Bayerisches Landesamt fur
Umwelt ts it

Dem Grauen Langohr auf der Spur
mit Hilfe von DNA- Analysen und viel
ehrenamtlichem Engagement!

‘E hrliga' dder 'ﬁ:{ﬁ ! :!E = o2 'A"" '. ’: :




_ _ _ Bayerisches Landesamt fur
Artnachweis mit DNA-Barcoding Umwelt

Artbestimmung per Kot durch ,,DNA-Barcoding*

« Seit 2023: Klarung von Quartieren ohne eindeutiger Art-
bestimmung (Plecotus spec.) zur Ermittlung von Dichtezentren

— Gezielte Kontrolle von Objekten mit ,Langohren”

— Aufsammlung von Kot (moglichst frisch, keine Mischproben
mehrerer Arten, gut beschriftet und dokumentiert)

— Bestatigung Braunes / Graues Langohr durch ,DNA-Barcoding®
— Auch fur 2024 geplant! Interessierte bitte melden!

Was ist eigentlich DNA-Barcoding?
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Was ist DNA-Barcoding

p Species ) o DNA . o Barcode N
*w? i
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\ M ZRNG 2N %

LarissaFruehe (CC-SA 4.0)

« Grundsétzlich zu unterscheiden:
— DNA-Barcoding: Identifikation einer Zielart aus einer einheitlichen Probe (z.B. Kot, Gewebe)

— DNA-Meta-Barcoding: Identifikation mehrerer Zielarten aus einer Mischprobe (z.B. Beutetiere aus Kot,
Umwelt-DNA aus Wasser oder Boden etc.)
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Was ist DNA-Barcoding

..................

i PCR amplification
DNA barcoding

| Sequencing !

==9

DNA extraction E Irrr
Sample : - rrr
-z

=

David CasMor (CC-SA 4.0)
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» Grundsatzlich zu unterscheiden: o e
— DNA-Barcoding: Identifikation einer Zielart aus einer einheitlichen Probe (z.B. Kot, Gewebe)

— DNA-Meta-Barcoding: Identifikation mehrerer Zielarten aus einer Mischprobe (z.B. Beutetiere aus Kot,
Umwelt-DNA aus Wasser oder Boden etc.)
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DNA-Barcoding: Idealvorstellung und Wirklichkeit

 Vorstellung:

* Wirklichkeit

95%
|
Ubereinstimmung

|
RS
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Ablauf des DNA-Barcoding und maogliche Probleme

Species DNA Barcode
s B

s N - N
% P
- — Il

\ M/\ AN /

LarissaFruehe (CC-SA 4.0)

Artidentifikation:

» Vergleich der erhaltenen Sequenz mit
einer oder mehreren Datenbanken

* Sequenz qualitativ hochwertig?

. » Vergleichssequenz vorhanden?

156 160 ‘ Datenbankgrundlage fehlerfrei?

SY RNYN AG TCTCSCRAAY ) L ) :

. » [Ergebnisse nicht immer eindeutig
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Interpretation von Ergebnissen aus dem DNA-Barcoding

resultsxlsy - Excel
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NCBI Genbank nt database BLAST — August 2023 RDP classifier trained using 128 sequences from NCBI + MitoFish (Sato ef al. 2018) https://github.com/terrimporter,/12SvertebrateClassifier/releases/tag/v2.0.0)
=
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= = = = = = = = = = = - - i e - [+ ~| [+ -] [+ -] [+ = = ~ [ =l -
MZEE1203 134 Glis glis voucher CSCF-F Eukarye Charda Mammz Rodent Gliidae Glis Glis_gli= 1
HMSE1630 134 Pipistrellus pipistrellus vo Eukarye Charda Mammz Chiropt Vespen Pipistreff Pipistrellus_pipistrellu 05
HMSE1630 133 Pipistrelluz pipistrellus va Eukarye Charda Mammsz Chiropt Vespen Pipistref Pipistrellus_pipistrellu o5
MTEZ28544 180 Muyotis mystacinus isolate Eukarye Charda Mammz Chiropt Yespen Myatis §Muatis_mystacinus 0.35
MFO33651 133  Eptesicus serotinus isala Eukarye Chorda Mammsz Chiropt Vespen Eptesic)Eptesicus_serotinus 1
4435435 130 Muotis daubentoni 125 ril Eukarye Charda Mammz Chiropt Vespen Myatis §Muatis_daubentonii 0,45
MC_023346 135 Muatis myatis mitochond Eukarye Chorda Mammz Chiropt Vespen Muatis §Muatis_muyotiz 0.28
MM122551 132 Plecatus awitus isolave [ Eukarye Charda Mammz Chiropt Vespen PlecotlPlecatus_auritus 0,18
AF32E107 193 Plecaotus austriacus 125 Eukarye Chorda Mammz Chiropt Vespen PleconfPlecotus_austiacus 03
o AF 326107 189  Plecotus austriacus 125 Eukarye Chorda Mamme Chiropt Yespen Plecon§Plecatus_austriacus 0,44
< HMSE1630 135  Pipistrelluz pipistrellus va Eukarye Charda Mammz Chiropt Vespen Pipistref Pipistrellus_pipistrellu 0,51
AF326107 135 Plecotus austriacus 125 Eukarye Chorda Mamme Chiropt Yespen Plecon§Plecatus_austriacus 0,27
A MM122581 191 Plecatus auritus isalate [ Eukarye Charda Mammz Chiropt Vespen PleconfPlecatuz_auritus 0,18
W AF326107 131 Plecotus austriacuz 125 Eukaryc Chorda Mamms Chiropt Yespen PlecondPlecotus_austriacus 0.34
AF32E107 186 Plecatus austriacus 125 Eukarye Chaorda Mammz Chiropt Vespen Plecot gl i 0,31
MFO38681 133 Eptesicus seratinus isola Eukarye Chorda Mammz Chiropt Vespen EptesicBEpte sicus_seratinus 1
N HMSE1630 195 Pipistrellus pipistrellus vo Eukarye Chorda Mammaz Chiropt Mespen PipistrelPIoTer et oo e | 048
i MTEZ2854d 196 Muotis mystacinus isalate Eukarye Chorda Mammz Chiropt Vespen Myatis §Muatis_mystacinus 0,32
AF32E107 198 Plecaotus austriacus 125 Eukarye Chorda Mammz Chiropt Vespen PleconfPlecotus_austiacus 0.32
B nie Ananac 14w N DR S T ¥ (Y P S HOR ¥ a2
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Artnachweis mit DNA-Barcoding

Bayerisches Landesamt fir
Umwelt Eosvms

Nord- oder Breitflugelfledermaus? Ein komplizierter Fall...

 Erfolg des Abgleichs mit Datenbanken teils
artabhangig: Breitfliigel- und Nordfledermaus wegen
hoher Ahnlichkeit im Mitogenom schlecht aufzulésen

« Handischer Abgleich mit einer Datenbank notwendig

i
150 160
SY RNYN AGTCTCSCRAAY'

m blastp blastx tblastn tblastx

Enter Query Sequence

Enter accession number(s), gi(s), or FASTA sequence(s) © cear Query subrangea
NNTTSSNTTTANTAGRNGATTTTCTATGAGGCCAACTAATGGTATGAATACA o F
ATGATAATAGAAAAGTAC | From |
AGGACTGATGCTAACTGTCCAATAATTACATATGGGTATTCGACTGGCTGC ™
CCTCCGATTCATGTTAGAG p To |

Or, upload file Datei auswahlen |Keine Datei ausgewanlt @

Job Title | Nucleotide Sequence |

Enter a descriptive title for your BLAST search (2]

[} Align two or more sequences @
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Artnachweis mit DNA-Barcoding Umwelt

Nord- oder Breitflugelfledermaus? Ein komplizierter Fall...

Description Scientific Name Max | Total | Query E Por. | Acc. RIS
- - Score Score Cover wvalue  ldent Len
w w w - - w
Eptesicus serotinus voucher MHMNG 1589.001 cytochrome b gene, complete cds; mitochondrial Eptesicus seroti... | 1725 1725 93% 00 96.15% 1140 0©Q3353301
Eptesicus serotinus haplotype E.s._180234 Kaliningrad cytochrome b {cytb) gene,_partial cds; mitochondrial Eptesicus seroti... | 1722 1722 98% 00 9615% 1130 GQ2725871
Eptesicus serotinus voucher NSRL TK 81072 cytochrome b {cytb) gene, _complete cds; mitochondrial Eptesicus serati... | 1720 1720 98% 00 96.06% 1140 OP157123.1
Eptesicus serotinus voucher MHNG 1989.002 cytochrome b gene, complete cds; mitochondrial Eptesicus serofi... | 1720 1720 93% 00 96.06% 1140 0OQ3353311
Eptesicus serotinus isolate 124203 cytochrome b (CYTB) gene, complete cds; mitochondrial Eptesicus seroti... | 1714 1714 98% 00 9596% 1140 ME0Q38481.1
Eptesicus serotinus cytochrome b (cytb) gene, complete cds;_mitochondrial gene for mitochondrial product Eptesicus seroti... | 1714 1714 98% 0.0 9596% 1140 AF376837.1
Eptesicus serotinus voucher TS K092 cytochrome b (cytb) gene, partial cds; mitochondrial Eptesicus seroti... | 1677 1677 95% 00 96.43% 1093 JX902456.1
Eptesicus nilssonii genome assembly,_organelle: mitochondrion Eptesicus nilssonii | 1676 1676 98% 0.0  9527% 17039 0OX621305.1
Eptesicus serotinus voucher TS KO096L cytochrome b (cytb) gene, partial cds; mitochondrial Eptesicus sercti... | 1672 1672 95% 00 96.33% 1093 Jx9024591
Eptesicus serotinus voucher TS K0951 cytochrome b {cytb) gene, partial cds; mitochondrial Eptesicus seroti... | 1672 1672 95% 0.0 96.33% 1093 JX902458.1
Eptesicus nilssonii mitochondrion, complete genome Eptesicus nilssonii | 1670 1670 93% 00 9517% 17006 NC_0841051
Eptesicus nilssonii voucher MHNG 3007.089 cytochrome b gene,_complete cds; mitochondrial Eptesicus nilssonii | 1670 1670 93% 00  9517% 1140 0Q8353791
Eptesicus nilssoni haplotype E.n._180219_Bryansk cytochrome b (cytb) gene, padial cds; mitochondrial Eptesicus nilssonii | 1666 1668 93% 00 9516% 130 GQ272565.1
Eptesicus nilssoni haplotype E.n._180233 Kaliningrad cytochrome b (cyth) gene _partial cds; mitochondrial Eptesicus nilssonii | 1666 1666  98% 00 9516% 1069 GQ272588.1
Eptesicus nilssoni cytochrome b (cytb) gene, complete cds; mitochondrial gene for mitochandrial product Eptesicus nilssonii | 1650 1650 98% 00 9477% 140 AF376836.1
Eptesicus nilssoni voucher ZMMU S-171265 cytachrome b (cytb) gene, partial cds. mitochondrial Eptesicus nilssonii | 1633 1633  95% 00 9561% 1098 Jx902463.1
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Nord- oder Breitflugelfledermaus? Ein komplizierter Fall...

 Erfolg des Abgleichs mit Datenbanken teils ﬂ
artabhangig: Breitfliigel- und Nordfledermaus wegen
hoher Ahnlichkeit im Mitogenom schlecht aufzulésen

« Handischer Abgleich mit einer Datenbank notwendig

i
150 160
SY RNYN AGTCTCSCRAAY'

LOsungsoptionen:
* Betrachtung mehrerer Genabschnitte (12s, COI, CytB) p=l oesv  oesc  tastn  toiese

kann Klarheit bringen

Enter Query Sequence

¢ EfStG"Uﬂg elner reglOnal begrenZten Enter accession number(s), gi[s),orFASTAsequence{s]Qcmar Querysubrange@
Vergleichsdatenbank e
» Personen mit leichtem Zugang zu eindeutigen Nord- CLTCLOATTLATETIAGAS 4 T
oder Breitfliigelfledermausquartieren gerne melden! j’b;‘”' K Datei ausgewantt @ |

Enter a descriptive title for your BLAST search (2]

[} Align two or more sequences @

10 © LfU / Referat 55 / Dr. Simon Ripperger / 16.03.2024



Artnachweis mit DNA-Barcoding

Unerwartete Fledermausnachweise...

Original-1D Moch Material vor Ergebnis

lx
2
3
4 x
5
G
Tx
Bx
9
10
11
12 x
13
14 x
15
16 x
17 x
18
19
20 x
21 x

Myotis_myotis
Plecotus_auritus
Plecotus_austriacus

Fundort

Kirche Wirsberg 5t. Johannis
Kirche Wirsberg 5t. lohannis
Karsbach, Kirche

Artverdacht
Mausohr
Langohr

Flecotus austriacus

|Plecotus_austriacus Meubessingen, Kapelle M. brandtii
Sachserhof, Kapelle Plecotus sp.
Pipistrellus_pipistrellus  Amorbach, Schlossmuhle P.pip.& Bartfm.?
Plecotus_austriacus Helmstadt, Kirche Flecotus sp.
Plecotus_auritus Ebersdorf, Kirche Flecotus sp.

Plecotus_austriacus

Meustadt am Main, Friedhofskapelle Plecotus sp.

Roden-Ansbach, kath. Kirche

Bartfledermaus?

Bayerisches Landesamt fur
Umwelt =

 Artverdacht ist zur Plausibilitatsprifung oft

hilfreich

 Grol3teil der Proben folgt dem Verdacht

3 * 3 !

Plecotus_austriacus Schollbrunn, evang. Kirche Flecotus sp.
| Eptesicus _serotinus Bischbrunn, kat. Kirche Flecotus sp. :*

Pipistrellus_pipistrellus  Schollbrunn, kath. Kirche Bartfledermaus?
Myeotis_mystacinus Aura, kath. Kirche Bartfledermaus?

Grafendorf, evang. Kirche Plecotus? Bartfl.? i
Plecotus_austriacus Faulbach, kath. alte Kirche Flecotus sp.
Myotis_myotis Faulbach, kath. neue Kirche Mausohr/Breitfl. e
Plecotus_auritus Miltenberg-Schippach, kath. Kirche  Plecotus sp.
Plecotus_auritus Eichenbihl-Riedern, kath. Kirche Plecotus? Bartfl.?
Eptesicus_serotinus Miltenberg, kath. Kirche Mausohr/Breitfl. T

Gintersleben, St. Maternus Langohr

11

ngohr?
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Artnachweis mit DNA-Barcoding

Unerwartete Fledermausnachweise...

Original-1D Moch Material vor Ergebnis

lx
2
3
4 x
5
G
7K
g x
9
10
11
12 x
13
14 x
15
16 x
17 x
18
19
20 x
21 x

Myotis_myotis
Plecotus_auritus
Plecotus_austriacus

Fundort

Kirche Wirsberg 5t. Johannis
Kirche Wirsberg 5t. lohannis
Karsbach, Kirche

Artverdacht
Mausohr

Langohr

Flecotus austriacus

|Plecotus_austriacus

Meubessingen, Kapelle

M. brandtii |

Pipistrellus_pipistrellus
Plecotus_austriacus
Plecotus_auritus

Plecotus_austriacus
Plecotus_austriacus

Sachserhof, Kapelle
Amorbach, Schlossmihle
Helmstadt, Kirche
Ebersdorf, Kirche

Meustadt am Main, Friedhofskapelle

Roden-Ansbach, kath. Kirche
schollbrunn, evang. Kirche

Plecotus sp.
P.pip.& Bartfm.?
Flecotus sp.
Flecotus sp.
Plecotus sp.
Bartfledermaus?
Flecotus sp.

| Eptesicus_serctinus

Bischbrunn, kat. Kirche

Plecotus sp. |

Pipistrellus_pipistrellus
Myeotis_mystacinus

Plecotus_austriacus
Myotis_myotis
Plecotus_auritus
Plecotus_auritus
Eptesicus_serotinus

Schollbrunn, kath. Kirche

Aura, kath. Kirche

Grafendorf, evang. Kirche
Faulbach, kath. alte Kirche
Faulbach, kath. neue Kirche
Miltenberg-Schippach, kath. Kirche
Eichenbihl-Riedern, kath. Kirche
Miltenberg, kath. Kirche
Gintersleben, St. Maternus

Bartfledermaus?
Bartfledermaus?
Flecotus? Bartfl.?
Flecotus sp.
Mausohr/Breitfl.
Plecotus sp.
Flecotus? Bartfl.?
Mausohr/Breitfl.
Langohr
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Artverdacht ist zur Plausibilitatsprifung oft

hilfreich

Bayerisches Landesamt fur
Umwelt

Grol3teil der Proben folgt dem Verdacht

Bei Diskrepanzen kann Nachsequenzierung

notig werden

Zur Qualitatssicherung stichprobenartige
Nachsequenzierung am LfU
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Artnachweis mit DNA-Barcoding

Wie kommt die Gams in den Kirchturm?

Original-1D Moch Material vor Ergebnis Fundort Artverdacht
1x Myotis_myotis Kirche Wirsberg 5t. Johannis Mausohr
2 Plecotus_auritus Kirche Wirsberg 5t. lohannis Langohr
3 Plecotus_austriacus Karsbach, Kirche Flecotus austriacus
4 x |Plecotus_austriacus Meubessingen, Kapelle M. brandtii |
5 Sachserhof, Kapelle Plecotus sp.
& Pipistrellus_pipistrellus  Amorbach, Schlossmuhle P.pip.& Bartfm.?
7K Plecotus_austriacus Helmstadt, Kirche Flecotus sp.
B x Plecotus_auritus Ebersdorf, Kirche Flecotus sp.
9 Meustadt am Main, Friedhofskapelle Plecotus sp.
10 Plecotus_austriacus Roden-Ansbach, kath. Kirche Bartfledermaus?
11 Plecotus_austriacus schollbrunn, evang. Kirche Flecotus sp.
12 x | Eptesicus _serotinus Bischbrunn, kat. Kirche Flecotus sp. |
13 Pipistrellus_pipistrellus  Schollbrunn, kath. Kirche Bartfledermaus?
14 x Myeotis_mystacinus Aura, kath. Kirche Bartfledermaus?
15 Grafendorf, evang. Kirche Plecotus? Bartfl.?
16 x Plecotus_austriacus Faulbach, kath. alte Kirche Flecotus sp.
17 x Myotis_myotis Faulbach, kath. neue Kirche Mausohr/Breitfl.
18 Plecotus_auritus Miltenberg-Schippach, kath. Kirche  Plecotus sp.
19 Plecotus_auritus Eichenbihl-Riedern, kath. Kirche Plecotus? Bartfl.?
20 x Eptesicus_serotinus Miltenberg, kath. Kirche Mausohr/Breitfl.
21 x Gintersleben, St. Maternus Langohr
170 Rupicapra_rupicapra Kirche Irgerstheim ? Mur Teil eines Flige

13

* |dealerweise:

Bayerisches Landesamt fur
Umwelt

* Naturlich passieren auch Fehler...

— Moglichst ,sauber” arbeiten
— Mischproben vermeiden
— Genug Material fir Zweitsequenzierung

sammeln
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Artnachweis mit DNA-Barcoding Umwelt

11 Danke fur die Aufmerksamkeit!!!

SRR
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