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eDNA - Perspektiven aus der Sicht der
Gewisserbewertungspraxis in Osterreich

Andreas CHOVANEC, Karin DeutscH, Wolfram GRaF, Veronika KoLLER-KREIMEL,
Christian Moritz, Gisela OrenBOCK & Simon VITECEK

In der vorliegenden Arbeit werden die Grundziige der Bewertung des dkologischen Zu-
standes von Oberflichengewissern gemif§ EU Wasserrahmenrichtlinie (WRRL) be-
schrieben. Molekulargenetische Methoden kénnen potenziell schon jetzt einen wesent-
lichen unterstiitzenden Beitrag in taxonomischer (z. B. Bestimmung kryptischer Arten)
und phylogenetischer sowie — in einem gewissen Ausmaf$ — 6kologischer Hinsicht (z. B.
trophische Interaktionen) leisten; dariiber hinaus sind bereits jetzt Vorteile u.a. beim
Nachwetis seltener, gefihrdeter oder invasiver Arten bzw. von Krankheitserregern nutz-
bar. Beschrinkungen hinsichtlich des Einsatzes diagnostischer PCR und Metabarco-
ding-Methoden in der Gewisserbewertung ergeben sich daraus, dass beispiclsweise
fachlich essenzielle und gesetzlich festgelegte Parameter wie Populationsaufbau (fiir die
fischokologische Zustandsbewertung), Biomasse und Abundanzen nicht ausreichend
bearbeitet werden kénnen. Aus derzeitiger Sicht ist daher die Anwendung molekular-
genetischer Methoden fiir die Bewertung des 6kologischen Zustandes nicht moglich,
da die Vorgaben des Anhang V der WRRL und der internationalen Interkalibrierung
nicht erfiillt werden kénnen. Der Aspekt der Rechtssicherheit ist — neben fachlichen
Vorbehalten — in diesem Zusammenhang ebenfalls zu beriicksichtigen.

CHOVANEC et al. 2018: eDNA - from the perspective of water body assessment in
Austria.

Within this paper the principles of assessing the ecological status of surface waters
according to the EU Water Framework Directive (WFD) are described. Molecular
genetic methods may essentially support this procedure in adding taxonomic and phy-
logenetic as well as — to a certain extent — ecological information. Furthermore, the
advantages of diagnostic PCR and metabarcoding in detecting e.g. threatened, rare or
invasive species or pathogens are evident. Limitations and constraints for a broader ap-
plication of eDNA-based methods are discussed: parameters laid down in the WFD
such as population structure (concerning fish), biomass and abundance cannot be as-
sessed in a satisfying manner. Thus, from today's point of view the application of mo-
lecular genetic methods in order to assess the ecological status is not possible, as the
requirements according to Annex V of the WFD and concerning the international in-
tercalibration cannot be fulfilled. In this connection aspects of legal certainty are also
important to be considered.

Keywords: Assessment, ecological status, Water Framework Directive, environmental
DNA, metabarcoding, bioindication.

Gewisserbewertung in Osterreich

Die Bewertung von Gewissern auf der Grundlage bioindikativer Methoden hat in Oster-
reich eine lange Tradition. Saprobiologische Untersuchungen von FlieSgewissern waren
und sind seit den 1960er Jahren ein zentrales Element der 6sterreichischen Gewisseriiber-
wachung; die in den ,biologischen Giitebildern” festgehaltenen Ergebnisse reprasentierten
iiber Jahrzehnte eine entscheidende Basis fiir die zu setzenden MafSnahmen in der Gewis-
serreinhaltung und stellten ein wesentliches Instrument zur Information der Offentlichkeit
dar (Moog etal. 1999). Mit der Aufnahme des Begriffes ,6kologische Funktionsfihigkeit*
in das Osterreichische Wasserrechtsgesetz (WRG) in den Jahren 1985 und 1990 und den
darauf folgenden fachlichen Arbeiten wurden erste Signale in Richtung einer integrativen,
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am Gewissertyp orientierten Bewertung gesetzt (KoLLER-KREIMEL & CHOVANEC 1999,
CHOVANEC et al. 2000, WIMMER et al. 2007).

Insbesondere durch die Umsetzung der EU Wasserrahmenrichtlinie (WRRL, Richtlinie
2000/60/EG des Europiischen Parlaments und des Rates) seit dem Jahr 2000 wurde die
gewissertyp-spezifische Gewisserbewertung auf der Grundlage der Untersuchung von
aquatischen Lebensgemeinschaften in der dsterreichischen Wasserwirtschaft verankert
(WRG, i.d.g.F. BGBL I Nr. 82/2003): Im Rahmen der Bewertung des ,6kologischen Zu-
standes” ist das Ausmafd der Auswirkungen von stofflichen Eintrigen, Unterbrechungen
des Flusskontinuums sowie von Eingriffen in Morphologie und Hydrologie von Gewis-
sern zu beriicksichtigen (z. B. OFENBOCK et al. 2016, BMLFUW 2017). Weiters wurden
erginzende Methoden zur Risikoabschitzung, Plausibilititspriifung der Ergebnisse und
zur Unterstiitzung der Expertencinschitzung bei der Bewertung spezieller Gewissertypen
und Typausprigungen erarbeitet (z. B. CHOVANEC et al. 2014, GraF & CHOVANEC 2016).

Gemif§ Anhang V der WRRL sind bei der Bestimmung des gewissertyp-spezifischen Re-
ferenzzustandes der Qualititselemente Phytoplankton, Phytobenthos, Makrophyten, Ma-
krozoobenthos und Fische (,sehr guter 6kologischer Zustand“) und der Abweichungen
davon (,guter®, ,mifSiger, ,unbefriedigender” und ,;schlechter 6kologischer Zustand ) ne-
ben dem Arteninventar mit Dichteverhiltnissen und daraus ableitbaren Gréflen (wie z. B.
Dominanzverhilenisse, Ausprigung okologischer Gilden) auch Kriterien wie Populations-
aufbau, Abundanz- und/oder Biomasseverhiltnisse zu berticksichtigen. Der Parameter
Populationsaufbau spielt insbesondere bei der fischékologischen Zustandsbewertung eine
wesentliche Rolle (z. B. HaunscuMID et al. 2006). Erst die Summe dieser KenngrofSen
und ihre Verrechnung in multimetrischen Mafzahlen machen eine sensitive und schliissi-
ge Bewertung der Auswirkungen — oft multipler — Einflussfaktoren (z. B. ScumuTz et al.
2013) und damit die Bestimmung des 6kologischen Zustandes im Rahmen des nationa-
len Bewertungsschemas moglich.

Die entwickelten Bewertungsmethoden sind die Grundlage fiir die Zustandsbewertungen
und die darauf aufbauenden Mafinahmenprogramme im Nationalen Gewisserbewirt-
schaftungsplan (BMLFUW 2017). Um europaweit die Vergleichbarkeit der Bewertungs-
ergebnisse zu gewihrleisten, wurden die Klassengrenzen der Methoden interkalibriert.
Ein entsprechendes nationales Qualititssicherungsprogramm ist die Voraussetzung fiir die
entsprechende Datensicherheit bei der Umsetzung der Gewisserzustandsiiberwachungs-
verordnung, die — im Zusammenhang mit der verpflichtenden Umsetzung von Mafinah-
men —auch die Grundlage fiir die erforderliche Rechtssicherheit reprisentiert (BMLFUW
2012).

Barcode of Life

Die Bedeutung von Methoden, die auf DNA-Barcoding basieren, nimmt auch in der theo-
retischen und angewandten Limnologie stark zu. DNA-Metabarcoding eréffnet den Zu-
gang zu einer standardisierten Erhebung der Biodiversitit (TaBERLET et al. 2012, DEINER
et al. 2016). Die Initiative Austrian Barcode of Life (Szucsicu 2015, HARING et al. 2017)
mit mehreren assoziierten Projekten und die damit verbundene Erstellung entsprechen-
der Referenzdatensitze stellen dabei die wesentliche Basis — auch fiir die Bearbeitung der
aquatischen Zénosen — dar (z. B. ZrrTRA et al. 2016, VITECEK et al. 2017, FIsCHER et al.
2018). Dabei erdffnen sich grofle Chancen fiir Taxonomie, Okologie und Biodiversitits-
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forschung. Insbesondere im Zusammenhang mit der Bewertung von Gewissern auf der
Grundlage von Environmental DNA (eDNA, Umwelt-DNS) und Metabarcoding scheint
es —angesichts der vorherrschenden , Aufbruchstimmung” — angebracht, sinnvolle und er-
ginzende Einsatzmoglichkeiten dieser Methoden zu diskutieren (HajiBaBAEI et al. 2011,
TaBERLET et al. 2012, LEESE et al. 2016).

Die rechtlich vorgegebene Notwendigkeit zur Erfassung des Arteninventars klar definier-
ter Qualititselemente als Grundlage der Bewertung verunmaglicht zur Zeit die Einfiih-
rung von molekulargenetischen Ansitzen, die darauf abziclen, die gesamten Gemeinschaf-
ten eines Gewissers oder einer Probestelle zu erfassen und daraus auf den 6kologischen
Zustand bzw. das Potenzial zu schlieflen (z. B. ApoTHELOZ-PERRET-GENTIL et al. 2017,
Corbier et al. 2017). Die mégliche Umsetzbarkeit nach einer umfassenden Kalibrierung
dieser Methodik wire allenfalls zu priifen, da hiermit méglicherweise auch weitere Belas-
tungssituationen — beispielsweise die Einleitung von physiologisch aktiven Stoffen — abge-
bildet werden kénnten. Sollte dies der Fall sein, konnte die Umsetzung eines solchen An-
satzes nach Herstellung der entsprechenden Rechtssituation forciert werden.

Taxonomie, Phylogenie, (")kologie

Bearbeitungen auf Artniveau stellen aufgrund der hohen Aussagekraft die Grundlage der
bioindikativen Methoden im Rahmen der Gewisseriiberwachung dar (Resu & UNZICKER
1975, STUBAUER & MooG 1996, Moo & CHovaNEC 2000, UssEGLIO-POLATERA et al.
2000, VErpONscHOT 2000, LENAT & REsu 2001, ScuMipT-KLoI1BER & N1yBOER 2004).
Nur so kann das volle Potenzial der Indikatoren entsprechend genutzt werden. Basis dafiir
sind das entsprechende Wissen um die autdkologischen Anspriiche der Spezies, die Klar-
heit der Verwandtschaftsbezichungen innerhalb der taxonomischen Groffgruppen und die
Bestimmbarkeit. Molekulargenetische Ansitze konnen hier wertvoll sein, um zusitzliche
Merkmale in den Bestimmungsprozess einzufiithren und damit Determinationen auf mor-
phologischer Ebene zu bestitigen oder gegebenenfalls zu revidieren, um schwer bestimm-
bare bzw. kryptische Arten leichter ansprechen zu kénnen und phylogenetische Analysen
durchzufiihren (z. B. PauLs et al. 2010, DijksTRrA et al. 2014, PREVISIC et al. 2014).

Bestimmungen auf Artniveau sind allerdings bei einzelnen — insbesondere in klassisch
taxonomischer Bearbeitung schwierig zu fassenden — Gruppen auch mit dem gingigen
DNA-Barcoding-Ansatz, der bei faunistischen Arbeiten bisher vor allem auf die Analyse
des COI-Gens abzielt, nicht oder nur begrenzt moglich; das macht eine Erweiterung des
DNA-Barcodings auf weitere Genabschnitte notwendig. Die Definition gruppenspezifisch
geeigneter Genabschnitte wird erforderlich, was den Vorteil der auf den ersten Blick stan-
dardisierten Erhebungsverfahren wieder aufweicht. Hervorzuheben ist, dass valide Ergeb-
nisse molekulargenetischer Methoden von qualititsgesichert erstellten Referenzdatenban-
ken abhingig sind, die alle Arten der fiir die Bewertung notwendigen Indikatorgruppen
zu enthalten haben.

Der Einsatz molekulargenetischer Methoden erméglicht potenziell die eindeutige Bestim-
mung schwer oder nicht determinierbarer Entwicklungsstadien, beispielsweise bei Makro-
zoobenthos und Fischen (z. B. MEULENBROEK et al. 2017). Damit ist der Vorteil verbun-
den, dass die autdkologischen Anspriiche von Spezies in ihrem gesamten Lebenszyklus
erfasst werden konnen und dieses Wissen in die entsprechenden Dokumentationen von
Lspecies traits” einfliefSt (ScumipT-KLo1Ber & HERING 2015, MooG & HarTMANN 2017).
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Dadurch wird die Aussagekraft der jeweiligen Art als Indikator vergroflert und die Er-
gebnisse der Bewertungsverfahren gewinnen an Schirfe. Neben der Behandlung autéko-
logischer Fragen lisst der gezielte Einsatz molekulargenetischer Methoden beispiclsweise
auch neue Betrachtungsebenen trophischer Interaktionen und populationsokologischer
Problemstellungen zu (HErzoG & Haprys 2017, Kaunisto etal. 2017, LEESE et al. 2018).

Environmental DNA, Metabarcoding, Gewisserbewertung

Der Kenntnisgewinn hinsichtlich Taxonomie und Phylogenie bzw. Okologie der in
WRRL und WRG festgeschriebenen Qualititselemente durch molekulargenetische An-
sitze hat natiirlich positive Einfliisse auf ihre Aussagekraft und auf die Stringenz von Be-
wertungsprozessen. Die Festlegungen und Erfordernisse hinsichtlich der Indikatoren und
Parameter, die in Anhang V der WRRL festgeschrieben sind, kénnen allerdings durch
molekulargenetische Methoden nicht erfiillt werden. Die in der dsterreichischen Wasser-
wirtschaft berticksichtigten Zeitpline, die Wahl der Indikatoren, die Erhebungsmetho-
den und Ansitze zur Bewertung von dkologischem Zustand und Potenzial sowie die Maf3-
nahmen der Interkalibrierung und der Qualititssicherung sind gemidf§ WRRL und WRG
ausgerichtet. Damit verbunden sind auch die Festlegung bzw. Vorschreibung von Sanie-
rungsmafinahmen und deren Uberpriifung anhand dieser Methoden. Die damit eng ver-
kniipften Fragen der Rechtssicherheit stehen ebenfalls gegen die ,iiberhastete” Einfithrung
neuer Methoden in das etablierte Prozedere der Gewisserbewertung. Qualititsgesicherte
Methoden und entsprechende Kalibrierungen vorausgesetzt ist der Einsatz molekularge-
netischer Methoden in der Risikoabschitzung und im Rahmen der Plausibilititskontrolle
der Zustandsbewertungen durchaus denkbar.

Abgesehen von formal-rechtlichen Aspekten steht auch eine Reihe von fachlichen Griin-
den einem — die ,klassischen” Methoden ersetzenden — Einsatz molekulargenetischer An-
sitze in der Gewisserbewertung entgegen. Der Populationsaufbau stellt ein wesentliches
Bewertungskriterium fiir das Qualitdtselement Fische dar. In dieser Hinsicht kann e DNA
keinen Beitrag leisten. Auch der bei allen Qualitdtselementen essenzielle Parameter Abun-
danz bzw. Biomasse kann durch molekulargenetische Methoden noch nicht ausreichend
abgedeckt werden (LEESE et al. 2016, 2018, THALINGER et al. 2017). Environmental DNA
bezeichnet DNA, die nicht direkt von den Organismen gewonnen wird, sondern von die-
sen in verschiedener Form an ihre Umgebung abgegeben wird und v. a. aus Freiwasserpro-
ben analysiert wird. Von den WRRL-relevanten Qualitidtsparametern hat sie insbesondere
bei Fischen eine zentrale Bedeutung fiir molekulargenetische Nachweise. Bei Phyto- und
Makrozoobenthos hingegen wird cher direke aus den in Benthosproben enthaltenen Or-
ganismen gewonnene DNA untersucht.

Offen bleibt grundsitzlich die Frage der Herkunft der nachgewiesenen eDNA (z. B. Ober-
lauf, Verunreinigung; GOLDBERG et al. 2016). Insbesondere bei einem — wie in Osterreich
praktizierten — Belastungsmonitoring sind allerdings sensitive, auch in einem kleinrdumi-
gen Kontext aussagekriftige Methoden unabdingbar. Diese Anforderung an die Metho-
den gilt beispielsweise auch bei — auf8erhalb der routinemifligen Uberwachung ablaufen-
den — Untersuchungen zur Mafinahmenevaluierung (z. B. CHovangc 2018). Sollten selbst
in den nichsten Jahren auf diese offene Fragen Antworten angeboten werden kénnen, ist
die Bewertung von Gewissern aus ausschlieflich molekulargenetischer Sicht ohne ene-
sprechende 6kologische Expertise und Plausibilititskontrolle nicht denkbar. Zu bedeut-
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sam sind die unmittelbare Betrachtung der biotischen und abiotischen Situation und das
»In-Beziehung-Setzen® beider durch entsprechende Expertlnnen.

Der aktuelle Einsatz molekulargenetischer Methoden scheint — insbesondere im Zusam-
menhang mit Einzel-Arten-Ansitzen mittels diagnostischer PCR — im Rahmen der fol-
genden, beispielhaft angefiihreen Fragestellungen als Erginzung bzw. Unterstiitzung sinn-
voll bzw. vielversprechend:

Determination schwer bestimmbarer Spezies bzw. Entwicklungsstadien
Bestimmung der rdumlichen Ausdehnung von Fischlebensraumen

Beprobung von — in methodischer Hinsicht — schwer besammelbaren Lebensrdumen
Unterstiitzung beim nicht-invasiven Nachweis seltener und/oder gefahrdeter Arten
Monitoring von Neobiota bzw. Krankheitserregern

Uberpriifung der Sanierung longitudinaler Kontinuumsunterbrechungen durch
Fischaufstiegsanlagen oder Dotationswasserabgaben

® Nachweis von Verdnderungen der Grenzen biozdnotischer Regionen im Zusammen-
hang mit klimawandelbedingter Gewédssererwdrmung (z. B. THOMSEN et al. 2012,
MACHLER et al. 2014, FrRIEDRICH et al. 2015, SIGSGAARD et al. 2015, CARIM et al.
2016, SCHNEIDER et al. 2016, THALINGER et al. 2017).

Der Nachweis von einzelnen Arten spielt insbesondere auch bei naturschutzfachlichen
bzw. -rechtlichen Fragestellungen cine besondere Rolle (z. B. FFH-Arten, invasive Arten).

Grundvoraussetzung fiir die Anwendung molekulargenetischer Methoden sind die
gleichzeitige typ-spezifische Bearbeitung definierter Gewisserabschnitte mit den bereits
etablierten ,traditionellen® und ,neuen“ Methoden und die darauf basierende Kalibrie-
rung. Somit wire auch eine Abschitzung des Indikationspotenzials verschiedener mole-
kulargenetischer Ansitze (€DNA, DNA Metabarcoding, ...) in Bezug auf verschiedene
Gewissertypen moglich. Entsprechende methodische Voraussetzungen fiir ein stan-
dardisiertes Vorgehen bei den molekulargenetischen Methoden sind zu erarbeiten (z. B.
MAJANEVA et al. 2018).

Wesentliche Herausforderungen fiir die nihere und mittlere Zukunft aus der Sicht des
Gewisserschutzes sind daher das DNA-Barcoding des vollstindigen Artenspektrums der
in WRRL und WRG festgelegten Qualititselemente, der gezielte Vergleich zwischen her-
kommlicher gewissertyp-spezifischer Bewertung mit den Ergebnissen molekulargeneti-
scher Methoden an reprisentativen Untersuchungstrecken sowie die Interpretation der
bestehenden Unterschiede (ELBRECHT et al. 2017, PawLowsKI et al. 2018). Die bestehen-
den Bewertungssysteme wurden auf der Grundlage klassischer morphologischer Artbe-
stimmungen erarbeitet. Die Klassengrenzen verschiedener Indices (beim Makrozoobent-
hos beispielsweise der Anteil von EPT [Ephemeroptera/Plecoptera/Trichoptera] -Taxa etc.)
sind daher nicht direkt mit Indices , molekulargenetischer Artenlisten® vergleichbar. Da-
raus resultieren bei bisherigen Vergleichen von Zustandsbewertungen ein zwar genereller
Zusammenhang zwischen herkdmmlichen und molekulargenetischen Zustandsbewertun-
gen, aber auch entsprechende Streuungen mit teils unterschiedlichen Bewertungsergebnis-
sen. Um das Potenzial molekulargenetischer Methoden in einer erginzenden Weise auszu-
schopfen, ist langfristig die Entwicklung eines ebenfalls gewidssertyp-spezifischen Ansatzes
sinnvoll, bei dem auch unbeeinflusste Referenzstellen bzw. Stellen unterschiedlicher Be-
lastungssituationen mit molekulargenetischen Methoden erfasst werden. Erst dann bieten
diese erginzenden Methoden mit den bereits genannten Vorteilen (umfassendere Arten-
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inventare, Beriicksichtigung weiterer, taxonomisch derzeit schwieriger Gruppen etc.) ein
Potenzial zur weiteren Schirfung der Gewidsserbewertung (HERING et al. 2018).

Obwohl die Erstellung valider Referenzdatenbanken sowie die zu erstellende Bioinforma-
tik den Einsatz grofSerer Geldmittel erfordern, werden nicht selten die geringeren Kosten
fiir Probenahme und Analyse molekulargenetischer Methoden als Argument fiir ihren
Einsatz ins Treffen gefiihrt. Diese moglichen Vorteile diirfen jedenfalls nicht Motivation
sein, morphologisch-taxonomische und 6kologische Expertise aus dem Prozess der Bewer-
tung des 6kologischen Zustandes und Potenzials von Gewissern zu dringen. Die integ-
rative Herangehensweise an die Bewertung erfordert gleichermaflen Kenntnis iiber abio-
tische und biotische gewissertypologische Charakteristika, Taxonomie und Okologie der
Indikatoren sowie iiber die Auswirkungen allfilliger positiver oder negativer anthropoge-
ner Eingriffe in Gewissersysteme auf die Zonosen. Dabei ist es essenziell, im Rahmen ene-
sprechender universitirer und aufleruniversitirer Ausbildungsstrategien die Vermittlung
der relevanten fachlichen Grundlagen hinsichtlich Taxonomie und Okologie zu gewihr-
leisten, um die gesetzlich vorgeschriebenen Erfordernisse einer ckologisch basierten Ge-
wisserbewertung sicherzustellen (BMLFUW 2012). Die oben diskutierten Beitrige mole-
kulargenetischer Methoden (sowohl aus diagnostischer PCR als auch aus Metabarcoding)
bleiben unbestritten.
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