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DER EINSATZ VON UMWELT-DNA BEI
FISCHEREIBIOLOGISCHEN ARTERFASSUNGEN

Die DNA (genetische Erbinformation) von im Wasser lebenden Tieren kann aus Gewasserproben
extrahiert und in Laboranalysen den jeweiligen Arten zugeordnet werden. Mit dieser neuen Me-
thode brauchen keine Tiere gefangen und gestort zu werden. Zudem kénnen bestimmte Tierarten
nachgewiesen werden, die sich mit klassischen Methoden nur schwer fangen lassen.

In Rheinland-Pfalz wurden erstmals 2021 an insgesamt 75 Messstellen Gewdasserproben genom-
men, die auf Nachweise von DNA von Fischen und Flusskrebsen analysiert wurden. Es gelangen
neue Nachweise von exotischen Fischarten, zu Artenkomplexen und zu sehr seltenen und fischerei-

lich schwer nachweisbaren Arten.

Was ist Umwelt-DNA?

Die DNA von Wasserorganismen gelangt auf
verschiedenen Wegen ins Gewadsser, z. B. durch
Schleim, Schuppen oder Zellreste. Diese Umwelt-
DNA wird allgemein als eDNA bezeichnet, aus
dem Englischen von ,environmental DNA". Die

in einer Wasserprobe enthaltene eDNA kann an-
hand spezifischer molekularbiologischer Metho-
den vervielfacht, isoliert und dargestellt werden.
Da die DNA artspezifisch ist, kdnnen die jewei-
ligen Arten nachgewiesen werden. In Umweltpro-
ben werden je nach Methode bestimmte Arten
gezielt oder das gesamte Artenspektrum erfasst
(Metabarcoding).

Aufgaben und Ziele

Mit der Untersuchung wurden mehrere Ziele ver-
folgt und Aufgaben bedient. Ganz allgemein han-
delt es sich um eine neue Methode in der Um-
weltbeobachtung, die es gilt in der Praxis zu
erproben, zu interpretieren und deren Beitrag
zum zielgerichteten Einsatz, zur Ergdnzung etab-
lierter Methoden und zukiinftigen Kostenerspar-
nis zu nutzen. Im Speziellen soll die Methode dazu
beitragen, das Fischartenkataster — insbesondere
bei Standgewassern — zu aktualisieren, das Vor-
kommen von Artenkomplexen zu identifizieren,
seltene Arten, Wanderfischarten und fischerei-

lich schwierig erfassbare Arten nachzuweisen, das
Vorkommen und die Ausbreitungsdynamik von
exotischen und hier insbesondere invasiven Arten
aufzuzeigen und eine informationsbasierte Ge-
wasserauswahl fiir naturschutzfachlich zu Gber-
wachende, duf3erst seltene Arten zu ermdglichen.
Die Beauftragung zu den Flusskrebsen erfolgte
gemeinsam mit der Abteilung Naturschutz des
LfU.

Methoden im Freiland und Labor

Bis zu 10 Liter einer Wasserprobe werden vor Ort
durch einen gekapselten Filter gesaugt. Der Fil-
ter hat eine Retention von 0,8 um Porenweite
und eine effektive Filterflache von 69 cm?. In der
Praxis wird das filtrierte Volumen durch die Fein-
partikel-Retention im Filter limitiert. In Flie[3ge-
wassern wurden einzelne Proben genommen, in
Standgewadssern Ufermischproben und bei tiefen
Seen zusatzlich Tiefenmischproben. Unmittelbar
nach Probenahme wurde das tiberschiissige Was-
ser aus dem Filter entfernt, die auf der Filterma-
trix zurlickgehaltene eDNA mit einem Lyse-Puffer
fixiert und kihl gelagert ins Labor transportiert.
Im Freiland wie auch im Labor wird ein strenges
Arbeitsprotokoll umgesetzt, um das Kontaminati-
onsrisiko zu minimieren.



Von der Wasserprobe liber die Laboranalyse und Bioinformatik zur Artbestimmung mittels Umwelt-DNA.

Die Laboranalyse besteht aus drei — auch rdum-
lich — getrennten Schritten:

1. DNA Extraktion (DNA wird gelost, tiber Silika-
Saulchen gereinigt, in hochreinem Wasser
eluiert);

2. DNA Amplifikation (Einsatz von spezifischen
Primern zur Vervielfaltigung der gesuchten
mitochondrialen DNA mittels Polymerase-
Kettenreaktion);

3. Sequenzierung und Gelelektrophorese (zur Be-
stimmung der Basenabfolgen). Es wurden dabei
drei verschiedene Methoden verwendet: San-
gersequenzierung nach PCR mit spezifischen
Primern (fur den Schlammpeitzger), qPCR mit
spezifischen Primern mit Tagman-Sonde (fur
Flusskrebse) und Next Generation Sequenzing
beim Metabarcoding (fiir alle anderen Fischar-
ten). Zur Qualitatsbeurteilung wurden ver-
schiedene analytische Kenngré3en heran-
gezogen.

Im Anschluss erfolgt die bioinformatorische Da-
tenanalyse, um die taxonomische Zusammen-
setzung der Umweltprobe zu ermitteln. Dabei
werden die Sequenzen mit solchen aus Referenz-
datenbanken abgeglichen. In diesen internatio-
nalen Datenbanken werden die Sequenzen von
Arten gefiihrt, die aus Forschungsprojekten dort
hinterlegt wurden. Das ist ein noch fortlaufender
Prozess, insbesondere da die evolutive Dyna-
mik von Fischen weitaus héher ist als noch vor
kurzem angenommen.

Auf genetischer Ebene werden noch neue Arten
beschrieben und zudem kénnen Fischarten pro-
duktive Hybridbestdnde ausbilden, die sich weiter
entwickeln. In Deutschland laufen mehrere Pro-
jekte, um weitere Sequenzen von Arten qualitats-
gesichert in Datenbanken hochzuladen.
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Lage der fiir die eDNA Untersuchungen ausgewahlten Messstellen mit Zuordnung zu Gewasserkategorien
bzw. Zweck. © LfU auf Basis GeoBasis-DE / LVermGeoRP.



Messstellen und Messfrequenz

Aufgrund der vorab definierten Ziele wurden die
Lage jeder Messstelle und die zu analysierenden
Arten spezifisch ausgewahlt. Die Untersuchungs-
gewasser lassen sich in grof3e Flusse, Standge-
wasser, kleine Mittelgebirgsbache und Flachland-
bache der Oberrheinebene unterscheiden. Die
fischdurchgdngigen grof3en Flusse wurden im
Frihjahr, Sommer und Herbst beprobt, die an-
deren Gewadsser einmalig im Sommer. Die klei-
nen Mittelgebirgsbache wurden spezifisch aus-
gewabhlt, um sie auf potenzielle Vorkommen von
Edelkrebs und Steinkrebs zu untersuchen. Die Ba-
che der Oberrheinebene wurde ausgewahlt, weil
dort eine Einwanderung verschiedener Fisch- und
Flusskrebsarten stattfindet. Insgesamt wurden 75
Messstellen ausgewahlt.

Ergebnisse und Diskussion

Die Untersuchung lieferte detaillierte Ergebnisse
zum Vorkommen der vorab definierten Zielarten
in den jeweiligen Gewassern. Bei Standgewdssern
gelangen einige besondere Nachweise, so z. B.
zum Stor, zu invasiven Grundelarten, zum Wels
sowie zu Gras- und Marmorkarpfen. Hervorzuhe-
ben ist, dass die eDNA Untersuchungen Hinweise
zum Vorkommen von Groppenarten lieferten.
Bislang wurden alle Groppen der Art Cottus gobio
zugeordnet. Nun bestehen Hinweise, dass zudem
auch die Rheingroppe (C. rhenanus) und ggf. die

Stachelgroppe (C. perifretum) in Rheinland-Pfalz
vorkommen kénnten. Aufgrund der hohen ge-
netischen Ahnlichkeit sind hier weitere Untersu-
chungen erforderlich, auch weil die Arten in mit-
einander verbundenen Gewdssern vorkommen
kénnen und im Ubergangsbereich zur Hybridisie-
rung neigen. Es gelangen in Gewassern der Ober-
rheinebene neue Nachweise zum Vorkommen des
Schlammpeitzgers und das dortige bisher einzige
Vorkommen des Zwergstichlings in Rheinland-
Pfalz wurde bestatigt.

Fir den Rhein wurden Wanderfischarten und

mit fischereilichen Methoden schwierig zu fan-
gende Arten nachgewiesen, wie Meerneunauge,
Schndpel, Lachs, Zobel, Steinbeif3er und Weif3flos-
sengriindling. Es wurden nordamerikanische und
afrikanische Welsarten nachgewiesen, von denen
sich der Schwarze Katzenwels in Mosel und Saar
wahrscheinlich etabliert hat. Die geschiitzten
einheimischen Flusskrebse konnten jedoch kaum
nachgewiesen werden. Aus den 26 fir den Stein-
krebs und 24 fiir den Edelkrebs ausgewahlten Ba-
chen gelangen nur 3 bzw. 5 positive Nachweise,
wobei der Nachweis von Flusskrebsen bei gerin-
gen Bestandsdichten grundsatzlich schwierig ist.

Der Einsatz einer neuen und innovativen Methode,
wie der Analyse der Umwelt-DNA, unterstiitzt
das bisherige Monitoring gewinnbringend, um
uber das Vorkommen bedrohter Tierarten, das
Vordringen exotischer, invasiver Arten und Gber
die grundlegende Benennung von Arten aussage-
fahig zu bleiben.

Eine Wanderfischart, die nach Rheinland-Pfalz zuriickkehrt: der Lachs.
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