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Akronyme und Abkirzungen:

BFB = Barcoding Fauna Bavarica

BeGenDiv = Berlin Center for Genomics in Biodiversity Research

BfN = Bundesamt fr Naturschutz

BGBM = Botanischer Garten und Botanisches Museum Berlin-Dahlem

BOLD = Barcode of Life Data Systems

BSM = Botanische Staatssammlung Minchen

CCDB = Canadian Centre for DNA Barcoding

eDNA: environmental DNA (extrazelluldre DNA und DNA aus organischen Partikeln in Boden, Luft & Wasser)
EIAP = Environmental Impact Assessment and Planning

EPT = Ephemeroptera+Plecoptera+Trichoptera (Makroinvertebraten fiir GewassergUtebeurteilung)
FBI = Fachzentrum Bienen und Imkerei Mayen in Rheinland-Pfalz

FU = Freie Universitat Berlin

GBOL Il = German Barcode of Life, zweite Férderphase (2016-2018)

HTS = High Throughput Sequencing (vormals als NGS = Next-Generation Sequencing genutzt)

HZI = Helmholtz Zentrum fir Infektionsforschung Braunschweig

iBOL = International Barcode of Life

JLU = Justus-Liebig-Universitat GieBen

INRES = Universitat Bonn, Landwirtschaftliche Fakultat, Institut fr Nutzpflanzenwissenschaften und Ressour-
censchutz

NP = National Park

PID = Deutscher Polleninformationsdienst

RUB = Ruhr-Universitat Bochum

SMNG = Senckenberg Museum fur Naturkunde Gorlitz
SMNK = Staatliches Museum fur Naturkunde Karlsruhe
SMNS = Staatliches Museum fir Naturkunde Stuttgart
SOP = Standard operating procedures

Tl = Thinen-Institut fur Forstgenetik Waldsieversdorf
TIEM = Team Integrated Environmental Monitoring GbR
UDE = Universitat Duisburg-Essen

WRRL = EU Wasserrahmenrichtlinie

ZFMK = Zoologisches Forschungsmuseum Alexander Koenig Bonn, Leibniz Institut far Biodiversitat der Tiere

ZSM = Zoologische Staatssammlung Miinchen, SNSB
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Zwischenbericht fir den GBOL-Verbund — Berichtszeitraum 2017

Der vorliegende Bericht fasst die Entwicklungen des GBOL-Verbundes und aller Teilprojekte im zweiten For-
derjahr der Projektphase Il zusammen. Neben Aufstellungen zu den Zahlen bearbeiteter Proben und Arten
werden auch die Fortschritte erldutert, welche den Ausbau der Infrastruktur, die DatenflUsse, und die Entwick-
lung assoziierter Anwendungs- und Forschungsprojekte betreffen. Fir den mit GBOL oder DNA-Barcoding
weniger vertrauten Leser geben wir eine kurze, allgemeine Ubersicht zum Projekt selbst und den langfristigen

Zielen.

Das Verbundprojekt ,German Barcode of Life’ (GBOL) hat es sich zur Aufgabe gemacht eine Infrastruktur far
die Erstellung einer umfassenden DNA-Barcode Datenbank der deutschen Fauna und Flora zu etablieren. Da-
mit wird die Grundlage fUr zuverlassige, schnelle, preiswerte und automatisierbare Artbestimmungen geschaf-
fen. Nach Etablierung des GBOL-Netzwerkes in Phase | ab 2011 sollen nun bis Ende 2018 in der zweiten Pha-
se etwa die Halfte der Tier- und Pflanzenarten Deutschlands erfasst werden (Ziel GBOL I+ll: 33,800 Arten),
d.h. ein DNA-Barcode fir jede dieser Arten erstellt und mit einem physikalischen Beleg verknlpft werden. Der
Verbund wurde dazu in der zweiten Projektphase um weitere Partner erweitert, sodass in GBOL Il auch Pilze
und Algen bearbeitet werden, die in der ersten Phase keine oder nur eine sehr untergeordnete Rolle gespielt
haben. Das Netzwerk versucht zudem, moglichst gut mit ahnlichen nationalen und regionalen Aktivitaten in
Europa zu kooperieren, und die generierten DNA-Barcodes werden in internationalen Datenbanken (BOLD',

NCBI GenBank?) hinterlegt und 6ffentlich zuganglich gemacht.

Die Proben- und Barcodestatistik (Kap. 4) belegt, dass in allen Teilprojekten produktivam Ausbau der nationa-
len Referenzbibliothek gearbeitet wurde und neue Arten hinzugekommen sind. Die Zahl an externen Exper-
ten, die mit ihrem taxonomischen Fachwissen helfen die Materialbasis fir die Referenzbibliothek zu bilden, ist
zumindest leicht gestiegen und dokumentiert das Interesse und die Akzeptanz der Methodik in diesem Kreis.
Besonders erfreulich sind die nun schon als langfristig zu bezeichnenden Kooperationen zwischen einzelnen,
besonders engagierten externen Spezialisten, welche sich die Befunde der DNA-Barcode Vergleiche verschie-
dener Arten und Populationen zu Nutze machen. Mittels integrativer Ansatze werden somit zusammen mit
hauptberuflichen Taxonomen Hypothesen zur Evolution, Biogeographie oder Systematik & Taxonomie einzel-
ner Organismengruppen getestet und in Fachjournalen veréffentlicht. Die in GBOL erstellten Daten werden
noch fUr viele Jahre Ausgangspunkt solcher Arbeiten sein, die die Basis flr die Benennung und Beurteilung

des Zustands und der Veranderung von Biodiversitat bildet.

Die Anwendungsprojekte (Kap. 5) wurden weiter vorangetrieben, und erste vielversprechende Resultate wur-

den bereits publiziert.

1 http://boldsystems.org/
g https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/

GBOL
BRIDGING THE GAP BETWEEN SCIENCE AND PRACTICE
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Die Auswertungen der Umwelt- und Massenproben (Metabarcoding) belegen das Potential von DNA-
Barcoding im Hochdurchsatzverfahren und helfen, Liicken in der Datenbank der Biodiversitdt Deutschlands
aufzudecken. Besonders bei den Hymenopteren (Bienen und Wespen) und Dipteren (Micken und Fliegen) ist
die Datenbank noch stark ausbaufahig und der generelle Mangel an Spezialisten in Deutschland fur Teile die-
ser Gruppen kommt besonders stark zum Tragen. Die Abdeckung flr Rote Liste, FFH- und WRRL-relevante
Arten konnte jedoch verbessert werden und ist in vielen Gruppen sehr gut. Die Komplettierung der Referenz-
bibliothek stellt aber weiterhin ein Primarziel dar, um fur Routineeinsatze im Bereich Umweltmonitoring zur

Verfligung stehen zu kénnen.

Das seit Mitte 2017 vorherrschende Thema im Bereich Biodiversitatsforschung war sicherlich die Veréffentli-
chung der ,Krefelder Studie” (Hallmann et al. 2017), die in alarmierender Art und Weise offenlegt, wie stark
die Artenvielfalt — auch in Naturschutzgebieten — bedroht ist und bereits quantitativ abgenommen hat. Wir
haben daraufhin die Zusammenarbeit mit den Krefelder Entomologen verstarkt und arbeiten an gemeinsamen
Konzepten und Versuchen, um Metabarcoding fir die notwendigen, qualitativen Analysen von Mischproben

aus Malaisefallen zu optimieren.

GBOL
BRIDGING THE GAP BETWEEN SCIENCE AND PRACTICE
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1.1 Struktur des GBOL-Verbundes

An der Struktur des Verbundes hat sich seit Beginn der Phase Il nichts gedndert. Die Senckenberg Naturhisto-
rische Sammlungen Dresden sind Uber eine Kooperationsvereinbarung mit dem Museum Koenig weiterhin als
assoziierter Projektpartner fUr die Bearbeitung der Fauna Ost aktiv. Aus der 2010 gegriindeten Nachwuchsfor-
schergruppe ,,Molekulare Taxonomie Mariner Organismen” des Deutschen Zentrums fir Marine Biodiversi-
tatsforschung (DZMB) der Senckenberg Gesellschaft ging 2017 ein Start-Up Unternehmen hervor, welches
DNA-Barcoding Services anbietet. In geringem Umfang werden aber auch in Zukunft DNA-Barcodes flr mari-
ne Arten erstellt werden. Auch an der Zoologischen Staatssammlung in Minchen hat sich ein neues Unter-
nehmen etabliert, welches molekulare Artbestimmungen mittels DNA-Barcoding und Metabarcoding anbietet.
Beide Firmen nutzen direkt Daten, die im Rahmen von GBOL erstellt und publiziert wurden. Auf europaischer
Ebene ist GBOL mit mehreren Kollegen in verschiedenen Arbeitsgruppen in der EU COST Action ,DNAqua-

Net' (Koordination: Prof. Florian Leese UDE, Essen) in 2017 aktiv gewesen und gut vernetzt.

GBOL-Sprecher
Prof. Dr. J.W. Wéagele (ZFMK)
w.waegele@zfmk.de

Vertretung
Prof. Dr. G. Haszprunar (ZSM)
haszi@zsm.mwn.de

J

Dr. M. Geiger (ZFMK)

Zentrale Projektkoordination
info@bol-germany.de

| Taxonomische Koordinatoren |

Taxonomische Spezialisten in den deutschlandweiten GBOL-Projekten

Fauna in NW-Deutschland Fauna in SO-Deutschland Fauna in SW-Deutschland
Dipl.Biol. B. Rulik (ZFMK) Dipl.Biol. J. Moriniere (ZSM) Dr. C. J. Monje (SMNS)

Bodenfauna Flora - Dr. R. Hand Bestauber - Dr. A. Hamm
Dr. K. Hohberg (SMNG) || (Nees, BGBM, SMNS, IEB) (INRES, Bonn)
Funga - Prof. D. Begerow, RUB Pollen - PD Dr. B. Gemeinholzer Diatomeen
(HZ1, JKI, SMNG, SMNK, SMNS, Uni. Bayreuth) (Universitét Giessen) Dr. R. Jahn (BGBM)

Assoziierte Projekte

EU COST Action
DNAqua-Net

FREDIE
(ZFMK)

Fauna Ost
(SNSD)

Marine Organismen
(DZMB)

Subterrane Fauna - Dr. A. Weigand
Universitat Duisburg-Essen

GBOL
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GBOL-Nutzerrat
Ein in Phase Il neu-hinzugekommenes Element im Projekt ist der GBOL-Nutzerrat, welcher aus Experten
unterschiedlicher Fachgebiete zusammengesetzt wurde, um den Projektfortschritt zu begleiten und die

Mitglieder des Forschungsverbundes zu beraten. Folgende zehn Experten gehéren dem Nutzerrat an:

Allgemeiner Projektverlauf, internationale Vernetzung:
Dr. Nikolaus Szucsich (Austrian Barcode of Life [ABOL], Naturhistorisches Museum Wien,
nikolaus.szucsich@nhm-wien.ac.at)

Monitoring von Biodiversitat und nationale Vernetzung:
PD Dr. Andreas KriiB (Bundesamt fiir Naturschutz (BfN), Andreas.Kruess@bfn.de)

Martina Léw (BUND-Bundesgeschéftsstelle, Freiwilligenreferat, martina.loew@bund.net)

Matthias Schwabe (Europarc-AG Forschung und Monitoring in GroBschutzgebieten, M.Schwabe@npa-
mueritz.mvnet.de)

Josef Tumbrinck (Landesvorsitzender Naturschutzbund Deutschland [NABU] Nordrhein-Westfalen e.V.,
J.Tumbrinck@NABU-NRW.de)

Landwirtschaft (Schadlinge, Bestauber, Pilze, Saatgut):

Ingeborg Bayer (Bundesanstalt fir Landwirtschaft und Erndhrung [BLE], Informations- und
Koordinationszentrum fir Biologische Vielfalt, GENRES, Referentin flr genetische Ressourcen von
Mikroorganismen und Invertebraten, ingeborg.bayer@ble.de)

Dr. Werner von der Ohe (Niedersachsisches Landesamt fur Verbraucherschutz und Lebensmittelsicherheit,
Institut ftr Bienenkunde Celle, Werner.von-der-Ohe@LAVES.Niedersachsen.de)

Metabarcoding und Wasserrahmenrichtlinie (Diatomeen, Makrozoobenthos):
Dr. Gabriele Eckartz-Vreden (Landesamt fiir Natur, Umwelt und Verbraucherschutz NRW, FB 55: Okologie der
Oberflachengewasser, gabriele.eckartz-vreden@lanuv.nrw.de)

Dr. Sabine Schmidt-Halewicz (Deutsche Gesellschaft fir Limnologie e.V., Leitung Arbeitskreis "Selbstandige
Limnologen", Schmidt-Halewicz@limsa.de)

Diagnose-Ecochip fiir Schadpilze:
Dr. Robert Licking (Botanischer Garten und Botanisches Museum Berlin, Freie Universitat Berlin, Curator for
cryptogams (lichens, fungi, bryphytes), r.luecking@bgbm.org)

GBOL
BRIDGING THE GAP BETWEEN SCIENCE AND PRACTICE -9-
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Zuwendungsempfanger im Detail:

GBOL 1: Koordination, Portalentwicklung, Erweiterung Referenzbibliothek, Anwendungsstudie SOPs und Offentlich-
keitsarbeit (FKZ 01LI1501A)

Zoologisches Forschungsmuseum Alexander Koenig (ZFMK), Leibniz Institut fur Biodiversitat der Tiere

Stiftung des &ffentlichen Rechts

Adenauerallee 160

53113 Bonn

GBOL-Sprecher: Prof. Dr. Wolfgang Wagele, w.waegele@leibniz-zfmk.de

Portalentwicklung, Datenbanken & IT: Dr. Peter Grobe, p.grobe@leibniz-zfmk.de

Koordination & allgemeine Fragen: Dr. Matthias Geiger, 0228 9122 258, m.geiger@leibniz-zfmk.de

GBOL 2: Erweiterung Referenzbibliothek, NGS Protokolle invasive Arten (SOPs terrestrische Fauna) (FKZ 01LI1501B)
Zoologische Staatssammlung Munchen (ZSM)

MiunchhausenstraBe 21

81247 Minchen

GBOL-Sprecher: Prof. Dr. Gerhard Haszprunar, haszi@zsm.mwn.de

Kontakt: Dr. Axel Hausmann, 089 8107 158, Axel.Hausmann@zsm.mwn.de

GBOL 3: Erweiterung Referenzbibliothek, DNA-Barcoding von Eiparasitoiden (Gattung Trichogramma) fir die biologi-
sche Schadlingsbekampfung (SOPs) (FKZ 01LI1501C)

Staatliches Museum fir Naturkunde Stuttgart (SMNS)

Rosenstein 1

70191 Stuttgart

Kontakt: Dr. Carlos Monje, 0711 8936 238, carlos.monje@smns-bw.de

GBOL 4: Verifikation von Saatgut und Baumschulware, DNA-Barcoding von Diatomeen im Rahmen der EU Wasser-
rahmenrichtlinie (WRRL), Erstellung von SOPs (FKZ 01LI1501E)

Botanischer Garten und Botanisches Museum Berlin-Dahlem

Freie Universitat Berlin

K&nigin-Luise-StraBe 6-8

14195 Berlin

Kontakt Botanik: Dr. Ralf Hand, 030 838 50546, r.hand@bgbm.org

Kontakt Diatomeen: Dr. Jonas Zimmermann, 030 838 71835, j.zimmermann@bgbm.org

GBOL 5: Botanik (Nees, BGBM, SMNS, IEB) Erweiterung Referenzbibliothek (Samenpflanzen (Spermatophytina) und
anwendungsrelevante Arten) (FKZ 01LI1501F)

Rheinische Friedrich-Wilhelms-Universitat Bonn, Nees-Institut fir Biodiversitat der Pflanzen (Nees)

Meckenheimer Allee 170

53115 Bonn

Kontakt: Prof. Dietmar Quandt, 0228 733315, quandt@uni-bonn.de

GBOL 6: DNA-Barcoding von Bestaubergemeinschaften zur Ertragssteigerung in der Landwirtschaft (SOPs)

(FKZ 01L11501G)

Rheinische Friedrich-Wilhelms-Universitat Bonn, Landwirtschaftliche Fakultat - Institut fir Nutzpflanzenwissenschaften
und Ressourcenschutz - Agrar- und Produktionsdkologie (INRES)

Auf dem Hlgel 6

53121 Bonn

Kontakt: Dr. Andreé Hamm, 0228 73 5643, a.hamm@uni-bonn.de

GBOL
BRIDGING THE GAP BETWEEN SCIENCE AND PRACTICE
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GBOL 7: Entwicklung von Standards (SOPs) fur DNA-basierte Pollenidentifikation (FKZ 01LI1501H)
Justus Liebig Universitat Giessen (JLU)

AG Spezielle Botanik

Heinrich-Buff-Ring 38

35392 Giessen

Kontakt: PD Dr. Birgit Gemeinholzer, 0641 9935173, Birgit. Gemeinholzer@bot1.bio.uni-giessen.de

GBOL 8: Koordination Projekt Pilze in Obstbau und Forstwirtschaft, Referenzbibliothek und Phylochip (FKZ 01LI15011)
Ruhr-Universitat Bochum (RUB)

Geobotanik - Gebaude ND 03/174

UniversitatsstraBe 150

44801 Bochum

Kontakt: Prof. Dr. Dominik Begerow, 0234 32 27212, dominik.begerow@rub.de

GBOL 9: Pathogene und nekrotische Pilze in Obstbau und Forstwirtschaft, Referenzbibliothek und Phylochip
(FKZ 01L11501))

Helmholtz-Zentrum fur Infektionsforschung GmbH (HZI)

InhoffenstraBe 7

38124 Braunschweig

Kontakt: Prof. Dr. Marc Stadler, 0531 6181 4240, Marc.Stadler@helmholtz-hzi.de

GBOL 10: DNA-Metabarcoding von Makrozoobenthos im Rahmen der EU Wasserrahmenrichtlinie (WRRL)
(FKZ 01L11501K)

Universitat Duisburg-Essen, Fakultat fir Biologie, AG Aquatische Okosystemforschung (UDE)
Universitatsstr. 5

45141 Essen

Kontakt: Prof. Dr. Florian Leese, 0201 183 4053, florian.leese@uni-due.de

GBOL 11: Datenfluss und Analyse der Sequenzdaten, Bioinformatik Sanger & NGS Daten

(FKZ 01LI1501L)

Westfalische Wilhelm-Universitat Minster, AG fir Evolution und Biodiversitat der Pflanzen) (IEB)
Schlossplatz 2

48149 Munster

Kontakt: Prof. Dr. Kai Mdiller, 0251 832 1645, kaimueller@uni-muenster.de

GBOL 12: Design und Implementierung von pilzspezifischen Microarrays (,EcoChips’) fur die Diagnostik
(FKZ 01LI1501M)

Universitat Bayreuth, Abteilung Mykologie (UB)

Universitdtsstrasse 30

95447 Bayreuth

Kontakt: Prof. Dr. Gerhard Rambold, 0921 552 453, gerhard.rambold@uni-bayreuth.de

GBOL
BRIDGING THE GAP BETWEEN SCIENCE AND PRACTICE
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1.2 Ubersicht der allgemeinen GBOL Il Ziele und deren Status

Der Aufbau der genetischen Referenzbibliothek der Artenvielfalt Deutschlands und die Entwicklung darauf
basierender Anwendungen umfasst zahlreiche Komponenten. Der Bearbeitungsstand der wesentlichsten Bau-

steine wird hier kurz aufgefthrt und relativ zur Gesamtlaufzeit (36 Monate) wiedergegeben:

1) Gap-Analyse der Abdeckung von Rote Liste und FFH relevanten Arten in der Referenzdatenbank mit DNA-
BarCOTeS: Zu etwa 90% erreicht (Kap. 4).
2) Gap-Analyse der Abdeckung GBOL Il anwendungsrelevanter Arten in der Referenzdatenbank mit DNA-
Barcodes: Abgeschlossen.

3) Ausbau der Funktionalitdt des GBOL Internetportals (verbesserte Fortschrittsanzeige, hierarchische Taxonlis-

ten, Analysefunktionen, Dateneingabe Feedback u.a.): Zu etwa 85% abgeschlossen (Kap. 3.2).

4) Generierung von 60.950 DNA-Barcodes fur 13.800 zusétzliche Arten Deutschlands, mit Belegexemplar-,
Gewebe- und DNA-Sammlungen: Zu Uber 60% erreicht.

5) Workshops, Vernetzungstreffen, Publikationen und OA: Zu Uber 75% erreicht.

6) Fortschritt der Anwendungsstudien (Kennzeichnung der Teilprojekte wie im Antrag):

B.1) Sammlung und Typisierung von Eiparasitoiden der Gattung 7richogramma fir die biologische Schad-
lingsbekampfung (SMNS, ZFMK): Zu 60% abgeschlossen (Kap. 5.1).

B.2) Design und Implementierung von pilzspezifischen Microarrays (,EcoChips’) fur die frihzeitige Diagnos-
K CUBY: Zu 65% abgeschlossen (Kap. 4.5).
B.3) Verfahrensentwicklung zu NGS-basierter Verifikation und Artbestimmung von Saatgut und Baum-

schulware (Nees, BGBM, SMNS, IEB, BSM): . Zu 30% abgeschlossen (Kap. 5.2).

C.1) Erfassung von Diatomeen sowie Massensequenzierung von Umweltproben als neue Technik im Kon-

text der GewassergUtebestimmung (BGBM): Zu 60% abgeschlossen (Kap. 5.3).

GBOL
BRIDGING THE GAP BETWEEN SCIENCE AND PRACTICE
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C.2) Metabarcoding zur Bewertung des Zustands von FlieBgewassern nach der EU Wasserrahmenrichtlinie
(UDE, ZFMIK) o Zu 70% abgeschlossen (Kap. 5.4).
C.3) Entwicklung NGS-basierter Analysemethoden von Umweltproben fir Monitoring im terrestrischen Be-

reich (NP Eifel und NP Bayerischer Wald) (ZFMK, ZSM): ... Zu 65% abgeschlossen (Kap. 4.2 & 4.3).
D) DNA-Referenz-Katalogerstellung fur wichtige Organismen in Forensik, Lebensmittelkontrolle und Ge-
trankeherstellung (ZFMK, ZSM): Zu 50% abgeschlossen (Kap. 5.5).
E.1) Bestaubung in der Landwirtschaft - Daten und MaBnahmen zur Ertragssteigerung und zur Erhaltung

der biologischen Vielfalt: (INRES, ZFMK): Zu 60% abgeschlossen (Kap. 5.3).
E.2) Bestdubung in der Landwirtschaft - Entwicklung von Standards fir die DNA-basierte Pollenidentifikati-

on (JLU, INRES): Zu 60% abgeschlossen (Kap. 5.7).

GBOL
BRIDGING THE GAP BETWEEN SCIENCE AND PRACTICE
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Uberblick Personalentwicklung, assoziierte GBOL-Projekte und Vernetzung

2.1 Personalentwicklungen

Personalstand an den einzelnen Instituten im Jahr 2017:

GBOL 1 (ZFMK, Bonn)
3 Wissenschaftler, 2 TAs, 2 SHK, 2 WHK plus Unterstitzung durch ZFMK-Stammpersonal
1) 3 Wissenschaftler:
— Verbundkoordination: Dr. M. Geiger
— Taxonkoordination: Dipl. Biol. B. Rulik
—  GBOL-Informatiker: Dr. K.-H. Klameth (50%)
— Doktorandin: MSc. A. Kirse (Metabarcoding NP Eifel)
2) 2 Technische Assistentinnen im Molekularlabor und fir allg. Probenbearbeitung:
— BSc. J. Thormann (90%)
—  MSc. L. von der Mark (100%)
3) Studentische & wissenschaftliche Hilfskrafte, Master & Bachelor Studenten:
—  Dr. V. Rduch (Diversity Workbench Daten Importroutinen, bis Ende 2017)
— Dipl. Biol. W. Walbaum (Biodiversitatsinformatik, GBOL-Internetseite)
— A. Montemagno (Probensortierung aus Mischproben, bis Mitte 2017)

— Al Pavlova, J. Kéhler, I. Madge, J. Toews, K. Brands, M. Fahldieck, S. Ottati, T. Sellmeier, T.
Salden, C. Braun

4) Stammpersonal ZFMK:
—  Dr. J. Astrin (DNA-Taxonomie & Biobank)
— Dr. V. Fonseca (Pl Metabarcoding & Umweltgenomik)
— Dr. P. Grobe (GBOL-Biodiversitatsinformatik)
— Dr. B. Quast (Biodiversitatsinformatik)
— 11 Wissenschaftler mit unterschiedlichen Zeitanteilen in GBOL (5-30%)

GBOL 2 (ZSM, MUnchen)
2 Wissenschaftler, 1 TA, 7 SHKs plus ZSM-Stammpersonal
1) 2 Wissenschaftler:
— Taxonkoordination: Dipl.-Biol. J. Moriniere
— Doktorandin ab August 2016: L. Hardulak (55%)
2) Technische Assistentin im Molekularlabor:
— Dr. M. Querejeta Coma (50%)
3) 7 Studentische Hilfskrafte
4) Stammpersonal ZSM (9 Wissenschaftler)

GBOL
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GBOL 3 (SMNS)

1 Wissenschaftler, 1 SHK plus SMNS/SMNK-Stammpersonal
1) 2 Wissenschaftler:

— Taxonkoordination: Dr. J. C. Monje (50%)

— Koordination beim Kooperationspartner: T. Kursch-Metz (50%)
2) 1 Studentische Hilfskraft

3) Stammpersonal (alle anteilmaBig bis max. 40%):
— 1 Wissenschaftler
— 2 Praparatoren
— 1 technische Assistentin (ab September 2016)

GBOL 4 (BGBM)
Teilprojekt Botanik:
1 Wissenschaftler, 1 TA, plus Stammpersonal
1) 1 Wissenschaftler:
— Taxonkoordination: Dr. R. Hand (50%)
2) TA:
— A. Sabah (bis VI 2017)
— R.Wanke (ab IX 2017)

Teilprojekt Diatomeen:
7 Wissenschafterlnnen, 2 TA, 3 SHKs
1)  Wissenschafterlnnen:
— Sprecherin: Dr. R. Jahn (keine Projektmittel)
— Vertretung: Dr. J. Zimmermann (25%, ab XIl 2017: 75%)
—  Taxonomin: Dr. N. Abarca (25%, ab XIl 2017: 75%)
—  Kultivator: Dr. O. Skibbe (50%)
— Datenverfugbarkeit: K. Luther (25%)
— Datenmanagement: W.-Henning Kusber (keine Projektmittel)
DNA-Bank/GGBN: G. Droge (keine Projektmittel)

— J. Bettig (50%)

— J. Bansemer (keine Projektmittel)
3) 3 SHKs:

— A.Van (80 Monatsstunden)
— S, Proft (keine Projektmittel)
— K. V. Riswyk (keine Projektmittel)

GBOL 5 (NEES)
1 TA plus Nees-Stammpersonal
1) Technische Assistentin:

— Frau C. Schutte (keine Projektmittel, Nees-Stammpersonal)

GBOL
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GBOL 6 (INRES)
1 Wissenschaftler, 1 LTA plus Stammpersonal
1) 1 Wissenschaftler:
— Doktorandin Dipl. Ing. Agrar N. Schwarz (55%, bis Ill 2017),
— Doktorandin MSc I. Kilian (55%, ab IV 2017)
2) 1 Landwirtschaftlich technische Assistentin:
— M. Gruss (LTA, 35%, bis IX 2017)
— K. Kurzrock (LTA, 35%, ab 12018)
3) Stammpersonal INRES, ZFMK:
— Dr. A. Hamm, Dr. X. Mengual, Dr. R. Peters, Dipl. Biol. B. Rulik

GBOL 7 (JLU)
1 Wissenschaftler plus Stammpersonal
1) 1 Wissenschaftler:
— Doktorandin: S. Swenson-Friedrich (55%)
2) 2 Technische Assistentinnen: S. Mutz und H. Krufczik (10%)
3) Studentische Hilfskraft: V. Deutschmeyer
— Stammpersonal JLU: Leiter des Lehrstuhls V. Wissemann (5%)
— Akademische Ratin: B. Gemeinholzer (10%)
— Administrative Unterstitzung: A. Mehl (5 %)

GBOL 8 (RUB) - Pilze
2 Wissenschaftler plus Stammpersonal
1)  Wissenschaftler:
— Taxonkoordination: Herr Dr. M. Kemler (100%)
—  Wiss. Mitarbeiterin: Frau J. Steffen (5%)
— MSc. Student: F. Witfeld
2) Stammpersonal:
—  Herr Prof. Dr. D. Begerow

Weitere Partner im Pilz-Projekt:

Thinen-Institut: 1 TA (50%, E9), 17 Monate (Januar 2017 - Mai 2018): S: Hentschel
— Stammpersonal: Dr. B. Bubner

SMNK: 1 WHK, 1.9.2016-31.1.2017 (68,7h/Mon) + 1.3.-31.12.2017 (35,5h/Mon): M. Wieners (MSc. Student)
— Stammpersonal: Dr. M. Scholler

SMNS: 1 TA (50%, E9) 18 Monate (2016-18): Dipl. Biol. C. Krause
— Stammpersonal: Dr. U. Eberhardt
— M. Heklau (Praparator), Priv. Doz. Dr. M. Thiv (Kurator)

SMNG: 1 TA (50%, E6) 18 Monate (2017-18): S. Kihnel
—  Stammpersonal: Dr. U. Damm, S. Bien (Doktorand)

GBOL
BRIDGING THE GAP BETWEEN SCIENCE AND PRACTICE



Zwischenbericht fir 2017: German Barcode of Life Phase |l

GBOL 9 (HZl)
1 Wissenschaftler plus Stammpersonal
1) 1 Wissenschaftler:

— Frau S. Heitkamper

2) Stammpersonal: Dr. M. Stadler, B. Forster (Doktorandin), L. Wendt (Doktorandin) und C. Lambert
(MSc. Student), N. Wurzler (MSc Studentin), A. Skiba (TA)

GBOL 10 (UDE)
1 Wissenschaftler, 1 TA plus Stammpersonal
1) 1 Wissenschaftler:
— Doktorandin: Dipl. Biol. V. Zizka (55%)
2) 1 Technische Assistentin im Molekularlabor:
—  M.Sc. B. Peinert (50%)
3) Stammpersonal AG Leese:
— Dr. C. Hartmann-Fatu, M.Sc. J. Macher, M.Sc. V. Elbrecht

GBOL 11 (IEB)
1) 1 Wissenschaftler & 1 TA:
— Doktorandin: Dipl. Biol. S. Wiechers (50%)
— Frau O. Lepping (TA, keine Projektmittel, IEB Minster-Stammpersonal)

GBOL 12 (UB)
1 Wissenschaftler plus Stammpersonal
1) 1 Wissenschaftler:
— Doktorand: Dipl. Biol. J. Harjes (55%)
2) Stammpersonal: Prof. Dr. G. Rambold

GBOL
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An der Aufteilung der zu bearbeitenden taxonomischen Gruppen hat sich im Jahr 2017 nichts gedndert. Die

Kooperationsvereinbarung regelt nach wie vor, welches Institut jeweils fir die Bearbeitung einer bestimmten

Organismengruppe zustandig ist. Die Aufteilung und Fokussierung auf einzelne Gruppen soll so garantieren,

dass Mittel effizient eingesetzt werden, und erméglicht zudem die bessere Planung von frischen Aufsamm-

lungen. Besonders artenreiche Gruppen (z. B. Coleoptera) werden von mehreren Instituten bearbeitet:

Taxon / Probentyp Verantwortlich Taxon Verantwortlich
Acoelomorpha ZSM Mecoptera ZFMK
Annelida s.I. ZSM Megaloptera ZFMK
Arachnida SMNS, SMNK, ZFMK Mollusca ZSM
Archaeognatha ZSM Myriapoda ZSM, ZFMK
Blutenpflanzen BGBM, Nees Nemathelminthes ~ ZFMK
Bryozoa ZSM Nemertini ZSM
Cnidaria ZSM Neuroptera ZFMK
Coleoptera ZSM, ZFMK Odonata ZSM
Crustacea ZFMK Orthoptera ZSM
Dermaptera ZSM Phthiraptera ZFMK
Diatomeen BGBM Plathelminthes ZSM
Dictyoptera ZSM Plecoptera ZSM
Diptera ZFMK Pollen JLU
eDNA BGBM, JLU, UDE, ZFMK Porifera ZSM
Entognatha ZSM Pscocoptera ZFMK
Ephemeroptera ZSM Rhaphidioptera ZFMK
Fungi ;\Z/:NRGUB SMNS, SMNK, T, Siphonaptera ZFMK
Gnathifera ZSM Strepsiptera ZFMK
Hemiptera ZFMK Tardigrada ZFMK
Hymenoptera ZSM Thysanoptera ZFMK
z)yarpaes?t%ﬁ’éga SMNS, ZSM Trichoptera ZSM
Lepidoptera ZSM Vertebrata ZFMK
Zoraptera ZFMK
Zygentoma ZSM

BRIDGING THE GAP BETWEEN SCIENCE AND PRACTICE
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2.3 Assoziierte GBOL-Projekte und Partner

Die Idee einer gemeinsamen Plattform zur Darstellung und Koordination fir séamtliche DNA-Barcoding Aktivi-
taten in Deutschland fand bereits in der ersten Phase groBen Anklang. Seither haben sich weitere Forscher-
gruppen mit ihrer Expertise und den generierten Daten angeschlossen, und sich bereit erklart in Zukunft ihre
DNA-Barcodes auch Uber das GBOL-Portal zur Verfigung zu stellen. Im Gegenzug profitieren diese Partner
von der in GBOL aufgebauten Infrastruktur und tragen dazu bei, die vom BMBF bereitgestellten Ressourcen

effizient zu nutzen. Folgende Projekte und Institute waren auch in 2017 assoziierte Partner:

FlieBgewasser Fauna (GeneStream Projekt)
Prof. Dr. F. Leese, Universitat Duisburg-Essen

Odense

AG Aquatische Okosystemforschung
Universitdtsstr. 5
45141 Essen

Kiel
o
Rostock
o
Lilbeck
o

Hamburg
5

OStettin
Bremen
°

Hannovegy, yoifsburg
BraunYfhweig oMagdeburg

Freshwater Diversity Identification for Europe (FREDIE) (beendet)
SAW Leibniz Verbundprojekt

PD Dr. F. Herder

Zoologisches Forschungsmuseum Alexander Koenig (ZFMK)
Leibniz Institut far Biodiversitat der Tiere

Museum fur Naturkunde (MfN)

Leibniz-Institut fir Gewasserdkologie und Binnenfischerei (IGB)

dam S/

rderlande ? @

und
Leipzig
E

In o
Kgln Deutschland

e
9

am Main Prag
o )
Niirnbers
nberg

(Luxemburg Tschechie

Mannheim
°

LBV Umweltschutz-Informationszentrum Lindenhof
Dr. P. Wagner (Allwetterzoo Munster)
Karolinenreuther Strale 58

95448 Bayreuth

Marine Organismen Deutschlands (DZMB) (Status unklar)
Prof. Dr. P. M. Arbizu, Senckenberg am Meer
Deutsches Zentrum fur Marine Biodiversitatsforschung .
Sldstrand 44

26382 Wilhelmshaven

)
Kartendsten © 2017 GeoBas!s-DE/BKG (©2009), Google, Inst. Geogr. Naciofisl - 100 km L

GBOL-Partner (blau) und assoziierte
Projektpartner (gelb) in Deutschland.

Naturkundemuseum Potsdam
Dr. J. Pfander

Breite StraBe 13

14467 Potsdam

Senckenberg Naturhistorische Sammlungen Dresden (SNSD, Fauna Ost)
Dipl. Biol. A. Weck-Heimann

K&nigsbricker Landstr. 159

01109 Dresden

Subterrane Fauna (Universitat Duisburg-Essen)

Dr. A. Weigand, AG Aquatische Okosystemforschung
Universitatsstr. 5

45141 Essen

GBOL
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2.4 Vernetzungen mit anderen Organisationen

Zahlreiche Arbeitsgemeinschaften, Behérden, Vereine und andere an Biodiversitat interessierte Gesellschaften
sind seit Projektbeginn aktive und interessierte Partner, die Uber GBOL gut informiert sind und entweder Da-
ten, Logistik oder direkt Material beitragen. Erfreulicherweise nahm die Zahl der Anfragen fur Beratungen und
Services im Bereich (meta)Barcoding und eDNA von Landesamtern, Biologischen Stationen u.a. in 2017 weiter
zu. Dies belegt, dass ein Umdenken eingesetzt hat und das Potential DNA-basierter Methoden zur Umwelt-

Uberwachung nun weithin bekannt ist.

Unsere behordlichen Kontakte sind zudem besonders wichtig, wenn es zum Beispiel um den Zugang zu
Schutzgebieten und die Erteilung von Ausnahmegenehmigungen geht. Ein Beispiel daflr sei das aufwendige
Verfahren, um in 2017 mit gezielten Aufsammlungen der Orchideen NRWs zu beginnen, damit die Referenz-
bibliothek dieser Artengruppe und der potentiellen Bestauberinsekten von Orchideen innerhalb des Foérder-
zeitraums abgeschlossen werden kann. Da Orchideen streng geschitzt sind und nur noch fragmentiert in
NRW vorkommen, mussten bei elf unterschiedlichen Behorden in NRW Antrage auf Ausnahmegenehmigung
zum Betreten von Naturschutzgebieten sowie auf Entnahme von zwei Belegexemplaren gestellt werden (mit *

markiert).

In 2017 aktive Partner waren:

Amt fir Umwelt des Landkreises Heinsberg*

Arachnologische Gesellschaft (AraGes)

Arbeitskreis Diptera

Bezirksregierung Arnsberg

Biologische Stationen NRW

Bundesamt fur Naturschutz

Emschergenossenschaft

Enneppe-Ruhr Kreis

Europarc Deutschland e.V. (AG Forschung & Monitoring)

Forstamt Backnang

Greifvogelstation & Wildfreigehege Hellenthal

Hohlenverein Blaubeuren e.V.

Justus-Liebig-Universitat GieBen, Klinik fir Vogel, Reptilien, Amphibien und Fische
Kreisverwaltung Rhein-Sieg-Kreis*

Kreisverwaltung Duren*

Landesamt fur Gesundheit und Lebensmittelsicherheit (LGL) OberschleiBheim
Landesamt fir Umweltschutz Sachsen-Anhalt

Landesverband fir Hohlen- und Karstforschung Hessen e.V.

LANUV (Landesamt ftr Natur-, Umwelt- und Verbraucherschutz NRW)
Nationalpark Bayerischer Wald

Nationalpark Berchtesgaden

Nationalpark Eifel

Nationalpark Mdritz

Naturkundemuseum Luxemburg

Netzwerk "Nagetier-tibertragene Pathogene" (NaUPa-Net)
Nordwestdeutsche Arachnologen (NOWARA)

Sieg Fischereigenossenschaft

Stadtverwaltung Aachen*

Sudliche Arachnologische Arbeitsgemeinschaft (SARA)

GBOL
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Technische Universitat Weihenstephan

Thiringer Entomologenverband e.V.

UNESCO Biosphérenreservat Stidost-Rigen

Universitat Hamburg

Universitdt Hohenheim

Untere Naturschutzbehérde Bonn*

Untere Naturschutzbehérde Rheinisch-Bergischer Kreis*
Untere Naturschutzbehorde Rhein-Erft Kreis*

Untere Naturschutzbehorde Stadt Koin*

Untere Lanschaftsbehorde Stadt Leverkusen*

Untere Lanschaftsbehdrde Euskirchen*

Untere Lanschaftsschutzbehdorde Viersen*

Verband der deutschen Héhlen- und Karstforscher
Verein zur Erhaltung bedrohter Tierarten und ihrer Lebensraume (VEbBTIL) Tibingen

Da sich die Verbreitung von Organismen selten an politische Grenzen orientiert und es ineffizient ware, in
Deutschland extrem seltene, aber in angrenzenden Landern haufige Arten bei uns mit viel Aufwand zu su-
chen, spielt die internationale Vernetzung von GBOL eine groBe Rolle. Auch werden in anderen Landern unter
Umstanden Methoden entwickelt, die fur den Forschungsverbund von Bedeutung sein kénnen, bzw. méchten
wir Uber ,Capacity Building’ MaBnahmen helfen, die Biodiversitatsforschung auch in anderen Landern zu un-
terstUtzen. In 2017 besonders hervorzuheben sind Kooperationen mit GBOL-Beteiligung im Rahmen der fol-

genden Initiativen:

EU COST action ,DNAqua-Net’

Initiator: Prof. Florian Leese, Universitat Duisburg-Essen, Pl ‘GBOL 10’

GBOL spielt besonders in der Arbeitsgruppe WG1 ,DNA Barcode References’ eine Rolle, um die Erstellung
einer Referenzdatenbank fur europaische SiBwasserorganismen zu begleiten (vgl. Kapitel 4.2). Wir sehen
darin ein neues Momentum, welches wir nutzen wollen, um die europédischen DNA-Barcoding Initiativen bes-

ser zu vernetzen.

EU Horizon2020 — TWINNING Antrag ,BULCode’

In 2017 wurde ein H2020 Antrag in der TWINNING Férderlinie mit Bulgarien als Hauptpartner eingereicht. Das
ZFMK sollte mit finnischen DNA-Barcoding Experten zusammen helfen, Gber Workshops, Austausch von Ex-
perten und gemeinsame Forschungsarbeiten die in GBOL erarbeitete Expertise in Bulgarien zu etablieren. Der
Antrag erhielt bei der Begutachtung 9,5 Punkte und schaffte so die Hirde zur Férderung um einen halben

Punkt auf 10 leider nicht. Derzeit suchen wir nach alternativen Férdermoglichkeiten.

GBOL
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Georgien-Initiative

Derzeit wird vom Internationalen Biro des BMBF das Projekt "Erfassung, Monitoring und Management der
kaukasischen Biodiversitat — Eine georgisch-deutsche Initiative zum Aufbau eines gemeinsamen Biodiversitats-
forschungszentrums" finanziert. Uber drei Jahre sollen dabei die existierenden Kontakte zur llia State Universi-
ty in Tiflis ausgebaut und Wissen sowie Erfahrungen aus GBOL und den unterschiedlichen Sektionen des
ZFMK nach Georgien transferiert werden. Daflr werden gemeinsame Feldaufenthalte, Lehre und wissen-
schaftliche Projekte zwischen Bonner und Tiflisser Partnern geplant. Im Zuge des Projekts sollen GBOL-Arbeits-
und DatenflUsse demonstriert und in Grundzlgen bereits - soweit mdglich - in Georgien Ubernommen wer-
den. In einer bei erfolgreicher Performance hoffentlich folgenden zweiten Projektphase kénnte dann eine
entsprechende Laborausstattung und Datenarchitektur in Georgien aufgebaut werden, die die GBOL-

Infrastruktur komplett portiert.

Environmental Barcoding of Aquatic Invertebrates (EBAI Projekt)

Co-PI Dr. Vera Fonseca, ZFMK, GBOL Eifel-Studie

In dem vom norwegischen Research Council geférderten Projekt werden eDNA und Metabarcoding Metho-
den verglichen und optimiert. Am Ende sollen Richtlinien entwickelt werden, wie am besten im Feld Proben zu
nehmen sind, wie diese optimal konserviert werden kénnen und welche Analyse Methoden fiir Monitoring

Programme am geeignetsten sind.

GBOL
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7. International Barcode of Life Conference (20-25. November 2017 - https://dnabarcodes2017.org)

Eine exzellente Moglichkeit sich besser zu vernetzen, neue Projektideen zu besprechen und Erfahrungen aus-
zutauschen bieten Fachtagungen. Im Bereich DNA-Barcoding stellt die iBOL-Tagung die gréBte solche Initiati-
ve dar und findet alle zwei Jahre statt. Zum nun siebten Mal trafen sich die kanadischen , Initiatoren” von
DNA-Barcoding (iBOL & CBOL) um Professor Paul Hebert (University of Guelph, Centre for Biodiversity Geno-
mics) im Rahmen der gréBten Konferenz zum Thema DNA-Barcoding (iBOL7) mit gut 400 Teilnehmern aus 73
Nationen, um sich auszutauschen, besser zu vernetzen und die Idee von ,Barcode of Life” weiter voran zu
bringen. Aus dem GBOL-Kreis nahmen zehn Kollegen an der Tagung in Stdafrika teil und prasentierten in
sechs Fachvortrdgen und weiteren (digitalen) Postern Ergebnisse und Teilprojekte. Das Programm war extrem
vielfaltig und wurde in sechs parallelen Sessions angeboten. Noch nie zuvor gab es so zahlreiche Vortrage
zum Thema Metabarcoding und eDNA-Analysen, was ganz klar das gro3e Potential bzw. die bereits erfolgen-
de Anwendung der Methodik in der Praxis zeigt. Aber auch im Bereich Erstellung von Referenzbibliotheken
gibt es methodische Fortschritte, die es sehr bald erlauben werden, noch glnstiger einzelne Barcodes zu er-
stellen. Eingebettet in den Krlger Nationalpark und ein straffes Begleitprogramm kam keine Sekunde Lange-
weile auf und das Fehlen einer stabilen Internetverbindung wurde so auch nicht zum Problem. Die nachste

iBOL-Tagung wird 2019 in Trondheim stattfinden und von den Kollegen des NorBOL Projektes organisiert.
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2.5 Externe Experten (,Citizen Scientists’)

Neben der Vernetzung hauptberulicher Taxonomen zwischen Instituten und Landern hdngt der Erfolg von
GBOL stark von der Zusammenarbeit mit den externen Experten ab. Ein groBer Teil der in Deutschland
vorhandenen taxonomischen Expertise lasst sich nur bei ehrenamtlich tatigen Experten finden. Hier leistet
GBOL weiterhin einen Beitrag, das auf langjariger Erfahrung basierende Wissen zu ,konservieren”, digital
verfligbar zu machen und fir kinftige Anwendungen aufzubereiten. Allein mit Hilfe der professionellen

Taxonomen an den naturkundlichen Einrichtungen in Deutschland kénnten nicht alle GroBgruppen bearbeitet

werden. Im Berichtszeitraum 2017 konnten 13 weitere externe Experten hinzugewonnen werden.

. Anzahl . Anzahl
Taxon-Expertise Experte Taxon-Expertise Experte
Amphibia/Reptilia 2 Acoelomorpha 0
Arachnida 10 Annelida 1
Auchenorrhyncha 5 Archaeognatha 0
Aves 5 Bryozoa 1
Coleoptera 32 Cnidaria 0
Crustacea 9 Coleoptera 22
— Diptera 30 Crustacea 1
- Heteroptera 7 Dermaptera 2
8 Mammalia 5 Dictyoptera 0
G) Myriapoda 7 Entognatha 0
Nemathelminthes 1 EPTO 10
Pisces/MZB 6 N Gnathifera 0
Psocoptera 1 8 Hymenoptera 8
Psvloidea 1 ] Lepidoptera 40
Siphonaptera 1 Mollusca 5
Subterrane Fauna (div. Taxa) 2 Myriapoda 6
Total GBOL1: 124 Nemertini 0
M Arachnida 4 Orthoptera 5
o) Chalcidoidea 5 Plathelminthes 3
o0 Pucciniales 6 Porifera 1
© Total GBOL3: 15 Zygentomorpha 0
n Angiospermen 29 Total GBOL2: 105
o) Farne 3
2] Moose 13
O [Total GBOLS: 45 2 89
Gesamtanzahl externer GBOL-Experten:

Sammlernetzwerk von GBOL nach Taxon-Expertise gegliedert.

GBOL
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GBOL-BioBlitz 2017

Vom 28. bis 30. Juli 2017 fand zusammen mit rund 20 GBOL-Spezialisten ein BioBlitz im Stid-Harz statt. Diese
Art der konzentrierten Erfassung von Artenvielfalt mit Spezialisten fur verschiedene Artengruppen hat in GBOL
fast schon Tradition und fand nun zum vierten Mal statt. Der Vernetzungsaspekt zwischen den Experten und
die stattfindenden Fachgesprache sind dabei mindestens genauso wertvoll wie die Proben, die fur das Projekt
dabei gewonnen werden.

Dank der Genehmigung des Landesamtes fur Umweltschutz Sachsen-Anhalt und der Unteren Naturschutzbe-
horde des LK Harz (Dr. Schnitter und Dr. Schénborn) konnten wir in den verschiedenen Naturschutzgebieten
rund um Neinstedt bei Thale nach neuen Arten flr die GBOL-Datenbank suchen. Durch die hervorragende
Unterstltzung bei der Planung und Durchfihrung durch den ortskundigen Dipl.-Ing. Peter Goéricke, seines
Zeichens auf Heteropteren (Wanzen) spezialisierter Entomologe und externer GBOL-Spezialist, konnten auch
gezielt fur bestimmte Organismengruppen geeignete Habitate angefahren werden. Somit ging es unter ande-
rem in das Naturschutzgebiet (NSG) Teufelsmauer, das NSG Harslebener Berge, das NSG Gegensteine-
Schierberg, und ins Selke-, sowie Bodetal. Von Freitag bis Sonntag wurde mit Hilfe der Experten eine intensive
faunistische und floristische Bestandsaufnahme durchgefiihrt und gleichzeitig - wenn méglich - noch fehlende
Arten fir die GBOL DNA-Barcode Datenbank gesammelt. Die Auswertung und Nachbestimmung des gesam-
melten Materials wird noch eine Weile in Anspruch nehmen, bislang belduft sich die Gesamtartenzahl aus den
Ruckmeldungen auf knapp 300.

Ein kleines Highlight war bereits der Fund der Bremse Silvius alpinus von Anke Schéafer in einer der beiden
aufgestellten Malaisefallen. Die Art ist soweit nérdlich eigentlich nicht zu erwarten gewesen und bislang lag

nur ein DNA-Barcode aus Deutschland (und weltweit) in der BOLD Datenbank vor.
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Oben links: Kopf der Griinaugen-Bremse (Silvius alpinus); oben rechts: Peter Goricke beim Sortieren von , Wiesenplank-
ton” auf der Suche nach spannenden Wanzen; unten: ein Teil der Teilnehmer vor der Unterkunft im historischen Gebaude
des Evangelischen Begegnungszentrum Lindenhof in Neinstedt.
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3. Infrastruktur und Arbeitsmethoden

Alle Arbeitsschritte zur Generierung der DNA-Barcodes von der Aufsammlung der Probe Gber deren Doku-
mentation bis hin zur Darstellung der Daten im Webportal wurden in den letzten Jahren kontinuierlich verbes-
sert und auch in 2017 weiter entwickelt. Nach wie vor werden unterschiedliche Strategien zur Erstellung der
Daten verfolgt, bei denen entweder alle Schritte von der DNA-Extraktion bis zur Vervielfaltigung der DNA-
Barcodes in eigenen Laboren stattfinden und nur die Sequenzierungen als Auftrdge vergeben werden (z. B.
BGBM, Nees, SMNS, UDE, ZFMK), oder der Grof3teil der Proben Uber die in Kanada etablierten Laborroutinen
am Canadian Centre for DNA-Barcoding (CCDB) bearbeitet werden (ZSM).

3.1 Methodische Fortschritte

Alle Laborroutinen fir den in GBOL bendétigten Massendurchsatz von Einzelproben — vornehmlich ZFMK &
ZSM - sind bereits etabliert worden, sodass spezielle Anpassungen und Weiterentwicklungen von Protokollen
nur bestimmte Organismengruppen (z.B. Mikrohymenopteren) oder besonderes Ausgangsmaterial betreffen.
Dazu zadhlen alte Museumsproben mit stark degradierter und fragmentierter DNA, welche in Zukunft vermehrt
prozessiert werden mussen, um flr sehr seltene Arten einen DNA-Barcode generieren zu kénnen. Auch hier-
bei werden in GBOL zwei mdgliche Methoden zum Barcoding verglichen, einmal mittels HTS von zuvor Gber
DNA-Sonden angereicherten COI-Bibliotheken (ZFMK, vgl. Kapitel 4.2), zum anderen mittels HTS von in meh-
reren PCR Schritten erstellten COI-Bibliotheken (ZSM via CCDB, vgl. Kapitel 4.3). Beide Verfahren sind von
groBer Bedeutung fur die Komplettierung der Referenzbibliothek mit besonders seltenen oder ausgestorbe-
nen Arten. Weitere Optimierungen betreffen die Massensequenzierung von DNA aus Umweltproben (Boden
& Insektenfallen, Kapitel 4.2 und 4.3; Gewasserorganismen, Kapitel 5.3 und 5.4; Pollenmischungen, Kapitel

5.7, Saatgutgemische, Kapitel 5.2).

Mit Interesse verfolgen wir die neuesten Entwicklungen der kanadischen Kollegen am CCDB (Hebert, PDN et
al. 2018: A Sequel to Sanger: amplicon sequencing that scales. BMC genomics 19.1:219.), die klrzlich eine
alternative Sequenziertechnologie (SMRT: single molecule, real-time) auf der SEQUEL Plattform genutzt haben,
mit dem Potential, die Kosten flr einen einzelnen DNA-Barcode drastisch zu senken (20 ct). Der Unterschied
zu den im Bereich Metabarcoding eingesetzten HTS Methoden (hpts. lllumina) liegt darin, den 1:1 Link zwi-
schen Individuum und generierter DNA-Sequenz erhalten zu kénnen, was eine unabdingbare Voraussetzung
flr Referenzdaten darstellt. Die Technik wird derzeit in GBOL nur im Botanik-Teilprojekt (Universitat Bonn,
Prof. Quandt) getestet (Kapitel 4.4). Erste Ergebnisse werden im Laufe 2018 erwartet und dann im Verbund
diskutiert.
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3.2 Webportal & Datenfliisse

Im Bereich Datenarchitektur und Vernetzung zwischen verschiedenen Systemen sollte in 2017 die Anbindung

der Botanik Datenbank , Webapp” (gbol5.de) verbessert werden und wenn maoglich die neuen Zielorganismen

(neu fur GBOL Phase Il) Diatomeen und Pilze auf dem \ -
GBOL-Portal dargestellt werden. Zudem wurde unter Ver- G@Lﬂ I
wendung eigener ZFMK-Hausmittel der Import der Rote g
. . . e 3
Liste Status fur den GroBteil der verfigbaren und in GBOL A o
relevanten Arten bewerkstelligt. Konkret wurden in 2017 |m==me _ eI T
folgende Arbeitspakete definiert und umgesetzt: T

Weiterentwicklung des Datenportals: die gesamte Seite Andrena bimaculata

T Animalia, A Insecta, a, Apidae

wurde auf Wordpress umgestellt, welches die direkte

Beteiligte Experten: Status auf der deutschen Roten Liste

Pflege der Inhalte durch autorisierte Nutzer (neue Rolle:

.Redaktion”) auf der Seite méglich macht. Bisher musste

der Umweg Uber die Programmierung gegangen werden.

Ausgenommen von der Wordpress-Umstellung sind die

Seiten der Ergebnisdarstellung und zum DNA-Barcode

Anzahl gefundene Individuen: 14

Abgleich. Diese werden auch in Zukunft vom Pyramid-

an © Atname  Katalognummer

Framework ausgeliefert.

Es kdnnen nun detaillierte Informationen zu einem Taxon
oder zu einem Individuum dargestellt werden. Die Infor-
mationen werden mit einem Klick auf den jeweiligen Ein-

trag der Ergebnisliste einer Suche aufgerufen.

Zu den Arten werden an dieser Stelle die Informationen
aus den Rote-Liste Verzeichnissen angezeigt. Die Rote
Liste Status und die aktuelle Bestandssituation k&nnen
auch Uber die facettierte Suche abgefragt werden. Diese S ety

Funktion steht nur registrierten Benutzern zur Verflgung. B

Kleinere Fixes und Verbesserungen: es konnen jetzt
30.000 Ergebnisse auf einmal angezeigt werden (vorher ‘ °
1000). In der Baumansicht kénnen jetzt 9000 Taxa auf

einmal angezeigt werden (vorher 1000). Die Nutzerverwal-

tung wurde ausgebaut und diese kdnnen bei Bedarf ge-

l6scht werden, bzw. erteilte Expertisen widerrufen wer- e

den. e —
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Einbindung der Zielartenlisten fir die in GBOL Phase Il neu hinzugekommenen Partner BGBM-Diatomeen und
RUB-Pilze: Fiir die Koordinierung von Aufsammlungen frischen Materials und auch die AuBendarstellung des
Projektfortschrittes ist es unentbehrlich Taxalisten vorzubereiten, die sich in die bestehenden GBOL-
DatenflUsse integrieren lassen und somit auf der Webseite dynamisch erscheinen. Die Zielartenlisten — entwe-
der alle in Deutschland vorkommenden Arten einer Gruppe oder die Arten, welche im Rahmen des Projektes
flr die Fragestellung benétigt werden — werden dazu in das , Diversity Taxon Names” Modul der DWB impor-
tiert. Dort kénnen die Datensatze gepflegt, aktualisiert und an das GBOL-Portal zur Darstellung ausgeliefert
werden. Zur Umsetzung dessen gab es Telefonkonferenzen mit den Kollegen in Berlin (Diatomeen) und Bo-
chum (Pilze), welche die Listen im bendtigten Format bereitstellen wollen. Leider konnte das Arbeitspaket bis
Ende 2017 noch nicht abgeschlossen werden, da bei den Diatomeen auf die neueste Experten-Artenliste ge-
wartet werden solle und bei den Pilzen die technische Umsetzung nur schleppend voran geht. Der aktuelle
Stand der deutschen Taxon-Listen kann unter: http://www.diversitymobile.net/wiki/DTN_Taxon_Lists_Services

eingesehen werden (B. Rulik, P. Grobe, SNSB IT Center, Taxon-Koordinatoren der Teilprojekte).

Import der Rote Liste Informationen in die DTN zur Darstellung im Portal: In enger Zusammenarbeit mit dem
Entwicklerteam des Sammlungsmanagement- und Datenbanksystems , Diversity Workbench” (DWB) am SNSB
IT Center in Munchen (D. Triebel, V. Sanz) wurde an der Mobilisierung der Rote Liste Daten fur GBOL gearbei-
tet. Hiermit wurde lange gewartet, da fur entscheidende Tiergruppen die Daten erst im zweiten Teil von Band
4 Ende 2016 / Anfang 2017 erschienen. Die Veréffentlichung hatte sich immer wieder verschoben. Uber meh-
rere Werkvertrdge mit dem ZFMK wurden zunachst die einzelnen Taxonlisten (z. B. Tagfalter) der Rote Liste

mit den Taxonlisten von GBOL verglichen und Unterschiede markiert (V. Sanz). Im zweiten Schritt mussten

~ Filterauswahl geeignete  Taxon-

Bundesland Institut Sub-/Phylum Klasse/Ordnung

experten gefunden

Rheinland-Pfalz (61.734)
Bayern (60.437)
Europa (25.433)
Nordrhein-Westfalen (23.685,
Tharingen (15.229)

mehr...

Name des Einsenders

SNSB, Zoologische Staatssam
Global Malaise Trap Program (
Zoologisches Forschungsmus
Rudzinski, Hans-Georg (11.9C
ZFMK Malaise Trap Program (¢

mehr...
=

ZFMK (165.981)
7SM (89.436)

SMNS (14.825)
SMNK (3.344)

Nees Institut (3.154)

mehr...

Reich

Animalia (274.532)
Plantae (7.891)
Fungi (1.037)

Arthropoda (264.265)
Hexapoda (250.169)
Chordata (6.776)
Spermatophytina (4.734)
Bryophyta (2.155)

mehr...

Familie
Staphylinidae (11.802)
Sciaridae (11.334)
Phoridae (8.525)
Chironomidae (8.479)
Carabidae (8.335)

mehr...

Rote Liste Status

Ungefahrdet (34.410)

Vorwarnliste (3.458)

Gefahrdet (3.066)

Stark geféhrdet (2.013)

Vom Aussterben bedroht (741
mehr...

Aktuelle Bestandssituation

M&Big haufig (13.370)
Haufig (11.646)

Sehr haufig (10.860)
Selten (5.860)

Sehr selten (2.341)

mehr...

GBOL

Insecta (250.163)

Diptera (92.246)

Coleoptera (69.652)

Hymenoptera (43.548)

Lepidoptera (18.105)
mehr...

Art

Megaselia rufa (1.366)
Phoxinus phoxinus (1.168)

Ctenosciara hyalipennis (1.13«

Limnophyes habilis (1.090)
Metopina oligoneura (986)
mehr...
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und teilweise ent-
schadigt  werden,
um jeden einzel-
nen Fall von Unter-
schied zu betrach-
ten und eine Ent-
scheidung zu tref-

fen.
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Da die Erstellung der Zielartenlisten fir GBOL nun schon einige Jahre zurlick liegt, gab es in einigen Gruppen
eine Vielzahl von taxonomischen Anderungen, die Anpassungen nétig machten. Dies ist unbedingt erforder-
lich, da sichergestellt werden muss, dass der Rote Liste-Gefahrdungsstatus einer Art in der Roten Liste genau
die gleiche Art in der GBOL-Zielliste bzw. bereits hinterlegtes GBOL-Material betrifft. Bei den einfachen Fallen
ging es nur um Schreibweisen von Autoren der Erstbeschreibung, komplexe Falle erforderten aber tiefere
Recherchen, wenn z. B. eine Art mit einer anderen Art synonymisiert wurde, oder in GBOL als Synonym ge-
fihrt wurde und nun valide sein soll. Im GBOL-Portal werden nun nur solche Arten mit ihrem RL-Status ge-
flhrt, bei denen die Zuordnung eindeutig gelang. Aus Mangel an Experten und knapper Zeit bei den vorhan-
denen Spezialisten konnten noch nicht alle Taxa bearbeitet werden. Nach Bereinigung der Ziellisten wurde
mittels eines Importskriptes die entsprechende Information in das Modul ,, Diversity Taxon Names” (DTN) Uber-
tragen (V. Sanz) und mit den GBOL Daten verknipft (P. Grobe). Aufgrund der Sensibilitat der Informationen
zum Gefdhrdungsstatus in Verbindung mit den Fundortkoordinaten der an GBOL Uberstellten Proben, haben

wir uns entschieden, diese Daten nur nach Anmeldung am GBOL-Portal anzuzeigen.

Umstrukturierung und Konsolidierung des Datenimports in das Portal: Um der wachsenden Anzahl der Daten
und den gestiegenen Anforderungen an die Qualitatskontrolle gerecht zu werden, wurde der Datenimport in
das GBOL-Portal umstrukturiert. Ziele waren der Abgleich aller Taxon-Namen und ihrer Rote Liste Status, Geo-
spezifische Filterung der Daten, sowie die generelle Beschleunigung und die Einrichtung eines taglichen, au-
tomatisierten Updates des GBOL-Portals. Fiir alle Datenquellen wurde ein Abgleich mit den vom GBOL-Projekt
gepflegten TaxonNames-Services und den Rote Liste Daten der DWB implementiert. Gleichzeitig wurde der
Daten-Ingest vom BOLD-Portal, Uber das die Daten des ZSM importiert werden, Uberarbeitet. So konnte die
Anbindung von 261 auf 487 BOLD-Projekte ausgeweitet werden. Filter Gberprifen die Daten auf ihre Rele-
vanz fir GBOL und sortieren Daten aus, die zu anderen Zwecken zu BOLD geladen wurden. Weitere Filter
zum Zurickhalten schutzwirdiger Daten wurden implementiert.

Ein Hauptaspekt der Konsolidierung bestand darin, die Datenbank-Routinen zu beschleunigen, so dass ein
maoglichst schneller Transfer der Daten in das Portal gewahrleistet wird. Die bisherigen Routinen konnten mit
dem gewachsenen Datenbestand keine gute Performance mehr zeigen. Hierbei erwiesen sich besonders die
notwendigen SQL-Abfragen an die DWB-Instanzen (SMNK, SMNS, SGND, ZFMK) und in der Portaldatenbank
als Flaschenhals, der nur durch die Nutzung neuer Programm-Bibliotheken umgangen werden kann. Durch
die Uberarbeitung wurde die durchschnittliche Transferdauer von zwei Tagen auf 2 Stunden reduziert. Damit
ist ein automatisiertes nachtliches Update des Portals mdglich geworden und wird seit November 2017
durchgeflhrt. Die fur das Update notwendige nachtliche Einschrankung des Portalzugriffs liegt bei etwa 10

Minuten.
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Datentransfer von den Partnern und zu BOLD: Der Abgleich mit den Datenquellen der Provider wurde voll-
standig Uberarbeitet und die Datentbertragung sicherer und schneller gemacht, so dass die Daten jetzt tages-
aktuell im Portal bereitgestellt werden. Die Schnittstelle zwischen der Geneious-Datenbank (ZFMK) zur Verwal-
tung der Sequenzdaten im Labor wurde um weitere Marker erweitert. Nun kénnen neben COI auch beliebige
andere Sequenzmarker verarbeitet werden. Die Bereitstellung der publizierten GBOL-Daten fur BOLD wurde
Uberarbeitet und um die Daten zu verknUpften Individuen erweitert. So enthalt jeder Eintrag mdgliche Links
zu Individuen desselben Objektes, wie dem Morphologischen Voucher oder dem Barcode zugrunde liegende

DNA-Proben. Damit folgen wir den Vorgaben des Global Genome Networks (GGBN).

4. Fortschritte der Datengewinnung

4.1 GesamtUbersicht GBOL-Verbund

GBOL1 verfolgt als Koordinationsprojekt die Entwicklung aller Teilprojekte und ist fir die Erstellung der Ge-
samtstatistik zustdandig. Leider sind noch nicht alle generierten GBOL-Daten auf dem Webportal sichtbar,
wodurch sich die Zahlen im vorliegenden Bericht nicht zu 100% mit denen des GBOL-Portals decken. An der
Integrierung der noch nicht angebundenen Datenbanken wird weiter gearbeitet. Zudem befindet sich ein Teil
der Daten in der Validierungsphase, d. h. sie missen noch durch die jeweilig zustandigen Taxonomen freige-
geben werden. Dies betrifft in der Regel DNA-Barcodes von Individuen (bzw. Populationen), welche nicht zu
100% mit bereits publizierten Daten Gbereinstimmen. In diesen Fallen muss entschieden werden, ob es sich 1)
um eine Fehlbestimmung/Verwechslung mit einer sehr dhnlichen, unter Umstanden sehr nah-verwandten Art
handeln kénnte, oder 2) um naturliche, genetische Variation innerhalb einer Art, oder 3) kryptische Diversitat

sein kdnnte, die auf das Vorhandensein einer bisher Ubersehenen Art hindeutet.

Da in der zweiten Phase der Schwerpunkt auf der Weiterentwicklung von Anwendungen liegt, werden priori-
tar solche Arten bearbeitet, welche daflr unbedingt in der Referenzdatenbank erfasst sein mussen. Dazu
gehoren zum Beispiel die fir Monitoring relevanten Arten (Rote Liste, FFH, WRRL u.a.), aber auch bekannte
Schadlinge und invasive Arten. Die Arbeit an den Listen ist teilweise bereits abgeschlossen, wobei es beim
Abgleich mit den Rote Liste Taxa zu Verzégerungen kam, da die aktuellste Erweiterung (Rote Liste geféhrdeter
Tiere, Pflanzen und Pilze Deutschlands - Band 4: Wirbellose Tiere (Teil 2)) erst spat in 2016 erschien. Der GroB-
teil der Rote Listen Daten der Tiere ist nun in der DTN-Umgebung vorhanden, von wo sie Uber vorhandene
Routinen an das GBOL-Portal ausgegeben werden und in der facettierten Suche fir Analysen genutzt werden

kénnen.
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Matthias Geiger, Bjorn Rulik, Jonas Astrin, Vera Fonseca, Bjérn Quast, Peter Grobe, Wolfgang Wagele

Wie bisher ist Dipl. Biol. Bjérn Rulik als taxonomischer Koordinator am ZFMK verantwortlich fur die Akquise
und Betreuung von externen Artenkennern, sowie die Vervollstandigung von Artenlisten, Kontrolle der Ar-
beitsflisse und Koordination des Probeneingangs. Zudem priorisiert er die Probenbearbeitung und hilft bei der
Validierung bzw. Plausibilisierung der Artbestimmungen basierend auf den genetischen Distanzbaumen. Un-
tersttzt wird er dabei von den beiden technischen GBOL-Assistentinnen am ZFMK, MSc Laura von der Mark
und BS Jana Thormann, den Kuratoren der einzelnen Sektionen, sowie Herrn Dr. Matthias Geiger bei den

Wirbeltieren.

In 2017 konnten acht neue, vorwiegend ehrenamtlich tatige Artenkenner

Taxon-Expertise Anzahl
als GBOL-Partner gewonnen werden, die gut bestimmtes Material fir den Amphibia/Reptilia 5
Aufbau der Referenzdatenbank beisteuern. Die Tabelle rechts zeigt, wie  Arachnida 10
viele Spezialisten mit welcher Taxon-Expertise aktuell in GBOL am ZFMK _Auchenorrhyncha
mitarbeiten. Experten fUr taxonomische Gruppen, die nicht am ZFMK be- Aves
, ) ) ) Coleoptera 32
arbeitet werden, wurden entsprechend an die Kollegen weiter geleitet.
Crustacea 9
Diptera 30
Heteroptera 7
Mammalia 5
Myriapoda 7
Nemathelminthes 1
Pisces/MZB 6
Psocoptera 1
Psyloidea 1
Siphonaptera 1
Subterrane Fauna (div. 2
Total GBOL1: 124
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Probenlogistik und Laborroutine

Auch in 2017 gewahrleisteten die zwei technischen Assistentinnen, Jana Thormann (90%) und Laura von der
Mark (100%), die effiziente und reibungslose Prozessierung der groBen Probenmengen im Labor. Neben der
reinen Laborarbeit und anschlieBenden DNA Sequenzbearbeitung sind die beiden auch fir die Makrofotogra-
fie der Tiere und ggfs. deren Prdparation zustdndig. Dier Reduktion der Mittel fur studentische Hilfskrafte
bedingten, dass bei den beiden zeitintensiven Schritten der Vorsortierung und Unterprobenahme auch beide

TAs voll eingesetzt wurden.

Die mit Jonas Astrin (Sektionsleiter Molekulare Taxonomie und Biobank, ZFMK), Christoph Mayer (Sektionslei-
ter Statistische Phylogenetik und Phylogenomik) und Sandra Kukowka (TA Sektion Evolutiondre Genomik)
begonnenen Tests zum ,,DNA target enrichment” flr die Erstellung von DNA-Barcodes aus sehr alten Proben
mit stark fragmentierter DNA wurde in 2017 erfolgreich fortgefiihrt.

Dazu wurden diesmal sogenannte ,baits” — klnstliche DNA Sonden — basierend auf nahezu allen fir
Deutschland relevanten Arthropoden-Gruppen vertreten durch ca. 14.000 Arten in einem Alignment mit der
Software BaitFisher entwickelt (nach Wirbeltieren in 2016). Diese kurzen DNA-Fragmente wurden von der
Firma Agilent synthetisiert und werden genutzt, um aus den DNA-Proben Uber mehrere Binde- und Wasch-

schritte Ziel COI-Fragmente anzureichern, welche mittels HTS bei der Firma Starseq sequenziert wurden.

Alignment of artholagous CONA se

H H (incl. that of reference specief
altrisner Template:cONA )y 1o
Target  gDNA i =
i
Template: GONA (or cONA)
Target:  GDNA (or cONA) i T
Alignment of orthologous. v |
[ DNAsequences exon #1 #2
T 1
«2- «
¥ siding window of batdength size -
o5,
I window  #1 # #16 #24
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Basierend auf einem Alignment von DNA-Barcodes der Zielgruppen (1) werden kinstliche DNA-Sonden entwickelt (2),
die Uber verschiedene Schritte im Labor (3) zu Millionen von DNA-Fragmenten fuhren, die Gber ein Mapping auf Refe-
renzdaten zu einem neuen DNA-Barcode flihren (4).
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Wie im Antrag dargestellt, kann Uber diese Methodik aus sehr alten Proben noch genug Erbgut angereichert
und aufbereitet werden, um im Anschluss bioinformatorisch zu einem vollen DNA-Barcode oder mehr zu-
sammen gesetzt zu werden. Nach wie vor erschwert wird die Auswertung der Daten dieses Teilprojekts durch
personelle Anderungen, welche sich durch den Ruf an eine Universitat eines der Teilprojekt-Pls ergeben. Im
zweiten ,target DNA enrichment’ Test mit Arthropoden wurde in 2017 das Potential ermittelt, die Kosten der
Methode dadurch zu reduzieren, dass die DNA unterschiedlicher Proben vor der Anreicherung gemischt wird
und somit nur als eine Probe im Kit der Firma Agilent behandelt werden kann. /n silico Tests mit den Daten
aus dem Wirbeltier-Lauf aus 2016 hatten angezeigt, dass es bioinformatorisch méglich ist, die jeweiligen

DNA-Barcodes aus einer Mischung der erhaltenen Rohsequenzdaten heraus zuverladssig zu rekonstruieren.

Pooling-Test am Beispiel Diptera
Langhornmucke + Lanzenfliege + Schwebfliege + Schnake

.
DNA gleichmaBig gemischt

L 2
target DNA enrichment mit Arthropoden baits + HTS

1 5
575.018 reads (Rohsequenzen)

1 8
Mapping der reads auf Referenzbarcodes (nah)verwandter
Arten
2

Langhornmuicke Lanzenfliege Schwebfliege Schnake
35.925 reads 30.085 reads 69.391 reads 7.366 reads

Gut: Kostenreduktion um Faktor 4
Aber: nur 25% der reads mappen auf COI

Der nun erfolgte Real-Test mit insgesamt 51 DNA Proben unterschiedlicher Arthropoden, die in Pools von bis
zu vier Individuen als eine Probe behandelt wurden, war duBerst erfolgreich: fir 50/51 Individuen konnte
mindestens ein DNA-Barcode der vollstandigen Lange (658 Basenpaare) erstellt werden und bei tUber der Half-
te der Proben konnte dieser auf bis zu 1492 Basenpaare erweitert werden. Die nach wie vor extrem hohe
.coverage” von COIl auch in den Pools mit vier Individuen von durchschnittlich 11.206 — so oft wurde das
Fragment im Schnitt sequenziert — sprechen dafur, dass noch mehr unterschiedliche Arten in einem Pool se-
guenziert werden kénnen, was die Kosten noch weiter senken wirde. Konkrete Tests dazu befinden sich in

der Auswertung.
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Probenstatistik

Das GBOL-Teilprojekt am ZFMK liegt bei der Bearbeitung des Probenmaterials im Zeitplan. Insgesamt wurden
im Berichtszeitraum 2017 18.415 Individuen fur 4318 bestimmte Arten zusammengetragen und in Tiefkihl-
schranken eingelagert, bevor sie im Labor weiter prozessiert wurden. Die im Antrag angestrebte Probenzahl
fr 2017 (1500 Arten und 11.364 Individuen) haben wir damit in Bezug auf die Artabdeckung weit Ubertrof-
fen und bzgl. der Individuenzahlen effizient bearbeitet (11.859 DNA Barcodes).

Barcodefortschritt
In 2017 wurden am ZFMK 11.859 DNA-Barcodes von 4318 Arten (plus noch nicht vollstdndig bestimmten

Individuen) erstellt. Das entspricht 288 % der geplanten Zielarten und 104 % der beantragten Individuen.
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Folgende Tabelle zeigt, wie viele Arten und Individuen, die komplett bis auf Artniveau bestimmt wurden am
ZFMK seit Beginn von GBOL (inkl. Phase 1) bis Ende 2017 akkumuliert wurden (die Gesamtanzahl an Individu-

en und Arten oAne vollstandige Bestimmung bis zur Art liegt deutlich héher, vgl. www.bolgermany.de):

Ordnung Arten Individuen
Acari 1 1
Amphibia 16 64
Annelida 28 110
Araneae 672 6823
Archaeognatha 2 9
Auchenorrhyncha 572 6297
Aves 233 1736
Blattodea 7 18
Coleoptera 3993 45.219
Collembola 16 45
Crustacea 104 1184
Dermaptera 5 21
Diplura 1 3
Diptera 3704 50.339
Ephemeroptera 34 257
Heteroptera 591 7824
Hymenoptera 694 5517
Isopoda 28 599
Lepidoptera 250 1995
Mammalia 106 1192
Mecoptera 4 329
Megaloptera 1 7
Mollusca 26 173
Myriapoda 159 2227
Neuroptera 26 121
Odonata 13 55
Opiliones 41 400
Orthoptera 37 89
Ostracoda 26 97
Phthiraptera 1 5
Pisces 69 2503
Plathelminthes 5 48
Plecoptera 11 69
Pseudoscorpiones 24 270
Psocoptera 27 125
Psylloidea 25 935
Reptilia 11 77
Raphidioptera 2 3
Sternorrhyncha 96 1824
Strepsiptera 2 17
Trichoptera 87 476

Total 11.750 139.103
GBOL
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NGS-gestltztes Biomonitoring im NP Eifel via Metabarcoding von Bodenproben und Insektenfallen

Ameli Kirse, Jonas Astrin, Bjérn Rulik und Vera Fonseca

Seit in den frihen 70er Jahren ein massiver Verlust der weltweiten Biodiversitat festgestellt wurde, haben
Nationalparks an Bedeutung gewonnen. Es ist eines der Hauptziele eines jeden Nationalparks, die einheimi-
sche Fauna und Flora zu schitzen und um dieses Ziel zu erreichen auch Gebiete in ihren Ursprungszustand
zurlckzufihren. Ende der 50er Jahre wurden weite Teile des heutigen Eifel-Nationalparks mit gebietsfremden
Nadelholzgewachsen wieder aufgeforstet. Um den oben genannten
Anspriichen eines Nationalparks gerecht zu werden, befinden sich
viele Flachen des 107 km2 groBen, noch jungen Nationalparks nun
in einem Prozess der Renaturierung.

Eine der Aufgaben der Nationalparkverwaltung ist es, den Fort-
schritt dieser Renaturierungsprozesse stetig mittels Biomonitoring
zu Uberwachen, um im Bedarfsfall eingreifen zu kénnen. Hierfur
kann entweder eine limitierte Anzahl von Indikatorarten genutzt
werden; es ist jedoch vorteilhaft, die komplette Biodiversitat eines
Habitats als Messwert fir die Wirksamkeit der RenaturierungsmaB-
nahmen heranzuziehen. Die Kombination von Next Generation
Sequencing (NGS) Plattformen und environmental DNA (eDNA)
macht es mdglich, Veranderungen in der Artenzusammensetzung
eines Habitats zeitnah und kosteneffizient zu beobachten.

Das Projekt “NGS-gestiutztes Biomonitoring im NP Eifel via Meta-
barcoding von Bodenproben und Insektenfallen”, liegt insgesamt
im Zeitplan, musste aber spater beginnen: Aufgrund von Verzége-
rungen der Materiallieferungen konnte statt zu Beginn des Jahres
2016, erst im Juni 2016 mit der Feldarbeit begonnen werden. Folg-
lich verzogerten sich die nachfolgenden Beprobungen ebenfalls um
wenige Monate, auf Oktober 2016, Januar 2017 und April 2017.

Um Verdnderungen in der Biozonosen-Zusammensetzung zwischen

. 2
Gebieten mit den dominanten Baumarten Rotbuche (Fagus sylvati- E g . R

ca) bzw. Norwegische Fichte (Picea abies), sowie Arealen in welchen Dieselbe Malaisefalle zur Zeit der Be-
probung im Sommer (a.), Herbst (b.)

Buchen- RenaturierungsmaBnahmen durchgefihrt werden n- .
u urierung urchgeftihrt wer Zu u und Winter (c.

tersuchen, werden vier Waldtypen beprobt: Buche rein, Fichte rein,

Fichte unterpflanzt mit jungen Buchen und Fichte unterpflanzt mit dlteren Buchen. Die Beprobung erfolgt in
vier Beprobungszyklen, welche Gber den Zeitraum eines gesamten Jahres gleichmaBig verteilt sind. Aufgrund
dieses Versuchsaufbaus ist es moglich, Variationen in der Artenzusammensetzung im Verlauf des Jahres zu

dokumentieren und schlieBlich auch zu vergleichen.

GBOL
BRIDGING THE GAP BETWEEN SCIENCE AND PRACTICE

- 38 -



Zwischenbericht fir 2017: German Barcode of Life Phase |l

Wahrend far die Waldtypen “Buche rein” und “Fichte unterpflanzt mit junger Buche” je drei Malaisefallen
aufgestellt wurden, waren es fir die anderen beiden Waldtypen jeweils vier Malaisefallen. Fur jeden Bepro-
bungszyklus wurden drei Erdproben (“Triplikate”) im 5m Umkreis um jede Malaise-Falle genommen. Jede
Erdprobe besteht aus 20 Erdkernen, welche mit Hilfe eines Handbohrers genommen wurden. Insgesamt

konnten auf diese Weise 54 Malaisefallen-Inhalte und 162 Bodenproben gesammelt werden.

Trotz der anfanglichen Verzégerungen beztiglich des Beginns der Feldarbeit konnte die Laborarbeit planmaBig
abgeschlossen werden. Fur die Extraktion der DNA aus den Bodenproben wurden zwei Extraktionsmethoden
gewdhlt. Zum einen die Extraktion von intrazelluldarer DNA mittels Macherey-Nagel Kit (basierend auf Réhr-
chen mit Silica-Membran), welches einen zelllysierenden Schritt beinhaltet. Zum anderen wurde als erganzen-
de Methode ein Phosphat-Puffer verwendet, um die im Boden enthaltene, auBerhalb der Organismen vor-
handene DNA von den Erdpartikeln zu l6sen, zu isolieren und aufzureinigen. Fir die DNA-Extraktion mittels
Macherey-Nagel Kit wurden 0,5g der jeweiligen Bodenprobe verwendet. Die DNA aus den restlichen 90-250g
einer jeweiligen Probe wurde mittels Phosphatpuffer extrahiert. Auf diese Weise wurden alle 162 Proben be-
arbeitet, wodurch 324 DNA Extrakte gewonnen werden konnten. Die DNA-Extraktion aus dem praservieren-
den Ethanol der Malaisefallen nach dem Protokoll von Shokralla et al. (2010: Biotechniques, 48, 2334) stellte
sich als nicht zufriedenstellend heraus. Da die resultierende Menge an extrahierter DNA haufig geringer als
0.01ng/ul war, wurden weitere Versuchsreihen unternommen um eine héhere Ausbeute an DNA zu erzielen.
Die Verwendung eines Lysepuffers nach Aljanabi and Martinez (1997; Nucleic Acids Research, 25(22), 4692-3)
stellte sich als sehr vielversprechend heraus, um ausreichende DNA-Konzentrationen aus der Fangflissigkeit zu
isolieren.

Die ersten beiden Amplikon-libraries, welche auf den Erdproben basieren, konnten bereits im Herbst 2017
sequenziert und analysiert werden. Dem Zeitplan entsprechend, wurde schlieBlich im Méarz 2018 auch die

Library-Praparation samtlicher Malaisefallen abgeschlossen und diese zum Sequenzieren geschickt.
1. Jahr 2. Jahr 3. Jahr
Probenentnahme ‘* ‘ ’

MID Primer Auswahl und
Design

DNA Extraktion und PCR ’

Library Preparation/
Sequenzierung

Data Analyse und Publikation ‘ ‘ ‘

Fortschritt des Projekts im Vergleich zum Zeitplan. Die farbigen Kasten markieren die bereits durchgefuhrten (griin) Ar-
beitsschritte wahrend die grauen Flachen noch zu erledigende Aufgaben kennzeichnen. Die Verteilung der Kasten zeigt

den urspriinglichen Zeitplan.
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Eine erste Analyse der Bodenproben unterstitzt die Hypothese, dass die Kombination des COI-Markers mit
einem nuklearen Marker (18S) zu einer héheren taxonomischen Auflésung bei gleichzeitiger Erfassung von
mehr Arten fUhrt (siehe unten). Im direkten Vergleich der beiden genutzten Extraktionsmethoden wird deut-
lich, dass die Nutzung eines Phosphatpuffers zu einer tendenziell héheren Anzahl an OTUs fihrt. Hierbei fallt
aber vermutlich auch die unterschiedliche Material Ausgangsmenge, welche fur die Extraktion genutzt wurde,
ins Gewicht. Weiterhin muss bedacht werden, dass die beiden Extraktionsmethoden fur die Extraktion von

unterschiedlichen Typen von DNA entwickelt wurden. Die Ergebnisse sollten daher als sich erganzend betrach-

tet werden.
Anzahl an OTUs in Abhdngigkeit von Marker, Waldtyp und Extraktionsmethode
35
30
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o
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]
<
815
c
<
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. |||||||I ||||||||| . o il s W
185 Col 185 Col 185 COl 185 COl 185 COol 185 Col 185 COl 185 COl 185 COl 18S Col
Coleoptera Diptera Hemiptera Hymenoptera Lepidoptera Mecoptera Neuroptera Odonata Psocoptera Thysanoptera

W Macherey Nagel Pure Beech W Macherey Nagel Old Beech W Macherey Nagel Young Beech Macherey Nagel Pure Spruce
Phosphate Buffer Pure Beech M Phosphate Buffer Old Beech Phosphate Buffer Young Beech Phosophate Buffer Pure Spruce

Anzahl an OTUs zugeordnet zu den verschiedenen Klassen. Die Anzahl an ermittelten OTUs variiert teilweise deutlich
zwischen den 18S und COI Datensatzen, was unsere Hypothese unterstitzt, welche besagt, dass die Kombination mehre-

rer Marker eine héhere taxonomische Auflésung bewirkt.

Um die GBOL-Projektpartner Gber den Fortschritt des Projekts zu informieren und die bis dato angewandten
Methoden zu diskutieren, wurde im Oktober 2017 die Gelegenheit genutzt, das Projekt und dessen Fortschritt
erneut im Zuge des GBOL-Verbundtreffens mittels Vortrag zu prasentieren. Weiterhin wurde das Team im
Herbst 2016 vom Wissenschaftsjournalisten Rainer B. Langen in den Nationalpark Eifel begleitet um Filmmate-
rial fir die Webdokumentation “der Code der Vielfalt” zu erstellen. Die Webdoku wurde schlieBlich Anfang
2017 verdffentlicht.

Im November 2017 hatten wir Gelegenheit, das Projekt auf der internationalen iBOL-Konferenz, welche in
Sudafrika stattfand, internationalen Metabarcoding-Experten vorzustellen und dieses auch mit den Anwesen-

den im Anschluss an den Vortrag zu diskutieren.
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Publikation: ,Faule Eier” bei genetischen Fingerabdriicken von Arten!?

Bjorn Rulik, Jonas Eberle, Laura von der Mark, Jana Thormann, Manfred Jung, Frank K&hler, Wolfgang Apfel, Andreas
Weigel, Andreas Kopetz, Jonas Kdhler, Frank Fritzlar, Matthias Hartmann, Karl Hadulla, Joachim Schmidt, Thomas Horren,
Detlef Krebs, Florian Theves, Ute Eulitz, André Skale, Dirk Rohwedder, Andreas Kleeberg, Jonas J. Astrin, Matthias F. Gei-
ger, J. Wolfgang Wégele, Peter Grobe, Dirk Ahrens (2017). Using taxonomic consistency with semi-automated data pre-
processing for high quality DNA barcodes. Methods in Ecology and Evolution, 8(12) 1878-1887.

Das am ZFMK neu-entwickelte Bioinformatikwerkzeug TaxCl deckt in rasanter Geschwindigkeit Fehlerquellen
auf, die bei der Validierung von DNA-Barcodes entdeckt werden. Nun kénnen potentielle Mangel, die zum
Beispiel durch eine fehlerhafte Artbestimmung oder durch eine Verunreinigung einer Probe entstanden sind,
in den riesigen Barcode-Datensatzen schnell und sicher detektiert werden — und zwar noch bevor die Bar-
codes in die groBen, weltweit genutzten Datenbanken BOLD und GenBank eingetragen werden. Von dem
neuen Tool profitieren neben den Wissenschaftler*Innen, die Arten erfassen, auch die Kriminalistik, Medizin
oder Schadlingsbekdmpfung, da auch bereits verdffentlichte Daten in den Bereinigungsprozess aufgenommen
werden kdnnen und Probleme somit leichter auffindbar sind. Ver&ffentlicht wurde die Arbeit, die das Werk-
zeug namens ,TaxCl’ vorstellt, in der renommierten Zeitschrift Methods in Ecology and Evolution (IF: 5.70).

Um das Potential der Methode und die Funktionen zu demonstrieren, nutzten die Autoren neben bereits in
GBOL Phase | und dem Fauna Bavarica Projekt verdffentlichte Daten zu 3514 Kéaferarten mit 15.948 Individu-
en und erganzten 13.516 neue DNA-Barcodes von 2846 Arten. Die Qualitdt des neuen Kafer Datensatzes
konnte durch die kombinierte Analyse mittels TaxCl signifikant verbessert werden und , problematische Kafer”

an Experten zur Nachuntersuchung verteilt werden.

) ZFMK-TIS-2001356_Oxythyrea_funesta
— = BC_ZSM_COL_01722_Rhyssemus_germanus
 — BC_ZSM_COL_01721_Rhyssemus_germanus
L GBOL_Col_FK_7936_Rhyssemus_puncticollis
OR— ne GBOL_Col_FK_2187_Rhyssemus_puncticollis
(1] BFB_Col_FK_9069_Rhyssemus_puncticollis
(11 ZFMK-TIS-2508994_Rhyssemus_germanus
u (1] ZFMK-TIS-2508995_Rhyssemus_germanus

B8 GBOL01737_Rhyssemus_puncticollis
rE GBOL01736_Rhyssemus_puncticollis

BC_ZSM_COL_01724_Psammodius_asper
BFB_Col_FK_9039_Psammodius_asper
m1.TCl<1 BFB_Col_FK_9038_Psammodius_asper
m 2. Containing cluster heterogen GBOL_Col_FK_2147_Psammodius_asper
3. Species in other clusters too GBOL_Col_FK_2146_Psammodius_asper
4. Species with low abundance in cluster BC_ZSM_COL_01723_Psammodius_asper
5. Species in other homogeneous clusters too BFB_Col_FK_7177_Psammodius_asper

Ausschnitt der graphischen Darstellung einer TaxCl-Analyse, wie sie als PDF-Datei erstellt wird. Jedes Individuum wird Uber
einen Kastchen-Farbcode zur leichten Auffindung in sehr groBen Datensdtzen markiert.
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Veranstaltungen und Workshops

6. Méarz 2017: Symposium zu Anwendungsgebieten DNA-basierter Artbestimmung

Fur die primar an Anwender gerichtete Veranstaltung am Museum Koenig in Bonn konnten zahlreiche Redner
gewonnen werden, die an Beispielen aus ihrer Praxis zeigten, wo DNA-Barcoding bereits eingesetzt wird, aber
auch darstellen, wo dies noch nicht der Fall ist. Aus den Diskussionen und neu entstandenen Kontakten ver-
sprachen wir uns konkrete Hinweise auf ein besseres Angebot seitens GBOL, bzw. genauere Anforderungen
aus dem Anwenderkreis, um in Kooperationen die Referenzbibliothek zielgerichteter ausbauen zu kénnen.
Mit anschaulichen Kurzvortragen wurden folgende Themengebiete abgedeckt, um maoglichen Synergien zwi-

schen den Teilnehmern zu erreichen:

Dr. M. Geiger (GBOL-Koordinator, ZFMK): DNA-Barcoding in Deutschland und im europdischen Kontext —
wer liefert die Referenzdaten?

Dipl. Biol. B. Rulik (Taxonkoordinator, ZFMK): DNA-Barcoding + Malaisefalle: Das Potential fur Umweltmoni-
toring?

Prof. Dr. K. Mdiller (Westfalische Wilhelms-Universitdt, GBOL5): DNA-Barcoding der deutschen Flora und
Anwendungsbeispiele

Dr. |. Haase (Firma Eurofins): Nicht nur Lasagne kann Uberraschungen bergen?
Pd Dr. R. Hanel (Thtinen-Institut fur Fischereitkologie): Ruickverfolgbarkeit von Fisch und Fischereiprodukten.

Dr. F. Boéhmer (Bundesamt fur Naturschutz): Anforderungen des Artenschutzvollzugs an die Analyse-
Methoden.

PD Dr. R. Zehner (Institut fur Rechtsmedizin, Universitatsklinikum Frankfurt): DNA-basierte Artbestimmung in
der Forensik.

Phd Cand. V. ZIZKA (Universitat Duisburg-Essen): DNA-Barcoding & Metabarcoding zur Bewertung der Ge-
wassergute.

Dr. J. Rdbmbke (ECT Oekotoxikologie GmbH, Fl6rsheim am Main): DNA-Barcoding als Werkzeug zur Erfas-
sung von Bodenqualitat und in der Okotoxikologie.

Dr. Habil. B. Degen (Thinen-Institut fir Forstgenetik): Bestimmung der Baumart und Holzherkunft mit gene-
tischen Methoden.

Dr. B. Konermann (WESSLING GmbH):
Tierartenbestimmung in Lebensmitteln.

Mit rund 80 Teilnehmern war das Interes-
se an der Veranstaltung erfreulich hoch
und eine Wiederholung wird ins Auge

gefasst.

GBOL
BRIDGING THE GAP BETWEEN SCIENCE AND PRACTICE

-42 -



Zwischenbericht fir 2017: German Barcode of Life Phase |l

7.-8. Marz 2017: Auftaktveranstaltung EU COST action ,DNAqua-Net'

An der Universitat Duisburg-Essen fand ab dem 7. Marz die Auftaktveranstaltung der EU COST action
,DNAqua-Net’ an statt. Als Mitglied der COST action gaben wir den Uber 180 internationalen Teilnehmern
eine Ubersicht zum Status der Referenzdaten, der in Deutschland vorkommenden und fiir Gewassergiite-
Monitoring genutzten aquatischen Fauna. Die Vortrage der Kollegen zeigten in beeindruckender Weise, was
bereits jetzt im Bereich Metabarcoding und eDNA mdglich ist, machten allerdings auch deutlich, wie groB3 die
Lucken in der Abdeckung verschiedener Taxa noch sind. So beschaftigt sich auch eine der Arbeitsgruppen mit
dem Thema Referenzbibliotheken und europaweiter Koordinierung. GBOL ist dabei und unterstitzt die Aktivi-

taten nach Kraften.

*

+ DNAqua-Net

o :
*
* (>

Barcoding bald in Ecuador mit Hilfe von GBOL?

Mit der Absicht, eine ecuadorianische DNA-Barcoding Initiative ins Leben zu rufen, organisierte das INABIO
(Instituto Nacional de Biodiversidad) zusammen mit der Gesellschaft fUr Internationale Zusammenarbeit (GIZ)
in der ersten Maiwoche 2017 einen Planungsworkshop zur bilateralen Kooperation zwischen dem ZFMK als
Hauptanlaufstelle zu GBOL und dem INABIO. Im Rahmen dieser Kooperation soll das GBOL-Projekt als Berater
zum Management einer genetischen Datenbank dem INABIO zur Seite stehen. Zu diesem Zwecke ist ein Be-
such einer Delegation aus Ecuador Mitte 2018 ans ZFMK geplant. Im Anschluss ist ein Treffen von GBOL-

Reprasentanten und INABIO-Mitarbeitern Mitte 2018 in Ecuador geplant.

17. & 18. Juni 2017: GEO-Tag der Natur

Unter dem Motto "Stadtnatur — Wie griin sind unsere Stadte & Gemeinden?" fand am 17. und 18. Juni der
Hauptevent des GEO-Tag der Natur 2017 in der ,Griinen Hauptstadt Europas 2017" - Essen - statt. Uber 800
Arten wurden dabei von den etwa 70 Taxonexperten auf dem Geldnde des UNESCO-Welterbes "Zollverein"

nachgewiesen und damit die Zahl der dort bekannten Arten um Uber 80 vergréBert.
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GBOL war wie in den vorangegangenen Jahren mit einem Pavillon und dem ZFMK-Team vertreten und infor-
mierte die mehr als 600 groBen und kleinen Besucher Uber Biodiversitat in Deutschland allgemein und DNA-
Barcoding und dessen Anwendungen im speziellen. Der GBOL-Taxonkoordinator Bjérn Rulik nahm als Dipte-
ren-Experte aktiv an den Aufsammlungen teil und sicherte einige Proben flr die Referenzdatenbank. Zudem

betreute er ein Filmteam des WDR und erhielt die Gelegenheit, das Prinzip einer Malaisefalle in Wort und Bild

zu erklaren.

datt denp;,

*EO-Tag der Natur 29 17

Sa

\
/NABU

Nordrhein-Westfoten

= ESSen

Bjorn Rulik

Museum Koenig, Bonn
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15-18. August 2017: Symposium zu , DNA-barcoding and the future of biodiversity monitoring” im Rahmen
der Biosyst.EU 2017 Tagung in Géteborg

Zum nun dritten Mal trafen sich Gber 100 Wissenschaftler aus der ganzen Welt zum organismengruppen-
Ubergreifenden Tagungsformat ,Biosyst.EU”. Dabei gab es Vortrage und Diskussionen zu den verschiedens-
ten Aspekten von biologischer Systematik und Vielfalt. Von Pilzen, Pflanzen, Algen, Insekten, Gber automati-
sche Bilderkennungsverfahren und neue Unterrichtsformate fir Schiler und Studenten war alles dabei. GBOL
hatte auf Initiative von Prof. W. Wéagele im Namen der Gesellschaft fir Biologische Systematik (GfBS) ein Sym-
posium zu ,,DNA-barcoding and the future of biodiversity monitoring” organisiert. Als Hauptredner konnte
Prof. Mehrdad Hajibabaei aus Kanada gewonnen werden, der ausfihrlich den erfolgreichen Weg von DNA-
Barcoding zu Metabarcoding beschrieb und die neuesten Ideen zu Metatranskriptomik und anderen Innovati-
onen prasentierte. Danach kamen weitere acht Beitrdge von Experten aus dem Bereich DNA-Barcoding und
Metabarcoding, die Moderation wurde von Herrn Geiger (bernommen. Leider konnten nicht alle Anmeldun-
gen zu Vortragen bericksichtigt werden, sodass es zusatzlich Poster in den Pausen zu studieren gab und in
einigen anderen Symposien auch DNA-Barcoding Vortrdge zu héren waren. Unser Symposium war gut be-
sucht und die vielen Diskussionen lassen auf neue Projekte und Kooperationen hoffen. Die meisten Vortrage

kénnen als PDF hier eingesehen werden: http://systematikforeningen.se/verksamhet/biosyst-eu-2017

B (Room: Europa)

DNA-Barcoding and the future of biodiversity monitoring.

08.30 | Mehrdad Hajibabaei:

A new way to contemplate Darwin'’s tangled bank: contributions
of DNA barcoding to biodiversity analysis from individuals to
whole ecosystems.

09.00 | Florian Leese:

From research lab to real world: A roadmap for the inclusion of
DNA-based approaches in national and international aquatic
blomonitaringprogmms

09.15 | Camila D. Ritter:

Amazon biodiversity patterns: can we predict the diversity?

09.45 | Maria Kahlert:

More about the real world: The EDNA network: an open forum to
connect researchers and end users in Sweden, with focus on
environmental assessment and biodiversity monitoring.

10.30 | Urmas Koljalg:

Linking metabarcoding data with other types of taxon
occurrences.

10.45 | Micah Dunthorn:

Phylogenetic placement and clustering methods for discovering
diversity in metabarcoding studies.

11.00 |Endre Willassen:

Junk-DNA or species markers? DNA-barcoding needs taxonomists.

11.15 | Laura A. Hardulak:

Optimization techniques of NGS-based DNA Barcoding of Mixed
and Bulk Samples.

11.30 | Marcus Majaneva:

Effect of eDNA filtration strategies on metabarcoding success of
[reshwater macroinvertebrate communities.
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16-17. Oktober 2017: Zweites GBOL-Verbundtreffen am ZFMK

Mitte Oktober trafen sich zum zweiten Mal rund 40 Teilnehmer aus dem GBOL-Verbund am Museum Koenig
in Bonn, um sich gegenseitig Uber den Fortschritt der einzelnen Teilprojekte zu informieren und Probleme
oder neue Entwicklungen zu erértern. Auch diesmal waren — leider nur sehr wenige - Mitglieder des GBOL-
Nutzerrates anwesend und sahen in Vortrdgen und Diskussionen, was in den vorangegangenen 12 Monaten
in den einzelnen Projekten geschah. So gab es am ersten Tag nach einer Einflhrung zu Neuerungen am
GBOL-Portal und den GBOL-Aktivitaten am ZFMK elf weitere Vortrage, die sich vornehmlich den Anwen-
dungsstudien widmeten. Das Vortragsprogramm wurde dieses Mal wegen des Umfangs auf zwei Tage ver-
teilt. Ein gemeinsames Abendessen am ersten Tag wurde in der berthmten Savanne des Museum Koenigs
organisiert, wo sich auch weiter intensiv ausgetauscht werden konnte. Gruppenarbeiten zu drei Themenkrei-
sen am zweiten Tag wurden wieder genutzt, um sich besser zu vernetzen und Probleme zu erértern, sowie
Losungsansatze zu besprechen. SchlieBlich gaben uns die Mitglieder des Nutzerrates noch ein wenig kon-

struktive Kritik und Feedback mit auf den Weg.
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GBOL 2

4.3 GBOL 2 - Fauna SO-Deutschland & Analyse von Massenproben (ZSM)

Jéréme Moriniére & Axel Hausmann

Alle taxonomischen Informationen inklusive Bilder jeder einzelnen Art, sowie Informationen tber den Fundort,

das Datum und den Sammler, wurden auch 2017 fur neue Proben wie bereits in der ersten Projektphase di-

rekt in das BOLD-System (Barcode of Life Data Systems — www.boldsystems.org) eingespeist. In diesem &ffent-

lichen online Datenbank-Portal wurde zu Beginn von GBOL | (ZSM: Juni 2012)
eine eigene Kampagne (Fauna of Germany) zur Verwaltung und Auswertung
der Barcode-Daten erstellt. Taxonomische Informationen, sowie erstellte Bar-
codes kénnen auf dieser Plattform von allen am Projekt beteiligten Benutzern,
sowie externen Interessenten nach Freischaltung eingesehen, verwaltet und
ausgewertet werden. Die in 2016 realisierte, automatisierte Ubertragung von
BOLD-Daten auf die GBOL-Homepage wurde auch in 2017 mehrfach zur Ak-
tualisierung des Datenbestandes auf dem eigenen GBOL-Portal durchgefiihrt
(ZFMK).

In GBOL2 konnte ein bereits im BFB-Projekt (Barcoding Fauna Bavarica) aufge-
bautes Netz von insgesamt etwa 100 Artenkennern genutzt und weiter ausge-
baut werden, beispielsweise durch Aufrufe, Presse/- oder Radioartikel, sowie
Uber die Internetprasenzen (www.bolgermany.de und www.zsm.mwn.de).
Diese externen Mitarbeiter sind wegen besonderer Expertise in Aufsammlun-
gen und Identifikationen fur das GBOL-Projekt besonders gut als Partner ge-
eignet. In 2017 konnten finf neue Experten fur die Mitarbeit gewonnen wer-

den.
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Im September 2017 wurde Frau Dr. Marina Querejeta Coma eingestellt (TVL8, 100%), um bei der Probenvor-

bereitung, der Einarbeitung von Studenten und der Laborarbeit zu unterstltzen. Durchschnittlich werden an

der ZSM fir GBOL pro Monat sieben studentische Hilfskrafte in geringfligigen Beschaftigungsverhaltnissen

angestellt, um bei der Realisierung der Probenvorbereitung (Fotografie der Voucher-Exemplare, ,leg-picking”,

Erstellung und Pflege der Datenbanklisten, Zurlicksortieren der ,voucher-recovery’ Tiere in die Hauptsammlun-

gen des GBOL-Projektes, sowie Assistenz bei den verschiedenen Anwendungsprojekten und Daten-releases,

Organismengruppe Individuen Arten
Araneae 645 304
Opiliones 69 34
Pseudoscorpiones 196 19
Diptera 3736 352
Hemiptera 812 115
Mantodea 5 1
Mecoptera 9 4
Megaloptera 23 2
Neuroptera 102 38
Psocodea 170 5
Raphidioptera 14 7
Siphonaptera 10 1
Thysanoptera 3 1
Chordata 302 75
Porifera 1 1
Blattodea 125 9
Cnidaria 29 4
Plathelminthes 130 5
Mollusca 605 133
Clitellata 950 33
Entognatha 200 15
Archaeognatha 17 8
Zygentomorpha 20 3
EPTO 2883 365
Orthoptera 1353 167
Dermaptera 84 8
Hymenoptera 35079 4528
Bryozoa 1 1
Coleoptera 19446 4516
Crustacea 114 33
Myriapoda 924 207
Lepidoptera 19433 3141
APP Waldmanagement' 29490 2600
APP Monitoring® 5130 2000
,gAePrP Krankheitstbertra- 798 73
Phase-Il Monitoring 52000° 2331
Phase-Il Forensik 10000* 164
Phase-Il Lebensmittel 60° 30

Total: 184,968 21,333

sowie der Vorsortierung von Malaisefallenproben zu
helfen. In 2017 waren insgesamt 20 studentische Hilfs-
krafte eingestellt. Seit dem 1. August 2016 (TVL13,
55%) unterstitzt Frau M.Sc. Laura Anne Hardulak das
GBOL-Team der ZSM. Frau Hardulak befasst sich in ihrer
Promotion mit der Weiterentwicklung von Metabar-
coding-Protokollen und der damit verbundenen Bioin-
formatik, mit Schwerpunkt auf den Anwendungsprojek-
ten (Monitoring, Forensik und Lebensmitteltberwa-
chung). Im Jahr 2017 konnte Frau Hardulak bei der Wei-
terentwicklung der bioinformatorischen Pipeline unter-
stitzen — insbesondere bei der Automatisierung der
Identifikation der generierten OTU (operational taxono-

mical units) Sequenzen gegen die Referenzbibliotheken.

Links, Probenstatistik: Eingegangenes und bestimmtes Proben-
material fur die Barcoding-Pipeline mit Stand 31.12.2017.
'Inklusive Proben des Global Malaise Trap Project BW

’Inklusive Proben des Global Malaise Trap Project Nebelhorn
*Hochgerechnet aus den bis einschlieBlich 31.12.2017 extra-
hierten Malaisefallenproben aus dem Nationalpark Bayerischer
Wald

“Hochgerechnet aus den bis einschlieBlich 31.12.2017 extra-
hierten Mischproben aus dem Sukzessionsversuch 2016; Vou-
cher basiertes DNA-Barcoding zur Erstellung einer Referenzbib-
liothek fur forensisch relevante Arten (924 Individuen mit bar-
codes, 144 Arten/BINs)

*Lebensmittel-Mischproben (Referenz-Wurstwaren, Teeproben,
Seafood-Mischproben, Sushi, Tiefkthlgerichte, Novel-Food
Produkte, Bierhefen)

GBOL
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Mehrere Tausend weiterer Individuen (mehrere Hundert Arten) liegen bereit zur Bearbeitung in Kiihlkammern

und werden nach Moglichkeit ebenfalls noch in der Projekt-Restlaufzeit bearbeitet.

Laborfortschritt:
Im GBOL-Il Antrag wurden 5940 zuséatzliche Arten als Ziel fur die gesamte Projektdauer in GBOL2 anvisiert. Bis
Ende 2017 konnten wir bereits Material flr 4836 Arten (81%) zusammentragen und erfolgreich im Labor

sequenzieren. Unter Hinzurechnung der in den Anwendungsstudien ,,Monitoring” und , Forensik” hinzuge-

Organismengruppe Barcodes Arten wonnenen, teilweise jedoch nur zur BIN identifizierten
Araneae 445 266 (und noch nicht mit einem wissenschaftlichen Artnamen
Opiliones 52 31 . . .

Pseudoscorpiones 167 21 belegten) Arten ergibt sich ein Wert von 115% (6832
Diptera 1527 520 Arten und/oder BINs) gegentiber der Ziel-Artenzahl.
Hemiptera 378 121
Mantodea 3 2
Mecoptera 7 5 (1) Einzelstrangsequenzierungen aus dem Malaisefallen-
Megaloptera 22 3 Projekt Allgau, sowie dem APP Bayerischer Wald (GBOL 2.8) —
Neuroptera 59 32 Erstellung einer DNA Datenbank fiir Wald- und Forstschadlinge
Psocodea 3 1 ) ,
Raphidioptera 11 7 durch Massensequenzierungen von Malaisefallenproben aus
Siphonaptera 8 4 dem Bayerischen Wald.
Thysanoptera 2 2
Chordata 219 58 (2) Artenzahl ermittelt Uber die BOLD Datenbank, derzeit
Blattodea 78 10 B ] ] )
Cridaria 3 5 2004 (NPBW) bzw. 3176 (Allgdu) dieser Arten mit wissen-
Plathelminthes 81 4 schaftlich-zoologischem Artnamen.
Mollusca 219 42
Clitellata 538 67 (3) In Lepidoptera, Ephemeroptera, Plecoptera und Trichopte-
Entognatha 183 17 ) , )
Archacognatha 1 g raist die Artenabdeckung nahezu komplett, wenn auch die
Zygentomorpha 4 2  Daten aus dem BFB-Projekt einbezogen werden.
EPTO 1975 3149
Orthoptera 744 1339 4y 1n Orthoptera ist die Artenabdeckung nahezu komplett,
Dermaptera 32 > wenn auch die Daten aus dem BFB, sowie aus dem Kooperati-
Hymenoptera 24690 3673 . . .
Coleoptera 11124 3341 onsprojekt mit den ABOL und SWISSBOL Partnern einbezogen
Crustacea 52 30  werden.
Myriapoda 868 364

. B)
Lepidoptera 14882 2874 (*) Ermittelte Sequenzen in OTU clustern (=Operational taxo-
APP Bayerischer Wald 25240 2570 . . . .
Allgau MTP 129550 20307 nomical units) — generiert in den Metabarcoding Versuchen der
APP Parasiten 348 1 Anwendungsprojekte (Monitoring, Forensik und Lebensmittel).
Phase-Il Monitoring 35000 3004%
Phase-Il Forensik 5000 469  (+) Ermittelte BINs durch Vergleich der OTUs mit den Refe-
Phase-Il Lebensmittel 1000 100" renzdatenbanken auf BOLD — Vergleich mit den Datenbanken
Total: 139,938 22,209  erfolgte durch ZSM interne Metabarcoding-pipeline.
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Gewebeproben von ca. 1500 weiteren Arten wurden mittlerweile aus dem alten Sammlungsmaterial ent-
nommen, um mit speziellem HTS-gestitztem (High Throughput Sequencing) Verfahren sequenziert zu wer-
den. Nach Anpassung der Laborprotokolle auf die neuesten Geratetypen in Kanada (Guelph) werden diese
Proben im Laufe des Jahres 2018 sequenziert werden, womit im Januar 2018 bereits begonnen wurde.

Insgesamt liegen im Teilprojekt GBOL2 DNA-Barcodes von Uber 18.000 Arten und/oder BINs vor, welche z.T.
jedoch noch keinen wissenschaftlichen Namen fuhren (ca. 130.000 Individuen). Unter Hinzurechnung der
Ergebnisse des Partnerprojektes BFB aus Bayern ergeben sich derzeit knapp 21.000 an der ZSM bearbeitete
deutsche Tierarten. Die Nachbestimmung und Aufarbeitung der Proben mit ,Interim-Namen’ (BIN) wird nun
immer relevanter, da die Zahl nomineller Arten mit DNA-Barcodes kaum noch steigt, daftr aber die Anzahl
BINs. Beispiele hierfiir sind die Dipteren und Hymenopteren — bei letzteren gibt es derzeit 3,673 Arten mit

Barcodes, aber insgesamt 4,589 unterschiedliche BINs.

Neue Perspektiven durch HTS-Sequenzierung alten Sammlungsmateriales

In den naturhistorischen Museen Deutschlands lagert ein umfangreiches Reservoir an Sammlungsbelegen, die
bei Anwendung geeigneter Sequenziertechnologie eine nahezu komplette Abdeckung der Referenzbibliothek
deutscher Insektenarten erlaubt. Da die meisten dieser Belege Uber 20 Jahre alt sind, kénnen sie nicht im
Rahmen von Standardverfahren sequenziert werden und einschlagige Spezialverfahren waren bisher zu teuer
und zu fehlerbehaftet, um diesen Ansatz in erfolgversprechender Weise durchfiihren zu kénnen. In den letz-
ten zwei Jahren konnten von unseren Partnern in Kanada (CCDB Guelph) zwei Verfahren entwickelt werden,
die nun im groBen MaBstab die Einbeziehung alten Museumsmateriales erlauben. Das CCDB konnte in einem
Sonderprojekt (Moore Foundation) Barcode-Sequenzen fur ca. 80% von Uber 2000 alten Typenexemplaren
(40-220 Jahre alt) aus der ZSM generieren (vgl. Hausmann et al. 2016).

[Type Specimen Analysis: Full Barcode Assembly through NGS ]

( Type Specimen Analysis: Full Barcode Assembly through NGS ]
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Mit Hilfe von HTS-Technologie kann auch fiir 200 Jahre altes Sammlungsmaterial (hier ein Holotypus) das komplette Bar-

code-Fragment (658bp) sequenziert werden (CCDB, Guelph, Canada; aus Speidel et al. 2015).
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Bis Ende 2017 wurden Gewebeproben von Uber 1235 Kaferindividuen (ca. 650 Arten), mehreren Hundert
Schmetterlingsindividuen (ca. 300 Arten) und ca. 100 Hautfliglerarten (Hymenoptera) aus dem alten Samm-
lungsmaterial der ZSM entnommen, mit dem speziellen Fokus auf der Komplettierung der Referenzbibliothek

fur alle FFH sowie Rote Liste Arten durch HTS-Sequenzierung von Museumsmaterial.

Anwendungsprojekte - Erweiterung der Referenzbibliothek um Arten mit Fokus auf Indikatorarten,

Rote Liste, FFH und invasive Arten

In 2016 und bis Anfang 2017 wurden insgesamt 1235 Kéafer und mehrere Hundert Schmetterlinge aus der
Hauptsammlung der Zoologischen Staatssammlung Minchen heraussortiert, fotografiert und fir das spezielle
HTS-basierte Museums-Barcoding Verfahren beprobt. Bis Ende 2017 wurden zudem noch etwa 100 Arten
von Hymenopteren herausgesucht und an die Kooperationspartner in Kanada geschickt. Ziel ist es, aus dem
alten Sammlungsmaterial DNA-Barcodes flr ca. 1000 Rote Liste und FFH Arten generieren zu kénnen, sowie
fur besonders seltene Arten, die derzeit noch nicht in der Referenzbibliothek enthalten sind und auf her-
kédmmliche Weise wohl gar nicht oder nur duBerst schwer zusammenzutragen waren. Nach ersten Testversu-
chen mit unterschiedlichen Sequenzierverfahren konnten nun die idealen Bedingungen fir die routinemaBige
Sequenzierung und Assemblierung von Barcode-Fragmenten in voller Ldnge erreicht werden. Eine besondere
Schwierigkeit bei der Methodik stellt das teilweise sehr hohe Probenalter dar (in der Regel sind die Proben 20-
100 Jahre alt). Erste, vielversprechende Ergebnisse liegen jedoch bereits vor — hierbei handelt es sich erfreuli-
cherweise auch um , unique BINs” also véllig neue Eintrége in die Referenzdatenbank, oder um erste Eintrage
in die Deutsche Referenzbibliothek — hier liegen bisher nur Exemplare aus anderen Landern vor. Ein wichtiger

Schritt, um 2018 mit dem ehrgeizigen Vorhaben der Erweiterung der Referenzbibliothek aus Sammlungsma-

terial weiter voran zu kommen.

Auswahl einiger Kafer, welche
im Rahmen des Museums-
Barcoding Verfahren in Kana-
da sequenziert werden sollen.
Bei allen Tieren handelt es sich
um Arten der Roten Liste,
welche derzeit noch nicht in
der Referenzbibliothek enthal-

ten sind.
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Specimen Age at Sequencing Unique Bins (4) - Members 4

BIN Total Members Taxa Count in Project
600
i BOLD:ADJ0602 1 Thamnurgus kaltenbachi 1
400
300 BOLD:ADj2910 1 Gabrius velox 1
200
BOLD:ADJ4292 1 Plinthus findeli 1
100
o % 5 BOLD:ADJ5411 1 Stenus phyllobates 1

Back ©

3arcode Index Number Registry For BOLD:ADJ4292

GBMUS1099-17 {Plinthus findeli}

§
3
§
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3
4
¥
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Erste Ergebnisse: Bereits 60 Arten von Kafern konnten durch das Museums-Barcoding in die Referenzbibliothek aufge-
nommen werden. Ausschnitt aus der BOLD Datenbank mit Informationen zur Probe und Einordnung in einen genetischen

Distanzstammbaum.

Anwendungsprojekte - Analyse von Massenproben mittels HTS (Detektion von invasiven- und po-

tentiellen Schadarten in Waldern und Nationalparks)

Uber einen Zeitraum von 6 Monaten hinweg wurden an 9 Standorten im Nationalpark Bayerischer Wald Ma-
laisefallen in einem 2-Wochen Turnus geleert. Aus allen Fallenleerungen (insgesamt 45 Stlick) konnte bereits
erfolgreich DNA extrahiert und mittels Metabarcoding untersucht werden. Im Jahr 2017 wurden nun ver-
schiedene bioinformatorische Herangehensweisen getestet, um aus den erzeugten Roh-Sequenzdaten Infor-
mationen fUr Artzuweisungen zu erhalten. Hierbei wurde ein Fokus auf den Vergleich von kommerzieller
Software gegen Open-Source Varianten gelegt. Auf diese Weise konnten mehr als 3000 Arten (bzw. BINs)
sicher zugeordnet werden. Weiterhin wurde an der Etablierung einer Referenzdatenbank fur invasive, schadli-
che und bedrohte Insektenarten gearbeitet. Hierzu wurden 6ffentlich zugangliche Daten mit Eintrdgen aus
der Fachliteratur verwoben, um ein Metabarcoding-gestitztes Monitoring am Beispiel der vorhandenen Daten

aus dem Nationalpark zu testen.

GBOL
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Diese Datenbank — beziehungsweise entsprechende Zusatzinformationen in den bereits etablierten Datenban-
ken — erlauben es dann schnell, mégliche Gefahren durch Schadlinge (und dadurch die Notwendigkeit etwai-
ger BekampfungsmaBnahmen) bzw. die Gegenwart von gefahrdeten Arten (und dadurch die Notwendigkeit
gleichzeitiger SchutzmaBnahmen) in Malaisefallen mit tausenden Einzelindividuen in einem Analysegang mit-
tels Metabarcoding aufzeigen zu kénnen. Um die Vergleichbarkeit der Daten zu gewdhrleisten, und um ein
realistisches mehrjahriges Szenario fir den Einsatz der Datenbank zu haben, werden von Mitte Mai bis Sep-
tember 2018 an den gleichen Standorten neue Fallen aufgestellt und erneut mittels Metabarcoding ausge-

wertet.

LH_1_GBOL LM 6 GBOL LM 11 GBOL LH 16 GBOL LH 21

Ennomos quescicaria BOLD ACF2529 10FV1633
Lymanria dispar BOLD:AAA2052 10TU_1647
Hylaea fasciaria BOLD-AABSS7S 10TU_1757

Species BIN pctident  OTU ID
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Durch die Erstellung einer Referenzdatenbank von invasiven und potentiell schadlichen Arten kann man zukinftig mit

Mischprobenanalysen Gefédhrdungen friihzeitig erkennen.

Pressemitteilungen zu Publikationen

Neuer Erfolg des DNA-Barcoding: Feldwespen in Europa mit integrativer Taxonomie erstmalig umfassend
bearbeitet

Minchen, 08.11..2017 - Wissenschaftlern der Zoologischen Staatsammlung Minchen ist es gelungen, die
Feldwespen von Europa und dem Mittelmeerraum vollstandig zu revidieren und die Verwandtschaftsbezie-
hungen zwischen den Arten aufzuklaren. Dabei setzten sie erstmalig auf die sogenannte integrative Taxono-
mie, in dem sie die klassischen Methoden der morphologischen Untersuchung mit modernen Methoden des

genetischen DNA-Barcoding kombinierten.
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Im Rahmen dieser Untersuchung konnten die Forscher auBerdem eine fir die Wissenschaft neue Art aus Ma-
rokko identifizieren. In dieser bisher gut untersuchten Wespengattung ist dies eine kleine Sensation.

Die MUnchener Forscher untersuchten mehr als 260 Wespenexemplare aus dem gesamten Untersuchungsge-
biet mit Hilfe der genetischen Bestimmungsmethode des DNA- Barcoding und konnten auf diese Weise alle
Arten identifizieren und ihre genaue Verbreitung feststellen. Aufgrund der genetischen Zuordnung konnten
sie auBerdem Unterscheidungsmerkmale fur die Arten herausarbeiten und einen vollstdndig neuen Bestim-
mungsschlissel erstellen.

Genauer untersucht wurden die Feldwespen der Gattung Pol/istes aus der Familie der Faltenwespen. Diese sind
mit 17 Arten in Europa und im Mittelmeerraum, sowie mit vier Arten in Deutschland vertreten. 13 Arten be-
sitzen eine soziale Lebensweise, bei der die Uberwinternden Kéniginnen im Frihjahr einjahrige Nester mit
Vélkern bis zu 200 Arbeiterinnen griinden. Vier Arten leben parasitisch und besitzen keine Arbeiterinnen. Die

Parasitenkdnigin Uberfallt dabei ein Wirtsnest einer anderen Polistes-Art, dominiert die Wirtskdnigin und sorgt

daflr, dass deren Arbeiterinnen nur ihre eigenen Larven aufziehen.

V3

d By b - B
Weibchen der Haus-Feldwespe Polistes dominula auf ihrem Nest. Foto: Gerd Reder.

Obwohl Polistes seit mehr als 200 Jahren in Mitteleuropa gut bekannt ist, war die Kenntnis der Arten im Mit-
telmeerraum bisher unzureichend. Die Bearbeitung wurde erschwert, weil sich viele Arten nur geringflgig

voneinander unterscheiden und zudem eine hohe Variabilitat in den Farbmustern aufweisen.
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Die groBte Uberraschung der Forschungsarbeit ergab die genetische Analyse eines Tiers aus dem Hohen Atlas-
Gebirge in Marokko: Es handelt sich dabei um eine neue Feldwespen-Art, die in ihrer Verbreitung auf die
Gebirge in Marokko beschrankt ist. Die Wissenschaftler gaben ihr den Namen Polistes maroccanus. Des Wei-
teren stellte man fest, dass die im Studen weit verbreitete Sammelart Polistes gallicus eigentlich in insgesamt
drei eigenstandige Arten aufgetrennt werden kann.

Das gleiche, sehr Uberraschende Ergebnis betrifft eine auch in Deutschland heimische Wespenart: Die Analyse
der Daten der in Deutschland sehr haufigen Haus-Feldwespe Polistes dominula gibt Hinweise darauf, dass
diese Art in Wirklichkeit aus bis zu drei verschiedenen und bisher unerkannten Arten besteht. Mindestens
zwei davon kommen auch in Deutschland vor. Dieser Fall soll durch weitere Untersuchungen geklart werden.
Die integrative Taxonomie ist ein neuer Forschungsansatz, bei dem verschiedene wissenschaftliche Methoden
kombiniert werden, um Arten zuverldssig zu unterscheiden. Insbesondere das DNA-Barcoding hat sich dabei
als eine wertvolle Technik fir das Identifizieren von Arten erwiesen, die mit herkdmmlichen Methoden bisher
nur schwer oder gar nicht bestimmt werden konnten.

Weitere Informationen finden Sie hier: Schmid-Egger C, van Achterberg K, Neumeyer R, Moriniere J, Schmidt
S (2017) Revision of the West Palaearctic Polistes Latreille, with the descriptions of two species — an integrative
approach using morphology and DNA barcodes (Hymenoptera, Vespidae). ZooKeys 713: 53-112.
https://doi.org/10.3897/zookeys.713.11335

Neue DNA-Datenbank der Wasserinsekten verbessert Umweltliiberwachung

Im Wasser lebende Insekten spielen eine groBe Rolle als Zeigerarten bei der Beurteilung der Gewasserqualitat
von Bachen, Flissen und Seen. Die Forscher der Zoologischen Staatssammlung Munchen (SNSB-ZSM) verof-
fentlichten nun eine genetische Arten-Datenbank der Eintags-, Kécher- und Steinfliegen in Deutschland, die
das Umweltmonitoring und die Beurteilung von Okosystemen erleichtern soll. Wasserinsekten sind vor allem
bei der Bestimmung der Gewasserglte von FlieB- sowie Standgewadssern von enormer Bedeutung. Viele Arten
speziell der Eintags-, Koécher- und Steinfliegen sind so optimal an ihre Lebensrdume angepasst, dass sie du-
Berst sensibel auf kleinste Veranderungen ihrer Umwelt durch beispielsweise Verschmutzung oder auch klima-
tische Abweichungen reagieren. Die Reaktion der Insektenfauna auf veranderte Standortbedingungen werden
heute oft zum Zwecke des Umweltmonitoring genutzt. Okologen kénnen durch die Erfassung der vorkom-
menden Arten und der Artgemeinschaften innerhalb eines Biotops unter anderem Ruckschllsse auf Wasser-
oder Bodenqualitat ziehen und somit dessen 6kologisches Gleichgewicht bewerten.

Leider gestaltet sich die Artbestimmung bei diesen sogenannten Bioindikator- oder Zeigerarten in der Praxis
oft sehr schwierig. Vor allem die Larven sind selbst fir Experten anhand ihrer duBeren Merkmale kaum zu
unterscheiden. Artbestimmungen sind somit meist zeitaufwandig, teuer und oft fehlerhaft.

Forscher der Zoologischen Staatssammlung Miinchen geben Okologen und Umweltgutachtern mit ihrer nun
veroffentlichten Gen-Datenbank fir Eintags-, K&cher- und Steinfliegen ein wichtiges Werkzeug an die Hand.
Im Rahmen ihrer DNA-Barcoding Projekte haben die ZSM Wissenschaftler die genetischen Fingerabdriicke —

sogenannte DNA-Barcodes — von Uber 2600 Exemplaren der Wasserinsekten aus den drei Gruppen erfasst.
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Diese konnten insgesamt 363 verschiedenen Arten zugeordnet werden, was rund zwei Dritteln aller in
Deutschland vorkommenden Arten entspricht. Diese genetische ,Bibliothek des Lebens’ dient nun als solide
Referenz fir zukinftige Artbestimmungen und gibt Okologen eine schnellere und zuverléssigere Methode zur

Identifikation von Indikatorarten an die Hand.
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tagsfliege Rhithrogena germanica. Foto: SNSB-ZSM

Weitere Informationen finden Sie hier: Moriniére, J., Hendrich, L., Balke, M., Beermann, A. J., Kdénig, T., Hess,
M., Koch, S., Mdller, R., Leese, F., Hebert, P. D. N., Hausmann, A., Schubart, C. F. and Haszprunar, G. (2017);

A DNA barcode library for Germany's mayflies, stoneflies and caddisflies (Ephemeroptera, Plecoptera and
Trichoptera). Molecular Ecology Resources, 27, 1755-0998.
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4.4 GBOLS - Botanik (Nees, BGBM, IEB)
Thomas Borsch & Ralf Hand (BGBM), Kai Muller (IEB), Dietmar Quandt (Nees)

Taxonomische Koordination (BGBM)

Zunachst galt es zum Saisonbeginn im Marz 2017 eine neue ,,Suchliste” der noch bengtigten Taxa zu gene-
rieren. An der Artenliste mussten nur noch geringfiigige Anderungen vorgenommen werden, da wenige Taxa,
die in der Bundesrepublik Deutschland nunmehr als definitiv ausgestorben oder verschollen gelten, zu strei-

chen waren.

Einbindung von Citizen Scientists und eigene Gelandearbeit: Die Einbindung und Betreuung externer Blrger-
wissenschaftler/innen ist im Teilprojekt ,Blitenpflanzen” weiterhin eine wichtige Komponente. Auch im Ka-
lenderjahr 2017 wurden diverse Rundschreiben verfasst, um die bewdhrten Mitarbeiter/innen in die Sammel-
aktivitaten einzubinden. Weitere Personen wurden beispielsweise auf botanischen Tagungen und Exkursionen
angesprochen und fir das Projekt gewonnen. Insgesamt haben sich 2017 23 externe Burgerwissenschaft-
ler/innen aus neun Bundeslandern am Projekt beteiligt und Material zur Verfiigung gestellt. 2017 wurden in
Eigenregie zehn Sammelreisen unternommen, die wie im Vorjahr acht Bundeslander abdeckten. Auch bei
diesen Sammelreisen erfolgte die Einbindung von Birgerwissenschaftler/innen, die mit ihrer Gelandekenntnis

das Sammeln effizienter gestalteten.

Materialbearbeitung und Datenharmonisierung: Das gesamte von externen Mitwirkenden gesammelte Mate-
rial wurde hinsichtlich der korrekten Bestimmung kuratorisch Gberprift. Fehlbestimmungen wurden in der
Saison 2017 nicht festgestellt; in einigen Fallen konnte bei kritischen Formenkreisen jedoch eine infraspe-
zifische Zuordnung geklart werden. Alle Ubermittelten Daten wurden soweit ndtig noch harmonisiert und
dann in die bereits im Rahmen der ersten GBOL Phase etablierten Datenbankstrukturen und damit verknipf-

ten Arbeitsablaufe integriert.

Statistischer Uberblick zu den Sammelaktivititen nach Ende der zweiten Saison in GBOL II: Aus den verschie-
denen Quellen ergibt sich fiir 2017 folgende Bilanz. 670 Belege (jeweils plus Gewebeprobe) wurden im Rah-
men eigener Sammelreisen beschafft. 722 Belege wurden durch externe Blrgerwissenschaftler/innen gesam-
melt. Weitere Materialibermittlung ist fir 2018 angekiindigt. Insgesamt ergab sich zum Jahresende 2017

eine Summe von weiteren 1392 Aufsammlungen samt Proben, die flr das Projekt verwertbar sind.
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Da auch weiterhin die in der ersten Phase noch nicht besammelten Taxa integriert werden, ergibt eine ge-
trennte Taxa-Statistik fur beide Projektteile wenig Sinn. Insgesamt umfasst die Zielliste mit Stand 2017 2979
Taxa, von denen gespeist aus den verschiedenen Quellen 2181 Taxa mit mindestens einer Probe abgedeckt
sind, inzwischen viele Taxa auch mit mehreren Proben aus verschiedenen Teilen Deutschlands. Das entspricht

einer Rate von 73 % der Zieltaxa.

Vervollstandigung der DNA-Barcode Datenbank (Nees/IEB/BGBM)

Bereits im Frihjahr 2017 wurde im Rahmen der Erstellung des ersten Zwischenberichtes erkennbar, dass es
einen Ruckstau bei der Bearbeitung der Proben gibt und dass es besonders bei der bioinformatischen Bearbei-
tung der erstellten Chromatogramme (DNA-Rohsequenzen) zu Verzégerungen kommen kénnte. Daher wur-
den in 2016 nur knapp 2000 neue Contigs (=komplett fertige DNA-Sequenzen) erstellt und ca. 700 zusatzli-
che aus dem Zeitraum zwischen GBOL Phase | und Il abgearbeitet. Daraufhin wurde besonders in Minster
(IEB) mit Hilfe der in GBOL Phase Il neu eingestellten Doktorandin an Werkzeugen gearbeitet, um die Bearbei-
tung der Rohsequenzen (Assemblierung & Contig-Generierung) in der GBOL5 Web App (www.gbol5.de) so
weit wie moglich zu automatisieren. Dennoch ist es auch bei weitgehender Automatisierung unverzichtbar,
dass ein Experte die erstellten Contigs begutachtet, deren ausreichende Qualitdt bestatigt, Kontaminationen
und fur die Sequenzierung problematische Isolate identifiziert. Anhand der jetzt praktisch vorliegenden Daten
zeigte sich auch, dass die Haufigkeit von Plastiden-Mikrosatelliten (= kurze, sich wiederholende, nichtcodie-
rende DNA-Sequenzen von zwei bis sechs Basenpaaren Lange) deutlich gréBer ist als nach Literaturlage zu
erwarten. Dies hat erhdhten Arbeitsaufwand zur Folge, da die Sequenzierreaktion oft an solchen Stellen im
Genom Probleme hat und abbrechen kann. Der Umfang des Einsatzes solcher manueller Schritte zur Korrektur
bzw. des Heraussuchens dieser Proben und damit der Gesamt-Arbeitsumfang wurden bei der Beantragung

des Projektes leider stark unterschatzt.

In diesem Zusammenhang wurde durch Nees/IEB eine neue Sequenzierungsstrategie mittels ,single molecule
real time sequencing” (SMRT) von Amplikons auf einem PacBio RS Il Sequenzierer getestet und auf dem
PacBio Sequel weiterentwickelt. Dieser Ansatz eliminiert nicht nur die o. g. Probleme der Standard-
Sangersequenzierung von komplexen Amplikons, sondern stellt auch eine innovative HTS-Technik zur Se-
guenzierung von Mischproben dar. Prinzipiell ist die SMRT Analyse auf jede Mischprobe (Tees, Krauter, Nah-
rungserganzungsmittel, Saatgut) anwendbar. Eine Publikation wird derzeit vorbereitet (Wicke et al., in prep.).
Es besteht allerdings weiterer Optimierungsbedarf (z.B. mit Blick auf die nétige Coverage zur akkuraten Se-
guenzierung der Poly-A/T Regionen selbst, wie diese flr die Referenzbibliothek benétigt wird). Die Methode
sollte daher fir den Routinebetrieb in der GBOL Phase Il etabliert werden, so dass eine gréBere Zahl von Pro-

ben ab Mitte 2018 mit diesem Ansatz prozessiert werden kénnen.
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Bearbeitung des DNA-Bank-Materials aus dem BGBM: Die Bearbeitung der im Vorjahr ermittelten 569 Proben
aus den Bestanden der DNA-Bank des BGBM wurde begonnen. Diese komplementdare Komponente dient

vorrangig dazu, die arbeitsintensiven Neuaufsammlungen im Geldnde zu minimieren.

Der gegenwartige Bearbeitungsstand stellt sich wie folgt dar: Im Kalenderjahr 2017 wurden sieben Pflanzen-
ordnungen mit insgesamt 279 verschiedenen Taxa in den Labors des BGBM bearbeitet. Die betreffenden Ord-
nungen sind die Lamiales, Fabales, Boraginales, Apiales, Brassicales, Alismatales und Asparagales. Begonnen
wurde mit Ordnungen, die fur die Saatgut-Thematik besonders relevant sind. Dazu wurden insgesamt 1311
einzelne PCR-Reaktionen fur vier verschiedene Regionen und funf Primerkombinationen durchgefiihrt
(trnK/matK mit zwei PCRs). Die Sequenzierungen ergaben dabei unterschiedlich hohe Erfolgsraten: Die Region
ITS ergab hinsichtlich des Sequenzierungserfolgs die schlechteste Ausbeute (34,1 % erfolgreiche Reaktionen),
gefolgt von trnK/matK1 (63,7 %), trnK/matK2 (71,2 %), trnL-F (76,4 %) und rpl16 (81,2 %). Die besten Se-
guenzierungsergebnisse (Ratio gréBer als 0,75) wurden bei rpl16 (71,2 % der 228 Proben) und bei trnL-F
(63,7 % der 228 Proben) erzielt. Die Ratio-Werte zwischen 0 und 1 beschreiben dabei die geschatzte Erfolgs-
quote flr ein Assembly mit den vorhandenen Sequenzen. (1 = Assembly hdchst wahrscheinlich; 0 = Assembly
unwahrscheinlich. Diese Daten werden im Labor erhoben, um eventuell notwendige Wiederholungen feststel-

len zu kénnen.)

Die Ursachen fir niedrige Erfolgsquoten liegen vor allem in der Unspezifizitdt der vorhandenen Primer(-Paare)
begrindet. In vielen Fallen sind Wiederholungen der PCR-Reaktionen mit neuen Primer(-Paaren) notwendig,
die erst synthetisiert werden kénnen, nachdem erste Sequenzdaten von verwandten Taxa vorliegen. Die Er-
folgsraten schwanken von Ordnung zu Ordnung sehr. So gab es bei den Boraginales viele Ausfélle bei den
zunachst getesteten Primern. Bei den Alismatales funktionierten trnlF, rpl16 und ITS zufriedenstellend,

trnK/matk 1 und trnK/matK2 hingegen nicht.

Bearbeitung der GBOL Isolate: Im Berichtszeitraum wurden 3975 Chromatogramme (sequence reads) gene-
riert und in die Datenbank (gbol5.de) hochgeladen (3837 (Bonn), 138 (Berlin)). Insgesamt wurden in 2017
2,775,198 Basenpaare fir die vorhandenen DNA-Isolate sequenziert und in GBolL5.de abgebildet. Hierzu ist
anzumerken, dass die letzten Isolationsplatten fur die Laub- und Lebermoose aus Phase | von GBOL erst im
Herbst 2017 am Nees Institut eingetroffen sind. D. h. in 2018/2019 stehen wir vor der Herausforderung 19
Isolationsplatten aus Phase | flr Laub- und Lebermoose neben den eigentlichen Aufgaben in Phase Il fertig zu
bearbeiten. Auch bei Phase Il Proben kam es zu Verzégerungen, da im Berichtszeitraum nur wenige Proben
am Nees vorlagen; hauptsachlich Pflanzen der rheinischen Flora (Orchideen, siehe unten). Basierend auf den

gewonnen Daten ergeben sich fr 2017 1605 neue Contigs.
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Teilprojekt zu heimischen Orchideen: Im Rahmen einer Bachelorarbeit wurden 33 Orchideenarten der rheini-
schen Flora, bzw. 51 Belege gesammelt und in die DNA-Barcoding Pipeline Gberfihrt. Dies entspricht ca. 40
% der deutschen Orchideenvielfalt. Wahrend sich die kurzen Standardbarcodes (#nL-F, rp/16, ITS1&2) einfach
amplifizieren und sequenzieren lieBen, gab es erhebliche Probleme bei der Sangersequenzierung der
trnk/matk-Region, wodurch #nK/matK nur fir wenige Taxa fertig gestellt werden konnte. Um dieses Problem
zu l6sen, werden erfolgreiche trnK/matK-Amplicons 2018 in die entwickelte ,single molecule real time se-
quencing” (SMRT) Pipeline Uberfuhrt. Gleiches gilt fur die ITS Region. Um eine erfolgreiche Sequenzierung
mittels Sanger flr die ITS Region zu erreichen musste teilweise ein Klonierungsschritt durchgefihrt werden,
mit dem Resultat, dass sich zahlreiche Arten durch multiple Kopien auszeichnen und einen Genfluss zwischen

Arten und Populationen nahelegen.

Farbvarianten von Dactylorhiza sphag-
nicola (GBoL7071 & GBoL7072). NSG
VIE-003, Kreis Viersen, Briiggen, EImp-
ter Schwalmbruch, BONN DQ 137a
und DQ137b.

Photos: D. Quandt

Der Ausschnitt aus dem Alignment der verschiedenen ITS-Kopien, die in Dactylorhiza sphagnicola (GBoL7071,
GBolL7072 & GBolL7036) gefunden wurden zeigt deutlich, dass alle drei Proben zwei Kopien aufweisen die

sich sichtbar unterscheiden:

" | u20_uv19.pde

File Edit Taxa Search View Help Plugins
(=m
alignment + Label ég fro Pro (O mixed Mode: Align 10 ~ csE | X
PhyDE 0.9971
“ % Name & 50 55 60 65 80 15 90 95 100 105
.| 28 Dactlorhiza sphagnicola GBoL7036 clone 3 & AEA-.EAE-E A..-E AERAERE A.Aslnnllln.ll:\lnlls lnlAllln-
2| 30 Dactylothiza sphagnicola GBoL7036 clane 5 & BE | ] Al Al Bz ]
31 Dactylorhiza sphagnicola GBoL7071 clone 1 &
32 Dactylorhiza sphagnicola GBoL7072 clone 2 &
33 Dactylorhiza sphagnicola GBoL7072 clone 3 &
34 Dactylorhiza sphagnicola GBoL7038 clone 4 &
Wi 35 Dactylorhiza sphagnicola GBolL7071 clone 2 & |AG
36 Dactylothiza sphagnicola GBoL7071 clone 3 & [AcAflcacBe
d 37 Dactylorhiza sphagnicola GBoL7072 clone 1 & [AcfilcRcle
| v < > <
‘ Sel: 39:59 NC: 1 taxa: 81/ chars: 851
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Rechts: Phylogenetische Rekon- Dactylorhiza maculata subsp fuchsii GBolL7082
Dactylorhiza praetermissa
Dactylorhiza saccifera
sierend auf der ITS1&2 Region. — Daclylorhiza angustata
——— Dactylorhiza maculata GBolL7058
Dactylorhiza majalis GBoL7073
Dactylorhiza occitanica
Dactylorhiza sphagnicola GBoL7036 clone 4
Dactylorhiza sphagnicola GBoL7071 clone 2
Dactylorhiza sphagnicola GBoL7071 clone 3
Dactylorhiza sphagnicola GBolL7072 clone 1
Dactylorhiza elata
Dactylorhiza foliosa
Dactylorhiza maculata subsp fuchsii GBoL7044
Dactylorhiza maculata subsp fuchsii GBoL7056
Dactylorhiza sambucina
Dactylorhiza insularis
Dactylorhiza romana
Dactylorhiza aristata
Dactylorhiza viridis
Dactylorhiza euxina
Dactylorhiza incarnata ssp incarnata
————— Dactylorhiza incarnata ssp ochroleuca
 w [Dactylorhiza sphagnicola GBoL7036 clone 3
o L Dactylorhiza sphagnicola GBoL7072 clone 3
Dactylorhiza sphagnicola GBoL7071 clone 1
Dactylorhiza sphagnicola GBoL7036 clone 5
x— Dactylorhiza sphagnicola GBolL7072 clone 2
Dactylorhiza traunsteiner
Dactylorhiza umbrosa
Dactylorhiza iberica

struktion einiger Orchideen ba-

Farblich markiert sind die ver-

schiedenen ITS-Kopien, die in

Dactylorhiza sphagnicola
(GBolL7071, GBolL7072 &
GBoL7036) aus NRW gefunden

wurden.

Single molecule real time (SMRT) Sequenzierung: In 2016 wurde durch das Nees/IEB eine neue DNA-
Sequenzierungsstrategie mittels ,single molecule real time sequencing” (SMRT) von Amplikons auf einem
PacBio RS Il Sequenzierer fir die langen trnK/matK Amplifkate der Caryophyllales getestet und etabliert. Da
der PacBio RS Il Sequenzierer inzwischen durch den PacBio Sequel abgeldst wurde, was eine neue Chemie
sowie neue Analyseverfahren bedeutet, wurde in 2017 ftr 380 Caryophyllales dieser Test wiederholt. Aller-
dings wurden dabei fir alle vier in GBOL eingesetzten Marker Amplifikate generiert (1900), quantifiziert
(Qubit) und aquimolar gepoolt. Die Library geht 2018 auf den Sequenzierer. Vorteile des PacBio Sequel ge-
genUber dem PacBio RS Il liegen in der deutlich héheren Anzahl an reads und der Unempfindlichkeit gegen-
Uber stark variierender Amplikonlédnge, d.h. alle Regionen k&énnen in einer Library vereint werden, wodurch

wir uns eine kosten- und zeiteffizientere Sequenzierung versprechen.
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Datenfluss und Analyse der Sequenzdaten, Bioinformatik Sanger & NGS Daten

Auch 2017 lag das Hauptaugenmerk auf der Mitarbeit bei der Vervollstdndigung der pflanzlichen DNA-
Barcodes, indem Verbesserung und Ergdnzungen am bestehenden LIMS/FIMS Tool (www.gbol5.de) vorge-
nommen wurden. Hauptfunktion dieses als Web Application realisierten Tools sind i) die automatische Prozes-
sierung der Reads (automatisierte Qualitatskontrolle, Trimming, Zuordnung zu Isolaten/Specimen/Species), ii)
Assemblierung zusammengehoérender Reads in Contigs, iii) die Verwaltung der Proben (Aufsammlung, DNA-
Isolat, Einzelsequenzen, assemblierte Sequenzen, verifizierter DNA-Barcode), iv) die standort- und plattform-
unabhangige manuelle Qualitdtskontrolle der Daten durch Nutzer mit entsprechenden Rechten, sowie v) die
Koordination der ausstehenden Arbeiten an den beteiligten botanischen Institutionen. Die Web App ist einer-
seits angebunden an die DNABank (Berlin) und synchronisiert Specimen-Metadaten, andererseits stellt sie

automatisch die relevantesten (Meta-) Daten fir das zentrale GBOL Portal (ZFMK, Bonn) zur Verfligung.

Die Promotionsstudentin am IEB, Frau Sarah Wiechers, hat sich plangemal vor allem mit der Erweiterung und
Verbesserung dieser Web Application beschéftigt, die Grundlage ist fur die effektive Verarbeitung restlicher
Daten aus Phase | (vor allem Verifikation bereits assemblierter Contigs, Generierung von Trouble-Shooting-
Listen) und neuer Daten aus Phase Il (automatisches assembly und Qualitdtskontrolle), aber auch fir Analysen
zu biologischen und anwendungsorientierten Fragestellungen. Die Doktorandin hat die anfangs noch viel Zeit
in Anspruch nehmende Einarbeitung in zugrundeliegende Technologien und Programmiersprachen (front-end
/ back-end Webtechnologien und Webframeworks, Linux Server Administration) abgeschlossen, und die Pro-
grammierarbeiten an der GBOL5-Web App nun als hauptverantwortliche Entwicklerin fortgesetzt. Nach Erwei-
terung der automatischen Test-Suite bedeutete dies zunadchst die Umstellung auf die aktuellste Version 5 des

Rails-Webframeworks.

Des Weiteren wurde die Web App auf einen neu aufgesetzten Server migriert, der nun mehr Performance,
Autonomie in der Verwaltung, sowie weitrdumigere Freiheiten in der Betreuung und Funktionserweiterung
der App ermoglicht. Zu der Einrichtung des neuen Servers gehorten ebenfalls die Einrichtung umfangreicher
Server-Monitoring-Funktionen und SicherheitsmaBnahmen. Im Zuge dieser Arbeiten konnte der Deployment-
Prozess deutlich vereinfacht und beschleunigt werden. Auch die Ladezeiten konnten durch Optimierungen an
der App auf verschiedenen Ebenen (Query-Optimierungen beim Datenbank-Zugriff bis hin zu JavaScript-

seitigen Anpassungen) deutlich verklrzt werden.
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Unter anderem wurden folgende Veranderungen und Verbesserungen an der Web Application

www.gbol5.de vorgenommen:

e Angaben zu den in der Datenbank eingetragenen Belegen, zugehérigen Metadaten sowie (wenn
vorhanden) Markersequenzen fir alle vier GBOL5-Marker kénnen von angemeldeten Nutzern nun als
Excel-Tabelle heruntergeladen werden.

e Diverse Angaben zu Fundort-Koordinaten von Belegen wurden neu eingeftigt und (wenn notwendig)
in ein einheitliches Format tGberfuhrt.

e Das Herunterladen mehrerer Contigs und zugehoriger Pherogramme (reads) aus einer Projekt-Ansicht
heraus zur gleichen Zeit wurde erméglicht.

e Das Importieren von Zielartenlisten in verschiedenen Formaten (wie sie durch unterschiedliche Pro-
jektpartner genutzt werden) wurde technisch vereinheitlicht und vereinfacht.

e Eine erweiterte Suchfunktion ermoglicht es Nutzern nun selbststandig nach Contigs mit bestimmten
Merkmalen (z.B. Zughorigkeit zu einem bestimmten Taxon oder Marker, Verifikationsstatus, Status
der Assemblierung) zu suchen. Diese Suchen kénnen gespeichert und in einer personlichen Ansicht
der eigenen vergangenen Suchen jederzeit wieder aufgerufen werden.

e Eine dhnliche Suchfunktion steht nun auch far Markersequenzen zur Verfligung. Hier kann neben der
Zugehorigkeit zu einem bestimmten Taxon oder Marker auch nach minimaler oder maximaler Lange
der Sequenz gefiltert werden. Die Suchergebnisse kdnnen anschlieBend in der App gespeichert oder
im Fasta-Format heruntergeladen werden.

e Die Contig-Ansicht, in der die Nutzer manuell Assemblierungsparameter Gberprifen und anpassen
kdnnen, erlaubt nun auch in ein und demselben Browsertab die einzelnen zu diesem Contig gehori-
gen reads anzuzeigen und zu editieren, und damit einen stark beschleunigten Verifikationsprozess
(manuelle Qualitatskontrolle).

e Die Nutzerverwaltung wurde erweitert, sodass Nutzer nun selber ihren hinterlegten Namen, ihre E-
Mail-Adresse und ihr Passwort éndern kénnen und auBerdem automatisierte E-Mails zur Passwort-
wiederherstellung anfordern kénnen.

e Admins der Web App haben nun die Mdéglichkeit, direkt Uber ein grafisches Interface in der Web App
neue Nutzer anzulegen, nicht mehr aktive zu l6schen und Profilinformationen zu Uberarbeiten. Au-
Berdem koénnen Schreib- und Bearbeitungsrechte innerhalb der App eingeschrankt werden, indem
Nutzer bestimmten Zustandigkeitsbereichen zugeteilt oder als Gastnutzer markiert werden.

e Eine neue, interaktive grafische Ansicht zur Visualisierung des Arbeitsfortschritts wurde angelegt.

Die Reprasentation von NGS-Daten in den bestehenden Datenbank-Strukturen und Interface-Elementen wur-
de weiter vorangetrieben. Ebenfalls wurden weitere Arbeiten an Komponenten fir statistische Analysen der in

der Web App vorliegenden Daten durchgefihrt, unter anderem fiir

e Analysen der infra- und interspezifischen Variation der in der Datenbank enthaltenen Taxa, inkl. regi-
onaler, innerartlicher Variation

e Untersuchungen der Monophylie von Arten in Bezug auf die sequenzierten barcode-Regionen
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e Untersuchung der Effizienz und des Identifikationserfolgs der vorhandenen Marker und Markerkom-
binationen fur spezifische Taxa

e Empirische vergleichende Analyse konkurrierender sequence-query-Algorithmen im Kontext ange-
wandter Analysen.

Um diese Analysen durchfiihren zu kénnen, wurde auch an einer Taxonomie-basierten Qualitatskontrolle der
verfigbaren Markersequenzen gearbeitet. Damit werden zunachst alle vorhandenen und im néchsten Schritt
laufend alle neu erstellten Barcodes auf Fehlerhaftigkeit z. B. durch Probleme bei der Artbestimmung oder der

Sequenzierung Uberpruft.

Weiterhin wurde im Berichtszeitraum regelmaBig zahlreichen Winschen durch Nutzer entsprochen, die sich
auf kleinere Anderungen an der App bezogen, wie zum Beispiel die Anpassung der Importfunktion von Be-
legdaten oder das Anpassen des Verhaltens der Re-Assembly Funktion nach Anderungen an Primer Sequen-
zen. Zudem erfolgten regelmaBige DatenpflegemaBnahmen, die unter anderem das manuelle Entfernen oder
Editieren veralteter oder fehlerhafter Eintrage umfassten. Ebenfalls wurden regelmaBig auf Wunsch gesonder-

te, manuelle Datenbankabfragen je nach Bedarf durchgefahrt.
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GBOL 8

4.5 Pilzliche Pathogene und nekrotische Pilze an Obstgehdlzen (RUB, Tl, SMNG, SMNS, Universitat
Bayreuth, SMNK, HZI) (A.1 & B.2)

Dominik Begerow (RUB), Ben Bubner (Tl), Ulrike Damm (SMNG), Ursula Eberhardt (SMNS), Gerhard Rambold
(Universitat Bayreuth), Markus Scholler (SMNK), Marc Stadler (HZI)

Die Arbeiten des Teilprojekts “Pilzliche
Pathogene und nekrotische Pilze an Obst-
geholzen” sind in Forderphase Il auch im
B Berichtsjahr 2017 erfolgreich fortgesetzt
worden. Vom 09.-10 Juni 2017 fand in

Bochum ein Treffen der beteiligten Pro-

jektpartner statt in dem Uber Fortschritte
»_ und die weitere Vorgehensweise des Teil-

projektes beraten wurde.

Teilnehmer des Projekttreffens 2017

Laborarbeit und bioinformatorische Auswertung pflanzenassoziierter Pilze mittels HTS

Die DNA-Isolation, Herstellung der Sequenzbibliotheken und die Sequenzierung der Ast- und Blattproben ist
abgeschlossen. Die DNA-Isolation, Herstellung der Sequenzbibliotheken und die Sequenzierung der Boden-
proben wird gerade durchgefuhrt. Auch fir diese Sequenzierung werden je 3 technische Replikate jeder DNA-
Isolation hergestellt. In vorldufigen Analysen konnten wir bisher 574 OTUs nachweisen, welche sich in mindes-

tens 21 verschiedene Klassen einteilen lassen.
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Taxonomische Einteilung der Mitglieder der pilzlichen Gemeinschaften in Blatt- und Holzproben auf Klassenebene.

Vortrage:

Kemler M, Witfeld F, Begerow D (2018) German Barcode of Life (GBOL): Fungal pathogens and necrotic fungi

in orchards. 10.01.2018, 44" Conference of the South African Association of Botanists, Pretoria, Stidafrika.

Entwicklung des DNA-Chips fiir Diagnostik in Land- und Forstwirtschaft

Im Rahmen der Entwicklung der spezifischen Microarrays (EcoChips) zur frihen Erkennung pflanzenpathoge-
ner Pilze wurde das Design der ersten Chipgeneration fertig gestellt, acht Prototypen des Chips bestellt und
erste Hybridisierungen mit Gesamt-RNA Extrakten aus Blattgewebe ausgewahlter Vertreter der Obstgehdlze

(Rosaceae) und Waldgeholzen (Betulaceae, Fagaceae, Pinaceae und Oleaceae) durchgefihrt.

Nachdem das Design der Sonden fir die erste Chipgeneration, wie im Zwischenbericht fiir 2016 erlautert,
fertig gestellt wurde, konnten 15.744 Sonden zum Abschluss des Chip Designs auf das Onlineportal eArray
hochgeladen werden. Als Designformat wurde 8 X 15K ausgewahlt und die Arrays somit zu 96.3% ausge-
fullt.
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Zur Positivkontrolle wurden 2540 Replikatsonden aus den Sequenzen der &ffentlich zuganglichen Datenban-
ken ausgewahlt, zusatzlich zu den 536 Kontrollsonden, welche von Agilent vorab zur Negativkontrolle tGber-
nommen wurden. Der ,EcoChip1_ITS” wurde in achtfacher Ausfihrung von Agilent gedruckt und ausgelie-
fert.

Um Ausgangsmaterial flr eine Gesamt-RNA-Isolation, zur Hybridisierung auf die gelieferten Microarray Chips
zu erhalten, wurde im Sommer 2017 auf 3 Flachen in Weidenberg und Hagenohe eine Reihe von Blatt- und
Nadelblattproben gesammelt. Es wurden auf einer Obstbaumwiese (Weidenberg) und zwei Forstwaldstlicken
(Hagenohe), insgesamt 68 Blatt- und Nadelblattproben gesammelt. Bei den beprobten Arten handelte es sich
um Nutzgeholze der Rosaceae (Malus domestica, Pyrus communis, Prunus avium, Prunus domestica und Cy-
donia sp.). Bei den Vertretern von Wald- und Flurgehdlzen handelte es sich um Pinus sylvestris, Abies alba,
Piceae abies, Quercus robur, Fagus sylvatica und Fraxinus excelsior. Die Blatt- und Nadelproben wurden direkt
nach der Abtrennung und der Bilddokumentation in flussigen Stickstoff schockgefroren, auf Trockeneis ge-
kahlt transportiert und schlieBlich bei =80 °C gelagert. Die Dokumentation der Probenentnahme erfolgte
anhand der Smartphone-App DiversityMobile, mit welcher die Positionsbestimmung der einzelnen Baume
Uber GPS erfolgte, sowie die Bilddokumentation der beprobten Badume, der gesammelten Proben und der
markierten Lagerboxen. Die sterilisierten und RNAse-freien Sammelboxen der Proben wurden mittels eines
Universally Unigue Identfiers (UUID) und einem dazugehdérigen QR-Code gekennzeichnet, um eine eindeutige

Identifikation der jeweiligen Proben zu ermoglichen (Triebel et a/, 2018).

Probeentnahme zur Sammlung von Ausgangsmaterial an einem Standort bei Weidenberg fur die Hybridisierung der er-

stellten Gesamt-RNA-Isolate, inklusive der vorhanden epi- und endophytischen Pilze, sowie fur die Sequenzierung der

erstellten ITS-Amplicons aus der Gesamt-DNA-Isolation.
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Die gesammelten Blatt- und Nadelproben dienten als Ausgangsmaterial fur die Isolation von Gesamt-RNA. Die
Isolation wurde mithilfe des Plant RNA/DNA Purification Kit (NORGEN, BIOTEK CORP.) durchgefthrt und die
erstellten RNA-Extrakte nach der Messung mittels NanoDrop™ bei —80 °C gelagert und anschlieBend fir das
Labelling und die darauf folgende Hybridisierung mit den Sonden des ersten EcoChips verwendet. Von den
erhaltenen RNA-Gesamtextrakten wurde mittels des ,Low Input Quick Amp Labelling Kit” gelabelte cRNA
hergestellt und via NanoDrop™ (Microarray) quantifiziert. Nach der Bestimmung der Aktivitdtswerte wurde die
erstellte markierte cRNA fragmentiert und auf den EcoChip hybridisiert. Die Fluoreszenzsignale des beladenen
EcoChips wurden am FujiFilm FLA-8000 Microarray Scanner ausgelesen. Die Auswertungen der erhaltenen

Daten der Hybridisierung mit der ersten Generation des EcoChips dauern noch an.

Des Weiteren wurde aus denselben Blatt- und Nadelproben eine Gesamt-DNA-Isolation durchgefiihrt. Die
extrahierte DNA zur Erstellung einer ITS-Library fir eine anschlieBende Amplicon-Sequenzierung verwendet.
Die Sequenzierung auf einem lllumina MiSeg3000 (Biozentrum der LMU Munchen, Lehrstuhl Genetik, Dr.
Brachmann) wird durchgefiihrt, um Sequenzdaten zur Uberpriifung der Ergebnisse der Hybridisierung des
EcoChips auf falsch-negative Hybridisierungssignale zu erhalten. Dartber hinaus ist geplant, die Sequenzdaten

ebenfalls zur Erstellung von neuen Sonden fir die zweite Chipgeneration zu verwenden.

Scanning

\ [
Loaded Hybridization
EcoChip Data

S f Quality Control
Total DNA | ms | | I
| Is:y | Li’fy | -

Total RNA \
Isolate

| Host Tree

2nd

Generation
* EcoChip
Probes

Workflow der Gesamt-DNA- und Gesamt-RNA-Isolation, sowie Datenverwertung

Fur die zweite Generation des EcoChips wurde das Sondendesign aus den erhaltenen ITS-Sequenzen der Part-
ner des Projektes Pilzliche Pathogene und nekrotische Pilze an Obstgehdlzen begonnen. Mithilfe der Software
ITSx (v. 1.0.11) wurden alle vorhandenen SSU- und 5,85-Bereiche extrahiert, um anschlieBend tber ein Align-
ment die Sonden an der Grenze zwischen der ribosomalen DNA (rDNA) und den ITS-Bereichen zu erhalten.
Des Weiteren wurden die erhaltenen reinen ITS-Sequenzen in das Programm AllelelD (v. 7.5) (Apte and Singh,
2007) importiert um die Sonden zu berechnen welche ausschlieBlich auf den erstellten ITS-Sequenzen basie-
ren. Das Sondendesign der zweiten EcoChip-Generation wird im Moment noch weitergefihrt und nach der

Auswertung der Hybridisierungsdaten der ersten EcoChip-Generation Uberarbeitet.
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Dokumentation und Datenverwaltung

Um die Daten des gesamten Workflows Ubersichtlich und ausfuhrlich zu dokumentieren und zu verwalten
wurden die auf DiversityCollection hinterlegten Daten der Probeentnahme und die Hintergrunddaten der
NGS-Sequenzierung, inklusive der Erstellung der Amplicon-Library unter Verwendung des eben publizierten
Schemas MOD-CO (http://www.mod-co.net/wiki/MOD-CO_Schema_Reference), ebenfalls in einer Installation
von DiversityDescriptions am SNSB IT-Centers hinterlegt. Um den Datenimport fir folgende Sequenzdaten
effizient zu gestalten, wurden mittels Client von DiversityDescriptions mehrere Importschemata erstellt, wel-
che einen schnellen Import weiterer Daten erméglichen. Diese UseCase-Daten stellen somit ein Teilprodukt

der Entwicklung des EcoChips dar und sollen bei GFBio (https://www.gfbio.org/) publiziert werden.

Taxonspezifische Ansatze als Tests fiir den DNA-Chip
Pilzliche Pathogene und Endophythen: Vom SMNG wurden 10 Betriebe in drei Bundesldndern beprobt, um

die Diversitat phytopathogener und endophytischer Pilze im Holz von Obstbdumen zu erfassen: Sachsen (Gor-
litz und Dresden), Niedersachsen (Raum Stade), und Baden-Wurttemberg (Renchtal). Dabei wurden 320 Ast-
proben von 3 Sauerkirsch-, 6 StBkirsch- und 6 Pflaumenplantagen entnommen. Von diesen Astproben wur-
den 1015 Pilze isoliert und kultiviert, die jeweils als Lebendkultur in der Pilzkulturensammlung (GLMC) und als
Belege (Trockenkultur) im Fungarium (GLM-F) hinterlegt wurden. Die DNA aller Isolate wurde extrahiert und
jeweils ein Aliquot an die Senckenberg DNA-Bank in Frankfurt geschickt. Von allen 1015 Isolaten wurde der
allgemeine Pilz-Barcode (ITS) sequenziert. Mittels Blast-Search in GenBank wurden die Isolate dem Stamm
(Ascomycota, Basidiomycota und Zygomycota) und der jeweiligen Klasse zugeordnet. Zudem wurden Gattun-
gen bzw. Arten vorlaufig differenziert. Von einem Teil der Leotiomycetes-Isolate wurden je nach Gattung
weitere Loci (secondary barcodes: TEF, GAPDH, LSU, TUB, ACT, RPB...) sequenziert; z. Z. etwa 150 Sequenzen,
und die Arten identifiziert bzw. neue Arten entdeckt. Insgesamt handelt es sich um mehr als 134 Arten aus
mindestens 81 Gattungen, davon 68 Gattungen Ascomycota, 11 Basidiomycota und zwei Zygomycota. Die
Differenzierung innerhalb der Ascomycota ist noch in Bearbeitung; die Anzahl der Gattungen und Arten wird
sich vermutlich noch erhéhen und sich den veranschlagten ca. 150 Arten ndhern. Auch von einer Erreichung

der Anzahl der Barcodes (ca. 1100) bis Projektende ist auszugehen.

Die Sequenzierung der Endophytenisolate aus Fraxinus excelsior am HZI (Braunschweig) wurden weitestge-
hend abgeschlossen. Bislang wurden von Uber 250 Stammen ITS-Sequenzen generiert. Jedoch konnten bisher
nur bei ca. 20% an Hand der ITS-Sequenzen eine halbwegs sichere Artzuordnung vorgenommen werden.
Von vielen anderen Gruppen, inclusive aller Taxa der Klassen Eurotiomycetes, Sordariomycetes und Dothide-
omycetes, ist es bekannt, dass auBer der ITS noch ein sekundarer Barcode verwendet werden muss, um die
Art oder in manchen Fallen auch die Gattung eingrenzen zu kénnen. In manchen Fallen konnten die Arten
zusatzlich Uber makromorphologische und mikroskopische Untersuchungen der Kulturen bereits verifiziert

werden.
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Von den verbliebenen Stammen wurden vor allem innerhalb der Gruppen, die sehr dhnliche Sequenzen zeig-
ten, an Hand morphologischer Vergleichsuntersuchungen jeweils Stdmme eines bestimmten Morphotyps fir
die Generierung von RBP2, TUB2 und/oder Calmodulin-Sequenzen ausgewahlt. Diese Arbeiten sind derzeit
noch im Gang. Zusatzlich zu den Pilzstdmmen aus Fraxinus wurden auch ca. 100 Isolate aus anderen 6kologi-
schen Gruppen sequenziert. AuBerdem sind noch ca. 30 Endophyten in der Nachsequenzierung, weil die erste
Sequenzierung keine verwertbaren Ergebnisse ergab, beziehungsweise diese zweifelhaft erschienen. Die Se-
guenzen werden den anderen Projektpartnern zur Verfligung gestellt, die Stdmme bei der DSMZ hinterlegt

und damit wird das Teilprojekt planmaBig abgeschlossen sein.

Rostpilze an Baumen: 2017 wurden ca. 50 Geholzrost-Belege von Drittsammlern archiviert und digitalisiert
(Max Wieners, Studentische Hilfskraft im Projekt), 187 Belege (Baden-Wirttemberg, westl. Niedersachsen,
Hamburg und Allgdu) wurden von Markus Scholler gesammelt, bestimmt und préapariert. Fir die DNA-
Extraktion wurden 576 Sporenproben (von Neuaufsammlungen und Belegen aus dem Herbariumsbestand KR)
in ReaktionsgefaBen fir die DNA-Extraktion/PCR bereitgestellt (Uberwiegend Arten der Gattungen Melampso-

ra, Coleosporium und Milesina) (M. Wieners, M. Scholler).

Im Berichtszeitraum wurde die DNA-Extraktion fir 632 Sporenproben durchgefihrt. Es konnten 336 Barcodes
der ITS Region erstellt werden (vorwarts und rlickwarts sequenziert). Die Rate des Sequenzier-Erfolges ist sehr
unterschiedlich: fur die Gattung Melampsora 80%, fir Gattungen der Pucciniastraceen unter 30%. Grund fur
die Unterschiede sind méglicherweise die oft geringen Sporenmengen bei Pucciniastraceen (kleine Sporenla-

ger, die schwierig zu praparieren sind). Aufgrund eines Personalwechsels bei der Technikerstelle wurden die

Laborarbeiten bis Oktober 2017 durchgefihrt. Sie werden im April 2018 wieder aufgenommen und bis Okto-
ber 2018 durchgeflihrt. Neben weiteren Neuextraktionen ist vor allem geplant, fir die 336 Proben mit erfolg-

reicher ITS-Sequenzierung Secondary Barcodes zu generieren (Nad6, 28S, CO3).

Vortrage

Scholler, M. (2017) From Micheli to DNA barcoding: new approaches in using herbaria for research on native
and introduced rust pathogens. 11.04.2017, Scuolo di Agraria, Universita Degli Studi Firenze, Italien.

Bubner, B. (2018) Identifzierung von Rostpilzarten an Geholzen mittels molekularer Methoden mit dem An-
wendungsbeispiel - Wirtspezifitat von Rosten der Gattung Melampsora an Weiden. 15.01.2018, Offentlicher

Vortrag bei der Pilzkundlichen Arbeitsgemeinschaft Berlin Brandenburg, Berlin, Deutschland.

Publikationen:

Beenken L, Lutz M, Scholler M (2017): DNA barcoding and phylogenetic analyses of the genus Coleosporium
(Pucciniales) reveal that the North American goldenrod rust C. solidaginis is a neomycete on introduced and

native Sol/idago species in Europe. Mycological Progress. DOI: 10.1007/511557-017-1357-2
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Baumparasiten, Streuabbauer und Symbionten von Forstbdumen: Durch die anfangliche Verzégerung der
Vertragsunterzeichung 2016, Kiindigung, Neubesetzung und Anderung der wéchentlichen Arbeitszeit der TA-
Stelle 2017 wird erst Ende Juli 2018 der urspriinglich fir Ende Januar 2018 anvisierte Stand der Arbeiten er-
reicht. Gesamtziel: 1500 Barcodes von 300 Arten. Aus Zeitgriinden wurde auf Sammelreisen weitgehend
verzichtet. Stattdessen wurde neben Kollektionen des SMNS (STU) auch auf Material aus GLM (Senckenberg
Gorlitz), der Bayerischen Staatssammlung (M) und dem SMNK (KR) zurlckgegriffen. AuBerdem wurde Typus-
Material aus verschiedenen Herbarien bearbeitet und von funf ,Citizen Scientists” Material zur Verfligung

gestellt.

Zahl der Extrakte im Berichtszeitraum: 909 (gesamt: 1667)
Zahl der bearbeiteten Arten*: 857 (neu: 402 Arten)
*entsprechend der Originalbestimmungen; Zahlen werden sich sicher &ndern

Zahl der Trace files im Berichtszeitraum: 1772 (gesamt: 3418 Trace files)

Publikationen:

Eberhardt U, Schitz N, Krause C, Beker HJ. 2018. Hebelomina (Agaricales) revisited and abandoned. Plant
Ecol. Evol. 151: 96-110.

Bandini D, Christan J, Eberhardt U, Ploch S, Tahir A, Oertel B, Thines M. 2017. /nocybe sphagnophila sp. nov.,
a new species of the nodulose-spored subsection Napipedinae of genus /nocybe (Agaricales). Mycol. Bav. 18:
11-34.

GBOL
BRIDGING THE GAP BETWEEN SCIENCE AND PRACTICE

-71 -



Zwischenbericht fir 2017: German Barcode of Life Phase |l

5. Entwicklung der Anwendungsprojekte

Im Vergleich zur ersten Phase des GBOL-Projektes liegt in der zweiten Phase ein besonderer Schwerpunkt auf
Anwendungsprojekten, welche die Vorteile von molekularen Artbestimmungsroutinen in die Praxis umsetzen.
In der Regel werden diese Studien innerhalb von Promotionsvorhaben durchgefiihrt, wozu insgesamt sieben

Doktorandenstellen besetzt wurden.

5.1 Trichogramma fur die biologische Schadlingsbekampfung (B.1)

Partner: Staatliches Museum fir Naturkunde Stuttgart (SMNS), Zoologisches Forschungsmuseum Koenig
(ZFMK), AMW NUtzlinge GmbH, Biologische Beratung Ltd., Universitdt Hohenheim.

Organismengruppen: Parasitische Wespen (Hymenoptera)

In den Monaten zwischen Mai 2017 und April 2018 standen die Kéderung von T7richogramma, die Etablie-
rung der Laborzuchten, die morphologische und/oder molekulare Bestimmung (Barcodeerzeugung) dieser
Laborzuchten im Vordergrund. Die Laborversuche zur biologischen und ethologischen Charakterisierung der
Laborzuchten wurden in die Wege geleitet. Des Weiteren wurde die Vorbestimmung Angehdériger der Fami-
lien Eulophidae, Encyrtidae, Mymaridae, Aphelinidae, Scelionidae, Mymaromatidae, Dryinidae, Diapriidae,
Platygastridae, Proctotrupidae fortgesetzt, um die Erzeugung von Barcodes zu erméglichen. Die Erzeugung
von Barcodes fir Angehorige der Familien Pteromalidae, Chalcididae, Eucharitidae, Eupelmidae, Eurytomidae,
Ormyridae, Perilampidae, Signiphoridae, Tetracampidae, Torymidae und Trichogrammatidae wurde auch fort-
gesetzt. Die Bilddokumentation von Angehdrigen der Familie Pteromalidae wurde weiter vorangetrieben und

diejenige anderer Familien gestartet.
Probengewinnung

Die Kéderungsaktionen fir Trichogramma wurden 2017 bundesweit auf insgesamt 35 Stellen durchgefihrt.
Insgesamt konnten 27 Personen dazu gewonnen werden, Eikdderkartchen auszubringen, einzuholen und
nach Pfungstadt zum Projektpartner AMW Nitzlinge zu verschicken. Die Laborzuchten wurden wie im Zwi-
schenbericht fir den Zeitraum Mai 2016 — April 2017 dargestellt etabliert. Analog zum ersten Projektjahr
wurden die Tiere aus der P- und der F1-Generation an das SMNS zur weiteren Analyse verschickt. Am SMNS
wurde den F1-Proben weiterhin Vorrang bei der Analyse gegeben, da diese fur die Selektion potentieller Kan-

didaten eine wichtigere Rolle spielten.
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Proben (Individuen, Arten)

Zwischen Mai 2017 und April 2018 fir die Barcoding-Pipeline eingegangenes und bestimmtes Probenmateri-
al:

Organismengruppe Verflgbare Individuen

Parasitische Wespen 130.000
Trichogramma 948*
Total 130.948

* P-Generation

Standorte, an denen Kdderkartchen fur

Trichogramma ausgebracht wurden.

Deutschland

fPrag
Luxemburg

Tschechien

s WD =
. Osterreich

Material Trichogramma

Wie bereits erwahnt, setzte sich das Material fUr die Erzeugung von Barcodes einerseits aus der P-Generation
gekdderter Freilandtiere und fir etablierte Laborzuchten aus der F1-Generation zusammen. Die Proben der
F1-Generation beliefen sich auf insgesamt 374 Individuen. Eine morphologische Bestimmung von Angehori-
gen der Gattung Trichogramma ist nur an mannlichen Exemplaren moglich (genitalische Merkmale). Proben,

die nur Weibchen enthielten, waren mit den molekularen Daten daher nur bedingt zuzuordnen.
Material parasitische Wespen

Zwischen Mai 2017 und April 2018 wurden knapp 20.000 Tiere bis zur Familie vorsortiert, sodass insgesamt

rund 130.000 Tiere fur die Barcode-Pipeline zur Verfigung standen.
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DNA-Barcodes (Individuen, Arten)

Bis April 2018 wurden DNA-Extraktionen aus 2090 (davon 523 Trichogramma) einzelnen Exemplaren mit der

jeweiligen PCR-Amplifizierung durchgefihrt.

Trotz der Optimierung des nicht destruktiven DNA-

Extraktionsprotokolls wahrend der ersten Phase von GBOL war die negative Korrelation zwischen Gewebe-

menge (Kérpermasse) und DNA-Ausbeute nach wie vor auffallig. In dieser Zeit wurden zwei weitere Primer

zur Amplifizierung des COI-Fragments getestet, namlich LepF1 und LepR1, um zu prifen, ob eine Amplifizie-

rung bei bislang problematischen Familien wie Mymaridae, Encyrtidae, Platygastridae, Ceraphronidae und

Megaspilidae besser gelingen konnte. Obwohl eine leichte Verbesserung in der Ausbeute festgestellt werden

Organismengruppe Individuen mit Barcodes Arten
Parasitische Wespen 1309 390
Trichogramma 500 4%)
Total 1809 394

*) T. brassicae, T. cacoeciae, T. cf. cacoeciae, T. evanescens

konnte, so scheinen die getesteten Primer noch
nicht zum gewinschten Ergebnis zu fihren. Das
Vorhandensein  von  Poly-T-  oder  Poly-A-
Abschnitten verhindert bei einigen Proben nach

wie vor die erfolgreiche Sequenzierung.

Projektfortschritt in Relation zum geplanten Projektziel des GBOL-Antrags

Bis April 2017 konnten 948 einzel-
ne Proben von Trichogramma (P-
Generation) fur die Barcode-
Pipeline gewonnen werden. Im
Vergleich zum ersten Projektjahr
(1863 Proben) war die Anzahl der
Treffer deutlich geringer. Es wurde
nach wie vor Proben Vorrang ge-
geben, aus denen eine erfolgreiche
Laborzucht etabliert werden konn-
te, da sie fUr den weiteren Selekti-
onsprozess eine hohere Relevanz
hatten. Ubersicht tiber den Projekt-
fortschritt in Bezug auf das Pro-

jektziel:

Artenzahl
Soll Ist %
Parasitische Wespen 500 390 78,0
Trichogramma 9" 13 > 100

Individuenzahlen

Soll Ist %
Parasitische Wespen 1000 130.000 > 100
Trichogramma 1000 948 94,8

Individuen mit Barcode

Soll Ist %

Parasitische Wespen 1500 1309 87,2
Trichogramma 1000 500 50,0
Total 2500 1809 72,3

Arten mit Barcode

Soll Ist %

Parasitische Wespen 500 390 78,0
Trichogramma 9 12 > 100
Total 402 78,9
1) Nach Zimmermann & Schoéller (2008)
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Datenauswertung

Der Datensatz mit DNA-Barcodes fur die Gattung Trichogramma wurde um 323 Taxa erweitert und enthalt

nun 12 Arten, die mit hinreichender Sicherheit getrennt werden kénnen. Insgesamt konnten zusammen mit

den Ergebnissen aus der ersten GBOL Phase 13 Trichogramma-Arten erfasst werden. Die Bezeichnung sp. +

GroBbuchstaben rihrt daher, dass mit Ausnahme von sp. B und sp. H, von allen anderen (A, C, F und G) nur

weibliche Tiere vorhanden waren.
Wie bereits erwahnt, ist eine mor-
Bestimmung

phologische von

Trichogramma nur anhand der
Mannchen moglich. Die Arten B
und H gehoren jeweils der Sektio-
nen Arcanum und Drepanophorum
von Pinto (1999) an und stellen

eventuell unbeschriebene Arten dar.

Ausschnitt aus der Analyse mit maximal zwei Vertretern jeder erfassten Art bzw. Linie.

SMNS_Hym_Tri_000101_Pseudoligosita_sp.

SMNS_Hym_Tri_000106_Oligosita_sp.2

0071543

0056399

Anteil [%]

0.089642

011714 — SMNS_Hym_Tri_000105_Chaetostricha_sp.1
—SMNS_Hym_Tri_000103_Chaetostricha_sp.1
0019044 — SMNS Hym Tri 000940 Trichogramma brassicae

— SMNS Hym Tri 000943 Trichogramma brassicae
0.04393 CSMNS»Hym_Trl_OOM31'Trlchogramma sp. A
SMNS_Hym_Tri_000018_Trichogramma sp. A

0015424

0017833

GBOL

0.001074

003167 SMNS_Hym_Tri_000085_Trichogramma cf. pintoi
Esmns Hym_Tri_000216_Trichogramma cf. pintoi

0.049119 SMNS_Hym_Tri_000123_Trichogramma sp. B

0015445 SMNS_Hym_Tri_000128_Trichogramma sp. B
0.050935 SMNS_Hym_Tri_000192_Trichogramma sp. C
SMNS_Hym_Tri_000139_Trichogramma sp. C

SMNS Hym Tri 000502 Trichogramma dendrolimi
SMNS Hym Tri 000506 Trichogramma dendrolimi

0.006071

0046235

0.010464

0051253

0.000002

SMNS_Hym_Tri_000814_Trichogramma sp. G
SMNS_Hym_Tri_000885_Trichogramma cf. cacoeciae
SMNS_Hym_Tri_000562_Trichogramma cf. cacoeciae
0.012107 ESMNS Hym Tri 000749 Trichogramma cacoeciae

904708 0018107

0005684

SMNS Hym Tri 000812 Trichogramma cacoeciae
SMNS_Hym_Tri_000138_Trichogramma sp. F
SMNS_BS_000285_Trichogramma semblidis
SMNS_BS_000286_Trichogramma semblidis

Der prozentuale Anteil am Ge-
samtartenspektrum zeigt deut-
lich, dass 3 Arten mehr als 90%

ausmachen, wobei hier T7richo-

m T. caroeciae
B T. brassicae
m T. evanescens

gramma  cacoeciae  Marchal,
1927 in den beprobten Ha-
bitaten

u T. semblidis

m T. dendrolimi

W T. cf. cacoeciae )
mT. cf. pintoi weltest-
= Trchesrmma A gehend die am
m Trichogramma .8

haufigsten anzu-
treffende Art ist,

W Trichogramma p.C
W Trichogramma . F
m Trichogramma .G

m Trichogramma sp. H

und zwar bun-

desweit.
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Selektion geeigneter Kandidaten fiir die biologische Schadlingsbekdmpfung

Die Anzahl der erfolgreich etablierten 7richogramma-Laborzuchten war deutlich geringer als im ersten Projekt-
jahr. Das hangt unter anderem damit zusammen, dass die Anzahl der Treffer im zweiten Projektjahr deutlich

niedriger war. Dennoch ist die Zahl der etablierten Laborzuchten im Sollbereich.

Fortschritt des Selektionsprozesses:

1. Projektjahr 2. Projektjahr
Soll Ist Soll Ist
Laborzucht etabliert 300 - 500 633 300 - 500 374
Biologische und ethologische Charakterisierung 50-100 77 50-100 69
Test Kafigbedingungen - - 30-50 38

Ausschlusskriterien fur eine etablierte Zucht waren einmal ihre Eignung zur dauerhaften Zucht unter Laborbe-
dingungen und die Fahigkeit, innerhalb von 30 Tagen zur kleinstmoéglichen Massenzucht erweitert zu werden.
Letzteres ist eine unabdingbare Bedingung fir den kommerziellen Einsatz. Ein weiteres entscheidendes Selek-
tionskriterium war die Parasitierung bei niedrigen Temperaturen. Hierbei wurden die etablierten Laborzuchten
in Parasitierungsversuchen bei 10, 12, 14 und 16 °C getestet. Die Ergebnisse zeigen, dass die Such- und Para-
sitierungsaktivitat bei 10 °C eingestellt werden. Die Aktivitatsschwelle scheint bei 12 °C zu liegen und daher
wurden nur Laborzuchten weiter vermehrt, die bei dieser Temperatur noch einen Parasitierungserfolg zeigten.

So sind aus insgesamt 1007 etablierten Laborzuchten 146 fir den weiteren Selektionsprozess geblieben.

Der weitere Selektionsprozess sieht Wirtspraferenz- und Wirtseignungsversuche vor, bevor die in Frage kom-
menden Laborzuchten unter Kafigbedingungen getestet werden. Insgesamt 38 Laborzuchten haben dieses

Stadium bereits erreicht.

Literatur
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5.2 Verifikation und Artbestimmung von Saatgut und Baumschulware (B.3)

Thomas Borsch & Ralf Hand (BGBM)

Die von den beiden externen Kooperationspartnern (Saaten Zeller, NagolaRe) 2016 Uberlassenen Saatgutpro-
ben wurden fur erste Tests verwendet. Eine Auswahl von Diasporen unterschiedlichen Hartegrades (Grami-
neen beispielsweise sehr weich, Boraginaceen mit zum Teil sehr harten Schalen) wurde Extrahierungsversu-
chen unterzogen. Die Tests ergaben durchweg sehr gute Resultate, was die Extrahierungsroutine und Gewin-
nung analysierbarer DNA anbelangt. Weitere vorgesehene Arbeitsschritte, etwa ,Blindanalyse” artreiner Pro-
ben oder von Mischproben mehrerer Arten sind erst dann sinnvoll, wenn fur einen GroBteil der deutschen
Flora oder zumindest die saatgutrelevanten Gruppen Sequenzen fur einen Abgleich zur Verfligung stehen.

Damit ist erst in der Schlussphase des Projektes zu rechnen.
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5.3 Erfassung von Diatomeen sowie Massenseguenzierung von Umweltproben (C.1)

Jonas Zimmermann, Nélida Abarca, Gabi Drége, Wolf-Henning Kusber, Katja Luther, Oliver Skibbe & Regine
Jahn (BGBM)

Ausschnitt der Diversitat der im Rahmen von GBOL2 kultivierten und ,, gebarcodeten” Diatomeen aus Berliner und Brandenburger Ge-
wassern (Lebendaufnahmen Lichtmikroskop, kiinstlich arrangiert).

Im Fokus dieses GBOL II-Teilprojekts steht der Aufbau einer taxonomisch validierten Referenzdatenbank (taxo-
nomic reference library) fir eDNA-basiertes Metabarcoding zur Gewasserglteeinschatzung in Seen anhand
der Diatomeenzusammensetzung. Ziel ist u.a. eine Erweiterung und komplementierende Prazisierung der
Méglichkeiten zur Bioindikation im Kontext der EU-Wasserrahmenrichtlinie (EU WRRL, Direktive 2000/60/EG).
Hierfur sollen die Ergebnisse flir eDNA-Proben (Biofilm/Phytobenthos) des derzeit in der EU WRRL implemen-
tierten Bewertungsverfahrens mit Hilfe der Lichtmikroskopie und des eDNA-Metabarcodings verglichen und

evaluiert werden.

Aufbau der taxonomisch validierten Referenzdatenbank als Grundlage fiir das eDNA-Metabarcoding

Insgesamt wurden 80 Gewasser zum Zwecke der Erweiterung der taxonomisch validierten Referenzdatenbank

zur Erstellung von Kulturen im Berichtszeitraum beprobt (Milestone 1).
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Es wurden ca. 900 unialgale Kulturen aus Uber 50 Gattungen erfolgreich etabliert, aus denen taxonomisch
validierte, dokumentierte und durch Sammlungsobjekte belegte Barcodeeintrage fur die Referenzdatenbank

erzeugt werden (Milestones 2, 3).

Zu diesen Eintragen gehdren jeweils umfassende Sammeldaten zur jeweiligen Probe, Informationen zu den
erstellten Kulturen (z.B. Kulturbedingung, Kultivator*in), die Dokumentation der morphologischen Analysen
der Praparate (Bilder: Lebendaufnahmen, LM, REM, Informationen zur Identifikation, Nomenklatur, Taxono-
mie), die Dokumentation der molekularen Analysen (DNA-Extraktion, Marker/Primer, Sequenzrohdaten, edi-
tierte Sequenzen) und die Informationen zur physikalischen Hinterlegung der Materialien in den jeweiligen
Sammlungen (Abbildung 2). AuBerdem ist fir den Fall, dass zu analysierende eDNA genommen wurde, auch

hierfir eine Dokumentation der Daten und physikalische Hinterlegung der Proben vorgenommen worden.

Von diesen ca. 900 Kulturen wurden ca. 800 (89 %) lichtmikroskopische Dauerpraparate und ebenso viele
REM-Praparate hergestellt. Diese sind alle im Herbarium Berolinense (BGBM) hinterlegt. Hiervon wurden Gber
600 lichtmikroskopisch und Gber 400 per REM jeweils mit Serien (LM mindestens 20 und REM 10 Einzelauf-
nahmen pro Kultur) von Fotos dokumentiert. Eine genaue Identifikation wurde bisher fir 600 Kulturen vorge-
nommen (Milestone 4). Fur alle 900 Kulturen wurde die DNA extrahiert und in der DNA Bank hinterlegt. Da-
von wurden Uber 97 % (ca. 875 Taxa) fur 18S V4 und 92 % (ca. 825 Taxa) fur rbcl fur die DNA-

Referenzdatenbank sequenziert (Milestone 5).

¢ Collector O. Skibbe
* Collection Date 2007
* Georeference N 52.49491°

E 13.44729°
¢ Country DE
Original :‘;Cb"’i:z“R':lae’:‘e BEIEE Photographic
environmental Sample * Env. Char. eutrophic, turbid Documentation

Relevant Details
* Overview

Genus Amphora

Taxon Name X z )
Species Epitheton A. ovalis (Kiitz.) Kitz

extracted eDNA Clonal Culture
* Isolator O. Skibbe

* Date of Isolation 2007

* Date of Harvesting 2007
*  Cultivation Medium WC

Identifier N. Abarca

Literature Reference

Date of Identification Nov 2013
Verifier R.Jahn

Identification
eDNA metabarcoding

* Method Illumina MiSeq : gultié/(atfo;t(:onditions 18 °[C/12h Publication «  Authors Zimmermann et al.
ay & nig «  Journal PlosONE 9(11)
*  Strain Identifier Amph1
Annotation to taxonomically Reference * Name of Marker 185 V4
validated Reference Sequences Sequence Pherogram
Physical Deposition *  Origin of DNA culture
¢ fw & rv Primer M13F-D512for
; = 185/M13F-D978rev 185
) =====—"%,  Voucher Collection B *  DNA extraction method Kit
Taxon list Microscopic slide ., g/ vironmental sample ID B 50 0030583 (Plant Il Mini)
with prepared «  Voucher ID B 40 0040824 * Sequencing Type Sanger 0, RW” | |
valves A m .
eDNA +gDNA DNA Bank ID DB 23001 L

Umgang mit Materialen und Daten, die mit einer Umweltprobe (Biofilm, Diatomeen) sind. Z.B. Probestelleninformationen der eD-
NA, Kultivierungsdetails, Informationen zur Referenzsequenz, Taxon Name, Bestimmungshintergriinde, Publikationen, Fotodoku-

mentation, Informationen zu den Belegen.

GBOL
BRIDGING THE GAP BETWEEN SCIENCE AND PRACTICE

-79 -



Zwischenbericht fir 2017: German Barcode of Life Phase |l

Derzeit dominiert fir die Diatomeen noch ein morphospezifisches Artkonzept, in dem Arten anhand von Indi-
viduen aus Mischproben beschrieben werden. Durch unsere Arbeit an Kulturen, die die Variabilitat der Scha-
lenmerkmale zeigen, und die integrative, Phylogenie-basierte taxonomische Bewertung (morphologische und
molekulare Daten) kommt es neben konkordanten Ergebnissen immer wieder zu Beispielen (e.g. Jahn et al.
2017), dass sich diese Konzepte nicht in allen Fallen aufrechterhalten lassen. Neben der klassischen Identifika-
tion mussen daher haufig taxonomische und nomenklatorische Neukombinationen sowie Neubeschreibungen
vorgenommen werden. Dies zeigt sich, wenn i) die molekularen Daten eine deutlich héhere (kryptische) Diver-
sitat der Arten als durch die Morphologie angezeigt ergeben oder ii) wenn anhand von Mischproben be-
schriebene Arten durch neue Daten (molekular und morphologisch) aus Kulturen nicht mehr aufrechterhalten
werden koénnen, weil sich artunterscheidende, distinkte Merkmale von Individuen (beschrieben aus Mischpro-
ben) in den Kulturen zwischen den verschiedenen Taxa als kontinuierlich erweisen. Hierdurch wird der Artbe-

stimmungsaufwand im GBOL Il Projekt erheblich erhoht.

Datenverwaltung/-verfligbarkeit

Die im GBOL-Projekt erhobenen Sammlungsdaten (s.0.) werden elektronisch dokumentiert und Uber ein Onli-
ne User-Interface in eine Sammlungsdatenbank ,SpecimenTool” eingegeben, die alle Erfordernisse einer
transparenten Datenhaltung mikroskopischer Sammlungsdaten erfillt. Aufsammlungen sind mit Daten mo-
noklonaler Lebendstamme, diese mit Dauerpraparaten in der 6ffentlich zuganglichen physischen Sammlung B
und den Identifikationen des Projektteams verknlpft. Die Datenqualitat wird durch Angabe der fur die Identi-
fikation verantwortlichen Person(en), der Nachvollziehbarkeit der Daten durch Belege, dem Abgleich der Ta-
xon- und Autor*innennamen mit relevanten Datenbanken (PhycoBank.org, Index Nominum Algarum, Index
Nominum Genericorum, DiatomBase) sowie der Nutzung der Community-Standards (TDWG-kompatible Stan-
dards) gewabhrleistet. Sammlungsorte, Lebendfotos, mikroskopische Fotos von Praparaten und REM-Bilder
werden sukzessive verlinkt. Die Daten dieser Internet-verfigbaren Datenbank werden Uber BioCASe (Biologi-
cal Collection Access Service) abgefragt, damit (i) diese Daten fir die DNA-Bank sowie GGBN nutzbar werden
und (ii) sie in die Internet-verfligbare taxonomische Datenbank AlgaTerra importiert werden kénnen, die das

Zielsystem fr die integrierte taxonomische Projekt-Information ist (Milestone 6).

Fur die BLAST Suche wurden die vorhandenen Implementierungen und deren Verwendbarkeit evaluiert. Da-
raufhin wurde die Implementierung des NCBI gewabhlt, da dies die am meisten verwendete BLAST Suche ist
und sie sowohl auf den groBen DB des NCBI, als auch auf lokalen Datenbanken suchen kann und der Support
aufgrund der weiten Verbreitung am besten ist. AuBerdem wurde evaluiert, wie die lokale Datenbank genutzt
werden kann (NCBI bietet die Maglichkeit, Web-Blast bei einem Cloud Provider zu installieren; dies geht aktu-
ell bei Amazon Web Services (AWS) oder Google Compute Engine (GCE), was aber aufgrund der Kosten und

aus Datenschutzgrinden eventuell nicht nutzbar ist).

Es wird ein Server anhand eines Docker Images installiert, das alle notwendige Software enthalt, um eine loka-
le BLAST Suche durchzufihren.
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Die Datenbank wird auf Basis der FASTA Dateien erstellt und ebenfalls auf diesem Server abgelegt. AuBerdem
wurde evaluiert, welche Bibliotheken genutzt werden kénnen, um das Ergebnis auszuwerten und mit den
Daten in der EDIT Datenbank zu verlinken. Hier wird voraussichtlich Biolava zum Einstatz kommen. Diese Bib-
liothek wird auch schon im Specimen/Sequenzbereich des Editors verwendet und bietet die Mdglichkeit,

BLAST Ergebnisse zu parsen und mit Java weiter zu bearbeiten.

Der Backbone fir die Algendatenbank wurde aufgrund der Specimen Importe aufgebaut, hierfir wurde die
BioCase Suche und der Import fir den Bedarf der Algen erweitert (z.B. kénnen alle Specimen einer Kultur
nachgeladen werden) und allgemein Verbesserungen durchgefiihrt, so dass die Daten vollstandig in die EDIT

Datenbank importiert werden kénnen.

Vergleich lichtmikroskopische und eDNA-basierte Bioindikation

Hierflr wurden insgesamt 20 Proben aus 3 Brandenburger Seen (5 Proben Caputher See, 7 Proben Helene-
/Katjasee, 8 Proben Wittwesee) im offiziellen Probenahmezeitraum fur Phytobenthos der EU WRRL (Juni/Juli
2017) genommen. Es wurden gezielt Seen beprobt, in denen fur die Referenzdatenbank besonders viele inte-

ressante Diatomeenarten nachgewiesen wurden.

Die Proben wurden nach den Probenahmevorgaben der EU WRRL vorgenommen. Dies bedeutet fur jeden
Probenstandort die Beprobung eines von den Landeswasserdamtern vorgegebenen Transsekts mit der Bepro-
bung von jeweils 10 verschiedenen Substraten (Steine, Makrophyten, Totholz). Diese Unterproben werden zu
einer akkumulierten Standortprobe zusammengefasst, um eine reprasentative Erfassung des Standorts zu
gewahrleisten. Es wurden Proben jeweils fir die Kultivierung, die lichtmikroskopische Analyse und das Meta-
barcoding genommen. Die Proben fir jeden Einzelstandort fir Lichtmikroskop und Metabarcoding stammen
jeweils aus einer homogenisierten Probe, die dann fir beide Methoden aufgeteilt wird, um eine Vergleichbar-
keit der Analyseergebnisse zu gewahrleisten. Fir die morphologische Analyse wurden aus den Umweltproben
nach den Vorgaben der EU WRRL Dauerpraparate (Sammlung BGBM) erzeugt. Die Partitionen der Probe fir
das Metabarcoding wurden fur das High-Throughput-Sequencing (HTS) prapariert und befinden sich derzeit in

der Auswertung (Milestones 7, 8).

Fur die lichtmikroskopische Bewertung nach EU WRRL werden pro Probe mindestens 500 Schalen identifiziert
und gezahlt sowie die entsprechenden Indikatorwerte zur Bewertung nach PHYLIB zugeordnet. Daraus wer-

den mit der PHYLIB-Software die Indikatorwerte fur die Proben berechnet.

Fur die HTS-Analyse werden fir die beiden Marker 18S V4 (Kerngenom) und rbcl (Plastidengenom) pro Probe
markerspezifische PCRs mit jeweils 3 Replikaten pro Marker durchgefahrt. Diese werden dann auf der Illumina
MiSeq — Plattform sequenziert und die gewonnenen Daten mit der im Rahmen dieses Projektes entwickelten

phylogeniebasierten HTS-Datenanalyse-Pipeline MetBan (https:/github.com/sproft/MetBaN/tree/v0.1.0) aufbe-

reitet und analysiert. Aus diesen Daten werden Taxalisten zur Bewertung nach PHYLIB erzeugt (Milestones 7,
8, 9).
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Entwicklung der HTS-Datenanalyse-Pipeline MetBan

Fur die verbesserte Artzuordnung der durch eDNA-Metabarcoding erzeugten Umweltsequenzen mit Hilfe der
Referenzdatenbank wurde eine modulare High-Performance-Computing-fahige Analyse-Pipeline entwickelt.
Diese kann automatisiert alle Schritte von der Rohdatenaufbereitung, Sequenzierfehlerbereinigung, tber Chi-
marenbeseitigung, OTU-Clustering, taxonomische Annotation, Alignierung, und Phylogenie Erstellung (inklu-

sive Visualisierung) durchftihren, sowie durch Rendering der Baume Artenlisten erzeugen.

Kommunikation des Projektes

Das Projekt wurde in Form von Vortrdgen bei dem GBOL lI-Treffen (Bonn), Treffen der EU COST Action
.DNAgua-Net” (CA15219) (Sarajevo, Zagreb), dem DCPS-Tag der Freien Universitat und mehreren nationalen
und internationalen Konferenzen mit Postern sowie Vortragen vorgestellt. Neben Fachpublikationen wurden
auch Publikationen (Zimmermann & Harlimann 2017a, b) fur den angewandten Sektor publiziert, um den
Anwender*innen die Methodik nahezubringen. Auch im universitaren Curriculum wurde das Projekt in Vorle-
sungsmodulen vorgestellt. AuBerdem wurde das Projekt 2017 beim DIN Normenausschuss Wasserwesen (DIN
NAW) vorgestellt. Hierauf wurde Jonas Zimmermann als Experte fir DNA-Barcoding und eDNA-
Metabarcoding und als Mitglied des DIN NAW benannt. Auch beim Treffen der CEN wurde das Projekt vorge-
stellt und mit einem internationalen Konsortium entwickelte Standards zum Verfahren der eDNA-basierten

Bioindikation eingereicht.
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5.4 Metabarcoding zur Bewertung des Zustands von FlieBgewassern (C.2)

Vera Zizka (UDE), Bianca Peinert (UDE), Matthias Geiger (ZFMK) & Florian Leese (UDE)

Im Rahmen dieses Teilprojekts wird DNA-Metabarcoding fur die Erfassung der Biodiversitat von FlieBgewas-
sern bewertet, sowie Schritte bei Beprobung, Laboranalyse und Datenauswertung optimiert. Ein Ziel ist es,
Richtlinien zu entwickeln, welche zur Erhebung der Diversitdt von Makroinvertebraten genutzt werden und
Anwendung bei der Bewertung des dkologischen Zustands nach der Europdischen Wasserrahmenrichtlinien
(WRRL, Direktive 2000/60/EG) finden kénnen. Verschiedene Teilschritte der Methode werden hierbei zunéchst
im Labor an Gemeinschaften mit bekannter Artenzusammensetzung (, mock communities”) getestet. Uber die
Beprobung dreier FlieBgewasser (Emscher, Ennepe und Sieg) und die Aufarbeitung der Proben Uber DNA-
Metabarcoding kénnen veranderte Teilschritte der Methode angewandt und beurteilt werden. Mit diesem

Zwischenbericht informieren wir Uber den Projektfortschritt im zweiten Jahr.

Beprobung der FlieBgewasser - Emscher

Entsprechend der im letzten Zwischenbericht (GBOL Il — 2016) genannten Probestellen und Vorgehensweise
wurde der Hauptlauf der Emscher sowie zwei der Nebengewasser (RoBbach und Dellwiger Bach) im Frihjahr
und Herbst 2017 beprobt. Die Proben wurden bereits im Labor aufgearbeitet und sequenziert. Die Auswer-

tung der Daten hat begonnen und soll Mitte des Jahres 2018, nach der letzten Beprobung im April 2018,

vervollstandigt werden.

Beprobung der Emscher 2017. A)
.Kick-Sampling” an Probestelle
E4 (nach Klaranlage). B und C)
Filtration ~ der  Wasserproben
(eDNA) und Aufarbeitung.
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Weiterhin ist hier die Erfassung der Auswirkung von Stressoren auf das Makrozoobenthos und mikrobielle
Gemeinschaften durch Metabarcoding ein Gegenstand des Projekts. Das im Jahr 2016 beprobte Boye-System
(Teil des Emschereinzugsgebiets) wurde fur die folgenden Beprobungen nicht mehr bertcksichtigt. Anstatt
dessen erfolgte eine Beprobung der Ennepe (siehe unten), um den Versuchsaufbau bzw. den an der Emscher
herrschenden Einfluss von Stressoren zu replizieren (n=2) und die damit gewonnenen Ergebnisse zu starken.
Zusatzlich wurden an den genannten Probestellen der Emscher eDNA (environmental DNA) Proben genom-
men, welche dazu genutzt werden sollen, um weitere Erkenntnisse Uber den Transport und die Dauer von
eDNA in FlieBgewadssern zu erlangen. Die hierzu genommenen Proben wurden ebenfalls bereits im Labor auf-
gearbeitet und sollen in Kirze sequenziert werden. Die gesamte Beprobung der Emscher wurde weiterhin in

enger Zusammenarbeit mit der Emschergenossenschaft (Dr. Korte, Dr. Winking) durchgefihrt.

Beprobung der FlieBgewasser - Ennepe

Wir haben den Beprobungsplan fir die Emscher auf das Einzugsgebiet der Ennepe angepasst, um mdglichst
vergleichbare Ergebnisse (per Design) zu erhalten. Konkret wurden sieben Probestellen festgelegt (siehe un-
ten), die unter dem Einfluss verschieden starker Umweltstressfaktoren stehen. Fokus dabei lag auf dem Einlauf
von Abwasser Uber die Klaranlage Gevelsberg, sowie verschiedene Regenlberlaufsysteme. Die Probestellen
wurden in Zusammenarbeit mit Mitarbeitern des Ennepe-Ruhr-Verbandes festgelegt (Dr. Wolfgang Flender,
Karoline Theobald, Jirgen Schuster), wobei weitere Kooperationen Uber Abschlussarbeiten folgen sollen.
Beprobungen an der Ennepe (Makrozoobenthos und Mikroorganismen) wurden fr Frihling und Herbst 2017
abgeschlossen. Auch die Aufarbeitung und Sequenzierung dieser Proben ist erfolgreich beendet und die Aus-
wertung wurde begonnen. Fir die finalen Analysen werden die Daten der letzten, anstehenden Beprobung
(April 2018) bendbtigt.

Beprobte Stellen fir das DNA-Metabarcoding im Jahr 2017 an der Ennepe:

Probestelle ID Koordinaten

Natdrlicher Bereich EN1 N 51.29185 E 7.38794
Nach Mischsystem (1) EN2 N 51.29646 E 7.36524
Nach Mischsystem (2) EN3 N 51.30610 E 7.34626
Nach Mischsystem (3) EN4 N 51.32980 E 7.36282
Nach Klaranalge EN5 N 51.33166 E 7.36793
Nach stadt. Einleitung (1) EN6 N 51.33523 E 7.36793
Nach stadt. Einleitung (2) EN7 N 51.34419 E 7.40916
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Beprobung der Ennepe 2017. A)
Probestelle EN1 (natlrlicher Be-
reich) und B) EN7 nach stadt.
Einleitung (2), C) Filtration der
Wasserproben zur Erfassung der
Mikroorganismen, D) Aufarbei-
tung der ,Kick-samples” und
Uberfiihrung in Ethanol.

Beprobung der FlieBgewasser - Sieg

Die im letzten Zwischenbericht fur das Jahr 2016 beschriebenen Probestellen wurden im Frihjahr und Herbst
2017 nach WRRL Vorgaben beprobt. Die Probenahme beschrankte sich hier auf Makrozoobenthos und Mik-
roorganismen. Zusatzlich wurde eine weitere Methode zur Biodiversitatserfassung getestet, bei der die zu
untersuchenden Individuen nicht mehr zerstért werden und keine Vorsortierung notwendig ist (siehe unten:
Methodische Weiterentwicklung). Die 2017 genommenen Proben wurden bereits im Labor bearbeitet und
Sequenzen liegen vor. Auch hier wird fir eine finale Analyse auf die Daten der letzten Beprobung (April 2018)
gewartet. Im Frihjahr 2017 wurden zusétzlich zu den Gewaésserproben zwei Malaisefallen am Ufer der Sieg
aufgestellt. Diese werden momentan im Rahmen einer Masterarbeit ausgezahlt und morphologisch bestimmt
und sollen spater zur Erstellung einer umfangreichen Taxaliste des Gewassers dienen. Zusatzlich sollen die an
der Sieg genommenen Proben genutzt werden, um saisonale Schwankungen der makrozoobenthischen Ar-

tenzusammensetzung zu Uberprifen.

Methodische Weiterentwicklung

Die Isolation von DNA direkt aus dem als Konservierungsmittel genutzten Ethanol wurde zundchst an kinst-
lich erstellten Mischproben (mock communities) getestet. Hierbei wurde das Konservierungsmittel gefiltert
und die DNA vom Filter extrahiert. Ein Vorteil dieser Methode ist, dass die Individuen der untersuchten Ge-
meinschaften nicht zerstért werden und nach der Durchfiihrung von molekularen Methoden weiterhin fur

morphologische Untersuchungen vorliegen.
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Um die generelle Funktionalitat dieser Methode zu testen wurde zunachst an 15 Gemeinschaften mit bekann-
ter Artenzusammensetzung gearbeitet (jeweils ein Individuum von acht verschiedenen Taxa (Ancylus,
Ecdyonurus, Ephemera, Gammarus, Gastropoda, Hydropsyche, Leptophlebiidae, Polycentropus)). Hierfir wur-
de zusatzlich fur jedes Tier der individuelle DNA Barcode am ZFMK erstellt, um einen detaillierten Abgleich
dieser Sequenz und den Uber metabarcoding generierten Sequenzen zu ermdglichen. Der Vergleich zeigte
eine erfolgreiche Detektion der Arthropoden in fast allen Proben, aber Schwachen in der Detektion der zwei

beinhalteten Mollusken Taxa (Ancylus und Gastropoda).

Zusatzlich wurde die Methode an sechs Umweltproben der Sieg angewandt und mit Ergebnissen gleicher
Probestellen verglichen, bei denen DNA direkt vom Gewebe extrahiert wurde. Die Isolation von DNA direkt
vom Fixierungsmittel hat hierbei einen weiteren Vorteil, da das Separieren von Individuen und Substrat bzw.
eine Vorsortierung nicht notwendig ist, was den Ablauf der Methode extrem beschleunigt. Zudem ist es vielen
Landern bzw. Auftraggebern verpflichtend aufgetragen, Rickstellproben der Organismen intakt zu bewahren.

Dies ist Uber das hier entwickelte Verfahren maéglich.

Komplette ,kick-sampling” Proben (inklusive des Substrates wie Steinen, Kies, Totholz und Algen) wurden
direkt nach der Entnahme in Ethanol Gberfuhrt. Das Ethanol wurde gefiltert und DNA Uber eine Salzfallung
von den Filtern extrahiert, im Labor weiter prozessiert und sequenziert. Parallel wurden die eigentlichen Pro-
ben sortiert (Makrozoobenthos von Substrat getrennt) und die Individuen zwei GréBengruppen zugeordnet.
Das Gewebe der Tiere wurde homogenisiert, die DNA extrahiert und im Labor weiter prozessiert. Nachdem
auch diese Proben sequenziert wurden, konnte ein Vergleich der Ergebnisse zwischen den beiden Methoden
durchgefihrt werden. Hierbei konnte gezeigt werden, dass durch die Isolation der DNA direkt vom Fixie-
rungsmittel und anschlieBendem Metabarcoding bestimmte Taxa weniger gut detektiert werden kénnen als
Uber die Extraktion von Gewebe. Besonders Vertreter von GroBgruppen mit ausgepragtem Exoskelett (Cole-
optera, Trichoptera, Isopoda) oder Schalenstrukturen (Mollusken) waren in den Ergebnissen dieser Methode
unterreprasentiert, da wahrscheinlich durch diese morphologischen Eigenschaften weniger DNA in das Fixie-

rungsmittel abgegeben wird.

Andererseits ist anzunehmen, dass durch das ,Hochwirgen’ von Mageninhalten bei der Uberfiihrung in Etha-
nol zusatzliche Taxa, d.h. die Beuteorganismen des Makrozoobenthos, detektiert werden kénnen, welche bei
der Extraktion von DNA aus Gewebe einen zu kleinen Teil ausmachen und somit damit nicht erfasst werden.
Beschrankt man den Vergleich der beiden Methoden auf die zur Gewasserbewertung primar bertcksichtigten
EPT-Taxa (Ephemeroptera, Plecoptera, Trichoptera), zeigt sich eine hohe Ubereinstimmung zwischen den bei-
den Methoden. Dies lasst annehmen, dass die Isolation von DNA direkt vom Fixierungsmittel und anschlie-
Bendes Metabarcoding eine schnelle, vielversprechende Methode zur Erfassung von fir die Gewasserbewer-
tung relevanten Taxa ist, bei der zu untersuchende Individuen erhalten bleiben. Dennoch sind hierbei noch

einige Optimierungsschritte der Methode notwendig.
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Die generierten Daten sind bereits in einem Manuskript zusammengefasst (,DNA metabarcoding from sample
fixative as a quick and voucher preserving biodiversity assessment method”), zur Vertffentlichung eingereicht

und befinden sich derzeit im review Prozess.

Ein Preprint ist unter https://www.biorxiv.org/content/early/2018/03/23/287276 einzusehen.

Das Manuskript zur Ver&ffentlichung der Daten zur Kennzeichnung von Proben eines Sequenzierlaufes (, As-
sessing the influence of sample tagging and library preparation in DNA metabarcoding “ -Projektbeschreibung
in GBOL Il Zwischenbericht 2016) befindet sich aktuell wieder im review Prozess nach einer ausfuhrlichen

Revision.

Kommunikation des Projektes

Das Projekt wurde in Form eines Vortags bei dem zweiten GBOL Il Meeting (Oktober 2017) am ZFMK in Bonn
sowie einem mehrtdgigen Projektmeeting (Februar 2018) in Fulda vorgestellt. Zusatzlich konnte das Projekt
durch Poster (,,Evaluation and Optimization of DNA Metabarcoding of Aquatic Invertebrates” bei der BioSyst
(Federation of European Biological Systematic Soecieties, August 2017) in Goteborg, Schweden und der iBOL

(International Barcode Of Life, November 2017) im Skukuza, Stdafrika vorgestellt werden.

Poster

Zizka V, Peinert B, Leese F. Evaluation and Optimization of DNA Metabarcoding of Aquatic Invertebrates
(2017), BioSyst, 15.08-18.08.2017, University of Gothenburg, Sweden.

Zizka V, Peinert B, Leese F. Evaluation and Optimization of DNA Metabarcoding of Aquatic Invertebrates
(2017), 7" International Barcode Of Life Conference, 20.11-24.11.2017, University of Johannesburg, South
Africa.

Prasentationen

Zizka V. Evaluation und Optimierung von DNA Metabarcoding von aquatischen Invertebraten (2017), GBOL Il
Meeting, 16.10-17.10.2017, ZFMK Bonn.

Zizka V. Metabarcoding issues in aquatic bulk samples (2018), Projektmeeting GBOL I, 27.02-01.03.2017,
Fulda.
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5.5 Referenzen fir Organismen in Forensik, Lebensmittelkontrolle und Getrankeherstellung (D)

Jéréme Moriniére & Axel Hausmann (ZSM)

In der Zeit vom 20. Juli 2016 bis zum 16. Oktober 2016 wurde in Zusammenarbeit mit dem Bayerischen Lan-
deskriminalamt (BLKA) ein Sukzessionsversuch mit zwei Schweinen (bekleidet/unbekleidet) durchgefihrt.
Hierbei kam es zu regelmaBigen Beprobungen (Absammlungen, Bodenprobenahme unter den Schweinen,
Kescher-Fange, Bodenfallen) beider Schweine, sowie einer Kontrollflache. Aus den Aufsammlungen wurden
insgesamt 450 unterschiedliche Morphospezies sortiert und in die Referenzbibliothek auf BOLD hinzugeflgt.
Bis zum 31.12.2017 wurden insgesamt 371 Mischproben mittels Metabarcoding analysiert. Hierbei konnten

469 BINs identifiziert werden, welche 23 Gattungen und 135 Familien zugeordnet werden konnten.
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Insgesamt wurden 450 Proben Uber die Dauer des Forensik-Sukzessionsversuchs mit zwei toten Schweinen gesammelt.

Die in Kooperation mit dem BLKA ausgelegten Schweine fir den Sukzessionsversuch, sowie Mischproben aus Bodenfallen

und Kescher-Fangen wurden stets foto-dokumentiert.

Der Sukzessionsversuch dient dazu, eine Besiedlung in Abhangigkeit vom Verwesungszustand zu untersu-
chen. Durch Einsatz der HTS-Technologie kdnnen erstmals alle Stadien der Leichenbewohner ohne aufwandi-
ges Zuchtverfahren analysiert werden. Die Ergebnisse zeigen eindrucksvoll, wie sich bestimmte Arten durch

Vorhandensein oder Fehlen Uber den Verwesungszeitraum der zwei unterschiedlichen Schweine verhalten.
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Hierzu wurden fir die Zielordnungen Fliegen und Kafer , presence-absence” Matrices erstellt, welche zukinf-
tig bei verschiedensten forensischen Studien nutzlich sein kénnen. Die Ergebnisse der Versuche wurden be-
reits auf mehreren internationalen Fachtagungen vorgestellt und aufgrund der bisher erkennbaren groBen
AuBenwirkung dieses Projektes, ist fur April 2018 ein Workshop zum Thema ,,Metabarcoding in der forensi-
schen Entomologie” im Rahmen der alljahrlichen EAFE Tagung (European Association of Forensic Entomology)

an der Zoologischen Staatssammlung Milnchen geplant. Weiterhin werden die ersten Ergebnisse der Anwen-

dungsstudie im Frihjahr 2018 in einem Fachjournal zu veroffentlicht.
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Insgesamt 371 Mischproben wurden mittels Metabarcoding analysiert und aus den generierten Artzuweisungen lassen
sich anschauliche presence-absence Matrices erstellen.
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5.6 Bestaubung in der Landwirtschaft | — Blitenbesuchende Insekten (E.1)

Isabel Kilian & Andreé Hamm (INRES), Ximo Mengual, Ralph Peters (ZFMK)

Ziel dieses GBOL-Teilprojektes ist die praxisnahe Erforschung von Bestduber-Netzwerken mittels DNA-
Barcoding in landwirtschaftlich genutzten Systemen. So soll Uber die Projektlaufzeit eine genetische Referenz-
bibliothek der relevanten Bestauber in den landwirtschaftlichen Kulturen Apfel (Mafus) und Kimmel (Carum
carvi), etabliert werden. Hierzu werden Uber die Zeitspanne von zwei Vegetationsperioden Insekten der Ord-
nungen Hymenoptera und Diptera (Brachycera) gefangen. Die Insekten werden auf Apfelplantagen mit und
ohne Bluhstreifen mit einem Handkescher gefangen. So wird sichergestellt, dass die Pollenfracht, die in den
Haarkleidern der jeweiligen Tiere haftet, erhalten bleibt und zusammen mit dem jeweiligen Tier konserviert
wird. Das Gleiche geschieht auf Kimmelflachen, die am Standort Campus Klein Altendorf bei Bonn zusam-
men mit der Universitdt Bonn angelegt wurden. Im Jahr 2017 wurden auf den oben genannten Flachen rund

5000 Individuen blitenbesuchender Insekten gefangen.

Aufgrund personeller Veranderungen kam es zwischenzeitlich aber zu Verzdgerungen, da die Doktorandin
Nina Schwarz aus dem Projekt ausgeschieden ist. Ab April 2017 wurde Frau Isabel Kilian als Nachfolgerin
eingestellt. Auch die Stelle der technischen Assistentin wurde - nachdem Frau Martina Gruss das Projekt zum
01.09.2017 verlassen hatte - allerdings erst im Januar 2018 durch Frau Katharina Kurzrock wiederbesetzt. Im
urspringlichen Arbeitsplan wurde festgelegt, dass die Erfassungen im Kimmel und Apfel nur in den Jahren
2016 und 2017 erfolgen sollen. Um aber durch die personelle Veranderungen trotzdem eine angemessene
qualitative Auswertung der Daten durchflhren zu kénnen, wurde entschieden, dass auch noch im Jahr 2018
wahrend der Apfelblite potentielle Bestduber erfasst werden. Die Auswertung dieser Daten kann dann erst
bis Mitte 2019 erfolgen. Die Erfassungen im Kimmel werden hingegen aus zeitlichen und personellen Griin-

den nicht wiederholt.

Dartber hinaus ist geplant, alle anderen Ziele des Teilprojektes - erste Publikationen sind z.B. bereits vorberei-

tet - voraussichtlich bis Ende der Projektlaufzeit zu erreichen.
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Beprobung an den Apfel- und Kimmelplantagen

A

Beprobung an den Apfel- und Kimmelflachen mit einem Handkescher wahrend der Vegetansperioe 2017.

In der Vegetationsperiode 2017 (Mérz bis September) und insbesondere zur Blite der beiden Kulturpflanzen
Apfel und Kimmel, wurden die potentiell bestaubenden Insekten der Ordnungen Hymenoptera und Diptera

(Brachycera) mittels Handkescher erfasst. Die Erfassung erfolgte entlang eines 30m-Transekts. Die gefangenen

Individuen wurden ein-
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Datenbank

Kultur ~ Fangtage Individuen Antrag Anzahl der Fangtage, gefangene Individuen im Jahr 2017 und

Apfel 17 ~1400 700 geplante Anzahl der Individuen laut Antrag.

Kimmel 14 ~1000 700
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Anfertigung der Pollenproben und Gewebeproben flir DNA Barcoding

Zu weiteren Analysezwecken wurden die tiefgekhlten Insekten bei Raumtemperatur aufgetaut. Jedes Indivi-
duum wurde anschlieBend auf eine saubere Petry-Schale Uberfihrt. Unter dem Binokular wurde die Pollen-
fracht vorsichtig mit einem linsengroBen Stiick Glycerin-Gelatine abgetupft und auf einen Objekttrager Gber-
flhrt, der vorher schon etikettiert auf einer Warmeplatte lag. Sobald das Stlick Glycerin-Gelatine geschmolzen
war, wurde es mit einem Deckglaschen eingedeckelt. Die so entstandenen, fertigen Pollenpraparate wurden
zunachst fotodokumentiert und dann zum Fachzentrum flr Bienen und Imkerei in Mayen verschickt. Dort

wurden die Pollenproben morphologisch bestimmt.

Fur das DNA-Barcoding der Insekten wurden jeweils 3 Beine je Individuum entnommen. Die Gewebeproben
wurden in 96% Labor-EtOH gelagert. Die Tiere werden dann genadelt, morphologisch bestimmt und in die

GBOL-Sammlung Ubertragen.

Arbeitsschritte Anzahl  Bis Ende 2017 konnten auf diese Weise 1805 Indivi-
Pollen und Gewebeprobeanfertigung 1805 duen flr die Barcode-Pipeline gewonnen werden.
Morphologisch-bestimmte Bestduberindividuen 1805  Darunter sind alle Individuen, die in der Apfelflache
Proben in der Barcode-Pipeline 850 2016 gesammelt wurden und alle Hymenopteren
Erstellte DNA-Barcodes 475 sowie tiber die Halfte der Brachyceren der Kiimmel-
Angefertigte Bilder der Pollenexemplare 1330 f3chen von 2016.

Morphologisch-bestimmte Pollenproben 650

Malaisefallen an den Spinatversuchsflachen von Iglo GmBH

Automatisierte Malaisefallen an der Spinatflache ohne und mit Bluhstreifen in Borken.

Im Jahr 2017 wurden wie bereits im Jahr zuvor erfolgreich Insektenfdnge mit automatisierten Malaisefallen an
den Spinatflachen von Iglo in Borken durchgefihrt. Die Fallen wurden wieder wahrend der ersten und zwei-
ten Spinatkultur (Saat bis Ernte) aufgestellt. Dies war in 2017 der Zeitraum zwischen Ende Mai und Juli bzw.

August und September. Insgesamt wurden in sieben Fangwochen tber 5000 Individuen gefangen.
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Alle Proben aus dem Jahr 2016 wurden in 2017 bis auf Ordnungsniveau vorsortiert. Die weitere Bestimmung
bis auf Artenniveau bei den Hautfliglern (Hymenoptera) und Fliegen (Brachycera) steht noch aus. Die noch

nicht in der GBOL-Referenzdatenbank enthaltenen Arten werden fiir DNA-Barcoding vorbereitet.

Zusatzlich wurde in 2017 beschlossen, dass in Zusammenarbeit mit der Arbeitsgruppe von Dr. Vera Fonseca
(ZFMK), eine Artenliste basierend auf Metabarcoding erstellt wird. Mit der gleichen Methode sollen auch die
Proben aus dem Jahr 2017 bearbeitet werden. Dadurch wird es maglich sein, eine genauere Artenliste der

vorkommenden, potentiell bestdubenden Arten im Umfeld der Spinatflachen herzustellen.

Protokolloptimierung fiir Metabarcoding von Insektenpollen

In Absprache mit der Doktorandin aus dem GBOL-Anwendungsprojekt , DNA-Barcoding von Pollen” (E.2)
Stephanie Swenson-Friedrich, wurde die Auswahl der Pollenproben fir das Metabarcoding optimiert. Um eine
groBere Anzahl an DNA aus gemischten Pollenproben zu extrahieren, werden jetzt mehrere Pollenproben
(mindestens 5 Proben oder 10% der Pollenproben) einer potentiell bestdubenden Art, die durch DNA-
Barcoding schon bestimmt wurde, vereint und analysiert. Auf diese Weise kénnen Zeit und Ressourcen ge-
spart und trotzdem alle, fir eine erfolgreiche Charakterisierung der Bestdubernetzwerke in der Landwirtschaft

notwendigen, Parameter erfasst werden.

Konferenz- und Meetingsbeteiligungen

Kilian 1., V 2017: Universitat Bonn im Rahmen des Workshops fur organismische Zoologie ,,DNA Barcoding of potential
pollinators and pollen in agricultural landscapes”

Kilian 1., VIl 2017: Interdiziplindre Tagung zur Biodiversititsforschung im Rahmen des Ubereinkommens (iber die biologi-
sche Vielfalt (CDB) ,,DNA-Barcoding der (potenziellen) Bestauber in der Landwirtschaft”

Kilian I., X1 2017: AOL Kolloguiumsrunde ,, DNA-Barocoding der (potenziellen) Bestduber in der Landwirtschaft”

Kilian 1., XIl 2017: Karl-Schiller-Berufskolleg ,,DNA-Barcoding und die genetische Inventarisierung und Charakterisierung
der Tiere, Pflanzen und Pilze Deutschland”

Kilian I., XIl 2017: Fachzentrum Bienen und Imkerei Mayen , DNA-Barcoding der (potenziellen) Bestauber in der Landwirt-
schaft”
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5.7 Bestaubung in der Landwirtschaft Il — DNA-Barcoding von Pollen (E.2)

Stephanie Swenson-Friedrich & Birgit Gemeinholzer (JLU)

Die im Jahr 2016/2017 durchgefiihrten Windpollenaufsammlun-
gen mit mehr als 4 verschiedenen Fallentypen an drei verschiede-
nen Standorten in Deutschland sind abgeschlossen. Erste Labo-
rergebnisse  der  DNA-lIsolation ~ und  Barcodingregion-
Amplifizierung zeigen, dass die Pollen aller Fallen erfolgreich fiirs
Metabarcoding verwendet werden kdénnen. Pilzsporen sind in den
Aufsammlungen enthalten, scheinen aber die weiteren Labor-

schritte nicht negativ zu beeinflussen. Erste Aufreinigungstestrei-

hen aus den unterschiedlichen Fallen befinden sich beim Sequen- Verschiedene Windpollenfallen, die im Rah-
men dieses Projektes evaluiert werden an

zieren; erst dann kénnen Empfehlungen fur einen optimalen Fal- )
einem der drei Standorte (Westerloge)

lentyp zur standardisierten Anwendung gegeben werden.

Standardisierung der Labormethoden und Durchfiihrung von Tests, um die Qualitdtssicherung zu gewabhrleis-

ten und alte und neue Methoden miteinander zu vergleichen

Es wurden kinstliche Mischproben von 15 verschiedenen Windpollenarten hergestellt, die als allergieaus|o-
send bekannt sind. Gleiche Pollenausgangsmengen wurden verwendet, um unter verschiedenen Labormetho-
den die Wiederfindungsrate zu analysieren. Getestet wurde der Einfluss diverser Mdglichkeiten der Pollen-
wandzerstorung auf die DNA Qualitat und Quantitat. Die erfolgreiche Pollenwandzerstérung variiert je nach
Pollenart, wobei die PollengréBe keine Rolle spielt, jedoch die Exine-Dicke und Aperturzahl entscheidend ist.
Pollen mit mehr Aperturen lassen sich schlechter aufbrechen. Fir die erfolgreiche Pollenwandzerstérung wird
die Verwendung einer Schwingmuhle mit unterschiedlich groBen Keramikkugeln fir mindestens 2 Minuten
empfohlen. Ein Manuskript zur Publikation der Ergebnisse befindet sich in Vorbereitung. Bisherige Ergebnisse
lassen vermuten, dass es eine Pollendetektionsuntergrenze von 1000 Pollenk&rner firs DNA-Metabarcoding
gibt.

Verschiedene Untersuchungen wurden durchgefiihrt, um Pollen aus Honig zu extrahieren. Mit vier verschie-
denen DNA-Isolationsmethoden (Macherey Nagel Food Kit, CTAB, Wizard, Qiagen Plant mini kit) wurden 7
verschiedene mono- und mutiflorale Honigsorten mit zwei verschiedenen Metabarcodingmarkern (rbcL und

ITS2) erfolgreich sequenziert. Die Analyse der Daten erfolgt gerade.

Die Pollen der Insekten aus Projekt E1 werden zurzeit morphologisch identifiziert. Erst nach der erfolgreichen
morphologischen Identifikation werden wir die Proben fir weitere Metabarcodinganalysen erhalten. Zum

Mikroskopieren werden Pollen der Insektenproben mit Gelatine fixiert.
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Vorversuche zeigten, dass sich die Pollen leicht von der Gelatine leicht I6sen lassen und keine Nachteile bei der

DNA-Isolation mit dem Macherey Nagel Food Kit entstehen.

Entwicklung von Auswerteverfahren

Verschiedene Analysepipelines fir das Pflanzenmetabarcoding unterschiedlicher molekularer Regionen sind

auf Github publiziert, die wir testen und benditzen:

https://github.com/KarenBell/rbcL-dual-index-metabarcoding
https://github.com/molbiodiv/meta-barcoding-dual-indexing
https://git.metabarcoding.org/obitools/ecopcr
https://github.com/colford/nbgw-plant-illumina-pipeline

Wir haben Zugang zur de.NBI-Cloud, um dort unsere Daten mit selbst-programmierten oder publizierten
Skripten zu analysieren und seit Kurzem haben wir einen vollstdndigen Zugang zur Pflanzen-GBOL-Datenbank
erhalten, um auch dort unsere verschiedenen Pipelinetools zu testen. /n-silico untersuchen wir gerade die
Identifikationsgenauigkeit verschiedener molekularer Marker in unterschiedlichen taxonomischen Gruppen
und Rangstufen. Die ITS1 und ITS2 Regionen haben die gréBte Identifikationsgenauigkeit aller Marker: auf
Artebene betragt sie zwischen 90-75%, je nach Pflanzengruppe, auf Gattungsebene betragt sie 97-95%. /n-
silico testen wir die Erhéhung der Identifikationsgenauigkeit durch eine Kombination verschiedener Bar-

codingregionen. Analyseempfehlungen kénnen erst im letzten Projektjahr gemacht werden.

Erweiterung der Referenzbibliothek

Im Verlaufe des Projektes hat sich herausgestellt, dass alle von uns benétigten Belege bereits im allgemeinen
GBOL-Botanik Projekt gesammelt werden. Wir unterstitzen diesen Projektteil durch regionale Herkiinfte aus
Hessen. Allerdings verlangsamt die Sequenzhinterlegung in diesem Projektteil auch unsere Qualitatsuntersu-
chungen, da sich die Identifikationsgenauigkeit mit der Anzahl vorhandener Referenzbelege in der Referenz-
datenbank verandert, bis durch eine ausreichende Hinterlegung eine ,Detektions- und Sattigungsgrenze”
erreicht ist. Diese ist nach unseren /n-silico-Berechnungen bei sechs Belegen pro Art erreicht. Allerdings fehlen
die Sequenzen einiger Familien in der Referenzdatenbank bislang noch komplett. Material fir diese Arten ist
jedoch bereits gesammelt und vorhanden und soll der Referenzdatenbank zeitnah hinzugeftgt werden. Eine
Duplizierung der Arbeiten durch eigene Sequenzierungen mit u.U. minderen Qualitdten sehen wir deshalb
nicht als zielfihrend an. Deshalb verzégern sich in unserem Projektteil definitive Qualitatsaussagen; jedoch

sind alle Vorbereitungen fir die Analysepipeline abgeschlossen worden.
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Empfehlungen zur optimalen Windpollenaufsammiung

Es hat sich herausgestellt, dass die verschiedenen Aufsammlungsstrategien im Feld sich nicht negativ auf das
Pollenmetabarcoding auswirken. Die ersten Vorversuche in diesem Bereich wurden bereits erfolgreich amplifi-
ziert und bei LGC-Genomics Berlin sequenziert. Aufgrund der erfolgreichen ersten Versuche befinden sich zur
Zeit alle Windprobenfallen beim Sequenzieren. Wir erwarten die Daten in den kommenden Wochen zurtick,

so dass die Auswertung bis 31.08.2018 abgeschlossen sein wird.

Test der unterschiedlichen DNA-Barcoding Marker

Die international empfohlenen DNA-Barcodingmarker wurden ehemals fir eine andere Sequenzierplattform
optimiert (454-Sequenzierung), deren Chemikalien heutzutage nicht mehr produziert werden. Allerdings sind
die empfohlenen rbcl und matK-Regionen mit den jeweiligen Primerkombinationen zu lang fur die momen-
tan Ublichen, qualitativ-héherwertigen Illumina-Plattformen, so dass sich vor- und rickwarts Sequenz nicht
Uberlappen. Dies hat eine erhebliche Qualitdtsminderung zur Folge. Die neueste Sequenziertechnik (PacBio),
die jedoch aufgrund zu hoher Qualitdtsschwankungen noch nicht flr einen routinemaBigen Einsatz geeignet
ist, kdnnte hier Abhilfe leisten, jedoch stimmen hier aktuell weder Preis noch Qualitdt. Aus diesem Grund
haben wir neue Primer fir die MiSeqg-Plattform entwickelt, (i) fir Pollenmetabarcoding-untersuchungen mit
und (ii) ohne Pilzanalysen. An klnstlichen Mischproben bekannter Arten und Individuenzahlen werden zur
Zeit die neuen Primer fUr rbcl, ITS1 und ITS2 getestet. Die Proben befinden sich gerade bei LGC zur Sequen-

zierung.

Empfehlungen zu DNA-Metabarcoding fir Honig

Pollenreinen Honig haben wir mit kinstlichen Pollenmischproben versetzt, um Wiederfindungsraten zu analy-
sieren. Aufreinigungsversuche wurden erfolgreich durchgefihrt mit definierten ng/ul-Verhéltnissen. Sobald
die Ergebnisse der optimalen DNA-Metabarcodingmarker (sieche oben) bekannt sind, werden wir die Misch-
proben mit den entsprechenden Primern amplifizieren und sequenzieren. Wir erwarten keine gréBeren Kom-

plikationen und werden diese Arbeit voraussichtlich Ende 2018 abgeschlossen haben.

Entwicklung standardisierbarer Laborroutinen

Alle Feldaufsammlungen sind erfolgreich abgeschlossen und DNA Aufreinigungsschritte und Voruntersuchun-
gen wurden erfolgreich durchgefihrt. Bisher hat sich das Macherey & Nagel Food Kit als am erfolgreichsten
zur DNA-Isolation von Pollen herausgestellt. Allerdings entwickeln wir gerade Varianten von diesem Kit mit
magnetischen Beads, die besser an Robottikplattformen angepasst werden kénnen und sowohl den Mengen,
Preis als auch den Plastikbedarf deutlich reduzieren. Hier experimentieren wir noch, bis die Ergebnisse aus der

Zielmarker Evaluation zur Verfligung stehen.
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Diese werden fur die finalen Aussagen benétigt, um sie auf die Wiederfindung der verschiedenen kunstlichen
Mischproben anzuwenden und eine abschlieBende Qualitdtsaussage zu erhalten. Dadurch verzogert sich die
Standardisierung der Laborroutinen bis Ende 2018. Die Manuskripte zur Publikation werden bis Projektende

fertig gestellt sein.

Zusammenarbeit mit Projekt E1 - Bestdubung in der Landwirtschaft | — Blitenbesuchende Insekten

Insekten wurden im Jahr 2016 und 2017 erfolgreich auf Blihstreifen von Kimmelfeldern und in Apfelhainen
gefangen. Der Pollen wurde von den Tieren auf gelatinebeschichtete Objekttrager Gberfihrt. Die Proben wer-
den vom Bieneninstitut Mayen morphologisch bestimmt. Sobald die morphologische Identifizierung beendet
ist, erhalten wir die Proben, um sie mit Hilfe molekularer Methoden zu identifizieren. Zur Zeit verzégert sich
die morphologische Identifikation, da nur wenig Personal flr diese Arbeit zur Verfligung steht. Es fand ein
Projekttreffen statt, um weitere Schritte zu planen. Folgende Termine wurden mit den Kooperationspartnern

vereinbart:

1. Apfelhainaufsammlung 2016 — Metabarcodingbearbeitung bis 31.08.2018

2. Kimmelfeldaufsammlungen 2016 - Metabarcodingbearbeitung bis 31.12.2018
3. Kimmelfeldaufsammlungen 2017 - Metabarcodingbearbeitung bis 31.03.2019
4. Apfelhainaufsammlung 2017/2018 — Metabarcodingbearbeitung bis 31.05.2018

Optimierte Pollenidentifikation

Nach Zeitplan werden wir voraussichtlich im Sommer 2018 den Workflow, die Protokolle und die Analysepi-
peline erstellt haben, um zu zeigen, dass eine Pollenidentifikation mit Metabarcodingmethoden erfolgreicher
als diejenige mit mikroskopischen Mitteln ist. Wir planen, diese Daten bis Ende 2018 mit einer guten statisti-
schen Analyse belegen und publizieren zu kénnen. Alle bisherigen Ergebnisse zeigen, dass hierbei keine Kom-

plikationen zu erwarten sind.

Konferenz- und Meetingsbeteiligungen

18 - 20 Mai 2017, Konferenz POPBIO 2017 (Halle-Saale): Standardizing DNA extraction methods for pollen metabar-
coding, Stephanie J. Swenson, Volker Wissemann, Birgit Gemeinholzer (Poster).

24 Marz 2017, Vorstands- und Beiratssitzung der Stiftung Deutscher Polleninformationsdienst (Berlin): The importance of
defining pollen DNA Barcoding standards. Stephanie J. Swenson (Vortrag).

20 — 24. November 2017, Konferenz 7th International Barcode of Life Conference (Kruger National Park, South Africa):

Examining the effects of exine rupture on DNA extraction efficiency in pollen metabarcoding. Stephanie J. Swenson, Birgit
Gemeinholzer (Vortrag).
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6. Offentlichkeitsarbeit

In 2017 wurden 16 Updates im Bereich News & Publikationen auf der GBOL-Webseite eingepflegt. Die Inhalte
erscheinen in der Regel auch auf der eigenen Facebook Seite unter www.facebook.com/germanbarcodeoflife.
Auch in 2017 konnte kein starker Zulauf an taxonomischen Experten durch die Prasenz dort festgestellt wer-
den, die generierte Aufmerksamkeit rechtfertigt die investierte Zeit aber unsere Meinung nach immer noch.
GBOL wurde wie in den vorangegangenen Jahren national und international auf Uber 40 Veranstaltungen

vorgestellt, um das Netzwerk insgesamt und die Probenzufuhr weiter auszubauen.

Ausgewdhlte Medienberichte mit groBer Reichweite

Um weiterhin neue Spezialisten fir das Projekt zu gewinnen und die Methodik den Anwendern naher zu
bringen, wurden Pressemitteilungen verfasst und Interviews gegeben. Besonders hervorzuheben sind die Fern-
sehbeitrdge zum GEO Tag der Natur 2017 mit dem Taxonkoordinator Bjérn Rulik (ZFMK) im WDR (Quarks &
Co), sowie der Gastauftritt von Lars Krogmann (SMNS) bei in der ARD (p/anet wissen) und von Matthias Gei-

ger (ZFMK) ebenfalls ARD (W wie Wissen) Gber den Nachweis der Emschergroppe mittels eDNA.

ARD®Mediathek
RADIO

Bjorn Rulik

Museum Koenig, Bonn

p wa
German Barcode of Life: Artenvielfalt im Uberblick

g ) Das Erste

Quarantaneschadlinge planet wissen (V] in planet-wissen.de suchen

m Sendungen Natur Technik Geschicht

1r et

,‘ Bibliothek

Zu Gast im Studio

DNA-Barcodingidentifiziert (fast) jeden Kifer der Welt Lars Krogmann
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Aber auch unsere Druckbeitrdge sind weiterhin wichtig, um die potentiellen Anwender in Behdrden oder
Gutachterblros Uber die Moglichkeiten von (meta)Barcoding zu informieren, so wie der Beitrag von Jéréme
Moriniere (ZSM) in der LWF aktuell Ausgabe 114.

Die Publikation des Entomologischen Vereins Krefeld zum dramatischen Insektenrlickgang in deutschen Na-
turschutzgebieten (Hallmann et al. 2017: More than 75 percent decline over 27 years in total flying insect
biomass in protected areas. PloS one, 12(10)) hat Uber das mediale Interesse daran und dem daraus entstan-
denem Druck auf die politischen Entscheidungstrdger der Notwendigkeit eines effizienteren Werkzeugs zur
Artbestimmung erheblichen Nachdruck verschafft. Vor diesem Hintergrund gab es mehrere Treffen mit Vertre-
tern der Landesbehdérden sowie des Ubergeordneten Ministeriums, auf denen die Mdéglichkeiten eines Insek-

tenmonitorings mit Hilfe von DNA Barcoding und Metabarcoding erértert wurden.

Im Jahr 2017 sind Uber sieben Berichte zu GBOL bei Horfunk, TV, und Printmedien erschienen:

- V. 2017: ZSM-Artikel in der Stddeutschen Zeitung, 22.05.2017 ,Das ist fur jeden erschwinglich” zum Thema DNA bar-
coding in der Anwendung

- V. 2017: ZSM-Artikel in der Welt — , Forscher bieten DNA-Barcoding flr jedermann” — zum Thema Anwendung der DNA
barcoding Technologie, 05.05.2017

- VI. 2017: Ralph Peters in ARTE, XENIUS: , Unterschatzte Wespen: Was kénnen sie wirklich?”

- VII. 2017: Bjorn Rulik im Generalanzeiger Bonn (Online): ,Naturschutzgebiet Bausenberg bei Niederzissen: Nierenfleck
und Grlnwidderchen fhlen sich am Bausenberg wohl”.

- VII. 2017: Bjorn Rulik in Blick Aktuell: , Artenvielfalt am Vulkankegel beeindruckte”.

- VIIl. 2017: Matthias Geiger in der ARD Das Erste in ,W wie Wissen” Uber GBOL im Rahmen eines Beitrags tUber den
Nachweis der Emschergroppe mittels eDNA und DNA-Barcode.

- XI. 2017: Moriniére, J.:Artikel in der LWF aktuell 114, Bayerische Landesanstalt fir Wald und Forstwissenschaft. ,Ein
Kaferbein fur die Bibliothek” zum Thema Stand der Referenzbibliothek und potentieller Méglichkeiten der Anwen-
dung, 07.11.2017
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Ausgewdhlte Vortrage & Posterprasentationen
Im Jahr 2017 wurde GBOL oder Ergebnisse daraus auf mindestens 47 Veranstaltungen national und internati-

onal prasentiert.

Chimeno, C., Jérbme Moriniere, Axel Hausmann, Frank Reckel, Jan E. Grunwald, Gerhard Haszprunar. (2017) Next Gener-
ation Sequencing of Arthropod Communities on Decomposing BodiesForensic Entomology and DNA Barcoding — Con-
ference: XIV. International Meeting of the European Association for Forensic Entomology, Italy, 08-10.06.2017.

Droge, G., Zimmermann, J., Fulcher, T., Van der Linde, S. & Berendsohn, W. (2017). Environmental samples, eDNA and
HTS libraries — data standard proposals from the Global Genome Biodiversity Network (GGBN). Proceedings of TDWG
1: €20483. https://doi.org/10.3897/tdwgproceedings.1.20483.

Geiger, M.F. lll. 2017: Fihrung zu GBOL am ZFMK fur die Volkshochschule Rheinbach.

Geiger, M.F. lll. 2017: Jahresversammlung der Sieg-Fischereigenossenschaft. Vortrag ,Jede Art zahlt! GBOL entschlisselt
DNA-Barcodes der deutschen Artenvielfalt”.

Geiger, M.F. lll. 2017: Kick-Off Veranstaltung der EU COST action ,,DNAqua-Net” an der Universitat Duisburg-Essen,
Vortrag: , Overview of the German DNA barcoding initiatives and status of reference libraries for aquatic taxa”.

Geiger, M.F. lll. 2017: Symposium zu ,, Anwendungsgebieten DNA-basierter Artbestimmung” am ZFMK, Vortrag: ,DNA-
Barcoding in Deutschland und im europaischen Kontext Wer liefert die Referenzdaten?”

Geiger, M.F. lll. 2017: Vortrag im BSPIN Workshop zu IPBES-5 am ZFMK: ,Zoological Research Museum Alexander Koenig
- Biodiversity Research.”

Geiger, M.F. lll. 2017: Vortrag im Dr. Hans Riegel-Campus am ZFMK: ,,DNA & Biodiversitat? Warum und wie das 'German
Barcode of Life' Projekt die genetischen Fingerabdricke der deutschen Artenvielfalt erfasst.”

Geiger, M.F. lll. 2017: Vortrag im Seminar ,Lower vertebrates’ der Universitdt Bonn: , Fischbestimmung, DNA & Biodiversi-
tat? Warum und wie wir die genetischen Fingerabdriicke der Artenvielfalt erfassen”.

Geiger, M.F. IX. 2017: Fihrungen zu GBOL am ZFMK im Rahmen des 3. Vernetzungstreffen der NRW-Fortschrittskollegs.

Geiger, M.F. IX. 2017: Workshop mit Vortrag im Rahmen der Dr. Hans Riegel-Akademie 2017 in K&In: , Biodiversitatsver-
luste — Kenntnisstand und Handlungsoptionen Warum und wie das '‘German Barcode of Life' Projekt die genetischen
Fingerabdrticke der deutschen Artenvielfalt erfasst.”

Geiger, M.F. V. 2017: Vortrag im Workshop ‘Organismic Zoology Bonn’ der Universitat Bonn: , German Barcode of Life -
DNA barcoding and possibilities for student engagement at ZFMK. "

Geiger, M.F. V. 2017: Vortrage und Fihrung fir eine Delegation aus Indonesien der Fachbezogenen Hochschulpartner-
schaft ,International Master program: Indo Pacific Coral Reef Biodiversity and Conservation: ,,Molecular Biodiversity
Assessments: Linking basal taxonomy with DNA barcode reference libraries - How & Why?”

Geiger, M.F. VIIl. 2017: Vortrag fur die Universitat Bonn, Dezernat Internationales, ‘Summer School on Intellectual Proper-
ty’: "What are taxonomists and what is DNA barcoding? - an introduction to the German Barcode of Life project”
Geiger, M.F. X. 2017: Vortrag & Diskussion in der Dezernentensitzung des LANUV Abt. 55 in DUsseldorf: ,, DNA Barcoding

& Metabarcoding: Chancen und heutige Grenzen fir Monitoring und Naturschutz.”

Geiger, M.F. XI. 2017: Posterprasentation auf der 7. International Barcode oft Life (iBOL) Konferenz in Sud Afrika: , Ger-
man Barcode of Life - Phase II".

Geiger, M.F. XI. 2017: Vortrag auf der 7. International Barcode oft Life (iBOL) Konferenz in Std Afrika: , Testing the Global
Malaise Trap Program — How well does the current reference library identify flying insects in Germany?*.

Geiger, M.F. XII. 2017: GBOL-Vortrag & Fuhrung fur Masterstudenten der Universitat Duisburg-Essen, Vorlesung ,, Einfih-
rung in die Phylogenie und Biodiversitat”.
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Geiger, MF, Moriniere J, Hausmann A, Haszprunar G, Waegele WW, Hebert PDN & B Rulik (2017) Testing the Global
Malaise Trap Program: how well does the current barcode reference library identify flying insects in Germany? 7th In-
ternational Barcode of Life Conference, Skukuza, South Africa, 19.-24.11.2017.

Hardulak, L., Jérome Moriniere, Caroline Chimeno, Axel Hausmann, Gerhard Haszprunar, Stefan Schmidt, Jérg Mdller -
Applications of an extensive DNA barcode reference library: NGS-based analyses of mixed and bulk samples - Next Bi-
oSyst.EU, 15-18 August 2017 in Goteborg, Sweden

Haszprunar, G. DNA-Barcoding in Bayern: Erfolge, Probleme, Anwendungen. Wissenschaft fur Jedermann, Biozentrum
Martinsried (2.05.)

Haszprunar, G. Metabarcoding and Forensics. Vortrag im Rahmen der BioSystEU in Goteborg, DK (18.08.)
Haszprunar, G. Molekulares Barcoding: Grundlagen und Anwendungen. Vortrag im Tierpark Nurnberg (12.10.)

Hausmann A (2017) Non-destructive Micro-CT technology and DNA barcodes from old type specimens help to realize
difficult XXL-revisions (Geometridae, Geometrinae: Prasinocyma). 20th European Congress of Lepidopterology, Podgo-
ra, Croatia, 24.-28.4.2017.

Hausmann, A & J Wildfeuer (2017) Minimalinvasive Micro-CT Technologie und DNA Barcodes aus altem Museumsmaterial
ermoglichen komplexe XXL-Revisionen (Lepidoptera, Geometridae, Geometrinae, Prasinocyma). Entomologentagung
DGaak Freising, 13.-16.3.2017.

Hausmann, A (2017) DNA barcodes from old museum specimens for completion of DNA libraries and for realizing difficult
XXL-revisions (Lepidoptera, Geometridae). 7th International Barcode of Life Conference, Skukuza, South Africa, 19.-
24.11.2017.

Jahn, R., Abarca, N., Gemeinholzer, B., Mora, D., Skibbe, O., Kulikovskiy, M., Gusev, E., Kusber, W.-H. & Zimmermann, J.
(2017). Planothidium - Insights into molecular and morphological features of some known and new species. - P. 32 in:
Kopalova K., Bishop J. & Van de Vijver B. (ed.): Program & Abstracts, 11th Central European Diatom meeting, Prague,
Czech Republic, 22-25 March 2017. - Charles University, Prague.

Mutanen M, Lee KM, Hausmann A, Hebert PDN, Huemer P, Lopez Vaamonde C, Rougerie R & A Segerer (2017) A ge-
nomic perspective on deep DNA barcode splits in European Lepidoptera. 20th European Congress of Lepidopterology,
Podgora, Croatia, 24.-28.4.2017.

Rulik B, Geiger MF, Moriniere J, Hausmann A, Haszprunar G, Wagele JW & PDN Hebert (2017) Insights from molecules
and morphology: how many species in a malaise?! Entomology Congress 2017 in Freising: Entomologentagung
DGaak Freising, 13.-16.3.2017.

Scholler M (2017) From Micheli to DNA barcoding: new approaches in using herbaria for research on native and intro-
duced rust pathogens. 11.04.2017, Scuolo di Agraria, Universita Degli Studi Firenze, Italien.

Segerer, AH (2017) Das Verschwinden der Schmetterlinge. Ergebnisse aus Feldstudien. Expertenforum , Rettet die Wiesen
— Landwirtschaft und Artenvielfalt", Deutsche Wildtierstiftung, Berlin, 10.11.2017 (auf Einladung).

Segerer, AH (2017) Die Graszinsler Stdostbayerns (Lepidoptera: Crambidae: Crambinae). Arbeitsgemeinschaft Stidostbay-
erischer Entomologen der MEG, Rohrdorf, 25.10.2017.

Segerer, AH (2017) Schmetterlinge im Sinkflug. Bildungskreis Geiselhéring, 6.12.2017 (auf Einladung).

Segerer, AH (2017) Schmetterlinge im Sinkflug. Ergebnisse der Inventur der bayerischen Lepidopteren. Thiringer Entomo-
logenverband, Muhlberg, 6.5.2017 (auf Einladung)

Segerer, AH (2017) Von der Vielfalt zur Einfalt — Schmetterlinge im Sturzflug. Freunde der Zoologischen Staatssammlung,
ZSM, 15.11.2017.

Segerer, AH (2017) Von der Vielfalt zur Einfalt — Schmetterlinge im Sturzflug. Tag der Offenen Tur, ZSM, 18.11.2017.

Segerer, AH (2017) Von der Vielfalt zur Einfalt. Die Schmetterlinge im Sinkflug. Biodiversitatssymposium 2017 der Natur-
schutzinitiative, Esslingen, 30.3.2017 (auf Einladung).

Stephanie J. Swenson (Vortrag) 24 Marz 2017, Vorstands- und Beiratssitzung der Stiftung Deutscher Polleninformations-
dienst (Berlin): The importance of defining pollen DNA Barcoding standards.
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Stephanie J. Swenson, Volker Wissemann, Birgit Gemeinholzer (Poster) 18 - 20 Mai 2017, Konferenz POPBIO 2017 (Halle-
Saale): Standardizing DNA extraction methods for pollen metabarcoding
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