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Kurzbeschreibung: Genetische Untersuchungen zur biologischen Vielfalt mit der
Umweltprobenbank

Das TrendDNA-Projekt (2021-2025) wurde vom Umweltbundesamt (UBA) als Pilotstudie
beauftragt, um das Potenzial der Umweltprobenbank des Bundes (UPB) fiir genetische
Biodiversitatsanalysen zu untersuchen. Die UPB archiviert seit 40 Jahren biologische und
abiotische Umweltproben aus Meeres-, Stifiwasser- und Land6kosystemen bei ultratiefen
Temperaturen (unter —150 °C), wodurch Molekiile in den Proben keinen Abbau erfahren. Dies
wird fiir das chemische Trendmonitoring genutzt. Da DNA und RNA auch Molekiile sind, kénnen
die Proben mithilfe genetischer Verfahren analysiert werden. Das Potenzial solcher Analysen
war bislang jedoch kaum systematisch untersucht worden und bildete daher den Gegenstand
des TrendDNA-Projekts.

Ein multi-institutionelles Konsortium aus der Universitat Duisburg-Essen, der Universitit Trier,
dem Fraunhofer-Institut fiir Molekularbiologie und Angewandte Okologie sowie der
Senckenberg Gesellschaft fiir Naturforschung bearbeitete drei zentrale Leitfragen: Welche
Probenarten der UPB eignen sich fiir genetische Untersuchungen? An welchen aktuellen
Forschungsfragen zur biologischen Vielfalt kann die UPB mitwirken? Wie kann die UPB den
behordlichen Umweltschutz mit genetischen Daten unterstiitzen?

Die systematische Evaluation der Probentypen ergab, dass grundsatzlich alle archivierten
Proben fiir genetische Analysen geeignet sind - von der Ebene der innerartlichen genetischen
Diversitit bis zur Okosystemdiversitit. Im Mittelpunkt der Analysen stand das Umwelt-DNA-
Metabarcoding (eDNA-Metabarcoding), das fiir limnische, marine und terrestrische Proben
erfolgreich angewendet wurde. Diese Methode erlaubt es, Zeitreihen von bis zu 30 Jahren
riickblickend auf Verdnderungen in Artengemeinschaften zu untersuchen. Die Ergebnisse zeigen
deutlich nachweisbare Biodiversitatstrends: In Gewadssern und an Land wurden Einwanderung
und Ausbreitung invasiver Arten dokumentiert, darunter neue Muschel- und Fischarten,
insbesondere zahlreiche Grundelarten, und veranderte Fischgemeinschaften in den Fliissen.
Besonders auffillig war ein starker Arten-Turnover, der in vielen Okosystemen schneller
verlauft als bisher erwartet. Die Daten zur Verbreitung und Veranderung von
Fischgemeinschaften erwiesen sich als hochplausibel im Vergleich zu Daten aus unabhangigen
Monitoringprogrammen. Direkte Treiber der beobachteten Veranderungen konnten in vielen
Fallen nicht eindeutig identifiziert werden; hier besteht weiterer Bedarf an umweltstatistischen
Methoden und der Integration von Umweltdaten anderer Monitoringprogramme. Alle im Projekt
generierten Datensatze sind gemafd den FAIR-Prinzipien (Findable, Accessible, Interoperable,
Reusable) in offenen Repositorien frei verfiigbar.

Das Projekt forderte ebenfalls intensiv den wissenschaftlichen Nachwuchs: 25
Nachwuchswissenschaftlerinnen und Nachwuchswissenschaftler waren beteiligt, darunter
Studierende auf Bachelor- und Masterniveau, 3 Promovierende, die ihre Dissertationen auf Basis
von TrendDNA-Daten abgeschlossen haben bzw. abschliefien, und 3 PostDocs. Die Ergebnisse
belegen das grofde Potenzial der Umweltprobenbank als genetisches Langzeitarchiv fiir ein
integriertes, riickblickendes Biodiversitditsmonitoring in Deutschland und liefern wichtige
Grundlagen fiir die behordliche Umweltbeobachtung sowie umwelt- und naturschutzrechtliche
Entscheidungen. Beispiele wurden im Projekt erarbeitet und Empfehlungen diesbeziiglich
abgeleitet.
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Abstract: Genetic research on biological diversity with the environmental specimen bank

The TrendDNA project (2021-2025) was commissioned by the German Federal Environment
Agency (UBA) as a pilot study to assess the potential of the German Environmental Specimen
Bank (ESB) for genetic biodiversity analyses. The ESB has archived biological and abiotic
environmental samples from marine, freshwater, and terrestrial ecosystems for over 40 years at
ultra-low temperatures (below -150 °C), preserving the molecules contained in the samples.
This has been used for chemical trend monitoring. Since DNA and RNA are also molecules, the
samples can additionally be analysed using genetic methods, yet this has not been performed so
far in a systematic manner; and this was precisely the subject of the TrendDNA project.

A multi-institutional consortium comprising the University of Duisburg-Essen, the University of
Trier, the Fraunhofer Institute for Molecular Biology and Applied Ecology, and the Senckenberg
Society for Nature Research addressed three central guiding questions: Which ESB sample types
are suitable for genetic analyses? Which current research questions on biodiversity can the ESB
contribute to? How can the ESB support regulatory environmental protection with genetic data?
The systematic evaluation of sample types showed that basically all archived samples are
suitable for genetic analyses — spanning levels from intraspecific genetic diversity to ecosystem
diversity. The primary analytical approach was environmental DNA (eDNA) metabarcoding,
which was successfully applied to samples from freshwaters, marine and terrestrial realms. The
eDNA metabarcoding method enables retrospective analyses of community change across time
series of up to 30 years. The results reveal clearly detectable biodiversity trends: in aquatic and
terrestrial ecosystems, the arrival and spread of invasive species were documented, including
new Dreissena mussels and goby fish species in rivers, as well as general shifts in communities. A
particular finding was a strong species turnover, which in many sample types and ecosystems
proceeded faster than previously expected. Data on the distribution and change of fish
communities proved highly plausible when benchmarked against independent monitoring
programmes. Direct drivers of the observed changes could not be pinpointed in many cases;
further development of environmental statistical methods and integration of environmental
covariates is needed. All datasets generated within the project are freely available in open
repositories in accordance with the FAIR principles (Findable, Accessible, Interoperable,
Reusable).

The project provided strong support for early-career researchers: 25 young scientists
participated, including students at bachelor's and master's level as well as 3 doctoral
researchers who have completed or are completing their PhD theses based on TrendDNA data,
and 3 PostDocs. The findings demonstrate the considerable potential of the Environmental
Specimen Bank as a long-term genetic archive for integrated, retrospective biodiversity
monitoring in Germany, and provide an important foundation for regulatory environmental
surveillance and nature conservation decision-making. Concrete examples were developed
within the project and corresponding recommendations were derived.
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Zusammenfassung

Das TrendDNA-Projekt wurde vom Umweltbundesamt (UBA) als Forschungs- und
Entwicklungsprojekt beauftragt, um das Potenzial der Umweltprobenbank des Bundes (UPB) fiir
genetische Biodiversitidtsanalysen zu untersuchen. Die UPB archiviert seit iiber 40 Jahren
biologische und abiotische Umweltproben aus Meeres-, Siiffwasser- und Landékosystemen bei
ultratiefen Temperaturen (unter —150 °C). Dadurch bleiben alle Molekiile - einschlief3lich DNA
und RNA - erhalten. Die UPB wurde bislang vor allem fiir das chemische Trendmonitoring
genutzt wurde. Das TrendDNA-Projekt priifte erstmals systematisch, ob diese speziell-
gelagerten Proben auch fiir ein genetisches Biodiversitdtsmonitoring geeignet sind. Ein multi-
institutionelles Konsortium aus der Universitdt Duisburg-Essen (UDE, Leitung), der Universitit
Trier (UT), dem Fraunhofer-Institut fiir Molekularbiologie und Angewandte Okologie (F-IME)
sowie der Senckenberg Gesellschaft fiir Naturforschung (SGN) bearbeitete die Aufgabe iiber vier
Jahre. Zentrales Ziel war die Beantwortung von drei Leitfragen: Welche Probenarten der UPB
eignen sich fiir genetische Analysen? An welchen Biodiversitdts-Forschungsfragen kann die UPB
mitwirken? Wie kann sie den behérdlichen Umweltschutz mit genetischen Daten unterstiitzen?
Flir die Projektarbeiten wurde das Projekt in 6 Arbeitspakete (APs) strukturiert, die im
Folgenden ndher erlautert werden.

AP 1 - Auswahl geeigneter Proben und Methoden: Im ersten AP wurde gepriift, welche der
rund 24 untersuchten Probentypen der UPB grundsatzlich fiir genetische Analysen geeignet
sind. Das Fraunhofer-Institut testete und optimierte DNA-Extraktionsprotokolle systematisch
fiir alle Probentypen - von Schwebstoffen und Muschelproben bis zu Blattern, Boden und
Biotaproben. Fiir jeden Probentyp wurden DNA-Ausbeute, Reinheit und das Vorhandensein von
PCR-Inhibitoren quantifiziert. Das Ergebnis war eindeutig: Fiir alle Probenarten konnten
geeignete Extraktionsprotokolle identifiziert werden, die ausreichende DNA-Mengen in guter
Qualitat liefern. Auch die RNA-Extraktion aus Biotaproben der Aalmutter gelang erfolgreich mit
hohen RNA-Integritatswerten. Parallel dazu wurden die vier wichtigsten genetischen Methoden
ausgewahlt und bewertet: DNA-Metabarcoding (Artgemeinschaftsanalyse tiber kurze Marker-
Genabschnitte), Metagenomik (Gesamtgenomsequenzierung von Umweltproben),
Populationsgenomik (Zeitreihen innerartlicher genetischer Variation) und Transkriptomik
(Genexpressionsanalyse zur Messung von Stressantworten). Das DNA-Metabarcoding erwies
sich als die aktuell am besten geeignete Methode fiir das breite Probenspektrum der UPB und
wurde zum methodischen Schwerpunkt des Projekts. Ebenso wurden in AP 1 Grundlagen des
iibergeordneten Datenmanagementkonzepts erarbeitet, das eine Integration der genetischen
Daten in das digitale Informationssystem der UPB nach FAIR-Prinzipien (Findable, Accessible,
Interoperable, Reusable) vorsieht.

AP 2 - Operationalisierung: Im Zentrum von AP 2 stand die Frage, ob und wie genetische
Analyseverfahren in die hochstandardisierten Betriebsablaufe der UPB integriert werden
kénnen. Dabei standen zunachst potenzielle Kontaminationsquellen im Labor und im Feld im
Fokus. Es wurde gepriift, ob die verwendeten Arbeitsflichen, Werkzeuge und insbesondere die
Kryomiihle - in der die Proben homogenisiert werden - Kreuzkontaminationen zwischen
verschiedenen Proben verursachen kénnen. Die Untersuchungen ergaben keine Hinweise auf
Kreuzkontaminationen; die bestehenden Dekontaminationsverfahren fiir die Kryomiihle sind
fiir eDNA-Analysen geeignet. Dariiber hinaus wurde fiir verschiedene Probentypen gepriift, ob
die Menge des eingesetzten Homogenats die Biodiversitit reprasentativ abbildet: Bereits ab 200
mg Homogenat wurde bei Blattproben eine Sattigung der Artenzusammensetzung erzielt. Flr
die Schwebstoffproben wurde der Mehrwert von Monatsproben gegeniiber Jahresmischproben
untersucht; Monatsproben erfassen die saisonale Artendynamik besser. Auferdem wurde die
taxonomische Reinheit ausgewahlter Biotaproben iiberpriift. Dreikantmuschel-Proben wiesen
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teilweise Beimischungen der invasiven Quaggamuschel auf, was zugleich wertvolle
Informationen zur Invasionsgeschichte dieser Art lieferte. Bei Miesmuscheln wurden
Hybridisierungsphdnomene nachgewiesen, die kiinftig weiter untersucht werden sollen. Die
Untersuchungen belegen insgesamt, dass die UPB-Proben unter definierten Protokollen robust
und zuverlassig fiir genetische Biodiversititsanalysen genutzt werden kénnen.

AP 3 - Generierung und Auswertung von eDNA-Zeitreihendaten: Auf Basis der validierten
Protokolle aus AP 1 und AP 2 wurden in AP 3 umfangreiche Zeitreihendatensatze fiir
terrestrische, limnische und marine Okosysteme generiert. Im Mittelpunkt stand das eDNA-
Metabarcoding, angewandt auf Schwebstoffe der 13 Probestellen, Miesmuscheln und Blasentang
aus Nord- und Ostsee sowie Blattmaterial von vier Baumarten und Bodenproben der
terrestrischen Standorte. Dreikantmuschelproben aus neun Probenahmestellen in vier Fliissen
(1994-2020) wurden ebenfalls analysiert. Die Zeitreihen umfassen bei manchen Probentypen
bis zu 30 Jahre. Fiir Bodenproben wurde zusatzlich Metagenomik eingesetzt, um mikrobielle
Gemeinschaften umfassend zu charakterisieren. Populationsgenomische Analysen (Pool-
Sequenzierung) wurden erstmals an Aalmuttern und Regenwiirmern durchgefiihrt. Aufderdem
wurden aus UPB-Aalmutterproben auch Transkriptomdaten erhoben. Die generierten
Datensatze waren von hoher Qualitit, mit plausiblen Artennachweisen, die durch Vergleiche mit
konventionellen Monitoring-Daten bestitigt wurden: Die aus Schwebstoffproben detektierten
Fischgemeinschaften stimmten gut mit Erwartungen aus der Gewassertypologie iiberein;
blattassoziierte Lebensgemeinschaften von Arthropoden (im Folgenden GliederfiifRer) waren
baumartenspezifisch; blasentangassoziierte Arten deckten sich mit Ergebnissen konventioneller
Absammlungen; Regenwurmkot erwies sich als zuverlassiger Indikator fiir Bodendiversitat.

AP 4 - Fallstudien zur zeitlichen Veranderung der Biodiversitat: In AP 4 wurden fiinf
umfassende wissenschaftliche Fallstudien auf Basis der in AP 3 generierten Zeitreihen
erarbeitet. Die Fallstudien adressierten terrestrische, limnische und marine C)kosysteme
gleichermafien und sollten Muster sowie potenzielle Treiber des Biodiversititswandels
identifizieren. Ein besonderer Schwerpunkt lag auf der Frage, ob sich die genetischen
Zeitreihendaten mit vorhandenen chemisch-physikalischen Umweltdaten verkniipfen lassen, um
Treiber von Biodiversitatsverdnderungen zu identifizieren.

Die limnische Fallstudie analysierte Schwebstoffproben aus sechs Fliissen an 13 Messstellen
tiber den Zeitraum 2005-2021. Mittels eDNA-Metabarcoding wurden insgesamt 63 Fisch- und
Neunaugenarten sowie Uiber 1700 Invertebratenarten nachgewiesen. Die Artentrends aus den
eDNA-Daten zeigten eine Ubereinstimmung von iiber 73 % mit Ergebnissen traditioneller
Fischmonitoringprogramme (WRRL, IKSR) und belegen damit die Zuverlassigkeit des
retrospektiven Ansatzes. Die Verdnderungen in den Fischgemeinschaften waren
standortspezifisch - an einigen Messstellen nahm die Artenzahl signifikant ab, andere blieben
stabil oder zeigten leichte Zunahmen. Insgesamt iiberwog Arten-Turnover (raumliche Ersetzung
von Arten zwischen Gemeinschaften) gegeniiber Nestedness (systematisches Verschwinden von
Arten, sodass artendarmere Gemeinschaften eine Teilmenge der artenreicheren darstellen; eine
generelle Homogenisierung der Fischgemeinschaften war nicht festzustellen. Besonders auffallig
war die Einwanderung und rasche Ausbreitung invasiver Grundelarten: Die
Schwarzmundgrundel (Neogobius melanostomus) war zu Beginn der Zeitreihe 2005 nicht
nachweisbar und nahm in den Folgejahren rapide zu - sowohl in Signalstarke als auch in der
Zahl positiver Probestellen. Auch weitere invasive Grundelarten (z. B. Babka gymnotrachelus,
Ponticola kessleri) konnten in ihrer Ausbreitung iiber die Fliisse hinweg nachverfolgt werden.
Ebenso wurde die Einwanderung der Quaggamuschel (Dreissena rostriformis) iber die
Dreikantmuschelproben detailliert dokumentiert. Da die Schwebstoffproben gleichzeitig als
Tréager chemisch-physikalischer Langzeitmessdaten dienen, konnten Korrelationsanalysen
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zwischen biotischen und abiotischen Daten durchgefiihrt werden. Dabei zeigte sich, dass
Faktoren wie Quecksilberkonzentration, Chloridgehalt, Feinsedimentanteil, Wassertemperatur
sowie persistente Schadstoffe (PFAS, Pflanzenschutzmittel) signifikant mit Fischartenzahl und -
zusammensetzung korrelieren. Diese Kombination multipler Stressoren ist dabei vor allem
probestellenspezifisch und erklart, warum verschiedene Standorte unterschiedliche Trends
zeigen. Fiir ein vollstdndiges Bild sind umfangreichere Mehrfachstressor-Analysen unter
Einbeziehung weiterer Gewasserdaten erforderlich.

Die terrestrische Fallstudie zu Bodengemeinschaften analysierte 54 Bodenproben von 11
Standorten in neun Regionen Deutschlands aus dem Zeitraum 2002-2019 mittels Metagenomik.
Der Artenreichtum von Bakterien, Pilzen und Metazoa blieb {iber 17 Jahre statistisch stabil - ein
Phdnomen, das die tieferliegenden Veranderungen in der Artenzusammensetzung verdeckt. Bei
Bakterien und Pilzen wurden Anzeichen zunehmender Homogenisierung festgestellt; bei
Bodenmetazoa hingegen nicht. Hinsichtlich der Treiber zeigte sich ein klarer Befund: Fiir
mikrobielle Gemeinschaften war die Landnutzung der dominante strukturierende Faktor - auf
landwirtschaftlich genutzten Flaichen waren die Bakteriengemeinschaften artendrmer als in
Waldern. Fiir Bodenmetazoa dagegen war nicht die Landnutzung, sondern der Standort selbst.
Dies belegt die Bedeutung der lokalen biogeographischen Geschichte und Ausbreitungsbarrieren
als wichtigste strukturierende Faktoren. Das Ergebnis unterstreicht, dass der Schutz tierischer
Bodenbiodiversitit standortspezifische Strategien erfordert, die tiber flichendeckende
Landnutzungsmafinahmen hinausgehen.

Die marine Fallstudie untersuchte anhand von Miesmuschel-Jahreshomogenaten (1985-2020)
die Einwanderung und Ausbreitung der australischen Seepocke (Austrominius modestus) an der
deutschen Nordseekiiste. Die relative Sequenzabundanz korrelierte eng mit tatsachlichen
Individuenzdhlungen und erlaubte damit semiquantitative Aussagen zur Populationsdynamik.
Die Ausbreitung der invasiven Art war signifikant positiv mit steigenden Wintertemperaturen
korreliert. Wahrend kaltere Winter zu Populationseinbriichen fiihrten, folgte auf hiufigere milde
Winter eine rasche Erholung und zunehmende Ausbreitung - ein klares Signal fiir den Einfluss
des Klimawandels. Dariiber hinaus wurden weitere invasive und kryptische Arten wie Parasiten
und Mikroalgen in den Proben erstmalig nachgewiesen, die in konventionellen
Monitoringprogrammen nicht erfasst werden. Die Studie zeigt das Potenzial der UPB als
Frithwarnsystem fiir Artinvasionen.

Die integrative Fallstudie verkniipfte Zeitreihen aus terrestrischen (Blattproben von Buche,
Fichte, Pappel; 1985-2022), marinen (Miesmuscheln, Blasentang; 1985-2021) und limnischen
Okosystemen (Dreikantmuscheln; 1985-2021). Mithilfe eines statistischen Metacommunity-
Modells wurden a-, 8- und y-Diversitatstrends verglichen. Das zentrale Ergebnis: In keinem
untersuchten Okosystemtyp lief sich ein systematischer Verlust der lokalen Artenzahl
feststellen. Jedoch verdnderte sich die Artenzusammensetzung in allen Gemeinschaften - quer
liber Okosysteme und Organismengruppen - signifikant schneller, als ohne anthropogene
Einfliisse zu erwarten ware. Dieser schnelle, gerichtete Turnover kann als Ausdruck einer
anthropogen beschleunigten Biodiversitaitsdynamik interpretiert werden. Eine direkte
Zuordnung zu einzelnen Umweltfaktoren war bislang nicht moglich; hier besteht weiterer
Bedarf an umweltstatistischen Methoden und der Integration umfassenderer Umweltdatensatze.

Weitere Fallstudien befassten sich mit verschiedenen Ebenen der Biodiversitit. In
Zusammenarbeit mit der Probenbank Stidkoreas wurde eine vergleichende Analyse des
Insektensterbens in heimischen und koreanischen Waldern vorgenommen. Interessanterweise
zeigen sich hier deutliche Unterschiede: Wahrend die Insektenvielfalt in den letzten 10 Jahre in
Deutschland stabil geblieben ist, fand in Korea ein erheblicher Riickgang statt. Die Arbeit zeigt
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den grofden Wert der Zusammenarbeit internationaler Probenbanken zur globalen Analyse des
Biodiversitatswandels.

In einer weiteren Studie wurde die Artenvielfalt von Pilzen in Baumkronen von Buchen und
Fichten iiber die Zeit untersucht. Die Ergebnisse zeigen eine deutlich schnellere Veranderung
der Artenzusammensetzung in der gebietsfremden Fichte als in der heimischen Buche.

Eine Untersuchung der genetischen Vielfalt von baumkronenassoziierten Insektenarten wurde
mithilfe eines eDNA-Metabarcoding-Datensatzes zur Biodiversitiat von Insekten aus
Baumkronen vorgenommen. Die Analyse zeigt die Eignung von Metabarcoding-Zeitreihen,
Informationen zur genetischen Vielfalt diverser Arten tiber Raum und Zeit zu rekonstruieren.

Neben der Generierung von Metabarcoding-Daten wurde die Eignung von UPB-Proben zur
Untersuchung innerartlicher genetischer Variation, des Anpassungspotenzials, sowie
physiologischer Stresssignale untersucht Dazu diente die Probenart Aalmutter.
Populationsgenomische Untersuchungen des Fisches zeigen eine Anpassung an die verringerte
Salinitdt der Ostsee, aber nur wenige Hinweise auf eine rezente Anpassung an den Klimawandel.
Eine genomische Untersuchung iiber grofde Teile des Areals dieses Fisches wurde durch eine
enge Zusammenarbeit mit der schwedischen Probenbank méglich, die diese Indikatorart
ebenfalls beprobt. Zusatzlich wurde, mittels RNA-Sequenzierung, die genomweite
Genexpression der Aalmutter liber die Zeit gemessen. Da RNA-Molekiile sehr instabil sind, spielt
hier die Kryokonservierung der UPB eine entscheidende Rolle. Die Ergebnisse zeigen, dass
kryokonservierte UPB-Proben sich sogar eignen, um den individuellen Stresszustand von Arten
zu untersuchen.

AP 5 - Effiziente Verwertung der Daten fiir Umwelt- und Naturschutz: AP 5 verfolgte das
Ziel, die Projektergebnisse fiir die behoérdliche Praxis und den Naturschutz nutzbar zu machen.
Hierzu wurde ein Begleitkreis aus Expertinnen und Experten aus Forschung, Behorden und
Naturschutzpraxis eingerichtet, der die Projektergebnisse in jahrlichen Treffen begleitete und
Empfehlungen fiir weitere Analysen einbrachte. Das Projekt zeigte konkrete
Ankntipfungspunkte an gesetzliche Anforderungen und Politikzyklen zum Schutz der
Biodiversitit. In einem gemeinsamen Abschlussworkshop im Marz 2025 wurden zehn
Handlungsempfehlungen erarbeitet, die unter anderem die organisatorische und finanzielle
Verstetigung genetischer Analysen in der UPB, die Verknilipfung mit behordlichen
Monitoringprogrammen (Wasserrahmenrichtlinie, Flora-Fauna-Habitatrichtlinie,
Meeresstrategierahmenrichtlinie), die Entwicklung neuer genetischer Indikatoren fiir die
Umweltpolitik sowie die starkere Nutzung von KI-gestiitzten statistischen Verfahren empfehlen.

AP 6 - Information der allgemeinen und Fachoéffentlichkeit: AP 6 umfasste die gesamte
Kommunikations- und Transferstrategie des Projekts. Die Fachoffentlichkeit wurde durch
zahlreiche Beitrdge auf nationalen und internationalen Konferenzen informiert, darunter durch
mehrere Plenarvortrage auf grofen Tagungen. Mehrere Publikationen in begutachteten
Fachzeitschriften wurden bereits angenommen, weitere befinden sich in Vorbereitung.
Internationale Delegationen aus Siidkorea und Siidafrika besuchten das Projekt; eine erste
gemeinsame Publikation mit der koreanischen Umweltprobenbank entstand. Die allgemeine
Offentlichkeit wurde iiber die Projektwebseite (https://trenddna.de), Ausstellungsformate,
Science Slams, Girls’ Days und Veranstaltungen wie den City Campus Trier sowie
Kinderuniversitaten angesprochen. Ein popularwissenschaftlicher Artikel zu den
Projektergebnissen befindet sich derzeit im Druck in ,Biospektrum®. Alle im Projekt generierten
Datensatze sind gemafi den FAIR-Prinzipien in offenen, frei zuganglichen Repositorien
verfiigbar.
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Nachwuchsférderung und Gesamtergebnis: Ein wichtiges Ergebnis des Projekts ist die intensive
Forderung des wissenschaftlichen Nachwuchses: Insgesamt 25 Nachwuchswissenschaftlerinnen
und Nachwuchswissenschaftler waren beteiligt, darunter Studierende auf Bachelor- und
Masterniveau sowie 3 Promovierende, die ihre Dissertationen im Rahmen des Projekts
abgeschlossen haben oder abschlief3en sowie 3 Postdoktorand*innen.

Die Gesamtergebnisse des TrendDNA-Projekts belegen eindriicklich, dass die
Umweltprobenbank des Bundes ein genetisches Langzeitarchiv fiir ein integriertes, riick- und
vorwartsblickendes Biodiversititsmonitoring geeignet ist. Die Proben erlauben Aussagen zu
Biodiversitiatstrends von der Ebene der innerartlichen genetischen Diversitit bis zu
Okosystemverdnderungen - und liefern damit einzigartige Informationen fiir die Forschung, die
behordliche Umweltbeobachtung und naturschutzrechtliche Entscheidungen in Deutschland.
Dieses Potenzial gilt es im Routinebetrieb zu implementieren und weiterzuentwickeln.
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Summary

The TrendDNA project was commissioned by the German Federal Environment Agency (UBA) as
aresearch and development project to assess the potential of the German Environmental
Specimen Bank (ESB) for genetic biodiversity analyses. The ESB has archived biological and
abiotic environmental samples from marine, freshwater, and terrestrial ecosystems for over 40
years at ultra-low temperatures (below -150 °C), preserving all molecules including DNA and
RNA - a property previously exploited mainly for chemical trend monitoring. TrendDNA was the
first systematic investigation of whether these samples can also serve as a genetic biodiversity
archive. A multi-institutional consortium - led by the University of Duisburg-Essen, together
with the University of Trier, the Fraunhofer Institute for Molecular Biology and Applied Ecology,
and the Senckenberg Society for Nature Research — addressed this challenge in six work
packages (WP) over four years, guided by three central questions: Which ESB sample types are
suitable for genetic analyses? Which biodiversity research questions can the ESB contribute to?
And how can it support regulatory environmental monitoring with genetic data?

WP 1 - Selection of suitable samples and methods: The first WP determined which of
approximately 24 ESB sample types are fundamentally suitable for genetic analyses. The
Fraunhofer Institute systematically tested and optimised DNA extraction protocols for all
sample types - from suspended particulate matter and mussel samples to leaves, soils, and biota
samples - quantifying DNA yield, purity, and the presence of PCR inhibitors. The outcome was
clear: suitable extraction protocols could be identified for all sample types, delivering sufficient
DNA in good quality. RNA extraction from biota samples (eelpout liver homogenates) also
succeeded with high RNA integrity scores. Alongside this, four key genetic methods were
evaluated: eDNA metabarcoding (community analysis via short marker gene fragments),
metagenomics (whole-genome sequencing of environmental samples), population genomics
(time-series analysis of intraspecific genetic variation), and transcriptomics (gene expression
analysis to measure stress responses). DNA metabarcoding proved most broadly applicable
across the ESB sample spectrum and became the methodological backbone of the project. WP 1
also established the foundations for an overarching data management concept aimed at
integrating genetic data into the ESB’s digital information system in accordance with FAIR
principles (Findable, Accessible, Interoperable, Reusable).

WP 2 - Operationalisation: Contamination testing and method validation: WP 2 addressed
whether and how genetic methods can be integrated into the ESB’s highly standardised
operational workflows. The primary focus was on potential contamination sources in the
laboratory and the field - in particular, whether work surfaces, tools, and the cryo-mill used for
homogenisation could cause cross-contamination between samples. Tests found no evidence of
cross-contamination; existing decontamination procedures for the cryo-mill are adequate for
eDNA analyses. Further tests examined whether the amount of homogenate used in DNA
extraction is sufficient to represent sample biodiversity: saturation of species composition was
already achieved with as little as 200 mg of leaf homogenate. For suspended particulate matter,
monthly samples were compared with annual composites; monthly samples captured seasonal
species dynamics more effectively. The taxonomic purity of selected biota samples was also
checked. Zebra mussel samples showed partial contamination by the invasive quagga mussel,
simultaneously yielding valuable information on the quagga mussel’s invasion history.
Hybridisation phenomena were detected in blue mussels, warranting further investigation.
Overall, the results confirm that ESB samples can produce robust and reliable data for genetic
biodiversity analyses under defined protocols.
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WP 3 - Generation and analysis of eDNA time series: Building on the validated protocols
from WP 1 and WP 2, WP 3 generated extensive time-series datasets for terrestrial, freshwater,
and marine ecosystems. The central method was eDNA metabarcoding, applied to suspended
particulate matter from four German rivers, blue mussels and bladder wrack from the North Sea
and Baltic Sea, leaf material from four tree species, and soil samples from terrestrial sites. Zebra
mussel samples from nine sampling sites in four rivers (1994-2020) were also analysed. Time
series span up to 30 years for some sample types. Metagenomics was additionally applied to soil
samples to comprehensively characterise microbial communities. Population genomic analyses
(pool-sequencing) were performed on eelpout and earthworms, and transcriptomic data from
ESB eelpout samples were generated for the first time. The resulting datasets are of high quality,
with species detections validated against independent monitoring data: fish communities
detected from suspended particulate matter matched expectations from river typology; leaf-
associated insect communities were tree-species-specific; bladder wrack-associated taxa
corresponded well to conventional hand-sampling results; earthworm casts proved a reliable
proxy for soil biodiversity.

WP 4 - Case studies on long-term biodiversity change: WP 4 developed five comprehensive
scientific case studies based on the time series generated in WP 3, addressing terrestrial,
freshwater, and marine ecosystems alike and aiming to identify patterns and potential drivers of
biodiversity change. A particular focus was placed on whether the genetic time-series data could
be linked to existing physico-chemical environmental data to identify drivers of biodiversity
change.

The freshwater case study analysed suspended particulate matter samples from six rivers at 13
monitoring sites over the period 2005-2021. Using eDNA metabarcoding, a total of 63 fish and
lamprey species and over 1,700 invertebrate species were detected. Species trends derived from
eDNA data showed more than 73 % agreement with results from conventional fish monitoring
programmes (WFD, ICPR), confirming the reliability of the retrospective approach. Changes in
fish communities were site-specific - species richness declined significantly at some sites while
others remained stable or showed slight increases. Overall, species turnover predominated over
nestedness; no general homogenisation of fish communities was detected. Particularly striking
was the arrival and rapid spread of invasive goby species: the round goby (Neogobius
melanostomus) was undetectable at the start of the time series in 2005 and increased rapidly in
subsequent years, both in signal strength and in the number of sites with positive detections.
Additional invasive gobies (e.g. Babka gymnotrachelus) could also be tracked in their spread
across river systems. The invasion and spread of the quagga mussel (Dreissena rostriformis) was
similarly reconstructed in detail from zebra mussel samples. Since the SPM samples
simultaneously carry long-term physico-chemical monitoring data, correlation analyses between
biotic and abiotic data were possible. Chemical and physical stressors - including mercury
concentration, chloride content, fine sediment load, water temperature, discharge, and
persistent pollutants such as PFAS and pesticides - correlated significantly with fish species
richness and composition. The combination of multiple stressors proved highly site-specific,
explaining why different monitoring locations show different biodiversity trajectories. More
comprehensive multi-stressor analyses incorporating broader water quality datasets are needed
for a full mechanistic understanding.

The terrestrial case study on soil communities analysed 54 soil samples from 11 sites in 9
regions of Germany collected between 2002 and 2019 using metagenomics. Species richness of
bacteria, fungi, and metazoa remained statistically stable over 17 years, yet community
composition shifted substantially - a decoupling that masks deep structural reorganisation.
Bacteria and fungi showed signs of increasing homogenisation; soil Metazoa did not. Regarding
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drivers, a clear pattern emerged: for microbial communities, land use was the dominant
structuring factor, with bacterial communities richest on arable land and poorest in forests,
consistent with patterns observed across Europe. For soil Metazoa, however, the site itself -
reflecting local biogeographic history and dispersal barriers - was the most important driver
rather than land use. This finding underscores that protecting animal soil biodiversity requires
site-specific strategies that go beyond blanket land-use management.

The marine case study examined annual blue mussel homogenates (1985-2020) to track the
invasion and spread of the Australian barnacle (Austrominius modestus) along the German North
Sea coast. Relative sequence abundance correlated closely with actual individual counts,
enabling semi-quantitative statements on population dynamics. The spread of the invasive
species was significantly and positively correlated with rising winter temperatures: while cold
winters caused population crashes, more frequent mild winters enabled rapid recovery and
enhanced expansion - a clear signal for the role of climate change as a driver. In addition, further
invasive and cryptic species - including parasites and microalgae - were detected in the mussel
samples for the first time, species that would have been missed by conventional morphological
monitoring. The study demonstrates convincingly the potential of the ESB archive as a
retrospective early-warning system for biological invasions.

The integrative case study linked time series from terrestrial (leaf samples of beech, spruce,
poplar; 1985-2022), marine (blue mussels, bladder wrack; 1985-2021), and freshwater (zebra
mussels; 1985-2021) ecosystems. Using a statistical metacommunity model based on island
biogeography theory, a, 3, and y-diversity trends were compared for 1991-2021. The central
finding: no systematic loss of local species richness (a-diversity) was detected in any ecosystem
type. However, community composition changed significantly faster across all ecosystems and
organism groups than would be expected without anthropogenic influence - a pattern that can
be interpreted as anthropogenically accelerated biodiversity turnover. Direct attribution of the
observed change to specific environmental factors was not possible; this underscores the need
for further development of environmental statistical methods and integration of more
comprehensive environmental datasets.

Further case studies examined various levels of biodiversity. In collaboration with South Korea's
sample bank, a comparative analysis of insect decline in native German and Korean forests was
conducted. Interestingly, clear differences emerge: while insect diversity in Germany has
remained stable over the past 10 years, substantial declines were observed in Korea. This work
demonstrates the great value of international sample bank collaboration for the global analysis
of biodiversity change.

A further study examined the species diversity of fungi in the canopies of beech and spruce trees
over time. The results show a markedly faster change in species composition in the non-native
spruce than in the native beech.

An investigation of the genetic diversity of tree canopy-associated insect species was carried out
using an eDNA metabarcoding dataset on insect biodiversity from tree canopies. The analysis
demonstrates the suitability of metabarcoding time series for reconstructing information on the
genetic diversity of diverse species across space and time.

In addition to generating metabarcoding data, the suitability of ESB samples for studying
intraspecific genetic variation, adaptive potential, and physiological stress signals was also
investigated, using the eelpout as the model species. Population genomic studies of this fish
reveal adaptation to the reduced salinity of the Baltic Sea, but only limited evidence of rapid
adaptation to climate change. A genomic study covering large parts of this fish's range was made
possible through close collaboration with the Swedish sample bank, which also samples this
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indicator species. Additionally, genome-wide gene expression in the eelpout was measured over
time using RNA sequencing. Since RNA molecules are highly unstable, the ESB’s
cryopreservation plays a decisive role here. The results show that cryopreserved UPB samples
are even suitable for examining the individual stress status of species.

WP 5 - Efficient use of data for environmental and nature conservation: WP 5 aimed to
translate project results into practical value for regulatory authorities and nature conservation.
A scientific advisory board comprising experts from research, government agencies, and
conservation practice was established and met annually to review results and recommend
further analyses. The project identified concrete interfaces with legal frameworks and
biodiversity policy cycles at national and European level. A joint closing workshop in March
2025 produced ten recommendations, covering the organisational and financial mainstreaming
of genetic analyses in the ESB, linkage to statutory monitoring programmes (Water Framework
Directive, Habitats Directive, Marine Strategy Framework Directive), development of new
genetic indicators for environmental policy, and greater use of Al-supported statistical
approaches.

WP 6 - Public and expert communication: WP 6 covered the entire communication and
knowledge transfer strategy of the project. The scientific community was reached through
numerous contributions at national and international conferences, including several plenary
lectures at major meetings. Multiple peer-reviewed publications have already been accepted;
further manuscripts are in preparation. International delegations from South Korea and South
Africa visited the project; a first joint publication with the Korean specimen bank has emerged.
The general public was engaged through the project website (trenddna.de), exhibition formats,
Science Slams, Girls’ Day events, the City Campus Trier, and children’s university lectures. A
popular science article on the project’s results is in press in “Biospektrum”. All datasets
generated within the project are freely available in open repositories in accordance with FAIR
principles.

Early-career researcher support and overall conclusions: The project provided substantial
support for early-career researchers. A total of 25 young scientists participated, including
students at bachelor’s and master’s level as well as three doctoral researchers who have
completed or are completing their PhD theses based on TrendDNA data. The overall results of
the TrendDNA project demonstrate convincingly that the German Environmental Specimen
Bank holds enormous potential as a long-term genetic archive for integrated, retrospective
biodiversity monitoring. The samples enable assessments of biodiversity trends spanning from
intraspecific genetic diversity to ecosystem-level change - providing unique information for
research, regulatory environmental surveillance, and nature conservation decision-making in
Germany. It is important to further develop the implementation of the proposed solutions in the
ESB routine programme.
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1 Einleitung

1.1 Das TrendDNA-Projekt

1.1.1 Motivation des Projekts

Globale Okosysteme sind derzeit einem nie dagewesenen anthropogenen Wandel ausgesetzt.
Klimaerwarmung, Umweltverschmutzung, Intensivierung der Landnutzung und die
Einwanderung invasiver Arten setzen Lebensgemeinschaften unter zunehmenden Druck (IPBES,
2019; Keck et al., 2025; Newbold et al., 2015). Dies fiihrt zum Verlust zahlloser Arten und damit
auch ihrer unverzichtbaren Okosystemleistungen (Marques et al., 2019). Allein die
Bestdubungsleistung von Insekten tragt zu einem erheblichen Anteil der globalen
Lebensmittelversorgung bei, Berechnungen schatzen einem kommerziellen Wert dieser
Leistung von 150 Milliarden Euro jahrlich (Gallai et al., 2009). Vor diesem Hintergrund ist die
Uberwachung des Zustandes der Okosysteme durch ein systematisches Monitoring essenziell,
um die Muster, Treiber und Konsequenzen des globalen Okosystemwandels zu verstehen
(Gonzalez et al., 2023; Kissling et al., 2026; Leese et al., 2018; Meyer et al., 2015).

Fiir Deutschland lieferten die Ergebnisse des kiirzlich veroffentlichten ,Faktencheck
Artenvielfalt” (Wirth et al., 2024) erstmals einen umfassenden Uberblick iiber den Zustand der
Arten und ihrer Trends. Hierzu wurden tiber 6000 Literaturquellen analysiert und iiber 15 000
Zeitreihen zu Tier- und Pflanzenarten ausgewertet. Der Bericht belegt, dass 60 der 93
Lebensraumtypen in Deutschland einen unzureichenden oder sogar schlechten
Erhaltungszustand zeigen, bzw. dass ein Trend zur Verschlechterung festzustellen ist. Ebenfalls
zeigen die Analysen, dass etwa ein Drittel der Arten in den Roten Listen bestandsgefahrdet sind.
Der Bericht wurde durch das Fehlen standardisierter Verfahren zur Erhebung und Analyse von
Biodiversitatstrends erschwert. Die Autorinnen und Autoren betonten die Bedeutung eines
integrierten, methodisch vereinheitlichten und dauerhaft etablierten Biodiversitdtsmonitorings,
um reprasentative und valide Daten zu erhalten (Wirth et al., 2024). Da Biodiversititsdaten
jedoch raum-zeitlich wie taxonomisch nach wie vor selektiv und liickenhaft sind, kénnen daraus
abgeleitete Trendaussagen systematisch verzerrt sein (Jahnig et al., 2021). Aus
Forschungsprogrammen wie LTER-D (Long-Term Ecosystem Research, Deutschland) gibt es fiir
ausgewahlte Gebiete und Artengruppen in Deutschland sehr systematisch erhobene Daten
(Welti et al,, 2022). In diesen Studien werden auch neue Methoden integriert, um umfassender
Arten - und teilweise innerartliche Diversitat - zu erfassen und in den Kontext mit direkten und
indirekten Treibern des Biodiversititswandels zu setzen (Buchner et al.,, 2025; Sinclair et al.,
2025; Uhler et al,, 2021). Die Finanzierung ist allerdings projektbasiert, was eine
Langzeitperspektive erschwert. Behorden haben mit den Umwelt-, Natur- und
Artenschutzgesetzen verschiedene Monitoringprogramme implementiert, die den Zustand der
Okosysteme und ausgewdhlter Arten dokumentieren und Daten zum gegenwirtigen Zustand
und der Ableitung von Mafdnahmen fiir ihren Erhalt liefern. Die Wasserrahmenrichtlinie (WRRL,
2000/60/EG), die Meeresstrategie-Rahmenrichtlinie (2008/56/EG) und die Flora-Fauna-
Habitatrichtlinie (92/43/EWG) der EU sind hierzu drei prominente Beispiele, die von den
Bundesldndern umgesetzt werden. Daten dieser Monitoringprogramme kénnen genutzt werden,
um zukinftige Verdnderungen vorherzusagen, sind jedoch fiir raumzeitlichen Aussagen
limitiert, da nur bestimmte Habitate oder Gewasser berichtspflichtig sind und die Erhebungen in
der Regel nur alle drei Jahre erfolgen. Biodiversitit verandert sich - auch ohne anthropogene
Stressfaktoren - oft viel schneller, was die natiirliche Dynamik von systematischen
Veranderungen schwer abbildbar macht. Zudem veradndert sich Biodiversitat auf
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unterschiedlichen Ebenen. Die Hauptebenen der Biodiversitit sind gemafd der Konvention zur
Biologischen Vielfalt (CBD 1992):

» Innerartliche genetische Diversitit: Diese Ebene umfasst die genetische und
phénotypische Variation, sowie die Stressantworten innerhalb der Arten. Die Erfassung
dieser Parameter erlaubt es, das Anpassungspotenzial von Populationen und den
Stresszustand von Individuen zu quantifizieren (z. B. Akbarzadeh et al., 2018). Bevor Arten
aussterben, geht oftmals zundchst die innerartliche genetische Diversitit verloren
(Gendrift). Fiir eine Erfassung der Veranderungen auf innerartlicher genetischer Ebene ware
ein genetisches Monitoring erforderlich (Clark et al., 2025). Das wiirde es auch erméglichen,
den Genfluss und damit die Konnektivitat fragmentierter Habitate zu quantifizieren (z. B.
Weiss & Leese, 2016).

» Diversitit von Artengemeinschaften: Diese Ebene umfasst alle in einem Lebensraum
vorkommenden Arten (a-Diversitat). Die Erfassung von zeitlichen Veranderungen in
Artengemeinschaften erlaubt es, Riickschliisse iiber den Zustand der Lebensgemeinschaften
in einem Habitat abzuleiten. Verdnderungen kdnnen z. B. durch Habitatverlust,
Verschmutzung, Pathogene oder in der Einwanderung invasiver Arten begriindet sein (Junk
etal, 2023; Keck et al., 2025). Durch den Vergleich der Lebensgemeinschaften verschiedener
Standorte und Habitate (-Diversitit) konnen Einflussfaktoren auf die Artengemeinschaften
in der Flache quantifiziert sowie generelle von ortsspezifischen Trends unterschieden
werden (Sinclair et al., 2025).

» Diversitit von Okosystemen: Diese Ebene umfasst die Vielfalt unterschiedlicher
Lebensraumtypen sowie deren strukturelle und funktionelle Eigenschaften. Okosysteme
werden durch das Zusammenspiel von Lebensgemeinschaften und abiotischen
Umweltbedingungen wie Temperatur, Nahrstoffverfiigbarkeit oder Schadstoffbelastung
gepragt. Unterschiede in diesen Umweltbedingungen tragen zur Auspragung verschiedener
Okosystemtypen bei und beeinflussen gleichzeitig die Artenzusammensetzung und deren
Verdanderungen (Tews et al., 2004). Zudem koénnen tliber die Ebene der Arten hinweg
funktionelle Anderungen (z. B. Anderungen in funktionellen Ernidhrungsgruppen) sowie
Metriken wie 6kologische Zustandsklassen bestimmt werden (Macher et al., 2025; Stat et al,,
2017;Y.Zhangetal., 2020).

Behordliche Monitoringprogramme erheben vorwiegend Daten zur Biodiversitat auf
Artengemeinschaftsebene, teilweise daraus abgeleitet auf Habitat- und Okosystemebene. Die
innerartliche genetische Diversitit ist bislang nicht Teil der behordlichen Umweltbeobachtung
(Shaw et al,, 2025; Wirth et al., 2024). Mit dem Archiv der Umweltprobenbank des Bundes gibt
es in Deutschland eine Zeitreihe, die Beh6rdenprogramme - auch retrospektiv — auf allen drei
Ebenen der Biodiversitidtsbeobachtung unterstiitzen kénnte, um die Muster und Ursachen des
Biodiversitatswandels zu erforschen (Zizka et al., 2022).

1.1.2 Die Umweltprobenbank des Bundes

Die Umweltprobenbank (UPB) wurde vor iiber 40 Jahren als Archiv fiir heimische Okosysteme
gegriindet. In den Archiven lagern ausgewahlte Proben verschiedener Organismen und
Okosysteme (Meeres-, SiiRwasser-, Landokosysteme) fiir die Beobachtung des Zustands der
Umwelt (Kolossa-Gehring et al., 2012). Zu den Probenarten gehoren z. B. abiotische
Umweltproben wie Béden und Schwebstoffe aus Fliissen, Biotaproben, d. h. Pflanzen und Tiere
als Vertreter der Trophieebenen der beobachteten Okosysteme: Algen und Biume,
Regenwiirmer, Muscheln, Fische, Rehe und Végel. Die Probennahme, der Transport, die
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Probenprozessierung und -lagerung erfolgen mit hoch-standardisierten Verfahren. Damit die
chemische und biologische Integritat der Proben gewahreistet ist, werden die Proben bereits im
Feld mit fliissigem Stickstoff auf ultratiefen Temperaturen (unter -150 °C) gekiihlt und bleiben
in der Regel bei diesen (Stoeppler et al., 1990). Die Proben lagern unter dem
Fliissigkristallisationspunkt, alle chemischen und biologischen Prozesse kommen somit zum
Stillstand. Damit stellen sie ein genaues Abbild ihres Zustands vor dem Einfrieren dar - inklusive
DNA und RNA und somit der Erbinformation der in der Probenart enthaltenen Organismen
(Junk, Frank, et al.,, 2025).

1.1.3 Potenzial der Umweltprobenbank fiir ein Biodiversitatsmonitoring

Aufgrund der Konservierungsmethoden steht mit den Proben der UPB genetisches Material fiir
Analysen zur Biodiversitat zur Verfiigung. Fiir archiviertes Probenmaterial einzelner Arten - die
Biotaproben - konnen dadurch grundsétzlich Verdnderungen in der innerartlichen, genetischen
Diversitat oder in Stressantworten, z. B. liber Genexpressionsmessungen tliber die Zeit,
adressiert werden. Fiir die eingelagerten Umweltproben wie B6den und Schwebstoffen kann
iiber Umwelt-DNA (engl. environmental DNA oder eDNA) die Artgemeinschaft in dem
Lebensraum bestimmt werden. Diese eDNA-Spuren gelangen in die Umweltproben Proben, da
Organismen DNA-Spuren in der Umwelt hinterlassen (Deiner et al,, 2017; Taberlet et al., 2018).
Dadurch kénnen Analysen zu Veranderungen von Lebensgemeinschaften in Raum und Zeit iiber
eDNA adressiert werden. Auch Biotaproben einzelner Pflanzenarten, wie z. B. Blattproben von
Fichte, Kiefer, Pyramidenpappel und Buche, konnen auf Spuren tierischer eDNA untersucht
werden, um z. B. Insektendiversitit in der Baumkrone zu analysieren. Andere Biotaproben,
insbesondere Muscheln und Schwamme, bieten grofdes Potenzial als natiirliche ,eDNA-
Sammler: Sie filtern die Wassersdule aktiv nach organischen Nahrungspartikeln und nehmen
dadurch zahlreiche Arten als Nahrungspartikel auf (Jeunen et al., 2023; Mariani et al., 2019).
Entsprechend besitzen die Biotaproben das Potenzial auch Einblicke in die
Lebensgemeinschaften im Lebensraum der Muscheln zu liefern. Wie gut die etablierte
Probenahmestrategie der UPB, die bislang nur fiir das Monitoring von Chemikalientrends
genutzt wird, auch fiir die Analyse von Biodiversitatstrends geeignet ist, wurde bislang kaum
geprift.

1.14 Ein Forschungs- und Entwicklungsprojekt zur Priifung des Potenzials

UBA hat 2020 das vorliegende Projekt als Pilotstudie vergeben, um das Potenzial genetischer
Methoden fiir Biodiversitatsanalysen von der Ebene der innerartlichen genetischen Diversitat
bis zur Okosystemdiversitit mit der UPB zu priifen. Explizit stand die Beantwortung der
folgenden drei Leitfragen im Zentrum der Untersuchung.

Leitfragen des TrendDNA-Projekts

» Welche Probenarten der UPB sind fiir genetische Untersuchungen geeignet, um die aktuelle
und zeitliche Entwicklung der biologischen Vielfalt und andere genetische Endpunkte in den
Probenahmegebieten abzubilden?

» An welchen aktuellen Forschungsfragen zur Beschreibung der biologischen Vielfalt und ihrer
Veranderung kann die UPB mitarbeiten?

» Wie kann die UPB den behordlichen Umweltschutz und die Umweltbeobachtung des Bundes
und der Lander mit genetischen Daten unterstitzen?
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Basierend auf den Ergebnissen sollte gepriift und an konkreten Fallbeispielen gezeigt werden,
wie mit den vorhandenen und zukiinftig gewonnenen Daten der UPB neben der Forschung die
behordliche Umweltbeobachtung und konkrete rechtliche Mafdnahmen bestmoéglich unterstiitzt
werden konnen (Abbildung 1). Auf die F+E-Projektausschreibung hat sich ein Konsortium aus
Forschenden von vier Forschungsinstitutionen gemeinsam beworben: die Universitat Duisburg-
Essen (UDE, Leitung), die Universitit Trier (UT, Koordination), das Fraunhofer-Institut fiir
Molekularbiologie und Angewandte Okologie (F-IME) und die Senckenberg Gesellschaft fiir
Naturforschung (SGN).

Abbildung 1:  Der Politikzyklus zum Schutz der Biodiversitat
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Im Kontext des TrendDNA-Projekts stand insbesondere die Frage, wie genetische Methoden (rot, links oben) und die
Probentypen der Umweltprobenbank (gelbe Boxen), zur Analyse von Biodiversitatstrends sowie der Kontrolle von
MaRnahmen effektiv eingesetzt und in ein effizientes und Datenmanagement (violetter Rahmen) eingebunden werden
kénnen. Quelle: Umweltbundesamt.

1.2 Das TrendDNA-LGsungs- und Umsetzungskonzept

Mit dem TrendDNA-Projekt hat das Konsortium ein Losungskonzept erarbeitet, um innerhalb
von vier Jahren die drei Leitfragen der Ausschreibung in sechs Arbeitspaketen (APs) zu
untersuchen (Abbildung 2).

1.2.1 Arbeitspaket 1 — Auswahl geeigneter Proben und Methoden fiir genetische
Untersuchungen

Ziel dieses Arbeitspakets war es, eine begriindete Auswahl fiir die Proben aus der UPB zu
treffen, die im Projekt weiter untersucht werden sollten. Grundlage dafiir war eine
systematische Analyse der Qualitit der isolierten Nukleinsdauren. Als Methoden standen DNA-
Metabarcoding, Metagenomik, Populationsgenomik und Transkriptomik zur Verfiigung (siehe
Kapitel 2.1). Es wurde exemplarische Probenarten mit diesen Verfahren analysiert, um ihr
Potenzial zur Uberwachung verschiedener Ebenen der Biodiversitit zu priifen (insbesondere
probentypspezifische Protokolle, inklusive Replikationsstrategien fiir zuverlassige Ergebnisse).
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Teil dieses Arbeitspakets war es aufderdem, digitale Werkzeuge und Datenbanken sowie ein
iibergeordnetes Datenmanagementkonzept fiir die Durchfiihrung der Analysen zu identifizieren
und vorzuschlagen.

1.2.2 Arbeitspaket 2 — Operationalisierung

Ziel dieses Arbeitspakets war es, Optionen und Wege der Integration mdglicher genetischer
Analyseverfahren in die Verfahrensablaufe der UPB zu erarbeiten und zu validieren. Die
Probenahmen folgen hochgradig standardisierten Protokollen. Es ist fiir jeden Arbeitsschritt
erforderlich, Kontaminationen zwischen den unterschiedlichen Proben zu vermeiden. Zunachst
wurden daher die internen Betriebsablaufe eingehend auf potenzielle Kontaminationsquellen
getestet. Im Fokus standen die Oberfldchen der Arbeitsplitze in den Laboren und die Werkzeuge
im Feld, die mit simtlichen Proben direkt oder indirekt in Kontakt kamen. Das umfasst z. B.
Skalpelle, Pinzetten und die Kryomiihle. Zudem wurde untersucht, ob Proben tatsiachlich die
Biodiversitiat an einem Standort umfassend abbilden. Zu diesem Zweck wurden
Biodiversitditsmuster der UPB-Proben mit weiteren Biodiversitatsdaten am Standort aus
anderen Messprogrammen verglichen, z. B. eDNA-Biodiversititsdaten der Schwebstoffprobe aus
den Fliissen mit den Daten, die aus den Berichten aus WRRL oder z. B. Rheinmessprogramm
verfiigbar waren (siehe Kapitel 5.1). Zudem wurde am Beispiel der Schwebstoffprobe gepriift,
inwieweit es sinnvoll ist, die Untersuchung der Biodiversitat mit Jahresmischproben durch
Monatsproben zu ergdnzen.

Abbildung 2:  Ubersicht iiber das Losung- und Umsetzungskonzept

Losungs- und Umsetzungskonzept der Auftrag- und Unterauftragnehmer, gegliedert nach den Arbeitspaketen der
Leistungsbeschreibung. Arbeitspakete 5 und 6 (griin) wurden liber die gesamte Projektlaufzeit ausgefiihrt. Arbeitspakete 4
und 7 wurden im Bericht zu insgesamt neun Studien zusammengefasst. Quelle: eigene Darstellung, UDE.
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1.2.3 Arbeitspaket 3 — Untersuchung der Proben mit genetischen Methoden

Basierend auf AP 1 und AP 2 wurden Biodiversitats-Zeitreihen aus terrestrischen, limnischen
und marinen Proben generiert. Der Fokus lag hauptsachlich auf der DNA-Metabarcoding-
Methode zur Analyse von Lebensgemeinschaften. Dadurch konnten umfassende Informationen
liber die zeitliche Verdnderung der Artenzusammensetzung in den verschiedenen Okosystemen
zusammengetragen und die Einwanderung invasiver Arten zuriickverfolgt werden. Ein Unterziel
der Untersuchungen war die Uberpriifung der taxonomischen Reinheit der Proben. Eine
Kontamination kann zusatzlich zu den in AP 2 adressierten Aspekten auch dadurch entstehen,
dass morphologisch dhnliche Arten mit der Zielart verwechselt werden und so in die Probe
gelangen. Dariiber hinaus wurden Genom- und Transkriptomanalysen genutzt, um innerartliche
genetische Variation und die Veranderung von Genexpression iiber die Zeit zu untersuchen.

1.24 Arbeitspaket 4 — Fallstudien zur Verdanderung der Biodiversitat liber die Zeit

Basierend auf den Zeitreihen aus AP 3 folgten in AP 4 umfassende wissenschaftliche Fallstudien,
erganzt durch zuséatzliche , Proof-of-Principle”-Fallstudien (urspriinglich als AP 7 bezeichnet, hier
mit AP 4 fusioniert). In diesen Fallstudien sollten fiir terrestrische, limnische und marine
Okosysteme auf Basis der erarbeiteten Daten Muster und mogliche Treiber des
Biodiversitatswandels identifiziert werden. Zuséatzlich sollten Schnittstellen fiir die behordliche
Umweltbeobachtung (Abbildung 2) und weitere methodische Tests initiiert werden.
Urspriinglich waren fiinf Fallstudien und drei optionale Studien geplant. Final wurden vier
ausfihrliche Fallstudien, sowie fiinf optionale Studien (Methodentest, explorative Analyse
spezifischer Fragestellungen an Teilen der verfligbaren Zeitreihen) ausgefiihrt.

1.25 Arbeitspaket 5 — Effiziente Verwertung der Daten fiir Umwelt- und Naturschutz

Ziel dieses Arbeitspakets war es, die Verwertungsoptionen der Projektergebnisse iiber die
spezifischen Fallstudien in AP 4 hinaus zu identifizieren. Da die Projektergebnisse wertvolle
neue Daten zum Biodiversitdtswandel in Deutschland liefern und somit unmittelbar den
Naturschutz heimischer Okosysteme beitragen, wurde zur besseren Verwertung ein Beirat von
Expertinnen und Experten aus der universitaren Forschung und der behdrdlichen Praxis
gegriindet. Dem Beirat wurden in jahrlichen Treffen die Projektergebnisse vorgestellt. Die
Empfehlungen des Beirates wurden im Projektfortschritt umgesetzt sowie generelle
Empfehlungen aus einer internationalen Tagung an der UDE sowie einem gemeinsamen
Workshop mit Beiratsmitgliedern abgeleitet.

1.2.6 Arbeitspaket 6 — Informieren der Allgemeinheit und der Fachoffentlichkeit:

Eine wichtige vom Forderer gewiinschte Leistung war das Informieren der Fachoffentlichkeit
aus Forschung und Praxis sowie der Allgemeinheit iiber den Projektfortschritt. Hierzu wurden in
AP6 Zielgruppen, Inhalte, Formate und Kanale identifiziert und der Transfer mit spezifischen
Strategien realisiert.

Im Folgenden werden Ergebnisse des Projekts vorgestellt, um die drei Hauptfragen des Projekts
zu beantworten.
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2 Auswahl geeigneter Methoden und Proben fiir
genetische Untersuchungen mit der Umweltprobenbank

Zu Beginn des Projekts wurden geeignete genetische Verfahren und Probenarten der UPB
identifiziert. Im Folgenden werden zunichst die ausgewdahlten genetische Methoden fiir
Biodiversitatsanalysen der archivierten Proben ndaher mit ihren Vor- und Nachteilen erlautert.
Anschliefend wird dargestellt, welche Probentypen sich fiir die genetischen Analysen auf den
verschiedenen Biodiversitidtsebenen eignen. Hierbei werden zundchst technische Aspekte,
speziell die Qualitdt und Quantitat der extrahierten Nukleinsiduren, adressiert. Anschlief3end
wird auf besonders wichtige Aspekte der Daten, insbesondere Reinheit der Probe und
Plausibilitiat der Resultate, eingegangen. Die Ergebnisse der Methoden- und Probenevaluation
sind in Tabelle 2 zusammengefasst.

2.1 Identifizierte Methoden fiir die Untersuchung der Biodiversitat aus den
Proben

2.1.1 DNA-Metabarcoding

DNA-Metabarcoding ist eine genetische Methode, mit der die Artzusammensetzung einer Biota-
oder Umweltprobe bestimmt werden kann. Der erste Schritt der Probenanalyse ist die
Extraktion der (e)DNA. Sowohl fiir Biota als auch fiir Umweltproben wird hierzu eine geringe
Menge der Probe, ggf. nach vorheriger mechanischer Zerkleinerung des Materials in einer
Kryomdtihle, biochemisch extrahiert (Abbildung 3). Ist die DNA extrahiert, wird eine
Polymerasekettenreaktion (PCR) durchgefiihrt, in der ein charakteristisches Markergen (DNA-
Barcode) vervielfaltigt wird. Hierzu werden sogenannte Primer (kurze DNA-Stiicke) eingesetzt,
mit denen ein Fragment des DNA-Barcodes moglichst aller Zielorganismen der Probe
vervielfaltigt (amplifiziert) werden soll. In dem Projekt wurden folgende Genmarker verwendet:

» Wirbellose - Cytochrom-c-Oxidase-Untereinheit I-Gen (COI) + 18S rRNA-Gen (18S)
» Wirbeltiere - 12S rRNA-Gen (12S) + 18S rRNA-Gen (18S)

» Bakterien - 16S rRNA-Gen (16S)

» Pilze - Internal Transcribed Spacer 1 bzw. 2 (ITS1/2)

Die DNA-Fragmente, auch ,Amplicons” genannt, werden auf einem Hochdurchsatzsequenzierer
ausgelesen. So entstehen Millionen von Sequenzen, auch ,Reads” genannt. Damit die
Biodiversitdt aus der Probe erfasst werden kann, miissen die Sequenzen bioinformatisch
analysiert werden. Dazu miissen sie zuerst mithilfe der wahrend der Laborprozessierung
zusatzlich eingefiigten Kennsequenzen (sog. Indexe) in die Proben aufgeteilt werden.
Anschliefdend folgen einige Schritte zur Aufreinigung der Daten und zur Sicherstellung der
Qualitat. Fiir die Erstellung von Taxalisten werden die Sequenzen abschlieffend nach ihrer
Ahnlichkeit zusammengefasst. Dabei werden entweder Sequenzgruppen mit einem bestimmten
Grenzwert (z. B. maximal 3 % paarweise Distanz) als sogenannte Operationelle Taxonomische
Einheiten (engl. operational taxonomic units, OTUs) oder individuelle Sequenzvarianten (engl.
exact sequence variants, ESVs) bioinformatisch herausgefiltert. Die Sequenzen der OTUs oder
ESVs werden anschlieféend gegen eine Barcode-Referenzdatenbank verglichen (z. B. Barcode of
Life Data system, BOLD; Ratnasingham & Hebert, 2007). So kénnen ihnen taxonomische Namen
zugeordnet werden. Mit der finalen Taxaliste konnen dann weitere 6kologische Analysen
durchgefiihrt werden.
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Wichtig ist, dass es fiir alle Schritte unterschiedliche Methoden gibt, mit denen das
entsprechende Ziel erreicht werden kann. Insbesondere die Wahl der Primer und die
bioinformatischen Methoden haben einen grofden Einfluss auf die Ergebnisse und miissen daher
vorher sorgfaltig gepriift werden. Mit gut etablierten Metabarcoding-Protokollen kénnen
grundsatzlich sehr robuste Daten generiert werden, mit denen die Arten eines Standorts
zuverladssig nachgewiesen werden. Allerdings hat das DNA-Metabarcoding eine Schwéche: In der
im Verfahren genutzten PCR wird die DNA der unterschiedlichen Arten nicht gleichmaf3ig
amplifiziert; es gibt also immer Arten, die erheblich tiberreprasentiert sind. Daher kann man von
der Anzahl erhaltener Sequenzen einer Art nicht auf ihre Haufigkeit in der Probe schliefien
(quantitativer Bias, auch Primer-Bias genannt, siehe Elbrecht & Leese, 2015; Krehenwinkel et al.,
2017). Es ist also nur moglich zu sagen, ob eine Art an einer Stelle vorkommt, aber nicht wie
viele Individuen einer Art in der Probe enthalten sind. Ein Vorteil der Methode ist, dass sie nur
auf kurzen Gen-Abschnitten basiert (z. B. Leese et al.,, 2021; Yeo et al,, 2020) und dadurch auch
fiir teilweise degradierte DNA-Proben genutzt werden kann (Elbrecht et al.,, 2017; Tournayre et
al,, 2020; Vamos et al., 2017).

Abbildung 3: Schematischer Ablauf einer DNA-Metabarcoding-Analyse mit Proben aus der
Umweltprobenbank von Probenahme (links) bis zur finalen Datenanalyse (rechts)
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Quelle: Leese (2026). Erstellt in BioRender, https://BioRender.com/b2g6ngg CC-BY-4.0.

2.1.2 Metagenomik

Metagenomik ist eine Methode zur Sequenzierung der gesamten DNA einer Umweltprobe, die
meist zur Charakterisierung von Mikroorganismen-Gemeinschaften genutzt wird (Grossart et al.,
2020). Mogliche Ziele der Anwendung dieser Methode kénnen die taxonomische Klassifizierung,
die funktionelle Analyse sowie die Zusammensetzung des gesamten Genoms einer Art sein. Da
Metagenomik auf eine PCR verzichtet, ist diese Methode wesentlich weniger anfallig fiir
quantitativen Bias. Daher erlauben metagenomische Daten im Gegensatz zu Metabarcoding-
Daten auch die Quantifizierung der nachgewiesenen Arten in einer Gemeinschaft.

Flir die Metagenomik wird die DNA einer Umweltprobe zunachst unter moglichst sterilen
Bedingungen extrahiert und dann fiir die Sequenzierung vorbereitet (Abbildung 4). Die
Sequenzierung wird mithilfe der sogenannten Hochdurchsatzsequenzierung durchgefiihrt.
Aufgrund der vielen Genfragmente, die bei der Sequenzierung entstehen, wird diese auch
Shotgun-Sequenzierung genannt. Nach der Sequenzierung beginnt die bioinformatische
Verarbeitung der Datenséatze. Der erste Schritt ist es, die Sequenzen ihren Proben zuzuordnen.
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Dazu werden wahrend der Laborprozessierung hinzugefiigte Kennsequenzen (Indexe)
verwendet. Anschlief3end werden unterschiedliche Filterschritte zur technischen
Qualitatssicherung durchgefiihrt (z. B. paired-end merging, adapter trimming, quality filtering
etc.). Darauthin werden die Sequenzen mithilfe einer Referenzdatenbank taxonomisch einer Art
oder funktionell bestimmten Genen (z. B. fiir stickstoffverarbeitende Enzyme kodierende Gene)
zugeordnet. Referenzdatenbanken umfassen bereits bekannte Sequenzen von bestimmten Arten
und konnen daher genutzt werden, um die unbekannten Sequenzen der Probe taxonomisch
zuzuordnen (Collins et al., 2023; Schneider et al., 2021). Soll das Genom einer Art analysiert
werden, werden die einzelnen DNA-Fragmente wieder zu einem langen DNA-Strang assembliert.

Ein Nachteil dieser Methode ist zum einen der hohe Kostenfaktor. Da in einer Umweltprobe die
Genome von vielen Milliarden, insbesondere mikrobiellen Organismen vorliegen, muss eine
extrem hohe Sequenziertiefe gewahlt werden, um die DNA-Barcode-Regionen der Zieltaxa zu
sequenzieren (Stat et al,, 2017). Zum anderen existieren fiir den Grof3teil der Sequenzen noch
keine Referenzdatenbanken fiir die taxonomische Zuweisung (A. Schmidt et al.,, 2022).
Entsprechend ist sowohl die Artbestimmung fiir viele Genomsequenzen als auch die funktionelle
Zuordnung mitunter schwierig. Vorteilhaft ist jedoch die Méglichkeit, Riickschliisse auf die
Biomasse einzelner Arten ziehen zu kénnen (Lu et al., 2017), sowie die Tatsache, dass
funktionelle Gene nachgewiesen werden konnen, die z. B. fiir spezifische Funktionen wie
Schadstoffabbau, Antibiotika- und Fungizidresistenzen) kodieren (Hugenholtz & Tyson, 2008).

Abbildung 4: Schematischer Ablauf einer metagenomischen Analyse unterschiedlicher Biota- und
Umweltproben der Umweltprobenbank
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Eine Sequenzierung der DNA-Molekiile erfolgt in Schritt IV ohne vorherige Vervielféltigung in einer PCR. Die Daten konnen
anschliefend fiir eine taxonomische Analyse zur Bestimmung der Lebensgemeinschaften oder zur Analyse der funktionellen
Genzusammensetzung genutzt werden. Quelle: Leese (2026). Erstellt in BioRender, https://BioRender.com/8hkr090. CC-BY-
4.0

Kultivierung von Mikroben und Artbestimmung durch DNA-Metabarcoding/-genomik

Die Lagerung von Proben bei ultratiefen Temperaturen (unter -150 °C) bringt alle biologischen
Prozesse zum Stillstand. Das Einfrieren muss aber fiir die betroffenen Organismen nicht
zwingend zum Tod fiihren. Viele Mikroben sind dafiir bekannt, 1angeres Einfrieren bei
ultratiefen Temperaturen zu liberleben. Daher bieten Proben der UPB moglicherweise die
Option, mikrobielle Lebensgemeinschaften aus der Vergangenheit wieder zum Leben zu
erwecken. Die wiedererweckten Arten konnten dann experimentell z. B. auf ihre
Temperaturtoleranz untersucht werden. Allerdings ist die Kultur von Mikroorganismen nicht
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einfach, ein Grofdteil der Mikroben ist gar nicht kultivierbar (Pande & Kost, 2017). Fiir die
kultivierbaren Arten stehen verschiedene Nidhrmedien zur Verfiigung, die jeweils bestimmte
Gruppen von Mikroben anreichern (Bonnet et al., 2020). Zur Kultivierung wird das
Probenmaterial in das entsprechende Nahrmedium gegeben und bei definierten Temperaturen
bebriitet. Die im Medium angewachsene Bakteriengemeinschaft kann dann durch DNA-
Metabarcoding oder DNA-Metagenomik charakterisiert werden. Alternativ konnen einzelne
Arten aus der Mischung isoliert und auf Nahrmedien ausplattiert werden. Diese Arten stehen
dann fir weitere experimentelle Arbeiten zur Verfiigung.

213 Genomsequenzierung und Populationsgenomik

Die archivierten Biotaproben sind Populationsstichproben einzelner Arten. Die Zielmenge der
Probenahme betragt je nach Probenart 1-2 kg pro Probe und besteht aus etwa 20 (Brassen) bis
zu hunderten (Aalmuttern) oder tausenden (Dreikantmuscheln) Individuen. Jedes Individuum
gelangt mit seiner gesamten Erbinformation, dem Genom, in die Proben. Moderne
Sequenzierverfahren ermdéglichen es, auch komplexe Genome zu sequenzieren, und bieten
vielfaltige Moglichkeiten fiir die Untersuchung der genetischen Vielfalt von Probenbank-Arten
(Theissinger et al., 2023). Einige Verdnderungen des Genoms erlauben es Arten, sich an
Umweltstress anzupassen, sogenannte Adaptationen. Die genetische Vielfalt einer Population
kann also Hinweise auf ihr Anpassungspotenzial geben. Nach der Sequenzierung der DNA-
Fragmente eines einzelnen Organismus aus der Probe kann das Genom bioinformatisch bis auf
Chromosomenebene zusammengesetzt werden (Formenti et al., 2022). Diesen Vorgang nennt
man ,Assemblieren”. Das assemblierte Genom kann dann beispielsweise als Referenzgenom fiir
Zeitreihenanalysen verwendet werden.

Nach der Genomsequenzierung kénnen populationsgenomische Analysen durchgefiihrt werden,
um genomische Verdnderungen in den einzelnen Populationen iiber die Zeit sowie zwischen den
Standorten nachzuverfolgen (Abbildung 5). Wirken veranderte Umweltbedingungen auf die
Individuen einer Population, so kann es durch natiirliche Selektion zur systematischen
Veranderung des Genpools kommen. Mit modernen statistischen Verfahren kénnen Signaturen
im Genom, die auf Anpassungen hinweisen, detektiert werden (Stephan, 2019; Weigand & Leese,
2018). Durch die Analyse dieser Signaturen kann das Potenzial einer Art beurteilt werden, auf
den globalen Wandel mit evolutiondrer Adaptation zu reagieren.

Mit populationsgenomischen Analysen ist es auch moglich, die Verdnderung der genetischen
Vielfalt einer Population {iber die Zeit zu messen. Dafiir wird die Alleldiversitit pro Genort oder
sogenannte SNPs (engl: Single Nucleotide Polymorphisms, auf deutsch: Punktmutationen) in den
Proben ermittelt und ihre Verdnderung iiber die Zeit erfasst. Der Verlust genetischer Vielfalt
heimischer Arten ist als Umweltproblem bekannt (Shaw et al., 2025). Populationsgenomik wird
iiblicherweise an Einzelproben einer Art vorgenommen; jedes Individuum ist eine einzelne
Probe. Die Proben der UPB enthalten mehrere Individuen. Dafiir bietet sich das Verfahren der
Pool-Sequenzierung an, bei dem die Untersuchung populationsgenetischer Muster aus
Mischproben erfolgt (Kofler, Orozco-terWengel, et al., 2011; Schlétterer et al., 2014).
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Abbildung 5: Schematischer Ablauf einer populationsgenomischen Analyse basierend auf
Biotaproben der Umweltprobenbank des Bundes

1) Probennahme : V) Sequenzierun
Il) Lagerung 111) DNA-Extraktion V) Mapping gegen Referenz VI) Datenanalyse(n)
Biotaproben i . -
(Pools von Individuen) . A) Genetische Diversitat
Sl — e = "
\f f A
's) v = i T
eee ‘ . g A
Standort 2 Standort 1 AN S R s
1 ¢ ] 85—
| e \ ] &3 — « Analyse genetischer Diversitdt und
Standort1 Standort 2 v @3 ihrer Ver&nderung mit der Zeit
%, | el * Bestimmung von Genflussmustern
) 23 B) Gene unter Selektion
3 et N =1 /
] ; Bsp. Regenwirmer: "Mapping" der s
‘1; Regds g%gen Heferenzggﬂar% 'é
< - £ |
-150°C * S I N 2 Reads Standort 1 Reads Standort 2 e P T —
., : . ., + |dentifizieren von Genbereichen
— unter Selektion
_ Referenz " Relerenz

DNA aus Homogenaten vieler Individuen (z. B. Regenwiirmer) von einem Zeitpunkt und Standort werden sequenziert und
die Sequenzen gegen ein Referenzgenom verglichen (,,gemapped”). AnschlieBend werden die Frequenzen von
Punktmutationen (SNPs) je Standort/Zeitpunkt bestimmt und die Daten fiir Analysen zur genetischen Diversitat genutzt.
Quelle: Leese (2026). Erstellt in BioRender, https://BioRender.com/62v6avh CC-BY-4.0

214 Transkriptomik

Die Genexpressionsanalyse (Abbildung 6) hilft bei der Beantwortung der Frage, welche Gene in
Organismen bei verdnderten Umweltbedingungen an- oder abgeschaltet werden, bzw. hoch-
oder runterreguliert. Jede Zelle eines Organismus hat ein identisches Erbgut (Genom). Allerdings
verwenden die Zellen immer nur den Teil ihrer Gene, den sie fiir ihre Aufgaben im Organismus
benodtigen. Muskelzellen haben z. B. mechanische Eigenschaften, wihrend Zellen der
Bauchspeicheldriise Insulin produzieren. Die Zellen unterscheiden sich demnach in ihrem
Transkriptom - also dem Muster der jeweils aktiven Gene -, das bestimmt, welche Boten-RNA
(mRNA) abgelesen und in funktionale Proteine umgesetzt wird. Die Aktivitit einzelner Gene
kann als Reaktion auf Umweltreize herauf- oder herabreguliert werden. Hier setzt die
Genexpressionsanalyse oder auch Transkriptom-Analyse an (Stark et al.,, 2019) und misst die
Konzentration der mRNA bekannter Gene.

Fiir eine Genexpressionsanalyse konnen die zu untersuchenden Zellen oder Organismen vorab
verschiedenen experimentellen Bedingungen ausgesetzt werden (z. B. h6heren oder niedrigeren
Temperaturen), um anschliefdend die unterschiedlich exprimierten Gene im experimentellen
Kontext zu vergleichen. Alternativ kénnen Proben untersucht werden, die im Feld entweder
tiber die Flache oder liber die Zeit veranderten Umweltbedingungen ausgesetzt waren. So
konnen z. B. Populationen einer Art aus warmen und kalten Regionen verglichen werden. Fiir
die Proben einzelner Probenahmefldchen der UPB bieten sich zudem Zeitreihenuntersuchungen
der Genexpression an.

Zur Genexpressionsanalyse wird aus den zu untersuchenden Geweben zunachst die RNA isoliert.
RNA ist ein im Vergleich zu DNA sehr instabiles Molekiil. Entsprechend musste die Qualitéit der
RNA im Rahmen des Projekts validiert werden.

Nach der RNA-Isolierung erfolgt die Genexpressionsanalyse durch die sogenannte RNA-
Sequenzierung auf einem Hochdurchsatzsequenzierer. Im Anschluss werden die erhaltenen
Sequenzen mit einem Referenzgenom der entsprechenden Gen-Datenbank abgeglichen
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(Kukurba & Montgomery, 2015). So konnen die Sequenzen den dazugehorigen Genen
zugeordnet werden. Wiederholte Experimente ermdglichen den statistischen Vergleich von
Gensets in Abhangigkeit von verschiedenen kiinstlichen Bedingungen. So konnen durch die
Umweltbedingungen beeinflusste Gene identifiziert und untersucht werden.

Abbildung 6:

(=Transkriptomik)

Schematischer Ablauf einer Genexpressionsanalyse mittels RNA-Sequenzierung
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Flr die Datenanalyse (V) werden RNA-Profile des gleichen Probentyps (z. B. Aalmuttertranskriptom) zwischen
verschiedenen Standorten oder (iber die Zeit hinweg verglichen. Quelle: Leese (2026). Erstellt in BioRender,
https://BioRender.com/m1vsxI8 CC-BY-4.0

2.2 Geeignete Probenarten fiir molekulare Biodiversitatsanalysen

Um die Probentypen zu identifizieren, die grundséatzlich fiir genetische Analysen brauchbar sind,
musste zundchst gepriift werden, ob geniligend qualitativ hochwertige Nukleinsauren
(DNA/RNA) extrahiert werden konnte. Zur Priifung der optimalen DNA-Extraktionsmethoden
wurden 24 verschiedene Probentypen freigegeben und durch den Projektpartner F-IME gepriift.
RNA wurde fiir spezifische Biotaproben gepriift. Fiir die DNA-Qualitat wurden fiir jeden
Probentyp diverse Protokolle und Kits getestet, um eine maximale DNA-Extraktionsausbeute
und eine Minimierung potenzieller Inhibitoren und Kontaminationen im DNA-Extrakt zu
erreichen. Zunachst wurden fiir alle Probentypen zwei Protokolle auf der Grundlage von
Magnetic Beads getestet: TNES-Protokoll (UDE) und das NucleoMag Tissue Kit (Macherey-Nagel,
Deutschland). DNA bindet selektiv an die Beads, wahrend Kontaminationen von der Probe
abgewaschen werden. Die DNA-Konzentration und Reinheit wurden mit einem Nanodrop 2000
gemessen, einem Spektralphotometer, dass die Absorption von bestimmten Lichtwellenlangen
durch DNA-Molekiile misst. Damit kann DNA quantifiziert werden. Aufserdem liefert der
Nanodrop Informationen zur Reinheit der DNA-Isolation. Die Beurteilung der DNA-Extraktion
erfolgte anhand folgender Kriterien:

1. DNA-Konzentration und Extraktionsausbeute: Fiir iibliche molekularbiologischen Protokolle
wird eine Mindestmenge DNA bendtigt. Die gewahlte Isolationsmethode sollte daher
mindestens eine DNA-Konzentration von 10 ng/pl in der finalen Losung ergeben. Gemessen
wurde die Extraktionsausbeute in Mikrogramm DNA je Gramm eingesetztes Probenmaterial.

2. Reinheit der isolierten DNA: Fiir die Verwendung in der Molekularbiologie sollte eine
isolierte DNA moglichst rein sein, d.h. keine Kontamination durch andere Molekiile
beinhalten. Das Verhaltnis der Absorption von 260 nm und 280 nm Licht im Nanodrop
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wurde als Reinheitsindikator flir die DNA-Proben verwendet. Ein Wert von 1,8 gilt als
optimal, ein niedrigerer Wert deutet auf Kontaminationen mit z. B. Proteinen hin.

3. Existenz von PCR-Inhibitoren: Kontaminationen in einer DNA-Isolation kénnen die folgende
PCR inhibieren oder komplett verhindern. Das Vorhandensein solcher Inhibitoren wurde
mittels einer quantitativen PCR gepriift. Dabei wird eine PCR-Reaktion mit der Isolation
vorgenommen und die Amplifikationseffizienz gegen eine Kontrollprobe (Spike) gemessen.
Abgeleitet wird der Parameter ,Spike-ACt“. Ein positiver Wert weist auf eine Inhibition hin.

Die drei Qualitatsparameter wurden fiir die verschiedenen getesteten Extraktionsmethoden fiir
terrestrische, marine und limnische Probenarten ermittelt. Die Parameter umfassen DNA-
Ausbeute (ug/g), Reinheit (A260/280-Verhaltnis) und Spike-ACt, dargestellt als separate
Heatmaps innerhalb der Matrix (Abbildung 7). Die Farbverldufe zeigen die Auspragung jedes
Parameters: hohere DNA-Ausbeuten werden in Blau, Reinheitsverhaltnisse nahe 1,8 in Griin und
Abweichungen im Spike-ACt in Rot/Blau dargestellt. Insgesamt zeigen die Ergebnisse methoden-
und matrixspezifische Unterschiede in der Extraktionseffizienz. Jedoch waren fiir die meisten
Probenarten Ausbeute und Reinheit in einem guten Bereich, wobei einige terrestrische Matrizes
(z. B. Boden) sowie DNA aus Eiern mit dem Qiagen-Kit geringere Ausbeuten zeigten. Fiir Details
siehe Anhang A.1.

Abbildung 7: Heatmap-Diagramm der DNA-Extraktionsleistung liber verschiedene Probentypen
der UPB und Protokolle hinweg

Die Daten zeigen, dass grundsatzlich aus allen Proben mit mindestens einer Methode hohe Ausbeuten erhalten wurden.
Eine Ubersicht der Protokolle befindet sich im Anhang A.1. Quelle: eigene Darstellung, F-IME.

Zur Analyse der Eignung von Biotaproben zur RNA-Isolation wurde das Qiagen RNeasy Mini-Kit
mit Proben der Aalmutter genutzt. Die Isolationen mit diesem Kit wiesen gute RNA-Ausbeuten
auf. Da RNA-Molekiile, im Gegensatz zu DNA, sehr instabil sind, wurden die Extraktionen auf
Fragmentierung gepriift. Die dazu notwendige Qualitatsanalyse wurde mit einem Bioanalyzer
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der Firma Agilent vorgenommen. Die Analyse basiert auf dem Verhaltnis der Mengen der
ribosomalen 28S zur 18S rRNA und wird als RNA-Integritdts-Nummer (RIN) angegeben. Die
Skala reicht von 1 (schlechte RNA-Qualitit) bis 10 (perfekt intakte RNA). Werte zwischen 8 und
10 werden als intakte RNA bezeichnet. Diese Werte konnten mit den RNA-Isolationen der
Aalmutter-Leberhomogenate erzielt werden (Tabelle 1).

Abbildung 8: Exemplarische Ubersicht der erfolgreichen RNA-Extraktion aus Leberhomogenat
einer Aalmutterprobe (Biotaprobe)

Es handelt sich um eine Probe aus dem Jahr 2010 aus Varel Mellum. Die Messung wurde mit einem Agilent 2100
Bioanalyzer durchgefiihrt. Der Graph zeigt die GroRenverteilung der Fragmente in Basenpaaren (Size (nt)) und die Intensitat
der Banden in relativer Fluoreszenz (RFU). Die markierte Spitze ,LM” ist das kiinstlich zugegebene untere Minimum von 15
Basenpaaren. Die zwei Peaks im Chromatogramm bei den Langen 1848 bp und 3787 bp entsprechen der 18S rRNA und 28s
rRNA. Diese sind auch rechts auf dem virtuellen Gelelektrophoresebild gezeigt. Quelle: eigene Darstellung, UT.

» Im Rahmen des Projekts konnte fiir alle Probentypen ein geeignetes Protokoll zur Extraktion
von DNA gefunden sowie erfolgreich RNA aus den Biotaproben isoliert werden; die SOPs der
UPB gewahrleisten die Integritat der Proben fiir DNA- und RNA-basierte Analysen.

Weitere automatisierbare Versionen von DNA-Isolationsprotokollen, insbesondere zur
Extraktion von DNA aus Boden oder aus Schwebstoffen wurden getestet und validiert und sind
hier verfiigbar: https://www.protocols.io /view/inhibitor-free-dna-extraction-from-soil-and-
sedime-bp216957zlge/v3.

Neben den oben getesteten technischen Voraussetzungen (Menge, Qualitit, Inhibition) wurde
gepriift, ob aus den Proben auch die gewiinschte Ziel-eDNA detektiert werden konnte. So sollte
fiir die Fallstudien z. B. aus Blattproben eDNA von Gliederfiifdern analysiert werden. Die absolute
DNA der Blattzellen war hier irrelevant, es war allein ausschlaggebend, ob Gliederfiifser-eDNA
mit gruppenspezifischen Primern amplifizier werden konnte. Gleiches galt fiir die gesammelte
eDNA durch aktive Filtrierer (Miesmuschel, Dreikantmuschel). Hier musste gepriift werden, ob
neben der Wirts-DNA (Muschel) auch eDNA der filtrierten Organismen amplifiziert werden
konnte (z. B. Phyto-/ Zooplankton). Ein Ansatz dazu ist die Verwendung gruppenspezifischer
Primer, um die DNA von Tieren und Bakterien aus einer Blasentang- oder Blattprobe zu
isolieren. Im Projekt wurden Amplifikationstests an Miesmuschel-, Dreikantmuschel-,
Blasentang- und Blattproben durchgefiihrt. In allen Fillen konnte erfolgreich die Ziel-eDNA
vervielfaltigt werden.
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Tabelle 1: RNA-Ausbeute und Qualitdt (RIN) der Aalmutter-Leberhomogenate, gemessen auf
einem Agilent 2100 Bioanalyzer

Probe Gesamtmenge (ng) RIN
Darss 1994 804,62 8,9
Dars 1999 369,33 9,4
Darss 2005 3910,75 9,1
Darss 2012 1459,24 9,2
Darss 2017 550,08 9,3
Darss 2019 2879,59 9,7
Darss 2021 707,71 9,7
Varel Mellum 2010 4773,37 9,1
Varel Mellum 2012 453,12 8,7
Meldorf 1994 163,23 8,4
Meldorf 2005 282,19 8,9
Meldorf 2010 209,60 8,8
Meldorf 2017 318,19 9,2
Meldorf 2019 268,50 9,1

Auch fiir die Eignung von Proben fiir die Populationsgenomik gibt es Einschrankungen:
Populationsgenomische Analysen basieren auf der Analyse der rdumlichen und zeitlichen
Variation des Genoms einer Art und nicht alle Biotaproben bilden diese Information ab.
Beispielsweise zeigten Dreikantmuscheln keine rdumliche Variation, da sie vor ihrer Deposition
in den jeweiligen Fliissen im Bodensee auf Plattenstapeln angezogen wurden. Bei anderen
Proben, wie den Baumproben, fehlt wiederum die zeitliche Variation, da die Biume sehr
langlebig sind und seit Jahrzehnten weitgehend unverdndert an den Probenahmestellen stehen.
Anders verhlt es sich bei Aalmutter, Brassen, Miesmuscheln, Blasentang und Regenwiirmern.
Diese eignen sich gut fiir populationsgenomische Untersuchungen mittels Pool-Sequenzierung,
da diese Methode erst bei grof3en Stichproben effizient ist. Bei Rehproben, die Material von nur
knapp 10 Individuen enthalten, gerat diese Methode an die Grenzen ihrer Genauigkeit. Fiir Eier
von Vogeln gilt es noch zu untersuchen, ob diese ausreichend genomische DNA enthalten, um
damit populationsgenomische Untersuchungen vorzunehmen.
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Tabelle 2: Ubersicht der in AP1 vom Projektteam vorgenommenen Arbeiten zur Auswahl und
Eignung von verschiedenen genetischen Verfahren zur Untersuchung von Proben
Anforderung an . . Geeignete
Methode die Probe Vorgehensweise Ziele Probenarten
DNA- Assoziation mit Anreicherung von Qualitative Rekonstruktion Limnisch:
Metabarcodin | einer komplexen DNA-Spuren der komplexer Schwebstoffe,

8

Metagenomik

Populationsge
nomik,
Transkriptomi
k und
Epigenomik

Kultivierung
von
probenassozii
erten Arten
(insb.
Mikroorganis
men)

Gemeinschaft, z.
B. einem
Mikrobiom oder
interagierenden
Arten

Assoziation mit
einer komplexen
Gemeinschaft, z.
B. einem
Mikrobiom oder
interagierenden
Arten

Enthalt DNA oder
RNA einer
Population aus
vielen Individuen
derselben Art

Assoziation mit
einer komplexen
Gemeinschaft, z.
B. einem
Mikrobiom oder
interagierenden
Arten

assoziierten
Artengemeinschaft
mittels PCR von
Markergenen

Anreicherung der
gesamten DNA aus
einer
probenassoziierten
Gemeinschaft
mittels
Hochdurchsatz-
Sequenzierung

Sequenzierung der
gesamten Genome,
Transkriptome der
Mischprobe

Kultivierung von
probenassoziierten
Arten, z. B.
Bakterien, Pilzen,
Nematoden aus der
Probe und
experimentelle
Manipulation der
Gemeinschaft
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Artengemeinschaften und
ihrer zeitlichen
Veranderung; ldentifikation
von Mustern und Treibern
des Biodiversitatswandels

Quantitative Rekonstruktion
komplexer
Artengemeinschaften und
ihrer zeitlichen
Veranderung; funktionelle
Charakterisierung der
Artengemeinschaften
mittels funktioneller Gene;
Identifikation von Mustern
und Treibern des
Biodiversitdatswandels

Nachweis schneller,
evolutiondrer Anpassungen
an Umweltveranderungen;
Messung von
Stressantworten von Arten
in der Genexpression und
Genom-Methylierung;
Identifikation der
temporaren Dynamik von
Hybridisierungsprozessen

Experimentelle Messung der
Stressantworten von
Artengemeinschaften in den
letzten Jahrzehnten

Dreikantmuscheln;
Marin:
Miesmuschel,
Blasentang;
Terrestrisch: Blatter
von Baumen,
Boden,
Regenwiirmer und
ihr Kot

Limnisch:
Schwebstoffe;
Terrestrisch: Boden,
Regenwurmkot

Limnisch: Brassen;
Marin: Aalmutter;
Miesmuschel;
Blasentang;
Terrestrisch:
Regenwurmer

Limnisch:
Schwebstoffe,
Dreikantmuschel;
Marin:
Miesmuschel,
Blasentang;
Terrestrisch: Blatter
von Baumen,
Regenwiirmer und
ihr Kot, Boden
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Ubersicht der in AP1 vom Projektteam vorgenommenen Arbeiten zur Auswahl und Eignung von verschiedenen genetischen

Verfahren zur Untersuchung von Proben. Die Tabelle zeigt die verwendeten genetischen Methoden, die Anforderungen, die
eine Probe fiir die Analyse mit dieser Methode erflllen muss, die Ziele der Analyse, sowie die fiir das Verfahren geeigneten

Probenarten.

2.3 Datenmanagement

Alle relevanten Metadaten der Proben, inklusive chemische Messdaten, sind in dem digitalen
Informationssystem der Umweltprobenbank (IS UPB) hinterlegt. Fiir die genetischen Daten des
Pilotprojekts ist eine Losung zur nachhaltigen Datenhaltung erforderlich. Die systematische
Einbindung der Arten, OTU- und ESV-Listen in das Datenbanksystem erfolgt tiber eine
Importschnittstelle nach definierten Datenformaten, die Einbindung ist in Arbeit. Auch die
Langzeitspeicherung der Rohdaten (mehrere Terabyte) in die Datenumwelt der UPB ist
erforderlich. Jedoch kénnen hierfiir auch externe Losungen gesucht werden, bspw. externe,
offentliche Repositorien. Wichtig ist ein iibergreifender Losungsansatz, der eine Nachnutzung
gemafd den FAIR-Prinzipien ermoglicht- also die Daten auffindbar (Findable), zugéanglich
(Accessible), interoperabel (Interoperable) und wiederverwendbar (Reusable) macht (Takahashi
et al., 2024; Wilkinson et al,, 2016). Im Kontext dieser FAIR-Prinzipien haben sich Nukleotid-
Datenbanken etabliert. Systeme wie das European Nucleotide Archive (ENA) des European
Molecular Biology Laboratory (EMBL) European Bioinformatics Institute (EBI), und das National
Center for Biotechnology Information (NCBI) Sequence Read Archive (SRA) der National Library
of Medicine (NLM) des National Institutes of Health (NIH) sind beispielsweise zwei der grofiten
internationalen und 6ffentlich finanzierten Sequenzarchive. Vereint unter der International
Nucleotide Sequence Database Collaboration (INSDC) wird die Synchronisation und der
Austausch von Rohsequenzdaten zwischen den grofden Archiven umgesetzt (Cochrane et al,,
2011). Angesichts der politischen Veranderungen in den USA mit Blick auf Umweltdaten sind
derzeit Datenarchive in Europa zu empfehlen. Die Einheit aus internationaler Kooperation, die
absolute Verfligbarkeit der Rohsequenzdaten fiir die (Fach-)Offentlichkeit unter dem Schirm der
Europaischen Institution, machen das ENA-SRA zu einer idealen Losung fiir die erzeugten
Sequenzdaten. Weiterhin darf nicht unterschitzt werden, dass einzelne Arbeitspakete des
TrendDNA-Projektes von Gigabyte bis zu Terabyte an Rohsequenzdaten erzeugen miissen, um
die jeweiligen Fragestellungen und Ziele der Fallstudien bearbeiten zu kénnen. Der benétigte
Speicherplatz, die Uberpriifung der Up- und Download-Prozesse und die einzigartigen
Eigenschaften von Sequenzdaten, ergeben spezielle Anforderungen an diese Daten und an die
Datenbanken, in denen sie gelagert werden.

Das TrendDNA-Projekt ist zu dem Schluss gekommen, dass insbesondere das europaisch
etablierte Datenbanksystem ENA fiir die erzeugten Rohsequenzdaten geeignet ist, da es die
erforderlichen Anforderungen an die Lagerung erfiillt und uneingeschrankten 6ffentlichen
Datenzugang bietet (siehe auch Kapitel 9). Weitere wichtige Schritte, um globale
Interoperabilitdt und Wiederverwendbarkeit genetischer Biodiversititsdaten zu gewahrleisten,
sind:

» Bereitstellung von Metadaten, die den Datenerzeugungsprozess dokumentieren. Hierzu bietet
das FAIR-eDNA-Projekt eine dedizierte Checkliste, die bestehende Datenstandards und
Vokabulare (Genomics Standards Consortium [GSC] MIxS, Biodiversity Information Standards
[TDWG]: Darwin Core) erweitert. Pflicht-, Empfehlungs- und Zusatzfelder siehe: https://fair-
edna.github.io/download.html

» Angabe der OTUs als grobe Schatzwerte von Arten und/oder ESV-Sequenzen fiir alle Taxa in
den Metadaten bzw. den Veroffentlichungen.
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» Nutzung 6ffentlich zuganglicher DNA-Referenzdatenbanken (z. B. BOLD, mitofish, unite,
Midori2, PR2, Silva) zur taxonomischen Zuordnung. Wenn interne Datenbanken genutzt
werden, missen sie offen zuganglich gemacht oder zumindest verlinkt werden.

» Dokumentation der Strategie zur taxonomischen Zuordnung von OTUs/ESVs in den
Protokollen oder Skripten.
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3 Operationalisierung

Die Ergebnisse aus AP 1 belegten die Eignung aller Probentypen fiir genetische Analysen und
liefern konkrete molekulargenetische Verfahrensanweisungen. Ziel von AP 2 war die Integration
genetischer Analysemethoden in den Betriebsablauf der UPB inklusive der Identifikation
kritischer Arbeitsabldufe und Fragen der Qualitatssicherung. Hierbei ist die Tatsache wichtig,
dass fiir die UPB seit Jahrzehnten Umweltproben nach hochstandardisierten
Verfahrensanweisungen gesammelt, prozessiert und archiviert werden. Diese Stetigkeit und
Standardisierung zeichnet Umweltprobenbanken aus und macht sie zu einer wertvollen
Ergidnzung anderer Umweltbeobachtungsprogramme. Bei der Veranderung der
Probenahmeprotokolle miissen mogliche Auswirkungen auf die Analyseergebnisse der
Langzeitreihen daher genau gepriift werden. Um die Eignung der existierenden Ablaufe fiir
genetische Analysen zu priifen, wurden in dem Arbeitspaket ,Operationalisierung” drei Aspekte
bearbeitet:

1. Sicherstellung der Reinheit der Proben, um méogliche Kontaminationsquellen im
Betriebsablauf der UPB festzustellen und zu iiberpriifen, sowie die Artreinheit der
gesammelten Proben aus dem Feld sicherzustellen.

2. Optimieren spezifischer molekularer Protokolle zur Probenprozessierung, um
reproduzierbare Ergebnisse zu liefern. Entsprechend wurden verwendete molekulare
Protokolle umfassend mit Blick auf einzusetzende Probemenge, Anzahl der Replikate,
Sequenziertiefe und weitere Aspekte getestet.

3. Bestimmen des Mehrwerts unterschiedlicher Analysestrategien. Hierbei ging es um den
spezifischen Vergleich der Jahresproben mit den Monatsproben fiir die Probenarten
»Schwebstoffe” und ,Miesmuscheln”. Wahrend die Proben weiter als Jahres- und
Monatsmischproben archiviert werden, ist eine Entscheidung fiir die kommenden
genetischen Routineuntersuchungen erforderlich.

3.1 Sicherstellung der Probenreinheit

3.1.1 Untersuchung potenzieller Kontaminationen wahrend Probenahme und -
prozessierung

Zur Sicherstellung der Reinheit der Proben wurden verschiedene Schritte des Arbeitsablaufs
tiberpriift. Die Verfahren sind bereits so organisiert, dass feste Arbeitsgruppen fiir verschiedene
Probentypen und Arbeitsprozesse verantwortlich sind: Bundesanstalt fiir Gewasserkunde, BfG:
SPM-Probenahme, UT: Biota-Probenahme, und F-IME: Bodenprobenahme, Probenprozessierung
sowie Probenarchivierung. Wahrend der Arbeitsprozesse ergeben sich viele Moglichkeiten der
Kreuzkontamination mit genetischem Material, die fiir schliissige Biodiversitdtsanalysen auf ein
Minimum reduziert werden miissen. Zu den bestehenden Routinen gehdrt die Reinigung aller
Geratschaften, die bei der Prozessierung der Proben eingesetzt werden. Um zu liberpriifen, ob
die bestehenden ReinigungsmafRnahmen ausreichend sind, um die Ubertragung genetischer
Reste zu verhindern, wurden zuniachst DNA-Abstriche von allen Gerdtschaften und Oberflichen
genommen, die wahrend der Probenahme und -prozessierung zum Einsatz kommen. Die
genetische Untersuchung der Abstriche ergab, dass Kreuzkontaminationen auf den
Geratschaften der UPB und der Arbeitsoberflachen in den Laboren nach der Reinigung entweder
gar nicht oder nur in sehr geringen Spuren nachzuweisen waren (Anhang A.2).

» Die bestehenden qualitatssichernden MaRnahmen zur Vermeidung von Kreuzkontamination
durch die Ubertragung genetischer Spuren von einer Probe auf die andere durch
kontaminierte Arbeitsgerate und -flachen sind ausreichend.
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3.1.2 Untersuchung potenzieller Kontaminationen in UPB-Proben durch Nutzung der
Kryomiihle

Bei der Probenprozessierung werden unterschiedliche Probenarten in der Kryomiihle
vermahlen, haufig am selben Tag oder an direkt aufeinanderfolgenden Tagen. Zur
Quantifizierung des Kontaminationsrisikos wurde die eDNA von baumassoziierten
Insektengemeinschaften verschiedener Baumarten am selben Tag oder an direkt
aufeinanderfolgenden Tagen in der Kryomiihle prozessiert. Da jede Baumart mit spezifischen
monophagen Insektenarten assoziiert ist (Stothut et al., 2024), sollten diese nur in den
Blattproben der entsprechenden Baumart gefunden werden. Im Fall einer Kreuzkontamination
durch die Kryomiihle wiirde beispielsweise die eDNA einer abundanten Insektenart der
Rotbuche auch in einer Pappelprobe nachweisbar sein, die nach der Rotbuchenprobe
prozessiert wurde. Die durchgefiihrten Untersuchungen zeigten keine Hinweise auf
Kontamination (Anhang A.2). Daher ist davon auszugehen, dass eine Beeinflussung der
Biodiversititsanalysen durch Kreuzkontamination in der Kryomiihle unwahrscheinlich ist
(Krehenwinkel, Weber, Broekmann, et al., 2022).

» Die bestehenden Betriebsablaufe zur Dekontamination der Kryomiihle sind gut geeignet, um
Kontaminationen zu vermeiden.

3.13 Untersuchung zur Kombination von eDNA- und reguldren UPB-Probenahmen

Fiir eine vollstdndigere Erfassung des Biodiversitidtswandel ist es wichtig, auch die Integration
neuer Probenarten, beispielsweise Wasserproben in den Probenablauf zu priifen. Aus diesen
Wasserproben kann tiber eDNA-Metabarcoding die Artengemeinschaft von Gewassern bestimmt
werden. Eine Moéglichkeit, die eDNA-Wasserprobenahme in den regulidren Beprobungsprozess
der UPB zu integrieren, ist die Entnahme einer Schopfprobe wéhrend der Fischbeprobung.
Anders als Schwebstoff-Monatsproben oder Wasser-Mischprobensammler sind Schépfproben
aber nur eine Momentaufnahme der lokalen Biodiversitat und daher in ihrer Aussagekraft
begrenzt. Dennoch kénnen sie Erkenntnisse fiir spezifische Fragen liefern. Da in der eDNA-
Prozessierung auch kleinste Spuren von DNA nachgewiesen werden kdnnen, ist eine Beprobung
im Umfeld der Fischprobenahme besonders anfillig fiir Kreuzkontaminationen. Es wurden vor,
wahrend und nach einer Fischprobenahme Wasserproben entnommen, gefiltert und mit
Metabarcoding-Verfahren die Fischbiodiversitat untersucht. Die Daten zeigen, dass bei einer
Wasserprobenahme in der Nahe von Stellnetzen die eDNA der in den Netzen gefangenen Fische
angereichert ist (Anhang A.2). Es ist daher empfehlenswert die Probennahme vor dem
eigentlichen Fischfang zu planen. Werden diese Bedingungen beachtet, lasst sich eine ad hoc
eDNA-Wasserprobenahme problemlos mit den regularen Fischprobenahmen kombinieren. Fiir
ein systematisches Langzeitmonitoring sind jedoch Proben erforderlich, die langere Zeitraume
integrieren.

» Wasser-Schopfprobenahmen kénnen im Umfeld der Fischprobenahmen umgesetzt werden

3.1.4 Untersuchung der taxonomischen Reinheit verschiedener Probenarten

Fiir jegliche Untersuchungen der Biotaproben der UPB muss gewahrleistet werden kdnnen, dass
die verwendeten Proben taxonomisch rein sind, also keine weiteren Arten enthalten. Fiir
einzelne Probentypen, beispielsweise Rehe, Aalmutter und Brassen, kann dies durch eine
einfache morphotaxonomische Inspektion gewdahrleistet werden. Fiir andere, vergleichsweise
schwerer zu bestimmende Arten ist es jedoch angebracht, die taxonomische Reinheit zu
tiberpriifen, da es nah-verwandte morphologisch dhnliche Arten gibt, die mit ihnen koexistieren
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kénnen (Bickford et al., 2007; Jourdan et al.,, 2023). Im AP 3 wurde die taxonomische Reinheit
von drei Biotaproben tiberpriift: Miesmuscheln, Dreikantmuscheln und Regenwurm:

1. Die Miesmuschel Mytilus edulis wird in Nord- und Ostsee beprobt. Wahrend in der Nordsee
lediglich die Zielart Mytilus edulis vorkommt, ist in der 6stlichen Ostsee die Pazifische
Miesmuschel Mytilus trossulus verbreitet, die wesentlich toleranter gegeniiber geringen
Salzgehalten ist und mit Mytilus edulis hybridisieren kann(Strelkov et al., 2017). Die Ostsee-
Miesmuscheln der UPB stammen von der Darsser Schwelle, einer wichtigen
biogeographischen Barriere, dstlich derer ein erheblicher Abfall der Salinitit zu verzeichnen
ist. An dieser Probestelle war nicht bekannt, ob hier nur die Zielart M. edulis vorkommt, oder
ob beide Mytilus-Arten sympatrisch (im gleichen Gebiet) vorkommen und moglicherweise
hybridisieren. Zur Uberpriifung wurde daher eine Sonderprobenahme an der Darsser
Schwelle durchgefiihrt und weitere Proben von Kooperationspartnern aus dem 6stlichen
Finnland analysiert (siehe Anhang A.3). Die Ergebnisse deuten darauf hin, dass beide
Muschelarten in der Ostsee tatsdchlich hybridisieren, der genetische Hintergrund der
Proben von der Darsser Schwelle scheint jedoch liberwiegend Mytilus edulis zu sein. Unsere
Ergebnisse deuten auf das Vorhandensein einer Hybridzone 6stlich der Darsser Schwelle
hin. Folgeuntersuchungen werden die genaue Lokalisation und Breite der Hybridzone
charakterisieren.

2. Die Dreikantmuschel Dreissena polymorpha wird in unseren Fliissen vielerorts von der
invasiven Quaggamuschel Dreissena rostriformis verdrangt (Paulus et al., 2014). Beide Arten
sind morphologisch kaum unterscheidbar, mit Ausnahme eines morphologischen Merkmals,
das Teubner et al. (2016) ermittelt haben. Entsprechend ist eine Verunreinigung der
Dreikantmuschelproben durch Quaggamuscheln bei der Probenahme nicht auszuschlief3en.
Um die potenzielle taxonomische Verunreinigung der Proben zu priifen, wurde ein
Metabarcoding-Assay entwickelt, mit dem die beiden Arten aus Mischproben isoliert,
identifiziert und quantifiziert werden kdnnen. Zur Optimierung der quantitativen Analyse
wurde mit Mischproben definierter Menge der beiden Muschelarten, sogenannten Mock-
Communities, gearbeitet. Die Analysen zeigten einerseits, dass einige der
Dreikantmuschelproben durch Quaggamuscheln verunreinigt sind. Andererseits wurde aber
auch deutlich, dass das seit 2015 genutzte morphologische Merkmal hilft, den Anteil von
Quaggamuscheln in den Proben zu minimieren. Durch die Analysen konnte nicht nur die
Kontamination der Proben quantifiziert, sondern auch das Auftreten der Quaggamuschel in
deutsche Fliisse analysiert werden (siehe Abbildung 9). Die Daten unterstiitzen eine nicht-
lineare Ausbreitung der Muscheln entlang des Flussverlaufs und weisen auf multiple
Verschleppungsereignisse hin.

3. Studien zu Regenwiirmern haben gezeigt, dass es innerhalb der Gattung Lumbricus mehrere
morphologisch dhnliche Arten gibt (Martinsson & Erséus, 2017). Um sicherzustellen, dass
die UPB ausschlief3lich L. terrestris sammelt, wurden verschiedene genetische
Untersuchungen vorgenommen: Zunachst wurden einige Regenwurmhomogenate mittels
DNA-Metabarcoding prozessiert. Diese Untersuchung zeigte zu iiber 99% Sequenzen von L.
terrestris, sehr selten L. rubellus. Allerdings wurden an vier Probestellen sehr divergente, d.
h. genetisch durch viele Mutationen charakterisierte ESVs L. terrestris ESVs gefunden. Diese
konnten Teil einer ungewohnlich hohen innerartlichen Variation sein, aber auch auf weitere
Arten hinweisen (Bickford et al. 2007). Um den Artstatus der divergenten Linien zu kldren,
wurden an vier Probenahmestellen der UPB 228 einzelne Regenwiirmer gesammelt (siehe
Anhang A.4). Zusatzlich wurden Sequenzen von L. terrestris aus weiteren europdischen
Landern in die Analyse aufgenommen, um die europaweite genetische Struktur der Art
abzubilden. Fiir jedes Individuum wurde jeweils ein mitochondriales Gen sowie fiir 75
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Proben zusatzlich das gesamte Genom sequenziert. Die Ergebnisse deuten darauf hin, dass L.
terrestris in ganz Europa eine Art darstellt und dass die Proben damit iiberwiegend artrein
sind. Die beobachteten divergenten ESVs liegen mitunter heteroplasmisch - also mit zwei
mitochondrialen Varianten - im selben Individuum vor, sind also Teil der natiirlichen
Variation der Art. Lediglich drei Entnahmestellen im Saarland zeigten neben einem
divergenten mitochondrialen Genom auch eine Differenzierung im Kerngenom. Hier miissen
noch weitere Untersuchungen durchgefiihrt werden, um herauszufinden, ob es sich bei
diesen Linien um getrennte Arten handelt.

Abbildung 9: Nachweis von Quaggamuscheln in den Dreikantmuschel-Proben

Die Diagramme zeigen die relative Read-Abundanz (Y-Achse) der Quagga- und Zebramuschel Gber die Zeit (X-Achse) und
dokumentieren damit die Einwanderung der Art in unsere Fliisse. Die rote Line zeigt den Beginn der Nutzung des
morphologischen Merkmals zum Ausschluss der Quaggamuschel fiir Proben der UPB. Quelle: Richter, UT (2025).

» Die Untersuchungen zeigen probentypspezifische Hinweise auf Verunreinigungen durch
morphologisch dhnliche Arten (Dreikantmuschel) sowie Hinweise auf Hybridisierungen
(Mytilus edulis in der Ostsee). Diese Probentypen missen besonders analysiert und kiinftig
weiter auf Qualitat/Artreinheit geprift werden.
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3.2 Optimierung molekularer Protokolle

AP 1 konnte die grundsatzliche Eignung von Methoden belegen. Fiir eine erfolgreiche
Integration sind jedoch neben der grundsatzlichen Eignung und Kontaminationspriifung auch
weitere Validierungsschritte erforderlich, die in SOPs miinden und so Reproduzierbarkeit und
Genauigkeit sicherstellen. Diese Uberpriifung muss auf verschiedenen Ebenen geschehen. Die
erste Ebene ist die Ebene der Probe selbst. Hier musste zuerst tiberpriift werden, ob die Proben
grofd genug sind, um die probenassoziierte Biodiversitit reprasentativ abzubilden. Biotaproben
der UPB umfassen oftmals hunderte Individuen einer Art. Diese Mischproben werden in der
Kryomiihle homogenisiert und in kleine Teilproben zu je 10 g aufgeteilt. Zur Uberpriifung
wurden Baumproben untersucht, die im Lauf der Zeit in immer kleineren Probengewichten
genommen wurden. Wahrend bei den ersten Probenahmen in den 80er Jahren noch gut 10 kg
Blattmaterial gesammelt wurden, liegt die Probenmenge inzwischen nur noch bei 1 kg. Die
statistische Untersuchung, die zu diesem Thema vorgenommen wurde, zeigt, dass 1 kg Blatter
ausreicht, um die mit Baumkronen assoziierte Biodiversitit abzubilden.

3.21 Analyse der notwendigen Probenmenge in der DNA-Extraktion

Nach der Probennahme werden die Proben in der Kryomiihle homogenisiert. Es wird aber nur
ein Teil des Homogenats fiir die weiteren Analysen verwendet. Da durch den
Homogenisierungsprozess selbst geringste Spuren von Chemikalien ausreichend verteilt
werden, ist anzunehmen, dass dies auch fiir Spuren der eDNA gilt. Um diese Annahme zu
tiberpriifen, wurden verschiedene Versuche durchgefiihrt. Im ersten Versuch ging es darum
herauszufinden, wie viel Homogenat in die DNA-Extraktion eingesetzt werden muss, um die
probenassoziierte Artengemeinschaft umfassend abzubilden. Dazu wurden fiir mehrere
Probenarten Homogenat-Gewichtsreihen fiir die anschlief}ende DNA-Extraktion erstellt. Diese
Versuche wurden an Blattproben, Muscheln, Blasentang, Regenwurmkérpern und -kot
vorgenommen. Die verwendete Menge an Homogenat, die in der DNA-Extraktion eingesetzt
wurde, folgte einer geometrischen Reihe und lag zwischen 100 und 1600 mg. Nach der DNA-
Extraktion wurde eine DNA-Metabarcoding-Analyse der Proben durchgefiihrt. Bildet eine Menge
Homogenat die Artenzusammensetzung ausreichend ab, sind geringe Unterschiede zwischen
verschiedenen Proben desselben Homogenats zu erwarten. Die Ergebnisse des Versuchs zeigten,
dass bereits 200 mg Homogenat ausreichen, um einen Grof3teil der Artenvielfalt und -
zusammensetzung in einer Probe abzubilden, auch wenn mit steigender Menge an Homogenat
die a-Diversitat noch steigt (Abbildung 10). Dieses Ergebnis belegt, dass eDNA-Spuren beim
Vermahlen in der Kryomiihle sehr homogen verteilt werden (Krehenwinkel, Weber, Broekmann,
et al., 2022). Gleiches gilt fiir den Blasentang, fiir den bereits bei 100 mg die Zahl detektierter
Arten vergleichbar war (Abbildung 11).

3.2.2 Analyse der notwendigen Anzahl von DNA-Extraktions- und PCR-Replikaten

Nicht nur bei der Probennahme, sondern auch bei der DNA-Extraktion und der PCR kann sowohl
die Wahl der Methode als auch stochastische Prozesse (PCR-Stochastizitidt) dazu fiihren, dass
Spuren seltener Arten nicht detektiert werden (Buchner et al., 2021; Deiner et al., 2015; Shirazi
etal, 2021). Um diesem Problem entgegenzuwirken, konnen Replikate bei DNA-Extraktion und
PCR verwendet werden. Im AP 3 wurden zwei systematische Tests zur Analyse der notigen
Anzahl von Replikaten an Blattproben (Krehenwinkel, Weber, Broekmann, et al., 2022) sowie an
Schwebstoffproben (Schiitz et al., 2025) durchgefiihrt.
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Blattproben: Da die Proben gut homogenisiert sind, sollten wenige DNA-Extraktionsreplikate
ausreichen, um die Artenvielfalt der Probe zu erfassen. Eine grofiere Rolle spielt hier die Anzahl
an PCR-Replikaten. Da seltene DNA-Templates durch Zufall bei der PCR amplifiziert werden,
kann eine Erhéhung der PCR-Replikate zu einer Erh6hung der detektierten Artenzahl fiithren.
Die Ergebnisse unserer Untersuchungen zeigen, dass 1-2 Extraktionsreplikate und 2-4 PCR-
Replikate ausreichen, um Muster der Biodiversitit innerhalb und zwischen Proben gut
abzubilden (Abbildung 12). Die Trends der Verdnderung der Biodiversitit sind hervorragend
zwischen Isolations- und PCR-Replikaten korreliert. DNA-Extraktions- und PCR-Replikate
erlauben zudem die Untersuchung der Reproduzierbarkeit einzelner Arbeitsschritte. Bei einem
reproduzierbaren Metabarcoding-Protokoll sollte es zwischen den Replikaten derselben Probe
nur wenig Varianz in den nachgewiesenen Artengemeinschaften geben. Die Ergebnisse aus
Untersuchungen an Blattproben bestitigen diese Annahme, da die Artenvielfalt zwischen PCR-
und Extraktionsreplikaten sehr dhnlich war (Krehenwinkel et al., 2022; Abbildung 12). Um aber
die gesamte Artenzahl abzubilden, die mit einer Blatthomogenatprobe assoziiert ist, sind
weitere Replikate notwendig. Die maximale Artenzahl wird erst bei ca. 20 PCR-Replikaten
erreicht.

Abbildung 10: Effekt verschiedener in der DNA-Extraktion eingesetzten Homogenatmengen,
sowie Isolations- und PCR Replikation auf die nachgewiesene a- und B-Diversitat
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o-Diversitat (hier: OTU-Vielfalt) und Betadiversitat (Bray-Curtis-Unahnlichkeit) von blattassoziierten
Insektengemeinschaften. Dargestellt sind die Ergebnisse von drei Blattproben. A) Zusammenhang zwischen Probengewicht
(X-Achse) und der Anzahl an detektierten OTUs als Aquivalent fiir die Artenvielfalt (Y-Achse). Die Kurven zeigen, dass die
nachgewiesene Artenvielfalt zwischen 200 mg und 400 mg Homogenat saturiert. B) Analyse der Standortunterschiede
basierend auf Bray-Curtis-Undhnlichkeit in einer nicht-metrischen multidimensionalen Skalierungsanalyse (NMDS). Die
Abbildung zeigt, dass die Homogenatmenge bei einer DNA-Extraktion keinen Effekt auf die nachgewiesene
Artenzusammensetzung hat. Jeder Standort weist eine einzigartige Artengemeinschaft auf, unabhangig von der
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eingesetzten Homogenatmenge (,,weight“). C) & D) Effekt von Extraktions- und PCR-Replikation auf die Blattproben-
Biodiversitat. Sowohl zwischen den Extraktionsreplikaten der gleichen Homogenatprobe (C) als auch zwischen den PCR-
Replikaten aus derselben Isolation (D) ist die als OTU-Reichtum angegebene Artenvielfalt sehr dhnlich. Quelle: Krehenwinkel
et al. (2022).

Abbildung 11: Anzahl der nachgewiesenen Metazoen-OTUs aus vier Blasentangproben, die mittels
eines metazoenspezifischen Primers amplifiziert wurden
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Es wurde eine geometrische Reihe von Homogenatmengen (X-Achse: 1: 100 mg, 2: 200mg, 3: 400 mg, 4: 800 mg und 5:
1600 mg) zur Isolation von DNA genutzt. Die Abbildung zeigt, dass bereits mit 100 mg Homogenat die vorhandene a-
Diversitat (Y-Achse) in der Probe gut abgebildet wird. Die vier Farben stellen vier unterschiedliche Blasentangproben dar.
Quelle: Brink, UT (2023).

Abbildung 12: Verhiltnis nachgewiesener Insektenarten in den Blatthomogenaten in
Abhdngigkeit der Anzahl von PCR-Replikaten
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Die nachgewiesene Artenzahl folgt einer logarithmischen Verteilung. Die vollstandige probenassoziierte Diversitat wird erst
nach tiber 20 Replikaten erreicht. Dagegen bilden schon deutlich weniger Replikate die Muster der Artenvielfalt zuverlassig
ab. Dargestellt sind zwei ausgewahlte Blattproben der UPB. Quelle: Krehenwinkel et al. (2022).
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Schwebstoffproben: In der im TrendDNA-Projekt durchgefiihrten Analyse (Schiitz et al., 2025)
wurde untersucht, wie sich die eDNA der Schwebstoffproben fiir das Biodiversitditsmonitoring in
Fliissen optimieren und operationalisieren ldasst. Dazu wurden SPM-Proben von drei Rhein-
Standorten analysiert. Sie wurden mit verschiedenen Replikationsstufen (Unterproben,
Extraktions- und PCR-Replikate) und teils mit zusatzlicher mechanischer Homogenisierung
(,Grinding") verarbeitet und mittels Metabarcoding auf Fische (12S) und Wirbellose (COI)
untersucht. Ziel war es, die wichtigsten Faktoren fiir zuverladssige Artnachweise zu
identifizieren. Die Ergebnisse zeigten, dass die Homogenisierung der Proben keinen
entscheidenden Mehrwert brachte - sie erhohte den Aufwand deutlich, wahrend
Verbesserungen nur in Einzelfallen auftraten. Viel entscheidender war die Replikation
(Abbildung 13). Friihzeitige Replikation auf Unterproben- oder Extraktionsebene erhdhte die
Artenerkennung deutlich starker als zusétzliche PCR-Replikate oder eine hohere
Sequenziertiefe. Besonders fiir Fische und Wirbellose war eine ausreichende Zahl technischer
Replikate essenziell, um zufillige Nicht-Nachweise zu vermeiden. Bereits vier bis acht Replikate
erfassten etwa die Halfte aller nachweisbaren Arten, die zugleich tiber 90 % der Reads
ausmachten. Spatere oder zusatzliche Replikation brachte nur geringen Zugewinn.
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Abbildung 13: Abhangigkeit der Artnachweise aus Schwebstoffproben (Y-Achse) von der Anzahl
der Replikate fiir Fischarten (links) und Wirbellosenarten (rechts)
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Sattigungsanalyse (Rarefaction) mit 1000 Wiederholungen tber alle 48 Replikate einer Probe. Die Prozentwerte geben an,
welcher Anteil der insgesamt nachgewiesenen Arten bei der jeweiligen Replikatzahl erfasst wurde. Die gestrichelte Kurve
zeigt den Anteil der Sequenzen der nachgewiesenen Arten im Gesamtdatensatz. Quelle: Schiitz et al. (2025).

» Zur bestmoglichen Erfassung der Artenvielfalt iber eDNA ist eine Replikation der SPM-Proben
notig, z. B. Analyse von zwei Aliquots, zwei Unterproben, zwei Extraktionen einer Probe oder
zumindest PCR-Replikation (Minimum 2); diese Aspekte sind wichtiger als Homogenisierung in
Kryomihle und sehr grolRe Sequenziertiefen

3.2.3 PCR-Primer-Wabhl

Wie in AP 1 erwahnt, spielt auch die Wahl der Primer fiir das DNA-Metabarcoding eine wichtige
Rolle bei Biodiversitdtsanalysen. Fiir die verschiedenen Probentypen musste geeignete PCR-
Primer identifiziert werden, die jeweils spezifische taxonomische Gruppen aus den Umwelt-
oder Biotaproben amplifizieren (Krehenwinkel et al., 2019). Fiir das Projekt wurden einerseits
bereits publizierte Primer genutzt und andererseits neue Primer entwickelt. Bereits publizierte
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Primer wurden sowohl fiir die Analyse von Fisch- (Taberlet et al., 2018) und Makrozoobenthos-
Gemeinschaften (Vamos et al., 2017) aus Schwebstoffproben als auch fiir die Analyse von Pilz-
und Bakteriengemeinschaften aus Biotaproben verwendet. Fiir die Analyse von eukaryotischem
Plankton, sowie Tieren aus Blattproben, Muscheln und Blasentang wurden dagegen neue Primer
entwickelt (Tabelle 3). Die Schwierigkeit war hier, die DNA der Probenart auszuschlief3en und

nur die probenassoziierte Gemeinschaft (Zielorganismen) zu amplifizieren, also z. B. nur die
Insekten aus einer Blattprobe. Zu diesem Zweck wurden die Sequenzen von Probenarten und
Zielorganismen verglichen und diagnostische Stellen identifiziert, an denen sich beide
unterscheiden. AnschliefRend wurden Primer entwickelt, die an diesen Stellen nur an die
Sequenzen der Zielorganismen, aber nicht an die der Probenart binden. So kann die
Amplifikation von Sequenzen der nicht Nicht-Zielorganismen erheblich reduziert werden und
geringste Spuren von eDNA der assoziierten Gemeinschaft aus einer Biotaprobe angereichert
werden (Krehenwinkel, Weber, Kiinzel, et al., 2022; Stadhouders et al., 2010). Die im TrendDNA-
Projekt genutzten und entwickelten Primer wurden umfassend bioinformatisch und
experimentell auf ihre Effizienz bei den entsprechenden Probentypen getestet. Als ein Beispiel
sind hier die Primer fiir die Amplifikation von Fisch-eDNA anzufiihren. Hier wurde die Effizienz
der Primer mithilfe kiinstlich-erstellter ,Mock-Communities” validiert (Abbildung 14) (Macher
et al,, 2023). Die Ergebnisse der im GeDNA-Projekt initiierten Validierung fiihrten zur Wahl der
Primerkombination tele02 f/r (Taberlet et al., 2018) fiir die Analyse der Schwebstoffproben.

Tabelle 3: Verwendete Primerkombinationen und Zielgene der jeweiligen Proben
Probe Gen Primer F (5' to 3') Primer R (5' to 3') Referenz
Blatter Baume
(Fagus col NoPlantF_270 mICOlintR_W Krehenwinkel et al
sylvatica, mtDN RGCHTTYCCHCGWATAAA | GRGGRTAWACWGTTCAW (2022) ’
Picea abies, A YAAYATAAG CCWGTNCC
Populus nigra)
SIS ITS1f: Gardes & Bruns
(Fagus ITS1f TS2 (1993)
sylvatica, ITS1 | CTTGGTCATITAGAGGAA | 16 CGTTCTTCATCGATGC | ITS2: White et al.
Picea abies, GTAA
) (1990)
Populus nigra)
312;(5; e 16S 799F1 1193R1 ;gglFlt:tig(e)l(i)Li; *
. riple
sylvatica, DNA | CAGGATTAGATACCCTGG |\ cereatceccaceTTee | 1193R1: Bodenhausen
Picea abies, TAGTCCA
. et al. (2013)
Populus nigra)
1:1 mixture of 2 reverse
primers:
DreissDiet_GAG_R
Dreikantmusc NonMetazoaFl - -
hel (Dreissena 185 CTGTGATGCCCTTAGATGT GARACCTTGTTACGACTTCT Weber et al. (2023)
polymorpha) rDNA YCT CCT.T .
DreissDiet_GTG_R
GAAACCTTGTTACGACTTC
ACCTT
1:1 mixture of 2 reverse
primers:
Dreikantmusc DreissDiet_GAG_R
hel (Dreissena 18S BW_18S_F2 GARACCTTGTTACGACTTCT Weber et al. (2023)
polymorpha) rDNA GTCCCTGCCCTTTGTACAC | CCTT
DreissDiet_GTG_R
GAAACCTTGTTACGACTTC
ACCTT
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Dreikantmusc
hel (Dreissena
polymorpha)
Dreikantmusc
hel (Dreissena
polymorpha)
Dreikantmusc
hel (Dreissena
polymorpha)
Blasentang
(Fucus
vesiculosus)

Blasentang
(Fucus
vesiculosus)

Miesmuschel
(Mytilus
edulis)

Miesmuschel
(Mytilus
edulis)
Schwebstoffe
Flisse
(Wirbellose)
Schwebstoffe
Flisse
(Wirbeltiere)
Schwebstoffe
Fliisse
(Prokaryoten)

18S
rDNA

18S
rDNA

16S
rDNA

18S
rDNA

16S
rDNA

18S
rDNA

16S
rDNA

col

128
rDNA

16S
rDNA

EukF1
CAATAACAGGTCTGTGAT
GC

BW_18S_F2
GTCCCTGCCCTTTGTACAC

MS-27F
AGAGTTTGATCCTGGCTCA
G

EukF1
CAATAACAGGTCTGTGAT
GC

799F1
CAGGATTAGATACCCTGG
TAGTCCA

NonMetazoaFl
CTGTGATGCCCTTAGATGT
YCT

MS-27F
AGAGTTTGATCCTGGCTCA
G

fwhF2
GGDACWGGWTGAACWG
TWTAYCCHCC

Tele02-fw
AAACTCGTGCCAGCCACC

F515
GTGCCAGCMGCCGCGGT
AA

56

DreissDiet_TAA_R
CGRAAACCTTGTTACGACTT
TTACTT

DreissDiet_TAA_R
CGRAAACCTTGTTACGACTT
TTACTT

MS-338R
TGCTGCCTCCCGTAGGAGT

Metazoa_TAA_R
CGRAAACCTTGTTACGACTT
TTA

1193R1
ACGTCATCCCCACCTTCC

1:1 mixture of 2 reverse
primers:
NonMetazoaDiet_ GAG_R1
CGGARACCTTGTTACGACT
TCTC
NonMetazoaDiet_GTG_R1
CGGAAACCTTGTTACGACT
TCAC

MS-338R
TGCTGCCTCCCGTAGGAGT

fwhR2n
GTRATWGCHCCDGCTARW
ACWGG

Tele02-rv
GGGTATCTAATCCCAGTTT
G

R806
GGACTACHVGGGTWTCTA
AT

Weber et al. (2023)

Weber et al. (2023)

Donia et al. (2011)

Weber et al. (2023)

799F1: Chelius &

Triplett (2001)

1193R1: Bodenhausen
et al. (2013)

Weber et al. (2023)

Donia et al. (2011)

Vamos et al. (2017)

Taberlet et al. (2018)

Caporaso et al. (2011)
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Abbildung 14: Durchgefiihrte Primer-Validierung fiir das eDNA-Metabarcoding von Schwebstoff-
Proben zum Nachweis von Fischen- und Rundmaulern

Basierend auf der durchgefiihrten Mock-Community-Studie wurde fir mitteleuropaische Fische der 12S tele02-Marker
(Taberlet et al., 2018) als glinstigster Marker (primer: tele02 f/r) gewahlt. Quelle: Macher, Schiitz et al. (2023).

3.24 Analyse der notwendigen Sequenziertiefe

Neben der notwendigen Replikation in DNA-Isolationen und PCR musste auch die notwendige
Sequenziertiefe fiir die untersuchten Proben und Artengemeinschaften tiberpriift werden. Das
bedeutet, dass untersucht werden musste, wie viele DNA-Sequenzen pro Probe generiert
werden missen, um den Grofdteil der Artenvielfalt dieser Probe abzubilden.
Artengemeinschaften zeigen oftmals eine komplexe Zusammensetzung aus wenigen haufigen
und zahlreichen, aber seltenen Arten. Wird eine Probe nicht tief genug sequenziert, fallen
seltene Arten aus der Analyse heraus und die Artenliste ist unvollstidndig. Da die Kosten fiir die
Sequenzierung stetig fallen, kann eine grofde Sequenziertiefe fiir iiberschaubare Kosten
generiert werden. Im Rahmen des Projekts wurde die notwendige Sequenziertiefe fiir die
verschiedenen Probenarten mittels sogenannter Rarefaction-Kurven iiberpriift und somit
sichergestellt, dass sich alle Proben im Bereich der Saturierung der nachgewiesenen Diversitat
befinden (Abbildung 15).
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» Die notwendige Sequenziertiefe liegt je nach Probenart und taxonomischer Zielgruppe
zwischen 20 000 und 100 000 Sequenzen. Wichtiger ist Replikation insgesamt wichtiger,
jedoch sollten als Zielwert 100 000 Reads je Replikat angestrebt werden.

Abbildung 15: Saturierung der Diversitat aus verschiedenen Proben mit der Sequenziertiefe
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Die Abbildung zeigt die Sequenziertiefe (X-Achse, ,read coverage”) gegen die nachgewiesene ESV-Diversitat (Y-Achse,
,Z0TU richness”). Quelle: Junk et al. (2025).

3.25 Test der Genauigkeit des Nachweises von Biodiversitatsmustern

Damit die Proben fiir die Erforschung des Biodiversitidtswandels genutzt werden kénnen,
musste die Genauigkeit der nachgewiesenen Biodiversitdtsmuster tiberpriift werden. Hierzu
wurden mehrere Versuche vorgenommen: Zunachst wurde fiir verschiedene Datensatze
Uiberpriift, ob die nachgewiesenen Arten fiir die jeweiligen Probenahmeflachen plausibel sind.
Beispielsweise sollten in den Schwebstoffproben typische Fische der Brassenregion
vorkommen. Die Ergebnisse der Uberpriifung zeigten eine sehr gute Ubereinstimmung der
nachgewiesenen Fischgemeinschaften mit den Erwartungen. Aufderdem sollten monophage
Insekten vorwiegend auf ihren jeweiligen Wirtsbaumen vorkommen. Auch hier fiihrte die
Uberpriifung zu plausiblen Ergebnissen, da sich die Insektengemeinschaften der einzelnen
Baumarten sehr deutlich voneinander unterschieden. Als weitere Uberpriifung wurde zusétzlich
eine Handsammlung von Insekten auf Rotbuchen vorgenommen. Das Ergebnis zeigte grofe
Ahnlichkeiten zwischen der durch Absammlung von Blittern erfassten Insektengemeinschaft
und der Gemeinschaft, die in den Proben nachgewiesen wurde (Krehenwinkel, Weber,
Broekmann, et al., 2022).
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Ahnlich verhielt es sich auch bei den Blasentangproben. Typische mit Blasentang assoziierte
Arten, die nach Absammlung mikroskopisch identifiziert wurden (z. B. Amphipoden der Gattung
Hyalella), konnten auch in den UPB-Proben detektiert werden (Masterarbeit Brink, 2023;
Abbildung 16). Die taxonomische Zusammensetzung ist sehr dhnlich zu der mit DNA-Analysen
gefundenen Artenzusammensetzung (siehe Junk et al., 2025 fiir eine detaillierte Ubersicht).

Abbildung 16: Tiere, die von Blasentang-Thalli gesammelt und mikroskopisch bestimmt wurden

96% aller 423 gesammelten Tiere gehdrten zur Amphipodengattung Hyalella (dunkelblauer Teil des Kreisdiagrammes). Die
restlichen 4% zu unterschiedlichen Tiergruppen (rechts). Quelle: Brink, UT (2023).

Es wurde zusatzlich gepriift, ob Regenwiirmer gute eDNA-Sammler fiir die Bodendiversitat
darstellen. Dazu wurden Regenwiirmer in verschiedenen Bodentypen gesammelt und im
Anschluss sowohl direkte Bodenproben als auch der Kot der Wiirmer durch DNA-Metabarcoding
analysiert (Opala 2023, Abbildung 17). Bakterielle Gemeinschaften wurden mittels 16S-
Metabarcoding und Pilzgemeinschaften mittels ITS2-Metabarcoding charakterisiert. Zusatzlich
wurden Regenwiirmer in verschiedenen Boden gehaltert, um die in ihrem Kot detektierte
Biodiversitat mit der Diversitat des Bodens zu vergleichen. Die Ergebnisse zeigen, dass der Kot
eines Regenwurmes ein sehr gutes Abbild der Bodendiversitat darstellt. Die
Regenwurmkotproben der UPB stellen damit vielversprechende Sammler fiir
Bodenbiodiversitit dar (Opala 2023).
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Abbildung 17: Vergleich von Biodiversitatsmustern aus dem Boden und dem Kot von
Regenwiirmern aus demselben Boden
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A) Simpson-Index fir bakterielle Gemeinschaften, B) Simpson-Index fiir Pilzgemeinschaften, C) Jaccard-Distanz fuir
bakterielle Gemeinschaften, D) Jaccard-Distanz fur Pilzgemeinschaften. Es zeigt sich, dass Biodiversitdtswerte des Bodens
und des Wurmkotes gut korrelieren. Quelle: Opala, Masterarbeit, UT (2023).

Die vergleichende Analyse von eDNA-Metabarcoding-Ergebnissen tiber unterschiedliche
Probentypen (pro- und eukaryotische eDNA-Spuren in Blattproben, Miesmuscheln, Blasentang
und Dreikantmuschel) zeigt iiber die Jahre hinweg klare standortspezifische Muster in den
Lebensgemeinschaften und belegt die Reproduzierbarkeit und Genauigkeit der Messung
(Abbildung 18).
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Abbildung 18: NMDS-Diagramme der aus Proben nachgewiesenen Artengemeinschaften iiber den
Stammbaum des Lebens

Jedes unterschiedliche Legendensymbol entspricht einem Standort und der assoziierten Artengemeinschaft. Die Nahe
zweier Punkte zueinander zeigt die Ahnlichkeit der Gemeinschaften. Die Abbildung zeigt deutlich, dass
Artengemeinschaften Uber die Jahre hinweg (mehrere gleiche Symbole) standortspezifisch sind. Quelle: Junk et al. (2025).

3.2.6 Vergleich aquatischer Nachweise in UPB-Proben im Vergleich zu Wasserproben

Eine weitere Uberpriifung der Plausibilitit der nachgewiesenen Daten fand iiber den Vergleich
von UPB-Proben mit zusatzlich gesammelten eDNA-Wasserproben statt. Dieser Test wurde
zundchst fiir Dreikantmuscheln durchgefiihrt, die als gute eDNA-Sammler gelten. Die Ergebnisse
des Tests zeigten auf der Ebene taxonomischer Grofagruppen eine sehr dhnliche Gemeinschaft
zwischen Muschel- und Wasserproben. Auch die grundséatzlichen Muster der Biodiversitit, die
beide Probenarten zeigten, waren vergleichbar. Interessanterweise unterschieden sich aber die

61



TEXTE Umweltprobenbank des Bundes: Untersuchung der biologischen Vielfalt mit der Umweltprobenbank -
Abschlussbericht

Artenlisten beider Probenarten recht deutlich (Abbildung 19). Daher kann die Untersuchung
der mit Dreikantmuscheln assoziierten Biodiversitit nicht als Ersatz fiir eDNA-Wasserproben
genutzt werden, sondern stellt ein Komplement zu diesen Proben dar.

Abbildung 19: Nachweis von Artengemeinschaften aus Dreikant- und Quaggamuschelproben und
eDNA-Wasserproben
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A) Auf Ebene taxonomischer GroRgruppen weisen Muschelhomogenate und Wasserproben ahnliche Gemeinschaften auf
und auch die detektierten Biodiversitdts-Trends sind dhnlich. B) Allerdings ist der Anteil der in beiden Methoden
nachgewiesene Arten gering. Muscheln erfassen starker die lokale Biodiversitét als eDNA-Proben. Sie kdnnen somit die
Erfassung komplementieren aber Wasser-eDNA nicht ersetzen. Quelle: Weber et al. (2023).

Zur Uberpriifung der Homogenitit der Schwebstoffproben innerhalb der Setzkisten wurden
Kerne an drei Stellen innerhalb der Kasten genommen. Die Diversitat dieser Kerne wurde
anschlief3end verglichen, um die flichige Homogenitit der eDNA-Signale zu tiberpriifen.
Auflerdem wurde die Tiefenschichtung untersucht, um die vertikale Homogenitit der Kerne zu
testen. Dazu wurden fiir die Proben 12S- (Fische), COI- (Wirbellose) und 16S-Metabarcoding
(Bakterien) durchgefiihrt. Zusatzlich wurden 15 Wasserproben (je 1 L) am Einlass der
Setzkdsten liber den Monat verteilt gefiltert, um einen direkten Vergleich zwischen
Wasserproben und Schwebstoffproben zu ziehen. Alle drei Marker zeigten keinen signifikanten
Unterschied zwischen den drei beprobten Kernen, was fiir eine gute flachige Homogenitat der
DNA-Signale spricht. Die Signale aus unterschiedlichen Schichttiefen zeigten teilweise
signifikante Unterschiede, was durch die lange Akkumulierung (ein Monat) zu erwarten war.
Hier gab es allerdings keinen systematischen Unterschied. Dies zeigt, dass vor der Analyse von
Schwebstoffproben eine gute horizontale Durchmischung erzeugt werden sollte, um tiber den
Gesamtzeitraum der Probenahme zu integrieren. Auch zwischen den Wasserproben und den
Schwebstoffproben lief3 sich ein signifikanter Unterschied feststellen. Grundséatzlich wurden
mehr ESVs in den Schwebstoffproben als in den Wasserproben nachgewiesen. Auch dies war zu
erwarten, da die Wasserproben nur eine Momentaufnahme darstellen, wahrend die
Schwebstoffproben iiber einen Monat kontinuierlich akkumulieren. Aufierdem betrifft der
Vergleich 15 Wasserproben (je ein Liter) gegen 56 SPM-Teilproben (~200 mg).

» Die Analysen belegen einen deutlichen Mehrwert der Analyse von eDNA aus Wasser zusatzlich
zur Dreikantmuschel.
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3.3 Bestimmung des Mehrwerts von Monats- vs. Jahresproben

3.3.1 Schwebstoffe

Fiir die Schwebstoffe wurde gepriift, ob die Analyse von Monatsproben einen Mehrwert
gegeniiber Jahreshomogenaten bietet, da der Mehraufwand fiir monatliche Proben hoher ist. Zur
Analyse wurde jede Monatsprobe jeweils so behandelt wie ein Jahreshomogenat (Schiitz et al.,
2025). Es wurden 2 Extraktionsreplikate mit jeweils 4 PCR-Replikaten erstellt. Im Median
wurden etwas mehr Arten mit den einzelnen Monatsproben gefunden, die Jahresproben gaben
allerdings bereits eine gute Ubersicht iiber die durchschnittliche Diversitit (Abbildung 20). Die
Monatsproben zeigen saisonale Schwankungen in der Artenzahl vor allem bei Fischen. Bei
Addition aller 12 Monatsproben eines Jahres konnten deutlich mehr Arten als im
Jahreshomogenat nachgewiesen werden. Es gilt abzuwéagen, ob man ein Jahreshomogenat oder
einige Monatsproben (z. B. vierteljahrlich) analysiert, um dadurch zumindest einen Teil der
Saisonalitat abzubilden.

Abbildung 20: Vergleich der detektierten Artenzahlen von Jahres- und Monatsproben

Fschn Aniialischa Invarsbraian

Artenzal
Artenzal

Analyse am Beispiel von Jahres- und Monatsproben an der Stelle Weil am Rhein. Vergleich der Jahre 2019-2022. Oben: links
Fische via 12S-, rechts aquatische Wirbellose via COl-Metabarcoding. Unten: Trendanalyse der Monatsproben zeigen
zeitliche Anderungen zwischen Monaten (links Fische via 12S-, rechts aquatische Wirbellose via COI-Metabarcoding).
Quelle: eigene Darstellung, UDE.

» Wahrend Jahresproben den Jahresdurchschnitt gut reprasentieren, erlauben Analysen von
Monatsproben Analysen der jahreszeitlichen Dynamik; zudem ist die Gesamtzahl detektierter
Arten durch Analyse der Monatsproben hoher.
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3.3.2 Blasentang und Miesmuscheln

Am Blasentang wurde an den Probenahmefliachen Eckwarderhdrne (Jadebusen) und Sylt im
April, August und Dezember zuséatzlich zur Routineprobe eine Sonderprobe gesammelt und zu
einem Jahreshomogenat verarbeitet. Dieses ,Sonderhomogenat” besteht im Gegensatz zum
Routinehomogenat aus nur 3 statt den reguldren 6 Monatsproben. Die Homogenate beider
Probenahmeflachen wurden auf die assoziierte Bakterien- und Metazoengemeinschaft
untersucht. Erste Ergebnisse zeigen, dass vor allem bei den Bakterien (Abbildung 21, links) die
Anzahl der einzigartigen Gensequenzen ESVs) im Routinehomogenat deutlich hoher ist als im
Sonderhomogenat. Bei den Metazoen gab es nur einen geringeren Unterschied (Abbildung 21,
rechts); hier zeigt das Sonderhomogenat von Eckwarderhdrne sogar eine hohere Artenvielfalt
als das Routinehomogenat. Daraus lasst sich schliefden, dass mit einer geringeren Zahl an
Subproben vor allem in Bezug auf Mikroorganismen ein grofier Teil der Diversitat unter dem
Radar bliebe. Die Analyse von Jahreshomogenaten der Miesmuschel wird im Jahr 2026
durchgefiihrt.

Abbildung 21: Vergleich der detektierten Zahlen einzigartiger Sequenzen (ESVs, hier ,,zOTUs") aus
reguldren Jahreshomogenaten (Anzahl Monatsproben n = 6) und
Jahreshomogenaten aus nur 3 Monatsproben von Blasentang beider
Nordseestandorte fiir Bakterien (links) und Metazoa (rechts)

Quelle: eigene Darstellung, UT.
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Tabelle 4:

Ubersicht der in AP2 vom Projektteam vorgenommenen Arbeiten zur Integration

genetischer Analysemethoden in den Betriebsablauf der UPB, zur Identifikation
kritischer Arbeitsablaufe und zur Qualitatssicherung. Die Tabelle zeigt die

verfolgten Ziele, die angewandte Methodik und die entsprechenden Ergebnisse
(siehe Anhang A.3)

Ziel
Sicherstellung der
Reinheit von Proben

Test

Untersuchung potenzieller
Kontaminationen wahrend
der Probenahme

Untersuchung potenzieller
Kontaminationen wahrend
der Probenprozessierung

Untersuchung potenzieller
Kontaminationen in
Proben

Untersuchung zur
Kombination von eDNA-
und regularen
Probenahmen

Untersuchung
taxonomischer Reinheit
der Probenarten

Vorgehensweise
Nehmen von Abstrichen
von den Geratschaften, die
wahrend der Probenahme
und Vorprozessierung
genutzt werden

Nehmen von Abstrichen
von den Geratschaften, die
wahrend der finalen
Prozessierung der Proben
genutzt werden

Untersuchung der
Abundanz typischer
probenassoziierter Arten in
konsekutiv vermahlenen
Proben in der Kryomiihle

eDNA-Wasserproben
wurden vor, wahrend und
nach einer Fisch
Probenahme genommen

Die Artreinheit von Mies-
und Dreikantmuschel-
sowie von
Regenwurmkotproben
wurde Uberprift

Ergebnisse
Kreuzkontaminationen bei der
Probenahme und Vorprozessierung
sind vernachlassigbar; die Proben
sind fur genetische Analysen der
Biodiversitat geeignet

Kreuzkontaminationen bei der
Probenprozessierung sind
vernachlassigbar; die Proben sind
flr genetische Analysen der
Biodiversitat geeignet

Typische probenassoziierte Arten
sind in nachfolgend prozessierten
Arten nicht mehr nachweisbar

eDNA-Wasserproben zeigen vor
dem Fischfang keine
Kontamination; Fischfang fihrt zu
Anreicherung von Fischen im Netz
in der eDNA-Probe

Miesmuschel: Proben weitgehend
artrein; Dreikantmuschel: Proben
nach Einflhrung eines zusatzlichen
Merkmals weitgehend artrein;
Regenwurm: Proben weitgehend
artrein, hohe innerartliche
Variabilitat

Optimierung
molekularer
Protokolle zum
Nachweis
probenassoziierter
Artengemeinschaften

Analyse der notwendigen
Homogenatmenge in der
DNA-Extraktion

Erstellung von Art-
Akkumulationskurven aus
DNA-Extraktionen, bei
denen die
Homogenatmenge variiert
wurde.
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Analyse der notwendigen
Anzahl von DNA-
Extraktionsreplikaten

Analyse der notwendigen
Anzahl von PCR-Replikaten

PCR-Primer-Auswabhl

Analyse der notwendigen
Sequenziertiefe

Test der Genauigkeit von
Biodiversitdatsmustern aus
Proben

Erstellung von Art-
Akkumulationskurven von
DNA-Extraktions-Replikaten

verschiedener Probenarten

Erstellung von Art-
Akkumulationskurven von

PCR-Replikaten
verschiedener Probenarten

Design und Test von PCR-
Primern zur Anreicherung
verschiedener
taxonomischer Gruppen
aus den Proben

Proben wurden tief
sequenziert und Art-
Akkumulationskurven
berechnet

Biodiversitatsmuster aus
Proben mit konventionellen
Probennahmen vergleichen
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1-2 Replikate sind ausreichend

2-3 Replikate sind ausreichend

Fir alle Probentypen konnten
entsprechende Primer gefunden
oder entwickelt werden

Die notwendige Sequenziertiefe
liegt. Je nach Probe, zwischen
20 000 und 100,000 Reads/Probe

Fischgemeinschaft aus
Schwebstoffproben: gute
Genauigkeit

Insektengemeinschaft aus
Blattproben: gute Genauigkeit

Blasentangassoziierte
Gemeinschaft: gute Genauigkeit

Bodendiversitat aus
Regenwurmkot: gute Genauigkeit

Gewadsserbiodiversitat aus
Muschelproben: Ubereinstimmung
auf GroBgruppenebene und bei
grundsatzlichen
Biodiversitatsmustern, bei
Artenlisten wenig
Ubereinstimmung zu eDNA-
Beprobung; Komplementarer
Nutzen
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4 Arbeitspaket 3 — Generation und Datenauswertung der
eDNA-Zeitreihendaten

Nach Optimierung der molekularen Protokolle wurden Daten generiert, mit denen die
Veranderung der Biodiversitét iiber die Zeit analysiert werden sollte. Die Datengenerierung
basierte auf den in AP1-3 validierten und plausibilisierten Labor- und Datenanalyseroutinen.
Die Biodiversitatsdaten deckten alle limnischen, marinen und terrestrischen Lebensrdaume ab
und umfassten mehrere Jahrzehnte. Der Schwerpunkt der Analysen lag gemafs der
Leistungsbeschreibung auf den Veranderungen von Lebensgemeinschaften (Artendiversitat) in
Raum und Zeit. Mit DNA-Metabarcoding wurden Biota- und Schwebstoffproben analysiert, die
auf unterschiedliche Weise als eDNA-Sammler fungieren. Aufierdem wurden Bodenproben
metagenomisch und Regenwurm- sowie Aalmutterproben populationsgenomisch untersucht.
Zusatzlich wurde eine Zeitreihe von Genexpressionsdaten aus Aalmuttern generiert
(transkriptomische Untersuchung). Im Folgenden werden diese Zeitreihen und
Analyseverfahren kurz vorgestellt und beschrieben. Die Zeitreihen wurden in den unter AP4
dargestellten Fallstudien (Kapitel 5) weiterverwendet.

4.1 Biodiversitit auf Ebene von Artengemeinschaften und Okosystemen

41.1 Miesmuscheln — marin — Metabarcoding

Miesmuscheln leben als Filtrierer im Kiistenbereich und reichern durch ihre Filtrationsaktivitat
eDNA aus der sie umgebenden Wassersdule in ihrem Verdauungstrakt an. Sie eignen sich daher
als eDNA-Sammler fiir assoziierte Lebensgemeinschaften. Es wurden drei Zeitreihen fiir den
Zeitraum von 1985-2020 an den zwei Probenahmefldchen der Nordsee und einer der Ostsee
erarbeitet. In den Muscheldaten konnten verschiedene taxonomische Gruppen erfasst werden:
Mit 16S-Metabarcoding wurden die prokaryotische Lebensgemeinschaft sowie mit 18S-
Metabarcoding die nicht-tierischen Eukaryoten angereichert, die insbesondere aus
Phytoplankton bestanden, das der Muschel als Nahrung dient. Fiir die Analysen wurde ein
spezifischer Primer genutzt (,NonMetazoa_Diet", sieche Tabelle 3), der Tiere, inklusive der
Miesmuschel, von der Amplifikation ausschliefst, andere Eukaryoten aber amplifiziert. Die
Analyse wurde liber OTUs vorgenommen. Insgesamt wurden 21 266 Bakterien-OTUs aus 180
Ordnungen und 47 Phyla sowie 3551 OTUs von nicht-tierischen Eukaryoten aus 160 Ordnungen
und 20 Phyla nachgewiesen (siehe Abbildung 22 fiir eine Ubersicht).
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Abbildung 22: Taxonomische Zusammensetzung der mit terrestrischen, marinen und limnischen
UBP-Probenorganismen assoziierten Lebensgemeinschaften zu verschiedenen
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In der Abbildung ist fir Bakterien, Phytoplankton und aquatische Metazoa die Ebene des Stammes, fiir terrestrische
Metazoa die Ebene der Ordnung und fir blattassoziierte Pilze die Ebene der Klasse dargestellt. Quelle: Junk et al. (2025).
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4.1.2 Blasentang — marin — Metabarcoding

Blasentang ist eine bestandsbildende Braunalge, die entlang der europaischen Kiiste vorkommt
und einen Lebensraum fiir zahllose Tiere und Mikroorganismen bildet. Die DNA dieser
Organismen kann fiir genetische Analysen angereichert werden. Die untersuchten
Blasentangproben stammten von den gleichen drei Probenahmegebieten in Ost- und Nordsee
wie die Miesmuschelproben und umfassen einen Zeitraum von 1985-2021. Zur Analyse des
Mikrobioms wurde, dhnlich wie bei der Miesmuschel, die 16S-rDNA amplifiziert. Fiir den
Nachweis von Tieren wurden spezifische 18S-rDNA-Primer verwendet, die Braunalgen-DNA
nicht amplifizieren. Insgesamt wurden 5474 Bakterien-OTUs aus 101 Ordnungen und 25 Phyla
und 787 Tier-OTUs aus 78 Ordnungen und 18 Phyla nachgewiesen (Abbildung 22 fiir generelle
Ubersicht, Abbildung 23 fiir spezifische Darstellung der mit der 18S detektierten Tiergruppen).

Abbildung 23: Ubersicht iiber die Anzahl der in den Blasentangproben erfassten Arten von und
wirbellosen Tieren

AuRerer Kreis: Anzahl Arten der jeweiligen Gruppen, innerer Kreis: Anteil der Sequenzen (Reads).
Quelle: eigene Darstellung, UT.

4.1.3 Dreikantmuscheln — limnisch — Metabarcoding

Dreikantmuscheln stellen eine invasive Art dar, die sich bereits im 19. Jahrhundert iiber die
grofden europdischen Fliisse ausgebreitet hat. Aufgrund ihrer Filteraktivitat sind

69



TEXTE Umweltprobenbank des Bundes: Untersuchung der biologischen Vielfalt mit der Umweltprobenbank -
Abschlussbericht

Dreikantmuscheln vielversprechende Sammler von eDNA. Es wurden Dreikantmuschel-
Zeitreihen von 9 Probenahmefldchen in 4 Fliissen von 1994-2020 untersucht. Fiir die
Dreikantmuscheln wurden analog zu den Miesmuscheln ein 16S-Marker verwendet, um die
bakteriellen Gemeinschaften zu untersuchen. Zusatzlich wurden ein 18S-Primer genutzt, der die
Dreikantmuschel spezifisch blockiert, aber andere Tiere amplifiziert und so die
muschelassoziierte Tierlebensgemeinschaft charakterisiert. Zuletzt wurde mittels eines
weiteren 18S-rDNA Primers eukaryotisches Phytoplankton aus den Muschelproben
angereichert. Insgesamt wurden 14 292 Bakterien-OTUs aus 184 Ordnungen und 34 Phyla,
5587 OTUs von nicht-tierischen Eukaryoten aus 173 Ordnungen und 20 Phyla und 523 Tier-
OTUs aus 71 Ordnungen und 16 Phyla nachgewiesen.

4.1.4 Blatter von Baumen — terrestrisch — Metabarcoding

Blatter aus den Kronen von vier typischen Forstbdumen in Deutschland wurden als Sammler fiir
Luftschadstoffe 1985 etabliert, und schrittweise an 16 Probenahmefldchen umgesetzt, die einen
Landnutzungsgradienten von urbanen und landwirtschaftlichen Gebieten zu Forsten und
Nationalparks abbilden. Die Blatter beinhalten DNA-Spuren der baumassoziierten
Mikroorganismen, aber auch der Tiere, die die Baumkrone bewohnen. Insbesondere
Gemeinschaften von GliederfiifRern (also Insekten, Spinnentiere, TausendfiifRer und Krebstiere,
wie z. B. Asseln) hinterlassen viel nachweisbare eDNA in ihrem Lebensraum. Es wurden mit 16S-
rDNA die bakteriellen Gemeinschaften der Blattproben charakterisiert. Aufderdem wurden mit
dem nukledren ITS1-Marker die baumassoziierte Pilzgemeinschaft erfasst und die
Gliederfufierdiversitat tiber einen COI-Marker bestimmt (Abbildung 24). Insgesamt wurden
5183 Bakterien-OTUs aus 94 Ordnungen und 16 Phyla, 6250 Pilz-OTUs aus 113 Ordnungen und
5 Phyla und 3271 Gliederfiif3er-OTUs aus 24 Ordnungen nachgewiesen. Daneben fanden sich im
COI-Datensatz DNA Spuren verschiedener Wirbeltierarten, insbesondere Vogel (19 Arten) und
Sdugetiere (10 Arten). Diese Tiergruppen wurden bislang noch nicht weiter untersucht. Hier
bietet sich aber eine interessante Option fiir zukiinftige Analysen.

Fiir alle Insekten- und Pilz-OTUs sollte zudem eine 6kologische Annotation vorgenommen
werden. Fiir die Pilz-OTUs wurde eine Datenbank verwendet, mit der die Okologie vieler Arten
charakterisiert werden kann. Fiir die nachgewiesenen Insektenarten wurden mittels einer
umfassenden Literaturrecherche bestimmte Merkmale wie Korpergrofie, Mobilitat, 6kologische
Spezialisierung und die Position im Nahrungsnetz charakterisiert. Diese Analyse kann die
Trendaussagen verbessern und beispielsweise zeigen, ob bestimmte Okotypen/Merkmale
besonders von Verdnderungen betroffen sind. Neue Erkenntnisse deuten z. B. darauf hin, dass
spezialisierte Insekten deutlich starker vom Insektensterben betroffen sind als generalistische
Arten (Habel et al. 2026). Fast alle nachgewiesenen Arten konnten, zumindest fiir einige
Parameter, 6kologisch annotiert werden. Die Ergebnisse zeigen eine 6kologisch sehr diverse
Artengemeinschaft (Abbildung 25). Alle wichtigen Nahrungsdkologien der Insekten sind in den
Daten reprasentiert. Darunter befinden sich viele spezialisierte Arten, die nur eine oder wenige
Nahrungsressourcen nutzen (Mono- und Oligophage), aber auch diverse Generalisten
(Polyphage). Ein weiterer wichtiger Faktor fiir das Verstdndnis des Insektensterbens ist die
Korpergrofie der Tiere. Klimawandel selektiert moglicherweise fiir immer kleinere
Insektenarten (Gardner et al., 2011). Dieser Trend sollte sich aus den Zeitreihen ablesen lassen.
Eine detaillierte Analyse der 6kologischen Annotationen der Insekten und ihrer Bedeutung mit
Blick auf einen Verlust von Diversitiat wird bis Ende 2026 erfolgen.
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Abbildung 24: Ubersicht iiber die Anzahl der in den Blattproben der Biume erfassten Arten von
und wirbellosen Tieren mithilfe des COI-Gens

AuRerer Kreis: Anzahl Arten der jeweiligen Gruppen, innerer Kreis: Anteil der Sequenzen (Reads).
Quelle: eigene Darstellung, UT.

Fiir weitergehende Analysen wurden 117 Individuen von 21 ausgewahlten Spinnenarten
gesammelt, die in Baumkronen der untersuchten Gebiete vorkommen, und ihr Darminhalt
charakterisiert. Das Ziel dieser Untersuchung war es, ein Nahrungsnetz zu rekonstruieren und
mogliche Verdnderungen dieses Netzwerkes liber die Zeit zu verfolgen. In den Spinnenddrmen
konnten 496 OTUs (130 sicher bestimmte Arten) detektiert werden, die die Nahrung dieser
Spinnen abbilden. Allerdings war die Schnittmenge der Nahrungslisten zu klein, um ein
umfassendes Nahrungsnetz zu rekonstruieren. Von 130 in den Spinnen nachgewiesen
Beuteinsekten wurden nur 26 auch in den UPB-Daten gefunden. Der gefundene Uberlapp ist
allerdings vielversprechend. Zur Vervollstiandigung des Nahrungsnetzes wird 2026 versucht an
einigen Probenahmestandorten gezielt Spinnen zu fangen, um das Nahrungsnetz zu
vervollstandigen.
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Abbildung 25: Beispiel fiir eine 6kologische Annotation der aus Baumkronen nachgewiesenen
GliederfiiRer

A) Anteil verschiedener Nahrungsokologien fiir 1604 GliederfiiRerarten, B) trophische Spezialisierung fir 1113 Arten, C)
Verteilung der KérpergroRen fir 811 Arten. Quelle: eigene Darstellung, UT.

4.1.5 Schwebstoffe — limnisch — Metabarcoding

Die BfG sammelt fiir die UPB an den grof3en Fliissen Deutschlands Schwebstoffproben, die
beispielsweise fiir die Untersuchung von Schadstoffen und Elementen aus der Wassersaule
verwendet werden. Die untersuchten Schwebstoffe wurden seit 2005 in 6 Fliissen an 13
Probestellen monatlich entnommen und zu Jahresmischproben aggregiert. Sie wurden auf DNA-
Signale von Fischen und Makrozoobenthos untersucht und Zeitreihen von 2005 bis 2021 fiir
diese Organismengruppen generiert. Wahrend zur Charakterisierung der Fischgemeinschaft ein
kurzes Fragment der mitochondrialen 12S-rDNA amplifiziert wurde, wurde fiir das
Makrozoobenthos ein Fragment des mitochondrialen COI-Genes verwendet. Zuniachst wurden
OTUs generiert und diese dann Arten zugewiesen und analysiert. Insgesamt konnten im
Datensatz 63 Fischarten sowie 891 Arten aquatischer Wirbelloser nachgewiesen werden.
Aufierdem wurden eDNA-Signale zahlreicher Saugetier-, Vogel-, Amphibien- sowie
terrestrischer Wirbellosenarten detektiert, die bisher nicht weiter analysiert wurden
(Abbildung 26). Die Zeitreihe fiir Bakterien (16S) liegen ebenfalls vor uns eine Ubersicht ist in
Anhang A.5 dargestellt. Eine detaillierte Analyse wird erst erst Mitte 2026 im Rahmen einer
Masterarbeit an der UDE ausgewertet werden kdnnen.

4.1.6 Regenwurmkorper — terrestrisch — Metabarcoding

Regenwiirmer haben als Okosystemingenieure eine essenzielle Funktion fiir die
Bodengesundheit und werden seit 1994 an 5 Probenahmefldachen in Deutschland beprobt. Sie
sind mit einem komplexen Mikrobiom assoziiert, das wichtige Funktionen fiir die Fitness der
Tiere iibernimmt und damit eine grofRe Rolle fiir ihre Okosystemfunktion spielt. Zur
Charakterisierung des bakteriellen Mikrobioms wurden die Proben mit 16S-rDNA-
Metabarcoding untersucht. Eine Untersuchung des Pilzmikrobioms mittels ITS1-Metabarcoding
findet erst ab Mitte 2026 statt. Aufgrund der umfangreichen taxonomischen Nachuntersuchung
des Regenwurms (SGN, UT) hat sich die Analyse der Daten verzdgert. Eine detaillierte
Auswertung der generierten mikrobiellen Daten ist erst nach Projektabschluss zu erwarten.
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Abbildung 26: Ubersicht iiber die Anzahl der in den Schwebstoffproben erfassten Arten von
Wirbeltieren und wirbellosen Tieren
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AuRerer Kreis: Anzahl Arten der jeweiligen Gruppen, innerer Kreis: Anteil der Sequenzen (Reads).
Quelle: eigene Darstellung, UDE.
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4.1.7 Regenwurmkot — terrestrisch — Metabarcoding:

Neben dem Korper der Regenwiirmer wird auch ihr Kot gesammelt und separat archiviert.
Regenwiirmer graben sich permanent durch den Boden und nehmen bei ihrer Grabtatigkeit
organisches Material auf. Die Proben beinhalten den Kot von hunderten von Regenwiirmern und
sollten daher ein integratives Bild der Biodiversitdt einer Probenahmeflache liefern. In einer
Teststudie wurde der Regenwurmkot ausgewahlter Proben mit mehreren Markern amplifiziert,
um verschiedene taxonomische Gruppen zu charakterisieren. Dazu wurden nukleares ITS1 fir
Pilze, 16S-rDNA fiir Bakterien und 18S-rDNA fiir eukaryotische Organismen genutzt. Die
Ergebnisse waren sehr vielversprechend - der Wurmkot bildet eine weitgehend andere
Artengemeinschaft ab, als der Korper der Tiere. So zeigt die Untersuchung von 18S-rDNA fast
1000 ESVs, die ausschliefilich im Kot vorkommen und nur knapp 200 im Koérper. Die ESVs im
Kot stammen vermutlich aus der Umwelt des Wurms, bzw. dem Boden (Abbildung 27). Daher
sollen nun alle zur Verfiigung stehenden Kotproben mit diesen Markern analysiert werden.
Zuvor wird allerdings noch eine Strategie zur Probenprozessierung entwickelt, da die meisten
Regenwurmkotproben noch nicht kryovermahlen sind.

Abbildung 27: Vergleich der eukaryotischen OTUs, die in Proben von Regenwurmkot (links) und
Regenwurmkorper (rechts) gefunden wurden

Die Abbildung zeigt die Anzahl eukaryotischer ESVs, die aus dem Homogenat von Kérpern (rechts) und Kot (links) des
Regenwurms Lumbricus terrestris nachgewiesen wurden. 176 ESV wurden in beiden Probentypen gemeinsam
nachgewiesen. Die Abbildung zeigt eine groRe Biodiversitdt von tiber 1000 ESVs in den Homogenaten des Regenwurmkots.
Quelle: Opala 2023, UT.

4.1.8 Regenwurmkorper — terrestrisch — Kultivierung

In einer weiteren Pilotstudie wurden die Proben der Regenwurmkoérper verwendet, um zu
evaluieren, ob Mikroorganismen aus den Proben wieder zum Leben erweckt und anschlieféend
experimentell untersucht werden kénnen. Dazu wurden zwei Regenwurmproben (1994 und
2022) uber einen unterschiedlich langen Zeitraum (0,5/1/2/4/8/24 /48 h) in Nahrmedien
kultiviert. Mittels 16SrDNA-Metabarcoding wurden die kultivierten Gemeinschaften dann
taxonomisch charakterisiert. Die Kultivierung zeigte, dass diverse Bakterien den Prozess des
Einfrierens und der anschlieffenden Langzeitlagerung auf Fliissigstickstoff iiberleben. ESVs
hunderter typischer Bodenbakterien sowie der spezifische Symbiont des Regenwurms
Verminephrobacter (Lund et al., 2014), konnten wiedererweckt werden. Die nachgewiesene
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Artenvielfalt nahm mit der Kultivierungsdauer stetig ab, vermutlich weil konkurrenzstarke
Bakterien unter Laborbedingungen andere Arten auskonkurrieren. Das zeigt das Beispiel des
Symbionten Verminephrobacter, der nach 24 Stunden nicht mehr nachweisbar war (Abbildung
28). Zurzeit sind Versuche mit anderen Probenarten der UPB in Vorbereitung, mit denen das
Potenzial der Proben fiir die Kultivierung umfassend getestet werden soll. Auch wenn die
Bakteriengemeinschaften der Proben nicht vollstandig kultivierbar sind, zeigt die Pilotstudie
eindrucksvoll das Potenzial der Proben, um auch die physiologische Integritat und
Anpassungsprozesse der Organismen selbst liber lange Zeitrdume untersuchen zu kénnen.

Abbildung 28: Kultivierung von Bakterien aus Regenwurmhomogenaten

A) Anzahl bakterieller OTUs, deren Trager aus den Regenwurmhomogenaten von 1994 und 2022 wieder zum Leben erweckt
werden konnten. Es zeigt sich eine Abnahme der Artenvielfalt mit ldngerer Kultivierungszeit. B) Anteil von
Verminephrobacter, einem spezifischen Symbionten des Regenwurms, an den bakteriellen Sequenzen. Der Anteil von
Verminephrobacter nimmt mit zunehmender Kultivierungszeit ab und ist nach 24 h nicht mehr detektierbar. Quelle: eigene
Darstellung, UT.

4.1.9 Boden - terrestrisch — Metagenomik

Bodenproben werden seit 2002 an 11 Probenahmefldchen der neun Probenahmegebiete alle
vier Jahre genommen. Die Bodenproben wurden mit Metagenomik-Verfahren analysiert. Dazu
wurde genomische DNA aus der jeweiligen Bodenprobe isoliert und sequenziert. Im Anschluss
wurden taxonomisch informative Sequenzen aus dem genomischen Datensatz gefiltert. Fiir die
Analyse wurden Zeitreihen fiir Bakterien, Pilzen und Tieren generiert. Aus den Metagenomen
dieser Zeitreihen konnten 3889 bakterielle Taxa (unterhalb der Domanenebene), 228 Pilztaxa
und 287 tierische Taxa identifiziert werden.

4.2 Biodiversitat innerhalb einzelner Arten

4.2.1 Regenwiirmer — terrestrisch — Populationsgenomik

Regenwurmproben wurden stellvertretend fiir die Untersuchung der Eignung der
unterschiedlichen biologischen Probenarten der UPB fiir populationsgenomische
Untersuchungen genutzt. Diese Proben setzen sich aus Hunderten von Regenwiirmern
zusammen, weswegen sie gut fiir die Methode der Poolsequenzierung geeignet sind. Dariiber
hinaus umfassen die Regenwurmzeitreihen fast 40 Jahre. Populationsgenome fiir 89
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Regenwurmproben von 5 Probenahmeflachen generiert, die zwischen 1990 und 2021
gesammelt wurden. Wie bei der Darstellung der Ergebnisse der Eignungsanalyse erldutert
(Kapitel 3), wurden divergente mitochondriale ESVs gefunden, die darauf hindeuten kénnten,
dass es sich bei den Regenwurmproben um Mischproben verschiedener Arten handelt, wobei
Artreinheit an den meisten Standorten in Kapitel 3 belegt wurde. Hierzu sollen finale
Untersuchungen 2026 erfolgen.

4.2.2 Aalmutter — marin — Populationsgenomik

Die Aalmutter ist eine in Nord- und Ostsee weit verbreitete Fischart und Indikatororganismus
fiir Schadstoffbelastungen an der Kiiste. Archivierte Aalmutterproben gibt es seit 1992 an drei
Probenahmeflachen in Nord- und Ostsee. Sie bestehen aus zahlreichen Individuen (47-309 in
der Nordsee und 39-127 in der Ostsee). Der Unterschied in der Probengrofde innerhalb und
zwischen Nord und Ostsee ergibt sich durch die sehr unterschiedlichen Gréfden der Tiere in
beiden Meeren. Aalmuttern aus der Ostsee sind wesentlich grofier, so dass weniger Tiere
notwendig sind, um das Zielgewicht von 1,1 kg pro Probe zu erreichen. Auch nimmt die
Aalmutter in den letzten Jahren in ihrer Kérpermasse ab, was zu einer erhéhten Probenzahl
fiihrt. Dank einer Forderung durch die Deutsche Forschungsgemeinschaft wurden neben den
Regenwurmproben auch Aalmutterproben populationsgenomisch untersucht. Zusatzlich
wurden Aalmutterzeitreihen von der schwedischen und danischen Probenbank sowie weiterer
Programme anderer Nord- und Ostsee Lander in die Studie integriert. Insgesamt wurden
Populationsgenome von 20 Probenahmefldchen fiir den Zeitraum von 1992-2022 generiert. Die
Ergebnisse werden gerade zu einer Publikation zusammengefasst, die 2026 erscheinen soll.

4.2.3 Aalmutter — marin — Transkriptomik

Die Aalmutter ist eine kélteangepasste Fischart, die empfindlich auf den Klimawandel reagiert.
Um genetische Signaturen von klimabedingtem Stress in natiirlichen Aalmutterpopulation
detektieren zu konnen, wurden Transkriptome von verschiedenen Sammelzeitpunkten
sequenziert und analysiert. Dazu wurden jeweils 8 Aalmutterleberproben der 3 Nord- und
Ostseeprobenahmeflachen verwendet. Insgesamt deckt die transkriptomische Zeitserie 30 Jahre
ab und umfasst 24 Proben. Ergidnzend wurde ein Experiment durchgefiihrt, in dem Aalmuttern
in Aquakultur thermischem Stress ausgesetzt wurden. Dieser Versuch diente dem Vergleich von
Genexpressionsantworten auf experimentellen und natiirlichen Stress. Finanziert wurde dieser
Versuch iiber ein DFG-Projekt.
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Tabelle 5:

Ubersicht liber in AP 3 generierte Zeitreihendaten

Die Tabelle zeigt die verwendete Probenart und ihre Herkunft, das genutzte molekulare Protokoll, das Ziel der
Analyse, die untersuchten taxonomischen Gruppen und die erzielten Ergebnisse.

Probenar
t

Schweb-
stoffe

Boden

Dreikant-
muschel

Dreikant-
muschel

Miesmusc
hel

Mies-
muschel

Mies-
muschel

Blasen-
tang

Herkun
ft

limnisch

terrestri

sch

limnisch

limnisch

marin

marin

marin

marin

genetische
Methode

DNA-
Metabarcodin
g

Metagenomik

DNA-
Metabarcodin

8

DNA-
Metabarcodin

8

DNA-
Metabarcodin

g

DNA-
Metabarcodin

g

Genom-
Sequenzierun

g

DNA-
Metabarcodin

8

Ziel

Nachweis
aquatischer
Lebensgemeinsch
aften

Nachweis
terrestrischer
Lebensgemeinsch
aften

Nachweis
muschelassoziiert
er
Lebensgemeinsch
aften

Vergleich von
DNA und RNA zur
Nahrungsrekonstr
uktion

Vergleich von
DNA und RNA zur
Nahrungsrekonstr
uktion

Nachweis
aquatischer
Lebensgemeinsch
aften

Hybridisierung
zwischen M.
edulis und M.
trossulus

Nachweis
aquatischer
Lebensgemeinsch
aften
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Untersuchte
Organismen
Fische, Makrozoo-
benthos,
Bakterien

Bakterien, Pilze,
Boden-
invertebraten

Bakterien,
aquatische Mikro-
eukaryoten, Tiere

aquatische Mikro-
eukaryoten, Tiere

Aquatische Mikro-
Eukaryoten

Bakterien,
aquatische Mikro-
eukaryoten

Miesmuschel-
populationen

Bakterien, Tiere

Linge der
Zeitserie

2005-2021

17 Jahre

(2002-2019)

1994-2020

1999-2018

1985-2020

1985-2020

25 Jahre

(1994-2019)

1985-2021

Ergebnis

Ausbreitung von
Neozoen bei Fischen
und Wirbellosen,
standortspezifische
Bakteriengemeinschafte
n

Keine Anderung der
Artenvielfalt, aber
kompositionelle
Umstrukturierung der
Lebensgemeinschaften

Kein klarer Trend der
Artenvielfalt, aber
signifikante Anderung
der
Artenzusammensetzung

RNA deutlich sensitiver
(hoherer Artenreich-
tum) als DNA;
Unterscheidung von
Endobionten und Beute
nicht moglich

RNA sensitiver (hoherer
Artenreichtum) als DNA,
Unterscheidung von
Endobionten & Beute
nicht moglich

Kein klarer Trend der
Artenvielfalt, aber
signifikante Anderung
der
Artenzusammensetzung

An der Darsser Schwelle
findet sich ein
geringfugiger
genetischer Hintergrund
von M. trossulus

Kein klarer Trend der
Artenvielfalt, aber
signifikante Anderung
der
Artenzusammensetzung
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Aalmutter

Aalmutter

Aalmutter

Blatter
von
Baumen

Regen-
wirmer

Regen-
wiirmer

Regen-
wiirmer

Regen-
wurmkot

marin

marin

marin

terrestri
sch

terrestri
sch

terrestri
sch

terrestri
sch

terrestri
sch

Genom-
Sequenzierun
g

Transkriptom-
Sequenzierun

8

Epigenom-
Sequenzierun
g

DNA-
Metabarcodin

g

DNA-
Metabarcodin

8

Populations-
genomik

Kultivierung
von Bakterien

DNA-
Metabarcodin

8

Veranderung
genetischer
Vielfalt und
Anpassungspoten
zial

Identifikation der
Genexpressionsan
twort auf
Umweltstress

Identifikation der
epigenetischen
Antwort auf
Umweltstress

Nachweis
terrestrischer
Lebensgemeinsch
aften

Nachweis
terrestrischer
Lebensgemeinsch
aften

Veranderung
genetischer
Vielfalt des
Regenwurms

Nachweis
terrestrischer
Lebensgemeinsch
aften

Nachweis
terrestrischer
Lebensgemeinsch
aften

78

Aalmutter-
populationen

Aalmutter-
populationen

Aalmutter-
populationen

GliederfuRer,

Pilze, Bakterien

Bakterien, Pilze

Regenwurm-

Populationen

Bakterien

Bakterien, Pilze

30 Jahre
(1992-2022)

27 Jahre
(1994-2021)

27 Jahre
(1994-2021)

1985-2022

28 Jahre
(1994-2022)

31 Jahre
(1990-2021)

28 Jahre
(1994-2022)

28 Jahre
(1994-2022)

Salzwasser-
Anpassungen im
Verbreitungsgebiet;
Zeitserien genetisch
stabil

Kein akuter
Temperaturstress in
Zeitserien identifiziert

Wird 2026
abgeschlossen

Kein klarer Trend der
Artenvielfalt, aber
signifikante Anderung
der
Artenzusammensetzung

Ausstehend, wird 2026
abgeschlossen

Ausstehend bis
taxonomische Reinheit
Uberprift ist

Eine Kultivierung von
Mikroorganismen aus
Homogenaten
funktioniert sehr gut

Ausstehend
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5 Arbeitspakete 4 & 7: Fallstudien zur Entwicklung der
biologischen Vielfalt inklusive optionaler Studien und
Methodenvalidierungsstudien

5.1 Struktur der Fallstudien

Basierend auf den im Rahmen von Kapitel 4 (AP 3) generierten Zeitreihendaten wurden fiinf
Fallstudien durchgefiihrt, um zentrale wissenschaftliche Fragestellungen zur Veranderung der
Biodiversitit zu bearbeiten. Ein wesentliches Ziel bestand darin, systematisch zu priifen,
inwieweit sich die Zeitreihendaten der UPB mit weiteren Umweltinformationen verkniipfen
lassen, um integrierte Bewertungen zu ermoglichen und damit Wissenschaft, Beh6rden und
Politik bei der Beantwortung aktueller umweltpolitischer Fragestellungen zu unterstiitzen. Ein
besonderer Fokus lag auf der Identifizierung potenzieller Treiber von
Biodiversitdtsveranderungen. Im Rahmen der Fallstudien zeigte sich, dass die Integration
zusatzlicher Datensétze zur Analyse von Biodiversitidtsverdanderungen in mehreren Féllen
anspruchsvoller war als urspriinglich angenommen. Griinde hierfiir waren insbesondere
eingeschrankte Datenverfligbarkeit, fehlender Zugang sowie das Fehlen etablierter Konzepte zur
statistischen Integration heterogener Datensitze. Dariiber hinaus war bei den Regenwurm-
Biotaproben aufgrund potenzieller Kontaminationen eine weitergehende methodische
Aufarbeitung erforderlich. Entsprechend konnten in diesem Bereich keine detaillierten
populationsgenomischen Analysen im Hinblick auf Umwelttreiber durchgefiihrt werden;
stattdessen lag der Schwerpunkt auf der Entwicklung der hierfiir notwendigen methodisch-
technischen Grundlagen.

Vor diesem Hintergrund gliedern sich die Ergebnisse der Fallstudien wie folgt:

» Fallstudie 1: Analyse von Biodiversitatsveranderungen in deutschen FlieRgewassern anhand
von Schwebstoffproben (suspended particulate matter, SPM) der UPB; Endpunkte: Fische und
Wirbellose (Kapitel 5.2.1).

» Fallstudie 2: Analyse von Biodiversitatsveranderungen in deutschen Béden mittels
Metagenomik und Metabarcoding (Kapitel 5.2.2).

» Fallstudie 3: Analyse von Biodiversitdtsveranderungen an deutschen Kiisten am Beispiel
ausgewahlter Seepockenarten unter Einsatz von Metabarcoding (Kapitel 5.2.3).

» Fallstudie 4: Integrative Analyse von Biodiversitatstrends in marinen, terrestrischen und
limnischen Okosystemen (Kapitel 5.2.4).

Anschlief}end werden Fallstudien vorgestellt, bei denen starker explorative Aspekte im Fokus
standen. Dabei werden zunachst drei ,Proof-of-Principle“-Studien ausgefiihrt, welche am Beispiel
der Blattproben unterschiedliche Aspekte priifen.

» Fallstudie 5: Analyse von Biodiversitatsveranderungen in Pilzen auf Buche und Fichte (Kapitel
5.3.1).

» Fallstudie 6: Vergleich von Biodiversitatstrends (GliederfliBer) zwischen den UPB-Proben aus
Deutschland und Sidkorea (Kapitel 5.3.2).

» Fallstudie 7: Analyse der innerartlichen genetische Diversitat basierend auf COI-
Metabarcoding-Daten fiir GliederfiiBer (Kapitel 5.3.3).
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Abschliefiend werden auf Ebene der innerartlichen genetischen Diversitit am Beispiel der

Biotaproben der Aalmuttern Chancen, Grenzen und mdgliche Trends in den UPB-Proben

analysiert.

» Fallstudie 8: Analyse der innerartlichen genetischen Diversitdt von Aalmuttern in Nord- und
Ostsee zur Detektion von Genfluss, evolutiondren Flaschenhalsen und genetischen
Anpassungen (Kapitel 5.4.1).

» Fallstudie 9: Analyse transkriptomischer Muster in Aalmutterproben in Nord- und Ostsee und
mogliche physiologische Stressantworten der Art (Kapitel 5.4.2).

Tabelle 6: Hauptergebnisse der Fallstudien
Leistung Komparti Probentyp Hauptergebnisse Team
ment
Fallstudie 1 | limnisch Schwebstoffe Fisch-/Wirbellosengemeinschaften haben sich UDE
(Fltsse) in dt. Fliissen stark, insbesondere durch
Auftreten von Neobiota, verandert. Keine
generellen Ab- oder Zunahmen der
Biodiversitat
Fallstudie 2 | terrestrisc | Auflage (O- Bodendiversitat ist stark durch SGN
h (Boden) Horizont Landnutzungstyp beeinflusst, keine
systematischen Ab- oder Zunahmen von
Biodiversitat
Fallstudie 3 | marin Miesmuscheln eDNA-Daten belegen die Einwanderung uT
gebietsfremder Seepockenart und anderer
kryptischer invasiver Arten, die als
Klimawandelgewinner bezeichnet werden
kénnen
Fallstudie 4 | integrativ Integrativ (marine | Als Trend der Okosystemverdnderung in ganz uT
(marin, Miesmuscheln & Deutschland zeigt sich eine Veranderung der
terrestrisc | Blasentang, terr. Artenzusammensetzung, die deutlich schneller
h und Blatter von von statten geht, als ohne anthropogene
limnisch) Bdumen, limn. Stérungen zu erwarten ware
Dreikantmuscheln
)
Fallstudie 5 | terrestrisc | Blatter Baumkronenassoziierte Pilzgemeinschaften von | UT
h Fichten zeigen deutlich starkere
Veranderungen ihrer taxonomischen
Zusammensetzung, als in heimischen
Rotbuchen
Fallstudie 6 | terrestrisc | Blatter Vergleich von Blattproben der deutschen & uT
h koreanischen UPB deutet auf ein
Insektensterben in Korea, aber nicht in
Deutschland
Fallstudie 7 | terrestrisc | Blatter Aus Metabarcodingdaten von GliederfiiRern, SGN
h kénnen Informationen Uber innerartliche
genetische Vielfalt abgeleitet werden
Fallstudie 8 | marine Aalmutter Populationsgenome aus Probenbank-Arten uT

erlauben die Identifikation rezenter
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Fallstudie 9

marin

Aalmutter

evolutiondrer Anpassungen und die
Uberwachung der genetischen Vielfalt

RNA-Sequenzierung aus Homogenaten erlaubt
die Identifikation individueller Stressantworten
in Raum und Zeit
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5.2 eDNA-basierte Fallstudien zur Veranderung limnischer, mariner und
terrestrischer Lebensgemeinschaften

5.2.1 Analyse von Biodiversitatsveranderungen in Fliissen mit Schwebstoffproben

Wie haben sich Flusslebensgemeinschaften von Fischen und Wirbellosen mit der Zeit verandert
und kann der Nachweis von Neobiota iiber Schwebstoffproben zuverlassig erfolgen?

» Fisch- und Wirbellosenbiodiversitat in Deutschlands Fliissen kénnen tiber Schwebstoffproben
gut erfasst werden. Der Nachweis von Neobiota und (eingeschrankt) die Ableitung ihrer
Ausbreitungswege ist mithilfe dieser Proben moglich.

» Es wurden signifikante probestellenspezifische Verdanderungen in den Lebensgemeinschaften
festgestellt; insbesondere eine Artenzunahme und die Verbreitung invasiver Arten. Eine
Homogenisierung der Lebensgemeinschaften war nicht generell feststellbar.

» Die Biodiversitatsdaten konnen mit chemisch-physikalischen Daten aus dem behdérdlichen
Monitoring kombiniert werden und liefern, zusammen mit diesen, Einblicke in mogliche
Treiber des Biodiversitatswandels.

Institution | Habitat Probentyp Methode # Proben Bewertung
UDE Fliisse Schwebstoffe | eDNA- 211 Erfolg
Metabarcoding (COI, | Jahreshomogenate
12S)

Motivation der Fallstudie

Flief3gewdsser sind stark von anthropogenen Verdnderungen betroffen (Arthington et al., 2010;
Voérosmarty et al.,, 2010). Als niedrigste Punkte in der Landschaft sammeln sie alle im Wasser
gelosten Stoffe, was zu hohen Schadstofffrachten fiihren kann (Liess et al.,, 2021). Entsprechend
ist die FlieRgewasserbiodiversitét global stark zuriickgegangen und bedroht (Tickner et al.,
2020). Auch in Deutschland lasst sich dies beobachten. Der gute 6kologische Zustand - gefordert
nach Wasserrahmenrichtlinie (2000/60/EG) - wird in weniger als 10 % der Fliisse erreicht
(BMUV/UBA 2022). Eine Sammlung der Wasserrahmenrichtliniendaten belegt, dass sich die im
20 Jahrhundert detektierten Verbesserungen der Wasserqualitdt und Biodiversitat in
europaischen Fliissen iiber die Jahre verlangsamt haben oder zum Stillstand gekommen sind
(Haase et al,, 2023). Auch die Renaturierungsmafinahmen sind oft weniger erfolgreich, als
erhofft (Haase et al., 2025). Als Griinde dafiir werden insbesondere die fehlende Verbindung
biologischer Antwortvariablen, physikochemische Stressoren und das Fehlen systematischen
Langzeitmonitorings genannt (Haase et al., 2025).

Das Ziel dieser Fallstudie war es daher, das Potenzial der gesammelten Schwebstoffproben
(siehe Kapitel 4) fiir ein eDNA-basiertes Monitoring von Lebensgemeinschaften (insbesondere
Fische und Wirbellose) zu priifen. Fische und Wirbellose spielen eine Schliisselrolle im
Okosystem, da sie empfindlich auf Umweltveridnderungen reagieren und zentrale Funktionen in
aquatischen Nahrungsnetzen erfiillen (Karr, 1981; Wallace et al., 1996). Als bioindikatorische
Zielorganismen werden sie deshalb auch in gesetzlich verankerten Monitoringprogrammen wie
der EU-Wasserrahmenrichtlinie (WRRL) eingesetzt (Birk et al., 2012). Gleichzeitig sind
traditionelle Monitoringprogramme durch hohen Aufwand, begrenzte raumliche Abdeckung und
geringe zeitliche Auflosung limitiert (Haase et al., 2018). Daher bietet der Einsatz von eDNA
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neue Moglichkeiten, Biodiversitit standardisiert, grofsraumig und kosteneffizient zu erfassen
(Beng & Corlett, 2020; Macher et al., 2021). Die Integration solcher molekularen Zeitseriendaten
in bestehende Programme verbessert die Auflésung langfristiger Trends und liefert
entscheidende Erkenntnisse fiir das Management und den Schutz aquatischer Okosysteme
(Altermatt et al., 2025). Ziel der Studie war es ebenfalls, die Daten mit anderen abiotischen
Daten zu moglichen Stressoren zu kombinieren.

Methode

Fiir die Studie wurden insgesamt 211 Schwebstoffproben (Jahresmischproben) aus 13
Langzeitmessstellen der UPB untersucht, die einen Zeitraum von 2005-2021 abdeckten. Zum
Vergleich von Jahres- mit Monatsproben wurden zusétzlich Proben aus Weil am Rhein, die von
Januar 2019 bis Dezember 2022 monatlich gesammelt wurden, analysiert. Aus den archivierten
Proben wurde eDNA extrahiert und fiir Fische mit 12S-Metabarcoding mit den tele02-Primern
(Taberlet et al.,, 2018) analysiert. Fiir Wirbellose wurde das Primerpaar fwhF2 /FwhR2n (Vamos
etal., 2017) verwendet. Jede Probe wurde in zwei Extraktions- und vier PCR-Replikaten in
einem eDNA-Labor an der Universitat Duisburg-Essen (spezielle UV-Reinigung der Oberflachen,
Produktschutzbénke, Schutzkleidung) verarbeitet, um die Detektionswahrscheinlichkeit zu
maximieren und die Kontaminationsgefahr zu minimieren (siehe Schiitz et al., 2025 und Kapitel
4). Zur Qualititssicherung wurden 12 Negativkontrollen pro 96-er PCR-Platte mit analysiert. Die
amplifizierten Fragmente wurden auf einer I[llumina-NovaSeq-Plattform (2 x 150 bp)
sequenziert.

Die bioinformatische Auswertung erfolgte mit der Software APSCALE (Buchner et al. 2021),
wobei OTUs mit einer Ahnlichkeit von mindestens 97 % geclustert wurden. Die taxonomische
Zuordnung erfolgte fiir Fische mithilfe der Midori-Datenbank (Leray et al., 2022), und fiir
wirbellose Tiere mit der BOLD-Datenbank und der Software BOLDigger 2 (Buchner & Leese,
2020; Ratnasingham & Hebert, 2007). Die Analysen wurden dort, wo es moglich war, auf
Artebene durchgefiihrt. Insbesondere wurde gepriift, wie sich die Artenzahlen und -
zusammensetzungen iiber die Zeit je Probestelle sowie iiber das Gesamtgebiet dnderten. Hierbei
wurde die Verdnderung iiber die sog. Nestedness und den Turnover quantifiziert. Nestedness
beschreibt, inwieweit die Artenzusammensetzung eines spateren Zeitpunkts im Fluss im
Wesentlichen eine Teilmenge fritherer Zeitpunkte ist und damit auf einen gerichteten Verlust
oder Gewinn von Arten iiber die Zeit hinweist. Turnover bezeichnet dagegen den zeitlichen
Artenaustausch, bei dem Arten zwischen Erhebungszeitpunkten verschwinden und durch
andere ersetzt werden, ohne dass sich die Gesamtartenzahl zwingend &dndert. Basierend auf dem
Vorkommen tiber die Zeit und die Flache sowie iiber die relative Haufigkeit der Metabarcoding-
Sequenzen wurden Trends in Ab- und Zunahme berechnet. Dadurch kénnen Aussagen iiber
»,Gewinner-“und ,Verliererarten“ mit Blick getroffen werden. Fiir Fische wurden diese Daten mit
existierenden Daten aus den Roten Listen verglichen (Friedrichs-Manthey et al., 2024). Zur
Analyse moéglicher abiotischer Stressoren, die als die Ursache fiir Biodiversitiatsverdnderungen
in Frage kommen, wurden Langzeitmessdaten von den Probestellen iiber die Datenbank der
UPB heruntergeladen und Korrelationsanalysen durchgefiihrt.

Ergebnisse

» Hauptaussage 1: Fisch- und Wirbellosenbiodiversitdt in Deutschlands Fliissen kénnen tber
Schwebstoffproben gut erfasst werden. Der Nachweis von Neobiota und (eingeschrankt) die
Ableitung ihrer Ausbreitungswege ist mithilfe dieser Proben moglich.

Fische: Die Analyse von insgesamt 211 Schwebstoffproben aus 13 Langzeitmessstellen iiber den
Zeitraum 2005-2021 zeigt, dass die Fischdiversitdt durch DNA-basierte Methoden zuverldssig
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erfasst werden kann. Mithilfe eines 12S-Metabarcoding-Ansatzes wurden aus den archivierten
Schwebstoffproben insgesamt 63 Fisch- und Neunaugenarten nachgewiesen, die einen grofden
Teil der in Deutschland vorkommenden Stfdwasserfauna darstellen (Schiitz et al. 2025).
Dartiber hinaus konnten weitere 88 Vogelarten, 63 Sdaugetierarten und 5 Amphibien mit dem
genutzten 12S-Ansatz identifiziert werden. AufRerdem wurde eine Vielzahl von Speisefischen
wie etwa Makrele, Sardine, Sardelle oder Pangasius nachgewiesen, die mit unterschiedlichen
Signalstdrken Riickschliisse auf Abwasser und Siedlungen liefern konnen (Xiong et al., 2022).
Diese Signale wurden vom Datensatz entfernt um die Analysen ausschlief3lich mit
SiifRwasserfischen, die tatsachlich in den Fliissen leben, durchzufiihren. Die Zusammensetzung
der detektierten Arten entsprach weitgehend der bekannten Verbreitung und den Datensitzen
des behordlichen Monitorings, einschliefilich flussspezifischer Endemiten (Friedrichs-Manthey
et al,, 2024). Auch das Auftauchen und die Ausbreitung von Neobiota, insbesondere invasiver
Grundelarten, konnte nachverfolgt werden. So war beispielsweise die Schwarzmundgrundel
(Neogobius melanostomus) zu Beginn der Zeitreihe 2005 nicht nachweisbar, nahm aber in den
Folgejahren sowohl von ihrer Signalstéirke als auch von der Anzahl der Stellen mit positivem
Nachweis rapide zu. Zudem korrelierten diese Trends der relativen Metabarcoding-Sequenzen
(,relative read abundances”) signifikant mit den rdumlichen Auftretensmustern (,site
occupancy"), was im vorliegenden Fall die semiquantitative Aussagekraft der Methode bestatigt
(Schiitz et al. 2025). Die zeitlichen Muster und Artentrends von Zu- und Abnahme iiber die
Zeitreihe, die aus den eDNA-Daten abgeleitet wurden, zeigten eine hohe Trend-
Ubereinstimmung (iiber 73 %) mit Populationstrendergebnissen traditioneller behérdlicher
Fischmonitoringprogramme (WRRL, IKSR). Diese Ubereinstimmung belegt, dass sich aus den
archivierten Schwebstoffproben verlasslich qualitative und semiquantitative Aussagen zur
Fischgemeinschaft ableiten lassen. Der Ansatz ermdglicht es, Biodiversitidtsmuster und -
veranderungen retrospektiv zu rekonstruieren und ist somit ein leistungsfahiges Werkzeug fiir
das langfristige Fischmonitoring in Fliefgewassern.

Wirbellose: Im selben Datensatz konnten insgesamt 1728 Arten von Wirbellosen nachgewiesen
werden (8151 OTUs), von denen 891 Arten eine aquatische Lebensphase (3373 OTUs) haben.
Bei den meisten Arten (550) handelte es sich um Insekten, vor allem aus der Ordnung Diptera.
Auch die wichtige Indikatorgruppe der EPT-Taxa (Ephemeroptera, Plecoptera und Trichoptera),
mit der sich die Gewassergilite 6kologisch bestimmen lasst, konnte mit dem Datensatz
nachgewiesen werden. Anders als bei den klassischen Analysen des Makrozoobenthos (oft
mittels Kick-Samples) beinhaltet der Datensatz auch eine Vielzahl mikroskopischer Organismen
sowie pelagische Invertebraten: Ruderfufdkrebse (Copepoden), Nesseltiere (Cnidaria),
Muschelkrebse (Ostracoda), Radertierchen (Rotifera) und Kiemenfufdkrebse (Branchiopoda). Da
die Methode sowohl benthische als auch pelagische Organismen aller Gréfien erfasst, ist ein
direkter Vergleich zu klassischen Monitoringdaten erschwert. Grundsatzlich kommen die
gefunden Organismen in Mitteleuropa vor (vgl. etwa GBIF), unter ihnen auch mehrere invasive
Arten wie die Chinesische Wollhandkrabbe, die Quaggamuschel, der Hockerflohkrebs, der
Sifdwasser-Borstenwurm, die Kérbchenmuschel oder das Schwammartige Moostierchen.
Dartiber hinaus sind auch z. B. geschiitzte Grofdmuschelarten wie die Gemeine Teichmuschel, die
Malermuschel oder die Grofde Flussmuschel im Datensatz enthalten. Aufierdem sind Parasiten
wie der Schwimmblasenwurm oder die Karpfenlaus nachweisbar, sowie Vektoren von
Krankheiten wie Gnitzen der Gattung Culicoides, die die Blauzungenkrankheit und Arboviren
iibertragen konnen sowie Stechmiicken u. a. Anopheles claviger (historischer Malariavektor in
Europa). Neben den Wirbellosen mit aquatischer Lebensphase konnten auch eine Vielzahl
terrestrischer Wirbelloser nachgewiesen werden wie etwa das Griine Heupferd, die
Briickenkreuzspinne, der Gemeine Regenwurm, der Grofde Leuchtkéfer oder der Gemeine
Fichtensplintbock, die aber fiir die weitere Analyse der Schwebstoffproben aus dem Datensatz
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entfernt wurden, da der Fokus hier auf aquatischen Organismen lag. Zusammenfassend lasst
sich sagen, dass die Analyse der Schwebstoffproben auf Wirbellose ein extrem umfassendes und
holistisches Bild dieser grofden Gruppe zuldsst. Es lassen sich neben klassischen biologischen
Zeigearten (EPT) auch pelagische, invasive, gefadhrdete, pathogene und sogar terrestrische Arten
nachweisen, die ein umfassendes Bild tiber die Diversitit in und an den Gewéssern liefern kann.

» Hauptaussage 2: Es wurden signifikante probestellenspezifische Veranderungen in den
Lebensgemeinschaften festgestellt, insbesondere eine Artenzunahme und die Verbreitung
invasiver Arten; eine Homogenisierung der Lebensgemeinschaften war nicht generell
feststellbar.

Fische: Die Ergebnisse zeigen deutliche, jedoch stark standortspezifische Verdnderungen in der
Fischgemeinschaftsstruktur iiber den 17-jdhrigen Untersuchungszeitraum (Abbildung 29).
Wahrend an mehreren Messstellen (insbesondere Jochenstein - Donau, Weil am Rhein und
Prossen - Elbe) ein signifikanter Riickgang der Artenzahl festgestellt wurde, blieben andere
Standorte stabil (z. B. Cumlosen, Dessau, Rehlingen) oder zeigten sogar leichte Zunahmen in der
a-Diversitit (Rhein bei Koblenz und Saar bei Glidingen). Insgesamt nahm die Undhnlichkeit der
Fischgemeinschaften zwischen den Jahren leicht zu, was auf eine zunehmende Differenzierung
der lokalen Artzusammensetzungen hinweist. Die Beta-Diversitatsanalysen zeigten, dass diese
Veranderungen tiberwiegend durch Turnover und weniger durch Nestedness bestimmt sind.
Damit lasst sich keine generelle Homogenisierung der Fischgemeinschaften feststellen - im
Gegenteil, die Unterschiede zwischen den Standorten nahmen im Mittel leicht zu. Auffallig war,
dass invasive Arten, insbesondere Grundeln wie Neogobius melanostomus oder Babka
gymnotrachelus, in fast allen Fliissen stark an Haufigkeit und raumlicher Verbreitung
(occupancy) zugenommen haben. Dennoch verlief diese Ausbreitung nicht gleichmaf3ig, sondern
fiihrte standortspezifisch zu neuen Artmischungen. Diese Heterogenitat erklart, warum die
zunehmende Prasenz invasiver Arten (noch) nicht zu einer Vereinheitlichung der
Fischgemeinschaften gefiihrt hat. Vielmehr spiegeln die beobachteten Muster eine komplexe
Kombination aus lokal differenzierter Neozoen-Etablierung, natiirlichen Standortunterschieden
und vermutlich fischereilichen Besatzmafdnahmen wider, die die Diversitdt und
Zusammensetzung der Fischgemeinschaften auf lokaler Ebene unterschiedlich beeinflussen.

Wirbellose: Zwischen den einzelnen Probestandorten gab es deutliche Diversitatsunterschiede
bei den aquatischen Invertebraten. Die artenreichsten Stellen waren die, die am weitesten
flussaufwarts bzw. in Nebenfliissen liegen (Mulde, Ulm, Prossen, Weil am Rhein, Giidingen).
Nicht nur die Artenzahl, sondern auch die Zusammensetzung der Arten zwischen den
Probestellen war signifikant unterschiedlich (Anosim R = 0,8, p = 0,001). Je nach Probestelle
konnten sowohl lineare als auch nicht-lineare Trends der Artendiversitat iiber die Zeit
festgestellt werden. So nahm die Artenzahl in Jochenstein (Donau), Wettin (Saale) und Zehren
(Elbe) signifikant ab. Auch Prossen (Elbe) und Weil (Rhein) zeigten Abnahmen, die jedoch nicht
signifikant waren (Abbildung 30). Auféerdem konnten auch artspezifische Trends der relativen
Anzahl der Sequenzierreads (Signalstiarke) nachgewiesen werden. So zeigten 115 Arten
abnehmende Trends und 53 Arten eine Zunahme. Die auf der Vornwarnliste gefiihrte Gemeine
Teichmuschel (Anodonta anatina) zeigte eine signifikant abnehmende Signalstarke an vier
Probestellen; die gefihrdete und seltene Eintagsfliege (Caenis pseudorivulorum) zeigte diesen
Trend an zwei Stellen. Zeitgleich nahmen die Anzahl der invasiven Krebse Chelicorophium
robustum und Dikerogammarus haemobaphes an mehreren Stellen zu.
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Abbildung 29: Ubersicht zu den Fischdiversititstrends an den 13 Messstellen der UPB (oben)
sowie ,,Gewinner” (griin) und ,,Verlierer” (rot) mit Blick auf Zu- und Abnahme von

Nachweisen iiber alle Probestellen hinweg (unten)
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Abbildung 30: Generalisierte additive Modelle (GAMs) der eDNA-Zeitreihen fiir Wirbellose an den

verschiedenen Standorten

Signifikante Trends sind mit einem * gekennzeichnet. Quelle: eigene Darstellung, UDE.
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» Hauptaussage 3: Die Biodiversitatsdaten kdnnen mit chemisch-physikalischen Daten aus dem
behordlichen Monitoring kombiniert werden und liefern, zusammen mit diesen, Einblicke in
mogliche Treiber des Biodiversitatswandels.

Die Trenddaten der Fische aus den Schwebstoffproben wurden mit Trenddaten einer
Langzeituntersuchung der Fischfauna aus dem Routinemonitoring (WRRL sowie
Monitoringdaten der Internationalen Kommission zum Schutz des Rheins, IKSR) verglichen. Die
WRRL-Daten wurden ebenfalls fiir die Trendanalysen bei den Rote-Listen-Arten der Fische und
Rundmauler herangezogen (Freyhof et al., 2023; Friedrichs-Manthey et al., 2024). Trotz
erheblicher Unterschiede im Probenahmedesign, in der Haufigkeit der Probenahme, den
Methoden und den Datentypen zeigte die Analyse eine insgesamt moderate bis starke
Ubereinstimmung zwischen den Datensétzen. Von den 49 Arten wiesen 36 (73,5 %) dieselbe
Trendrichtung auf, sodass beide Datensatze fiir die Mehrheit der Arten eine vergleichbare
Entwicklung der Populationen dokumentieren. Die Spearman-Rangkorrelation war signifikant
und zeigte mit p = 0,479 (p < 0,001) eine moderate positive Korrelation zwischen den
Trendschitzungen. Auch Cohen’s Kappa von 0,457 deutet auf eine moderate Ubereinstimmung
hin, wenn die Trends kategorisiert betrachtet werden (Abbildung 31). Der Wilcoxon-Test ergab
keinen systematischen Fehler zugunsten eines der beiden Datensatze (p = 0,078). Die Bland-
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Altman-Analyse zeigte einen geringen mittleren Unterschied von -0,039 zwischen den
Trendschitzungen mit relativ engen Grenzen der Ubereinstimmung (-0,328 bis 0,250). Die
geringe Streuung der Werte um die Nulllinie verdeutlicht die insgesamt gute Kongruenz der
Datensatze, wobei nur wenige Ausreifderarten deutliche Abweichungen aufwiesen (Anhang
A.6).

Da die Schwebstoffproben bisher fiir chemisches Monitoring genutzt wurden, und die
Probestellen an Langzeit-Monitoringstellen liegen, sind fiir die Zeitreihen ebenfalls eine Vielzahl
von chemisch-physikalischen Messreihen frei verfiigbar (https://umweltprobenbank.de). Die
Korrelation dieser Daten mit den Daten der Fischdiversitit zeigt exemplarisch, dass die
gemessenen Parameter mit dem Fischreichtum und auch der Fischzusammensetzung
korrelieren (Abbildung 31). Insbesondere Faktoren wie Quecksilberkonzentration,
durchschnittliche Abflussmenge, Chlorid, aber auch Feinsedimentgehalt, Temperatur oder
sogenannte Ewigkeitschemikalien (PFAS) und Pflanzenschutzmittel kénnen das Vorkommen der
Fischarten negativ beeinflussen. Fiir die Wirbellosen wurden ebenfalls signifikante Einfliisse von
Umweltparametern, insbesondere chemischen Parametern auf die a-Diversitit sowie
spezifische Arten gefunden (Abbildung 32). Insgesamt war eine Abnahme der Artendiversitat
an mehreren Stellen tliber die Zeit zu finden, wobei weitere Analysen die Abhangigkeit von den
zugrundeliegenden Parametern, insbesondere ohne Readabundanz (q=0) oder Gewichtung der
Readabundanz (q=2; Abbildung 32 B). Die Zusammensetzung dieser multiplen Stressoren ist
dabei vor allem probestellenspezifisch, erklart also insbesondere das Vorkommen der Arten
einer Stelle. Einschriankend ist festzuhalten, dass diese Vergleiche exemplarisch fiir den
Vergleich der Fisch- und Wirbellosendiversitat mit Umweltfaktoren sind, da weder die
verfligbaren Chemikalienbelastung noch andere abiotische und biotische Umweltfaktoren
vollumfanglich in die Studie integriert wurden. Die vorliegenden Korrelationsanalysen zwischen
eDNA-Biodiversitatsdaten und abiotischen Messwerten sind als erste explorative Anndherung
zu verstehen. Die Verknilipfung der genetischen Zeitreihendaten mit den chemisch-
physikalischen Langzeitdaten der UPB-Messstellen und den Gewadsserdaten der Bundeslander
(WRRL) erwies sich dabei als anspruchsvoller als urspriinglich erwartet: Eingeschrankte
Datenverfiligbarkeit, unterschiedliche Erhebungsintervalle und das Fehlen etablierter
statistischer Konzepte fiir die Integration heterogener Biodiversitiats- und Umweltdatensatze
stellten wesentliche Herausforderungen dar. Fiir eine belastbare Identifikation kausaler Treiber
des Biodiversitatswandels in einer Multi-Stressor-Umwelt sind daher weiterfiihrende
okologisch-statistische Untersuchungen unabdingbar - insbesondere Mehrfachstressor-
Analysen unter Einbeziehung eines breiteren Spektrums an Gewasser-, Klima- und
Landnutzungsdaten sowie der Einsatz moderner multivariater und KI-gestiitzter Verfahren.
Diese Herausforderung betrifft nicht allein die limnischen Fallstudien, sondern ist als
iibergreifendes Querschnittsthema des gesamten TrendDNA-Projekts zu verstehen.
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Abbildung 31: Ubersicht iiber getestete Treiber zur Verinderung der Fischdiversitit an den SPM-

Messstellen.
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A) Korrelation zwischen Feinsedimentanteil (Schluff) und Artenzahl. B) Korrelation zwischen der Signalstarke einzelner
Fischarten und der Konzentration von Stressoren. C) Redundanzanalyse (RDA) zur Darstellung der Beziehung zwischen
Fischartenzusammensetzung pro Standort und den gemessen Umweltparametern darzustellen. Die Richtung und Lénge der
Pfeile zeigt den Einfluss der jeweiligen Variable auf die Artenzusammensetzung. Das Modell erklart insgesamt 28,6% der
Variation in der Zusammensetzung der Fischarten basierend auf den Umweltfaktoren. D) Random-Forest-Modell, das die
Artenvielfalt anhand der verschiedenen Umweltfaktoren vorhersagt. Quelle: Schiitz et al. (2025).
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Abbildung 32: Diversitdtsanalyse und Effekte von Stressoren auf die aquatischen Wirbellosen
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A) Verdnderung der relativen Readzahl tiber die Zeit fur einzelne Wirbellosenarten. B) Verdnderung der a-Diversitat GUber
die Zeit fir drei verschiedene Metriken (Hill-Zahlen mit q=0, q=1, q=2). C) Redundanzanalyse (RDA) zur Darstellung der
Beziehung zwischen Wirbellosenzusammensetzung pro Standort und den gemessen Umweltparametern darzustellen. Die
Richtung und Lange der Pfeile zeigt den Einfluss der jeweiligen Variable auf die Artenzusammensetzung. Das Modell erklart
insgesamt 20,6% der Variation in der Zusammensetzung der Wirbellosenarten basierend auf den Umweltfaktoren. D)
Random-Forest-Modell, das die Artenvielfalt anhand der verschiedenen Umweltfaktoren vorhersagt. Quelle: eigene
Darstellung, UDE.

Herausforderungen und Ausblick

Die Ergebnisse der Fallstudie zeigen, dass eDNA-Metabarcoding von archivierten
Schwebstoffproben eine effektive Methode fiir die langfristige und retrospektive
Biodiversitatsbewertung ist. Durch die Kombination von eDNA-Metabarcoding mit chemischen
Analysen lassen sich biologische Trends, Belastungen und Umweltparameter aus einem
standardisierten Probentyp rekonstruieren. Damit eroffnet sich die Moglichkeit eines
integrierten Monitorings, das Biodiversitat und Stressoren verbindet und so evidenzbasierte
Mafinahmen im Rahmen der WRRL und weiterer Natur- und Umweltschutzinitiativen
unterstiitzt. Besonders interessant ist, dass basierend auf den Daten des TrendDNA-Projekts
(Kapitel 3) ist die kiinftige Integration und Analyse von Monatsproben sowie von zusatzlich
Wasser-eDNA-Proben, da diese Daten komplementire Informationen liefern. Eine an das
TrendDNA-Projekt angelehnte Fallstudie von UDE und UT zeigte, wie iiber den Stammbaum des
Lebens die Phanologie ganzen Organismengruppen an der Wasser-Land-Schnittstelle untersucht
werden konnen. Hier gilt es in kiinftigen Analysen verstarkt mit 6kologischer Statistik, KI und
den verfiigbaren chemischen Messdaten weitere Untersuchungen durchzufiihren. Diese Daten
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sowohl fiir die WRRL, als auch fiir weitere Messprogramme der Fliisse (IKSR, IKSD, Elbe) von
hoher Relevanz.

Datenverfiigbarkeit

Alle Daten zu den Zeitreihen sind tiber ENA Accessionnummer PRJEB111031 abzurufen und mit
Metadaten gemif FAIR-Prinzipien angereichert. Eine Ubersicht iiber ebenfalls hinterlegte
Protokolle und Metadaten (inklusive OTUs und Taxa fiir alle drei Marker) ist in Tabelle 8
angegeben.

5.2.2 Taxonomische Zusammensetzung und Funktion von Bodengemeinschaften:
raumzeitliche Veranderungen

Wie wirken sich Klimawandel, Pestizidbelastung und Landnutzung auf Artenzusammensetzung,
funktionale Diversitat (z. B. Stoffkreislaufe) und biotische Interaktionen in
Bodenlebensgemeinschaften aus?

» Der Artenreichtum von Bakterien, Pilzen und Metazoa blieb (iber die 17 Untersuchungsjahre
weitgehend stabil, obwohl sich die Zusammensetzung der Gemeinschaften deutlich
veranderte.

» Die Stabilitat der Artenzahl verdeckt tiefgreifende Umstrukturierungen innerhalb der
Gemeinschaften, insbesondere bei Bakterien und Pilzen, die Anzeichen einer zunehmenden
Homogenisierung zeigen.

» Die Zusammensetzung der Bodengemeinschaften wurde, je nach Lebensgemeinschaft, vor
allem durch Landnutzung (Okosystemtyp) und den Standort bestimmt. Fiir die mikrobiellen
Taxa war die Landnutzung den wichtigsten Faktor, flir Metazoa der Standort bzw. die
Biogeographie.

Institution | Habitat Probentyp Methode # Proben Bewertung
SGN Boden Auflage (O- Metagenomik, Fokus | 54 Bodenproben Erfolg
Horizont) Boden-Mesofauna,

Pilze, Bakterien

Motivation der Fallstudie

Boden gehort zu den artenreichsten Lebensraumen der Erde (Anthony et al,, 2023). Er
beherbergt komplexe Gemeinschaften aus Bakterien, Pilzen und wirbellosen Tieren. Diese
erfiillen wichtige 6kologische Funktionen wie Nahrstoffkreislauf, Kohlenstoffspeicherung und
Priméarproduktion (Osburn et al., 2021). Bodengemeinschaften sind zentral fiir die Gesundheit
terrestrischer Okosysteme, doch ihre Biodiversititsmuster - besonders zeitliche Verdnderungen
- sind noch wenig verstanden (Le Provost et al., 2021). Langzeitdaten zur Bodenbiodiversitat
sind selten. Dadurch bleiben wichtige Fragen, etwa zur Stabilitiat oder Verdnderung unter
globalen Einfliissen wie Landnutzungsintensivierung, Verschmutzung und Klimaerwarmung,
offen (Parra-Sanchez et al., 2025). Grofsraumige Analysen zeigen, dass die lokale Artenzahl vieler
()kosysteme trotz Umweltverdnderungen oft stabil bleibt (Blowes et al., 2019; Krehenwinkel,
Weber, Broekmann, et al., 2022). Diese Stabilitdt verdeckt jedoch haufig deutliche
Verschiebungen in der Zusammensetzung. Die Entkopplung von Artenzahl und
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Zusammensetzung hat das Bewusstsein fiir eine zunehmende Homogenisierung iiber Zeit und
Raum gescharft (Hillebrand et al., 2018). Die iiber 17 Jahre (2002-2018/19) an 11 Standorten in
Deutschland gesammelten und tiefgefrorenen Bodenproben bieten eine einzigartige Grundlage,
um Biodiversitatstrends mithilfe neuer DNA-basierter Methoden zu untersuchen. Mit
Metagenomik lassen sich Artenreichtum und -zusammensetzungsanderungen bei Bakterien,
Pilzen und Metazoen gleichzeitig erfassen. Damit konnen zwei wissenschaftliche Fragen
beantwortet werden: (1) Ist der Artenreichtum iiber die Zeit stabil geblieben (Resilienz lokaler
Gemeinschaften)? Sowie (2) hat sich die Zusammensetzung durch Homogenisierung verandert
(gerichtete Strukturverdnderung)? Metagenomik ermdglicht zudem die abundanzbasierten
Prozesse hinter diesen Mustern und mogliche Unterschiede zwischen den Taxa zu analysieren.

Methode

Insgesamt wurden in dieser Fallstudie 54 Proben analysiert. Diese stammen aus der
routineméfigen Bodenprobennahme (Weinfurtner & Kérner, 2022) an 11 Standorten in neun
Regionen in Deutschland, die zwischen 2002 und 2019 alle vier Jahre beprobt wurden. Fiir die
genetische Analyse wurde zunachst die DNA mit dem ZymoBIOMICS™ DNA/RNA Miniprep Kit
(Zymo Research, Freiburg, Deutschland) extrahiert. Nach der Quantifizierung wurden die DNA-
Extrakte zu Hochdurchsatz-Sequenzierbibliotheken verarbeitet und auf einem Illumina NovaSeq
6000 (Novogene, Cambridge, UK) mit einer Tiefe von 2 GB pro Probe sequenziert.

Die taxonomische Zuordnung erfolgte schrittweise mit Kraken2 v2.1.2** (Wood et al,, 2019)
gegen mehrere Referenzdatenbanken: Mensch (zur Kontrolle méglicher Kontaminationen),
Bakterien, Pilze und Pflanzen (kombiniert) sowie Bodenwirbellose (Collins et al., 2023). Die
Sequenzdaten sind beim US National Center for Biotechnology Information unter BioProject
PRJNA1276286 verfiigbar. Zur Untersuchung der taxonomische Zusammensetzungsianderungen
wurden fiir jede Organismengruppe der Artenreichtum und die zeitlichen Bray-Curtis-
Dissimilaritiaten zwischen den Jahren an allen 11 Standorten berechnet. Diese Dissimilarititen
wurden weiter aufgeteilt in 1) ausgeglichene Abundanzvariation (Austausch von Individuen
zwischen Arten, ein Analogon von Turnover) und 2) Abundanzgradienten (allgemeiner Verlust
oder Zugewinn von Individuen {iber alle Arten hinweg, ein Analogon von Nestedness) (Baselga,
2013). Zusatzlich wurde die RNA-Qualitat der UPB-Proben fiir zukiinftige
Metatranskriptomikstudien gepriift. RNA wurde mit dem gleichen Kit extrahiert wie die DNA
und mit dem QuantiFluor® RNA-System (Promega, Madison, USA) quantifiziert.

Ergebnisse

Insgesamt wurden 1,4 Milliarden metagenomische Reads sequenziert, von denen nach der
Verarbeitung 0,6 Millionen Reads zugeordnet werden konnten: 51 % zu Viridiplantae, 34 % zu
Bakterien, 13 % zu Metazoa und 3 % zu Pilzen. Der taxonomische Reichtum von Bakterien,
Pilzen und Metazen lag zwischen 50 (Harz, 2002) und 1449 Taxa (Bornhéved, 2006) und zeigte
keine statistisch signifikanten zeitlichen Trends. Der Artenreichtum war an Ackerstandorten bei
allen Gruppen am hochsten (Abbildung 33).

» Hauptaussage 1: Der Artenreichtum von Bakterien, Pilzen und Metazoen blieb tber die 17
Untersuchungsjahre weitgehend stabil, obwohl sich die Zusammensetzung der
Gemeinschaften deutlich veranderte.

Das Ausbleiben signifikanter Veranderungen im taxonomischen Reichtum von Bakterien, Pilzen
und Metazoen entspricht Mustern, die auch in anderen 0kosystemen beobachtet wurden, in
denen die lokale Artenzahl tiber die Zeit meist stabil bleibt (Blowes et al., 2019). Solche Stabilitat
entsteht oft durch den Austausch von Arten, der Verluste ausgleicht, und damit gleichzeitig
deutliche Anderungen in der Zusammensetzung verdeckt (Hillebrand et al., 2018). In dieser
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Studie zeigten sich deutliche Unterschiede im Artenreichtum zwischen Landnutzungsformen.
Diese Unterschiede waren bei Bakterien am starksten ausgepragt, deren Artenreichtum auf
landwirtschaftlich genutzten Flachen (,Ackerland“ in Abbildung 33) am hdochsten und in
Waldern am geringsten war (Abbildung 33). Dieses Muster stimmt mit Beobachtungen aus ganz
Europa tiberein (Siles et al., 2025), wonach intensiv bewirtschaftete Boden oft mehr
Bakterienarten enthalten als weniger gestorte Lebensrdume. Ursache ist vermutlich die hohere
Nahrstoffverfiigbarkeit, die grofdere Populationsgrofien und damit hoheren Artenreichtum
ermoglicht (Wright, 1983).

Abbildung 33: Taxonomischer Reichtum der Organismengruppen bei unterschiedlicher
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Boxplots zeigen den Median, die unteren und oberen Quartile (erste und dritte Quartile) sowie die Whisker, die bis zum
kleinsten bzw. groRten Wert reichen, der hochstens das 1,5-Fache des Interquartilsabstands betragt. Werte aulRerhalb
dieses Bereichs gelten als Ausreifler und sind als einzelne Punkte dargestellt. Landwirtschaftlich-genutzte Flachen als
»Ackerland” in Abbildung 33. Quelle: eigene Darstellung, SGN.

» Hauptaussage 2: Die Stabilitat der Artenzahl verdeckt tiefgreifende Umstrukturierungen
innerhalb der Gemeinschaften, insbesondere bei Bakterien und Pilzen, die Anzeichen einer
zunehmenden Homogenisierung zeigen.

Die Gesamtdissimilaritat der Gemeinschaftszusammensetzung blieb tliber die Zeit stabil
(Abbildung 34). Die Aufteilung in ausgeglichene Variation und Abundanzgradienten (Baselga,
2013) zeigte jedoch zeitliche Umstrukturierungen: Fiir Bakterien und Pilze deuteten die
Ergebnisse auf eine zunehmende Homogenisierung hin, nicht aber fiir Metazoen. Dies weist auf
grundlegende Unterschiede zwischen diesen Gruppen hin. Bei Bakterien und Pilzen kénnten die
Veranderungen durch eine wachsende Dominanz toleranter oder opportunistischer Taxa
entstehen, die durch Umweltfaktoren wie Verschmutzung, Diingung, Klimadnderungen oder
Vegetationswandel begiinstigt werden (Colossi Brustolin et al., 2019). Die stabile
Zusammensetzung der Metazoen spiegelt moglicherweise deren langsamere Lebenszyklen und
eingeschrankte Ausbreitung wider (McGill et al,, 2015).
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Abbildung 34: Zeitliche Trends der Bray-Curtis-Distanzen (Betadiversitit, Y-Achse) sowie ihrer
Komponenten der ausgeglichenen Variation und des Abundanzgradienten
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Boxplots zeigen den Median, die unteren und oberen Quartile (erste und dritte Quartile) sowie die Whisker, die bis zum
kleinsten bzw. groRten Wert reichen, der hochstens das 1,5-fache des Interquartilsabstands betragt. Werte aufRerhalb
dieses Bereichs gelten als AusreilRer und sind als einzelne Punkte dargestellt. Quelle: eigene Darstellung, SGN.

» Hauptaussage 3: Die Zusammensetzung der Bodengemeinschaften wurde, je nach
Lebensgemeinschaft, vor allem durch Landnutzung und den Standort bestimmt. Wahrend fiir
die mikrobiellen Gruppen Landnutzung den wichtigsten Faktor darstellte, war dies fiir die
Metazoa der Standort bzw. die Biogeographie.

Die Zusammensetzung der Gemeinschaften wurde statistisch signifikant durch den Standort
oder die Landnutzung bestimmt (Abbildung 35). Mikrobielle Gemeinschaften wurden stark
durch die Landnutzung bestimmt - ein bekannter Hauptfaktor fiir Bodenmikroben (Barnett et
al,, 2020). Die Zusammensetzung der Bodenmetazoen hing dagegen starker vom Standort als
von der Landnutzungsart ab, was auf die Bedeutung historischer Biogeographie und begrenzter
Ausbreitung hinweist.

Herausforderungen

Insgesamt zeigen die Ergebnisse, dass die DNA- und RNA-Erhaltung in den Archivproben
hervorragend ist und sich gut fiir die Analyse historischer Biodiversitédtstrends eignet. Ein
zentrales Problem war jedoch die geringe Erfolgsrate der taxonomischen Zuordnung: 99,5 % der
Rohdaten konnten keiner bekannten Art zugeordnet werden. Dies verdeutlicht die
Liickenhaftigkeit der Referenzdatenbanken fiir Bodenwirbellose (Collins et al., 2023) und
Mikroben (Furtak et al., 2020). Durch das Fehlen der Referenzen kénnen wichtige
Gemeinschaftsanderungen unentdeckt bleiben - eine Art “dunkle Materie“ der
Biodiversitatsforschung. Obwohl Metagenomik und Metabarcoding leistungsfahige Werkzeuge
fiir die Biodiversitatsiiberwachung sind, ist ein schneller Ausbau der
Referenzsequenzdatenbanken dringend erforderlich. Die Ergebnisse zeigen zudem, dass stabile
Gesamtmetriken der Biodiversitit strukturelle Anderungen in den Abundanzen iiberdecken
kénnen, ein bekanntes Problem der Biodiversitatsforschung (Hillebrand et al., 2018). Die
getrennte Betrachtung von ausgeglichener Variation und Abundanzgradienten machte
artspezifische Abundanztrends sichtbar. Sie unterstreicht daher die Notwendigkeit, {iber
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einfache Kennzahlen hinauszugehen und differenziertere, taxonomisch umfassendere Ansitze
zu entwickeln. Die unterschiedlichen Trends von Bakterien, Pilzen und Metazoen verdeutlichen,
dass Bodenbiodiversitit nicht einheitlich auf Umweltveranderungen reagiert. Diese
Unterschiede spiegeln artspezifische Anpassungen an globale Veranderungen wider.
Bodenbiodiversitat darf daher nicht als funktionell homogene ,Black Box“ betrachtet werden,
und das Bodenmanagement sollte diese Unterschiede beriicksichtigen. Wahrend die Effekte von
Habitatveranderungen bei Mikroben und Pilzen besser vorhersehbar sind, erfordert der Schutz
der Bodentiere wahrscheinlich starker standortspezifische Strategien.

Abbildung 35: Nicht-metrische multidimensionale Skalierung (NMDS) der Zusammensetzung
bakterieller (Stress: 0,164), pilzlicher (Stress: 0,17) und metazoischer (Stress: 0,259)
Gemeinschaften.

Graue Ellipsen zeigen die 95 %-Konfidenzintervalle der Zentren der Landnutzungsgruppen.
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Quelle: eigene Darstellung, SGN.

Ausblick

Um die Treiber von Biodiversititsmustern zu verstehen, ist eine hohere rdumliche Auflésung
notig. Die Zeitreihen der 11 Standorte zeigen zwar klare Landnutzungseffekte, doch fiir das
Verstédndnis spezifischer Einfliisse - etwa von Klima, Schadstoffen oder Landnutzungswandel -
sind dichtere raumliche Daten erforderlich. Diese werden im BioDiv4Soil-Projekts im Kontext
des Aktionsprogramms Natiirlicher Klimaschutz (ANK) in den kommenden Jahren erhoben und
analysiert.

Beziiglich der optionalen Leistungen konnte aus allen Bodenproben RNA in messbaren
Konzentrationen (durchschnittlich 9,8 ng/ul; zwischen 1,3 und 45,2 ng/ul) isoliert werden. Die
Extrakte werden kiinftig fiir die Erstellung und Sequenzierung metatranskriptomischer
Bibliotheken verwendet. Aktuell wird Metabarcoding fiir alle extrahierten Proben durchgefiihrt,
um die Ergebnisse mit den Metagenomdaten zu vergleichen. Dafiir werden sieben Primer
verwendet, die die Markergene 168, ITS, 18S, 28S und COI fiir die Identifikation von Bakterien,
Archaeen, Pilzen, Protisten, Nematoden, Mikroarthropoden und Enchytrdaen amplifizieren. Die

95



TEXTE Umweltprobenbank des Bundes: Untersuchung der biologischen Vielfalt mit der Umweltprobenbank -
Abschlussbericht

Metabarcoding-PCRs werden mit fiinf individuell markierten technischen Replikaten
durchgefiihrt und auf lllumina- oder AVITI-Plattformen sequenziert.

Datenverfiigbarkeit

Alle statistischen Analysen und Eingabedateien der Metagenomik sind 6ffentlich in FigShare
verfiigbar (https://doi.org/10.6084/m9.figshare.30069451). Ein wissenschaftliches Manuskript
zu den Ergebnissen wurde bei einer internationalen Fachzeitschrift eingereicht; ein Preprint ist
auf bioRxiv veroffentlicht (Paetsch et al.,, 2025). Die metagenomischen Sequenzen sind iiber
NCBI o6ffentlich verfiigbar (BioProject PRJNA1276286).

5.23 Ausbreitung mariner Neozoen im Kontext vom Klimawandel

Kann die Einwanderung gebietsfremder Arten an der deutschen Nordseekiiste durch eDNA-
Metabarcoding-Analysen aus Biotaproben (Miesmuscheln) nachverfolgt werden?

» Die Miesmuschelproben der UPB lassen eine detaillierte Riickverfolgung der
Populationsdynamiken invasiver Arten zu.

» Die Invasion der australischen Seepocke Austrominius modestus lasst sich mit dem
Klimawandel in Verbindung bringen.

Institution | Habitat Probentyp Methode # Proben Bewertung
uT marin Miesmuschel | eDNA- 69 Erfolg
Metabarcoding (COI, | Jahreshomogenate
18S)

Motivation der Fallstudie

Neben Habitatzerstérung, Umweltverschmutzung, Ubernutzung und dem Klimawandel sind
invasive Arten ein Haupttreiber des Biodiversitatsverlusts auf der ganzen Welt (Jaureguiberry et
al,, 2022). Das Problem mit invasiven Arten ist, dass sie in der frithen Phase ihrer Einwanderung
haufig unter dem Radar der 6ffentlichen Wahrnehmung laufen und héchstens von Experten als
problematisch eingestuft werden. Das Bewusstsein fiir ein 6kologisches (und wirtschaftliches)
Problem in der allgemeinen Offentlichkeit setzt hiufig erst ein, wenn das Populationswachstum
die exponentielle Phase schon erreicht hat, was die Beseitigung oder auch nur eine Kontrolle der
invasiven Art so gut wie unmaoglich macht (Genovesi & Carnevali, 2011; Simberloff et al., 2013).
Das gilt besonders fiir Invasionen kleiner, oder versteckt lebender Arten. Da Invasionen
massiven okologischen und wirtschaftlichen Schaden verursachen kénnen, ist eine frithzeitige
Erkennung umso wichtiger.

Die Archivproben der UPB konnten helfen invasive Populationstrends in einer fritheren Phase
zu erkennen, um so schneller gegenzusteuern. Das Ziel dieser Fallstudie war es, an einer gut
dokumentierten Invasion retrospektiv zu testen, wie genau die eDNA-Signale in Archivproben
die tatsachliche Ausbreitung einer invasiven Art widerspiegeln, um dies fiir die Fritherkennung
anderer Invasionen nutzen zu kdnnen. Als Zielart bot sich hierfiir die australische Seepocke
Austrominius modestus an, die neben in Deutschland heimischen Seepockenarten in grofder
Abundanz auf den Miesmuscheln der Probenahmeflachen zu finden ist. Die Einwanderung von A.
modestus ist sehr gut dokumentiert, sodass die genetischen Langzeitreihen mit morpho-
taxonomischen Datenreihen validiert und die genetischen Signale aus den Archivproben direkt
mit Individuenzdhlungen abgeglichen werden kénnen.
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Methode

Die Untersuchungen umfassen insgesamt 69 Miesmuschelhomogenate, die tiber einen Zeitraum
von 1985-2020 an den beiden Nordseestandorten der UPB gesammelt wurden (Abbildung 36
A). Fiir die Analyse wurde zunichst DNA aus jeweils 200 mg Muschelhomogenat mit CTAB-
Extraktionspuffer und einem entsprechenden Protokoll isoliert (Krehenwinkel, Weber,
Broekmann, et al,, 2022). Fiir die Amplifikation eines Abschnitts des COI-Gens wurde spezifische
Primer genutzt, die mit gleichem Erfolg heimische und invasive Arten amplifizieren. Pro Probe
wurden 3 PCR-Replikaten erstellt und alle Proben gemeinsam auf einem Illumina MiSeq
sequenziert (500-cycle V2). Zu den Proben wurden Negativkontrollen sowie einige Proben aus
der Ostsee, in der die Art nicht vorkommt, hinzugefiigt, um (Kreuz-)Kontaminationen
detektieren zu konnen. Die Rohdatenprozessierung erfolgte mit den Programmen PEAR (.
Zhang et al,, 2014) und USEARCH (Edgar, 2010). Identische Sequenzen wurden zu ESVs
zusammengefiihrt. Die taxonomische Annotation erfolgte durch das blast2taxonomy-Skript
v1.4.2 (Schoneberg, 2025). Temperatur-Zeitreihendaten fiir die untersuchten Standorte wurden
von der Datenbank des DWD heruntergeladen.

Ergebnisse

» Hauptaussage 1: Miesmuschelproben der UPB lassen eine detaillierte Riickverfolgung der
Populationsdynamiken invasiver Arten zu.

Ein Abgleich der relativen Anzahl gelesener Sequenzen (Reads) vom Standort Sylt mit
tatsachlichen Zahlungen von Individuen derselben Jahre und desselben Standorts ergab einen
engen Zusammenhang (Abbildung 36 C). Dies zeigt, dass die Metabarcoding-Ergebnisse im Fall
der Seepocken auch quantitativ genutzt werden konnen. Die weitere quantitative Auswertung
zeigte, dass die relative Readanzahl von A. modestus am Jadebusen deutlich hoher war als auf
Sylt, was auf eine grofiere Population am Jadebusen hinweist (Abbildung 36 D und E). An
beiden Probenahmefldchen (Sylt und Jadebusen) nahm die Readanzahl mit der Zeit signifikant
zu, wobei der Readanteil der nativen Seepockenarten abnahm. Die Daten weisen also auf eine
Verdrangung der heimischen Seepockenarten durch A. modestus hin. Die Populationen von A.
modestus wuchsen aber nicht konstant, sondern zeigten an beiden Standorten dhnliche
Schwankungen: Nach Wachstumsphasen folgte wiederholt ein starker Abfall der relativen
Readanzahl, was auf plétzliche Einbriiche in den Populationsgréfien hinweist. Diese Einbriiche
waren in den Jahren 1996 und 2010 besonders ausgepragt.

Neben der invasiven Seepocke konnte die Einwanderung weiterer invasiver Arten dokumentiert
werden (Abbildung 37). Beispiele dafiir waren die parasitische Copepodenart Mytilicola
intestinalis, die den Verdauungstrakt der Muschel befillt, die Braunalge Thalassiosira sp., die
Griinalge Coccomyxa sp. und die parasitische Ciliatenart Peniculistoma mytili, die die
Mantelhohle der Muschel befallt. All diese Arten sind klein und unauffallig und wurden in
reguldren Monitoringprogrammen daher vermutlich bisher libersehen.

» Hauptaussage 2: Die Invasion der australischen Seepocke Austrominius modestus lasst sich mit
dem Klimawandel in Verbindung bringen; sie profitiert von warmen Wintern.

Zu den Zeitpunkten der Jahreswechsel 1995/96 und 2009/10 gab es besonders starke
Temperatureinbriiche, also besonders harte Winter. A. modestus entstammt dem australischen
Raum und ist an warmere Temperaturen angepasst. Die Daten zeigen deutlich, dass strenge
Winter zu Populationseinbriichen der invasiven Art fithren. Diese waren am Jadebusen, an dem
sich schon eine relativ stabile Population der Art etabliert hat, weniger stark ausgepragt
(geringere Schwankungen in der relativen Readabundanz, Abbildung 36 D). Fiir die nordlich
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gelegenere Probenahmestelle auf Sylt zeigen die Daten einen deutlich verzogerten
Wiederanstieg der Populationsgréfde nach einem Einbruch (Abbildung 36 E). Insgesamt war
aber an beiden Flachen die relative Readanzahl signifikant positiv mit der mittleren
Wintertemperatur korreliert. Diese Ergebnisse weisen darauf hin, dass A. modestus mit dem
Klimawandel und den dadurch steigenden Temperaturen immer bessere Chancen auf
Etablierung und Ausbreitung von Populationen hat bzw. in der Vergangenheit bereits hatte, da
das Klima zunehmend von milden Wintern gepragt ist.

Abbildung 36: Zusammenfassung der Untersuchung von miesmuschelassoziierten
Gemeinschaften
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A) Karte der beprobten Miesmuschelstandorte. B) NMDS-Diagramm der Ahnlichkeit der nachgewiesenen Gemeinschaften
von muschelassoziierten Metazoen. Das Diagramm zeigt die unterschiedlichen Gemeinschaften von Tieren in Nord- und
Ostsee. C) Assoziation der relativen Sequenzabundanzen mit echten Abundanzen aus den Individuenzdhlungen der
invasiven Seepocke Austrominius modestus auf Sylt. D) & E) Sequenzabundanzen der invasiven Seepockenart A. modestus
und der heimischen Seepockenarten Balanus crenatus und Semibalanus balanoides an den zwei Nordseestandorten (D
Jadebusen, E Sylt) der UPB von 1985 bis 2020. Die weifRe Linie zeigt die durchschnittliche Wintertemperatur. Quelle: Junk et
al. (2023).

Herausforderungen

Die Ergebnisse der Studie zeigen, wie sich beispielsweise Populationstrends einzelner Arten mit
Umweltvariablen wie hier am Beispiel der Temperatur verkntipfen lassen. Aus der Kombination
der Daten lassen sich belastbare Aussagen zum Einfluss verschiedener Umweltfaktoren treffen.
Diese Studie zeigt, dass der Klimawandel hochkorreliert mit dem Auftreten weniger
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kalteresistenter invasiver Arten ist. Die Daten zu dem Auftreten bekannter Arten lassen sich
ggfs. als Trainingsdatensatz in modernen datenwissenschaftlichen Ansatzen (Maschinelles
Lernen) fiir das Detektieren einwandernder Organismen nutzen, die bislang aber nicht in
Referenzbibliotheken hinterlegt sind und somit ist weitere Arbeit hierzu noétig. Eine weitere
Limitation ist die Quantifizierung. Obwohl die Ergebnisse fiir die Seepocken in eine eindeutige
Richtung weisen, ist mit Metabarcoding-Daten nur unter gewissen Voraussetzungen (z. B. gleich
starke Amplifikation verschiedener Taxa) eine quantitative Aussage moglich.

Abbildung 37: Veranderung der relativen Sequenzabundanzen von vier invasiven Arten an den
Nordseestandorten der UPB
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Die Abbildungen zeigen die relativen Sequenabundanzen (Y-Achse) flr die parasitische Copepodenart Mytilicola intestinalis,
fiir die Diatomee Thalassiosira sp., fur die Griinalge Coccomyxa sp. und fiir die parasitische Ciliatenart Peniculistoma mytili.
Die Diagramme zeigen, wie Proben der UPB helfen kénnen, kryptische biologische Invasionen zu detektieren. Quelle: Junk
etal. (2023).
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Ausblick

Die Studie zeigt, dass das Archiv der UPB bei regelmafdiger Anwendung molekulargenetischer
Verfahren ein grof3es Potenzial als Frithwarnsystem hat, da nicht nur die Einwanderung
gebietsfremder Arten, sondern auch das Verschwinden von Arten friihzeitig erkannt werden
kann. Auch zeigt die Studie, wie das Auftreten der weniger kalteresistenten Arten als moglicher
Klimawandelindikator genutzt werden kann. Hierzu sind weitere Untersuchungen notig.

Datenverfiigbarkeit

Alle Daten zu der Studie sind gemafd FAIR-Prinzipien in DataDryad hinterlegt:
https://doi.org/10.5061/dryad.tb2rbp067 (siche Tabelle 8).

5.2.4 Integrative Analyse von Biodiversitatstrends liber terrestrische, limnische und
marine Lebensrdume hinweg

Gibt es Biodiversitatsveranderungen, die gleichermaRen in marinen, limnischen und
terrestrischen Lebensrdumen auftreten?

» In den untersuchten Proben aus terrestrischen, limnischen und marinen Okosystemen wurden
keine systematischen Verdnderungen des Artenreichtums tiber Okosysteme oder Taxa hinweg
festgestellt.

P Ein statistisches Metacommunity-Modell zeigte, dass sich Lebensgemeinschaften tiber alle
Okosysteme und Taxa hinweg signifikant schneller verandert haben, als es ohne den Einfluss
anthropogener Faktoren zu erwarten ware.

» Die Analyse der Blattproben weist auf eine zunehmende biotische Homogenisierung der
Bakterien-, Pilz- und GliederfiiBergemeinschaften hin. Auch fiir marine Artengemeinschaften
zeigen sich Muster der Homogenisierung. Fiir limnische Proben wurde dagegen keine
Homogenisierung lGber die Zeit festgestellt.

Institution | Habitat Probentyp Methode # Proben Bewertung
uTt Wailder, Blatter, eDNA- 115 Erfolg
Kisten, Flisse | Blasentang, Metabarcoding (COI, | Jahreshomogenate
Miesmuschel, | 16S, 18S, ITS1) Buche und Fichte, 52
Dreikantmusc Jahrehomogenate
hel Pappel
70 Blasentang-
Jahreshomogenate
91 Miesmuschel-
Jahreshomogenate

Motivation der Fallstudie

Okosystem- und organismeniibergreifende Biodiversititsveranderungen sind fiir Forschung und
behordliche Umweltbeobachtung von besonderem Interesse, da sie Hinweise auf grof3flachig-
wirkende Treiber wie z. B. Klimawandel, Landnutzungsdnderungen, Eutrophierung oder
invasive Arten geben konnen. Regional und lokal sind die Muster wie auch die Treiber jedoch oft
sehr unterschiedlich und Ursachen sowie Wirkungen fiir Biodiversitdtsianderungen sind haufig
spezifischer. Wahrend z. B. im terrestrischen Bereich einige Studien systematische Riickgange in
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Biomasse (Hallmann et al., 2017) und Abundanz (Klink et al., 2020) sowie Artendiversitat
(Seibold et al., 2019) identifizieren konnten weisen andere Studien eher auf ereignisbasierte
Veranderungen (Miiller et al., 2024) hin oder zeigen gleichbleibende a-Diversitit jedoch mit
Hinweisen auf Homogenisierung der Lebensgemeinschaften (Dornelas et al., 2014;
Krehenwinkel, Weber, Broekmann, et al., 2022). Das heifit, iiber mehrere Okosysteme finden
sich weniger, dafiir immer dhnlichere Artengemeinschaften. Ahnlich heterogene Belege wurden
fiir limnische (Haase et al,, 2023; Jahnig et al., 2021; Klink et al., 2020) und marine Lebensraume
gefunden, wo je nach Organismengruppe und Studie unterschiedliche Trends identifiziert
wurden (Wirth et al., 2024). Entsprechend wichtig sind standardisierte Zeitserien, um
Verdanderungen systematisch zu erfassen und statistisch sichere Aussagen zu treffen.

Fiir den terrestrischen Bereich bieten die Baumproben der UPB in Verbindung mit eDNA-
Metabarcoding eine gute Moglichkeit, die Biodiversitdt von Insekten iiber eine lange Zeitspanne
retrospektiv zu erfassen. Zudem gibt es eine Vielzahl blattassoziierter Pilz- und Bakterienarten,
die beim Sammeln von Bldttern Teil der Proben werden. Die mikrobielle Gemeinschaft auf
Blattern ist von essenzieller Bedeutung fiir den Baum und lasst auch Riickschliisse auf die
Baumgesundheit zu (Kang et al., 2024) und wurde daher miterfasst. Flir den marinen Bereich
wurde eDNA aus den Miesmuschel-Biotaproben analysiert. Muscheln erndhren sich von
Phytoplankton, das sie durch Filtration aus dem umgebenden Wasser aufnehmen. Durch diese
Erndahrungsweise nehmen Muscheln neben eDNA, die im Wasser allgegenwartig ist, auch
permanent Phytoplankton und deren DNA aktiv auf. Damit befindet sich zu jedem Zeitpunkt eine
Fiille genetischer Signale in der Muschel, die mithilfe von eDNA-Metabarcoding identifiziert
werden konnen. Zusatzlich bietet der Probentyp ,Blasentang” eine wichtige Datenbasis.
Blasentang ist eine wichtige bestandsbildende Braunalgenart und Lebensgrundlage fiir
zahlreiche Wirbellose und Fische. Das Ziel der vorliegenden Fallstudie war es, Verdnderungen
der mit Miesmuscheln und Blasentang assoziierten Metazoen-, Bakterien- und
Phytoplanktongemeinschaften iiber die Zeit und Raum hinweg zu analysieren und
gegebenenfalls mit Klimaverdnderungen oder anderen anthropogenen Einfliissen in Verbindung
zu bringen. Die archivierten Dreikantmuschelproben der UPB bieten die Chance fiir ein
retrospektives Monitoring verschiedener taxonomischer Gruppen, welche die Filtrierer effektiv
eDNA in ihrem Gewebe anreichern (Weber et al., 2023). Wie in marinen Okosystemen sind
Bakterien, Mikroeukaryoten wie Algen und Protozoen sowie Makroinvertebraten wichtige
Untersuchungsgruppen, da sie ein grundlegender Bestandteil des Nahstoff- und
Energiekreislaufs der Okosysteme sind und die Lebensgrundlage fiir alle hoheren trophischen
Stufen bilden (Suthers etal., 2019).

Mit der vorliegenden integrativen Fallstudie sollte im Rahmen des Projekts eine vergleichende
Trendanalyse iiber Okosysteme hinweg durchgefiihrt werden. Hierbei sollte iiber eDNA-Spuren
fiir verschiedene Organismengruppen die rdumliche und zeitliche Biodiversitatsdnderung
verglichen und die moglichen anthropogenen Treiber von Veranderungen identifiziert werden.
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Abbildung 38: Ubersicht iiber Probenahmestellen und rekonstruierte Biodiversitit aus UPB-
Proben aus terrestrischen, limnischen und marinen Okosystemen im Zeitraum
1985-2022
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Quelle: Junk et al. (2025).

Methoden

Untersuchte Probentypen: Fiir die Studie wurden Zeitreihen von terrestrischen, limnischen und
marinen Proben analysiert. Zur Untersuchung von Trends in terrestrischen Okosystemen
wurden 282 Blatthomogenatsproben der Jahre 1985-2022 der Baumarten Rotbuche (Fagus
sylvatica), Fichte (Picea abies) und Pappel (Populus nigra) an neun tiber Deutschland verteilten
Probenahmeflachen untersucht. Die Flachen reprasentieren urbane, agrar- und
forstwirtschaftlich geprigte sowie naturnahe Okosysteme (Abbildung 38). Mittels eDNA-
Metabarcoding wurden Veranderungen in den blattassoziierten Lebensgemeinschaften von
Bakterien, Pilzen und GliederfiifRern analysiert. Fiir die genetischen Analysen wurde zuerst DNA
aus jeweils 200 mg Probe mit CTAB-Extraktionspuffer und einem entsprechenden Protokoll
isoliert (Krehenwinkel, Weber, Broekmann, et al., 2022). Gruppenspezifische DNA-Abschnitte
(16S-rDNA fiir Bakterien, ITS fiir Pilze und COI fiir Gliederfiifder) wurden mit fiir die
Zielorganismengruppe universellen Primern anvisiert (Tabelle 3).

Im marinen Lebensraum wurden 91 Miesmuschel- (Mytilus edulis) und 70 Blasentangproben
(Fucus vesiculosus) an zwei Probenahmeflachen in der Nordsee (Jadebusen, Sylt) sowie einer in
der Ostsee (Darss) analysiert (Abbildung 38). Die genutzte Zeitreihe umfasste die Jahre 1985-
2021. Mittels eDNA-Metabarcoding wurden Verdanderungen in Metazoen-, Bakterien- und
Phytoplanktongemeinschaften untersucht. Fiir die genetischen Analysen wurde zuerst DNA aus
jeweils 200 mg Homogenat mit CTAB-Extraktionspuffer und einem entsprechenden Protokoll
isoliert (Weber et al., 2023). Abschnitte ribosomaler DNA (16S-rDNA fiir Bakterien, 18S-rDNA
fiir Algen und Protozoa) wurden via Metabarcoding-Primern amplifiziert, , die fiir die
entsprechende Zielorganismengruppe universell sind (Tabelle 3).
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Fiir den limnischen Lebensraum wurde die Zebramuschel (Dreissena polymorpha) in vier
Fliissen (Donau, Rhein, Elbe und Saar) und insgesamt neun Probeflichen gesammelt und
analysiert. Wie bei Blasentang und Miesmuschelproben wurden Proben von 1985-2021 via
eDNA-Metabarcoding beziiglich Anderungen in Metazoen-, Bakterien- und
Phytoplanktongemeinschaften untersucht.

Fiir alle Barcode-Marker galt: sie wurden in 6 PCR-Replikaten vervielfaltigt und auf einem
[llumina MiSeq sequenziert (500-cycle-V2- und 600-cycle-V3-Kits). Wahrend der
Probenprozessierung wurden den Proben Negativkontrollen hinzugefiigt, um Kontaminationen
detektieren zu konnen. Die Rohdatenprozessierung erfolgte mit den Programmen PEAR (.
Zhang et al.,, 2014) und USEARCH (Edgar, 2010). Die Analyse wurde auf ESV-Niveau
durchgefiihrt. Zur taxonomischen Annotation wurde das blast2taxonomy-Skript v1.4.2 gegen die
gesamte NCBI-Datenbank verwendet (Schoneberg, 2025). Fiir die Analyse von o-, 3- und y-
Diversitatstrends der untersuchten taxonomischen Gruppen wurde ein nicht-neutrales,
dynamisches Modell fiir Gemeinschaftsokologie basierend auf der Inselbiogeographie-Theorie
nach MacArthur und Wilson (MacArthur & Wilson, 1963) berechnet. Dabei wurden die
OTU/ESV-Tabellen in Prasenz-/Absenzdaten umgewandelt und fiir jedes OTU/ESV die
Detektions-, Aussterbe- und Einwanderungswahrscheinlichkeit berechnet. Mithilfe dieses
Modells wurden Trends der OTU-Diversitat (a-Diversitit), der zeitlichen Veranderungen in der
Gemeinschaftszusammensetzung (zeitliche 3-Diversitat), der raumlichen Unterschiede in der
Zusammensetzung (rdumliche -Diversitat) sowie Bootstrap-Schitzungen (n=1000) der
regionalen Diversitat (y-Diversitat) fiir den Zeitraum 1991 bis 2021 simuliert.

Um die generierten Biodiversitdtsdaten mit potenziellen Treibern in Verbindung zu bringen,
wurden folgende Parameter erhoben. Daten zur Pestizidbelastungen fiir die untersuchten
Forststandorte wurden von Krehenwinkel et al. (2022) iibernommen. Die Datenbank des DWD
wurde genutzt, um Klimaparameter fiir alle untersuchten Standorte zu generieren. Es wurden
sowohl Temperatur-, als auch Niederschlagsdaten aufgenommen. Zusatzlich wurde fiir alle
Proben des C/N Verhiltnis gemessen, um Aussagen iiber potenzielle Stickstoffdepositionen zu
treffen.

Ergebnisse

» Hauptaussage 1: In den untersuchten Proben aus terrestrischen, limnischen und marinen
Okosystemen wurden keine systematischen Verdnderungen der a-Diversitit (iber Okosysteme
oder Taxa hinweg festgestellt.

Es wurden viele tausend Arten iiber den Stammbaum des Lebens in den untersuchten Proben
nachgewiesen. Die Daten zeigen keine 6kosystemiibergreifenden Trends fiir a-Diversitdtswerte,
sondern 6kosystem-, gruppen- und artspezifische Muster (Abbildung 39 a). Fiir den
terrestrischen Lebensraum zeigten die Daten fiir die Blattproben der Buche geringe Abnahmen
der a-Diversitat von Prokaryoten und Metazoen und keine Verdnderung der Pilzvielfalt
(Abbildung 39 c). Fiir Kiefer und Pappel wurden geringe Zunahmen mit der Zeit iiber alle drei
Organismengruppen registriert. Kiistennahe Bakteriengemeinschaften nahmen tiber die Zeit in
ihrer ESV-Vielfalt ab, wahrend fiir mikroeukaryotisches Phytoplankton eine Zunahme
festgestellt wurde. Bei der untersuchten Metazoenlebensgemeinschaft zeichnete sich kein klarer
Trend ab. Mit Dreikantmuscheln assoziierte Bakterien und Metazoen nahmen iiber die Zeit in
ihrer ESV-Vielfalt zu, wahrend fiir Phytoplankton eine Abnahme festgestellt wurde. Im
Allgemeinen spiegeln die Trends der regionalen Artenvielfalt (y-Diversitit) die der lokalen
Artenvielfalt (a-Diversitit) wider. So wurde bei marinen Prokaryoten ein deutlicher Riickgang,
bei limnischen Prokaryoten hingegen ein signifikanter Anstieg festgestellt. Trotz dieser
raumlichen und zeitlichen Verdnderungen blieb die Zusammensetzung der hoheren
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taxonomischen Riange weitgehend stabil: Die zeitliche Zusammensetzung von Stimmen, Klassen
und Ordnungen, die mit den jeweiligen Probenehmern assoziiert waren, verdanderte sich kaum.
Dies legt nahe, dass die Gemeinschaften ihre funktionale Struktur beibehalten haben und
taxonomische Ersetzungen tiberwiegend funktional redundant sind. Aufgrund der geringen
Probenzahl sind insbesondere die marinen Trends zur y-Diversitat in ihrer Aussagekraft
limitiert.

» Hauptaussage 2: Ein statistisches Modell zeigt, dass sich Lebensgemeinschaften tber alle
Okosysteme und Taxa hinweg signifikant schneller verandert haben, als es ohne den Einfluss
anthropogener Faktoren zu erwarten ware.

Die Simulationen auf Basis eines entwickelten statistischen Metacommunity-Modells erlaubte es
Trends der OTU-Diversitat (a-Diversitat), der zeitlichen Verdanderungen in der
Gemeinschaftszusammensetzung (zeitliche -Diversitit), der raumlichen Unterschiede in der
Zusammensetzung (rdumliche -Diversitdt) sowie Bootstrap-Schitzungen der regionalen
Diversitat (y-Diversitat) fiir den Zeitraum 1991 bis 2021 zu ermitteln. Die Daten weisen auf eine
okosystemiibergreifende, stetige Veranderung der Artenzusammensetzung in allen
untersuchten Organismengruppen hin (Abbildung 39 b). Signifikante Abweichungen vom
Modell belegen, dass sich die Artenzusammensetzung schneller verdnderte, als es unter
natiirlichen Bedingungen - also ohne anthropogene Einfliisse - zu erwarten gewesen wire
(Abbildung 39 f). Dies weist auf eine gerichtete, durch anthropogene Faktoren verursachte
Entwicklung hin. Diese konnte jedoch bislang mit keinen der getesteten Umweltparameter und
potenziellen Treiber direkt in Verbindung gebracht werden.
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Abbildung 39: Multidekadische Trends der a-Diversitit, der zeitlichen und raumlichen B-Diversitat
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a) Trends des OTU-Reichtums (a-Diversitédt) der assoziierten Gemeinschaften von 1991 bis 2021. b) Zeitliche Veranderungen
in der Zusammensetzung der Gemeinschaften (B-Diversitdt gemessen anhand der Jaccard-Distanz) als Funktion des
Zeitintervalls (in Jahren) zwischen Probenahmen am selben Probenahmeort. c) Trends in der raumlichen B-Diversitat der

assoziierten Gemeinschaften von 199
assoziierten Gemeinschaften von 199

1 bis 2021. d, Bootstrap-Schatzungen der regionalen Diversitat (y-Diversitat) fur die
1 bis 2021. Alle Diversitatsindizes wurden als Mittelwert mit Standardfehlerbalken

Uber Probenahmestellen und/oder Zeitfenster (und fir terrestrische Proben iber Baumarten) zusammengefasst. e-h)

Diversitatstrends aus a (e), b (f), c (g) und d (h), reduziert auf ihre jeweiligen Steigungen. Gefiillte Kreise zeigen signifikante

Abweichungen von den Null-Erwartungen, die durch das dynamische Modell fiir die Gemeinschaftsbildung generiert
wurden, was auf eine Dynamik auRerhalb des Gleichgewichts hindeutet. Verschiedene Okosysteme und taxonomische
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Gruppen werden durch unterschiedliche Farben dargestellt. Die Symbole beziehen sich auf die untersuchten Arten. Quelle:
Junk et al. (2025).

» Hauptaussage 3: Die Analysen der Blattproben weisen auf eine zunehmende biotische
Homogenisierung der Bakterien-, Pilz- und GliederfiiRerlebensgemeinschaften hin. Fiir die
marinen und limnischen Proben wurde dieser Trend nicht festgestellt.

Ergdnzend wurde auf Grundlage von Blowes et al. (2024) die rdumliche Variation der
Gemeinschaftszusammensetzung analysiert. Diese Analyse bestatigte, dass die meisten
untersuchten Gemeinschaften (9 von 15 Gemeinschaften) eine biotische Homogenisierung
durchliefen, wahrend andere (6 von 15) eine raumliche Differenzierung erfuhren. Letztere war
insbesondere bei Prokaryoten und Metazoen in limnischen Systemen sowie bei Pilzen, die mit
Fichten assoziiert waren, deutlich ausgepragt. Die Differenzierung konnte auf die Einwanderung
von Taxa mit geringer Besiedlungsdichte an verschiedenen Standorten zurtickzufiihren sein.

Die biotische Homogenisierung, die als prominentes Muster des Biodiversitditswandels
identifiziert werden kann, ist ein verbreitetes Umweltproblem. Weit verbreitete Generalisten,
ersetzen vielerorts standortspezifische, spezialisierte Arten (Olden et al., 2004). Die
Artenzusammensetzung verschiedener Standorte wird dann mit der Zeit immer dhnlicher. Das
fiihrt zu Abnahmen der Artenzahlen liber grof3ere Flachen. Dieser Prozess kann durch
Umweltveranderungen verursacht werden, beispielsweise werden die Nischen von Arten, die
aufgrund des Klimawandels aussterben, oftmals von generalistischen Neuankémmlingen
besetzt. Alternativ kdnnen auch invasive Arten, standortspezifische Arten auskonkurrieren.

Herausforderungen

Eine Limitation dieser Studie ist die geringe Anzahl von Probenahmestandorten der UPB. Das
gilt insbesondere fiir die marinen Proben, die jeweils nur an drei Standorten beprobt werden.
Das limitiert die Aussagkraft von Analysen der beta- und gamma-Diversitat. Eine weitere
Schwierigkeit ergab sich bei der Analyse von Treibern. Unsere statistischen Modellierungen
konnten keine signifikanten Assoziationen der gefundenen Biodiversitidtsmuster mit
potenziellen Treibern identifizieren. Es sei aber auf Krehenwinkel et al. (2022) verwiesen. die
durch die Analyse von Insektengemeinschaften aus UPB-Baumproben eine klare Assoziation von
Diversitdtsmustern mit Landnutzung und Temperatur feststellen konnten.

Ausblick

Die Proben der UPB unterstiitzen hervorragend das Biodiversitdtsmonitoring. Insbesondere die
ungewoOhnlich langen Zeitserien aus Baumkronen kénnen eine grofde Liicke in unserem
Verstandnis des Insektensterbens fiillen.

Ein wichtiges Ziel fiir die Zukunft muss sein, die geographische Breite der untersuchten Proben
zu erhohen, um statistisch robustere Daten zu erhalten. Die Zeitreihen der UPB konnten
beispielsweise durch weitere raumliche Probenahmen ergianzt werden, die fiir vereinzelte Jahre
eine grofiere geographische Breite abdecken. Fiir den Blasentang wurde eine derartige
Probenahme entlang der Atlantikkiiste bereits von der UT vorgenommen. Eine andere,
vielversprechende Moglichkeit, die Anzahl der untersuchten Standorte zu erhdhen, ist die
Zusammenarbeit mit weitere Umweltmonitoringprogrammen. Beispielsweise sammelt die
Franzdsische Mytilothéque des Meeresforschungsinstituts Ifremer seit Jahrzehnten
Miesmuschelproben entlang der Atlantikkiiste. Viele Lainder nehmen im Rahmen ihrer
Waldzustandserhebungen umfassende Blattproben auf Forsten, die sich ebenfalls fiir Analysen
der Biodiversitit eignen (Stothut et al., 2024). Auch Herbarien eigenen sich potenziell, um
Muster der Verdnderung von Insektengemeinschaften mittels eDNA-Spuren auf Pflanzen zu
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analysieren (Stothut et al., 2024). Weltweit finden sich tausende Herbarien mit vielen Millionen
von Pflanzenbelegen.

Ein weiteres wichtiges Ziel flr die Zukunft ist die verbesserte statistische Analyse von Treibern.
Optimierte statistische Modellierungen werden in Zukunft méglicherweise auch zur
Identifikation von Treibern beitragen. Eine attraktive Ergdnzung ware zudem die experimentelle
Analyse von potenziellen Treibern. Viele der von der UPB beprobten Organismen lassen sich in
Kultur nehmen und kénnen experimentell Stressoren ausgesetzt werden.

Datenverfiigbarkeit

Alle Daten sind iiber unterschiedliche Repositorien gemafd der FAIR-Prinzipien verfiigbar.
Detaillierte Ubersicht in Tabelle 8.

5.3 Proof-of-Principle-Studien fiir Einsatzfelder mit den Proben der
Umweltprobenbank

5.3.1 Analyse von Biodiversitatsveranderungen blattassoziierter Pilzgemeinschaften

Wie verdndern sich blatterassoziierte Pilzgemeinschaften mit der Zeit und sind die
Veranderungen bei der gebietsfremden Fichte starker als bei der heimischen Buche?
» Die lokale Pilzdiversitat blieb bei Buchen stabil, stieg bei Fichten hingegen tiber den

Untersuchungszeitraum signifikant an — sowohl insgesamt als auch an vier von sieben
Standorten.

» Die Artenzusammensetzung der Pilzgemeinschaften beider Baumarten veranderte sich
graduell und kontinuierlich Giber die Zeit; bei Fichten war dieser Wandel deutlich starker
ausgepragt als bei Buchen.

» Unabhangig von der Baumart treten Verschiebungen der funktionellen Pilzgruppen lber die

Zeit auf.
Institution | Habitat Probentyp Methode # Proben Bewertung
uT terrestrisch Blatter eDNA- 113 Erfolg
Metabarcoding
(ITS1)

Motivation der Fallstudie

Pilze zdhlen mit geschatzten 1,5 bis 3,8 Millionen Arten zu den artenreichsten
Organismengruppen (Hawksworth & Liicking, 2017), sind jedoch hinsichtlich ihrer Reaktion auf
den Klimawandel noch unzureichend erforscht. Haufig bestehen enge Assoziationen zwischen
Pilzen und Baumarten wie der Rotbuche (Fagus sylvatica) und der Fichte (Picea abies), die beide
routinemafdig von der UPB beprobt werden. Wahrend die Rotbuche ihr natiirliches
Verbreitungsgebiet in Deutschland hat (San-Miguel-Ayanz et al., 2016), kommen Fichten
natiirlicherweise nur in héheren Lagen sowie in kiihleren Regionen wie Skandinavien vor. Ihre
weite Verbreitung in Tieflagen geht auf Aufforstungsmafinahmen des frithen 19. Jahrhunderts
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zurlick (Jansen et al,, 2017) und macht sie gegeniiber klimatischen Verdanderungen anfilliger als
die Buche. Langfristige, standardisierte Biodiversitdtserfassungen sind angesichts
fortschreitender Umweltverdnderungen von zentraler Bedeutung, fehlen jedoch bislang
weitgehend (Balint et al., 2018; Magurran et al., 2010). Viele vorliegende Studien sind raumlich
und taxonomisch begrenzt, was belastbare Aussagen zur Waldgesundheit auf Basis mikrobieller
Gemeinschaften erschwert (Fang et al., 2023). Die UPB-Proben beider Baumarten werden auf
benachbarten Flachen innerhalb derselben Untersuchungsgebiete entnommen und ermdéglichen
so einen direkten Vergleich der assoziierten Pilzgemeinschaften - einschliefdlich ihrer
funktionellen Gruppen - iiber Raum und Zeit. Ziel dieser Fallstudie war es, die Entwicklung
baumkronenassoziierter Pilzgemeinschaften zu untersuchen und mégliche
klimawandelbedingte Effekte zu identifizieren.

Methode
Die Analyse erfolgte, wie in Kapitel 5.2.4 beschrieben.

Ergebnisse

> Hauptaussage 1: Die lokale Pilzdiversitat blieb bei Buchen stabil, stieg bei Fichten hingegen
Uber den Untersuchungszeitraum signifikant an — sowohl insgesamt als auch an vier von
sieben Standorten.

Im Gegensatz zu anderen Studien, die einen Riickgang des lokalen Artenreichtums iiber die Zeit
dokumentieren (Dirzo et al., 2014; Mikryukov et al., 2023), lief3 sich ein solcher Trend fiir die
untersuchten Pilzgemeinschaften nicht bestatigen. Die buchenassoziierte Pilzdiversitit blieb
iiber den gesamten Untersuchungszeitraum trotz temporarer Schwankungen weitgehend stabil.
Die fichtenassoziierte Pilzvielfalt hingegen stieg sowohl auf Gesamtebene als auch an vier von
sieben Standorten signifikant an (Abbildung 40).
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Abbildung 40: Zeitliche Muster von a- und B-Diversitat der Pilzlebensgemeinschaften
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» Hauptaussage 2: Die Artenzusammensetzung der Pilzgemeinschaften beider Baumarten
veranderte sich graduell und kontinuierlich tber die Zeit; bei Fichten war dieser Wandel
deutlich starker ausgepragt als bei Buchen.

Unabhingig von der Baumart verdnderte sich die B-Diversitit der Pilzgemeinschaften
signifikant mit der Zeit, wobei der Wandel bei fichtenassoziierten Gemeinschaften ausgepragter
war. Bei kurzen Beprobungsintervallen waren fichtenassoziierte Gemeinschaften einander
dhnlicher als buchenassoziierte; bei langeren Intervallen kehrte sich dieses Muster um - mit
zunehmendem zeitlichem Abstand nahmen die Unterschiede zwischen Fichtenproben deutlich
starker zu. Die Artenzusammensetzung veranderte sich graduell und kontinuierlich an allen
Standorten und bei beiden Baumarten, was auf einen {ibergeordneten gemeinsamen Treiber
hindeutet. Diese Befunde stehen im Einklang mit aktuellen Ergebnissen aus anderen
()kosystemen (Blowes etal., 2019; Dornelas et al., 2014; Magurran et al., 2010). Als zentraler
Treiber solcher Verschiebungen in der Gemeinschaftszusammensetzung gilt der Klimawandel
(Jaureguiberry et al.,, 2022).

» Hauptaussage 3: Unabhédngig von der Baumart treten Verschiebungen der funktionellen
Pilzgruppen Uber die Zeit auf.
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Die Verdanderungen der funktionellen Gruppen folgen dhnlichen Mustern wie die
Diversitatstrends. Bei buchenassoziierten Pilzen waren keine signifikanten Verschiebungen in
den baumartrelevanten funktionellen Gruppen feststellbar. Bei fichtenassoziierten Pilzen
hingegen nahmen mykoparasitare, epiphytische und pflanzenpathogene Gruppen iiber den
Untersuchungszeitraum signifikant zu, wahrend saprotrophe Gruppen weitgehend stabil blieben
(Abbildung 41). Der Anstieg saprotropher Pilze in der Streu deutet auf eine zunehmende
Akkumulation toten Pflanzenmaterials hin - ein mégliches Zeichen nachlassender Baumvitalitat.
Diese strukturellen Verschiebungen innerhalb der Pilzgemeinschaften spiegeln vermutlich
okologische Anpassungsprozesse an verdnderte Umweltbedingungen wider. Fichten reagieren
besonders empfindlich auf Wasserknappheit (Karlsson et al., 2002), und der fortschreitende
Klimawandel diirfte durch steigende Temperaturen und sinkende Grundwasserspiegel (Wunsch
et al,, 2022) ihre Wachstumsbedingungen weiter verschlechtern. Bereits heute weisen Fichten in
Deutschland die hochste Absterberate unter den Hauptbaumarten auf (BMEL, 2024). Verstarkte
Borkenkéferbefille erhohen zusatzlich den Stress und die Anfélligkeit gegentiber Pathogenen
(Plath et al., 2024). Der beobachtete Anstieg pathogener Pilze deutet somit auf eine
Verschlechterung der Baumgesundheit hin, die potenziell ganze Waldokosysteme
beeintrachtigen kann. Dariiber hinaus begiinstigen veranderte Umweltbedingungen die
Etablierung invasiver Arten in frei gewordenen 6kologischen Nischen - Hinweise darauf finden
sich ebenfalls in den vorliegenden Ergebnissen.

Abbildung 41: a-Diversitdt (hier dargestellt als ESV-Reichtum) fiir blattassoziierte Pilze mit
unterschiedlichen funktionellen Eigenschaften
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Quelle: eigene Darstellung, UT.

Herausforderungen

Eine methodische Herausforderung war die strenge Filterung der Proben fiir die a- und f3-
Diversitatsanalysen, die zu einer Verkiirzung der Zeitreihe fiihrte. Dieser Schritt war jedoch
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notwendig, um den unverhaltnismafdigen Einfluss zeitlich isolierter Probenjahre zu vermeiden.
Eine weitere zentrale Herausforderung stellt die liickenhafte Verfiigbarkeit taxonomischer und
funktioneller Datenbanken fiir Pilze dar, was die Interpretierbarkeit der Ergebnisse erheblich
einschrankt.

Ausblick

Die Fichte stirbt derzeit in Deutschland aus, was die Forstwirtschaft vor eine grofie
Herausforderung stellt. Die Baumproben der UPB bieten die einzigartige Moglichkeit, diesen
Aussterbeprozess und seine assoziierten biologischen und chemischen Veranderungen zu
verfolgen.

Pilzgemeinschaften sind sehr gute Indikatoren fiir den Umweltzustand. Daher eigenen sie sich
optimal fiir Analysen von Stressoren. Krehenwinkel et al. (2022) konnten in einer Untersuchung
der Pestizidbelastung in UPB-Blattproben diverse Fungizide identifizieren. Die UPB untersucht
zudem standardmaflig weitere chemische Stressoren. Statistische Modellierungen erlauben
moglicherweise ein besseres Verstindnis dieser Stressoren auf die heimische Biodiversitat.
Verschiedene Pilzarten lassen sich aus den Blattproben der UPB sogar kultivieren. Das
ermoglicht experimentelle Arbeiten und damit die direkte Identifikation der Wirkung einzelner
Stressoren.

Datenverfiigbarkeit
Alle Daten dieser Fallstudie sind aus Fallstudie 4 (Kapitel 5.2.4), siche Tabelle 8.

5.3.2 Internationaler Vergleich von Biodiversitatsveranderungen in blattassoziierten
GliederfiiBergemeinschaften

Sind Trends zur Verdnderung blattassoziierter GliederfiiBergemeinschaften der deutschen UPB
vergleichbar mit Daten der UPB aus Siidkorea?

» Die Blattproben der stidkoreanischen UPB eignen sich fiir die vergleichende Analysen von
Biodiversitatsmustern.

> Blattassoziierte GliederfiiBergemeinschaften in Stidkorea zeigen, unabhangig vom
Landnutzungstyp, eine signifikante Abnahme der a-Diversitdt in den letzten 10 Jahren.

» Internationale Probenbanken stellen eine wertvolle Ressource fiir vergleichende
Biodiversitatsforschung zum Insektensterben dar.

Institution | Habitat Probentyp Methode # Proben Bewertung
uT terrestrisch Blatter eDNA- 113 Erfolg
Metabarcoding (COI,
18S)

Motivation der Fallstudie

Fiir die detaillierte Analyse von Biodiversitiatsverdnderungen iiber Lander hinweg ist das Fehlen
einheitlicher Beprobungs- und Analysestandards eine Herausforderung. Proben von
Umweltprobenbanken stellen hier ein wertvolles Instrument dar, um diese Wissensliicken mit
hochstandardisiert erhobenen Zeitreihen zu schliefden. Neben der deutschen UPB des Bundes
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existieren weltweit 27 weitere Umweltprobenbanken, die als Archive fiir Biotaproben fungieren
(Zhao et al,, 2015). Eine Probenbank, die der deutschen in Beprobung, Probenaufbereitung und
Lagerung besonders dhnlich ist, ist die National Environmental Specimen Bank of South Korea.
Diese wird administrativ vom National Institute of Environmental Research geleitet und beprobt
seit 2012 vier Baumarten: die mongolische Eiche (Quercus mongolica), die japanische Zelkove
(Zelkova serrata), die koreanische Kiefer (Pinus koraiensis) und die japanische Rotkiefer (Pinus
densiflora). Die Probenahmen erfolgen an elf Standorten, die einen Landnutzungsgradienten von
Agrar- und urbanen Flachen bis hin zu Forsten und Nationalparks abbilden. Auch die deutsche
UPB sammelt und archiviert vier Baumarten, darunter zwei Laubbaumarten (Fagus sylvatica
und Populus nigra ,italica’) sowie zwei Nadelbaumarten (Picea abies und Pinus sylvestris), die
ebenfalls entlang eines vergleichbaren Landnutzungsgradienten erhoben werden. Aufgrund der
vergleichbaren Methoden in Sammlung, Lagerung und Probenprozessierung bieten die Proben
der deutschen und stidkoreanischen Umweltprobenbanken erstmals die Moglichkeit,
Veranderungen in Lebensgemeinschaften liber einen Zeitraum von zehn Jahren hinweg zu
analysieren und die Ergebnisse direkt miteinander zu vergleichen.

Ziel der der vorliegenden Fallstudie war ein direkter Vergleich von abgeleiteten
Biodiversitatstrends aus Blattproben der Umweltprobenbanken. Hierzu wurden iiber eDNA-
Metabarcoding blattprobenassoziierte Gliederfiifiergemeinschaften analysiert. Aktuelle
Untersuchungen zeigen, dass GliederfiifRergemeinschaften insbesondere auf landwirtschaftlich
genutzten Flachen deutliche Riickgidnge in der a-Diversitat aufweisen, wahrend diese
Veranderungen in naturnahen Lebensraumen weniger stark ausgepragt sind (Newbold et al,,
2015; Outhwaite et al., 2022; Seibold et al., 2019).

Methode

Fiir den Vergleich der blattassoziierten Gliederfiifiergemeinschaften in deutschen und
stidkoreanischen UPB-Proben, wurden 54 Proben aus Deutschland (17 Probenahmeflachen) und
59 Proben aus Siidkorea (11 Probenahmefldchen) ausgewahlt, die jeweils von 2012 bis 2022
gesammelt wurden. Die Analyse erfolgte wie in Fallstudie 4 (Kapitel 5.2.4) geschildert
basierend auf Krehenwinkel et al. (2025). Fiir die Analyse von a-Diversititstrends der
untersuchten Lebensgemeinschaften wurde ein negativ-binomiales generalisiertes lineares
Modell mit den festen Effekten Jahr, Landnutzungstyp und Baumart fiir beide Datensatze
erstellt. Fiir die Analysen wurden Agrarflichen und urbane Flachen als anthropogene sowie
Forste und Nationalparke als naturnahe Standorte zusammengefasst.

Ergebnisse

» Hauptaussage 1: Die Proben der slidkoreanischen Umweltprobenbank eignen sich fiir die
Analyse von Biodiversitatsmustern und dem Insektensterben.

Die Analyse der Proben der siidkoreanischen Umweltprobenbank zeigten eine diverse
Lebensgemeinschaft: Insgesamt konnten iiber 100 verschiedene Gattungen und knapp 100
Gliederfiifserarten nachgewiesen werden. Die am haufigsten dokumentierte Gruppe waren die
Milben (Acari). Sowohl die siidkoreanischen als auch die deutschen Proben zeigten fiir jede
Baumart individuelle GliederfiifRergemeinschaften, die sich signifikant von den anderen
Baumarten unterschieden (Abbildung 42 C,D). Die relative Haufigkeit der detektierten
Ordnungen in Siidkorea und Deutschland war vergleichbar.

» Hauptaussage 2: GliederfliBergemeinschaften in Stidkorea zeigen, unabhangig vom
Landnutzungstyp, eine signifikante Abnahme der a-Diversitat.
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In den deutschen Proben blieb die a-Diversitat der Gliederfiiflergemeinschaften iiber den hier
betrachteten Zeitraum von 10 Jahren stabil (Abbildung 43), was auch den Ergebnissen der
bereits vorgestellten knapp 30-jdhrigen Zeitreihe (Kapitel 5.2.4) entspricht. Im Gegensatz dazu
zeigten die siidkoreanischen Arthropodengemeinschaften iiber den 10-jahrigen Zeitraum eine
signifikante Abnahme der a-Diversitét. Dieser signifikante Riickgang wurde unabhéngig davon
detektiert, ob alle Standorte gemeinsam oder getrennt nach anthropogen beeinflusst und
naturnah betrachtet wurden. In Korea scheint es also ein Insektensterben in Forsten zu geben.

Eine erste Studie aus Ostasien belegt, dass Gliederfifiergemeinschaften auf Agrarflachen
innerhalb der letzten 20 Jahre einen deutlichen Diversitétsriickgang erfahren haben (Zhou et al,
2023). Auch in Stidkorea wurde zwischen 2005 und 2017 ein signifikanter Riickgang von
Nachtfalterpopulationen dokumentiert (Choi et al.,, 2019). Da die Zeitreihe der siidkoreanischen
Umweltprobenbank erst im Jahr 2012 begonnen wurde, kann ein bereits zuvor einsetzender
Riickgang, der die hier beobachteten Muster beeinflusst haben kénnte, nicht ausgeschlossen
werden. Ein weiterer, nicht zu unterschatzender Faktor, ist die Lichtverschmutzung, die eng mit
zunehmender Urbanisierung verkniipft ist. Hakbong et al. (2021) konnten eindriicklich zeigen,
dass sich die Zusammensetzung von Insektengemeinschaften in lichtverschmutzten Gebieten
deutlich von jener in naturnahen Habitaten unterscheidet.

Die deutsche Zeitreihe zeigte dagegen auch keine Veranderung der a-Diversitit, wenn die
Standorte nach ,,anthropogen beeinflusst” und ,,naturnah“ getrennt wurden. Dieses Ergebnis
widerspricht fritheren Untersuchungen, die an anthropogenen Standorten einen signifikanten
Diversitatsriickgang bei Gliederfiifsern feststellten. Der Hauptgrund fiir diese Diskrepanz liegt in
der verkiirzten Zeitreihe - ein in der Literatur bereits beschriebener Effekt (Didham et al., 2020;
Macgregor et al.,, 2019). Wird die vollstidndige, fast 30-jahrige Zeitreihe getrennt nach
Standorten betrachtet, zeigt sich dort an den anthropogen gepragten Standorten eine
signifikante Abnahme der a-Diversitat.
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Abbildung 42: Die Auswahl der Probenahmestellen und die Ermittlung der Vielfalt und
Wechselwirkungen mit den mit dem Kronendach assoziierten
GliederfiiBergemeinschaften aus Blattmaterial
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Umweltprobenbank zeigen. Quelle: eigene Darstellung, UT.

Herausforderungen

Eine der grofiten Herausforderungen dieser Studie besteht in der Lange und Vollstdndigkeit der
verfiigbaren Zeitreihe. Gliederfiifergemeinschaften unterliegen natiirlichen Fluktuationen, die
sich Giber mehrere Jahrzehnte erstrecken kénnen. Obwohl ein Zeitraum von zehn Jahren bereits
als lang gilt, sind die Moglichkeiten zur Interpretation der Ergebnisse begrenzt. Zudem stehen
sowohl fiir die siidkoreanische als auch fiir die deutsche UPB vergleichsweise wenig
Probenahmeflachen pro Baumart zur Verfiigung. In Deutschland werden beispielsweise Kiefer
und Pappel lediglich an einer beziehungsweise zwei Flichen beprobt, wihrend in Siidkorea die
japanische Zelkove nur an zwei Standorten erfasst wird. Dadurch sind Analysen der (-Diversitat
nur eingeschrankt oder teilweise gar nicht durchfiihrbar. Eine weitere Herausforderung stellt
die Verfiigbarkeit taxonomischer Referenzdatenbanken fiir Stidkorea dar. Aufgrund der
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begrenzten Datenlage sind Analysen auf Artniveau derzeit nur in eingeschranktem Umfang
moglich.

Abbildung 43: Trends der ESV-Vielfalt in Waldarthropoden-Gemeinschaften iiber einen Zeitraum
von 11 Jahren in (A) Deutschland und (B) Siidkorea
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Die Trends werden fir naturnah (oben) und anthropogen klassifizierte Waldlandschaften (unten) fiir beide UPBs
dargestellt. Die ausgefillten Punkte stellen die vorhergesagten Mittelwerte der zusammengefassten ESV-Vielfalt Gber die
Probenahmestellen und Zeitfenster dar, und die vertikalen Linien zeigen die 95 %-Konfidenzintervalle. Die Daten wurden
mit einem generalisierten linearen Modell (GLM) analysiert. Die Symbole beziehen sich auf die analysierte Waldlandschaft.
Quelle: eigene Darstellung, UT.
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Ausblick

Die Daten dieser Proof-of-Principle-Fallstudie zeigen den Wert von Umweltprobenbanken fiir
vergleichende internationale Studien von Biodiversitatsveranderungen. Sowohl die deutsche als
auch die stidkoreanische Umweltprobenbank werden auch zukiinftig auf standardisierte Weise
weitere Proben gewinnen und archivieren. Dies bietet die Moglichkeit, die Analysen in ndherer
Zukunft erneut durchzufiithren und zu iiberpriifen, ob die beschriebenen Muster sich fortsetzen
oder umkehren. Zudem konnten unter Berticksichtigung von Klimavariablen potenzielle Treiber,
wie Niederschlag oder Temperatur, identifiziert werden. Die Analyse funktioneller Gruppen
konnte zudem die Information liefern, ob bestimmte Gruppen, wie beispielsweise Bestduber,
besonders stark vom Diversitatsriickgang betroffen sind. Dies war im Rahmen des TrendDNA-
Projekts zeitlich noch nicht moglich. Die Daten zeigen aber deutlich, dass Probenbanken
wichtige Informationen zum Insektensterben liefern konnen.

Datenverfiigbarkeit

Fiir diese Studie erhobenen Daten sind unter https://www.scidb.cn/en/s/6vmuM3 verfiigbar;
weitere Daten siehe Tabelle 8.

5.3.3 Innerartliche genetische Diversitdt von baumkronenassoziierten GliederfiiBern

Konnen eDNA-Metabarcodingdaten von baumkronenassoziierten Lebensgemeinschaften auch
genutzt werden, um Hinweise auf Veranderungen der innerartlichen Diversitét zu erhalten?

» Vorhandene eDNA-Metabarcodingsatze kénnen genutzt werden, um die innerartliche
Diversitat einzelner Arten auf Basis mitochondrialer ESVs zu analysieren

» Die Daten zur innerartlichen genetischen Variabilitat blattassoziierter GliederfiiBer zeigen
ausgepragte zeitliche, raumliche sowie baumartenspezifische Differenzierungsmuster

Institution | Habitat Probentyp Methode # Proben Bewertung

SGN terrestrisch Blatter eDNA- 312 Erfolg
Metabarcoding (COIl) | Blatthomogenate

Motivation der Fallstudie

Neben taxonomischen und 6kologischen Erkenntnissen kdnnen DNA-Metabarcodingdaten auch
Einblicke in die innerartliche genetische Diversitdt liefern. Der Vorteil gegentiber den
populationsgenomischen Methoden (Kapitel 5.3.4) ist, dass genetische Varianten einzelner
Arten (ESVs, oder auch mitochondriale Haplotypen) tiber zahlreiche Arten auf einmal
identifiziert werden kénnen. Allerdings ist der Informationsgehalt der haploiden ESVs um ein
Vielfaches geringer als andere populationsgenomische Methoden. Mit dieser Proof-of-Principle-
Fallstudie sollte gepriift werden, ob auf Basis eines im Projekt erstellten Datensatzes
(Krehenwinkel et al., 2022) Gliederfiifertaxa identifiziert werden kénnen, die sich innerartlich
durch multiple ESVs unterscheiden, und ob diese Unterschiede vor allem raumlicher, zeitlicher
oder baumartspezifischer Natur sind.

Methoden

Der Datensatz von Krehenwinkel et al. (2022) umfasste Proben von vier verbreiteten deutschen
Baumarten (europdische Buche: Fagus sylvatica; lombardische Pappel: Populus nigra ,italica’,
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Fichte: Picea abies und Waldkiefer: Pinus sylvestris) von 24 Standorten, die zwischen 1987 und
2018 beprobt wurden und wies insgesamt 2054 Arthropoden-OTUs auf. Fiir die hier
durchgefiihrten Analysen wurden zwei jeweils 300 m voneinander entfernte Baumstandorte zu
einem Standort zusammengefasst. Zwei weitere Standorte wiesen keine intraspezifische
Diversitat auf. Der finale Datensatz bestand damit aus 10 Proben. Zur Analyse der geografischen
Differenzierung wurden die Standorte drei Regionen zugeordnet: norddeutschen Tiefebene
(Bundesldander Schleswig-Holstein, Brandenburg, Sachsen-Anhalt, Niedersachsen),
Siidostdeutschland (Bayern) und Siidwestdeutschland (Saarland, Rheinland-Pfalz). Zeitliche
Signale wurden auf Ebene einzelner Jahre sowie Dekaden berechnet. Fiir Anzeichen einer
zeitlichen Verdanderung in der ESV-Verteilung wurden die Probestandorte nicht nach Regionen
zusammengefasst, sondern einzeln analysiert. Fiir alle drei Differenzierungsebenen (geografisch,
zeitlich, baumartspezifisch) wurde ein Schwellenwertprinzip angewandt, wobei in dieser Proof-
of-Principle-Fallstudie fiir die einzelnen Parameter unterschiedliche Schwellenwerte betrachtet
wurden: Fiir Signale der geografischen Differenzierung in der ESV-Verteilung haben wir die
Probenahmestellen drei Regionen zugeordnet: norddeutschen Tiefebene (Bundesldnder
Schleswig-Holstein, Brandenburg, Sachsen-Anhalt und Niedersachsen), Stidostdeutschland
(Bayern) und Siidwestdeutschland (Saarland, Rheinland-Pfalz). Zeitliche Signale wurden auf
Ebene einzelner Jahre sowie Dekaden berechnet. Fiir Anzeichen einer zeitlichen Verdnderung in
der ESV-Verteilung haben wir jeden Probenahmeort einzeln betrachtet.

Als Signal fiir eine geografische Differenzierung galt fiir eine OTU, wenn fiir mindestens einen
ESV die Unterschiede in der relativen Haufigkeit im Gesamtdatensatz zwischen zwei oder mehr
dieser Regionen einen definierten Schwellenwert erreichten oder iiberschritten. Beispielsweise
wurde ein ESV, der 50 % der Gesamtreads in Siidwestdeutschland, aber nur 10 % in
Siidostdeutschland ausmachte, bei einem Schwellenwert von 0,4 oder darunter als potenzielles
Signal fiir geografische Differenzierung gewertet.

Ein Signal fiir eine potenzielle zeitliche Verdanderung lag vor, wenn fiir mindestens ein ESV und
Standort (sowie Baumart) der Unterschied in der relativen Haufigkeit zwischen zwei
aufeinander-folgenden positiven Probenahmen den Schwellenwert erreichte oder iiberschritt.
Beispielsweise wurde ein ESV, der 10 % der Reads einer OTU an einem Standort im Jahr 1990,
aber 30 % in der folgenden Probenahme 1995 ausmachte, bei einem Schwellenwert von 0,2
oder darunter als po-tenzielles Signal fiir eine zeitliche Veranderung gewertet.

Ein Signal fiir eine potenzielle Baumspezifitat in der ESV-Verteilung fiir eine OTU wurde
angenom-men, wenn fiir mindestens ein ESV die Unterschiede in der relativen Haufigkeit in
unserem Ge-samtdatensatz zwischen zwei oder mehr der untersuchten Baumarten den
Schwellenwert er-reichten oder tiberschritten. Beispielsweise galt ein ESV, der 80 % der Reads
einer OTU bei Bu-chen, aber nur 20 % bei Fichten ausmachte, bei einem Schwellenwert von 0,6
oder darunter als potenzielles Signal fiir Baumspezifitiat.Die Anzahl der OTUs mit
Differenzierungssignalen wurde mit flichenproportionalen Venn-Diagrammen mit DeepVenn
(Hulsen, 2022) visualisiert. Fiinf Beispiel-OTUs, bei denen eine hohe intraspezifische
Diversifizierung (mindestens 20% unterschiedliche ESVs, Schwellenwert 0,2) wurden
ausgewahlt, um die Methode exemplarisch zu demonstrieren. Fiir jede wurde eine molekulare
Varianzanalyse (AMOVA, basierend auf genetischen Distanzdaten) und Median-Joining-ESV-
Netzwerke (Bandelt et al., 1999) in PopArt 1.7 (Leigh & Bryant, 2015) berechnet. Fiir das
Zeitsignal wurden die Daten in drei Jahrzehnte gruppiert (1990-1999, 2000-2009, 2010-2018).
Verbreitungskarten wurden in QGIS erstellt und Balkendiagramme zur Visualisierung der
zeitlichen ESV-Verteilung verwendet.

117



TEXTE Umweltprobenbank des Bundes: Untersuchung der biologischen Vielfalt mit der Umweltprobenbank -
Abschlussbericht

Ergebnisse

» Hauptaussage 1: Vorhandene eDNA-Metabarcodingsatze kdnnen genutzt werden, um die
innerartliche Diversitat einzelner Arten auf Basis mitochondrialer ESVs zu analysieren.

» Hauptaussage 2: Die Daten zur innerartlichen genetischen Variabilitat blattassoziierter
GliederfluiRer zeigen ausgepragte zeitliche, raumliche sowie baumartenspezifische
Differenzierungsmuster.

In dem Datensatz von Krehenwinkel et al. (2022) wurden 542 mit OTUs zwei oder mehr ESVs
detektiert (insgesamt 1758 ESVs). Diese standen fiir die weiteren Analysen zur innerartlichen
genetischen Variation zur Verfiigung. Ein grofder Anteil dieser OTUs zeigte eine intraspezifische
Differenzierung auf allen untersuchten Ebenen (zeitlich, raumlich und baumspezifisch). Bei
Wabhl einer Veranderung der Haufigkeit einzelner ESVs innerhalb der OTUs zwischen
Messwerten (Baumart, Region, Beprobungsjahr) von mindestens 30% wiesen immer noch 349
OTUs (64 % der 542 untersuchten OTUs) ein Differenzierungssignal auf (Abbildung 44 links).

Abbildung 44: Analysen zur innerartlichen genetischen Diversitit von blattassoziierten
GliederfiiBern
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Links: Flachenproportionales Venn-Diagramm der 349 OTUs (von den urspriinglich 542), die statistisch signifikanten Signale
in Bezug auf Geografie, Zeit und Baumarten auf einer Differenzierungsstufe von 30 % relativer ESV-Readhaufigkeit zeigten.
Geografie (orange), Zeit (gelb), Baumart (griin). Rechts: Beispiel einer Art mit zeitlichem Signal. Dargestellt sind relative ESV-
Frequenzen und Verteilungen fir OTU 568_Diptera. A) ESV-Netzwerk (Median-Joining). B) Karte mit der geografischen
Verteilung der zwei ESVs (innerer Kreis, griin = ESV H1, weil = ESV H2) und Baumarten (duRerer Ring). C) Balkendiagramm
der relativen ESV-Readhaufigkeit in Jahren und Dekaden. Quelle: eigene Darstellung, SGN.

Der ESV-Datensatz weist eindeutige Hinweise darauf auf, dass sich bei mehreren Arten (bzw.
hier gemessen: OTUs) die innerartliche genetische Diversitit liber die Zeit hinweg verandert
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haben. So wurden auf dem 30 %-Niveau 174 OTUs mit zeitlicher Variabilitit identifiziert
(Abbildung 44 links), in einigen Fallen waren die Unterschiede aber deutlich grofder. So war z.
B. fiir eine Art, (Diptera-OTU 568) eine klare ESV-Verschiebung im Laufe der Zeit erkennbar
(Abbildung 44 rechts). Diese Differenzierung war signifikant, wenn tiber die analysierten
Dekaden integriert wurde. Die entsprechende AMOVA zeigte, dass 14 % der Gesamtvarianz
zwischen den Dekaden lag und statistisch signifikant war (Anhang A.7). Ob diese Anderungen
unter Umstidnden adaptive Prozesse (Vorteil der neuen Variante unter veranderten
Umweltbedingungen, Stephan, 2019) abbilden, oder auf andere Mechanismen zuriickzufiihren
sind, z. B. zunehmende Einwanderung von Individuen dem ,neuen” ESV, miisste mit weiter-
fiihrenden Studien gezielt gepriift werden.

Ein Beispiel fiir ein intraspezifisches Baumartsignal zeigt Abbildung 45 fiir bei OTU 14_Acari.
Hier erkennt man eindeutig, dass neben der weitverbreiteten ESV 1 welche mit allen Baumarten
verbunden ist, die ESVs 3 und 5 ausschliefllich auf Fichte vorkommen, und die Buche stark mit
den ESVs 2, 4 und 6 assoziiert ist. In diesem Beispiel zeigt sich aber auch die Schwierigkeit die
Signale einem einzelnen Differenzierungsfaktor zuzuordnen. Bei OTU 14_Acari zeigt die AMOVA
auch signifikante Differenzierung iiber Dekaden und geografische Rdume auf. Lingere Zeitreihen
konnten hier klare Muster hervorbringen.
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Abbildung 45: Beispiel einer Art mit zeitlichem, raumlichem und baumartbezogenem ESV-Signal
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Dargestellt sind relative ESV-Frequenzen und -verteilungen fiir das OTU 14_Acari. A) Neighbor-Joining-ESV-Netzwerk. B)
Karte mit der geografischen Verteilung der ESVs (innerer Kreis) und Baumarten (dulerer Ring). C) Balkendiagramm der
relativen ESV-Readhaufigkeit in Jahren und Dekaden. Quelle: eigene Darstellung, SGN.

Herausforderungen und Ausblick

Eine zentrale Herausforderung des Ansatzes ist die unzureichend entwickelte
Referenzdatenbank fiir viele analysierte Insektengrofdgruppen, da den meisten OTUs keine
eindeutige Arte und damit verbunden keine 6kologischen Traits zugewiesen werden kénnen).
Eine zukiinftige, wiederholte Analyse der Daten mit den immer vollstindiger werdenden
Referenzdatenbanken ist allerdings mdglich und bringt in diesem Kontext vermutlich
zusatzliche Informationen. Des weiteren, ist die raumliche und zeitliche Auflésung im aktuellen
Datensatz bei vier Baumarten und unterschiedlichen Laufzeiten der Beprobung relativ gering.
Eine langer wahrende, jahrliche Beprobung aller Baumarten an allen Standorten wiirde hier
Abhilfe schaffen. So wiirde eine dichtere Zeitreihe und eine bessere raumliche Abdeckung
entstehen und wertvolle Informationen im Kontext eines Insektenmonitorings mit integrierten
genetischen Daten liefern.
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Datenverfiigbarkeit
Alle Daten sind in Krehenwinkel et al. (2022) verfiigbar (siehe Kapitel 5.2.4 und Tabelle 8).

5.4 Proof-of-Principle-Fallstudien zur Veranderung innerartlicher
genetischer Diversitat und Genexpressionsmuster

5.4.1 Populationsgenomische Veranderungen der Aalmutter

Kénnen genomische Veranderungen einer Art (Beispiel Aalmutter) durch
populationsgenomische Techniken aus den Zeitreihen identifiziert werden?

» Aalmutterpopulationen zeigen eine deutliche genetische Differenzierung zwischen Nord und
Ostsee, das Ergebnis einer rezenten Anpassung an die geringe Salinitat der Ostsee.

» Im Unterscheid zur raumlichen Differenzierung, finden sich nur wenige Signale fir
evolutiondre Anpassungen Uber die Zeit, z. B. an den Klimawandel.

» Bislang haben Aalmutter-Populationen noch keine genetische Vielfalt an den beprobten
Standorten verloren.

» Die Zusammenarbeit mit internationalen Probenbanken kann die raumliche und zeitliche
Auflésung von Analysen erheblich verbessern.

Institution | Habitat Probentyp Methode # Proben Bewertung

uT marin Aalmutter Populationsgenomik | 56 Homogenate Erfolg

Motivation der Studie

Global nimmt bei vielen hoheren Organismen die genetische Diversitit als Folge anthropogener
Einfliisse wie Habitatverlust und direkter Nutzung (z. B. Befischung) ab. Fiir die evolutionare
Anpassungsfahigkeit von Arten an verdnderte Umweltbedingungen ist der Erhalt genetischer
Diversitat entscheidend, doch systematische Langzeitanalysen fehlen bislang weitgehend (Shaw
et al.,, 2025). Umweltbeobachtungsprogramme bieten die Moglichkeit, Trends in der genetischen
Vielfalt und populationsgenetische Stresssignale zu erfassen und mit Umweltparametern in
Verbindung zu setzen (Benestan et al., 2016; Hendricks et al., 2018), werden jedoch kaum
systematisch durchgefiihrt. Mit dieser Studie sollte gepriift werden, ob mit Biotaproben der UPB
ein systematisches Monitoring der innerartlichen genetischen Diversitat moglich ist und ob
Populationen mit evolutiondrer Anpassung auf Umweltstress reagieren.

In den vergangenen 30 Jahren sind in der Ostseeregion sowohl die Jahresmittelwerte der
Wassertemperatur (Meier et al., 2022) als auch die Haufigkeit extremer Temperatur- und
Salinitatsereignisse (Dutheil et al., 2023) gestiegen. Genetische Anpassungen an diese
verdanderten Umweltbedingungen wurden bereits bei kommerziell genutzten Ostseefischarten
dokumentiert (Andersson et al., 2023). Zeitreihen, die genetische Verdnderungen fast in Echtzeit
erfassen, fehlen jedoch bislang weitgehend. Die Aalmutter (Zoarces viviparus) gilt aufgrund ihrer
ausgepragten Standorttreue, ihrer viviparen Fortpflanzung und ihrer Empfindlichkeit gegeniiber
Umweltstressoren (Jacobsson et al., 1986) seit Jahrzehnten als Indikatorart fiir Umweltstress in
Nord- und Ostsee (Hedman et al., 2011). In der Nordsee wird sie seit 1992 und in der Ostsee seit
1994 durchgehend von der UPB gesammelt. Die einzelnen Fische verbreiten sich wahrend ihrer
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Lebenszeit nur wenige Kilometer, was durch populationsgenetische Analysen mit
Mikrosatellitenmarkern und genetischer Marker belegt wurde (Bergek et al.,, 2012; Hedman et
al,, 2011; J. Schmidt, 1918). Eine saisonale Migration konnte nur in vertikaler Richtung in
kiihleren Tiefen wahrend der Sommermonate festgestellt werden (Jacobsson et al., 1993). Auf
grofierer raumlicher Skala zeigt sich ein Isolation-by-distance-Muster (Kinitz et al., 2013). Die
Standorttreue der einzelnen Fische bedeutet, dass sie dauerhaft allen lokalen Bedingungen,
inklusive der dort vorkommenden Stoffe, ausgesetzt sind, die als Stressoren eine genetische
Antwort induzieren konnen (Hedman et al., 2011). Ziel der vorliegenden Studie war es, anhand
von Pool-Sequenzierungsdaten der UPB-Zeitreihen (Kapitel 4) populationsgenomische
Verdanderungen der Aalmutter — rdumlich zwischen den Meeresregionen und zeitlich iiber die
UPB-Zeitreihen - zu charakterisieren und mit Umweltparametern in Beziehung zu setzen.

Methoden

Nach der Generierung eines Referenzgenoms des Fisches (Fuhrmann et al., 2024), wurden die
Homogenate der Aalmutter von den Probenahmestelle der UPB in Nord- und Ostsee mittel
[llumina Novaseq auf eine Tiefe von jeweils 100 Gigabasen sequenziert. Die Proben der
deutschen UPB wurden mit solchen der schwedischen Umweltprobenbank ergidnzt, um eine
bessere raumliche Abdeckung der Ostsee zu erreichen. Die populationsgenomischen Daten
wurden mithilfe der Software Popoolation und Popoolation2 (Kofler, Orozco-terWengel, et al.,
2011; Kofler, Pandey, et al.,, 2011) ausgewertet, die Informationen zur genetischen Vielfalt und
genetischen Differenzierung liefern. Es wurden fiir alle Populationen Informationen zur
Salinitét, sowie Meerestemperatur zusammengetragen. Mithilfe der Software Baypass (Gautier,
2015), wurden Salinitit und Temperatur mit genetischer Variation assoziiert um Signaturen
evolutiondrer Verdnderungen zu identifizieren.

Ergebnisse

» Hauptaussage 1: Uber das Verbreitungsgebiet der Aalmutter ist der Genfluss eingeschrankt
und regional isolierte Populationen tragen zur hohen genetischen Diversitat insgesamt bei.

» Hauptaussage 2: Innerhalb der Zeitreihen gibt es keine Signale fiir eine graduelle genetische
Anpassung der Aalmuttern an den Klimawandel.

Die Analysen zur genomischen Differenzierung (Fsr) zeigten eine deutliche geografische
Strukturierung: Die Ostseepopulation ist genomisch klar von den Nordseepopulationen
differenziert (Abbildung 44 B). Auch zwischen den Probenahmestellen in der Nordsee war eine
schwache geografische Strukturierung erkennbar, konsistent mit dem bekannten Isolation-by-
distance-Muster der Art (Hedman et al., 2011; ]. Schmidt, 1918). Der ausgepragte
Salinitatsgradient zwischen Nord- und Ostsee (Abbildung 44 B) legt nahe, dass evolutiondre
Anpassung zur genomischen Differenzierung beigetragen hat. Unsere Untersuchungen zeigen
diverse Genomregionen, die auf eine Salinitdtsanpassung zwischen Nord- und Ostsee hinweisen,
wie schon bei vielen andere Fischarten beschrieben wurde (z. B. Berg et al., 2015).
Interessanterweise finden sich aber kaum Genomregionen, die mit der Klimaerwarmung
assoziiert sind, obwohl die Temperatur im Untersuchungszeitraum um ca. 1.5 °C gestiegen ist
(Abbildung 46 D). Diese Wassertemperaturanstiege liberschreiten moglicherweise den
thermischen Toleranzbereich der urspriinglich arktisch verbreiteten Aalmutter (Hedman et al.,
2011). Dieses Ergebnis erlaubt zwei Interpretationen: Moglicherweise ist der Selektionsdruck
durch den Klimawandel noch nicht stark genug, um eine Anpassung notwendig zu machen. Die
Tiere konnten sich beispielsweise im Sommer in tiefere Regionen zurtickziehen. Alternativ
konnte es sein, dass die Art gar nicht in der Lage ist, sich schnell anzupassen, weil ihr die
notwendige genetische Variation fehlt. Dann ware mit Riickgdngen der Population zu rechnen,
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die sich in einer reduzierten genetischen Vielfalt widerspiegeln. Unsere Ergebnisse zeigen aber,
dass die genetische Vielfalt in allen untersuchten Populationen temporar stabil bleibt
(Abbildung 46 D). Die Ergebnisse lassen sich also eher wie in der ersten
Interpretationsmoglichkeit beschrieben, deuten. Die Art kann méglicherweise derzeit den
Klimawandel noch tiberdauern. Méglicherweise reagiert die Aalmutter bislang vor allem iiber
phénotypische Plastizitit - etwa die saisonale Tiefenmigration (Jacobsson et al.,, 1993) - auf
steigende Temperaturen, ohne dass eine genetische Adaptation notwendig ware.
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Abbildung 46: Populationsgenomische Auswertung der Aalmutterzeitreihe
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A) Karte der Nord- und Ostsee mit den farblich markierten Probenahmegebieten. Probenahmegebiete: NO-BOR = Borkum,
NO-JAD = Jadebusen & Mellum, NO-MEL = Meldorfer Bucht, NO-SYL = Sylt, BE-SCH = Schleimiindung, BA-DAR = Darsser Ort.
B) Darstellung der genetischen Differenzierung als Distanzstammbaum, welcher die Gruppierung der Proben nach
Probenahmegebieten (farblich abgegrenzte Aste) zeigt. (C und D) Veradnderung der Salinitit, der Wassertemperatur und der
gesamt-genomischen genetischen Diversitat mit der geographischen Entfernung lber alle Probenahmegebiete und
Zeitpunkte (C), bzw. mit der Zeit innerhalb der drei Zeitreihen (D). E) Fsr-Werte in 5000 Basenpaarabschnitten des Genoms
(X-Achse) zwischen den Probenahmegebieten NO-JAD und BA-DAR aus dem Jahr 2022 zeigen Bereiche mit besonders
starker Differenzierung, aber keine vollstandig angepassten oder neu entstandenen Allele. Quelle: eigene Darstellung, UT.

» Hauptaussage 3: Bislang haben Aalmutter-Populationen noch keine genetische Vielfalt an den
beprobten Standorten verloren.
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» Hauptaussage 4: Die Zusammenarbeit mit internationalen Probenbanken kann die raumliche
und zeitliche Auflésung von Analysen erheblich verbessern.

Um schnelle genetische Anpassungen an den Klimawandel von phanotypischer Plastizitat zu
unterscheiden, miissen Allelfrequenzverdanderungen tiber mehrere Generationen und in
Korrelation mit Umweltparametern analysiert werden (Gienapp et al., 2008) - wobei einmalige
stochastische Schwankungen von gerichteten Anpassungen zu unterscheiden sind (Hairston Jr
et al,, 2005). Die UPB-Zeitreihenproben der Aalmutter bieten zumindest eine erste Moglichkeit,
zeitliche Verdanderungen der genomischen Diversitdt zu erfassen und mit Umweltparametern in
Verbindung zu setzen. Die Salinitdt blieb sowohl an den Nordseestationen als auch am Darsser
Ort (Ostsee) iiber die Zeitreihe stabil (Abbildung 46 D) - ein Parameter, der im
Untersuchungszeitraum keinen veranderten Selektionsdruck initiiert haben diirfte. Die
Wassertemperatur hingegen stieg tiber die Zeitreihe tendenziell an und {iberschritt
moglicherweise zeitweise den thermischen Toleranzbereich der urspriinglich arktisch
verbreiteten Aalmutter (Hedman et al., 2011) In den genomischen Diversitatsdaten zeigten sich
jedoch keine gerichteten Veranderungen: Die Werte variierten um einen zeitlich stabilen
Mittelwert. Die fehlende Dynamik der Allelhdufigkeiten kann auf stabile Populationsgrofden im
Untersuchungszeitraum hinweisen. Moglicherweise reagiert die Aalmutter bislang vor allem
iiber phanotypische Plastizitit - etwa die saisonale Tiefenmigration (Jacobsson et al., 1993) -
auf steigende Temperaturen, ohne dass bislang eine genetische Adaptation in den untersuchten
Zeitreihen nachweisbar ist. Alternativ kénnten die bisherigen Temperaturzunahmen noch
unterhalb der Stressschwelle der Populationen geblieben sein.

Herausforderungen

Auch wenn bisher keine Abnahme der Diversitat detektiert wurde, lasst sich aus den
Ergebnissen nicht schliefden, dass Aalmutterpopulationen derzeit ungefahrdet sind. Die
Aalmutter steht in der Ostsee auf der HELCOM-Vorwarnliste als ,,Near Threatened (HELCOM,
2025). In schwedischen Monitoringprogrammen wurden iiber 20 Jahre erhebliche
Bestandsriickgdnge dokumentiert. Diese Ergebnisse stehen scheinbar in Widerspruch zu der
stabilen genetischen Vielfalt, die in den UPB-Zeitserien detektiert wurden. Simulationsstudien
zeigen, dass gangige Bottleneck-Tests bei moderaten Riickgidngen in Wirbeltieren haufig selbst
bei nachgewiesenen Bestandsriickgdangen kein Signal detektieren (Peery et al., 2012). Stabile
genomische Diversitdtswerte schliefden daher einen laufenden Populationsriickgang nicht aus.
Veranderungen der Nukleotiddiversitat konnen langsam erfolgen. Daher wurde ebenfalls einen
sensitiveren Wett fiir die genetische Vielfalt erfasst, der deutlich schneller regiert: die Anzahl
variabler Positionen im Genom. Auch dieser Wert zeigt keine Riickgiange der genetischen Vielfalt
in Aalmutterpopulationen. Die Aalmutter scheint also derzeit noch nicht von starken
Bestandseinbriichen betroffen zu sein. Eine Abwanderung in kaltere Gewasserbereiche erklart
daher vermutlich die abnehmenden Fangzahlen der Art.

Ausblick

Diese Fallstudie zeigt, dass die Biotaproben der UPB fiir retrospektive populationsgenomische
Analysen der genetischen Vielfalt geeignet sind. Veranderungen der effektiven Populationsgrofde
- als Frithindikator fiir Populationsriickgdnge - konnen populationsgenomisch erfasst werden.
Ebenso konnen die Daten fiir die Analyse von Genen unter Selektion durch veranderte
Umweltbedingungen (Temperatur, Nahrstoffe, Schadstoffe) zwischen Standorten und Jahren
genutzt werden. Damit lassen sich moglicherweise wichtige Einsichten in die Rolle von
evolutiondrer Anpassung in der Resistenz gegen Umweltstress identifizieren. Stichprobenartige
Voruntersuchungen der bereits eingelagerten Proben, sind aber notwendig, um eine genomische
Basis zu etablieren. Ebenso sollte sichergestellt werden, dass fiir alle relevanten Probenarten
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Referenzgenome sequenziert und annotiert werden. Fiir weiterfithrende Analysen ware
auflerdem die systematische Erfassung und Verkniipfung aktueller Umweltparameter zum
Zeitpunkt der Probenahme - idealerweise unter Einbindung verschiedener
Umweltbeobachtungsprogramme - von besonderem Wert. Diese Studie zeigt den besonderen
Wert von internationalen Monitoringprogrammen, die es erlauben, Probenbankdaten in einem
sehr breiten geographischen Kontext zu analysieren.

Datenverfiigbarkeit

Alle Daten sind gemaf3 der FAIR-Prinzipien in 6ffentlichen Repositorien verfligbar (siehe
Tabelle 8).

5.4.2 Transkriptomische Verdnderungen der Aalmutter

Konnen transkriptomische Veranderungen einer Art (Beispiel Aalmutter) durch UPB-Zeitreihen
identifiziert werden?

» Aus den Homogenaten konnten differentielle Genantworten in Raum und Zeit abgeleitet
werden; diese stellen die Antwort zahlreicher Individuen insgesamt dar.

» Gene, die auf akuten Hitzestress reagieren, zeigten keine Veranderungen in natirlichen
Populationen lber die Zeit; das legt nahe, dass Aalmuttern in der Natur noch nicht unter
akutem Hitzestress leiden, sondern diesem z. B. durch Abwanderung entgehen kénnen.

Institution | Habitat Probentyp Methode # Proben Bewertung
uT marin Aalmutter Transkriptomik 69 Teilweise
Jahreshomogenate Erfolg

Motivation der Studie

Wahrend populationsgenomische Analysen langfristige Verdnderungen in der genetischen
Diversitat erfassen, ermoglicht die Transkriptomik einen direkten Einblick in aktuelle
physiologische Reaktionen der Organismen. Fiir die Aalmutter wurde daher zuséatzlich zur
Genomanalyse untersucht, ob sich die Expression hitzestressassoziierter Gene in den UPB-
Proben tliber die Zeit oder zwischen den Meeresgebieten verdandert hat.

Methode

Aalmutterproben von acht Zeitpunkten der Probenahmestationen Jadebusen & Mellum,
Meldorfer Bucht (Nordsee) und Darsser Ort (Ostsee) wurden ausgewahlt. Der Fokus lag dabei
auf Genen, die in einem vorangegangenen Hitzestress-Experiment im Labormafdstab mit
Aalmuttern aus dem Kattegat in Schweden als differentiell exprimiert identifiziert worden sind
(Brasseur et al., eingereicht). Um die Genexpressionsdaten mit dem thermischen Umfeld der
Probenahmestationen zu kontextualisieren, wurden die Wassertemperaturen der Standorte von
anderen Copernicus-Projekten extrahiert (Nordsee: https://doi.org/10.48670/moi-00059;
Ostsee: https://doi.org/10.48670/moi-00013). Die extrahierte RNA aus den Homogenaten
wurde durch Novogene (Miinchen, Deutschland) sequenziert.

Fiir die Analyse wurden zunachst Sequenzieradapter und Sequenzabschnitte mit schlechter
Qualitat mithilfe von cutadapt (Martin, 2011) entfernt. Anschlief}end wurde das Programm
HISAT2 (Kim et al,, 2019) genutzt, um die Reads gegen das Aalmutter-Referenzgenom (siehe
2.4.4) zu mappen. Eine funktionelle Annotation der Gene auf dem Referenzgenom wurde mit
dem Programm eggNOG-mapper (Cantalapiedra et al.,, 2021) durchgefiihrt. Die differentielle
Expression im Hitzestress-Experiment wurde mit DESeq2 (Love et al., 2014) und limma (Ritchie
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et al,, 2015) ausgewertet, um den Referenz-Gensatz flir die Zeitreihenanalyse zu definieren.
Auch die aus den UPB-Homogenaten sequenzierten Transkripte wurden mit DESeq2 in einen
normalisierten Genexpressionswert umgewandelt. Anschliefdend wurden aus den Genen, die
nach DEGreport (Pantano, 2025) ein dahnliches Expressionsprofil iiber die 6kologischen Gebiete
(Nord- und Ostsee) und Zeiten aufwiesen, Gencluster gebildet. Abschliefdend wurden die
Genexpressionswerte in DESeq2 gegen differenzielle Expression iiber die Zeit und zwischen den
Populationen der Nord- und Ostsee modelliert.

Ergebnisse

» Hauptaussage 1: Aus den Homogenaten konnten differentielle Genantworten in Raum und
Zeit abgeleitet werden; diese stellen die Antwort zahlreicher Individuen insgesamt dar.

Die Genexpressiondaten aus UPB-Proben zeigen eine klare Trennung der Genexpressionprofile
in der Nordsee und Ostsee, die vermutlich auf die vorhandene Anpassung an unterschiedliche
Salinitdten zuriickzufiihren ist (Abbildung 47). Auch iiber die Zeit finden sich veranderte
Genexpressionsmuster.

Abbildung 47: Darstellung der raumlichen und zeitlichen Verdnderung von Genexpression in der
Nordsee und der Ostsee
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Das Diagramm zeigt die Ahnlichkeit der Genexpressionswerte einzelner Aalmutter Proben aus Nord- und Ostsee. Die Nihe
zweier Punkte korreliert mit der Ahnlichkeit in der genomweiten Genexpression. Nord- und Ostsee zeigen klar
differenzierte Expressionsmuster. Auch (iber die Zeit lasst sich ein Trend der Expressionsveranderung feststellen.

Quelle: eigene Abbildung, UT.

» Hauptaussage 2: Gene, die auf akuten Hitzestress reagieren, zeigten keine Verdanderungen in
natirlichen Populationen Uiber die Zeit; das legt nahe, dass Aalmuttern in der Natur noch nicht
unter akutem Hitzestress leiden, sondern diesen z. B. durch Abwanderung entgehen kénnen.

Da sich weder in der genomischen Diversitit (Abschnitt 5.3.2) noch in der Expression
Hitzestress-relevanter Gene zeitliche Anpassungssignale zeigten (Abbildung 48), deuten die
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Daten darauf hin, dass die Aalmutter bislang vor allem {iber phanotypische Plastizitat - etwa die
saisonale Tiefenmigration - auf den Temperaturanstieg reagiert. Alternativ kdnnten die
bisherigen Temperaturzunahmen von 1,5 °C noch unterhalb der Stressschwelle der
Populationen geblieben sein. Im Experiment wurde eine deutliche hohere Temperatur gewahlt.
Aufierdem konnte die Genexpressionsantwort auf den Stress, dem die Individuen beim Sammeln
ausgesetzt waren, andere Stressmuster tiberdeckt haben.

Abbildung 48: Darstellung der zeitlichen Veranderung der Genexpression von
hitzestressassoziierten Genen in der Nordsee (North Sea; gelb) und der Ostsee
(Baltic Sea; violett)

Der ,,z-score of expression” entspricht der normalisierten Abweichung vom arithmetischen Mittelwert der An-
zahl von identifizierten Transkripten je Gen (Genexpression). Die Mediane der z-scores sind durch eine durch-
gangige Linie verbunden. Die Abbildung zeigt die Expressionsverdnderungen von Genen, in natiirlichen Popula-
tionen Uber die Zeit, die experimentell als hitzestressassoziiert identifiziert wurden. Keines der Gencluster zeigt
klare zeitliche Expressionsveranderungen.
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Der ,,z-score of expression” entspricht der normalisierten Abweichung vom arithmetischen Mittelwert der Anzahl von
identifizierten Transkripten je Gen (Genexpression). Die Mediane der z-scores sind durch eine durchgédngige Linie
verbunden. Die Abbildung zeigt die Expressionsveranderungen von Genen, in natiirlichen Populationen tber die Zeit, die
experimentell als hitzestressassoziiert identifiziert wurden. Keines der Gencluster zeigt klare zeitliche
Expressionsverdanderungen. Quelle: eigene Darstellung, UT.

Herausforderungen und Ausblick

Genexpressionsmuster konnen sehr schnell und stark durch kurzfristige Umweltbedingungen
zum Probenahmezeitpunkt beeinflusst werden. Daher ist eine standardisierte Probenahme
entscheidend und Einzelpunktmessungen konnen hohe Variation zeigen (Tagesbedingungen,
physiologischer Zustand der gefangenen Individuen). Weitere Analysen sind fiir die
ErschliefRung des vollen Potenzials notig, um belastbare Aussagen zur Wirkung von
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Umweltdnderungen auf transkriptomische Daten der UPB-Proben zu liefern. Standardisierte
Stressexperimente (wie das genutzte Hitzestressexperiment) sind eine notwendige
Voraussetzung fiir die biologische Interpretation zeitlicher Veranderungen. Ein mogliches
Problem bei der Interpretation von Genexpressionsdaten der UPB ergibt sich aus dem Stress,
dem die Individuen beim Sammeln ausgesetzt waren. Die Aalmuttern werden beispielsweise in
Reusen gefangen, bevor sie prozessiert werden. Beim Fang konnen bereits diverse
stressassoziierte Gene ihre Expression dndern, was kurzfristige Stressantworten liberdecken
kann. Mdglicherweise eigenen sich die UPB-Daten daher vorwiegend, um Genexpressionsmuster
tiber grofdere raumliche und zeitliche Skalen zu untersuchen.

Ausblick

Die Analysen dieser Proof-of-Principle-Fallstudie zeigen die grundsatzliche Eignung der UPB-
Biotaproben fiir RNA-Analysen. Transkriptomische Analysen aus UPB-Proben bieten ein
einzigartiges Potenzial fiir die retrospektive Erfassung physiologischer Stressreaktionen. Durch
den Abgleich von Genexpressionsprofilen mit Zeitpunkten bekannter Schadstoffeintrage oder
Temperaturextreme kénnen kausale Zusammenhange zwischen Umweltverdnderungen und
molekularen Reaktionen erschlossen werden. Dariiber hinaus kénnen Expressionsmuster
biologische Pfade identifizieren, die unter Stress aktiviert oder supprimiert werden -
Informationen, die populationsgenomische Daten allein nicht liefern. Dieser Ansatz ist
grundsatzlich auch auf andere Indikatorarten der UPB iibertragbar, sofern geeignete
Referenzexperimente (und -genome) vorliegen. Werden reproduzierbare transkriptomische
Stressantworten identifiziert, kdnnten ausgewdhlte Gene als molekulare Biomarker in das
Standardmonitoring integriert werden - auch um bislang nicht gemessene Stressoren
aufzudecken. Eine vielversprechende Weiterentwicklung ware die Kombination von
Transkriptomik und Populationsgenomik an denselben Proben: Genomdaten beschreiben den
langfristigen adaptiven Zustand, Transkriptomdaten die aktuelle physiologische Reaktion. Die
UPB-Proben sind fiir einen solchen integrierten Ansatz pradestiniert, da DNA und RNA aus
denselben Homogenaten extrahiert werden kénnen. Wichtig ist es aber, die Stressantworten
wahrend der Probennahme zu identifizieren, um echten Umweltstress von
probenahmeassoziiertem Stress zu diskriminieren.

Datenverfiigbarkeit

Alle Sequenzdaten sind gemaf$ der FAIR-Prinzipien verfligbar:

https://dataview.ncbi.nlm.nih.gov/object/48250038 (siehe Tabelle 8).
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6 Arbeitspaket 5: Effiziente Verwertung der Daten fiir den
Umwelt- und Naturschutz

» Ziel: Vernetzung mit Akteuren des fachlichen und behérdlichen Biodiversitats- und
Umweltmonitorings und Einrichtung eines Begleitkreises.

6.1 Begleitkreis

Zu Beginn des TrendDNA-Projekts wurde ein Begleitkreis gebildet. Dieser bestand aus 23
Mitgliedern, die insbesondere aus Behdrden sowie Ressortforschung und Naturschutz kamen. In
einem Auftakttreffen sowie in drei begleitenden Treffen wurden die Zwischenergebnisse
prasentiert und Impulse fiir weitere Analysen aufgegriffen. Beispielswiese ist die integrierte
Fallstudie (Junk, Hans, et al.,, 2025) aus der Empfehlung des Begleitkreises hervorgegangen, die
Ergebnisse zur Biodiversitidt mit 6kologischer Modellierung zu kombinieren. Mit dem
Begleitkreis wurden die Projektzwischenergebnisse in Form von Prasentationen,
Diskussionsrunden und Breakout-Sessions zu spezifischen Fragestellungen in Onlinetreffen
diskutiert. Als Basis wurden hierzu jahrliche Zwischenberichte vorgelegt. Gemeinsam mit dem
Begleitkreis wurde zudem ein Workshop zum Abschluss des Projekts durchgefiihrt (Abbildung
49) in dem die finalen Projektergebnisse vorgestellt, sowie in mehreren parallelen Breakout-
Sessions spezifische Fragestellungen zum Wert der UPB fiir die Umweltbeobachtung eruiert
wurden. Am 28.03.2025 wurde intensiv tiber den Wert der UPB fiir genetische Untersuchungen
diskutiert und Handlungsempfehlungen formuliert. Diese wurden vom Beirat artikuliert und
eingebracht. Gemeinsam wurde ein Dokument mit 10 Handlungsempfehlungen erstellt. In
diesem Kapitel wird daher fokussiert die identifizierten Verwertungsoptionen aufgezeigt.

Abbildung 49: Teilnehmende des Workshops zu genetischen Methoden in der
Umweltbeobachtung, 26.-28. Marz 2025 an der Universitat Duisburg-Essen.

Quelle: eigene Darstellung, UDE.
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10 Handlungsempfehlungen zur Nutzung und Entwicklung der Umweltprobenbank

1. Die Umweltprobenbank des Bundes organisatorisch und finanziell dazu befahigen, die
Umweltproben weiterhin systematisch mit genetischen und digitalen Analysemethoden zu
untersuchen, die Entwicklung der biologischen Vielfalt von der Ebene des Okosystems (iber die
Artenvielfalt bis zur genetischen Variation abzubilden und die Stressantworten einzelner Arten und
Prognosen zu unterstitzen.

2. Das Portfolio genetischer Analysen vielfaltig nutzen und neue Methoden aufnehmen. Neue
Indikatoren auf Basis der genetischen Daten fiir Umweltpolitik und die behérdliche Umsetzung
entwickeln, die insbesondere auch Aussagen zu funktionellen Wirkungen enthalten.

3. Die genetischen Biodiversitatsdaten der Umweltprobenbank mit weiteren fir diese Proben
vorliegenden Messdaten (z. B. chemische Belastungen oder biometrische Parameter) und mit den
Umweltdaten anderer behérdlicher Monitoringprogramme verkniipfen

4. Integration anderer vielfaltiger Umweltdaten und Anwendung moderner statistischer sowie
datenwissenschaftlicher Anwendungen (inkl. kiinstliche Intelligenz), um die Plausibilitat von
Aussagen zu Trends und Treibern zu verbessern.

5. Flr bestehende Probetypen kompartimentibergreifende Biodiversitatstrends (z. B. im
Kontext von Klimaanpassung) als Bindeglied der vielfach fragmentierten Datensatze
unterschiedlicher Zustandigkeitsbereiche (Boden, Meere, Land, Binnengewasser) ableiten.

6. Archivierte Proben fiir weitere Methoden (z. B. Proteomik, Lipidomik) nutzen, um zu prifen,
ob eine solche Erweiterung sinnvoll ist und um Schnittstellen zu behoérdlichen
Monitoringprogrammen zu schaffen.

7. Gemessene biologische Antwortvariablen erweitern, um neben den klassischen
Indikatorarten bislang vernachlassigte taxonomische Gruppen in die Umweltbeobachtung zu
integrieren (z. B. viele funktionell wichtige wirbellose Arten, Protisten und Prokaryoten,
Veranderungen von Lebensgemeinschaften insgesamt).

8. Indikatoren entwickeln, die tiber die Okosystemgesundheit hinaus auch die menschliche
Gesundheit betreffen (One Health), beispielsweise antimikrobielle und Fungizid-Resistenzen sowie
Pathogene.

9. Gemal den FAIR-Prinzipien die digitale Infrastruktur zur Datenhaltung, Bewertung und
Visualisierung Gber Umweltprobenbank.de und umwelt.info fiir behérdliche Zwecke, Forschung
und zur Information der Offentlichkeit stirken und weiterentwickeln. Kiinftige Synergieoptionen
mit weiteren Plattformen (z. B. Portal des Monitoringzentrums, Lebendiger Atlas der Natur
Deutschlands, Global Biodiversity Information Facility (GBIF)) prifen.

10.  Unterstlitzung der standardisierten Datenerhebung und Analyse zur biologischen Vielfalt,
der Qualitatssicherung der Messung, der Entwicklung integrierter Bewertungsansatze sowie der
digitalen Transformation der Umweltbeobachtung.
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6.2 Verwertungsoptionen

Ein wichtiger Aspekt in AP 6 war die Identifizierung von méglichen Verwertungsoptionen der
genetischen Daten fiir andere Zwecke. Neue genetische Methoden ermdglichen der UPB-Daten
zum Zustand und zur Veranderung der Biodiversitit in nie dagewesener zeitlicher Auflosung zu
erheben, von der genetischen Variation in Populationen bis zu Veranderungen ganzer
Okosysteme. Die generierten Daten helfen wichtige historische Liicken zu schlieRen und weisen
tiber die Aussagekraft einzelner Indikatorarten hinaus. Aufgrund ihrer leichten und schnellen
Verfiigbarkeit bieten sie Entscheidungstragern auf allen Ebenen wertvolle neue Informationen
fiir eine Prozesssteuerung, die resiliente Okosysteme anstrebt und auf eine sich schnell
verandernde Umwelt reagieren muss. Die Schlussfolgerungen eignen sich zudem fiir Ziel-
Allianzen, die iber die Doppelnutzung von Indikatoren hinausweisen und der Komplexitat der
anthropogen verursachten Verdnderungen besser gerecht werden.

Fiinf Beispiele wichtiger Verwertungsoptionen der Daten der Umweltprobenbank

Folgende fiinf Beispiele fiir Verwertungen wurden fiir die Projektdaten identifiziert:
» 1. Allgemeines Vorsorgeprinzip und friihzeitige Gefahrenabwehr, Schutz des Naturhaushalts.

> 2. Umweltgesetze: Wasserrahmenrichtlinie, Meeresstrategierahmenrichtlinie und regionale
Meeresschutzkonventionen, neue Bodenschutzgesetze.

» 3. Naturschutz: FFH-Richtlinie, EU-Verordnung liber invasive Arten, Verordnung zur
Wiederherstellung der Natur.

» 4. Verknipfung mit der Schadstoffbewertung und den europaischen Zielen zur Nullver-
schmutzung (Zero Pollution Ambition).

» 5. Strategien zur Klimaanpassung, Schutz der Biodiversitdt sowie integrierte Betrachtung der
menschlichen und Okosystemgesundheit (One Health), Nationale Wasserstrategie.

6.3 Herausforderung und offene Fragen

Das TrendDNA-Projektteam, Workshopteilnehmende und der Projektbeirat haben folgende
methodische, konzeptionelle und strukturelle Empfehlungen identifiziert, um die Verwertung
der Proben und Daten der UPB fiir das Biodiversitdtsmonitoring und dariiber hinaus gehende
Fragen zur Gesundheit der Okosysteme weiter ausbauen zu kénnen.

6.3.1 Methodische Aspekte

» Metagenomik- und Metabarcoding-Methoden sollten systematisch verglichen werden, um
den probentypspezifischen Mehrwert zu bestimmen.

» Fiir die Fliisse werden aktuell monatlich Schwebstoffproben genommen und mit DNA-
Methoden untersucht. Analysen der eDNA aus Wasserproben liefern komplementare
Ergebnisse und werden daher als weiterer Probentyp empfohlen.

» Es sollte gepriift werden, ob die Verwendung aktiver Sammler wie Miesmuscheln fiir die
Beobachtung der biologischen Vielfalt der Kiisten durch DNA von Wasser- oder
Sedimentproben erginzt werden sollte.

» Neben der Artenvielfalt sollte auch funktionelle Diversitit der untersuchten Okosysteme und
ihrer Artengemeinschaften mit den entwickelten Metabarcoding-, Metagenomik- und
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Transkriptomik-Verfahren - aber auch mit weiteren Omics-Methoden wie Epigenomik,
Proteomik und Lipidomik - eingehender erforscht werden.

6.3.2 Konzeptionelle Aspekte

» Fiir ein grundlegendes Verstiandnis der Entwicklung der Bodengesundheit fehlt noch viel
Wissen. Bislang ist lediglich ein Teil der Proben der Umweltprobenbank untersucht und
auch methodisch haben die Proben noch viel Potenzial. Weitere Daten, insbesondere zu
Bodenparametern wie Kohlenstoff und anorganischen Parameter, sind ebenfalls wichtig, um
die sich entwickelnden Bodenmonitoring-Programme zu beraten.

» Fragestellungen zur Gesundheit der Okosysteme sollen mit Fragen zur menschlichen
Gesundheit, beispielsweise iiber antimikrobielle Resistenzgene und Pathogene, aber auch
iiber Okosystemleistungen verkniipft werden (One Health).

» Bislang wurden lediglich Teile des Datensatzes fiir Auswertungen mit vergleichsweise
einfachen statistischen Methoden genutzt. Fiir umfassende Datenanalysen, plausible
Trendableitungen und die Untersuchung des Einflusses verschiedener Umweltfaktoren sind
umfassendere umweltstatistische Analysen erforderlich, die mit Verfahren der kiinstlichen
Intelligenz (KI) unterstiitzt werden sollten.

6.3.3 Strukturelle Aspekte

» Esisterforderlich, die Messstellen und Daten der Umweltprobenbank in bestehende und
sich entwickelnde behdrdliche Monitoringprogramme zu integrieren, um die ausgewahlten
historischen Trends systematisch mit Programmen fiir die flichenreprasentative Abdeckung
zu verkniipfen.

» Umgekehrt ist die Integration weiterer Proben, idealerweise Riickstellproben flachen-
reprasentativer Programme der behordlichen Umweltbeobachtung, fiir ausgewahlte
Zeitpunkte in die Umweltprobenbank wichtig, um die lokal begrenzten Proben der
Probenbank in einen breiteren raumlichen Kontext zu stellen.

» Referenzdatenbanken fiir hyperdiverse Taxa wie Bakterien, Protisten und Pilze miissen
weiter verbessert und nach FAIR-Prinzipien nutzbar gemacht werden.

» Die Integration von Daten zur Biodiversitidt und anderer Umweltdaten der
Umweltprobenbank sollte systematisiert und die Daten zusammengefiihrt werden.

» Digitale Werkzeuge, insbesondere FAIR-konforme Datenbanken und Arbeitsabldaufe miissen
etabliert werden.

» Es ware wiinschenswert, wenn die bisher von einem Standort gepoolten Proben der
Umweltproben separat eingelagert werden konnten, damit man diese spater getrennt
analysieren kann. Durch das Poolen von Proben (vor der Analyse) beraubt man sich
wichtiger Informationen beziiglich der Variabilitit der Proben. Die Kenntnis dieser
Variabilitat ist erforderlich, um zeitliche Trendanalysen valider zu machen.
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7 Arbeitspaket 6: Information der allgemeinen und
Fachoffentlichkeit

Eine zentrale Leistung im Projekt TrendDNA war die kontinuierliche Information sowohl der
allgemeinen Offentlichkeit als auch der Fachéffentlichkeit tiber die Biodiversititsforschung mit
Daten der Umweltprobenbank (UPB). Hierfiir wurde im Konsortium friihzeitig eine gezielte
Kommunikationsstrategie entwickelt und umgesetzt.

Die Information der Offentlichkeit und der Praxisakteure nahm dabei eine besonders wichtige
Rolle ein. Ergebnisse des Projekts wurden in vielfaltigen Formaten allgemeinverstandlich
aufbereitet und prasentiert. Dazu gehorten Ausstellungen zur Biodiversitatsforschung (z. B. am
City Campus Trier), Beitrdge bei Grofdveranstaltungen wie dem 50-jahrigen Jubildum des
Umweltbundesamtes in Dessau-Rofilau sowie interaktive Formate wie Science Slams, Kinder-
Universitat und Girls’ Day. Auch Fiihrungen und Vortrage im Rahmen von Besuchen politischer
Entscheidungstrager und wissenschaftlicher Gremien - darunter der rheinland-pfalzische
Wissenschaftsminister sowie der wissenschaftliche Beirat der Universitat Trier - trugen zur
Sichtbarkeit des Projekts bei. Dariiber hinaus wurden internationale Delegationen, unter
anderem aus Siidafrika und Siidkorea, an der UPB empfangen, woraus bereits erste
wissenschaftliche Kooperationen und Publikationen hervorgegangen sind (Hans et al. 2025).

Zur kontinuierlichen Information der Offentlichkeit wurde zudem die Projektwebseite
(trenddna.de) als zentrale Plattform genutzt. Ergdnzend wurden Inhalte tiber Social-Media-
Kandle verbreitet, insbesondere iiber Twitter (bis 2024) sowie perspektivisch iiber alternative
Plattformen wie Bluesky. Die Einbindung des wissenschaftlichen Nachwuchses in diese Formate
war ein wesentliches Element, wodurch Forschungsergebnisse breit vermittelt und zugleich
praxisnahe Kompetenzen geférdert wurden.

Die im Projekt involvierten Nachwuchsforschenden haben zudem gemeinsam einen
populdrwissenschaftlichen Artikel fiir das Journal BioSpektrum verfasst (Anhang A.8), der
derzeit in Begutachtung ist. Der Artikel tragt den Titel ,Die Umweltprobenbank - eine
Schatzkammer fiir die Biodiversititsforschung”. In dieser Arbeit wird die Offentlichkeit
allgemeinverstandlich tiber die zentralen Ergebnisse des TrendDNA-Projektes und den grofden
Wert der UPB fiir die Biodiversitatsforschung informiert.

Die Fachoffentlichkeit aus Forschung und Praxis wurde insbesondere iiber wissenschaftliche
Publikationen sowie durch eine intensive Vortragstatigkeit adressiert. Im Projektverlauf wurden
bereits 9 Publikationen in begutachteten Fachzeitschriften veréffentlicht, weitere 6 Manuskripte
befinden sich aktuell in Revision oder Vorbereitung, und zusatzliche Veroffentlichungen sind in
Planung. Dariiber hinaus wurden Projektinhalte in zahlreichen Konferenzbeitrdgen préasentiert.
Insgesamt umfasst die Vortragstatigkeit mehr als 80 Beitrage (Vortrage und Poster), darunter
tiber 30 eingeladene Vortrage sowie mehrere Plenarvortrage auf internationalen Konferenzen.
Die Prasentationen fanden in mehr als 15 Landern statt und spiegeln die hohe internationale
Sichtbarkeit des Projekts wider.

Zentrale Beitrage wurden von verschiedenen Projektmitgliedern geleistet: Henrik Krehenwinkel
prasentierte die methodischen Grundlagen und das Konzept genetischer Biodiversitdtsanalysen
in zahlreichen eingeladenen Vortragen und Workshops weltweit sowie in mehreren
Plenarvortragen. Florian Leese trug mit hochrangigen Keynote- und Plenarvortragen, unter
anderem bei internationalen eDNA-Konferenzen in Japan und China sowie bei der SIL-
Jahrestagung in Spanien, maf3geblich zur internationalen Vernetzung bei. Isabelle Junk stellte
insbesondere das Potenzial archivierter Umweltproben fiir marine Langzeitstudien auf
internationalen Fachkonferenzen vor. Julian Hans prasentierte Arbeiten zu terrestrischen und
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aquatischen Zeitreihen u. a. auf SETAC-Tagungen und beim EMBO-Workshop. Judith Paetsch
trug ihre Ergebnisse zur Shotgun-Metagenomik von Bodenorganismen auf internationalen
Fachveranstaltungen wie der Global Soil Biodiversity Initiative vor. Robin Schiitz prasentierte
das Projekt wiederholt auf internationalen Konferenzen und Workshops mit Fokus auf
Biodiversitatstrends in Fliefdgewdassern.

Zusatzlich wurden Praxispartner gezielt iiber Beiratstreffen sowie Workshops (z. B. DACHLiLux-
Tagung und TrendDNA-Abschlussworkshop im Marz 2025) eingebunden. Die Kombination aus
breiter Offentlichkeitsarbeit, intensiver wissenschaftlicher Dissemination und aktiver
Einbindung von Stakeholdern stellt eine wesentliche Starke des Projekts dar und hat maf3geblich
zur Sichtbarkeit und Wirkung von TrendDNA beigetragen.

Abbildung 50: Die TrendDNA-Webseite als zentrale Informationsseite zu dem Projekt; verfiigbar
auf Deutsch und Englisch

UMWELTPROBENBANK TEILPROJEKTE METHODEN PROJEKTTEAMS BEIRAT NEWS KONTAKT =

TrendDNA

Genetische Untersuchungen zur biologischen Vielfalt mit der
Umweltprobenbank

LI - I Al ®) =)

UMWELT-

PROBENBANK TEILPROJEKTE PROJEKTTEAMS NEWS BEIRAT KONTAKT/IMPRESSUM
Informationen tiber Hier werden die Die Projektmitglieder News, Veranstaltungen Der Nutzerbeirat, der Ansprechpartner
die Umweltprobenbank einzelnen Teilprojekte und Ergebnisse TrendDNA begleitet des Projekts und Impressum
des Bundes vorgestellt des Projekts der Website

Quelle: TrendDNA.de
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8 Nachwuchsforderung

Die Forderung des wissenschaftlichen Nachwuchses war von Beginn an ein zentraler Bestandteil
des Projekts. Ein Grofsteil der Teilprojekte und Fallstudien wurde gezielt von
Nachwuchsforschenden umgesetzt - vom Bachelor- bis zum Postdoc-Niveau (Koordinator Nico
Fuhrmann, Maria Blazquez). Dadurch konnten innovative Fragestellungen direkt in
Qualifizierungsarbeiten integriert und gleichzeitig methodische Entwicklungen im Bereich eDNA
und Metabarcoding vorangetrieben werden.

Exemplarisch hervorheben méchten wir die Masterarbeit von Judith Paetsch, die mittels
Shotgun-Metagenomik langfristige Biodiversitidtsdynamiken untersuchte (Fallstudie 2, SGN und
UT), sowie die Promotionsprojekte von Robin Schiitz (Fallstudie 1) und Isabelle Junk
(Fallstudien 3, 4), die zentrale Beitrage zur Analyse von Biodiversititstrends in Fliefigewassern
bzw. zur Nutzung der UPB fiir retrospektives Monitoring geleistet haben. Dariiber hinaus hat ein
TrendDNA-Nachwuchsteam (Isabelle Junk, Robin Schiitz, Julian Hans, Koordinator Nico
Fuhrmann und Lina Frank) einen gemeinsamen Ubersichtsartikel fiir die Fachzeitschrift
Biospektrum erstellt und eingereicht.

Die Nachwuchswissenschaftler*innen konnten ihre Ergebnisse auf zahlreichen nationalen und
internationalen Tagungen prasentieren und gewannen wertvolle Einblicke an der Schnittstelle
zwischen Forschung und behérdlicher Umweltiiberwachung. Tabelle 7 liefert eine Ubersicht.

Tabelle 7: Ubersicht liber die im TrendDNA-Projekt durchgefiihrte Abschlussarbeiten
Name Arbeit Titel Jahr Institut
Anja Melcher MSc. A comparative eDNA metabarcoding analysis: 2021 uT

Changes of tree canopy associated insect and
bacterial communities in the past 30 years in
Germany

Adrienne Opala BSc. Optimierung sequenzbasierter 2021 UT
Mikrobiomanalyse-Methoden an Proben der
Umweltprobenbank des Bundes

Giannis Raubuch BSc. Vergleich zweier Methoden zur Erfassungvon 2021 uT
Arthropoden
Rieke Broekmann  [MSc. Environmental DNA: introducing a non-invasive [2022 uT

approach of long-term arthropod monitoring

Nina Schmidt BSc. IThe promise of Mytilus edulis as a natural DNA  [2022 UT
sampler
Alice Schumacher  [MSc. IThe potential of time series of bladder wrack for [2022 UT

molecular biodiversity monitoring of marine
bacterial and metazoan communities

Lukas Brink MSc. Development of an eDNA metabarcoding 2023 uUT
protocol to monitor Fucus vesiculosus associated
metazoan communities

136



TEXTE Umweltprobenbank des Bundes: Untersuchung der biologischen Vielfalt mit der Umweltprobenbank -

Abschlussbericht

Katharina Giese

Adrienne Opala

Judith Paetsch

Lennart Backes

Elisabeth Gold

Anja Locker

Nina Marschel

Caro Schubert

Anne Walger

Julia Landscheid

Niklas Richter

Anna Lena Schie

Anneke Junker

Ann-Christin Lenz

MSc.

MSc.

MSc.

MSc.

BSc.

MSc.

BSc.

BSc.

BEd.

MSc.

MSc.

MSc.

MSc.

BSc.

Analysis of fungal biodiversity and pesticide
content in leaf samples of the German
Environmental Specimen Bank

Test of the Utility of Earthworms as Natural
eDNA Samplers for Soil Biodiversity

Shotgun metagenomics reveals decade-scale
spatio-temporal dynamics of entire soil
communities: microbes and soil invertebrates

Effect of different drying methods on the
detection of arthropod eDNA from plant material

Functional and taxonomic time series analysis of
beech and spruce associated foliar fungal
communities

Utility of environmental RNA for gene expression
analyses under heat stress in marine fish

'Was eDNA uns vorenthalt — vergleichendes eDNA
und eRNA Metabarcoding einer
Miesmuschelzeitserie der Umweltprobenbank

Exploring fungal community trends: A
comparative time-series analysis of beech and
spruce leaf samples from the German ESB

Studie blattassozierter endophytischer
Pilzgemeinschaften von Fagus sylvatica bei
Trockenstress

Testing the utility of leaf derived eDNA from the
German Environmental Specimen Bank for
monitoring vertebrate communities

Test for quantitative extraction bias in
metabarcoding — Tracing the invasion of the
freshwater mussel genus Dreissena

Molekulargenetische Analyse des Regenwurms
Lumbricus terrestris

Species distribution of Mytilus spp. along the
Darss Sill based on genome-wide patterns

Bewertung des Potenzials von Schwebstoff-
Metabarcoding fiir das Monitoring der
Fischdiversitat des Rheins

2023

2023

2023

2024

2024

2024

2024

2024

2024

2025

2025

2025

2025

2022
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uT

uT

UT & SGN

uT

uT

uT

uT

uT

uT

uT

uT

uT

uT

UDE
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Ann-Christin Lenz

Robin Schiitz

Isabelle Junk

Julian Hans

MSc.

PhD

PhD

PhD

Analysen zur bakteriellen Diversitat in den
deutschen Flussgebieten mit Schwebstoffproben
der Umweltprobenbank; Abschluss Juli 2026

Analyse von Biodiversitatstrends in Fliissen
basierend auf Umwelt-DNA aus
Schwebstoffproben der Umweltprobenbank

Exploring the potential of the German
Environmental Specimen Bank for retrospective
molecular biodiversity monitoring

Biodiversity in a bottle - metabarcoding
environmental samples from long-term
monitoring archives for retrospective assessment
of changes in biotic communities in the
Anthropocene
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9 Ubersicht iiber produzierte genetische Datensitze

Tabelle 8: Ubersicht iiber die Verfiigbarkeit der im TrendDNA-Projekt generierten Daten in
internationalen Repositorien gemaR der FAIR-Prinzipien
Datensatz Inhalt Accession-Number / Link
Schwebstoffproben 2405 demultiplizierte Datensatze aller European Nucleotide Archive:

(Fallstudie 1)

Bodenproben
(Fallstudie 2)

Miesmuschelsammler
(Fallstudie 3)

Integrative eDNA-
Fallstudie (Fallstudien
4-7)

Vergleich UPB
Deutschland und
Sudkorea (Fallstudie 6)
Aalmutter
Populationsgenomikda
ten (Fallstudie 8)

Aalmutter
Transkriptomdaten
(Fallstudie 9)

Kontaminationsstudie

Miesmuschel
Hybridisierungstest
Regenwurm
Genomsequenzierung
(SGN)

drei genetischer Marker (16S, COl und
12S), geordnet nach Standort, Jahr
(2005-2021), Replikate,
Negativkontrollen (NC). 215 Gigabyte

116 Bodenmetagenome

18S und COI-Daten, 1,2 Gigabyte

Blattproben ITS, COI, 16S;
Dreikantmuschel 165, 18S,
Miesmuschel 16S, 18S, Blasentang 16S,
18S; 55 Gigabyte

2.9 Gigabyte der Sequenzdaten (COI,
ITS) aus der deutschen und
sidkoreanischen Umweltprobenbank
3,4 Terabyte whole-genome-
sequencing-Daten der danischen,
schwedischen und deutschen
Umweltprobenbank; 94 Aalmutter
Gewebemischproben aus Zeitserien
von 6 Standorten und einzelne
Zeitpunkte von weiteren Gebieten
549 Gbp RNA-Sequenzierungsdaten der
deutschen Umweltprobenbank; 24
Aalmutter Gewebemischproben aus
Zeitserien von 3 Standorten

231 Megabyte Sequenzierdaten (COI)
von 19 Oberflachen der UPB zu je drei
Zeitpunkten

1 Terabyte whole-genome-sequencing-
Daten der UPB

1,5 Tbp Pac Bio HiFi Daten aus 2 SMRT
Zellen

139

PRJEB111031
https://www.ebi.ac.uk/ena/browser/vie
w/PRJEB111031

Weitere Informationen zum Datensatz
auf dem Europdaischen ZENODO Server:
10.5281/zen0do0.19444123

European Nucleotide Archive:
PRINA1276286
https://www.ebi.ac.uk/ena/browser/vie
w/PRINA1276286

Data Dryad:
https://doi.org/10.5061/dryad.tb2rbp06
7

European Nucleotide Archive:
https://www.ebi.ac.uk/ena/browser/vie
w/PRIEB88877

Science Data Bank:
https://doi.org/10.57760/sciencedb.135
53

Science Data Bank:
https://doi.org/10.57760/sciencedb.157
87

National Center for Biotechnology
Information: PRINA1068064
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/bioprojec
t/?term=PRINA1068064

National Center for Biotechnology
Information: PRINA1068064
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/bioprojec
t/?term=PRINA1068064

European Nucleotide Archive:
PRJEB108139

European Nucleotide Archive:
PRJEB108140

European Nucleotide Archive:
https://www.ebi.ac.uk/ena/browser/vie
w/PRJEB101856


https://www.ebi.ac.uk/ena/browser/view/PRJEB111031
https://www.ebi.ac.uk/ena/browser/view/PRJEB111031
https://www.ebi.ac.uk/ena/browser/view/PRJNA1276286
https://www.ebi.ac.uk/ena/browser/view/PRJNA1276286
https://www.ebi.ac.uk/ena/browser/view/PRJEB88877
https://www.ebi.ac.uk/ena/browser/view/PRJEB88877
https://doi.org/10.57760/sciencedb.13553
https://doi.org/10.57760/sciencedb.13553
https://www.ebi.ac.uk/ena/browser/view/PRJEB101856
https://www.ebi.ac.uk/ena/browser/view/PRJEB101856
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A Anhang zum Bericht

A.1 Laborprotokolle zur DENA-Extraktion aus UPB-Proben

Alle DNA-Extraktionsprotokolle, die mit den verschiedenen Probentypen der
Umweltprobenbank getestet wurden, wurden gemaf$ den Anweisungen des Herstellers
durchgefiihrt, sofern es sich um kommerzielle Kits handelte. Alle anderen verwendeten
Protokolle, die keine kommerziellen Kits sind, wurden wie unten beschrieben angewendet.

A.1.1 Protokolle nach Herstellerangaben (nicht weiter aufgefiihrt)

NM Tissue, NM Food, NM Microbiome
Qiagen DNeasy Plant, Qiagen PoweSoilPro

A.1.2 TNES-Protokoll

Vorbereitung
SeraSil-Mag 400 Beads von Cytival:

» 200 pl der homogenen Beadlosung in ein 1,5 ml Reagiergefaf3 pipettieren, in den
Magnetstiander stellen und warten bis die Beads separiert werden. Anschliefdend 2x mit 1 ml
TE-Puffer waschen. Beads in 20x Menge TE-Puffer aufnehmen und anschlief3end zu 250 pl
aliquotieren.

» 2 ml Bead Tube vorbereiten (3,5 g grofse Beads, 2,5g kleine Beads)

» Washing buffer (10 mM Tris HCl pH 7.5, 80% EtOH), vortexen, 1 min bei 1200 rpm, 25°C
inkubieren

» TNES-Puffer (50 mM Tris HCI pH 7.5, 400 mM NaCl, 20 mM EDTA pH 8.0, 0.5% SDS)

» binding buffer (3M GuHCI, 10 mM Bis-Tris, 90% EtOH, auf pH 6 mit HCl einstellen)

Lyse

» 25 mg der gefriergetrockneten Proben in die Bead-Tubes einwiegen 900 pL TNES-buffer
» und 100 pL Proteinase K (10 mg/ml in 50 % Glycerin)

» 2x 45 sec. bei 4,0 M/s im Beater homogenisieren

» 20 min bei 55°C und 1400 rpm inkubieren

DNA-Extraktion

» 3 minbei 17.000 x g, 25°C zentrifugieren

240 pl Binding buffer und 20 pl magnetic beads in ein neues 1,5mL Reagiergefafd vorlegen

100 pL von dem Lysat hinzugeben

v vV

5 min bei 700 rpm, 25°C inkubieren
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vV v v v v vV v v Y

2 min im Magnetstinder separieren und den Uberstand entfernen

100 pl Washing buffer, vortexen, 1 min bei 1200 rpm, 25°C inkubieren
1 min im Magnetstinder separieren und den Uberstand entfernen

100 pL Washing buffer, vortexen, 1 min bei 1200 rpm, 25°C inkubieren
1 min im Magnetstinder separieren und den Uberstand entfernen

5 min bei 50°C und 600 rpm mit gedffnetem Deckel trocknen

100 pL Elution buffer (10 mM Tris HCI pH 8.5)

5 min bei 1200 rpm, 25°C inkubieren

2 min im Magnetstinder separieren und 80 pl Uberstand in ein neues 1,5 mL Reagiergefif}
tberfiihren

A.1.3 TNES SPM (terrestrik) Protokoll

Probenvorbereitung

|

|

2 mL Bead-Tube vorbereiten (3,5 g grofie, 2,5 g kleine Ceramic beads)

25 mg Probe abwiegen

Lyse

| 2

vV v v v Vv

900 uL TNES buffer (50 mM Tris HCl pH 7.5, 400 mM NacCl, 20 mM EDTA pH 8.0, 0.5% SDS)
auf die Probe geben

2 x 45 sec im Beater bei 4,5 m/s mechanisch lysieren

Gefafde kurz zentrifugieren, damit der Schaum sich etwas absetzt
Zugabe von 100 pL Proteinase K (10 mg/mL in 50 % Glycerol/H20)
1 h bei 56 °C und 1000 rpm im Heizblock inkubieren

3 min bei max. Geschwindigkeit zentrifugieren

Binden

|

| 2

>

| 2

800 pL Lysat mit doppelter Menge Gu-HCI Binding buffer (1600 uL)
(3M Gu-HCI, 10 mM Bis-Tris, 90% EtOH, pH 6,0)
650 pL Probe auf die Sdule geladen und, 1 min bei 11,000 x g zentrifugiert,

wiederholen, bis Probe aufgebraucht ist

Waschen (2x wiederholen)

|

>

650 pL Wash buffer (80 % EtOH, 10 mM TrisHCI, pH 7,5) pro Saule auftragen

1 min bei 11,000 x g zentrifugieren, Uberstand verwerfen
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» 1 minbei1l1,000 x g die Membran trocknen
Elution
» Sdulen in neue 1,5 mL Reagiergefaf stellen

» gewiinschte Menge (z. B. 50-100 pl) Elution buffer (10mM Tris-CL pH 8,5) auf die Saule
pipettieren

» 1 min bei RT inkubieren
» 1 minbei 11,000 x g zentrifugieren
Aufreinigung — Bead clean up

» 100 uL Probe mit 150 uL Clean up beads (1 mL Sera SpeedBeads carboxylate, 2x mit TE
Minimum Puffer waschen, 50 mL Puffer aufnehmen: 20% PEG 8000, 2,5 M NaCL, 1 mM
EDTA, 0,05% Tween 20, 10 mM Tris-HCL, pH 7,6) mixen (10x resuspendieren)

5 min inkubieren, dann auf den Magneten stellen und mind. 5 min warten
folgende Waschritte 2x wiederholen (auf dem Magnetstinder belassen)

200 pL Wash buffer (80 % EtOH, 10 mM TrisHCI, pH:7,5) - Pellet nicht tangieren
30 sec inkubieren und Uberstand abziehen

5 min bei RT trocknen (auf dem Magnetstiander stehen lassen)

vV vV v v v v

Reaktionsgefafd vom Magnetstdnder nehmen, 100 pl Elution buffer (10 mM Tris HCI pH 8.5)
hinzugeben

v

5 min inkubieren
» Reaktionsgefafd wieder auf den Magnetstander stellen, mind. 5 min warten

» 100 pL in ein neues Reaktionsgefaf iiberfiihren

A.1.4 IME-Protokoll

Dieses Protokoll ist eine modifizierte Kombination aus CTAB, TNES und dem Inhibitor removal
Kit (Macherey-Nagel)

Lyse (CTAB)

» 3,5ggrofie, 2,5 g kleine Ceramic beads

20 mg Pflanzenmaterial in Bead-Tube einwiegen

1600 pl 2x CTAB Extraktion Puffer:

(Stock: 20 g/L CTAB; 7,44 g/L Na2EDTA * 2 H20; 81,82 g/L NaCl; 12,11 g/L TRIS Base)

(Zugabe: 0,2 % f3-Mercaptoethanol; 100 mg/g Probe PVP; + 10 % SDS)

vV v v v v

2 x 45 sec, 4,5 m/s beaten und 5 min Ultraschall

158



TEXTE Umweltprobenbank des Bundes: Untersuchung der biologischen Vielfalt mit der Umweltprobenbank -
Abschlussbericht

1 h, 60°C inkubieren und auf RT abkiihlen lassen

Gleiches Volumen Chloroform:IAA (24:1) hinzugeben, mischen

2000 x g, 10 min zentrifugieren

Obere, wassrige Phase abnehmen

2/3 x Volumen mit Isopropanol versetzen, mischen und 1 min Ultraschall

30 min 4°C inkubieren

vV V. v vV v v Y

10.000 x g, 10 min zentrifugieren, Uberstand verwerfen

Binden (TNES)

» Pelletin 240 ul Bindepuffer (3M GuHCI, 10 mM Bis-Tris, 90% EtOH, pH 6 mit HCI) und 20 pl
magnetic beads aufnehmen

» 5 minbei 700 rpm, 25°C im Thermomixer inkubieren

» 2 min im Magnetstinder separieren und den Uberstand entfernen

Waschen

100 pL Waschpuffer (10 mM Tris HCl pH 7.5, 80% EtOH), vortexen, 1 min Ultraschal
1 min bei 25°C und 1200 rpm im inkubieren

1 min im Magnetstinder separieren und den Uberstand entfernen

100 pL Waschpuffer, 1 min Ultraschall bei 1200 rpm bei 25°C inkubieren

1 min im Magnetstinder separieren und den Uberstand entfernen

vV vV v v v Vv

5 min bei 50°C und 600 rpm mit offenem Deckel trocknen

Elution
» 100 pL Elutionspuffer (10 mM Tris HCI pH 8)
» 5 minbei 1200 rpm, 25°C Thermomixer inkubieren

» 2 minim Magnetstinder separieren und 80 uL Uberstand in ein neues 1,5 mL
Reaktionsgefafd iiberfiihren

A.1.5 Inhibitor removal

» (Macherey-Nagel), Herstellerangaben

A.1.6 Protokoll zur Isolation von DNA aus Schwebstoffen (UDE Fallstudie 1)
Probenvorbereitung

» Proben wiegen

» Auftrockene Proben 100% EtOH geben (z. B. 8 mL EtOH auf 1g Probe)
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>

Bei wassrigen Proben erst abzentrifugieren, Fliissigkeit abnehmen und dann EtOH auf das
Pellet geben

2 ml Twist-top Tubes mit je 250 mg glass beads (0,1 und 0,5 mm Durchmesser) vorbereiten

Ziel ~250 mg Sediment pro Probe auf glass beads geben (Bsp. 2 ml Probe/EtOH Gemisch
pipettieren; 250 mg/1000 mg x 8000 pl= 2000 pL)

3 min bei max. RPM zentrifugieren
Ethanol mit Pipette abnehmen und verwerfen

Das Pellet 12 min bei 60 °C in Vakuumzentrifuge oder Heizblock inkubieren (Pellet
trocknen)

Lyse

vV v v v v v v

900 pL TNES auf die Pellets geben

2 min im Bead-Beater bei 2400 RPM mechanisch lysieren (alternativ lange Vortexen)
Mastermix aus Prot.K und RNAse A ansetzen

100 pL Prot.K + 5 ul RNAse A

105 pL des Mastermixes auf die Proben pipettieren

1 h bei 56 °C und 1000 RPM im Heizblock inkubieren (enzymatischer Verdau)

3 min bei max. RPM zentrifugieren

Sadulenextraktion

Binden

>

800 pL Lysat mit doppelter Menge (1600 pl) Gu-HCI Bindepuffer (3M Gu-HCl, 10 mM Bis-
Tris, 90% EtOH, pH 6,0) mischen (entweder in 5 ml Eppis oder in tiefer 96er Platte)

Extraktion entweder tiber einzelne Silica Membran Sdulen (bei wenigen Proben) oder tiber
96er Well Filter Plate (bei vielen Proben)

Bei einzelnen Saulen werden 650 pL Probe auf die Sdule geladen und dann bei 11,000g fiir 1
min zentrifugiert, wiederholen bis Probe aufgebraucht ist

Bei 96er Filter Plate werden 1200 pl geladen und mit einer 96-Plate Vakuumkammer durch
die Filter Platte gezogen, wiederholen bis Probe aufgebraucht ist (Auffangschale unterstellen
und zwischendurch leeren)

Waschen (2x wiederholen)

| 2

650 pL Waschpuffer (80 % EtOH, 10 mM Tris-HCl, pH 7,5) pro Well/Saule auftragen und bei
11,000g 1 min zentrifugieren (Bei Platte wieder mit Vakuum ziehen)

1 min bei 11,000g die Membran trocknen/ 1 min Vakuum ziehen lassen
Elution

Saulen in neue 1,5 mL Eppis stellen, bei Platte Auffangschale durch PCR-Platte ersetzen
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» Gewlnschte Menge (z. B. 15-50 pL) Elution buffer (10 mM Tris-HCI pH 8,5) in jedes
Well/Saule pipettieren

» 1 min bei RT inkubieren
» 1 minbei11,000g zentrifugieren oder bei Platte Vakuum anschalten
Aufreinigung — Bead clean up

» 50 pL Probe vorlegen und mit 100 pl Clean up beads (1 mL Sera SpeedBeads carboxylate, 2x
mit TE Minimum Puffer waschen, dann 50 ml Puffer hinzu geben: 20% PEG 8000, 2,5 M NacCl,
1 mM EDTA, 0,05% Tween 20, 10 mM Tris-HCI, pH 7,6) mixen (10-mal hoch-/runter
pipettieren)

5 min inkubieren, dann auf den Magneten stellen und mind. 5 min warten

folgende Waschritte 2x wiederholen (auf dem Magneten belassen)

100 pL Washbuffer (80 % EtOH, 10 mM Tris-HCI, pH:7,5) - Pellet nicht stéren

30 sek inkubieren

Uberstand verwerfen

5 min bei RT trocknen (auf dem Magneten stehen lassen)

Platte vom Magneten nehmen und 50 pL Elution buffer hinzugeben (resuspendieren 10x)
5 min inkubieren

Platte wieder auf den Magneten stellen, mind. 5 min warten

vV vV v v v vV v v Vv v

50 pL in eine neues Reaktionsgefafd tiberfiihren
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Tabelle Anhang 1:

Extraktionsmethoden extrahierter DNA.

Ubersicht iiber die Quantitit und Qualitit mit verschiedenen

In der Spalte ,,Oko” steht , T fiir terrestrisch, ,M* fiir marin, ,,L“ fiir limnische Probentypen.

Oko

Typ

Pflanz

Pflanz
e

Pflanz
e

Pflanz
e

Gewe
be

Gewe
be

Gewe
be

Gewe
be

Pflanz
e

Gewe
be

Teil

Blatter

Blatter

Blatter

Blatter

Leber

Wurm

Ei

Ei

Alge

Musch
el

Proben
art

Fichten
triebe

Kiefertr
iebe

Buchen
blatter

Pappel
platter

Rehleb
er

Regen
wurm

Silberm
oveneii
nhalt

Stadtta
ubenei

Blasent

ang

Miesm
uschel

Extraktion
smethode

NM Tissue
TNES

NM Tissue
TNES

NM Food
Dneasy
NM Food
TNES

NM Tissue
TNES

NM Tissue
TNES

NM Food
Dneasy
NM Food
Dneasy

IME
Protokoll

IME
Protokoll

NM Food
NM Tissue
TNES

NM Food
NM Tissue
TNES

NM Tissue

Ausbeut
e

[me/gl
2239,27
33,88
3860,93
55,33
997,65
498,88
121,47
289,39
791,26
233,32
620,79
135,3
98,32
9,31
48,15
10,92

48,82

98,67

8139,21
194,53
2097,94
6770,81
113,52
2044,32

973,82

162

min.
Reinheit
[260/280]

1,35
1,47
1,48
1,4

2,05
2,17
1,6

1,28
1,84
1,79
1,82
1,7

1,07
1,06
0,93
0,93

1,64

1,82

1,97
1,43
1,91
1,94
1,5

1,93

1,82

max.
Reinheit
[260/280]

1,41
2,54
1,53
1,76
2,14
2,2

1,75
1,39
1,88
1,96
1,95
19

1,56
2,17
1,15
1,67

2,19

2,2

2,01
1,68
2,04
1,98
1,78
2,05

1,91

Mittelwert
Reinheit
[260/280]

0,52
1,62
1,50
1,58
2,10
2,19
1,68
1,33
1,86
1,89
191
1,84
1,34
1,63
1,04
1,31

1,99

2,05

1,98
1,54
1,96
1,96
1,62
1,98

1,37

spike
Act
-0,01
0,06
0,03
-0,04
-0,11
-0,27
-0,02
0,03
-0,12
-0,08
-0,13
0,12
-0,03
-0,11
-0,08
-0,17

-0,19
(+BSA)

-0,37
(+BSA)

-0,17
-0,13
-0,03
-0,02
-2,71
-0,05

-0,09
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Oko | Typ Teil Proben | Extraktion | Ausbeut | min. max. Mittelwert | spike
art smethode | e Reinheit Reinheit Reinheit in
[ng/gl [260/280] | [260/280] | [260/280] | Act
Gewe | Musch Dreikan | TNES 553,15 1,97 2,05 2,00 -0,08
be el tmusch
eln
L Gewe | Musch Dreikan | NM Tissue | 318,31 1,73 1,85 1,78 -0,14
be el tmusch
eln TNES 603,43 1,87 1,92 1,90 -0,09
L Gewe | Musch Quagga | NM Tissue | 433,14 1,69 1,77 1,73 -0,11
be el musche
I TNES 420,76 1,84 1,92 1,88 -0,06
Tabelle Anhang 2: Weitere Probentypen
Oko | Typ Teil Probenar | Extraktion | Ausbeut | min. max. Mittelwert | spike
t smethode | e Reinheit Reinheit Reinheit in
[ng/gl [260/280] [260/280] [260/280] | Act
L Gewe | Musk | Brassen NM Tissue | 472,17 1,89 2,04 1,97 -0,03
be el muskulat
ur TNES 87,98 1,38 1,76 1,58 -0,12
L Gewe | Leber | Brassenl NM Tissue | 6427,51 1,97 2,03 2,00 -0,04
be eber
TNES 432,6 1,63 1,78 1,70 -0,1
L Gewe | Musk | Aalmutte | NM Tissue | 1192,3 2,07 2,10 2,09 -0,05
be el rmuskula
tur TNES 41,18 1,64 2,26 1,89 0,08
L Gewe | Leber | Aalmutte | NM Tissue | 1127,96 1,84 1,92 1,88 -0,02
be rleber
TNES 163,49 1,57 1,67 1,63 -0,05
L Bode | SPM Schwebst | PowerSoil 174,22 1,86 1,88 1,87 -0,31
n offe
NM- 66,76 1,91 1,97 1,94 -0,14
Microbiom
e
SPM-TNES | 663,1 1,55 1,58 1,57 -0,33
PowerSoil 65,62 1,88 1,92 1,90 -0,2
NM- 44,92 1,99 2,08 2,03 -0,08
Microbiom
e
SPM-TNES | 124,22 2,04 2,85 2,25 -0,22
T PowerSoil 64,85 1,88 1,9 1,89 -0,3
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Oko | Typ Teil Probenar | Extraktion | Ausbeut | min. max. Mittelwert | spike
t smethode | e Reinheit Reinheit Reinheit in
[ng/gl [260/280] [260/280] | [260/280] | Act
Bode | Bode | Auflage/ | NM- 36,91 1,87 2,04 1,94 -0,2
n n Wurzelfil | Microbiom
z e
SPM-TNES | 233,52 1,68 1,8 1,73 -0,25
PowerSoil 111,29 1,89 1,91 1,90 -0,61
NM- 84,21 1,85 1,91 1,87 -0,57
Microbiom
e
SPM-TNES 242,37 1,47 1,65 1,55 -0,66
T Bode | Bode | Regenwu | PowerSoil 106,9 1,89 1,9 1,90 -0,54
n n rmkot
NM- 37,46 1,87 1,97 1,93 -0,34
Microbiom
e
SPM-TNES | 485,98 1,61 1,73 1,66 -0,45

A.2 Qualitatssicherung — Kontaminationspriifung

A.2.1 Uberarbeitung der aktuellen Protokolle der UPB fiir die
Reinigung/Dekontamination der Ausriistung zwischen der Probenverarbeitung

Die Protokolle fiir die Verarbeitung der einzelnen Probearten wurden von F-IME {iberarbeitet
(Lesen der SOPs und Besuch der Einrichtungen fiir die Probenverarbeitung in der UPB). Es
wurde ein Schema erstellt, das den Prozess zusammenfasst (Abbildung Anhang 1), und es
wurden mogliche Kreuzkontaminationspunkte ermittelt.

Im Routinebetrieb der UPB werden verschiedene Proben nach dem Prinzip "Wer zuerst kommt,
mahlt zuerst" oder nach bestimmten Anforderungen bearbeitet. Aus diesem Grund werden
Proben, die zwar vom gleichen Typ sind, aber z. B. zu einem anderen Standort gehéren, oder
Proben eines anderen Typs nacheinander analysiert.

Es wurde 2022 ein regelmafiger Probenahmeplan aufgestellt, um die Reinigungs-
/Dekontaminationsschritte wiahrend des Routinebetriebs der UPB zu tiberpriifen. Es wurden
regelmafdig DNA-Proben in den verschiedenen beteiligten Gerdten (Abbildung Anhang 2 und
3) unmittelbar nach der Verarbeitung der Probe (als positive Kontrolle der analysierten Probe)
und nach der Reinigung/Dekontamination der Gerdte entnommen. Die Proben wurden zwischen
der Verarbeitung von Proben desselben Probentyps und zwischen der Verarbeitung
verschiedener Probentypen entnommen. Die Probenahme erfolgte mit sterilen Tupfern
(Sarstedt, Artikel Nr. 80.625, Vicose, steril), und die DNA wurde mit dem NucleoMag Tissue Kit
(Macherey Nagel, Deutschland).
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Abbildung Anhang 1: Schematische Abbildung der Probenverarbeitung, vom Transport bis zur
Kryo-Einlagerung
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Jenach Proben Matrix
wierden 510 g Proben
abgeflit

|
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Quelle: eigene Darstellung, F-IME.
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Abbildung Anhang 2A: Schwingmiihle Palla VT-KM, KHD Humboldt Wedag (jetzt: MBE GmbH),
geschlossenes System B: Einlauftrichter und Dosierrinne C: Auslaufrohr D: Titan-
Mahlstabe im Mahlrohr

Vibrations-
W t =LAk =

motor
(L

-c EH o=

Quelle: eigene Darstellung, F-IME.
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Abbildung Anhang 3: Probenahmestellen: E: Auslaufrohr F: Auslaufkopf G: Titan-Mahlstidbe H:
Mabhlrohr

Quelle: eigene Darstellung, F-IME.

Um das Vorhandensein von probenspezifischer DNA zu iiberpriifen, wurde eine Liste bereits
zum Teil veroffentlichter Primer verwendet (siehe Tabelle Anhang 3). Die Reaktionsmischung
bestand aus: 10 pL FastStart Essential DNA Green Master (Roche, Deutschland), 1 pL Primer (10
pmol fw/rv), 8 pL DNA-freies Wasser, 1 pL DNA-Template. Die PCR-Bedingungen waren: 600
sek bei 95°C (Vorinkubation), gefolgt von 40 Zyklen von 10 sek bei 95°C (Denaturierung), 10 sek
bei der spezifischen Annealingtemperatur (siehe Tabelle Anhang 4) und 10 sek bei 72°C
(Elongation). Die Spezifitat der amplifizierten Produkte wurde durch eine
Schmelzkurvenanalyse liberpriift. Schmelzen: 10 sek bei 95°C, 60 sek bei 65 °C, 1 sek bei 95°C.

Die Ergebnisse der bisher durchgefiihrten Probenahmen zeigen, dass nach der
Reinigung/Dekontamination noch DNA in den Gerdten vorhanden ist (Tabelle 8). Die
Schmelzkurvenanalyse zeigte das Vorhandensein spezifischer DNA in den DNA-Proben,
allerdings deuten die hohen Cq-Werte (>32 Zyklen) darauf hin, dass die vorhandenen Mengen
gering sind (siehe Tabelle Anhang 4).
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Tabelle Anhang 3:

Primer, die fiir den Kontaminationstest verwendet wurden

Probenart | Primer
Name
Fichte ycfl-fw
ycfl-rv
Aalmutter | ep2_fw
ep2_rv
Brasse bream_fw
bream_rv

*Primerdesign vom F-IME

Tabelle Anhang 4:

Primer Sequenz [5°... 3‘]

TTCCTTTTCGTTTGAAGCCTT

TCTTATTCCTGTAGATCCCATCAAT

TGCCTC CATCCTCATCCTCA

TCCGAGGGCCTTATTTTCCG

CCAAAAGGATTAACGCTCAC

CTACGGTCAGAAGGAAGATG

Annealing
Temp. [°C]

60

58

60

Fragment-
groRe [bp]

200-300

250

103

Quelle

doi: 10.3732

EU492262.1*

AP018425.1*

gPCR-Ergebnisse des Kontaminationstests mit verschiedenen Probentypen.

CT Werte*
Froben ahme (Kalenderwoche) Pro benart Fichte Aalmutter Brasse
i i . A > 18,27
7 Fichtentriebe {Bayris cher Wald 2022)
B > 28,88
. A > 17,98
28 Fichtentriebe (Hochharz 2022}
B = 30,48
A > 33,59 = 18,92
29 Aalmutterrus kulatur {Meldorfer Bucht 2023}
B > 32,29 n.d.
keine Frobenahme
i) Aalmut termusk ulatur (Mellum 2023)
B 28,38 = 25,84
) N i A n.d. =3420
i) Silbermiwenel Varelkhelum 2023)
B = 2218 = 25,13
A keine Fobenshme
0 Slbermiw enei (Heuw iese 2022)
B n.d.
2 - Kanios hafen 2021 A n.d n.d.
3 s=entang (Hanig en )
nareneE - B = 36,20 nd
A keine Frobenahme
33 Blas entang (Varmk evitz 2021)
B n.d. = 31,41
A = 3238 > 31,91 > 17,948
I Bressenmuskulatur (Fehren 2023)
B = 3459 =3212 = 30,50
A n.d. > 31,58 > 19,58
] Brazsenmuskulartur (Barby 2023)
B n.d. = 30,42 = 31,24

* Die Werte entsprechen den niedrigsten Cg-Werten der entnommenen Abstrichproben (Worst-Case-Szenario).

A = Proben wurden direkt nach der Mahlung genommen (als Positivkontrolle)

B = Proben wurden direkt nach dem Reinigungs-/Dekontaminationsprozess genommen

n.d. = nicht detektierbar
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A.2.2 Laboruntersuchungen zu verschiedenen Dekontaminationsstrategien

Um verschiedene Moglichkeiten zur Dekontaminierung von Geraten aus Edelstahl, die bei der
Probenverarbeitung verwendet werden, zu bewerten, wurden im Labor verschiedene Strategien
getestet. Zu diesem Zweck wurde eine verkleinerte Edelstahloberfliche in der Grofie von 25 cm?
vorbereitet (siehe Abbildung Anhang 4).

Abbildung Anhang 4: Edelstahloberfliche des Labor-Dekontaminationstests

Die zuvor gereinigten und autoklavierten Oberflichen wurden gemafs dem Routineverfahren
des Labors mit Aalmutter-Muskel (homogenisierte Probe aus der UPB) "kontaminiert", indem
ein Mikroloffel des Pulvers auf die Oberfliche gegeben und mit demselben Loffel verteilt wurde.
Nachdem die Oberflachen "kontaminiert” worden waren, wurden die folgenden Behandlungen
durchgefiihrt:

T1: Reinigungsmittel (Pril), gefolgt von einer Spiilung mit destilliertem Wasser (gemafs dem
Routineprotokoll der UPB)

T2: T1 + Natriumhydroxid (0,2 M) + aqua dest

T3: T1 + Salpetersadure (max. 10%) + aqua dest

T4:T1 + H202 (ca. 10 %)

T5: T1 + UV-Licht (5 min)

T6: T1 + Autoklav (20 min, 121 °C)

T7:T1 + Spiilmaschine (special, 10 min, 95 °C)

Die mit einem Tupfer abgestrichene und extrahierte Probe dient als DNA-Positivkontrolle (siehe
Tabelle Anhang 6).

Unmittelbar nach der Anwendung jeder Behandlung wurden die Oberflachen mit sterilen
Tupfern (Sarstedt, Artikel Nr. 80.625, Vicose, steril) beprobt, und die DNA wurde mit dem
NucleoMag Tissue Kit (Macherey Nagel, Deutschland) zur DNA-Aufreinigung aus Zellen und
Gewebe extrahiert. Anschlief3end wurde eine qPCR mit spezifischen Barcodes fiir Eelpout
durchgefiihrt (siehe Tabelle 3). Die Reaktionsmischung bestand aus: 10 pL FastStart Essential
DNA Green Master (Roche, Deutschland), 1 uL. Primer (10 pmol fw/rv), 8 uL. DNA-freies Wasser,
1 uL. DNA-Template. Die PCR-Bedingungen waren: 120 sek bei 90°C (Vorinkubation), gefolgt von
40 Zyklen von 5 sek bei 95°C (Denaturierung), 10 sek bei 58°C (Annealing) und 10 sek bei 72°C
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(Elongation). Die Spezifitat der amplifizierten Produkte wurde durch eine
Schmelzkurvenanalyse iiberpriift. Schmelzen: 10 sek bei 95°C, 60 sek bei 65°C, 1 sek bei 95°C.

Die Ergebnisse des Tests sind in Tabelle Anhang 6 zusammengefasst. Die Behandlungen, die zu
einer 100%-igen DNA-Entfernung (keine Amplifikation in der qPCR) fithrten, waren UV-Licht
und die Reinigung mit der Spiilmaschine, wihrend die anderen Behandlungen zu einer
Aalmutter-spezifischen Amplifikation fiihrten, jedoch mit sehr spaten Cg-Werten, was darauf
hindeutet, dass Spuren von DNA in der Edelstahlplatte verblieben. Es ist wichtig anzumerken,
dass die in diesem Test verwendete Spililmaschine sich von der in der UPB verwendeten
unterscheidet, ebenso wie die verwendeten Reinigungsmittel. Dies konnte eine Erklarung fiir die
DNA-Spuren sein, die nach der Reinigung/Dekontamination in der UPB in der Spiilmaschine
gefunden wurden.

Tabelle Anhang 6: qPCR Ergebnisse des Dekontaminationstest
Behandlung Beschreibung Cg* TM [°C]
T1 Handische Reinigung 32,34 86,32
T2 0,2 NaOH 29,82 86,4
T3 10 % HNO3 33,23 86,22
T4 10 % H202 30,77 86,14
T5 UV-Licht n.d. n.d.
T6 Autoklav 32,51 86,37
T7 Spllmaschine n.d. n.d.
Positivkontrolle Probenmaterial der ungereinigend Oberflache 18,47 86,22
mit dem Abstrichtupfer

Positivkontrolle Aalmutter (fisches Muskelgewebe) 13,13 86,23
Negativkontrolle Mastermix n.d. n.d.

A.2.3 Qualitatssicherung - Kontaminationstest fiir eDNA in der Kryomiihle

Besonders wichtig, um die Reinheit von UPB-Homogenaten einzuschitzen, ist zu evaluieren, ob
eine Kontamination von eDNA-Spuren bei der Prozessierung verschiedener Proben auftritt. Um
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das abschitzen zu kénnen, wurde die Reihenfolge prozessierter Proben aus der Kryomiihle
herangezogen. So wurden Proben identifiziert, die unmittelbar hintereinander vermahlen
wurden. Fiir den folgenden Versuch wurden Baumproben der UPB verwendet, die auf eDNA-
Spuren von Arthropoden untersucht wurden. Jede Baumart beherbergt typische monophage
Arten von Arthropoden, die nur auf dieser Baumart zu finden sind. Falls eine Kontamination
auftritt, sollten in Proben unterschiedlicher Baumarten, die nacheinander prozessiert wurden,
eDNA-Spuren typischer Gliederfiifderarten einer anderen Baumart gefunden werden. Das wurde
fiir je ein Probenpaar Kiefer-Fichte und Pappel-Buche untersucht, die 2016 nacheinander in der
Kryomiihle prozessiert wurden. Die Proben wurden auf eine grof3e Sequenziertiefe sequenziert,
um auch geringe DNA-Spuren nachzuweisen. Wie Tabelle zeigt, sind keine Spuren von eDNA-
Kreuzkontamination zwischen den Proben ersichtlich. Baumart-spezifische Arthropoden sind
auf ihrer jeweiligen Wirtsart in grofder Readzahl zu finden, nicht aber in der nachfolgend
prozessierten Baumprobe einer anderen Art.

Tabelle Anhang 7: Readzahl der 10 haufigsten Wirts-spezifischen Arten von Arthropoden, die
aus Blattproben einer Pappel und einer Kiefernblattprobe der UPB von 2016
nachgewiesen wurden

Order Gens Spedes Wi t=art Beedh 2014 Bewch 2018
lessid aptenra Pirdlonor yoter | populifolislla P e il il
L e GyEanHma acer ana Pappe i i
Hesmii plesra Pexrmghi gus spyrathecae Pappe il il
L e Stigmella Fimaculella Pappe i i
Lepi d aptera Subacronicla | megacephala Pappe il il
lepidaptera Gymanoma g essana Pappe i i
L e Phyll acnii s tis unipuncidla Pappe i i
Lepi d aptera Stegania trimaculata Pappe il il
lessid aptenra Ectoedesmia hannowenel La P e il il
lepidaptera Boeylis astana Pappe i i

Total Reads HHAGR 103180

Oirder Genus Spe gy Huost_species | Spruce X014 Spruce_M18
lepidaptera Codestis subfasciella Kiefe i i
Hesmi plesa Fimesus i m ¥ e il il
L e Exotel esia dadecala Kt i i
Hesmi plesa Eul achnus brewipilozus B e i i
Hemiptesa Eul achnus agilis Kt i i
Hemiplesa Eulachnus g Kiefe i i
Hesmi plesa Schispdachinus i et B e i i
Hemiptesa Eul achnus brevipilozus Kt i i
Hemiplesa Phytacaris ] Kiefe i i
Lespi d p L Codestis LY Kiefe i} i}

Total_Reads 17642 74563

Rechts neben der Probe ist die Baumprobe eingetragen, die unmittelbar folgend in der Kryomuehle prozessiert wurde (eine
Buche von 2016 nach der Pappel und eine Fichte von 2016 nach der Kiefer). Davor und danach sind jeweils Proben vom
selben Standort dargestellt, die im Vorjahr oder Folgejahr gesammelt wurden. Die Gesamtreadzahl fiir jede Probe ist
unterhalb der Tabelle dargestellt. Trotz hoher Sequenziertiefe von gut 100,000 Reads, ist keine Kreuzkontamination von
eDNA zwischen Mahlgédngen ersichtlich.

In einem weiteren Versuch wurde die Beta-Diversitat zwischen Baumproben untersucht, die
unmittelbar hintereinander oder in verschiedenen Jahren in der Kryomiihle prozessiert wurden.
Eine Kontamination zwischen Baumproben, die direkt nacheinander prozessiert wurden, sollte
zu einer signifikanten Abnahme der Beta-Diversitat fithren. Auch dieser Effekt ist nicht sichtbar
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(Abbildung Anhang 5). Eine Kontamination von eDNA-Spuren bei der Kryovermahlung ist daher
unwahrscheinlich. Die Ergebnisse dieser Tests wurden auch in Krehenwinkel et al. (2022a)
vorgestellt.

Vergleiche verschiedener Baumarten sind in Blau, Vergleiche innerhalb der gleichen Baumart in
Orange dargestellt. Eine Kreuzkontamination zwischen Mahlgdngen wiirde eine signifikante
Reduktion der Beta-Diversitit erwarten lassen, das ist hier nicht der Fall.

Abbildung Anhang 5: Beta-Diversitdt der Arthropodengemeinschaft zwischen UPB-Baumproben,
die im selben Jahr unmittelbar konsekutiv in der Kryomiihle prozessiert wurden
(same year) oder in verschiedenen Jahren prozessiert wurden (different year).

bebwean rea Species within same fres Species
mean mean
0.06 + 00085  0.97 £ 0.0086
mean mean

099 079200218 0.780.0283
=
5
-.% 064
8
=
2
(1]
8
m
=

0.3

0.04

L] L]
differant yaar SEMIE el dilfarent year ST el

Quelle: eigene Darstellung, UT.

A.2.4 Qualitatssicherung — Kreuzkontaminationen, UPB, Projektgruppe UT

Ein wichtiger biologischer Faktor in Okosystemen ist die Zusammensetzung der gesamten
Lebensgemeinschaft. Durch die regularen Probennahmen der UPB eroffnet sich ein bisher
ungenutztes Fenster, zu denselben Zeitpunkten mittels DNA aus Wasserproben vor Ort die
Lebensgemeinschaften der Standorte zu dokumentieren. Am 14. und 15.8.2023 wurden durch
die UPB in der Saar Brassen beprobt. Wir haben von den Mitarbeitern der UPB vom selben
Standort vier Mal 11 Wasser von verschiedenen Orten am Gewasser und zu verschiedenen
Zeitpunkten der Probenahme erhalten. Am 14.8.2023 wurden vom Ufer der Saar und vom Ort
des aufzubauenden Netzes Wasserproben genommen. Am 15.8.2023 wurde eine Wasserprobe
jeweils vor und nach dem Einholen des Netzes gesammelt. Die Wasserproben wurden am selben
Tag gefiltert und die Filterpapiere bis zur DNA-Extraktion eingefroren.

Die vorhandene DNA wurde durch mechanisches Behandeln der Filter mit Keramikkiigelchen
gelost. Durch das Qiagen Puregene Tissue Kit ist die DNA isoliert und anschlieféend durch ein
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PCR-Verfahren mit speziellen Fisch-mitochondrien Primer Sequenzen amplifiziert worden
(Tabelle Anhang 7).

Tabelle Anhang 7: Primer-Details um die Fisch-Lebensgemeinschaft der Wasserproben am
Brassen Probenahme Standort festzustellen.

Primer Name Richtung Sequenz (5-3°)

Tele02_F Vorwarts ACACTCTTTCCCTACACGACGCTCTTCCGATCTAAACTCGTGCCAGCCACC

Tele02_R Rickwarts GTGACTGGAGTTCAGACGTGTGCTCTTCCGATCTGGGTATCTAATCCCAGTTT
G

Die PCR-Produkte sind iiber den [llumina MiSeq der Arbeitsgruppe Biogeographie sequenziert
worden und die Daten liegen vor. Die Sequenzen wurden nach der Sequenzier-Adapter und
Primer-Sequenz Entfernung mittels BLAST gegen die ,nr‘ (nicht redundant) Datenbank des
National Center for Biotechnology Information (NCBI) gesucht und zu einem Taxon zugeordnet.

Die vorlaufigen Ergebnisse sind in Abbildung Anhang dargestellt. Wie zu erwarten war, finden
wir eine ganzlich andere Lebensgemeinschaft zwischen Ufer und Standort des Netzes. Im
Besonderen finden wir kaum Brassen Treffer. Das dndert sich am Folgetag, nachdem das Netz
bereits aufgestellt worden war. Nun finden wir etwas Brassen aber auch einen enormen
menschlichen Anteil in den Treffern. Besonders viel DNA reichert sich direkt nach dem Einholen
des Netzes im Bereich der Probenahme an.

Vorlaufig zu diesen Funden kénnen wir sagen, dass die Aufnahme von Wasserproben in den
regularen Probenahmezyklus zu einem bestimmten Zeitpunkt stattfinden muss. Ob die
Gemeinschaft besser vor oder nach dem Netzaufstellen abgebildet werden kann, wird im
nadchsten Zwischenbericht ausgewertet. Das Ufer ist eher ungeeignet, da es eine ganzlich andere
Zusammensetzung und viele terrestrische Einfliisse zeigt. Die starke Anreicherung an Brassen-
DNA direkt nach dem Einholen des Netzes erscheint zundchst auch ungiinstig fiir das Vorhaben.
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Abbildung Anhang 6: Darstellung der mit eDNA rekonstruierten Lebensgemeinschaft am Saar-
Standort der Brassen-Probennahme vom 14./15.8.2023

eDNA Wasserproben wahrend des Brassenfangs
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Abramis brama . Canis lupus Neogobius melanostomus . Silurus glanis
. Andere Arten Homo sapiens . Perca fluviatilis Squalius cephalus
Bos taurus Lepomis gibbosus Rutilus rutilus . Sus scrofa

Die Wasserproben fiir ,Probenahmestelle” und ,,Ufer” wurden am 14.8.2023 vor dem Aufbau des Netzes gesammelt. Die
Proben von ,Vor dem Fischen“ und ,,Nach dem Fischen” stammen vom 15.8.2023 an der Stelle wo das Netz sich befand. Die
haufig aufgetretenen Arten sind farblich hervorgerufen, unter ,,Andere Arten” finden sich die restlichen BLAST-Treffer.

Quelle: eigene Darstellung, UT.

Verarbeitung der Proben vor der Homogenisierung

Um die Betriebsablaufe der UPB-Projektgruppe Trier im Hinblick auf DNA-basierte Methoden zu
optimieren, wurden zwei Untersuchungen auf Kontamination durchgefiihrt. Proben kénnen
kontaminiert werden durch gebundene DNA (1) auf Oberflichen mit denen sie direkt oder
indirekt in Kontakt kommen oder (2) an freien Partikeln in der Luft, im Folgenden als
Luftpartikel bezeichnet. Wir wollten fiir beide Falle herausfinden, (i) was die potenziellen
Quellen von Kontamination sind, (ii) welche Veranderungen der Kontamination nach
festgelegten Zeitabstinden identifizierbar sind, und (iii) welche Arten von Kontamination wir
feststellen konnen. Wir prasentieren in diesem Zwischenbericht die vorldaufigen Ergebnisse
dieser Untersuchungen.

Oberflaichenkontamination

Zwischen Probenahmen und der Verarbeitung der Proben werden die Oberflachen in den
Laboren der UPB-Projektgruppe Trier gereinigt durch vollentsalztes (VE) Wasser. Werkzeuge
und Gefafde durchlaufen einen maschinellen Spiilvorgang. Mittels steriler Tupfer (Swabs)
wurden Abstriche von 19 Oberflachen aus drei Probenkontakt-Kategorien genommen (Tabelle),
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wodurch die (i) potenziellen Quellen von Kontamination identifiziert werden kénnen. Die
Abstriche alle Oberflaichen wurden zu drei unterschiedlichen Zeitpunkten wiederholt, (ii) um
weiterhin festzustellen, ob oder wie sich die potenziell festgestellte Kontamination iiber die Zeit
verdndert. Die gewahlten Zeitpunkte waren der 14.8.2023, einen Tag bevor die geplante
Brassen-Probenahme und die Aufarbeitung der Fische in Trier stattfinden sollte, sowie der
15.8.2023, dem Tag direkt nach der Probenahme, Aufarbeitung und Reinigung. Ein letztes Mal
wurden Abstriche der Oberflaichen am 18.8.2023 genommen.

Die vorhandene DNA des Abstriches wurde durch mechanisches Behandeln der Tupfer mit
Keramikkiigelchen geldst. Durch das Qiagen Puregene Tissue Kit ist die DNA isoliert und
anschliefdend durch ein PCR-Verfahren mit allgemeinen mitochondriellen Primern zu Sequenzen
amplifiziert worden (Tabelle Anhang 8).

Uber dieses Verfahren konnte anschliefRend ermittelt werden (iii) mit welcher Art von
Kontamination in der UPB-Projektgruppe Trier an den jeweiligen Oberflichen gerechnet werden
kann. Die PCR-Produkte sind iiber den Illumina MiSeq der Arbeitsgruppe Biogeographie
sequenziert worden und die Daten liegen vor. Die Sequenzen wurden nach der Sequenzier-
Adapter und Primer-Sequenz Entfernung mittels BLAST gegen die ,nr‘ (nicht redundant)
Datenbank des NCBI gesucht und zu einem Taxon zugeordnet.

Aus Griinden der Ubersichtlichkeit entschieden wir uns nur die UPB relevanten Arten farblich
hervorzuheben. Zusatzlich sind Suchergebnisse auf Mensch, eines haufig gefundenen
Bakteriums (Penicilium sclerotiorum) und eines Schimmelpilzes (Anthrocladium fulminans)
farblich unterschieden. Alle anderen Suchergebnisse wurden unter ,Andere Arten‘ gruppiert und
zahlen als Umweltkontamination zusammen mit den drei zuletzt genannten. Viele dieser Arten
kommen haufig an Gegenstidnden und Oberflachen vor, die ungeschiitzt Staubpartikeln
ausgesetzt sind.

Tabelle Anhang 8: Oberflachen-Kategorien zur Untersuchung von Kontamination an der UPB-
Projektgruppe Trier

Kategorie 1 Kategorie 2 Kategorie 3
Direkter Probenkontakt Primdre Arbeitsflichen Sonstige Flachen
EdelstahlgefaR innen (alle Proben) Cleanbench Isolierbehalter auRen
Edelstahlwanne innen (Blatter + Biometrietisch AuRenbiometrie Innenseite
Dreikantmuscheln) Schubldden/Schranke
Edelstahlkorbe (Blasentang + Miesmuscheln) Biometrietisch im Labor Waagen
Teflonbeutel innen (Rehlebern) Arbeitsflache links im Labor Zentrifuge
Petrischalen innen (Regenwiirmer + Trockenschrank Griffe Dewar
Fischlebern)
Sezierbesteck/Skalpellklingen (Muscheln, Cryohandschuhe innen
Fische, Regenwiirmer)
Teflonplattchen (Fischlebern) Tastatur PC Cryolager
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Tabelle Anhang 9: Primer-Details um die Kontamination in der UPB-Projektgruppe Trier zu
untersuchen
Primer Name Richtung Temp Sequenz (5‘-3°)
MCO_IntF Vorwarts 46°C GGWACWGGWTGAACWGTWTAYCCYCC
Fol_deg rev Rickwarts 46°C TANACYTCNGGRTGNCCRAARAAYCA

Daam 15.8.2023 im Rahmen der reguldren Probenahme in der UPB-Projektgruppe Trier
Brassen (Abramis brama) verarbeitet wurden, sind wir in der Lage die Riickstdnde dieser Artim
speziellen nachzuverfolgen. Beginnend am 14.8.2023 finden wir lediglich eben beschriebene
Umweltkontamination an Edelstahlwannen, -korben und den Rehleber-Beuteln der Oberflachen
mit direktem Probenkontakt (Abbildung Anhang 7). Auf einigen primaren Arbeitsflichen
finden wir noch Riickstdnde von Brassen-DNA, jedoch iiberwiegt die Umweltkontamination auf
allen nicht-abgedeckten und Staub ausgesetzten Arbeitsflichen. Unter den sonstigen Flachen
findet sich ebenfalls Brassen-DNA, insbesondere an den Waagen, den Dewar Griffen und
besonders viel an der Zentrifuge. Diese Oberflichen kommen jedoch nicht mit den Proben direkt
in Kontakt.

Am 15.8.2023 wurden erneut Abstriche von allen untersuchten Flachen genommen. Der
generelle Trend deutet darauf hin, dass die Umweltkontamination anschlief3end bei fast allen
primaren Arbeitsflachen und denen mit direktem Probenkontakt einbricht (Abbildung Anhang
8). Ausnahmen sind die Edelstahlkorbe fiir Miesmuschelproben, Teflonplattchen, die
Cleanbench und der Trockenschrank.

Brassenspezifische Treffer finden wir an diesem Tag vermehrt am Sezierbesteck, der
Cleanbench, dem Biometrietisch und den Arbeitsflichen links im Labor. Bei den sonstigen
Flachen finden wir wenig Verdnderungen, abgesehen von einem vermehrten Auftreten von
Brassen-DNA.

Betrachten wir dann die Abstriche ein paar Tage spater sieht man, dass die Umwelt-
Kontamination bei den primaren Arbeitsflichen wieder zu nimmt und auf vielen Flachen
reduzieren sich die Brassenspezifischen Treffer leicht (Abbildung Anhang 9-11).
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Abbildung Anhang 9: Darstellung der absoluten Suchtreffer von Oberflachen Abstrichen am
14.8.2023

Swabproben vor der Probenverarbeitung, 14.08.23, 8-9 Uhr
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Abramis brama . Austrominius modestus Dreissena rostriformis . Mytilus trossulus
. Andere Arten Barbus barbus . Homo sapiens Penicillium sclerotiorum
Arthrocladium fulminans . Capreolus capreolus Mytilus edulis . Zoarces viviparus

Die Flachen sind unterteilt nach Ihrer Kontaktart mit den zu verarbeitenden Proben an der UPB-Projektgruppe Trier. Die
Kontrolle stammt von einem unbenutzten Tupfer. Unter ,,Andere Arten” sind alle Taxon Treffer zusammengefasst, die nicht
als UPB-Probe bearbeitet werden, oder die sehr wenige Treffer bei der Suche ergaben. Quelle: eigene Darstellung, UT:
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Abbildung Anhang 10: Darstellung der absoluten Suchtreffer von Oberflachen Abstrichen am
15.8.2023

Swabproben direkt nach der Probenaufarbeitung Brassen, 15.08.23
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Abramis brama . Austrominius modestus Dreissena rostriformis . Mytilus trossulus
. Andere Arten Barbus barbus . Homo sapiens Penicillium sclerotiorum
Arthrocladium fulminans . Capreolus capreolus Mytilus edulis . Zoarces viviparus

Die Flachen sind unterteilt nach ihrer Kontaktart mit den zu verarbeitenden Proben an der UPB-Trier. Die Kontrolle stammt
von einem unbenutzten Tupfer. Als ,,NC PCR” (Negativkontrolle) wird eine PCR-Reaktion ohne zugesetzte Probe bezeichnet,
welches die Reagenzien auf vorherige DNA-Kontamination testet. Unter ,,Andere Arten” sind alle Taxon-Treffer
zusammengefasst, die nicht als UPB-Probe bearbeitet werden, oder die sehr wenige Treffer bei der Suche ergaben. Quelle:
eigene Darstellung, UT.

178



TEXTE Umweltprobenbank des Bundes: Untersuchung der biologischen Vielfalt mit der Umweltprobenbank -
Abschlussbericht

Abbildung Anhang 11: Darstellung der absoluten Suchtreffer von Oberflachen Abstrichen am
18.8.2023

Swabproben nach einer Woche
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Abramis brama . Austrominius modestus Dreissena rostriformis . Mytilus trossulus
. Andere Arten Barbus barbus . Homo sapiens Penicillium sclerotiorum
Arthrocladium fulminans . Capreolus capreolus Mytilus edulis . Zoarces viviparus

Die Flachen sind unterteilt nach lhrer Kontaktart mit den zu verarbeitenden Proben an der UPB-Projektgruppe Trier. Unter
,Andere Arten” sind alle Taxon Treffer zusammengefasst, die nicht als UPB-Probe bearbeitet werden, oder die sehr wenige
Treffer bei der Suche ergaben. Quelle: eigene Darstellung, UT.

Aus diesen Ergebnissen geht hervor, dass die allgemeine Umweltkontamination
bemerkenswerterweise eine grofiere Belastung darstellt als Treffer von Arten, die in der UPB-
Projektgruppe Trier bearbeitet werden. Diese sind nicht in signifikanten Mengen aufgetaucht.
Als Ausnahme sehen wir die Brassen, welche vor den zwei letzten Abstrich-Zeitpunkten
verarbeitet wurden. Dementsprechend erscheint die Reinigung mit VE-Wasser als effektiv genug
in dem Sinne, dass die Kontamination zwischen den Probenahmen nicht sonderlich akkumuliert
wird. Die Kontamination von den verarbeiteten Arten selbst baut sich anscheinend iiber die Zeit
ab, was mit der zunehmenden Umweltkontamination zusammenhdngen konnte.

Die hier prasentierten Ergebnisse durchlaufen momentan weitere statistische Auswertungen. Im
kommenden Zwischenbericht werden wir die abschlief3enden Ergebnisse vorstellen und
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entsprechende Empfehlungen zur weiteren Reduktion der Gefahr fiir Kontaminationen
darlegen.

Luftpartikel Kontamination

Der zweite Teil der Untersuchungen von potenziellen Kontaminationsquellen an der UPB-Trier
beschaftigt sich mit der Frage nach Luftiibertragung. Staubpartikel kénnten verantwortlich sein
fiir den graduellen Anstieg der Umweltkontamination im Teil ,Oberflichenkontamination’. Der
Versuchsaufbau bestand aus einer Reihe von 1,5ml Reaktionsgefafien, die mit dem gleichen
Volumen an Zelllysepuffer befiillt waren. Der Versuch wurde am 14.8.2023 durchgefiihrt. Wir
stellten sicher, dass der Puffer keine fliichtigen Bestandteile enthielt, die sich potenziell an den
Proben der UPB niederlassen konnen. Die Mischung besteht aus 1M Tris (pH8), 5M Na(Cl, 0,5M
EDTA (pH8) und 10 % SDS. Des Weiteren wurden die Reaktionsgefafie am jeweiligen Standort in
einem passenden Halter vor dem Umfallen gesichert. Als Standorte wurden drei
Hauptarbeitsflaichen ausgewahlt, die auch mit Abstrichen auf Kontamination iiberpriift wurden:
der Tisch an dem die Muscheln verarbeitet werden, der Tisch fiir die Brassen-Aufdenbiometrie
und die aktive Cleanbench. Die Proben wurden gesammelt, indem die offenen Reaktionsgefafie
im Halter der Umgebung ausgesetzt wurden. Nach einem festgelegten Zeitplan wurden
nacheinander die Gefaf3e geschlossen. Die DNA-Extraktion, PCR und Auswertung erfolgte wie
beschrieben in Teil ,Oberflichenkontamination’.

Die Ergebnisse aus Abbildung Anhang 12 kénnen positiv bewertet werden. Negativkontrollen
zeigen, dass der verwendete Puffer und die PCR frei von Umweltkontamination sind. Die
gefundenen Treffer sind durchgehend sehr wenige im Vergleich zu den Abstrichen. Das
impliziert bereits eine sehr geringe Gefahr fiir Kontamination durch Luftpartikel. Die Menge der
Kontamination ist zudem unterschiedlich von Standort zu Standort. Die Cleanbench hat zum
Zeitpunkt des Versuches aktiv Luft tiber die Proben abgesaugt und wir kdnnen dort die geringste
Kontamination feststellen. Man wiirde zudem erwarten, dass sich Kontamination graduell iiber
die Zeit aufbaut. Unsere Ergebnisse zeigen, dass die Umweltkontaminationen iiber die Luft
zufillig geschehen.

Die gefundenen Treffer stammen auch hauptsachlich von Mammalia; im Detail sehen wir, dass
sie zum Grof3teil menschlichen Ursprungs sind. Ansonsten tauchen sehr viele Pilz- und
Bakterien-Treffer auf. Nur sehr wenige Treffer konnen wir UPB-relevanten Arten zuordnen. Eine
detaillierte statistische Auswertung wird im nachsten Zwischenbericht prasentiert.
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Abbildung Anhang 12: Darstellung der absoluten Suchtreffer von Luftpartikel Kontaminationen am
14.8.2023

Luftpartikel Kontamination
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Die Ergebnisse sind nach den Standorten der ProbengefaRe unterteilt. Als ,,NC PCR“ (Negativkontrolle) wird eine PCR-
Reaktion ohne zugesetzte Probe bezeichnet, welches die Reagenzien auf vorherige DNA-Kontamination testet. Die ,NC
Luft” Kontrolle stammt von einem ReaktionsgefaR, welches nicht offen der Luft ausgesetzt wurde. Es soll den Zelllysepuffer
auf vorhergehende DNA-Kontamination testen. Unter ,,Andere Gruppen“ sind alle Taxon Treffer zusammengefasst, die
nicht zu denjenigen gehodren, die die meisten Treffer bei der Suche ergaben. Die Gruppe ,Nan“ umfasst viele Bakterien, die
in der Datenbank nicht mit Klassen eingeteilt wurden. Quelle: eigene Darstellung, UT.
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A.3 Hybridisierungsanalyse Mytilus

Abbildung Anhang 13: Durchgefiihrte zusatzliche Auswertung zur Artreinheit der Miesmuschel
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(A) Die Probenahmegebiete (Eckwarderhorne ‘Eck’; Sylt ‘Syl’; Darsser Ort ‘Dar’) der Umweltprobenbank und der zusatzliche
Standort in Finnland (Tvarminne ‘Tva’) und die Zonierung der Ostsee nach Salinitaten (verandert nach https://ostsee-der-
zukunft.experience-science.de/hintergruende/einflussfaktoren/salzgehalt.html). (B) Genomische Differenzierung (FST) von
zwischenartlichen fixierten Nukleotidpolymorphismen. Zwischen den Proben von Eckwarderhdrne 1994 (Mytilus edulis) und
Tvarminne 2024 (Mytilus trossulus) wurden alle Polymorphismen identifiziert, die stark zwischen den Arten differenziert
sind (Fst >= 0,9). Dieser reduzierte Datensatz wurde dann zwischen Eckwarderhérne 1994 und allen anderen Proben
verwendet um den gesamtgenomischen Durchschnitt zu berechnen. Zusatzliche Proben wurden 2019 von der
Umweltprobenbank in Transketen (Trans.1-11) innerhalb von 30 km um den Darsser Ort gesammelt und sind ebenfalls in
diesem Datensatz ausgewertet. Die einzelnen Proben sind nach Jahre (links nach rechts aufsteigend) und geographischer
Reihenfolge (links: Westen; rechts: Osten) sortiert. Quelle: eigene Darstellung, UT.
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A.4 Analyse der genetischen Diversitat von Lumbricus terrestris

Abbildung 13: Genetische Verwandtschaft der ESVs der vier Probenahmeflachen (Belau, Leipzig,
Scheyern, Saartal) der Sonderbeprobung.

10 Individuen

1 Individuum

Belau

Leipzig
Scheyern

. Saartal
Grofibritannien

Finnland

Frankreich

ESV_33

Ein Kreis reprasentiert dabei ein ESV, also eine einzigartige COI-Sequenz. Die Striche auf den verbindendenden Linien
zeigen, durch wie viele Sequenzunterschiede sich die ESVs unterscheiden und zeigt damit die genetische Verwandtschaft.
Die GroRe der Kreise ist proportional zur Anzahl der Individuen, in denen die ESV gefunden wurde. Die Farbe gibt an, auf
welcher Probennahmeflache die Individuen gesammelt wurden. Quelle: eigene Darstellung, UT.
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A.5 Schwebstoffproben — 16S-Metabarcoding-Daten

Die Daten des 3. genetischen Markers fiir die Schwebstoff-Zeitserie liegt vor, wurde aber noch
nicht im Detail ausgewertet. Hier wird eine kurze Ubersicht {iber vorliufige Ergebnisse aus der
Masterarbeit von Ann-Christin Lenz (UDE) geliefert.

Sequenziertiefe: Eine Rarefaction-Analyse zeigt, dass mit einer Ausnahme (Prossen 2015) alle
Proben ab einer Sequenziertiefe von 100 000 reads gesattigt waren (Abbildung Anhang 14).

Abbildung Anhang 14: Sattigungsanalyse der 16S-Metabarcoding-Daten aus allen
Schwebstoffproben zur Bestimmung der nétigen Sequenziertiefe

Auf der Y-Achse sind bakterielle OTUs (3% Ahnlichkeit) dargestellt, auf der X-Achse die Sequenziertiefe. Quelle: eigene
Darstellung, UDE.

Die Vergleiche der a- und B-Diversitit zeigten einen substanzielle Uberlapp von 528 OTUs
(21,6%) tiber alle Probestellen der Einzugsgebiete hinweg (Abbildung Anhang 15). Die Donau
wies den geringsten Teil einzigartiger OTUs auf (n=82), wahrend diese Anzahl in der Elbe sehr
hoch war (n=838). Die Lebensgemeinschaften wiesen zwischen den Fliissen und Probestellen
meist deutliche Unterschiede auf, die raumlich viel starker ausgepragt waren als zeitliche
Anderungen (Abbildung Anhang 16).
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Abbildung Anhang 15: Ahnlichkeit der bakteriellen Lebensgemeinschaften innerhalb und zwischen
den Fliissen

Elbe

Donau

Basierend auf 16S-OTU-Daten. Quelle: eigene Darstellung, UDE.

Abbildung Anhang 16: Ahnlichkeit der bakteriellen Lebensgemeinschaften innerhalb und zwischen
den Fliissen
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Principle-Component-Analyse, dargestellt die ersten zwei Hauptkomponenten (PC1 und PC2). Flusseinzugsgebiete farblich
abgegrenzt. Quelle: eigene Darstellung, UDE.
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A.6 Fallstudie 1: Fischdiversitédt in Deutschland basierend auf den SPM-Proben

Abbildung Anhang 16: Vergleich der Abweichung der mit eDNA-Metabarcoding und klassischen
fischereilichen-Methoden erhobenen Daten
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Vergleich artspezifischer Zeittrends zwischen eDNA- und behérdlichem Monitoring. A) Artspezifische Trendschatzungen aus
eDNA-Daten (Kreise) und behordlichem Monitoring (Dreiecke), farbkodiert nach Trendrichtung (orange = Abnahme, griin =
Zunahme). Verbindungslinien zeigen die Ubereinstimmung zwischen den Methoden (blau = konkordante Trends, rosa =
diskordante Trends). B) Bland-Altman-Diagramm zur Darstellung der Ubereinstimmung zwischen den Datensétzen. Die
mittlere Differenz zwischen den Trendschatzungen aus eDNA und behordlichem Monitoring betrug -0,043 (schwarz
gestrichelte Linie), mit 95-%-Ubereinstimmungsgrenzen von -0,331 bis 0,244 (rot gestrichelte Linien). Quelle: Schiitz et al.
(2025)
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A.7 Statistische Informationen zur raumzeitlichen Verteilung der Varianz fiir die OTUs aus
Fallstudie 9

Tabelle Anhang 10:

bei einem Differenzierungsgrad von 20 %

Ergebnisse der molekularen Varianzanalyse (AMOVA) fiir fiinf Beispiel-OTUs

I:ttl)\:ari 103_Coleoptera 240_Dipter 274_Acari 568_Diptera
Geography % Variation among 9.68657  15.15977 -a-- 0.83534 -
% Variation within  90.3134  84.84023 - 99.16466 ---
3
ST 0.09687 0.15160 0.00835  ---
p-value OST <0.001 <0.001 - 0.025 ---
Time (decades) % Variation among 17.7560 1.84269 18.85262 0.06601 14.05429
8
% Variation within  82.2439  98.15731 81.14738 99.93399 85.94571
2
ST 0.17756  0.01843 0.18853 0.00066  0.14054
p-value OST <0.001 0.233 <0.001 0.928 <0.001
Tree % Variation among 8.04773  --- - - -
% Variation within  91.9522  --- --- --- ---
7
OST 0.08048  ---
p-value OST <0.001  --- --- --- ---

Statistisch signifikante p-Werte sind fett gedruckt. Zur Berechnung des Zeitsignals wurden die Daten aus den Jahren 1990—
1999, 2000-2009 und 2010-2018 in drei Jahrzehnte gruppiert. Quelle: eigene Darstellung, SGN.
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A.8 Informationen der Offentlichkeit

Abbildung Anhang 17: Ubersicht iiber Seite 1 der Druckfahne des TrendDNA-Ubersichtsartikels fiir
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A Abb. 1: Die Umweltprobenbank des Bundes mit Probenahmegebieten und dort beprobten Arten.
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B Vor nahezu fiinf Jahrzehnten begann eine
Gruppe von Wissenschaftler:innen im Auf-
trag des Umweltbundesamts Konzepte zur
systematischen Sammlung und Lagerung
von Proben aus der Umwelt bei kryogenen
(= extrem niedrigen) Temperaturen zu ent-
wickeln, um diese in ihrem urspriinglichen
Zustand langfristig zu konservieren. Dabei
stand folgende Fragestellung im Vorder-
grund: Wie kénnen Umweltproben so gesam-
melt und archiviert werden, dass sie kiinfti-
gen Generationen unverdndert als wissen-
schaftliche Ressource zur Verfiigung stehen,
um Umweltverdnderungen - auch riickwir-
kend - untersuchen zu kénnen? Die auf die-
ser Idee begriindete Umweltprobenbank des
Bundes [1] war eine Wette auf die Zukunft
der Forschung. Wahrend die Messung von
Schadstoffkonzentrationen in den Proben zur
Abbildung des Belastungszustands der
Umwelt von Beginn an Teil des Routinepro-
gramms der Umweltprobenbank ist, wurde
in den letzten Jahren zunehmend das Poten-
zial des Probenarchivs fiir die Biodiversitits-
forschung erkannt. Die frithe Vision des
Archivs erweist sich insbesondere ange-
sichts der globalen Biodiversitatskrise als
besonders vorausschauend, da die Proben
heute auch wertvolle Einblicke in langfristige
okologische Veranderungen erméglichen [2].

Die Umweltprobenbank zdhlt zu den weni-
gen biologischen Archiven, die die Unter-
suchung von langen, standardisierten Zeitrei-
hen ermdglichen. Seit iiber 30 Jahren werden
deutschlandweit Human-, Schwebstoff-,
Boden-, Tier-und Pflanzenbeprobungen unter
Anwendung hochstandardisierter Verfahren
durchgefiihrt. Marine Okosysteme werden
dabei durch eine Fisch- (Zoarces viviparus),
eine Muschel- (Mytilus edulis), eine Braun-
algen- (Fucus vesiculosus) und eine Mowen-
art (Larus argentatus) repriasentiert. Limni-
sche Okosysteme werden durch Schweb-
stoffe, eine Fisch- (Abramis brama) und zwei
SiiBwassermuschelarten (Dreissena poly-
morpha, D. rostriformes bugensis) abgebildet,
wihrend in terrestrischen Systemen vier
Baum- (Fagus syivatica, Populus nigra, Picea
abies, Pinus sylvestris), zwei Regenwurmarten

BlOspektrum | 03.26 | 32.Jahrgang @Springer



	Inhaltsverzeichnis
	Abbildungsverzeichnis
	Tabellenverzeichnis
	Abkürzungsverzeichnis
	Zusammenfassung
	Summary
	1 Einleitung
	1.1 Das TrendDNA-Projekt
	1.1.1 Motivation des Projekts
	1.1.2 Die Umweltprobenbank des Bundes
	1.1.3 Potenzial der Umweltprobenbank für ein Biodiversitätsmonitoring
	1.1.4 Ein Forschungs- und Entwicklungsprojekt zur Prüfung des Potenzials

	1.2 Das TrendDNA-Lösungs- und Umsetzungskonzept
	1.2.1 Arbeitspaket 1 – Auswahl geeigneter Proben und Methoden für genetische Untersuchungen
	1.2.2 Arbeitspaket 2 – Operationalisierung
	1.2.3 Arbeitspaket 3 – Untersuchung der Proben mit genetischen Methoden
	1.2.4 Arbeitspaket 4 – Fallstudien zur Veränderung der Biodiversität über die Zeit
	1.2.5 Arbeitspaket 5 – Effiziente Verwertung der Daten für Umwelt- und Naturschutz
	1.2.6 Arbeitspaket 6 – Informieren der Allgemeinheit und der Fachöffentlichkeit:


	2 Auswahl geeigneter Methoden und Proben für genetische Untersuchungen mit der Umweltprobenbank
	2.1 Identifizierte Methoden für die Untersuchung der Biodiversität aus den Proben
	2.1.1 DNA-Metabarcoding
	2.1.2 Metagenomik
	2.1.3 Genomsequenzierung und Populationsgenomik
	2.1.4 Transkriptomik

	2.2 Geeignete Probenarten für molekulare Biodiversitätsanalysen
	2.3 Datenmanagement

	3 Operationalisierung
	3.1 Sicherstellung der Probenreinheit
	3.1.1 Untersuchung potenzieller Kontaminationen während Probenahme und -prozessierung
	3.1.2 Untersuchung potenzieller Kontaminationen in UPB-Proben durch Nutzung der Kryomühle
	3.1.3 Untersuchung zur Kombination von eDNA- und regulären UPB-Probenahmen
	3.1.4 Untersuchung der taxonomischen Reinheit verschiedener Probenarten

	3.2 Optimierung molekularer Protokolle
	3.2.1 Analyse der notwendigen Probenmenge in der DNA-Extraktion
	3.2.2 Analyse der notwendigen Anzahl von DNA-Extraktions- und PCR-Replikaten
	3.2.3 PCR-Primer-Wahl
	3.2.4 Analyse der notwendigen Sequenziertiefe
	3.2.5 Test der Genauigkeit des Nachweises von Biodiversitätsmustern
	3.2.6 Vergleich aquatischer Nachweise in UPB-Proben im Vergleich zu Wasserproben

	3.3 Bestimmung des Mehrwerts von Monats- vs. Jahresproben
	3.3.1 Schwebstoffe
	3.3.2 Blasentang und Miesmuscheln


	4 Arbeitspaket 3 – Generation und Datenauswertung der eDNA-Zeitreihendaten
	4.1 Biodiversität auf Ebene von Artengemeinschaften und Ökosystemen
	4.1.1 Miesmuscheln – marin – Metabarcoding
	4.1.2 Blasentang – marin – Metabarcoding
	4.1.3 Dreikantmuscheln – limnisch – Metabarcoding
	4.1.4 Blätter von Bäumen – terrestrisch – Metabarcoding
	4.1.5 Schwebstoffe – limnisch – Metabarcoding
	4.1.6 Regenwurmkörper – terrestrisch – Metabarcoding
	4.1.7 Regenwurmkot – terrestrisch – Metabarcoding:
	4.1.8 Regenwurmkörper – terrestrisch – Kultivierung
	4.1.9 Boden – terrestrisch – Metagenomik

	4.2 Biodiversität innerhalb einzelner Arten
	4.2.1 Regenwürmer – terrestrisch – Populationsgenomik
	4.2.2 Aalmutter – marin – Populationsgenomik
	4.2.3 Aalmutter – marin – Transkriptomik


	5 Arbeitspakete 4 & 7: Fallstudien zur Entwicklung der biologischen Vielfalt inklusive optionaler Studien und Methodenvalidierungsstudien
	5.1 Struktur der Fallstudien
	5.2 eDNA-basierte Fallstudien zur Veränderung limnischer, mariner und terrestrischer Lebensgemeinschaften
	5.2.1 Analyse von Biodiversitätsveränderungen in Flüssen mit Schwebstoffproben
	5.2.2 Taxonomische Zusammensetzung und Funktion von Bodengemeinschaften: raumzeitliche Veränderungen
	5.2.3 Ausbreitung mariner Neozoen im Kontext vom Klimawandel
	5.2.4 Integrative Analyse von Biodiversitätstrends über terrestrische, limnische und marine Lebensräume hinweg

	5.3 Proof-of-Principle-Studien für Einsatzfelder mit den Proben der Umweltprobenbank
	5.3.1 Analyse von Biodiversitätsveränderungen blattassoziierter Pilzgemeinschaften
	5.3.2 Internationaler Vergleich von Biodiversitätsveränderungen in blattassoziierten Gliederfüßergemeinschaften
	5.3.3 Innerartliche genetische Diversität von baumkronenassoziierten Gliederfüßern

	5.4 Proof-of-Principle-Fallstudien zur Veränderung innerartlicher genetischer Diversität und Genexpressionsmuster
	5.4.1 Populationsgenomische Veränderungen der Aalmutter
	5.4.2 Transkriptomische Veränderungen der Aalmutter


	6 Arbeitspaket 5: Effiziente Verwertung der Daten für den Umwelt- und Naturschutz
	6.1 Begleitkreis
	6.2 Verwertungsoptionen
	6.3 Herausforderung und offene Fragen
	6.3.1 Methodische Aspekte
	6.3.2 Konzeptionelle Aspekte
	6.3.3 Strukturelle Aspekte


	7 Arbeitspaket 6: Information der allgemeinen und Fachöffentlichkeit
	8 Nachwuchsförderung
	9 Übersicht über produzierte genetische Datensätze
	10 Bibliographie
	A Anhang zum Bericht
	A.1 Laborprotokolle zur DENA-Extraktion aus UPB-Proben
	A.1.1 Protokolle nach Herstellerangaben (nicht weiter aufgeführt)
	A.1.2 TNES-Protokoll
	A.1.3 TNES SPM (terrestrik) Protokoll
	A.1.4 IME-Protokoll
	A.1.5 Inhibitor removal
	A.1.6 Protokoll zur Isolation von DNA aus Schwebstoffen (UDE Fallstudie 1)

	A.2 Qualitätssicherung – Kontaminationsprüfung
	A.2.1 Überarbeitung der aktuellen Protokolle der UPB für die Reinigung/Dekontamination der Ausrüstung zwischen der Probenverarbeitung
	A.2.2 Laboruntersuchungen zu verschiedenen Dekontaminationsstrategien
	A.2.3 Qualitätssicherung - Kontaminationstest für eDNA in der Kryomühle
	A.2.4 Qualitätssicherung – Kreuzkontaminationen, UPB, Projektgruppe UT

	A.3 Hybridisierungsanalyse Mytilus
	A.4 Analyse der genetischen Diversität von Lumbricus terrestris
	A.5 Schwebstoffproben – 16S-Metabarcoding-Daten
	A.6 Fallstudie 1: Fischdiversität in Deutschland basierend auf den SPM-Proben
	A.7 Statistische Informationen zur raumzeitlichen Verteilung der Varianz für die OTUs aus Fallstudie 9
	A.8 Informationen der Öffentlichkeit


