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DNA-Analysen von Sammlungsmaterial —
Sammeln und Konservieren fiir ABOL

Elisabeth HariNGg

Im Rahmen des ABOL-Projekes wird in betrichtlichem Ausmafd bereits vorhandenes
Material in den biologischen Sammlungen von Museen verwendet werden. Anderer-
seits wird fiir ABOL eine Fiille von neu gesammeltem Material in wissenschaftlichen
Museumssammlungen als Referenzexemplare hinterlegt werden. Im vorliegenden Bei-
trag wird thematisiert, wo das Potenzial, aber auch die Grenzen von DNA-Analysen
von bereits vorhandenem (und teilweise schr altem) Museumsmaterial liegen. Des Wei-
teren wird zusammengefasst, welche Aspekte beim Sammeln von Museumsmaterial im
Hinblick auf die moglichst gute Konservierung der DNA zu beachten sind, um diese
fiir zukiinftige Analysen langfristig zur Verfiigung zu stellen.

HariNG E., 2016: DNA analyses of collection material — Collecting and conserv-
ing for ABOL.

In the course of the ABOL project a considerable amount of reference specimens will
be provided by biological museum collections. On the other hand, the vast amount
of freshly collected material will be deposited as reference specimens in scientific col-
lections. The present contribution addresses the potential and limitations of DNA
analyses of (partially very old) museum material. Furthermore, important aspects that
should be considered when collecting material for ABOL are summarized. These per-
tain to optimal conservation of DNA to allow for its long-term preservation and acces-
sibility for future analyses.

Keywords: DNA barcoding, biodiversity, museum collections, ancient DNA, DNA
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Einleitung

Das Prinzip des DNA-Barcodings verkniipft zwei Bereiche: wissenschaftliche biologische
Sammlungen und Molekularbiologie. Ziel ist, auf der Basis von taxonomisch korrekt be-
stimmten Belegexemplaren eine Referenzdatenbank mit DNA-Sequenzen (DNA-Bar-
codes) verschiedenster Organismenarten zu erstellen. Diese sind in einer wissenschaftli-
chen Sammlung hinterlegt und somit der Uberpriifung zuginglich bzw. erlauben weitere
Untersuchungen wie die Erhebung zusitzlicher genetischer Daten. Nachvollziehbarkeit
und Uberpriifbarkeit sind einerseits grundlegendes Prinzip des DNA-Barcoding-Kon-
zepts, gleichzeitig aber auch von jeher Grundgedanken beim Anlegen wissenschaftlicher
Sammlungen.

Die Verwendung von Museumsmaterial fiir DNA-Analysen bietet unschitzbare Moglich-
keiten, um phylogenetisch-systematische, populationsgenetische und ganz allgemein evo-
lutionsbiologische Fragestellungen zu bearbeiten. Im vorliegenden Beitrag werden zwei
Punkte behandelt, die diese beiden Aspekte tiber einen methodischen Zugang miteinan-
der verkniipfen. Einerseits wird thematisiert, wo das Potential, aber auch die Grenzen von
DNA-Analysen von bereits vorhandenem (und teilweise sehr altem) Museumsmaterial
liegen, wihrend es im zweiten Teil darum geht, was man beim Sammeln von Museums-
material im Hinblick auf die méglichst gute Konservierung der DNA beachten sollte, um

zukiinftige Analysen langfristig optimal méglich zu machen.



156 Haring E.

DNA in Priparaten von Museumssammlungen — ,,aDNA*

Bei der Analyse von DNA aus biologischem Material aus wissenschaftlichen Museums-
sammlungen ist in den meisten Fillen mit methodischen Herausforderungen zu rechnen.
DNA wird im Laufe der Zeit abgebaut, einerseits durch enzymatische Vorginge kurz nach
dem Tod des Organismus, andererseits durch Mikroorganismen, aber auch durch chemi-
sche Prozesse. Daher ist die DNA aus Museumsmaterial oft fragmentiert, d. h. zu kurzen
Stiicken abgebaut, und liegt nur in geringer Konzentration vor. Die Bezeichnung ,anci-
ent DNA® (aDNA) wurde urspriinglich fiir DNA aus subfossilem Material geprigt und
durch spektakulire Analysen bekannt, wie z. B. solche an Jahrtausende alten Mammuts,
beginnend mit den ersten Arbeiten in den 1990er Jahren (z. B. HAGELBERG et al. 1994)
bis zu Genomanalysen und funktionellen Untersuchungen cinzelner Gene in den letzten
Jahren (z.B. PoINAR et al 2006, CampBELL et al. 2010). Die Kennzeichen von aDNA —
fragmentiert und teilweise abgebaut bzw. chemisch modifiziert — treffen jedoch auch auf
DNA wesentlich jiingeren Ursprungs zu (HErRmMaNN & HuMMEL 1994). Dies bedeutet,
dass es keine lineare Korrelation zwischen Zeit und DNA-Qualitit gibt, obgleich ein ge-
nereller Trend vorliegt: alte DNA hat meist schlechtere Qualitdt. Ausschlaggebend fiir die
Bezeichnung aDNA ist also nicht in erster Linie das Alter, sondern die Qualitdt der DNA.

Generelle Faktoren, die die DNA-Qualitit beeinflussen kénnen, sind Temperatur, Feuch-
tigkeit, Strahlung und Chemikalien. Von entscheidender Bedeutung ist, was mit einem
Individuum in der Zeit zwischen seinem Tod und der ersten Konservierung passiert ist.
Schon nach wenigen Stunden kann in einem toten Tier die DNA bereits zu einem hohen
Grad abgebaut sein, insbesondere in inneren Organen, wie z.B. in der Leber. Daher ist
unter Umstinden die DNA eines Mammuts, das im Dauerfrostboden Sibiriens gut kon-
serviert iiberdauert hat, besser erhalten als die DNA eines priparierten Stopfpriparates in
einer wissenschaftlichen Sammlung, wenn das Exemplar vor dem Sammeln und Konser-
vieren z. B. einige Zeit im Freiland lag. Auch die Priparation (z. B. Herstellung eines Balges
mit diversen Waschschritten) kann die DNA-Qualitdt beeintrichtigen.

Die in vielen Nass-Sammlungen gingige Konservierungsmethode mit Formalin bedeu-
tet meist, dass die DNA unbrauchbar fiir die Polymerasekettenreaktion (PCR) wird, da
Formalin DNA-DNA Vernetzung und Fragmentierung der DNA bewirkt. Die Literatur
zu diesem Problem ist vielfiltig und widerspriichlich (z. B. GiLBERT et al. 2007, Lin et
al. 2009). Aufgrund unserer Erfahrungen bietet auch Material, das mit Formalin behan-
delt wurde, noch Potenzial, nur ist die Ausfallsquote héher (SCHILLER et al. 2014, JakscH et
al. 2016). Vermutlich hingt es von Dauer und Konzentration der Formalinbehandlung
ab, wie grof8 der Schaden an der DNA ist. Wenn Exemplare nach nur kurzer Formalin-
behandlung schnell in Echanol iiberfithrt werden, sind die Chancen fiir cine erfolgreiche
PCR hoch. Neben der Art der Konservierung hat wohl auch die langfristige Betreuung
einer Sammlung wesentlichen Einfluss auf die DNA-Qualitit. Wie jedoch aus einer Ana-
lyse von ScHILLER et al. (2014) hervorgeht, ist die derzeit gemessene Alkoholkonzentration
offensichtlich von geringer Aussagekraft in Bezug auf die DNA-Qualitdt. Dies unterstiitzt
die Annahme, dass die erste Phase der Konservierung wesentlich ist. Wurde ein Exemp-
lar in gutem Zustand rasch in Ethanol fixiert, sind die Chancen gut, dass langfristig die
DNA (auch unter suboptimalen Lagerbedingungen) erhalten bleibt.

Eine Chemikalie, die lange Zeit bei der Priparation von Végeln und Siugetieren eingesetzt
wurde, um die Exemplare vor Insektenfrafl zu schiitzen, ist Natriumarsenit (NaAsO,).
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Diese Substanz wurde jedoch wegen der gesundheitsschidlichen Wirkungen von Arsen
seit ca. 1971 am NHM durch Eulan (Chlorphenylid) ersetzt. Vielfach wurde diskutiert, ob
das Arsen in den alten Priparaten sich negativ in den damit durchgefithrten DNA-Ana-
lysen auswirken kénnte, indem es die PCR inhibiert. Um diese Annahme zu testen, wutr-
den in einer systematischen Analyse an Museumsmaterial des NHM (T6preR et al. 2011)
Stopfpriparate von Vogeln (Eichelhdher, Garrulus glandarius), die vor bzw. nach 1971 pri-
pariert worden waren, mittels PCR getestet. Die Ergebnisse zeigten, dass der PCR-Erfolg
zwar in arsenbehandelten Priparaten signifikant geringer war als in nichtbehandelten,
allerdings war ein Problem bei der Interpretation dieses Versuchs, dass die nicht Arsen-
behandelten Proben auch die jiingeren waren. Es kénnte daher sein, dass hier (auch) ein
Alterseffekt detektiert wurde und nicht ausschliefllich die Auswirkungen des Arsens. Ge-
zielte Zugabe von Arsen zu PCR-Reaktionen ergaben wiederum, dass inhibierende Effekte
erst bei sehr hohen Konzentrationen auftreten.

Ein interessantes Nebenergebnis der Studie von TOPFER et al. (2011) war, dass verschiedene
Gewebe, die fiir die DNA-Extraktion herangezogen wurden, in den PCR-Experimenten
unterschiedlich erfolgreich abschnitten: Zumindest bei Vogelpriparaten scheint die DNA
in Gewebe der FufSballen besser erhalten als in Haut. Aufgrund der langjihrigen Erfah-
rung im Labor fiir Molekulare Systematik des NHM wissen wir, dass DNA in Federkie-
len von frischen (vor allem grofen) Federn meist sehr brauchbar ist, wihrend Federn von
Stopfpriparaten aus Museumssammlungen weniger aussichtsreich sind als die oben er-

wihnten Gewebe (Fuflballen, Haut).

Generell gibt es durchaus unterschiedliche Probleme bei der DNA-Extraktion aus ver-
schiedenen Organismengruppen. Beispielsweise sind manche reich an Mucopolysacchari-
den (v.a. in manchen Pflanzen und Mollusken), was sich negativ in der DNA-Extraktion
auswirken und letztlich zu Problemen in der PCR fithren kann (SH1oDA & MURAKAMI-
MuRrorusHI 1987, WINNEPENNINCKX et al. 1993, SKuUjIENE & SorokA 2003, PEREIRA et
al. 2011, HuteLskeNs et al. 2011, SokoLov 2000). Es ist jedoch anzunehmen, dass zumin-
dest fiir Mollusken diese postulierten Probleme unter Umstinden eher mit suboptimaler
Fixierung zusammenhingen konnten, wie die Erfahrungen in vielen Analysen an Mol-
lusken, die in unserem Labor am NHM durchgefiihrt wurden, nahelegen. Taxa, die be-
sonders viel Schleim produzieren, miissen besonders sorgfiltig fixiert werden, z. B. durch

mehrmaliges Wechseln des Alkohols (JakscH et al. 2016).

DNA-Analysen von ,,aDNA® in taxonomischen und
phylogenetischen Studien

Biologische Museumssammlungen sind ein Archiv der Biodiversitit in rdumlicher und
zeitlicher Dimension und beinhalten oft Material, das heutzutage nicht ohne betrichtli-
chen Aufwand (bei ausgestorbenen Arten oder Populationen iiberhaupt nicht) gesammelt
werden kénnte. Auch wenn aDNA-Analysen wesentlich arbeitsintensiver sind, ist ihr Stel-
lenwert in der evolutionsbiologischen Forschung hoch, und mit fortschreitender Technik
gewinnen sie noch an Bedeutung (Buerk: & Baxker 2016)

Wihrend in fritheren Untersuchungen von aDNA vorwiegend mitochondriale (mt) DNA
analysiert wurde, die in héherer Kopienzahl pro Zelle vorliegt als das Genom des Zell-
kerns und, vor allem auch durch die rein miitterliche Vererbung tiber die Mitochondrien
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der Eizelle, Vorteile fiir die phylogenetische Rekonstruktion bietet, konnte spiter gezeigt
werden, dass auch Kern-codierte Gene aus aDNA isoliert werden konnen. Eine der ersten
Arbeiten, in denen Kerngene aus aDNA fiir eine phylogenetische Fragestellung untersucht
wurden, war den altweltlichen Suboscines (Aves, Passeriformes) gewidmet (IRESTEDT et
al. 20006), weitere Beispiele aus verschiedenen taxonomischen Gruppen finden sich in
Rizzi et al. (2012). In jiingster Zeit werden vermehrt auch whole-genome-Analysen mit
next-generation-sequencing-Methoden erfolgreich an aDNA durchgefiihrt (z. B. PRUFER et
al. 2014, SARKIsSIAN et al. 2015).

Um DNA-Analysen an Museumsmaterial vorzunchmen, miissen etliche Vorkehrungen
getroffen werden. Da es bei altem Material aufgrund der Fragmentierung der DNA oft
nicht méoglich ist, lingere Genabschnitte in einem Stiick mittels PCR zu vervielfiltigen
und zu sequenzieren, muss man oft den gewiinschten Abschnitt des Genoms aus mehre-
ren sehr kurzen Stiicken rekonstruieren. Dennoch muss man bei einem gewissen Prozent-
satz der Proben damit rechnen, dass nicht mehr genug DNA in ausreichender Qualitdt
vorhanden ist.

Besonderes Augenmerk ist auf die Kontaminationsgefahr zu legen (HOFREITER et
al. 2001, KruckENHAUSER & HARING 2011), die bei aDNA besonders hoch ist. Eine Dar-
stellung der Vorkehrungen und Kontrollen, die im Labor bei der DNA-Analyse notwen-
dig sind, um zu verhindern, dass filschlich DNA-Kontaminationen anstelle der DNA des
untersuchten Organismus isoliert und in der PCR amplifiziert werden, bzw. solche Fehler
zu erkennen, wiirde den Rahmen dieser Publikation sprengen. Allerdings wird weiter un-
ten noch auf Vorkehrungen eingegangen, die man im Zuge des Sammelns und Proben-
nehmens beriicksichtigen sollte.

Fachgerechtes Sammeln

Wie oben ausgefiihrt, kann DNA aus sehr alten Proben sehr gut und DNA aus relativ jun-
gen Sammlungsexemplaren unter Umstinden sehr schlecht erhalten sein. Es sind also die
Ergebnisse einer DNA-Analyse aus Museumsmaterial stark von historischen Ereignissen
beeinflusst. Jedoch sieht man dem Sammlunggsstiick in den meisten Fillen nicht an, ob
die DNA brauchbar ist oder nicht, und in den meisten Fillen kennt man die individuelle
Geschichte des Exemplars nicht. Wichtige Phasen in dieser Geschichte sind (1) zwischen
dem Tod und der Auffindung im Freiland, (2) beim Sammeln (eventuell bereits: Proben-
nahme, Fixieren) und Transport, (3) im Museum im Zuge der Priparation und Konser-
vierung, (4) bei der langfristigen Lagerung in der Sammlung (méglicherweise eine recht
abwechslungsreiche Geschichre).

Fir das Sammeln von Organismen fiir ABOL ist Phase 2 relevant, hier geht es um eine
moglichst rasche und gute Konservierung. Grundsitzlich sollte jegliche Sammelaktivi-
it fiir ABOL mit der zustiandigen Projektleitung abgesprochen werden. Die folgenden
Bemerkungen geben einen knappen Uberblick iiber die wichtigsten Faktoren und Vor-
gangsweisen.

ABOL folgt den Qualititsanspriichen der iBOL Initiative, was bedeutet, dass die Beleg-
exemplare, aus denen die DNA-Barcode-Sequenz isoliert wurde, in einer wissenschaftli-
chen Sammlung hinterlegt werden. Daher sollte entweder das gesamte Individuum még-
lichst rasch konserviert werden (Probennahme kann auch im Labor erfolgen) oder eine
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Probe entnommen und fiir die DNA-Analyse konserviert werden (z. B. Fisch/Flosse, In-
sekt/Bein; siche unten). Das Individuum selbst sollte dann moglichst gut ., konventionell
konserviert werden, um spitere morphologische Untersuchungen zu erlauben. Dabei ist
dringend zu beachten, dass das Belegexemplar und die Probe dieselbe Identifizierungs-
nummer bekommen.

Ethanol ist das am hiufigsten verwendete Fixierungsmittel, fiir das auch die lingste Erfah-
rung vorliegt, und es ist daher in der Regel allen alternativen Konservierungsfliissigkeiten
(z.B. DMSO, Propylenglykol) vorzuzichen. Sofortiges Einfrieren (z. B. in fliissigem Stick-
stoff) wire ebenfalls eine hervorragende Konservierungsmethode, ist jedoch im Freiland
nur mit groffem Aufwand zu bewerkstelligen. Optimalerweise sollten Proben moglichst
frith mit mindestens 80-prozentigem, unvergilltem Ethanol fixiert werden, wobei grofie-
re Tiere durchaus gedffnet werden sollten, um ein rasches Eindringen und die schnelle
Durchdringung des Gewebes mit Alkohol zu gewihrleisten (ev. Ethanol injizieren). Sofort
nach dem Tod des Organismus beginnt der Abbau der DNA in den Zellen. Feuchtigkeit
ist die grofite Gefahr fiir die Konservierung von DNA (z. B. Kondenswasser, Gewebewasser
kann den zur Fixierung verwendeten Alkohol verdiinnen). Das Verhiltnis der Volumina
von Probe:Ethanol sollte moglichst nicht tiber 1:10 liegen. Manchmal ist es zweckmiflig,
den Alkohol auszutauschen (eventuell mehrfach).

Falls kein Alkohol verfiigbar ist (z. B. in Lindern, in denen das Mitfithren von Alkohol ver-
boten ist), wird oft auf Alternativen wie ,RNA later” zuriickgegriffen. Dies ist fiir Gewebe-
proben brauchbar (kleine Proben nehmen!), allerdings nicht fiir die Belegexemplare. Eine
oft fiir Fische oder Amphibien angewendete Vorgangsweise ist, eine Gewebeprobe in Al-
kohol zu tiberfithren und das ganze Tier in Formalin zu konservieren. Die Proben sollten
jedoch keinesfalls in Kontakt mit Formalin kommen. Eine mégliche Methode zur Kon-
servierung von Bilgen (z. B. Siugetiere, Vgel), die bei lingeren Freilandexpeditionen in
Ermangelung von Ethanol erfolgreich angewendet wurde, ist Salz. Auch wenn es sicherlich
nicht die Methode der Wahl fiir die Erhaltung der DNA in solcherart konserviertem
Gewebe ist, hat sich gezeigt, dass daraus durchaus noch analysierbare DNA gewonnen
werden kann. Trocknen von Gewebe kann eine sinnvolle alternative Methode sein, wenn
Ethanol nicht verfiigbar ist. Vor allem Federn, Haare oder Pflanzen kénnen auch tro-
cken aufbewahrt werden (z. B. mit Silikagel als Trocknungsmittel; vor Sonnenlicht schiit-
zen). Ein Uberblick iiber Konservierungsmethoden und -Substanzen ist in der Arbeit von
Nacy (2010) zu finden.

Gesammeltes Material (Individuen sowie Proben) sollte wenn méglich auch beim Trans-
port kiihl gelagert werden. UV-Strahlung ist schidlich fiir die DNA, daher sollte direkte
Sonneneinstrahlung moglichst vermieden werden. Auch Essigsidure in fliissiger Form ist
zu vermeiden.

Ein wichtiger Punkt zuletzt: Bei der Probennahme muss darauf geachtet werden, Kon-
taminationen mdoglichst zu vermeiden. Dazu sollten Instrumente (z. B. Pinzetten, Sche-
ren, Rasierklingen, Injektionsnadeln) vor jedem Gebrauch durch Abflimmen sterilisiert
werden (z.B. Feuerzeug; Instrument danach auskiihlen lassen!). Wenn méglich, sollten
sichtbare Fremdorganismen (z. B. Milben, Pflanzenteile) entfernt bzw. separat konserviert
werden.
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Zusammenfassung

Auch wenn systematische Untersuchungen zur DNA-Qualitit in Material aus Museums-
sammlungen interessante Einblicke liefern, sind oft keine eindeutigen Aussagen méglich,
da die historische Komponente — die meist unbekannte Geschichte des Exemplars — das
Ergebnis solcher Untersuchungen immer beeinflusst. Dennoch sind solche Experimente
sinnvoll, denn die Herausforderungen an Sammlungskuratoren, zukunftsorientierte Ent-
scheidungen zu treffen, sind vielfiltig. Wichtig ist, dass bereits mit dem Sammeln, Bepro-
ben und den ersten Schritten der Konservierung der Individuen und der Proben die Qua-
licit der DNA maf3geblich beeinflusst wird.

Viele Fragen sind noch offen, und weitere Untersuchungen wiren sinnvoll, um zumindest
miteelfristige Aussagen zu verschiedenen Lagerungsmethoden treffen zu kénnen, vor allem
auch, was die langfristige Lagerung von DNA- oder Gewebeproben betrifft: z. B. Aufbe-
wahrung in Alkohol bei welcher Temperatur? Welche Substanzen sind schidlich oder un-
schidlich (Glycerin, verschiedene Vergillungsmittel)?

Bezugnehmend auf ABOL und Sammeltitigkeiten fiir ABOL-Projekee sollte in jedem Fall
vorab der/die zustindige Projektleiterln kontaktiert werden, um die jeweilige fiir die ein-
zelnen Organismengruppen angepasste Sammelstrategie, das Prozedere der Probennahme,

des Transports und die Méglichkeiten fiir Hilfestellungen zu besprechen.

Zentraler Kontakt: Nikola Szucsich, Nikolaus.Szucsich@nhm-wien.ac.at
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