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Monitoring ist ein unverzichtbarer Teil des Naturschutzes, denn Monitoring infor-
miert iiber den Zustand der Biodiversitiit und liefert so die notwendigen Grundla-
gen fiir die Evaluation der praktischen Naturschutzarbeit und fiir die zu ergreifen-
den Schutzmassnahmen. Wihrend klassische Monitorings mittels Nachweis von
Arten oder Artengruppen direkt im Feld durchgefiihrt werden, sind kiirzlich Me-
thoden entwickelt worden, welche Umwelt-DNA (eDNA) fiir den Artnachweis
verwenden. Im vorliegenden Artikel geben wir einen Uberblick iiber eDNA-Me-
thoden und deren Eignung fiir Monitorings, mit speziellem Fokus auf den Nach-

weis von Amphibien in Gewiissern.

1 Einleitung

Monitoring ist ein unverzichtbarer Teil
des Naturschutzes, denn Monitoring
informiert iiber den Zustand der Bio-
diversitdt und liefert so die notwendi-
gen Grundlagen fiir die Evaluation der
praktischen Naturschutzarbeit und fiir
die zu ergreifenden Schutzmassnahmen
(Yoccoz et al. 2001; WEBER et al. 2004).
Grundsitzlich koénnen in einem Mo-
nitoringprogramm verschiedene Ele-
mente der Biodiversitit (Gene, Arten,
Okosysteme) untersucht werden, wie
dies beispielsweise im Biodiversitéts-
monitoring Schweiz der Fall ist, aber oft
wird nur die Pridsenz/Absenz, manch-
mal auch die Hiufigkeit (Abundanz)
von Arten in Untersuchungsflichen
erfasst. Prasenz/Absenz-Daten reichen
fir die Zielsetzung vieler Monitoring-
programme aus und sind meist ver-
gleichsweise einfach und kostengiinstig
zu erheben.

Feldbiologen haben fiir den Nach-
weis von Arten eine Vielzahl von Me-
thoden entwickelt, die auf die jewei-
lige taxonomische Gruppe ausgerich-
tet sind. Manche Tiergruppen, wie etwa
Vogel, konnen einfach tiber Sichtbeob-
achtungen oder Gesang erfasst werden.
Manchmal, wie etwa bei Schmetter-
lingen, sind Sichtbeobachtungen mog-
lich, aber der Fang der Individuen ist
notwendig fiir eine sichere Artbestim-
mung. Im Falle der Amphibien kann
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ein Teil der Arten tiber Sichtbeobach-
tungen oder iiber das Quaken nachge-
wiesen werden, aber fiir manche we-
niger gut nachweisbare Arten (z.B.
Molche) ist der Fang mit dem Kescher
oder das Stellen von Fallen notwendig.
Je nach Aktivitit, Phénologie und Le-
bensweise der Arten erfolgt der Nach-
weis tagsiiber oder es ist Nachtarbeit
notwendig. Trotz bewdhrten Methoden
ist bekannt, dass nie alle Arten, die an
einem Ort vorkommen, entdeckt wer-
den (KEry und Scumipr 2008). Da-
her wird versucht, Methoden zu entwi-
ckeln, welche die Nachweisbarkeit von
Arten verbessern, beziechungsweise bei
ressourcenintensiven Erhebungen eine
Vereinfachung zu erzielen.
Artnachweis iiber Umwelt-DNA
(eDNA) ist eine relativ neue Methode,
die viele Vorteile hat (THOMSEN et al.
2012; Scamipt und URSENBACHER 2015).
Bei eDNA sammelt man beispielsweise
eine Wasserprobe in einem Gewésser
und untersucht diese dann auf das Vor-
handensein von DNA der gesuchten
Art (MEIER und STAPFER 2017 in diesem
Band). Zudem sind, wie spiter gezeigt
wird, auch eDNA-basierte Methoden
vorhanden, welche nicht nur eine, son-
dern gleichzeitig viele Arten nachwei-
sen konnen, was aus Monitoring-Pers-
pektive besonders interessant ist. Man-
che Autoren vertreten die Ansicht,
dass eDNA die Erfassung der Biodi-
versitit revolutionieren konne (DEINER

et al. 2016). Ein Beispiel aus den USA
zeigt das grosse Potenzial des Artnach-
weises durch eDNA. In Gewéssern um
Chicago wird intensiv nach invasiven
Fischarten gesucht, damit diese nicht
in die Grossen Seen gelangen. Zwei
der unerwiinschten Arten sind der
Silberne Tolstolob (Hypophthalmich-
thys molitrix) und der verwandte Ge-
fleckte Tolstolob (Hypophthalmichthys
nobilis bzw. Aristichthys nobilis). Mit
eDNA konnten die Arten nachgewie-
sen werden, aber es waren anschlies-
send 93 Personentage Elektrofischerei
notwendig, um ein einziges Exemplar
dieser grossen Fische zu fangen. Dieses
Beispiel zeigt, dass eDNA herkémm-
lichen Methoden, je nach Kontext, fiir
den Artnachweis iiberlegen sein kann.

Amphibien standen schon frith im
Fokus von Studien zur Anwendbarkeit
von eDNA, denn bereits eine der ers-
ten Arbeiten wies den invasiven Ame-
rikanischen Ochsenfrosch (Lithobates
catesbeianus) mit Hilfe von eDNA nach
(FiceroLa et al. 2008). Die Publikation
von THOMSEN et al. (2012) weckte das
Interesse an eDNA bei vielen Oko-
logen; auch diese Arbeit verwendete
Amphibien als Modellorganismen
(Kammmolch [Triturus cristatus] und
Knoblauchkrote [Pelobates fuscus]).
Hier beschreiben wir die Anwendung
von eDNA als Nachweismethode fiir
Amphibien in stehenden und fliessen-
den kleinen Gewdssern.

2 Was ist Umwelt-DNA
(eDNA)?

Umwelt-DNA oder eDNA (environ-
mental DNA) bezeichnet Erbsubstanz
von Organismen, welche in Umwelt-
proben gefunden wird und nicht mehr
direkt einem Individuum zugeordnet
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werden kann (BoHMANN ef al 2014,
ScumipT und URSENBACHER 2015; BAL-
DIGO et al. 2017). Diese eDNA kann ei-
nerseits in freien DNA-Molekiilen in
der Umwelt vorliegen oder aber im-
mer noch Bestandteil von Zellen sein,
welche Lebewesen ausscheiden oder
von ihrer Oberfliche verlieren. So ist
zum Beispiel bekannt, dass der Mensch
rund 40000 verhornte Hautzellen pro
Minute verliert. Ebenso werden Zellen
von Individuen bei Kérperausscheidun-
gen (z.B. Urin, Kot, Driisenausschei-
dungen) in die Umwelt abgegeben. Die
Ausscheiderate von eDNA diirfte da-
mit einerseits von der Art (Grosse und
weitere artspezifische Charakteristika)
als auch von der Anzahl Individuen ei-
ner Art in einem Gewdésser abhingen.
Allerdings fehlen dazu noch verldssli-
che Daten fiir Amphibien, und unse-
res Wissens wurden noch keine spezifi-
schen Untersuchungen bei Amphibien
durchgefiihrt, welche die Ausscheide-
rate von eDNA zwischen Amphibien-
arten untersucht haben.

Die ausgeschiedene eDNA verbrei-
tet sich danach passiv durch Stromun-
gen in den Gewissern. Dabei ist die
eDNA biotischen und abiotischen Um-
welteinfliissen ausgesetzt, was zum Ab-
bau der eDNA fiihrt. Dadurch werden
die urspriinglich langen DNA-Mole-
kiile zunehmend in kleine Bruchstiicke
zerteilt oder auch ganz abgebaut. Wie
schnell dieser Prozess stattfindet, hdngt
wesentlich davon ab, wie gut die DNA
gegeniiber Umwelteinfliissen geschiitzt
ist. So wurde gezeigt, dass Fisch-eDNA
in Gewissern wihrend rund 14 Tagen
nachweisbar ist, wihrend in Sediment-
proben noch nach 132 Tagen nach Ent-
nahme der Fische die entsprechende
eDNA nachgewiesen werden konnte
(TURNER et al. 2015).

Bei der Entnahme von Wasserpro-
ben aus einem Gewisser kann die vor-
handene eDNA direkt aus dem Was-
ser gewonnen werden. Dabei wer-
den aus praktischen Griinden relativ
kleine Mengen entnommen (einige
ml). Mit diesem Verfahren wird neben
der freien DNA im Wasser auch DNA
isoliert, welche noch in Zellen einge-
schlossen ist und als Schwebepartikel
im Wasser vorkommt. Als weitere Me-
thode wird oftmals ein Filtrations-
schritt verwendet, und die DNA wird
aus dem Niederschlag auf dem Filter
gewonnen. Bei dieser Methode kon-

nen grossere Mengen Wasser verarbei-
tet werden. Allerdings geht die freie
eDNA verloren, da diese nicht auf dem
Filter zuriickbleibt. Zudem ist eine Fil-
tration von Wasserproben bei vielen
Schwebepartikeln (z.B. Phytoplank-
ton) schwierig, da die feinporigen Fil-
ter schnell verstopfen. In beiden Fil-
len wird die DNA von allen im Gewis-
ser vorkommenden Arten in der Probe
gewonnen, also auch DNA von Bakte-
rien, Pilzen, Insekten, Algen, (Wasser-)
Vogeln, Fischen und Saugetieren inklu-
sive dem Menschen. Bei einem Moni-
toringprojekt fiilr Amphibien in Gewis-
sern wird daher nur eine sehr kleine
Menge der vorhandenen DNA von
Amphibien stammen und damit den
Nachweis erschweren.

3 Nachweis-Methoden bei
eDNA Proben

Da eDNA (normalerweise) in sehr
kleinen Mengen und in kurzen DNA-
Stiickchen vorliegt, erfolgt der Nach-
weis mittels der Vervielfaltigung (Am-
plifikation) einer kurzen Region auf
der DNA (ca. 70-150 Basenpare), dies
analog zur molekularen Diagnostik
von Krankheitserregern in der Medizin
oder Anwendungen in der Forensik. Je
nach wissenschaftlicher Fragestellung
konnen dazu verschiedene Techniken
eingesetzt oder kombiniert werden.
Dabei sind sowohl methoden-techni-
sche Uberlegungen wie auch solche zu
Kosten entscheidend bei der Metho-

denwahl.
Mithilfe der Polymerasen-Ketten-
Reaktion (PCR/quantitative PCR)

genannten Methode kann man aus-
gewidhlte Regionen der DNA ver-
vielfdltigen. Dadurch kann man ver-
einfacht gesagt eine «vorhanden/nicht
vorhanden»-Aussage betreffend dem
Vorkommen von Arten machen. Der
methodische Ansatz (Assay) kann spe-
zifisch fiir eine Gattung, Art oder Un-
terart entwickelt werden. Dabei ist ent-
scheidend, dass der Ansatz validiert ist
und unter anderem die Nachweisgrenze
oder nicht gewtiinschte Vervielfiltigung
von nahe verwandten Arten oder Ar-
tengruppen iberpriift wird, da diese
die Aussagekraft der Ergebnisse beein-
triachtigen wiirden (MacDoNALD und
SARRE 2017). PCR/qPCR ist insbeson-

dere dann die Methode der Wahl, wenn
spezifisch eine oder wenige Arten in
eDNA-Proben nachgewiesen wer-
den sollen, da nach der methodischen
Entwicklung des Ansatzes die Kos-
ten fiir die eigentlichen Analysen ver-
héltnismissig gering sind. Ein Beispiel
dafiir ist der Nachweis des Erregers
der Chytridiomykose (der Chytridpilz
Batrachochytrium dendrobatidis) von
Amphibien in Wasserproben (SCHMIDT
et al. 2013) oder aber der Nachweis
nur des Kammmolchs (THOMSEN et al.
2012).

Sobald jedoch tiber die eDNA Aus-
sagen iliber ganze Artengruppen oder
deren Zusammensetzung gemacht wer-
den sollen, so werden kurze Regionen
der DNA mittels PCR vervielfiltigt
und anschliessend mithilfe von Next-
Generation Sequencing (NGS) sequen-
ziert (Abb. 1A). Dabei wird der zu ver-
vielfaltigende Abschnitt auf der DNA
so gewdhlt, dass seine Enden fiir die
Artengruppe einheitlich sind und da-
zwischen eine moglichst grosse Vielfalt
vorhanden ist, sodass man die einzel-
nen Arten in der Artengruppe unter-
scheiden kann. Diese vielfiltige Region
kann dann als Barcode fiir die einzel-
nen Arten dienen (Barcoding; MacDo-
NaLD und SARre 2017; Abb. 1B). Da-
bei muss aber beachtet werden, dass
die einheitlichen Enden nicht zu stark
einheitlich sind, da ansonsten alles ver-
vielfaltigt wird, also zum Beispiel auch
menschliche DNA, welche praktisch
in jeder eDNA-Probe in grossen Men-
gen vorliegt und den Nachweis von Ar-
ten beeintrachtigen kann. Zudem sollte
der untersuchte Abschnitt moglichst
kurz sein (wenn moglich auch in meh-
reren Kopien pro Zelle vorliegen), da-
mit die Sensitivitdt der Analyse erhoht
wird. Aus diesem Grund liegen viele
der gebrauchlichsten Barcoding-Regi-
onen auf der DNA der Mitochondrien
(mtDNA), der Ribosomen (rDNA)
oder, im Falle der Pflanzen, der Chloro-
plasten (LitTLE 2014; MEUSINIER et al.
2008; BELLEMAIN et al. 2010).

Nach der Vervielfiltigung des Bar-
coding-DNA-Abschnitts, werden bei
dieser Methode Tausende von einzel-
nen DNA-Stiicken sequenziert. Diese
stammen von verschiedenen Arten.
Bei den anschliessenden (bioinforma-
tischen) Analysen wird den einzelnen
Sequenzen, welche von einer Wasser-
probe stammen, durch einen Vergleich
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mit einer Referenzdatenbank mit ent-
sprechenden und iberpriiften DNA-
Sequenzen der Artengruppe die Art
zugewiesen. Die Referenzdatenbank
und die darin abgebildeten Arten (und
Artnamen!) sind also enorm wichtig
fir die Qualitdt der Analyse. Wenn in
der Referenzdatenbank eine falsche
Art-Sequenz vorhanden ist, zum Bei-
spiel durch eine falsche Bestimmung,
so fithrt auch die Analyse zu falschen
Zuordnungen (Kap. 4).

Ein weiterer Vorteil der eDNA ist,
dass, sobald die eDNA-Isolation erfolgt
ist, mehrere Analysen durchgefiihrt
werden konnen, da meist geniigend ge-
wonnene DNA vorhanden ist. Damit
konnen je nach Fragestellung mehrere
Artengruppen analysiert werden oder
ein Einzelarten-Nachweis kann mit ei-
nem Multi-Arten-Nachweis kombi-
niert werden. Dies wire zum Beispiel
dann der Fall, wenn die Amphibien-
Gemeinschaft in den Proben ermittelt
wiirde und parallel dazu die Probe auf
das Vorkommen des pathogenen Chy-
tridpilzes Batrachochytrium dendroba-
tidis getestet wird oder aber weitere

Beprobung

DNA Extraktion

Artengruppen wie zum Beispiel die Li-
bellen untersucht wiirden.

4 Herausforderungen bei der
Analyse von eDNA-Proben

eDNA hat ihre Stirken, aber auch
Schwichen, wie dies mit allen Me-
thoden zum Artnachweis der Fall ist
(KEry und Scumipt 2008). Auch mit
eDNA weist man die Zielart oder die
Zielarten nicht immer nach, obwohl
diese vorkommt (sogennante «falsch-
negative»-Befunde; ScHMIDT et al. 2013;
BouMaNN et al. 2014). Die Nachweis-
wahrscheinlichkeit ist dabei wesent-
lich von drei Faktoren beeinflusst (bei
sonst gleichbleibender Beprobungs-
strategie): (i) der Anzahl Individuen im
Gewisser und deren rdumlichen Ver-
teilung im Gewisser, (ii) der eDNA-
Ausscheiderate der Art und (iii) allfil-
ligen Inhibitoren, das sind chemische
Substanzen, welche die Vervielfilti-
gung der DNA in der PCR erschwe-
ren (z.B. Humin-Sduren in Moorseen).

/

—— [N

PCR Amplifikation

Bioinformatische

& Sequenzierung Analysen

Wihrend man versucht, durch eine ad-
dquate Beprobungsstrategie im Feld
die Punkte (i) und (ii) zu beriicksich-
tigen, wird bei den Laboranalysen bei
jeder Probe eine Inhibitionskontrolle
durchgefiihrt, damit man falsch-nega-
tive Resultate, welche nur auf PCR-In-
hibition beruhen, erkennt (Punkt iii).
Die Nachweiswahrscheinlichkeit mit-
tels eDNA ist in der Regel hoch (um
90 %), aber nur mit hohem Aufwand
nahe bei 100 Prozent (BI1GGs et al. 2015;
VALENTINI ef al. 2016). Hoher Aufwand
bedeutete in einer Studie von BiGas
et al. (2015) zum Nachweis von Amphi-
bien zwanzig Wasserproben pro Wei-
her. Diese Proben wurden gemischt
und davon sechs Proben genommen.
Anschliessend wurde jede Probe mit
12 gPCRReaktionen analysiert. Alles
in allem also ein sehr grosser Aufwand.
Der Zusammenhang zwischen Anzahl
Individuen und falsch negativen Re-
sultaten konnte durch FICETOLA et al.
(2008) aufgezeigt werden, da grosse
Populationen mit vielen Individuen des
Amerikanischen Ochsenfrosches bes-
ser nachweisbar waren als kleine Popu-

Wi

asserfrosch

Kammmolch

rdkrite

Pelophylax lessonae ACACACCGCCCGTCACCCTCTTCGATATGACCTCACTTAGATCTCTARCCCATTATTTATTTTTAGAAGAGGCARGTCGTAACATGG

Hyla arborea
Epidalea calamita
Alytes obstetricans
Bombina variegata
Triturus cristatus

ACACACCGCCCGTCACCCTCTTCAR=--AGCCCGGTATTAGTAAT-TAARCTTARCTTAGCARATCAGAAGAGGCAAGTCGTAACATGG
ACACACCGCCCGTCACCCTCTTCAAR=-GGCACTGACATAGTTTT-TARCTAARCTTARGCARARCAGAAGAGGCARGTCGTAACATGG
ACACACCGCCCGTCACCCTCCTCAACTARCTCARCCCCCTAATT-ARAAACTARCCAGTTAACAAGARGAGGCARGTCGTAACATGG
ACACACCGCCCGTCACCCTCTTCAACTARARCTGATATATCCTT-ARAACATARAACGAGTACAAGARGAGGTARGTCGTAACATGG
ACACACCGCCCGTCACCCTCTTCAARGARCTATTAGATATTARAT-ARACARAGAAGAARAARAGAAGARGAGGCARGTCGTARCATGG

AbD. 1. Ablauf einer eDNA-Analyse zu einem Artengruppen-Nachweis mittels Next-GenerationSequencing. (A) Nach der Probenahme
von eDNA in einem Gewisser wird die gesamte eDNA in der Wasserprobe gewonnen (Extraktion), die Barcoding-Region mittels PCR ver-
vielfiltigt (Amplifikation) und dann mittels Next-Generation Sequencing sequenziert. Im Anschluss werden die Daten bioinformatisch aus-
gewertet und den DNA-Sequenzen die jeweiligen Artnamen (z.B. Amphibienarten) zugewiesen. (B) Aufbau einer Barcoding-Region mit
den fiir die Zielgruppen einheitlichen Enden (hier v.a. rot) und dem sehr vielféltigen Bereich, welcher als Barcode dient (hier v.a. blau und

schwarz).
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lationen. Daraus ergibt sich, dass meh-
rere Proben oder eine Mischprobe pro
Gewisser auf jeden Fall fiir einen si-
cheren Artnachweis notwendig sind
beziehungsweise ist.

Ein weiteres Problem, welches bei
Kartierungen und Monitoring-Program-
men vorkommt, sind falsch-positive
Befunde, das heisst der Nachwelis einer
Art an einem Ort, an dem sie gar nicht
vorkommt. Bei den herkommlichen
Methoden kann das passieren, wenn
man eine Art falsch bestimmt oder ver-
wechselt bzw. wenn die Feldprotokolle
fehlerhaft sind. Falsche Positive wurden
auch bei eDNA-Anwendungen disku-
tiert und nachgewiesen (LAHOZ-MONT-
FORT et al. 2016). Auch wenn die Fehler-
raten in der Regel klein sind (Ficerora
et al. 2015), so konnen sie doch die aus
den Daten abgeleiteten Vorkommen
einer Art verzerren. Dies ist insbeson-
dere dann der Fall, wenn eine Art sel-
ten ist (LaHOZ-MONTFORT et al. 2016).
Bei eDNA-Analysen konnen verschie-
dene Faktoren zu falsch positiven Re-
sultaten fiihren, welche nur zum Teil
beeinflusst werden konnen. Es sind das
(i) Eintrag von eDNA in ein Gewisser,
beispielsweise Fisch-DNA durch Was-
servogel, oder ein Fliessgewésser be-
ziehungsweise der Verbleib der DNA
im Gewisser, auch wenn die Art nicht
mehr im Gewdsser ist — sozusagen ein
unverschuldeter falsch-positiver Be-
fund — und (ii) Kontaminationen mit
fremder DNA bei der Beprobung im
Feld und bei den Arbeiten im Labor.
Damit Kontaminationen minimiert
werden, ist es sehr wichtig, dass sehr
sauber gearbeitet wird. Dies bedingt ei-
nerseits eine optimale Sammelstrategie
im Feld (z.B. Verwendung von Einweg-
Sammelmaterial), wie auch besondere
Vorsichtsmassnahmen im Labor. Dabei
gibt es aus der genetischen Diagnos-
tik fiir die Laborarbeit Richtlinien, wie
eine Kontamination minimiert werden
kann (z.B. ISO 17025-Richtlinien fir
DNA-Analytik).

Bei der Interpretation der eDNA-
Analysen ist es wichtig, auch die Ver-
weildauer von eDNA im Wasser bezie-
hungsweise Sediment zu beriicksichti-
gen. Im Wasser bleibt eDNA etwa zwei
Wochen erhalten (DEJEAN et al. 2011;
THOMSEN et al. 2012). Im Sediment hin-
gegen kann sie deutlich ldnger erhal-
ten bleiben und liegt auch in hoherer
Konzentration vor, da die DNA hier

vor schédlichen Einfliissen besser ge-
schiitzt ist (TURNER et al. 2015; siche
Kap. 2). Wenn eDNA also aus Wasser-
proben genommen wird, dann zeigt sie
praktisch das gegenwirtige Vorkom-
men einer Art an. Wenn bei der Pro-
benentnahme jedoch Sediment aufge-
wirbelt wird, so kann eDNA die Pra-
senz einer Art anzeigen, die schon
langer nicht mehr im Gewiésser vor-
kommt. Je nach Fragestellung kann
dies ein Problem sein oder aber auch
ein Vorteil; auf jeden Fall sollte man
sich aber dessen bewusst sein. Zum
Beispiel sollten Beprobungen von Ge-
wissern nach starken Winden, welche
Sediment aufwirbeln konnen, vermie-
den werden.

Wie bei den Feldbegehungen fiir eine
klassische Artenbestimmung sind auch
bei eDNA-Arbeiten detaillierte Arten-
Kenntnisse wichtig. Zum Beispiel kann
eine falsche Zuordnung eines Artna-
mens von einem falschen Eintrag in
der Referenzdatenbank, einem zu un-
spezifischen methodischen Ansatz im
Labor, Hybridisierungen oder durch
sehr nah verwandte Arten oder Arten-
komplexe verursacht werden. In die-
sem Falle ist es wichtig, sich der metho-
dischen Grenzen des Artnachweises
mit eDNA bewusst zu sein. Beispiels-
weise ist aus Untersuchungen bekannt,
dass in der Region des Genfersees
durch Hybridisierung zwar viele Indivi-
duen des Kammmolchs noch das Mito-
chondrien-Erbgut von Triturus crista-
tus besitzen, allerdings das Erbgut im
Zellkern weitgehend durch das Erbgut
von T. carnifex ersetzt wurde (DUFRES-
NEs et al. 2016). Allerdings sind solche
Einblicke in die Evolution der Arten
nur mittels wissenschaftlichen Studien
realisierbar und sprengen den Rahmen
von praktischen Monitorings. Zudem
sind solch detaillierte Kenntnisse, wel-
che fiir die Interpretation von eDNA
Analysen wichtig sein konnen, meist
nur fir gut studierte Artengruppen
vorhanden. Dies ist aber nicht der Nor-
malfall, denn viele Artengruppen, wie
zum Beispiel Libellen, sind weniger gut
erforscht.

Waihrend die oben erwdhnten Punkte
unabhiingig der Nachweismethode (Ein-
zel-Artennachweis oder Nachweis von
Gemeinschaften) relevant sind, so er-
geben sich beim Nachweis von Ge-
meinschaften einige spezifische Punkte.
Ganz besonders wichtig ist eine qua-

litativ hochstehende Referenzdaten-
bank, welche DNA-Sequenzen enthilt,
welche von durch Artenspezialisten be-
stimmten Individuen stammen. Dies ist
vor allem dann wichtig, wenn die Be-
stimmung einer Art iiber ihr Aussehen
anspruchsvoll ist. Dagegen sollten die
zugédnglichen DNA-Sequenzdatenban-
ken nur erginzend verwendet werden,
da sie oftmals falsche Sequenzen und
Bestimmungen enthalten.

Im Falle der Amphibien wurde im
Rahmen eines KTI-Projektes zwischen
universitdren Partnern, dem Umwelt-
biiro ARNAL und Microsynth/ecogenics
ein Barcoding-System fiir den eDNA-
Nachweis von Amphibien (ohne den
Alpensalamander) in Gewdssern ent-
wickelt und getestet (MEIER und StAp-
FER 2017 in diesem Band). Dieses zeigt
eine gute Auflésung der Amphibien-
arten. Innerhalb des «Wasserfrosch»-
Komplexes kann gezeigt werden, dass
mit dem vorhanden Barcoding-An-
satz zwar nicht alle sechs Pelophylax-
Arten, doch immerhin vier Gruppen
erkannt werden (z.B. Pelophylax be-
drigae, P. bergeri, P. esculentus-lesso-
nae-Komplex und P. kurtmuelleri-ridi-
bundus-Komplex). Im Feld ist dagegen
mit herkommlichen Methoden eine
solche Auflosung des «Wasserfrosch»-
Komplexes nicht zu erreichen. Dies ist
ein klarer Vorteil der eDNA.

5 Vergleich zwischen
eDNA und klassischem
Monitoring

Eine wichtige Frage ist, wie gut eDNA
ist im Vergleich mit den herkémmli-
chen Feldmethoden, welche seit langem
zum Einsatz kommen. Mehrere Studien
haben gezeigt, dass die Nachweiswahr-
scheinlichkeiten bei eDNA hoher sein
konnen als bei den traditionellen Me-
thoden (ScHMIDT und URSENBACHER
2015). Daher lohnt sich aus dem Blick-
winkel der Nachweiswahrscheinlichkei-
ten der Einsatz von eDNA. Allerdings
liegen fiir Amphibien bisher noch keine
Daten hinsichtlich des Vorkommens
von falsch-positiven Resultaten vor. Bei
der Methodenauswahl fiir ein Monito-
ring respektive auch bei der Kombina-
tion von verschiedenen Methoden miis-
sen die Ziele des Monitorings genau
definiert werden. Es sind zwar Bestre-
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bungen im Gang, eDNA in diese Rich-
tung zu entwickeln, doch zurzeit kon-
nen Abundanzen nur sehr grob abge-
schitzt werden (THOMSEN et al. 2012).
eDNA liefert ebenfalls keine Hinweise
auf das Lebensstadium (bei Amphibien
Adulte, Larven etc.). Daher lésst sich
iiber eDNA beispielsweise nicht nach-
weisen, ob sich eine Amphibienart er-
folgreich in einem Gewdsser fortpflanzt.
Auch Alter, Grosse oder Gesundheits-
zustand kann eDNA, mindestens bei
Amphibien, nicht liefern. Sofern fiir ein
Monitoring derartige Merkmale wich-
tig sind, sollte eDNA nur ergdnzend
eingesetzt werden.

Weitere wichtige Punkte beim Ein-
satz von eDNA sind Zeit und Kosten.
Die Probenentnahme fiir eDNA hat
meist folgende Vorteile im Vergleich
zu einem herkommlichen Monitoring:
(1) kleinerer Zeit-Bedarf pro Gewis-
ser, (ii) grossere Unabhingigkeit von
der Witterung und der Tageszeit (je-
doch nicht von der Jahreszeit!) und da-
mit die Moglichkeit, Beprobungen von
mehreren Gewissern an einem Tag
durchzufithren und keine Nachtarbeit
einsetzen zu miissen sowie (iii) allen-
falls weniger Besuche am Gewdsser, als
bei klassischem Monitoring. Dafiir ent-
stehen neben der eigentlichen Arbeits-
zeit im Feld noch zusétzlich Kosten fiir
die Analysen im Labor. Zudem dau-
ern die Laboranalysen mehrere Wo-
chen, da im Labor die parallele Bear-
beitung von moglichst vielen Proben
am einfachsten und billigsten ist. Da-
her lohnt es sich, die Kosten der un-
terschiedlichen Methoden genau abzu-
kldren (SMART et al. 2016). Letztlich ist
es wie bei jedem Projekt wichtig, dass
man sich dariiber klar wird, welches
die Projektziele sind und welche Me-
thoden am besten geeignet sind, diese
Ziele zu erreichen (Yoccoz et al. 2001).

6 Ausblick

Trotz rasantem Fortschritt bei der Me-
thodenentwicklung ist eDNA noch eine
neue Methode. Die methodischen Ent-
wicklungen bei der eDNA werden wei-
ter gehen und diese mit grosser Wahr-
scheinlichkeit in Zukunft noch inte-
ressanter machen. Es ist jetzt bereits
moglich, viele Artengruppen in einer
Wasserprobe zu erfassen (DEINER et al.
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2016). Abhingig ist dies von der Ver-
fiigbarkeit von DNA-Sequenzen in den
entsprechenden Datenbanken, wobei
es sich lohnt, fiir ausgewéhlte Arten-
gruppen eigene und iiberpriifte Refe-
renzdatenbanken aufzubauen. Bestre-
bungen in diese Richtung werden zum
Beispiel durch die Forscher und For-
scherinnen im Swiss Barcode of Life
Projekt verfolgt (www.swissbol.ch). Al-
lerdings zeigt sich dabei, dass die ver-
wendeten Barcoding-Regionen nicht
unbedingt fiir eDNA-Analysen von
Gemeinschaften mittels Next-Gene-
ration Sequencing geeignet sind. Da-
her kann durch das gezielte Sequen-
zieren interessanter Arten die Grund-
lage geschaffen werden, dass weitere
Artengruppen, welche auch in Amphi-
biengewissern vorkommen (z.B. Libel-
len, Wasserpflanzen oder national pri-
oritdre Arten), erfasst werden konnen.
Spéter wird vielleicht ein umfassendes
Monitoring der aquatischen Biodiver-
sitdt moglich.

Die Anwendung genetischer Metho-
den bei naturschutzbiologischen Feld-
studien und Monitoringprogrammen
versetzt manche Biologen und Arten-
kennerinnen in Angst, denn sie haben
das Gefiihl, dass sie durch die neuen
Techniken ersetzt wiirden. Wir sehen
diese Gefahr nicht, da es fiir die Pro-
benentnahme wie auch die Interpre-
tation der Daten ausgewiesene Fach-
personen mit detaillierten Arten-
kenntnissen braucht. Aber wir sind der
Uberzeugung, dass genetische Metho-
den ein wertvolles Werkzeug in der Na-
turschutzbiologie sein konnen und zu-
nehmend auch sein werden.
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Use of environmental DNA in amphibian monitoring

Monitoring is an essential part of conservation biology because the results of mo-
nitoring programs inform management decisions and allow an assessment of the
effectiveness of conservation action. Classical monitoring methods are based on
direct observations of species or species groups in the field. However, these field
studies can be very labour-intensive and there are many species which are hard to
monitor due to their natural history. New methods were recently developed where
the species are detected based on DNA present in the environment (¢DNA). In
the present article we give an overview of monitoring methods of aquatic orga-
nisms based on eDNA and discuss the advantages and limitations of these me-
thods with a strong focus of monitoring amphibian species in ponds and wetlands.

Keywords: environmental DNA (eDNA), DNA barcoding, conservation biology,
monitoring
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