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Kurzfassung

Das primére Ziel der Diplomarbeit ist gewesen, das eDNA qPCR Protokoll zu testen. Dafiir
sind die Enns und der Johnsbach im Bereich des Nationalparks Gesduse fiir die Beprobung
ausgewihlt worden. Es ist getestet worden, ob Aschen (Thymallus thymallus) in den Johnsbach
aufsteigen oder nicht.

Die eDNA - Probennahme hat im Zeitraum von Ende April bis Ende Mai 2019 fiinf Mal an 3
Stellen der Enns und an 2 Stellen des Johnsbaches stattgefunden. Es ist an jeder Probenstelle
insgesamt 1 Liter Wasser durch Filter gedriickt worden, um die eDNA darin zu sammeln. Die
Proben sind dann im Labor extrahiert und anhand einer qPCR getestet worden, ob sich darin
Aschen — DNA befindet.

Das Protokoll hat sowohl in der Enns als auch im Johnsbach funktioniert, da an jeder Stelle
mindestens ein Replikat amplifiziert hat. Somit ist festgestellt worden, dass das Protokoll auch
in groBeren Fliissen wie der Enns, in welcher in Relation zur GroBe des Flusses die Aschen —
Populationsdichte gering ist, funktioniert. Auch im Johnsbach, wo keine Aschen erwartet
worden sind, sind wenige Replikate amplifiziert, wodurch anzunehmen ist, dass Aschen

zumindest bis zur Probenstelle ,,Hellichter Stein* aufsteigen.

Abstract

The main goal of the thesis was to test out the eDNA qPCR protocol. The Enns and the
Johnsbach in the Gesduse National Park were chosen to do that. Samples were taken from two
spots in the Johnsbach and three spots in the Enns five times between the end of April and the
end of May 2019. At every sample position 1 Liter of water was put through filters to collect
the eDNA. The samples were extracted in the laboratory and the DNA extracts were used to
perform the qPCR to detect grayling.

The protocol worked in both rivers, because at least one replicate of each sample amplified.
Most of the replicates detected grayling in the three sites of the Enns, which confirms that the
test works in a large river. It is known that there is grayling in the Enns but the population is
relatively small, so the test is certainly sensitive. There were also some positive detections in

the Johnsbach, so apparently grayling do go up the Johnsbach.
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1. Allgemeine Grundlagen

1.1. Die europaische Asche (Thymallus thymallus)
Die europdische Asche (Thymallus thymallus) ist eine zur Unterfamilie der Thymallinae
gehorige heimische Fischart (Kottelat & Freyhof, 2007). Die Verbreitung beruht grundsétzlich
auf Gebiete in Ost-, Mittel und Westeuropa, ist jedoch sehr unregelmiBig. Die Asche reagiert
sehr empfindlich auf Temperatur- und Wasserstandsschwankungen, weshalb Populationen in

einigen Gebieten sehr stark zuriickgegangen sind (Terofal, 1984).

1.1.1. Merkmale
Der Kérperbau der Asche ist eher langgestreckt und seitlich abgeflacht. Die groBe Riickenflosse
ist das auffilligste Merkmal der Asche und wird auch dementsprechend als ,,Aschen-Fahne*
bezeichnet. Die langsten Strahlen der Fahne kdnnen bei Milchnern bis zur Fettflosse reichen.
Die Riickenflosse ist bei der Unterscheidung der Geschlechter sehr hilfreich, da diese beim
Rogner némlich relativ kurz und im Vergleich zum Milchner auch eher niedrig ist. Beim
Milchner hingegen ist die Fahne auffallend lang und hoch. Die letzten Flossenstrahlen sind
beim Milchner die ldngsten und beim Rogner die kiirzesten (Hauer, 2011).
Ein weiteres auffilliges Merkmal ist die tropfenformige Pupille, deren Spitze nach vorne zeigt.
Jedoch ist dieses Merkmal auch bei anderen Salmoniden zu finden und somit nicht, wie die
Aschen-Fahne, artspezifisch (KIS, 2016)
Beide Kiefer des leicht unterstaindigen Mauls sind mit Zdhnchen besetzt. Das unterstindige
Kiefer ist fiir die europiische Asche spezifisch und unterscheidet sie somit von allen anderen
Aschen (Terofal, 1987). Die Schuppen- und Flossenfarbe der Asche kann je nach Gewisser
variieren. So ist zum Beispiel die Riickenfarbe grundsitzlich grau, die Flanken zeigen jedoch
je nach Gewdsser farbliche Unterschiede. In der Mur weisen sie zum Beispiel auch einen
griinlichen Schimmer auf, in anderen Gewassern konnen sie gelbliche, blauliche oder rotliche
Farbtone haben (Hauer, 2011; Hanfland, et al. 2012).
Laut Hauer (2011) ist die auffélligste Farbung jene der Riickenflosse, da diese in ,,allen Farben
des Regenbogens® schimmern kann. Die Schwanzflosse ist deutlich eingebuchtet und besitzt
oft einen orangefarbenen oder rétlichen Farbstich.
Die Brust-, Bauch- und Afterflossen haben eine gelblich-griinliche Farbung.
Die Férbung ist also sehr variabel, zum Beispiel verfirben sich dltere Milchner wéihrend der
Laichzeit manchmal ganz dunkel (Hauer, 2011).
Nicht nur die Farbung kann von Individuum zu Individuum unterschiedlich aussehen, sondern

auch die Anzahl der schwarzen Punkte ist verschieden. In manchen Gewissern sind Aschen



von vielen schwarzen Punkten {ibersit, in anderen jedoch kdnnen sie auch nur wenige oder gar
keine Punkte besitzen (Hauer, 2011).

Die Asche ist auBerdem ein bekannter Speisefisch, deren Fleisch nach Thymian schmeckt.

Als Hauptnahrungsquelle dienen Wasserinsekten und deren Larven, aber auch Bachflohkrebse
spielen eine groBe Rolle. GroBere Aschen ernihren sich jedoch gelegentlich auch riuberisch
und fressen Jungfische beziehungsweise den Laich anderer Fische. Der Fisch besitzt 74 - 96
Schuppen entlang der Seitenlinie (SL 74 - 96). Die Riickenflosse (RF) hat 4 - 7 Hartstrahlen
und 13 - 18 gefiederte Weichstrahlen. Die Afterflosse besteht aus 2 - 4 Hartstrahlen

und 8 gefiederten Weichstrahlen (Hauer, 2011).

1.1.2. Wachstum und Reproduktion
Im Durchschnitt misst eine adulte Asche rund 35 c¢m, in groBen Fliissen kénnen jedoch sogar
GroBen von 60 cm oder dariiber erreicht werden. Aschen einer solchen GroBe werden als
,»kapital“ bezeichnet und sind bereits relativ selten. In manchen Gewissern konnen auch
Exemplare vorkommen, die kaum groBer als 30 cm sind (Hauer, 2011). Fiir groBere Aschen ist
ein Gewicht von 1,5 kg nicht uniiblich, jedoch héngt dieses stark von der GroBe des Fisches ab
(Terofal, 1987).
Die Laichzeit und -wanderung der Aschen liegt je nach geographischer Breite und klimatischen
Bedingungen zwischen den Monaten Mérz und Juni (Hanfland, et al., 2012). Das Ablaichen
erfolgt bei Wassertemperaturen zwischen 3,9 und 9°C (M. Jungwirth, 2003).
,»Witkowski & Kowalewski (1988) beschreiben Laichwanderungen, die einige Tage nach der
Schneeschmelze bei 4 - 6°C beginnen und deren Intensitdt von der Wassertemperatur abhéngt*
(Jungwirth et. al, 2003).
Wie von Jungwirth et. al (2003) beschrieben, kehren Aschen in die exakte Furch-Lokation
zuriick, was von Parkinson et. al. (1999) mittels Telemetrie beobachtet worden ist. Dieses
Phidnomen wird als ,,homing* bezeichnet und ist ein typisches Merkmal aller lachsartigen
Fische (Jungwirth et. al, 2003).
Zum Laichen werden {iberstromte Kiesbianke aufgesucht, da durch den Kies Sauerstoff gedriickt
wird und dieser somit als optimaler Laichplatz fiir Aschen gilt. Die Laichgruben werden von
den Rognern geschlagen, damit die Eier darin abgelegt werden kdnnen. Dadurch, dass die Eier
im Sediment eingebettet sind, miissen diese mit sauerstoffreichem Wasser versorgt werden, um
ein Uberleben zu gewihrleisten. Nach ca. 220 Tagen ist das Tier geschliipft und beginnt nach
ca. 260 Tagen mit der Nahrungsaufnahme (Hanfland et. al 2012, Hauer 2011).



1.1.3. Habitat

Die Asche ist ein stromungsliebender Fisch und kommt meist in Schwirmen oder kleineren
Gruppen vor. Die Asche gilt als typische Leitart der nach ihr benannten Aschenregion
(Hyporhithral), jedoch ist sie in der GZU — Periode 2007 — 2009 in 49% der Gewiisser, in denen
sie als Leitart anerkannt ist, nicht nachgewiesen worden. AuBlerdem wird der Art in nur 10 %
jener Gewisser, in denen sie nachgewiesen worden ist, ein ,sehr guter oder ,guter
Altersstrukturaufbau beigemessen (Hundritsch et. al, 2013).

Mogliche Begleitarten wéren unter anderem Bachforelle (Salmo trutta), Nase (Chondrostoma
nasus), Barbe (Barbus barbus), Bachneunauge (Lampetra planeri), Aitel (Squalius cephalus)
und Huchen (Hucho hucho). Als Aschenregion bezeichnet man einen groBen Bach bis
mittelgroBen Fluss mit geringem bis zu méBigem Gefille und starker bis zu wechselhafter
Stromung. Die Tiefen des Bereichs sind wechselhaft und konnen von flach bis zu 2 m tief sein.
Die optimalen Bedingungen des Wassers sollten eine Sauerstoffsédttigung von 70 - 80%
aufzeigen und es sollte nicht wirmer als 18°C sein. Laut Jungwirth et. al (2003) werden Aschen
aufgrund der Temperaturpréferenz als oligo-stenotherm bezeichnet, was bedeutet, dass kiihlere
Bédche und Fliisse bevorzugt als Habitat genutzt werden. Das Flussbett beziehungsweise
Sediment ist grobkiesig bis sandig und an Ruhestellen oft sogar schlammig und zeitweise triib
(Hanfland et. al, 2012).

Die Strémungsgeschwindigkeit einer Aschenregion betriigt 60 — 90 cm/s. Dadurch bleibt grober
Kies liegen, feinerer Kies und Sand jedoch noch nicht. Unter guten Nahrstoffvoraussetzungen

wire dieser Bereich ein sehr beliebter fiir Aschen, aber auch Forellen (Jungwirth et. al, 2003).

1.1.4. Verbreitung und Gefahrdung der Asche in Osterreich mit Fokus auf die steirische
Enns im Nationalpark Gesause

Es herrscht eine groBe genetische Vielfalt der Aschen in Osterreich. Es sind mindestens 3
genetische Abstammungen vertreten. Der sogenannte ndrdliche Stamm ist in Populationen
ndrdlich der Alpen vorherrschend und mit mittelméaBiger Frequenz in Populationen siidlich der
Alpen vertreten. Der siidliche Stamm ist siidlich der Alpen vorherrschend und nérdlich der
Alpen nur selten vertreten. Der Slowenien — Donau — Stamm ist in Populationen der Lafnitz,
oOstlich der Alpen, festgesetzt (Weiss et. al, 2012).
Wie in Kapitel 3.1.3 bereits besprochen, ist die Asche ein in kiihlen Mittelgebirgsfliissen
vorkommender Fisch. Somit besiedelt die Asche alle Fliisse Osterreichs, in denen die
sogenannte Aschenregion existiert. Sie ist in groBeren Fliissen wie Drau, Enns oder Mur
vertreten. Die Besiedelung in Osterreich hat historisch gesehen iiber die Donau begonnen, da

die meisten Fliisse in Osterreich in die Donau miinden, weshalb der Fisch die Zubringer der



Donau nach und nach besiedeln hat konnen. Da zum Laichen auch kleinere Zubringer
aufgesucht werden, kann es natiirlich vorkommen, dass Aschen im Friihjahr auch in kleineren
Flissen zu finden sind (Jungwirth et. al, 2003; Hanfland et. al, 2012).
Die Asche reagiert sehr empfindlich auf Wassertemperaturunterschiede, Schwankungen des
Wasserstandes und generelle Verdnderungen der Umwelt. Der menschliche Einfluss wirkt sich
enorm auf das FlieBgewissersystem und somit auch auf die aquatische Fauna aus. So schreibt
ZAUNER, dass ,,hoher Geschiebeeintrag der Seitenbache zu Gerinneaufzweigungen fiihre und
durch die Mittelwasserregulierungen zahlreiche Durchstiche und Absenkungen der Sohle eine
weitgehende Anderung des Flusstyps der Enns stattgefunden habe. Eine besonders gravierende
Verdnderung hat es aufgrund der Médanderdurchstiche der Enns zwischen Irdning und Weng,
also im Bereich vor dem Nationalpark Gesduse, gegeben. Die Flusslange ist laut Klapf (1989)
zitiert nach Zauner (1999) aufgrund der Flussregulierung von rund 106 km auf rund 87 km
geschrumpft. Dies entspricht einer Reduktion der Flussfliche von 330 ha.

Das Gesause ist ein rund 15 km langes Kerbtal, welches etwas unter der Ortschaft Weng beginnt
und bis nach Hieflau reicht. Die Enns hat sich tief in das Tal eingeschnitten und verdndert ab
Enns - km 133,7 ihren Flusslauf. Die zuvor relativ ruhig dahinflieBende Enns wird im Geséduse
zu einem reilenden Fluss (Gefille iiber 1%), der auch durch Stromschnellen und hohe
Turbulenzen gekennzeichnet ist (Zauner, 1999). Die Enns im Bereich des Nationalparks ist fiir
Kajak-Fahrer und Rafter eine gern gesehene Strecke.

Jedoch dndert sich nicht nur die FlieBgeschwindigkeit der Enns, sondern das gesamte Tal
verengt sich schlagartig zu einer Schlucht mit steil emporragenden Felswénden (Zauner, 1999).
Im Bereich Gstatterboden ist die Enns circa 2 km aufgestaut worden, damit das Wasser zur
Energienutzung verwendet werden kann. Der Stauraum weist eintonige Uferbereiche auf, die
aber auch zum Teil dem Bau von Verkehrswegen geschuldet sind (Zauner, 1999).

Ein grofles Problem im Zusammenhang mit den Wasserstandsschwankungen der Enns stellt das
Wasserkraftwerk in einem Zubringer, ndmlich der Solk, vor dem Nationalpark Geséduse dar
(Miindliche Uberlieferung, Alexander Maringer, 2019).

Das Kraftwerk Solk hat eine sehr unregelmifige Betriebsweise, da es als Laufkraftwerk mit
Tages- und Wochenspeicherung entworfen worden ist. Zeitpunkt und Dauer der
abzuarbeitenden Wassermenge kann variieren, was auch die Schwankungen des Wasserstandes
in der Enns bewirkt. Die aquatische Biozonose in der Enns wird durch den Schwellbetrieb
gestort. Die beiden Hauptfischarten (Bachforelle und Asche) sind von den Auswirkungen des
Schwellbetriebs besonders stark betroffen, da deren Laichzeit in den Zeitraum fallt, in welchem
die Enns wenig Wasser fiihrt, wodurch sich die Schwall- und Sunkerscheinungen deutlich

bemerkbar machen (Zauner, 1999).



Zusitzlich zu den Einfliissen anthropogener Nutzung der Enns spielt auch der Kormoran eine
groBBe Rolle bei der Dezimierung der Populationen (Zauner, 1999).

Ende der 70er Jahre hat der Kormoran Gebiete der Donau als Uberwinterungsgast aufgesucht,
jedoch hat sich sein Gebiet iiber die letzten Jahrzehnte auch auf die Zubringer der Donau und
deren Quellregionen verbreitet. Somit ist auch die Enns als Donauzubringer zunehmend

angeflogen und befischt worden (Zauner, 1999).

Wiesner, Unfer, Kammerhofer und Jungwirth haben 2009 eine Studie durchgefiihrt, bei welcher
Fischbestandserhebungen an der Enns ausgefiihrt worden sind. Wie zuvor erwdhnt weist die
Enns im Bereich Nationalpark Gesduse rhithrale Bedingungen auf und ist somit Habitat fiir

Aschen und deren Begleitart, die Bachforelle.
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Abbildung 1: Lingenfrequenzdiagramm [mm] der Asche im Bereich Nationalpark Gesduse (Wiesner et. al, 2010)

Die durchschnittliche Linge der Aschen im Bereich Gesiuse 111 mm. Die durchschnittliche
Linge im Bereich ,,oberhalb Gesduse* betrdagt 119 mm.

Auf S. 15 der Prdmonitoring — Fischokologie der BOKU (2008) wird erwéhnt, dass im Bereich
Gesduse die Fischpopulation zum GroBteil aus Jungfischen besteht.

In Abbildung 2 sind die vom Nationalpark Gesiuse kartierten Aschen — Laichplitze graphisch
dargestellt.
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Asche

Abbildung 2 Laichplitze der Asche im NP Gesduse (NP Gesduse GmbH, 2003)

1.2. Environmental DNA
Umwelt DNA (eDNA fiir environmental DNA) ist DNA, die von Organismen in ihre Umwelt
abgegeben wird. Da sich bei Tieren in allen Korperzellen DNA befindet, kann diese in Form
von Kot, Urin, Haut oder Haaren in die Umwelt abgegeben werden. Diese eDNA befindet sich
dann in Wasser, Sediment oder Boden. Dadurch konnen mit einem Verfahren, dem sogenannten
eDNA — Metabarcoding, Arten anhand der sich in der Umwelt befindenden DNA nachgewiesen
werden. Man kann jedoch nur Arten nachweisen, die bereits sequenziert worden sind und sich

in einer Referenzdatenbank befinden (J. Zimmermann, 2017).

1.3. Echtzeit Polymerase — Kettenreaktion (qPCR)

Bei der Polymerase — Kettenreaktion wird ein bestimmter DNA Abschnitt von der DNA
Polymerase vervielfiltigt. Es werden beim Standardprotokoll zwei Primer verwendet, die das
vordere und hintere Ende des zu amplifizierenden DNA — Fragments markieren (Schmid,
2016).

Die Reaktion erfolgt in 3 Schritten. Der erste Schritt wird als Denaturierung bezeichnet, da sich
bei 94°C die Wasserstoftbriickenbindungen 16sen und der DNA-Doppelstrang somit
aufgeschmolzen wird. Beim zweiten Schritt (Annealing) wird die Temperatur auf 40 - 60°C
runtergekiihlt und die Primer lagern sich an. Beim dritten Schritt (Extension) wird die

Temperatur auf 72°C erhoht und es kommt zur Synthese von zwei neuen
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Komplementérstraingen des DNA — Abschnitts (Schmid, 2016(B. Alberts, 2011)). Dieser
Zyklus wird dann je nach Protokoll und Methode einige Male wiederholt.

Die quantitative PCR (qPCR) ist eine Methode, bei welcher die Menge eine Zielsequenz oder
eines Gens bestimmt wird. Man kann den Fortschritt wahrend des Prozesses beobachten.

Bei TagMan wird zusitzlich zu den spezifischen Primern noch eine dritte Sequenz benétigt, die
als ,,probe* bezeichnet wird. Diese ,,probe* besitzt am 5° Ende ein fluoreszierendes Reporter —
Molekiil und ein Quencher — Molekiil am 3° Ende. Das Quencher — Molekiil 16scht das
fluoreszierende Signal des Reporter — Molekiils unter bestimmten Bedingungen. Damit das
Reporter Molekiil fluoreszieren kann, muss es vom Quencher — Molekiil getrennt sein. Bei der
qPCR werden Bedingungen geschaffen, dass die zwei Molekiile dauerhaft voneinander getrennt
sind, wodurch Fluoreszenz proportional mit dem Produkt zunimmt. Dadurch kann man den
Fortschritt wihrend des Prozesses beobachten. Zuerst werden bei hoher Temperatur die DNA
— Stringe voneinander gelost. Nach deren Abkiihlung binden die Primer und die ,,probe‘ an die
DNA - FEinzelstringe. Taq Polymerase findet nun die Primer und beginnt, die
Komplementdrstrange zu verlangern. Die Taq Polymerase hat Exonukleaseaktivitit und ,,frisst™
die ,,probe“, wenn sie auf eine stoBt. Dadurch werden Reporter und Quencher voneinander
getrennt, wodurch die Fluoreszenz ansteigt. Diese Fluoreszenz kann man anhand einer Kurve

am Bildschirm beobachten (AskTagMan; Vandesompele).
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2. Hintergrund und Zielsetzung

1997 ist die Asche (Thymallus thymallus) erstmals zum Fisch des Jahres gekiirt worden. Um
erneut auf die Gefihrdung der Aschen-Bestinde und deren Riickgang in den heimischen
Gewissern aufmerksam zu machen, ist die Asche 2011 ein weiteres Mal zum Fisch des Jahres
gewihlt worden (S. Hanfland, 2012).

Die Asche befindet sich in Osterreich laut Umweltbundesamt (Stand 2007) auf der roten Liste
und wird laut Hauer (2011) als ,,gefdhrdet* eingestuft (Hauer, 2011; Woschitz, 2006).
Griinde fiir den drastischen Riickgang von Aschen-Bestiinden in heimischen Gewissern sind
vor allem hydromorphologische Eingriffe und der Ausbau der Wasserkraft, insbesondere
Kraftwerke mit Schwallbetrieb. Auch der erhohte Rauberdruck durch den Kormoran
(Phalacrocorax carbo sinensis) und den Fischotter (Lutra lutra) spielen eine Rolle beim
Riickgang einiger Populationen (M. Baars, 2001). Die Regenbogenforelle (Oncorhynchus
mykiss) stellt ebenfalls einen mdglichen Grund fiir den Riickgang der Aschen — Bestéinde dar,
da die Populationen moglicherweise in interspezifischer Konkurrenz stehen (Uiblein et al.,
2001).

Hanfland (2012) zeigt, dass man in den Jahren 1994 — 1998 einen drastischen Riickgang des
Fischbestandes in der Enns (Abschnitt Gesduse) erkennen kann, welcher auf das Erscheinen
des Kormorans zuriickzufiihren ist. Vor dem Erscheinen des Kormorans im Geséduse 1994 hat
die Biomasse aller Fische der Enns circa 220 kg/ha betragen. Drei Jahre spéter hat es einen
drastischen Riickgang der Fischpopulationen gegeben. Die Biomasse hat im Jahre 1997 circa
25 — 30 kg/ha betragen. Das Erscheinen des Kormorans hat angeblich die Fischbestinde um
fast 90% dezimiert.

Ziel des Projektes ist gewesen, das eDNA gPCR Protokoll fiir Aschen zu entwickeln und zu
testen. Es sind dafiir die Enns und der Johnsbach im Bereich Nationalpark Gesduse gewihlt
worden. In einem Zeitraum von Ende April bis Ende Mai sind wéhrend der Laichzeit finf
Stellen in der Enns und im Johnsbach beprobt beziechungsweise untersucht worden. Die drei
zu untersuchenden Bereiche befinden sich in der Enns zwischen dem Kraftwerk Gstatterboden
und der Rafting — Einstiegs — Stelle. Im Johnsbach ist die erste Untersuchungsstelle beim
Gasthof',,Bachbriicke und die zweite beim Besucherbereich ,,Hellichter Stein*. Da zeitgleich
mit der Laichwanderung der Asche der gefihrdete und seltene Flussuferldufer briitet und sich
das Brutgebiet rund um das Laichgebiet befindet, haben die Beobachtungen der Aschen-
Laichplitze nicht durchgefiihrt werden kénnen (miindliche Uberlieferung Alexander
Maringer, April 2019).
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Jedoch sind die fiinf Stellen in Enns und Johnsbach auf eDNA beprobt und anhand einer fiir
Aschen spezifischen qPCR auf Aschen — DNA, also auf das Vorkommen von Aschen in den

jeweiligen Bereichen, untersucht worden.
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3. Material und Methoden

3.1. Feldarbeit

Die Probennahme ist an fiinf Stellen erfolgt, drei davon sind in der Enns und zwei im Johnsbach
vorgenommen worden. Urspriinglich ist geplant gewesen, dass die Laichplitze der Asche in der
Enns beobachtet werden und dass die erste Sohlschwelle im Johnsbach beobachtet wird, um
festzustellen, ob diese als Barriere fiir Aschen gilt, den Johnsbach nicht weiter hinaufwandern
zu konnen. Da der Flussuferldufer (Actitis hypoleucos) zur gleichen Zeit und im gleichen Gebiet
briitet und es nur 5 Pirchen im Nationalpark Geséuse gibt (miindl. Uberlieferung Alexander
Maringer), ist es nicht moglich gewesen, dass die Kiesbianke zu begehen und die Laichaktivitat
der Aschen beobachten. Somit sind fiir die Untersuchung 5 leicht zugiingliche Plitze

zugewiesen worden, an denen ohne Komplikationen Proben gesammelt werden konnten.
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Abbildung 3 A) Probenstelle , Gasthof Bachbriicke" ca. 200-300m flussaufwiirts des Miindungsbereichs Johnsbach/Enns
(digitaler Atlas Steiermark, links) B) Foto der Probenstelle (rechts)

In Abbildung 3 A) ist die erste Probenstelle mithilfe des digitalen Steiermark Atlas illustriert.
Die Probenstelle befindet sich direkt neben dem Parkplatz des Gasthofes ,,Bachbriicke®. Die
Koordinaten sind anhand eines GPS — Gerites (Garmin GPS MAP® 64) ermittelt und auf dem
digitalen Steiermark — Atlas iiberpriiftworden. Diese lauten N47°34°49.5°“ und E14°35°30.5
(GIS - Steiermark, 2006). Abbildung 4 B) ist ein Foto der Probenstelle.
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Wie in Abbildung 4 A) und B) dargestellt, befindet sich die zweite Probenstelle ebenfalls im
Johnsbach, beim Besucherplatz ,,Hellichter Stein“. Die Koordinaten lauten N47°34°32.8 und
E14°35°18.7°*(GIS-Steiermark, 2006).

eZ' 14°35'18,7" 47°34'32,8"
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Abbildung 4 A) Probenstelle "Hellichter Stein" ca. 300-400m flussaufwirts der Probenstelle
"Gasthof Bachbriicke" (digitaler Atlas Steiermark; links) B) Foto der Probenstelle (rechts)

Abbildung 5 A) Probenstelle "Johnsbach - Steg" ca. 400-500m flussabwdrts des
Miindungsbereichs Johnsbach/Enns (digitaler Atlas Steiermark; links) B) Foto der
Probenstelle (rechts)

Die erste Probenstelle der Enns befindet sich, wie in Abbildung 5 A) und B) aufgezeigt, am
rechten Flussufer vor dem ,Johnsbach — Steg“ und nach dem Miindungsbereich Enns /
Johnsbach. Die GPS — Daten lauten N47°34°55.1°° und E14°35°41.6°° (GIS — Steiermark,
2006).

Die zweite Enns — Probenstelle ist in Abbildung 6 A) und B) dargestellt und befindet sich beim
Eingang der Wildwasser — Rafting — Strecke. Die Koordinaten sind wie folgt N47°34°50.5¢¢
und E14°33713.5° (GIS - Steiermark, 2006).
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e | B
Abbildung 6 A) Probenstelle "Rafting — Einstieg" ca. 3-4km flussaufwdrts des Miindungsbereichs Johnsbach/Enns, ca. 100m
Sflussaufwdrts der Eisenbahnbriicke (digitaler Atlas Steiermark; links) B) Foto der Probenstelle (rechts)

Die dritte Probenstelle befindet sich beim Campingplatz ,,Gstatterboden* kurz nach der Briicke
und ist in Abbildung 8 A) und B) dargestellt. Die Koordinaten lauten N47°35°26.3‘° und
E14°37°38.5°° (GIS — Steiermark, 2006). Die Stelle befindet sich am rechten Flussufer.

61: 14°37'38 5" 47°3526,3"

Enns

_ /‘Gstatterboden
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Hiaweis: Keine Haftung fur Verfigbarkeit, Vollsigadgkeit und Richtigkeit der Darstellung.§ Nutzungshestimmungen § —— =

Abbildung 8 Probenstelle "Gstatterboden" ca. 3-4km flussabwdrts des Miindungsbereichs Johnsbach/Enns, ca 50m
flussabwdrts der Briicke (digitaler Atlas Steiermark; links) B) Foto der Probenstelle (rechts)
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3.1.1. Protokoll fur die Probennahme

Tabelle 1 Material fiir die Beprobungen

Material Verwendungszweck

Grofle Kiste mit Deckel zur Aufbewahrung von Proben und Geréten
Handschuhe fiir steriles Arbeiten

Filter zum Filtern der DNA aus den Wasserproben
Zentrifugenrohrchen (2 ml)  mit Pufferlésung, zur Aufbewahrung der Filter mit DNA
Pufferlosung Longmire Lysis Buffer, Losen der DNA aus dem Filter
Gefrierbeutel zur sterilen Aufbewahrung der Probensets

Spritze (50 ml) Wasserprobe wird durch Filter gedriickt

Pinzette um Filter anzugreifen

Filtergehiuse Vorrichtung wird mit Filter auf die Spritze geschraubt
Plastikflasche (500 ml) fiir die Probennahme

Wathose Schutz vor Kélte und Nésse

GPS - Geriit Koordinaten der Probenstellen (Garmin GPS MAP® 64)
Protokollbliitter um die Probenstellen zu dokumentieren

Bleistift zum Schreiben

Fotoapparat zur Veranschaulichung der Probenstellen
Thermometer Messung der Wassertemperatur

In Tabelle 1 sind die Materialien fiir die Beprobungen aufgelistet.

Die Probennahme ist laut einem Protokoll fiir eDNA — Probennahmen durchgefiihrt worden.
Ein Probenset hat aus 50 ml Spritze, 500 ml Plastikflasche mit Schraubverschluss, Filtergehduse
und 2 Pinzetten bestanden. Die Bestandteile sind mit Bleiche sterilisiert und in frische
Gefrierbeutel gepackt worden. Zum Sterilisieren sind die Bestandteile fiir 30 min in Bleiche
(1:10 verdiinnt), dann 30 min in destilliertes Wasser eingelegt und anschlieBend mit
destilliertem Wasser abgespiilt worden. Die sterilisierten Teile sind 1 - 2 Tage im Reinraum
zum Trocknen auf Tiicher gelegt worden, bevor sie in die Gefrierbeutel gepackt worden sind.
Die Filter (25 mm Durchmesser und 0,7 um Porengrof3e) sind im Reinraum beidseitig mit UV
— Licht bestrahlt und separat in Plastikhiillen verpackt worden.

Fiir jede Probenstelle ist ein Set verwendet worden. Bevor die Einzelteile aus dem Gefrierbeutel
genommen worden sind, sind Latex Handschuhe angezogen worden. Ein Filter ist mit der
Pinzette in das Filtergehduse gelegt worden. Fiir die Negativ — Kontrolle sind 250 ml
destilliertes Wasser (claro, dm) durch den Filter gedriickt worden. Um iiberschiissige

Fliissigkeit vom Filter zu entfernen, sind 2 Spritzen — Ladungen Luft durch den Filter gedriickt
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worden. AnschlieBend ist der Filter mit zwei Pinzetten zusammengerollt und in ein
vorbereitetes 2 ml Eppendorf Rohrchen mit 700 pl ,,Longmire — Lysis — Buffer* (Longmire, et.
al 1997) gegeben worden.

Bei jeder Probenstelle ist insgesamt 1 Liter Wasser entnommen worden. Je nach
Verschmutzungsgrad des Baches beziehungsweise Flusses ist der Filter nach 100 — 500 ml
gewechselt worden. Jeder Filter ist separat in ein beschriftetes Eppendorf Rohrchen mit der
Pufferlosung gegeben worden, damit sich die DNA vom Filter 16sen kann.

Die Proben sind ohne Kiihlbehélter ins Labor transportiert worden und dort bis zur DNA —
Extraktion eingefroren worden.

An jeder Probenstelle ist die Temperatur mit einem Quecksilber — Glasthermometer gemessen
worden.

Jede Probenstelle ist mithilfe eines Protokollblattes dokumentiert worden. Darauf sind
Probenname, Datum, Fluss, Ort, Stelle der Probennahme (Ufer, Flussbett, usw.), gefiltertes
Wasservolumen, GPS Koordinaten, Name des/der Kollektor/in und Kommentar eingetragen
worden. Zusitzlich sind noch fiir die darauffolgende Laborarbeit Datum der Extraktion, Name
der Person, die extrahiert hat, und der Ort, an dem das Extrakt gelagert geworden ist eingetragen
(siche Anhang).

3.2. DNA — Extraktion
Die DNA — Extraktion hat im Reinraum des Instituts fiir Biologie der Karl - Franzens -
Universitit Graz stattgefunden.
Die einzelnen Probenrdhrchen sind mit Bleiche und destilliertem Wasser abgewischt worden,
bevor sie im Reinraum extrahiert worden sind.
Die DNA — Extraktion ist laut Protokoll (Renshaw, Olds, Jerde, McVeigh, & Lodge, 2015;
Sambrook, Fritsch, & Maniatis, 1989) vorgenommen worden. Am ersten Tag sind die Proben
10 min bei 65°C inkubiert worden. Anschliefend sind unter dem Abzug jedem Eppendorf -
Rohrchen 900 pl Phenol — Chloroform — Isoamyl Alcohol zugefiigt worden. Die Eppendorf
Rohrchen sind fiir 5 sec gevortext und dann 5 min bei 15.000 g zentrifugiert worden. 700 ul der
wassrigen Schicht sind in neue 2 ml Eppendorf - Rohrchen iiberfiihrt worden. 700 pl
Chloroform — Isoamyl Alcohol sind jedem Eppendorf - Rohrchen zugefiigt worden. Die
Eppendorf Rohrchen sind 5 sec gevortext und danach fiir 5 min bei 15.000 g zentrifugiert
worden. Es sind anschlieBend 500 pl der wéssrigen Schicht in neue 2 ml Eppendorf - R6hrchen
iiberfithrt worden. Anschlieend sind 1.25 ml 100 % eiskaltes Ethanol und 20 pl 5SM NaCl
zugefiigt worden. Die R6hrchen werden sanft durch Schwenken gemischt und iiber Nacht bei -

20°C ausgelost.

19



Am zweiten Tag sind die Rohrchen aus dem Gefrierschrank genommen und fiir 10 min bei
15.000 g zentrifugiert worden, um ein Pellet zu erzeugen. Das Ethanol ist entfernt worden, ohne
das Pellet zu verlieren. Fiir den ersten Waschschritt sind dem Pellet 600 ul 70 % Ethanol
zugefiigt worden. Durch sanftes Schwenken hat sich das Pellet im Ethanol gelost. Die Proben
sind fiir 10 min bei 15.000 g zentrifugiert worden. AnschlieBend ist das Ethanol entfernt worden
ohne das Pellet zu verlieren. Fiir den zweiten Waschschritt sind den Réhrchen 600 pl 100%
Ethanol zugefiigt und anschlieBend geschwenkt worden. Nach 10 min bei 15.000 g in der
Zentrifuge ist das Ethanol entfernt worden, ohne das Pellet zu verlieren. Uberschiissiges
Ethanol ist abpipettiert worden, ohne das Pellet zu zerstéren. Die Rohrchen sind anschlieBend
unter dem Abzug getrocknet worden, bis keine Fliissigkeit mehr sichtbar gewesen ist.
Abschlielend sind je nach Probe 50-100 pl TE Buffer 1X — low EDTA zugefiigt worden.

Die Proben sind im Gefrierschrank des Reinraumes bei circa -20°C eingefroren worden.

Zur weiteren Aufreinigung der DNA aufgrund von Inhibitoren ist mit dem ,,DNA Clean &

Concentrator™ — 5«

— Kit von ,,Zymo Research* gearbeitet worden. Dazu wird in die bereits
gepoolten Probenr6hrchen ,,DNA binding buffer” im Verhiltnis 1:2 zugefiigt, da es sich um
genomische DNA handelt. Die Mixtur ist in die im Kit enthaltenen ,,Zymo — Spin™ Column*
in ein ,,Collection Tube* gegeben und anschlieBend fiir 30 sec bei 10.000 g zentrifugiert
worden. Danach sind 200 ul ,,DNA Wash Buffer” zugefiigt und fiir 30 sec bei 10.000 g
zentrifugiert worden. Dieser Waschschritt ist wiederholt worden.

AnschlieBend sind > 6 ul ,,DNA Elution Buffer* direkt auf die Sdulen — Matrix pipettiert und
bei Raumtemperatur fiir eine Minute inkubiert worden. Es sind bei jeder Probe 10 ml ,,DNA
Elution Buffer” verwendet worden. Die Séulchen sind in neue 1.5 ml Mikrozentrifugen —

Rohrchen transferiert und fiir 30 sec bei 10.000 g zentrifugiert worden, um die DNA zu eluieren.

Jene Proben derselben Probenstelle sind zusammengefiigt worden.
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3.3. gPCR Protokoll
Um Kontaminationen zu vermeiden, ist weiterhin im Reinraum gearbeitet worden. Die qPCR
ist laut dem Protokoll von Carim et al (2016) erfolgt. Der Mastermix hat aus 7,5 pul Tagman
Environmental MasterMix 2.0, 0,9 ul forward primer, 0,9 ul reverse primer, 0,375 ul probe und
3, 325 pl ddH>O bestanden.

Mastermix:

7,5 ul Environmental MasterMix 2.0

0,9 ul forward primer 5‘-CCTTTCCCCGAATAAATAACATGAG-3’
0,9 ul reverse primer 5‘-ATACTGTCCACCCTGTCCCG-3’

0,375 ul probe
3,325 ul Wasser

Bei der Herstellung des Mastermixes sind immer zwei extra Proben berechnet worden, damit

der MasterMix ausreicht, da meistens etwas in der Pipettenspitze hingen bleibt.

In qPCR spezifische Probenrohrchen, welche in ein spezifisches Coolrack gegeben worden
sind, sind jeweils 13 pl MasterMix und 2 pul DNA Probe gegeben worden. Die
Zyklusbedingungen laut Carim et al haben wie folgt gelautet:

hold 95°C / 15 sec

cycling 95°C /15 sec
60°C / 60 sec x 45

Tabelle 2 Zyklusbedingungen (Corbett Research, 2005)

Cycle Cycle Point

Hold @ 95°c, 10 min O secs

Cycling (50 repeats) Step 1 @ 95°c, hold 15 secs

Step 2 @ 60°c, hold 60 secs, acquiring to Cycling A(FAM)
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Die Zykluszahl ist jedoch auf 50 Zyklen erhoht worden, um die Amplifikation der DNA zu
maximieren. Tabelle 2 zeigt die Zyklusbedingungen, mit denen schlussendlich gearbeitet

worden ist.

Fiir die Auswertung der Daten ist die Software ,,Rotor-Gene 6.1.93 verwendet worden. Dieses
Programm hat dann auch Die Ergebnisse in eine Word — Datei formatiert. Die Grafiken der

Amplifikation sind dieser Software entnommen (Corbett Research, 2005).

3.4, Verdlnnungsreihe

Es sind 2 ,,forward primer* (Carim FG, Carim FA) vorhanden gewesen, entweder mit einem
A(denin) an der 3. Stelle vom 3 Ende der Sequenz oder mit einem G(uanin) an der 3. Stelle
vom 3° Ende der Sequenz. Von allen 58 in der Genbank verfiigbaren Aschen — Sequenzen zu
dieser Zeit haben 8 ein Adenin an der 3. Position und 50 ein Guanin. Das Protokoll von Carim
et al. (2016) ist an Gewebeproben ein Mal mit Carim FG und ein Mal mit Carim FA getestet
worden. Der ,,forward primer* Carim FG ist fiir die weiteren qPCR und die Verdiinnungsreihe
verwendet worden.

Um eine Positiv — Kontrolle der eDNA Proben zu haben, ist eine Verdiinnungsreihe von bereits
extrahierten Thymallus thymallus Gewebeproben erstellt worden. Dafiir ist mit der Probe (JOH
100) eine PCR mit 50 ul Volumen nach dem Protokoll von Carim et al. (siche oben) gemacht
worden. Nach Beendigung der PCR ist ein Gel fiir eine Gelelektrophorese gegossen worden.
Dazu sind 40-50 ml der 2 % igen Agarose und 1,8 pl PeqGreen vermischt und in eine Mini -
Gel — Form gegossen und 20 min zum Trocknen stehen gelassen worden. Die Proben des PCR
— Produkts sind mit einem Ladepuffer versehen und in die Geltaschen pipettiert worden. Die
Gelelektrophorese ist fiir 35 min bei 400 mA und 110 Volt abgelaufen.

Die Gelelektrophorese ist unter UV — Licht mittels einem Transilluminator und einer
Digitalkamera visualisiert und die zwei PCR — Produkte sind mit UV — Schutz ausgeschnitten
und separat in Zentrifugenrohrchen (1 ml) gegeben worden. Die ausgeschnittenen Produkte
sind abgewogen worden. Probe 1 hat 130 mg und Probe 2 hat 100 mg gewogen. Das PCR —
Produkt ist mit dem ,,Wizard SV Gel und Clean — Up Kit* aufgereinigt und mit ,,Qubit 4

(Protokoll sieche Anhang) vermessen worden. Probe 1 hat 4,84 ng / ul gemessen und die 2.

Probe 2,34 ng / pl. Die Verdiinnungsreihe ist mit Probe 1 angesetzt worden, da diese starker
konzentriert gewesen ist.

Die Probe ist 1:10 verdiinnt worden. Danach ist mit der Verdiinnungsreihe eine qPCR (nach
Carim et al) angesetzt worden mit je drei Replikaten der verdiinnten Proben plus vier Negativ

— Kontrollen.
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4. Ergebnisse und Diskussion

4.1. Ergebnis der Verdinnungsreihe
Die Verdiinnungsreihe ist laut Protokoll nach Carim et. al (2016) durchgefiihrt worden.
Nachdem der ,,forward Primer Carim FG* zu besseren Amplifikations — Ergebnissen gefiihrt

hat, ist dieser fiir die Verdiinnungsreihe verwendet worden.
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Abbildung 7 Ergebnisse der Verdiinnungsreihe (Corbett Research, 2005 — Quantitation data for cycling A.FAM

Concentration

Abbildung 8 Standard Kurve der Verdiinnungsreihe

Der Ct — Wert ist der Schnittpunkt zwischen Amplifikationskurve und der ,,threshold* — Linie
(Abbildung 7). Die DNA — Konzentration und die Effizienz sind unter anderem wichtige
Einflussfaktoren des Ct — Wertes. Eine Verdiinnungsreihe, die unter niedrigen Effizienz —
Bedingungen amplifiziert hat, konnte eine Standardkurve mit einer anderen Steigung
hervorrufen, als unter hohen Effizienz — Bedingungen. Die Effizienz ist abhidngig vom
Mastermix, der Probenqualitét, der Leistung und der Probe. Im Allgemeinen ist eine Effizienz
zwischen 90 und 110 % akzeptabel. Die Effizienz sagt aus, ob die Primer bei den gegebenen
Bedingungen gut arbeiten. Ein absoluter Vergleich der Ct — Werte ist nur unter gleichen

Reaktionsbedingungen zu gewihrleisten (Thermofischer).
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Der R? — Wert sagt aus, wie gut ein Wert einen anderen voraussagen kann. Wenn R? = 1, kann
der Wert Y verwendet werden, um den Wert X vorherzusagen. Ist der R> — Wert > 0,99, kann

man mit ziemlicher Sicherheit die Werte X und Y aufeinander beziehen (Thermofischer).

Der R? — Wert der gPCR der Verdiinnungsreihe betrigt 0,99897 (Corbett Research, 2005),
wodurch die X und Y Werte aufeinander bezogen werden kdnnen. Basierend darauf ist eine
,threshold® — Linie zur Berechnung der Ct — Werte gelegt worden und eine Standardkurve
(Abbildung 8) mit den berechneten Ct — Werten und der DNA Konzentration bestimmt worden.
Die ,,threshold* — Linie ist fiir alle weiteren qPCR Ergebnisse als Standard hergenommen

worden.

Die erste Probenreihe vom 12.04.2019 ist aufgrund einer Kontamination im Labor nicht
weiterverwendet worden, da sowohl alle Proben wie auch die Steril — Proben und ,,no template
control“ — Proben amplifiziert haben. Jedoch sind ein paar dieser Proben sequenziert worden,
um zu erkennen, ob es sich um Aschen — DNA handelt. Die Ergebnisse sind mit einer Online -
Datenbank abgeglichen worden und es hat sich zu 99% um Aschen — DNA gehandelt, was
bedeutet, dass die Methode der qPCR grundsitzlich gut funktioniert hat.

Es ist in keiner der Probenreihen die genaue DNA — Konzentration berechnet worden, da es zu

viele Ungenauigkeiten gegeben hat.
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Tabelle 3 Zusammenfassung der positiven Amplifikationen der Detektion von Aschen in Wasserproben der Enns und des
Johnsbaches an vier Tagen

Zahl der
Datum Probe Location Amplifikationen (8  Ct-Wert

Replikate gesamt) (Mittelwert)
25.04.2019 eDNA 031 Johnsbach 1 1 37,79
25.04.2019 eDNA 036 Johnsbach 2 3 37,44
25.04.2019 eDNA 041 Enns 1 alle 34,39
25.04.2019  eDNA 052 Enns 2 7 35,96
25.04.2019 eDNA 063 Enns 3 alle 35,90
25.04.2019  Negativ - Kontrolle / 0 0
06.05.2019 eDNA 074 Johnsbach 1 1 39,07
06.05.2019  eDNA 078 Johnsbach 2 0 /
06.05.2019  eDNA 081 Enns 1 4 37,81
06.05.2019 eDNA 084 Enns 2 alle 36,55
06.05.2019  eDNA 087 Enns 3 7 37,58
06.05.2019  Negativ - Kontrolle / 0 0
20.05.2019 eDNA 096 Johnsbach 1 0 /
20.05.2019 eDNA 099 Johnsbach 2 0 /
20.05.2019 eDNA 102 Enns 1 alle 37,12
20.05.2019 eDNA 105 Enns 2 7 37,2
20.05.2019 eDNA 109 Enns 3 7 36,88
20.05.2019  Negativ - Kontrolle / 0 0
27.05.2019 eDNA 112 Johnsbach 1 2 37,29
27.05.2019 eDNA 115 Johnsbach 2 2 43,18
27.05.2019 eDNA 118 Enns 1 alle 34,77
27.05.2019 eDNA 123 Enns 2 alle 35,96
27.05.2019 eDNA 129 Enns 3 alle 34,96
27.05.2019  Negativ - Kontrolle / 0 0
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4.2. eDNA 030 - 063
Die eDNA Proben 031 — 063 sind am 25.04.2019 gesammelt worden. Aufgrund des
Schmelzwassers ist der Wasserstand von Enns und Johnsbach sehr hoch und triib gewesen. Im
Johnsbach sind bei beiden Probenstellen 4 x 250 ml Wasser durch 4 Filter gedriickt worden. In
der Enns ist dies jedoch aufgrund des triiben Wassers nicht moglich gewesen, weshalb 10 x 100
ml Wasser durch 10 Filter gedriickt haben, um die gleiche Menge Wasser zu entnehmen und
somit ein vergleichbares Ergebnis gewéhrleisten zu konnen.
Im Johnsbach ist an diesem Tag bei der Probenstelle ,,Gasthof Bachbriicke* eine Temperatur
von (6 £ 0,1) °C gemessen worden. Bei der Probenstelle ,,Hellichter Stein* hat diese
(6,3 £ 0,1) °C betragen. Die Enns hat bei der Stelle ,,Rafting Einstieg™ eine Temperatur von
(6,5 £ 0,1) °C, bei der Stelle ,,Johnsbachbriicke” (6,9 = 0,1) °C und bei der Stelle
,Qstatterbodenbriicke* (7,1 + 0,1) °C gehabt.

Die Proben sind mit dem zuvor erwédhnten Phenol — Chloroform — Isoamyl Alkohol eDNA
Extraktions Protokoll extrahiert worden. Da das Pellet eine schleimig — nasse Konsistenz
gehabt hat und die qPCR nicht funktioniert hat, ist mit dem DNA — Aufreinigungskit versucht
worden, die mdglichen Inhibitoren zu beseitigen. Zuvor sind die Proben derselben Probenstelle
gepoolt worden. Die Verunreinigung der Pellets kann durch den hohen Sedimentgehalt im
Wasser zustande gekommen sein, oder auch durch ungenaues Pipettieren beim Ubertragen der
wiassrigen Schicht in neue Zentrifugenrohrchen, da eventuell Teile der unteren Schicht mit
pipettiert worden sein kdnnten.

Den Proben sind je 50 pl des TE — buffers (low EDTA) zugefiigt worden, bevor diese gepoolt
worden sind, damit sich das Pellet im Puffer 16sen hat konnen.

Nach der Aufreinigung ist erneut eine qPCR angesetzt worden, um zu sehen, ob die Inhibitoren
beseitigt worden sind. Dazu sind je 1 ul Probe und 1 pl Verdiinnungsreihe (10°) dem MasterMix
beigegeben worden. Die PCR hat funktioniert, weshalb anschlieend eine weitere qPCR mit
fiinf ,,no template control* Proben, jeweils zwei der ,,negative control* Proben mit destilliertem
Wasser bei den Probenstellen und je acht Replikaten der gepoolten Proben angesetzt worden
sind.

In Tabelle 3 ist die Zahl der Amplifikationen der einzelnen Proben dargestellt. Die Ct — Werte
sind jene Werte, die einen groben Hinweis auf die DNA Konzentration geben. Ist dieser hoch,
ist die Ausgangskonzentration niedrig. Die Ct — Werte in Tabelle 3 sind die Mittelwerte der 8
Replikate jeder Probe. Die erste Probe des Johnsbachs beim Gasthof Bachbriicke ist ein Mal
amplifiziert und weist einen Ct — Wert von 37,79 auf. Die zweite Johnsbach — Probe beim

Besucherplatz ,,Hellichter Stein® ist drei Mal amplifiziert und hat einen Ct — Wert von 37,44.
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Bei der ersten Enns — Probe (Einstieg Rafting Strecke) sind alle acht Replikate amplifiziert und
der mittlere Ct — Wert ist 34, 39. Bei der zweiten Enns Probe (Johnsbachbriicke) sind sieben
Replikate amplifiziert, und haben einen Ct — Wert von 35,96. Die letzte Enns Probe
(Gstatterbodenbriicke) weist einen Ct — Wert von 35,90 auf, und es haben alle Replikate

amplifiziert.
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Abbildung 9 Ergebnisse der gPCR der Proben 030 — 063 (Corbett Research, 2005 — Quantitation Data for Cycling A. FAM)

In Abbildung 9 sind die Ergebnisse der qPCR grafisch dargestellt (Corbett Research). Eine
Amplifikation ist dadurch zu erkennen, dass die Kurve ansteigt. Dies ist bei den oben genannten
eDNA Proben und Replikaten der Fall. Man kann erkennen, dass die Proben zwischen dem 30.
und 35. Zyklus zu amplifizieren begonnen haben. Die Negativ — Kontrollen eDNA 030, eDNA
035, eDNA 040, eDNA 051 und eDNA 062 sind nicht amplifiziert, was bedeutet, dass steril
gearbeitet worden ist und die Geriitschaften nicht mit Aschen — DNA kontaminiert gewesen
sind. Bei der DNA Extraktion sind zwei Puffer (700 pl Longmire Lysis buffer) als Extraktions
— Leerwert bei allen Extraktionsschritten und der Aufreinigung mitgemacht worden, welche bei
der gPCR nicht amplifiziert haben und die somit ebenfalls wihrend den Extraktionsschritten

nicht kontaminiert worden sind.

27



4.3. eDNA 073 - 087
Die eDNA Proben 074 — 087 sind am 06.05.2019 gesammelt worden. Sowohl Enns als auch
Johnsbach sind wesentlich klarer gewesen, weshalb bei der ersten Johnsbachstelle 4 x 250 ml
Wasser durch 4 Filter gedriickt worden ist, ab Probenstelle Johnsbach 2 jedoch 2 x 500 ml durch
2 Filter. Auch bei der Enns sind 2 x 500 ml Wasser durchgebracht worden.
Am 05. Mai hat es erneut ein paar Zentimeter geschneit, weshalb die Fliisse wieder kiihler
geworden sind. Der Johnsbach hat eine Temperatur von (4,8 = 0,1) °C aufgewiesen. Die Enns
hat eine Temperatur von (5 £ 0,1) °C gehabt.
Bei der Extraktion sind zwei weitere Alkohol — Wasch — Schritte eingebaut worden, damit das
Pellet nicht schleimig-wissriger Konsistenz ist, sondern an der R6hrchenwand kleben bleibt.
Hierfiir ist ein Schritt mit 70 % Ethanol und einer mit 100 % Ethanol eingebaut worden (siche
Methoden, eDNA Extraktions Protokoll im Anhang). Jeder Probe sind 100 pl TE — buffer (low
EDTA) zugefiigt und anschlieBend sind die Proben der gleichen Stelle gepoolt worden.
Nach der Extraktion ist eine qPCR mit je zwei Replikaten pro Probe durchgefiihrt worden, um
diese auf Inhibitoren zu testen. Es sind keine Inhibitoren in den Proben gewesen, weshalb eine
qPCR mit acht Replikaten, 5 ntc — Proben, 2 Replikaten des Extraktions — Wertes und jeweils
zwel der negativ Kontrollen eDNA 073, eDNA 077, eDNA 080, eDNA 083 und eDNA 086
angesetzt worden ist.
In Abbildung 10 sind die Ergebnisse grafisch dargestellt und in Tabelle 3 ist ersichtlich, welche
Proben amplifiziert haben. Von den Proben der ersten Johnsbach — Stelle hat eine amplifiziert,
bei der zweiten keine. Bei der ersten Enns — Stelle sind 4 von den 8 Replikaten amplifiziert. In
der zweiten Enns Stelle alle und in der dritten 7 von 8. Die Ct — Werte sind etwas hoher als bei
den eDNA Proben 031-063. Dies deutet auf eine geringere DNA — Konzentration hin, was auch
die schlechtere Amplifikationsrate von Johnsbach 2 und Enns 1 erkldren wiirde.
Einer der eDNA 083 Negativ — Kontrollen hat leicht amplifiziert, da sich die Kurve minimal
dem Threshold annéhert. Da nur eine der Negativkontrollen amplifiziert hat, ist dies auf einen
Pipettierfehler zuriickzufithren. Beim Ansetzen der qPCR sind die Negativkontrollen in der
Reihenfolge der Probennahme angesetzt worden, weshalb diese nicht gleich zugemacht worden
sind und méglicherweise mit Aschen — DNA der anderen Proben in Kontakt gekommen sind.
Da die geringe Amplifikation jedoch nur bei einer der Negativkontrollen vorkommt, deutet es

nicht auf eine allgemeine Kontamination der Proben hin.
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Abbildung 10 Ergebnisse der gPCR der Proben 073 — 087 (Corbett Research, 2005 — Quantitation Data for Cycling A. FAM)

4.4, eDNA 095 - 109

Die eDNA — Proben 095 — 109 sind am 20.05.2019 gesammelt worden. Bei den beiden
Johnsbach — Proben sind pro Stelle 2 x 500 ml Wasser durch die Filter gedriickt worden. Bei
Ennsproben 1 und 3 ebenfalls. Bei Ennsprobe 2 sind 2 x 300 ml und 1 x 400 ml durch die Filter
gedriickt worden, da das Wasser im Bereich des Kehrwassers sehr triib gewesen ist, weil relativ
viel aufgewirbeltes Sediment vorhanden gewesen ist und der Bereich generell schlammig —
sandig ist.

Durch den Temperatursturz und den Schneefall Anfang Mai ist erneut Schmelzwasser in den
Fliissen zu bemerken gewesen. Die Temperatur ist jedoch wieder angestiegen. Im Johnsbach
ist eine Temperatur von (6,5 °C £ 0,1) °C und in der Enns (7,5 £ 0,1) °C gemessen worden.
Wie in Tabelle 3 zu sehen, ist im Johnsbach keine Probe amplifiziert, was auf das Fehlen von
Aschen — DNA zuriickzufiihren ist. Bei der ersten Probenstelle der Enns ist ein Ct — Mittelwert
von 37,12 aller acht amplifizierten Proben errechnet worden. Bei der Probenstelle 2 der Enns
sind sieben Replikate amplifiziert, wodurch sich ein Ct — Wert von 37,2 ergeben hat. Bei der
dritten Enns Stelle sind ebenfalls sieben Replikate amplifiziert, und es hat sich ein Ct — Wert
von 36,88 ergeben. Somit kann man sagen, dass die DNA Konzentration von Thymallus

thymallus in der dritten Probenstelle der Enns an diesem Tag am hochsten gewesen ist.
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Abbildung 11 Ergebnisse der gPCR der Proben 095 — 109 (Corbett Research, 2005 — Quantitation Data for Cycling A. FAM)

In Abbildung 11 sind die Proben 105 — 109 dargestellt. Wie auch in der Tabelle 3 protokolliert,
sind allgemein weniger Replikate der Proben amplifiziert. Bei Probe eDNA 105 ist jedoch ein
Pipettier — Fehler aufgetreten, da zuerst keine der acht Replikate amplifiziert hat. Diese Probe
ist dann auf Inhibitoren getestet worden, indem eine qPCR (laut Protokoll) mit vier Replikaten
mit je 1 pl der Probe und 1 pl der Verdiinnungsreihe (Verdiinnung 10°) angesetzt worden ist.
Da alle vier Replikate amplifiziert haben, ist bestétigt worden, dass es sich nicht um Inhibitoren
in der Probe handelt, wodurch sich der Verdacht auf einen Pipettier — Fehler bestétigt hat.

Wabhrscheinlich ist keine Probe in die PCR — Réhrchen mit dem Mastermix gegeben worden.
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Abbildung 12 Probe eDNA 105 (Corbett Research, 2005 — Quantitaion Data for Cycling A. FAM)

In Abbildung 12 ist die Kurve der sieben Amplifikationen zu erkennen. Die violette Kurve,
welche am stiarksten und schnellsten amplifiziert hat, ist die positive Kontrolle der Probe plus

Verdiinnung.

4.5. eDNA 111-129
Die eDNA Proben 111 — 129 sind am 27.05.2019 gesammelt worden. Die Enns hat relativ viel
Wasser gefiihrt, was am Schmelzwasser gelegen haben konnte. Das destillierte Wasser fiir die
Steril — Proben ist im Reinraum in den leeren Kanister der anderen Probennahmen gefiillt
worden. Bei der ersten Negativ - Kontrolle ist der Filter gelblich geworden (sieche Abbildung

13). Diese Farbung ist wahrscheinlich durch rostige / verkalkte Rohre des Instituts zustande

gekommen.

Abbildung 13 Filter der Negativ — Kontrolle am 27.05.2019

Es sind bei jeder Probenstelle der Enns und des Johnsbachs 4 x 250 ml Wasser durch die Filter

gedriickt worden. Die Temperatur der Fliisse ist nicht gemessen worden, da das Thermometer
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kaputt geworden ist. In Tabelle 3 ist ersichtlich, dass die beiden Johnsbachproben zwei Mal
amplifiziert haben, wobei die zweite Probe einen relativ hohen Ct — Mittelwert aufweist (43,18)
was auf die geringste DNA — Konzentration der Probenreihe hindeutet. In den drei Enns —

Stellen sind alle 8 Replikate der Proben amplifiziert.
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Abbildung 14 Ergebnisse der gPCR der Proben 111-129 (Corbett Research, 2005 — Quantitaion Data for Cycling A. FAM)

In Abbildung 14 sind die Ergebnisse der qPCR der Proben 111-129 dargestellt. Die Steril -
Kontrollen sind leicht amplifiziert, was aufgrund des destillierten Wassers passiert sein konnte,
jedoch sind diese nicht vom Programm als ,,amplifiziert* erfasst worden, da kein Ct — Wert
errechnet worden ist. Der lineare leichte Anstieg mehrere Proben kann durch undicht

verschlossene Proben und einer folglichen Evaporation zustande gekommen sein.
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4.6. Allgemeine Diskussion
Die Ergebnisse haben gezeigt, dass das eDNA qPCR Protokoll funktioniert, da sowohl in der
Enns als auch im Johnsbach Replikate amplifiziert haben. Somit ist bestétigt, dass auch in
groBen Fliissen wie der Enns mit einer in Relation zur FlussgroBe, kleinen Aschen —
Populationsdichte, mit dem sensitiven Test Aschen detektiert werden haben konnen. Im
Johnsbach sind nur wenige Replikate amplifiziert, was auf eine geringe Populationsdichte
beziehungsweise wenige Individuen hindeutet, da nicht so viel DNA im Wasser schwimmt, wie
zum Beispiel in der Enns. Man kann jedoch anhand der eDNA nicht sagen, ob Aschen in dem
Moment anwesend gewesen sind, da die DNA einige Kilometer mit dem Flussverlauf
mitschwimmen und trotzdem detektiert werden kann. Jedoch ist Aschen — DNA zumindest bis
zur Probenstelle ,,Hellichter Stein® detektiert worden, was bedeutet, dass Aschen zumindest bis
zu diesem Punkt den Johnsbach aufsteigen, moglicherweise auch noch weiter.
Wenn man die Ergebnisse mit der Fischbestandserhebung der Universitdt fiir Bodenkultur
(2009) vergleicht, sind Aschen auch damals in den Bereichen der Enns vorgekommen. Auf S.
15 des Priimonitoring — Berichts wird erwiihnt, dass im Bereich Gesduse die Aschen —
Population grofteils aus Jungfischen besteht (BOKU, 2009). Dies lédsst sich wiederum mit den
kartierten Laichplédtzen aus dem Jahr 2003 des Nationalparks Gesduse vergleichen (Abbildung
3), da im Bereich Gesiuse Aschen - Laichplitze detektiert und protokolliert worden sind. Bei
der Fischbestandserhebung (November 2005) sind im Johnsbach keine Aschen protokolliert
worden. Moglicherweise steigen die Aschen nur wihrend der Laichzeit in den Johnsbach auf.
Es konnte aber auch abhingig vom Wasserstand eine mogliche Barriere geben, welche die
Wanderung flussaufwiérts verhindern wiirde.
Anhand der qPCR kann man weder erkennen, ob es sich um Jungfische oder adulte Exemplare
handelt, noch ob Aschen zu diesem Zeitpunkt im Wasser gewesen sind, da eDNA einige
Kilometer wandern kann. Um mit Sicherheit sagen zu konnen, dass sich zu besagtem Zeitpunkt
Exemplare in der Probenstelle befinden, muss man welche gesehen haben.
Da im Johnsbach nur eine geringe Probenanzahl amplifiziert hat, weist dies eventuell auf eine
niedrige Individuendichte hin. Jedoch kann man keinen absoluten Wert angeben, da eDNA

dafiir nicht geeignet ist.

Da die ersten eDNA — Extraktionen laut Protokoll nicht funktioniert haben, sind verschiedene
Methoden ausprobiert worden, um das Protokoll zu verbessern. Die zwei zusitzlichen Alkohol
— Waschgiinge haben sich als geeignet erwiesen, um das Pellet von den Inhibitoren
freizumachen. Sollte der Schritt trotzdem nicht funktionert haben, aufgrund von
Pipettierfehlern oder auch aufgrund des gefilterten Sediments, ist zusétzlich das Aufreinigungs

— Kit verwendet worden, welches bei allen Proben funktioniert hat.
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5. Zusammenfassung

Das eDNA gPCR Protokoll ist an zwei Fliissen im ,,Natinoalpark Gesduse* getestet worden. Es
sollte herausgefunden werden, ob man in einem groflen Fluss wie der Enns mit einer relativ
geringen Aschen — Populationsdichte anhand von Wasser — Proben Aschen — DNA detektiert
werden kann. AuBerdem ist untersucht worden, ob Aschen den Johnsbach zumindest bis zum
Besucherparkplatz ,,Hellichter Stein“ (ca. 500 — 600 m flussaufwirts vom Miindungsbereich
Johnsbach / Enns) aufsteigen, und diesen eventuell als Laichplatz in Erwdgung ziehen.

Der Johnsbach und die Enns sind im Bereich ,,Nationalpark Gesduse* im Zeitraum Ende April
bis Ende Mai an fiinf Tagen beprobt worden. Hierzu sind pro Probenstelle 1 Liter Wasser
entnommen und im Labor des Biologie Instituts der Karl — Franzens — Universitit Graz mithilfe
einer qPCR auf Aschen (Thymallus thymallus) — DNA untersucht worden.

Zusammenfassend ist zu sagen, dass die Aufgabenstellung erfolgreich absolviert worden ist, da
Aschen anhand der qPCR in der Enns und im Johnsbach im Bereich Nationalpark Geséuse
detektiert worden sind. Aufgrund der Ungenauigkeiten der Ergebnisse ist jedoch keine DNA
Konzentration berechnet worden. Es ist nur bestimmt worden, ob Aschen an den 5
Probenstellen detektiert worden sind oder nicht.

Es sind zwischen 7 und 8 / 8 Replikaten aller Enns — Proben amplifiziert, jedoch maximal 3
Replikate der Johnsbach — Proben, was auf eine geringere Individuendichte hindeutet. Jedoch
ist der Fakt, dass im Johnsbach Proben amplifiziert haben spannend, da die
Fischbestandserhebung der Universitit fiir Bodenkultur (2005) im Johnsbach keine Aschen
aufzeigt (BOKU 2006).

Des Weiteren ist im Labor das eDNA — Extraktions — Protokoll ,,verbessert” worden, indem
zweil weitere Alkohol — Waschschritte beziehungsweise eine Aufreinigung mit dem ,,DNA

Clean & Concentrator™ — 5¢

— Kit von ,,Zymo Research* zusétzlich gemacht worden ist, um
die DNA Peletts von Inhibitoren zu befreien. Aufgrund des lang andauernden Schmelzwassers
sind sowohl im Johnsbach, als auch in der Enns Sedimente gefiihrt worden, was die

Wasserprobennahme deutlich erschwert und zusétzliche Waschschritte erfordert hat.
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6. Fachdidaktischer Teil

Im Zuge der Diplomarbeit des Lehramtsstudiums Biologie und Umweltkunde wird folgender
Teil fachdidaktisch strukturiert und beinhaltet Stundenplanungen zum Thema ,,DNA®, die fiir
ein Wahlpflichtfach der 11. Schulstufe (7. Klasse AHS) oder die 12. Schulstufe (8. Klasse AHS)
gestaltet sind.

Im Bereich ,,Weltverstindnis und Naturerkenntnis® der 8. Klasse sieht der Lehrplan des

Bundesministeriums folgendes vor:

,.Genetik

Verstehen der biochemischen Vorgénge bei der Proteinsynthese (Transkription, Translation, Regulation der
Genaktivitdt); Kennen der Vererbungsregeln; Einblick in die Humangenetik; Wissen um gentechnische
Verfahren und deren mogliche Auswirkungen (Landwirtschaft, Medizin, Gesellschaft ua.) erwerben;
Entwicklung einer verantwortungsbewussten Haltung gegeniiber gentechnischen Eingriffen
(Wissenschaftsethik, Bioethik) fordern

(Bundesministerium fiir Bildung, 2018).*

6.1. Molekulare Grundlagen der Genetik — Was ist DNA?

James Dewey Watson und Francis Crick haben um 1950 die Struktur der DNA entschliisselt
und bestitigten somit die Theorie, dass die DNA als Trager der Erbinformation gilt und fiir die
Weitergabe und Verdopplung dieses Erbmaterials verantwortlich ist. Fiir diese Entdeckung ist

ihnen der Nobelpreis zugestanden worden (Begegnungen mit der Natur 8, 2015).

BASE

PHOSPHAT

OH OH
ZUCKER

Abbildung 15 Aufbau eines Nukleotids, bestehend aus Phosphat, Base und Zucker. Quelle: www.google.at/bilder/nukleotid

Nukleotide bestehen aus einer Base (Adenin, Guanin, Thymin oder Cytosin), einer
Phosphatgruppe und einem Zucker, der Pentose Desoxyribose. Die Desoxyribonukleinsdure
(DNA) besteht aus vielen Nukleotiden. Die Base hingt am ersten Kohlenstoffatom des Zuckers
(C1), die Phosphatgruppe am 5. Kohlenstoffatom des Zuckers (Cs). Die einzelnen Nukleotide
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sind iiber die Phosphatgruppe und die OH — Gruppe am C; — Atom des Zuckers zu Ketten
verkniipft. Die Nukleotidkette weist somit ein Ende mit einer OH — Gruppe (3° — Ende), und
eines mit einem Phosphatrest (5° — Ende) auf. Diese DNA — Einzelstringe sind iiber
Wasserstoftbriickenbindungen der jeweiligen Basen (A und T; G und C) miteinander verkniipft
und so bilden zwei Einzelstrange die Struktur einer Doppelhelix. Adenin und Thymin sind mit
zwel Wasserstoffbriicken miteinander verbunden, und Guanin und Cytosin mit drei. Die
gegeniiberliegenden DNA — Einzelstrange werden deshalb auch als komplementér bezeichnet
(bio@school 8, 2018; Begegnungen mit der Natur 8, 2015). In der RNA (die Transportform der
DNA) kommt Thymin in leicht abgewandelter Form vor, und zwar als Uracil. Zwei
Doppelhelix — Stringe sind iiber ein Centromer verbunden und werden als Chromosome
bezeichnet. (Lamm, 2018).

DNA kommt also in allen eukaryotischen Lebewesen vor, aber auch in Prokaryonten und
Archaeen. Wenn DNA Stiickchen in Form von Urin, Haut, Schuppen usw. an die Umwelt
abgegeben werden, spricht man von eDNA (englisch environmental DNA), was auf Deutsch
Umwelt — DNA bedeutet.

DNA kommt also nicht nur in den Lebewesen, sondern auch in deren angrenzender Umwelt
vor, weshalb man anhand von Sediment- oder Wasserproben feststellen kann, welche
Organismen in diesem Bereich leben. Dazu miissen jedoch Sequenzen der Organismen bereits

bekannt sein.

6.2. Was ist ein Gen?
Ein Gen beinhaltet die Erbinformation eines Organismus. Das Gen weist die kleinste
funktionelle Einheit in einem Genom auf. Gemeinsam mit Umwelteinfliissen bestimmten die
Gene die Merkmalsauspriagung. Es gibt zwei Kopien eines Gens auf jedem Chromosom, diese
werden als Allele bezeichnet. Die Allele werden bei der Zellteilung an die Tochterzellen
weitergegeben. Wenn ein Merkmal eines Gens die Ausprigung eines anderen Merkmals
iiberdeckt, spricht man dabei von einem dominanten bzw. einem rezessiven Allel. Das
dominante Allel bestimmt die Auspriagung. Es gibt Bereiche auf den Chromosomen, die keine
Erbinformation tragen, diese werden als Start-, bzw. Stopp — Codons bezeichnet. Als Genotyp

eines Organismus wird die Gesamtheit der Gene in einem Genom bezeichnet (Lamm, 2018).

6.3. DNA — Replikation

Die DNA muss sich bei jeder Zellteilung verdoppeln, damit auch das Erbmaterial verdoppelt

ist. Das Enzym ,Helicase® trennt die doppelstringige DNA in ihre Einzelstrdnge, durch
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Auflésung der Wasserstoffbriickenbindungen zwischen den Basen. Damit sich die beiden
Einzelstringe nicht wieder verbinden, werden ,,Einzelstrang — Bildungsproteine* eingesetzt
(bio@school 8, 2018).

Die DNA — Replikation erfolgt in 5° — 3¢ Richtung, da die DNA — Polymerase die neuen Stringe
nur in diese Richtung verldngern kann. Der Leitstrang wird also kontinuierlich repliziert.
Hierfiir sind die Enzyme ,,DNA — Polymerasen® verantwortlich. Diese Bausteine, die dafiir
verwendet werden sind Nucleosid — Triphosphate (Adenosin — Triphosphat, Guanin —
Triphosphat, Cytosin — Triphosphat und Thymin — Triphosphat).

Der Folgestrang wird diskontinuierlich verlangert, was bedeutet, dass dieser ,,stlickchenweise*
verlangert wird. Diese Stiicke werden als ,,Okazaki — Fragmente® bezeichnet. Zur Bildung
dieser muss immer wieder ein neues RNA — Startermolekiil verfiigbar sein. Die Nukleotide
werden also zu einem Primer verkniipft. Die DNA — Polymerase III synthetisiert das erste
Okazaki — Fragment und 10st sich, sobald ein RNA — Primer erreicht wird. Wenn der Primer
fiir das 2. Fragment fertiggestellt ist, wird die entstandene Liicke zum ersten Okazaki Fragment
in 5° — 3° Richtung aufgefiillt. Die DNA — Polymerase I die RNA — Primer durch DNA —
Stringe. Die DNA Ligase verkniipft die einzelnen Fragmente, wodurch der Folgestrang
vervollstandigt wird (Reece, et al. 2014).

6.4. Vom Gen zum Merkmal

6.4.1. Transkription

Die genetische Information ist in den Zellkernen gespeichert. Die Herstellung von Proteinen
(= Proteinbiosynthese) findet jedoch in den Ribosomen statt. Durch die Transkription (= Kopie)
wird die Erbinformation kopiert und transportfdhig gemacht. Als Vorlage dient ein DNA —
Strang des Zellkerns. Dieser Doppelstrang wird durch die DNA — Polymerase aufgespalten.
Nun sind zwei Einzelstringe vorhanden, an welchen die Basen komplementir ergéinzt werden.
Achtung: an die Adenin — Base wird nun nicht Thymin, sondern Uracil angelagert. Diese
Abschnitte werden als mRNA (messenger RNA) Molekiile bezeichnet und transportieren die
genetische Botschaft zu den Ribosomen (bio@school 8, 2018; Lamm, 2018).

DNA-> 1 ranskription 2 RNA - Translation = Proteine

6.4.2. Translation

Die Translation findet an den Ribosomen statt, welche aus einer kleineren und einer groB3eren
Untereinheit bestehen. Ein mRNA — Molekiil wird durch ein Ribosom gefiihrt und die Codons

werden in Aminosduren tibersetzt. Nicht alle Abschnitte kodieren fiir Aminosduren, es gibt auch
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sogenannte Start- und Stopp — Codone. Die Anlagerung des Codons beginnt erst, wenn die
mRNA durch das Ribosom und dieses ein Start — Codon abliest. Diese Aminosduren werden
dann als Triplet — Code vom Ribosom abgelesen, an die tRNA angelagert und bilden
Polypeptidketten, bis das Ribosom ein Stopp — Codon erkennt. Mit dem Stopp — Codon ist das
Protein fertig. Ein Protein besteht also aus vervielfdltigter, iibersetzter genetischer Information

welche in Form von Aminosduren aneinander gereiht wird (bio@school 8, 2018; Lamm, 2018).

6.5. Der genetische Code

Wie bereits erwihnt sind alle Proteine aus einer Abfolge von verschiedenen Aminoséuren
hergestellt. Die Proteinbiosynthese (sieche Punkt 7.4. und 7.5.) l4uft in allen eukaryotischen
Zellen ab. Es gibt 20 natiirlich vorkommende Aminosduren, die mit den 4 in der mRNA
existierenden Basen (A, U, G, C) kodiert werden. Die meisten Aminosduren werden durch
Basen — Triplett — Codes kodiert. Diese Codes werden als sogenannte ,,Worter™ mit drei
Buchstaben bezeichnet. Zum Ablesen wird die sogenannte Gen — Sonne mit allen moglichen
Basentripletts verwendet. Die Leserichtung erfolgt von innen nach auflen. AUG wire zum
Beispiel ein Start — Codon, UAA ein Stopp — Codon und GCC codiert fiir die Aminosdure
Alanin (bio@school 8, 2018; Lamm, 2018).

6.6. Moderne Gentechnische Verfahren

6.6.1. Gelelektrophorese
Darunter versteht man eine Methode, bei welcher eine Mischung aus Molekiilen nach ihrer
Grofle aufgetrennt wird. Dies passiert aufgrund eines elektrischen Feldes. Die Bestandteile
wandern je nach Ladung / Grof3e / Gewicht unterschiedlich weit. Am schnellsten und weitesten
wandern die kleinen, negativ geladenen Molekiile in Richtung der positiven Anode. Dies ist
durch Banden sichtbar, welche dann nebeneinander liegen und einen Vergleich bieten. Dafiir
wird auch eine Standardprobe mitlaufen gelassen, welche dann einen Vergleichswert bietet.
Um die Banden sehen zu konnen werden sie mit einem Fluoreszenzfarbstoff angereichert
(Lamm, 2018). Man kann das Gel dann unter UV — Licht mittels eines Transilluminators und

einer Digitalkamera visualisiert werden.
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Abbildung 16 Gelelektrophorese von PCR - Produkten (Thymallus thymallus, Salmo trutta, Coregonus) zur Veranschaulichung
wie die DNA Banden durch das Gel laufen

6.6.2. Polymerase — Ketten — Reaktion (PCR)

Die Abkiirzung ,,PCR*“ kommt vom englischen Wort ,,Polymerase Chain Reaction* und
bedeutet Polymerase — Ketten — Reaktion. Diese Methode dient zur Vervielfaltigung von DNA
Spuren. Dies geschieht mithilfe des Enzyms DNA — Polymerase. Nach jedem Zyklus stehen
die entstandenen Produkte fiir die weiteren Durchgénge zur Verfiigung, was auch den Begriff
,Kettenreaktion* ausmacht. Das Verfahren ist 1983 von Kary Mullis erfunden worden, wofiir
er auch 1993 einen Nobelpreis verlichen bekommen hat. Es werden beim Prozess kurze,
bekannte DNA — Sequenzen vervielfdltigt. Hierfiir werden originale DNA mit den zu
kopierenden Abschnitten, zwei Primer die den Start — Punkt der Sequenz angeben, eine
hitzebestindige DNA — Polymerase (oft aus dem Bakterium Thermus aquaticus, daher auch
Taq — Polymerase), Desoxyribonucleosidtriphosphate als Bausteine fiir die neuen DNA —
Striange, Mg?* - Tonen und eine Pufferlosung benotigt. Die Polymerase — Ketten — Reaktion
findet in einem Thermocycler statt, welche auf festgelegte Temperaturen erwidrmen und
abkiihlen kann. Die Zyklen (20 — 30) laufen in 3 Phasen ab (Lamm, 2018):

1.) Denaturierung: Durch Erhitzung auf ca. 95°C werden die Wasserstoffbriicken
aufgelost und die DNA — Stringe werden getrennt. AnschlieBend wird auf ca. 65°C
abgekiihlt, um eine Riickbildung der Doppelhelixstruktur zu verhindern.

2.) Primerhybridisierung: Die Primer des MasterMix heften sich an den Enden der zu

vervielfaltigenden Abschnitte an.
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3.) Elongation: Die DNA — Polymerase fiillt die freien Basen bis zum Ende komplementér
auf. Der Primer meldet eine Startsequenz, was die Polymerase ihre Arbeit direkt

wiederholen l4sst.
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6.7. Stundenplanungen

Schulform: AHS
Klasse/Schulstufe: 7./8. Klasse, 11./12. Schulstufe

Unterrichtsfach: Biologie und Umweltkunde

Dauer: 4 Doppelstunden und eine Einzelstunde

Thema der Unterrichtssequenz: Genetik

Unterrichtsziele:

Die Schiiler/innen...

... kennen die wichtigsten Begriffe der Genetik und der modernen Gentechnik,

... wissen, wie ein Protein hergestellt wird,

... wissen, wie eine DNA Doppelhelix aufgebaut ist und sie konnen diese auch schematisch

dartstellen.

Lehrplanbezug / Bezug zu Bildungsstandards:

»Die Schiilerinnen und Schiiler sollen — im Sinne biologischer Grundbildung — zentrale biologische
Erkenntnisse gewinnen, Prinzipien, Zusammenhénge, Kreisldufe und Abhédngigkeiten in lebenden
Systemen sehen lernen und damit Grundziige eines biologischen bzw. naturwissenschaftlichen
Weltversténdnisses erwerben.

Die Schiilerinnen und Schiiler sollen Einblicke in ausgewihlte Forschungsschwerpunkte der modernen
Biowissenschaften erhalten und damit auch Verstindnis fiir biologische bzw. naturwissenschaftliche
Denk- und Arbeitsweisen erwerben. Sie sollen — auch im Sinne einer Studienvorbereitung fiir
naturwissenschaftliche Fachrichtungen — verstehen, welche Aussagekraft biologische bzw.
naturwissenschaftliche Experimente besitzen und wo deren Grenzen liegen.

Die Schiilerinnen und Schiiler sollen ihr Verstdndnis und die Wahrnehmung fiir den eigenen Korper
vertiefen und damit zu einem verantwortungsvollen Umgang mit sich selbst und anderen befahigt werden
(Akzeptanz des eigenen Korpers, der eigenen Sexualitit; Gesundheitsforderung, Suchtprophylaxe,
Umgang mit behinderten Menschen, Humangenetik)* (Bundesministerium fiir Bildung, 2018).

,»3. Klasse:

Mensch und Gesundheit

Prinzipien moderner Gesundheitsforderung am Beispiel Stress darstellen und ausgehend von den
Erfahrungen der Schiilerinnen und Schiiler bearbeiten (Ursachen, Auswirkungen, Stressbewéltigung);
Einblicke in

Forschungsschwerpunkte der modernen Biowissenschaften (Stammzellenforschung, neue
Reproduktionsmethoden usw.)

Weltversténdnis und Naturerkenntnis

Zelle

Vertiefung des Wissens iiber die zytologischen und molekularen Grundlagen der Vererbung

Genetik

Verstehen der biochemischen Vorgidnge bei der Proteinsynthese (Transkription, Translation, Regulation
der Genaktivitit); Kennen der Vererbungsregeln; Einblick in die Humangenetik; Wissen um gentechnische
Verfahren und deren mogliche Auswirkungen (Landwirtschaft, Medizin, Gesellschaft ua.) erwerben;
Entwicklung einer verantwortungsbewussten Haltung gegeniiber gentechnischen Eingriffen
(Wissenschaftsethik, Bioethik) fordern® (Bundesministerium fiir Bildung, 2018).

41



6.7.1. DNA — Aufbau und Bedeutung
Dauer | Unterrichtsschritte und Sachaspekte Materialien Sozialform
Vorbereitung
5-10¢ AnschlieBend an eine kurze Wiederholung zum Vortrag  der
Thema ,,Zelle* wird der Verlauf der nidchsten Lehrperson
Doppelstunde erkliart
50¢ Das Arbeitsblatt wird von den SuS erledigt, | Arbeitsblatt 1, | Einzelarbeit
beziechungsweise kann bei Fragen die | Text »~DNA | und
Lehrperson aufgesucht werden. Der Text | Aufbau & | Partnerarbeit
enthilt alle ndtigen Informationen. Bedeutung*
35-40° | Das Arbeitsblatt wird gemeinsam verbessert. | Heft, Plenum und
Anschliefend wird mit den DNA Bausteinen | Arbeitsblatt 2, | Partnerarbeit,
eine doppelstrangige DNA ins Heft geklebt, es | Uhu,  Schere, | Vortrag  der
wird dabei auf die richtige Basenpaarung | Mitteilung fiir | Lehrperson
geachtet; am Ende werden die Schiiler kurz auf | die Eltern
die nichste Doppelstunde  (Praktikum)
vorbereitet und es wird ein Informationsblatt
fir die Eltern  ausgeteilt,  welches
unterschrieben in der nichsten Stunde
mitzubringen ist.
PRAKTIKUM DNA EXTRAKTION
90° Praktikum: ,DNA - Gewinnung aus | Isotonische Partnerarbeit
Mundschleimhautzellen (sieche Protokoll, | Losung, im Labor
Praktikum 1) Spiilmittel,
Salz, Wasser,
ReaktionsgefalB,
Pipette,
Petrischale,
Zahnstocher,
Ethanol
Nachbereitung
10°¢ Das Experiment wird gemeinsam im Heft | Heft Vortrag durch

protokolliert.

die
Lehrperson,

Plenum
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Arbeitsblatt 1:

I. Wichtige Grundlagen der Gentechnik

1.5 DNA Aubau & Bedeutung

Bereits 1869 konnte ein Biologe aus der Schweiz DNA erstmalig isolieren. Aber erst im
Jahre 1944 gelingt es DNA als Trager der Erbinformation zu erkennen. 1953 erkennen
die britischen Biologen Watson und Crick die Regeln der Anlagerung einzelner Basen zu
Basenpaaren und werden mit dem Nobel-Preis fir ihre Arbeit geehrt.

Desoxyribonukleinsdure (kurz DNS oder engl. DNA) ist ein Molekiil, das sich aus vielen
Bauteilen, den Nukleotiden, zusammensetzt. Diese Nukleotide bestehen aus dem Zucker
Desoxyribose, einer Phosphatgruppe, sowie einer angehangten Nukleinséurebase. Als
Basen kommen Adenin (A), Guanin (G), Cytosin (C) und Thymin (T) vor. Thymin wird
in leicht abgewandelter Form bei der RNA (Transportform) eingebaut und dann als Uracil
(U) bezeichnet. Viele dieser Nukleotide lagern sich zu einem langen Strang aneinander.
Zwei solcher Strénge bilden zusammen wiederum einen Doppelstrang. Zwei solcher Dop-
pelstrénge sind tber einen Centromer miteinander verkniipft und werden als Chromosom
bezeichnet. Die freien Enden der Chromosome werden als Telomere bezeichnet. Bei der
raumlichen Anordnung der Chromosome spielen spezielle Proteine eine wichtige Rolle.
So sind beispielsweise die Histone fiir die aufgewundene Form der DNA verantwortlich.

Auf Grund chemischer Reaktionen zwi-

Nittent . UG schen den beteiligten Nukleotiden liegen
e ) Telomer Chromosome in gewundener Form vor,
welche man sich als Wendeltreppe gut vor-
stellen kann. Man spricht von einer Doppel-
helix-Struktur. Die Verbindung der beiden
Einzelstrange erfolgt Uber einander gegen-
Uberliegende Basen. Diese Basenpaare
% kénnen sich auf Grund ihrer Molekdlstruk-
tur miteinander komplementéar verbinden,

wobei sich immer Adenin mit Thymin (bzw.

Centromer

Telomer

Zelle

Chromatiden

Basenpaar istone

Pa, Uracil) und Guanin mit Cytosin verbinden.

Diese Verbindung kann getrennt und wie-
der verbunden werden. Diese Eigenschaft
: ist die Grundvoraussetzung fur eine erfolg-
P = reiche Verdopplung der DNA in der Inter-

Doppelstrang phase jeder Zellteilung (Mitose). Dabei
wird der Doppelstrang durch Enzyme wie
die DNA-Polymerase an der Bindungsstel-
le zwischen den Basen aufgetrennt. An jeden freigewordenen Einzelstrang lagern sich nun
neue Nukleotide passend zur Vorlage an. Am Ende des Vorgangs liegen zwei genetisch
identische DNA-Doppelstrdnge vor.

Bastall Nr 11 270

Fingsrabdrishk auf dor Bpur

Die Entzifferung des Genoms eines Organismus ist &uRerst schwierig und teilweise nicht
realisierbar. Der Bakteriophage ®X174 konnte als erste Lebensform komplett, Nukleotid
fur Nukleotid, entziffert werden. Sein Genom besteht aus 5375 Nukleotiden in ganz be-
stimmter Abfolge der Basen A, G, C und T. Wenn man diese 5375 Buchstaben auf ein Blatt
schreibt, so ergibt dies etwa die GroRe dieser Heftseite. Auf dieser Basenfolge sind die
Informationen fiir insgesamt 12 verschiedene Proteine gespeichert. Das Genom gewohn-
licher Bakterien wiirde bereits ein Buch von etwa 400 Seiten flllen. Der Text der mensch-
lichen DNA ist etwa 3 Milliarden Nucleotide lang, was in schriftlicher Form, wére sie denn
bekannt, bereits eine Enzyklopadie von 750 Biichern zu jeweils 400 Seiten fillen wiirde.
Schon in Anbetracht dieser immensen Kettenlange erscheint die Kapazitat der DNA zur
Speicherung von genetischen Informationen als praktisch unbegrenzt.

Lornwerkstatt GENTECHNIK

Abbildung 17 Lernwerkstatt Gentechnik, 2018
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. Wichtige Grundlagen der Gentechnik

Aufgabe 1: Vervollstandige den Lickentext
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bildung 18 Lernwerkstatt Gentechnik, 2018
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Arbeitsblatt 2:

Aufgabe:

Erstelle einen DNA — Doppelstrang! Schneide dafiir die einzelnen Basen, Zucker und
Phosphate aus den vorgefertigten Schablonen aus und klebe sie in der richtigen Anordnung auf
die DNA — Struktur! Beachte dabei, dass du die richtigen Basenpaare verwendest!

Zeichne auBlerdem ein, an welcher Seite sich das 3° — und an welcher sich das 5° — Ende

befindet!

Thymin

Thym'n

Thymin

Thym'n

Thymin

Thym'n

Thymin

Thym'n

Cytosin

Cytos'n

Cytosin

Cytos'n

Cytosin

Cytos'n

Cytosin

Cytos’n
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Adenin

Aden'n

Adenin

Adenin

Adenin

Aden'n

Adenin

Adenin

Zucker

Zucker

Zucker

Zucker

Zucker

Zucker

Zucker

Zucker

Zucker

Zucker

Zucker

Zucker

Zucker

Zucker

Zucker

Zucker

Zucker

Zucker

Zucker

Zucker

Zucker

Zucker

Zucker

Zucker
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G uanin uanin G uanin

uanin

GO O
GO O

G uanin uanin G uanin

uanin

Phosphat | Phosphat | Phosphat | Phosphat

Phosphat | Phosphat | Phosphat | Phosphat







Ziel: chemischer Aufschluss von Mundschleimhautzellen, Isolierung der DNA mittels

Prizipation und Farbung mit Methylenblau.

Durchfiihrung:

1. Spiile deinen Mund mit einem isotonischen Sportgetrank (oder Salzlosung)!
2. Spucke die Losung in den Plastikbecher zuriick!
3. Stelle 50 ml Extraktionspuffer her, indem du folgende Zutaten in dem vorbereiteten

Reaktionsgefal mischst:

e 5 ml Spiilmittel
e 5 gSalz(ca. I Teeloffel)

e Mit Wasser auf 50 ml auffiillen

4. Schlie das GefaB3 und mische die Zutaten durch kriftiges Schiitteln (Vortex)!

5. Pipettiere 2 ml des Extraktionspuffers mit der Kolbenhubpipette zu deinen
Munschleimhautzellen in der Salzlosung und schwenke vorsichtig deinen Becher!

6. GieBe oder pipettiere vorsichtig 4 ml eiskalten Ethanol zu deinen extrahierten Zellen!

7. Transferiere die ausgefallene DNA mithilfe eines Zahnstochers oder einer Pipette in den
Deckel einer Petrischale!

8. Tropfe einige ul Methylenblau auf die DNA und lasse die Losung ca. 5 Minuten
einwirken!

9. Wasche die DNA 1 — 2 Mal mit 1 ml Wasser!

10. Uberfiihre die gefirbte DNA in ein sauberes Eppendorf-Rohrchen!

(Fachdidakrisches Seminar Mikrobiologie und Genetik, Wintersemester 2018)
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6.7.2. DNA - Replikation

Dauer | Unterrichtsschritte und Sachaspekte Materialien Sozialform
Vorbereitung

5¢ Wiederholung der Grundlagen der Genetik (DNA, Vortrag  der
Chromosome) Lehrperson

35°¢ Anhand einer Power — Point Prasentation wird den | Beamer, PP, | Vortrag  der
SuS die DNA Replikation nihergebracht. Die SuS | Heft, Lehrperson,
notieren sich wichtige Informationen in ihr Heft. Power — Point,
Anschliefend wird ihnen ein Text ausgeteilt, auf
dem die DNA Replikation noch einmal beschrieben
ist.

10°¢ Die SuS tauschen sich nun mit dem/der Nachbarn/in | Heft, Text Partnerarbeit,
aus und versuchen mit Hilfe des Textes den Ablauf Plenum

der DNA — Replikation noch einmal zu wiederholen
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Power — Point — Folien:

DNA - Replikation

* HELICASE

DNA -
Polymerase

+ Bentigt Startermolekil DNA-Polymerase (Pol5)
- Primer
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Primase
RNA-Primer

PRIMASE

Diskontinuierlicher
Strang
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DNA - LIGASE
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Text zur DNA — Replikation:

Die DNA muss sich bei jeder Zellteilung verdoppeln, damit auch das Erbmaterial verdoppelt
ist. Das Enzym ,,Helicase* trennt die doppelstringige DNA in ihre Einzelstringe, durch
Auflosung der Wasserstoffbriickenbindungen zwischen den Basen. Damit sich die beiden
Einzelstringe nicht wieder verbinden, werden ,,Einzelstrang — Bildungsproteine™ eingesetzt
(bio@school 8, 2018).

Die DNA — Replikation erfolgt in 5° — 3° Richtung, da die DNA — Polymerase die neuen Stringe
nur in diese Richtung verldngern kann. Der Leitstrang wird also kontinuierlich repliziert.
Hierfiir sind die Enzyme ,,DNA — Polymerasen® verantwortlich. Diese Bausteine, die dafiir
verwendet werden sind Nucleosid — Triphosphate (Adenosin — Triphosphat, Guanin —
Triphosphat, Cytosin — Triphosphat und Thymin — Triphosphat).

Der Folgestrang wird diskontinuierlich verlangert, was bedeutet, dass dieser ,,stlickchenweise*
verldangert wird. Diese Stiicke werden als ,,Okazaki — Fragmente* bezeichnet. Zur Bildung
dieser muss immer wieder ein neues RNA — Startermolekiil verfiigbar sein. Die Nukleotide
werden also zu einem Primer verkniipft. Die DNA — Polymerase III synthetisiert das erste
Okazaki — Fragment und 16st sich, sobald ein RNA — Primer erreicht wird. Wenn der Primer
fiir das 2. Fragment fertiggestellt ist, wird die entstandene Liicke zum ersten Okazaki Fragment
in 5° — 3° Richtung aufgefiillt. Die DNA — Polymerase I die RNA — Primer durch DNA —
Strange. Die DNA Ligase verkniipft die einzelnen Fragmente, wodurch der Folgestrang
vervollstandigt wird (Reece, et al. 2014).

bbildung 19: DNA - Replikation (Campbell Biologie, 2014)
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6.7.3. Proteinbiosynthese

Dauer | Unterrichtsschritte und Sachaspekte Materialien Sozialform
5-10° | Wiederholung DNA Replikation Vortrag  der
Lehrperson
60° Mit dem Buch (bio@school 8, S. 40/41) wird | Beamer, Heft, | Vortrag  der
gemeinsam das Thema  Proteinbiosynthese | Tafel Lehrperson,
(Transkription / Translation) besprochen. Dazu wird Video
zuerst ein Einstiegsvideo gezeigt wie die DNA in
mRNA ibersetzt wird
(https://www.youtube.com/watch?v=Fy 3gplkoNs)
Die SuS sollen wichtige Informationen ins Heft
notieren.
Anhand eines Bildes (siche Abbildung 26) wird die
Translation erklért. Den SuS wird dann der Umgang
mit der Gen — Sonne (Abbildung 27) erklért.
30-35° | Die SuS versuchen nun mit den gesammelten | Heft, Gruppenarbeit,
Informationen in 4er Gruppen das Arbeitsblatt 4 zu | Arbeitsblatt 4, | Plenum
16sen. Dieses wird anschlieBend besprochen.

Erklirung der Translation anhand des Bildes:

Abbildung 20: Translation (schultrainer.de)
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Arbeitsblatt 4:
1.) Was ist ein Codon/Triplet?

2.) Welche Aufgabe haben Start- bzw. Stopp - Codone?

3.),,Ubersetze*“ mit Hilfe der Gensonne (Buch S. 40) die mRNA in eine

Aminosaurekette

Abbildung 21 Gensonne, bio@school 8, S. 40

- A-U-G-C-G-C-U-U-G-G-G-A-U-C-U-A-A-
- G-A-U-G-C-A-U-G-U-A-C-C-C-U-A-G-C-U-
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6.7.4. Moderne gentechnische Verfahren

Dauer | Unterrichtsschritte und Sachaspekte Materialien Sozialform

5-10° | Wiederholung Proteinbiosynthese Plenum

80° Die SuS sollen mithilfe des Internets zu den | Heft, Einzelarbeit,
Themenbereichen ,,Genelektrophorese und ,,PCR* | Arbeitsblatt, Partnerarbeit
recherchieren und dadurch fahig sein, die | Computer
Arbeitsaufgaben des 5. Arbeitsblattes zu 16sen.

10¢ Die SuS versuchen nun mit den gesammelten | Heft, Gruppenarbeit,
Informationen in 4er Gruppen das Arbeitsblatt 5 zu | Arbeitsblatt 5, | Plenum

16sen. Dieses wird anschlieBend besprochen.
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Arbeitsblatt 5:

Beantworte mithilfe serioser Internetseiten folgende Fragen:

1.) Was ist eine Gelelektrophorese und welche Einsatzgebiete kennst du dafiir?

2.) Welche Aufgabe hat das Gel bei der Gelelektrophorese?

3.) Verbinde die richtigen Punkte miteinander:

(A) Die Gelelektrophorese ... O 0O
(1) ... am schnellsten und weitesten. @)
O
(B) Zur Trennung lauft die Probe ... (©]
O
(3) ... gleichweit und werden als Bande 0O
sichtbar
)

(5) ... dient ein standardgemisch, das“
bekannte Molekulgroen enthalt.

Abbildung 22 Lernwerkstatt Gentechnik, 2018

(E) Zur |dentifizierung der einzelnen
Banden ...

(4) ist ein Verfahren zur Trennung von
Stoffgemischen nach der GréRe ihrer
Bestandteile

(D) Gleich schwere Molekiile wandern ... J

(2) ... durch ein elektrisches Feld.

(C) Kleine und leichte Molekiile wandern...
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4.) Was ist das Grundprinzip der PCR? Warum spricht man von einer

Kettenreaktion?

5.) Nenne die sechs Parameter, die zur Durchfiihrung einer PCR benétigt werden?

6.) Nenne Beispiele fiir die Anwendung einer PCR:

7.) Die PCR liduft in einem Thermocycler ab. Erklire die drei Phasen mit eigenen

Worten:

Denaturierung:

Primerhybridisierung:

Elongation:
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7. Anhang:

Im Anhang befinden sich die Protokolle der Feldarbeit und der DNA — Extraktion, sowie das

Protokoll der Probennahme.

TIWAG field collection protocol

Sample box will include:

12 independent bags including:

2 pairs of Gloves

1 syringe (50 mL)

1 filter housing with filter preassembled (plus extra filters in case water does not pass
through one filter)

1 plastic wide mouth bottle (250 mL)

1 pair of plastic tweezers

Additional equipment provided but not in each bag:

Two freezer boxes containing a total of 160 2ml tubes with Longmire’s buffer (60 more
will come from Steve’s group)
Extra bag containing decontaminated filters (60 more filters will come from Steve’s

group)
sampling sheet

Required from sample collector:

Enough distilled water for making one negative control (250 mL) per site, or bottled
water from source outside of sampling location can also be used when no distilled water
is available.

One 5-10 L buck filled with 10% bleach for decontaminating bottles, syringes and filter
housings between sample locations.

instruments needed to collect information about latitude and longitude, water
temperature, turbidity, time of day and other descriptors for sites that may be of interest
or relevant.

Paper towels that can be used for decontaminating surfaces as needed

Protocol for collection and filtering in the field:

1. Avoid sampling after moderate-heavy rains if possible and sample before any other
field assessments are conducted. This will reduce any possible contamination that
may occur due to the transfer of un-sterilized equipment between sampling locations
(e.g., electrofishing equipment, boats, waders, etc.)

2. Chose four sites from which to take 250 mL. One should be above the stretch where
you will electrofish and one should be below the last point electrofished. The other
two should be distributed within the electrofishing area. These can be from the shore
or a transect across the water’s surface. You can also take small amounts of water
(50mL) from many locations and pool this before filtration. The goal is to sample
1 L total for each of the 31 sties.

3. To collect a sample, wear new gloves for each river (i.e., no need to change within
site) and use the sterile plastic bottle to collected 250mL of surface water. All
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10.

11.

12.

13.

equipment require for one sample are included in a single bag. The bottle, syringe
and filter housing can be reused within a general sampling location, but must be
decontaminated between new rivers or locations. See decontamination description
below.

Insert syringe into top of bottle (be careful not to push syringe in too far because this
will cause the water to overflow. Pull up 50 mL of water with syringe by pulling on
plunger, attached filter housing, press plunger until water is passed, repeat a total of
five times until 250 mL of water is filtered.**

Remove filter housing from syringe, pull plunger out (sucking in air), reattach
syringe to filter housing and press air though to expel any remaining water out of
the filter. Repeat twice or more as necessary. No water should continue to come out
of the filter when air is passed through. Remove filter housing from syringe.
Unscrew filter housing and with tweezers remove filter and place inside 2 mL
microtube filled with Longmire’s buffer by slightly rolling or pushing filter in with
one side of the tweezers. Be very careful on windy days as the filter can easily fly
away. To avoid this, when unscrewing hold the bottom of the filter housing between
your thumb and middle finger. As you remove the top of the filter housing touch you
index finger to the filter just on the outside and enough to hold down the filter
without touching the filter too much as to compromise the sample.

**]f water is not passing through with the most pressure you can apply by hand,
then change filter. Make sure to complete step 7 and then change filter. Change
filter by unscrewing the filter housing, place new filter in center and screw tight
shut. Place filter in a separate tube labeled with a unique identification code and a,
b, ¢, etc. On the sample sheet record the volume pushed through each filter.

Just after sampling record latitude, longitude, turbidity, conductivity and any other
descriptive notes for the general sampling location.

Label tubes with unique identifications and record the information on the sample
sheet. Place tubes with filters in freezer box.

Create a filter negative control with a new set of sampling equipment for every
general sampling location (i.e., 31 sites so should make 31 filter negative controls)
by pouring distilled water into 250 mL sampling bottle and repeating filtration steps
5-8 above.

Return sample box and sample sheet in a package for shipping at room temperature.
To ensure that the tubes do not shift much during transport, please add a few paper
towels in the top of the box and then close the lid and tape the box shut. Include a
statement inside the shipping box that “These are filtered water samples in a non-
toxic, non-flammable buffer to be used for research”, the recipe for Longmire’s
solution (number 12 below), your name and contact info, and David Lodge’s contact
information in the package.

Mail to:  Lodge Lab
University of Notre Dame
180 Galvin Life Sciences Building
Notre Dame, Indiana 46556-0369
USA

Buffer  contents: Tris  Hydrochlodide  (C4Hi2CINO3) pH 8.0,
Ethylenediaminetetraacetic acid (EDTA: CioHisN20Og) pH8.0, Sodium chloride
(NaCl), Sodium dodecyl sulfate (SDS: C12H25NaO4S) and distilled water.

Decontamination procedure:
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Between each sampling location you must decontaminate sample bottle,
syringe, tweezers and filter housing. Best if done in the laboratory, but if
needed between locations can be done in the back of a car.

Make sure all parts are disassembled and placed in bucket. Be careful not to
lose the little white rubber gasket on the filter housing. Should be kept in
bleach for minimum of ten minutes.

Use a new pair of gloves to remove equipment from bleach and rinse with
distilled water (or if you have a second bucket with distilled water can place
them in this bucket). Bleach is an irritant and can stain clothes. Be careful
not to spill it on yourself or other materials.

Let air dry or use paper towels to dry.

Before reuse, for a sample, rinse with water from site. HOWEVER, do not
do this for any equipment that will be used for making the negative control
for that site. For the negative control equipment, please make sure it is rinsed
and dried well.

Load new filter into filter housing in a wind controlled area if possible. Use
fresh gloves for loading filters in filter housings.
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Phenol-Chloroform-Isoamyl Alcohol - eDNA Extraction Protocol
Filtered eDNA Samples
DAY 1

e Incubate the 2 ml tubes (containing filters & preservation buffer) at 65°C for 10 min

e Add 900 pl of Phenol-Chloroform-Isoamyl Alcohol to each tubes
— Vortex the tubes for 5 sec

e Centrifuge the tubes at 15.000 g for 5 min

e Add 700 pl of Chloroform-Isoamyl Alcohol to each tubes
— Vortex the tubes for 5 sec

e Centrifuge the tubes at 15.000 g for 5 min

e Add 1.25 ml of 100% ice-cold Ethanol + 20 pl of 5SM NacCl to each tubes
e Mix the tubes gently

e Precipitate overnight at -20°C

DAY 2

e Centrifuge at 15.000 g for 10 min to produce a pellet from the precipitation
e Remove carefully the liquid from each tube without disturbing the pellet

¢ Dry the tubes in the Concentrator at 45°C for 15 min

e Dry further (if necessary) under the hood until no liquid is visible

e Add 200 pl of TE Buffer 1X - Low EDTA

optional, if necessary:

e Remove potential PCR inhibitors with the OneStep PCR Inhibitor Removal Kit

- Mount the Zymo Spin Columns on a Collection Tube & add 600 pl of solution

- Centrifuge at 8000 g for 3 min

- Transfer the DNA extraction (diluted in TE) to ready Zymo Spin Columns mounted on
a clean & labelled 1.5 ml Eppendorf tube (Discard Collection Tube)

- Centrifuge at 8000 g for 1 min
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Sample name Date

eDNA005
eDNA006
eDNAO0O7
eDNA008
eDNA009
eDNA010
eDNAO11
eDNA012
eDNA013
eDNA014
eDNA015
eDNAO16
eDNA017
eDNA018
eDNA019
eDNA020
eDNA021
eDNA022
eDNA023
eDNA024
eDNA025
eDNA026
eDNA027
eDNA028
eDNA029

12.04.19
12.04.19
12.04.19
12.04.19
12.04.19
12.04.19
12.04.19
12.04.19
12.04.19
12.04.19
12.04.19
12.04.19
12.04.19
12.04.19
12.04.19
12.04.19
12.04.19
12.04.19
12.04.19
12.04.19
12.04.19
12.04.19
12.04.19
12.04.19
12.04.19

River

/
Johnsbach
Johnsbach
Johnsbach
Johnsbach
/
Johnsbach
Johnsbach
Johnsbach
Johnsbach
/

Enns

Enns

Enns

Enns

/

Enns

Enns

Enns

Enns

/

Enns

Enns

Enns

Enns

Location

Johnsbach Bachbriicke
Johnsbach Bachbriicke
Johnsbach Bachbriicke
Johnsbach Bachbriicke
Johnsbach Bachbriicke
Hellichter Stein
Hellichter Stein
Hellichter Stein
Hellichter Stein
Hellichter Stein
Johnsbach Steg
Johnsbach Steg
Johnsbach Steg
Johnsbach Steg
Johnsbach Steg
Gstatterbodenbriicke
Gstatterbodenbriicke
Gstatterbodenbricke
Gstatterbodenbriicke
Gstatterbodenbriicke
Rafting Strecke

Rafting Strecke

Rafting Strecke

Rafting Strecke

Rafting Strecke

sampling position

/

50cm linkes Flussufer
150cm linkes Flussufer
50cm rechtes Flussufer
150cm rechtes Flussufer
/

linke Gabelung

150cm linkes Ufer
mittig - vor Gabelung
rechte Gabelung

/

150cm rechtes Flussufer
150cm rechtes Flussufer
150cm rechtes Flussufer
150cm rechtes Flussufer
/

5 Meter rechtes Flussufer
5 Meter rechtes Flussufer
5 Meter rechtes Flussufer
2m rechtes Flussufer

/

rechtes Flussufer

rechtes Flussufer

rechtes Flussufer

rechtes Flussufer

volume GPS coordinates (WGS84)

500ml
250ml
250ml
250ml
250ml
250ml
250ml
250ml
250ml
250ml
250ml
250ml
250ml
250ml
250ml
250ml
250ml
250ml
250ml
250ml
250ml
250ml
250ml
250ml
250ml

N47°34'49.8"E14235'29.728"

N47234'49.8"E14235'29.728"

N47934'49.8"E1493529.728"

N47934'49.8"E1493529.728"

N47°34'49.8"E14235'29.728"

N47°34'35.234"E14235'18.834"
N47°34'35.234"E14235'18.834"
N47934'35.234"E14235'18.834"
N47934'35.234"E14235'18.834"
N47°34'35.234"E14235'18.834"
N47°34'53.911"E14235'43.465"
N47234'53.911"E14235'43.465"
N47934'53.911"E14935'43.465"
N47°34'53.911"E14235'43.465"
N47°34'53.911"E14235'43.465"
N47235'25.044" E14237'43.525"
N47935'25.044"E14237'43.525"
N47235'25.044" E14237'43.525"
N47°35'25.044" E14237'43.525"
N47235'25.044" E14237'43.525"
N47234'50.369"E14233'13.867"
N47934'50.369"E14233'13.867"
N47°34'50.369" E14233'13.867"
N47°34'50.369"E14233'13.867"
N47234'50.369"E14233'13.867"

name of collector

Tamara, Immi, Steve, Sarah
Tamara, Immi, Steve, Sarah
Tamara, Immi, Steve, Sarah
Tamara, Immi, Steve, Sarah
Tamara, Immi, Steve, Sarah
Tamara, Immi, Steve, Sarah
Tamara, Immi, Steve, Sarah
Tamara, Immi, Steve, Sarah
Tamara, Immi, Steve, Sarah
Tamara, Immi, Steve, Sarah
Tamara, Immi, Steve, Sarah
Tamara, Immi, Steve, Sarah
Tamara, Immi, Steve, Sarah
Tamara, Immi, Steve, Sarah
Tamara, Immi, Steve, Sarah
Tamara, Immi, Steve, Sarah
Tamara, Immi, Steve, Sarah
Tamara, Immi, Steve, Sarah
Tamara, Immi, Steve, Sarah
Tamara, Immi, Steve, Sarah
Tamara, Immi, Steve, Sarah
Tamara, Immi, Steve, Sarah
Tamara, Immi, Steve, Sarah
Tamara, Immi, Steve, Sarah
Tamara, Immi, Steve, Sarah

Comments
negative control for eDNA006-009

negative control for eDNA011-0014

negative control for eDNA016-019

Sandbank

negative control for eDNA021-024
Sandbank (Kehrwasser)

Sandbank (Kehrwasser)

Sandbank (Kehrwasser)

steiniger Untergrund

negative control for eDNA026-029
Kehrwasser

Kehrwasserbereich mit Stromung
direkt am Ufer starke Strémung
direkt am Ufer starke Strémung



Sample name Date

eDNA030
eDNA031
eDNA032
eDNA033
eDNAO034
eDNA035
eDNA036
eDNA037
eDNA038
eDNA039
eDNA040
eDNA041
eDNA042
eDNA043
eDNA044
eDNA045
eDNA046
eDNA047
eDNA048
eDNA049
eDNAO050
eDNAO051
eDNA052
eDNAO053
eDNAO054
eDNAO055
eDNAO056
eDNAO057
eDNAO058
eDNAO059
eDNA060
eDNA061
eDNA062
eDNA063
eDNAO64
eDNA065
eDNA066
eDNA067
eDNA068
eDNA069
eDNAO070
eDNAO071
eDNA072

25.04.19
25.04.19
25.04.19
25.04.19
25.04.19
25.04.19
25.04.19
25.04.19
25.04.19
25.04.19
25.04.19
25.04.19
25.04.19
25.04.19
25.04.19
25.04.19
25.04.19
25.04.19
25.04.19
25.04.19
25.04.19
25.04.19
25.04.19
25.04.19
25.04.19
25.04.19
25.04.19
25.04.19
25.04.19
25.04.19
25.04.19
25.04.19
25.04.19
25.04.19
25.04.19
25.04.19
25.04.19
25.04.19
25.04.19
25.04.19
25.04.19
25.04.19
25.04.19

River

/
Johnsbach
Johnsbach
Johnsbach
Johnsbach
/
Johnsbach
Johnsbach
Johnsbach
Johnsbach
/

Enns

Enns

Enns

Enns

Enns

Enns

Enns

Enns

Enns

Enns

/

Enns

Enns

Enns

Enns

Enns

Enns

Enns

Enns

Enns

Enns

/

Enns

Enns

Enns

Enns

Enns

Enns

Enns

Enns

Enns

Enns

Location
Bachbriick
Bachbriick
Bachbriick
Bachbriick
Bachbriick
Hellichter Stein
Hellichter Stein
Hellichter Stein
Hellichter Stein
Hellichter Stein

Park Eingang Rafting Stre /

Park Eingang Rafting Str¢ 2m gerade, Kehrwasser
Park Eingang Rafting Str¢ hinter Stein, strémung
Park Eingang Rafting Str¢ vor Stein (Strémung)

sampling position
/ 250ml

50cm linkes Flussufer 250ml
150cm linkes Flussufer 250ml
50cm rechtes Flussufer 250ml
150cm rechtes Flussufer ~ 250ml

/ 250ml
linke Gabelung 250ml
rechte Gabelung 250ml
vor der Gabelung, Bachmiti 250ml
linkes Ufer, Kehrwasser 250ml
250ml
100ml
100ml
100ml

Park Eingang Rafting Stre¢ re Flussufer, 5m von Einstie 100ml
Park Eingang Rafting Str¢ 5m gerade aus, mittigvon E 100ml

Park Eingang Rafting Str¢ 2m gerade, Kehrwasser
Park Eingang Rafting Stre¢ hinter Stein, strémung
Park Eingang Rafting Str¢ vor Stein (Strémung)

100ml
100ml
100ml

Park Eingang Rafting Str¢ re Flussufer, 5m von Einstie 100ml
Park Eingang Rafting Str¢ 5m gerade aus, mittigvon E 100ml

Johnsbach Steg
Johnsbach Steg
Johnsbach Steg
Johnsbach Steg
Johnsbach Steg
Johnsbach Steg
Johnsbach Steg
Johnsbach Steg
Johnsbach Steg
Johnsbach Steg
Johnsbach Steg
Gstatterbodenbriicke
Gstatterbodenbriicke
Gstatterbodenbriicke
Gstatterbodenbriicke
Gstatterbodenbriicke
Gstatterbodenbriicke
Gstatterbodenbriicke
Gstatterbodenbriicke
Gstatterbodenbriicke
Gstatterbodenbriicke
Gstatterbodenbriicke

/ 250ml
linkes Flussufer 100ml
linkes Flussufer 100ml
linkes Flussufer 100ml
linkes Flussufer 100ml
linkes Flussufer 100ml
linkes Flussufer 100ml
linkes Flussufer 100ml
linkes Flussufer 100ml
linkes Flussufer 100ml
linkes Flussufer 100ml

/ 250ml
linkes Flussufer, 1m vom Eit 100ml
linkes Flussufer, 1m vom Eit 100ml
linkes Flussufer, 1m vom Eit 100ml
linkes Flussufer, 1m vom Eit 100ml
linkes Flussufer, 1m vom Eit 100ml
linkes Flussufer, 1m vom Eit 100ml
linkes Flussufer, 1m vom Eit 100ml
linkes Flussufer, 1m vom Eit 100ml
linkes Flussufer, 1m vom Eit 100ml
linkes Flussufer, 1m vom Eit 100ml

volume GPS coordinates (WGS84)

N47°34'49.8" E14235'29.728"

N47234'49.8"E14235'29.728"

N47234'49.8"E14235'29.728"

N47234'49.8"E14235'29.728"

N47°34'49.8"E14235'29.728"

N47234'35.234"E14235'18.834"
N47234'35.234"E14235'18.834"
N47234'35.234"E14235'18.834"
N47934'35.234"E14235'18.834"
N47234'35.234"E14235'18.834"
N47234'50.369" E14233'13.867"
N47234'50.369" E14233'13.867"
N47234'50.369" E14233'13.867"
N47234'50.369" E14233'13.867"
N47234'50.369" E14233'13.867"
N47234'50.369" E14233'13.867"
N47234'50.369" E14233'13.867"
N47234'50.369" E14233'13.867"
N47234'50.369" E14233'13.867"
N47234'50.369" E14233'13.867"
N47234'50.369" E14233'13.867"
N47934'53.911"E14235'43.465"
N47234'53.911"E14235'43.465"
N47234'53.911"E14235'43.465"
N47234'53.911"E14235'43.465"
N47934'53.911"E14235'43.465"
N47234'53.911"E14235'43.465"
N47234'53.911"E14235'43.465"
N47234'53.911"E14235'43.465"
N47934'53.911"E14235'43.465"
N47234'53.911"E14235'43.465"
N47234'53.911"E14235'43.465"
N47235'25.044" E14237'43.525"
N479235'25.044" E14237'43.525"
N47235'25.044" E14237'43.525"
N47235'25.044" E14237'43.525"
N47235'25.044" E14237'43.525"
N47235'25.044" E14237'43.525"
N47235'25.044" E14237'43.525"
N47235'25.044" E14237'43.525"
N47235'25.044" E14237'43.525"
N47235'25.044" E14237'43.525"
N47935'25.044" E14237'43.525"

name of collector
Julia, Sarah
Julia, Sarah
Julia, Sarah
Julia, Sarah
Julia, Sarah
Julia, Sarah
Julia, Sarah
Julia, Sarah
Julia, Sarah
Julia, Sarah
Julia, Sarah
Julia, Sarah
Julia, Sarah
Julia, Sarah
Julia, Sarah
Julia, Sarah
Julia, Sarah
Julia, Sarah
Julia, Sarah
Julia, Sarah
Julia, Sarah
Julia, Sarah
Julia, Sarah
Julia, Sarah
Julia, Sarah
Julia, Sarah
Julia, Sarah
Julia, Sarah
Julia, Sarah
Julia, Sarah
Julia, Sarah
Julia, Sarah
Julia, Sarah
Julia, Sarah
Julia, Sarah
Julia, Sarah
Julia, Sarah
Julia, Sarah
Julia, Sarah
Julia, Sarah
Julia, Sarah
Julia, Sarah
Julia, Sarah

Comments

n.c fiir eDNA031-034

6°C (+-0,1); viel dreckiges Wasser weg
6°C (+0,1)

6°C(+0,1)

6°C(+0,1)

n.c fir eDNA036-039

(6,3 +0,1)°C

(6,3 +0,1)°C

(6,3 +-0,1)°C

(6,3 +0,1)°C

n.c fir eDNA041-050

(6,5 +0,1)°C

(6,5 +0,1)°C

(6,5 +0,1)°C

(6,5 +0,1)°C

(6,5 +0,1)°C

(6,5+0,1)°C

(6,5 +-0,1)°C

(6,5 +0,1)°C

(6,5 +0,1)°C

(6,5+0,1)°C

n.c fir eDNA052-061

(6,9 +0,1)°C

(6,9 +0,1)°C

(6,9+0,1)°C

(6,9 +-0,1)°C

(6,9 +0,1)°C

(6,9 +0,1)°C

(6,9+0,1)°C

(6,9 +-0,1)°C

(6,9 +0,1)°C

(6,9 +0,1)°C

n.c flir eDNA063-072

(7,1 +0,1)°C, schlammig, gleich tief
(7,1+-0,1)°C, schlammig, gleich tief
(7,1+-0,1)°C, schlammig, gleich tief
(7,1 +0,1)°C, schlammig, gleich tief
(7,1 +0,1)°C, schlammig, gleich tief
(7,1+-0,1)°C, schlammig, gleich tief
(7,1 +-0,1)°C, schlammig, gleich tief
(7,1+0,1)°C, schlammig, gleich tief
(7,1 +0,1)°C, schlammig, gleic}thief
(7,1+-0,1)°C, schlammig, gleich tief



Sample name Date

eDNAO73
eDNA074
eDNAO075
eDNA076
eDNA077
eDNA078
eDNAO079
eDNAO080
eDNAO081
eDNA082
eDNAO083
eDNA084
eDNAO085
eDNAO086
eDNAO087
eDNAO88
eDNAO09S5
eDNAO096
eDNAO097
eDNAO098
eDNAO099
eDNA100
eDNA101
eDNA102
eDNA103
eDNA104
eDNA105
eDNA106
eDNA107
eDNA108
eDNA109
eDNA110

06.05.19
06.05.19
06.05.19
06.05.19
06.05.19
06.05.19
06.05.19
06.05.19
06.05.19
06.05.19
06.05.19
06.05.19
06.05.19
06.05.19
06.05.19
06.05.19
20.05.19
20.05.19
20.05.19
20.05.19
20.05.19
20.05.19
20.05.19
20.05.19
20.05.19
20.05.19
20.05.19
20.05.19
20.05.19
20.05.19
20.05.19
20.05.19

River

/
Johnsbach
Johnsbach
Johnsbach
/
Johnsbach
Johnsbach
/

Enns

Enns

/

Enns

Enns

/

Enns

Enns

/
Johnsbach
Johnsbach
/
Johnsbach
Johnsbach
/

Enns

Enns

/

Enns

Enns

Enns

/

Enns

Enns

Location
Bachbriicke
Bachbriicke
Bachbriicke
Bachbriicke
Hellichter Stein
Hellichter Stein
Hellichter Stein
Rafting Strecke
Rafting Strecke
Rafting Strecke
Johnsbach Steg
Johnsbach Steg
Johnsbach Steg

Gstatterbodenbriicke
Gstatterbodenbriicke
Gstatterbodenbriicke

Bachbriicke

Bachbriicke

Bachbriicke

Hellichter Stein
Hellichter Stein
Hellichter Stein
Rafting Strecke
Rafting Strecke
Rafting Strecke
Johnsbach Steg
Johnsbach Steg
Johnsbach Steg
Johnsbach Steg

Gstatterbodenbriicke
Gstatterbodenbriicke
Gstatterbodenbriicke

sampling position

/ 250ml
50cm li Flussufer 250ml
100cm li Flussufer 250ml
Fluss - Mitte 500ml
/ 250ml
re Gabelung 500ml
linkes Flussufer Kehrwasser 500ml
/ 250ml

Kehrwasser re Flussufer, 1rr 500ml
rechtes Flussufer, Stromung 500ml
/ 250ml
re Flussufer, 5m in Wasser 500ml
hinter Béschung 2m in Was 500ml
/ 250ml

re Flussufer hinter Baum  500ml
re Flussufer unter Briicke, ki 500ml
/ 250ml
50cm linkes Flussufer 500ml
200cm linkes Flussufer 500ml
/ 250ml
vor Gabelung, Flussmitte  500ml
Kehrwasser linkes Flussufer 500ml
/ 250ml
re Flussufer, Kehrwasser 500ml
re Flussufer, Stromung 500ml

/ 250ml

150cm re Flussufer 400ml
1m re Flussufer 300ml
1m re Flussufer 300ml

/ 250ml
2m re Flussufer 500ml

2m re Flussufer 500ml

volume GPS coordinates (WGS84)

N47234'49.8"E14235'29.728"

N47234'49.8"E14235'29.728"

N47934'49.8"E14235'29.728"

N47934'49.8"E14235'29.728"

N47934'35.234"E14235'18.834"
N47934'35.234"E14235'18.834"
N47934'35.234"E14235'18.834"
N47934'50.369"E14233'13.867"
N47934'50.369"E14233'13.867"
N47934'50.369"E14233'13.867"
N47934'53.911"E14235'43.465"
N47934'53.911"E14235'43.465"
N47234'53.911"E14235'43.465"
N4723525.044" E14237'43.525"
N4723525.044" E14237'43.525"
N4723525.044" E14237'43.525"
N47°34'49.8"E14235'29.728"

N47°34'49.8"E14235'29.728"

N47°234'49.8"E14235'29.728"

N47234'35.234"E14235'18.834"
N47234'35.234"E14235'18.834"
N47934'35.234"E14235'18.834"
N47934'50.369" E14233'13.867"
N47934'50.369"E14233'13.867"
N47934'50.369"E14233'13.867"
N47934'53.911"E14235'43.465"
N47934'53.911"E14235'43.465"
N47934'53.911"E14235'43.465"
N47934'53.911"E14235'43.465"
N47935'25.044"E14237'43.525"
N47935'25.044"E14237'43.525"
N4723525.044" E14237'43.525"

name of collector

Gernot, Sarah
Gernot, Sarah
Gernot, Sarah
Gernot, Sarah
Gernot, Sarah
Gernot, Sarah
Gernot, Sarah
Gernot, Sarah
Gernot, Sarah
Gernot, Sarah
Gernot, Sarah
Gernot, Sarah
Gernot, Sarah
Gernot, Sarah
Gernot, Sarah
Gernot, Sarah
Charly, Sarah
Charly, Sarah
Charly, Sarah
Charly, Sarah
Charly, Sarah
Charly, Sarah
Charly, Sarah
Charly, Sarah
Charly, Sarah
Charly, Sarah
Charly, Sarah
Charly, Sarah
Charly, Sarah
Charly, Sarah
Charly, Sarah
Charly, Sarah

Comments

negative control fir eDNA074-076
(4,8 +-0,1)°C

(4,8 +-0,1)°C

(4,8 +-0,1)°C

n.c fiir eDNA078-079

(4,8 +-0,1)°C

(4,8 +-0,1)°C

n.c. flir eDNA081-082
(5+-0,1)°C

(5+-0,1)°C

n.c fir eDNA084-085

(5+-0,1)°C

(5+0,1)°C

n.c flir eDNA087-088

(5+-0,1)°C

(5+-0,1)°C

nc fir eDNA096-097
(6,5+0,1)°C

(6,5+-0,1)°C

nc fir eDNA099-100

(6,5 +-0,1)°C

(6,5 +-0,1)°C; unter Sohlschwelle
nc fiir eDNA102-103

(7,5 +0,1)°C

(7,5 +0,1)°C

nc fir eDNA105-107

(7,5 +-0,1)°C

(7,5 +-0,1)°C

(7,5 +-0,1)°C

nc fir eDNA109-110

(7,5 +-0,1)°C; Kehrwasser mit Gegen:
(7,5 +-0,1)°C; Kehrwasser mit Gegen:



Sample name Date

eDNA111
eDNA112
eDNA113
eDNA114
eDNA115
eDNA116
eDNA117
eDNA118
eDNA119
eDNA120
eDNA121
eDNA122
eDNA123
eDNA124
eDNA125
eDNA126
eDNA127
eDNA128
eDNA129
eDNA130
eDNA131

27.05.19
27.05.19
27.05.19
27.05.19
27.05.19
27.05.19
27.05.19
27.05.19
27.05.19
27.05.19
27.05.19
27.05.19
27.05.19
27.05.19
27.05.19
27.05.19
27.05.19
27.05.19
27.05.19
27.05.19
27.05.19

River

/
Johnsbach
Johnsbach
/
Johnsbach
Johnsbach
/

Enns

Enns

Enns

Enns

/

Enns

Enns

Enns

Enns

/

Enns

Enns

Enns

Enns

Location

Bachbriicke
Bachbricke
Bachbriicke
Hellichter Stein
Hellichter Stein
Hellichter Stein
Rafting Strecke
Rafting Strecke
Rafting Strecke
Rafting Strecke
Rafting Strecke
Johnsbach Steg
Johnsbach Steg
Johnsbach Steg
Johnsbach Steg
Johnsbach Steg
Gstatterbodenbriicke
Gstatterbodenbriicke
Gstatterbodenbriicke
Gstatterbodenbriicke
Gstatterbodenbriicke

sampling position

/ 250ml
linkes Flussufer 1m 500ml
linkes Flussufer 150cm 500ml

/ 250ml
rechtes Flussufer, héhe Gab 500ml
Strémungsbereich, Kehrwa 500ml
/ 250ml
Kehrwasser 5m gerade 250ml
Kehrwasser 5m gerade 250ml
rechtes Flussufer, Stromung 250ml
rechtes Flussufer, Stromung 250ml

/ 250ml
rechtes Flussufer, 150cm  250ml
rechtes Flussufer, 150cm  250ml
rechtes Flussufer, 2m 250ml
rechtes Flussufer, 2m 250ml
/ 250ml
Kehrwasser 250ml
Kehrwasser 250ml

hinter Baum, rechtes Flusst 250ml
hinter Baum, rechtes Flusst 250ml

volume GPS coordinates (WGS84)

N47234'49.8"E14235'29.728"

N47234'49.8"E14235'29.728"

N47234'49.8"E14235'29.728"

N47234'35.234"E14235'18.834"
N47234'35.234"E14235'18.834"
N47234'35.234"E14235'18.834"
N47234'50.369"E14233'13.867"
N47234'50.369" E14233'13.867"
N47234'50.369"E14233'13.867"
N47234'50.369"E14233'13.867"
N47234'50.369"E14233'13.867"
N47234'53.911"E14235'43.465"
N47234'53.911"E14235'43.465"
N47234'53.911"E14235'43.465"
N47234'53.911"E14235'43.465"
N47234'53.911"E14235'43.465"
N47235'25.044" E14237'43.525"
N47235'25.044"E14237'43.525"
N47235'25.044" E14237'43.525"
N47235'25.044"E14237'43.525"
N47235'25.044" E14237'43.525"

name of collector

Verena, Miriam, Sarah
Verena, Miriam, Sarah
Verena, Miriam, Sarah
Verena, Miriam, Sarah
Verena, Miriam, Sarah
Verena, Miriam, Sarah
Verena, Miriam, Sarah
Verena, Miriam, Sarah
Verena, Miriam, Sarah
Verena, Miriam, Sarah
Verena, Miriam, Sarah
Verena, Miriam, Sarah
Verena, Miriam, Sarah
Verena, Miriam, Sarah
Verena, Miriam, Sarah
Verena, Miriam, Sarah
Verena, Miriam, Sarah
Verena, Miriam, Sarah
Verena, Miriam, Sarah
Verena, Miriam, Sarah
Verena, Miriam, Sarah

Comments

negative control flir eDNA112-113 (F

negative control fiir eDNA115-116

negative control flir eDNA118-121

negative control flir eDNA123-126

negative control fiir eDNA128-131



