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Die Anwendung von genetischen Verfahren zur Identifikation von Arten hat in den letzten Jahren enorm an
Bedeutung gewonnen. Durch die Entwicklung der Hochdurchsatz-Sequenzierung (Next Generation Sequen-
cing) ist mittlerweile eine schnelle Analyse von Umweltproben maoglich. Diese Fortschritte genetischer Ver-
fahren konnten auch fir die Bewertung von Oberflachengewdsser nach Wasserrahmenrichtlinie (WRRL)
eine grol3e Bereicherung darstellen, da sich genetischen Proben schnell und standardisiert analysieren las-
sen. Es bestehen allerdings noch Unsicherheiten, ob die Ergebnisse fachlich vergleichbar und zur Bewertung
der Gewasser geeignet sind. Vor diesem Hintergrund wird in dieser Studie untersucht, ob genetische Ver-
fahren das klassische Bewertungsverfahren gemaR WRRL in Hinblick auf die Makrozoobenthos Bewertung
optimieren bzw. ergdnzen oder diese langfristig eventuell sogar ersetzen kénnen. Im Rahmen des Projektes
»Monitoring Biologie — Anpassung an neue Herausforderungen” wurden dafiir 60 von der bayerischen Was-
serwirtschaft erhobene und morphologisch bestimmte Makrozoobenthos Proben aus verschiedenen FlieR3-
gewdssertypen mittels Metabarcoding analysiert. Die morphologisch bestimmten und genetisch erstellten
Befunde sowie die jeweils resultierenden Bewertungsergebnisse der Module ,,Saprobie” und , Allgemeine
Degradation” der biologischen Qualitatskomponente Makrozoobenthos wurden anschlieRend verglichen.
In einem Vergleich der Taxalisten kann gezeigt werden, dass der Anteil an gemeinsam identifizierten Taxa
besonders auf Gattungs- und Familienniveau sehr hoch ist (Art: 61 %, Gattung: 69 %, Familie 78 %). Von den
morphologisch bestimmten Arten war die Wiederfindungsquote in den genetischen Befunden bei den
GliederfiiBern (Arthropoda) am hochsten (70%), gefolgt von den Ringelwirmern (Annelida) (41 %). Bei den
Weichtieren (Mollusca) wurde die geringste Ubereinstimmung (24 %) zwischen beiden Verfahren erzielt.
Plattwiirmer (Plathelminthes) konnten mit dem genetischen Verfahren nicht abgebildet werden. Die Uber-
einstimmung der morphologisch bestimmten Arten mit den genetisch detektierten Taxa ist bei der Insecta
Ordnung Trichoptera mit 77 % am hdchsten und bei Ephemeroptera mit 60 % am geringsten. Die genetische
Artenvielfalt ist bei den Diptera (insbesondere bei morphologisch schwer zu bestimmenden Arten aus der
Familie der Chironomidae) im Vergleich zur morphologischen Bestimmung deutlich am gréBten. Einige mor-
phologisch bestimmte Taxa der Trichoptera (insbesondere der Familien Leptoceridae und Limnephilidae)
und der Ephemeroptera (insbesondere der Familie Heptageniidae) wurden genetisch nicht nachgewiesen.
Die Qualitat der Artidentifizierung und Wiederfindung im genetischen Verfahren ist u.a. von dem gewahlten
Markergen, der Primer Effizienz, aber auch von den hinterlegten Referenzen der verfiigbaren Datenbanken
abhéangig und wird von Informationsliicken und Fehlerquellen beeintrachtigt. So konnten zum Zeitpunkt
dieser Studie wenige Arten nicht eindeutig zugeordnet werden, da der Artname in der Referenzdatenbank
nicht hinterlegt war. Abgesehen von moglichen Fehlerquellen bei der morphologischen Bestimmung, be-
steht bei genetisch sehr dhnlichen Arten zudem eine hohe Verwechslungsgefahr bei der automatisierten
taxonomischen Zuordnung. Durch genetische Verfahren konnen bislang keine Abundanzen (Anzahl der
Individuen einer Art) der Taxa in der Probe ermittelt werden, so dass lediglich angegeben werden kann, ob
ein bestimmtes Taxon in der Probe vorhanden ist. Folglich fihrten die Berechnungen basierend auf
genetisch erstellten Taxalisten mit An-/Abwesenheitsdaten zu einem erheblich héheren Anteil an
ungesicherten Ergebnissen, da die Sicherungskriterien des klassischen Bewertungsverfahrens auf
Abundanzsummen basieren. Die berechneten Metrics korrelierten statistisch hoch signifikant zwischen den
Verfahren, wobei das Modul ,Saprobie” hohere Korrelationen als das Modul ,Allgemeine Degradation”
aufwies. Insgesamt erzielten die genetischen Verfahren mehrheitlich mit dem klassischen Verfahren
vergleichbare Bewertungsergebnisse fir die biologische Qualitatskomponente Makrozoobenthos (63 %)
und fiir die Teilmodule ,Allgemeine Degradation” (58 %) und ,Saprobie” (82 %). Anderungen in den
Zustandsklassen beliefen sich mehrheitlich im Rahmen einer Zustandsklasse und nur in wenigen Fallen
ergaben sich Abweichungen von zwei Zustandsklassen. Durch genetische Verfahren wurden fiir die
biologische Qualitdtskomponente Makrozoobenthos insgesamt geringfligig schlechtere (20 %) als bessere
(17 %) Zustandsklassen und ein geringerer Anteil an gut und besseren Bewertungsergebnissen erzielt. In
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den Teilmodulen ,Allgemeine Degradation” und besonders bei der ,Saprobie“ kam es durch die
genetischen Verfahren im Schnitt zu einer Verbesserung der Bewertungsergebnisse im Vergleich zum
klassischen Verfahren. Diskrepanzen zwischen den Bewertungsergebnissen basieren unter anderem
darauf, dass wichtige Indikatorarten der Strudelwirmer (Plathelminthes) nicht und einige wichtige
Indikatorarten der Weichtiere (Mollusca) nur eingeschrankt genetisch nachgewiesen werden konnten. Die
wesentlich héher genetisch detektierte Artauflésung fiir einige Artengruppen, die hoch signifikanten Kor-
relationen und die mehrheitliche Ubereinstimmung der Bewertungsergebnisse zeigen das Potential gene-
tischer Verfahren auf, das klassische Verfahren zu komplettieren bzw. zu erganzen. Die deutlichen Abwei-
chungen in den Taxalisten zeigen jedoch, dass genetische Verfahren das klassische Verfahren gegenwartig
nicht ersetzen kdnnen. Dies basiert auf einigen Schwachen im genetischen Verfahren, die zukiinftig adres-
siert werden sollten, um die genetische Wiederfindung der Taxa in den Proben weiter zu verbessern. Ein
fir den Erfolg der Artwiederfindung essentieller und kritischer Arbeitsschritt ist die DNA-Konservierung.
Hier besteht die Notwendigkeit einer standardisierten und hinsichtlich DNA-Konservierung optimierten An-
leitung fur die Probenahme und Handhabung. Um moglichst das gesamte Taxaspektrum der Probe gene-
tisch abbilden zu kénnen, muss die Wahl der entsprechenden Markergene und der Primer an die zu detek-
tierenden Organismengruppen spezifisch angepasst werden. Die Integration von raumlichen Verbreitungs-
mustern der Taxa in die automatisierte taxonomische Zuordnung kénnte die Genauigkeit der taxonomi-
schen Zuordnung von genetisch sehr dhnlichen Taxa erhdhen. Eine hohe Qualitat der genetischen Befunde
sollte durch eine fortlaufende Optimierung und Aktualisierung der genetischen Referenzdatenbanken si-
chergestellt werden. Die durch genetische Verfahren erzielte hohere Artauflosung fur spezifische Taxagrup-
pen steigert zwar den Informationsgewinn, fiir die Gewdsserbewertung ist diese hohere Artauflésung aller-
dings nur im Zusammenhang mit entsprechenden autdkologischen Informationen gewinnbringend. Daher
sind weitere Forschungsarbeiten hinsichtlich autékologischer Informationen und maoglicher Indikatorpoten-
tiale der genetisch detektierten Taxa, sowie die entsprechende Anpassung der Taxaliste der Gewdsserorga-
nismen Deutschlands und der operationellen Taxaliste notwendig. Fiir die Integration genetischer Verfah-
ren in das bestehende Bewertungsverfahren bedarf es einigen Anpassungen oder der Entwicklung neuer
Bewertungsansatze (z.B. Ableitung neuer Metrics und Indizes, Strategie zum Umgang mit fehlenden A-
bundanzen).
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1. Einleitung

1. Einleitung

1.1. Genetische Verfahren im biologischen Monitoring

Die Artenvielfalt und Artzusammensetzung spielt fiir die Bewertung der Qualitat von FlieRgewassern eine
zentrale Rolle. Im Bewertungsverfahren nach Wasserrahmenrichtlinie (WRRL) wird die Bestimmungsarbeit
klassisch durch die Erkennung artspezifischer morphologischer Merkmale vorgenommen. Morphologische
Bestimmungsarbeiten erfordern eine intensive Einarbeitung und viel Erfahrung und kénnen bei schwer be-
stimmbaren Arten sehr zeitaufwendig sein. Nicht immer ist fiir alle Entwicklungsstadien eine eindeutige
Artbestimmung anhand morphologischer Merkmale moglich. Auch Beschadigungen von Taxon-spezifischen
Merkmalen kénnen die morphologische Bestimmung erschweren (Darling & Mahon 2011). Bei generell
schwer differenzierbaren Merkmalen gemaR Bestimmungsschlissel kann es zu Bestimmungsfehlern kom-
men und je nach Kenntnisstand werden unterschiedliche Bestimmungstiefen erreicht. Durch diese Unsi-
cherheiten konnten Informationen verloren gehen, falls zugunsten der Sicherheit lediglich auf das nachst
héhere taxonomische Niveau bestimmt wird (Haase et al. 2010, Sweeny et al. 2011). Diese Grenzen der
morphologischen Bestimmung und der damit einhergehende Informationsverlust kénnen direkte Konse-
quenzen fiir die Bewertung der FlieRgewasser haben, wenn sich hinter den nicht bestimmbaren taxonomi-
schen Leveln relevante Indikatorpotentiale hinsichtlich 6kologischer Praferenzen oder Stresstoleranzen
verbergen (Jones 2008, Haase et al. 2010, Stein et al. 2014, Macher et al. 2016, Pawlowski et al. 2018).

Genetische Verfahren ermoglichen es, Taxa anhand von Markergenen molekularbiologisch zu bestimmen.
Das gangige Markergen fir Makrozoobenthos ist das mitochondriale Genfragment der Untereinheit | der
Cytochrom c Oxidase, auch CO1 Markergen genannt (Greyer et al. 2018, Hebert 2003). Im letzten Jahrzehnt
haben sich die genetischen Verfahren rasant weiterentwickelt. Mit der dulRerst zeit- und kostenaufwandi-
gen Sequenziermethode nach Sanger (Sanger et al. 1977) konnten zunédchst einzelne Arten identifiziert wer-
den (Singlebarcoding). Durch Hochdurchsatz-Sequenzierung (Next Generation Sequencing) ist es zwischen-
zeitlich moglich, Arten aus Mischproben (Metabarcoding) zu identifizieren, wobei Millionen von DNA-
Fragmente aus mehreren Proben wdhrend eines Sequenziervorgangs parallel sequenziert werden kénnen
(Hajibabaei et al. 2011, Hajibabaei 2019, Taberlet et al. 2012, Elbrecht & Leese 2015). Auch fiir die soge-
nannte Umwelt- oder environmental DNA (eDNA) wird diese Hochdurchsatz-Sequenzierung angewendet.
Dieses Verfahren basiert auf der Analyse von DNA-Molekdilen in einer Wasserprobe und hat sich besonders
beim Nachweis von Fischen bewahrt (Taberlet 2012, Valentini et al. 2016; Shaw et al. 2016, Stoeckle et al.
2017). Genetische Verfahren haben sich bereits in unterschiedlichsten Fachbereichen als erfolgreich erwie-
sen. So kdnnen durch genetische Nachweisverfahren beispielsweise fakale Belastungen und deren Ur-
sprung in Gewdssern durch die Detektion von 16S rDNA-Markern von Fakalbakterien ermitteln werden (LfU
Ref. 73). Auch fir die Untersuchung der Herkunft und Ausbreitung von Neobiota, wie z.B. des Hocker-
flohkrebses (Dikerogammarus villosus), werden genetische Verfahren angewendet (Bodenseestudie, LfU
Ref. 73). Im biologischen Monitoring nach WRRL sind unterstiitzende genetische Analysen bisher nur bei
sehr schwierig bestimmbaren oder schwer trennbaren Einzeltaxa zum Zwecke der biologischen Qualitatssi-
cherung vorgesehen (HtGewA 2018, Kapitel 4.3 Genetische Analysen). Genetische Verfahren kénnten im
biologischen Monitoring aber auch fiir die taxonomische Bestimmung von gesamten biologischen Proben
eingesetzt werden um diese objektiv, schnell, prazise und standardisiert zu analysieren (Greyer et al. 2018,
Elbrecht & Steinke 2019). Ein groBer Vorteil von biomolekularen Bestimmungsmethoden liegt in der Unab-
hangigkeit von Entwicklungsstadien, Geschlecht, Kenntnisstand und unklaren morphologischen Merkma-
len, was zu einem enormen Informationsgewinn beitragen kann (Vivien et al. 2015, Beermann et al. 2018).
Folglich kdnnte die Integration von genetischen Verfahren in das klassische biologische Bewertungsverfah-
ren zu einer verbesserten taxonomischen Auflésung und zu einem robusteren Bewertungsergebnis flihren.
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1. Einleitung

Inzwischen gibt es eine Vielzahl von verschiedenen Studien und Projekten die sich mit der Frage der Pra-
xistauglichkeit genetischer Verfahren zum Zwecke des biologischen Monitorings im behordlichen Kontext
befassen. Ein Projekt, an dem auch das LfU beteiligt ist, ist z.B. das Eco-Alps Water Projekt (Projektlaufzeit
April 2018 bis April 2021). In diesem Projekt wird die Anwendung von Metabarcoding fiir die 6kologische
Bewertung der biologischen Qualitditskomponenten Phytoplankton, Phytobenthos, Fische sowie
(Cyano)Bakterien und eukaryotischer Mikroben in alpinen Seen und Flissen getestet
(www.Ifu.bayern.de/wasser/eco_alpswater/index.htm). Auch im Rahmen der Joint Danube Survey (JDS 4

2019) wurden genetische Untersuchungen zu Monitoringzwecken der Oberflaichengewasserqualitat der
Donau durchgefiihrt (www.danubesurvey.org/jds4/).

In diesem Projekt soll untersucht werden, inwieweit sich genetische Verfahren von dem klassischen Bewer-
tungsverfahren fiir FlieBgewasser nach WRRL hinsichtlich der biologischen Qualitatskomponente Makro-
zoobenthos unterscheiden und ob diese das Potential haben, das klassische Bestimmungsverfahren zu op-
timieren oder sogar zu ersetzen. Daflir wurden erstmalig bayerische Makrozoobenthos Monitoringdaten
genetisch mittels Metabarcoding von der Universitat Duisburg-Essen analysiert und ein Vergleich der gene-
tisch erstellten und klassisch morphologisch bestimmten Taxalisten und den daraus resultierenden Bewer-
tungsergebnissen erstellt.
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2. Methode

2. Methode

Fiir diese Studie wurden insgesamt 60 Makrozoobenthos Proben aus dem Monitoringjahr 2019 morpholo-
gisch bestimmt und anschliefend mittels Metabarcoding genetisch analysiert. Basierend auf den morpho-
logisch bestimmten und genetisch erstellten Taxalisten wurden Bewertungsergebnisse mittels der Bewer-
tungssoftware Asterics generiert. Sowohl die jeweiligen Taxalisten als auch die Bewertungsergebnisse wur-
den anschlieRend miteinander verglichen. Eine Ubersicht der Methodik dieser Studie ist in Abbildung 1 dar-
gestellt. Die einzelnen Arbeitsschritte werden nachfolgend genauer erldutert.

- Morphologisch
MZB Probenahme .| Morphologische ?yg)st?morﬁlzc ] MZB
(nach WRRL) i Bestimmung Tagaliste Zustandsklasse
| Y J
Metabarcoding Vergleich
Probenprozessierung ]
- DNA Extraktion [ \
+ - PCR -
MZB Sammelprobe |—' Sequenzierung = G;gf;:ﬁgh - MZB
= Sequenzenliste Taxaliste Zustandsklasse
Bioinformatische Auswertung
- OTU Liste
= Taxonomische Zuordnung (BOLD Systems)

Abbildung 1: Ubersicht des methodischen Vorgehens. Makrozoobenthos-Proben aus dem biologischen Monito-
ring gemalkR WRRL wurden morphologisch bestimmt und nachfolgend mittels Metabarcoding genetisch analy-
siert. Die aus beiden Bewertungsverfahren resultierenden Taxalisten und Bewertungsergebnisse wurden an-
schlieRend miteinander verglichen.

2.1. Messstellenauswahl

Grundlage fir die Auswahl der Makrozoobenthos Proben fiir die genetischen Untersuchungen waren Mess-
stellen, die im Rahmen des planmaRigen biologischen Monitoringprogramms im Jahr 2019 untersucht wur-
den. Insgesamt wurden 60 Makrozoobenthos Proben an 13 unterschiedlichen FlieRgewassertypen fiir die
genetischen Analysen von der bayerischen Wasserwirtschaft zur Verfligung gestellt. Der groRte Anteil der
Proben stammte aus alpinen und voralpinen Gewéssern, wobei der FlieRgewasser-Typ 2.1 (Bach Alpenvor-
land) mehrheitlich vertreten ist (Abb. 2). Insgesamt haben sich 15 bayerische Wasserwirtschaftsamter an
dieser Studie beteiligt.
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= 5 Anzahl
Okoregion/FG-Typ MZB Proben

Alpen und Alpenvorland 35

1.1. Bach der Alpen 5

1.2. Kleiner Fluss der Alpen 4

2.1. Bach der Alpenvorland 12

2.2, Kleiner Fluss Alpenvorland 3

3.1. Bach Jungmorane Alpenvorland 4

4. Grolter Fluss Alpenvorland 7

Mittelgebirge 25

5. Silikatischer Mittelgebirgsbach grob 3

5.1. Silikatischer Mittelgebirgsbach fein 8

6. Karbonatischer Mittelgebirgsbach fein 1

6_K Keuperbach 4

7. Karbonatischer Mittelgebirgsbach grob 1

4. Silikatischer Mittelgebirgsbach fein-grob 2

9.2, Grofker Mittelgebirgsfluss 5

999 keine Typzuordnung 1

MZB Proben gesamt 60

Abbildung 2: Ubersicht der beprobten FlieRgewdasser-Typen und der jeweiligen Anzahl der Makrozoobenthos
Proben.

2.2. Makrozoobenthos Probenahme und Probenkonservierung

Die Makrozoobenthos-Probenahme erfolgte im Rahmen des planmaRigen Monitoringprogramms 2019 ge-
mak WRRL Protokoll mittels ,,Multi-Habitat-Sampling”. Um eine bestmaogliche DNA Qualitat des Probenma-
terials fir die genetischen Analysen erhalten zu kénnen, wurden dem biologisch kartierendem Personal im
Vorfeld der Probenahme Anleitungen fiir die Probenahme und Weiterbehandlung der MZB Proben zur Ver-
fligung gestellt. Bei der Erstellung der Probenahme Anleitungen wurde gezielt darauf geachtet, so wenig
bis keinen zusatzlichen Aufwand in der behérdlichen Beprobungsroutine fiir die Metabarcoding-Proben zu
generieren. In der Anleitung wurde darauf hingewiesen, den Kescher sorgfltig zwischen den Probenahmen
zu reinigen, um das Risiko einer Verschleppung von genetischem Material zu minimieren. Des Weiteren
sollte ausschliefRlich mind. 80 % unvergallter Alkohol fiir die Probenkonservierung verwendet und zusatzlich
ein Ethanolwechsel 24 Stunden nach der Probenahme vorgenommen werden um eine bestmdgliche DNA-
Konservierung zu gewdhrleisten. Von Organismen, die zur Bestimmung mit Sdure behandelt werden miis-
sen (z.B. Oligochaeta) wurden vor der Sdure-Behandlung nicht bestimmungsrelevante Kérperteile abge-
trennt und in die Sammelprobe integriert. Von den Kocherfliegenlarven sollten die Kécher aus minerali-
schen und pflanzlichen Material entfernt werden, da in pflanzlichem Material Polymerase-Kettenreaktion
(PCR) hemmende Stoffe enthalten sein konnten. Alle an einer Probestelle gefundenen Makrozoobenthos-
Arten wurden mit Mindestindividuenzahlen gemaR dem ,MZB-Lebendsortierung” Bogen (Handbuch
tGewA, Teil B1, Anlage 3) zu einer Sammelprobe vereint (mit Ausnahme von geschiitzten Arten, wie z.B.
Libellen). Nach der Probenahme und Konservierung sollten die Individuen lediglich nur kurzeitig wahrend
der morphologischen Bestimmung ins Wasser gelegt werden und direkt nach der Bestimmung wieder in
Ethanol konserviert und dunkel sowie kiihl gelagert werden. Nach der Qualitatssicherung durch die taxo-
nomischen Arbeitsgruppen (TAG) wurden die morphologisch bestimmten Makrozoobenthos Arten als Sam-
melprobe an das LfU versendet. Nach Erhalt der MZB Sammelproben am LfU wurden diese dunkel und kiihl
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bei 4°C bis zum Versand an die Universitat Duisburg-Essen gelagert. In der nachfolgenden Tabelle 1 sind alle

60 MZB-Proben mit detaillierten Informationen zu Probenahme und Messstelle aufgelistet.

Tabelle 1: Auflistung der Makrozoobenthos Proben fiir die genetischen Analysen. Insgesamt wurden 60 Makro-
zoobenthos Proben aus 13 unterschiedlichen FlieBgewassertypen fiir genetische Analysen von der bayerischen
Wasserwirtschaft (15 Wasserwirtschaftsamtern (WWA)) zur Verfigung gestellt.

Nr. WWA Mst.-Nr. Datum Probenr. Gewasser Okoregion Typ WRRL

Probenahme
1 Ansbach 2901 24.04.2019 402066 Rohrach Mittelgebirge 6: Karbon. Mittelgebirgsbach fein
2 Ansbach 16392 07.05.2019 406713 Erlbach Mittelgebirge 6_K: Keuperbach
3 Ansbach 206415 28.03.2019 406150 Muehlbach Mittelgebirge 6_K: Keuperbach
4 Aschaffenburg 21138 16.05.2019 402977 Schondra Mittelgebirge 5.1: Silikat. Mittelgebirgsbach fein
5 Aschaffenburg 21319 13.05.2019 402928 Lohr Mittelgebirge 5.1: Silikat. Mittelgebirgsbach fein
6 Aschaffenburg 21436 02.05.2019 402855 Karbach Mittelgebirge 7: Karbon. Mittelgebirgsbach grob
7 Aschaffenburg 122422 02.05.2019 402671 Aschaff Mittelgebirge 9: Silikat. Mittelgebirgsfluss fein-grob
8 Aschaffenburg 176595 07.05.2019 402827 Seebach Mittelgebirge 5: Silikat. Mittelgebirgsbach grob
9 Bad Kissingen 20715 02.04.2019 402850 Sulz Mittelgebirge 5.1: Silikat. Mittelgebirgsbach fein
10 Deggendorf 11513 12.04.2019 401672 Kleine Ohe Mittelgebirge 5: Silikat. Mittelgebirgsbach grob
11 Deggendorf 12614 27.02.2019 400249 Tannerbach Alpenvorland 2.1: Bach Alpenvorland
12 Deggendorf 12876 27.02.2019 402791 Kirchberger Bach Alpenvorland 2.1: Bach Alpenvorland
13 Deggendorf 111092 11.04.2019 402075 Hengersberger Ohe Mittelgebirge 5: Silikat. Mittelgebirgsbach grob
14 Donauworth 3043 24.04.2019 402886 Lech Alpenvorland 4: Grof3er Fluss Alpenvorland
15 Donauworth 3047 24.04.2019 402887 Lech Alpenvorland 4: Grof3er Fluss Alpenvorland
16 Hof 13758 21.03.2019 402819 Schorgast Mittelgebirge 5: Silikat. Mittelgebirgsbach grob
17 Hof 23847 24.04.2019 402934 Suedliche Regnitz Mittelgebirge 5: Silikat. Mittelgebirgsbach grob
18 Hof 23965 23.05.2019 402835 Saechsische Saale Mittelgebirge 9: Silikat. Mittelgebirgsfluss fein-grob
19 Ingolstadt 3309 04.04.2019 402831 Paar Alpenvorland 2.2: Kleiner Fluss Alpenvorland
20 Ingolstadt 103416 21.03.2019 402862 Lindacher Bach Alpenvorland 2.1: Bach Alpenvorland
21 Kempten 3056 16.04.2019 402927 Wertach Alpen 1.1: Bach der Alpen
22 Kempten 114514 17.04.2019 402925 Obere Argen Alpenvorland 1.2:kleiner Fluss der Alpen
23 Miinchen 10932 04.04.2019 402067 Goldach Alpenvorland 2.2: Kleiner Fluss Alpenvorland
24 Munchen 10949 01.04.2019 401813 Moosach Alpenvorland 2.2: Kleiner Fluss Alpenvorland
25 Miinchen 10988 08.02.2019 402091 Isar Alpenvorland 4: Grof3er Fluss Alpenvorland
26 Munchen 96710 16.04.2019 402115 Abfanggraben Alpenvorland 999: keine Typzuordnung
27 Munchen 96722 04.03.2019 402084 Sietenbach Alpenvorland 2.1: Bach Alpenvorland
28 Miinchen 105582 28.03.2019 401864 Glonn Alpenvorland 2.1: Bach Alpenvorland
29 Munchen 10910 22.02.2019 400239 Isar Alpenvorland 4: Grof3er Fluss Alpenvorland
30 Nirnberg 3982 27.03.2019 402947 Schwarzach Mittelgebirge 6_K: Keuperbach
31 Nirnberg 103713 14.03.2019 402969 Roth Mittelgebirge 9.1_K: Keuperfluss
32 Regensburg 6807 01.04.2019 402852 Bayerische Schwarzach Mittelgebirge 5: Silikat. Mittelgebirgsbach grob
33 Regensburg 9327 26.03.2019 402863 Hiltenbach Mittelgebirge 5: Silikat. Mittelgebirgsbach grob
34 Regensburg 22833 24.04.2019 402861 Chodenangl-Bach Mittelgebirge 5: Silikat. Mittelgebirgsbach grob
35 Rosenheim 96769 23.04.2019 402851 Aidenbach Alpenvorland 2.1: Bach Alpenvorland
36 Rosenheim 128652 18.04.2019 402074 Walkerseicher Muehlbach Alpenvorland 2.1: Bach Alpenvorland
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Nr. WWA Mst.-Nr. Datum Probenr. Gewasser Okoregion Typ WRRL
Probenahme
37 Rosenheim 142541 02.04.2019 402670 Feldkirchner Bach Alpenvorland 3.1: Bach Jungmorane Alpenvorland
38 Rosenheim 198551 29.03.2019 402089 Inn Alpenvorland 4: Grof3er Fluss Alpenvorland
39 Traunstein 12133 26.03.2019 402816 Inn Alpenvorland 4: Grof3er Fluss Alpenvorland
40 Traunstein 12165 14.03.2019 402441 Frauendorfer Bach Alpenvorland 2.1: Bach Alpenvorland
41 Traunstein 12301 28.03.2019 402495 Mittlinger Bach Alpenvorland 2.1: Bach Alpenvorland
42 Traunstein 12396 16.04.2019 401814 Buchbach Alpenvorland 3.1: Bach Jungmoréne Alpenvorland
43 Traunstein 12532 18.03.2019 402788 Rettenbach Alpenvorland 3.1: Bach Jungmoréne Alpenvorland
44 Traunstein 12678 17.04.2019 401671 Steinbach Alpen 1.1: Bach der Alpen
45 Traunstein 12732 11.04.2019 401993 Oberteisendorfer Ache Alpen 1.1: Bach der Alpen
46 Traunstein 96548 18.04.2019 402086 Berchtesgadener Ache Alpen 1.2:kleiner Fluss der Alpen
47 Traunstein 105495 21.03.2019 402475 Mittlinger Bach Alpenvorland 2.1: Bach Alpenvorland
48 Traunstein 124243 13.03.2019 402442 Frauendorfer Bach Alpenvorland 2.1: Bach Alpenvorland
49 Traunstein 132791 27.03.2019 401667 Weissbach Alpen 1.2:kleiner Fluss der Alpen
50 Traunstein 198989 28.03.2019 402476 Mittlinger Bach Alpenvorland 2.1: Bach Alpenvorland
51 Weiden 4761 23.04.2019 402903 Tirschenreuther Waldnaab Mittelgebirge 9: Silikat. Mittelgebirgsfluss fein-grob
52 Weiden 6237 20.05.2019 402906 Naab Mittelgebirge 9.2: GroRer Mittelgebirgsfluss
53 Weiden 8049 17.05.2019 402905 Vils Mittelgebirge 9.2: GroBer Mittelgebirgsfluss
54 Weiden 23482 17.04.2019 402902 Wondreb Mittelgebirge 9: Silikat. Mittelgebirgsfluss fein-grob
55 Weiden 121143 15.05.2019 402904 Schwarzach Mittelgebirge 9: Silikat. Mittelgebirgsfluss fein-grob
56 Weilheim 3041 19.02.2019 402828 Lech Alpenvorland 4: Grof3er Fluss Alpenvorland
57 Weilheim 10754 16.04.2019 401532 Isar Alpenvorland 1.2:kleiner Fluss der Alpen
58 Weilheim 10782 21.03.2019 400842 Jachen Alpenvorland 1.1: Bach der Alpen
59 Weilheim 10830 28.03.2019 400884 Kankerbach Alpenvorland 1.1: Bach der Alpen
60 Weilheim 95737 09.05.2019 401665 Lech Alpenvorland 4: Grof3er Fluss Alpenvorland

2.3. Metabarcoding

2.3.1. Probenprozessierung und Sequenzierung

Die MZB Sammelproben wurden im Labor der Genomics Core Facility der Universitat Duisburg-Essen bis zur
Aufbereitung fir das DNA-Metabarcoding bei 4°C gelagert. Fir die Probenaufbereitung wurden die Makro-
zoobenthos-Proben nach GroRe der Individuen vorsortiert (GroBenklassen S, M, L) und anhand eines Tur-
rax-Grinders in gefriergetrocknetem Zustand zerkleinert und zu einem Pulver homogenisiert. Aus diesem
homogenisierten Pulver wurde anschlieRend die DNA des Zielgens fiir Makrozoobenthos (mitochondriales
Genfragment der Cytochrom Oxidase |, auch CO1 Markergen genannt) extrahiert und aufgereinigt (Nucle-
oMag Tissue Kit von MACHEREY-NAGEL). Dieser CO1 Marker ist ein universeller Marker fir die Analyse tie-
rischer Proben, insbesondere Insekten (Greyer et al. 2018). Die extrahierte Zielgen-DNA wurde anschlie-
Rend durch eine Polymerase-Kettenreaktion (polymerase chain reaction (PCR)) mit dem Einsatz spezifischer
Primer vervielfdltigt. Der Erfolg der Anreicherung des Zielgens bzw. des PCR-Produkts wurde mittels einer
Agarose-Gelelektrophorese Uiberpriift. Dabei zeigte sich, dass die DNA in einigen Proben stark degradiert
war, so dass im Vergleich des langeren Standard-Primers (421bp Fragment) kiirzere (178bp Fragment), spe-
ziell fur degradierte DNA entwickelte Primer (Forward Primer ,fwhF2“ und Reverse Primer ,fwhR2n_rev”,
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178 bp) fur die nachfolgende PCR verwendet wurden (Vamos et al. 2017). Neben 9 Negativkontrollen wurde
fiir jede Probe ein unabhangiges technisches Replikat fir die DNA Extraktion und die PCR erstellt. Nach
erfolgreicher Vervielfiltigung der DNA wurden die Basensequenzen des Zielgens mittels Hochdurchsatz Il-
lumina Sequenzierung von einem externen Labor sequenziert.

Die lllumina-Sequenzierung zahlt zum Next Generation Sequencing, die sich durch einen hohen Durchsatz
auszeichnet. Bei dieser Methode wird die DNA zunachst fragmentiert (ca. 300 Basenpaare) und die Frag-
mente durch Adapter auf eine Platte gebunden. Auf dieser Platte befinden sich zu den Adaptern komple-
mentare Primer, so dass sich die Adapter zu den jeweiligen Primern beugen und somit die Synthese eines
komplementdren DNA Strangs durch Polymerasen erfolgen kann. Diese Strange werden anschlieBend ge-
trennt (,,Briicken PCR”). Somit entstehen zwei komplementare Einzelstrange, ein Forward-Strang und ein
Reverse-Strang. Die Erstellung zweier Striange ermdglicht eine leichte Detektion von Artefakten, da der Ge-
genstrang als Kontrolle herangezogen werden kann. Dieser Beugungs- und Synthesevorgang wird mehrfach
wiederholt, so dass auf der Platte einzelne Cluster mit identischer Basensequenz entstehen, die zur Signal-
verstarkung bei dem nachfolgendem Sequenziervorgang dienen. Fiir die eigentliche Sequenzierung werden
anschlieRend Primer, Polymerasen und Fluoreszenz-gelabelte dNTPs (desoxy- Nukleosidtriphosphate) hin-
zugefiigt, die eine Verfolgung der Sequenzierung in Echtzeit ermoglichen. Die dNTPs sind reversible Termi-
natoren die daflr sorgen, dass ein einzelnes Nukleotid eingebaut wird, dessen Fluoreszenz durch eine Ka-
mera erfasst wird. Erst nachdem anschliefend das Fluoreszenz-Label enzymatisch abgespalten wurde, kann
das nachste Nukleotid eingebaut werden. Dieser Vorgang wird so lange wiederholt, bis das entsprechende
DNA-Fragment komplett synthetisiert ist (Prinzip der Illumina Sequenzierung, siehe Abbildung 3). Da die
Proben teilweise stark degradiert waren, wurden fiir diese Proben kiirzere Primer (250 Basenpaare, V2 II-
lumina MiSeq) verwendet. Es wurden zwei unabhéangige Sequenzierlaufe durchgefiihrt und zwei lllumina-
Libraries erstellt (je eine flr ein technisches Replikat der 60 Proben). Alle Proben wurden mit einer Sequen-
ziertiefe von ca. 50.000 reads je Replikat (insgesamt 100.000 reads) sequenziert.

Fragments Add adaptors Attach to floweell
7~ =~ l
p, {\- y— ’ 'n‘l - p l . ;
y n . |5 4 i P = = « a ,_> /. » | 7
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Abbildung 3: Prinzip der Illumina Sequenzierung (Yuan Lu et al. 2016).
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2.3.2. Bioinformatische Auswertung

Die bioinformatische Auswertung hat zum Ziel, den rohen Datensatz der sequenzierten DNA-Abschnitte so
zu bearbeiten, dass am Ende ein belastbarer DNA Datensatz zur Verfligung steht, der biologisch aussage-
kraftige Informationen enthalt. Die nach der Sequenzierung erhaltenen Basensequenzen wurden mit Hilfe
der JAMP-Pipeline automatisch an der Universitat Duisburg-Essen ausgewertet (gemal Elbrecht & Steinke
2018). Die generierten Sequenzen wurden im Zuge der bioinformatischen Auswertung zunachst einer Qua-
litatskontrolle unterzogen, in der die Sequenzen nach Basenqualitat gefiltert und die Primer abgeschnitten
wurden. AnschlieBend wurden die ,reads” nach Probestelle sortiert und die ,,forward & reverse reads” zu-
sammengfiihrt. Nachfolgend wurden die Gensequenzen zu sogenannten OTUs (Operational taxonomic
units) entsprechend ihrer DNA Sequenz Ahnlichkeit des spezifischen taxonomischen Markers gruppiert
(,OTU clustering”). Gensequenzen mit einer Gensequenzadhnlichkeit von mindestens 97 % werden dabei
einem OTU zugeordnet, so dass der Gensequenz Unterschied eines OTU-clusters gleich oder weniger 3 %
betragt. Dieser Undhnlichkeitsschwellenwert von 3 % wurde empirisch abgeleitet und wird standardgemaR
verwendet (Konstantinidis & Tiedje J. M. 2005). Fir jedes OTU wurde die Anzahl dieser jeweils zugeordne-
ten sequenzierten DNA-Abschnitte (,,reads”) als Mittelwert der 2 Sequenzierlaufe fir die entsprechenden
Proben angegeben. OTUs mit einer Sequenzhaufigkeit kleiner als 0,01 % von der Gesamtreadanzahl der
Probe wurden im Zuge der automatisierten bioinformatischen Prozessierung aus dem Datensatz aussor-
tiert, um mogliche Artefakte durch Sequenzierungsfehler auszuschlieBen. Zudem wurden ausschliefSlich
OTUs in der Liste belassen, die in der Probe als auch im technischen Replikat vorhanden waren.

Die Basensequenzen der einzelnen OTUs wurden anschlieend mit Gensequenzen, die in der Barcode Of
Life Database (BOLD) (www.boldsystems.org) hinterlegt sind, verglichen und entsprechend dem ,best hit”
(héchste prozentuale Ubereinstimmung der Basensequenz mit der in BOLD hinterlegten Sequenz ,simila-
rity“ und haufigster Treffer) taxonomisch zugeordnet. Die taxonomische Zuordnung erfolgte dabei anhand
der prozentualen Ubereinstimmung der Probensequenz mit der in BOLD hinterlegten DNA Sequenz. Bei
einer Ubereinstimmung von >98 % erfolgte eine Zuordnung auf Artlevel, bei einer Ubereinstimmung zwi-
schen 95 und 98 % auf Gattungslevel und OTUs mit Ubereinstimmungen von 85-90 % wurden auf Familien-
niveau eingestuft. Bei Ubereinstimmungen unter 90 % wurden die OTUs lediglich Klassen zugeordnet, wo-
bei Ahnlichkeiten unter 80 % auch auf zufilligen Ahnlichkeiten basieren kénnen. Aufgrund einer insgesamt
guten Ubereinstimmung der technischen Replikate wurde der Mittelwert der Read-Anzahlen iiber beide
technischen Replikate als Ergebniswert angegeben. Die Negativkontrollen wiesen keine oder maximal ,,sin-
gletons” (1 read) auf, wodurch belegt ist, dass keine Kontamination im Labor erfolgte. Fir weitere Auswer-
tungen der Daten wurde die von der UDE erstellte Ergebnistabelle der OTUs mit den entsprechenden taxo-
nomischen Zuordnungen dem LfU zur Verfligung gestellt.

2.4. Datenaufbereitung

Fiir den Vergleich und die Zustandsklassenberechnungen der morphologisch bestimmten und genetisch
erstellen Befundlisten wurden die Datensatze zunachst aufbereitet und taxonomisch angeglichen. Die ge-
nauen Arbeitsschritte der Aufbereitung und Anpassung werden nachfolgend beschrieben.

2.4.1. DNA-Datensatz

Der von der Universitat Duisburg-Essen erstellte genetische Datensatz umfasste insgesamt 946 OTUs mit
Angabe der entsprechenden Mittelwerte der ,reads” der zwei Replikate fiir die jeweiligen Proben. Fir die
Analyse wurden lediglich OTUs mit einer ,,similarity” (prozentuale Ubereinstimmung der Basensequenz des
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OTUs mit der in BOLD hinterlegten Sequenz) von mindestens 80 % verwendet. Neben der ,,similarity” wurde
auch die Anzahl der ,reads” als Qualitatskriterium der Ergebnisse herangezogen. OTUs mit ,,reads” bis zu
10 wurden fiir die nachfolgenden Analysen nicht berlicksichtigt, da diese auch auf Rauschen der Sequen-
ziermethode basieren konnen. Nach dieser Datensatzbereinigung wurden die taxonomischen Level der ins-
gesamt 926 verbliebenen OTUs an die morphologisch erstellten Taxalisten angeglichen, um eine einheitli-
che Schreibweise zu erzielen. Dabei wurden unterschiedliche Schreibweisen gleicher Taxa an die morpho-
logische Befundliste und die Taxaliste der Gewasserorganismen Deutschlands (Bundestaxaliste, BTL) ent-
sprechend angeglichen (z.B. wurde Simulium balcanicum in Simulium (Wilhelmia) balcanicum (Bezeichnung
in BTL 2017) gedndert). Auch Synonyme wurden entsprechend an die morphologische Taxaliste angepasst
(z.B. wurde Stenophylax sequax in Micropterna sequax und Cricotopus osellai in Paratrichocladius osellai
umbenannt). Die DV-Nummer Zuordnung der genetisch ermittelten Taxa erfolgte basierend auf der Bun-
destaxaliste (Stand 2017). Insgesamt konnte bei 50 OTUs keine DV-Nummer Zuordnung erfolgen, was mehr-
heitlich aufgrund einer zu hohen taxonomischen Einstufung dieser OTUs (auf Ordnungs- oder Klassenlevel)
bedingt war. Bei wenigen OTUs handelte es sich um terrestrische Taxa, z.B. Rapsglanzkafer (Arpedium
quadrum) oder gemeiner Ohrwurm (Forficula auricularia), die nicht in der BTL 2017 gelistet sind. Unklare
DV-Nr. Zuordnungen wurden von den bayerischen taxonomischen Arbeitsgruppen (TAG) Uberpriift. Insge-
samt konnten bei 895 OTUs DV-Nr. Zuordnungen (davon 527 eindeutige DV-Nr. Zuordnungen) erfolgen.

2.4.2. Morphologisch bestimmte Taxa

Insgesamt wurden 3407 morphologisch bestimmte Taxa der auch genetisch untersuchten Proben aus der
Limno Fachanwendung exportiert. Aus diesem Datensatz wurden nicht MZB Taxa, die nicht in der Sammel-
probe enthalten waren, wie z.B. Fische (Pisces) und Signalkrebse (Pacifastacus leniusculus) entfernt und die
Taxa entsprechend taxonomisch in Stamm, Klasse, Ordnung, Familie, Gattung und Art eingeteilt.

Fir den direkten Vergleich der Identifikation von Taxa der jeweiligen taxonomischen Level (ohne DV-
Nummer Zuordnung) wurden Mehrfachnennungen, Doppeltaxa oder Gruppierungen entsprechend auf das
hohere taxonomische Level zurlickgestuft (z.B. ,,Athripsodes albifrons / bilineatus / commutatus” wurde zur
Gattung Athripsodes zurilickgestuft).

2.5. Berechnungen mit der Bewertungssoftware Asterics 4.04

Fir die Berechnungen in Asterics (Version 4.04) wurden die genetisch erstellten Datensatze in ein import-
fahiges Format Gberfiihrt. Die Ergebnisse der genetischen Analysen lassen bislang keine Riickschliisse auf
die Abundanzwerte der Taxa zu, so dass fir die Bewertung lediglich die An- bzw. Abwesenheit der Taxa
herangezogen werden konnte. Fiir den Datenimport wurden die Angaben der ,reads” in der genetisch er-
stellten Taxaliste in An- bzw. Abwesenheitsdaten, in eine sogenannte 0/1-Matrix (0: Taxon nicht anwesend,
1: Taxon anwesend), Gberfihrt. Fiir die Berechnungen des MZB Moduls ,Allgemeine Degradation” wird die
morphologisch bestimmte Taxaliste standardgemaR gefiltert (,gefilterte Taxaliste”), um diese auf eine stan-
dardisierte Mindestanforderung an die Bestimmung von Makrozoobenthos auf Basis der operationellen
Taxaliste zu harmonisieren. Diese Filteroption gilt ausschlieflich fir die Berechnung des Moduls , Allge-
meine Degradation”, die Berechnung der MZB Module ,,Saprobie” und ,Versauerung” erfolgt mit den un-
gefilterten, originalen Taxalisten (Software-Handbuch ASTERICS, Version 4). Da bei genetisch ermittelten
Befunden keine Fehler durch unterschiedliche Bestimmungskenntnisse entstehen kénnen, wurden fir die
Berechnungen die originalen Taxalisten verwendet. Auch die Abundanzwerte in den morphologisch be-
stimmten Taxalisten wurden in An- bzw. Abwesenheitsdaten (0/1-Matrix) transformiert, um sowohl
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Abundanz basierte als auch 0/1 Matrix basierte Bewertungsergebnisse fir einen direkten Vergleich zu ge-
nerieren. Eine schematische Ubersicht der Berechnungsverfahren und der daraus resultierenden Ergeb-
nisse der morphologisch bestimmten und genetisch erstellten Taxalisten ist in Abbildung 4 dargestellit.

Datensatzaufbereitung & Angleichung
der taxonomischen Level

Morphologisch | Genetisch erstellte
bestimmte Taxaliste Taxaliste
A J
‘ Abundanz-Matrix %—»{ Umwandlung in 0/1 Matrix Umwandlung in 0/1 Matrix
gefilterte Taxaliste original Taxaliste

MZB Bewertung (Asterics)

Morphologie (M) Genetik (G)

= \
—

Abundanz ‘ 0/1 Matrix ‘ 0/1 Matrix

Abbildung 4: Schematische Darstellung der Berechnungsverfahren und Ergebnisgenerierung der morphologisch
bestimmten und genetisch erstellten Taxalisten mittels der Bewertungssoftware Asterics (Version 4.04).

Die MZB Zustandsklasse ergibt sich aus einem worst-case Verschnitt der drei MZB Teilmodule ,,Saprobie”,
“Allgemeine Degradation” und , Versauerung”. Die nachfolgende Auswertung stiitzt sich hauptsachlich auf
die MZB Teilmodule ,,Saprobie” und ,allgemeine Degradation”, da der Datenumfang fir versauerungsrele-
vante FlieBgewadsser fiir belastbare Aussagen zu klein ist. Die Bewertung des Moduls , Saprobie” erfolgt
durch den Deutschen Saprobieindex, der auf Abundanzklassen von eingestuften Arten basiert. Der Sapro-
bie-Index kann Werte zwischen 1 und 5 annehmen, wobei ein Saprobie-Wert von 1 indiziert, dass das un-
tersuchte Gewasser nicht oder lediglich vernachlassigbar durch organische Belastung beeinflusst ist. Ein
Wert von 5 hingegen weist auf einen erheblichen Einfluss durch organische Belastungen hin. Das Bewer-
tungsergebnis des Moduls , Allgemeine Degradation” basiert auf dem ,,allgemeine Degradation Score”, ein
multimetrischer Index, der durch die gewichtete Mittelwertbildung aus den Ergebnissen (Scores) von Ein-
zelmetrics (,,Core Metrics”) berechnet wird. Der Score kann Werte zwischen 1 und 0 annehmen, wobei 1
den Referenzzustand reprasentiert und 0 den schlechtesten theoretisch auftretenden Zustand. Ein Score-
Wert im Bereich von 1 bis 0,6 wird in eine sehr gute bis gute Qualitatsklasse tberfiihrt. Da die Proben fir
diese Studie aus unterschiedlichen FlieRgewdssertypen stammen, werden in der nachfolgenden Auswer-
tung nur die Metrics betrachtet, die fur die Berechnungen all dieser FlieRgewassertypen relevant sind. Dies
ist unter anderem der Deutsche Fauna Index (DFI), der unabhangig vom FlieBgewassertyp, mit einer Ge-
wichtung von 50 % in die Berechnung des allgemeinen Degradation Scores eingeht. Die restlichen 50 %
basieren auf weiteren Core Metrics, deren Auswahl und Anzahl (zwischen 3 und 5) gewdssertypspezifisch
festgelegt ist (Software-Handbuch ASTERICS, Version 4, 2013).
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2.6. Statistische Auswertung

Fir visuelle Datensatz-Analysen hinsichtlich Datenverteilung, Varianz und Abhangigkeitsstruktur, wurden
Scatterplots und Boxplots erstellt. Zusatzlich wurde der Shapiro-Wilk-Test als statistischer Signifikanztest
auf Normalverteilung auf die Datensatze angewendet. Dabei wird die Null-Hypothese, dass eine Normal-
verteilung der Grundgesamtheit der Stichprobe vorliegt, Gberpriift. Diese Hypothese wird angenommen,
wenn der berechnete p-Wert gréBer als das Signifikanzniveau von 0,05 ist. Der Shapiro-Wilk-Test wurde
ausgewahlt, da sich dieser durch eine hohe Teststarke, besonders bei kleineren Stichproben (n<50), aus-
zeichnet. Zusatzlich wurden Korrelationstests durchgefiihrt, die Auskunft iber die Starke des Zusammen-
hangs zwischen den unterschiedlichen Bewertungsergebnissen geben (Zustandsklassenergebnisse und zu-
grundeliegende Metrics, basierend auf Abundanzdaten und Prasenz-/Absenzdaten (0/1 Matrices) sowie ba-
sierend auf morphologisch bestimmten und genetisch erstellten Taxalisten). Da in einigen Fallen keine Nor-
malverteilung der Daten vorlag, wurde flr den Test auf Korrelation der Spearman-Korrelationskoeffizient
(r5) herangezogen. Dieser Rangkorrelationskoeffizient prift, ob ein monotoner Zusammenhang der rang-
basierten Daten vorliegt.
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3.1. Vergleich der Taxalisten

Insgesamt wurden auf Familien-, Gattungs- und Artniveau mehr Taxa durch genetische Verfahren identifi-
ziert im Vergleich zur morphologischen Bestimmung, wobei der ausschlieBlich genetisch detektierte Anteil
besonders auf Artniveau hoch ist (Abb. 5). Zu diesem Ergebnis kamen auch andere Studien, in denen mittels
DNA Metabarcoding von Makroinvertebraten-Proben wesentlich mehr Taxa und héhere taxonomische Auf-
[6sungen im Vergleich zur klassischen Bestimmung erzielt wurden (Sweeny et al 2011, Gibson et al. 2015,
Elbrecht et al. 2017). Durch genetische Verfahren werden alle in der Mischprobe vorhandenen DNA-
Molekiile erfasst, die beispielsweise auch von erbeuteten Taxa aus dem Verdauungstrakt des Makro-
zoobenthos oder von verschleppten Arten stammen kdnnen (Buchner et al. 2019, Flynn 2015). Folglich re-
prasentiert ein marginaler Teil der ausschlieflich genetisch detektierten Arten in dieser Studie morpholo-
gisch nicht bestimmte Arten, wie zum Beispiel Kleinstlebewesen der Stamme Rotifera und Tardigrada und
parasitire Nematoden oder terrestrische Arten (z.B. Rapsglanzkafer (Brassicogethes aeneus), gemeiner
Ohrwurm (Forficula auricularia)). Die hohere taxonomische Auflésung durch die genetische Analyse liegt
auch darin begriindet, dass morphologisch schwer differenzierbare Taxa, die morphologisch nicht eindeutig
und mit Sicherheit einer Art zugewiesen werden kénnen, von den Experten vorsorglich auf héhere taxono-
mische Level zurtickgestuft werden. Das kdnnte auch zum Teil erklaren, dass der Anteil an gemeinsam iden-
tifizierter Taxa besonders auf Gattungs- (69 %) und Familienniveau (78 %) hoch ist, wahrend der Anteil an
gemeinsam detektierten Arten bei 61 % liegt (Abb. 5). Zudem ist es moglich, dass die hohere genetisch
detektierte Artenvielfalt teilweise auf Artefakten basiert, die auf Amplifikations- und Sequenzierungsfeh-
lern in Kombination mit unzureichenden Datenverarbeitungsverfahren (z.B. unzureichende Filterung der
Rohsequenzen) beruhen (Kunin et al. 2010; Behnke et al. 2011; Bachy et al. 2013). Von den morphologisch
bestimmten Arten wurden 39 % genetisch nicht detektiert. Trotz gut ausgebildeter Experten und zusatzli-
cher Qualitatssicherung der bestimmten Befunde durch die taxonomischen Arbeitsgruppen ist es moglich,
dass die morphologische Bestimmung mancher Arten fehlerhaft sein kann und dies somit zu Diskrepanzen
zwischen morphologischen und genetischen Befundlisten fiihrt. Bei der Qualitatskontrolle der DNA-
Ausbeute hat sich herausgestellt, dass die DNA in einigen Proben durch mangelnde Konservierung teilweise
stark degradiert war, so dass kiirzere Primer als standardgemaR verwendet wurden. In der Studie von Va-
mos et al. 2017 wurde vermerkt, dass die Effizienz der Detektion von Taxa fiir diese kurzen Primer etwas
geringer ist als fir langere Primer Fragmente (Vamos et al. 2017), was die Artwiederfindung in dieser Studie
eingeschrankt haben kdnnte. Auch unterschiedliche Biomassen der Arten in einer Sammelprobe kénnen
ein Problem fir die genetische Detektion der einzelnen Taxa in der Probe darstellen, da sehr kleine Arten
mit vergleichsweise geringeren Biomassen bei der genetischen Analyse ,Ubersehen” werden konnen (El-
brecht et al. 2017). Aufgrund der unterschiedlichen Eignung der Primer fir verschiedene Artgruppen kann
auch die Primerwahl die genetisch detektierbare Artenvielfalt und Wiederfindung der Taxa in den Sammel-
proben beeinflussen (Hajibabaei et al. 2019). Eine eindeutige genetische Artzuweisung ist bei polymorphen
und nahe verwandten Arten generell schwierig, da diese Arten fast identische Basensequenzen aufweisen.
Als Konsequenz konnen einem OTU mehrere Arten zugewiesen werden (Flynn et al. 2015). In dieser Studie
hat sich gezeigt, dass in solchen Fallen eine falsche, genetisch aber sehr dhnliche Art durch die automati-
sierte ,best hit“ Auswahl in der BOLD Referenzdatenbank ausgewahlt wurde. So wurde beispielsweise ein
OTU der Art Simulium kiritshenkoi zugeordnet, welche in der Tirkei, im Iran und in Armenien verbreitet ist
und ihr Vorkommen im deutschen Raum unwahrscheinlich ist. Diese Art weist eine fast identische COI-
Sequenz wie die morphologisch bestimmte Art Simulium ornatum auf, die trotz gleicher ,similarity” auf-
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grund einer geringeren Trefferquote nicht selektiert wurde. Diese Problematik der Unterscheidung von ge-
netisch sehr dhnlichen Arten fiihrt zu einer Reduktion des Anteils an gemeinsam detektierten Arten des
klassischen und genetischen Verfahrens. Obwohl in der Referenzdatenbank BOLD im Jahr 2019 bereits fur
schatzungsweise 90 % der Arten aus der operationellen Taxaliste Deutschlands Barcodes vorlagen sind Li-
cken vorhanden, die die Detektion von morphologisch bestimmten Arten einschranken kénnen (Buchner
et al. 2019). Zum Zeitpunkt dieser Studie, war fiir einige in BOLD hinterlegten Referenzsequenzen der ent-
sprechenden OTUs anstatt eines Artnamens eine Art-Kennziffer hinterlegt. Dies betraf zum Beispiel manche
Eintagsfliegen-Arten der Gattung Rhithrogena (z.B. ,Rhithrogena sp. 19 LV*“). Zudem konnte fiir ein OTU
keine taxonomische Zuordnung erfolgen, was auf eine Informationsliicke in der BOLD Referenzdatenbank
oder auf Fehler im genetischen Verfahren hinweisen kénnte.

Ordnung

93

Abbildung 5: Ubersicht der ausschlieRlich morphologisch (griin) und genetisch (blau) sowie gemeinsam identifi-
zierten taxonomischen Level auf Ordnungs-, Familien-, Gattungs- und Artniveau.

Bei dem Vergleich der Makrozoobenthos Stamme Arthropoda (GliederfiiRer), Mollusca (Weichtiere) und
Annelida (Ringelwiirmer) ist ersichtlich, dass der Anteil an gemeinsam detektierten Taxa bei den Gliederfi-
Bern (Arthropoda) am hochsten ist (70 %), gefolgt von den Ringelwirmern (Annelida) (41%) (Abb. 6). Die
morphologisch bestimmten Hirudinea Arten Glossiphonia complanata, Erpobdella octolculata und Dina
punctata der Annelida wurden genetisch nicht nachgewiesen. Bei den Weichtieren (Mollusca) wurde die
geringste Ubereinstimmung (24 %) erzielt. Von den Mollusca wurde eine deutlich hthere Artenvielfalt mor-
phologisch bestimmt und die morphologisch bestimmte Gattung Pisidium und die Art Potamopyrgus anti-
podarum wurden genetisch nicht nachgewiesen. Der Stamm der Plathelminthes, zu dem die Klasse der Tur-
bellaria gehort, war mit Vertretern wie Dugesia gonocephala oder Polycelis nigra/tenuis in der morpholo-
gisch bestimmten Taxaliste vertreten, wurde genetisch aber nicht abgebildet. Da die DNA-Sequenzen der
morphologisch bestimmten Taxa der Turbellaria, Hirudinea und der Mollusca in der Referenzdatenbank
BOLD hinterlegt sind, ist davon auszugehen, dass das verwendete Markergen in Kombination mit den Pri-
mern, fur Turbellaria nicht und fiir Mollusca sowie Annelida nur eingeschrankt geeignet ist. Bei den Arthro-
poda hingegen, ist die genetisch ermittelte Taxavielfalt deutlich groRer als die Anzahl der morphologisch
bestimmten Taxa (Abb. 6). Es ist bekannt, dass manche Taxa aufgrund von Primer- bzw. Template-Fehlan-
passungen durch PCR nicht amplifiziert werden und dass die Primer-Effizienz artspezifisch ist, was zu quali-
tativen und quantitativen Verzerrungen der Ergebnisse fiihren kann (,,primer bias”) (Suzuki & Giovannoni
1996, Polz & Cavanaugh 1998, Clarke et al. 2014, Sharma & Kobayashi 2014, Deagle et al. 2014, Pifiol et al.
2014, Elbrecht & Leese 2015, Flynn et al. 2015, Elbrecht et al. 2017). Diese Effekte kdnnen auch in dieser
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Studie nicht ausgeschlossen werden. Zudem ist es auch moglich, dass Fehler bei der automatisierten Taxa-
zuordnung aufgetreten sind, oder dass falsch bestimmte DNA-Sequenzen in BOLD hinterlegt sind, die das
Ergebnis verfalschen.

Arthropoda Mollusca Annelida

241 [ 22

Abbildung 6: Anteile der ausschlief8lich und gemeinsam morphologisch (griin) und genetisch (blau) identifizier-
ten Taxa der Stamme Arthropoda, Mollusca und Annelida.

Da Insekten (Klasse Insecta) sowohl qualitativ als auch quantitativ bedeutende Vertreter in den Makro-
zoobenthos Proben sind, wird diese Klasse der Arthropoda fiir den Vergleich der Bewertungsverfahren ge-
nauer beleuchtet. Die Ubereinstimmung der morphologisch bestimmten Arten mit den genetisch detek-
tierten Taxa ist bei der Insecta Ordnung Trichoptera mit 77% am hochsten, gefolgt von Plecoptera (73%),
Coleoptera (67%) und Diptera (66%). Die geringste Ubereinstimmung liegt bei den Ephemeroptera vor
(60%) (Abb. 7). Von den Insecta Ordnungen Plecoptera (Steinfliegen), Trichoptera (Kécherfliegen), Diptera
(zweiflugler) und Coleoptera (Kafer) wurden insgesamt mehr Arten durch das genetische Verfahren nach-
gewiesen (Abb. 7). Die genetische Artenvielfalt ist dabei bei Plecoptera, aber vor allem bei den Diptera im
Vergleich zur morphologischen Bestimmung deutlich am groBten. Dies liegt daran, dass einige Arten dieser
Ordnungen als Larve morphologisch nicht sicher differenziert werden konnen und daher nur bis zur Gattung
bestimmt werden, wie zum Beispiel die Plecoptera Gattungen Isoperla, Nemoura und Protonemura. Der
groRte Teil der ausschlieRlich genetisch detektierten Diptera Taxa gehort zu der Familie der Chironomidae
(68 %). Auch einige Arten der Diptera Familie Simuliidae wurden ausschlieBlich genetisch erfasst, wie zum
Beispiel Simulium balcanicum, Simulium cryophilum oder Simulium kiritshenkoi, welche in der Tirkei, im
Iran und in Armenien verbreitet ist und ihr Vorkommen im deutschen Raum unwahrscheinlich ist. Auch in
der Studie von Elbrecht et al. 2017 wurden durch Metabarcoding vor allem fiir Chironomidae und Simulidae
eine hohere taxonomische Diversitat erzielt (Elbrecht et al. 2017). Bei den Chironomidae ist die Bestimm-
barkeit anhand morphologischer Merkmale nur schwer oder nicht auf Gattungs- bzw. Artniveau moglich,
so dass die morphologische Bestimmung meist nicht lber die Bestimmung auf Familienniveau hinausgeht
(Haase & Sundermann 2004). Besonders Taxa der Trichoptera (insbesondere der Familien Leptoceridae und
Limnephilidae) und der Ephemeroptera (insbesondere der Familie Heptageniidae) wurden groBtenteils aus-
schlieBlich morphologisch detektiert, wobei von den Ephemeroptera mehr Taxa morphologisch als gene-
tisch detektiert wurden. Beispiele fiir ausschlieRBlich morphologisch bestimmte Trichoptera Arten sind
Brachycentrus subnubilus, Mystacides azureus, Ithytrichia lamellaris oder Arten der Gattung Ceraclea. Bei-
spiele flir ausschlielRlich morphologisch bestimmte Ephemeroptera Arten sind Ephemera lineata, Baetis
fuscatus, Centroptilum luteolum oder die Gattungen Heptagenia und Leptophlebia. Eine hohere morpholo-
gisch bestimmte Artenvielfalt kdnnte ein Indiz dafiir sein, dass in der Bestimmungsliteratur unterschiedliche
morphologische Merkmale als Artdifferenzierung interpretiert werden, diese Artdifferenzierung auf gene-
tischer Ebene aber nicht gegeben ist. Auch Schwéachen des genetischen Verfahrens, wie z.B. Primer Ineffi-
zienz, konnten ein Grund dafiir sein, dass morphologisch bestimmte Arten durch genetische Analysen nicht

22 Bayerisches Landesamt fiir Umwelt 2021



3. Ergebnisse und Diskussion

erfasst wurden. Zudem ist noch anzumerken, dass einige der genetisch differenzierten Rhitrogena Taxa als
Zahl und ohne Angabe eines Artnamens in der Taxaliste hinterlegt waren und diese daher auf Gattungsni-
veau zurlckgestuft wurden. Folglich kdnnen Unstimmigkeiten zwischen morphologisch bestimmten und
genetisch detektierten Arten nicht nur auf Schwéachen in der morphologischen Bestimmung, sondern auch
auf Schwachen im genetischen Verfahren, wie Markergen/Primer-Ineffizienz, Unvollstandigkeiten in der
Datenbank oder auf automatisierten Fehlzuweisungen beruhen.

Ephemeroptera Plecoptera Trichoptera

Diptera Coleoptera

i
\ Morphologie

Abbildung 7: Anteile der ausschliellich morphologisch (griin) und genetisch (blau) sowie gemeinsam identifi-
zierten Taxa der Insecta Ordnungen Ephemeroptera, Plecoptera, Trichoptera, Diptera und Coleoptera.

3.2. Vergleich der Bewertungsergebnisse

Der Vergleich der morphologisch bestimmten und genetisch erstellten Taxalisten auf DV-Nummer Ebene
zeigt, dass geringfligig mehr genetisch identifizierte Taxa einer DV-Nummer zugeordnet werden konnten
(526) im Vergleich zu den morphologisch bestimmten Taxa (521). Der Anteil an gemeinsam identifizierten
Taxa mit DV-Nummer Zuordnung liegt bei 49 % (Abb. 8). Unter den ausschlieBlich morphologisch bestimm-
ten Taxa mit DV-Nr. Zuordnung weisen deutlich mehr Taxa Saprobie-Index und DFI Einstufungen auf (Abb.
9). Demzufolge konnten von den morphologisch bestimmten Taxalisten Giberwiegend mehr DFI und Sapro-
bie-Index eingestufte Taxa fiir die Asterics Bewertung herangezogen werden im Vergleich zu den geneti-
schen Befunden. Dies verdeutlicht, dass fiir viele der ausschlieRlich genetisch detektierten Arten, wie Arten
der Chironomidae, keine bewertungsrelevanten autdkologischen Informationen in der operationellen Ta-
xaliste vorliegen, die fur die Makrozoobenthos Bewertung genutzt werden kdnnen.
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Genetik
526 gesamt

Morphologie
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Abbildung 8: Anteile der gemeinsam und ausschlieflich morphologisch bestimmten (griin) und genetisch detek-
tierten (blau) Taxa mit DV-Nr. Zuordnung.

Saprobie-Index Einstufung DFI Einstufung

Morphologie
Genetik

Abbildung 9: Anteile der gemeinsam und ausschlief8lich morphologisch bestimmten (griin) und genetisch detek-
tierten (blau) Taxa mit DV-Nr. Zuordnung und die jeweiligen Anzahlen der Taxa mit Saprobie-Index und DFI Ein-
stufung.

Da genetische Analysen keine Abundanzwerte der Arten liefern kdnnen, missen fiir die Bewertungen An-
bzw. Abwesenheiten der Taxa in Form von 0/1-Matrizes (0: Taxon nicht anwesend, 1: Taxon anwesend)
herangezogen werden. Der Anteil an ungesicherten Ergebnissen hat sich, sowohl durch die Transformation
der Abundanz der morphologischen Befunde in 0/1 Matrizen als auch durch die Verwendung von geneti-
schen anstatt morphologischen Befunden in dem MZB Modul ,Saprobie” und vor allem in dem Modul ,, All-
gemeine Degradation” deutlich erh6ht (Abb. 10). Dies liegt daran, dass die Sicherheitskriterien der Ergeb-
nisse dieser Teilmodule im klassischen Bewertungsverfahren auf bestimmten Schwellenwerten von Haufig-
keitsklassen der Taxa basieren. Das Saprobie Ergebnis gilt als gesichert, wenn die Summe der Haufigkeits-
klassen (6koregionunabhangig) einen Wert von mindestens 20 erreicht. Das Ergebnis der allgemeinen De-
gradation gilt als gesichert, wenn die wenn die Summe der Haufigkeitsklassen der Indikatortaxa des Fauna-
Index einen Schwellenwert von 15 oder 20 (abhdngig von der sich ergebenden Qualitatsklasse im Modul
»Allgemeine Degradation”) Ubersteigt (Software-Handbuch ASTERICS, Version 4, 2013). Da genetische Ver-
fahren keine Informationen zu der Anzahl der Individuen einer Art, sondern lediglich An-
/Abwesenheitsdaten fiir die Berechnungen liefern kénnen, werden die im klassischen Verfahren definierten
Schwellenwerte durch die drastische Datenreduktion in den meisten Fallen nicht erreicht. Da die Anzahl
der gesicherten Ergebnisse demzufolge sehr gering ist, wurden fiir die Berechnungen auch die ungesicher-
ten Ergebnisse beriicksichtigt.
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Abbildung 10: Anteile der gesicherten und ungesicherten Ergebnisse der berechneten Zustandsklassen der Bio-
logischen Qualitdtskomponente Makrozoobenthos und den MZB Teilmodulen ,Allgemeine Degradation” und
»Saprobie” fur die jeweiligen Berechnungsverfahren (MA: Ergebnisse basieren auf Berechnung mit morpholo-
gisch bestimmten Taxalisten mit Abundanzwerten, M01: Ergebnisse basieren auf Berechnung mit morphologisch
bestimmten Taxalisten mit An-/Abwesenheitsdaten, G: Ergebnisse basieren auf Berechnung mit genetisch er-
stellten Taxalisten mit An-/Abwesenheitsdaten).

Nachfolgend sind die Ergebnisse der Korrelationsanalysen nach Spearman fir den Saprobie-Index, den all-
gemeine Degradation Score und den Deutschen Fauna Index Score dargestellt (Abb.11). Fir alle berechne-
ten Metrics ergaben sich statistisch hoch signifikante Korrelationen (p-Wert < 2.2e-16 ***, n=60). Dabei
sind die Korrelationen zwischen den Berechnungen basierend auf Abundanzwerten und 0/1 Matrizen bei
allen Metrics hoher als die Korrelationen zwischen den Berechnungen mit morphologisch bestimmten und
genetisch erstellten Taxalisten. Dies indiziert, dass Anderungen in den Bewertungsergebnissen im Vergleich
zum klassischen Verfahren zu einem hdheren Anteil durch die Verwendung genetischer Befunde als durch
die Transformation der Abundanzwerte in An-/Abwesenheitsdaten verursacht werden. Der Score des Mo-
duls ,,Allgemeine Degradation” weist etwas geringere Spearman rank Korrelationen zwischen dem klassi-
schen und dem genetischen Verfahren auf (r; =0,90, p < 2.2e-16, n=60) als der Saprobie-Index (r; = 0,95,
p < 2.2e-16, n=60). Das Modul ,Saprobie” basiert ausschliefRlich auf dem Saprobie-Index, welcher sich aus
Abundanzklassen sowie der Gewichtung der Arten mit Saprobie-Einstufung berechnet. Das Modul ,Allge-
meine Degradation” ist ein multimetrischer Index, der sich flieBgewassertypspezifisch aus mehreren (bis zu
5) Core Metrics zusammensetzt. Diese Core-Metrics werden unterschiedlich berechnet und kdonnen auf A-
bundanzwerte, Abundanzklassen oder auf Artzahlen basieren. Der Einfluss einer Transformation von A-
bundanzwerte in 0/1-Matrizen auf die Bewertungsergebnisse kann somit flieRgewé&ssertypspezifisch vari-
ieren. Da Abundanzklassen (Werte 1-7) kleinere Werte als Abundanzwerte annehmen, fihrt die Transfor-
mation von Abundanzklassen in 0/1-Matrizen zu geringeren Abweichungen im Vergleich zum klassischen
Verfahren, als die Transformation von Abundanzwerten in 0/1-Matrizen. Auch in anderen Studien wurde
festgestellt, dass Abundanz-basierte MZB Metrics schlecht korrelieren, wahrend die Bewertungsergebnisse
des Moduls ,Saprobie” gut zwischen klassischem und genetischem Verfahren korrelieren. Zudem zeigten
die Korrelationen deutliche Unterschiede in den jeweiligen FlieBgewdssertypen (Buchner et al. 2019). Der
Deutsche Fauna Index wird auf Grundlage von Abundanzklassen berechnet und fiir die Bewertung der all-
gemeinen Degradation aller FlieBgewassertypen herangezogen. Dieser Core Metric weist die geringsten
Korrelationen der berechneten Deutschen Fauna Index Scores zwischen dem klassischen und genetischen
Verfahren auf (r; =0,84, p < 2.2e-16, n=60).
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Saprobie-Index Allgemeine Degradation Score Deutscher-Fauna-Index Score
** * kN % % X % % X *k K %* %X

ma 0.980.95 va | 0.97 0.90 MA | 0.97 | 0.84
% % N ."; | * %A * %A

mMo1  0.94 o Mo1 0.91 " Mo1  0.84
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Abbildung 11: Streudiagramme (unterhalb der Diagonale) und Spearman-Korrelationskoeffizienten (oberhalb
der Diagonale) fur jede Verfahrenskombination der berechneten Saprobie Indizes, allgemeine Degradation
Scores und Deutsche Fauna Indizes der morphologisch und genetisch ermittelten Makrozoobenthos Befunde.
Auf der Diagonale sind die jeweiligen Berechnungsverfahren dargestellt (MA: Ergebnisse basieren auf Berech-
nung mit morphologisch bestimmten Taxalisten mit Abundanzwerten, M01: Ergebnisse basieren auf Berechnung
mit morphologisch bestimmten Taxalisten mit An-/Abwesenheitsdaten, G: Ergebnisse basieren auf Berechnung
mit genetisch erstellten Taxalisten mit An-/Abwesenheitsdaten) Statistisch hoch signifikante Spearman-Korrela-
tionen (p < 2,2e-16) sind durch *** gekennzeichnet.

Die Verteilung der berechneten Zustandsklassen der jeweiligen Verfahren in der Gesamtbewertung des
Makrozoobenthos zeigt, dass der Anteil an gut und besseren Zustandsklassen (Zustandsklassen 1 und 2) im
klassischen Verfahren hoher (62 %) als bei den genetischen Verfahren ist (53 %). Auf Ebene der Teilmodule
wird ersichtlich, dass sich der Anteil an gut und besseren Zustandsklassen in dem Teilmodul , Allgemeine
Degradation” reduziert, wahrend sich der Anteil der gut und besseren Zustandsklassen in dem Modul ,Sa-
probie” marginal erhéht (Abb. 12).
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Abbildung 12: Verteilung der Bewertungsergebnisse (Zustandsklassen 1: sehr gut bis 5: schlecht) der unterschied-
lichen Verfahren fir die Gesamtbewertung der biologischen Qualitdtskomponente Makrozoobenthos (MZB) und
fir die MZB Teilmodule "Allgemeine Degradation" und "Saprobie" (MA: Ergebnisse basieren auf Berechnung mit
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morphologisch bestimmten Taxalisten mit Abundanzwerten, M01: Ergebnisse basieren auf Berechnung mit mor-
phologisch bestimmten Taxalisten mit An-/Abwesenheitsdaten, G: Ergebnisse basieren auf Berechnung mit ge-
netisch erstellten Taxalisten mit An-/Abwesenheitsdaten).

Anderungen in den Bewertungsergebnissen des genetischen Verfahrens im Vergleich zum klassischen Ver-
fahren entstehen sowohl durch die Transformation der Abundanzwerten in An-/Abwesenheitsdaten, als
auch durch den Ersatz der morphologischen durch genetische Befunde. Um die Auswirkungen der Verfah-
rensanderungen auf die Bewertungsergebnisse besser differenzieren zu kénnen, erfolgt vor der Gesamtbe-
trachtung der Zustandsklassendnderungen zunachst eine Einzelbetrachtung der Verfahrensanderungen.
Bei 85 % der klassisch berechneten MZB Bewertungsergebnisse ergeben sich keine Anderungen durch die
Transformation von Abundanzwerten zu 0/1-Werten. In den Féllen, in denen sich Anderungen in den MZB
Zustandsklassen ergeben, ist der Anteil an Verschlechterungen gréRer (12 %) als der Anteil an Verbesserun-
gen (3 %) (Abb. 13). Die Anderungen in den MZB Bewertungsergebnissen im Rahmen einer Zustandsklas-
senanderung resultieren hauptsachlich von dem Modul ,Allgemeine Degradation”. In dem Modul ,,Sapro-
bie“ haben sich keine Anderungen durch die Transformation der Abundanzwerten ergeben. Die Zustands-
klassendnderungen werden durch den Proportionalitatsverlust der Indikatorarten, der mit der Transforma-
tion der Abundanzwerten zu An- und Abwesenheitsdaten einhergeht, verursacht (Buchner et al. 2019). Die
Ergebnisse dieser Studie werden auch von der Studie von Buchner et al. in 2019 bestatigt, in welcher Be-
wertungsergebnisse von Uber 13.000 Makrozoobenthos Proben aus verschiedenen FlieRgewassertypen
verglichen wurden. In dieser Studie von Buchner et al. konnte gezeigt werden, dass die Berechnungen mit
An- und Abwesenheitsdaten mehrheitlich (bei 77 %) zu dhnlichen Bewertungsergebnissen flihrten wie die
Berechnungen basierend auf Abundanzwerten und dass es sich bei Abweichungen geringfligig mehr um
Verschlechterungen (12 %) als um Verbesserungen (11 %) handelte. Zudem zeichnete sich auch in dieser
Studie von Buchner et al. ein héheres Ausmal an Anderungen in dem MZB Modul , Allgemeine Degrada-
tion“ (keine Anderung bei 75 %) als in dem Modul ,Saprobie” (keine Anderungen bei 92 %) ab. Dariiber
hinaus konnten deutliche Unterschiede zwischen den FlieBgewassertypen aufgezeigt werden, wobei be-
sonders Tieflandfliisse von Anderungen in den Bewertungsergebnissen betroffen waren (Buchner et al.
2019).

Berechnungen basierend auf 0/1 Matrizen bewerten besser/schlechter als Berechnungen mit Abundanzen

KMZB  » ‘ 8 ‘3
Zustandsklassenanderung
O -17K
Allg. Degradation 13 ‘ 83 ‘3‘ O keine Anderung
O +1 ZK
Saprobie 100 ‘
0% 20% 40% 60% 80% 100%

Abbildung 13: Darstellung der Zustandsklassenanderungen, die sich durch die Transformation der Abundanz-
werte in 0/1-Matrizen bei den Berechnungen basierend auf den morphologisch bestimmten Befunden fir die
Zustandsklassen der BQK Makrozoobenthos und fiir die Teilmodule ,Allgemeine Degradation” und , Saprobie”
ergeben. In den Saulen sind die jeweiligen prozentualen Anteile der Ergebnisse dargestellt.
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Bei der Mehrheit der Makrozoobenthos Bewertungsergebnisse (67 %) haben sich keine Zustandsklassen-
anderungen durch den Ersatz morphologischer Befunde durch genetische Befunde fiir die Berechnungen
mit An-/Abwesenheitsdaten (0/1 Matrix) ergeben. Die durch genetische Befunde erzielten Ergebnisse ha-
ben sich im Vergleich zu den Berechnungen basierend auf morphologisch bestimmten Befunden zu etwa
gleichen Anteilen verbessert (18 %) als auch verschlechtert (15 %) (Abb. 14). Auch in diesem Fall ist das MZB
Teilmodul ,, Allgemeine Degradation” starker von Anderungen betroffen als das Modul ,,Saprobie”, wobei
das genetische Verfahren um bis zu zwei Zustandsklassen besser bewertet als das klassische Verfahren. In
beiden MZB Teilmodulen wurden durch die Verwendung genetischer Befunde sowohl schlechtere aber
mehrheitlich bessere Zustandsklassen berechnet. Ein entscheidender Grund fiir die besseren Bewertungs-
ergebnisse in den Teilmodulen ist das Fehlen von Indikatorarten mit schlechten DFI oder Saprobie-Index
Einstufungen, die genetisch nicht nachgewiesen werden konnten. Zu den Arten mit schlechten DFI Einstu-
fungen, die genetisch nicht detektiert wurden, gehoéren z.B. der Strudelwurm Dugesia gonocephala, (DFI
von -1 fir die FG-Typen 2.2, 3.1, und 4, DFI von -2 fiir die FG-Typen 1.1. und 1.2). und Polycelis tenuis/nigra
(DFI von -2 fur die FG-Typen 1.2, 2.1, 3.1, 4 und 9, DFl von -1 fiir die FG-Typen 2.2 und 9.2). Analog fallen
die Bewertungsergebnisse des MZB Moduls ,,Saprobie” besser bei den Berechnungen mit den genetischen
Taxalisten aus, da viele Arten mit einer schlechten Saprobie-Index Einstufung genetisch nicht nachgewiesen
wurden. So werden beispielsweise der Plattwurm Dendrocoelum lacteum (Saprobie-Index Einstufung von
2,4) und die gemeine Tellerschnecke Planorbis planorbis (Saprobie-Index Einstufung von 2,4) fir die Be-
rechnungen basierend auf genetischen Befunden im Vergleich zur morphologisch basierten Bewertung
nicht berlicksichtigt, was insgesamt zu besseren Ergebnissen fiihrt.

Genetische Taxaliste bewertet besser/schlechter als morphologisch bestimmte Taxaliste (0/1 Matrix)

KMB s | 67 N
Zustandsklassenanderung
0-1ZK
. Okeine Anderung

Allg. Degradation 15 ‘ 60 ‘ 23 ‘2‘
0O +1 7K
o +2 ZK

Saprobie 3 ‘ 82 ‘ 15 ‘

0% 20% 40% 60% 20% 100%

Abbildung 14: Darstellung der Zustandsklassendanderungen, die sich durch Berechnungen basierend auf gene-
tisch ermittelten statt morphologisch bestimmten Befunden fiir die Zustandsklassen der BQK Makrozoobenthos
und fiir die Teilmodule , Allgemeine Degradation” und ,,Saprobie” ergeben. Die Berechnungen wurden mit An-
/Abwesenheitsdaten (0/1 Matrix) durchgefiihrt. In den S&ulen sind die jeweiligen prozentualen Anteile der Er-
gebnisse dargestellt.

In einem direkten Vergleich der MZB Bewertungsergebnisse basierend auf dem klassischen Verfahren (mor-
phologisch bestimmte Taxa mit Abundanzen) und genetischen Bewertungsverfahren (genetisch erstellte
Taxaliste mit An-/Abwesenheitsdaten) ist ersichtlich, dass sich bei der Mehrheit der berechneten Bewer-
tungsergebnisse (63 %) keine Anderungen ergeben (Abb.15). Auch in der Studie von Elbrecht et al. konnte
aufgezeigt werden, dass mehrheitlich dhnliche Makrozoobenthos Bewertungsergebnisse mittels Metabar-
coding wie mit dem klassischen Verfahren erzielt werden kénnen (Elbrecht et al. 2017). Im Schnitt fihrten
die Verfahrensanderungen geringfiigig zu schlechteren (20 %) als zu besseren (17 %) MZB Zustandsklassen
und die Zustandsklassendnderungen belaufen sich mehrheitlich auf Anderungen um eine Zustandsklasse.
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In beiden Teilmodulen ,Allgemeine Degradation” und ,Saprobie” resultierten die Verfahrensanderungen

im Schnitt in eine Verbesserung der Ergebnisse. In dem Teilmodul , Allgemeine Degradation” fiihrte die An-

wendung von genetischen Verfahren zu einem héheren Anteil an Ergebnisdnderungen (keine Anderung bei
58 % der Ergebnisse) als in dem Teilmodul ,Saprobie” (keine Anderung bei 82 % der Ergebnisse). Wahrend
sich die Zustandsklassendanderungen in dem Teilmodul ,Saprobie” ausschlieflich im Rahmen einer Zu-

standsklasse belaufen, kam es in dem Modul , Allgemeine Degradation” bei wenigen Proben zu Anderungen

von zwei Zustandsklassen (Abb.15).

Genetisches Verfahren bewertet besser/schlechter als klassisches Verfahren
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Abbildung 15: Darstellung der Zustandsklassenanderungen, die sich durch den Ersatz des klassischen Bewer-
tungsverfahrens (morphologisch bestimmte Befunde mit Abundanzen) durch genetische Verfahren (genetisch
erstellte Taxaliste mit An-/Abwesenheitsdaten) fuir die BQK Makrozoobenthos und die Teilmodule ,Allgemeine
Degradation” und ,Saprobie” ergeben. In den Saulen sind die jeweiligen prozentualen Anteile der Ergebnisse

dargestellt.
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4. Fazit und Ausblick

Diese Studie hat gezeigt, dass genetische Verfahren das Potential haben, das klassische Verfahren basierend
auf morphologischer Bestimmung fiir die biologische Qualitdtskomponente Makrozoobenthos zu komplet-
tieren bzw. zu ergdnzen. Dies wird durch die wesentlich hoher genetisch detektierte Artauflosung fir einige
morphologisch schwer bestimmbare Artgruppen, die hoch signifikanten Korrelationen der Bewertungser-
gebnisse und die mehrheitlich Gbereinstimmenden Zustandsklassenergebnisse deutlich. Dennoch hat diese
Studie auch gezeigt, dass genetische Verfahren das klassische Verfahren aufgrund deutlicher Abweichun-
gen in den Taxalisten gegenwartig nicht ersetzen konnen. Diese Abweichungen basieren auf einigen me-
thodischen Schwéachen der genetischen Verfahren, die zukiinftig adressiert werden sollten, um die geneti-
sche Wiederfindung der Taxa in den Proben weiter zu verbessern. Ein fiir den Erfolg der Artwiederfindung
essentieller und kritischer Arbeitsschritt ist die DNA-Konservierung. Die Voraussetzung fiir die Generierung
einer belastbaren und vergleichbaren Datengrundlage ist eine optimierte Probenahme und DNA-
Konservierung (Verhéltnis Probe zu Ethanol mindestens 1:3), die durch ein standardisiertes Protokoll si-
chergestellt werden sollte. Um moglichst das gesamte Taxaspektrum der Probe genetisch abbilden zu kén-
nen, muss die Wahl der entsprechenden Markergene und der Primer an die zu detektierenden Organis-
mengruppen spezifisch angepasst werden (Elbrecht & Leese 2017). Eventuell ware die Verwendung von
ribosomalen Genmarkern, z.B. 18s rRNA oder 16s rRNA, eine Losung, um auch die relevanten Taxagruppe
Turbellaria und weitere wichtige Indikatorarten der Mollusca und Annelida kiinftig genetisch abbilden zu
konnen (Carranza et al. 1996, Clarke et al 2014, Elbrecht et al. 2016, Flynn et al. 2015). Zudem kénnten
mehrere Primer-Sets verwendet werden, um die Abbildung der Biodiversitat in den biologischen Proben
mittels Metabarcoding weiter zu verbessern (Gibson et al. 2014, Hajibabaei et al. 2019). Bei einigen hybri-
disierenden Arten besteht jedoch generell das Problem, dass diese molekularbiologisch nur schwer von
anderen Arten abgrenzbar sind, so dass es fir diese Arten schwierig ist, spezifische Marker zu finden (Greyer
et al. 2018). Ein wesentlicher Nachteil der Methode des OTU Clusterings besteht darin, dass der standard-
gemal verwendete Undhnlichkeitsschwellenwert von 3 % fiir die Abgrenzung eines OTUs nicht fir alle Ta-
xagruppen geeignet ist und OTUs nicht direkt vergleichbar zwischen unterschiedlichen Proben sind (Cal-
lahan et al. 2017). Bei Anwendung unterschiedlicher Clustering-Algorithmen kénnen die Ergebnisse stark
voneinander abweichen (Flynn 2015). Im Kontext einer potentiellen Integration in ein europaweit moglichst
einheitliches Monitoring verdeutlicht dies die Notwendigkeit einer Standardisierung der bioinformatischen
Prozessierung. Zukiinftig kdnnten eventuell sogenannte ASVs (amplicon sequence variants) eingesetzt wer-
den, die im Vergleich zu OTUs hoher aufgeloste taxonomische Informationen liefern und konsistente, re-
produzierbare und vergleichbare Daten generieren (Eren et al. 2015, Callahan et al. 20164, Callahan et al.
2017, Thompson et al. 2017). Der Vorteil von ASVs ist, dass diese von realen biologischen Sequenzen, noch
vor Einfiihrung moglicher Sequenzierfehler, abgeleitet werden und somit die biologische Realitat besser
reprasentieren (Callahan et al. 2017). Die Qualitat der Artidentifizierung und Wiederfindung ist zudem auch
von den hinterlegten Referenzen der verfligbaren Datenbanken abhangig und wird von Informationsliicken
und moglichen Fehlerquellen beeintrachtigt. Strikte Standards sowie regelmaRige Aktualisierungen und
Qualitatskontrollen sollten eine hohe Qualitat der Referenzdatenbank sicherstellen (Elbrecht et al. 2017).
Auch die automatisierte Artzuweisung in BOLD erwies sich bei genetisch sehr dhnlichen Arten als nicht op-
timal, so dass eine Uberpriifung durch einen Fachexperten fiir eine korrekte Artzuweisung bislang noch
erforderlich ist. Die Integration von regionalen Verbreitungsmustern der Taxa in die automatisierte taxono-
mische Zuordnung kénnte die taxonomische Zuordnung von genetisch sehr dhnlichen Taxa verbessern. Zu-
dem muss auf die Verwendung einer einheitlichen und aktualisierten Taxonomie zwischen den Verfahren
geachtet werden, um die genetische Befundliste mit moglichst geringem Arbeitsaufwand fiir das Bewer-
tungsverfahren nutzen zu kdnnen. Ein grundsatzliches Problem genetischer Analysen besteht darin, dass
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keine belastbaren Informationen zu 6kologisch relevanten Abundanzen der Taxa abgeleitet werden kon-
nen. Allerdings konnten positive Korrelationen zwischen der Anzahl der ,,reads” und der Biomasse belegt
werden (Elbrecht & Leese 2015, Hanfling et al. 2016, Elbrecht et al. 2017, Bista et al. 2018). Analog zu an-
deren Studien (Wright & Winterborn 2003, Beentjes et al. 2018, Aylagas et al 2014) konnte jedoch auch in
dieser Studie gezeigt werden, dass Zustandsbewertungen basierend auf An- und Abwesenheitsdaten mit
den herkdmmlichen Bewertungen mittels Abundanzen generell vergleichbar sind. Die Verfahrensanderun-
gen haben sich in dieser Studie unterschiedlich auf die MZB Teilmodule ausgewirkt, wobei sich auch Unter-
schiede in den Bewertungsergebnissen zwischen den jeweiligen FlieRgewdssertypen ergeben kdnnen
(Buchner et al. 2019). Um ein moglichst genaues und differenziertes Bild der Konsequenzen der Verfahrens-
anderung auf die Bewertungsergebnisse zu erhalten, sollten daher weitere, flieBgewassertypspezifische
Analysen der Teilmodule durchgefiihrt werden. Der Informationsgewinn durch genetische Verfahren in
Form einer hoheren Artauflésung ist flir die Gewasserbewertung nur im Zusammenhang mit entsprechen-
den autdkologischen Informationen nutzbar. Daher ist die Ermittlung von autékologischen Informationen
und moglicher Indikatorpotentiale der genetisch detektierten Taxa sowie entsprechende Anpassungen in
den Taxalisten (Gewdasserorganismen Deutschlands und operationelle Taxaliste) notwendig. Eine enge Ver-
zahnung mit bereits existierenden Datenbanken zu 6kologischen Angaben der Taxa (z.B. freshwatereco-
logy.info) ware dabei von Vorteil (Schmidt-Kloiber & Hering 2015). Fiir die Integration genetischer Verfah-
ren in das bestehende Bewertungsverfahren bedarf es einigen Anpassungen oder der Entwicklung neuer
Bewertungsansatze (z.B. Anpassung der Sicherungskriterien, Ableitung neuer Metrics und Indizes, Strategie
zum Umgang mit fehlenden Abundanzen) die entsprechend validiert, plausibilisiert und kalibriert werden
missen (Buchner et al. 2019, Mondy et al 2012). Zudem sollte die Praxistauglichkeit genetischer Verfahren
auch fur die anderen bewertungsrelevanten biologischen Qualitdtskomponenten (Fische, Makrophyten &
Phytobenthos, Phytoplankton) Gberprift werden. Neben der Entwicklung von validierten, standardisierten
Protokollen und der Optimierung der molekularbiologischen Verfahren und Referenzdatenbanken spielen
zudem Kosten und die Infrastruktur eine grofRe Rolle fir die Anwendbarkeit genetischer Verfahren im be-
hordlichen Umfeld. Aufgrund der hohen Aktualitat der genetischen Verfahren gibt es mittlerweile eine Viel-
zahl an unterschiedlichen Studien, die sich mit genetischen Verfahren im Bereich FlieBgewasserbewertung
und deren Praxistauglichkeit im behordlichen Kontext auseinandersetzen (z.B. Eco-AlpsWater, GeDNA-Pro-
jekt). So ist beispielsweise bereits eine Software in Entwicklung, die es erméglicht, Metabarcoding-Daten
auch ohne bioinformatische Kenntnisse schnell und reproduzierbar zu analysieren und zu visualisieren (Ma-
cher et al. 2021, www.github.com/TillMacher/TaxonTableTools). Eine gute Vernetzung, Transparenz und
ein steter Informationsaustausch zwischen Wissenschaftlern und Behérden ist eine wichtige Basis fiir eine
optimale Weiterentwicklung der genetischen Verfahren im Kontext einer moglichen Integration in das bio-
logische Bewertungsverfahren (Beispiel: www.dnagua.net).
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