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1 Veranlassung

Die Staatliche Betriebsgesellschaft fir Umwelt und Landwirtschaft betreibt in eigener Verantwortung Umweltanaly-
tik und Umweltmessungen fir die Auftrag gebenden Behérden des Sachsischen Staatsministeriums fir Umwelt
und Landwirtschaft. Hierzu erhebt sie Daten Uber den Zustand von Boden, Wasser und Luft sowie zu Gewas-
serdkologie, Biotopen und Arten, Umweltradioaktivitdt und Meteorologie Im Bereich der Landwirtschaft werden
Produktions- und Futtermittel, Pflanzen und Saatgut sowie Veredlungsprodukte analysiert und bewertet.

Der Bereich ,Gewasserdkologie” befasst sich vorrangig mit der Umsetzung der 2000 in Kraft getretenen EG-
Wasserrahmenrichtlinie. Die damit verbundenen Aufgaben sind zu einem grol3en Teil durch die Bestimmung von
Gewasserorganismen (Makrozoobenthos, Makrophyten und Phytobenthos, Diatomeen und Phytoplankton) und
den daraus resultierenden Artenlisten gepragt. Anhand dieser Listen kdnnen Aussagen beziiglich des 6kologi-
schen Zustandes, wie z.B. Trophie, Saprobie, allgemeine Degradation, Versauerung und Struktur des untersuchten
Gewasserabschnittes getroffen und eine Bewertung erstellt werden. Derzeit findet die Bestimmung der Organis-
men klassisch anhand morphologischer Merkmale und mit optischen Hilfsmitteln, wie Mikroskopen und Binokula-
ren, statt. Die methodische Entwicklung zur Bestimmung von Organismen schreitet jedoch immer weiter voran und
in vielen Bereichen, wie beispielsweise Medizin, Phytopathologie und Kriminalistik haben sich molekularbiologische
Methoden bereits etabliert. So arbeiten Mitarbeiter der AG Aquatische Okosystemforschung der Universitéat Duis-
burg-Essen u.a. im Bereich des Makrozoobenthos sehr aktiv an einer molekularbiologischen Methode, welche die
Voraussetzungen der EG-WRRL erfiillt. Bei dieser Methode spielen insbesondere das Barcoding eine wesentliche
Rolle. Bei den anderen Qualitatskomponenten gibt es ebenfalls Bestrebungen, molekularbiologische Methoden zu
etablieren (Diatomeen) oder zumindest taxonomische Probleme zu klaren (bspw. Cyanobakterien und Makrophy-
ten).

Im Auftrag des Sachsischen Landesamtes fir Umwelt, Landwirtschaft und Geologie verfolgt die BfUL die aktuellen
Entwicklungen und fiihrt eigene Versuche zur Umsetzung und Machbarkeit fir die verschiedenen Qualitatskompo-
nenten durch.



2 Einleitung

Taxonomie - die Determination von Arten - ermdglicht ein grundlegendes Versténdnis dkologischer Zusammen-
hénge und der Evolution. Heutzutage ist sie aufgrund innovativer Forschung, evolutiver Fragestellungen und poli-
tisch relevanter Ziele zur Erhaltung der globalen Biodiversitét in viele Disziplinen eingebunden (LOHRMANN et al.
2012). ,Beispiele sind die Identifikation invasiver Arten, die nachhaltige Bewirtschaftung mariner Ressourcen oder
die Entwicklung neuer Medikamente. Zudem ist die Kenntnis der Arten und ihrer Interaktionen nétig, um im politi-
schen Raum die Erreichung - oder auch Nichteinhaltung - von Biodiversitats- und Nachhaltigkeitszielen zu doku-
mentieren” (LOHRMANN et al. 2012). Daher sind aussagekraftige Monitorings und Modelle zur Entwicklung unserer
Okosysteme nur mit der nétigen Artenkenntnis und mit Hilfe taxonomischer Methoden mdglich.

Auch die Gewasserokologie im Speziellen befasst sich mit den Arten samt deren Funktion und Wirken im Okosys-
tem. Die Ermittlung des 6kologischen Zustandes von Flie3- und Standgewassern nach EG-Wasserrahmenrichtlinie
(EG-WRRL") erfolgt anhand sogenannter biologischer Qualitatskomponenten der Gewéasserflora und -fauna: Fi-
sche, Makrozoobenthos (MZB), Makrophyten/ Phytobenthos und Phytoplankton. Fiir diese Gruppen werden Arten-
zusammensetzungen und Artenhaufigkeiten erfasst und im Zusammenhang mit ihren 6kologischen Eigenschaften
bewertet. Die taxonomische Bestimmung der Organismen ist dabei von zentraler Bedeutung. Ohne Indikatorarten
und Abundanz- bzw. Biomasseabschéatzungen ist aktuell keine Zustandserfassung nach den Anforderungen der
EG-WRRL mdglich. Das Erstellen von Artenlisten ist zeitintensiv und setzt einen hohen taxonomischen Kenntnis-
stand der Bearbeiter voraus. Hinzu kommt, dass einige Arten schwer zu bestimmen oder morphologisch nicht diffe-
renzierbar sind. An diesen Punkten setzt die moderne Molekularbiologie an. Sie verspricht objektiv, schnell und mit
hoher Sicherheit Arten zu determinieren. Hierbei erlaubt die Molekularbiologie ein tiefergehendes Bestimmungsni-
veau und somit einen Gewinn an informativen Daten. Die vorliegende Veroffentlichung dient der Uberpriifung, in-
wieweit sich molekularbiologische Methoden mit dem gegenwartigen Entwicklungsstand in die Praxis integrieren
lassen und welche Herausforderungen dies beinhaltet. Dabei werden die Qualitditskomponenten Makrozoobenthos
und Makrophyten praktisch bearbeitet.

! Richtlinie 2000/60/EG des Europaischen Parlaments und des Rates vom 23. Oktober 2000 zur Schaffung eines Ordnungsrahmens fiir Maf3-
nahmen der Gemeinschaft im Bereich der Wasserpolitik (ABI. L 327, 22.12.2000, p.1)



3 Molekularbiologie

Das DNA-Barcoding ist ein taxonomisches Verfahren, um bestimmte genetische Merkmale eines Individuums an-
hand der DNA-Sequenz eines Markergens® molekularbiologisch zu bestimmen. Die Abfolge der Basenpaare wird
dabei, ahnlich dem Strichcode auf Lebensmittelverpackungen, als Kennzeichen fiir eine bestimmte Art verwendet.
Es genigt bereits wenig organisches Material eines Organismus, um eine Art zuverlassig bestimmen zu kdnnen.
So ermdglicht der DNA-Barcode sowohl die Identifizierung bekannter Arten als auch die Entdeckung neuer. Im
Labor wird dazu mittels Polymerasekettenreaktion (PCR) ein bestimmter DNA-Abschnitt des zu untersuchenden
Taxons vervielfaltigt und die Sequenz bestimmt. Mittels DNA-Barcoding kdnnen sowohl einzelne Arten (Single-
Barcoding) als auch mehrere Arten gleichzeitig (DNA-Metabarcoding) identifiziert werden. Im Folgenden werden
die einzelnen Verfahren genauer erlautert.

3.1 Barcodingmethoden

Single-Barcoding

Mit Single-Barcoding lassen sich einzelne Organismen bis auf die Art genau bestimmen. Bei der Identifizierung von
schwierigen und artenreichen Gruppen ist diese Methode besonders hilfreich, so auch bei speziellen Entwick-
lungsstadien (Ei, Larve), Teilen und Fragmenten von Organismen (Blatt, Bein eines Insekts). Jede einzelne Art
besitzt ihren eigenen, individuellen Barcode, welcher mit den bereits hinterlegten Barcodes in einer Datenbank
abgeglichen und identifiziert werden kann. Das Single-Barcoding versteht sich als methodisches Vorstadium fir die
nachfolgenden molekularbiologischen Methoden.

DNA-Metabarcoding

Metabarcoding ist eine Methode, bei der eine Mischprobe aus Organismen als Ganzes untersucht wird, ohne zeit-
aufwendige Vorsortierungen leisten zu missen. Beim Metabarcoding wird ein allgemein guiltiger Marker verwendet,
der bei mdglichst allen Taxa einer bestimmten Organismengruppe vorhanden ist sowie der dazu passende, még-
lichst universelle Primer (ELBRECHT & LEESE 2015). So lassen sich theoretisch hunderte bis tausende Arten aus
einem ,Arten-Gemisch” in einem einzigen Analysegang nachweisen (ELBRECHT & LEESE 2017).

eDNA

Environmental DNA (eDNA) oder Umwelt-DNA ist eine nicht invasive Methode, um die Présenz von einer oder
mehreren Arten in Gewassern mittels einer Wasserprobe, oder aber auch in terrestrischen Systemen (z. B. Bohrl6-
cher von Kafern in Holz) nachzuweisen. Dabei wird, im Gegensatz zum Metabarcoding, die DNA nicht direkt aus
dem Organismus gewonnen, sondern die sich frei in der Wasserprobe befindliche DNA genutzt, welche u. a. durch
Ausscheidungen, Korperzellen oder abgestorbenes Pflanzenmaterial in das Gewasser abgegeben wurde (FICETO-
LA et al. 2008; DEJEAN et al. 2012; THOMSEN et al. 2012; SCHMIDT & URSENBACHER 2015; RUEGG et al. 2017). eDNA
ist vor allem fir einen gezielten Nachweis einer bestimmten Art geeignet, um Invasionsrouten zu erkennen oder
um seltene Arten nachzuweisen (LEESE & HERING 2017; MITTL 2017; THOMSON et al. 2012; STOECKLE et al. 2016).

2 Der Begriff Markergen (molekularer Marker) bezeichnet ein variierendes Merkmal eines DNA-Abschnittes, dessen Ort im Genom eindeutig
nachgewiesen ist. Ein guter Marker sollte sowohl hoch konservierte Bereiche (fur alle Organismen gleich), als auch hoch flexible (artspezifi-
sche) Bereiche aufweisen. Fir die Untersuchung von MZB-Organismen eignet sich der Marker der CO1-Region (Gen der Cytochrome-c Oxy-
dase Untereinheit 1; ELBRECHT & LEESE 2017a; ELBRECHT & LEESE 2017b)



Im Fachbereich 55 ,Messnetz Naturschutz* der BfUL werden derzeit eDNA-Verfahren fur das Monitoring von aus-
gewahlten FFH-Arten in Zusammenarbeit mit dem Prof. Hellriegel Institut der Hochschule Anhalt entwickelt und
getestet. Beispielsweise fir den Kammmolch, der sich systematisch nur mit aufwendigen Fallenfangsystemen er-
fassen lasst, aber auch fir andere Amphibien ist die Methode interessant. Bestiinde doch damit die Mdglichkeit,
mit relativ wenig Aufwand Uber Wasserproben und der darin enthaltenen DNA die Prasenz der verschiedenen Ar-
ten in einer Vielzahl an Gewassern in kurzer Zeit zu Uberprifen. Selbst kleine Populationen, die mit herkémmlichen
Methoden unter der Nachweisgrenze liegen, kdnnten so erfasst werden. Fir manche Arten ist es bedeutsam, dass
der Nachweis mittels Wasserprobe ohne Zugriff auf die Tiere und ohne Stérung der Habitate erfolgt (nichtinvasiv).
Dass dies funktioniert, wurde in vielen Publikationen (u.a. FICETOLA et al. 2008; THOMSEN et al. 2012) dargestellt. In
Deutschland werden solche Verfahren erfolgreich angewandt, beispielsweise bei der Flussperlmuschel, deren
Ausscheidungen und abgestoRene Schleimhautzellen als DNA im Wasser nachweisbar sind (vgl. STOECKLE et al.
2016). Bezuglich des Kammmolches und anderer Amphibien wurde die Methode seitens des Prof. Hellriegel Insti-
tutes im Auftrag der BfUL soweit entwickelt, dass ein artspezifischer Nachweis von Amphibien Glber eDNA auch
unter den Bedingungen in Sachsen zweifelsfrei moglich ist (MITTL et al. in Vorber.). Die Labormethoden wurden
2017 im Labor der BfUL im Fachbereich ,Messnetz Naturschutz* implementiert. Damit sind die Kollegen des Fach-
bereiches grundsatzlich in der Lage, Wasserproben auf die Anwesenheit von Kammmolchen im Enthahmegewas-
ser zu untersuchen. Erste Feldversuche am Aueteich Nimbschen bei Grimma haben gezeigt, dass ein Prasenz-
nachweis Gber eDNA mit hoher Sicherheit mdglich ist (MiITTL 2017). Im n&chsten Monitoringdurchgang soll in allen
Gewassern, in denen die Kammmolche mit den herkémmlichen feldbiologischen Methoden nicht nachweisbar sind
(im zurlckliegenden Berichtszeitraum 2013 - 2018 war das bei 50 % der untersuchten Gewasser der Fall),
die eDNA-Methode im Sinne eines Zweitverfahrens angewendet werden. Kinftig wird die Methode aber auch der
Uberblickskartierung und der Vorbereitung vertiefender Untersuchungen dienen. Populationsbiologische Erfassun-
gen, bei denen neben PopulationsgroRen auch Alters- und Geschlechterstrukturen eine Rolle spielen, werden auch
weiterhin mit herkdmmlichen feldbiologischen Verfahren stattfinden. Die direkte Beobachtung der Tiere soll also
nicht ersetzt, sondern unterstitzt werden.

Dieser Abschnitt soll das Potenzial von eDNA im Naturschutz darstellen. Fir den Fachbereich ,Gewéassertkologie*
sind insbesondere die Barcoding-Methoden von Bedeutung, weshalb im Verlauf dieser Arbeit eDNA-Methoden
nicht weiter behandelt werden.

3.2 Von der Probenahme zur Artbestimmung

Die Arbeitsschritte der im vorangegangenen Kapitel dargestellten Verfahren folgen im Grunde dem gleichen
Schema (Abbildung 1). Je nach Zielstellung und Organismus bzw. Organismengruppen missen die Konservie-
rung, DNA-Extraktion, die verwendeten Marker, die Primer, das PCR-Protokoll sowie die verwendete Datenbank
fur den Abgleich angepasst werden. Im Folgenden werden die einzelnen Schritte genauer erlautert.



Probenmaterial DNA-Extraktion PCR Agarose-
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Abbildung 1: Analyseschritte fir die Bestimmung einer Art mittels DNA-Barcoding (stark vereinfacht,
Foto: BfUL)

Probenahme

Die Probenahme fir die molekularbiologischen Verfahren unterscheidet sich nicht von denen der klassischen,
morphologischen Verfahren. Durch das sogenannte Multi-Habitat-Sampling werden die Habitate der Untersu-
chungsstelle proportional zu ihrem Vorkommen beprobt (Abbildung 2). Lediglich bei der Konservierung und Aufar-
beitung gibt es Unterschiede. Entweder erfolgt die Verwendung von frischem Material oder die Organismen mis-
sen in hochprozentigem Ethanol konserviert werden (Makrozoobenthos und Algen). Bei Makrophyten besteht zu-
satzlich zur Verarbeitung von Frischmaterial die Moglichkeit der Nutzung von Herbarmaterial. Hierbei gilt jedoch,
dass mit zunehmendem Alter des Materials die Qualitat der DNA abnimmt. (DE VERE et al. 2012)

Abbildung 2: Makrozoobenthos-Probenahme nach dem Multi-Habitat-Sampling-Verfahren (links) und-
Siebvorrichtung zum Spilen und Abtrennen verschiedener Fraktionen (Foto: BfUL)
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DNA-Extraktion

Die DNA-Gewinnung bzw. -Isolierung fur das Singlebarcoding erfolgt Uber die Entnahme von Biomasse (Muskel-
fleisch, Blatt, Thallus 0. &.). AnschlieBend wird aus dem gewonnenen Gewebe die DNA extrahiert und fur die Po-
lymerasekettenreaktion aufbereitet. Oftmals erweisen sich Kits® zur Extraktion und Reinigung der DNA als sehr
hilfreich. Die DNA-Gewinnung ist von allen Verfahrensschritten am empfindlichsten und enthélt die meisten Fehler-
quellen. Dies kdnnen z. B. Verunreinigungen durch andere Organsimen oder der Einsatz bzw. das Vorhandensein
von PCR-inhibierenden Stoffen sein.

Polymerasekettenreaktion (PCR)

Der nachste Schritt besteht in der Vervielfaltigung (Amplifikation) eines Markergens mittels PCR, wobei der ver-
wendete Marker immer der Fragestellung anzupassen ist. Die extrahierte DNA wird in einem Thermocycler, unter
Anwendung spezieller Temperatur-Programme, vervielfaltigt. Hierbei wird die DNA-Doppelhelix aufgetrennt (Dena-
turierung bei ca. 94°C), die Primer* hybridisieren an die Einzelstrange (Annealing bei ca. 55°C) und abschlieRend
wird mithilfe der Tag-Polymerase der komplementare Gegenstrang gebildet (Elongation bei ca. 72°C). Diese
Schritte werden in 30-40 Zyklen wiederholt, wobei es zu einer exponentiellen Vervielfaltigung des Markergens
kommt (MULHARDT 2009). Die Kontrolle der PCR erfolgt in Form einer Agarosegelelektrophorese, um zu prifen, ob
die DNA-Extraktion und PCR erfolgreich waren. Hierbei macht man sich die negative Ladung der DNA zunutze.
Die Nukleinsaure-Strange werden in einem Agarosegel unter Anlegen einer elektrischen Spannung nach ihrer
GrolRe aufgetrennt, um sie anschlie3end durch den Vergleich ihrer Grol3e und Masse mit DNA-Strangen bekannter
Grol3e zu identifizieren (ADKINS & BURMEISTER 1996).

Sequenzierung und Auswertung

Das gewonnene PCR-Produkt wird fiir die Sequenzierung aufgereinigt. Hierbei werden lberschiissige Nukleotide,
Polymerasen, Primer und weitere Inhaltsstoffe der PCR aus der Losung entfernt, sodass am Ende lediglich das
PCR-Produkt vorliegt. AnschlieRend wird die Probe zur Sequenzierung an einen Dienstleister Gbermittelt, wobei die
Abfolge der Gensequenz bzw. der Nukleotid-Sequenzdaten in einem DNA-Molekil bestimmt wird. Die Art der Se-
guenzierung ist abhangig von der Fragestellung. Derzeit wird fur die Identifizierung einer Art (Singlebarcoding) die
Didesoxymethode nach Sanger (Sanger-Sequenzierung, SANGER et al. 1977) angewendet. Die aufwendigere Se-
quenzierung einer Mischprobe (Metabarcoding) wird mithilfe einer Hochdurchsatz-Sequenzierung durchgefiihrt.
Diese wird auch als Next Generation Sequencing (NGS) bezeichnet und ermdglicht theoretisch, Millionen von
DNA-Fragmenten parallel in einem einzigen Arbeitsschritt zu sequenzieren. Die Ergebnisse von NGS sind bisher
ungenauer als die der Sanger-Sequenzierung und erlauben weniger direkte Verknipfungen der DNA zu dem ab-
stammenden Organismus (STEIN et al. 2014). Die erhaltenen Sequenzen werden im nachsten Schritt in Datenban-
ken (z. B. BOLD, NCBI) mit hinterlegten Sequenzen abgeglichen. Als Ergebnis erhélt man im besten Fall die ge-
naue Artbezeichnung.

® Ein Kit ist ein Set aus Losungen, Zubehér und Anleitung fur die schnelle und sichere Extraktion hochreiner DNA aus Gewebeproben oder
deren Aufreinigung, welches eine einfache Handhabung, schnelle Bearbeitung, hohe Ausbeuten und Qualitatsstandards garantiert (MULHARDT
2009).

* Als Primer (Oligonukleotid) wird eine synthetisierte Basensequenz bezeichnet. Sie dient als Startpunkt fiir die PCR indem sie spezifisch an
bestimmte DNA-Sequenzen bindet, von der aus die Vervielfaltigung der DNA-Sequenzen beginnt (NATIONAL INSTITUTES OF HEALTH 2018). Die
Primer sind abhangig vom verwendeten Marker.
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4 Ermittlung des 6kologischen Zustandes
mittels molekularbiologischer Verfahren

Nach MaRgabe der Oberflachengewasserverordnung® (OGewV), welche der nationalen Umsetzung der Européi-
schen Wasserrahmenrichtlinie (WRRL) dient, sind Arten-zusammensetzung, Artenh&ufigkeit und in einigen Féllen
die Biomasse oder Altersstruktur der biologischen Qualitdtskomponenten zu erfassen. Diese Daten dienen der
Ermittlung des 6kologischen Zustandes der Oberflichenwasserkdrper. Die vorgegebenen Verfahren sind standar-
disiert und interkalibriert®,

Metabarcoding und Single-Barcoding verstehen sich als effektive, taxonomische Hilfsmittel zur Bestimmung von
schwer differenzierbaren oder kryptischen Arten’. Diese Verfahren ermdglichen eine verbesserte taxonomische
Auflésung und eine schnellere Bearbeitung von Proben. Daraus resultieren gréRRere Datenmengen von einer po-
tentiell héheren Anzahl an Messstellen. Dies hat eine héhere raumliche und zeitliche Auflésung zur Folge und ver-
groRert die Aussagekraft des Monitorings fiir Malinahmenplanungen.

Im Folgenden wird geprift, inwieweit die molekularbiologischen Methoden beim gegenwartigen Stand die klassi-
schen Verfahren bei der Zustandsermittlung unterstiitzen kénnen, welche Herausforderungen dies beinhaltet und
ob eine Integration in die derzeitige Praxis mdglich ist.

4.1 Methodische Herausforderungen

Genetische Analysen missen gut geplant und sehr sorgféltig durchgefuhrt werden. Das grof3te Risiko ist die jeder-
zeit mogliche Kontamination der Proben. Um diese ausschlieBen zu kdnnen, sind Negativkontrollen wahrend allen
Schritten der Analyse notwendig. Neben Kontaminationen und falsch positiven Nachweisen sind falsch negative
Ergebnisse bei der PCR eine weitere Fehlerquelle. Positivkontrollen erméglichen den Ausschluss dieser.

Konservierung

Derzeit erfolgt die Lagerung von Makrozoobenthosproben in 70 % Ethanol (OFENBOCK et al. 2010). Fir die moleku-
larbiologischen Methoden ist eine Konservierung in hochprozentigem Ethanol > 96 % nétig, um der Degeneration
der Proteine entgegenzuwirken. Ahnlich verhélt es sich mit Diatomeen- oder Phytobenthosproben, die bisher in
Formaldehyd konserviert oder Phytoplanktonproben, welche mit Lugolscher Lésung versetzt werden. Die DNA
herbarisierter Makrophyten ist nicht dauerhaft haltbar, sie kann nach langer Lagerung degenerieren (DE VERE et al.
2012).

® Verordnung zum Schutz der Oberflachengewasser (Oberflachengewasserverordnung — OGewV 2016) in der Fassung vom 20.Juni 2016
(BGBI. 1 S. 1373).

® Beschluss der Kommission vom 20. September 2013 zur Festlegung der Werte fiir die Einstufung des Uberwachungssystems des jeweiligen
Mitgliedstaats als Ergebnis der Interkalibrierung gemaf Richtlinie 2000/60/EG des Européischen Parlaments und des Rates zur Aufhebung
der Entscheidung 2008/915/EG (Amtsblatt der Européaischen Union vom 8.10.2013, L 266/1)

7 kryptische Arten (Kryptospezies) bezeichnen Arten, die aufgrund ihrer morphologischen Eigenschaften als eine Art klassifiziert werden (PFEN-
NIGER & SCHWENK 2007). Die Bestimmung dieser Arten durch morphologische Eigenschaften ist meist nicht oder nur mit hohen Spezialkennt-
nissen maoglich.
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DNA-Extraktion

Fur die Analyse von Makrozoobenthos-Mischproben mittels Metabarcoding sollten die Organismen vor der Extrak-
tion der DNA in GroRenklassen vorsortiert werden. Auf diese Art lasst sich vermeiden, dass die volumenreiche
DNA-Menge grol3er Tiere (z. B. Schnecken oder Egel) im ungiinstigen Fall die volumengeringere DNA von kleinen
Tieren (z. B. Zuckmicken- oder Fliegenlarven) uberlagert und die Ergebnisse so verfélscht (ELBRECHT et al.
2017a). Weitere Probleme kénnen Hemmsubstanzen, wie beispielsweise Huminstoffe sein, welche jedoch durch
die Nutzung spezieller Kits gel®st werden.

Marker und Primer

Der richtigen Wahl von Markern und Primern muss besonders hohe Aufmerksamkeit beigemessen werden. Sie ist
immer abhangig von der Fragestellung und den zu untersuchenden Organismen. So eignet sich der Marker CO1
als universeller Marker fir die Analyse tierischer Proben, im Speziellen bei Insekten. Trotz des universellen Mar-
kers gibt es immer noch Artengruppen, die auch genetisch nur schwer zu identifizieren sind. CO1 wird sowohl fr
Singlebarcoding-, als auch fir Metabarcoding-Analysen genutzt. Im Gegensatz zu Tieren gibt es bei hdheren
Pflanzen keinen universellen Marker. Oft bendétigt man fir jede Gattung einen neuen Marker mit spezifischen Pri-
mern. Auch die genaue Determination von Hybriden ist problematisch. Fir deren Identifizierung missen ein geno-
mischer Marker und ein Chloroplasten-Marker parallel untersucht werden, da Chloroplastengene meist nur matenal
(mutterlicherseits) vererbt werden. Als genomischen Marker verwendet man in der Regel ITS (Internal Transcribed
Spacer) und als Chloroplasten-Marker z. B. das rbcL-Gen, oder matK (ITo et al. 2014). Der Einsatz bei Makrophy-
ten beschréankt sich derzeit auf die Artanalyse mittels Singlebarcoding. Die molekularbiologische Untersuchung von
Algen birgt ahnliche Probleme wie die der Gefal3pflanzen. Allgemein gilt, dass es sich bei den Algen um eine evo-
lutiondr sehr alte Gruppe mit vielféltiger Abstammung handelt. Das Genom der Zellorganellen variiert daher stark in
Abhéangigkeit von Inhalt und deren Organisation. Eine Kombination aus mehreren Markern und Primern bietet sich
daher an. HaDI et al. (2005) konnten 96 % der 51 untersuchten Suf3wasseralgen-Stamme mittels der Kombination
aus zwei Markern und zwei Primern sequenzieren. Dabei konnten 35 % der Stdmme bis auf Artniveau bestimmt
werden. Nutzten sie nur einen Primer, sank die Zahl auf lediglich 6 %. Derzeit eigenen sich die Barcoding-
Methoden vor allem fur die Qualititskomponenten Makrozoobenthos, Makrophyten und Diatomeen.

Datenbanken

Datenbanken dienen dem Abgleich der gewonnenen Sequenz mit bekannten Sequenzen und einer Artzuordnung
Uber diese. Fir eine sichere Auswertung der Analyse-Ergebnisse sind gut gepflegte Datenbanken mit einem hohen
Qualitatsstandard unabdingbar. Hierzu ist es notwendig, dass die hinterlegten Organismen morphologisch von
Experten bestimmt werden und zusatzlich eine molekularbiologische Untersuchung der Taxa stattfindet. Ohne
validierte Taxonomie wirde den Datenbanken der Bezug zwischen genetischen Markern und der in der Literatur
dokumentierten, artspezifischen Information fehlen (WAGELE et al. 2012). Um die Qualitat der Datenbanken zu
erhdhen, werden alle Organismen darliber hinaus mit automatischen bildgebenden Verfahren erfasst. Zusatzlich
muss die geographische Verbreitung dokumentiert werden (WAGELE et al. 2012). Die praktische Nutzung der Da-
tenbanken offenbart jedoch auch potenzielle Fehlerquellen. Fragt man die Daten zu einer gewonnenen Sequenz
ab, so bekommt man im besten Fall 100 % Ubereinstimmung mit einer hinterlegten Sequenz. Nun muss gepruft
werden, ob es sich bei der hinterlegten Sequenz um eine vertrauenswirdige Quelle handelt. BOLD (Barcode of
Life Data) gibt den Status der Quellen als ,published”, ,early-release” oder ,private” an. Hierzu ist es sinnvoll, den
Schwerpunkt auf verdffentlichte Sequenzen zu legen und sich mit den dort verlinkten Veréffentlichungen zu befas-
sen. Des Weiteren besteht in vielen Fallen die Mdglichkeit, die eigene Sequenz mit mehreren hinterlegten Sequen-
zen abzugleichen. Gibt es 100 % Ubereinstimmung mit mehreren Sequenzen aus verschiedenen Veroffentlichun-
gen und/ oder anderen Datenbanken, so minimiert sich der potenzielle Fehler. Fir die Qualitatssicherung ist es
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notwendig, eine Untergrenze der Ubereinstimmung der abzugleichenden Sequenzen mit den vorhandenen Daten
festzulegen. Hierzu gibt es derzeit keine allgemeingultigen Regeln.

Nach den Erfahrungen von WAGELE et al. (2012) kénnen z. B. bei Insekten zwischen 90 und 98 % der traditionell
anerkannten Arten sicher molekularbiologisch unterschieden werden (u.a. Kéafer, RAupAacH et al. 2010 und
Schmetterlinge, HAUSMANN et al. 2011). Wird die Analyse automatisiert und ohne Bezug zur Datenbank durchge-
fuhrt, ist der Erfolg bei nah verwandten Arten jedoch deutlich niedriger (ASTRIN et al. 2012). Vom Grof3teil der er-
fassten Arten (mind. Bundestaxaliste, MAUCH et al. 2003) liegen jedoch die Sequenzen zum Abgleich in den Da-
tenbanken (z. B. GBOL, BOLD) vor. Die Arbeitsgruppe von Prof. Leese hat somit bereits einen Grof3teil der opera-
tiven Taxaliste fur MZB-Organismen katalogisiert. Faktisch sind damit geniigend Sequenzen vorhanden, um beim
Makrozoobenthos eine aussagekraftige Bewertung zu bekommen. Nicht katalogisierte Sequenzen bzw. Taxa
kénnten spater auch in Zahlen oder kryptischen Buchstaben-Kiirzeln erfasst werden.

Eine Zuordnung zu 6kologischen Préferenzen scheint hier weniger schwierig, da anhand der dem Fundort eindeu-
tig zuordenbaren Taxa entsprechende chemische und physikalische Parameter zugeordnet werden kénnen. Eine
hdhere Anzahl an Artenlisten von deutlich mehr Messstellen in kiirzerer Zeit ermdglicht es somit, auch kryptischen
Arten eine Autdkologie zuzuweisen.

ZIMMERMANN (personl. Mitteilung 2017) geht davon aus, dass bei den Diatomeen derzeit 20 % der Daten aus Da-
tenbanken als zweifelhaft zu bewerten sind. R-Syst (Réseau de Systématique, franzdsische Datenbank) vom Insti-
tut National de la Recherche Agronomique ist nach seiner Ansicht derzeit am geeignetsten fir Diatomeen, wohin-
gegen BOLD momentan besser fur vielzellige Tiere geeignet ist.

Beim Phytoplankton und Phytobenthos (ohne Diatomeen) besteht das Problem, dass noch nicht gentigend Arten
phylogenetisch eingeordnet sind. Ein Grund kénnte die schwierige Kultivierung der einzelnen Taxa unter Laborbe-
dingungen sein, ein anderer, dass fir etliche Gruppen wenig gute und aktuelle Bestimmungsliteratur und immer
weniger Spezialisten zu der sehr diversen Gruppe Phytobenthos vorhanden sind.

Bei Makrophyten gibt es fur die Gattungen Callitriche, Potamogeton und Ranunculus mittlerweile ausreichend Bar-
codes in den Datenbanken BOLD und NCBI. Damit ist Barcoding jedoch momentan nur fir die genannten Gattun-
gen anwendbar.

Artabgrenzung

Fur die Ermittlung des 6kologischen Zustandes ist eine molekularbiologische Artabgrenzung in der Praxis nicht
notwendig, da in den Datenbanken Gensequenzen von klassisch morphologisch bestimmten Taxa vorliegen. Die
Artabgrenzung ist somit im Vorfeld erfolgt. Es ist jedoch festzulegen, welches MaR an Ubereinstimmung der Se-
guenzen mindestens nétig ist, um mit hoher Sicherheit sagen zu kdnnen, dass es sich um eine bestimmte Art han-
delt. Hier erfolgt der Abgleich der Sequenz mit mehreren Datensétzen, wobei eine Ubereinstimmung von mehr als
98 % bei mehreren Datenséatzen ausreichend ist. Bei Artengruppen, fir die in den Datenbanken weniger gute Da-
tenséatze vorhanden sind, wird ein Abgleich komplizierter. Auch MEYER & PAULAY (2005) kamen zu dem Ergebnis,
dass Barcoding nur bei bekannten und taxonomisch soliden Artengruppen sichere Ergebnisse liefert. ASTRIN et al.
(2012) konnten zeigen, dass bei Russelkaferarten die h&aufig morphologisch nicht unterscheidbaren Arten ganz
unterschiedlichen, einzigartigen genetischen Linien angehdren. Dagegen lie3en sich einige klar 6kologisch unter-
scheidbare Formen mittels Barcoding anhand ihrer Gensequenzen nicht unterscheiden. Hier zeigt sich die Bedeu-
tung des integrativen Ansatzes (integrative Taxonomieg) zur vollstdndigen Beschreibung von Funktionsgefiigen
durch das komplettierte Artinventar eines Lebensraums.

8 integrative Taxonomie kombiniert klassische taxonomische Verfahren mit modernen molekularbiologischen Methoden zur Bestimmung bzw.
Abgrenzung von Arten. (PADIAL et al. 2010, SUKUMURAN & GOPALAKRISHNAN 2015)
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4.2 Okologische Zustandsermittlung

Beim Metabarcoding ist das Ergebnis eine Artenliste mit Bezug zum Ort und Zeit der Beprobung eines Flie3ge-
wassers. Genau wie bei der klassischen Methode wird somit die punktuelle Situation eines Gewasserabschnitts
ausgewertet. Die bei Flie3gewassern Giber eDNA erfassten Informationen besitzen hingegen keinen direkten raum-
lichen Bezug zur Probestelle, da eDNA in FlieRgewassern groRe Distanzen von mehreren Kilometern zurticklegen
kann (DEINER & ALTERMATT 2014). Fur die klassische Ermittlung des 6kologischen Zustandes sind neben Indi-
katororganismen Abundanzen und/oder Biomassevolumen fir die Berechnung der Qualitditskomponenten uner-
lasslich. Diese kdnnen jedoch bei der Anwendung molekular-biologischer Methoden (noch) nicht ermittelt werden.
Es ist daher notwendig, diese in die Metabarcodingmethoden zu integrieren oder Richtlinien zu erstellen, die auf
eine Bewertung mittels Abundanzen verzichten kénnten. Rein PCR-basierte Metabarcoding-Bewertungen der Bio-
diversitat sollten nach derzeitigem Wissensstand am besten auf Prasenz-Abwesenheits-Metriken beruhen (EL-
BRECHT & LEESE 2015) oder sich in die klassischen Methoden integrieren.

RUEGG et al. (2017) haben bereits erste Versuche unternommen, molekularbiologische Methoden (eDNA) in das
Makrophytenmonitoring von Standgewassern zu integrieren. Sie stellten dabei fest, dass weder die Probenahme
vereinheitlicht ist, noch flir alle Organismen passende Primer (artspezifisch vs. universell) vorhanden sind. Des
Weiteren kénnen Kontaminationen gegebenenfalls Probleme bereiten und es lasst sich kein Zusammenhang zwi-
schen eDNA-Konzentration und Abundanz ermitteln. Die Detektion von Hybriden war oft zuféllig und der Mecha-
nismus der Artbildung ist noch nicht vollstandig geklart. Untersuchungen mittels PCR sind bereits moglich (Marker:
ITS fir Kern und trnL-F fiir Chloroplast), aber vor allem bei Neufunden und gemischten Populationen gibt es noch
immer Probleme. Daher sehen RUEGG et al. (2017) den Einsatz molekularer Methoden bei den Makrophyten vor
allem als Moglichkeit fiir die sichere Artbestimmung, zur Detektion von Uberlappungsgebieten und Hybriden, zur
Untersuchung von alten Typusexemplaren, zur Uberpriifung der Autdkologie und bei Populationsstrukturanalysen.
Fir die Monitoringpraxis bedeutet dies keinen Ersatz, sondern vielmehr eine Integration der molekularbiologische
Methoden. Vorzugsweise bei kritischen und 6kologisch relevanten Arten kann die Methode zu neuen Erkenntnis-
sen fuhren.

Zur Bestimmungsgenauigkeit von Diatomeen verglichen ZIMMERMANN et al. (2015) klassische und genetische Be-
stimmungsmethoden von Diatomeendeterminationen aus Probenmaterial von sieben Standorten der Oder und
Lausitzer NeifRe. Die Bestimmung von Diatomeen anhand DNA-Barcoding war fast dreimal so genau wie die mor-
phologische Untersuchung. Wahrend molekulargenetisch 270 Arten und Unterarten entdeckt wurden, konnten
morphologisch nur 103 Taxa identifiziert werden. 70 % der DNA-Sequenzen waren dabei bis auf die Art genau
bestimmt, etwa 30 % bis zur Gattung, entweder, weil die Art noch unbekannt oder bisher nicht in der Referenzda-
tenbank vorhanden war. Nach derzeitigem Stand wird es in Deutschland keine verbindliche Normen zum Di-
atomeen-Barcoding geben (Sitzung des Normierungsauschusses 119-01-03-05 Unterausschuss ,Biologische Ver-
fahren" am 06.12.2017).
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5 Gegenwartige Einsatzmoglichkeiten mo-
lekularbiologischer Verfahren in der
WRRL-Praxis

Obwohl molekularbiologische Methoden schon seit Jahrzehnten in der modernen Biologie Anwendung finden, wer-
den sie erst seit Kurzem zur 6kologischen Zustandsermittlung von Gewdassern in Erwagung gezogen. Durch die
fehlende Praxiserfahrung sind entsprechend wenig Erfahrungsberichte und Veroffentlichungen vorhanden.

In England sollte, nach den Informationen von ZIMMERMANN (personl. Mitteilung) und KELLY (personl. Mitteilung),
die klassische Taxonomie bei der Komponente Diatomeen fur die Ermittlung des 6kologischen Gewasserzustands
von der DNA-basierten Methode abgelost werden. Fiur die Hauptbewertung mussten jedoch zusatzlich die traditio-
nellen Methoden herangezogen werden, um plausible Ergebnisse zu erhalten.

Fir die Abschatzung der Ubertragbarkeit der Theorie in die Praxis fanden erste eigene Versuche der Staatlichen
betriebsgesellschaft fir Umwelt und Landwirtschaft zur Determination einzelner Organismen statt. Diese zielten
darauf ab, morphologisch sicher bestimmbare Arten des Makrozoobenthos und eine kritische Gattung der Makro-
phyten, von denen Barcodes in den Datenbanken hinterlegt sind, mittels Single-Barcoding zu Uberprifen. Beim
Makrozoobenthos wurden vier konservierte Arten aus vier unterschiedlichen taxonomischen Ordnungen untersucht
(Ephemera danica, Gammarus pulex, Asellus aquaticus und Corbicula fluminea). Bei den Makrophyten handelte es
sich um Proben der Gattung Callitriche aus Frischmaterial und Herbarbelegen. Als Grundlage fir die Untersuchung
der MZB-Organismen dienten die Laborprotokolle der Arbeitsgruppe Aquatische Okosystemforschung von Prof. F.
Leese von der Universitat Duisburg-Essen. Es wurden zwei verschiedene DNA-Extraktionsmethoden angewandt:
ein klassisches DNA-Extraktionsverfahren (modifizierte Salzfallung nach SunNnucks & HALES 1996) und die Ver-
wendung eines Kits (Maxwell 16 FFS Nucleid Acid Extraction Kit). Beim Makrozoobenthos konnte mittels Agarose-
Gelelektrophorese der Nachweis erbracht werden, dass die DNA-Extraktion und PCR in beiden Verfahren erfolg-
reich waren. Die Anwendung des kostenglinstigeren klassischen Extraktionsverfahrens zeigte bei den Makrophy-
ten keinen Erfolg. Die verwendeten Reagenzienmischungen, Primersequenzen und Einstellungen fir den PCR-
Cycler wurden aus LES et al. (1993), PHILBRICK & LES (2000) und PRINTZEN et al. (2014) entnommen. Nach der
Aufreinigung des PCR-Produktes erfolgte die Weitergabe an das Sequenzierlabor Eurofins Genomics GmbH. Beim
Makrozoobenthos ergaben alle ermittelten Sequenzen erfolgreiche Treffer in den Datenbanken. Jedoch zeigten
sich erste methodische Probleme bei dem verwendeten universellen Primer, welche sich in der Qualitat der Se-
guenzanalyse eines Taxons zeigte. Bei den Makrophyten wurde dieses Problem besonders deutlich. Aufgrund
identischer Ahnlichkeitsgrade war bei zwei von drei Proben keine eindeutige Zuordnung der Sequenzen méglich.
Solche Hybrid-Art-Kombinationen kdnnen auch bei besten Sequenzen mit dem verwendeten Marker nicht getrennt
werden.

Im nachsten Schritt wurde aus dem laufenden WRRL-Monitoringprogramm eine Messstelle herausgesucht, welche
ein artenreiches Invertebraten-Spektrum aufweist. Nach einer standardisierten Probenahme und Konservierung in
hochprozentigem Alkohol erfolgte die Erstellung einer Artenliste durch klassische, morphologische Determination.
Danach wurden die Tiere getrocknet und in zwei GréRenklassen aufgeteilt. Dies soll eine htéhere Sequenzausbeu-
te ermdglichen und biomassereiche Individuen nicht tberreprasentieren. Nach erfolgreicher DNA-Extraktion wur-
den die Proben eingefroren. Die nachsten Schritte bis zur Sequenzierung erfolgen Ende 2018.

Die Versuche dazu konnten nur durchgefuihrt werden, weil dankenswerter Weise die Infrastruktur des Geschéftsbe-
reiches 4 ,Landwirtschaftliches Untersuchungswesen“ genutzt werden konnte. Ansonsten sind hohe Anfangsinves-
titionen notig.
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6 Abwagung und Kombination klassischer
und molekularbiologischer Verfahren

Welche Barcodingmethode fir welche Komponente geeignet ist, hangt stark von der Fragestellung ab. Die allge-
meinen Vor- und Nachteile der genetischen Methoden sind in Tabelle 1 aufgefiihrt. Fur die bisherigen Anforderun-
gen konnen die genetischen Verfahren die klassischen Methoden nicht ersetzen. Ziel ist es, dass Single-Barcoding
erganzend zu den klassischen Methoden bei schwer bzw. durch klassische Taxonomie nicht bestimmbaren Arten
des Makrozoobenthos und der Makrophyten anzuwenden. Fir die reine Zustandsermittlung ist der zusatzliche
Aufwand sinnvoll, wenn das jeweilige Taxon bewertungsrelevant ist bzw. ihm ein indikatorischer Wert zugrunde
liegt. Die Bestimmung von einzelnen, nicht thallibildenden, benthischen oder phytoplanktischen Algenarten wéare
mittels DNA-Barcoding nur dann mdglich, wenn sie unter Laborbedingungen kultiviert werden. Der Aufwand der
Kultivierung Ubersteigt hierbei aber weitestgehend den Nutzen fir die Ermittlung des 6kologischen Zustandes von
Gewassern. Mittels Metabarcoding ist es zwar theoretisch méglich, viele Arten in einer Mischprobe in kurzer Zeit zu
erfassen und somit eine zur klassischen Methode kongruente Artenliste zu erstellen, jedoch bleibt die Abundanz-
Problematik bisher ungeklart. Dadurch ist eine Integration dieser Methode in die derzeit standardisierten Verfahren
nicht moéglich. Synergieeffekte durch die Kombination klassischer Morphologie und molekularbiologischer Verfah-
ren sind daher von héchster Bedeutung. Beispielsweise kdnnte eine Uberarbeitung der Taxalisten dazu fiihren,
dass neue Indikatorarten identifiziert werden oder neue auttkologische Fragestellungen erkannt werden. ,Es gilt
daher nicht, einen bewéhrten Zweig der Biologie abzuschaffen, sondern ihn um neue Technologien zu erganzen*
(STEINKE & BREDE 2006). Auch WAGELE et al. (2012) unterstreichen die Bedeutung der Zusammenarbeit von Taxo-
nomen und Molekularbiologen (integrative Taxonomie, vgl. oben).

Tabelle 1: Vor- und Nachteile von DNA-Barcodingmethoden
Vorteile Nachteile
Schnelle, hochauflésende Artbestimmung Bisher keine Abundanzen oder Volumina

Determination morphologisch schwer unterscheidbarer Nur zum Teil kompatibel mit gegenwéartigen Bewertungsrichtlinien
Arten und Okomorphen

Hoher Grad an Standardisierung moglich Nicht alle Individuen werden sicher erfasst
Informationen zur Ausbreitungsgeschichte Verlust taxonomischer Expertise
Massenanalyse von Umweltproben moglich Lucken in der Datenbank (stetig abnehmend)

Kryptischen Arten kann besser eine Autdkologie zugewie- Insbesondere einige der taxonomisch schwer zu identifizierenden Arten sind
sen werden molekularbiologisch schwer abgrenzbar (Markersuche)

Hohe technische Reproduzierbarkeit Empfindliches Verfahren mit vielen méglichen Fehlerquellen von der Probenahme
bis zur Sequenzierung

Sinkende Kosten in der Zukunft
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7 Zeitlicher Aufwand und Abschatzung von
Kosten

Die Abschéatzung der folgenden Angaben erfolgte unter der Voraussetzung, dass die molekularbiologischen Me-
thoden routiniert und ohne Ausfalle oder Verfahrensfehler laufen. Es ist daher moglich, dass die Aufwendungen zu
Beginn hoher sind, als im Folgenden dargestellt. AuRerdem sind, mit fortschreitender Forschung an den Verfahren
und steigender Technisierung, sinkende Kosten zu erwarten, sowohl was die Anschaffungskosten als auch die
externen Kosten (Sequenzierung) betrifft. Neben den Erkenntnissen aus eigenen Versuchen wurden auch Erfah-
rungen von anderen Arbeitsgruppen aufgenommen sowie vorhandene Literatur herangezogen.

Single-Barcoding ist eine ergdnzende Methode zu den klassischen Verfahren. Es ist davon auszugehen, dass fur
den Zugewinn an Informationen zuséatzliche Kosten entstehen. Fir Makrozoobenthos belaufen sich die Gesamt-
kosten fiir eine Analyse bei idealer Auslastung auf einen unteren zweistelligen Betrag, wobei die Halfte der Kosten
fur Material verbraucht wird. Die restlichen Kosten teilen sich gleichmafiig auf Kosten fir Personal und Sequenzie-
rung auf. Fir das Metabarcoding sind die Kosten fiir die Verbrauchsmaterialien und die Extraktion etwas héher, da
mehr und inshesondere speziellere Primer genutzt werden. Die GroRenordnung ist jedoch vergleichbar. Die Kosten
fur die Sequenzierung (Hochdurchsatzsequenzierung, NGS) sind mit ca. 7.900 € pro Sequenzierdurchgang (aus
ELBRECHT et al. 2017b) deutlich hdher. Dabei muss jedoch beriicksichtigt werden, dass wéahrend eines Sequen-
ziervorganges mehrere hundert Mischproben sequenziert werden kdnnen, womit sich die Kosten stark relativieren.
Beim Vergleich von Single-Barcoding und Metabarcoding muss immer beachtet werden, dass mithilfe des Single-
Barcoding lediglich ein Taxon ermittelt werden kann, wahrend eine Analyse mittels Metabarcoding die Determinati-
on einer kompletten Mischprobe mit sehr vielen Taxa erlaubt.

Fur Kostenvergleiche von DNA-Barcoding und den klassischen Methoden liegen nur wenige aktuelle Studien vor,
was dazu filhrt, dass die Angaben zu den Kosten von Metabarcoding sehr divers sind. Ein Teil geht davon aus,
dass sich die Kosten gegeniiber der klassischen, morphologischen Methode schatzungsweise auf zwei Drittel bis
drei Viertel der Gesamtkosten belaufen. Ausschlaggebend sind geringere Personalkosten und die Hochdurchsatz-
sequenzierungen. LEESE & HERING (2017) gehen bei internen Kosten fir Metabarcoding von ca. 250 € flr Laborar-
beit und Sequenzierung je Probe aus. Einige kommerzielle Anbieter versprechen um die 400 € je Probe, teilweise
deutlich weniger. Auch die von Ji et al. (2013) genannten Kosten von 200 bis 350 € je Probe stimmen mit den zu-
vor genannten Quellen ungefahr Uberein. STEIN et al. (2014) verglichen die Kosten fir die klassische Methode und
fur die neuen genetischen Verfahren zur Ermittlung des 6kologischen Zustandes von Gewassern in den USA. Sie
kamen entgegen den Ausfihrungen im vorhergehenden Text zu dem Ergebnis, dass die genetischen Verfahren
schatzungsweise 1,7-3,4 mal so kostenintensiv sind wie die klassischen Methoden. Bei signifikanten Ausféllen
oder erneuter Sequenzierung kdnnen die Kosten sogar das 10-fache erreichen. Den Hauptanteil der Kosten ma-
chen die Amplifikation und vor allem die Sequenzierung aus. Wird statt der Ublichen Sanger-Sequenzierung das
Next-Generation-Sequencing (NGS) durchgefihrt, sind die Kosten nach STEIN et al. (2014) als ungefahr gleich zu
bewerten. Jedoch sind die Ergebnisse von NGS bisher weniger genau als die der Sanger-Sequenzierung. Die ge-
netischen Verfahren sind demnach zwar teurer, jedoch liefern sie 3-4 mal schnellere Ergebnisse mit hdherer taxo-
nomischer Auflésung als die klassischen Methoden (STEIN et al. 2014).

Mit zukinftiger Weiterentwicklung ist davon auszugehen, dass die Kosten fir DNA-Barcoding allgemein weiter
sinken werden. Beispielhaft hierfir ist die Abbildung 3 fiir den rapiden Abfall der Kosten fiir die Sequenzierung des
menschlichen Genoms von 2001 bis zum Jahr 2015.
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Der zu berechnende Zeitaufwand ist im Wesentlichen abhéngig von der Fragestellung, der gewahlten Methode und
dem Probenumfang. Vor allem, wenn viele Proben parallel laufen, wirden sich die Kosten fur Verbrauchsmateria-
lien und Personal voraussichtlich reduzieren. Kann ein héherer Probenumfang durch die genetischen Verfahren
realisiert werden, sind jedoch zusatzliche Probenehmerkapazitaten nétig.

Moore's Law

National Human Genome
Research Institute

genome.gov/sequencingcosts

T
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Abbildung 3: Entwicklung der Kosten fiir DNA-Sequenzierung des menschlichen Genoms (Bildquelle:
http://www.scinexx.de/redaktion/wissen_aktuell/bild12/genomik3g.jpg, 30.01.2018)
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8 Zusammenfassung

Im Rahmen dieses Berichts werden Einsatz- und Umsetzungsmoglichkeiten molekular-biologischer Verfahren fur
die Ermittlung des 6kologischen Gewasserzustands auf der Basis des gegenwartigen wissenschaftlichen Kennt-
nisstands erértert und teilweise praktisch erprobt. Die Informationen wurden priméar durch Literaturrecherche und
Erfahrungsaustausch mit diversen Projektgruppen und Experten zusammengetragen. Sekundar wurden die ge-
wonnenen Erkenntnisse durch erste molekularbiologische Analysen seitens der BfUL erprobt und auf ihre Pra-
xistauglichkeit getestet. Die praktischen Versuche trugen dazu bei, die Machbarkeit, die nétigen Kosten und die
technischen Voraussetzungen abzuschatzen.

Fur einige sehr komplexe und diverse Artengruppen, wie z. B. das Phytobenthos, existiert nicht fur alle Gruppen
gute und aktuelle Bestimmungsliteratur und spezialisierte Taxonomen sind tendenziell in abnehmender Anzahl
vorhanden. Die Ergebnisse zeigen, dass Singlebarcoding geeignet ist, um einzelne Arten molekularbiologisch zu
bestimmen. Vor allem bei makroskopischen Arten und Artengruppen, die bisher mit traditioneller Bestimmungslite-
ratur schwer zu bestimmen sind, stellt das Singlebarcoding eine geeignete Erganzung dar. Die verbesserte taxo-
nomische Aufldsung fihrt zu robusteren Bewertungsergebnissen. Jedoch lassen sich nicht alle taxonomisch
schwer differenzierbaren Arten mittels Barcoding identifizieren. Vor allem fiir mikroskopische Organismen ist die
Methode derzeit noch nicht geeignet. Die Bearbeitung von Phytoplankton-, Zooplankton-, Phytobenthos-, Makro-
zoobenthos- oder Diatomeenproben mithilfe der klassischen Verfahren ist trotz der genannten Herausforderungen
nach wie vor die geeignetere Methode flr die Ermittlung des 6kologischen Zustandes von Oberflachenwasserkor-
pern. Die Bestimmung von nicht thallibildenden, benthischen oder planktischen Algenarten wére mittels Singlebar-
coding nur dann realistisch, wenn sie unter Laborbedingungen kultiviert werden. Der Aufwand Ubersteigt jedoch
den Nutzen fir die 6kologische Zustandsermittlung.

Die genetischen Verfahren sind weitestgehend nicht standardisiert und noch nicht in die Anforderungen der Was-
serrahmenrichtlinie integriert. Die klassischen Methoden lassen sich somit nicht einfach durch die genetischen
Verfahren ersetzen. Das bisherige Bewertungssystem ist vollumféanglich erprobt, standardisiert und interkalibriert.
Jedoch kann die Erganzung durch genetische Verfahren eine verbesserte taxonomische Auflésung und ein robus-
teres Bewertungsergebnis liefern. Dieser Mehrgewinn an Daten hétte eine genauere raumliche und zeitliche Aus-
wertung zur Folge und damit eine erhéhte Aussagekraft des Monitorings fur MaRnahmenplanungen. Diese Kombi-
nation wird als integrative Taxonomie (z. B. PADIAL et al. 2010, SUKUMARAN & GOPALAKRISHNAN 2015) bezeichnet.
Sie beschreibt sowohl den Nutzen molekularbiologischer Methoden fur die klassischen Verfahren, als auch die
hohe Bedeutung der klassischen Taxonomie fur die Entwicklung genetischer Verfahren und die Auswertung der
Ergebnisse in der Praxis. Die Kenntnis klassischer Methoden zur Beschreibung und Klassifizierung, sowie autdko-
logisches Wissen und die Erfahrung der Probenehmer bleibt auch mit fortschreitender Technisierung von héchster
Bedeutung.

Neben den bisherigen Anforderungen an die Ermittlung des 6kologischen Zustandes nach der Wasserrahmenricht-
linie gibt es eine Vielzahl an weiteren autdkologischen und taxonomischen Fragestellungen, welche mithilfe mole-
kularbiologischer Methoden geklart werden kénnen. Der Einsatz dieser Methoden kann dazu beitragen, alte Fra-
gen zu beantworten und neue Themengebiete zu erforschen. Der integrative Ansatz ermdglicht es, das For-
schungsfeld und den Wissensstand zu erweitern, den Fokus stérker auf dkologische Ermittlungen zu legen und
erodffnet damit neue Chancen zur Bewertung unserer Umwelt.
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