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Extended Abstract

DNA-Barcoding von invasiven Pflanzen in Osterreich:
zum Projektstart

Clemens PacuscHwOLL, Franz EssL & Gerald M. SCHNEEWEISS

Biologische Invasionen wurden in den letzten Jahrzehnten zu einem grofen Problem. Sie
werden fiir die weltweit abnehmende Biodiversitit verantwortlich gemacht, da sie zu lo-
kalen Aussterbeprozessen fithren, durch die Aufhebung biogeographischer Grenzen die
Homogenisierung von Artenpools férdern und enorme soziodkonomische Schiden verur-
sachen, welche durch den globalen Wandel noch verstirkt werden (WINTER et al. 2009,
Essv et al. 2011, vaN KLEUNEN et al. 2015, CapINHA et al. 2015). Es ist unbestritten, dass
das Erkennen von gebietsfremden Arten essentiell ist. Da die Latenzphase (invasion debt)
hiufig lange ist, konnen heute seltene Neophyten in Zukunft schidliche Invasoren sein
(A1k10 et al. 2010, PySEK et al. 2013, ROUGET et al. 2016). So hat sich in den letzten Jah-
ren gezeigt, dass eine zunehmende Anzahl von nicht-heimischen Pflanzenarten (z.B. Was-
serpflanzen) eingebiirgert oder sogar invasiv geworden ist, ohne dass man es bemerkt hat.
Fiir solche Arten wurden von VERLOOVE (2010) der Begriff ,invaders in disguise” (uner-
kannte Invasoren) geprigt.

Eine sehr gute Methode zur Fritherkennung von gebietsfremden Arten, auch wenn diesen
wichtige Bestimmungsmerkmale fehlen, ist DNA-Barcoding (Cross et al. 2011, Py$ex et
al. 2013, ComTerT et al. 2015). Bei DNA-Barcoding wird die DNA eines Organismus ver-
wendet, um diesen einer bestimmten Art zuzuordnen (HEBERT et al. 2003). Neben zahl-
reichen anderen Anwendungen wurde DNA-Barcoding erfolgreich benutzt, um invasive
Wasserpflanzen von deren nicht-invasiven Verwandten zu unterscheiden (VAN DE WIEL et
al. 2009, GHAHRAMANZADEH et al. 2013). Wihrend die meisten Barcoding-Projekte nur
einen (bei Tieren) oder wenige (bei Pflanzen) ausgewihlte Markersequenzen verwenden,
erlauben Fortschritte in der Sequenziertechnologie, v.a. durch Next-Generation Sequen-
cing (NGS), das Generieren von mehreren DNA-Barcodes per Probe, was sich positiv auf
den Bestimmungserfolg auswirkt (CoMTET et al. 2015, L1 et al. 2015, HOLLINGSWORTH et
al. 2016). Abgesehen von Metabarcoding in der Okologie, wo kurze DNA-Regionen und
oftmals degradierte DNA verwendet werden (TABERLET et al 2012, CoMTET et al. 2015),
stellt Ultrabarcoding mittels Genome Skimming eine andere, immer wichtiger werdende
NGS-Methode dar. Hierbei wird genomische DNA meist mittels des Illumina-Systems
(KaNE etal. 2012, DobswortH 2015) mit einer geringen (1-10x) Abdeckung sequenziert
(,low-coverage shotgun sequencing”), wodurch die in héherer Kopienzahl vorhandenen
Genome bzw. genomischen Regionen (Plastidengenom, mitochondriales Genom, nuklei-
re ribosomale DNA) mehr oder weniger zur Ginze ermittelt werden kénnen. Nachdem
Standardbarcodemarker (bei Pflanzen die Plastidenmarker rbcL, matk, trnH-psbA und das
nukledre /75; HoLLinGgswoRTH et al. 2011, HoLLingswoRrTH et al. 2016) und diverse spe-
zifische Barcodes (L1 et al. 2015) solcherart ohnehin abgedeckt werden, ist dieser Ansatz
riickwirtskompatibel, d.h. die NGS-Daten sind mit jenen klassischer Barcodes, welche
durch die Sanger-Sequenzierung ermittelt wurden, kombinierbar. Die Verwendung von
Genome Skimming als universellem ,extended barcode” hat das Potential das klassische



188 CLEMENS PacuscuwoOLL C., EssL F. & ScuNeeweiss G.M.

Barcoding abzuldsen, da die Kosten fiir NGS stetig sinken und dadurch einer héherer Ma-
terialdurchsatz moglich ist (Corssac et al. 2016, HoLLiNGswORTH et al. 2016). Auch wenn
nur (historisches) Herbarmaterial verfiigbar ist, konnen damit komplette Plastiden- und
rDNA-Sequenzen gewonnen werden (BESNARD et al. 2014).

Beim Dissertationsprojekt des Erstautors geht es um DNA-Barcoding von Arten der Gat-
tungen Amaranthus und Chenopodiums. lat. (Amaranthaceae) sowie Eragrostisund Panicum
(Poaceae). Das Ziel ist, bessere Daten iiber kryptische Neophyten (unerkannte Invasoren)
in Osterreich zu bekommen. Zu diesem Zweck sollen 400 Aufsammlungen sequenziert
werden, mit Schwerpunkt auf unklaren, unbestimmbaren Belegen aus Osterreich, wobei
eindeutige Belege als Referenz dienen. Diese Gattungen werden — mit der Ausnahme ei-
niger neuer Invasoren bei Panicum — bei FiscHER et al. (2008) und Py$ex et al. (2009) als
die am hiufigsten vertretenen Neophyten-Gattungen Osterreichs bzw. Europas gelistet.
Sie besitzen den C,-Photosynthese-Stoffwechselweg und haben deshalb bei einem immer
wirmer werdenden Klima besonderes Invasionspotential (SaGe & Kusien 2003, WEBER &
GuT 2005, Pyankov et al. 2010, J1a et al 2016). Standardbarcodes, andere DNA-Marker
sowie vorliufige Genome sind von fritheren phylogenetischen und genomischen Studien
(Eragrostis: INGRAM et al. 2011, CaNnNAROzzI et al 2014; Panicum: ZIMMERMANN et al.
2013, Hunretal. 2014, hetp://phytozome.jgi.doe.gov; Amaranthus: WaseLkov 2013, SUNIL
etal. 2014; Chenopodium s. lat.: FUENTES-Bazan etal. 2012) sowie iiber die BOLD-Daten-
bank (http://www.boldsystems.org; RarnasingHAM & HEBERT 2007) verfiigbar.

Fiir eine ausgewihlte Zahl an Neophyten (solche mit geniigend Verbreitungsangaben)
soll die Invasionsgeschichte und -dynamik in Osterreich mittels Artverbreitungsmodellen
aufgeklart werden, wie es in dhnlicher Weise schon bei Ambrosia artemisiifolia (Esst et al.
2009), Ambrosia trifida, Artemisia annua, lva xanthiifolia (FoLLax et al. 2013) und Sor-
ghum halepense (ForLak & EssL 2013) gemacht worden ist.

Zusammenfassend, soll in diesem assoziierten Projekt von ABOL getestet werden, (i) ob
,unerkannte Invasoren” mittels modernem (Ultra)Barcoding entdeckt werden kénnen;
(ii) ob DNA-(Ultra)Barcoding helfen kann, Latenzphasen von potentiell invasiven Ar-
ten in Osterreich besser quantifizieren zu kénnen; (iii) ob traditionelle Alphataxonomie
in Kombination mit DNA-(Ultra)Barcoding die Genauigkeit von Artbestimmungen ver-
bessern kann, was zu verfeinerten taxonomischen Klassifikationen von kryptischen, in-
vasiven Arten fiihren sollte. Dieses Projekt wird dazu beitragen, Management- und Mo-
nitoringstrategien fiir Neophyten in Landwirtschaft, Naturschutz und dariiber hinaus zu
verbessern.

PacuscHWOLL C., EssL F. & SCHNEEWEISS G.M., 2017: DNA barcoding of invasive
plants in Austria: a project presentation.

Biological invasions have become a major concern in the past decades. They are be-
lieved to be responsible for declining biodiversity worldwide by contributing to local
extinctions of native species, causing the breakdown of biogeographical barriers that
lead to homogenization of regional species pools and causing enormous socioeconomic
damage that have accelerated recently in an era of global change (WINTER et al. 2009,
Essretal. 2011, van KLEUNEN etal. 2015, CapiNHA etal. 2015). It is generally accepted
that early detection of new alien species is pivotal because lag-phases (‘invasion debt)
often are substantial, implying that today’s rare but fast spreading aliens may become
tomorrow’s noxious weeds (A1k1o et al. 2010, Py$ek et al. 2013, RouGeT et al. 2016).
In the last years it has become evident that an increasing number of non-native vascular
plants (e.g. water plants or weeds) have become naturalized or even invasive without
ever being noticed (VERLOOVE 2010, PYSEK et al. 2013). Those have been coined by
VERLOOVE (2010) as ‘invaders in disguise’.
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A well suited approach for the early detection of ‘invaders in disguise’, especially if they
do not exhibit distinct diagnostic features required for determination, is DNA barcod-
ing (Cross etal. 2011, PySek et al. 2013, ComTET et al. 2015). In DNA barcoding, an
organism’s DNA is used for species determination (HEBERT et al. 2003). Among many
other examples, DNA barcoding was successfully used to eficiently distinguish inva-
sive water plants from their similar, non-invasive relatives (vanN DE WIEL et al. 2009,
GHAHRAMANZADEH et al. 2013). While most barcoding projects use one (in animals) to
a few (in plants) selected marker sequences only, advancements in sequencing technol-
ogy, i.e. next-generation sequencing (NGS), allows more DNA barcodes to be generated
per sample, positively affecting the identification power of DNA barcoding (CoMTET
etal. 2015, Lret al. 2015, HOLLINGSWORTH et al. 2016). Apart from metabarcoding in
ecology which uses short DNA regions and often degraded DNA (TABERLET et al 2012,
CoMTET etal. 2015), another emerging barcoding approach involving NGS techniques
is ultrabarcoding, which uses ‘genome skimming. Genome skimming is low-coverage
(I-10%) shotgun sequencing of genomic DNA on the Illumina system (KaNE et al.
2012, DobsworTH 2015), where near-complete assemblies of the high-copy fractions
of the genome (plastid genome, mitochondrial genome and nuclear ribosomal DNA
cistron) can be obtained. As standard barcode markers (in plants the plastid rbcL, matk,
trnH-psbA and the nuclear /78; HOLLINGSWORTH et al. 2011, HOLLINGSWORTH et al.
2016) and certain ‘specific barcodes’ (L1 etal. 2015) are covered as well, this approach is
backwards compatible, which means that the NGS-data is compatible and comparable
to the barcodes obtained with Sanger-sequencing. Genome skimming as a universal
‘extended barcode’ has the potential to supersede classical barcoding approaches as the
costs for NGS are decreasing, making higher coverages feasible (Corssac et al. 2016,
HoLrLiNGswoORTH et al. 2016). Even if only (historical) herbarium material is available,
complete plastid and rDNA sequences can be recovered with this approach (BEsnarp
etal. 2014).

The PhD project of the first author will focus on DNA barcoding of species from the
genera Amaranthus and Chenopodium s.. from the Amaranthaceae and Eragrostis and
Panicum from the Poaceae to gain information about cryptic alien species (‘invaders
in disguise’) in Austria. For that purpose, about 400 accessions will be sequenced. A
focus will lie on unclear, undeterminable Austrian specimens using unambiguous ac-
cessions as a reference. These genera are — with the exception of some new invaders
in Panicum — listed by FiscHER et al. (2008) and Py$ek et al. (2009) among the most
commonly represented genera in the alien flora of Austria and Europe. They possess
the C, photosynthesis pathway and have particular invasion potential under an increas-
ingly warmer climate (Sace & Kusien 2003, WEBER & GuT 2005, PYANKOV et al.
2010, J1a et al 2016). Standard barcodes, other DNA markers as well as draft genomes
are available from prior phylogenetic and genomic studies (Eragrostis: INGRAM et al.
2011, CanNArozzi et al 2014; Panicum: ZIMMERMANN et al. 2013, HunT et al. 2014,
http://phytozome.jgi.doe.gov; Amaranthus: WaseLkov 2013, SUNIL et al. 2014; Che-
nopodium s.1.: FUENTEs-BazAN et al. 2012) as well as from the BOLD database (htep://
www.boldsystems.org; RarnasingHAM & HEBERT 2007).

For a selected number of alien species (those with sufficient amount of distribution
records), the (Austrian) invasion histories and dynamics will be inferred using species
distribution modeling like it was done for the invasive weeds Ambrosia artemisiifolia
(EssL et al. 2009), Ambrosia trifida, Artemisia annua, Iva xanthiifolia (FOLLAK et al.
2013) and Sorghum halepense (FoLLak & Essv 2013).

In this associated project of ABOL, it will be tested (i) if ‘invaders in disguise’ can be
detected with modern DNA (ultra)barcoding techniques, (i) if DNA (ultra)barcod-
ing can help quantifying invasion debts of potentially invasive species in Austria; and
(iii) if traditional alpha taxonomy in combination with DNA (ultra)barcoding can im-
prove accuracy of species identification and further refine taxonomic classification of
cryptic invasive plant species. This project is expected to be of relevance in developing
management and monitoring strategies for invasive alien plants in agriculture, nature
conservation and beyond.

Keywords: ABOL, Austrian Barcode of Life, Austria, DNA barcoding, Genome Skim-
ming, Invasive plants species, NGS, Neophytes, Ultrabarcoding.
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