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Letzter Termin: Wasserrahmenrichtlinien-Monitoring
der nordischen Lander. 5 Tage fur 1008 Proben vor
Lockdown...




Kristian Meissner, Vasco Elbrecht,
Dominik Buchner, Florian Leese et al.




Nach der Revolution =2 Konstitution!

https://dnagua.net
https://dnaguahub.eu

- DNAqua-Net WG3; Appearing soon! Pawlowski et al. 2020: Available in 3 languages!



https://dnaqua.net/
https://dnaquahub.eu/

Wissenstransfer und Standardisierung




Jetzt geht’s wirklich los:

Juni/Juli 2020: 10
Fallenleerungen aus 3
LTER-Gebieten

Rhein-Main
Observatorium (RMO)

Steigerwald (StW)

Hunsriick (HU)




Fragen

Konnen wir nicht-invasiv die Artendiversitat via Ethanol-
Metabarcoding rekonstruieren?

Wie vergleichbar sind die Daten zwischen Fallen?

Kann das Protokoll fir 1000e Proben skaliert werden?




Wo wurde was gemacht?

-m Rhein-Main-Ob. (RMO) Steigerwald (StW)

Fallentypen Wald (1) Offenland (2) Wald (1) Offenland (2) Wald (1) Offenland (2)
A = Kref. w. X X X X X

B = Bartak D. X X X X X

C = Kref. s.

D = Bartak F.

E = Bay. W.

Fallen wurden rotiert — hier aber nur eine Leerung betrachtet!




Wo wurde was gemacht?

-m Rhein-Main-Ob. (RMO) Steigerwald (StW)

Fallentypen Wald (1) Offenland (2) Wald (1) Offenland (2) Wald (1) Offenland (2)
A = Kref. w. X X X X X

B = Bartak D. X X X X X

C = Kref. s.

D = Bartak F.

E = Bay. W.

Foto + weitere Infos: Peter Haase / Vortrag Johannes Uhler




Was wurde gemacht?

1.
2.
3.
4.
5.
o.
/.
3.

Ethanol gesamt gefiltert (CN-Filter, ,original’),

Groldensortierung (<4 mm ,klein’, >4 mm ,grofk’)

Neues EtOH, dann Probe gefroren (-80°C), gefiltert (,klein’, ,grol3)
Separat extrahiert (jeweils 2x)

PCR (fwhF2:fwhR2n; Vamos, Elbrecht, Leese 2017)

lllumina MiSeq (100k+ je Replikat [Zukunft Hi/NovaSeq])
Standard bioinformat. Analyse mit JAMP (Vsearch) (V. Elbrecht)
Taxonomische Zuordnung via BOLDigger (Buchner & Leese 2020)

30 Proben — 150 Datensatze; Manuskript(e) in Vorbereitung,
hilfreiche Anmerkungen immer willkommen




Metabarcoding findet viele Arten!

Gesamt Artenzahlen je Falle Gber 3 Standorte

* Je LTER-Gebiet und Fallentyp zwischen 190 und 510 Arten / Leerung

Buchner, Elbrecht, Leese & Haase in Vorb.



Haufige Arten

Sehr viel auf Artniveau — dank GBOL - zuweisbar




Grolse vs. kleine Fraktion ,bulk’

Bulk samples divided into size fractions

Mehr Arten in der kleinen Fraktion

Analog zum Ergebnis von Elbrecht et al. (2017
sowie Elbrecht et al. (preprint s.u.)

1 oder 2 Anteile grof} auf 10 klein sinnvoll
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https://www.biorxiv.org/content/10.1101/2020.06.09.118950v1




1. Ethanolphase vs. 2. Ethanolphase!

Combined filter size fractions with original EtOH

Dtl. Unterschiede in 1. vs. 2. Ethanol-P
(,combined’)
Deutlich weniger Arten als in Bulk!
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Ethanol-Filtrat: leider nicht befriedigend

Homogenisierte Mischprobe deutlich besser

als EtOH (y-Achse Artenzahl)

2. Phase, gefroren, oft besser als 1. Phase
emptying = StW_2_A (’Original FiIter’)

grof3 bulk
grofR filter
klein bulk
original filter

Buchner, Elbrecht, Leese &
Haase, in Vorbereitung




Ethanol-Filtrat ist leider nicht befriedigend

Combined filter size fractions with original EtOH with bulk samples
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Combined filter size fractions with original EtOH with bulk samples
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Wie unterschiedlich sind 5 Fallentypen?

Stw 1 Jede Falle 10-20%
refelder Modell weiRR H
T Bortok Kopfaous der Arten exklusiv
sortak Koptrasche - | | 20-30% overlap mit
Bayerischer Wald
allen Fallen
Glas halb voll oder
halb leer?
Was sind unsere

Erwartungen?

Buchner, Elbrecht, Leese &
Haase, in Vorbereitung




Welche Unterschiede erwarten wir mit einem Typ?

Jede Falle 10-20%
der Arten exklusiv
20-30% geteilt mit
allen

Glas halb voll oder
halb leer?

Was sind unsere
Erwartungen?
Gleicher Fallentyp:
Nebeneinander nur
20-35% Uberlapp

Steinke et al. in review

https://www.biorxiv.org/content/1
0.1101/2020.09.30.321430v1.full




Backbone fUr Hochdurchsatz- I\/Ietabarcodmg steht

Buchner, Macher et al. (in prep.)

Size-Sorting
Wet-Grinding
Simple cleaning
Extraction (2x)
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Validiert: Reinigen des Mixers schnell und glinstig

Buchner, Haase & Leese (2021): https://doi.org/10.3897/aca.4.e65022




Backbone fUr Hochdurchsatz-Metabarcoding steht

Buchner, Macher et al. (in prep.)

* Replikate mit
kleinem
Volumen!

Buchner et al. (in
review EcolEvol)




Standardize




Fragen

Konnen wir nicht-invasiv die Artendiversitat via Ethanol-
Metabarcoding rekonstruieren?

Wie vergleichbar sind die Daten zwischen Fallen?

Kann das Protokoll fir 1000e Proben skaliert werden?




Fragen

* Wie vergleichbar sind die Daten zwischen Fallen?
 Kann das Protokoll fir 1000e Proben skaliert werden?




Plan fir 2021:

>1700 Malaise-Proben (Haase, LTER) .

. . . e *<® {ranslational
Proben GrolRensortieren (automatisiert) ’[bgf; biodiversity genomics
EtOH ‘wet grinding’ komplette Probe )
2x unabh. Extraktion / 2-step PCR (fwhF2+R2n)
HiSeq 2x150 bp

ZUSAMMENARBEIT DER INITIATIVEN AUSBAUEN
(NAT./INTERNAT.)

Validierungsstudien ausweiten (Ringtests)




Weitere Erkenntnisse




Umwelt-DNA fur Insekten auf Vormarsch

» eDNA Zeitreihe im RMO LTER-Gebiet
* |Insekten-spezifische(rer) Primer
* Einfache, schnelle Erhebung




Einfache(re) Software




Metabarcoding + Computer Vision

Hoye et al. 2021, PNAS




Egal was — aber ganz besonders im Biodiversitats-
monitoring: Es funktioniert besser gemeinsam!

Bundesministerium

§¥§ fur Bildung
und Forschung

@leeselab @dnaquanet . Kolleg*innen der LTER-Gebiete Steigerwald, Hunsriick, RMO




