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Extended Abstract

Molekulare Detektion aquatischer Organismen anhand
von Wasserproben

Bettina THALINGER, Urban AUFSCHNAITER, Dominik KIRSCHNER,
Christian Moritz, Andreas SapELzA, Richard SCHWARZENBERGER,
Josef WanzeNBOCK & Michael TrauGoTT

Die Bestimmung der Verbreitungsgebiete einzelner Arten sowie der Gesamtbiodiversitit
aquatischer Lebensriume ist fiir das Gewissermanagement seit jeher von zentraler Be-
deutung. So sind z. B. das Ausbreitungsgebiet bzw. die Eindimmung invasiver Arten oder
die Bestimmung des Gewisserzustandes durch EU-weites Monitoring zentrale Punkte
des Natur- und Artenschutzes (EU-WRRL 2000, GZUV 2006). Mittels konventioneller,
morphologischer Identifikationsmethoden kann diese Zustandsiiberwachung der euro-
pdischen Binnengewisser durch den zeitlichen Aufwand bei der Probenbearbeitung und
auch aufgrund von Schonzeiten nur punktuell und zeitlich begrenzt durchgefithrt werden
(S1GsGAARD et al. 2015).

Molekularbiologische Methoden eréffnen durch kiirzere Bearbeitungszeiten und nicht
invasive Beprobungen véllig neue Moglichkeiten im Bereich des Gewidsser-Monitorings.
Die Artbestimmung und der -nachweis erfolgt hierbei tiber ,Umwelt-DNA® (englisch:
senvironmental DNA®, kurz: ,eDNA®). Dabei handelt es sich um von Organismen an
das Umgebungswasser in der Form von Zellen und Zellbestandteilen abgegebene DNA
(TaBERLET et al. 2012). Seit dem ersten Nachweis des Nordamerikanischen Ochsen-
frosches (Rana catesbeiana) mittels eDNA (Ficerora et al. 2008) wurden molekulare
Artnachweise in aquatischen Okosystemen zur Beantwortung verschiedenster Frage-
stellungen herangezogen. So konnte mittels eDNA bereits das Vorkommen gefihrdeter
Fischarten bestimmt (LaRAMIE et al. 2015, S1GSGAARD et al. 2015) und die aquatische
Gesamtbiodiversitit an verschiedensten Standorten untersucht werden (DEINER et al.

2010).

Sowohl fiir scchende und fliefflende Gewisser der temperierten Regionen (VALENTINI et al.
2016) und der Tropen (Rosson et al. 2016) als auch fiir marine Okosysteme (THOMSEN
et al. 2012) wurde der eDNA Ansatz besonders in der jiingsten Vergangenheit bestindig
weiterentwickelt. Insbesondere bei der Wasserprobenahme, DNA-Gewinnung (mittels
Ausfillung oder Filtration), Extraktion sowie dem eigentlichen Nachweis und der Artbe-
stimmung mittels Sequenzanalysen oder diagnostischer PCR bestand bzw. besteht nach
wie vor vielfach Optimierungsbedarf (REEs et al. 2014, ElcHMILLER et al. 2016). Zudem
wurde der Einfluss von Umweltvariablen wie pH-Wert, UV-Strahlung und Temperatur,
die einen wesentlichen Einfluss auf die Persistenz von eDNA in Gewissern haben, genauso
wie die riumliche Verteilung der eDNA in Wasserkdrpern untersucht (BARNES et al. 2014,
MoveR et al. 2014, STRICKLER et al. 2015). Nach wie vor stellen allerdings falsch positive
Ergebnisse (Nachweis, obwohl der Organismus nicht vorhanden ist), falsch negative Er-
gebnisse (kein Nachweis trotz Vorhandensein des Organismus) sowie die Abschitzung von
Biomasse bzw. Abundanz die grofSten Herausforderungen dieses noch jungen Forschungs-
feldes dar (GOLDBERG et al. 2016).
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Im Rahmen des FFG Projektes ,,eDNA — AlpFisch: Detektion und semiquantitative Be-
standserhebungen alpiner Fischarten mittels eDNA® der Universitdt Innsbruck in Zusam-
menarbeit mit der ARGE Limnologie GesmbH wird aktuell der eDNA Ansatz fiir Fische
in alpinen Fliegewidssern optimiert, um in Zukunft ein Monitoring mittels molekularer
Methoden zu erméglichen.

THALINGER et al., 2017: Molecular detection of aquatic organisms from water sam-
ples.

The assessment of species distribution and total biodiversity in aquatic environments
is long-since crucial for the management of marine and freshwater ecosystems. For ex-
ample, monitoring of invasive species and the assessment of water conditions are cor-
nerstones of EU-wide nature- and species-protection regulations (EU-WRRL 2000,
GZUYV 20006). Via conventional methods based on morphological identification Eu-
ropean freshwaters can only be selectively monitored due to the great effort associ-
ated with sample handling, identification of individual specimens and closed seasons
(S1GSGAARD et al. 2015).

Molecular methods have the potential to revolutionize aquatic monitoring enabling the
cost effective processing of large sample numbers independent of season and protec-
tion status. The molecular species detection and identification itself is thereby based on
“environmental DNA” (short: “eDNA”), which is DNA contained in cells or cell com-
ponents constantly released into the surrounding water (TABERLET et al. 2012). Since
FiceTora etal. (2008) reported the first detection of the American bullfrog (Rana cates-
beiana) via eDNA the approach has been diversely applied and was for example used to
assess the distribution of endangered fish species (LARAMIE et al. 2015, SIGSGAARD et
al. 2015) or the total aquatic diversity at various locations (DEINER et al. 2016).

For stagnant and flowing waters from temperate (VALENTINI et al. 2016) to tropic re-
gions (RoBsoN et al. 2016) as well as marine ecosystems (THOMSEN et al. 2012), spe-
cies detection via eDNA has been adapted and applied in recent years. Sample volume,
DNA capture, extraction, and species detection via sequencing or diagnostic PCR have
thereby been continuously optimized (REEs et al. 2014, ErcHMILLER et al. 2016). Ad-
ditionally, the influences of environmental variables such as pH-value, UV-radiation,
and temperature which strongly affect DNA persistence have been investigated besides
the spatial distribution of eDNA in different waterbodies (BARNES et al. 2014, MOYER
etal. 2014, STRICKLER et al. 2015). Despite all methodological advances, false positive
(detection without species presence) and false negative (no detection despite species
presence) results as well as the estimation of biomass and abundance prove difficult for
this young area of research (Goldberg et al. 2016).

Within the FFG Project “eDNA — AlpFish: detection and semi-quantitative population
estimations of Alpine fish species via e DNA.“ of the University of Innsbruck in coopera-
tion with the ARGE Limnologie GesmbH the eDNA approach is currently optimized
for the detection of fish in Alpine streams and rivers to enable future monitoring based
on molecular methods.

Keywords: eDNA, aquatic ecosystem, fish, DNA-based identification.
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