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FORSCHUNG

SPUREN LESEN IM WASSER:

UMWELT-DNA REVOLUTIONIERT

DEN NATURSCHUTZ

Auf DNA-Suche im Wasser: Was klingt wie in einem Krimi, hat sich in den letzten
Jahren zu einer wichtigen Methode fiir das Biodiversitatsmonitoring entwickelt.
Fast alle Lebewesen hinterlassen in der Umwelt DNA-Spuren, die Forschende auch
im Schweizerischen Nationalpark einsammeln und untersuchen. So kénnen sie
auch seltene Arten auf schonende Weise ohne Sichtung nachweisen.

Flurin Leugger

Steinbocke und andere Tierarten im Bachwasser nach-
weisen, ohne sie je gesehen oder gehort zu haben? Was
fur viele von uns unvorstellbar scheint, ist dank neuen
Molekular-Methoden seit gut einem Jahrzehnt mog-
lich. So kénnen wir heute auf Spurensuche gehen und
DNA analysieren, die sich im Wasser, im Boden oder
in der Luft befindet.

Das Konzept hinter der Umwelt-DNA (oder eDNA =
environmental DNA) beruht darauf, dass jedes Lebe-
wesen DNA in seiner Umgebung absondert, zum Bei-
spiel durch abgestorbene Hautzellen, Kot oder Urin.
Diese DNA-Spuren konnen aus der Umwelt isoliert
und extrahiert werden. Mittels Analyse der DNA-
Sequenz kann die Anwesenheit von verschiedenen
Arten in der Umgebung gepriift werden. eDNA wird
im Naturschutz fur verschiedene Bereiche verwendet:
zum Beispiel fiir die Untersuchung der Artenvielfalt
in einem bestimmten Gebiet, die Uberwachung von
seltenen oder gefihrdeten Arten oder die Identifizie-
rung von invasiven Arten, die potenziell Schiden an
der Umwelt anrichten kénnen.

VON DER UMWELTPROBE ZUR DNA-ANALYSE

Der Prozess des Monitorings mittels eDNA umfasst
mehrere Stufen und lauft in der Regel in folgenden
Schritten ab: Probenahme, Extraktion und Amplifika-
tion der DNA sowie anschliessende Analyse der DNA.
Das Prinzip ist fiir alle Arten von Umweltproben
(Wasser, Boden oder Luft) und Analyse-Methoden
dhnlich und unterscheidet sich nur in den Details.
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Nachfolgend werden die Schritte fiir Wasserproben
erldutert, wie wir sie beispielsweise fiir die Pilotstudie
im Schweizerischen Nationalpark (SNP) angewandt
haben. Dazu haben wir in verschiedenen Fliessgewis-
sern Wasser durch einen speziellen Filter gepumpt, um
organisches Material zu sammeln (Abb. 1).

Aufgrund der starken Verdiinnung von organi-
schem Material im Einzugsgebiet eines Fliessgewis-
sers sind die Spuren dementsprechend schwierig zu
finden. Daher filtern wir grosse Wassermengen und
nutzen mehrere Filter gleichzeitig, um die Wahr-
scheinlichkeit fiir das Finden von Spuren zu erhhen
(Abb. 2). Dabei muss vorsichtig vorgegangen werden,
um Verschmutzungen zwischen den Probestandorten
und damit Fehlentdeckungen zu verhindern.

Nach der Probenahme wird der Filter in einer
Pufferlosung gelagert, welche die Zellen aufzulésen
beginnt und die DNA konserviert. Dann wird die
DNA extrahiert. Wir fithren die DNA-Extraktion in
einem speziell dafur ausgestatteten Labor aus, dem
sogenannten Clean lab, damit die Proben nicht
kontaminiert werden (Abb. 3). Wie in den meisten
aktuellen eDNA-Studien fithren wir die Amplifika-
tion mit der Polymerase-Kettenreaktion (PCR) durch.
Aufgrund der oftmals degradierten DNA, welche aus
den Umweltproben extrahiert wird, wird nicht die
gesamte DNA amplifiziert, sondern ein kurzes, fiir die
Zielorganismen informatives Segment. Anhand dieses
Segments ist es moglich, die in der Umweltprobe vor-
kommenden Arten zu identifizieren.

CRATSCHLA 2/22



-
o
o
e
(]

)
=

22

w

Flurin Leugger

Abb. 1 Spurensuche in der
Umwelt: Umwelt-DNA (eDNA)
bezieht sich auf DNA-Proben,
welche in der Umwelt (zum
Beispiel im Wasser, im Boden
oder in der Luft) gesammelt
werden. Das Wasser beispiels-
weise wird durch einen Filter
gepumpt, in dem organische
Materialien wie Haare oder
einzelne Zellen hdngen blei-
ben. Daraus wird anschlies-
send - meist im Labor - die
DNA extrahiert.

Abb. 2 In Fliessgewdassern
werden die Zellen liber meh-
rere Kilometer transportiert.
Deshalb eignet sich eDNA als
Methode fur Biodiversitats-
monitoring, um die Landschaft
grossflachig zu untersuchen.
Zudem ist die Probenahme
storungsarm (nichtinvasiv),
was in Naturschutzgebieten
von grosser Bedeutung ist.

Abb. 3 Aufgrund der geringen
DNA-Konzentrationen in der
Umwelt gilt es jegliche Konta-
mination zu vermeiden. Des-
halb werden die Proben in
speziellen Labors (UV-Licht,
Luftfilter) und mit strengen
Vorschriften (zum Beispiel
Ganzkorperanzug) extrahiert.

FORSCHUNG
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ARTEN IDENTIFIZIEREN MITTELS
«DNA-FINGERABDRUCK>

Je nach Fragestellung eignen sich unterschiedliche
Methoden fiir die Analyse der eDNA-Proben. Etabliert
sind zurzeit deren 2: Die qPCR (quantitative Polyme-
rase-Kettenreaktion) und das Metabarcoding. Beim
Metabarcoding wird die DNA-Sequenzierung genutzt,
um die Gesamtheit der Zielorganismen in der Probe
zu identifizieren, also beispielsweise alle Sidugetiere.
Hierbei werden die DNA-Sequenzen von mehreren
Taxa gleichzeitig amplifiziert, sequenziert und an-
schliessend mit einer Referenzdatenbank zur Identifi-
zierung der Arten verglichen. Diese Methode ist rela-
tiv zeit- und kostenintensiv, liefert dafiir aber ein Bild
der Diversitit der Zielorganismen in der Probe ab und
kann viele Arten gleichzeitig bestimmen.

Bei der qPCR hingegen wird die Menge an DNA
eines bestimmten Zielorganismus in der Probe quan-
tifiziert, indem spezifische DNA-Sonden und Enzyme
verwendet werden. Dies ermoglicht eine hochsensitive
und spezifische Identifikation des Zielorganismus in
der Probe, bedingt jedoch fiir jeden Zielorganismus
eine andere DNA-Sonde.

AUF DNA-SPURENSUCHE

IM NATIONALPARK

Beide Methoden haben Vor- und Nachteile, abhingig
von der Forschungsfrage und den Zielen der Studie.
Das Metabarcoding ermoglicht eine umfassendere
Analyse der Biodiversitit in der Probe, was besonders
in Okosystemen mit einer hohen Artenvielfalt von
Vorteil ist. Die gPCR hingegen ist ideal fiir die Identi-
fizierung spezifischer Arten in der Probe und eignet
sich somit sehr gut fiir die Erkennung von invasiven
oder gefihrdeten Arten sowie anderen Arten von
besonderem Interesse. Wahrend beim Metabarcoding
vor allem die Analyse zeit- und kostspielig ist, ist es
bei der gPCR die Entwicklung der DNA-Sonden. Des-
halb gibt es erst fiir wenige Arten qQPCR DNA-Sonden.
Die Kosten verhindern aktuell noch, dass eDNA fli-
chendeckend fiir Biodiversititsmonitoring eingesetzt
wird. Aus diesen Griinden entwickeln wir CRISPR-
Tests (Clustered Regularly Interspaced Short Palindro-
mic Repeats), die wir dhnlich wie qPCR fiir artspezi-
fische Tests verwenden kénnen. Dafiir sind die
CRISPR-Proben einfacher zu erstellen und kénnten
dazu beitragen, eDNA grossflichig fiir das Biodiversi-
tatsmonitoring zu etablieren.
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Bis heute gibt es allerdings erst wenige Studien, welche
CRISPR-Tests mit eDNA kombinieren. Wie bei der
Mehrheit der bis anhin publizierten eDNA-Studien,
untersuchten die Autoren (semi-)aquatische Organis-
men. In den letzten Jahren konnten jedoch mehrere
Studien mittels Metabarcoding auch terrestrische Siu-
getiere nachweisen, weshalb wir fiir die Entwicklung
unseres CRISPR-Tests ausgewidhlte Siugetierarten
suchen. Der SNP eignet sich aufgrund des intensiven
traditionellen Monitorings ideal, um die CRISPR-Tests
mit einem herkdmmlichen Monitoring zu vergleichen.
Wahrscheinlich gibt es kein Gebiet in der Schweiz,
dessen Biodiversitat besser iiberwacht wird. Wir
beprobten im September 2022 6 verschiedene Fliess-
gewdsser im Nationalpark. An jedem Fliessgewiasser
wurden pro Probestandort jeweils 8o | durch 2 Filter
gepumpt. Die DNA-Extrakte untersuchten wir mittels

neuer CRISPR-Tests auf DNA-Spuren des Steinbocks.

STEINBOCK-SPUREN IN DEN BACHEN
In 4 von den beprobten 6 Bachen konnten wir Stein-
bock-DNA nachweisen (Abb. 4). In jedem Einzugsge-
biet wurde Steinbock-DNA festgestellt, wo sie auf-
grund des traditionellen Monitorings erwartet worden
widre. Ausser beim Abfluss der Seenplatte Macun
detektierten die CRISPR-Tests die Art in allen Einzugs-
gebieten mit Steinbockvorkommen. Und dies mit nur
2 Proben (Filtern) pro Bach, welche zeitgleich entnom-
men wurden! Gesehen haben wir wihrend der Probe-
nahme in keinem der Tiler Steinbécke. Dass wir beim
Abfluss der Seenplatte Macun wider Erwarten keine
Steinbock-DNA gefunden haben, diirfte vermutlich
daran liegen, dass das organische Material bzw. die
DNA im See abgesetzt wird und der Abfluss dement-
sprechend wenig bis nichts davon enthilt.
Interessant ist jedoch, dass wir auch beim grossten
untersuchten Fluss, der Miindung der Ova da Cluozza
in den Spol, Steinbock-DNA nachweisen konnten. Die
bekannten Steinbockgebiete sind 2 km und mehr vom
Probestandort entfernt, was das Potenzial der eDNA
fir grossflachiges Biodiversititsmonitoring andeutet.
So kann mit wenig Aufwand eine ganze Landschafts-
kammer untersucht werden, was fiir umfassendes
Biodiversitatsmonitoring erforderlich ist. Die Analyse
zeigte aber auch, dass die Variabilitit zwischen den
Filtern relativ gross ist: An 2 Standorten haben nicht
beide Filter DNA-Spuren des Steinbocks enthalten.
Wiederholte Probenahmen sind daher auch mit eDNA
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notwendig, um moglichst alle Vorkommen einer Art
zu entdecken. Allerdings zeigen unsere Ergebnisse
auch, dass bereits eine einmalige Beprobung die Mehr-
heit der bekannten Vorkommen entdecken kann.

DIE ZUKUNFT DES BIODIVERSITATSMONITORINGS?
eDNA und CRISPR-Tests sind eine vielversprechende
Methode fiir ein grossflichiges Biodiversititsmonito-
ring. Die neue Methode muss jedoch noch weiter aus-
gebaut und mit weiteren Arten verifiziert werden, um
sowohl das volle Potenzial auszuniitzen als auch die
Schwichen und Starken der Methodik besser zu ken-
nen. Sie bietet gegeniiber herkommlichen Methoden
wie etwa der direkten Beobachtung von Organismen
und den bereits etablierten eDNA-Analysemethoden
zahlreiche Vorteile: CRISPR-Tests verlangen weniger
Aufwand und sind dennoch sehr sensitiv. Insbeson-
dere in Schutzgebieten wie dem SNP ist die minimale
Storung, die mit einer eDNA-Probenahme verbunden
ist, von zentraler Bedeutung. Zudem konnten sich
eDNA und CRISPR-Tests auch eignen, um seltene und
versteckt lebende Arten nachzuweisen.

Flurin Leugger, Okosysteme und Landschaftsevolution,
ETH Ziirich und wsL

Abb. 4 Karte mit den
Probestandorten und den
Einzugsgebieten eingeféarbt
nach Nachweisen von
Steinbdcken (griin: eDNA
und traditionelles Monito-
ring, gelb: nur mit traditio-
nellem Monitoring). Karten-
grundlage SWISSTOPO
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