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1. Einleitung

Die Detektion von verschiedenen aquatischen Arten, insbesondere von gesetzlich geschiitzten
Spezies, kann sich oftmals schwierig gestalten. Wird die Anwesenheit solcher Arten zu spat
bemerkt, kann das im Rahmen von Bauprojekten fir Verzogerungen sorgen oder sogar die
vollstandige Einstellung der Vorhaben bewirken. Dass sich die Uberpriifung von manchen Arten
problematisch gestaltet, kann verschiedene Griinde haben: zum einen kénnen die gesuchten
Arten selten sein, eine versteckte Lebensweise filhren, morphologisch kaum von verwandten
Arten zu unterscheiden sein oder es sind zum Zeitpunkt der Uberpriifung nur schwer zu
identifizierende Lebensstadien wie Eier oder Larven vorhanden. Daher hat sich das Team um
Anne Findeisen, Patricia Holm und Richard Pabst in dem Griindungsprojekt ldentMe mit der
Losung dieser Probleme beschéftigt (Abb. 1). Das Grindungsprojekt mit dem Ziel der
Entwicklung von molekularbiologischen Testverfahren zur Identifizierung von bestimmten Arten
konnte von 2018 bis 2020 mithilfe einer Férderung durch den Europaischen Fonds fur regionale
Entwicklung und das Land Sachsen-Anhalt an der Hochschule Anhalt realisiert werden.
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Abb. 1: Das Team IdentMe bei der Probenahme. Foto: A. Bindseil.

2. Lo6sungsansatz
Unter Verwendung von verschiedenen Labormethoden kénnen die zu Beginn beschriebenen
Probleme gel6st werden, indem mithilfe einer kleinen Wasserprobe die gesuchten Arten detektiert

und eindeutig bestimmt werden kdénnen.



2.1 Molekularbiologische Analyse
Bei diesem Verfahren wird die im Wasser enthaltene eDNA (Umwelt-DNA) untersucht (Abb. 2).
eDNA besteht aus dem genetischen Material, das Tiere und Pflanzen konstant durch z.B.
Hautzellen, Schleimzellen, Ausscheidungen oder auch bei der Fortpflanzung an ihnre Umgebung
abgeben (HARPER et al. 2019). Die eDNA wird aus den Wasserproben extrahiert und
anschlielend mithilfe verschiedener Gerate und molekularbiologischer Methoden im Labor
analysiert (FINDEISEN et al. 2020). Solche Methoden sind z.B. die Polymerase-Kettenreaktion
(PCR). Diese Methode ermdglicht das gezielte Suchen und Finden von spezifischen DNA-
Stucken in der Probe. Wahrend die PCR ablauft, werden die gesuchten DNA-Stucke vervielféltigt,
damit sie in ausreichender Menge vorhanden sind, um nachgewiesen werden zu kénnen. Zum
Schluss kdnnen diese DNA-Sticke eindeutig bestimmten Arten zugeordnet werden, sodass
Aussagen Uber die An- oder Abwesenheit der gesuchten Art in dem jeweiligen Gewasser

getroffen werden kénnen.

Abb. 2: DNA-Analyse im Labor. Foto: PMU Photography, P. Mundil.

2.2. Probenahme
Fur eine verlassliche Artenidentifizierung ist die korrekte Enthahme der Umweltproben von
Bedeutung. Das Team IdentMe hat fir die Entnahme von Wasserproben ein spezielles
Probenahmekit zusammengestellt und im Rahmen des Grindungsprojektes mit verschiedenen
Pilotkunden wie Naturschutzverbanden, Planungsbiiros und einem Umweltamt getestet und
optimiert. Das Kit besteht aus verschiedenen Komponenten wie z.B. Handschuhen fir eine
saubere Probenentnahme, einer Schopfkelle fir das Sammeln des Wassers, einem
Probenahmebeutel sowie einer Spritze, einem Filter und einer Konservierungslésung. Damit der
Artbestand vollstandig abgebildet werden kann, werden die Wasserproben, je nach Gréf3e und



Zuganglichkeit, in moglichst gleichen Abstanden rund um das Gewasser herum entnommen
(FINDEISEN et al. 2020). Die Wasserproben werden im Probenahmebeutel gesammelt und gut
durchmischt. Danach wird das Wasser filtriert und die darin enthaltene eDNA sowie Zellen bzw.
Zellbruchstlck in einem speziellen Filter gebunden. Zum Schluss wird die so gewonnene eDNA
durch Zugabe einer Konservierungslésung vor enzymatischem Abbau geschitzt und der Filter
ins Labor transportiert.

3. Artenportfolio
Im Rahmen des Grundungsprojektes konnten Verfahren zum Nachweis von verschiedenen Arten
entwickelt und validiert werden. Hierfir wurden die meisten Tests eigenstandig designt oder
alternativ Daten aus der Literatur entnommen. Nach der Uberpriifung am Computer wurden die
einzelnen Methoden anschlie3end mit genetischen Proben der entsprechenden Arten im Labor
getestet und optimiert (Abb. 3). Die Referenz-DNA fir diese Tests wurde von Fachleuten zur
Verfigung gestellt. Zum Schluss wurden die Tests im Freiland unter Verwendung von
Umweltproben validiert. Das Portfolio von IdentMe beinhaltet bisher verschiedene geschitzte
Arten der Fauna-Flora-Habitatrichtlinie (FFH) wie z.B. Nordlicher Kammmolch, Knoblauchkrote,
Kreuzkrote, Springfrosch, Laubfrosch, Rotbauchunke und Moorfrosch. Aber auch zu anderen
Gruppen gehorende Arten wie Fischotter, Schlammpeitzger und Medizinischer Blutegel kann das
Team ldentMe anhand von eDNA nachweisen. Des Weiteren sind auch &ul3erst relevante
Krankheitserreger wie der Salamanderfresser und der Chytridpilz Teil des Nachweisrepertoires.

Testverfahren fir alle heimischen sowie invasiven Flusskrebsarten und der fur diese Artengruppe

relevante Krankheitserreger der Krebspest befinden sich derzeit in der Entwicklung.
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Abb. 3: Ergebnisauswertung im Labor. Foto: PMU Photography, P. Mundil.



4. Chancen und Risiken

Der grofite Vorteil der eDNA-Analyse liegt darin, dass bestimmte gesuchte Tier- oder
Pflanzenarten ohne einen direkten Fund schnell und eindeutig detektiert werden kénnen. D.h. der
molekularbiologische Nachweis ist unabhéangig von einem visuellen Nachweis und nicht invasiv
fur die zu untersuchenden Lebensraume oder ihre Bewohner (HARPER et al. 2019). AulRerdem ist
der Artennachweis durch eDNA-Analyse unabhangig von der Tageszeit und den
Witterungsverhaltnissen und kann mit einer einzigen Begehung des Untersuchungsraumes
realisiert werden. Uberdies ist der spezifische Artennachweis besonders sensitiv, kann also auch
geringste DNA-Mengen eindeutig detektieren, z.B. wenn nur wenige Individuen vorhanden sind.
Nach den experimentellen Ergebnissen von ldentMe sind Nachweisgrenzen erreichbar, wofur
das Vorhandensein von einer einzigen Zelle des gesuchten Zielorganismus in der Probe
ausreichend ist, um diesen korrekt nachweisen zu kénnen. Daher ist diese Methode besonders
fur die Uberpriifung von seltenen oder schwierig zu identifizierenden Arten geeignet. Darliber
hinaus bietet sie sich aber auch sehr gut fir den Nachweis von invasiven Arten und
Krankheitserregern in friilhen Stadien an, um rechtzeitig GegenmalRhahmen einleiten zu kénnen
(DEJEAN et al. 2012; GOLDBERG et al. 2013).

Wie jedes menschlich gesteuerte Verfahren bietet auch die eDNA-Analyse nicht nur Chancen,
sondern auch Risiken. Wahrend der Probenahme sowie der Bearbeitung der Proben im Labor
kénnen Kreuzkontaminationen oder DNA-Verschleppungen auftreten. Daher gibt es im
Probenahmeprotokoll entsprechende Vorschriften zur Vermeidung solcher Komplikationen und
auch im Labor werden verschiedene Kontrollen in allen Stufen des Analyseprozesses mitgefihrt,
sodass Kontaminationen erkannt und zurtickverfolgt werden kénnen. Bei der Entnahme der
Wasserproben sollte beachtet werden, dass sich eDNA nicht unbedingt gleichmafig im
Gewasser verteilt. Zwar ist eine sehr geringe DNA-Menge flr die richtige Identifizierung
ausreichend, aber trotzdem sollten die Proben mdéglichst gleichmafig um das Gewasser herum
entnommen werden. Da das aufgrund von landschaftlichen Gegebenheiten und limitierter
Zuganglichkeit der Gewasser oftmals nicht uneingeschrankt mdoglich ist, sollte das fehlende
Wasservolumen an anderen Stellen entnommen werden, die als Habitate fir die gesuchten Arten
besonders geeignet sein konnten. Das kdonnen z.B. krautige Ansammlungen fir bestimmte
Amphibien sein. Abhangig von mehreren biotischen und abiotischen Faktoren ist eDNA zwischen
wenigen Tagen und mehreren Wochen in wassriger Umgebung detektierbar, bevor sie abgebaut
wird (DEJEAN et al. 2011; BARNES et al. 2014). Dadurch wird eine Momentaufnahme der im
Gewasser tatsachlich vorhandenen Spezies ermdglicht. Teilweise wird eDNA aber auch im
Sediment konserviert, weshalb die Aufwirbelung des Gewaésserbodens bei der Probenahme
vermieden werden sollte, um nicht unbeabsichtigt historische eDNA in die Probe mit

aufzunehmen. Mithilfe des molekularbiologischen Nachweises kénnen zwar ansonsten schwierig



zu identifizierende Spezies einwandfrei nachgewiesen werden, allerdings kann das Verfahren
bisher noch keine Metainformationen z.B. Uber Vitalitdt, Alters- oder Geschlechterverteilung

liefern.

5. Zusammenfassung
Die eDNA-Analytik stellt ein hilfreiches Instrument dar, um zeitsparend eindeutige Daten Gber das
Vorhandensein der gesuchten Arten zu gewinnen (HARPER et al. 2019). Unabhangig von den
vielen Vorteilen, die die eDNA-Analyse liefert, muss die Auswertung der Ergebnisse trotzdem
stets kritisch und — wie bei allen Untersuchungen — unter Abschatzung der Vertrauenswurdigkeit
der Resultate erfolgen. Nichtsdestotrotz kdnnen unter Beachtung der Grenzen der Methode, der
genannten Empfehlungen und der Einhaltung maximaler Sterilitt sichere und verlassliche Daten
Uber das Vorkommen von Arten generiert werden, die mit herkémmlichen Methoden nur schwierig
zu detektieren waren. Durch die Flexibilitdt des molekularbiologischen Verfahrens kdnnen eDNA-
Tests, in Abhéangigkeit des Probenmaterials, auch fir viele weitere Artengruppen und Spezies
entwickelt werden. Neben dem gezielten Artennachweis mithilfe diagnostischer PCR hat sich in
den letzten Jahren auch die Methode des Metabarcodings fir verschiedene Anwendungen
etabliert. Bei diesem Verfahren kdonnen mithilfe von eDNA-Analyse und bioinformatischen
Methoden ganze Artengruppen in einer Probe nachgewiesen werden. Das Metabarcoding ist
daher fir die Untersuchung der Biodiversitat in Mischproben geeignet. Da sich der zielgerichtete
Artennachweis sehr gut fir die Detektion geringer DNA-Mengen eignet, hat sich das
Griundungsprojekt IdentMe vorerst auf die Methode der diagnostischen PCR fokussiert, um auch
seltene Arten bzw. geschiitzte FFH-Arten eindeutig nachweisen und identifizieren zu kénnen. Die

Etablierung des Metabarcodings soll aber in den kommenden Monaten folgen.
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