgaris (Hedelyng) 88% .
Plantago lanceolata (Lancetvejbred) 93%
Campanula rotundifolia (Liden klokke) 89% 1.6
Trifolium repens (Hvid klgver) 90% -

Lotus corniculatus (Alm. kaellingetand) 84% -

0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24 26 28 30 32 34 36 38 40 42 44
ANTAL ARTER

Figur 4.3. De lysebla sgjler repreesenterer leddyrarter, der deles med andre plantearter (ikke-unikke
arter), mens de orange sgjler viser antallet af leddyrarter, der er unikke for den pagaeldende planteart.
I sgjlerne er der angivet den procentvise andel af den samlede antal leddyrarter, der er tilknyttet hver
planteart.

4.1.1 Artsrigdommen i gode vs. ringe overdrev

For at kunne besvare hypotese 1 - Querdrev i en god tilstand vil have en hgjere artsrigdom af
leddyr pa de udvalgte plantearter end overdrev i en ringe tilstand, blev det undersggt om der
var en forskel i antallet af arter mellem overdrev i en god eller ringe tilstand. Da der ikke
er fundet de samme planter i hvert overdrev, er det her valgt at undersgge forskellen i antal
arter fordelt pa de fire plantearter (Alm keellingetand, Hvid klgver, Liden klokke, Engelskgraes),
som Hjgrring overdrevene har tilfaelles. Ligeledes er det undersggt mellem de fire plantearter
(Alm keellingetand, Hvid klgver, Lancetvejbred, Rgdklgver), som Ngrlev overdrevene har tilfeelles
(Tabel 4.1). Undersggelsen viser at overdrevene i ringe tilstand har en tendens til at have flere
arter end overdrevene i god tilstand. Den stgrste forskel vises mellem overdrevene i Ngrlev.
Kruskal-Wallis testen viste ingen signifikant forskel mellem overdrevene i Hjgrring (n = 8, x2 = 0,
df =1, p = 1). Samme resultat er geeldende for forskellen i antal arter mellem overdrevene i
Ngrlev (n = 8, x2 =1,37,df =1, p=0,24).

Multivariat regressionsanalyse

Da antallet af arter er afheengig af flere faktorer som tilstand og planteart foretages en multivariart
regressionsanalyse, her en non-parametrisk Scheirer Ray Hare test [Mangiafico, nd]. For begge
omrader fandtes ingen effekt af hverken tilstand, planteart eller tilstand x plante interaktionen
pa antallet af interaktioner (Tabel 4.2).
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Tabel 4.1. Tabel for antallet af arter for hver plante pr omrade. P-vaerdierne er fra en Kruskal wallis
test for forskellen mellem median af antal arter pr overdrev.

Hjgrring Hjgrring Ngrlev Ngrlev

Planteart

godt ringe godt ringe
Lotus corniculatus (Alm. keellingetand) 4 11 7 10
Trifolium repens (Hvid klgver) 16 10 4 12
Campanula rotundifolia (Liden klokke) 4 7 - -
Plantago lanceolata (Lancetvejbred) - - 9 10
America maritima (Engelskgrees) 14 15 - -
Triforlium pratense (Rod klgver) - - 13 12
Sum 38 43 33 44
Forskel mellem tilstande p=1 p = 0,24

Tabel 4.2. Tabelveerdier for multivariat regressionsanalysen (Scheirer Ray Hare) [Mangiafico, nd] for
antal arter i overdrevene i Hjgrring og Norlev,

Hjgrring Ngrlev
Faktor H-veerdi  P-veerdi | H-veerdi P-veerdi
Tilstand 0,08 0,77 1,37 0,24
Planteart 4,34 0,23 3,50 0,32
Tilstand:planteart 2,57 0,46 2,13 0,55

4.1.2 PCA-biplot: Overlap og afstand mellem overdrev

For at undersgge om afstanden mellem overdrevene i hvert omréde har betydning for forskelle
i artspuljer af leddyrarter, er der indledningsvist lavet et PCA biplot der viser hvordan
planterarterne for hvert overdrev gruppér sig (Figur 4.4). Der ses som det fgrste at de to overdrev i
Hjgrring overlapper en smule, mens de to overdrev i Ngrlev ikke overlapper. Dette kan indikere at
den stgrre afstand mellem overdrevene i Ngrlev har betydning for forskellen mellem overdrevene.
Samtidig ses der at det ringe overdrev i Ngrlev overlapper med det ringe overdrev i Hjgrring,
mens de to gode overdrev ikke overlapper. Dette kan tyde péa at de ringe overdrev minder mere
om hinanden end de gode overdrev ggr.

Dog er plantearterne ikke ens pa tveers af overdrevene, hvilket kan skeevvride de synlige forskelle
mellem overdrevene. Derfor er der lavet et PCA plot med kun de to plantearter som alle
overdrev har tilfeelles (Figur 4.5). Her ses der forst og fremmest at forskellen mellem det gode
og ringe overdrev i Ngrlev bedst forklares ved 1. akse, mens forskellen mellem det gode og
ringe overdrev i Hjgrring bedst forklares af 2. akse. Dette indikerer at forskellen pa de gode
og ringe overdrev mellem omraderne ikke forklares af den samme kilde til variation. Der ses
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ogsd at artssammensaetningen af leddyr pa Hvid klgver i det gode overdrev i Hjgrring minder
om artssammensaetningen af leddyr pa Hvid klgver og Alm keellingetand i det ringe overdrev i
Nogrlev. Generelt ses der, at Hvid klgver og Alm keellingetands leddyrartssammenseaetning minder
mere om hinanden i ringe overdrev, mens de er mere forskellige fra hinanden i gode overdrev.

0.5

5 Overdrev

I:l Hjerring godt

Hjerring ringe

El Norlev godt
0.0
El Norlev ringe

PC2 [9%)]

-0.5

PC1 [15.6%)]

Figur 4.4. PCA biplot, hvor i alt 24,6% af variansen er forklaret. Hvert punkt er en planteart fundet i
de fire overdrev baseret pa binorminalt data af tilstedeveaerelsen af forskellige leddyr pa planten. De fire

overdrev er kategoriseret i farvet polygoner: Hjgrring godt (r¢d), Hjgrring ringe (gul), Norlev godt(bla),
Ngrlev ringe(lysergd).
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PC2 [19.5%)

1.0

0.0

-0.5

Hjorring_godt

Norlev_god

Hjarring_godt
inge

Ngarlev_godt

Hjerring_rikge

@ring_ringe

-0.5 0.0 0.5 1.0
PC1 [25.8%]

Omréade

Hjarring

Norlev

Planteart
@ Alm keellingetand
A Hvid klgver

Figur 4.5. PCA plot, hvor i alt 45,3% af variansen er forklaret. Hvert punkt er enten Hvid
klgver (trekant) eller Alm keellingetand (cirkel) og er enten fra et godt (Hjgrring-/Ngrlev-godt) eller
ringe(Hjorring- /Ngrlev-ringe) overdrev, baseret pé binorminalt data af tilstedeveerelsen af forskellige
leddyr pa planten. De farvet polygoner markerer Hvid klgver og Alm kellingetand indenfor samme
omrade, hvor Hjgrring er rod og Norlev er bla.

28



4.1.3 Sorensens dissimilaritetsindeks

For direkte at udregne dissimilariteten mellem artspuljerne for overdrevene, er der lavet en matrix
(28x28) med parvise sammenligninger baseret pa den inverse af Sgrensen-similaritetsindeks, som
maler forskelle i de leddyrarter, hver plante har (Figur 4.3, 4.4). Disse parvise sammenligninger

afslgrer en rackke interessante tendenser.

Dissimilariteten mellem Hvid klgver og Alm keellingetand i det ringe overdrev i Hjgrring er pa
0,46, mens det mellem Hvid klgver og Alm keellingetand i det gode overdrev i Hjgrring er pa
0,71. Dette fglger den beskrevne tendens at de ringe overdrev minder mere om hinanden end
de gode overdrev, som ses pa PCA biplottet (Figur 4.5). Det er modsat geeldende i Norlev, da
dissimilariteten mellem de to plantearter i det ringe overdrev er pa 0,50, mens det i det gode
overdrev er pa 0,37. I Ngrlev er der altsa en stgrre forskel mellem arterne i det ringe overdrev

end i det gode overdrev.

For at kunne svare pa hypotese 2 - Der vil vere en hgjere dissimilaritet mellem leddyr arter
mellem overdrev om ligger lengere fra hinanden end tettere pa hinanden, er der i de markerede
gule felter i tabellerne (Tabel 4.3, 4.4) vist at der for Hvid klgver er en noget naer ens dissimilaritet
omend det er i Hjorring eller Ngrlev. De markerede felter viser at der for Alm keellingetand i
Hjgrring er en dissimilaritet pa 0,71, mens der for Alm keellingetand i Ngrlev er en dissimilaritet
pa 0,38. Denne storre forskel viser i modsaetningen til Hvid klgver at dissimilariteten er stgorre
for omrader teettere pa hinanden end leengere veaek fra hinanden. Nar man samtidig beregner
gennemsnittet for den interne dissimilarlitet for interaktionerne i Hjgrring (0,63) og Ngrlev
(0,61) viser de en ens intern dissimilaritet, hvilket indikerer, at den geografiske afstand mellem
overdrevene ikke i sig selv medfgrer en stgrre intern dissimilaritet.
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4.1.4 Artscoren og antal leddyrarter

For at besvare hypotese 3 - En hgjere artsscore vil korrelere med et hgjere antal forskellige arter,
er der lavet et jitterplot, for visuelt at kunne undersgge hvordan artsscore korrelere med antal
leddyrarter fundet pa hvert plantearter indenfor artsscorekategorierne (Figur 4.6). Jitter plottet
viser en hgj varians af det totale antal leddyrarter indenfor hver kategori af artsscoren. Antallet
af leddyrarter varierer mellem 4 og 18 og nogle artsscorekategorier som (1) og (3) har en mindre
spredning af antallet af leddyrarter end andre, mens (-1) og (7) har en stgrre spredning af antallet
af leddyrarter. Djeevelsbid med artsscoren (7) og Hvid klgver med artsscoren (-1) har begge et
hgjt antal arter og en hgj spredning indenfor samme interval (4-16). Denne ens spredning indenfor
samme interval mellem den lavest rangerede og hgjst rangerede artsscore viser umiddelbart at
artsscore alene ikke kan forudsige antallet af leddyrarter, samtidig viste Kruskal-Wallis testen
ingen signifikant forskel mellem antallet af leddyrarter for hver artsscore (n = 27, x? = 5,67,
df =6, p=0,46).

18
16 —— —f

14

- — 1
Tilstand

10 e
Ringe
God
8 ——

Antal arter

-1 1 2 3 4 5 7
Artscore

Figur 4.6. Jitter plot der viser antallet af leddyrarter fundet pa plantearter med forskellige artsscore i
overdrev med hhv. hgj (trekant) og lav (cirkel) artindeks. Fordelingen er vist med median og CI 95 %
ved bootstrap for hver artsscore.
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4.1.5 Interaktionsnetveerk

For at kigge nsermere pa hvilke leddyrarter der er fundet pa Hvid klgver og Alm keellingetand
i de fire overdrev, er der dannet interaktionsnetveerk, der visualiserer interaktionen mellem
disse plantearter og de detekterede leddyrarter (Figur 4.7, 4.8). Dernaest er der udregnet
indeksveerdier for disse netveerk, herunder Connectance og Robustness, for at kvantificere
netveerkets forbundethed og stabilitet.

Figur 4.7 illustrerer, at Hvid klgver i det gode overdrev ved Hjgrring har det hgjeste antal
interaktioner. Plantearten indgér i flere unikke forbindelser, herunder med sleegten Trichoribates
(pansermider) og Astylogethes subrugosus (glansbille). I kontrast hertil har Alm. keellingetand,
som udviser det laveste antal interaktioner, en unik forbindelse til Oedemera lurida (Lille
solbille). Antallet af interaktioner for Hvid klgver er mere end dobbelt sa hgjt som for Alm.
keellingetand i det gode overdrev. I det ringe overdrev er antallet af interaktioner mellem disse to
plantearter derimod omtrent ens. Det leddyr med flest interaktioner er Frankliniella intonsa (en
kosmopolitisk thrips-art med udbredelse i Danmark [Naturbasen, 2018|, efterfulgt af Sminthurus
viridis (springhale), som ligeledes er udbredt i hele Danmark [Naturbasen, 2013].

I figur 4.8 fremgar det, at Hvid klgver i det ringe overdrev i Ngrlev har flest interaktioner.
Plantearten har flere unikke interaktioner, blandt andet med Cuneopalpus cyanops (tykbladet
barklus) og Protapion fulvipes (Hvidklgversnudebille), en udbredt art i Danmark og redlistet
vurderet til at veere ikke truet. Det leddyr, med flest interaktioner i Ngrlev og med mange
interaktioner i Hjorring, er Glypsus conspicuus fra familien Pentatomidae. Arten forekommer
primeert i Afrika [iNaturalist, 2025] og er ikke kendt fra Danmark, hvilket tyder pé& enten
fejldetermination eller kontaminering. En anden hyppigt forekommende art er Melanostoma
mellinum (Almindelig graessvirreflue), som er udbredt i hele Danmark [Aarhus Universitet, 2024].

I Ngrlev er det bade Alm keellingetand og Hvid klgver i det ringe overdrev, der har flest
interaktioner. Dette star i kontrast til Hjgrring, hvor Hvid klgver i det gode overdrev har
det hgjeste antal interaktioner. Samtidig har Hvid klgver i det gode overdrev i Ngrlev feerrest
interaktioner. Det er modsat det mgnster af det, der blev observeret i Hjgrring.
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Figur 4.7. Interaktionsnetveerk for Hvid klgver(Trifolium repens) og Alm kellingetand (Lotus
corniculatus) 1 Hjprring enten fra et overdrev i god tilstand (gra) eller ringe tilstand (rgd) med leddyr.

Antallet af interaktioner er angivet inde i hver boks for planterne.

34



SN|18sIoul S8}eqLOYILI |
SnpijeA sduy | s

Jofew sduy | s

Snjeaul| eUOJIS s
sadinng uoidejo. ] s
IwayjuesAiyo snyjeuboibe| ]
B/nauobijo euidojay s
snnbae snqojodosay|

1o} uoidela)douyos| s
118X20.40 sLoo0bede|es) mmmm
sdoueAo sndjedoaun?) s
18Y21qieq BIULIBJUOY) mmmm

snyni sduyjoundy s
B/[8Y2ISO) BLISOY, wummm
snueouswe snyjeubooeyy IR
siuwuoesye snbiny;r7 IR
snjejoaul| suoooydiepy IR
1oeqe; sduy [

winuijjaw ewojsoue(ayy .
BsuojuI ejjaluipuel l
snnaidsuod snsdA|o .

¥ | (3pob) 1210y PINH

L

(3pob) puejabuijjeey wjy

(abul) puejabuljeey wyy

(ebuli) 10183 PINH

Interaktionsnetveerk for Hvid klgver(Trifolium repens) og Alm kellingetand (Lotus
corniculatus) 1 Norlev enten fra et overdrev i god tilstand (gra) eller ringe tilstand (rgd) med leddyr.

Antallet af interaktioner er angivet inde i hver boks for planterne.

Figur 4.8.
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Indeksvaerdier for interaktionsnetvaerkene

For at besvare hypotese 4 - Der vil forekomme en storre Connectance og Robustness i et overdrev
i god tilstand end 1 et overdrev i ringe tilstand, er der udregnet Connectance og Robustness for i
alt otte interaktionsnetveerk (Tabel 4.5).

I Hjgrring: fire interaktionsnetvaerk

e To interaktionsnetveerkt, et for hvert overdrev, for interaktionen mellem plantearterne: Alm
keellingetand, Hvid klgver, Engelskgraes, Liden klokke og de detekterede leddyrarter.
e To interaktionsnetveerk, et for hvert overdrev, baseret pa alle plantearter i hvert overdrev.

I Ngrlev: fire interaktionsnetvaerk

e To interaktionsnetveerkt, et for hvert overdrev, for interaktionen mellem plantearterne: Alm
keellingetand, Hvid klgver, Lancetvejbred, Rgd klgver og de detekterede leddyrarter.
e To interaktionsnetvaerk, et for hvert overdrev, baseret pa alle plantearter i hvert overdrev.

For Connectance, som angiver andelen af mulige interaktioner, der faktisk forekommer, ses ingen
fremtreedende forskel mellem lokalitet og tilstande. Dog med en tendens til at Ngrlev godt har
en lidt stgrre forbundethed end de andre overdrev har.

For Robustness, som maéler netveaerkets modstandsdygtighed over for tab af arter, er veerdierne
nermest identiske, hvilket indikerer at interaktionsnetvaerkene bevarer sin tolerance overfor
tab af leddyrarter, selv nar naturtilstanden forringes. Hvis der istedet fjernes plantearter fra
interaktionsnetvaerkene sa er robustheden markant lavere overfor tab af plantearter. Dette
indikerer at leddyrarterne er mere atheengige af planterne end planterne er overfor dem.

Tabel 4.5. Tabel med udregnet Connectance og Robustness for hvert overdrev med forskellige
plantearter. Udvalgte er for Hjgrring Alm keellingetand, Hvid klgver, Engelskgraes og Liden klokke. For
Ngrlev er det Alm keellingetand, Hvid klgver, Lancetvejbred og Red klgver. Alle er for Hjgrring eller
Ngrlev alle planterater udvalgt i Hjgrring eller Ngrlev i hhv. overdrev med et hgjt artsindeks (Godt) og
overdrev med et lavt artsindeks (Ringe).

Connectance Robustness

Hjgrring Ngrlev Hjgrring Ngrlev

Godt, udvalgte 0,40 0,46 0,85 0,90
Ringe, udvalgte 0,38 0,46 0,86 0,92
Godt, alle 0,27 0,36 0,89 0,89
Ringe, alle 0,28 0,29 0,88 0,92
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Diskussion

5.1 Identifikation af terrestriske leddyr via miljg-DNA

Undersggelsens resultater demonstrerer, at sekvensering af miljg-DNA fra blomster pa overdrev
kan benyttes til at identificere terrestriske leddyr. Analysen afslgrer taksonomisk information for
op til 11 forskellige ordener med 49 forskellige familier. De mest familierige og artsrige ordner
i rangeret rackkefglge er Coleoptera, Thysanoptera, Hemiptera og Diptera. Familien Thripidae
(orden: Thysanoptera) er den mest artsrige af alle familier og arterne Frankliniella intonsa og
Thrips tabaci (Nelliketrips), er arter med mange interaktioner i alle fire overdrev. Thysanopera
er en yderst artsrig og sleegtsrig orden, med 111 arter fordelt pa 45 sleegter alene i Danmark
[Kobro, 2011|. Begge arter er udbredte skadedyr pa afgroder i Danmark [Nielsen et al., 2021].

Traditionelt har bestgvningsstudier primeert fokuseret pa bier, svirrefluer og sommerfugle
[Ollerton, 2017]. Denne underspgelse viser med fund af andre leddyrgrupper (thrips, biller,
naebmunde, mgl), at de ogsa spiller en rolle som blomsterbesggende og potentielle bestgvere.
Thrips (Thysanoptera) er dokumenteret som vigtige bestgvere [Eliyahu et al., 2015], biller
(Coleoptera) bidrager ligeledes til bestgvning [Muinde & Katumo, 2024]|, og nsebmunde
(Hemiptera) kan fungere som bestgvere |Garcia et al., 2023|. Derudover er mgl (Lepidoptera)
globalt set den mest artsrige gruppe af bestgvere [Ollerton, 2017|, hvilket ogsd understreges
i studiet [Thomsen & Sigsgaard, 2019|, der indsamler miljg-DNA fra plantearter pa greesland i
Danmark, der ligeledes finder mange arter indenfor ordenen Lepidoptera. Samlet set understatter
dette at blomsterbesgg er meget udbredt blandt leddyr, som stemmer overens med Wardhaugh
[2015], som estimerer at 30 % af alle leddyr hyppigt bespger blomster [Wardhaugh, 2015].

5.1.1 Miljg DNA som supplement til artsindeks

Artsindekset anvendes af kommunerne som metode til at vurdere den biologiske tilstand af en
naturtype, hvilket dog er forbundet med visse begraensninger. Det opfanger ikke interaktioner
mellem leddyrarter og planter, hvilket er afggrende for at forstd gkosystemets robusthed og
kvalitet [Valiente-Banuet et al., 2015|. For selvom flere leddyrarter knytter sig til specifikke
veertsplanter [Nygaard et al., 2021|, sa kan alene tilstedeveerelsen af plantearter ikke bekreefte
om disse leddyrarter er til stede. Derfor er det vigtigt at dokumentere leddyrenes interaktion med
planterne. Netop her har denne miljg-DNA-undersggelse sin styrke det bekraefter interaktioner
og overkommer mange af de udfordringer, der er forbundet med de traditionelle fangstmetoder
jf. afsnit 1.5.

Forst og fremmest finder undersggelsen interaktioner mellem blomster og bestgvere som oftest
overses, herunder nataktive mgl (Lepidoptera) og sméa organismer som thrips (Thysanoptera).
Det skal naturligvis pointeres, at der ikke er fuldt overlap mellem de plantearter, som er registreret
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i besigtigelsen og de plantearter, der blev fundet i overdrevene pa indsamlingstidspunktet. Det
skyldes formentlig indsamlingstidspunktet for undersggelsen, hvor besigtigelserne foregik tidligere
pa s@esonen og i nogle tilfeelde flere ar forinden. Planter blomstrer pa forskellige tidspunkter
af seesonen, hvor nogle blomster i maj maned, mens andre som Succia pratensis (Djaevelsbid)
blomstrer i august/september maned. Derudover sa er plantearterne i undersggelsen ikke udvalgt
pa baggrund af deres lighed med artslisten i besigtigelserne, men i stedet udvalgt pa baggrund af
deres forekomst i flest mulige overdrev. Derfor repraesenterer de udvalgte plantearter ikke direkte
de beregnede artsindeks, men miljgo-DNA’et indsamlet fra planterne afspejler i stedet leddyr-
plante interaktionerne, der er kendetegnende for overdrev med enten hgj eller lav artsindeks.

5.2 Ingen forskel i artsrigdom af leddyr mellem godt og ringe
overdrev

Denne undersggelse viser at artsrigdommen af leddyr i overdrev, fundet med vores metode pa
blomster, placeret i to forskellige tilstandsklasser (et overdrev med et hgjt artsindeks og et
overdrev med et lavt artsindeks) ikke er signifikant forskellige. Artsindekset, herunder artsscoren,
vaegter plantearter der er seerlig folsomme overfor negative pavirkninger (fx pesticidsprgjtning)
hgjest. Derfor vil ubergrte overdrev kunne tilegne sig en hgjere artsscore og dermed et hgjere
artsindeks, fordi plantearter med en hgj artsscore er til stede der [Fredshavn & Ejrnees, 2009).
Ubergrte overdrev vil ofte vise en stgrre planterigdom |Torok et al., 2024], der kan understotte
en storre artsrigdom for leddyr [Brunbjerg et al., 2018]. Derfor er det imod forventningen at der
ikke udvises en stgrre artsrigdom for leddyr i de gode overdrev end i de ringe overdrev.

5.2.1 Regional artspulje som mulig forklaring pa lokal artsrigdom

En mulig forklaring pa undersggelsens observation er, at den lokale artsrigdom er medieret af
en storre regional artspulje af leddyr [Gaston, 2000]. En regional artspulje af leddyr er den
totale maengde af leddyrarter som er til stede i stgrre omrade. Lokale artssamfund er ofte
abne for kolonisering og etablering af organismer fra den regionale artspulje [Gaston, 2000].
Et rigt artsreservoir gger muligheden for gentagne udvekslinger mellem habitater, hvilket kan
opretholde arter lokalt. Nogle taxa, primeert mobile arter, overlever netop pa grund af landskabets
heterogenitet [Tscharntke et al., 2012|. Derfor er det muligt at artsrigdommen i Hjgrring og
Ngrlev bestemmes af en stgrre regionalpulje af leddyr i hgjere grad end af plantediversiteten
pa overdrevene. Det skal dog pointeres, at den malte artsrigdom i denne undersggelse, ikke
repraesenterer den fulde diversitet af interaktioner der forekommer mellem planterne og leddyrene
i overdrevene, da det kun er et udvalg af planterne, der er medtaget. Blomsterbesggende arter
repreaesenterer heller ikke den fulde leddyrdiversitet i habitaterne [Oertli et al., 2005; Vessby et al.,
2002]. Desuden finder studiet Weber et al. [2024] at storstedelen af miljg-DNA ikke findes pa
blomsterne men langs steenglen og bladene [Weber et al., 2024|. Det understreger igen at denne
undersggelse ikke maler den fulde leddyr diversitet i overdrevene, da der kun er indsamlet DNA
fra blomsterhovederne.
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5.2.2 Tendens til hgjere artsrigdom i ringe overdrev

I undersggelsen viste der sig en tendens til at, at det ringe overdrev i Ngrlev havde en storre
artsrigdom af leddyr end det gode overdrev. En feltundersggelse af Arne Kiis i arene 2022-2023
i Ngrlev af vilde bier viser, at der er observeret langt flere arter af vilde bier og i langt stgrre
antal pa et tidligere dyrket overdrev, lige nord for det gode overdrev i Ngrlev, sammenlignet
med det gode overdrev i Nerlev. Feltundersggelsen er vedlagt i Appendiks (Appendiks 7.6).
Forfatteren papeger selv at overdrevet med mange vilde bier, rummer flere nektarkilder hen
over saesonen og bedre ynglemuligheder i form af bart sand til udgravning af ynglehuller. Den
seneste besigtigelse fra dette overdrev, viser et artsindeks pa 0,26 og dermed klassificeret som
ringe [Hjorring Kommune, 2024]. Dette viser at et lavt artsindeks ikke ngdvendigvis afspejler
et rigt leddyrssamfund, i det her tilfzelde af vilde bier. Forfatteren fra feltundersggelsen nesevner
desuden at en af arsagerne til det lave antal individer og arter af vilde bier i det gode overdrev i
Ngrlev er manglende naturlig forstyrrelse.

5.2.3 Graesningsintensitetens betydning for leddyrdiversitet

En vedvarende forstyrrelse i form af graesning er en betingelse for overdrevets eksistens som
naturtype [Ejrnees et al., 2009, men et review af van Klink et al. [2015] viser at diversiteten
af leddyrssamfundet pa graesland generelt pavirkes negativt hvis graesningstrykket fra stgrre
graessende dyr er for stort. Studiet viser, at leddyrdiversiteten kun kan forgges hvis graesning gger
den biotiske og abiotiske heterogenitet. En vegetation der bliver bidt ned, blotleegger bar jord, som
kan opvarmes af solens straler, hvilket er ngdvendig for udvikling af larvestadiet for greeshopper
og sommerfugle. Bar jord giver ogsa muligheden for vilde bier at lave ynglehuller. Samtidig giver
en hgj vegetation ly for store temperatursvingninger og holde mikroklimaet fugtigt under torre
perioder. Hgj vegetation vil ogsd kunne bruges som struktur til edderkoppernes spindelveev,
som i hgj grad blev observeret i det ringe overdrev i Ngrlev. Dette vil veere eksempler pa en
abiotisk heterogenitet. En biotisk heterogenitet omhandler blandt andet variationen i plantearter
og tilstedeveerelsen af mgg fra graessende dyr. Derudover er det vigtigt at den ggede heterogenitet
kan udnyttes af nye immigrerende arter fra den regionale artspulje, for at leddyrdiversiteten
forpges [van Klink et al., 2015].

Graessende dyr indtager leddyr, nar de spiser vegetation, som et biprodukt, hvilket kan
gge mortaliteten blandt nogle leddyrarter [van Klink et al., 2015]. Dette ses studiet af van
Noordwijk et al. [2012] hvor mortaliteten for larver af sommerfuglearten Melitaea cinzia blev gget
betragteligt ved et hgjt greesningstryk sammenlignet med et lavt graesningstryk. Samtidig viser
flere studier at blomsterbesggende leddyr bedst drager fordele af et intermedisert graesningstryk,
da det bidrager mest mulig variation i plantearter [Yoshihara et al., 2008; Vulliamy et al., 2006].
van Klink et al. [2015] foreslar derfor at de positive effekter af graessende dyr for leddyrssamfundet
er hpjest ved lave densiteter, nar effekten af den direkte mortalitet er minimal [van Klink et al.,
2015].

I besigtigelserne vurderes graesningsintensiteten og ved ingen af de fire overdrev naevnes dette som
for hgjt eller for lavt, udover Hjgrring godt hvor det bliver nsevnt som et tilpas graesningstryk.
Umiddelbart kan den fysiske hgjde af vegetationen, som graesningsintensiteten vurderes ud fra,
ikke forklare den ikke signifikante forskel i artsrigdommen mellem overdrevene. Nar milje-DNA
analysen samtidig viser en manglende forskel i artsrigdommen mellem de gode og ringe overdrev,
kan det veere et signal om greesningstrykket ikke er optimalt i de gode overdrev. Miljg-DNA kan
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derfor anvendes som en indikator for en tilpas graesningsintensitet, fordi det afspejler leddyrenes
respons fremfor vegetationens respons.

5.3 Teetliggende overdrev har ikke stgrre overlap af leddyrarter
end fjerntliggende overdrev

I denne undersggelse indikerer resultaterne for dissimilaritet, at der ikke er nogen entydig
tendens til, at overdrev beliggende taettere pa hinanden (som ved Hjgrring) har en mere ensartet
artssammenseetning af leddyr end overdrev med stgrre indbyrdes afstand (som ved Ngrlev).

Det er en kendt teori at similariteten af arter falder med stigende afstande. Det kaldes for
distance-decay relationen, som primeert skyldes at den miljomeaessige similaritet forventes at falde
med stigende afstande mellem omrader, hvilket forventes at fgre til sendringer i den biotiske
artssammenseaetning [Nekola & White, 1999|. Studiet [Arribas et al., 2021] viser eksempelvis
at similariteten for leddyr samfund, der lever i jordbunden (biller, mider, springhaler), falder
med stigende geografisk afstand. I dette tilfselde drives Distance-decay relationen af arternes
begreensende evne til at sprede sig [Arribas et al., 2021]. I studiet er faldet i similariteten forst
mere udbredt ved 2 kilometers afstand, hvor der i denne undersggelse kun arbejdes med forskelle
i afstande af nogle fa 100 meter. Derfor er det naerliggende at teenke at denne forskel i geografisk
afstand ikke giver neevnevaerdige forskelle i ligheden mellem de overdrev som undersgges her.
Ligeledes er det kendt at nogle bestgvere flyver op til flere kilometer for at fouragere [Osborne
et al., 2008, selvom nogle bestgvere foretrackker at flyve kortere afstande, hvis der er tilstrackkelige
fourageringsmuligheder i nzerheden [Redhead et al., 2016]. Derfor kan det teenkes at bestgvere
i det ringe overdrev i Ngrlev sagtens vil kunne flyve til det gode overdrev i Ngrlev, pa samme
méade som bestgvere vil ggre det mellem overdrevene i Hjgrring, hvor der er en kortere afstand.

Om bestgvere ogsa flyver mellem Hjgrring og Ngrlev, hvor der er en afstand pa 6,5 km, vides ikke.
Resultaterne indikerer dog at der er en forskel i artssammensaetning af leddyr pa Hvid klgver
i Hjgrring mellem Hvid klgver i Ngrlev. Det kan tyde pa at artssammenssetning af leddyr pa
blomster ogsa er stedsspecifik og at de ikke flyver mellem omraderne. En yderligere undersggelse
af om der er unikke leddyrarter i Ngrlev som ikke er at finde i Hjgrring, er ngdvendig for at
pavise dette.

5.3.1 Miljg-DNA kan udnyttes til at detektere spatiale signaler

I denne undersggelse viser resultaterne for den interne dissimilaritet i Hjgrring (0,63) og
Ngrlev (0,61) at de er relativt hgje. Dette indikerer at der er en betydelig variation i
artssammensatningen af leddyr pa blomster, bade mellem planter indenfor samme naturtype
og pa tveers af forskellige tilstandsklasser. PCA biplottene understgtter dette, ved at
vise en forskelligartet gruppéring af plantearterne, som ogsa indikerer, at variationen i
artssammensatning af leddyr pa blomsterne er at finde mellem planter indenfor samme
tilstandsklasse. Det underbygges ved at der er fundet unikke leddyr pa hver sin planteart indenfor
samme overdrev.

Andre studier understgtter denne fortolkning. Kestel et al. [2024] har vist, at det er muligt at
detektere spatiale miljg-DNA signaler pa en fin skala. De kunne detektere forskelle i interaktioner
mellem leddyr og blomsterstande pa frugttraeer, afhsengigt af om de befandt sig i gverste eller
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nederste kronedeckke [Kestel et al., 2024]. Ligeledes har [Sgderdahl, 2025] vist at ogsé indsamling
af luftbaren miljg-DNA er sensitiv nok til at kunne fange distinkte spatiotemporale signaler i et
habitat [Sgderdahl, 2025].

Det kan altsé udledes ud fra undersggelsen og de nevnte studier, at Miljg-DNA undersggelser
er i stand til at opfange den variabilitet der kendetegner leddyrssamfund pé overdrev, som ikke
opfanges i en kvantificering af plantearter i besigtigelsen, og som er vigtig at forsta for at bevare
og beskytte leddyrssamfund pa overdrev.

5.4 Artsscore og unikke leddyrarter

Undersggelsen viser ingen klar sammenhaseng mellem antallet af leddyrarter og plantearternes
artsscore. Spredningen af antal leddyrarter er stor og der er ingen signifikante forskelle mellem
artsscorene. Hvid klgver med artsscoren (-1) har et hgjere antal leddyrarter end for mange
af de andre planter med en anden artsscore og omtrent et lige sa hgjt antal leddyrarter som
Djaevelsbid med artscoren (7). Hvid klgver kategoriseres som en problemart og bidrager negativt
til artsindekset, fordi den i Danmark har veeret dyrket siden 1700 tallet og derfor ikke er en
naturlig forekommende planteart pa overdrev [Mathiesen, 2022|. En lav artsscore er dog ikke
ensbetydende med en lav diversitet af leddyr arter, for artsscoren forteeller kun noget om i hvor
hgj grad naturtypen er udsat for en forringelse. Hvid klgver trives pa forstyrrede overdrev og har
et rigt indhold af nektar og proteinholdig pollen og danner fgdekilde for mange bier, sommerfugle
og snudebiller [Mathiesen, 2022; Fredshavn & Ejrnees, 2009]. Rapportens resultater underbygger
dette ved at finde at Apion fulvipes (Hvidklgversnudebille) og Melanostoma mellinum (Alm.
greessvirreflue) interagerer med Hvid klgver og 10 % af det samlede antal leddyrarter fundet
derpa er unikke leddyrarter, der ikke er fundet pa andre plantearter pa tveers af de undersggte
overdrev. Det er saledes ikke problemarter, som Hvid klgver der pavirker diversiteten af leddyr
negativt, hvilket underbygges i studiet af Farrell et al. [2015] der finder at graesning har stgrre
betydning for artsrigdommen af leddyr end dominansen af problem planter [Farrell et al., 2015].

Det er vigtigt at understrege, at artsscoren aldrig har haft til formal at forklare variationen
i leddyrdiversitet tilknyttet planterne, men derimod at fortezelle om naturtypens tilstand. Der
ses ikke en stgrre koncentration af unikke leddyrarter pa planter med en hgj artsscore, hvilket
understreger, at unikke leddyrarter og artsscoren er to forskellige ting. Det interessante i denne
undersggelse er derfor ikke manglen pa sammenhseng, men at forskellige plantearter tiltraekker
unikke leddyrarter uatheengigt af naturtypens tilstand.

Et interessant resultat er, hvordan leddyr sammensatning adskiller sig mellem planter som
er neert beslegtet og morfologisk ens (Rod klgver og Hvid klgver). Det vises blandet andet
ved at 20 % af det samlede antal leddyrarter fundet pa Trifolium pratense (Rgd klgver) er
unikke og nar klgverplanterne er til stede pa samme overdrev, viser de ogsa en forskelligartet
leddyr sammenszetning. Den umiddelbare morfologiske forskel mellem de to arter er, at Rgd
klgver har et lidt leengere nektarfyldt kronrgr end Hvid klgver, hvorfor langsnablede humlebier
i hgjere grad bestgver Rgd klgver fremfor Hvid klgver [Mathiesen, 2022]. Et andet studie
har desuden vist, at forskellige arter af bier udviser praeference for enten Hvid klgver eller
Rod klgver [Kanduth et al., 2021], hvilket understgtter undersggelsens fund af variationen
i leddyrssammensaetningen mellem klgver arterne. Dette viser hvordan resultaterne af miljg-
DNA analysen kan give et vigtigt supplement til besigtigelsen, ved at afdeekke plantearternes
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funktionelle rolle for leddyrssamfundet.

En vigtig pointe er at indsamlingsintensiteten (sampling effort) varierer mellem plantearterne,
hvilke har en betydning for fortolkningen af andelen af unikke leddyrarter fundet pa planterne.
Plantearterne der er indsamlet flere steder, som Hvid klgver, har en stgrre chance for at fa
registreret unikke arter end Rgd klgver er fundet feerre steder.

5.5 Interaktionsnetvaerkene for overdrevene viser ingen
strukturelle forskelle

Narveerende undersggelse giver ikke kun et indblik i tilstedeveerelsen af arter, men ogsa
overdrevets interaktionsnetveerk og leddyr arternes funktionelle rolle som bestgvere, hvilket er
centralt for at forsta og bevare truede gkosystemer [Valiente-Banuet et al., 2015].

5.5.1 Connectance som indikatorvaerdi for naturtilstand

Undersggelsen viser at der ikke findes nogen stor forskel mellem overdrevne for Connectance
for interaktionsnetvaerkene. Det stemmer overens med Heleno et al. [2012], der ikke finder
tilstreekkelig empirisk evidens for en klar sammenheaeng mellem connectance og graden af habitat
degradering. Denne relation viser sig i stedet at veere steerkt kontekstafhaengig og studiet mener
ikke at veerdien af Connectance alene kan veere indikator for habitatets bevaringsveerdi [Heleno
et al., 2012]. Connectance bliver ofte taet knyttet til gkosystemets robusthed, fordi en hgj grad af
forbundethed indikerer en stgrre modstandsdygtighed overfor sekundeer uddgen [Gilbert, 2009].
Nyere studier har sidenhen ikke fundet nogen klar sammenhaeng mellem disse to indeksveerdier
[Canning & Death, 2018|.

5.5.2 Indsamlingsintensitet og artsrigdom pavirker Connectance

En forklaring pa hvorfor der ikke er nogen stor forskel mellem overdrevene for Connectance,
er at indeksveerdien er steerkt influeret af indsamlingsintensiteten (sampling effort), altsa hvor
omhyggelig indsamlingen af interaktionerne har veeret [Bliithgen, 2010]. I denne undersggelse
blev der indsamlet 10 blomsterhoveder pr planteart, hvilket ikke repraesenterer det fulde billede
af alle interaktioner for plantearterne i omradet. Alligevel er antallet af leddyr arter forskellig
mellem overdrevne og det har direkte betydning for udregningen af Connectance. Flere arter
resulterer i flere mulige interaktioner, men det overstiger oftest de observerede interaktioner
omvendt proportionalt, hvilket resulterer i at netveerk med flere arter har en lavere Connectance
end netveerk med feerre arter [Blithgen, 2010].

5.5.3 Robustness og dens fortolkning

Veerdierne for Robustness i nzerverende undersggelse er relativ ens pé tveers af omrader og
tilstande, hvilket indikerer at netveerkene er robuste overfor sekundeer uddgen, selv nar tilstanden
forringes. Men indeksveerdien er seerlig folsom overfor hvilken méde udregningen af veerdien bliver
gjort pa. Robusthed beregnes som interaktionsnetvaerkets evne til at modsta sekundaer uddgen,
nar arter fjernes fra netveerket. I denne undersggelse blev leddyrene fjernet. Det udtrykkes
som den andel af arter, der kan fjernes, for det medfgrer komplet kollaps gennem sekundaer
uddgen. Ved at udrydde plantearter fremfor leddyrarter, ses der en langt lavere robusthed,
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hvilket indikerer at leddyrarterne er mere afhsengige af plantearter fremfor det omvendte
tilfselde. Derneest er interaktionerne i netveerkene i denne undersggelse ikke veaegtet. Dvs. at hver
interaktion mellem plante og leddyr tilleegges samme betydning og energiflowet antages at veere
ens. | et realistisk interaktionsnetveerk vil interaktioner ikke veere lige vigtige og beregningen
af Robustness pa et ikke veegtet netveerk vil fgre til en overestimering af netveerkets robusthed
sammenlignet med et veegtet netvaerk [Stahl et al., 2025].

Derudover sé vil en arts forsvinden i netvaerk kunne fgre til en rewiring, altsa hvor leddyrarter vil
kunne skifte til nye planter efter tab af en interaktionspartner. Dette vil stabilisere robustheden
i et netvaerk [Thierry et al., 2011] og det vil derfor kunne lede til underestimering af netveerkets
robusthed nar der ikke tages hensyn til det i den simulerede udryddelse.

Interaktionerne i denne undersggelse er ikke veegtet og derfor har raekkefglgen hvori arter veelges
udryddet i simuleringen ingen betydning. Dog vil veegtede netveerk oftest besta af flere svage
interaktioner og fa steerke [Emmerson & Yearsley, 2004] og veere mere robuste overfor tilfaeldig
fiernelse af arter end ikke vaegtede netveerk [Stahl et al., 2025]. Veegtet netveerk med mange
specialiserede leddyr vil dog veere seerlig sarbar overfor en tilfeeldig fjernelse af arter og fgre til
en lavere robusthed. I modsaetning til netvaerket i denne undersggelse, hvor hver interaktion er
lige steerke, sa vil dette fore til en lavere eller hgjere Robustness end der reelt vil veere, hvis det
var blevet veegtet.
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Konklusion

Rapportens hovedformal er at analysere i hvilken grad undersggelser af miljg-DNA fra leddyr
i terrestriske habitater kan supplere besigtigelser af §3 arealer med naturtypen surt overdrev i
Danmark. Derfor er repraesentanter af overdrev med forskellige biologiske veaerdier sammenlignet,
for at undersgge hvordan tilstanden af et overdrev pavirker leddyrartsrigdommen og plante-leddyr
interaktionsstrukturen.

Rapportens resultater viser imod forventning, ingen forskel i artsrigdommen af leddyr mellem
overdrev i forskellige tilstandsklasser. Det kan tyde pa at den lokale leddyrdiversitet i hgjere
grad afspejles af en regional artspulje end den lokale plantediversitet og tilstandsklasse. Den
malte artsrigdom repraesenterer dog ikke den fulde leddyrdiversitet, da kun et begraenset udvalg
af plantearter og plantedele er undersggt, hvilket ogsd kan veere en forklaring pa hvorfor
artsrigdommen ikke er signifikant forskellig mellem de gode og ringe overdrev.

Dissimilaritetsanalyserne afslgrer en udtalt variation i artssammensaetningen af leddyr selv pa
sma geografiske skalaer, men ingen tydelig stigning i dissimilaritet mellem overdrev med stgrre
indbyrdes afstand. Dette kan forklares ved at de undersggte afstande er relativt sma, da flyvende
leddyr er i stand til at flyve flere kilometer for at fouragere. Dette bekreefter, at miljg-DNA kan
opfange subtile spatiale signaler fra artssammensaetningen af leddyr p& blomsterne.

Artsscoreanalysen viser ingen klar sammenheaeng mellem antallet af leddyrarter og plantearternes
artsscore. Spredningen af antal leddyrarter er stor og der er ingen signifikante forskelle mellem
artsscorene. Det vigtige fund i analysen er, at uanset tilstanden pa overdrevet vil plantearterne
tiltreekke forskellige leddyrarter, samt at neert beslaegtet og morfologiske lignende plantearter
viser forskelle i artssammensaetningen af leddyr, der er tilknyttet.

Interaktionsnetvaerkene viser ingen klare forskelle i Connectance eller Robustness mellem over-
drevene. Udregningen af Robustness med ikke-veegtede interaktioner og tilfeeldige fjernelse af
arter medfgrer en forsimpling, som kan over- eller underestimere netveerkets reelle robusthed.

Miljg-DNA metoden benyttet her kan til en vis grad supplere den nuverende kommunale
besigtigelse, da miljg-DNA analysen giver et mere nuanceret indblik i naturtypens biologiske
tilstand, som den nuveerende naturovervagning ikke giver. Den detekterer samtidig leddyrarter
som oftest overses i traditionelle bestgvningsstudier, sdsom nataktive bestgvere og mikroskopiske
organismer. Samtidig bekraefter analysen interaktioner mellem leddyr og plante, hvilket giver
et funktionelt indblik pa biodiversiteten, interaktionsnetveerket og dets respons pa eventuel
forringelse af den biologiske veerdi af et omrade. Der er dog metodiske udfordringer, som pt.
begreenser dens praktiske anvendelighed i kommunernes naturovervagning.
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6.1 Perspektivering

For at ggre metoden mere anvendelig er det ngdvendigt med en raekke sendringer og forbedringer.
I nedenstéaende er listet forslag til hvordan metoden kan forbedres og ggres mere anvendelig til
at veere en del af den kommunale naturovervagning.

Udarbejdelse af en reference database med danske leddyrarter

Det er ngdvendigt at udarbejde en reference database med kendte DNA sekvenser fra leddyrarter
i Danmark for en bredere og mere praecis og lokal artsidentifikation. Nuveerende databaser har
en lav daekningsgrad af kendte leddyrarter og er skeevvredet mod leddyrarter som enten har en
negativ eller positiv indvirkning pa mennesker [Leandro et al., 2024|. Det gor databaserne ude
af stand til at detektere den fulde diversitet af leddyrarter som er til stede i den danske natur.

Standardisering af metode fra indsamling til analyse i laboratoriet

Det er ngdvendigt at udarbejde en national protokol for indsamling til analyse i laboratoriet.
Som Leandro et al. [2024] pointerer, er miljg-DNA analyser i terrestriske habitater et nyt
forskningsomrade og de fleste studier pa4 omradet omhandler nye metodiske tilgange. Det er derfor
vigtigt at standardisere proceduren for hvordan miljg-DNA fra planterne indsamles, herunder
hvilke dele af planten der indsamles, og pa hvilket tidspunkt indsamlingen sker, og hvor ofte,
da leddyr udviser ssesonmaessige og dggnmaessige variationer i hvor de opholder sig. Dertil bgr
proceduren omfatte valg af regioner der amplificeres, valg af primer, kriterier for dannelse af
OTU’er og taksonomisk tildeling. P4 denne méade sikres der en ensartet procedure der kan
sammenligne resultater nationalt og dermed gge kvaliteten af naturovervagning i Danmark.

Kvantificering af abundansen af DNA fragmenter

I denne undersggelse blev antallet af DNA reads konverteret til presence/absense data, fordi det
endnu ikke er muligt at konvertere DNA-fragmenter indsamlet fra planten til antal individer
der har besggt planten. Selvom et studie med dybhavsfisk viser at det er muligt at kvantificere
abundansen af miljo-DNA [Thomsen et al., 2016], s& er det endnu ikke underspgt med DNA fra
terrestriske leddyr. Hvis det blev muligt at estimere antal individer fra miljo-DNA prgver, ville
det gore det muligt at estimere alfa diversitet og bestandstgrrelser for leddyr, som vil veere vigtig
information der kan udnyttes i forvaltningen af naturomrader.

Undersgge hvor leenge DNA forbliver detekterbart pa planten

Det er ngdvendigt at undersgge, hvor lenge miljg-DNA forbliver p& plantens overflade for at
kunne fastleegge det tidsinterval, hvori leddyr kan detekteres. Et studie af Valentin et al. [2020]
viser, at detekterbarheden af miljg-DNA fra insekter p& blade er mindre end én uge. Det betyder,
at detektionen kun repreesenterer en meget kort periode efter, at leddyret har efterladt DNA-
fragmenter. Den Kkorte tidsperiode kan ggre det sveert at detektere mindre frekvente leddyrarter,
som rgdlistede arter. Der er dog fortsat et behov for at undersgge, hvordan DNA binder til
forskellige overflader, og hvordan faktorer som sollys, vind og nedbgr pavirker nedbrydningen.

Malrettet indsamling af truede arter

Nar overstaende forbedringspunkter er udarbejdet, vil en malrettet indsamling af miljg-DNA fra
plantearter som er kendt for at have tilknyttet sjeeldne leddyrarter, kunne kortleegge udbredelsen
af sjeeldne truede arter pa en ikke invasiv méde. Det vil ggre det muligt at foretage bedre og
mere kvalificerede valg i naturforvaltningen af beskyttede naturomréader.
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