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Umwelt-DNA (eDNA) - Molekularbiologie
erobert Arten-, Gewdsser- und Naturschutz

Jonas Zimmermann, Joachim Hdrlimann

dieser Art vorliegen muss.

Zusammenfassung
Die Analyse von Umwelt-DNA ist ein neues Verfahren zur Arterfassung. Dies wird da-
durch ermdéglicht, dass Organismen stéandig eigene, artspezifische DNA in die Umwelt
abgeben, indem sie Kot, Urin oder Speichel ausscheiden oder z. B. Kérperzellen wie
Haare oder Schuppen verlieren. Dank modernen molekularbiologischen Methoden
kann diese in der Umwelt vorhandene DNA nachgewiesen werden. Da die DNA vie-
ler Arten schon sequenziert vorliegt und diese via Internet in Referenzdatenbanken
verfligbar ist, kbnnen heute schon viele DNA-Sequenzen den entsprechenden Arten
zugewiesen werden. Das Spektrum der Anwendungen ist sehr weit. Ob das Verfahren
in der angewandten Okologie Akzeptanz findet, wird sich noch weisen. Dies héngt
auch stark davon ab, ob im Artenschutz der indirekte Artnachweis durch eDNA von
etwa einer gefdhrdeten Art als ausreichend erachtet wird, oder ob z. B. im Rahmen
eines Umweltvertrdglichkeitsberichts (UVB) der physische Nachweis von Individuen

1. Einleitung

Das Thema «Umwelt-DNA» (eDNA fiir envi-
ronmental DNA) erscheint seit Kurzem ver-
mehrt in Tagesmedien, Online-News oder
anderen fur Laien einfach zuganglichen
und gut verstandlichen Publikationen. In
Fachzeitschriften wird diese Thematik
schon seitrund einem Jahrzehnt diskutiert.
Mit eDNA-Metabarcoding wird ein mole-
kularbiologisches Verfahren zum Nach-
weis von Arten bezeichnet. Das Verfahren
basiert darauf, dass Organismen sténdig
eigene, artspezifische DNA in die Umwelt
abgeben, indem sie Kot, Urin oder Speichel
ausscheiden oder z.B. Kdrperzellen wie
Haare oder Schuppen verlieren. Im Was-
ser, im Boden, im Seesediment und in der
Sohle eines Fliessgewéassers befindet sich
somit geldst oder partikulér gebunden eine
sehr grosse Zahl an eDNA unterschied-
lichster Arten. Mit molekularbiologischen
Methoden kann diese Vielfalt an eDNA als
eine Abfolge von Basenpaaren (Sequen-
zen) nachgewiesen werden. Da die DNA
vieler Arten bereits sequenziert vorliegt
und im Internet in Referenzdatenbanken
zur Verfiigung steht, kdnnen heute schon
viele DNA-Sequenzen den Arten zuge-
wiesen werden. Das Verfahren wird in der
Schweiz bereits bei einigen Themen (z.B.
Finden von aquatischen gebietsfremden
Arten, Neobiota) effizient und erfolgreich
eingesetzt. Es kann daher davon ausge-

gangenwerden, dass das grosse Potenzial
des Verfahrens der eDNA im Bereich der
angewandten Okologie, insbesondere der
Gewasserokologie, schnell erkannt wird.
Die Aussagekraft und damit die Akzeptanz
dieses Verfahrens hangt neben methodi-
schen Aspekten (Probenahme, Qualitats-
sicherung, Bioinformatik usw.) vor allem
auch von der Qualitdt der verwendeten
Referenzdatenbanken (Zahl und Regio-
nalitat der Arten), von der raumlichen und
zeitlichen Verteilung artspezifischer eDNA
(Probenahmedesign, Konservierung der
Proben) sowie von weiteren Aspekten ab
(Zahl und Qualitat der Anbieter, Kosten,
Akzeptanz bei Gesetzgeber, Justiz, Behor-
den, Auftraggeber). Im Folgenden wird auf
diese Themen eingegangen. Die Ausfih-
rungen sollen dazu beitragen, das Verfah-
ren im Grundsatz zu erldutern und das Po-
tenzial der eDNA zu vermitteln. Der Gewas-
sertkologie steht mit dem eDNA-Verfahren
ein gewaltiger Werkzeugkasten zur Verf(-
gung. Doch auch die besten Werkzeuge
dienen nur, wenn sie auch verstanden und
richtig eingesetzt werden.

Kunftig wichtige Anwendungsbe-
reiche in deraquatischen Okologie werden
zum Beispiel sein:

e das Finden von Neobiota in einem Ge-
wasser

e derNachweis vonschwerauffindbaren
Arten in einem Gewasser

¢ die Beschreibung von neu entdeckten
Arten

e die Erfassung der Artenvielfalt eines
Gewadssers oder eines ganzen Wasser-
einzugsgebietes

e die Rekonstruktion der Artenvielfalt
frliherer Zeiten in Seesedimenten und
anderen Archiven (Mooren, Gletscher-
eis, Permafrost, Sedimentenin Hohlen
usw.)

e dieAuflistung der Artenzusammenset-
zungen verschiedener 6kologisch re-
levanter Gruppen

Zum Beispiel konnte die Quagga-Muschel

(Dreissena rostriformis bugensis) im Rhein

bei Basel nachgewiesen werden, bevor

man diese mit klassischen Methoden ge-

funden hat («Die Oberbadische», 2015,

«Tages Anzeiger», 2015, de Ventura et al.

2017). Ebenso konnte die Verbreitung von

invasiven Grundeln (Schwarzmaulgrundel,

Neogobius melanostomus und Kessler-

grundel, Ponticola kessleri) im Hochrhein

aufgezeigt werden (Universitét Basel 2015,

Adrian-Kalchhauser & Burkhardt-Holm

2016). Die kiirzlich beschriebene Art eines

Bachflohkrebses (Gammarus alpinus)

aus Schweizer Gewassern ist ein Beispiel

dafur, dass dank DNA-Barcoding Arten
gefunden werden kénnen, die neu fir die

Wissenschaft sind (EAWAG 2016, Altheret

al. 2016). Diese neue Art wurde bisher Giber-

sehen, obwohl sie mit Sicherheit von vielen

Leuten und auch Expertinnen und Exper-

ten gesehen und fehlbestimmt wurde. Der

Fund dieser neuen Art dank DNA-Barco-

ding macht aber auch deutlich, dass der

auf morphologischer Ebene basierende

Artbegriff allenfalls kritisch reevaluiert und

ggf. durch integrative Studien (Morpho-

logie und Molekularbiologie) neu definiert
werden muss. Auch die Méglichkeit, Natur-
archive neu zu entdecken, wird durch eine

Studie aufgezeigt, in welcher dank eDNA-

Metabarcoding die zeitliche Entwicklung

von Blaualgenbliiten wahrend der letzten

200 Jahren in Sedimentkernen des Zirich-

und Greifensees aufgezeigt werden konnte

(Schirmann 2016, Monchamp et al. 2016).
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Die Methodik des eDNA-Meta-
barcodings erlaubt aber auch Einblicke in
Themen, die bis anhin, wenn Uberhaupt,
nur mit aufwendigen Spezialuntersuchun-
gen moglich waren. Mit der Vorausset-
zung, dass die bendtigten artspezifischen
Gensequenzen in Referenzdatenbanken
verflgbar sind, ist aus heutiger Sicht von
Interesse:

e Artbestimmung schwieriger Artgrup-
pen

e QGezielte Artbestimmung relevanter
Mikroorganismen (Pro- und Eukaryo-
ten)

e Gezielte Artbestimmungen und Art-
nachweise aufgrund von Exkremen-
ten (Urin, Kot, Speichel) oder anderen
makroskopisch erkennbaren, aber
nicht bestimmbaren artspezifischen
Partikeln wie Schuppen, Haare, Blut,
Darm- und Mageninhalt oder Entwick-
lungsstadien (Eier, Larven, Puppen
usw.)

e Qualitatskontrolle bei klassischen Art-
bestimmungen

e Artenvielfalt einer Region (z.B. Ein-
zugsgebiet eines Fliessgewassers)

e Artenvielfalt in schwer zugénglichen
Gebieten (Hohlen, Schluchten, grossen
Flissen, TiefenwasservonSeen,schwer
zuganglichen oder stérungsempfind-
lichen Naturschutzgebiete usw.)

e Erkennen von Krankheitserregern und
Parasiten

Die weiteren Méglichkeiten in Bereichen
wie der Lebensmittelherstellung (Qua-
litatskontrolle, Krankheitserreger, Bio-
sicherheit usw.), der Gebaudetechnik
(Friherkennung und Typologisierung von
Schimmelpilz, Verkeimung von Warme-
tauschern oder Leitungen, Biofilmbildung,
usw.), der industriellen Prozessverfahren
(Kontaminationen, Effizienz von Biozidein-
satzen, Trink- und Abwasseraufbereitung
usw.) oder der Landwirtschaft (Tierhaltung
mit Krankheitserregern, Parasiten usw.
und Pflanzenanbau mit dem Aufkommen
von Schadlingen) dirften gross sein.

Aus Sichtder Forschungerleichtert
das Verfahren des eDNA-Metabarcodings
die Erstellung einesrobusten Katalogs des
Lebens fir Protisten (z. B. Algen, Wimper-
tierchen usw.), Tiere und hohere Pflanzen
sowie lokale oder regionale Biodiversi-
tatserfassungen. Ausserdem ermdglicht
eDNA-Metabarcoding Fortschritte in der
okologischen und evolutiondren Grund-
lagenforschung, weil es essenzielle Infor-
mationen zur Organismengesellschaft, zu
deren Zusammensetzung, trophischen
Verknipfungen, Energieflissen, Vertei-
lung und den Grundlagen ihrer Diversitat

liefern kann. Besonders Mikroorganismen
(Protisten, Pilze, Bakterien usw.) kon-
nen Uber dieses Verfahren einfacher und
schneller erfasst werden, als es die tradi-
tionelle Untersuchung per Kulturen oder
Mikroskopie erlaubt. Auf diese umfas-
sende Thematik wird hier aber nicht tiefer
eingegangen. Im Zentrum der folgenden
Uberlegungen steht die angewandte Ge-
wasserokologie.

Die Beurteilung der Umweltver-
traglichkeit von Wasserbauprojekten
(Hochwasserschutz, Revitalisierungen,
Seeregulierungen, Schittungen, Hafenan-
lagen, Wasserstrassen, Kiesabbau, Was-
serkraftwerke, Stauseen, Wasserentnah-
men usw.) beinhaltet oft auch projektspe-
zifische Auswirkungen auf aquatische
Organismen. In diesem Zusammenhang
werden die entsprechenden Lebensraume
durch Artspezialisten kartiert und beprobt.

Diese Erhebungen haben das Ziel, Aussa-
gen zur Grosse der Populationen, zur Ver-
breitung im Gebiet, zur Sensibilitéat gegen-
Uber projektspezifischen Einflussfaktoren
und zum Geféhrdungsgrad generell von
im Gebiet vorhandenen Arten zu machen.
Diese Aufnahmen sind aufwendig und be-
notigen Fachwissen, je nach Organismen
eine spezielle Infrastruktur (Elektrofische-
rei, Lichtfange, Kescher, Tauchausris-
tung usw.) und den richtigen saisonalen
Zeitpunkt. Die gefundenen Arten missen
dann im Feld oder im Labor wiederum
mit artspezifischen Fachkenntnissen be-
stimmt, gezéhlt und allenfalls deren Vita-
litat beurteilt werden. Mittels des Verfah-
rens des eDNA-Metabarcodings besteht
nundie Hoffnung, dass diese aufwendigen
Erhebungen und Bestimmungsarbeiten
wegfallen oder zumindest stark minimiert
werden koénnten. Infolge vieler offener

Exkurs zum Vorkommen einer Art:
Im Rahmen einer Untersuchung der Ar-
tenvielfalt an den beiden Fliessgewéssern
Thur und Téss wurden Kieselalgen von un-
terschiedlichsten Substraten (Stein, Sand,
Schlamm, Moose, Laub, Algenusw.) mittels
eDNA wie auch klassischim Lichtmikroskop
untersucht. Die molekulare Analyse vonvier =
eDNA-Proben pro Gewdsser ergab, dass
alle acht untersuchten Proben die Kie- p4 %!
selalgenart Rhopalodia gibba enthielten.
Dieses Taxon ist sehr gut bekannt, licht-
mikroskopisch einfach zu erkennen und
unseren Erfahrungen nach typisch fir ste-
hende Gewésser mit Wasserpflanzen. Die
Nachkontrolle der eDNA-Analysen ergab,
dass es sich bei diesem Nachweis nicht
um einen Artefakt oder eine Kontamination
oder sonst einen labortechnischen oder
bioinformatorischen Fehler handelt. Der {8
molekularbiologische Nachweis dieser Art
in den acht Proben ist damit mit grosser Si-
cherheit gegeben. Bei der mikroskopischen
Durchsicht dieser acht analysierten Proben konnte diese Art trotz gezielter und inten-
siver Suche aber nicht gefunden werden. Trotz Ausdehnung der Suche in sémtlichen
uns verfigbaren Artenlisten der in den letzten 20 Jahren entnommen Proben der Téss
(176 Proben) wie auch der Thur (193 Proben) konnte diese Art in keinem der beiden
Fliessgewdsser gefunden werden. Selbst die Nachkontrolle in insgesamt weiteren 762
Fliessgewésserproben, welche wéhrend der letzten 20 Jahre in anderen Fliessgewés-
sernder beiden Einzugsgebiete von Thurund Téss gesammelt wurden, trat diese Art nie
auf. Generell ergab die Suche in mehr als 6000 Artenlisten von Fliessgewésserproben
der Schweiz, dass diese Art nie in Fliessgewdéssern auftritt. Selbst Seeausfliisse wiesen
dieses Taxon nicht auf. Infolge dieser Tatsache kann davon ausgegangen werden, dass
die eDNA dieser Art von einem stehenden Gewadsser aus den Einzugsgebieten der
Thur und der Téss eingeschleppt wurde. Die Annahme, das Taxon kdme in den beiden
Fliessgewéssern regelméssig vor, wére daher mit Sicherheit falsch. Das Beispiel zeigt
einerseits die hohe Sensitivitdt des eDNA-Metabarcodings, andererseits verdeutlicht
dieses Beispiel auch, dass zur Interpretation mittels eDNA gefundener Arten nach wie
vor sehr gute Artenkenntnisse nétig sind. Ohne Wissen um die Okologie und Verbrei-
tung von Arten, wirden Resultate aus eDNA-Untersuchungen éfters falschinterpretiert.
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Fragen, gehen wir davon aus, dass eDNA-
Metabarcoding wohl in einer Ubergangs-
phase ergéanzend eingesetzt wird. Bis fur
die Feld- (Probenahme) und Laborarbeit
(Analytik) sowie die Auswertung pro Orga-
nismengruppe standardisierte Methoden
vorliegen, die nachweislich zielfihrende
Anwendungen zulassen, ist noch viel
Grundlagenforschung nétig. Im Folgen-
den werden daher die Methode generell
vorgestellt, Begriffe erlautert und auf die
Arbeitsschritte «Probenahme», «Laborar-
beit» und «Datenanalyse» eingegangen.

2, Methoden und Begriffe

Umweltanalysen, Biodiversitatsuntersu-
chungen sowie die gesamte Bioindikation
werden durch die relativ jungen Metho-
den des DNA-Barcodings und eDNA-Me-
tabarcodings bereichert. DNA-Barcoding
und eDNA-Metabarcoding bestimmen die
Identitét des zu untersuchenden Organis-
mus anhand eines kurzen spezifischen
Sequenzabschnitts (DNA-Barcode) im
Abgleich mit Referenzbarcodes in Daten-
banken. Vergleichbar ist diese Zuordnung
mit dem Verfahren des Produktstrich-
codes (Global Trade Iltem Number, GTIN)
im weltweiten Warenhandel. Die Voraus-
setzung aller molekularen DNA-basierten
Verfahren ist ein DNA-Biomarker, der die
eindeutige Bestimmung auf mindestens
Artniveau ermdglicht. Im DNA-Barcoding
wird statt des Strichcodes die fir eine Art
Spezifische Basenpaarabfolge in einem
definierten DNA-Abschnitt zur Artbestim-
mung genutzt. Beim sogenannten DNA-
Barcoding werden nur einzelne Organis-
men und ihre DNA-Barcodes analysiert
und bestimmt. Das Verfahren des DNA-
Barcodings dient also der Zuordnung von

Individuen der Art in einer nicht gemisch-
ten Probe. Dieses Verfahren hat sich be-
wahrt, mit der Voraussetzung, dass es die
gesuchte artspezifische Referenz gibt.

Méchte man die in Umweltproben
(Wasser, Sediment, Erde, Luft, Darmin-
halte, Mikroorganismen usw.) vorhan-
dene eDNA untersuchen, wird dies durch
die Anwendung der in den letzten Jahren
entwickelten sogenannten Hochdurch-
satz-Sequenzierungs-Verfahren  (engl.
High-Throughput-Sequencing, HTS) und
dem dadurch realisierten sogenannten
eDNA-Metabarcoding ermdglicht (Bilder 1
und 2). Beim eDNA-Metabarcoding wird
die aus den Proben extrahierte eDNA via
HTS sequenziert und werden so Hundert-
tausende Sequenzen generiert, die mit-
hilfe von bioinformatorischen Verfahren
Referenzbarcodes in wissenschaftlichen
Datenbanken zugeordnet werden (Zim-
mermann et al. 2015). So kénnen alle in
der Probe befindlichen Organismen oder
Organismenpartikel, soweit es einen Re-
ferenzbarcode der jeweiligen Art in den
entsprechenden Datenbanken gibt, zuge-
ordnet werden (Bild 3).

3. Probenahme

Uber die Verteilung der DNA in der Um-
welt fehlen noch umfassende Daten. Auch
hinsichtlich der Art der Probenahme (in
Wasser, Boden, Sediment, Luft), der Pro-
benahmemenge und beztiglich der rdum-
lichen und zeitlichen Verteilung der Pro-
benahmen ist noch Grundlagenforschung
nétig. Je nach Thematik mangelt es auch
an methodischen Vorgaben und offiziel-
len Standardisierungen. Es befindet sich
auch bei geringer Individuendichte eine
beachtliche Zahl an eDNA-Einheiten in

der Umwelt. Mikroskopisch kleine Orga-
nismen (Bakterien, Protisten, Parasiten,
Krankheitserreger, Wirbellose, Algen usw.)
geben ebenfalls eDNA in die Umgebung
ab. Ein Individuum des Blauen Sonnen-
barsches (Lepomis macrochirus) gab ge-
mass Tests von Maruyama et al. (2014) pro
Stunde 10 Millionen Einheiten aneDNA ins
Wasser ab (zitiert in Schmidt & Ursenba-
cher 2015). Experimente mit Amphibien
zeigten, dass eDNA innert wenigen Tagen
nach Einsetzenin Mesokosmen nachweis-
bar war (Thomsen et al. 2012). Nach dem
Entfernen der Amphibien war die eDNAim
Wasser nur 1-2 Wochen lang vorhanden
(Dejean et al. 2011, Thomsen et al. 2012).
Andere Studien zeigen aber, dass insbe-
sondere in Seesedimenten eDNA sehr
lange konserviert vorliegen kann (Peder-
sen et al. 2015). Die in Wasser und Boden
vorhandene eDNA kann somit ein mehr
oder weniger exaktes Abbild derim Gebiet
physisch vorhandenen Arten sein. Inaqua-
tischen Lebensrdumen ist die Verbreitung
der eDNA im Vergleich zu terrestrischen
Lebensrdumen infolge des Transports
von Partikeln und Wasser mit der fliessen-
den Welle (Fliessgewasser) und von Mi-
schungsprozessen (Seen) wie auch durch
Tiere (Kot) speziell gut. eDNA-Analysen
aquatischer Proben umfassen daher nicht
nur Arten des Probenahmestandorts son-
dern des Einzugsgebiets des beprobten
Gewassers. Das Beispiel im Kastentext
«Exkurs zum Vorkommen einer Art» illust-
riert das Eindriften von DNA einer Art sehr
eindrticklich.

Das Probenahmekonzeptistin sei-
ner raumlichen und zeitlichen Auslegung
stark abhéngig von der Fragestellung. Die
Probenahme selber ist dann bezlglich

Umweltprobe

eDNA-Extraktion

DNA-Barcoding-

Bioinformatik

DNA-Barcode-

Referenzdatenbanken

(INSDC, spezifisch)

Fragment
j/f /f/f/ Umweltsequenzen Taxa-Liste
% ot AGCATCAGG... i Txon(d
o ol o8 necrecnnc __eDNA Metabarcoding 5 Taxon 2
GGCTACAAG... Taxon 3
\ / CSCITATG. . Taxon 4
Taxon N

Bild 1. In der Umwelt vorhandene eDNA, die Beprobung unterschiedlicher Kompartimente sowie die Probenaufbereitung und

Datenanalyse im Labor.
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des Probenvolumens und der -haufigkeit
pro Jahr spezifisch abhangig von den zu
untersuchenden Organismen, Okosys—
temen und Bioindikationsverfahren. Die
Standardisierung (z.B. CEN-EU-Wasser-
rahmenrichtlinie) der Probenahme fiir die
verschiedenen Bereiche (Bodenproben,
Sedimente, Wasser, Kratzproben, Luft
usw.)istinsbesondere bei ibergeordneten
(z.B. landertbergreifenden) Studien oder
bei Langzeitiberwachungen sehr wichtig.
Nur standardisierte Verfahren gewéhrleis-
ten die Vergleichbarkeit verschiedener
Sammelkampagnen.

Am Beispiel der Européischen
Sumpfschildkréte  (Emys  orbicularis)
konnte festgestellt werden, dass der Nach-
weis in kleinen, kinstlichen Gewassern
oder in nattirlichen Flachgewassern bes-
ser gelang als in nattirlichen grossen Ge-
wassern. Die Nachweiswahrscheinlichkeit
der Art war anhand des eDNA-Verfahrens
hoher als durch die direkte Beobachtung,
aber niedriger als mit Keschernetzen, mit
welchen auch versteckte Tiere gefunden
wurden. Die Zahl der Individuen konnte
aber mittels eDNA nicht eruiert werden
(Raemy 2016).

4. Laborarbeiten und

Datenanalyse
Fur verschiedene Organismengruppen
und auch oOkologische Fragestellungen
werden DNA-Barcodes verschiedener
Gene genutzt. Die spezifischen Genab-
schnitte werden vor der HTS mithilfe von
Primern und der Polymerase-Kettenre-
aktion (PCR) aus dem gesamten Genom
selektiert und, um genug DNA-Material
fur die Analyse zu haben, gleichzeitig ver-
mehrt. Bei diesem Prozess kann es zu sys-
teminharenten Verzerrungen der Mengen-
verhéltnisse der DNA-Barcodesequenzen
im Verhaltnis zur reellen Haufigkeit der In-
dividuen kommen. Dies hat zur Folge, dass
zumindest zurzeit Individuendichten nicht
korrekt eruiert werden kénnen.

Derzeit werden zahlreiche Soft-
waremodule zur Auswertung von eDNA-
Metabarcoding-Ergebnissen eingesetzt.
Dabei gilt es, mittels rechnerischen Ver-
fahren die gefundenen Sequenzen mit
artspezifischen Sequenzen von Refe-
renzdatenbanken zu vergleichen. Dabei
werden je nach Verfahren und Anspruch
an die Genauigkeit Hochleistungsrech-
ner benotigt oder entsprechende Cloud-
Computing-basierte Onlineldsungen. Das
Ziel dieser Vergleiche ist, eindeutige Art-
zuordnungen der gefundenen Sequenzen
vorzunehmen. Diese Artzuordnungen sind
je nach verwendeten Algorithmen unter-

schiedlich genau (verschiedene heuristi-
sche Verfahren) und fur Fehler anféllig (Se-
quenzierfehler, Ubersehen von Chimaren,
zu wenig prazise Grenzwerte zur Bestim-
mung der Ahnlichkeit zweier Sequenzen,
ungeeignete Referenzdatenbanken). Die
Datenanalyse ist daher ein zentrales Ele-
ment beim eDNA-Metabarcoding und ver-
langt ein hohes Mass an Standardisierung,
Kalibrierung und Qualitéatstiberprifung.
Ein weiterer grundlegender Faktor
fir das eDNA-Metabarcoding und dessen
Potenzial fur erfolgreiche Bioindikation
und Biodiversitatserfassungen sind Qua-
litat und «Vollsténdigkeit» der verfligba-
ren Referenz-/Biodiversitatsdatenbanken
(Zimmermann et al. 2014). Diese Daten-
banken missensoumfassend wie moglich
sein, standig erweitert und die integrierten
Daten gepflegt und regelméssigen Qua-

litdtskontrollen unterzogen werden. Dies
verlangt teilweise enormen Aufwand. So
koénnen nicht alle genetischen Referenz-
datenbanken (z.B. International-Nucleo-
tide-Sequence-Database-Collaboration
[INSDC], Barcode of Life Data Systems
[BOLD]), auch bei grosster Sorgfalt ihrer-
seits, immer eine eindeutige taxonomi-
sche Validierung ihrer Referenzbarcodes
gewdhrleisten. Um diesem Problem zu
begegnen, haben Forschende und Fach-
leute aus vielen EU-Staaten Standards
und Voraussetzungen fur die Qualitats-
anforderungen, die an Referenzbarcodes
gestellt werden, erarbeitet und diese beim
Européischen Komitee flir Normung (CEN;
Comité Européen de Normalisation) einge-
reicht und erfolgreich registrieren lassen.

Diese neuen molekularbiologi-
schen und bioinformatorischen Verfahren

Wichtige Begriffe

- Chimdren: Im Zusammenhang mit DNA-Sequenzierung durch systeminhdrente
Fehler kiinstlich erzeugte Verschmelzungen verschiedener Sequenzen zu einer
neuen, in der Natur nicht vorkommenden Sequenz.

- DNA (engl. DesoxyriboNucleic Acid; deutsch Desoxyribo-Nuklein-Sé&ure, Abk. DNS):
Tragermolekdl der Erbinformationen (u.a. Gene), aufgebaut aus einer Sequenz
verschiedener Basen (Adenin, Cytosin, Guanin, Thymin), deren Abfolge je nach
Organismus/Individuum unterschiedlich bzw. spezifisch sein kann.

- DNA-Barcode: kurzes Stiick des Genoms (Gesamtheit aller Gene), das in allen zu
untersuchenden Organismen vorkommt und i. d. R. zur Artunterscheidung nutzbar

ist.

- DNA-Barcoding: Identifikation eines Organismus Ubereinen DNA-Barcode. Voraus-
setzung fiir eine erfolgreiche Identifikation ist die eindeutige Zuordnung zu einem
in einer éffentlich zugédnglichen und wissenschaftlich kuratierten Datenbank hin-
terlegten Referenzbarcode, der idealerweise aus einem wissenschaftlich doku-
mentierten Belegexemplar der Art gewonnen wurde.

- eDNA (engl. environmental DNA, deutsch Umwelt-DNA): DNA, die aus einer
Umweltprobe (z. B. Boden-, Wasser- oder Luftprobe) und nicht aus einem einzel-
nen Individuum stammt. eDNA enthélt Spuren von DNA verschiedener in der
beprobten Umwelt vorkommender Organismen. DNA verschiedener Organismen
kénnen z. B. (ber Speichel, Fédkalien, Hautschuppen, Haare, Fortpflanzungszellen
und andere Gewebereste in die Umweltproben gelangen und so nachgewiesen

werden.

- eDNA-Metabarcoding: High-Through-put-Methode (deutsch Hochdurchsatz,
HTS) zur DNA-basierten Identifikation von Organismen in einer Umweltprobe,
Uber die die Zuordnung einer Vielzahl von Sequenzen (DNA-Barcodes) in dieser Um-
weltprobe zu Referenzdaten in einer Datenbank funktioniert. So kann verhéltnis-
méssig schnell die Diversitét in Okosystemen nachgewiesen und/oder evaluiert

werden.

- PCR (Polymerase Chain Reaction) bedeutet Polymerase-Kettenreaktion und be-
schreibt eine Methode zur Vervielféltigung der DNA.

- Phylogenetische Zuordnung: Zuordnung der erzeugten Umweltsequenzen zu den
Referenzsequenzen mithilfe der genetischen Stammbaumanalyse, um durch das
Hinzuziehen der evolutiondren Stammesgeschichte eine verfeinerte Arterkennung

zu gewéhrleisten.

- Primer sind Oligonukleotide (<20 Basenpaare), die als Startsequenz fir DNA-
Replikation und die PCR benétigt werden. Sie kénnen so designt werden, dass sie
an gewdnschten Abschnitten (z. B. DNA-Barcodingmarker) binden und nur dieser

Abschnitt vermehrt wird.

- Taxonomie: Wissenschaft der Entdeckung, Beschreibung, Klassifizierung und

Benennung von Organismen.
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sind sehr sensitiv und benétigten daher
€in hohes Mass an Qualitatssicherung.
Dies, weil einerseits die Gefahr von Kon-
tamination im Feld und im Labor gross
ist und andererseits, weil die gefundenen
Arten nur noch in unsichtbaren Spuren und
nicht mehr physisch als ganze Organismen
vorhanden sein muissen. Die gefundenen
Arten kdnnen somit nicht mehr zum Be-
Weis z. B. mittels Fotos dokumentiert wer-
den, sondern liegen nur noch als digitale
Sequenzen vor, welche ohne Beizug eines
leistungsfahigen Computers und des Inter-
nets (Referenzdatenbanken) nicht einer Art
zugewiesen werden konnen. Der Gesetz-
geber und die Vollzugsbehérden werden
somit gefordert sein, entsprechende Stan-

dards, Methoden und Wegleitungen zu er-
arbeiten und deren Umsetzung zu prtifen.
Die Labors andererseits sind gefordert,
ihre angewandten Verfahren laufend dem
neusten Stand der Technik anzupassen
und die Schritte der Qualitatssicherung wie
auch die beigezogenen Softwaretools, Re-
ferenzdatenbanken und Laborstandards
festzuhalten und deren Fehleranfalligkei-
tenaufzuzeigen. Tabelle 1 enthélt mogliche
Hinweise und Empfehlungen zu solchen
zwingend nétigen Standardisierungen. Die
angewandte Gewasserdkologie wird diese
neuen Verfahren nur dann erfolgreich ein-
setzen kénnen, wenn das Vertrauen in die
Methode generell und in die Resultate (Art-
bestimmungen) gegeben ist.

5. Anwendungen im Bereich
Artenschutz und in ver-
wandten Themen

Im Folgenden wird beim Aufzeigen von

Mdglichkeiten mehrheitlich auf aquatische

Systeme eingegangen. Viele der Beispiele

sind aber noch nicht routinemassig verfiig-

bar. Die Anwendungen, die sich mit dem

Verfahren des eDNA-Metabarcodings mit-

tels Hochdurchsatzsequenzierung fiir die

angewandte Okologie erdffnen, sind sehr
vielfaltig. In der Tabelle 2 befindet sich eine

Auswahl mit Hinweisen zu Vor- und Nach-

teilen der neuen Methode im Vergleich zu

klassischen Verfahren. Das Finden von
gebietsfremden Arten zu einem maoglichst
friihen Zeitpunkt der Besiedlung scheint

Tatigkeit

Metainformation (Mindestanforderung)

Empfehlungen

Experimentaldesign

* Fragestellung

* Pilotstudien
* Fragestellung bestimmt Verfahren

Probenahme

* Methode (Filter, Substrat, Kratzprobe, etc.)

* Strikte Dekontaminationsverfahren fir alle

* Probenahmeutensilien, Gefasse

* Probevolumen

* Saisonalitat

» Konservierung (Methode, Temperatur)

e Chemie/Physik (pH, Temperatur, Leitféhigkeit,
etc.)

» Georeferenzierung

* Probestellencharakterisierung
(FlieBgeschwindigkeit, Habitat, etc.)

» Kontaminationsvermeidung/Negativkontrollen

* Replikate/Negativkontrollen
* Hohen Grad an Standardisierung anstreben

relevanten Utensilien

und mit entsprechenden Normenausschuissen
(SNV oder CEN) abstimmen und entwickeln

DNA-Extraktion und
PCR

* DNA-Extraktionsmethode (Hersteller,
Abweichung von Herstelleranleitung, etc.)

* Menge an DNA Extrakt

* DNA Barcoding-Marker (cox1, rbclL, 18S V4,
etc.)

* Primer

* PCR-Bedingungen

» Lange des Amplikons (Sequenzlange)

e Zahl und Art der Replikate
(technisch/biologisch)

* Kontaminationsvermeidung/Negativkontrollen

* Extraktionsverfahren an Probetyp (ggf.
 Extraktion und PCR in strikt getrennten

» Strikte Dekontaminationsverfahren fir alle
* Probenarchivierung (-20 C°/-80 C°)

* Replikate/ Negativkontrollen
* Hohen Grad an Standardisierung anstreben

Vortests) anpassen
Laborrdumen

relevanten Utensilien

und mit entsprechenden Normenausschissen
(SNV oder CEN) abstimmen und entwickeln

Hoch-Durchsatz-
Sequenzierung (HTS)

* Probenvorbereitung (Library-Typ, Library-
Praparation, Primer, Adaptoren, Index-Tags,
etc.)

e Plattform (Hersteller, Chemie, etc.)

* Sequenzlange

* Fragestellung bestimmt Verfahren
* Replikate/Negativkontrollen

Bioinformatik/Daten-
analyse

* Referenzdatenbanken (INSDC, eigene
Datenbank)

» Standardpipeline oder selbstentwickelte
Pipeline

« Pipeline-Settings (Denoising/Fehlerfilter,
Thresholds, etc.)

* Heuristische Verfahren/phylogenetische
Artzuordnung

e Zahl und Art der Replikate
(technisch/biologisch)

» Kontaminationsvermeidung/Negativkontrollen

* Fragestellung bestimmt Verfahren
* Standardisierte Anforderungen an

Referenzdatenbanken (Kuratierung und
taxonomische Validierung)

Tabelle 1. Komponenten, Mindestdokumentation und Empfehlungen zur Standardisierung fiir eDNA-Metabarcoding-Studien. In
Anlehnung an Goldberg et al. (2016) und erweitert.
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Bild 2. HTS-Plattform lllumina MiSeq. Pipettiervorgang, ein typischer Arbeitsschritt.

hed e\_\_\OSﬂ\N
- ei0W 6

%V "

Eukaryota

Bild 3. Mittels eDNA-Metabarcoding gefundene Algen und héhere Pflanzen in der
Téss bei Kyburg, Kanton Ziirich. Die Anteile entsprechen der Anzahl analysierter
Sequenzen. Diese Héaufigkeiten entsprechen aber nicht der im Feld vorhandenen
Individuen.

Bild 4. Systematische Beprobung, Kennzeichnung und Dokumentation der Probe-
nahmestellen. Je nach Fragestellung werden mehrmals Wasserproben analysiert
oder gezielt Substrate entnommen.

eine geeignete und zum Teil bereits etab-
lierte Anwendung zu sein. Dazu missen
aber die entsprechenden Referenzse-

quenzen vorhanden sein. In Bild 5 sind
exemplarisch Fragestellungen aufgefihrt,
die nur dank eDNA zuganglich werden.

Mit diesen Beispielen wird auch deutlich,
dassdas Verfahren des eDNA-Metabarco-
ding die klassische Artbestimmung nicht
zwingend konkurriert, sondern weitere bis
anhin nicht mégliche Anwendungen er-
schliesst.

Mit den neuen Verfahren der eDNA
ergeben sich aber auch neue Fragen. So
gilt aus Sicht der Arten- und Naturschutz-
behdérden, der betroffenen Gesetzgebung
und der damit verbundenen Gerichtspra-
xis zu klaren, ob kilinftig, wenn es um das
Vorkommen von z.B. gefdhrdeten Arten
(Rote-Liste-Arten) geht, ein eDNA-Nach-
weis genlgt oder ob Individuen dieser Art
physisch vorliegen mussen. Im Wissen
um fehlerhafte Artzuordnungen und, dass
eDNA insbesondere bei Fliessgewassern
via Drift an den Untersuchungsort einge-
schleppt werden kann, wird es bei der
Einschatzung der Umweltvertraglichkeit
eines Projekts heikel sein, sich bloss auf
eDNA abzustitzen. Dies allenfalls auch
desshalb, weil die Méglichkeit der Fauna-
und Floraverfalschung, also das bewusste
Einbringen von eDNA in einen Projektperi-
meter, grundsétzlich besteht.

6. Individuendichte

Resultate des eDNA-Metabarcodings
geben aktuell vor allem Auskunft Uber
Prasenz oder Absenz einer Art, nicht aber
Uber die genaue Grosse der Population.
Somit ist die Frage des Nachweises der
Haufigkeit (Biomasse, Individuendichte)
bis heute nicht geklart. Auch Angaben zu
Vitalitat (lebte die Art zum Zeitpunkt der
Untersuchung), Geschlecht, Alter und
Entwicklungsstadium sind zurzeit nicht
maoglich. Hierzu wird aber die Forschung
mit Sicherheit neue Verfahren entwickeln,
sodass angenommen werden kann, dass
diese demografischen und physiologi-
schen Aspekte kinftig besser aufgezeigt
werden kénnen.

T Kiinftige Akzeptanz

In Zukunft wird das Verfahren des eDNA-
Metabarcodings mit Sicherheit an Bedeu-
tung zunehmen. Die intensive Forschung
weltweit, die Verdffentlichungenin Alltags-
medien Uber Erfolge, die laufende Automa-
tisierung sowie die enormen Verbesserun-
gen im Bereich der Bioinformatik wie auch
die Senkung der Kosten fiir gezielte Art-
analysen sind Griinde, dass das Verfahren
noch stark an Akzeptanz gewinnen wird.
Inwieweit diese Moglichkeit der Verwen-
dung des eDNA-Metabarcodings im Rah-
men der Umweltabklarungen (z.B. UVB)
genutzt werden wird, ist noch unklar. Es
wird mit Sicherheit stark davon abhéngen,
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Thema Kurzbeschrieb

Vorteile

Nachteile

Artbestimmungen
 Artbestimmung anhand von
Kot, Urin, Federn, Haaren,

Schuppen, Eier, Larven etc.
* Qualitatstiberprufung (QS)

Artenvielfalt |e Artenvielfalt eines ganzen * schnell und einfach * unvollstandige Artenlisten
Gewassers/Gewasser- * objektives Verfahren * unklar, ob die gefundenen Arten noch lebten
systemes * keine spezielle und/oder die eDNA eingeschleppt wurde

* Artenvielfalt in organismenspezifische * keine Angaben zur Populationsgrésse, zur
unzuganglichen Gebieten Infrastruktur nétig Individuendichte, zur Vitalitat oder zur
(Tiefenwasser, Flisse, * flir Probenahme kein Altersverteilung
Schluchten, Héhlen, organismenspezifisches » fehlende geografische Lokalisierung
Naturschutzgebiete) Expertenwissen nétig * keine Belegexemplare

* Artenvielfalt in Magen und * Nachweis von * schlecht visualisierendes, emotionsloses
Darm von Tieren (Nahrung, geschatzten Arten Verfahren ohne Bezug zum Organismus
Parasiten, * Nachweis von » Gefahr, dass angewandtes Feld- und
Mikroorganismen) gebietsfremden Arten Bestimmungswissen verloren geht, ist gross

(Neobiota)
* Prifen auf toxische Arten
* Finden von kaum
[ auffindbaren Arten

Artbestim- « Verifizierung von bereits * Bestimmung schwieriger |+ ein Teil des Organismus wird zerstort, indem

mungen erfolgten klassischen Arten (Wenigborster, Material fur die Analyse entnommen werden

Zuckmiucken,
Kriebelmucken etc.)

* Analyse von Stadien mit
fehlenden
morphologischen
Bestimmungsmerkmalen
(kleine Larven, Eier, etc.)

* Bestimmung von Arten
mit wenig lokal
verfligbaren
Spezialistinnen

* eDNA kann konserviert
und die Sequenzen in
Datenbanken &ffentlich
verfuigbar gemacht
werden

muss

* keine Angaben zu Alter, Geschlecht,
Stadium etc.

* Bestimmung nur méglich, wenn eine (lokale)
Referenz vorhanden ist

* genetische Bestimmung muss nicht der
morphologischen Bestimmung entsprechen

* Problematik der Chimarenbildung

* Gefahr, dass klassische
Bestimmungsbuicher nicht mehr mit
Neuauflagen Uberarbeitet werden

 Gefahr, dass in der Bildung weniger Mittel
zur Verflgung stehen zur Vermittlung von
klassischen Artenkenntnissen

» Fotografische Dokumentation von
gefundenen Arten ist nicht méglich

Finden neuer |+ genetische Vielfalt versus

* einfache, kostenglinstige

 Eine genetische ,Art“ muss nicht zwingend

durch anthropogene
Tatigkeiten (z. B.
Krebspest,
Saprolegnaerreger etc.)

* Wirkung von Desinfektion

Arten klassische Vielfalt Suche nach unbekannten eine Art im klassischen Sinne sein

Arten * Suche nach den artspezifischen Merkmalen

e eruieren der Zahl der * Hohe Anforderungen an die

unbekannten Arten einer Referenzdatenbanken

Region * sehr rechenintensiv (Bioinformatik)
Krankheits- | ¢ Verbreitung von fur die * keine speziellen * Test zur Prifung der Qualitat der
erreger/ Umwelt schadlicher Artenkenntnisse nétig Desinfektion sind noch nicht verfligbar,
Neobiota Organismen und Neobiota | ¢ einfache Handhabung » Kontaminationsméglichkeit im Labor

(Labortest)

* persistente (lange haltbar) DNA-Sequenzen,
d.h. Vorhandensein von DNA, obwohl der
Organismus nicht mehr vorhanden ist

Persistente ¢ eDNA in Naturarchiven

DNA (Seesedimente, Moore, Eis,
(sedaDNA, Boden etc.)
dirtDNA)

* Rekonstruktion der
Artenvielfalt friiherer
Zeiten

* Definition von
Referenzzustéanden

* Verbreitung einer Art in
friheren Zeiten

e Alter der eDNA unklar (muss nicht dem Alter
des Archivs entsprechen, Problem der
Bioturbation etc.)

Tabelle 2. Anwendungsméglichkeiten des eDNA-Metabarcodings in der angewandten Okologie mit Angabe der Vor- und Nachteile.

inwieweit die Behtrden dieses Verfahren
akzeptieren und wie schnell qualifizierte
Labors diese Dienste in der Schweiz an-
bieten. Aus Sicht der angewandten Oko-
logie wird eDNA-Metabarcoding vermut-

lich in einem ersten Schritt im Sinne von
Screenings eingesetzt werden. In Abhén-
gigkeit der Resultate kdnnten dann gezielt
mit klassischen Verfahren die Aussagen
vor Ort verifiziert werden.

Reine Monitoringprogramme, wel-
che sich in kantonale oder schweizweite
Routineprogramme integrieren lassen
(z.B. Wasser-, Boden- oder Luftproben),
durften in Zukunft an Bedeutung zuneh-
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Ist das der Abwasserpilz Sphaerotilus natans?

tichling noch? Sind diese
Parasiten verbreitet oder nur lokal vorhanden?

¢ AT o oy, <

Enthélt Entenkot die Artenvielfalt der Wasserpflanzen eines Welche Arten befinden sich im Gefieder von Wasservigeln?
Sind sie ein Abbild der Artenvielfalt des Planktons oder gar eines

Gewdssers?

Gewdssers?

j 5 : i) t ; AL S0 . 4
Welche Arten befinden sich in diesem schwer zugédnglichen Stammt dieses Trinkwasser aus einer Quelle mit spezieller
Naturschutzgebiet? Quellfauna?

Bilder 5.1 bis 5.8. Fragestellungen und Anwendungen, welche dank eDNA angegangen werden kénnten und eine Ergdnzung der
klassischen Artbestimmung darstellen.
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men. Die Integration von eDNA-Meta-
barcoding in solche Uberwachungspro-
gramme hatden Vorteil, dassesmdglicher-
weise keinen wesentlichen zuséatzlichen
Feldaufwand bedingt. Der Nachweis
dafir muss aber noch erbracht werden.
Das eDNA-Metabarcoding hat auch den
Vorteil, dass der Check auf gewisse Arten
hin (z. B. invasive Arten, geschlitzte Arten,
toxische Arten usw.) optimiert werden
konnte. Fir die Definition der Fragestel-
lungen, die Wahl des Probenahmedesigns
und der anzuwendenden Laborverfahren,
die Interpretation der Resultate sowie die
Qualitatssicherung wird aber weiterhin das
Wissen der Taxonomie benétigt.

Im Bereich des Artnachweises
dirfte das DNA-Barcoding im Sinne
der Artverifizierung (Qualitatssicherung)
ebenfalls schnell Eingang finden, sofern
die DNA-Labors (iber entsprechend qua-
lifiziertes Personal und entsprechendes
Fachwissen verfiigen. Dazu werden aber
auch regionale Referenzdatenbanken
noétig sein und nach wie vor das Wissen
von Taxonominnen und Taxonomen. Dies
nicht zuletzt auch daher, weil die Resultate
dieser DNA-Labors regelméassig durch
Personen mit Artenkenntnissen tUberprift
werden mussen.

Die sich in Entwicklung befinden-
den Verfahren werden es erlauben, die
Untersuchungen standardisiert an einer
hohen Zahl an Proben und mit schneller
Verfugbarkeit der Resultate sowie hoher
raumlicher Auflosung durchzufihren. Eine
jetzt schon absehbare Weiterentwicklung
der Verfahren durfte auch die Moglichkei-
ten bieten, Populationen zu unterscheiden
und mittels RNA- und Proteinanalysen
Aussagen zum physiologischen Zustand
der Individuen zu machen. Im Bereich der
Bakterien werden diese Verfahren schon
eingesetzt. Flir Eukaryoten bedarf es noch
spezifischer Grundlagenforschung.

8. Zukunftsvisionen
Themen wie die Ausbreitung von Parasiten
und anderen Arten infolge Klimawandels,
die Verbreitung von Krankheitserregern
wie auch Nachweise von invasiven Arten
stellen Einsatzmoglichkeiten mit viel Po-
tenzial dar. Auch die Entwicklung von al-
lenfalls artunabhéngigen Indizes, sei es
flir gezielte Teillebensraume, ganze Ge-
wésser oder ganze Gebiete, wird an Be-
deutung zunehmen. Diese neuen Ansétze
bieten auch die Chance, ganze Regionen
Ubergeordnet hinsichtlich verschiedener
Aspekte zu bewerten.

Esist anzunehmen, dass verschie-
dene Personengruppen, Institutionen und

Wirtschaftszweige sich vermehrt um Arten
und deren Vorkommen interessieren. In
der angewandten Okologie wird sich dies
ebenfalls positiv auswirken. eDNA-Meta-
barcoding ist ein Laborprodukt, welches
stark automatisiert werden kann. Das
Verfahren stltzt sich auf kleinste Einhei-
ten (DNA), welche Uberall vorhanden sind,
und es kann angenommen werden, dass
gewisse Verfahren so vereinfacht ange-
boten werden, dass flr die Erhebung und
die Durchfiihrung vergleichsweise wenig
Zeit- und Personalressourcen bendtigt
werden und damit diesbezuglich nur ge-
ringe Kosten pro Bestimmungsnachweis
anfallen. Die bendtigte Labor- und IT-In-
frastruktur sowie die Verflgbarkeit von
geeigneten lokalen Referenzdatenbanken
werden jedoch ein bedeutender Kosten-
faktor bleiben. Die Qualitat der Resultate
und damit die Akzeptanz des Verfahrens
werden insbesondere vom betriebenen
IT-Aufwand (Bioinformatik) sowie von der
Verfligbarkeit und Qualitat von regionalen
Referenzdatenbanken abhangig sein. Die
laufenden Arbeiten und damit die Kosten
zur Unterhaltung und Sicherstellung von
lokalen Referenzdatenbanken werden
intensiv sein. Es gilt einerseits, die Refe-
renzdatenbanken laufend zu aktualisie-
ren (Arten mutieren, neue Arten wandern
ein usw.), die Art der Datenhaltung den
IT-Entwicklungen und neuen Software-
produkten anzupassen und anderseits
den Zugang offentlich zu gewahrleisten
und gleichzeitig aber die Datenbanken
vor Cyberkriminalitat zu schitzen. Dieser
nicht zu unterschatzende Aufwand durfte
kunftig moglicherweise durch die dffentli-
che Hand (Bundesstellen, Kantone, For-
schung, gezielte Auftragserteilungen an
Firmen, Verbande usw.) finanziert und
betrieben werden. Alternativ wéare auch
denkbar, dass z.B. private Unternehmen
spezielle Referenzdatenbanken aufeigene
Kosten entwickeln und den Nutzern gegen
Verrechnung einer LizenzgebUhr anbieten.
Spezielle Referenzdatenbanken kdnnten
Arten umfassen, welche vorwiegend im
Bereich der Industrie oder der Medizin und
Pharmazie von Bedeutung sind.

Die neuen molekularbiologischen
Verfahren werden das Wissen um die Ver-
breitung von Arten deutlich erhéhen. In-
sofern wird die Biogeografie profitieren,
wenn die erhobenen Daten z.B. im Sinne
von Verbreitungskarten 6ffentlich zugéang-
lich sein werden.

Es ist aber zu beflirchten, dass mit
diesen Verfahren das Thema Arten- und
Naturschutz vermutlich langerfristig emo-
tionsloserangegangen wird. Dies, weil un-

serer Meinung nach die Vermittlung blos-
ser Sequenzen schwieriger sein wird als
die physisch gefundenen Arten. Die reine
digitale Sequenz einer farbenprachtigen
Libelle 16st kaum Emotionen aus. Auch die
eingeschréanktere Dokumentationsmog-
lichkeit und der fehlende physische Nach-
weis der gefundenen Arten (als Belegex-
emplar) erachten wir als grosse Nachteile.
Es versteht sich von selbst, dass auch ein
Teil der eDNA-Probe sowie die Sequenz-
daten archiviert werden sollten.

Das Verfahren des eDNA-Metabar-
codings birgt vordergriindig das Poten-
zial, klassische Untersuchungsverfahren
zu verdréngen. Es wird beflrchtet, dass
das Wissen um Arten in die Molekularla-
bors verschoben wird. Beides schirt bei
den klassisch ausgebildeten Biologinnen
und Biologen eine gewisse Angst. Unse-
rer Meinung nach aber zu Unrecht. Taxo-
nomisch Forschende und artspezifisches
autokologisches Fachwissen wird kaum
ersetzt oder — wie zum Teil beflirchtet -
gar nicht mehr benétigt. Taxonominnen
und Taxonomen werden viel eher vermehrt
nétig sein, denn nur schon die Definition
der artspezifischen Referenzen, welche
pro Region erhoben werden sollten, be-
dingt das Wissen der Taxonomie. Auch
die regelméssigen Qualitatssicherungen
der Labors und die mit Sicherheit auftre-
tenden neuen Fragen und Unsicherheiten
bendtigen Fachwissen. Mdoglicherweise
|6st das vermehrte Anwenden des eDNA-
Metabarcodings hinsichtlich Notwendig-
keit von Artenkenntissen einen gewissen
Rebound-Effekt aus. Dies daher, weil wohl
das eDNA-Metabarcoding-Verfahren die
Artbestimmungen effizienter und kosten-
gunstiger macht und von von taxonomisch
versierten Fachleuten losgeldst durchge-
fuhrt werden kann. Die Menge der Analy-
sen und die neuen Fragestellungen wer-
den aber vermutlich mehr auf das Wissen
der Taxonomie und auf Fachgebiete wie
Molekularbiologie, Automatisation und
Bioinformatik angewiesen sein. Insofern
wird das Verfahren des eDNA-Metabar-
codings eine Erweiterung der Tatigkeiten
klassischer Taxonominnen und Taxono-
men bedingen.

Deshalb sollte eDNA-Metabarco-
ding fur den Einsatz in der Bioindikation
und in der Wissenschaft nicht als ein Er-
satz fUr die bisher verwendeten Verfahren
gesehen werden. Eher befahigt es uns,
eine Verbindung zwischen traditionel-
len Methoden der Okologie, Taxonomie
und Evolutionsforschung mit den sich
sehr schnell entwickelnden molekularen
Techniken, ermdglicht durch die moderne
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Bioinformatik, zu schaffen. Daher ist das
eDNA-Metabarcoding vor allem komple-
mentér zu den traditionellen Methoden
und als weiteres Werkzeug im Werkzeug-
kasten der Wissenschaftlerinnen und Wis-
senschaftler sowie der Experteninnen und
Experten in den entsprechenden Feldern
zu verstehen.

Dank

Wir danken allen, die zum Entstehen dieser
Publikation beigetragen haben; sei es durch
wertvolle Diskussionen, Gegenlesen von Tex-
ten (Wolf-Henning Kusber, Neela Enke, Ernst
Roth, Matthias Sturzenegger, Isabella Hegglin
Blumenthal, Tino Stéheli, Lukas Taxbéck) oder
durch das zur Verfugungstellen von Grafiken,
Fotosund Daten (Botanischer Garten und Bota-
nisches Museum, Freie Universitat Berlin, Aqua-
Plus AG, Zug, Zlurcher Hochschule fiir ange-
wandte Wissenschaften, Wadenswil, Kantone
der Einzugsgebiete Thur und Téss).

Links

Swiss-Bol (Swiss Barcode Of Life):
http://www.swissbol.ch

INSDC (International Nucleotide Sequence
Database Collaboration): http://www.insdc.org
BOLD: http://www.boldsystems.org

EU COST-Action DNAqua-Net:
http://dnaqua.net
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