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1 Probenvorbereitung

Insgesamt wurden 4 Sterivex Filterproben (siehe Tabelle 1) unter einer Labor-Workbench
geoffnet. Das Filtergewebe wurde mit sterilen Skalpellklingen zerkleinert und bei

Raumtemperatur getrocknet.

Tabelle 1. Probenliste

Proben-Nr. Probe Beschreibung
1 AKO1 Bahntrasse
2 AKO02 Gewerbegebiet
Teich im Blrgergar-
3 AKO3 ten
AKO4 Gartenteich

2 DNA-Extraktion

Das zerkleinerte Filtergewebe wurden in einem Reaktionsvolumen von 5 ml mit 3 ml T1-
Lysepuffer (Macherey-Nagel, Diiren, Deutschland) und 0,3 ml Proteinase tber Nacht bei 56°C
inkubiert. Die eDNA wurden mit dem NucleoSpin® Tissue Kit (Macherey-Nagel, Diren,
Deutschland) aus dem Lysat extrahiert aufgereinigt.

3 PCR und Erstellung der lllumina Libraries

Fir jede Probe wurde ein ca. 55-bp-Fragment des mitochondrialen 12S Gens mit
amphibienspezifischen Primern durch PCR vervielfdltigt. Die Qualitdt der PCR-Produkte wurden
mittels Gelelektrophorese auf einem mit GelRed® (Biotium Inc. Fremont, CA, USA) gefirbten 2%-
igen Agarosegel visuell Uberprift. Die Illumina®-Libraries wurden mit einer zweiten PCR
hergestellt, um die PCR-Produkte mit probenzpezifischen Doppelindizes und Illumina’-
Sequenzierungsadaptern zu versehen. Die Konzentration der einzelnen PCR-Produkte wurde mit
einem fluorometrischen Assay gemessen (QuantiFluor®, Promega GmbH Walldorf, Germany) und
die Libraries anschlieRend in daquimolaren Konzentrationen gemischt. Die gepoolte Libraries
wurden mit einer Illumina® NovaSeq-Plattform in zwei Ldufen (2 x 150 bp Paired-End-Modus)

sequenziert.
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4 Datenanalyse

Die Anzahl der paired-end-Sequenzen pro Probe variierte zwischen 166.034 und 312.610. Die
folgende bioinformatische Analyse wurde mit dem Programm vsearch durchgefiihrt (Rognes et
al., 2016). Jedes Sequenz-Paar mit einem Mindestiiberlappungswert von 50 bp wurden
zusammengefihrt. Alle Gbrigen nicht zusammengefiihrten Sequenzen wurden verworfen. Alle
Sequenzen mit mindestens einer unbekannten Base (N) und alle die, die in allen Proben nur
einmal vorkommen, wurden in der Filterstufe entfernt. Identische Sequenzen wurden
zusammengefihrt (oder ,derepliziert”). Alle potentiellen Chimarensequenzen
(Artefaktsequenzen, die von mehreren Ursprungssequenzen stammen) wurden erkannt und aus
der Probe entfernt. Jede eindeutige Sequenz reprasentiert eine Molecular Operational Taxonomic
Unit (MOTU) (Tabelle 2, Number of MOTUSs).

Tabelle 2. Liste der bearbeiteten Proben, Ergebnisse der Sequenzierung und bioinformatischen Verarbeitung.

Sample Marker Read Pairs Number of Taxonomically assigned |Species
MOTUs MOTUs

AKO1 12S 307.998 6639 554 5

AKO02 12S 312.610 6459 175 5

AKO3 12S 166.034 3097 1519 5

AK04 12S 168.793 4371 814 6

5 Taxonomische Zuordnung

Eine Referenzdatenbank fiir die taxonomische Zuordnung der MOTUs wurde aus allen in GenBank
offentlich zuganglichen 12S-Sequenzen von Amphibienarten, die in Deutschland vorkommen,
zusammengestellt. Die Sequenzen wurden dann mit Hilfe eines lokal installierten BLAST-
Algorithmus (Camacho et al., 2008) mit den Referenzdaten abgeglichen und den am besten
ibereinstimmenden Arten zugeordnet. Alle Ubereinstimmungen unter 98 % wurden verworfen
(Tabelle 2, Taxonomically assigned MOTUs). Die Ergebnisse der taxonomischen Bestimmung der
MOTUs sind in einer separaten Tabelle aufgelistet (angehangte Datei). Aufgrund der genetischen
Variabilitat der einzelnen Arten kdnnen mehrere MOTUs der gleichen Art zugeordnet werden. Die
korrigierte Anzahl der identifizierten Arten wird daher durch das Zusammenfassen von MOTUs
mit der gleichen taxonomischen Zuordnung berechnet (Tabelle 2, Species).
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6 Ergebnistabellen und Dateninterpretation

Die folgenden Informationen helfen dabei die Ergebnisse in der angehangten Tabelle richtig zu
interpretieren:

MOTU Nr: Nummer der vom Clustering-Algorithmus zugeordneten MOTU.

Match: taxonomische Zuordnung auf der Grundlage der am besten libereinstimmenden Sequenz
in der Referenzdatenbank.

% match: Prozentsatz der Ubereinstimmung zwischen der Sequenz und der Referenz.

Ref. Length: Linge der Referenzsequenzen (in Nukleotiden)

Overlap: Lange der zu identifizierenden Sequenzen (in Nukleotiden)

Ein Grof3teil der MOTUs aus den Wasserproben wurde keinem bekannten Taxon mit signifikantem
Konfidenzniveau zugeordnet. Es besteht ein groRer Unterschied zwischen detektierten MOTUs
und taxonomisch zugeordneten MOTUs (Tabelle 1). Die meisten dieser nicht zugeordneten
MOTUs stammen von einzelligen Eukaryoten, die zwangslaufig in der Wassersaule vorhanden
sind und im Filtrationsprozess nicht eliminiert werden. Da die meisten dieser Organismen nicht
in der Referenzdatenbank dokumentiert sind (zumindest nicht mit dem in dieser Studie
verwendeten genetischen Marker), werden diese MOTUs bei der Auswertung der
nachgewiesenen Amphibienarten verworfen.

7 Zusammenfassung der Ergebnisse

In Tabelle 3 sind die MOTUSs und die Anzahl der darin enthaltenen Sequenzen fiir jede Art pro
Probe zusammengefasst. Die griine Markierung zeigt Artprasenz mit einer sehr hohen
Vorkommenswahrscheinlichkeit an. Die gelbe Markierung kennzeichnet ungesicherte
Vorkommen (weniger als 10 Sequenzen), da nur eine sehr geringe Zahl von Sequenzen fiir eine
Art in einer Probe nachgewiesen werden konnte.

Tabelle 3. Anzahl der Sequenzen pro Art und Probe.

Species common hame AKO1 AKO02 AKO3 AKO4
Alytes obstetricans Geburtshelferkréte |0 0 0 2
Bufo bufo Erdkrote 1779 1887 145544 18178
Lissotriton vulgaris Teichmolch 1120 80 1541 823
Mesotriton alpestris Bergmolch 6686 59 312 274
Rana temporaria Grasfrosch 16 15 214 786
Triturus cristatus Kammmolch 9 4 10 411
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8 Haufigkeit der Arten
Die Gesamtzahl der Sequenzen kann verwendet werden, um die Biomasse jeder Art in der Probe

abzuschatzen. Dies gilt nur unter der Annahme, dalR die PCR-Primer fir jede Art dieselbe
Bindungsaffinitat aufweisen.
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