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I. Kurzdarstellung

1. Aufgabenstellung

In den letzten 250 Jahren wurden bislang Uber 226.000 Arten der verschiedensten
Tiergruppen aus den Weltmeeren identifiziert und beschrieben. Viele Arten spielen eine
besondere Rolle im marinen Nahrungsnetz, entweder als Indikatoren im Okosystem, als
Primdrproduzenten, als Parasiten oder Pathogene. Die korrekte Bestimmung der
unterschiedlichen Arten unterliegt in der Regel Spezialisten, den so genannten Taxonomen.
In vielen Féllen ist diese Arbeit schwierig und zeitaufwendig, da die Unterscheidung von
Arten haufig nur anhand mikroskopisch kleiner morphologischer Details erfolgt und oft eine
jahrelange Erfahrung voraussetzt. Noch schwieriger ist die Bestimmung von Jungtieren,
Larven, Eiern oder Gewebestiicken. Eine genaue Identifizierung der Arten ist aber
unabdingbar, zum Beispiel zur Beurteilung der Schutzwirdigkeit eines Habitats oder
Gebietes und der Bewertung eines Biotops, da sich als Folge von Klimawandel und
menschlichen Einfliissen Veranderungen in der Artenzusammensetzung beobachten lassen.
Weiterhin kénnen durch die Bestimmung von Larven und Eiern Laichgriinde und Laichzeit
von Fischen erkannt und Fangquoten berechnet werden. Auch in der Lebensmittelkontrolle
ist eine genaue Determinierung der vorliegenden Arten von hoher Bedeutung — welcher
Fisch wurde im Fischfilet verarbeitet — und dient somit letztlich auch dem
Verbraucherschutz. Neue Methoden werden bendtigt, die eine schnelle und effiziente
Identifizierung mariner Arten erlauben und unabhadngig von der Gestalt sowohl an
erwachsenen Individuen als auch an Larven oder Gewebeproben mit gleicher Effizienz
angewandt werden kdnnen.

Das Ziel des Forderprojekts ,Nachwuchsgruppe Molekulare Taxonomie mariner
Organismen” am Deutschen Zentrum fur Marine Biodiversitatsforschung/Senckenberg am
Meer in Wilhelmshaven war die Evaluierung und Entwicklung verschiedener
molekularbiologischer Methoden zur Identifizierung und Charakterisierung der marinen
Fauna der Nordsee. Die so gewonnenen Erkenntnisse sollen als Grundlage fir die
Entwicklung automatisierter Verfahren zur schnellen und sicheren Artidentifizierung dienen.
In diesem Zusammenhang wurden verschiedene molekulare Methoden hinsichtlich ihrer
Eignung zur Determinierung von Arten getestet. Das Spektrum der verwendeten Methoden
umfasste a) den Aufbau einer Belegsammlung und DNA-Barcodebibliothek (Hebert et al.
2003a, 2003b) unter Nutzung der ,,Barcode of Life Database” (Ratnasingham & Hebert 2007),
b) in-situ-Hybridisierungen zur spezifischen Artidentifizierung (Amann et al. 1995), c) die
Verwendung von ,next-generation sequencing” (ngs)-Technologien (z. B. Creer et al. 2010,
Hajibabaei et al. 2011, Pawlowski et al. 2011, Westram et al. 2011, Taberlet et al. 2012)
sowie d) die Analyse von Proteomspektren (MALDI-TOF) (Karas et al. 1985).
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2. Voraussetzungen, unter denen das Projekt durchgefiihrt wurde

Am Forschungsinstitut Senckenberg in Wilhelmshaven stand in der Abteilung DZMB ein
modernes Molekularlabor zur Verfligung, in dem samtliche Arbeitsschritte von der DNA-
Extraktion bis zur Aufreinigung von PCR-Produkten durchgefiihrt werden konnten. Weiterhin
standen verschiedene Biirordume, ein weiteres Chemielabor, ein Kihltruhenraum sowie
verschiedene Aquarienrdume zur Verfligung. Zur Optimierung der geplanten Arbeitsprozesse
wurden die Laboratorien mit den entsprechenden Gerdten aufgeristet (Binokular mit
Kamera,  automatische Mehrkanalpipetten, Plattenzentrifuge, = Thermoschittler,
Thermozykler). Im Rahmen der Probenahme auf der Nordsee konnte fiir mindestens vier
Wochen pro Jahr der Forschungskutter Senckenberg genutzt werden. Alle Fanggerate fiir die
Beprobung von planktischen, benthischen und demersalen Organismen waren vorhanden
und standen der Nachwuchsgruppe zur Verfligung. Die taxonomische Expertise der DZMB-
Mitarbeiter, speziell fiir Organismen der Meiofauna, als auch die langjahrige Erfahrung der
Arbeitsgruppe von PD Dr. Ingrid Kroncke (Meeresbiologie) im Rahmen der Beprobung und
Analyse der benthischen und planktischen Gemeinschaften der Nordsee garantieren eine
einwandfreie morphologische Identifizierung der meisten Taxa.

Das Forschungsinstitut Senckenberg ist Mitglied des ,Consortium for the Barcode of Life”
und Leiter eines Projekts des ,Census of Marine Life“. Es bestehen enge Kooperationen mit
verschiedenen auslandischen Instituten und Museen (Smithsonian Institution in Washington,
Natural History Museum in London, IFREMER in Brest, Hawaii University u. a.). Weiterhin
liegen Kooperationsvertrage mit der Universitdt Oldenburg vor, wobei insbesondere eine
enge Kooperation mit den Arbeitsgruppen des Instituts fir Biologie und
Umweltwissenschaften angestrebt wird. Die Universitat plant in diesem Zusammenhang die
Anschaffung einer leistungsfahigen ngs-Plattform.

Der Kooperationspartner im Bereich der in-situ-Hybridisierungen, das Bremer Max-Planck-
Institut fir Marine Mikrobiologie, ist eines der weltweit flihrenden Institute in der
Anwendung dieser Technologie. Bei der Adaption der MALDI-TOF-Technologie kann auf die
jahrelange Erfahrung der mikrobiologischen Arbeitsgruppe um Dr. Gunnar Gerdts und Dr.
Antje Wichels der Biologischen Anstalt Helgoland des Alfred-Wegener Instituts
zurlickgegriffen werden.
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3. Planung und Ablauf des Vorhabens

Die Stelle des Leiters der Nachwuchsgruppe wurde im September 2009 ausgeschrieben, die
Bewerbungsfrist endete am 31. Oktober 2009. Bewerbungsgesprache fanden am 18.12.2009
statt. Die Bewerbungsgesprache fiir die je zwei Postdoktorranden und Doktoranden fanden
am 12.03.2010, die Gesprache fir die Technische Assistentin am 15.04.2010 statt. Der Leiter
der Nachwuchsgruppe nahm an allen Gespréachen teil.

Zur Umsetzung der gesetzten Ziele wurde ein Zeitplan formuliert, der in Tabelle 1
wiedergegeben wird. Der Projektbeginn erfolgte am 01.04.2010. Eine Evaluierung des
Projektes fand am 25.07.2012 durch Vertreter des BMBFs, des Landes Niedersachsen sowie
externer Gutachter statt.

Tabelle 1: Zeitplan AG Molekulare Taxonomie mariner Organismen.

AF1 Probenmanagement

AF2 Barcoding der Metazoa der Nordsee
(mit geplanter Anzahl der erfassten Arten)

AF3 In-situ-Hybridisierung

AF4 ngs-Analytik

AF5 MALDI-TOF Analysen

Auswertung/Publikationen

Kolloguium/Evaluierung

Im Laufe des Berichtszeitraumes mussten die beiden Doktorandenstellen als auch die
Technische Fachkraft neu besetzt werden. Frau Lucineia Albanio Pivetta (Doktorandin)
schied am 31.08.2010 aus. Eine neue Stellenausschreibung erfolgte nicht, da nach
Riicksprache Frau Inga Mohrbeck, die bereits im 15.04.2010 zusammen mit Frau Pivetta zum
Vorstellungsgesprach eingeladen war, die ausgeschriebene Stelle angeboten wurde und sie
die selbige annahm. Frau Sandra Ditzler (Doktorandin) verlie die Arbeitsgruppe am
31.10.2011. Die vakante Doktorandenstelle wurde im Dezember 2010 neu ausgeschrieben,
die Bewerbungsfrist endete am 16.01.2011. Die Bewerbungsgesprache fanden am
26.01.2010 statt. Die ausgeschriebene Stelle wurde mit Herrn Thorben Hofmann besetzt.
Frau Valeska Borges (TA) verlield die Gruppe am 31.01.2013 und wurde durch Frau Corinna
Girschik ersetzt, die zu diesem Zeitraum ein Praktikum in der AG absolvierte.
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Die Nachwuchsforschergruppe setzte sich somit im Férderzeitraum personell wie folgt

zusammen:
Dr. Michael J. Raupach (AG-Leitung): 01.04.2010-31.03.2013
Dr. Silke Laakmann (Postdoc): 01.05.2010 - 30.04.2013
Dr. Thomas Knebelsberger (Postdoc): 01.06.2010 - 31.05.2013
Dipl. Biolng. Sandra Ditzler (Doktorandin): 01.04.2010-31.10.2010
Dipl. Biol. Thorben Hofmann (Doktorand): 01.03.2011 -30.04.2013
Dipl. Biol. Lucineia Pivetta (Doktorandin): 15.05.2010 - 31.08.2010
Dipl. Biol. Inga Mohrbeck (Doktorandin): 01.09.2010 - 30.04.2013
Valeska Borges (TA): 01.09.2010 - 31.01.2013
Corinna Girschik (TA) : 01.05.2013 - 30.09.2013

Die Planung und Durchflihrung des Projektes verteilte sich neben dem Probenmanagement
auf vier Arbeitsfelder, die in Abbildung 1 dargestellt sind.

Aufbau und Arbeitsfelder der AG

AF1: Probenmanagement

Langzeitlagerung von Belegexemplaren und Proben

AF2: Barcoding der Metazoa der Nordsee (COlI)

AF3: Artidentifizierung mittels in-situ-Hybridisierungen

AF4: Artdetektion mittels ngs-Technologie (454)

AF35: Proteomfingerprintanalyse (MALDI-TOF)

Abbildung 1: Aufbau und Arbeitsfelder der AG ,,Molekulare Taxonomie mariner Organismen“ am DZMB.
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4. Wissenschaftlicher und technischer Stand, an den angekniipft wurde
4.1. DNA-Barcoding

Die Verwendung von mitochondrialen COI-DNA-Barcodes stellt seit geraumer Zeit eine
etablierte Methode zur molekularen Artidentifizierung fiir viele Tiergruppen dar (Hebert et
al. 2003a, 2003b). Die Vorteile der Verwendung mitochondrialer DNA fir
molekulartaxonomische Zwecke sind vielfdltig. So werden abgesehen von wenigen
Ausnahmen Mitochondrien maternal vererbt; entsprechend unterliegt die mitochondriale
DNA keiner Rekombination. Mitochondriale DNA zeichnet sich weiterhin in vielen
Abschnitten durch eine allgemein hohe Mutationsrate aus. Darliber hinaus erlauben im Falle
des verwendeten COIl Fragments hoch konservierte Regionen, die den Barcode-Abschnitt
flankieren, die Verwendung von universellen Primern fir eine Vielzahl von Taxa. Von
entscheidender Bedeutung ist die Existenz einer so genannten Barcoding Liicke (barcoding
gap): die innerartliche (intraspezifische) Variabilitdt muss einen geringeren Wert einnehmen
als die zwischenartliche (interspezifische) Variabilitat. Zahlreiche Publikationen (z. B. Costa et
al. 2007, Radulovici et al. 2009, Holmes et al. 2009, Bucklin et al. 2011, Hausmann et al.
2011, Hawlitschek et al. 2011) bestatigen die Effizienz dieser Methodik. Verschiedene
internationale GroRprojekte streben eine Erfassung samtlicher Arten mit Hilfe von Barcodes
an (www.ibolproject.org), welche in 6ffentlich zuganglichen Referenzdatenbanken hinterlegt
sind (www.boldsystems.org). In Deutschland wird derzeit eine planmaRige Erfassung durch
das ,German Barcode of Life“-Projekt (www.bolgermany.de) und der ,Barcoding Fauna
Bavarica“-Initiative in Bayern (www.faunabavarica.de) betrieben, um eine Verzahnung
zwischen Taxonomie, Faunistik, Okologie und angewandten Aspekten herzustellen.

4.2. In-situ-Hybridisierung mittels 18S rRNA spezifischer Sonden

In-situ-Hybridisierungstechniken ermdéglichen einen sehr spezifischen Nachweis von RNAs
oder DNAs. Hierzu wird eine kinstlich hergestellte Sonde aus Nukleinsdauren eingesetzt, die
sich (iber komplementdre Basenpaarungen an die nachzuweisende Zielsequenz anlagert.
Wahrend diese Methodik seit vielen Jahren in der Mikrobiologie zur Artidentifizierung von
Mikroorganismen Anwendung findet, sind vergleichbare Arbeiten fir die Metazoa bislang
jedoch rar (Le-Goff-Vitry et al. 2007, Pradillon et al. 2007). Im Rahmen des Projektes wurden
zwei verschiedene Ansatze der in-situ-Hybridisierung favorisiert. In einem Fall handelte es
sich um eine in-situ-Hybridisierung (ISH) mit Sonden, die mit dem Enzym HRP (horse raddish
peroxidase) markiert sind. Bei erfolgreicher Hybridisierung oxidiert das HRP-Enzym den
zugegebenen Farbepuffer TMB (Tetramethylsilan) und erzeugt einen Farbumschwung von
farblos zu blau. Diese Methode wurde bereits erfolgreich zur ldentifizierung von marinen
Molluskenlarven angewendet (Le-Goff-Vitry et al. 2007, Pradillon et al. 2007).
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Ein groRer Vorteil dieser Hybridisierungstechnik liegt darin, dass die Farbung mit bloRem
Auge erkennbar ist und keine aufwendigen Apparaturen, wie zum Beispiel
Fluoreszenzmikroskope, noétig sind. Bei der zweiten Hybridisierungsmethode, der
Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung (FISH), werden Sonden verwendet, die mit einem
fluoreszierenden Molekil markiert sind. Bei erfolgreicher Hybridisierung emittiert das
Molekiil nach entsprechender Anregung Licht einer definierten Wellenlange, welches mit
einem Fluoreszenzmikroskop detektiert wird. Ein Vorteil der FISH- gegeniber der ISH-
Methode ist, dass mehrere Sonden parallel verwendet werden kdnnen.

4.3. ,next generation sequencing“-Technologien

Die so genannten ,next generation sequencing“-Methoden (ngs) reprdsentieren einen
revolutiondren und hochst dynamischen Zweig der modernen Molekularbiologie (Mardis
2008, Tucker et al. 2009, Glenn 2011). Die Anwendungsbereiche fir parallele
Massensequenzierungen spannen sich mittlerweile von Transkriptomanalysen (u. a. Roeding
et al. 2009, Gayral et al. 2011, Ma et al. 2012) bis hin zum Studium von
Gemeinschaftsproben (z. B. Creer et al. 2010, Hajibabaei et al. 2011, Pawlowski et al. 2011,
Westram et al. 2011, Taberlet et al. 2012). Auch wenn die aktuell vorliegenden ngs-
Technologien noch keine quantitativen Aussagen Uber die Zusammensetzung einer Probe
erlauben, sind dagegen qualitative Informationen Uber das analysierte Taxaspektrum
moglich. Als Marker finden bislang liberwiegend kurze hypervariable Abschnitte nuklearer
rDNAs Verwendung (z. B. Creer et al. 2010).

4.4. Proteomspektren (MALDI TOF)

Eine weitere Methode zur Artidentifizierung im Hochdurchsatz stellt die so genannte
»,Matrix-Assisted Desorption/lonisation Time-of-Flight“ Massenspektrometrie (MALDI-TOF
MS) auf Basis von Proteinmassen dar. Die zu untersuchende Probe wird dazu mit einer
Matrix (Zimtsaurederivat) auf einem metallischen Trager ko-kristallisiert. Durch
Laserbeschuss verdampft die Matrix explosionsartig, die zu untersuchenden, nun ionisierten
Proteine werden mitgerissen und in einem elektrischen Feld beschleunigt. Ein Detektor
wandelt die ankommenden Signale in ein elektrisches Signal um, welche in Summe einen
Proteomfingerprint der analysierten Probe darstellen. Urspriinglich fir Prokaryonten
entwickelt und seit Jahren in der Medizin und Mikrobiologie etabliert, findet MALDI-TOF in
diesen Fachbereichen eine routinemaflige Anwendung in taxonomischen Studien (z.B.
Kroppenstedt et al. 2005), der Artdeterminierung (Freiwald & Sauer 2009) sowie der
Identifizierung von Biomarkern (z.B. Wynne et al. 2009). Wie auch bei der in-situ-
Hybridisierung liegen fir diese Methodik aktuell nur wenigen Fallbeispiele fir Taxa der
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Metazoa vor (Lopez et al. 2005, Perera et al. 2005a, 2005b, Mazzeo et al. 2008, Feltens et al.
2010, Kaufmann et al. 2011, Riccardi et al. 2012, Volta et al. 2012).

5. Zusammenarbeit mit anderen Stellen

Im Rahmen des Projektes wurden verschiedene nationale als auch internationale
Kooperationen bzw. Netzwerkaktivitaten initiiert.

5.1. Nationale Kooperationspartner

e Rudolf Amann, Nicole Dubilier, Frank-Oliver Gléckner, Bernhard Fuchs, (Max-Planck-
Institut fir marine Mikrobiologie, Bremen)
Bereich der Kooperation: in situ-Hybridisierung, Datenanalytik

e Matthias Kloppmann (Johann Heinrich von Thiinen-Institut, Hamburg)
Bereich der Kooperation: Taxonomie der Fische, Materialbereitstellung

e Ralf Thiel (Universitat Hamburg)
Bereich der Kooperation: Taxonomie der Fische, Materialbereitstellung

e Jan Beermann, Maarten Boersma (Biologische Anstalt Helgoland, Alfred-Wegener
Institut)
Bereich der Kooperation: Taxonomie der Amphipoda, Zooplanktonanalytik

e Gunnar Gerdts, Antje Wichels (Biologische Anstalt Helgoland, Alfred-Wegener
Institut)
Bereich der Kooperation: MALDI-TOF-Analytik

e Olaf Bininda-Emonds, Wilko Ahlrichs (Carl von Ossietzky Universitat Oldenburg)
Bereich der Kooperation: Taxonomie der Infauna des Wattenmeeres,
Datenauswertung

e Franziska Schade (Wattenmeerstation Sylt, Alfred-Wegener Institut)
Bereich der Kooperation: Materialbereitstellung von Fischparasiten

e Sven Ramdohr (Institut fur Fische und Fischerzeugnisse, Cuxhaven)
Bereich der Kooperation: Materialbereitstellung von Fisch- und Saugerparasiten

e Stefan Richter (Allgemeine und Spezielle Zoologie, Universitdt Rostock)
Bereich der Kooperation: Materialbereitstellung (Crustacea)

e Dirk Brandis (Zoologisches Museum der Christian-Albrechts Universitat, Kiel)
Bereich der Kooperation: Materialbereitstellung (Crustacea)
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5.2. Internationale Kooperationspartner

e Dirk Steinke (BOLD, Guelph, Kanada)
Bereich der Kooperation: DNA Barcoding

e Filipe Costa (Universidade do Minho, Portugal)
Bereich der Kooperation: DNA Barcoding

e Hilde van Pelt (IMARES/Wageningen University, Niederlande)
Bereich der Kooperation: ngs-Analytik

e Simon Creer (Bangor University, Wales, Vereinigtes Konigreich)
Bereich der Kooperation: ngs-Analytik

5.1. Netzwerktatigkeiten/Beitritte

e Beitritt der AG in das ,,German Barcode of Life“-Projekt (GBOL, www.bolgermany.de)
als assoziiertes Mitglied und Vertreter/Knoten der marinen Fauna. Das GBOL-Projekt
hat das Ziel die Artenvielfalt aller terrestrischen und limnischen deutschen Tiere, Pilze
und Pflanzen anhand ihres genetischen DNA-Barcodes zu erfassen.

e MIJR wurde in die Leopoldina-Arbeitsgruppe ,Herausforderungen fir die
taxonomische Forschung im Zeitalter der ,-omics“-Forschung” eingeladen. Eine
Arbeitsgruppe von ca. 15 Experten und ausgewadhlten, zu bestimmten Themen
eingeladenen internationalen Sprechern diskutiert in zweitdgigen Treffen neu zu
erarbeitende Ubersichtspapiere und Vortridge aus den Teildisziplinen. Die
Arbeitsgruppe beteiligte sich an einem MPG-Symposium zum Thema Biodiversitat im
Marz 2012. Ziel ist es, ein Positionspapier zur Zukunft der Taxonomie zu erarbeiten, in
dem Empfehlungen fiir die Forschungspolitik und -forderung erteilt werden. Dieses
soll auf einem abschlieBenden Symposium Vertretern der Zielgruppe und der
interessierten Offentlichkeit erldutert werden.

e MJR trat dem Genomic Standards Consortium (GSC) bei.

e SL ist seit 2012 Mitglied der “Study Group on Integrated Morphological and
Molecular Taxonomy (SGIMT)” des ICES (International Council for the Exploration of
the Sea), einer international zusammengesetzten Gruppe von morphologisch und
molekularbiologisch arbeitenden Taxonomen. Ziel der Gruppe ist die Integration
beider Themengebiete, momentan mit einem Fokus auf marines Zooplankton
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Il. Eingehende Darstellung

1. Verwendung der Zuwendung und des erzielten Ergebnisses im Einzelnen, mit
Gegeniiberstellung der vorgegebenen Ziele

Das Ziel des Forderprojektes war die Evaluierung und Entwicklung molekularbiologischer
Methoden zur Identifizierung und Charakterisierung der marinen Fauna der Deutschen
Bucht/Nordsee. Die so gewonnenen Erkenntnisse sollen als Grundlage fiir die Entwicklung
automatisierter Verfahren zur schnellen und sicheren Artidentifizierung dienen. Hierzu
wurden verschiedene molekulare Methoden hinsichtlich ihrer Eignung zur Identifizierung
von Arten getestet. Die Zuwendungen wurden entsprechend der Zielsetzung im
Projektantrag eingesetzt. Im Folgenden sollen am Beispiel der einzelnen Arbeitsfelder (AF)
die Verwendung der Zuwendungen dargelegt werden.

e AF1 Probenmanagement
Ausbau der Laborinfrastruktur
Optimierung der Arbeitsprozesse
Langfristige Lagerung des Probenmaterials (Belegorganismen, Gewebe, DNA)

e AF2 Barcoding der Metazoa der Nordsee
Aufbau einer umfangreichen DNA-Barcode-Sequenzbibliothek der Nordseefauna
Evaluierung der Nutzlichkeit von DNA-Barcodes zur Artidentifizierung

e AF3 Spezifische Artidentifizierung mittels in-situ-Hybridisierung
Adaption und Etablierung von in-situ-Hybridisierungsprotokollen zur spezifischen
Artidentifizierung bei ausgewahlten und kommerziell relevanten Fischarten
Spezifisches Sondenentwicklung fiir ausgewahlte Taxa

e AF4 Evaluierung von ngs-Technologie zur Artidentifizierung
Beurteilung der Qualitdt von ngs-Technologien bei der Analyse von Umweltproben
Evaluierung nuklearer ribosomaler DNA-Fragmente zur Artidentifizierung

e AF5 Artidentifizierung mittels Proteomspektren (MALDI-TOF)

Beurteilung der Qualitdt von Proteomspektren zur Artidentifizierung bei Taxa der
Metazoa

10
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1.1. AF1Probenmanagement

1.1.1. Ausbau der Laborinfrastruktur

Die Schaffung einer geeigneten Laborinfrastruktur konnte entsprechend des anvisierten
Zeitplans umgesetzt werden. Es wurden drei Laborrdume neu eingerichtet (DNA-
Extraktionslabor, PCR-Labor und ein Labor zur Dokumentation der Agarosegele). Ein weiterer
umgestalteter Raum wurde zur Probenlagerung genutzt (Abbildung 2). Die zum Teil neu
erworbene Ausstattung erlaubt eine Probenbearbeitung im Hochdurchsatzverfahren (96er
Malistab). Dabei wurden die Arbeitsprozesse optimal aufeinander abgestimmt, so dass ein
reibungsloser Arbeitsablauf von der Sortierung und Bestimmung der Proben lber die
komplette Dokumentation bis hin zur erfolgreichen PCR und Sequenzierung gewahrleistet
ist. Eine physikalische Trennung von Laborprozessen war bei der im Projekt umgesetzten
Probenmenge und der organismischen Diversitdt zur Vermeidung von Kontaminationen
zwingend notwendig.

1.1.2. DNA-Extraktionslabor

Im DNA-Extraktionslabor erfolgen die Dokumentation der Proben (Fotos, Vergabe einer
internen Kennung) und die DNA-Extraktionen (Entnahme der Gewebeproben). Fir die
eigentliche Isolierung der Nukleinsduren verfigt das Labor Uber drei mit Pipetten und
mehreren Kleingeraten (Tischzentrifugen, Vortexer) ausgestattete Arbeitsplatze. Eine
Plattenzentrifuge, zwei Thermoschiittler und elektronische Mehrkanalpipetten erlauben
neben Einzelextraktionen Extraktionen im Hochdurchsatzverfahren (Abbildung 2).

1.1.3. PCR-Labor

Die weitere Bearbeitung der DNA-Extrakte findet im PCR-Labor statt. Dort stehen vier
Arbeitspldtze mit Pipetten und Kleingerdten zur Verfliigung. Mehrere Thermocycler,
Mehrkanalpipetten und eine Zentrifuge fir PCR-Platten erlauben auch hier eine
Probenbearbeitung im 96er Malstab (Abbildung 2). Zur Minimierung des
Kontaminationsrisikos wird stets darauf geachtet, dass keine PCR-Produkte oder Gerate, die
mit PCR-Produkten kontaminiert sind, in den DNA-Extraktionsraum gelangen.

11



Abschlussbericht FKZ 03F0499A

Abbildung 2: Neu eingerichtete bzw. umgestaltete Laborrdume der AG Molekulare Taxonomie mariner
Organismen am DZMB. 1: DNA-Extraktionslabor, 2: Dokumentationsraum fir Agarosegele, 3: Probenlagerraum,
4: PCR-Labor.

1.1.4. Labor zur Dokumentation von Agarosegelen

Die Qualitatskontrolle der PCR-Produkte mittels Agarosegelelektrophorese findet ebenfalls
in einem separaten Laborraum statt. Hier befinden sich die UV-Station mit Kamera und
Rechner sowie die Gelkammern (Abbildung 2).

1.1.5. Binokular Arbeitsplaitze

Zwei zusatzliche Arbeitsplatze mit Stereomikroskopen erlauben eine ideale Bearbeitung der
Zooplanktonproben und anderer kleiner Organismen. Eines der beiden hochwertigen
Binokulare ist mit einer Kamera ausgestattet, um auch von den mikroskopisch kleinen
Organismen Fotos anfertigen zu kdnnen.

12
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1.1.6. In-situ-Hybridisierung

Die Methode zur in-situ-Hybridisierung (FISH) bei Fischeiern wurde weites gehend am Max-
Planck-Institut fiir Marine Mikrobiologie in Bremen entwickelt. Zu weiteren und
umfangreichen Tests der rRNA-Oligonukleotidsonden wurde die Methodik ebenfalls im
institutseigenen Histologielabor etabliert.

1.1.7. Optimierung der Arbeitsprozesse

Ein erklartes Ziel des Projekts war die Gewdhrleistung einer langfristigen wissenschaftlichen
Nutzung von gut dokumentierten, hochwertigen und fachgerecht gelagerten DNA/Gewebe-
Proben samt zugehoriger Belege (voucher). Dies ist notwendig, um Ergebnisse zu Uberprifen
und/oder gegebenenfalls weitere Analysen durchfiihren zu kénnen. Der zur Bearbeitung der
Proben entwickelte Arbeitsablauf ist in Abbildung 3 dargestellt.

Die Einfihrung eines einheitlichen Systems (,MolTax-Nummer”) zur individuellen
Kennzeichnung von Belegen, Gewebe- und DNA-Proben hat sich bestens bewéhrt. Zur
Lagerung von Gewebe- und DNA-Proben stehen zwei Gefriertruhen und ein -80°C
Tiefkiihlschrank zur Verfliigung. Die Proben werden zentral von der TA der Arbeitsgruppe
verwaltet. Nach Abschluss der projektspezifischen DNA-Analysen werden die DNA-Proben in
hochwertige Lagerungsgefalle tiberfiihrt und im -80°C Tiefkiihlschrank gelagert. Aliquots der
DNA-Proben werden zusatzlich auf Trehaloseplatten Gberfiihrt und sollen als Backup in der
Senckenberg DNA Bank in Frankfurt eingelagert werden. Die physikalische Trennung
gewadhrleistet eine nachhaltige Sicherung und langfristige Bereitstellung der genetischen
Ressourcen flr anschlieRende Projekte und zukiinftige Forschergenerationen. Ein zentrales
Element der Datenverwaltung ist die Verwendung von Excel-Tabellen der ,Barcode of Life“-
Initiative, in denen detaillierte Informationen Uber die vereinzelten Individuen hinterlegt
werden (z.B. Koordinaten des Fundortes, taxonomische Informationen etc.).
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Probenaufarbeitung: Arbeitsabldufe/Metadatenerfassung
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Abbildung 3: Schematische Darstellung der Abfolge der einzelnen Arbeitsprozesse wahrend des Projektes.
Rotmarkierte Pfeile kennzeichnen Informationen, die in einer geplanten Datenbank verwaltet werden sollen.

1.1.8. Vorliegendes Probenmaterial

Im Projektzeitraum konnten im Rahmen verschiedener Ausfahrten (u. a. mit FK Senckenberg,
FFS Walther Herwig Ill, FFS Solea, FS Uthorn) sowie anderer Exkursionen zahlreiche
Individuen der unterschiedlichsten Tiergruppen der Nordsee gesammelt werden.
Schwerpunkte der Probennahmen waren die Doggerbank, der Englische Kanal, die Deutsche
Bucht, verschiedene Astuarregionen sowie ausgewihlte Gebiete der offenen Nordsee im
Rahmen des ,International Bottom Trawl Survey” (IBTS) und des ,German Small-scale
Bottom Trawl Survey” (GSBTS). Die vorliegenden Proben sind duferst umfangreich und
konnten noch nicht vollstandig sortiert werden. Im Rahmen des Projektes wurden bislang
von rund 4350 Individuen, welche sich auf geschatzte 618 Arten verteilen, DNA extrahiert
(Tabelle 2). Die vorliegende Sammlung ist insofern einmalig, da alle Belegexemplare fir
molekulare Studien verwendet werden kdnnen.

14



Abschlussbericht FKZ 03F0499A

Tabelle 2: Auflistung der bislang vereinzelten und bearbeitetet Taxa.

Taxon Artenzahl Vereinzelte DNA-Extrakte
Individuen
Vertebrata Aves 9 26 26
Mammalia 5 16 16
Annelida "Polychaeta” 55 180 180
Cnidaria (ex Anthozoa) 35 280 245
“Crustacea"“ Amphipoda 60 600 540
Cirripedia 9 122 105
Copepoda 35 250 192
Decapoda 63 1087 750
Crustacea varia 35 300 125
Echinodermata 34 350 320
Mollusca Bivalvia 40 150 95
Cephalopoda 15 120 108
Gastropoda 45 150 111
Mollusca varia 20 75 -
Nematoda 32 152 152
“Pisces" 99 1500 1300
Porifera 7 96 -
Pycnogonida 5 29 29
Taxa varia 15 50 30
Gesamt 618 5533 4324

1.2. AF2 Barcoding der Metazoa der Nordsee

Zur Erstellung der DNA-Barcode-Bibliothek erfolgte eine enge Zusammenarbeit mit dem
,Barcode of Life” Projekt (Projekt ,Barcoding the North Sea Fauna“ in der ,Barcode of Life
Database” (BOLD), Ansprechpartner: Dirk Steinke). Unabhangig von BOLD wurden Barcodes
fiir ausgewadhlte und schwer bearbeitbare Taxa, zum Beispiel Taxa des Zooplanktons oder
der Cnidaria, erfolgreich am DZMB amplifiziert und von kommerziellen Sequenzierdiensten
bearbeitet. Zusammengefasst liegen derzeit Gber 3150 Barcodes (Sequenzlange > 400 bp)
von mehr als 530 verschiedenen Arten vor, welche in Tabelle 3 taxaspezifisch aufgelistet
sind. Bei der Berticksichtigung aller Taxa betragt der Identifizierungserfolg 97 Prozent.
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Tabelle 3: Auflistung der bislang vorliegenden DNA-Barcodes mit einer Ldnge von mindestens 400
Basenpaaren. Auf Grund bekannter Probleme bei der Identifizierung von Nematoden wurde fir dieses Taxon
ein etablierter Kernmarker (28S rDNA: D2-D3) verwendet (*).

Taxon Artenzahl Individuenzahl | Identifizierungserfolg (%)
Annelida "Polychaeta” 43 109 95
Cnidaria (ex Anthozoa) 30 237 100
“Crustacea"“ Amphipoda 52 249 100
Cirripedia 7 51 100
Copepoda 33 192 100
Decapoda 59 496 98
Crustacea varia 47 232 100
Echinodermata 34 317 100
Mollusca Bivalvia 31 88 86
Cephalopoda 15 108 86
Gastropoda 35 111 100
Nematoda* 32 152 100
.Pisces" 90 800 96
Pycnogonida 5 17 100
Taxa varia 10 22 100
Gesamt 523 3181 97

Im Folgenden werden exemplarisch fiir zwei Fallbeispiele die Barcodeanalysen gezeigt. Die
dargestellten Resultate wurden im Rahmen verschiedener nationaler und internationaler
Vortrage und Posterprasentationen vorgestellt.

1.2.1. Barcoding Decapoda

Bei den Decapoda oder ZehnfuRkrebsen handelt es sich um eine 6kologisch als auch
okonomisch wichtige Gruppe innerhalb der Crustacea, in denen sich unter anderem der
Hummer (Homarus gammarus), die Strandkrabbe (Carcinus maenas), die Nordseegarnele
(Crangon crangon) und der ,Knieper” (Cancer pagurus) wiederfinden. Aktuell liegen 496
Barcodes von 59 Arten der Decapoda vor (Abbildung 4). Neben adulten Tieren wurden auch
morphologisch kaum unterscheidbare Larven analysiert, welche den einzelnen Arten
problemlos zugeordnet werden konnten. Die vorliegenden Ergebnisse erlauben eine
einwandfreie Identifizierung fast aller untersuchten Arten.
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Abbildung 4: Barcoding Decapoda der Nordsee. Neighbour-Joining-Topologie (K2P-Distanzen) der bislang
vorliegenden DNA-Barcodes aus der Gruppe der Decapoda (59 Arten, 496 Individuen). Die erfolgreiche
Identifizierungsquote liegt bei 98%.
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1.2.2. Barcoding ,Pisces”

Im Projektverlauf wurden rund 1500 Fische von etwa 99 Arten aus verschiedenen Regionen
der Nordsee bearbeitet. Von etwa 1300 Individuen liegen Gewebeproben und DNA-Extrakte
vor. DNA-Barcodes konnten fiir 800 Individuen, die sich auf 90 Arten verteilen, sequenziert
werden. Eine Auswahl der Barcodes ist in Abbildung 5 dargestellt. Der Datensatz enthalt
neben Knorpel- (Chondrichthyes) und Knochenfische (Osteichthyes) auch Arten aus den
Gruppen der Schleimaale (Myxinoidea) und Neunaugen (Petromyzontida). Von den
insgesamt 82 analysierten Arten konnten zundchst 77 Arten eindeutig determiniert werden,
was einer Ildentifizierungsquote von 95% entsprach. In den (brigen Fallen erlaubten die
DNA-Barcodes keine eindeutige Zuordnung. Durch die Kooperation mit taxonomischen
Experten hat sich allerdings gezeigt, dass es sich dabei um Fehlbestimmungen handelte und
man von einer realen Identifikationsquote von anndhernd 100% ausgehen kann.
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Abbildung 5: Barcoding ,,Pisces” der Nordsee. Neighbour-Joining-Topologie (K2P-Distanzen) einer Auswahl von
521 DNA-Barcodes aus der Gruppe der Fische (hier 82 Arten).
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1.3. AF3 Spezifische Artidentifizierung mittels in-situ-Hybridisierung

Vertraulich
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1.4. AF4 Evaluierung von ngs-Technologien zur Artidentifizierung

Vertraulich
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Die Auswertung der Hochdurchsatzanalyse fiir die potentielle Anwendung fir
Gemeinschaftsanalysen veranschaulicht anhand der analysierten kiinstlichen Proben die
hohe Bedeutung der bioinformatischen Analysen der generierten Sequenzen. Es wird
deutlich, dass die Wahl eines richtigen Schwellenwerts sowie ein sorgfaltiger Vergleich der
Daten mit und ohne Homopolymere einen maRgeblichen Einfluss auf die Ergebnisse und
somit auch die Interpretation des Datensatzes nehmen. Die Analysen der beiden kiinstlichen
Proben geben weiterhin deutliche Einblicke in die Genauigkeit und hohen Sensitivitat dieser
Methode und potentielle Fehlerquellen, unter anderem im Rahmen der PCR oder
Lesefehlerrate bei der Sequenzierung.

1.5. AF5 Artidentifizierung mittels Proteomspektren (MALDI-TOF)

Das Potenzial der so genannten ,Matrix-Assisted Desorption/lonisation Time-of-Flight“
Massenspektrometrie (MALDI-TOF MS) zur Artdetektion bei Metazoen wurde bislang nur
anhand weniger Fallbeispiele demonstriert. Im Rahmen der Nachwuchsgruppe wurden in
diesem Zusammenhang grundlegende Analysen hinsichtlich der Eignung dieser Methodik zur
Artunterscheidung am Beispiel der Gruppe der calanoiden Copepoden durchgefiihrt, welche
eine essentielle Rolle im marinen Nahrungsnetz der Nordsee spielen. In einer ersten Studie
konnten 197 Individuen unterschiedlicher Entwicklungsstadien und Herkunft auf Artniveau
identifiziert werden und stellen somit im Vergleich zu anderen Methoden eine ergdanzende
Moglichkeit zum raschen und validen Artnachweis dar (Abbildung 15; Laakmann et al. 2013).
Die Verteilung aller 197 untersuchten Copepoden von verschiedenen Stationen, Regionen,
Jahreszeiten und Jahren auf die morphologisch identifizierten 11 Arten wurde
hochsignifikant unterstitzt (ANOSIM, Global Test: Global R=0,972, p>0,001). Dies galt auch
fiir ergdnzende sequenzbasierte Analysen (COIl, 18S rDNA). Es konnten keine Trophie- oder
Nahrungseffekte des Magen- oder Darminhalts, welche die artspezifischen Proteommuster
Uberlagern konnten, festgestellt werden. Weiterhin zeigte sich, dass junge
Entwicklungsstadien (Nauplien, Copepoditstadien I-V) sich signifikant von den Adulten
(ANOSIM, Paarweiser Test: p>0,001) unterschieden. Dies deutet auf ein stadienspezifisches
Proteom hin und er6ffnet die Moglichkeit, mitunter einzelne Stadien unterscheiden zu
kénnen.
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Abbildung 15: Clusteranalyse (single-linkage) auf Basis der relativen Intensitdten der Proteinmassen (MALDI-
TOF MS) von 11 Arten der calanoiden Copepoden der Nordsee. Gestrichelte Kastchen und rote vertikale Linien:
Nauplien und junge Copepoditstadien.
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2. Wichtigste Positionen des zahlenmaBigen Nachweises

Im Projekt , Nachwuchsgruppe Molekulare Taxonomie mariner Organismen” waren die
wesentlichsten Kosten die Personalkosten. Eine Abrechnung der Kosten erfolgte durch die
Personalabteilung des Forschungsinstituts Senckenberg.

Ein weiterer wichtiger Kostenpunkt umfasste die Investitionen. Von besonderer Bedeutung
war hier die Anschaffung eines microflex™ MALDI Biotyper™ der Firma Bruker Daltonics
zuziglich Software zur Analyse von Proteomspektren. Das Potential dieser Methode wurde
von der Gutachterkommission im Rahmen der Zwischenevaluierung (25.07.2012)
wahrgenommen und die Beschaffung einer eigenen Gerateausstattung als wiinschenswert
angesehen. Hierzu empfahl das Gutachtergremium die rasche Beantragung einer
entsprechenden geratetechnischen Ausstattung, damit die Arbeiten unmittelbar im
erforderlichen Umfang fortgesetzt werden kénnen. Ein GrolRgerdteantrag wurde Anfang
September 2012 gestellt und Anfang November 2012 bewilligt. Die Bestellung erfolgte am
11.12.2012, die Lieferung des Gerates am 02.02.2013.

3. Notwendigkeit und Angemessenheit der geleisteten Arbeit

Die umgesetzten Arbeiten und finanziellen Mittel wurden gemaR der formulierten
Arbeitsfelder aufgeteilt und an den im Verlauf des Projektes erhaltenen Ergebnissen
ausgerichtet; eine Aufschlisselung wird in den Punkten I. und Il. dargestellt. Alle im
Arbeitsplan formulierten Aufgaben wurden erfolgreich bearbeitet.

4. Voraussichtlicher Nutzen, insbesondere Verwertbarkeit des Ergebnisses im Sinnen
des fortgeschriebenen Verwertungsplanes

Die vorliegenden Ergebnisse bestatigen den Nutzen molekularer Methoden zur
Artidentifizierung der Nordseefauna auf unterschiedlichen Ebenen.

Im Rahmen der Erstellung einer DNA-Barcode-Bibliothek (AF2) liegen Gber 3150 Barcodes
von mehr als 530 verschiedenen Arten vor, wobei der Identifizierungserfolg bei rund 97% fiir
die untersuchten Arten liegt. In diesem Zusammenhang konnte auch an Hand verschiedener
Fallbeispiele die Effizienz von DNA Barcoding bei der ldentifizierung von Larven und
Juvenilen gezeigt werden. Anhand des COI-Fragments konnten kryptische, bisher nicht fur
die Nordsee bekannte Arten identifiziert werden sowie morphologische diagnostische
Merkmale fur die Arterkennung verschiedener Entwicklungsstadien) heraus gearbeitet
werden (z.B. Cnidaria: Scyphozoa). Die Resultate untermauern eindrucksvoll den Nutzen von
DNA-Barcoding als geeignete molekulare Methode zur Artidentifizierung bei vereinzelten
Individuen.
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Die Verwendung von spezifischen Nukleotidsonden zur Artidentifizierung (AF3) 6konomisch
wichtiger Nordseefischarten erlaubte eine zweifelsfreie ldentifizierung von Filetstlicken
verschiedener Individuen. Eine reproduzierbare Anfarbung von Fischeiern ohne mechanische
Permeabilisierung war dagegen nicht umsetzbar.

Die Ergebnisse der Analyse von Umweltproben (Zooplanktonproben) sowie artifiziell
zusammengestellter Proben mittels 454 Sequenzierung bestdtigen, dass eine sorgfaltige
Analyse und bioinformatische Aufarbeitung der generierten Sequenzen von essentieller
Bedeutung ist (AF4). Weiterhin belegen die gewonnenen Erkenntnisse die hohe Sensibilitat
der Methodik hinsichtlich Kontaminationen, der vorherrschenden PCR-Bedingungen und der
Lesefehlerrate bei der Sequenzierung. Trotz anfanglicher ,Kinderkrankheiten” ist auf Grund
der rasant fortschreitenden technologischen Entwicklungen auf diesem Gebiet die
umfangreiche Verwendung von ngs-Technologien im Bereich von Biodiversitatsstudien und
Monitoringprogrammen in naher Zukunft absehbar.

Neben Sequenzanalysen reprdsentiert die Proteomanalytik mittels MALDI-TOF-Spektren
(AF5) einen innovativen und &dulerst vielversprechenden Zweig zur raschen
Artdetermination von Metazoen. Dies gilt insbesondere fir Zooplanktonsurveys, in denen
grolRe Mengen an zu identifizieren Organismen verschiedener Entwicklungsstadien anfallen.

5. Wadhrend des Durchfiihrung des Vorhabens bekannt gewordener Fortschritt auf
dem Gebiet des Vorhabens bei anderen Stellen

Neben einer stetig wachsenden Zahl an Barcoding-Studien (z. B. Bucklin et al. 2011, Carr et
al. 2011, Nagy et al. 2012, Quicke et al. 2012, Baselga et al. 2013, Riedel et al. 2013) haben in
den letzten Monaten technologische Weiterentwicklungen insbesondere auf dem Gebiet der
NGS-Technologie stattgefunden und zu einer Erhéhung der Leselange (bis zu 800
Basenpaare) geflihrt. So kdnnen mittlerweile auf der 454 Plattform der Firma Roche nun
vollstandige DNA-Barcodes mit einer Lange von 657 Basenpaaren sequenziert werden.
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6. Erfolgte oder geplante Veroffentlichungen des Ergebnisses

6.1. Bachelorarbeiten/Masterarbeiten

Bachelorarbeiten
Verena Merk (2012, Hochschule Bremerhaven):
Molekulartaxonomische Untersuchung ausgewahlter Fischarten der Nord- und Ostsee

Masterarbeiten
Philipp Vogt (2013, Humboldt-Universitat zu Berlin):

Vergleich einer molekulargenetischen und morphologischen Charakterisierung dreier
ausgewahlter Nematodenpopulationen der Nordsee

Zwei weitere Masterarbeiten befinden sich in Arbeit.

6.2. Dissertationen

Inga Mohrbeck: North Sea zooplankton biodiversity analysis by a molecular taxonomic
interpretation. (in Vorbereitung)

Thorben Hofmann: Development of molecular methods for a fast and robust identification
system of selected economical and ecological important species of the North Sea. (in
Vorbereitung)

6.3. Tagungsbeitrige

Im Rahmen der Forderphase wurden Ergebnisse auf verschiedenen nationalen als auch
internationalen Fachtagungen und Symposien von verschiedenen Mitgliedern der
Nachwuchsgruppe prasentiert. Besonders hervorzuheben ist Inga Mohrbecks Gewinn der
“Royal Society Publishing Award-winning for best early stage researcher/digital Object
Presentation” im Rahmen der “World Conference on Marine Biodiversity” (26.-30.09.2011)
in Aberdeen, Schottland/VK. (www.youtube.com/watch?v=KoK60G3rUKc)
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methods. 4™ International Barcode of Life Conference (30.11.-03.12.2011), Adelaide,
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[7] Raupach, M.J., Knebelsberger, T., Laakmann, S., Hofmann, T., Mohrbeck, I. (2011):

Molecular survey of the North Sea fauna: data and DNA management”. 12. Genomic
Standard Consortium Workshop (28.-30.09.2011), Bremen. [Eingeladener Redner]
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18. Kurzfassung

Hydromedusae are widespread and diverse representatives of the gelatinous zooplankton, but are often neglected because of
their inconspicuousness and difficulties with identification. Here, we used an integrated approach combining both morphological
and molecular genetic analyses of North Sea hydromedusae. Morphological identification was successfully carried out on living
material, and preservation in 4% formaldehyde allowed re-examination of most morphological features. Ethanol and DESS were
adequate fixatives for DNA analyses but led to distortion of morphological characters. In most cases, morphological species
identifications were confirmed by molecular data (COIl partial sequences) and the latter approach led to valid discrimination
where morphological characters were insufficient. In comparison with 22 morphologically identified entities, COIl analysis
revealed 25 clades with a pronounced difference of _5.4% between intra- and inter-specific variability. Specimens
morphologically identified as Obelia spp. were attributed to O. geniculata, O. dichotoma and O. longissima, while Clytia spp.
were allocated to C. hemisphaerica and C. languida by the comparison to hydroid and medusa sequences retrieved from
GenBank. Our results highlight the molecular approach as a powerful tool, extending the possibilities for valid species
discriminations where morphological identification is difficult, for example, in species with a similar or identical morphology, in
early life stages with insufficient identifying features and in linking different generations (hydroid and medusa). However, genetic
analysis cannot replace morphologically based taxonomy in studies on species’ population dynamics, physiology and ecology.
Thus, most information is achieved by combining both methods in integrative studies using both morphological and molecular
taxonomy.
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18. Kurzfassung

Calanoid copepods play an important role in the pelagic ecosystem making them subject to various taxonomic and ecological
studies, as well as indicators for detecting changes in the marine habitat. For all these investigations, valid identification, mainly
of sibling and cryptic species as well as early life history stages, represents a central issue. In this study, we compare species
identification methods for pelagic calanoid copepod species from the North Sea and adjacent regions in a total of 333
specimens. Morphologically identified specimens were analyzed on the basis of nucleotide sequences (i.e. partial mitochondrial
cytochrome ¢ oxidase subunit | (COIl) and complete 18S rDNA) and on proteome fingerprints using the technology of matrix-
assisted laser desorption/ionization time-of-flight mass spectrometry (MALDI-TOF MS). On all three molecular approaches, all
specimens were classified to species level indicated by low intraspecific and high interspecific variability. Sequence divergences
in both markers revealed a second Pseudocalanus species for the southern North Sea identified as Pseudocalanus moultoni by
COlI sequence comparisons to GenBank. Proteome fingerprints were valid for species clusters irrespective of high intraspecific
variability, including significant differences between early developmental stages and adults. There was no effect of sampling
region or time; thus, trophic effect, when analysing the whole organisms, was observed in species-specific protein mass spectra,
underlining the power of this tool in the application on metazoan species identification. Because of less sample preparation
steps, we recommend proteomic fingerprinting using the MALDI-TOF MS as an alternative or supplementary approach for rapid,
cost-effective species identification.
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18. Kurzfassung

Accelerated biodiversity assessment is the key to understanding the relationship between biodiversity and ecosystem
functioning, especially in times of rapid climate change and habitat destruction. For the marine fauna of the North Sea,
morphological species identification is impaired by the small size of many taxa, morphological convergence, intraspecific
variation and larval stages which often elude morphological identification. Accordingly, the use of molecular methods presents
highly promising tools for fast and accurate species identification.
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