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Kurzbeschreibung: Bewertung der biologischen Vielfalt mittels DNA-Extraktion aus Bodenproben
von BDF

In Deutschland fehlt eine flaichendeckende und standardisierte Erfassung der Bodenorganismen,
obwohl mit den ca. 800 Boden-Dauerbeobachtungsflaichen (BDF) eine umfassende Infrastruktur
dafiir zur Verfiigung steht. Allerdings fithren bisher nicht alle Bundesldander eigene bodenbiolo-
gische Untersuchungen auf ihren BDF durch. Wichtigster Grund dafiir diirfte die aufwandige und
teure Bestimmung der Bodeninvertebraten sein. Zur Losung dieses Problems sollte das vorlie-
gende Vorhaben beitragen. An 25 Standorten wurden Regenwiirmer, Enchytraeiden und Collem-
bolen erfasst, die Tiere morphologisch und per DNA-Metabarcoding bestimmt und die Ergeb-
nisse miteinander verglichen. Das Ziel war, Empfehlungen fiir ein effizientes und routinemaf3ig
umsetzbares Monitoring der Bodenfauna im Rahmen des deutschen BDF-Programms zu entwi-
ckeln. Die Ergebnisse zeigten, dass die genetischen Bestimmungsmethoden hierfiir grundsatz-
lich geeignet sind. Vor einer Einfiihrung in die behdrdliche Praxis miissen noch einige Vorausset-
zungen erfillt werden. Die DNA-Referenzdatenbanken miissen umfassend, gut kuratiert und
qualitatskontrolliert sein. DNA-basierte Methoden miissen standardisiert werden. Es miissen be-
lastbare Indizes fiir die Bodengesundheit, basierend auf Daten zu Bodenorganismen entwickelt
werden. Es wird empfohlen, dass die Erhebungen beziiglich der Bodenfauna in allen Bundeslan-
dern im gleichen Umfang und mit gleichen Methoden erfolgen. Bodenorganismen sollten zu-
nachst mit klassisch morphologischen Methoden regelmafiig erfasst werden, mindestens Regen-
wiirmer, Enchytraeiden und Collembolen. Die Aufnahme weiterer Gruppen sollte gepriift wer-
den. Die Einfilhrung genetischer Methoden sollte, beginnend mit den Regenwiirmern, schritt-
weise erfolgen. Die erhobenen Daten sollten zentral zusammengefiihrt und der Offentlichkeit
zur Verfligung gestellt werden. Langfristig sollte Umwelt-DNA-Metabarcoding standardmafsig
zur Untersuchung und Bewertung der biologischen Vielfalt des Bodens eingesetzt werden.

Abstract: Biodiversity assessment using DNA extraction from soil samples from permanent soil
monitoring sites

Germany lacks a nationwide and standardised survey of soil organisms, although a comprehen-
sive infrastructure for this is available with the approx. 800 Permanent Soil Monitoring Sites
(BDF). However, not all federal states conduct their own soil biology surveys on their BDF. The
most important reason for this is probably the time-consuming and expensive identification of
soil invertebrates. The present project should contribute to solving this problem. Earthwormes,
enchytraeids and collembolans were sampled at 25 sites, the animals were determined morpho-
logically and by DNA metabarcoding, and the results were compared with each other. The aim
was to develop recommendations for an efficient and routinely implementable monitoring of
soil fauna within the German BDF programme. The results showed that genetic identification
methods are basically suitable for this purpose. Before they can be introduced into official prac-
tice, several preconditions still must be met. DNA reference databases must be comprehensive,
well curated and quality controlled. DNA-based methods need to be standardised. Robust indi-
ces of soil health based on soil organism data need to be developed. It is recommended that soil
fauna surveys be carried out to the same extent and using the same methods in all federal states.
Soil organisms should first be regularly recorded using classical morphological methods, at least
earthworms, enchytraeids and collembolans. The inclusion of further groups should be exam-
ined. Genetic methods should be introduced gradually, starting with earthworms. The data col-
lected should be compiled centrally and made available to the public. In the long term, environ-
mental DNA metabarcoding should be used as standard for investigating and assessing soil bio-
diversity.
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Zusammenfassung

Einleitung

Die Erfassung und Beurteilung der Diversitat der Bodenorganismen hat in den letzten Jahren in
der Européischen Union (EU) und Deutschland grofse Fortschritte gemacht. Dabei wurde vor al-
lem der grofie Einfluss der Bodenorganismen fiir die Bereitstellung der 6kologischen Funktio-
nen des Bodens herausgearbeitet. Hervorzuheben ist, dass fiir diese Funktionen nicht nur
,Schliisselarten’, sondern auch die Interaktionen vieler Invertebraten-Arten verantwortlich sind.
In Deutschland fehlt jedoch eine flaichendeckende und standardisierte Erfassung der Bodenorga-
nismen, obwohl mit den ca. 800 Boden-Dauerbeobachtungsflachen (BDF) eine umfassende Inf-
rastruktur dafiir zur Verfiigung steht. Allerdings fiihren bisher nicht alle Bundesldnder eigene
bodenbiologische Untersuchungen auf ihren BDF durch. Wichtigster Grund dafiir diirfte die auf-
wandige und mangels ausgebildeter Taxonomen teure Bestimmung der Bodeninvertebraten
sein. Zur Losung dieses Problems sollte das in diesem Bericht beschriebene Vorhaben beitragen,
indem an ausgewahlten Standorten wichtige Bodenorganismengruppen erfasst und diese Tiere
dann sowohl mittels ,klassischer’ morphologischer als auch ,moderner‘ genetischer Methoden
bestimmt wurden. Das Ziel dieses Vorhabens war es also, Empfehlungen fiir ein effizientes und
routineméfdig umsetzbares Monitoring von ausgewahlten Bodenorganismengruppen im Rah-
men des deutschen BDF-Programms zu entwickeln.

Erkenntnisstand

Im Gegensatz zu anderen Umweltkompartimenten wurde die in Béden vorkommende Diversitat
von Organismen und die von ihnen erbrachten Funktionen lange vernachlassigt. Speziell in den
letzten 20 Jahren wurde die Forschung zur Rolle der Bodenbiodiversitit bei der Erbringung 6ko-
systemarer Leistungen erheblich verstirkt. Dabei wurde auch die hohe funktionale Wertigkeit
dieser haufig sehr komplexen Gemeinschaften herausgearbeitet. Parallel zu dieser wissenschaft-
lichen Intensivierung gab es auf politischer Ebene seit einigen Jahren Aktivititen z. B. mit dem
Ziel, im Rahmen der ,EU-Bodenstrategie fiir 2030“ eine eigene Boden-Richtlinie zu erstellen, in
der verschiedenste Aspekte des Bodenschutzes adressiert werden. Diese Bodenstrategie hat das
Ziel, dass sich bis 2050 alle Bodendkosysteme in der EU in einem gesunden Zustand befinden
und somit widerstandsfihiger sind und dauerhaft moéglichst viele Okosystemdienstleistungen
erbringen kénnen.

Seit geraumer Zeit gibt es klare Belege dafiir, dass menschliche Aktivitdten die Diversitat und A-
bundanz von Bodenorganismen und damit zugleich deren Beitrage zu den oben genannten 6ko-
systemaren Leistungen verringern. Allerdings ist der Schutz des Bodenlebens bisher nur in we-
nigen Staaten gesetzlich geregelt. Eine wichtige Voraussetzung fiir einen solchen Schutz ist eine
ausreichende Kenntnis zum Vorkommen von Bodenorganismen an einem bestimmten Standort
bzw. im jeweiligen Boden. Wichtige Griinde fiir die bisher vernachlassigte Erfassung der Boden-
biodiversitat dirften einerseits die enorme Anzahl an Organismen als auch an Arten im Boden
sein. Allerdings ist die Erfassung dieser hohen Biodiversitat mit ,klassischen’ morphologischen
Methoden schwierig, teils wegen des grofien Zeitbedarfs (und damit hoher Kosten) bei der Be-
stimmung vieler Individuen, teils wegen des in den letzten 20 Jahren immer mehr zunehmenden
Mangels an gut ausgebildeten Taxonomen. Dieses Problem konnte durch die Anwendung ,mo-
derner’ genetischer Methoden zumindest verringert werden. Hierfiir ist es dringend notwendig,
die bisher primar eingesetzten genetischen Verfahren, insbesondere das Desoxyribonuklein-
sdure (DNA)-Barcoding, weiterzuentwickeln. DNA-Barcoding verwendet Fragmente eines ,Stan-
dard-Gens‘ zur molekularen Identifizierung von Arten; bei Invertebraten ist dies zumeist Die Cy-
tochrom-c-Oxidase I (COI). Fiir die Weiterentwicklung gibt es zwei Moglichkeiten: einmal die
Verwendung weiterer Gene (vor allem aus dem Zellkern), andererseits die Entwicklung eines
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Metabarcoding: Damit ist einerseits die gleichzeitige Untersuchung der DNA von mehreren Indi-
viduen verschiedener Arten (z. B. aus einer Familie) gemeint (,Gemeinschafts-DNA‘; comDNA),
andererseits die Untersuchung von aus ganzen Bodenproben extrahierter DNA verschiedenster
Arten der Bodenfauna sowie von Mikroorganismen (sogenannter ,Umwelt-DNA‘; eDNA).

Die Informationen zur Bodenbiodiversitat konnen fiir die Ableitung von Referenzwerten (d. h.
welche Bodenorganismengemeinschaft sollte an einem bestimmten Standort mit seinem jeweils
typischen Boden vorkommen) und damit zur Beurteilung der biologischen Qualitdt von Boden
genutzt werden. Damit wird es auch méglich, die im Bundes-Bodenschutzgesetz beschriebene
Funktion des Bodens als Lebensraum fiir Bodenorganismen zu beurteilen, denn bisher fehlen
genauere Angaben zur Umsetzung dieses Auftrags in den nachgeschalteten Regelwerken wie der
Bundes-Bodenschutz- und Altlastenverordnung. Dies ist allerdings nur zu erreichen, wenn man
die jeweiligen Organismen kennt bzw. iiber Methoden verfiigt, mit denen sie erfasst und be-
stimmt werden kdnnen.

Arbeitspaket 1: Literaturauswertung zum Stand der Forschung

Eine umfangreiche Ubersicht iiber die bestehenden Boden-Monitoringprogramme auf nationaler
sowie teilweise internationaler Ebene ist in den UBA-Texte Banden Nr. 52/2020 ,Bodendaten in
Deutschland - Ubersicht iiber die wichtigsten Mess- und Erhebungsaktivititen fiir Béden“ und
136/2021 ,Integriertes Monitoring in der Agrarlandschaft - Erfassung der 6kologischen Auswir-
kungen des chemischen Pflanzenschutzes” enthalten. Monitoring-Aktivitaten auf nationaler
Ebene, in denen auch bodenzoologische Parameter erhoben werden sind insbesondere die Bo-
den-Dauerbeobachtung, die Landwirtschaftlichen Dauerfeldversuche (DFV) und die Umweltpro-
benbank des Bundes (UPB). Zudem fordert das Umweltbundesamt aktuell das Projekt ,, TrenDNA
- Untersuchungen zur biologischen Vielfalt mit der Umweltprobenbank des Bundes®, in dem un-
ter anderem die in der UPB gesammelten Bodenproben anhand von Metagenomik untersucht
werden sollen. Auf internationaler Ebene sind derzeit mehrere Aktivititen im Gange, um Netz-
werke fiir das Monitoring unter anderem der Bodenbiologie zu etablieren. Hierbei sind insbe-
sondere die im Aufbau befindlichen Initiativen ,Soil Biodiversity Observation Network” (Soil
BON) und das ,EU Soil Observatory” (EUSO) zu nennen.

Bodenfunktionen beziehen sich auf natiirliche biologische Prozesse, wihrend Okosystemdienst-
leistungen solche Funktionen beschreiben, die zum menschlichen Wohlergehen beitragen. Ne-
ben dem Einfluss externer abiotischer Faktoren wird das Vermoégen des Bodens, seine Funktio-
nen zu erfiillen und Leben aufrecht zu erhalten von Bodenorganismen gewahrleistet, die in kom-
plexen Nahrungsnetzen interagieren. Bodenorganismen kénnen in funktionale Gruppen einge-
ordnet werden, um ihre Rolle innerhalb des Nahrungsnetzes beziiglich 6kosystemarer Funktio-
nen besser zu verstehen. Ein Beispiel fiir eine funktionale Gruppierung von Bodenorganismen ist
die Einteilung von Regenwiirmern in die drei 6kologischen Gruppen epigdischer (Streubewoh-
ner), endogaischer (Flachgraber/Bodenfresser) und anektischer (Tiefgraber) Lebensformtyp.
Die Anwesenheit von Regenwiirmern wirkt sich durch die Kombination der von ihnen beein-
flussten bodenbezogenen Prozesse im Allgemeinen positiv auf die Okosystemdienstleistungen
aus. Regenwiirmer haben moéglicherweise einen dominanten Einfluss auf diese Bodenprozesse
und Okosystemdienstleistungen, aber sie wirken nicht allein. Daher bedarf es eines besseren
Verstdndnisses der gemeinsamen und einzigartigen Beitrdge der verschiedenen Gruppen von
Bodenorganismen zur Bereitstellung von Okosystemdienstleistungen.

Die Bodenbiodiversitat ist durch den Einfluss verschiedener anthropogener abiotischer und bio-
tischer Faktoren sowie Landnutzung einer hohen Gefadhrdung ausgesetzt. Eine umfassende
Ubersicht iiber die wesentlichen Bedrohungen, ihre Treiber und Auswirkungen auf die Béden
sowie ihr Einfluss auf die Bodenbiodiversitit gibt der Bericht ,State of knowledge of soil
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biodiversity - Status, challenges and potentialities, Report 2020“ der Erndhrungs- und Landwirt-
schaftsorganisation der Vereinten Nationen (FAO). Die grofdten Bedrohungen fiir die Bodenbio-
diversitdat werden durch vom Menschen verursachte Veranderungen hervorgerufen, und die ne-
gativen Auswirkungen kénnen durch die synergetischen und additiven Effekte, die zwischen sol-
chen Bedrohungen auftreten kdnnen, verstarkt werden.

Arbeitspaket 2: Auswahl von Standorten im BDF-Programm — Probenahme

Kernstiick der praktischen Arbeit in diesem Projekt war die Beprobung von 25 Standorten in
Deutschland, iiberwiegend BDF und zu etwa gleichen Anteilen Acker-, Griinland- und Wald-
standorte, mittels standardisierter Methoden zur Erfassung der Bodenorganismen, gefolgt von
der morphologischen Bestimmung des gefangenen Tiermaterials sowie der genetischen Bestim-
mung mittels comDNA- und eDNA-Metabarcoding. Kriterien fiir die Auswahl der zu untersu-
chenden Organismengruppen waren ihre taxonomische Diversitat, ihre 6kologische Rolle, das
Vorkommen von Schliisselarten, ihre Empfindlichkeit gegeniiber anthropogenen Stressoren, der
Stand der Bearbeitung sowie die Praktikabilitat ihrer Erfassung und Bestimmbarkeit. Neben den
vorab feststehenden Regenwiirmern wurden die Collembolen und Enchytraeiden fiir die Unter-
suchungen ausgewahlt, auch da diese bereits im Rahmen des deutschen BDF-Programms in eini-
gen Bundesldandern untersucht wurden.

Die technische Durchfiihrung der Probenahme erfolgte mittels ISO-Standardmethoden. Es
wurde zundchst eine Pilotstudie auf drei Probenahmeflachen mit jeweils unterschiedlicher Nut-
zung (Wald, Griinland, Acker) durchgefiihrt. Ausgehend von den dabei gemachten Erfahrungen
wurde ein Standarddesign definiert, das an den iibrigen 22 Probenahmeflachen angewandt
wurde. Fiir das comDNA-Metabarcoding wurden Gewebe-Mischproben der zuvor aus dem Bo-
den extrahierten und morphologisch identifizierten Individuen oder Teilen davon hergestellt
und COI amplifiziert, unter Verwendung desselben Primers fiir alle drei Organismengruppen.
Die eDNA wurde aus einer Mischprobe von 20 Bodenkernen pro Standort extrahiert. Fiir das
eDNA-Metabarcoding der Regenwiirmer wurde 16S mitochondriale, ribosomale DNA verwen-
det, da dieser Marker besser fiir die potenziell degradierte extrazellulire DNA geeignet ist. Fiir
die eDNA-Proben von Enchytraeiden und Collembolen wurde COI verwendet, da die Proben
nicht nur extrazellulare DNA, sondern auch ganze Individuen und damit eine hohere Konzentra-
tion des COI-Markers enthalten und da die 16S-Referenzdatenbanken noch nicht umfassend ge-
nug sind.

Arbeitspaket 3: Methodenvergleiche — Auswertung

Ausgehend von den in diesem Vorhaben erhobenen Daten wurden die Ergebnisse der morpholo-
gischen und der genetischen Artbestimmung vergleichend diskutiert. In einem zweiten Schritt
wurden die Ergebnisse der morphologischen Bestimmung pro Standort unter Beriicksichtigung
der genetischen Bestimmungsergebnisse mit den fiir Regenwiirmer bzw. Enchytraeiden publi-
zierten Erwartungswerten fiir die Landnutzungsformen Acker, Griinland und Wald verglichen.
Dariiber hinaus wurde der jeweilige Kostenaufwand abgeschitzt, der in Abhdngigkeit von der
Gesamtstandortzahl pro Bestimmungsmethode notwendig ware.

Durch comDNA-Metabarcoding wurden haufig mehr Regenwurmarten nachgewiesen als durch
eDNA-Metabarcoding und durch morphologische Bestimmung. comDNA-Metabarcoding ist in
der Lage, Individuen einer Art zuzuordnen, die morphologisch schwer zu bestimmen sind, z. B.
Jungtiere, kryptische Arten und Fragmente. Im Durchschnitt wurden mittels eDNA-Metabar-
coding dhnlich viele Regenwurmarten nachgewiesen wie bei der morphologischen Identifizie-
rung. Einige Arten scheinen eine héhere oder geringere Wahrscheinlichkeit zu haben, durch
eDNA-Metabarcoding entdeckt zu werden als andere. Kleine epigdische Arten wurden in einigen
Fallen anhand klassischer Probenahme und morphologischer Bestimmung nicht nachgewiesen.

42



TEXTE Bewertung der biologischen Vielfalt mittels DNA-Extraktion aus Bodenproben von BDF — Abschlussbericht

Alle drei Bestimmungsmethoden kénnen zwischen Standorten mit unterschiedlicher Artenzu-
sammensetzung differenzieren, der Grad der Trennung kann je nach Bestimmungsmethode un-
terschiedlich sein. Der relative Anteil der eDNA-Sequenzierungs-Reads zeigt Potenzial als Surro-
gat der relativen Abundanz oder Biomasse fiir endogaische Arten.

Die Artenzahl und Artenzusammensetzung eines Standortes beziiglich der Enchytraeiden wer-
den mit jeder der drei Methoden angemessen beschrieben. Eine Kombination der Methoden
fiihrt zu besseren Resultaten. DNA-Metabarcoding-Methoden eignen sich nicht zur Vorhersage
von Abundanz oder Biomasse einzelner Arten, aber es gibt Hinweise, dass sie den quantitativen
Anteil 6kologischer / funktioneller Gruppen angemessen beschreiben. Jede Methode hat ihre
spezifischen Fehlerquellen. Ein Grofsteil ist mit Rekurs auf andere Methoden behebbar. Fiir die
DNA-Metabarcoding-Methoden kann die Bedeutung einer kompletten und gut kuratierten Refe-
renz-Datenbank nicht stark genug betont werden; mit ihr steht und fallt die Aussagekraft dieser
Methode. Ebenso bleibt klassische Taxonomie unabdingbar: viele neue Enchytraeidenarten har-
ren noch der Beschreibung, mittels Morphologie und DNA-Sequenzen.

Fir die Collembolen war das comDNA-Metabarcoding in der Lage, Individuen aus Proben von
Referenzarten von Laborkulturen nachzuweisen, aber die relative Anzahl der Metabarcoding-
Reads stimmte erwartungsgemaf$ nicht mit der relativen Haufigkeit der Art iiberein. Im Durch-
schnitt entdeckte der eDNA-Ansatz eine hohere Anzahl von Arten als morphologische Identifi-
zierungen und comDNA. Morphologische Bestimmungen und comDNA erkannten eine dhnliche
Anzahl von Arten, aber unter Berticksichtigung der Referenzdatenbank wurden verschiedene
Arten erkannt. Aufgrund der unvollstindigen Collembolen-Referenzdatenbank kénnen eDNA
und comDNA zur Bestimmung des Artenreichtums verwendet werden, jedoch nicht zur Schat-
zung der Diversitdt, da die Anzahl der Reads moglicherweise nicht die Artverhaltnisse wider-
spiegelt. Bevor die DNA-Ansétze als Alternative zu morphologischen Identifizierungen in Be-
tracht gezogen werden, miissen die verfligbaren Referenzdatenbanken verbessert werden.

Anhand der Projektergebnisse wurde festgestellt, dass es hdufig Unterschiede im mit den einzel-
nen Bestimmungsmethoden festgestellten Artenspektrum pro Standort gibt. Einige der Diskre-
panzen, die in den mit den drei Methoden erstellten Taxonverzeichnissen festgestellt wurden,
scheinen mit dem erreichten taxonomischen Auflésungsgrad zusammenzuhdngen. comDNA-Me-
tabarcoding kann die Artidentitdt von morphologisch nicht identifizierbaren Individuen, insbe-
sondere von Jungtieren und Fragmenten, aufdecken. Morphologische Fehlbestimmungen koén-
nen bei taxonomisch schwierigen oder schwer zu beobachtenden Taxa auftreten, z. B. bei
schlecht erhaltenen Exemplaren, insbesondere wenn nur wenige Individuen zur Verfiigung ste-
hen. Weitere moégliche Griinde fiir Unterschiede zwischen den Bestimmungsmethoden sind:
Kleine Individuen wie Jungtiere oder einige epigdische Arten kénnen bei der Handauslese von
Regenwlirmern iibersehen werden. Bei den Collembolen wurden zwei unterschiedliche Pro-
bensétze fiir die morphologische Bestimmung und das comDNA-Metabarcoding verwendet. Die
Menge und Verteilung der eDNA, die von den verschiedenen Arten im Boden hinterlassen wird,
variiert je nach Haufigkeit, Verhalten und Grof3e der Tiere. eDNA kann noch im Boden vorhan-
den sein, obwohl es keine lebenden Exemplare mehr gibt, z. B. aufgrund von Trockenheit oder
dem Verlassen von R6hren durch anektische Regenwiirmer. Diskrepanzen konnen auch durch
das Vorhandensein von fehlerhaften oder falsch gekennzeichneten COI- oder 16S-Sequenzen in
den Referenzdatenbanken entstehen. Arten mit einer geringen Anzahl von Sequenzierungs-
Reads wurden moéglicherweise falschlich in der Metabarcoding-Bioinformatik-Pipeline ausge-
schlossen.

An den im Rahmen des Projektes beprobten Acker- und Griinlandstandorten wurden weitestge-
hend die zu erwartenden Regenwurmgemeinschaften vorgefunden. An den Waldstandorten
wurden dagegen vielfach Abweichungen von dem zu erwartenden Artenspektrum beobachtet.
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Eine mdgliche Erklarung fiir diese Beobachtungen ist die starke Trockenheit an der liberwiegen-
den Anzahl der Standorte im Untersuchungszeitraum, von der insbesondere epigdische Arten
betroffen gewesen sein konnten. Die an den beprobten Acker- und Waldstandorten nachgewie-
sene Enchytraeidengemeinschaft entsprach iiberwiegend den bekannten Erwartungswerten. An
den beprobten Griinlandstandorten wurde dagegen an einigen Standorten eine erhéhte Anzahl
an Abweichungen von den Erwartungswerten der Enchytraeidengemeinschaft beobachtet.

Arbeitspaket 4: Bewertung der Methoden fiir den Routinebetrieb

Wie die im Rahmen dieses Vorhabens erhobenen Daten belegen, ist es moglich, mit genetischen
Bestimmungsmethoden die Ziele der Boden-Dauerbeobachtung zu erreichen. Der aktuelle Bo-
denzustand, so wie ihn die jeweilige Gemeinschaft der Bodenfauna anzeigt, lasst sich mit diesen
Methoden beschreiben. Dies gilt insbesondere fiir qualitative Parameter wie das Vorkommen
bzw. Fehlen von Arten, ist mit Einschrankung aber auch auf quantitative Parameter (Artenzahl,
Abundanz) anwendbar. Quantitativ konnen die Artenzahl pro Standort sowie die Anzahl der Me-
tabarcoding-Reads pro Art bzw. Taxon angegeben werden. Aus den Ergebnissen dieses Vorha-
bens deutet sich an, dass zumindest fiir die Regenwiirmer hieraus ebenfalls Riickschliisse hin-
sichtlich der relativen Abundanz oder Biomasse gezogen werden konnten. Qualitativ kann fiir zu
untersuchende Standorte die Artenzusammensetzung angegeben werden, ggf. unter Zuordnung
von Arten zu verschiedenen 6kologischen Gruppen. Die Standortdiversitat kann anhand geeig-
neter Diversitdtsindizes charakterisiert werden. Die an einem Standort erhobenen quantitativen
und qualitativen Parameter konnen fiir die Uberwachung von langfristigen Verinderungen in
der Bodenbiologie herangezogen werden, sofern dieselben standardisierten Methoden verwen-
det werden, um die zu unterschiedlichen Zeitpunkten und an verschiedenen Standorten erhobe-
nen Daten vergleichbar zu machen. Die Ableitung von Prognosen iiber zukiinftige Entwicklungen
ist somit auch mit den genetischen Bestimmungsmethoden grundséatzlich méglich, sofern ausrei-
chende Kenntnisse liber die Treiber solcher Entwicklungen vorliegen, was jedoch gleicherma-
f3en auch fiir die klassisch morphologischen Methoden gilt. Genetische Bestimmungsmethoden
kénnen somit zu einer gesicherten Datengrundlage fiir umweltfachliche und umweltpolitische
Entscheidungsprozesse beitragen. Fiir einige solcher Entscheidungen sind belastbare Boden-
gesundheitsindizes/Referenzwerte notwendig. Hinsichtlich der fiir die Anwendung der geneti-
schen Bestimmungsmethoden anfallenden Kosten lasst sich feststellen, dass insbesondere bei
Nutzung der eDNA sowie bei hoheren Standortzahlen die DNA-basierten Methoden zum Teil er-
heblich geringere Kosten erzeugen als die klassisch morphologischen Probenahme- und Bestim-
mungsmethoden. Zudem bietet die eDNA den grofien Vorteil, dass mit ihr gleichzeitig eine hohe
Anzahl verschiedener Gruppen der Bodenfauna erfasst werden kénnen. Einen limitierenden
Faktor stellt aktuell noch die Qualitidt und Unvollstindigkeit der genetischen Referenzdatenban-
ken dar. Wahrend diese fiir die Regenwiirmer sowohl fiir COI als auch 16S bereits als ausrei-
chend genau angesehen werden konnen, besteht fiir andere Gruppen noch Nachholbedarf, wie
insbesondere das Beispiel der Collembolen im vorliegenden Bericht zeigt.

Arbeitspaket 5: Fachgesprach (Workshop) — Vorschlage fiir das weitere Vorgehen

Die Ergebnisse des Vorhabens wurden in einem 1-tigigen Fachgesprach den Betreibern der BDF
und weiteren Interessierten vorgestellt und diskutiert. Ziel des Workshops waren die Informa-
tion der BDF-Betreiber zu den neuen Methoden, ihren Chancen, Kosten und Auswertungsmaog-
lichkeiten und die Erfassung des weiteren Bedarfs an neuen/adaptierbaren Methoden aus dem
Bodenmonitoring. Die Diskussionsbeitrage und Anregungen der Teilnehmer*innen wurden in
den entsprechenden Kapiteln dieses Berichts beriicksichtigt.

Basierend auf Ergebnissen dieses Projektes lasst sich feststellen, dass die genetischen Bestim-
mungsmethoden fiir ein routinemafiges Monitoring der Bodenfauna geeignet sind. Es bestehen
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kaum Zweifel daran, dass diese Methoden, insbesondere das eDNA-Metabarcoding, bei der kiinf-
tigen Uberwachung der biologischen Vielfalt des Bodens eine wichtige Rolle spielen wird. Mole-
kulare Methoden werden bereits erfolgreich in anderen Umweltbereichen eingesetzt, z. B. bei
der Bewertung der Qualitit von Oberflaichengewiassern anhand von biologischen Qualitatsindi-
zes, sodass einer routinemafdigen Anwendung auch im Bodenbereich nichts grundsatzlich im
Wege stehen sollte. Vor einer Einfithrung in die behérdliche Praxis miissen jedoch noch einige
wesentliche Voraussetzungen erfiillt werden. Die DNA/Barcoding-Referenzdatenbanken miissen
umfassend, gut kuratiert und qualitatskontrolliert sein, um Fehler bei der DNA-basierten Arten-
registrierung zu vermeiden. DNA-basierte Methoden miissen standardisiert werden, z. B. im
Rahmen der ISO, von der Probenahme im Feld, der Probenvorbereitung, der Metabarcoding-
Leistung bis hin zur informatischen Auswertung fiir die Artenidentifizierung. Es miissen belast-
bare Schwellenwerte/Indizes fiir die Bodengesundheit, basierend auf Daten zur Gemeinschaft
von Bodenorganismen entwickelt werden.

Die folgenden Empfehlungen konnen fiir eine kiinftige Ausgestaltung der Boden-Dauerbeobach-
tung in Deutschland abgegeben werden. Die Erhebungen beziiglich der Bodenfauna sollten in
allen Bundesldandern im gleichen Umfang und anhand einheitlicher, standardisierter Methoden
erfolgen. Bodenorganismen sollten zunachst mit klassisch morphologischen Methoden regelma-
3ig (z. B. alle fiinf Jahre) erfasst werden, mindestens Regenwiirmer, Enchytraeiden und Collem-
bolen. Die Aufnahme weiterer Gruppen (z. B. Nematoden, Milben, Myriapoden, Isopoden) sollte
gepriift werden. Die Einfiihrung genetischer Methoden sollte schrittweise erfolgen. So sollte, be-
ginnend mit den Regenwiirmern, zunachst eine parallele Anwendung klassisch morphologischer
Methoden und eDNA-Barcoding erfolgen. comDNA-Metabarcoding kann als Unterstiitzung der
morphologischen Bestimmung oder bei speziellen Fragestellungen hinzugezogen werden. Die im
Rahmen des BDF-Programms erhobenen Daten sollten zentral zusammengefiihrt werden (z. B.
am Umweltbundesamt) und in einheitlich aufbereiteter Form der Offentlichkeit zur Verfiigung
gestellt werden. Eine regelmifige Ubernahme in die bodenzoologische Datenbank
»,Edaphobase” wird ebenfalls empfohlen. Langfristig sollte eDNA-Metabarcoding standardméf3ig
zur Untersuchung und Bewertung der biologischen Vielfalt des Bodens eingesetzt werden, da es
die gesamte Bodenfauna erfassen kann.

Aus diesen notwendigen Voraussetzungen und Empfehlungen ergibt sich insbesondere der fol-
gende Forschungsbedarf, der anhand von speziell auf diese Fragestellungen zugeschnittenen Un-
tersuchungen bearbeitet werden sollte. Die Methodik z. B. hinsichtlich der Details des Probenah-
medesigns, der Anzahl notwendiger eDNA-Einzelproben fiir eine Mischprobe sowie der Vorge-
hensweise bei der DNA-Extraktion und dem Metabarcoding muss verfeinert werden. Dies sollte
im Rahmen der Standardisierung der jeweiligen Schritte erfolgen. Die Ableitbarkeit von Korrek-
turfaktoren zwischen Abundanz/Biomasse und Anzahl der Sequenzierungs-Reads zur Festle-
gung (vergleichbarer) Quantifizierungsmetriken sollte untersucht werden. Die Abhdngigkeit der
eDNA-Verfiigbarkeit von Bodeneigenschaften sowie der Biologie und dem Verhalten von Boden-
organismen und die Verweildauer von DNA im Boden in Abhdngigkeit von den Umweltbedin-
gungen sollten bestimmt werden. Die DNA-Referenzdatenbanken sollten verbessert, erweitert,
kuratiert und qualitatsgesichert werden. Arten, die bereits morphologisch und genetisch charak-
terisiert sind, sollten baldméglichst auch taxonomisch formal beschrieben und mit giiltigen Na-
men versehen werden, um Diskrepanzen in der Namensgebung zwischen morphologisch be-
stimmten und sequenzierten Taxa zu beheben. Dasselbe gilt fiir neue zu entdeckende Arten und
Genotypen. Zur genetischen Charakterisierung ist auf das klassische (individuenbasierte) San-
ger-Sequenzierungsverfahren zuriickzugreifen. Schwellenwerte/Indizes fiir die Bodengesund-
heit, z. B. anhand von Referenzwerten, sollten abgeleitet werden. Die Relevanz und Eignung wei-
terer Organismengruppen, insbesondere Nematoden, Milben, Myriapoden und Isopoden, fiir
kiinftige Monitoringprogramme sollte tiberpriift werden.
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Summary

Introduction

The recording and assessment of the diversity of soil organisms has made great progress in re-
cent years in the European Union (EU) and Germany. In particular, the great influence of soil or-
ganisms for the provision of the ecological functions of the soil has been worked out. It should be
emphasised that not only 'key species' but also the interactions of many invertebrate species are
responsible for these functions. In Germany, however, there is no nationwide and standardised
recording of soil organisms, although a comprehensive infrastructure is available in the form of
the approximately 800 permanent soil monitoring sites (BDF). However, not all federal states
conduct their own soil biological surveys on their BDF. The most important reason for this is
probably the time-consuming and, due to the lack of trained taxonomists, expensive identifica-
tion of soil invertebrates. The project described in this report was intended to contribute to solv-
ing this problem by recording important soil organism groups at selected sites and then identify-
ing these animals using both 'classical' morphological and 'modern’ genetic methods. The aim of
this project was thus to develop recommendations for an efficient and routinely implementable
monitoring of selected soil organism groups within the German BDF programme.

State of knowledge

In contrast to other environmental compartments, the diversity of organisms found in soils and
the functions they provide have long been neglected. Especially in the last 20 years, research on
the role of soil biodiversity in the provision of ecosystem services has been considerably in-
creased. The high functional value of these often very complex communities has also been high-
lighted. In parallel to this scientific intensification, there have been activities at the political level
for some years, e.g., with the aim of drawing up a separate soil health directive within the frame-
work of the "EU Soil Strategy for 2030", in which diverse aspects of soil protection are ad-
dressed. The aim of this soil strategy is to ensure that all soil ecosystems in the EU are in a
healthy condition by 2050 and are therefore more resilient and able to provide as many ecosys-
tem services as possible in the long term.

For some time now, there has been clear evidence that human activities are reducing the diver-
sity and abundance of soil organisms and, at the same time, their contributions to the above-
mentioned ecosystem services. However, the protection of soil life has been regulated by law in
only a few countries. An important prerequisite for such protection is sufficient knowledge
about the occurrence of soil organisms at a particular site or in the respective soil. Important
reasons for the so far neglected recording of soil biodiversity are probably the enormous num-
ber of organisms as well as species in the soil. However, the recording of this high biodiversity
with 'classical' morphological methods is difficult, partly because of the large amount of time
(and thus high costs) required for the identification of many individuals, and partly because of
the increasing lack of well-trained taxonomists in the last 20 years. This problem could at least
be reduced by the application of 'modern’ genetic methods. For this, there is an urgent need to
further develop the primary genetic methods used so far, especially deoxyribonucleic acid
(DNA) barcoding. DNA barcoding uses fragments of a 'standard gene' for molecular identifica-
tion of species; in invertebrates this is mostly cytochrome c oxidase I (COI). There are two possi-
bilities for further development: first, the use of additional genes (mainly from the cell nucleus)
and second, the development of metabarcoding: this means, on the one hand, the simultaneous
examination of DNA from several individuals of different species (e.g. from one family) (‘commu-
nity DNA'; comDNA), on the other hand, the examination of DNA extracted from whole soil sam-
ples of a wide variety of soil fauna species as well as microorganisms (so-called 'environmental
DNA'; eDNA).
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The information on soil biodiversity can be used to derive reference values (i.e., which soil or-
ganism community should be present at a given site with its respective typical soil) and thus to
assess the biological quality of soils. This will also make it possible to assess the function of soil
as a habitat for soil organisms, as described in the German Federal Soil Protection Act, since
more precise information on the implementation of this mandate is currently lacking in down-
stream regulations such as the German Federal Soil Protection and Contaminated Sites Ordi-
nance. However, this can only be achieved if the respective organisms are known, or methods
are available with which they can be recorded and determined.

Work package 1: Literature review on the state of research

A comprehensive overview of existing soil monitoring programmes at national and, in part, in-
ternational level can be found in the “UBA-Texte” Volumes No. 52/2020 "Soil data in Germany -
Overview of the most important measurement and survey activities for soils" and 136/2021 "In-
tegrated monitoring in the agricultural landscape - Recording the ecological effects of chemical
plant protection”. Monitoring activities at the national level, in which soil zoological parameters
are also collected, are in particular the Permanent Soil Monitoring Programme, the Long-term
Agricultural Field Trials and the Federal Environmental Specimen Bank (UPB). In addition, the
Federal Environment Agency is currently funding the project "TrenDNA - Studies on biological
diversity with the Federal Environmental Specimen Bank", in which, among other things, the soil
samples collected in the UPB are to be analysed using metagenomics. At the international level,
several activities are currently underway to establish networks for monitoring soil biology,
among other things. In particular, the Soil Biodiversity Observation Network (Soil BON) and the
EU Soil Observatory (EUSO) are currently being established.

Soil functions refer to natural biological processes, while ecosystem services describe those
functions that contribute to human well-being. In addition to the influence of external abiotic
factors, the capacity of soil to fulfil its functions and sustain life is ensured by soil organisms in-
teracting in complex food webs. Soil organisms can be classified into functional groups to better
understand their role within the food web in terms of ecosystem functions. An example of a
functional grouping of soil organisms is the classification of earthworms into three ecological
groups: epigeic (litter dwellers), endogeic (shallow burrowers/soil eaters) and anecic (deep bur-
rowers) life form type. The presence of earthworms generally has a positive effect on ecosystem
services through the combination of soil-related processes they influence. Earthworms may
have a dominant influence on these soil processes and ecosystem services, but they do not act
alone. Therefore, a better understanding of the common and unique contributions of the differ-
ent groups of soil organisms to the provision of ecosystem services is needed.

Soil biodiversity is under high threat due to the influence of various anthropogenic abiotic and
biological factors as well as land use. A comprehensive overview of the main threats, their driv-
ers and impacts on soils as well as their influence on soil biodiversity is provided in the report
"State of knowledge of soil biodiversity - Status, challenges and potentialities, Report 2020" of
the Food and Agriculture Organization of the United Nations (FAO). The greatest threats to soil
biodiversity are caused by human-induced changes, and the negative impacts can be amplified
by the synergistic and additive effects that can occur between such threats.

Work package 2: Selection of sites in the BDF programme - sampling

The core of the practical work in this project was the sampling of 25 sites in Germany, predomi-
nantly BDF and in roughly equal proportions arable, grassland and forest sites, using standard-
ised methods for recording soil organisms, followed by the morphological identification of the
captured animal material and genetic identification using comDNA and eDNA metabarcoding.
Criteria for the selection of the organism groups to be studied were their taxonomic diversity,
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their ecological role, the occurrence of key species, their sensitivity to anthropogenic stressors,
the status of assessment and the practicability of their sampling and identification. In addition to
the earthworms, which had been selected in advance, the collembolans and enchytraeids were
selected for the study, also because they had already been studied in some federal states within
the framework of the German BDF programme.

The technical performance of the sampling was carried out using ISO standard methods. Ini-
tially, a pilot study was carried out at three sampling sites, each with a different use (forest,
grassland, arable land). Based on the experience gained, a standard design was defined, which
was applied to the remaining 22 sampling sites. For comDNA metabarcoding, tissue composite
samples of the individuals or parts thereof previously extracted from the soil and morphologi-
cally identified were prepared and COI was amplified, using the same primer for all three groups
of organisms. The eDNA was extracted from a composite sample of 20 soil cores per site. For the
earthworm eDNA metabarcoding, 16S mitochondrial ribosomal DNA was used, as this marker is
better suited for potentially degraded extracellular DNA. For the eDNA samples of enchytraeids
and collembolans, COI was used because the samples contained not only extracellular DNA but
also whole individuals and thus a higher concentration of the COl marker and because the 16S
reference databases are not yet comprehensive enough.

Work package 3: Method comparison - evaluation

Based on the data collected in this project, the results of morphological and genetic species iden-
tification were discussed comparatively. In a second step, the results of the morphological iden-
tification per site and considering the genetic identification results, were compared with the ref-
erence values published for earthworms and enchytraeids for the land use types arable land,
grassland, and forest. In addition, the respective costs were estimated that would be necessary
per identification method depending on the total number of sites.

More earthworm species were frequently detected by comDNA metabarcoding than by eDNA
metabarcoding and morphological identification. comDNA metabarcoding can assign individuals
to a species that are difficult to determine morphologically, e.g., juveniles, cryptic species, and
fragments. On average, eDNA metabarcoding detected a similar number of earthworm species as
morphological identification. Some species seem to have a higher or lower probability of being
detected by eDNA metabarcoding than others. Small epigeic species were in some cases not de-
tected by classical sampling and morphological identification. All three identification methods
can differentiate between sites with different species compositions, and the degree of separation
can vary depending on the identification method. The relative proportion of eDNA sequencing
reads shows potential as a surrogate of relative abundance or biomass for endogeic species.

The species number and species composition of a site with respect to enchytraeids are ade-
quately described with each of the three methods. A combination of the methods leads to better
results. DNA metabarcoding methods are not suitable for predicting the abundance or biomass
of individual species, but there is evidence that they adequately describe the quantitative pro-
portion of ecological/functional groups. Each method has its specific sources of error. A large
part can be corrected by recourse to other methods. For DNA metabarcoding methods, the im-
portance of a complete and well-curated reference database cannot be emphasised strongly
enough; the validity of this method stands and falls with it. Likewise, classical taxonomy remains
indispensable: many new species of enchytraeids still await description, by means of morphol-
ogy and DNA sequences.

For the collembolans, comDNA metabarcoding was able to detect specimens from reference spe-
cies of laboratory cultures but the number of reads was not coherent with the relative abun-
dance of the species, as expected. On average, the eDNA approach detected a higher number of
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species than morphological identifications and comDNA. Morphological identifications and
comDNA detected a similar number of species, but different species were detected considering
the reference database. Due to the incomplete Collembola reference database, eDNA and
comDNA can be used to determine species richness, but not to estimate diversity, as the number
of reads may not reflect species proportions. Before considering DNA approaches as an alterna-
tive to morphological identifications, the available reference databases need to be improved.

Based on the project results, it was found that there are often discrepancies in the range of spe-
cies identified per site using the different identification methods. Some of the discrepancies
found in the taxon lists produced by the three methods seem to be related to the level of taxo-
nomic resolution achieved. comDNA metabarcoding can reveal the species identity of morpho-
logically unidentifiable individuals, especially juveniles and fragments. Morphological misidenti-
fications can occur in taxonomically difficult or hard-to-observe taxa, e.g., in poorly preserved
specimens, especially when only a few individuals are available. Other possible reasons for dif-
ferences between identification methods are: Small individuals such as juveniles or some epi-
gean species may be overlooked in handsorting of earthworms. For collembolans, two different
sets of samples were used for morphological identification and comDNA metabarcoding. The
amount and distribution of eDNA left in the soil by different species varies according to the
abundance, behaviour, and size of the animals. eDNA may still be present in the soil even though
there are no living specimens left, e.g., due to drought or the abandonment of burrows by anecic
earthworms. Discrepancies may also arise from the presence of erroneous or mislabelled COI or
16S sequences in the reference databases. Species with a low number of sequencing reads may
have been incorrectly excluded in the metabarcoding bioinformatics pipeline.

At the arable and grassland sites sampled during the project, the expected earthworm communi-
ties were found for the most part. At the forest sites, however, deviations from the expected spe-
cies spectrum were observed in many cases. A possible explanation for these observations is the
severe drought at most of the sites during the study period, which may have affected epigeic spe-
cies in particular. The enchytraeid community sampled at the arable and forest sites corre-
sponded for the most part to the known reference values. At the sampled grassland sites, how-
ever, an increased number of deviations from the expected values of the enchytraeid community
was observed at some sites.

Work package 4: Evaluation of the methods for routine use

As the data collected during this project prove, it is possible to achieve the goals of the BDF pro-
gramme using genetic identification methods. The current soil condition, as indicated by the re-
spective community of soil fauna, can be described with these methods. This applies in particu-
lar to qualitative parameters such as the presence or absence of species but can also be applied
to quantitative parameters (number of species, abundance) with some restrictions. Quantita-
tively, the number of species per site and the number of metabarcoding reads per species or
taxon can be given. The results of this project suggest that, at least for earthworms, conclusions
could also be drawn regarding relative abundance or biomass. Qualitatively, the species compo-
sition can be indicated for sites to be investigated, if necessary, by assigning species to different
ecological groups. Site diversity can be characterised using suitable diversity indices. The quan-
titative and qualitative parameters collected at a site can be used to monitor long-term changes
in soil biology, provided the same standardised methods are used to make data collected at dif-
ferent times and sites comparable. The derivation of prognoses about future developments is
thus also possible in principle with the genetic identification methods, provided that sufficient
knowledge about the drivers of such developments is available, which, however, also applies
equally to the classical morphological methods. Genetic identification methods can thus contrib-
ute to a secure data basis for environmental and environmental policy decision-making
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processes. For some of these decisions, reliable soil health indices/reference values are neces-
sary. Regarding the costs incurred for the application of genetic identification methods, it can be
stated that, especially when using eDNA and with higher numbers of sites, the DNA-based meth-
ods sometimes generate considerably lower costs than the classic morphological sampling and
identification methods. In addition, eDNA offers the great advantage that many different groups
of soil fauna can be recorded at the same time. A limiting factor is currently still the quality and
incompleteness of the genetic reference databases. While these can already be considered suffi-
ciently accurate for earthworms, both for COI and 1685, there is still a need to catch up for other
groups, as the example of collembolans in this report shows.

Work package 5: Expert discussion (workshop) - proposals for further action

The results of the project were presented to and discussed with the BDF operators and other in-
terested parties in a one-day expert meeting. The aim of the workshop was to inform the BDF
operators about the new methods, their chances, costs, and evaluation possibilities and to deter-
mine the further need for new/adaptable methods for soil monitoring. The participants' contri-
butions to the discussion and suggestions were considered in the corresponding chapters of this
report.

Based on the results of this project, it can be concluded that genetic identification methods are
suitable for routine monitoring of soil fauna. There is little doubt that these methods, especially
eDNA metabarcoding, will play an important role in future monitoring of soil biodiversity. Mo-
lecular methods are already being used successfully in other environmental areas, e.g., in the as-
sessment of the quality of surface waters using biological quality indices, so that there should be
no fundamental obstacles to their routine application in the soil sector. Before it can be intro-
duced into official practice, however, several essential prerequisites still must be met. The
DNA/barcoding reference databases must be comprehensive, well curated and quality con-
trolled to avoid errors in DNA-based species registration. DNA-based methods need to be stand-
ardised, e.g., within ISO, from field sampling, sample preparation, metabarcoding performance to
informatic evaluation for species identification. Robust thresholds/indices for soil health based
on soil organism community data need to be developed.

The following recommendations can be made for a future design of the German BDF programme.
Surveys of soil fauna should be carried out to the same extent in all federal states and using uni-
form, standardised methods. Soil organisms should initially be recorded regularly (e.g., every
five years) using classical morphological methods, at least earthworms, enchytraeids and col-
lembolans. The inclusion of other groups (e.g., nematodes, mites, myriapods, isopods) should be
considered. The introduction of genetic methods should be gradual. Starting with earthwormes,
classical morphological methods and eDNA barcoding should be used in parallel. comDNA
metabarcoding can be used to support the morphological identification or for special questions.
The data collected within the framework of the BDF programme should be brought together cen-
trally (e.g., at the Federal Environment Agency) and made available to the public in a uniformly
processed form. A regular transfer to the soil zoological database "Edaphobase” is also recom-
mended. In the long term, eDNA metabarcoding should be used as standard for investigating and
assessing soil biodiversity, as it can record the entire soil fauna.

These necessary prerequisites and recommendations result in the following need for research,
which should be dealt with by means of studies specifically tailored to these questions. The
methodology, e.g., regarding the details of the sampling design, the number of individual eDNA
samples required for a composite sample and the procedure for DNA extraction and metabar-
coding, must be refined. This should be done as part of the standardisation of the respective
steps. The derivability of correlation factors between abundance/biomass and number of
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sequencing reads to define (comparable) quantification metrics should be investigated. The de-
pendence of eDNA availability on soil properties and the biology and behaviour of soil organisms
and the residence time of DNA in soil in relation to environmental conditions should be deter-
mined. DNA reference databases should be improved, expanded, curated and quality assured.
Species that have already been morphologically and genetically characterised should also be for-
mally described taxonomically as soon as possible and given valid names to eliminate discrepan-
cies in naming between morphologically determined and sequenced taxa. The same applies to
new species and genotypes to be discovered. For genetic characterisation, the classical (individ-
ual-based) Sanger sequencing procedure should be used. Thresholds/indices for soil health, e.g.,
based on reference values, should be derived. The relevance and suitability of further organism
groups, especially nematodes, mites, myriapods and isopods, for future monitoring programmes
should be reviewed.
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1 Einleitung

Die Erfassung und Beurteilung der Diversitiat der Bodenorganismen, genauer gesagt der Bo-
deninvertebraten, hat in den letzten Jahren grofde Fortschritte gemacht, zum Beispiel auf euro-
paischer Ebene im Rahmen des Vorhabens ,EcoFinders” (Griffiths et al. 2016) innerhalb des ,Se-
venth Framework Programme* (FP7) der Europdischen Union (EU). Dabei wurde vor allem der
grofde Einfluss der Bodenorganismen fiir die Bereitstellung der 6kologischen Funktionen des Bo-
dens herausgearbeitet (z. B. die Aufrechterhaltung der Boden-struktur bzw. der Nahrstoftkreis-
laufe). Hervorzuheben ist, dass fiir diese Funktionen nicht nur ,Schliisselarten’ (z. B. die tiefgra-
bende Regenwurmart Lumbricus terrestris), sondern auch die Interaktionen vieler, oft unschein-
barer Invertebraten-Arten (zusammen mit den in diesem Vorhaben nicht bearbeiteten Mikroor-
ganismen) verantwortlich sind (Creamer et al. 2016). Auch in Deutschland hat das Wissen iiber
Bodenorganismen in den letzten Jahren deutlich zugenommen, primér in wissenschaftlichen Un-
tersuchungen (z. B. Rombke et al. 2012). Im Gegensatz zu, zum Beispiel, den Niederlanden (Rut-
gers et al. 2008) fehlt in Deutschland eine flaichendeckende und standardisierte Erfassung der
Bodenorganismen, obwohl mit den ca. 800 gut charakterisierten Boden-Dauerbeobachtungsfla-
chen (BDF) eine umfassende Infrastruktur dafiir zur Verfiigung steht (Barth et al. 2000). Aller-
dings fiihren bisher nicht alle Bundesldnder eigene bodenbiologische Untersuchungen auf ihren
BDF durch. Wichtigster Grund dafiir diirfte die aufwandige und mangels ausgebildeter Taxono-
men teure Bestimmung der Bodeninvertebraten sein. Zur Losung dieses Problems sollte das in
diesem Bericht beschriebene Vorhaben beitragen, indem an ausgewahlten Standorten (primar
BDF) wichtige Bodenorganismengruppen erfasst und diese Tiere dann sowohl mittels ,klassi-
scher* morphologischer als auch ,moderner genetischer Methoden (Barcoding) bestimmt wur-
den. Das Ziel dieses Vorhabens war es also, Empfehlungen fiir ein effizientes und routinemaf3ig
umsetzbares Monitoring von ausgewahlten Bodenorganismengruppen im Rahmen des deut-
schen BDF-Programms zu entwickeln. Dazu waren die folgenden fiinf Arbeitspakete (AP) umzu-
setzen:

» AP 1: Literaturauswertung zum Stand der Forschung beziiglich des Monitorings, der Funk-
tion, der Beeinflussung durch abiotische und biotische Faktoren sowie Landnutzung und
Okosystemfunktionen von Bodenorganismen. Aktualisierung des Kenntnisstands von boden-
biologischen Untersuchungen in der Boden-Dauerbeobachtung in Deutschland;

» AP 2: Auswahl von 25 Standorten im BDF-Programm in enger Kooperation mit Linderbehor-
den, wobei die Hauptnutzungstypen (Acker, Griinland, Wald) abzudecken waren. Auswahl,
Probenahme, taxonomische Auswertung und Barcoding von drei Tierarten-Gruppen (Regen-
wilrmer sowie zwei weitere Artengruppen);

» AP 3: Methodenvergleich aus dem Einsatz klassisch-morphologischer sowie genetischer Be-
stimmungsmethoden und Auswertung dieser Daten auch im Rahmen von bodenbiologischen
Beurteilungsansatzen, speziell dem Referenzverfahren (Rombke et al. 2012);

» AP 4: Bewertung der Methoden fiir den Routinebetrieb und Erarbeitung von Vorschlagen fiir
die methodische Weiterentwicklung des Monitorings von Bodenorganismen, insbesondere
auf den BDF;

» AP 5: Durchfiihrung eines Fachgesprachs (Workshop) mit an der Bodenbiologie Interessier-
ten aus Behorden, Universititen sowie den BDF-Betreibern. Erstellung dieses Abschlussbe-
richts, Abgabe von Vorschlédgen fiir das weitere Vorgehen sowie Identifizierung des For-
schungsbedarfs.
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Diese Arbeitspakete wurden von der ECT Oekotoxikologie GmbH (ECT) federfiihrend bearbeitet.
Dazu gehorte auch die Auswahl der Probenahmestandorte, die Beprobung aller drei ausgewéhl-
ten Tiergruppen auf diesen Standorten sowie die Bestimmung der Lumbriciden. Die taxonomi-
sche Bearbeitung der Enchytraeiden und Collembolen erfolgte durch zwei auf diesem Gebiet
sehr erfahrene Unter-Auftragnehmer: fiir die Enchytraeiden war dies Dr. R.M. Schmelz (A
Corufia, Spanien) und fiir die Collembolen die Firma CloverStrategy Lda. (Coimbra, Portugal).

Die genetische Charakterisierung des gesamten Tiermaterials, sowohl einzelner Arten als auch
via Metabarcoding, wurde von zwei weiteren Unter-Auftragnehmern tibernommen. Dafiir wur-
den aufgrund ihrer wissenschaftlichen Expertise einerseits die Firma AllGenetics Ltd. (AG; A
Corufia, Spanien) fiir die Regenwiirmer und Enchytraeiden, andererseits die Universitat Aarhus
(AU; Danemark) fiir die Collembolen, ausgewahlt. Alle genannten Institutionen waren der ECT
aus langjahriger Zusammenarbeit in verschiedenen Projekten zur Bodenbiodiversitat, -6kologie
und -6kotoxikologie) bekannt.
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2 Erkenntnisstand

Im Gegensatz zu anderen Umweltkompartimenten wurde die in Béden vorkommende Diversitat
von Organismen und die von ihnen erbrachten Funktionen lange vernachlassigt. Dies ist er-
staunlich, da ein erheblicher Teil der terrestrischen Biodiversitdt im Boden zu finden ist (Wagg
et al. 2014). Speziell in den letzten 20 Jahren wurde die Forschung zur Rolle der Bodenbiodiver-
sitat bei der Erbringung 6kosystemarer Leistungen erheblich verstarkt (Orgiazzi et al. 2016).
Dabei wurde auch die hohe funktionale Wertigkeit dieser haufig sehr komplexen Gemeinschaf-
ten herausgearbeitet, z. B. bei der Aufrechterhaltung biogeochemischer Kreislaufe (Bardgett &
Van der Putten 2014), aber auch beim Erhalt der Bodenstruktur (Griffiths et al. 2016). Allerdings
sind andere Funktionen dieser Organismen (z. B. in Bezug auf die Kontrolle von Parasiten, ihr
Einfluss auf klimatische Prozesse oder beim Abbau schadlicher Stoffe) noch unzureichend er-
forscht (Turbé et al. 2010). Parallel zu dieser wissenschaftlichen Intensivierung gab es auf politi-
scher Ebene (vor allem in der EU; Koninger et al. 2022) seit einigen Jahren Aktivitdten z. B. mit
dem Ziel, im Rahmen der ,EU-Bodenstrategie fiir 2030 eine eigene Boden-Richtlinie zu erstel-
len, in der - bei enger Verzahnung mit weiteren EU-Initiativen, speziell zur Chemikalien-Sicher-
heit - verschiedenste Aspekte des Bodenschutzes adressiert werden (siehe Abbildung 1). Diese
Bodenstrategie hat das Ziel, dass sich bis 2050 alle Bodenokosysteme in der EU in einem gesun-
den Zustand befinden und somit widerstandsfahiger sind und so dauerhaft méglichst viele der
folgenden Okosystemdienstleistungen erbringen kénnen:

» Erzeugung von Lebensmitteln und Biomasse, auch in der Land- und Forstwirtschaft;

» Aufnahme, Speicherung und Filterung von Wasser und Umwandlung von Nahrstoffen und
Substanzen und somit Schutz der Grundwasserkdorper;

» Bereitstellung der Grundlagen fiir Leben und Biodiversitat, einschliefdlich Lebensrdaume, Ar-
ten und Gene;

» Fungieren als COz-Speicher;

» Bereitstellung einer physischen Plattform und Erbringung kultureller Dienstleistungen fiir
Menschen und deren Aktivitiaten;

» Fungieren als Rohstoffquelle;
» Fungieren als Archiv des geologischen, geomorphologischen und archiologischen Erbes.

Seit geraumer Zeit gibt es klare Belege dafiir, dass menschliche Aktivititen (z. B. Anderungen der
Landnutzung, Chemikalienausbringung oder der Riickgang des organischen Gehalts in Oberbo-
den (z. B. Ockleford et al. 2017, Rombke et al. 2017) die Diversitdt und Abundanz von Bodenor-
ganismen und damit zugleich deren Beitrage zu den oben genannten 6kosystemaren Leistungen
verringern (Faber & Van Wensem 2012, Mendes et al. 2016, Orgiazzi et al. 2016). Schatzungen
beziffern den Wert der von diesen Organismen erbrachten 6kosystemaren Leistungen auf mehr
als 1500 Milliarden Dollar pro Jahr (Pimentel et al. 1997). Allerdings sollte bei solchen Zahlen
nicht vergessen werden, dass der Schutz der Biodiversitat ein generelles Schutzziel ist bzw. sein
sollte, unabhdngig davon, ob es um die oft libersehenen Bodenorganismen oder um Végel oder
Sauger geht. Allerdings ist der Schutz des Bodenlebens bisher nur in wenigen Staaten gesetzlich
geregelt (Rombke et al. 2016b).
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Abbildung 1: Verbindungen zwischen der EU-Bodenstrategie und anderen EU-Initiativen

Chemi-
s gie

Quelle: Europdische Kommission (2021)

Eine wichtige Voraussetzung fiir einen solchen Schutz ist eine ausreichende Kenntnis zum Vor-
kommen (Diversitiat, Abundanz) von Bodenorganismen an einem bestimmten Standort bzw. im
jeweiligen Boden; d. h. mittels standardisierter Methoden sind in umfassenden und représentati-
ven Monitoringstudien robuste Daten zu erheben (Gardi et al. 2009, Faber et al. 2013). Wichtige
Griinde fir die bisher vernachlassigte Erfassung der Bodenbiodiversitat diirften einerseits die
enorme Anzahl an Organismen als auch an Arten im Boden sein (Jeffrey et al. 2010). So sind z. B.
ca. 1000 Spezies pro Standort in mitteleuropaischen Buchenwéldern durchaus moglich (z. B.
Beck 1983). Allerdings ist die Erfassung dieser hohen Biodiversitat mit klassischen’ morpholo-
gischen Methoden schwierig, teils wegen des grofden Zeitbedarfs (und damit hoher Kosten) bei
der Bestimmung vieler Individuen, teils wegen des in den letzten 20 Jahren immer mehr zuneh-
menden Mangels an gut ausgebildeten Taxonomen. Dieses Problem kénnte durch die Anwen-
dung ,moderner‘ genetischer Methoden zumindest verringert werden (z. B. Porco et al. 2013). In
der Bodenbiologie sind diese neuen Verfahren bisher vor allem mit Regenwiirmern angewandt
worden (Bienert et al. 2012, Perez-Losada et. al. 2012, Decaens et al. 2013). Zum Beispiel wurde
in einem internationalen Ringversuch mittels COI-Untersuchung festgestellt, dass es in vielen
okotoxikologischen Laboratorien zu Verwechselungen der beiden in Standardtests eingesetzten
Kompostwiirmer Eisenia fetida und Eisenia andrei ggkommen ist. Zudem wurde in diesem Ring-
versuch auch die Belastbarkeit der COI-Methode untersucht, indem Proben vom jeweils gleichen
Individuum in fiinf Laboratorien bestimmt wurden. Die sehr geringen Abweichungen zwischen
den jeweils festgestellten COI-Sequenzen belegen die Praktikabilitdt und Belastbarkeit dieser
Methodik (Rombke et al. 2016a).
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Bei der Anwendung genetischer Methoden zur Bestimmung von Organismen sollte nicht verges-
sen werden, dass fiir jede Art eine ,Validierung’, d. h. eine vergleichende morphologische und ge-
netische Bestimmung mit dem gleichen Individuum vorangehen sollte. Das Ergebnis beider Me-
thoden ist, zusammen mit dem untersuchten Tier, als Referenzmaterial in einer 6ffentlich zu-
ganglichen Datenbank abzulegen. Dies ist ein entscheidender Schritt bei der Anwendbarkeit ge-
netischer Methoden, ohne den es nicht méglich ist, die bisher an einen Artnamen angehangte bi-
ogeographische und 6kologische Information zu verwenden. Diese Verbindung von morphologi-
scher und genetischer Information ist potenziell die grofdte Schwache des ganzen Ansatzes. Dies
zeigt sich z. B. daran, wenn bei entsprechenden Datenbank-Abfragen fiir eine genetische Se-
quenz mehrere, oft auf den ersten Blick unmdglich passende Artnamen ausgegeben werden. Sol-
che, vor allem in der Friihzeit der Anwendung genetischer Methoden mehrfach vorkommenden
Falle wurden in den letzten Jahren durch entsprechende Mafdnahmen zur Qualitatssicherung
deutlich seltener. Zugleich nimmt auch die Standardisierung der praktischen Schritte, von der
Probenahme iiber die eigentliche Laborarbeit bis hin zu den Rahmenbedingungen (z. B. die La-
gerung der Proben) erheblich zu (z. B. Straube & Juen 2013, ISO 2017). Allerdings ist darauf hin-
zuweisen, dass die rasche technologische Weiterentwicklung einer Standardisierung dieser Me-
thodik (noch) Grenzen setzt. Noch nicht geldst ist die Frage, inwieweit sich mittels genetischer
Verfahren neben dem Vorkommen einer Art in einer Bodenprobe auch die jeweilige Anzahl der
Organismen einer Art bestimmen lasst.

Aus diesen Griinden ist es dringend notwendig, die bisher primar eingesetzten genetischen Ver-
fahren, insbesondere das Desoxyribonukleinsdure (DNA)-Barcoding, weiterzuentwickeln. DNA-
Barcoding verwendet Fragmente eines ,Standard-Gens' zur molekularen Identifizierung von Ar-
ten; bei Invertebraten ist dies zumeist COI. Fiir eine Weiterentwicklung gibt es zwei Moglichkei-
ten: einmal die Verwendung weiterer Gene (vor allem aus dem Zellkern), andererseits die Ent-
wicklung eines Metabarcoding (Taberlet et al. 2012b): Damit ist einerseits die gleichzeitige Un-
tersuchung der DNA von mehreren Individuen verschiedener Arten (z. B. aus einer Familie) ge-
meint(,Gemeinschafts-DNA‘; comDNA), andererseits die Untersuchung von aus ganzen Boden-
proben extrahierter DNA verschiedenster Arten der Meso- und Makrofauna sowie von Mikroor-
ganismen (sogenannter ,Umwelt-DNA‘; eDNA) (Taberlet et al. 2012a, Thomsen & Willerslev
2015, Zinger & Philippe 2016, Taberlet et al. 2018). Die fiir Mikroben notwendige Extraktion
und Bearbeitung ist bereits in einer internationalen Richtlinie beschrieben worden (ISO 2016).
Methoden fiir das Metabarcoding der Bodenfauna sind dagegen noch nicht standardisiert, da es
sich um ein relativ junges und sich schnell weiterentwickelndes Forschungsfeld handelt (Creer
et al. 2016). Die Optimierung und Validierung der jeweiligen Methoden, insbesondere hinsicht-
lich der Vergleichbarkeit der Ergebnisse mit traditionellen Verfahren (morphologische Einzelbe-
stimmung der Individuen), ist noch im Fluss (Elbrecht et al. 2017); dies steht aber generell ei-
nem Einsatz des Metabarcoding fiir das Monitoring der Biodiversitat nicht im Wege (]i et al.
2013). In jedem Fall ist es dufdert wichtig, die so erarbeiteten wissenschaftlichen Informationen
sowohl zur Morphologie als auch zur Genetik in zentrale Datenbanken einzupflegen.

Die Informationen zur Bodenbiodiversitdt konnen fiir die Ableitung von Referenzwerten (d. h.
welche Bodenorganismengemeinschaft sollte an einem bestimmten Standort mit seinem jeweils
typischen Boden vorkommen) und damit zur Beurteilung der biologischen Qualitdt von Boden
genutzt werden (Beylich et al. 2005, Breure et al. 2005, Rutgers et al. 2008, Rombke et al.
2016b). Allerdings gibt es hinsichtlich der zu beprobenden Tiergruppen eine Vielzahl von Vor-
schldgen in der Literatur, wobei meist ein ,Batterieansatz’ mit verschiedenen Invertebratengrup-
pen - identifiziert anhand vorab festgelegter Kriterien — verwendet wird (Griffiths et al. 2016).
Damit wird es auch moglich, die im § 2 des Bundes-Bodenschutzgesetzes (BBodSchG 1998) be-
schriebene Funktion des Bodens als Lebensraum fiir Bodenorganismen zu beurteilen, denn bis-
her fehlen genauere Angaben zur Umsetzung dieses Auftrags in den nachgeschalteten
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Regelwerken wie der Bundes-Bodenschutz- und Altlastenverordnung (BBodSchV 1999). Zu-
gleich wiirden mit einem solchen Ansatz wichtige Aspekte der Nationalen Strategie zur biologi-
schen Vielfalt des Bundesministeriums fiir Umwelt, Naturschutz und Reaktorsicherheit (BMU
2011) aufgegriffen, in der es explizit heifdt: ,,Deutschland beherbergt eine gebietstypische, natiir-
lich und historisch gewachsene Vielfalt an Boden, die ihre Funktionen fiir Mensch und Natur er-
filllen. Sie bieten giinstige Lebensbedingungen fiir die standorttypischen Arten und Lebensge-
meinschaften, die in, auf und von den Boden leben.” Als Ziel dieser Strategie der Bundesregie-
rung wird des Weiteren genannt: ,Die Boden als Trager der natiirlichen Funktionen bleiben
langfristig in ihrer Funktionsfahigkeit erhalten (BMU 2011).“ Dieses Ziel ist allerdings nur zu er-
reichen, wenn man die jeweiligen Organismen kennt bzw., im Minimum, iiber Methoden verfiigt,
mit denen sie erfasst und bestimmt werden kdnnen. Ersteres ist seit der Verabschiedung der
entsprechenden ISO-Richtlinien méglich, letzteres war das Anliegen des hier beschriebenen Vor-
habens.

Seit fast 20 Jahren gibt es konkrete Vorschldge zur Messung biologischer Parameter auf den ca.
800 deutschen Bodendauerbeobachtungsflichen (Barth et al. 2000). Allerdings entscheidet je-
des Bundesland selbst, ob, und wenn ja welche Untersuchungen wie oft auf den jeweils eigenen
BDF durchgefiihrt werden (siehe Abschnitt 3.1.1). Trotz dieser Mangel sind die Bodendauerbe-
obachtungsflachen aufgrund ihrer grof3en Zahl und guten Charakterisierung eine hervorragende
Basis fiir eine umfassende biologische Bewertung der Bodenqualitit. Allerdings wurden die bis-
her erhobenen Daten weder regional noch zentral ausgewertet, was nicht zuletzt auf das Fehlen
eines umfassenden Bewertungskonzepts zurilickzufiihren ist. Allerdings gibt es Bestrebungen,
die zoologischen BDF-Daten liber die zentrale deutsche Datenbank zur Bodenbiologie
(,Edaphobase®; Standort: Senckenberg-Museum Gorlitz) verfiigbar zu machen (Burkhardt et al.
2014). Zugleich gibt es auf europaischer Ebene Aktivitaten, vorhandene nationale Datenbanken
zur Bodenbiologie zu vernetzen. Zu diesem Thema wurde unter Federfiihrung des Senckenberg-
Museums Gorlitz die ,,European Cooperation in Science and Technology“ (COST)-Action ,EU-
daphobase” ins Leben gerufen. Diese COST-Action zielt darauf ab, die Strukturen und Verfahren
zu schaffen, die fiir die Entwicklung einer offenen europaweiten Dateninfrastruktur zur biologi-
schen Vielfalt der Bdden erforderlich sind. Oberstes Ziel von EUdaphobase ist die Schaffung ei-
nes europaweiten bodenbiologischen Daten- und Wissensspeichers, der fiir das Verstandnis, den
Schutz und die nachhaltige Bewirtschaftung von Béden, ihrer biologischen Vielfalt und ihrer
Funktionen genutzt werden kann.
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3 AP 1: Literaturauswertung zum Stand der Forschung

3.1 Bestehende nationale und internationale Boden-Monitoringprogramme

Eine umfangreiche Ubersicht iiber die bestehenden Boden-Monitoringprogramme auf nationaler
sowie teilweise internationaler Ebene wurde parallel zum hier beschriebenen Vorhaben von
Kaufmann-Boll et al. (2020) und Toschki et al. (2021b) im Auftrag des Umweltbundesamtes er-
stellt. Monitoring-Aktivititen auf nationaler Ebene, in denen auch bodenzoologische Parameter
erhoben werden sind insbesondere die Boden-Dauerbeobachtung, die Landwirtschaftlichen
Dauerfeldversuche (DFV) und die Umweltprobenbank des Bundes (UPB), die in den folgenden
Kapiteln kurz dargestellt werden. Zudem férdert das Umweltbundesamt aktuell das Projekt
»TrenDNA - Untersuchungen zur biologischen Vielfalt mit der Umweltprobenbank des Bundes®,
in dem unter anderem die in den vergangenen Jahrzehnten in der UPB gesammelten Bodenpro-
ben anhand von Metagenomik untersucht werden sollen. Auf internationaler Ebene sind derzeit
mehrere Aktivitdten im Gange, um Netzwerke fiir das Monitoring unter anderem der Bodenbio-
logie zu etablieren. Hierbei sind insbesondere die im Aufbau befindlichen Initiativen ,Soil Bio-
diversity Observation Network” (Soil BON) und das ,,EU Soil Observatory“ (EUSO) zu nennen, die
ebenfalls zusammenfassend beschrieben werden.

3.1.1 Boden-Dauerbeobachtung in Deutschland

Eine ausfiihrliche aktuelle Darstellung der deutschen Boden-Dauerbeobachtung findet sich in
Kaufmann-Boll et al. (2020). Dariiber hinaus erfolgten im Zeitraum des Vorhabens eine Anfrage
durch einen Vertreter des Umweltbundesamts (UBA) (Dr. Marc Marx, Fachgebiet II 2.7 ,,Boden-
zustand und europadischer Bodenschutz“) an die zustandigen Landesbeho6rden im Jahr 2018 so-
wie eine Umfrage des Landesamtes fiir Landwirtschaft, Umwelt und ldndliche Rdume Schleswig-
Holstein (Dr. Eckhard Cordsen) im Jahr 2021, die in Absprache mit dem Auftraggeber fiir das
vorliegende Vorhaben genutzt werden konnten. Diese ergaben zusatzliche Informationen zu den
bodenbiologischen Datenerhebungen, die derzeit auf den BDF durchgefiihrt werden. Eine zu-
sammenfassende Ubersicht iiber die in den einzelnen Bundesldndern erhobenen bodenbiologi-
schen Parameter findet sich in Tabelle 1 sowie eine ndhere Beschreibung der verwendeten Me-
thoden in Tabelle 2.

Daraus geht hervor, dass bislang in 11 der 16 Bundesldndern bodenbiologische Daten erhoben
wurden. In allen Féllen wurden die Regenwiirmer beprobt sowie (mit Ausnahme von Bayern)
mikrobielle Parameter (in der Regel Basalatmung und Biomasse) erhoben. In sechs Bundeslan-
dern wurden bislang auch Enchytraeiden untersucht. Lediglich in Baden-Wiirttemberg und
Rheinland-Pfalz erfolgte bereits eine Untersuchung der Collembolen sowie in Nordrhein-Westfa-
len, Sachsen-Anhalt und Schleswig-Holstein die Datenerhebung zu Enzymaktivitdten im Boden.

Es kamen in den meisten Fillen die gleichen international standardisierten Methoden zum Ein-
satz. Die Enchytraeiden wurden stets gemaf DIN EN ISO 23611-3 inklusive Nassextraktion nach
Graefe in Dunger & Fiedler (1998) untersucht. In Baden-Wiirttemberg und Rheinland-Pfalz kam
fiir die Erfassung der Lumbriciden im Unterschied zu der sonst iiblichen Kombination aus Hand-
auslese und Formalin-Austreibung (DIN EN ISO 23611-1) die Elektrofang-Methode zum Einsatz,
entweder in Kombination mit Handauslese (BW) oder vergleichend mit der (nicht ndher spezifi-
zierten) Senfmethode (RP). Fiir die mikrobiellen Parameter Biomasse und Stickstoff wurden in
der Regel das Durchflussverfahren nach Domsch 1962, beschrieben bei Heinemeyer et al.
(1989), gemafd DIN EN ISO 16072 (Basalatmung), die substrat-induzierte Respiration nach An-
derson & Domsch (1978) gemaf3 (Biomasse) bzw. die Chloroform Fumigation-Extraktion gemaf3
DIN ISO 14240-2 (Biomasse, Stickstoff) angewendet. Ausnahmen bildeten hier Mecklenburg-
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Vorpommern bzw. Nordrhein-Westfalen, die hierfiir auf das Methodenhandbuch des Verbands
Deutscher Landwirtschaftlicher Untersuchungs- und Forschungsanstalten e. V. (VDLUFA; Basal-
atmung, Biomasse) bzw. die (mittlerweile zuriickgezogene) DIN 19737 (Basalatmung) verwie-
sen.

Tabelle 1: Bodenbiologische Datenerhebungen auf BDF in den Bundeslandern Deutschlands

Bundesland Collem- Enchy- Lumbri- Mikrobielle Pa- Enzymaktivitat (ver-
bola traeidae cidae rameter schiedene)

Brandenburg X X
Berlin Keine BDF
Baden-Wirttemberg X X X
Bayern X
Bremen Keine BDF
Hamburg X X X
Hessen Keine bodenbiologischen Erhebungen
Mecklenburg-Vor- X X
pommern
Niedersachsen X X X
Nordrhein-Westfa- X X X X
len
Rheinland-Pfalz X X X X
Saarland Keine bodenbiologischen Erhebungen
Sachsen Keine bodenbiologischen Erhebungen
Sachsen-Anhalt X X X
Schleswig-Holstein X X X X
Thiringen X X X
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Baden-Wirttem-
berg

Bayern

Hamburg

Mikroorganis-
men

Collembola

Lumbricidae

Mikroorganis-

men

Lumbricidae

Enchytraeidae

Lumbricidae

Mikroorganis-
men

Basalatmung
Biomasse
Abundanz

Abundanz, Bio-
masse

Biomasse

Abundanz, Bio-
masse

Abundanz
Abundanz, Bio-
masse

Basalatmung

Biomasse

Durchflussverfahren nach Domsch 1962, beschrieben bei Heinemeyer et al. (1989)
Substrat-induzierte Respiration nach Anderson & Domsch (1978), Heinemeyer et al. 1989
Austreibung (Warme/Trockenheit)

Elektrofang mit Handauslese

Substrat-induzierte Respiration nach Anderson & Domsch (1978)

Regenwurmaustreibung mit 0,2 %-iger Formaldehydlésung; danach seit 2010 mit ergan-
zender Handauslese auf einem Teil der Austreibungsstelle

Nassextraktion nach Graefe in Dunger & Fiedler (1998)

Handauslese und Formalin-Austreibung

Durchflussverfahren nach Domsch 1962, beschrieben bei Heinemeyer et al. (1989)

Substrat-induzierte Respiration nach Anderson & Domsch (1978)
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Tabelle 2: Ubersicht iiber die im bodenbiologischen Monitoring in den Bundeslidndern verwendeten Methoden basierend auf einer Umfrage des Lan-
desamtes fiir Landwirtschaft, Umwelt und landliche Raume Schleswig-Holstein im Jahr 2021
Bundesland Organismen- Parameter Methode Richtlinie
gruppe
Brandenburg Lumbricidae Abundanz, Bio- Handauslese und Formalin-Austreibung DIN EN ISO
masse 23611-1

DIN EN ISO 16072
DIN ISO 14240-1
Keine Angabe

Keine Angabe

DIN ISO 14240-1

DIN EN ISO
23611-1

DIN EN ISO
23611-3

DIN EN ISO
23611-1

DIN EN ISO 16072

DIN ISO 14240-1
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Bundesland

Mecklenburg-Vor-
pommern

Niedersachsen

Nordrhein-Westfa-
len

Organismen-

gruppe

Lumbricidae

Mikroorganis-
men

Enchytraeidae

Lumbricidae

Mikroorganis-

men

Enchytraeidae

Lumbricidae

Mikroorganis-
men

Parameter

Biomasse, Stick-
stoff

Abundanz

Basalatmung

Biomasse

Abundanz

Abundanz, Bio-

masse

Basalatmung

Biomasse

Abundanz

Abundanz, Bio-
masse

Arginin-Ammoni-
fikation

Dehydrogenase-
Aktivitat

Methode

Chloroform — Fumigation-Extraktion

Hausmethode Agrar- und Umweltanalytik GmbH Jena; Oberboden: Handauslese; Unter-

boden: Formalinaustreibung

Methodenhandbuch VDLUFA Nr. 4.3.1

Weckglas-Test mit Glukosezusatz, Methodenhandbuch VDLUFA Nr. 6.3

Nassextraktion nach Graefe in Dunger & Fiedler (1998)

Handauslese und Formalin-Austreibung

Durchflussverfahren nach Domsch 1962, beschrieben bei Heinemeyer et al. (1989)

Substrat-induzierte Respiration nach Anderson & Domsch (1978), Heinemeyer et al. 1989

Nassextraktion nach Graefe in Dunger & Fiedler (1998)

Handauslese und Formalin-Austreibung

Alef & Kleiner (1987)

Keine Angabe
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Richtlinie

DIN ISO 14240-2

Keine Angabe

Keine Angabe

Keine Angabe

DIN EN ISO
23611-3

DIN EN ISO
23611-1

DIN EN ISO 16072

DIN ISO 14240-1

DIN EN ISO
23611-3

DIN EN ISO
23611-1

Keine Angabe

DIN 19733-1
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Bundesland

Rheinland-Pfalz

Schleswig-Holstein

Organismen-
gruppe

Collembola

Enchytraeidae

Lumbricidae

Mikroorganis-
men

Enchytraeidae

Lumbricidae

Mikroorganis-
men

Parameter

Basalatmung

Biomasse

Abundanz

Abundanz

Abundanz

Basalatmung

Biomasse, Stick-
stoff

Abundanz

Abundanz, Bio-
masse

Arginin-Ammoni-
fikation

Basalatmung

Biomasse, Stick-
stoff

Methode

Sapromat, O2-Verbrauch

Substrat-induzierte Respiration, Sapromat, Oz2-Verbrauch, Schinner et al. (1993)

Schatzung der Bodenfaunadichte aus Bodenstechproben mittels Kempson-Methode

Nassextraktion nach Graefe in Dunger & Fiedler (1998)

Vergleichend mit der Senf- und Elektrofangmethode

Keine Angabe

Chloroform — Fumigation-Extraktion

Nassextraktion nach Graefe in Dunger & Fiedler (1998)

Handauslese und Formalin-Austreibung

Alef & Kleiner (1987)

Durchflussverfahren nach Domsch 1962, beschrieben bei Heinemeyer et al. (1989)

Chloroform — Fumigation-Extraktion
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Richtlinie

DIN 19737

DIN ISO 14240-1

Keine Angabe

DIN EN ISO
23611-3

Keine Angabe

Keine Angabe

DIN ISO 14240-2

DIN EN ISO
23611-3

DIN EN I1SO
23611-1
Keine Angabe

DIN EN ISO 16072

DIN ISO 14240-2
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Bundesland

Sachsen-Anhalt

Thiringen

Organismen-

gruppe

Lumbricidae

Mikroorganis-
men

Enchytraeidae

Lumbricidae

Mikroorganis-
men

Parameter

Biomasse

Abundanz

Katalase-Aktivitat

Basalatmung

Biomasse

B-Glucosidase-Ak-
tivitat

Abundanz
Abundanz, Bio-
masse

Basalatmung

Biomasse

Methode

Substrat-induzierte Respiration nach Anderson & Domsch (1978), Heinemeyer et al. 1989

Handauslese und Formalin-Austreibung

Beck (1971)

Durchflussverfahren nach Domsch 1962, beschrieben bei Heinemeyer et al. (1989)

Substrat-induzierte Respiration nach Anderson & Domsch (1978), Heinemeyer et al. 1989

Hoffmann & Dedeken (1965)

Nassextraktion

Handauslese und Formalin-Austreibung

Durchflussverfahren nach Domsch 1962, beschrieben bei Heinemeyer et al. (1989)

Substrat-induzierte Respiration nach Anderson & Domsch (1978)
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Richtlinie

DIN ISO 14240-1

DIN EN ISO
23611-1

Keine Angabe

DIN EN ISO 16072

DIN ISO 14240-1

Keine Angabe

DIN EN ISO
23611-2

DIN EN ISO
23611-1

DIN EN ISO 16072

DIN ISO 14240-1
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3.1.2 Landwirtschaftliche Dauerfeldversuche (DFV) / Boden als nachhaltige Ressource fiir
die Biookonomie (,,BonaRes”)

Bei den landwirtschaftlichen Dauerfeldversuchen (DFV) in Deutschland handelt es sich nicht um
ein zentral organisiertes Monitoringprogramm. Vielmehr bilden die von verschiedenen Einrich-
tungen betriebenen und urspriinglich zu ganz unterschiedlichen Fragstellungen (vor allem Diin-
gung, aber auch Bodenbearbeitung, Okolandbau, etc.) eingerichteten Versuchsstandorte ein lo-
ses Netzwerk mit dem gemeinsamen Ziel der langfristigen Untersuchung des Einflusses land-
wirtschaftlicher Bewirtschaftungspraktiken auf die natiirliche Ressource Boden. Dementspre-
chend heterogen sind die in den einzelnen DFVs erhobenen Daten, die Informationen iiber be-
stehende DFVs sind verstreut, und die Forschungsdaten sind nicht leicht zuganglich. Eine Initia-
tive, die darauf abzielt, die DFVs besser zu vernetzen und gemeinsam auszuwerten ist die vom
Bundesministerium fiir Bildung und Forschung geférderte Forderinitiative ,BonaRes". Durch
,BonaRes" geforderte Forschungsarbeiten (derzeit zehn interdisziplinadre Projektverbiinde und
das ,BonaRes“-Zentrum) haben zum Ziel, die Leistungs- und Ertragsfahigkeit des Bodens lang-
fristig zu sichern und sofern moéglich zu steigern. Die DFVs sind im Zusammenhang von
»,BonaRes" definiert als landwirtschaftliche Experimente mit einer Mindestdauer von 20 Jahren
in einem statischen Design und Forschung im Zusammenhang mit nachhaltiger Bodennutzung
und Ertragen. Diese sollen genutzt werden, um Verdnderungen der Bodeneigenschaften und der
Ertrage, wie sie z. B. durch den Klimawandel verursacht werden, zu erkennen. Es wurden insge-
samt 205 DFVs identifiziert, die der obigen Definition entsprachen. Davon sind 140 DFVs aktuell
noch laufend. Die Landnutzung ist in 168 DFVs Ackerbau, in 34 Versuchen Griinland, in 2 Versu-
chen Gemiise und in einem Versuch Obstbau. Ackerbau-DFVs werden in Diinge- (158), Bodenbe-
arbeitungs- (38) und Fruchtfolgeversuche (32; Mehrfachnennungen méglich) unterteilt, wah-
rend alle Griinlandversuche (34) die Diingung betreffen (Grosse et al. 2020). In dem im Rahmen
von ,BonaRes" veroffentlichten ,Steckbrief zur Beschreibung von Dauerfeldversuchen” sind als
einzige bodenzoologische Parameter Regenwiirmer (Arten, Abundanz, Biomasse) vorgesehen
(Grosse et al. 2019), jedoch ist nicht klar, an wie vielen der DFVs eine regelméfiige Erfassung er-
folgt. Weitere Details zu den DFVs sind in Kaufmann-Boll et al. (2020) enthalten.

3.1.3 Umweltprobenbank / Projekt TrendDNA

Basierend auf den Erfahrungen eines erfolgreichen Pilotprojektes wurde im Jahre1985 die Um-
weltprobenbank des Bundes (UPB) als eine Daueraufgabe des Bundes unter der Koordinierung
des Umweltbundesamtes und seit 1986 unter der Gesamtverantwortung des Bundesumweltmi-
nisterium ins Leben gerufen (Koschorreck et al. 2016). Die UPB ist ein wichtiger Teil der Um-
weltbeobachtung in Deutschland und liefert wissenschaftliche Grundlagen zur Planung und Kon-
trolle von Mafdnahmen des Umwelt- und Naturschutzes. Hierbei stehen unter anderem die Fra-
gen im Mittelpunkt des Interesses seit wann und wo eine bestimmte Chemikalie in der Umwelt
gefunden wird, wie sich die Chemikalienbelastungen iiber die Zeit entwickelt, wie diese Entwick-
lungen zu bewerten sind und ob gesetzliche Mafdnahmen erforderlich sind. Auf3erdem wird der
Erfolg der in der Vergangenheit getroffenen gesetzliche Regelungen tiberpriift und wie sich frei-
willige Verzichtsvereinbarungen der Industrie auswirken. Schlief3lich werden auch etwaige Ver-
dnderungen der Biodiversitit bewertet. Die UPB dient damit zugleich auch dem vorsorgenden
Umwelt- und Verbraucherschutz.
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Die 14 Probenahmegebiete liegen in den sechs Hauptdkosystemtypen Deutschlands:
Agrar-Okosysteme;

Ballungsraumnahe Okosysteme;

FlieRgewisser-Okosysteme;

Forst-Okosysteme;

Marine Okosysteme;

vV v v v v v

Naturnahe terrestrische Okosysteme.

Sie beriicksichtigen die unterschiedliche Intensitit der anthropogenen Beeinflussung und Fla-
chennutzung und sind dadurch in ihrer Gesamtheit fiir die Umweltsituation in Deutschland weit-
gehend reprasentativ. Die Probenarten ermoglichen die Erfassung raumlicher und zeitlicher Be-
lastungen und bieten Informationen iiber die Gesamtsituation in den unterschiedlichen Probe-
nahmegebieten. Sie besitzen eine Indikatorfunktion fiir die unterschiedlichen Stufen der Nah-
rungskette und Schadstoftklassen, wobei zwischen vier verschiedenen Probenarten unterschie-
den wird:

» Limnische Proben: Schwebstoffe und tierische Proben aus Fliissen und Seen;
» Marine Proben: Proben von Meerestieren, Meerespflanzen und Seevogeln;

» Terrestrische Proben: Proben an Land lebender Tiere und an Land wachsender Pflanzen so-
wie Boden;

» Humanproben: Korperfliissigkeiten und Haare vom Menschen.

Die erfassten Parameter sind biometrische und anamnestische Kenngréf3en und Stoffe oder
Stoffgruppen, die entweder den physiologischen Grundzustand oder toxische oder kanzerogene
Bedingungen beschreiben. Weitere Details zur UPB sind in Kaufmann-Boll et al. (2020) enthal-
ten.

Bodenproben werden seit 2002 an 12 Standorten in 9 Probenahmegebieten im Abstand von 4
Jahren genommen. In dem vom Umweltbundesamt geférderten Projekt , TrendDNA - Genetische
Untersuchungen zur biologischen Vielfalt mit der Umweltprobenbank® (Laufzeit: 2021 - 2025)
werden unter anderem Verdanderungen in der Zusammensetzung und Funktion von Bodenge-
meinschaften iiber 20 Jahre hinweg anhand von Proben aus der UPB untersucht. Als Ansatz wird
Shotgun-Metagenomik verwendet, die Daten iliber die Taxonomie und die ungefahren Biomasse-
verhaltnisse aller Bodengruppen, von Bakterien bis zu Wirbeltieren, liefern soll. Im Rahmen des
Projekts werden alle 12 UPB-Standorte in 5 Zeithorizonten seit Beginn der Bodenbeprobungs-
kampagnen untersucht. Zusatzlich wird auch mit Metatranskriptomik experimentiert, die Infor-
mationen liber die Aktivitat von Organismen anstelle von Biomasse liefert (pers. Mittl.,, Prof. Dr.
Miklds Balint, Senckenberg Biodiversity and Climate Research Centre, 02. Mai 2022).

3.1.4 ,Soil Biodiversity Observation Network” (Soil BON)

Die Soil BON Monitoring Plattform ist am Deutschen Zentrum fiir integrative Biodiversitatsfor-
schung Halle-Jena-Leipzig, einem Forschungszentrum der Deutschen Forschungsgemeinschaft
angesiedelt. Als globales Netzwerk zur Beobachtung der biologischen Vielfalt des Bodens arbei-
tet diese Gruppe mit der ,Global Soil Biodiversity Initiative“ und anderen globalen und regiona-
len Partnern zusammen, um bodenbiologische und 6kosystemare Beobachtungen zur Verfiigung
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zu stellen, die erforderlich sind, um sicherzustellen, dass die lebenden Bodenressourcen nach-
haltig erhalten und bewirtschaftet werden und die grundlegenden menschlichen Bedirfnisse er-
fiillen konnen. Die Partner von Soil BON vertreten eine Reihe von Interessengruppen, darunter
Forscher, Padagogen und politische Berater aus dem akademischen, staatlichen und privaten
Sektor. Ziel ist es, multinationale Partner und Initiativen weltweit zu vernetzen, um die biologi-
sche Vielfalt des Bodens zu verstehen, zu dokumentieren, wie sie sich verdndert, wie sich diese
Veranderungen auf Menschen auswirken, die fiir ihr Wohlergehen und ihren Lebensunterhalt
auf die lebenden Ressourcen des Bodens angewiesen sind, und wie eine nachhaltige Nutzung
von Okosystemen die biologische Vielfalt des Bodens schiitzen kann. Soil BON zielt darauf ab, die
Entwicklung einer globalen Gemeinschaft fiir die Beobachtung, das Verstiandnis und die Vorher-
sage der biologischen Vielfalt des Bodens zu unterstiitzen. Es ist ein Forum fiir die Vernetzung
von Gruppen, um Methoden zur Beobachtung der biologischen Vielfalt des Bodens, einschlief3-
lich der Integration von Informationen tiber raumliche, zeitliche und taxonomische Mafstabe
hinweg, voranzutreiben. Dazu gehort auch der Aufbau von Kapazitidten von der Beobachtung bis
zur Informatik und die Unterstiitzung bei der Integration vorhandener und neuer Felddaten
nach vereinbarten internationalen Standards.

3.1.5 ,EU Soil Observatory” (EUSO) / ,Land Use and Coverage Area frame Survey”
(LUCAS)

Die Vision der Europdischen Kommission fiir das EUSO (Europaische Kommission 2021) ist,
dass es innerhalb der nichsten zwei Jahre zum wichtigsten Anbieter von Referenzdaten und
Wissen auf EU-Ebene fiir alle bodenrelevanten Themen werden soll. Das EUSO soll sowohl die
EU-Forschung und -Innovation im Bereich Bdden unterstiitzen als auch davon profitieren und
gleichzeitig das gesellschaftliche Bewusstsein fiir den Wert und die Bedeutung der Béden fiir das
Leben der Biirger scharfen. Um diese Vision und diesen Auftrag zu verwirklichen, wurden fiir
das EUSO fiinf Hauptfunktionen vorgeschlagen:

1. Unterstitzung der Entwicklung eines operationellen EU-weiten Bodeniiberwachungs-
systems;

2. Einrichtung eines EU-Boden-Dashboards, das den Zustand der Bodengesundheit und
Trends bei Belastungen, die die Bodengesundheit beeinflussen, widerspiegelt;

3. Weitere Konsolidierung und Verbesserung der Kapazitat und Funktionalitdt des Europa-
ischen Boden Datenzentrums (,European Soil Data Centre“; ESDAC), um den sich entwi-
ckelnden Wissensbedarf und innovative Datenstrome zu unterstiitzen;

4. Unterstiitzung von Forschung und Innovation durch die Umsetzung der Horizon Europe-
Mission fiir Bodengesundheit und Lebensmittel;

5. Bereitstellung eines offenen und integrativen Forums, das die Bemithungen um einen ge-
sellschaftlichen Wandel in der Wahrnehmung des Bodens unterstiitzt.

Das EUSO wird am ,Joint Research Centre” (JRC) im Rahmen seiner reguldren institutionellen
Arbeit zur Unterstiitzung des Europaischen Green Deal (insbesondere der EU-Bodenstrategie)
und der Horizon Europe-Mission fiir Bodengesundheit und Erndhrung angesiedelt. Es wird auf
dem bestehenden ESDAC aufbauen, das seit iiber einem Jahrzehnt vom JRC betrieben wird. Fiir
die Unterstiitzung der Entwicklung eines harmonisierten EU-weiten Bodentliberwachungssys-
tem soll das derzeitige LUCAS-Bodenprogramm (Orgiazzi et al. 2018) mit nationalen oder regio-
nalen Bodeniiberwachungsaktivititen integriert werden. Durch die Umsetzung der EU-Boden-
strategie und des Arbeitsprogramms der Bodenmission soll das EUSO die Mitgliedstaaten bei
der Einrichtung und dem Betrieb nationaler oder regionaler Uberwachungssysteme unterstiit-
zen, um den Austausch von harmonisierten Informationen iiber den Zustand der Boden anhand
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von Indikatoren, die auf EU-Ebene integriert werden sollen, zu unterstiitzen. Die Ergebnisse der
Bodeniiberwachung sollen an das ESDAC weitergeleitet werden.

Im Jahr 2018 erfolgte erstmalig als Teil der LUCAS-Bodenerhebung die bislang umfangreichste
EU-Bewertung der biologischen Vielfalt des Bodens auf der Grundlage von DNA-Metabarkodie-
rung. Hierfiir wurden 1000 Punkte ausgewahlt. Die Analyse bezog sich auf die folgenden Merk-
male: Bakterien und Archaea (16S mitochondriale ribosomale Desoxyribonukleinsaure; 16S
rDNA), Pilze (,Internal Transcribed Spacer‘), Eukaryoten (18S mitochondriale rDNA), Mikro-
fauna (Nematoden), Mesofauna (Arthropoden), Makrofauna (Regenwiirmer) und Metagenomik.
Flir das Jahr 2022 ist geplant, zundchst erneut Biodiversitits- und genetischen Bewertungen fiir
dieselben 1000 Punkte wie im Jahr 2018 durchzufiithren (Jones et al. 2021):

» Wiederholung von DNA-Analysen fiir den Biodiversitatsindex;

» Identifizierung von Schliisselgenen fiir eine funktionale Bewertung der Biodiversitit (z. B.
Okosystemleistungen, wie Stickstoffkreislauf, Zersetzung usw.);

» Vorhandensein von Antibiotikaresistenzgenen.

1000 zusatzliche Punkte sollen fiir die weitere Untersuchung der Bodenbiodiversitiat ausgewdahlt
werden, wobei Standorte mit hohem Druck auf die biologische Vielfalt (aufgrund von landwirt-
schaftlicher Intensitit, geringer organischer Kohlenstoffgehalt, Verdichtung, Erosion, Ver-
schmutzung) berticksichtigt werden sollen, um die Dynamik der zeitlichen Veranderungen bes-
ser zu verstehen. Als Parameter fiir den Artenreichtum bzw. die genetische Vielfalt wurden ne-
ben DNA-/Metagenomik-Analysen die Untersuchung der Ribonukleinsédure (RNA), Meso- und
Makrofauna-Analysen und die mikrobielle Atmung vorgeschlagen (Jones et al. 2021).

3.2 Kenntnisstand zur Bodenbiodiversitat

Eine umfassende aktuelle Ubersicht iiber den Kenntnisstand zur Bodendiversitit geben die von
der Europaischen Kommission bzw. dem JRC herausgegebenen Atlanten zur Bodenbiodiversitat
(Jeffery et al. 2010, Orgiazzi et al. 2016) sowie insbesondere ein 2020 veroffentlichter Bericht
der Erndhrungs- und Landwirtschaftsorganisation der Vereinten Nationen (FAO 2020). In die-
sem wird auch ausfiihrlich auf den Beitrag von Bodenorganismen zu Okosystemfunktionen und -
dienstleistungen und die Beeinflussung von Bodeninvertebraten durch abiotische und biotische
Faktoren sowie Landnutzung eingegangen.

3.2.1 Beitrag von Bodenorganismen zu Okosystemfunktionen und -dienstleistungen

Bodenfunktionen beziehen sich auf natiirliche biologische Prozesse, wihrend Okosystemdienst-
leistungen (,Ecosystem Services) solche Funktionen beschreiben, die zum menschlichen Wohl-
ergehen beitragen. Neben dem Einfluss externer Faktoren wie Bodenausgangsmaterial, Klima
oder Topographie wird das Vermogen des Bodens, seine Funktionen zu erfiillen und Leben auf-
recht zu erhalten von Bodenorganismen gewahrleistet, die in komplexen Nahrungsnetzen inter-
agieren (de Ruiter et al. 1994). Ein zentraler, komplexer 6kosystemarer Prozess, der mehrere
Bodenfunktionen umfasst und vom gesamten Boden-Nahrungsnetz getragen wird, ist der Abbau
organischen Materials. Die vier wesentlichen auf der biologischen Vielfalt basierenden Boden-
funktionen sind die Kohlenstoffumwandlung, der Nahrstoffkreislauf, die Bildung der Boden-
struktur und die Regulierung der biologischen Vielfalt (Kibblewhite et al. 2008). Sie bestimmen
die Gesundheit des Bodens, erhalten die Okosystemprozesse im Boden aufrecht, beeinflussen die
oberirdische Vielfalt und tragen zur Klimaregulierung bei und bilden gleichzeitig die Grundlage
fiir regulierende (z. B. Abfluss von Oberflichenwasser), unterstiitzende (z. B. Bodenbildung,
Nihrstoffkreislauf) und bereitstellende (z. B. von Nahrung) Okosystemdienstleistungen, die fiir
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das menschliche Wohlergehen unerlasslich sind (z. B. Jeffery et al. 2010, Bardgett & van der Put-
ten 2014, Orgiazzi et al. 2016). Bodenorganismen konnen in funktionale Gruppen eingeordnet
werden, um ihre Rolle innerhalb des Nahrungsnetzes beziiglich 6kosystemarer Funktionen bes-
ser zu verstehen, z. B. basierend auf morphologischen oder 6kologischen Charakteristika
(,Traits‘) wie Erndhrungsweise, Form, Grof3e oder trophische Ebene.

Ein Beispiel fiir eine funktionale Gruppierung von Bodenorganismen ist die Einteilung von Re-
genwilrmern in die drei 6kologischen Gruppen epigiischer (Streubewohner), endogaischer
(Flachgraber/Bodenfresser) und anektischer (Tiefgraber) Lebensformtyp (Bouché 1977). Wie
funktionale Gruppen von Regenwiirmern iiber ihren Beitrag zu wesentlichen Bodenprozessen
verschiedene Okosystemdienstleistungen beeinflussen, skizzieren Keith & Robinson (2012; Ab-
bildung 2): Epigdische Arten erleichtern vor allem die Zerkleinerung von Streu und den Abbau
von organischem Material an der Oberflache, steigern dabei aber auch die Nahrstoffumwand-
lung und stimulieren die mikrobielle Aktivitat. Anektische Regenwiirmer beeinflussen ebenfalls
die Zersetzung und den Nahrstoftkreislauf, indem sie oberirdische Streu in das Bodenprofil ein-
bringen, haben aber wohl den grofdten Einfluss auf die Porositit des Bodens durch ihre Tun-
nelaktivitdten und ihre tiefen vertikalen Gange. Diese konnen eine Tiefe von 1 bis 2 m erreichen,
wodurch die Wasserinfiltration in den tieferen Boden verbessert wird. Dartiiber hinaus hat sich
gezeigt, dass die Sequestrierung von organischem Kohlenstoff in der Auskleidung ihrer Hohlen
erhoht wird (Don et al. 2008). Endogéische Arten spielen als Bodenfresser eine Schliisselrolle
bei der Bildung von Bodenaggregaten. Das horizontale Gingenetz der Regenwiirmer, das durch
ihre Fraf3aktivititen entsteht, erhoht ebenfalls die Porositat, und die Nahrstoffe werden aus ih-
ren Ausscheidungen freigesetzt. Die Anwesenheit von Regenwiirmern wirkt sich durch die Kom-
bination der von ihnen beeinflussten bodenbezogenen Prozesse im Allgemeinen positiv auf die
Okosystemdienstleistungen aus. Die funktionelle Vielfalt und Aktivitit der Regenwiirmer unter-
stiitzt eine grofle Spannbreite von Okosystemdienstleistungen, z. B. Abfallverwertung und Ent-
giftung, Kohlenstoffspeicherung, Regulierung des Wasserflusses und Aufrechterhaltung der Bo-
denstruktur, und all dies tragt zur Biomasseproduktion bei, wie in Abbildung 2 dargestellt. Die
Regulierung der biologischen Vielfalt kann sich indirekt aus den Auswirkungen der Regenwiir-
mer auf Bodenprozesse ergeben, durch Férderung anderer niitzlicher Bodenorganismen oder
durch eine verbesserte Nahrstoffaufnahme der Pflanzen. Regenwiirmer haben moglicherweise
einen dominanten Einfluss auf diese Bodenprozesse und Okosystemdienstleistungen, aber sie
wirken nicht allein. Daher bedarf es eines besseren Verstidndnisses der gemeinsamen und ein-
zigartigen Beitrdge der verschiedenen Gruppen von Bodenorganismen zur Bereitstellung von
Okosystemdienstleistungen.
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Abbildung 2: Wichtige Pfade, liber die funktionale Gruppen von Regenwiirmern bodenbezogene
Prozesse und Okosystemleistungen beeinflussen. Die Dicke der Pfeile steht fiir die
relative Bedeutung (Keith & Robinson 2012)

Okosystemdienstleistung

Dekomposition
-Abbau von Streu und org. Substanz

. -Einarbeitung von Streu in den Boden Abfall-
Eplga|SCh -Stimulation von Mikroben verwertu ng & [
Entgiftung

Nahrstoffkreislauf
-Abgabe von Stickstoff in Losung
-Né&hrstofftransformation
-Stimulation von Mikroben

Kohlenstoff- &
Nahrstoff-
regulierung

Anektisch

Bodenporenbildung
-Tiefe vertikale Gange
-Horizontales Gangenetz durch
FraRaktivitaten

Wasserdurch-
flussregelung

Biomasseproduktion

$

Erhalt der
Bodenstruktur

Bodenaggregatbildung
-Ausgeschiedener Schleim
-modifizierter Boden in Losung

Endogaisch

Quelle: Basierend auf Keith & Robinson (2012) (neu gezeichnet und tbersetzt)

3.2.2 Beeinflussung von Bodeninvertebraten durch anthropogene abiotische und bioti-
sche Faktoren sowie Landnutzung

Die Bodenbiodiversitat ist durch den Einfluss verschiedener anthropogener abiotischer und bio-
tischer Faktoren sowie Landnutzung einer hohen Gefihrdung ausgesetzt. Eine Ubersicht iiber
die wesentlichen Bedrohungen, ihre Treiber und Auswirkungen auf die Boden sowie ihr Einfluss
auf die Bodenbiodiversitat gibt Tabelle 3. Die grofdten Bedrohungen fiir die Bodenbiodiversitat
werden durch vom Menschen verursachte Verdnderungen hervorgerufen, und die negativen
Auswirkungen konnen durch die synergetischen und additiven Effekte, die zwischen solchen Be-
drohungen auftreten kénnen, verstarkt werden (FAO 2020).
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Tabelle 3: Die wichtigsten anthropogenen Bedrohungen fiir die Bodenbiodiversitat (FAO
2020)
Bedrohung Treiber und Auswirkungen auf die Béden | Einfluss auf die Bodenbiodiversitat
Entwaldung  Anderung der Landnutzung; e Verlust spezialisierter Arten und

Intensivierung der
Landwirtschaft

Nahrstoff-Ungleichge-
wichte

Versauerung

Versalzung

Verschmutzung

¢ Verlust von organischer Substanz im
Boden und Néahrstoffen;

¢ Veranderungen der physikalischen Bo-
deneigenschaften;

e Storung von geeignetem Lebensraum;
¢ Verdnderungen des pH-Werts.

o Starkerer Einsatz von externen Eintra-
gen (Pestizide, Diingemittel) und starkere
Beeintrachtigung des Bodens;

* GroReres Risiko der Bodenerosion, Ver-
unreinigung, Bodenverschlechterung,
Verdichtung und Versalzung;

¢ Veranderung der hydrologischen und
biogeochemischen Kreislaufe;

¢ Beeintrachtigung der Bodenstruktur;

¢ Verlust organischer Substanz im Boden.

¢ Verdanderung der Verfligbarkeit essenzi-
eller Nahrstoffe;

¢ UberméRiger Einsatz von Mineraldiin-
gemitteln.

¢ Unzureichende Diingung;

e Schadstoffe;

¢ Veranderungen in der Zusammenset-
zung der Pflanzengemeinschaft;

¢ Veranderungen der Loslichkeit mehre-
rer Elemente in Boden.

e Beeintrachtigung der Wasseraufnahme
durch Veranderungen der chemischen
und physikalischen Bodeneigenschaften;
e Bewadsserung mit Brackwasser;

¢ Eindringen von Salzwasser aufgrund Er-
schopfung der Grundwasserleiter;

¢ Ungeeignete Bewdsserungspraktiken.

¢ Mikroplastik;

¢ Ausbringung von Diingemitteln;

e Persistente organische Schadstoffe;
® Biozide und Pestizide;

¢ Abfallentsorgung.
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Zunahme von Generalisten-Taxa;

¢ Riickgang rauberischer Arten;

* Geringere Boden- und funktionelle
Vielfalt;

¢ Erholung kdnnte Jahrzehnte dau-
ern.

¢ Verringerung der biologischen Viel-
falt im Boden;

¢ Kleinere und weniger komplexe un-
terirdische Nahrungsnetze;

¢ Erholung der Bodengemeinschaf-
ten kann Jahre/Jahrzehnte dauern;

¢ Weniger effiziente und funktionelle
Nahrungsnetze im Boden;

e Verlust von Bodenkohlenstoff und
Nahrstoffen durch Auswaschung.

¢ Reduziert die Wachstumsfahigkeit
von Mikroorganismen im Boden;

¢ Verringert den Nahrstofffluss durch
das Nahrungsnetz des Bodens;

¢ Verdanderung des Nahrstoffgehalts
von Primdrproduzenten und Streu-
eintragen.

¢ Veranderung der Umwelt wo Bo-
denorganismen gedeihen;

¢ Beeintrachtigung der Aktivitat von
Organismen, die am Stickstoffkreis-
lauf beteiligt sind;

¢ Verdanderung der Nahrungsnetze
im Boden;

¢ Verdanderungen der Nahrstoffver-
flgbarkeit und Toxizitat fur Mikroor-
ganismen.

¢ lonen-Ungleichgewicht und Nahr-
stoffmangel verringern mikrobielle
Funktionen und Biomasse;

¢ Verschiebung in der Zusammenset-
zung von mikrobiellen, mikro- und
mesofaunalen Gemeinschaften.

e Akute und chronische Toxizitat fiir
Bodenbiota;

» Kaskadeneffekte von einzelnen Ar-
ten auf Gemeinschaften und Okosys-
temfunktionen;

e Bioakkumulation in der Nahrungs-
kette.
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Bedrohung

Verdichtung

Urbanisation

Oberflachenversiege-
lung

Brande

Erosion und Erdrut-
sche

Verlust von organi-
schem Kohlenstoff/
organischer Substanz

Treiber und Auswirkungen auf die Boden

¢ Verringert das Makroporenvolumen;
e Erhoht den Widerstand gegen Durch-
wurzelung;

¢ Verringert die Wasserinfiltration und
erhoht den Abfluss;

¢ Beeinflusst die Sauerstoff- und CO»-
Flisse sowie das Redoxpotential.

e Bodenversiegelung, erhdohter Wasser-
abflusses und reduzierte Infiltration;

¢ Verschmutzung;

e Abtragen oder Ersetzen von Mutterbo-
den, Eintrag anthropogener Materialien.

e Erhohter Wasserabfluss und reduzierte
Infiltration;

e Verdndert den Nahrstoff- und Kohlen-
stoffkreislauf;

e Beeinflusst Klima- und Mikroklimaregu-
lierung;

® Bau von Strallen und anderen dauer-
haften Infrastrukturen.

e Waldbrande;

¢ Anthropogenes Abbrennen zur Landro-
dung;

¢ Entfernung organischer Substanz des
Oberbodens.

¢ Ablosung, Transport und Ablagerung
von Bodenpartikeln durch Wasser oder
Wind;

¢ Verlust organischer Substanz und Ver-
anderungen der physikalischen und che-
mischen Eigenschaften;

e Entstehung von degradierten und ange-
reicherten Ablagerungsumgebungen.

¢ Verminderung von:

- Bildung und Stabilisierung von Aggrega-
ten;

- Kationenaustauschkapazitat;

- Wasserinfiltration und -riickhalt;

- Bodenfruchtbarkeit und C-Sequestrie-
rung.
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Einfluss auf die Bodenbiodiversitat

¢ Verlust von Lebensraum und Po-
renrdumen fiir Bodenbiota;

® Beeintrachtigung der Aktivitat der
Fauna;

® Rickgang der faunalen Biomasse
und Populationsdichte.

¢ Weniger Lebensraum fiir Bodenbi-
ota, zunehmende raumliche Hetero-
genitdt und Fragmentierung;

¢ Veranderung der Bodengemein-
schaften und der Dynamik des Nah-
rungsnetzes;

e Drastische Veranderung der Um-
welt, in der Bodenorganismen leben.

¢ Verlust von Lebensrdaumen fiir Bo-
denorganismen.

¢ Schwere Schadigung der biologi-
schen Vielfalt im Oberboden;

e Wiederbesiedlung, mit Verschie-
bung von einer bakterien- zu einer
pilzgesteuerten Gemeinschaft;

¢ Riickgang der Abundanz, Biomasse
und Vielfalt von Bodenprotisten und
wirbellosen Tieren;

¢ Sehr langsame Erholung der Mak-
roinvertebratenvielfalt und funktio-
nalen Struktur (Jahrzehnte).

Bewohner der oberen Bodenschich-
ten kénnen beseitigt oder verdrangt
werden;

Verlust von Lebensraum und Ver-
schlechterung seiner Qualitat fiir Bo-
denlebewesen;

Ausbreitung von Schadlingen und
Krankheitserregern;

Verringerte Bodenbiodiversitat und
Funktion.

¢ Geringere mikrobielle Biomasse
und Vielfalt (insbesondere in extre-
men Umgebungen);

e Weniger Ressourcen fur Nahrungs-
netze im Boden.
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3.3 Metabarcoding der Bodenfauna

Die Charakterisierung und Uberwachung biologischer Gemeinschaften ist eine zentrale Aufgabe
bei der Bewertung der Qualitit und Gesundheit von Okosystemen. Es gibt jedoch entscheidende
Wissensliicken iiber den Erhaltungszustand der meisten Bodenorganismen und iiber die Aus-
wirkungen von Naturschutzmafinahmen auf Bodensysteme. Bislang basieren die meisten Be-
wirtschaftungsentscheidungen auf der Grundlage der Bodenchemie (z. B. Bodenkohlenstoff)
oder der physikalischen Eigenschaften (z. B. Bodenerosion), und wenn sie in Betracht gezogen
werden, konzentrieren sich die Ziele zur Erhaltung der biologischen Vielfalt im Boden auf Pflan-
zen und oberirdische Tiere (Guerra et al. 2021).

Unterirdische Bodenorganismen wie Oligochaten, Collembolen, Nematoden, Pilze und Bakterien
sind jedoch fiir eine Kaskade von Bodenfunktionen verantwortlich, die wichtige Okosystemleis-
tungen wie Klimaregulierung und Bodenfruchtbarkeit gewahrleisten (Bardgett & Van Der Put-
ten 2014). Als solche miissen sie bei der Ausweisung von Schutzgebieten und bei der Festlegung
geeigneter Schutzprioritdten und -mafinahmen ausdriicklich berticksichtigt werden (Guerra et
al. 2021).

Leider kann eine Ausweitung des Monitorings auf ein breiteres Spektrum von Taxa eine grofde
Investition von Zeit und Ressourcen bedeuten, insbesondere in grofden Gebieten mit hoher bio-
logischer Vielfalt. Zum Beispiel verlasst sich das Monitoring von Bodeninvertebraten traditionell
auf die visuelle Bestimmung der Zielarten anhand eindeutiger morphologischer Merkmale und
das Zihlen von Individuen im Feld oder Labor. Dieser Uberwachungsansatz ist arbeitsintensiv,
oft auf eine begrenzte Anzahl von Organismengruppen konzentriert und in der Regel durch die
Notwendigkeit spezieller Probenahmetechniken und taxonomischen Fachwissens begrenzt
(Aylagas et al. 2016, Thomsen & Willerslev 2015). Zusatzliche Faktoren, wie z. B. die grofe kryp-
tische Vielfalt, die haufige morphologische Stasis, das Fehlen diagnostischer Merkmale in juveni-
len Stadien und das so genannte taxonomische Hindernis?, machen die Identifizierung wirbello-
ser Taxa besonders schwierig, fehleranfillig und in hohem Mafie von der Erfahrung des For-
schers abhangig (Pearson et al. 2011, Yu et al. 2012). Daher wird in der Regel eine kleine Anzahl
gut untersuchter Arten als Indikatoren verwendet, um Riickschliisse auf Auswirkungen von Um-
weltveranderungen auf die Gesamtvielfalt abzuleiten, was moglicherweise die Diagnose der spe-
zifischen Faktoren, die ein Okosystem beeinflussen, behindert.

Daher besteht eine wachsende Nachfrage nach alternativen und effizienten Techniken, die dazu
beitragen konnen, die Ergebnisse zu verbessern und die Kosten fiir routineméf3ige und grof3 an-
gelegte Monitoringprogramme zu senken. Die DNA-basierte Bewertung der biologischen Vielfalt
birgt das Potenzial, viele der mit Standarduntersuchungsansitzen verbundenen Herausforde-
rungen zu umgehen, weil sie in Bezug auf Kosten und Zeitaufwand erschwinglich ist, taxono-
misch umfassender und weniger abhédngig von taxonomischem Fachwissen ist (Baird &
Hajibabaei 2012, Ji et al. 2013, Perring et al. 2015).

Die im letzten Jahrzehnt durchgefiihrten Forschungsarbeiten haben gezeigt, dass DNA-basierte
Ansétze eine effiziente und zuverlassige Quelle fiir Biodiversitatsinformationen fiir eine Vielzahl
von Organismengruppen in terrestrischen, Stifwasser- und Meeresokosystemen sind (z. B. El-
brecht etal. 2017, Gibson et al. 2015, Hajibabaei et al. 2011, Leray & Knowlton 2015, Pansu et al.
2015). Insbesondere die Analyse von eDNA, gekoppelt mit einer genomischen Analysetechnik,
die als DNA-Metabarcoding bezeichnet wird, hat bereits begonnen, die Art und Weise zu revolu-
tionieren, wie Kosten und Aufwand fiir die Uberwachung reduziert werden kénnen, und wird in

1, Taxonomical impediment’: Der weltweite Mangel an wichtigen taxonomischen Informationen, die Liicken in taxonomischem Wis-
sen und der Mangel an ausgebildeten Taxonomen und Kuratoren.
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den kommenden Jahren wahrscheinlich zu einem wichtigen ,\Werkzeugkasten' fiir die Uberwa-
chung der biologischen Vielfalt werden.

3.3.1 Was ist Gemeinschafts-DNA (comDNA)?

Gemeinschafts-DNA (comDNA) bedeutet Gewebe-Mischproben, die zuvor aus dem Boden extra-
hierte und morphologisch identifizierte Individuen oder Teile davon enthalten.

3.3.2 Was ist Umwelt-DNA (eDNA)?

Umwelt-DNA (eDNA) kann definiert werden als , eine komplexe Mischung genomischer DNA von
vielen verschiedenen Organismen, die in einer Umweltprobe gefunden wird“ (Taberlet et al.
2018). Da Arten mit der Umwelt interagieren, geben sie kontinuierlich DNA an ihre Umgebung
ab. Bei hoheren Organismen kann diese DNA von sich zersetzenden Organismen, abgestofienen
Epidermiszellen und Haaren sowie Korpersekreten (z. B. Fakalien, Urin, Gameten) stammen
(Cristescu & Hebert 2018, Thomsen & Willerslev 2015). Die DNA von mikrobiellen Organismen
(Prokaryonten und mikrobielle Eukaryonten) kann dagegen von ganzen lebenden Organismen
stammen, die in den Proben vorhanden sind (Abbildung 3).

Die Tatsache, dass DNA von héheren Organismen in der Umwelt verbleibt und dort entnommen,
extrahiert und sequenziert werden kann, war im letzten Jahrzehnt ein grofder technologischer
und wissenschaftlicher Durchbruch. Die Analyse und Identifizierung von eDNA ermdéglicht es
festzustellen, ob ein Organismus in der Umwelt vorhanden ist oder war, ohne dass der Organis-
mus selbst gefangen werden muss. In Verbindung mit Hochdurchsatz DNA-Sequenzierungstech-
nologien kann die Analyse von eDNA potenziell Informationen tiber ganze biologische Gemein-
schaften in einer einzigen Probe liefern, das Vorhandensein einer bestimmten Indikatorart nach-
weisen oder das Screening funktioneller Gene in einer bestimmten Umgebung.
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Abbildung 3: Quellen von eDNA in Boden

o

Pflanzenzellen :
Tierzellen

Bakterienzellen

Extrazellulare DNA

Quelle: eigene Darstellung, AllGenetics & Biology SL, in Anlehnung an Pedersen et al. (2015)
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3.3.2.1 \Vorteile

Wie bereits dargelegt, haben Methoden zur Uberwachung der biologischen Vielfalt auf der
Grundlage von eDNA einige klare Vorteile gegeniiber den traditionellen, auf Morphologie basie-
renden Ansitzen:

>

Geringerer Uberwachungsaufwand und geringere Kosten: Ein wichtiges Merkmal der eDNA-
basierten Methoden ist, dass die Umweltproben, die fiir die Analyse benétigt werden, im All-
gemeinen schneller und technisch unkomplizierter zu sammeln sind als biotische Daten

(z. B. Ficetola et al. 2008). Daher kann die eDNA-Analyse von besonderem Interesse sein,
wenn traditionelle Probenahmeverfahren ressourcenintensiv sind.

Erhohte Empfindlichkeit: Die direkte Analyse von DNA aus der Umwelt ermoglicht den
Nachweis von Organismen, die andernfalls nur schwer zu beproben waren (z. B. kleine, sel-
tene oder schwer erfassbare Arten), oder die Identifizierung kryptischer Arten, die nur
schwer von eng verwandten Arten zu unterscheiden sind, Larven- und Juvenilstadien sowie
degradierter Exemplare (Biggs et al. 2015, Holdaway et al. 2017, Jerde et al. 2011). Dies er-
moglicht die Einbeziehung zahlreicher Arten in Biodiversititserfassungen, die mit herkomm-
lichen Methoden, die auf der direkten Beobachtung von Exemplaren beruhen, kaum unter-
sucht werden konnen. Diese Arten, die traditionell in Verzeichnissen fehlen, kénnen einen
erheblichen Teil der Vielfalt einer biologischen Gemeinschaft ausmachen, stehen oft an der
Basis der Nahrungskette und kénnen frith auf Umweltstorungen reagieren.

Geringere Umweltbeeintrachtigung und Invasivitit: Die eDNA-Analyse ist eine nicht-invasive
Methode, die keinen Fang und keine Handhabung von Arten erfordert, wodurch das Risiko
einer Schidigung der untersuchten Arten oder Lebensrdaume, die untersucht werden, redu-
ziert wird (Valentini et al. 2016).

Kosten und Zeiteffizienz: Die Gesamtkosten der eDNA-Probenahme und -Analyse hangen
von der Zielart ab, und daher kann nicht allgemein gesagt werden, dass sie in jedem Fall effi-
zienter ist als herkommliche Techniken (Smart et al. 2016). Allerdings haben mehrere Stu-
dien in den letzten Jahren iiber kiirzere Bearbeitungszeiten und geringere Kosten von Bio-
diversitatserhebungen auf der Grundlage von eDNA berichtet (Biggs et al. 2015, Ji et al.
2013, Sigsgaard et al. 2015). Dies gilt insbesondere dann, wenn die Umweltproben verwen-
det werden, um Informationen von mehreren Arten zu erhalten, die zu verschiedenen taxo-
nomischen Gruppen gehéren und unterschiedliche Probenahmeverfahren erfordern. Dar-
tiber hinaus ermoglicht die Mdglichkeit, mehrere Mischproben (iiber 200) in einem einzigen
Lauf einer Hochdurchsatz-DNA-Sequenzierungsplattform (wie beim DNA-Metabarcoding-
Ansatz) unterzubringen, die Verarbeitung von Hunderten von Proben in Wochen statt in Mo-
naten, was die Kosten und die Dauer der Analyse pro Probe substanziell reduziert.

Standardisierung: Auch wenn die Umsetzung von eDNA-basierten Analysen in reguldren Bio-
monitoring-Programmen noch Benchmarking und methodische Optimierung erfordert (Cris-
tescu & Hebert 2018), kann die Sammlung von Umweltproben an verschiedenen Probenah-
meorten und zu verschiedenen Probenahmezeiten auf sehr standardisierte Weise erfolgen
(Thomsen & Willerslev 2015). Dies ist eine Herausforderung bei traditionellen Uberwa-
chungsprogrammen, bei denen die Datenerhebung hauptsachlich von den taxonomischen
Kenntnissen und der Erfahrung des Personals abhéngt, das die Untersuchungen durchfiihrt.
Dartiber hinaus, und in der Regel im Gegensatz zu den direkten Beobachtungsdaten, auf die
sich die traditionelle Uberwachung stiitzt, kénnen die Ergebnisse der eDNA-Analysen von
unabhangigen Parteien verifiziert und gepriift werden (Yu et al. 2012).
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3.3.2.2 Fallstricke

Wie alle Probenahme- und Analysetechniken ist auch die eDNA-Analyse mit Schwierigkeiten
verbunden, die vor Beginn eines Biomonitoring-Projekts beriicksichtigt werden miissen. Pilot-
studien, die die Art der Lebensraume, die beprobt werden miissen, die Zieltaxa und die Fragen,
die beantwortet werden miissen, beriicksichtigen, sind immer erforderlich, um a priori fundierte
Entscheidungen tiber den optimalen methodischen Ansatz zu treffen (Dickie et al. 2018).

Im Gegensatz zur konventionellen Feldforschung ist bei der Verwendung von eDNA zum Nach-
weis einer Zielart die tatsachliche Beobachtung der Organismen selbst nicht erforderlich. Daher
ist es von grofdter Bedeutung, strengen Protokollen und validierten Methoden zu folgen. Dies gilt
fiir Feldarbeit, Probenkonservierung, Nasslaborverfahren und bioinformatische Analysen. Das
Verstehen der potenziellen Fehlerquellen und die Umsetzung geeigneter Mafdnahmen zu deren
Vermeidung oder Korrektur in jedem Schritt der Analyse sind entscheidend fiir zuverlassige Er-
gebnisse.

Wie in Abbildung 4 zusammengefasst, ist jede eDNA-Studie mit potenziellen Fehlern behaftet:

» Kontamination: Der grofite Fallstrick bei der eDNA-Analyse ist das Risiko der Kontamination
und folglich der Erzielung falsch positiver Ergebnisse (d. h. der Nachweis einer Zielart, die in
einer Probe tatsichlich nicht vorhanden ist). Eine Kontamination der Proben kann von der
Probenentnahme im Feld bis zu jedem Schritt der Nasslaborexperimente auftreten, entwe-
der durch exogene DNA oder durch Verschleppung der Proben. Werden beispielsweise meh-
rere Orte nacheinander im Feld beprobt, besteht die Gefahr, dass unbeabsichtigt DNA von
einem Ort auf einen anderen iibertragen wird. Daher sollten die Feldarbeiter gut iiber die
Kontaminationsrisiken aufgeklart werden und strenge Richtlinien befolgen, um eine Kreuz-
kontamination zwischen Proben und Probenahmestandorten zu vermeiden. Eine Kontami-
nation im Labor ist besonders problematisch, da bei der eDNA-Analyse haufig die Poly-
merase-Kettenreaktion (PCR) eingesetzt wird. Die PCR erzeugt Milliarden von Kopien von
DNA-Molekiilen, die leicht in das gesamte Labormaterial und die Ausriistung iibertragen
werden konnen. Die extreme Empfindlichkeit der PCR und die Fahigkeit von Hochdurchsatz-
DNA-Sequenzierungsplattformen, Tausende von Sequenzen pro Probe zu gewinnen, bedeu-
ten, dass selbst Spuren von Verunreinigungen im endgtltigen Datensatz enthalten sein kon-
nen. Daher ist es unerldsslich, die Probenkontamination durch Einbeziehung von Feld-, DNA-
Extraktions- und PCR-Negativkontrollen zu tiberwachen und das Vorhandensein eines be-
stimmten Taxons in unabhédngigen technischen Replikaten zu iiberpriifen, bevor der Nach-
weis dieses Taxons als positiv angesehen wird (Thomsen & Willerslev 2015).

» Falsch-negative Ergebnisse: Falsch-negative Ergebnisse (Nichtnachweis einer Art, wo sie
vorhanden ist) sind ein grofdes Problem bei Analysen, die auf die Identifizierung seltener, ge-
fahrdeter oder invasiver Arten abzielen (Goldberg et al. 2016), da sie zu einer Unterschit-
zung des Vorkommens einer Art fiihren kdnnen. Wenn es nicht gelingt, eDNA von einer Ziel-
art zu gewinnen, kann dies an ihrer geringen Populationsdichte (und damit an einer be-
grenzten Menge an eDNA in der Probe), an einem hohen Grad an Degradation der eDNA,
aber auch an methodischen Einschrankungen liegen, wie z. B. an einer unzureichenden Pro-
benahme oder einem unzureichenden Probenahmeaufwand, an einer geringen Effizienz der
DNA-Extraktion oder an einer PCR-Hemmung. Letzteres kann bei Bodenproben besonders
schwerwiegend sein, weil Huminsauren, die in diesen Proben zusammen mit DNA extrahiert
werden, das in PCR-Reaktionen verwendete Enzym zur Amplifikation hemmen (Matheson et
al. 2010). Falsch-negative Ergebnisse lassen sich durch eine Erh6hung des Analyseaufwands
reduzieren, z. B. Erhohung der Anzahl der Proben pro Fundort, Analyse mehrerer DNA-Ex-
trakte pro Probe und Durchfiihrung von PCR technischen Wiederholungen. Wenn méglich,
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ist es auch ratsam, Positivkontrollen einzubeziehen (d. h. Proben, die DNA der Zielart in gu-
ter Qualitdt enthalten), um sicherzustellen, dass das gesamte analytische Protokoll ord-
nungsgemafd durchgefiihrt wurde (Cristescu & Hebert 2018).

» Persistenz von eDNA in der Umwelt: Damit eDNA in der Praxis des Biodiversitatsmonito-
rings eingesetzt werden kann, ist es von grofdter Bedeutung, dass die Ergebnisse den aktuel-
len Zustand eines Okosystems widerspiegeln (Thomsen & Willerslev 2015). Wenn die DNA
in der Umwelt verbleibt, nachdem die Zielart verschwunden oder ausgestorben ist, konnte
dies zu falsch positiven Ergebnissen fithren. Die Persistenz von eDNA variiert um mehrere
Grofdenordnungen zwischen verschiedenen Umweltproben, abhdngig von den Umweltbedin-
gungen, unter denen die DNA konserviert wird. Im Allgemeinen verlangsamen kalte und tro-
ckene Bedingungen den DNA-Abbau stark, wahrend warme und feuchte Bedingungen den
Abbau rasch fordern (Willerslev & Cooper 2005). Daher kann eDNA in der Umwelt von Wo-
chen in gemafdigten Gewdssern (Dejean et al. 2011) bis zu Tausenden von Jahren in kaltem,
trockenem Permafrost (Willerslev et al. 2003) {iberdauern. Die Persistenz von DNA in Boden
ist weniger gut erforscht, aber mehrere Studien haben gezeigt, dass ein geringer Anteil der
DNA viel langer bestehen kann als in aquatischen Umgebungen (z. B. Willerslev et al. 2014,
Yoccoz et al. 2012). Daher kann es schwierig sein, festzustellen, ob eine detektierte Art aktu-
ell vorhanden ist, oder ob die eDNA aus alteren Quellen stammt. Wenn das Ziel einer eDNA-
Monitoring-Erhebung darin besteht, die zu einem bestimmten Zeitpunkt vorhandene biolo-
gische Vielfalt zu ermitteln, wird empfohlen, die Probenahme auf die Bodenoberflache zu be-
schranken, da dies das Risiko des Nachweises von Relikt-DNA verringern kann, da die DNA
ausgewaschen (Andersen et al. 2012) oder mit der Zeit abgebaut wird (Levy-Booth et al.
2007).

» Raumliche Verteilung von eDNA: Eine weitere wichtige Problematik der Analyse von eDNA
fir die Uberwachung der biologischen Vielfalt ist die Mglichkeit, vagabundierende eDNA zu
beproben (d. h. DNA einer Art, die nicht an einem Probenahmeort ansassig ist), die aus Quel-
len wie von Raubtieren ausgeschiedener Beute-DNA, voriibergehenden Anwesenheit von In-
dividuen oder aus dem Transport oder der Diffusion von anderen Orten stammt. Wahrend
der Transport von eDNA iiber grofde Entfernungen in flieRenden Gewassern und in der Mee-
resumwelt moglich ist (Thomsen et al. 2012), ist die Ausbreitung oder Diffusion von eDNA in
Bbéden und Sedimenten im Allgemeinen eine unbedeutende Moglichkeit (Jerde et al. 2013).
Dies verringert die Wahrscheinlichkeit ,falscher* Nachweisergebnisse, beeintrichtigt aber
umgekehrt die Effizienz der eDNA-Analyse in Boden, da die Proben genau an der Stelle ent-
nommen werden miissen, an dem die Organismen ihre DNA freigesetzt haben.

» Schatzung der Populationsdichte und -struktur: In eDNA-Studien wurden zwei Ndherungs-
werte verwendet, um den Zusammenhang zwischen der Abundanz von Arten und der eDNA-
Menge zu schitzen: absolute Quantifizierung (Takahara et al. 2012, Thomsen et al. 2012)
oder Anzahl positiver Proben (Biggs et al. 2015, Dejean et al. 2011). Die Beziehung zwischen
der Menge an eDNA in einer Umgebung und den Dichten der Zielarten unter nattirlichen Be-
dingungen wurde in mehreren Studien untersucht, wobei die Ergebnisse variierten: von po-
sitiven Beziehungen (Biggs et al. 2015, Evans et al. 2016, Thomsen et al. 2012) bis hin zu gar
keiner Korrelation (Dejean et al. 2011, Mahon et al. 2013). Dies erklart sich wahrscheinlich
durch einige der oben genannten Faktoren, wie die DNA-Persistenz und -Verteilung in der
Umwelt, die Effizienz der DNA-Extraktion oder die PCR-Hemmung. Aufierdem wird die DNA-
Menge in einer Probe eher von der Biomasse der Organismen beeinflusst als von der Popula-
tionsdichte (Andersen et al. 2012). Andere Faktoren wie das saisonale Laichen (De Souza et
al. 2016) oder unterschiedliche DNA-Abgaberaten zwischen Organismen konnen die Fahig-
keit zur Schatzung der Abundanzen von Populationen reduzieren (Dunn et al. 2017). Und
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schlief’lich wird die Menge der eDNA in den Proben auch stark von der Probenahmestrategie
beeinflusst (Herder et al. 2014): Da eDNA oft ungleichméfiig in der Umwelt verteilt ist, kann
eine grofde Menge DNA in einer Probe einfach darauf zuriickzufiihren sein, dass die Probe
zuféllig in der Nahe eines Individuums gesammelt wurde; sie steht also nicht unbedingt im
Zusammenhang mit hohen Populationsdichten. Diese Verzerrung ist auch bei traditionellen
Monitoringansatzen haufig, bei denen es maglich ist, zufillig viele Individuen zu fangen,
selbst bei niedrigen Populationsdichten, was zu ungenauen Annahmen tiiber hohe Populati-
onsdichten fiihrt. Insgesamt ist es schwierig, genaue Schitzungen der Populationsdichte an-
hand von Schitzungen der DNA-Menge in Umweltproben zu erhalten. Werden die Proben
jedoch in dhnlichen Lebensrdaumen und zu dhnlichen Jahreszeiten mit denselben Probenah-
meprotokollen entnommen, kann es moglich sein, relative Abundanzunterschiede zu erken-

nen.
Abbildung 4: Mégliche Fehler bei falsch-positiven und falsch-negativen Nachweisen bei eDNA-
Analysen
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Quelle: Basierend auf Herder et al. (2014) (neu gezeichnet und Ubersetzt)

3.3.3 DNA-Metabarcoding als Instrument zur Untersuchung biologischer Gemeinschaften

3.3.3.1 Was ist DNA-Metabarcoding?

Das DNA-Metabarcoding ist eine Erweiterung des weit verbreiteten DNA-Barcoding-Ansatzes,
bei dem eine kurze und standardisierte genomische Region (der DNA-Barcode) fiir die [dentifi-
zierung auf Artniveau verwendet wird (Hebert et al. 2003). Die DNA-Barcode-Region ist idealer-
weise innerhalb einer Art konserviert, aber variabel zwischen verschiedenen (sogar eng ver-
wandten) Arten. Daher dient ihre Sequenz als artspezifische genetische Markierung. Die DNA-
Barcode-Region wird aus genomischer DNA mit zwei kurzen Oligonukleotiden (Primern), die
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komplementar zu flankierenden Sequenzen der Zielregion sind, in einem als Polymerase-Ketten-
reaktion (PCR) bezeichneten Verfahren amplifiziert. Das PCR-Produkt wird mit der Sanger-
Technologie sequenziert, und die resultierende Sequenz wird mit einer Referenzdatenbank mit
DNA-Barcodes von Exemplaren mit bekannter Identitit verglichen, um die passende Art zu fin-
den.

In den letzten Jahren haben die stetig sinkenden Kosten und die jiingsten Entwicklungen der
Hochdurchsatz-Sequenzierungstechnologien (HTS) die Moglichkeit eréffnet, Tausende von DNA-
Barcodes, die in einer Probe vorhanden sind, in einer einzigen Sequenzierungsreaktion parallel
zu sequenzieren, was als DNA-Metabarcoding bezeichnet wird (Taberlet et al. 2012b). Wahrend
also beim DNA-Barcoding jedes Exemplar einzeln analysiert und identifiziert wird, ermoglicht
das DNA Metabarcoding die automatische Identifizierung von mehreren Arten aus einer einzi-
gen Probe. Die Probe kann entweder eine Massensammlung von Organismen (z. B. Fallenpro-
ben) oder eine eDNA-Probe sein (ohne vorherige Isolierung der Zielorganismen) (Taberlet et al.
2012b, Yu et al. 2012). Obwohl urspringlich auf dem Gebiet der Mikrobiologie entwickelt, ist
das DNA-Metabarcoding auch erfolgreich bei Untersuchungen von Pilz-, Pflanzen- und Tierge-
meinschaften (z. B. Bik et al. 2012, Ji et al. 2013, Bohmann et al. 2014, Pawlowski et al. 2014,
Cordier et al. 2021 und darin enthaltene Verweise).

Beim DNA-Metabarcoding wird die DNA in grofsen Mengen aus der gesamten Probe extrahiert,
kurze DNA-Barcodes von mehreren Arten werden mit universellen Primern vervielfaltigt, die
dann in einer Sequenzierungsplattform der nachsten Generation sequenziert werden. Die Millio-
nen von Proben-Reads werden mit Hilfe spezieller Bioinformatik-Pipelines qualitatsgefiltert und
in Clustern in ,Operational Taxonomic Units‘ (OTUs) oder ,Amplicon Sequence Variants’ (ASVs)
geclustert und mit einer Referenzdatenbank mit DNA-Barcodes gut charakterisierter Arten zur
taxonomischen Zuordnung verglichen (Abbildung 5).

Abbildung 5:  Arbeitsablauf beim DNA-Metabarcoding
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Quelle: eigene Darstellung, AllGenetics & Biology SL

3.3.3.2 Anwendungen

Die Moglichkeit der gleichzeitigen Identifizierung mehrerer Organismen aus einem breiten
Spektrum phylogenetischer Gruppen in ein und derselben Probe, macht das DNA-Metabarcoding
zu einem leistungsfahigen Instrument zur Charakterisierung biologischer Gemeinschaften. Tat-
sachlich wurde das DNA-Metabarcoding in den letzten Jahren zunehmend fiir das Umwelt-Bio-
monitoring eingesetzt (Deiner et al. 2017, Gibson et al. 2015, Seymour et al. 2020). Mehrere Stu-
dien haben auch gezeigt, dass das DNA-Metabarcoding in der Lage ist, taxonomische Informatio-
nen akkurat wiederzugeben (Carew et al. 2013, Ji etal. 2013, Lanzén et al. 2021, Santi et al.
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2021), um den 6kologischen Zustand von terrestrischen und aquatischen Lebensraumen zu be-
urteilen (Chariton et al. 2015, Cordier et al. 2017, Pansu et al. 2015, Vasselon et al. 2017, Yang &
Zhang 2020), und um neue Erkenntnisse iiber die Zusammensetzung und Struktur komplexer
biologischer Gemeinschaften zu erlangen (Bush et al. 2019, Zhang et al. 2018). Dartiiber hinaus
werden DNA-Metabarcoding-Daten bereits zur Berechnung von biotischen Indizes verwendet,
die zur Bestimmung des 6kologischen Qualitidtsstatus von Meeres- und Siifdwasserékosystemen
dienen (Aylagas et al. 2018, Elbrecht et al. 2017), und es gibt noch weiteres Potenzial fiir die Ent-
wicklung neuer molekularer Metriken und Indizes, die in naturschutzrelevante Entscheidungen
einbezogen werden konnen (Bruce et al. 2021, Pawlowski et al. 2018, Seymour et al. 2020).

3.3.3.3 Technische Herausforderungen

Der DNA-Metabarcoding-Ansatz umfasst mehrere Labor- und Datenanalyseschritte, von denen
jeder mit technischen Herausforderungen verbunden ist, die beriicksichtigt werden miissen, um
eine genaue taxonomische Schlussfolgerung zu gewéhrleisten:

1. Auswahl eines geeigneten DNA-Barcode-Markers: Die Genauigkeit des DNA-Metabar-
coding hdngt in hohem Mafie von der als DNA-Barcode ausgewahlten genomischen Re-
gion ab (z. B. Deagle et al. 2014, Kirse et al. 2021). Idealerweise sollte der DNA-Barcode-
Marker eine hohe Sequenzvariabilitit aufweisen, um eine Unterscheidung auf Artniveau
zu ermoglichen, aber auch konservierte flankierende Regionen aufweisen, um die Ent-
wicklung universeller Primer zu erméglichen (die die DNA-Barcode-Region in einem
breiten Spektrum von Arten amplifizieren konnen). Dariiber hinaus sollte die Amplikon
Grofde kurz genug sein, um auf den iiblichen HTS-Plattformen sequenziert zu werden
(d. h. zwischen 60 und 450 Basenpaaren (bp) im Falle der [llumina-Sequenzierplattfor-
men), und es sollten taxonomisch validierte und umfassende Referenzdatenbanken fiir
die taxonomische Zuordnung der gewonnenen Reads verfiigbar sein. Zahlreiche Studien
der letzten Jahre haben gezeigt, dass es keinen perfekten DNA-Barcode-Marker gibt
(Kirse et al. 2021). Stattdessen sollte die Markerauswahl sorgfaltig gepriift und fiir jede
Studie spezifisch gestaltet werden (Marquina et al. 2019).

2. Primerdesign und potenzielle Amplifikationsverzerrungen: Wie bereits erwahnt, sind
gut konzipierte Universalprimer fiir die Zielorganismengruppe ein entscheidender Fak-
tor fiir die optimale Durchfiihrung einer DNA-Metabarcoding-Analyse. Fehlanpassungen
an den Primer-Bindungsstellen, insbesondere am oder in der Ndhe des 3'-Primerendes,
konnen zu falsch-negativen Ergebnissen (d. h. zum Nichtnachweis einiger in der Probe
vorhandener Taxa aufgrund geringer Primerspezifitdt) und zu uneinheitlichen Amplifi-
kationserfolgsraten bei den verschiedenen taxonomischen Gruppen fithren (Clarke et al.
2014). Daher sollte das Primerdesign sorgfaltig bewertet und fiir die spezifischen taxo-
nomischen Gruppen, die untersucht werden, optimiert werden. Aufserdem wird die ext-
razelluldre eDNA (d. h. freie DNA, die sich aufderhalb der Zellmembranen befindet und
z. B. nach dem Zelltod freigesetzt wird) in der Regel stark in Fragmente von oft weniger
als 150 bp abgebaut (Bienert et al. 2012), so dass das Primerdesign entsprechend ange-
passt werden muss. Flir das DNA-Metabarcoding von Bakterien und Pilzen ist dies kein
ernsthaftes Problem, da Mikroorganismen oft in relativ hohen Dichten vorkommen und
daher wahrscheinlich ganze (lebende) Individuen in den Proben vorhanden sind. Daher
ist die DNA-Qualitiat von Mikroorganismen oft hoch. Die eDNA grofierer Organismen liegt
jedoch entweder als freie extrazellulare oder intrazellulire DNA vor, und daher ist es
wichtig, dass die ausgewahlten Primer auf einen kurzen DNA-Barcode, der aus abgebau-
ter extrazellularer DNA amplifiziert werden kann, abzielen.

3. Validierung der Datenqualitit: Sequenzierungsplattformen mit hohem Durchsatz erzeu-
gen fiir jedes durch PCR amplifizierte DNA-Molekiil eine riesige Anzahl von Reads, was
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die Auswirkungen von Sequenzierungsartefakten auf die Zuverlassigkeit der DNA-Meta-
barcoding-Ergebnisse noch verstiarken kann (z. B. De Barba et al. 2014, Glenn 2011). Zu
diesen Artefakten gehdren PCR- und Sequenzierungsfehler, Chiméaren, Verunreinigungen
und Kreuzkontaminationen von Probensequenzen im Zusammenhang mit dem Multiple-
xen von Bibliotheken (das sogenannte Mistagging-Phanomen, Esling et al. 2015). Es wur-
den verschiedene bioinformatische Filterstrategien zur Entfernung von Sequenzartefak-
ten vorgeschlagen, darunter: In-silico-Vorhersage von chimaren Sequenzen mithilfe spe-
zieller Software (Bjgrnsgaard Aas et al. 2017), Festlegung willkiirlicher Schwellenwerte
fiir die Kopienzahl, um Sequenzen mit geringer Haufigkeit im gesamten Datensatzes zu
entfernen, und Verwerfen seltener Sequenzen, die einer sehr haufigen Sequenz in einer
Probe nahe sind (fiir einen Uberblick siehe Alberdi et al. (2018)). Die Anerkennung die-
ser Fehlerquellen und die systematische Validierung der Datenqualitit bei jeder DNA-
Metabarcoding-Analyse ist daher von entscheidender Bedeutung, um die Auswirkungen
fehlerhafter Sequenzen zu minimieren und gleichzeitig die echten, aber weniger haufi-
gen Sequenzen zu erhalten.

4. Taxonomische Zuordnung der Reads: Der letzte Schritt des DNA-Metabarcoding besteht
im Abgleich der Lesungen mit DNA-Barcodes in Referenzdatenbanken zur taxonomi-
schen Identifizierung. Daher sind die Qualitat und Umfang der Referenzdatenbank fiir
die Zuverladssigkeit und Genauigkeit der Taxonidentifizierung entscheidend. Liicken und
Fehlidentifikationen in den Referenzdatenbanken kénnen die taxonomische Zuordnung
der OTUs/ASVs, die durch DNA-Metabarcoding nachgewiesen wurden, beeintrachtigen.
Selbst wenn die liblicherweise in DNA-Metabarcoding-Studien verwendeten Referenzda-
tenbanken, wie z. B. die ,Barcode of Life Database“ (BOLD; Ratnasingham & Hebert
2007) oder ,GenBank" standig aktualisiert werden, konnen einige geografische Regionen
und taxonomische Gruppen immer noch untercharakterisiert sein. Daher ist es mdglich,
dass einige der durch DNA-Metabarcoding nachgewiesenen Taxa nicht auf Artniveau,
sondern nur auf h6heren taxonomischen Rangen (Gattung, Familie, Ordnung usw.) iden-
tifiziert werden.

5. Quantifizierung der Taxonhaufigkeit: Eine grofée Herausforderung beim DNA-Metabar-
coding ist die quantitative Analyse der HTS-Reads. Mehrere DNA-Metabarcoding-Studien
haben ndamlich Diskrepanzen zwischen der Anzahl der Read-Zahlungen und der Arten-
haufigkeit in einer Probe festgestellt (Lamb et al. 2019, Pifiol et al. 2019). Dieser Mangel
an Korrelation kann entweder durch technische Verzerrungen bei der DNA-Extraktion,
PCR-Amplifikation, Sequenzierung und bioinformatischen Sortierung oder durch biologi-
sche Faktoren wie die Schwankungen in der Anzahl der Genkopien (Bik et al. 2012, We-
ber & Pawlowski 2014) erklart werden. Wie bereits erldutert, konnen beispielsweise
Taxa, die keine Mismatches in den Primerbindungsregionen enthalten, bevorzugt ampli-
fiziert werden, wodurch ihre relative Haufigkeit in der Probe verzerrt wird. Daher liefert
das DNA-Metabarcoding nur Daten iiber das Vorhandensein bzw. Fehlen von Taxa fiir
jede einzelne Probe. Umfasst die Analyse jedoch Proben mit einer dhnlichen taxonomi-
schen Zusammensetzung, die nach denselben Protokollen gesammelt und verarbeitet
wurden, kdnnen die DNA-Metabarcoding-Ergebnisse zum Vergleich der relativen Anteile
der Arten in den Proben genutzt werden.

3.3.4 Einfiihrung von eDNA-Analyse und Metabarcoding in das routinemaBige Biomoni-
toring

Ausgehend von der fiihrenden Studie von Ficetola et al. (2008), die eDNA zum Nachweis invasi-
ver amerikanischer Ochsenfrdsche nutzte, hat die Forschung der letzten 15 Jahre die Leistungs-
fahigkeit von eDNA-basierten Analysen fiir den Nachweis spezifischer Arten und fiir eine
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umfassende Bewertung der biologischen Vielfalt fiir eine Vielzahl von Umweltumgebungen und
Taxa demonstriert. Die Vorteile der eDNA fiir den Nachweis von Arten in aquatischen Okosyste-
men haben zu einer schnellen Akzeptanz in einigen Bereichen wie der aquatischen Biosicherheit
und der Uberwachung von invasiven, Indikator- oder bedrohten Arten gefiihrt (Blattner et al.
2021, Geerts et al. 2018, Goldberg et al. 2013, Hosler 2017). Zu den frithen Anwendungen im
Rahmen der behordlichen Uberwachung gehérte der Nachweis von eDNA des asiatischen Karp-
fens in den USA (Jerde et al. 2013), eine Methode, die immer noch vom ,United States Geological
Survey“ eingesetzt wird, oder die Einfithrung von eDNA-Erhebungen fiir den geschiitzten Kamm-
molch (Biggs et al. 2015) in nationalen Uberwachungsprogrammen im Vereinigten Kénigreich
seit 2014.

Obwohl sich viele dieser friithen Anwendungen auf den Nachweis einzelner Arten konzentrier-
ten, haben die Fortschritte im DNA Metabarcoding in den letzten zehn Jahren die Fahigkeit von
eDNA-Analysen zur Beschreibung ganzer Gemeinschaften von Organismen aus Massen- und Um-
weltproben erweitert. In den letzten Jahren wurde das eDNA-Metabarcoding zunehmend in ver-
schiedenen Biomonitoring-Anwendungen eingesetzt, darunter die Uberwachung der Biosicher-
heit (Pochon et al. 2017), die Bewertung von Umweltauswirkungen (Lanzén et al. 2016, Schenk
etal. 2020) oder das Okosystemmanagement (Gold et al. 2021).

Im Zuge des technologischen Fortschritts und der Erweiterung des Anwendungsspektrums
wurde jedoch eine grofde Vielfalt an methodischen Ansatzen in allen Phasen des Metabarcoding-
Arbeitsablaufs entwickelt, von der Probenahme im Feld tiber die Laborarbeit bis hin zur bioin-
formatischen Datenanalyse und -interpretation (Pawlowski et al. 2020). Dieses hohe Maf3 an
methodischer Variabilitit stellt eine Herausforderung fiir die Einfiihrung von eDNA-Erhebungen
in routinemafige Monitoring-Anwendungen dar.

Ausgehend von diesen Unzuldnglichkeiten wurden in den letzten Jahren mehrere internationale
Projekte ins Leben gerufen, um Methoden zu standardisieren und sie in Monitoringprogramme
zu integrieren (Loeza-Quintana et al. 2020, Pawlowski et al. 2020, Pilliod et al. 2019). Eine wich-
tige Initiative in Europa ist die DNAqua-Net EU COST Action (Leese et al. 2018), ein interdiszipli-
ndres Netzwerk, das Akademiker, Regulierungsbehorden, Industrie und politische Entschei-
dungstriger zusammenbringen soll, mit dem Ziel, DNA-basierte Uberwachungsinstrumente zur
Bewertung des dkologischen Status aquatischer Okosysteme in Ubereinstimmung mit der Was-
serrahmenrichtlinie (2000/60/EG) und der Meeresstrategie-Rahmenrichtlinie (2008/56/EG) zu
etablieren. Im Jahr 2019 griindeten DNAqua-Net und das Européische Komitee fiir Normung
(CEN) eine neue, standige Arbeitsgruppe innerhalb des Technischen Komitees fiir Wasserana-
lyse (CEN/TC 230), um die Entwicklung von Standards fiir die DNA-basierte Bewertung der
aquatischen Biodiversitat und deren Aufnahme in den rechtlichen Rahmen zu verfolgen.

Derzeit hinkt die Anwendung der eDNA-Analyse beim Umweltmanagement terrestrischer Oko-
systeme der bei aquatischen Okosystemen hinterher. In den letzten Jahren hat es jedoch vielver-
sprechende Fortschritte gegeben. So setzt nun beispielsweise ,LUCAS Soil“, ein gemeinsames
Programm zwischen dem Europaischen Statistischen Amt, der Generaldirektion Landwirtschaft
und der Gemeinsamen Europaischen Forschungsstelle, eDNA-Techniken ein, um die biologische
Vielfalt der europaischen Boden zu beschreiben. ,LUCAS Soil“ ist eine umfassende und regelma-
3ige Erhebung des Oberbodens, die in der gesamten EU durchgefiihrt wird, um politisch rele-
vante Statistiken iiber die Auswirkungen der Landbewirtschaftung auf die Bodeneigenschaften
zu erstellen. Im Jahr 2018 umfasste die LUCAS-Bodenerhebung zum ersten Mal die Bewertung
der biologischen Vielfalt des Bodens auf der Grundlage von eDNA-Metabarcoding, das auf ver-
schiedene taxonomische Gruppen wie Bakterien und Archaeen, Pilze, Nematoden, Arthropoden-
Mesofauna und Regenwiirmer abzielte (Orgiazzi et al. 2018). Ahnliche eDNA-basierte Projekte
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zur Uberwachung der biologischen Vielfalt wurden zum Beispiel in Australien (Bissett et al.
2016) oder Kanada (Edge et al. 2020) initiiert.

Neben der Standardisierung von Protokollen miissen auch andere spezifische Fragen angegan-
gen werden, um die Akzeptanz von DNA-basierten Methoden zu fordern und das Vertrauen in
ihre Verwendung im Rahmen der gesetzlichen Uberwachung zu stirken. Dazu gehéren nicht nur
Qualitatssicherungsfragen im Zusammenhang mit Robustheit, Replizierbarkeit und Riickverfolg-
barkeit, sondern auch praktische Beschrankungen, die Umweltmanager und Praktiker in Bezug
auf Kosten, Logistik, Sicherheit und Benutzerfreundlichkeit zu beachten haben (Bruce et al.
2021, Helbing & Hobbs 2019). Damit die eDNA-Uberwachung wirklich durchstarten kann, ist
eine kontinuierliche Zusammenarbeit zwischen Forschern, Umweltmanagern und politischen
Entscheidungstriagern erforderlich, um eine robuste und effiziente Anwendung von DNA-basier-
ten Methoden fiir den operationellen Einsatz in grofem Maf3stab zu erreichen.
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4 AP 2: Auswahl von Standorten im BDF-Programm — Pro-
benahme

4.1 Ausgewahlte Standorte

Kernstiick der praktischen Arbeit in diesem Projekt war die Beprobung von maximal 25 vorab
identifizierten Standorten in Deutschland mittels standardisierter Methoden zur Erfassung der
Lumbriciden und zweier weiterer Bodentiergruppen, gefolgt von der morphologischen und ge-
netischen Bestimmung des gefangenen Tiermaterials. Ausgehend von den im AP 1 zusammenge-
stellten Informationen (einschliefilich personlicher Kontakte zu den BDF-Betreibern) wurden
daher in diesem AP die 25 am besten in diesem Vorhaben zu beprobenden Standorte ausge-
wahlt. Besonders interessant waren dabei zum einen BDF, zu denen schon entsprechende Infor-
mationen vorlagen. Dabei war allerdings zu beachten, dass ein Gleichgewicht zwischen den drei
Hauptnutzungsklassen (Acker, Griinland, Wald) gewahrt werden sollte. Zudem wurde eine aus-
gewogene geographische Verteilung der Probenahmeflachen angestrebt. In Absprache mit dem
Auftraggeber war zudem zu priifen, ob es sinnvoll war, gut charakterisierte Standorte ohne BDF-
Status (z. B. Flachen der Bayrischen Landesanstalt fiir Landwirtschaft oder des Nationalparks
Eifel, beprobt im Rahmen des ,Edaphobase I1“-Projekts; Toschki et al. 2021a), bei der Auswahl
zu bertcksichtigen.

Abbildung 6 und Tabelle 4 enthalten eine Ubersicht iiber die ausgewihlten Standorte: ihre Land-
nutzung, geografische Lage, die Daten der erfolgten Beprobungen sowie die wesentlichen physi-
kalisch-chemischen Eigenschaften.
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Abbildung 6: Lage, Kiirzel und Landnutzung der 25 ausgewdhlten Standorte in Deutschland (Rot =
Acker, Griin = Griinland, Blau = Wald; Standortkiirzel siehe Tabelle 4)
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Tabelle 4: Liste der 25 ausgewadhlten Standorte unter Angabe von Kiirzel, Status (BDF = Boden-Dauerbeobachtungsfliche; EB = ,, Edaphobase“-Projekt),
Bezeichnungen, Bundesland (BL), Landnutzung (LN: A = Acker, G = Griinland, W = Wald), Standort, Datum der Beprobung, Koordinaten, Bo-
den-pH (CaCl,), C/N-Verhiltnis, organischer Kohlenstoff [%], Gesamtstickstoff [%] und Bodenart (BA)

Kuirzel | Status | Linder-/EB-spezifische Bezeichnung | BL | LN | Standort Datum Koordinaten (WGS 84) | pH | C/N Corg | Ntot | BA
ALM EB Almesbach Stallkoppel EB_BY11 BY G Weiden i.d. Oberpfalz | 26.05.21 | 49,681233; 12,200329 | 6,4 10,1 | 6,51 | 0,65 | Su3
BIM BDF BDF 26: Bad Bramsted SH A Bimohlen 04.11.19 | 53,923511;9,917934 5,3 15,2 3,4 0,23 | Ss
BOV BDF BF8OHABU NI W | Bovenden 18.05.21 | 51,595822;9,974223 4,2 14,0 | 29,7 | 2,12 | Ut4
BRU BDF Bruchsal BW | G Forst 22.10.19 | 49,171535; 8,573805 6,7 16,2 | 2,92 16 | IS
EUT BDF BDF 20: Wiistenfelde SH W | Eutin 05.11.19 | 54,179276; 10,641967 | 4,4 15,2 | 7,06 | 0,47 | Sl4-Ls3
FIS EB Fichte Siid EB_NW12 NW | W | Monschau 10.10.19 | 50,52131; 6,34056 3,0 20,0 | 17,0 | 0,83 | Uls
GAL EB Galgenberg EB_ST31 ST G Elbingerode 16.10.19 | 51,773793; 10,814907 | 6,1 12,3 | 10,1 | 0,83 | Us
GHU EB GroRenhil In der Huh EB_BY33 BY | A | Thurnau 26.10.18 | 49,978414; 11,358906 | 5,8 9,211,721 0,19 | Ut2
KAN BDF BDF 1: Kandel/Schaidt RP W | Kandel 29.10.19 | 49,022290; 8,105280 3,4 14,6 | 7,47 | 0,51 | Su2
KLK EB Klein-Krauscha EB_SN34 SN A NeiBeaue 20.10.21 | 51,25657; 14,94617 4,2 (11,98 | 2,29 | 0,19 | Su2
KUM EB Kimmelwiese EB_ST21 ST G Braunlage 30.10.18 | 51,713757;10,662652 | 4,7 11,7 | 9,10 | 0,78 | Ut2
LIS BDF BDF 6606-0186: Saarlouis-Lisdorf SL A Lisdorf 09.10.19 | 49,320666; 6,763109 6,7 19,2 | 3,64 | 0,19 | Ut3
MER BDF BDF 2: Merzalben RP W | Merzalben 29.10.19 | 49,242356; 7,790209 3,5 17,0 | 6,79 | 0,40 | SI3
NEU BDF BDF014-L Neuhé&userfelde NI A Neuhaus 04.11.19 | 53,810873; 9,028747 5,6 10,2 | 0,86 | 0,09 | Uls
PAU BDF BDF 17: Paulinenaue BB G Paulinenaue 06.11.19 | 52,655927;12,746113 | 6,3 12,3 | 34,2 | 2,78 | n.a.
POS BDF BDF 19 Possen (POSS) TH W | Sondershausen 31.10.18 | 51,343192; 10,858749 | 4,1 17,3 6,9 0,4 | Ut4
SBU EB Schlegeler Buchberg EB_SN22 SN W | Zittau-Schlegel 20.10.21 | 50,96841; 14,84632 4,9 | 13,90 | 14,7 | 1,05 | Su4
SHG BDF BDF 53: F-SH2 (Schwanheim Il) HE | G Kelsterbach 18.10.19 | 50,094220; 8,567582 6,6 9,3 13,22 | 0,34 | Ls3
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Kurzel | Status | Lander-/EB-spezifische Bezeichnung | BL | LN | Standort Datum Koordinaten (WGS 84) | pH | C/N Corg | Ntot | BA
SHW | BDF BDF 52: F-SH1 (Schwanheim 1) HE | W | Kelsterbach 18.10.19 | 50,081072; 8,569127 35| 10,7 | 6,66 | 0,61 | Lu
SLT BDF BDF-L Nr. 24 Silstorf MV | A | Sulstorf 03.11.21 | 53,507608; 11,385792 | 5,4 | 12,5 1,10 | 0,09 | Ss
TRO BDF Trochtelfingen BW | A | Trochtelfingen 23.10.19 | 48,357624;9,249132 5,8 na.| na.| na.|Tl
WBU EB Waichterbuche EB_NW21 NW | W | Monschau 10.10.19 | 50,54022; 6,33821 3,4 17,4 | 15,1 | 0,86 | Uls
WOL | BDF BDF 13 Wolferschwenda (WSWE) TH | A | Wolferschwenda 15.10.19 | 51,229550; 10,811587 | 6,1 80| 16| 0,2 | Ut4
ZEC BDF BDF 28: Zeckerin BB | G | Zeckerin 21.10.21 | 51,721298; 13,615597 | 6,3 | 10,4 | 6,5 0,63 | SI3
ZIN BDF BDF-L Nr. 5 Zingst MV | G | Zingst 03.11.21 | 54,430655; 12,734537 | 4,9 | 12,2 | 1,64 | 0,13 | Ss

Datenquellen der Bodendaten (pH, C/N, Corg, Ntot, BA): Status EB = Toschki et al. (2021a); BIM = Woloszczyk et al. (2018); BOV = Nordwestdeutsche Forstliche Versuchsanstalt; BRU, TRO = Landes-
anstalt fir Umwelt Baden-Wirttemberg; EUT = Woloszczyk et al. (2019); KAN, MER = Forschungsanstalt fir Waldokologie und Forstwirtschaft Rheinland-Pfalz; LIS = Landesamt fir Umwelt- und
Arbeitsschutz Saarland; NEU = Landesamt fiir Bergbau, Energie und Geologie Niedersachsen; PAU, ZEC = Landesamt fir Umwelt Brandenburg; POS, WOL = Landesamt fiir Umwelt, Bergbau und
Naturschutz Thiiringen;-SHG, SHW = Hessisches Landesamt fuir Naturschutz, Umwelt und Geologie; SLT, ZIN = Landesamt fiir Umwelt, Naturschutz und Geologie Mecklenburg-Vorpommern; n.a. =
nicht verfiigbar
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4.2 Ausgewadhlte Organismengruppen

Der zweite Schwerpunkt dieses APs lag auf der Auswahl der zu bearbeitenden Tiergruppen. Ne-
ben den aufgrund der Leistungsbeschreibung und ihres guten Bearbeitungsstands und ihrer ho-
hen funktionalen Wertigkeit (z. B. Van Groeningen et al. 2016) vorab feststehenden Regenwiir-
mern wurden zwei Gruppen der Mesofauna ausgewahlt. Kriterien dafiir waren zum Beispiel die
jeweilige taxonomische Diversitat, die 6kologische Rolle der jeweiligen Tiere, das Vorkommen
von Schliisselarten, ihre Empfindlichkeit gegentiber anthropogenen Stressoren oder der Stand
der Bearbeitung (z. B. Faber et al. 2013, Ruf et al. 2013, Griffiths et al. 2016, Stone et al. 2016).
Dariiber hinaus waren aber auch die Praktikabilitit ihrer Erfassung (z. B. sind dafiir Standard-
methoden verfligbar?) und Bestimmbarkeit (z. B. wie viele Barcoding-Daten liegen fiir die jewei-
lige Gruppe vor?) zu beriicksichtigen. Mogliche Kandidaten waren aufgrund der verfiigbaren In-
formationen zum Vorkommen und zum Bearbeitungsstand insbesondere die Collembola
(Springschwinze) (Sousa et al. 2006) oder die Enchytraeidae (Kleinringelwiirmer) (Schmelz &
Collado 2010). Weitere potenziell zu berticksichtigende Gruppen waren aus der Makrofauna die
Diplopoda (Tausendfiifier), Chilopoda (Hundertfiif3er) und Isopoda (Asseln), wahrend aus der
Mesofauna Oribatida (Horn- oder Moosmilben) und Gamasina (Raubmilben) in Frage kamen.
Eine Sonderstellung nahmen die funktional bedeutsamen und taxonomisch sehr heterogenen
Fadenwiirmer (Nematoda) ein, da deren Nutzung aufgrund ihrer hohen Diversitat schwierig ist.
In Absprache mit dem Auftraggeber wurden zusatzlich zu den Regenwiirmern die Collembolen
und Enchytraeiden fiir die Untersuchungen ausgewahlt, auch da diese bereits im Rahmen des
deutschen BDF-Programms in einigen Bundesldandern untersucht wurden (siehe Abschnitt
3.1.1).

4.3 Pilotstudie

Bei der Diskussion des praktischen Vorgehens zu Beginn des Vorhabens wurde klar, dass die
vorhandenen technischen Erfahrungen fiir eine optimale Durchfiihrung eines bodenbiologischen
Monitoringprogramms und speziell das dabei zu verwendende Testdesign nicht ausreichend
waren. Daher wurde beschlossen, noch im Herbst 2018 eine Pilotstudie auf drei Probenahmefla-
chen mit jeweils unterschiedlicher Nutzung (Wald, Griinland, Acker) durchzufiihren. Ausgehend
von den dabei gemachten Erfahrungen wurde dann ein Standarddesign definiert, das an den iib-
rigen 22 Probenahmeflachen angewandt wurde. Dabei standen die folgenden Fragen im Mittel-
punkt des Interesses:

» Wie viele einzelne Bodenproben miissen fiir die Untersuchung einer eDNA-Probe vereinigt
werden?

» Wie weit differieren die Ergebnisse zur Diversitat der Organismengruppen in Abhangigkeit
von der Beprobung (klassische Morphologie, comDNA und eDNA)?

» Tragen die Proben verschiedener Bodenschichten (0 - 5 cm, 5 - 10 cm) unterschiedliche In-
formationen zum Gesamtergebnis der Collembolen- und Enchytraeidenbepobung bei?

» Wird fiir die drei Landnutzungsformen ein unterschiedliches Beprobungsdesign benotigt?

Zudem wurden wahrend der Pilotstudie die Organisation und Durchfiihrung der praktischen Be-
probung (einschlief3lich der Handhabung und Verschickung der Proben) sowie die Kommunika-
tion zwischen den Partnern unter realen Bedingungen trainiert. Es wurden drei Standorte aus-
gewdhlt, deren Bodeneigenschaften sowie die Diversitit der drei ausgewahlten Organismen-
gruppen aufgrund fritherer Beprobungen bekannt sein sollten. Konkret handelte es sich um:
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1. Kalk-Acker-Standort: Grof3enhiil in der Huh (GHU; Bayern), mehrfach im Rahmen des
»Edaphobase I1“-Projekts beprobt (Toschki et al. 2021a);

2. Buchenwald-Standort: Possen (POS; Thiiringen); bisher zweimal im Rahmen von Unter-
suchungen des Thiiringer Landesamts beprobt (Jansch et al. 2016, unveroffentlicht);

3. Goldhaferwiesen-Standort: Kimmelwiese (KUM; Sachsen-Anhalt), mehrfach im Rahmen
des ,Edaphobase I1“-Projekts beprobt (Toschki et al. 2021a).

4.3.1 Probenahme und Arbeitsablauf

Die technische Durchfiihrung der Probenahme erfolgte mittels Standardmethoden ISO 23611-1
(Regenwiirmer; ISO 2018; Abschnitt 4.3.2), ISO 23611-2 (Collembolen; ISO 2006; Abschnitt
4.3.4), bzw. ISO 23611-3 (Enchytraeiden; ISO 2007; Abschnitt 4.3.3) im Herbst 2018, wobei mit
Ausnahme der Regenwiirmer (Tiefe der Handauslese: 0 - 20 cm) zwei Bodentiefen unterschie-
den wurden: 0 - 5 und 5 - 10 cm. Zehn Bodenproben (@ 5 cm) wurden fiir die Enchytraeiden
(kombiniert fiir die morphologische Bestimmung sowie das comDNA-Metabarcoding) und 20
Bodenproben fiir die Collembolen (jeweils 10 fiir die morphologische Bestimmung und 10 fiir
das comDNA-Metabarcoding) genommen. Jede Bodenprobe wurde jeweils in eine obere und un-
tere Halfte geteilt (bzw. im Wald in die Streulage sowie den mineralischen Oberboden). Fiir Re-
genwlrmer wurden 5 Proben (Handauslese kombiniert mit Allylisothiocyanat (AITC)-Austrei-
bung) pro Standort genommen, ebenfalls kombiniert fiir die morphologische Bestimmung bzw.
das comDNA-Metabarcoding (Abbildung 7).

Die Anwendung von sowohl morphologischer Bestimmung als auch comDNA-Metabarcoding an-
hand desselben Probenmaterials war bei den Oligochdten moglich, nicht jedoch bei den Collem-
bolen. Bei den Regenwiirmern ist das gleiche Individuum bzw. Teile davon mittels beider Metho-
den bestimmbar, da fiir die morphologische Bestimmung insbesondere das Kopfende und das
Clitellum verwendet werden, wahrend fiir das Metabarcoding nur jeweils ein Gewebefragment
des Hinterkorpers abgetrennt wurde, d. h. die jeweils verwendeten Segmente hatten keine Be-
deutung fiir die taxonomische Bestimmung (siehe Abschnitt 4.3.2.3). Bei den Enchytraeiden
wurden die zuvor morphologisch bestimmten Individuen vollstandig fiir das comDNA-Metabar-
coding verwendet (siehe Abschnitt 4.3.3.3). Bei den Collembolen waren jedoch die bei der im
Rahmen dieses Vorhabens angewendeten morphologischen Bestimmungsmethode bearbeiteten
Individuen nicht mehr fiir ein comDNA-Metabarcoding verwendbar (siehe Abschnitt 4.3.4.2), so
dass hier zwei getrennte Probensatze erforderlich waren.

Zusatzlich wurden 60 Bodenproben (@ 5 cm, 0 - 20 cm) fiir die gesamte eDNA-Extraktion an den
gleichen Standorten genommen. Bei der Beprobung wurden Schlagsonden verwendet, die mit
Bohrhiilsen ausgestattet waren, die fiir jede Bodenprobe (Enchytraeiden & Collembolen) bzw.
jede eDNA-Mischprobe gewechselt wurden, sodass eine Kreuzkontamination zwischen den
Standorten ausgeschlossen werden konnte. Die insgesamt 90 Bodenkerne wurden in einem Ab-
stand von einem Meter anhand eines vorab festgelegten Schemas auf einer Flaiche von 8 m x 9 m
(Abbildung 7) genommen, um eine méglichst reprasentative Untersuchung der jeweiligen Flache
zu gewdhrleisten (Abbildung 8). Die weitere Umsetzung der Pilotstudie folgte dem in Abbildung
9 und Abbildung 10 schematisch dargestellten Arbeitsablauf. Alle Proben wurden zunachst ins
Labor der ECT verbracht. Die Proben fiir die Collembolen und Enchytraeiden wurden zeitnah an
die jeweiligen Labors in Portugal (Collembolen, CloverStrategy) Spanien (Enchytraeiden, Riidi-
ger M. Schmelz) zur Extraktion und weiteren Verarbeitung verschickt. Die Verarbeitung der
eDNA-Proben bei der ECT erfolgte nach dem in Abbildung 11 dargestellten Schema: Zunachst
wurden die 60 Bodenkerne in drei Bodenschichten (0 - 5,5 - 10 & 10 - 20 cm) unterteilt. Pro
Schicht wurden 5 Mischproben aus 4, 8, 12, 16 und 20 individuellen Bodenproben hergestellt.
Die Mischproben fiir die Bodenschichten 0 bis 5 cm und 5 bis 10 cm wurden zu einem Drittel auf
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die Regenwiirmer und zu zwei Dritteln auf die Collembolen und Enchytraeiden aufgeteilt. Von
den Mischproben der 10 bis 20 cm-Schicht wurde ein Drittel fiir die Regenwiirmer separiert und
die librigen zwei Drittel verworfen. Die drei Bodenschichten pro Mischprobe fiir die Regenwiir-
mer wurden in der Folge wieder zu einer gemeinsamen eDNA-Probe zusammengefiihrt. Ziel die-
ses Vorgehens war, eine Vergleichbarkeit mit den fiir die morphologische Bestimmung und die
comDNA der jeweiligen Organismengruppe verwendeten Probentiefen herzustellen, bei gleich-
zeitiger Minimierung der pro Standort zu entnehmenden Bodenkerne. Damit lagen schliefdlich
15 eDNA-Proben pro Standort vor, die bei der ECT zunadchst mittels eines Phosphatpuffers extra-
hiert wurden, wobei ein Protokoll der Universitat Aarhus verwendet wurde (Abschnitt 4.3.5).
Die hierbei gewonnen Extrakte wurden zur weiteren Bearbeitung an die Universitat Aarhus ge-
schickt. Dort erfolgte die weitere Extraktion der eDNA mittels ,NucleoSpin® Soil“ Kit und die
Verschickung an AllGenetics zur Sequenzierung fiir die Identifikation der Oligochéaten. Die Her-
stellung und Verschickung der comDNA-Proben (fiir Collembolen an die Universitat Aarhus, fir
Oligochaten an AllGenetics) erfolgte durch die Labors, die auch fiir die morphologische Bestim-
mung der jeweiligen Organismengruppe (Regenwiirmer: ECT, Collembolen: CloverStrategy,
Enchytraeiden: Riidiger M. Schmelz) verantwortlich waren. Schlieflich wurden die comDNA-
und eDNA-Proben an der Universitiat Aarhus bzw. AllGenetics sequenziert und die Ergebnisse
mit denen der morphologischen Bestimmung verglichen.

Abbildung 7: Schematische Darstellung einer Probenahmefldche in der Pilotstudie

B Tm l Regenwurm-Probe
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Quelle: eigene Darstellung, ECT Oekotoxikologie GmbH
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Abbildung 8: Probenahmeschema der Bodenkerne in der Pilotstudie. Abstand der Punkte: 1 m
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Quelle: eigene Darstellung, ECT Oekotoxikologie GmbH

Abbildung 9:  Erlauterung zum schematisierten Arbeitsablauf bei der Probenahme in der Pilotstu-
die (siehe folgende Abbildung)
o ) AllGenetics
Organisationen
CloverStrategy
— [ ECT Oekotoxikologie
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Arbeitsschritt, durchgefiihrt von: &
_ B  Universitit Aarhus
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Lumbricidae
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Quelle: eigene Darstellung, ECT Oekotoxikologie GmbH
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Abbildung 10: Schematisierter Arbeitsablauf bei der Probenahme in der Pilotstudie
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Quelle: eigene Darstellung, ECT Oekotoxikologie GmbH
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Abbildung 11: Auftrennung der eDNA-Proben in einzelne Bodenschichten und Herstellung von Mischproben

Probenahme von 60 eDNA Bodenkernen (@ 5 cm, 0-20 cm) pro Standort

Transport in ECTs Labor = Teilung in drei Bodenschichten (0-5, 5-10 & 10-20 cm)
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Quelle: eigene Darstellung, ECT Oekotoxikologie GmbH
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4.3.2 Regenwirmer

4.3.2.1 Erfassungim Freiland

Die Beprobung der Lumbriciden erfolgte nach dem ISO-Standard 23611-1 (ISO 2018): ,Hand-
auslese und Extraktion von Regenwiirmern®. Bei der Beprobung wurde pro Standort an jeweils
fiinf Stellen um die Flache zur Entnahme der Bodenkerne (Abbildung 8) herum der Oberboden
(inklusive Streuschicht, wenn vorhanden) auf einer Flache von 50 cm x 50 cm (= % Quadratme-
ter) bis zu einer Tiefe von 20 cm mit Hilfe eines Spatens ausgestochen. Das ausgestochene Bo-
denmaterial wurde kurzfristig in einer Plastikwanne gelagert und direkt am Entnahmeort mit-
tels Handauslese durchsucht. Parallel dazu wurden zur Extraktion tiefgrabender Regenwiirmer
51einer 0,01%igen AITC-Losung mit einer Gief3kanne in das ausgehobene Probenloch gegossen
(in mehreren Schiiben, je nach Bodendichte und Bodenbeschaffenheit). Alle gefundenen Regen-
wiirmer wurden in vorbereitete Plastikgefafde, gefiillt mit 70%igem Ethanol, iiberfiihrt und so
fixiert. Nach Abschluss beider Beprobungsmethoden wurde das ausgestochene Loch mit dem
durchsuchten Bodenmaterial verfiillt.

4.3.2.2 Probenaufbereitung und morphologische Bestimmung

Die gesammelten Regenwiirmer wurden ins Labor der ECT transportiert. Nach dem Eingang der
Proben wurden die Regenwiirmer erneut in 70%igen Ethanol umgesetzt. Alle adulten und sub-
adulten Exemplare wurden unter dem Binokular auf Artebene und die meisten Juvenile auf Gat-
tungsebene bestimmt. Das Summengewicht aller Individuen per Art wurde gemessen. Parallel
dazu wurde die Zugehorigkeit zu einer der drei 6kologischen Gruppen festgehalten (Bouché
1977).

Die morphologische Bestimmung der Regenwiirmer erfolgte anhand des Schliissels von Sims &
Gerard (1999), wobei in Zweifelsfillen Graff (1953), Bouché (1972) oder Csuzdi & Zicsi (2003)
konsultiert wurden. Hinsichtlich der Nomenklatur folgten wir Lehmitz et al. (2014). Das Proben-
material befindet sich im Bestand der ECT in Florsheim.

4.3.2.3 Herstellung der comDNA-Proben

Nach der Wagung wurden bei jedem individuellem Regenwurm ein Gewebefragment von etwa 1
bis 3 mm aus dem hinteren Teil des Korpers (moglichst unter Vermeidung des Verdauungs-
trakts) entnommen. Die gesammelten Gewebefragmente wurden in einem 2-ml Probengefaf3 zu-
sammengefiihrt und mit 96%igem Ethanol auf ein Volumenverhaltnis von 3 : 1 Ethanol : Gewebe
aufgefiillt. Proben, die viele Regenwiirmer enthielten, wurden auf mehrere Probengefifie aufge-
teilt. Anschliefiend wurden die Probengefifie im Kiihlschrank bis zur Versendung gelagert.

4.3.3 Enchytraeiden

4.3.3.1 Erfassungim Freiland

Die Beprobung der Enchytraeiden erfolgte nach dem ISO-Standard 23611-3 (ISO 2007): ,Pro-
benahme und Bodenextraktion von Enchytraeen®. Dazu wurden pro Standort innerhalb einer

8 m x 9 m Flache (Abbildung 8) jeweils 10 Einstiche mit einem Stechbohrer (@ 5 cm) vorgenom-
men. Die im Rahmen der Pilotstudie ausgestochenen Bodenproben wurden in zwei Tiefenstufen
unterteilt: 0 bis 5 cm bzw. 5 bis 10 cm, um dann getrennt bearbeitet und ausgewertet zu werden.
Fiir die spatere Auswertung im Rahmen der Hauptstudie wurden die dabei gewonnenen Daten
wiedervereinigt, da in diesem Vorhaben generell auf eine getrennte Auswertung der Boden-
schichten verzichtet wurde. Allerdings kdnnen die jeweiligen Daten pro Bodenschicht spater ge-
trennt ausgewertet werden, wenn ein entsprechendes Interesse an dieser Fragestellung besteht.
An den untersuchten Waldstandorten stellte die obere Tiefenstufe die Streuschicht (ohne den L-
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Horizont) dar, wiahrend die untere Probe die obersten 5 cm des Mineralbodens enthielt. Jede
Teilprobe wurde in einen eigenen Plastikbeutel tiberfiihrt und dieser sofort verschlossen. Alle
Proben eines Standortes wurden in eine Styroporkiste gefiillt und in das Labor der ECT trans-
portiert und zeitnah an das Labor von Riidiger M. Schmelz verschickt. Die durch die Bodenkern-
entnahme entstandenen Locher wurden mit umliegendem Material verfiillt.

4.3.3.2 Probenaufbereitung und morphologische Bestimmung

Im Labor von Ridiger M. Schmelz wurden die Enchytraeiden aus dem Streu- bzw. Bodenmate-
rial per Nassextraktion mit Warme ausgetrieben. Gekiihlte Proben wurden vorher 12 h an die
Zimmertemperatur adaptiert (21 °C). Die Wasserung erfolgte {iber einen Zeitraum von 6 Stun-
den, die Hitzequelle wurde nach 2 Stunden eingeschaltet, und das Wasser innerhalb von 4 Stun-
den auf ca. 40 °C erhitzt. Die extrahierten Tiere wurden in Wasser gekiihlt und nach Proben ge-
trennt aufbewahrt und innerhalb von max. 3 Tagen lebend und einzeln unter dem Mikroskop be-
stimmt. Die Bestimmung der Enchytraeiden erfolgte anhand des Schliissels von Schmelz & Col-
lado (2010) unter Hinzuziehung von taxonomischen Originalpublikationen. Bestimmungsniveau
war die Art, mit Ausnahme einiger juveniler Exemplare der Gattung Fridericia. Die Abundanz so-
wie das jeweilige Altersstadium wurden individuell notiert (juvenil - subadult - adult). Refe-
renzexemplare von Altersstadien jeder Art wurden fiir eine spatere Biomasse-Abschatzung der
Arten individuell vermessen. Nach erfolgter Bestimmung wurden die Tiere lebend in Wasser zu-
riickgefiihrt.

Bei bisher unbekannten bzw. noch nicht beschriebenen Arten wurden noch vor der Herstellung
der comDNA-Proben (s. u.) Referenzexemplare abgezweigt und separat fiir eine spatere Sanger
DNA-Sequenzierung oder fiir morphologische Studien fixiert: entweder in heifier Bouin'scher
Losung mit Aufbewahrung in 70%igem Ethanol (morphologische Exemplare) oder in aufsteigen-
der Ethanolreihe (s. u.) fiir Sanger DNA-Sequenzierung. Einige Exemplare aus der Gattung
Enchytraeus wurden lebend in kleine, mit Boden (vom jeweiligen Fangstandort) gefiillte Pet-
rischalen gesetzt, um entsprechende Kulturen zu etablieren. Exemplare dieser Kulturen kdnnen
fiir weitere Untersuchungen, z. B. in Richtung auf eine ,Full-Genome-Analysis‘ genutzt werden. In
dem letztgenannten Bereich gibt es bereits eine informelle Zusammenarbeit mit dem Sencken-
berg-Museum Frankfurt (Dr. M. Balint; LOEWE-Zentrum fiir Translationale Biodiversitatsgeno-
mik, Senckenberg-Museum, Frankfurt).

4.3.3.3 Herstellung der comDNA-Proben

Nach erfolgter taxonomischer Bestimmung aller Individuen einer Probe wurden die Tiere ge-
meinsam in aufsteigender Ethanolreihe zunéchst andsthesiert (5 - 10 %), sodann fixiert (70 %)
und schlief3lich in absolutem Ethanol (100 %) separat konserviert. Dieses Gemisch aus extra-
hierten und identifizierten Individuen einer Probe bildete die Grundlage fiir die comDNA-Ex-
traktion. Es lag somit fiir jede Bodenprobe genau eine Gesamtprobe mit Enchytraeiden fiir die
comDNA-Extraktion vor.

4.3.4 Collembolen

4.3.4.1 Erfassungim Freiland

Die Beprobung der Collembolen erfolgte nach dem ISO-Standard 23611-2 (ISO 2006): ,Proben-
ahme und Extraktion von Mikroarthropoden (Collembolen und Milben)“. Dazu wurden pro
Standort innerhalb einer 8 m x 9 m Flache (Abbildung 8) jeweils 20 Einstiche mit einem Stech-
bohrer (@ 5 cm) vorgenommen, 10 Bodenproben fiir das DNA-Metabarcoding der Gemeinschaft
(comDNA) und weitere 10 Bodenproben fiir die klassische morphologische Bestimmung der Col-
lembolen. Die aus der Pilotstudie (Standorte KUM, POS und GHU) erhaltenen Bodenproben
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wurden in zwei Schichten (0 - 5 cm und 5 - 10 cm) unterteilt, um die vertikale Verteilung der
Mikroarthropoden in den beiden Bodenschichten zu untersuchen. Die nachfolgenden Bodenpro-
ben von den librigen 22 Standorten wurden als eine einzige Bodenschicht (0 bis 10 cm) verar-
beitet.

4.3.4.2 Probenaufbereitung und morphologische Bestimmung

In jeder Bodenprobe wurden Mikroarthropoden in einem MacFadyen-Extraktor mit einer obe-
ren Extraktionstemperatur von 45 °C iiber 4 Tage extrahiert. Die Individuen aus Bodenproben
zur taxonomischen Identifizierung wurden direkt in 50-ml R6hrchen mit etwa 10 ml einer 70%i-
gen Ethanoll6sung extrahiert. Die aus jeder Bodenprobe extrahierten Individuen wurden mit
Hilfe eines Stereomikroskops in Gruppen sortiert. Die Milben aus jeder Probe wurden sortiert,
gezahlt und separat in Eppendorf-Réhrchen gelagert. Dasselbe wurde fiir die Collembolen bis
zur taxonomischen Bestimmung getan. Der Rest der extrahierten Organismen wurde in seiner
Gesamtheit gezahlt und verworfen.

Die taxonomische Bestimmung der Collembolen auf Artniveau wurde unter einem Binokular-
Mikroskop durchgefiihrt. Der Prozess beinhaltete das Montieren der Praparate auf mikroskopi-
sche Objekttrager in Milchsdure. Nach dem Auflegen des Deckglases (Lamelle) und dem Ausrich-
ten der Praparate wurde der Objekttrager in einer elektrischen Platte erhitzt, bis der Kérper des
Tieres vollstandig aufgequollen war und ein permanenter Objekttrager prapariert wurde (z. B.
Martins da Silva et al. 2016, Daghighi et al. 2016, Nascimento et al. 2019, Raymond-Leonard et al.
2019). Die Collembolen wurden anhand der taxonomischen Schliissel und publizierten Arbeiten
von Bretfeld (1999), Dunger & Schlitt (2011), Hopkin (2007), Jordana (2012), Jordana et al.
(1997), Potapov (2001) und Thibaud et al. (2004) bestimmt. Die Bestimmung wurde noch durch
die auf der Website www.Collembola.org verfiigbaren Online-Bestimmungsschliissel erganzt,
konkret fiir die Artbestimmung der Gattungen Lepidocyrtus Bourlet, 1839 und Pseudosinella
Schiffer, 1897.

4.3.4.3 Herstellung der comDNA-Proben

Die Individuen aus Bodenproben fiir das DNA-Metabarcoding (comDNA-Proben) wurden direkt
in 50-ml Réhrchen mit etwa 10 ml einer 96%igen Ethanollésung extrahiert. Diese Extrakte wur-
den durch Sortieren der Individuen in 2-ml-Réhrchen mit einer 96%igen Ethanolldsung gerei-
nigt und dann an die Universitat Aarhus (Danemark) geschickt, um dort mit der Metabarcoding-
Methode fortzufahren.

4.3.5 eDNA-Extraktion aus Bodenproben

Das im Rahmen dieses Vorhabens eingesetzte Extraktionsverfahren basiert auf der Methode von
Taberlet et al. (2012c, 2018) bzw. Pansu et al. (2015). Damit kénnen auch grofde Bodenmengen
(mehrere kg) bearbeitet werden. Im ersten Schritt wurde die jeweilige eDNA-Mischprobe im La-
bor der ECT mittels einer 0,12 M phosphatgepufferten Salzlosung (PBS; Na;HPO,4 : NaH;PO, =
5,3 :94,7) extrahiert. Der pH-Wert der Losung wurde auf = 8,0 eingestellt. Die verwendeten Ma-
terialien wie Weithalsflasche, Trichter, Loffel, Glasstab, Schere, Pipettenspitzen sowie die Phos-
phatpufferlosung wurden vor Gebrauch autoklaviert. Die Arbeitsflache, Pipetten sowie das Ge-
stell fiir die vorbereiteten Pipettenspitzen wurden mit Bleichmittel (0,05 % NaClO) und Ethanol
(70 %) gereinigt. Zusatzlich wurden Arbeitsfliche und Materialien fiir ca. 15 min ultraviolettem
Licht ausgesetzt. Die eDNA-Mischprobe wurde unter dem Abzug in die Extraktions-Flasche tiber-
fithrt und eine Menge Phosphatpufferlésung entsprechend dem Gewicht der Bodenprobe hinzu-
gefiigt, z. B. wurden 1700 g Boden (Frischgewicht) mit 1700 ml Pufferlésung versetzt. Die Mi-
schung wurde mit einem Glasstab umgeriihrt und bei 400 U/min fiir 15 min geriihrt. Ein Volu-
men von ca. 200 ml des Phosphatpuffers ohne Boden als Negativkontrolle (NC) wurde ebenfalls
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fiir 15 min geschiittelt. Die NC wurde fiir jeden Ansatz des Phosphatpuffers hergestellt. Die ver-
wendeten Eppendorf-Pipetten wurden mit Parafilm umwickelt, um eine Kontamination mit DNA
zu vermeiden. Direkt nach dem Schiitteln (die Losung sollte sich nicht absetzen) wurden pro
Probe jeweils 10-mal 1,8 ml des Uberstands sowie pro Arbeitstag zweimal 1,8 ml der NC in 2-ml
Eppendorf-Réhrchen pipettiert. Die R6hrchen wurden bei < -18 °C im Tiefkiihler aufbewahrt.
Vier der 10 Replikate wurden zur weiteren Bearbeitung auf Trockeneis an die Universitit Aar-
hus verschickt, und sechs Riickstellproben verblieben bei der ECT. An der Universitat Aarhus
wurden die Proben in den erhaltenen Eppendorf-R6hrchen aufgetaut und bei 1000 G fiir 10 min
zentrifugiert. 700 pl des Uberstands wurden in neue Eppendorf-Réhrchen iiberfiihrt und die
DNA mit dem , NucleoSpin® Soil“ Kit extrahiert.

4.3.6 DNA-Metabarcoding-Analyse von eDNA-Bodenextrakten und comDNA-Proben
beim Unterauftragnehmer AllGenetics

4.3.6.1 Material und Methoden

4.3.6.1.1 Probenahme und DNA-Isolation

Die comDNA aus den Lumbriciden-Proben wurde mit dem ,NZY Tissue gDNA Isolation Kit"
(NZYTech, Lissabon, Portugal) isoliert und in einem Endvolumen von 100 pl resuspendiert. Die
DNA-Isolierung aus den Enchytraeiden-Proben erfolgte mit einem fiir kleine Proben optimierten
Kit (Quick-DNA Microprep Plus Kit, Zymo Research). Die DNA wurde in einem Endvolumen von
20 pl resuspendiert. Bei jeder DNA-Extraktion wurde eine Leerprobe mitgefiihrt und wie eine
normale Probe behandelt, um eine Kreuzkontamination auszuschlief3en. Die eDNA-Proben fiir
die Oligochiten wurden zuvor vom Unterauftragnehmer Universitat Aarhus extrahiert (siehe
Abschnitt 4.3.5) und inklusive 4 Negativkontrollen an AllGenetics geschickt.

4.3.6.1.2 Vorbereitung und Sequenzierung von DNA-Metabarcoding-Bibliotheken

Sowohl Lumbriciden- als auch Enchytraeiden comDNA- und eDNA-Bibliotheken wurden durch
Amplifikation eines 363-bp-Fragments der COI mit den Primern ,MetaSOL mlCOIintF“ (5' GGW
ACW GGD TGA ACW GTW TAY CCH CC 3") und ,MetaSOL HC02198“ (5 TAW ACT TCW GGG TGW
CCR AAR AAY CA 3') (entwickelt von AllGenetics und modifiziert basierend auf Leray et al. 2013)
erzeugt. Die [llumina-Sequenzierungs Primer-Sequenzen wurden an die 5'-Enden der PCR-Pri-
mer angehdngt. PCRs wurden in einem Endvolumen von 25 pl durchgefiihrt, das 1 pl Template-
DNA, 0,5 uM der Primer, 12,5 pl ,,Supreme NZYTaq Il 2x Green Master Mix“ (NZYTech, Lissabon,
Portugal) und Reinstwasser bis zu 25 pl enthielt. Die Reaktionsmischung wurde wie folgt inku-
biert: anfangliche Denaturierung bei 95 °C fiir 5 Minuten, gefolgt von 25 Zyklen von 95 °C fiir 30
Sekunden, Primerhybridisierung bei 50 °C fiir 30 Sekunden, 72 °C fiir 30 Sekunden und einem
abschliefsenden Elongationsschritt bei 72 °C fiir 10 Minuten. Die Indexsequenzen, die fiir das
Multiplexen verschiedener Bibliotheken im gleichen Sequenzierpool erforderlich sind, wurden
in einer zweiten PCR-Runde mit identischen Bedingungen, aber nur 5 Zyklen und 60 °C als Hyb-
ridisierungstemperatur, angefiigt. Einen schematischen Uberblick iiber den Prozess der Biblio-
theksvorbereitung gibt Abbildung 12. Eine Negativkontrolle, die keine DNA enthielt, wurde zur
Uberpriifung auf Kontamination wihrend der Bibliotheksvorbereitung mitgefiihrt. Die Bibliothe-
ken wurden auf 2%igen Agarosegelen mit, GreenSafe“ (NZYTech, Lissabon, Portugal) gefarbt
und unter ultraviolettem (UV) Licht abgebildet, um die Grofie der Bibliothek zu verifizieren. Die
Bibliotheken wurden mit den ,Mag-Bind RXNPure Plus“ Magnetbeads (Omega Bio-tek, Norcross,
USA) gereinigt. Anschlief3end wurden sie in &quimolaren Mengen entsprechend den Quantifizie-
rungsdaten des ,,Qubit dsDNA HS Assay“ vereinigt (Thermo Fisher Scientific Waltham, USA) und
mittels eines MiSeq PE300 (Illumina, San Diego, USA) sequenziert.
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Abbildung 12: Schematische Darstellung der fiir PCR1 und PCR2 verwendeten Primer. Die Positio-
nen der lllumina-Adapter, Indizes und Sequenzierprimer sind ebenfalls dargestellt

Forward  Sequencing
Adapter index primer MetaSOL mICOlintF

[ PCR?2 forward primer | I
| PCR1 forward primer |

COlI fragment studied (DNA barcode, 363 base pairs)

<] PCR1 reverse primer ]

-] PCR2 reverse primer

L I I I ;
MetaS8OL HCO2198  Sequencing Reverse  Adapter

primer index

Quelle: basierend auf Vierna et al. (2017) (modifiziert)

4.3.6.1.3 Qualitadtskontrolle und Vorverarbeitung von Sequenzierungsdaten

[llumina Paired-End-Rohdateien (FASTQ-Format) bestehen aus Vorwarts- (R1) und Rickwarts-
Reads (R2), sortiert nach Bibliothek und ihren Qualitdtsscores. Die Indizes und Sequenzierpri-
mer werden wahrend des Demultiplexing-Schrittes gekiirzt. Die Qualitdat der FASTQ-Dateien
wurde mit der Software ,FastQC“ (Andrews 2010) iiberpriift. Die Zusammenfiithrung der R1-
und R2-Reads wurde mit ,FLASH“ durchgefiihrt (Mago¢ & Salzberg 2011). Die Mismatch-Aufl6-
sung in der iiberlappenden Region (mindestens Uberlappung von 30 Basenpaaren) wurde er-
reicht, indem die Base mit der hoheren Qualitiatsbewertung beibehalten wurde. Die ,CUTA-
DAPT“-Software 1.3 (Martin 2011) wurde verwendet, um Sequenzen, die die PCR-Primer nicht
enthielten (bis zu 2 Fehlpaarungen méglich), und Sequenzen, die am Ende kiirzer als 250 Nukle-
otide waren, zu entfernen. Die Sequenzen wurden qualititsgefiltert (Phred-Qualititsscore von
mindestens 20) und mit dem im Programm ,QIIME“ (Quantitative Insights Into Microbial Eco-
logy; http://qgiime.org/) implementierten Skript ,multiple_split_libraries.py“ (Caporaso et al.
2010) gekennzeichnet. Bei diesem Schritt wird die Kennzeichnung in den Header der FASTQ-
Datei platziert und dient als Probenidentifikator, wenn die Sequenzen kombiniert werden, um
nachgelagerte Analysen durchzufiihren. Die FASTA-Datei wurde mit ,VSEARCH" bearbeitet. Die
Sequenzen wurden derepliziert (-derep_fulllength), mit dem ,Swarm®“-Algorithmus (Mahé et al.
2015) und drei verschiedenen Clustering-Schwellenwerten (von d = 1 bis d = 5) in OTUs geclus-
tert und sortiert (-sortbysize). In den Rohdaten konnen Artefakte wie Punktmutationen und Chi-
maren auftreten. Diese Artefakte, die wihrend der PCR und der Sequenzierung entstehen, kon-
nen die Anzahl der OTUs liberbewerten. Die verwendete Bioinformatik-Pipeline enthielt Filter,
die darauf abzielten, die Auswirkungen solcher Artefakte zu reduzieren. Die Erkennung von De-
novo-Chimaren wurde mit dem ,,UCHIME“-Algorithmus durchgefiihrt (Edgar et al. 2011) durch-
gefiihrt, der in ,VSEARCH" implementiert ist. Anschliefdend wurden die Sequenzen OTUs zuge-
wiesen (-usearch_global).

4.3.6.1.4 Taxonomische Zuordnung

Fiir dieses Projekt wurde eine lokale Referenzdatenbank erstellt, indem die fiir die taxonomi-
schen Zielgruppen in der BOLD-Datenbank verfiigharen COI-Sequenzdaten mit den COI-Sequen-
zen kombiniert wurden, die fiir Enchytraeidentaxa im Rahmen des Projekts ,EcoFINDERS" (Grif-
fiths et al. 2016) gewonnen wurden. Die Referenzdatenbank wurde nach Lange gefiltert, um Se-
quenzen auszuschliefden, die kiirzer als 100 bp waren, und identische Sequenzen wurden zu ei-
nem einzigen Eintrag zusammengefasst. Die taxonomische Zuordnung der OTU-Liste erfolgte
durch Abfrage der geclusterten Zentroide gegen die Referenzdatenbanken unter Verwendung
des in ,QIIME" implementierten Skripts ,,assign.taxonomy.py“ und des ,UCLUST*“-Algorithmus.
Ein entscheidender Faktor fiir die Genauigkeit der taxonomischen Bestimmung ist die
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Sequenzidentitatsschwelle, die flir den Abgleich einer reprasentativen OTU-Sequenz mit einem
Referenz-DNA-Barcode verwendet wird. Die meisten DNA-Metabarcoding-Pipelines verwenden
Standard-Identitatsschwellenwerte (in der Regel 97 %) fiir OTU-Clustering und taxonomische
Zuordnungen. Die Sequenzidentitdten zwischen Familien, Gattungen und Arten sind jedoch je
nach Taxa und DNA-Metabarcoding-Markern sehr unterschiedlich. Um die optimale Identitats-
schwelle fiir den Datensatz aus der Pilotstudie empirisch zu ermitteln, wurden 5 verschiedene
Identitatsschwellenwerte zwischen 88 % und 100 % getestet (88 %, 90 %, 94 %, 97 % und

99 %). Auf der Grundlage des Vergleichs zwischen den Ergebnissen der taxonomischen Zuord-
nungen und der Liste der Enchytraeidentaxa, die an den einzelnen Probenahmestellen morpho-
logisch identifiziert wurden, wurden 88 % als optimaler Identitdtsschwellenwert ausgewahlt,
der die Erkennung der in den DNA-Proben der Gemeinschaft tatsichlich vorhandenen Enchy-
traeidenarten maximiert. Durch die Wahl eines solchen niedrigen Schwellenwerts fiir die Se-
quenzidentitat konnen jedoch auch ,falsche’ Arten in die OTU-Liste aufgenommen werden, die in
den Proben nicht morphologisch identifiziert wurden (hier z. B. Fridericia waldenstroemi). Die
0TUs, die nach dem Schritt der taxonomischen Zuordnung nicht identifiziert werden konnten
(d. h.,Unassigned‘ OTUs), wurden mit dem ,Identification Engine System* (IDS) in der BOLD-Da-
tenbank abgefragt. Das IDS verwendet alle Sequenzen, die von 6ffentlichen und privaten Projek-
ten auf BOLD hochgeladen wurden, um die nichstliegende Ubereinstimmung mit der Abfragese-
quenz zu finden. Nur die OTUs, die mit einer Referenzsequenz in unserer lokalen Referenzdaten-
bank oder in der BOLD-Datenbank iibereinstimmten, wurden in der OTU-Tabelle gespeichert.
Daher wurden die nicht identifizierten OTUs (,Unassigned‘) aus dem Datensatz entfernt, um die
endgiiltige OTU-Tabelle zu erstellen, die die Anzahl der Sequenzen jeder OTU auflistet, die in je-
der Probe gefunden wurden.

4.3.6.1.5 OTU-Filterung

Eine weit verbreitete Strategie zur Entfernung artefaktischer Sequenzen, die typischerweise
wahrend der PCR und Sequenzierung entstehen, besteht darin, OTUs mit einer Anzahl an Kopien
unter einem bestimmten Schwellenwert zu verwerfen. Um Auswirkungen der Qualitatsfilte-
rungsstrategie auf die festgestellte Diversitdt zu bewerten, wurden zwei alternative Strategien
zur Qualitatsfilterung getestet:

» Entfernung von Singletons (OTUs mit nur einer Mitgliedssequenz im gesamten Datensatz);

» Entfernung von Singletons; Entfernung von OTUs mit einer Sequenzanzahl von weniger als
0,005 % der Gesamtzahl der Sequenzen gemaf3 Bokulich et al. (2013); und die OTUs mit ge-
ringer Abundanz jeder Probe (0,05%-Schwelle), um das ,Mistagging’-Phdanomen zu korrigie-
ren, d. h. das Ergebnis einer falschen Zuordnung der Indizes wahrend der Bibliotheksvorbe-
reitung, der Sequenzierung und/oder der Demultiplexing-Schritte (Esling et al. 2015,
Bartram et al. 2016, [llumina 2017).

Der Vergleich der OTU-Tabellen, die mit den beiden Strategien zur Qualitatsfilterung erstellt
wurden, zeigte, dass in unserem Datensatz zahlreiche OTUs mit geringer Haufigkeit echten Arten
entsprachen, die morphologisch identifiziert wurden. Eine stringente Qualitatsfilterung (z. B.
Festlegung einer Schwelle einer Mindestkopienzahl von 0,05 %) verhinderte den Nachweis zahl-
reicher Arten in den eDNA-Proben, weswegen die Artenvielfalt in einem Boden stark unter-
schitzt werden konnte. Darauf basierend wurde entschieden, fiir die Qualitatsfilterung einen
niedrigen Schwellenwert fiir die Kopienzahl oder nur die Entfernung von Singletons zu wahlen,
was die Erkennung von echten Sequenzen mit geringer Kopienzahl ermdglicht, wenn auch auf
Kosten der Beibehaltung von artefaktischen Sequenzen. Auf der Grundlage dieser Erwdgungen
wurde die folgende bioinformatische Pipeline fiir die Analyse der DNA Metabarcoding-Ergeb-
nisse aus der Pilotstudie ausgewahlt:
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1. Qualitatsfilterung der Sequenz-Reads mit einem Phred-Score von mindestens 20;

2. OTU-Clustering mit dem Swarm-Algorithmus bei d = 3, was in etwa einer Ahnlichkeits-
schwelle von 97 % entspricht;

3. Entfernung von Singletons und chimaren Sequenzen;

4. Taxonomische Zuordnung zur Referenzsequenzdatenbank mit ,VSEARCH" unter Ver-
wendung des ,UCLUST“-Algorithmus und einem Schwellenwert von 88 % Sequenzidenti-
tat.

4.3.6.1.6 Zusammenfassende Darstellungen der Taxonomie

Die OTU-Tabellen wurden in , Biological Observation Matrix“-Dateien (.biom) umgewandelt, die
direktin R 3.5.2 (R Core Team 2019) importiert wurden. UpSet-Plots (Lex et al. 2014), in denen
die Anzahl der durch morphologische Bestimmung und durch DNA-Metabarcoding, comDNA,
eDNA (Beprobungstiefe 0 - 10 cm) und eDNA (Beprobungstiefe 0 - 20 cm) an jeder Probenah-
mestelle nachgewiesenen Enchytraeiden- und Regenwurmarten verglichen wurden, wurden mit
dem Paket ,Intervene” erstellt (Khan & Mathelier 2017).

4.3.6.1.7 Vergleich der durch morphologische Bestimmung und DNA-Metabarcoding ermittelten
Zusammensetzung der Gemeinschaft

Die mit den COI- und 16S-Markern fiir die analysierten comDNA- und eDNA-Proben gewonne-
nen OTU-Tabellen wurden mit den Taxa-Listen aus den morphologischen Bestimmungen vergli-
chen. Es ist zu beachten, dass bei DNA-Metabarcoding-Daten die Anzahl der Beobachtungen der
Anzahl der Sequenzen (Reads) jeder OTU entspricht, bei morphologischen Daten dagegen der
Anzahl der in jeder Probe enthaltenen Exemplare. Die Anzahl der Exemplare pro Taxon wurde
fiir die nachgelagerten Prasenz-/Abwesenheitsanalysen auf 1 gesetzt. Die in den verschiedenen
morphologischen und comDNA-Proben erhaltene Anzahl Exemplare/Sequenzierungs-Reads
wurden pro Standort zusammengefasst. UpSet-Plots, in denen die Anzahl der Arten, die mit den
einzelnen Methoden an den einzelnen Standorten nachgewiesen wurden, wurden mit dem Paket
JIntervene“ (Khan & Mathelier 2017) erstellt.

4.3.6.1.8 Vergleich der Leistung von zwei DNA-Metabarcoding-Markern — COl und 16S — zur Ar-
tennachweis aus eDNA-Proben

Eine Teilmenge von 9 eDNA-Proben, die fiir die Probenahmestellen GHU, KUM und POS gewon-
nen wurden (siehe Tabelle 5), wurde parallel im eDNA-Center der Universitdt Aarhus (AU eDNA-
Center) analysiert, um 1) die Reproduzierbarkeit des in diesem Projekt entwickelten DNA-Meta-
barcoding-Protokolls zu bewerten und 2) die durch zwei verschiedene DNA-Metabarcoding-
Marker ermittelte Artenzusammensetzung zu vergleichen: COI und das 16S ribosomale Gen.

Die COI-DNA-Metabarcoding-Bibliotheken wurden am AU eDNA-Center mit demselben Primer-
paar wie bei AllGenetics hergestellt. Die 16S-DNA-Metabarcoding-Bibliotheken wurden mit dem
Primerpaar ewD (5' ATT CGG TTG GGG CGA CC 3") und ewE (5' CTG TTA TCC CTA AGG TAG CTT
3') erstellt (Bienert et al. 2012). Auch wenn das Primerpaar ewD / ewE speziell fiir Regenwiir-
mer entwickelt wurde, kann es auch ein breites Spektrum von Enchytraeidenarten amplifizie-
ren. Die Qualitdtskontrolle, Verarbeitung und taxonomische Zuordnung der COI- und 16S-Meta-
barcoding Sequenzierungsdaten wurden bei AllGenetics mit der oben beschriebenen bioinfor-
matischen Pipeline durchgefiihrt, mit einigen geringfiigigen Anderungen: Bei der Analyse des
16S-Datensatzes wurde der Parameter ,d’, der vom Swarm-Algorithmus zum Clustern von Se-
quenzen in OTUs dient, auf 1’ gesetzt, und die Option ,-qmask der ,VSEARCH"“-Software wurde
auf ,none‘ gesetzt, um die Filterung von Sequenzregionen mit geringer Komplexitit zu vermei-
den. Fiir die taxonomische Zuordnung der 16S OTUs wurde eine lokale Referenzdatenbank er-
stellt, die alle 16S- und vollstidndigen mitochondrialen Genome enthielt, die in der ,DNA Data-
Bank of Japan“ (DDBJ)/,European Nucleotide Archive“ (ENA)/,GenBank" Datenbank (letzter
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Zugriff: 17. Mdrz 2020) verfiigbar sind. Die reprasentativen 16S-OTU-Sequenzen wurden aus der
Referenzdatenbank mit Hilfe des Skripts ,assign taxonomy.py*“ abgefragt, das in ,,QIIME“ und
dem ,,UCLUST*“-Algorithmus implementiert ist, unter Verwendung eines Schwellenwerts von

95 % Sequenzidentitit, wie von Bienert et al. (2012) empfohlen. Die fiir Regenwiirmer und
Enchytraeiden erstellten 16S- und COI-OTU-Tabellen wurden mit den COI-OTU-Listen kombi-
niert, die fiir die entsprechenden Proben in der bei AllGenetics durchgefiihrten ersten DNA-Me-
tabarcoding-Analyse ermittelt wurden. Die OTU-Tabellen der Enchytraeiden und Regenwiirmer
wurden in biom-Dateien konvertiert und in R 3.5.2 importiert. Venn-Diagramme, die die Anzahl
der Enchytraeiden- und Regenwurmarten zeigen, die ausschlieflich oder gemeinsam durch den
16S- und den COI-Marker in den Analysen am AU eDNA-Center und bei AllGenetics identifiziert
wurden, wurden mit dem Paket ,Intervene“ (Khan & Mathelier 2017) erstellt.

Tabelle 5: Proben, die in den vergleichenden COI/16S-DNA-Metabarcoding-Analysen verwen-
det wurden, die am AU eDNA-Zentrum durchgefiihrt wurden (Standortkiirzel siehe
Tabelle 4)
AllGenetics Pro- AU Pro- Stand- Bodentiefe Mar- Ana- Taxonomische Grup-
bennr. bennr. ort (cm) ker lyse pen
KUMcE4a PHK1-Testl KUM 0-5 16S eDNA Lumbricidae & Enchy-
traeidae
KUMCcE8a PHK1-Test2 | KUM 0-5 16S eDNA Lumbricidae & Enchy-
traeidae
POScE4a PHK1-Test3 | POS 0-5 16S eDNA Lumbricidae & Enchy-
traeidae
POScE8b PHK1-Test4 | POS 5-10 16S eDNA Lumbricidae & Enchy-
traeidae
GHUcE4a PHK1-Test6 | GHU 0-5 col eDNA Lumbricidae & Enchy-
traeidae
KUMCcES8a diluted PHK1-Test7 | KUM 0-5 col eDNA | Lumbricidae & Enchy-
traeidae
KUMCcE8a PHK1-Test8 | KUM 0-5 col eDNA Lumbricidae & Enchy-
traeidae
POScE4a PHK1-Test9 | POS 0-5 col eDNA Lumbricidae & Enchy-
traeidae
POScE8b PHK1- POS 5-10 col eDNA Lumbricidae & Enchy-
Test10 traeidae

4.3.6.2 Ergebnisse

Insgesamt 48 comDNA- und 45 eDNA-Metabarcoding-Bibliotheken wurden mit der Illumina Mi-
Seqg-Technologie sequenziert. Die Sequenzer-Reads wurden bioinformatisch verarbeitet, in OTUs
geclustert und durch Vergleich mit einer kuratierten COI-Referenzsequenzdatenbank den Re-
genwurm-/Enchytraeidentaxa zugeordnet. Die resultierende OTU-Tabelle listet die Anzahl der
Sequenzen jeder OTU, die in jeder Probe gefunden wurden und die entsprechenden taxonomi-
schen Informationen.
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4.3.6.2.1 Vergleich der Zusammensetzung von Gemeinschaften, die durch morphologische Be-
stimmung, comDNA- und eDNA-Metabarcoding abgeleitet wurden

An allen 3 Probenahmestellen war die Gesamtzahl der durch DNA-Metabarcoding entweder in
comDNA- oder eDNA-Proben nachgewiesenen Enchytraeidenarten dhnlich hoch oder hoher als
die Zahl der morphologisch bestimmten Arten. Allerdings wurden nicht alle Morphospezies in
den DNA Metabarcoding-OTU-Listen wiedergefunden, nicht einmal in den comDNA-Proben
(siehe z. B. Abbildung 13, Tabelle 6). Einige der Diskordanzen zwischen den morphologischen
und den DNA-Metabarcoding-Artenlisten konnten durch Liicken in der COI-Referenzdatenbank
(meist informelle Arten, fiir die noch kein Barcode vorlag) oder durch Unstimmigkeiten zwi-
schen den Namen der Morphospezies und der Referenzsequenzen erklart werden. Zum Beispiel
fehlen fiir die Morphospezies Achaeta sp. (4Fdr), Achaeta sp. (HEAL) oder Enchytronia sp.
(ZETA) entsprechende COI-Referenzsequenzen und konnen daher in einer DNA-Metabarcoding-
Analyse nicht nachgewiesen werden. Andererseits schien das DNA-Metabarcoding Arten zu fin-
den, die morphologisch nicht identifiziert worden waren, wie z. B. Achaeta unibulba in den
comDNA-Proben von den Standorten Kiimmelwiese (KUM) und Possen (POS). Dies konnte auf
Identifizierungsfehler zuriickgehen, entweder in diesem Projekt oder bei Erstellung der Refe-
renzsequenzen. Interessanterweise handelt es sich bei einigen von ihnen um potenziell krypti-
sche Arten (z. B. Fridericia christeri L1 und L2, oder Fridericia galba C und L1), die morpholo-
gisch nicht zu unterscheiden sind, aber stark divergierende COI-Haplotypen aufweisen.

Abbildung 13: UpSet-Diagramm, das die Anzahl und die Identitdt der Enchytraeidentaxa zeigt, die
gemeinsam und ausschlie8lich durch morphologische Bestimmung, durch comDNA-
und durch eDNA-Metabarcoding am Standort Kiimmelwiese (KUM) identifiziert
wurden
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10 -

Anzahl der Uberschneidungen

morph. L]
comDNA I
eDNA 0-10 cm { I
eDNA 0-20 cm I
30 20 10 0
SetgroRe

Quelle: eigene Darstellung, AllGenetics & Biology SL
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Tabelle 6: Enchytraeidentaxa, die gemeinsam und ausschlieBlich durch morphologische Be-
stimmung, durch comDNA- und durch eDNA-Metabarcoding am Standort Kiimmel-
wiese (KUM) identifiziert wurden

Taxon morph. | comDNA | eDNAO-10cm | eDNAO-20cm
Achaeta affinis * *

Achaeta bohemica T * * *
Achaeta camerani * *
Achaeta sp. * * *
Achaeta sp. (4Fdr) *

Achaeta sp. (HEAL) *

Achaeta sp. (DZWI) * * *
Achaeta sp. (PDZW) * * *
Achaeta unibulba * *
Buchholzia appendiculata * i * *
Cernosvitoviella sp. * * * *
Cognettia chlorophila < * * *
Cognettia varisetosa * * * *
Enchytraeus buchholzi v 9 * *
Enchytraeus christenseni * *

Enchytraeus lacteus i * * *
Enchytraeus norvegicus * * * *
Enchytraeus sp. * * *
Enchytraeus sp. (GRAN) *

Enchytronia baloghi i * * *
Enchytronia christenseni * * * *
Enchytronia holochaeta * *
Enchytronia parva * * * *
Enchytronia sp. (MINO) &

Enchytronia sp. (OMNI) *

Enchytronia sp. (TENU) v * * *
Enchytronia sp. (ZETA) *

Fridericia bisetosa ¢ 3 * *
Fridericia connata * * * *
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Taxon morph. | comDNA | eDNAO-10cm | eDNAO-20cm
Fridericia dura * * *
Fridericia galba * * * *
Fridericia ratzeli S * * *
Fridericia sp. * * * *
Fridericia ulrikae 4 * * *
Fridericia waldenstroemi * * *
Henlea perpusilla * *

Marionina argentea * * *
Marionina deminuta *

Marionina mendax * * * *
Marionina sp. * * *
Oconnorella tubifera * * * *
Stercutus niveus v * *
Enchytraeidae sp. * * *
Summe 30 32 34 34

Neben den Unterschieden bei den Namen der Morphospezies und der COI-Referenzsequenzen
besteht eine weitere Quelle der Unterschiede zwischen den beiden Ansatzen in Verzerrungen im
Zusammenhang mit der DNA-Extraktion und der PCR-Amplifikation. Erstens kdnnen kleinere
und wenig verbreitete Arten in einer Mischprobe von Organismen weniger effizient extrahiert
werden und kénnen daher auch in comDNA-Proben unentdeckt bleiben. Zweitens wird die PCR-
Amplifikation in der Regel durch Primer-Verzerrungen beeintrachtigt: Auch wenn das Primer-
Design so optimiert ist, dass sie auf hochvariable Stellen in verschiedenen Taxa abgestimmt sind,
ist eine Verzerrung der Primer inhdrent fiir PCR-basierte Analysen und fiihrt hdufig zu einer be-
vorzugten Amplifikation einiger Zielgruppen gegeniiber anderen. Dies gilt insbesondere fiir
eDNA-Proben, die in der Regel DNA von Nicht-Zielorganismengruppen enthalten, was zu einem
hoheren Grad an PCR-Stochastizitit und inkonsistenten Ergebnissen im Vergleich zu comDNA-
Proben fiihrt. Wie aus den OTU-Tabellen hervorging, war die Gesamtzahl der aus den eDNA-Pro-
ben gewonnenen Enchytraeidensequenzen deutlich geringer als die Anzahl der Sequenzen aus
comDNA-Proben. Obwohl die in dieser Studie verwendeten COI-Primer so modifiziert wurden,
dass sie spezifisch Enchytraeiden und Regenwiirmer amplifizierten, gehorte ein hoher Anteil der
in den eDNA-Proben gewonnenen Reads zu Gruppen von Nicht-Zielorganismen (hauptsachlich
Arthropoden und Pilze). Daher kdnnte eine Erh6hung der Sequenzierungstiefe in eDNA-Proben
ein einfacher Weg sein, um konsistentere Artenlisten fiir alle Proben zu erstellen.

Im Fall der Regenwiirmer wurden die morphologisch bestimmten Arten auch in den comDNA-
Proben gefunden, obwohl die Artenlisten der beiden Methoden nicht immer perfekt tiberein-
stimmten. Grofdere Unterschiede wurden festgestellt, wenn die Zusammensetzung der Regen-
wurmgemeinschaft aus den eDNA-Ergebnissen abgeleitet wurde (siehe Abbildung 14 und Ta-
belle 7 als Beispiel). Zum Beispiel wurde Lumbricus terrestris sowohl durch Morphologie als
auch durch comDNA-Metabarcoding am Standort KUM identifiziert, fehlte aber in den eDNA-Er-
gebnissen, selbst bei einer Anzahl von 20 einzelnen Bodenkernen pro eDNA-Mischprobe.
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Umgekehrt wurden einige Lumbricidenarten, die potenziell in den beprobten Béden vorkom-
men konnten, nur durch eDNA-Metabarcoding nachgewiesen: Lumbricus rubellus und Octolasion
tyrtaeum am standort KUM und Aporrectodea rosea, Dendrobaena octaedra, Dendrobaena pyg-
maea und Dendrodrilus rubidus am Standort POS. Ahnlich wie bei den Enchytraeiden konnte
durch DNA-Metabarcoding auch die Unterart Aporrectodea caliginosa tuberculata unter den
OTUs, die A. caliginosa zugeordnet wurden, identifiziert werden. Auch die Erkennung stark di-
vergierender COI-Linien innerhalb der Art Aporrectodea rosea war moglich, manchmal sogar am
selben Ort (zum Beispiel wurden drei verschiedene Linien von A. rosea - L1, L2, und L4 - am
Standort KUM gefunden).

Abbildung 14: UpSet-Diagramm, das die Anzahl und die Identitdt der Lumbricidentaxa zeigt, die
gemeinsam und ausschlielich durch morphologische Bestimmung, durch comDNA-
und durch eDNA-Metabarcoding am Standort Kiimmelwiese (KUM) identifiziert
wurden

Anzahl der Uberschneidungen

morph.
eDNA 0-20 cm
comDNA
eDNA 0-10 cm [ ] I
6 4 2 0
SetgroRe

Quelle: eigene Darstellung, AliGenetics & Biology SL
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Tabelle 7: Lumbricidentaxa, die gemeinsam und ausschlieBlich durch morphologische Be-
stimmung, durch comDNA- und durch eDNA-Metabarcoding am Standort Kiimmel-
wiese (KUM) identifiziert wurden

Taxon morph. | comDNA | eDNAO-10cm | eDNAO-20cm
Aporrectodea caliginosa * * * *
Aporrectodea rosea & & & &
Aporrectodea tuberculata * *

Dendrobaena octaedra *

Lumbricus rubellus * *
Lumbricus terrestris * *

Octolasion cyaneum * * * *
Octolasion tyrtaeum * *
Summe 4 5 7 5

4.3.6.2.2 Vergleich der Anzahl einzelner Bodenkerne (4, 8, 12, 16, 20) fiir eDNA-Mischproben

Hinsichtlich der Anzahl der einzelnen Bodenkerne fiir die eDNA-Mischproben wurde kein ein-
deutiges Ergebnis fiir den besten Ansatz zum optimalen Artennachweis erhalten. Bei den Regen-
wirmern schwankte die Zahl der in den flinf eDNA-Mischproben pro Standort nachgewiesenen
Arten zwischen einer und vier, aber es gab keinen erkennbaren Zusammenhang zwischen der
Zahl der einzelnen Bodenkerne pro Mischprobe und der Gesamtzahl der in dieser Probe nachge-
wiesenen Arten. Dasselbe gilt auch fiir die Enchytraeiden bei einer insgesamt deutlich hoheren
Anzahl von Arten pro Probe (Abbildung 15).
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Abbildung 15: Artenzahl der Regenwiirmer (links) und Enchytraeiden (rechts) in Abhangigkeit von
der Anzahl einzelner Bodenkerne (4, 8, 12, 16, 20) fiir die eDNA-Mischproben an
den drei Standorten der Pilotstudie (Standortkiirzel siehe Tabelle 4)
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Quelle: eigene Darstellung, ECT Oekotoxikologie GmbH

4.3.6.2.3 Vergleich der Leistung von zwei DNA-Metabarcoding-Markern — COIl und 16S — zum Ar-
tennachweis aus eDNA-Proben

Eine zusatzliche DNA-Metabarcoding-Analyse, die auf Enchytraeiden und Regenwiirmer ab-
zielte, wurde parallel am eDNA-Center der Universitit Aarhus (AU eDNA-Center) durchgefiihrt,
wobei eine kleine Teilmenge der im Rahmen der Pilotstudie gesammelten eDNA-Proben ver-
wendet wurde (siehe Tabelle 5 im Abschnitt 4.3.6.1.7). Das Ziel dieser Analyse war es:

1. Die Fahigkeit eines 16S DNA-Metabarcoding-Markers zur Verbesserung der Artenerken-
nung aus eDNA-Proben im Vergleich zu COI zu testen, und

2. Die COI-DNA-Metabarcoding-Ergebnisse zweier verschiedener Labors (d. h. AllGenetics
und AU eDNA-Center) zu vergleichen.
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Der 16S-Marker bestand aus einem 70 bp langen Fragment des ribosomalen 16S-Gens, das be-
reits zur Charakterisierung von Regenwurmgemeinschaften aus Boden-DNA verwendet wurde
(Bienert et al. 2012). Die kurze Lange des 16S-Markers, verglichen mit der des COI-Markers
(313 bp), kann die PCR-Amplifikation von stark abgebauter extrazellularer DNA in Umweltpro-
ben verbessern. Aufderdem zielen die 16S-Primer auf hoch konservierte Regionen iiber alle Re-
genwurmarten hinweg, was PCR-Verzerrungen verringern und den Nachweis aller Zielarten ge-
wahrleisten kann. Da der 16S-Minibarcode jedoch weniger variable Positionen enthalt als der
langere COI, bietet er eine geringere taxonomische Auflésung und ist méglicherweise nicht in
der Lage, eng verwandte Arten zu unterscheiden. Eine weitere wichtige Einschrankung des 16S-
Markers ist die Unvollstandigkeit der verfiigbaren Referenzdatenbanken, die wesentlich kleiner
sind als die des COI-Markers, insbesondere flir Enchytraeiden.

Wie aus der Analyse der OTU-Tabellen hervorging, lieferte der 16S-Marker eine grofdere Anzahl
von Sequenzierungs-Reads pro OTU als der COI-Marker. Diese Abweichung lasst sich hauptsach-
lich auf die unterschiedlichen Spezifitaten der 16S- und COI-Primerséatze zuriickfithren. Von den
gesamten Reads, die aus den eDNA-Proben mit dem 16S-Marker gewonnen wurden, konnten im
Durchschnitt 64 % den Familien Enchytraeidae und Lumbricidae zugeordnet werden. Demge-
geniiber lag der Anteil der COI-Reads, die von den taxonomischen Zielgruppen in den eDNA-Pro-
ben erhalten wurden, zwischen 1 % und 95 %. Die Nicht-Ziel-COI-Reads entsprachen hauptsach-
lich anderen Metazoen (z. B. Arthropoden und Nematoden), nicht-metazoischen Eukaryoten und
Bakterien.

Bei den in diesem Projekt verwendeten COI-Primern handelte es sich um eine modifizierte Ver-
sion des universellen ,Leray‘-Primersatzes fiir Metazoen, ,mlCOlintF / jgHC02198“ (Leray et al.
2013), der ausgiebig in DNA-Metabarcoding-Studien von eDNA aus Wasser-, Boden- und Sedi-
mentproben verwendet wurde (z. B. Dopheide et al. 2019, Wangensteen et al. 2018). Aufgrund
der Variabilitit des COI-Gens enthélt das ,Leray‘ COI-Primerpaar ein hohes Maf3 an Degeneration
(d. h. eine Kombination verschiedener Nukleotide an einer oder mehreren Positionen), um eine
Anpassung an variable Bindungsstellen in verschiedenen Taxa zu ermdglichen. Im Enchytraei-
den-Datensatz zeigte sich eine hohe Ubereinstimmung zwischen den Proben hinsichtlich der mit
dem COI-Primer gewonnenen Ergebnisse, mit 86 % (25 von 29) gemeinsamen Arten in den Wie-
derholungen von AU (AU eDNA-Center) und AG (AllGenetics) (siehe Abbildung 16 links). Die
Ubereinstimmung war jedoch im Regenwurm-Datensatz deutlich geringer, bei dem nur 3 von 8
Arten in den AU- und AG-Analysen gemeinsam nachgewiesen wurden (Abbildung 16 rechts). Die
Unterschiede in der Reproduzierbarkeit zwischen den beiden taxonomischen Gruppen hiangen
wahrscheinlich mit der Menge der Template-DNA in den eDNA-Extrakten zusammen. Die Menge
der aus Bodenproben gewonnene DNA hdngt von der Probendichte, Biomasse und biologischen
Aktivitat ab (Chariton 2012, Pansu et al. 2015). Eine mogliche Erklarung ist daher, dass die ge-
ringere Konzentration von Regenwurm-eDNA in den PBS-Extrakten in Verbindung mit der un-
spezifischen Amplifikation von Nicht-Ziel-DNA durch die COI-Primer im Vergleich zu Enchytraei-
den zu weniger konsistenten DNA-Metabarcoding-Ergebnissen tiber Proben und PCR-Wiederho-
lungen hinweg fiihrt. Dies wiederum bedeutet, dass moglicherweise eine grofiere Anzahl von
eDNA-Proben und/oder PCR-Wiederholungen benétigt wird, um alle an einem Standort vor-
kommenden Regenwurmarten nachzuweisen. Dartiber hinaus ist die Hauptquelle der eDNA von
Regenwiirmern in Boden extrazellulare DNA, von der erwartet wird, dass sie stark abgebaut ist
(Bienert et al. 2012). Die Fahigkeit von COI-Primern, Nicht-Ziel-DNA zu amplifizieren, kann die
Unterreprasentation von Regenwurmtaxa in den DNA-Metabarcoding Ergebnissen verstarken,
da die PCR-Amplifikation auf weniger abgebaute eDNA-Templates ausgerichtet sein kdnnte, die
von ganzen, lebenden Organismen (z. B. Bakterien und mikrobiellen Eukaryonten) in den Pro-
ben stammen. Im Gegensatz dazu schienen die h6here Spezifitdt und die kiirzere Lange des
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Fragments, das durch das 16S-Primerpaar amplifiziert wird, konsistentere Ergebnisse fiir alle
Proben zu liefern.

Abbildung 16: Venn-Diagramme, die die Anzahl der ausschlieBlich und gemeinsam durch den 16S-
Marker und den COI-Marker nachgewiesenen Enchytraeiden- (links) und Regen-
wurmarten (rechts) zeigen, wenn die DNA-Metabarcoding-Analysen im AU eDNA-
Center oder bei AllGenetics (AG) durchgefiihrt wurden

COl_AG COIl AG

16S_AU COI_AU 16S_AU COI_AU

Quelle: eigene Darstellung, AllGenetics & Biology SL

Was den Artenreichtum betrifft, so wurde mit dem COI-Marker eine gréfiere Anzahl von Enchy-
traeidenarten als mit dem 16S-Marker nachgewiesen, insbesondere am Standort KUM. Aufier-
dem wurden einige der im 16S-Datensatz vorhandenen Arten, wie Cognettia chlorophila, Frideri-
cia nemoralis oder Mesenchytraeus flavus, weder morphologisch noch durch COI-DNA-Metabar-
coding nachgewiesen. In Anbetracht der Tatsache, dass die 16S-Referenzdatenbanken fiir
Enchytraeiden-Taxa besonders unvollstiandig sind, konnten diese Arten das Ergebnis einer fal-
schen Identifizierung von 16S-0TUs sein, fiir die in der Datenbank keine verwandten Sequenzen
vorhanden sind. Umgekehrt wurde mit dem 16S-Marker eine hohere Anzahl von Regenwurmar-
ten pro Probe detektiert als mit COL. Wie bereits erwdhnt, unterstreicht dieses Ergebnis den Ge-
danken, dass das DNA-Metabarcoding auf der Grundlage des COI-Markers einen gréf3eren Pro-
benahmeaufwand und/oder mehr technische PCR-Wiederholungen erfordert, um den Regen-
wurm-Artenreichtum in einem Gebiet zuverlassig zu bestimmen. Wie bei den vollstdndigen COI-
Ergebnissen erkannte auch der 16S-Marker Regenwurmarten, die morphologisch nicht identifi-
ziert wurden, wie z. B. Dendrobaena octaedra, Dendrobaena pygmaea, Dendrodrilus rubidus oder
Octolasion tyrtaeum. Die unabhéngige Identifizierung dieser Arten durch beide Marker deutet
darauf hin, dass das DNA-Metabarcoding den Nachweis von Taxa ermdglichen kann, die in der
Gemeinschaft vorhanden sind, aber bei der Handsortierung und morphologischen Bestimmung
iibersehen wurden. Ein umfassender Vergleich der Artenlisten von Regenwiirmern und Enchy-
traeiden, die durch morphologische Bestimmung, DNA-Metabarcoding von comDNA- und eDNA-
Proben unter Verwendung der COI- und 16S-Marker gewonnen wurde, ist in Tabelle 8 bis Ta-
belle 13 dargestellt.
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Tabelle 8: Liste der Regenwurmarten, die an der Probenahmestelle GHU mit den verschiede-
nen Methoden nachgewiesen wurden: morphologische Identifizierung (MORPH),
DNA-Metabarcoding von comDNA, DNA-Metabarcoding von eDNA-Proben
(0 — 20 cm) unter Verwendung des COI-Markers

MORPH | comDNA | eDNA

Marker col col

Bodentiefe [cm] 0-20 0-20 0-20

Anzahl Replikate 5 5 5

Aporrectodea caliginosa X X X

Aporrectodea rosea X X X

Lumbricus terresttris X X X

Anzahl Taxa 3 3 3

Tabelle 9: Liste der Regenwurmarten, die an der Probenahmestelle KUM mit den verschiede-
nen Methoden nachgewiesen wurden: morphologische Identifizierung (MORPH),
DNA-Metabarcoding von comDNA, DNA-Metabarcoding von eDNA-Proben
(0 — 20 cm) unter Verwendung des COI-Markers und DNA-Metabarcoding einer Un-
tergruppe von eDNA aus 0 — 5 cm Bodentiefe unter Verwendung des 16S-Markers
MORPH | comDNA | eDNA | eDNA

Marker coi col 16S

Bodentiefe [cm] 0-20 0-20 0-20| 0-5

Anzahl Replikate 4 4 5 2

Aporrectodea caliginosa X X X X

Aporrectodea rosea X X X X

Dendrobaena octaedra X

Dendrodrilus rubidus X

Lumbricus rubellus X

Lumbricus terrestris X X

Octolasion cyaneum X X X

Octolasion tyrtaeum X

Anzahl Taxa 4 4 5 4
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Tabelle 10: Liste der Regenwurmarten, die an der Probenahmestelle POS mit den verschiede-
nen Methoden nachgewiesen wurden: morphologische Identifizierung (MORPH),
DNA-Metabarcoding von comDNA, DNA-Metabarcoding von eDNA-(0 — 20 cm) un-
ter Verwendung des COI-Markers und DNA-Metabarcoding einer Untergruppe von
eDNA aus 0 — 10 cm Bodentiefe unter Verwendung des 16S-Markers

Marker

Bodentiefe [cm]
Anzahl Replikate
Aporrectodea caliginosa
Aporrectodea rosea
Dendrobaena octaedra
Dendrobaena pygmaea
Dendrobaena sp.
Dendrodrilus rubidus
Lumbricus rubellus
Lumbricus terrestris
Octolasion tyrtaeum

Anzahl Taxa

MORPH

comDNA

col

eDNA

col
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Tabelle 11: Liste der Enchytraeidenarten, die an der Probenahmestelle GHU mit den verschie-
denen Methoden nachgewiesen wurden: morphologische Identifizierung (MORPH),
DNA-Metabarcoding von comDNA, DNA-Metabarcoding von eDNA-Proben
(0 — 10 cm) unter Verwendung des COI-Markers

MORPH | comDNA | eDNA
Marker col col
Bodentiefe [cm] 0-10 0-10 0-10
Anzahl Replikate 20 1 11
Cernosvitoviella sp. X
Enchytraeus buchholzi X X X
Enchytraeus bulbosus X X
Enchytronia christenseni X X
Enchytronia parva X X
Fridericia bulboides X X
Fridericia christeri X X X
Fridericia galba X X
Fridericia isseli X X
Fridericia sylvatica X
Henlea perpusilla X X X
Marionina mendax X X
Anzahl Taxa 12 10 5
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Tabelle 12: Liste der Enchytraeidenarten, die an der Probenahmestelle KUM mit den verschie-
denen Methoden nachgewiesen wurden: morphologische Identifizierung (MORPH),
DNA-Metabarcoding von comDNA, DNA-Metabarcoding von eDNA-Proben
(0 — 10 cm) unter Verwendung des COI-Markers und DNA-Metabarcoding einer Un-
tergruppe von eDNA aus 0 — 5 cm Bodentiefe unter Verwendung des 16S-Markers

MORPH | comDNA | eDNA | eDNA
Marker col coli 16S
Bodentiefe [cm] 0-10 0-10 |0-10| 0-5
Anzahl Replikate 20 16 12 2
Achaeta affinis X X X
Achaeta bohemica X X X
Achaeta danica X X X
Achaeta unibulba X X
Buchholzia appendiculata X X X
Cernosvitoviella sp. X X
Cognettia chlorophila X X X X
Cognettia varisetosa X X X X
Enchytraeus buchholzi X X
Enchytraeus christenseni X X
Enchytraeus lacteus X X
Enchytraeus norvegicus X X
Enchytronia christenseni X X
Enchytronia holochaeta X X X
Enchytronia parva X X X X
Enchytronia sp. (TENU) X X X
Fridericia benti X
Fridericia bisetosa X X X
Fridericia connata X X X
Fridericia dura X X X
Fridericia galba X X X
Fridericia nemoralis X
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MORPH | comDNA | eDNA | eDNA

Fridericia ratzeli X X X X

Fridericia ulrikae X X X

Fridericia waldenstroemi X

Henlea perpusilla X X

Marionina argentea X X

Marionina deminuta X

Marionina mendax X X X

Mesenchytraeus flavus X

Oconnorella tubifera X X X X

Stercutus niveus X X

Anzahl Taxa 25 26 22 8
Tabelle 13: Liste der Enchytraeidenarten, die an der Probenahmestelle POS mit den verschie-

denen Methoden nachgewiesen wurden: morphologische Identifizierung (MORPH),
DNA-Metabarcoding von comDNA, DNA-Metabarcoding von eDNA-Proben

(0 — 10 cm) unter Verwendung des COI-Markers und DNA-Metabarcoding einer Un-
tergruppe von eDNA aus 0 — 10 cm Bodentiefe unter Verwendung des 16S-Markers

MORPH | comDNA | eDNA | eDNA
Marker col col 16S
Bodentiefe [cm] 0-10 0-10 |0-10|0-10
Anzahl Replikate 20 18 12 2
Achaeta affinis X X X
Achaeta bibulba X X X
Achaeta camerani X
Achaeta danica X X
Buchholzia appendiculata X X X
Cognettia chlorophila X X X X
Cognettia varisetosa X X X X
Enchytraeus bigeminus X
Enchytraeus buchholzi X X X
Enchytraeus lacteus X
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MORPH | comDNA | eDNA | eDNA
Enchytraeus japonensis X
Enchytraeus norvegicus X X X X
Enchytronia parva X X X X
Enchytronia sp. (TENU) X
Fridericia benti X X
Fridericia bisetosa X X X X
Fridericia connata X X X
Fridericia dura X X X X
Fridericia nemoralis X
Fridericia ratzeli X
Fridericia striata X
Marionina clavata X
Mesenchytraeus flavus X
Oconnorella cambrensis X X X X
Oconnorella tubifera X X X X
Stercutus niveus X X
Anzahl Taxa 15 18 17 13

4.3.7 DNA-Metabarcoding-Analyse von eDNA-Bodenextrakten und comDNA-Proben
beim Unterauftragnehmer Universitat Aarhus

4.3.7.1 Material und Methoden

4.3.7.1.1 Proben fiir DNA-Isolation

Bei der Universitat Aarhus (AU) gingen im Mai 2020 204 Proben von der ECT nach ihrer Extrak-
tion unter Verwendung des Phosphatpuffers ein. Die Proben umfassten sowohl diejenigen fiir
die Lumbriciden fiir eine Bodentiefe von 0 bis 20 cm als auch die fiir Collembolen und Enchy-
traeiden, jeweils fiir eine Bodentiefe von 0 bis 5 und 5 bis 10 cm. Die Proben wurden nach ihrer
Ankunft zundchst bei -18 °C gelagert und dann ausgewahlte (Teilproben) spater mit dem ,Nucle-
oSpin® Soil“ Kit (Macherey-Nagel 2017) unter Einhaltung der Anweisungen des Herstellers iso-
liert, aber ohne den Lysis-Schritt wie von Taberlet et al. (2012) und Pansu et al. (2015) empfoh-
len. Der DNA-Gehalt wurde mittels fluorometrischer Quantifizierung mit Qubit analysiert. Insge-
samt wurden 77 DNA-Messungen durchgefiihrt. Wenn der DNA-Gehalt zu hoch war, wurden die
Proben fiinfmal verdiinnt, um einen Wert von 20 ng DNA/pl zu erhalten. Insgesamt 15 Lumbrici-
den- (Tiefe 0 - 20 cm) und 30 Enchytraeidenproben (0 - 5 cm; 5 - 10 cm) wurden zur eDNA-
Analyse an AllGenetics versandt.
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AU erhielt von CloverStrategy im Marz 2020 60 Proben von den drei Standorten der Pilotstudie
aus einer Bodentiefe von 0 bis 5 bzw. 5 bis 10 cm mit Mikroarthropoden in 96 % Ethanol in Ep-
pendorf-Réhrchen. Nach dem Abzentrifugieren der Mikroarthropoden wurde iiberschiissiges
Ethanol entfernt und das Tierpellet in die ,NucleoSpin® Bead Tubes Typ A“ iiberfiihrt, wobei
sorgfaltig darauf geachtet wurde, dass alle Tiere eingeschlossen waren. Ansonsten wurde wie
oben fiir die eDNA beschrieben vorgegangen. Das bedeutet, dass die DNA-Isolierung aus diesen
Collembolen-Proben ebenfalls mit dem ,NucleoSpin® Soil“ Kit erfolgte.

4.3.7.1.2 Erstellung einer DNA-Metabarcoding Bibliothek und Sequenzierung

Es wurden bislang mehrere Metabarcodes fiir Collembolen vorgeschlagen (Arribas et al. 2016,
de Groot et al. 2016 Saitoh et al. 2016, Taberlet et al., 2018). Collembolen comDNA- und eDNA-
Bibliotheken wurden durch Amplifikation eines 158-bp-Fragments der COI mit den Primern
,Mit-eMinBarF7“ (5 CAT CGI TTY RTI ATR ATT TTT TTY ATA G 3) und ,MiteMinBarR4“ (5‘ G
GAT AHA CWG TTC AHC CWG TSC C 3') (de Groot et al. 2016) erzeugt. ,Nextera transposase
adapters” wurden an die 5'-Enden der PCR-Primer angehdngt.

PCRs wurden in einem Endvolumen von 20 pl durchgefiihrt, das 1 pl Template-DNA, 0,5 pl

10 pM der Primer, 12 pl ,,AccuPrime SuperMix I1“ (incl. Polymerase), 0,5 pl bovines Serumal-
bumin (BSA) 10 mg/mL und Reinstwasser (SigmaAldrich) 5,5 pl, enthielt. Die Reaktionsmi-
schung wurde wie folgt inkubiert: anfangliche Denaturierung bei 95 °C fiir 10 Minuten, gefolgt
von 5 Zyklen von 95 °C fiir 40 Sekunden, Primerhybridisierung bei 43 °C fiir 40 Sekunden, 72 °C
fiir 60 Sekunden. Dann wurde mit einem neuen Durchlauf fortgesetzt mit 35 Zyklen von 95 °C
fiir 40 Sekunden, Primerhybridisierung bei 49 °C fiir 40 Sekunden, 72 °C fiir 60 Sekunden und
einem abschliefdenden Elongationsschritt bei 72 °C fiir 10 Minuten. Die Anfligung der Indexse-
quenzen, die fiir das Multiplexen verschiedener Bibliotheken im gleichen Sequenzierpool erfor-
derlich sind (PCR#2), waren fiir eine zweite PCR-Runde geplant, jedoch produzierte die PCR#1
keine ausreichenden Amplikons, um den PCR#2-Schritt durchzufiihren.

4.3.7.2 Ergebnisse

Bei den Collembolen erzeugten die gewahlten ,MiteMinBar“-Primer (De Groot et al. 2016) aus
unbekannten Griinden keine Amplicons, so dass fiir die Pilotstudie keine Collembolen Metabar-
coding-Daten generiert werden konnten. Daher wurde beschlossen, fiir die Hauptstudie die 313
bp ,Leray‘-COI-Primer zu verwenden, dhnlich derer, die auch fiir Regenwiirmer und Enchytraei-
den verwendet wurden, da diese ebenfalls in der Lage sind, Collembolen zu amplifizieren.

4.3.8 Fazit aus der Pilotstudie

Aufgrund der vieldeutigen Ergebnisse der Pilotstudie wurde beschlossen, keine Reduktion der
Probenzahlen fiir die verbleibenden 22 Standorte vorzunehmen, also insbesondere fiir die eDNA
die maximale Anzahl von 20 einzelnen Bodenkernen zur Herstellung einer Mischprobe pro
Standort zu verwenden. Auf eine Unterteilung der Tiefenstufen wurde hingegen aufgrund des
gemessen am Aufwand geringen Informationsgewinns in der Folge verzichtet. Fiir jede Methode
wurde der beste Ansatz in Bezug auf die zu verwendenden Primer, die Vereinigung von Proben
und die Anzahl der PCR-Aliquots gewdahlt, um einerseits die grofitmogliche Anzahl von Arten
nachzuweisen und gleichzeitig einen angemessenen experimentellen Aufwand zu betreiben:

» Fiir die comDNA-Proben wurde COI amplifiziert, unter Verwendung desselben Primers fiir
alle drei Organismengruppen.

» Fiir die eDNA-Proben der Regenwiirmer wurde 16S verwendet, da dieser Marker besser fiir
die potenziell degradierte extrazellulare DNA geeignet ist.
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» Fiir die eDNA-Proben von Enchytraeiden und Collembolen wurde COI verwendet, da die Pro-
ben nicht nur extrazelluldre DNA, sondern auch ganze Individuen und damit eine héhere
Konzentration des COI-Markers enthalten und da die 16S-Referenzdatenbanken noch nicht
umfassend genug sind. Die Verwendung von COI ermdglicht zudem die Unterscheidung von
Unterarten, d. h. hier genetisch unterschiedliche Linien innerhalb einer Art, welche sich bio-
logisch und 6kologisch voneinander unterscheiden kdnnen und daher fiir die bodenbiologi-
sche Beurteilung eines Standorts von Bedeutung sein konnen. Im Gegensatz dazu ist 16S auf-
grund seiner geringeren Lange fiir diesen Zweck nicht geeignet.

» Die comDNA-Proben wurden pro Organismengruppe und Standort vereinigt, und eine
Mischprobe aus einem (Collembolen) bzw. drei (Oligochdten) PCR-Aliquoten wurde sequen-
ziert. Ein Problem bei der Zusammenlegung der Proben kénnte darin bestehen, dass bei
Enchytraeiden mit geringer Biomasse der Nachweis unzureichend sein kann. Dies ist mog-
licherweise eine Unzuldnglichkeit der Methode und muss ggf. beim Vergleich der Ergebnisse
der Bestimmungsmethoden diskutiert werden.

4.4 Hauptstudie

4.4.1 Probenahme und Arbeitsablauf

Der Projektfortschritt wurde durch die Pandemieeindimmungsmafinahmen stark verzogert. Die
ersten Probenahmen fiir die Pilotstudie fanden bereits im Herbst 2018 statt. Die Hauptstudie
wurde 2019 begonnen, aber es konnten im gesamten Jahr 2020 keine Proben genommen wer-
den. Die letzten Proben wurden im Herbst 2021 genommen (siehe Tabelle 4). Sofern nicht im
Folgenden abweichend beschrieben entsprach die methodische Vorgehensweise derer der Pilot-
studie, insbesondere beziiglich der Erfassung der Tiere im Feld, der Probenaufbereitung und
morphologischen Bestimmung, der Herstellung der comDNA-Proben, der eDNA-Extraktion aus
den Bodenproben sowie des generellen Arbeitsablauf bei der Verteilung und Bearbeitung der
Proben.

Als Konsequenz aus der basierend auf den Ergebnissen der Pilotstudie gewahlten Vorgehens-
weise wurden insgesamt 70 Bodenkerne (@ 5 cm) pro Standort entnommen: 10 Proben fiir
Enchytraeidae (0 - 10 cm fiir Morphologie und comDNA), 20 fiir Collembola (0 - 10 cm, je 10 fiir
Morphologie und comDNA) und 40 fiir eDNA (20 x 0 - 20 c¢m fiir Lumbricidae und 20 x 0 - 10 cm
fiir Enchytraeidae und Collembola) (Abbildung 17).
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Abbildung 17: Probenahmeschema der Bodenkerne in der Hauptstudie. Abstand der Punkte: 1 m
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Quelle: eigene Darstellung, ECT Oekotoxikologie GmbH

Die basierend auf den Ergebnissen der Pilotstudie gewahlte Vorgehensweise, inklusive der Zu-
sammenfithrung der comDNA-Proben bei gleichzeitiger Maximierung der Wahrscheinlichkeit
des Nachweises von Arten mit geringer Biomasse oder seltenen Arten fiir die Oligochaten, ist im
Folgenden beschrieben (Tabelle 14):

1. Die comDNA-Proben wurden vor der DNA-Extraktion nach Organismengruppen und
Standorten zusammengefasst. Auf diese Weise wurde eine Gesamtzahl von 21 Regen-
wurm- (an einem Standort waren keine Regenwiirmer vorhanden) und 22 Enchytraei-
den-bzw. Collembolen-comDNA-Proben als Input fiir die DNA-Extraktion.

2. Von den vier Replikaten der bei der ECT pro eDNA-Probe hergestellten PBS-Extrakte, die
an AU gesendet wurden, wurde je eines der DNA-Extraktion mittels ,,NucleoSpin® Soil
Kit unterzogen. Der eDNA-Extrakt fiir Collembolen und Enchytraeiden wurde geteilt, ein
Teil an AG geschickt, und die Proben dann am jeweiligen Standort fiir die PCR verwen-
det.

3. Fir die Collembolen wurde eine, fiir die Oligochaaten drei PCR-Wiederholungen pro
Probe durchgefiihrt, sowohl fiir die comDNA- als auch fiir die eDNA-Proben.

4. Die drei PCR-Replikate pro Probe fiir die Regenwiirmer bzw. Enchytraeiden wurden vor
der Sequenzierung vereinigt und mit denselben Indizes oder ,Probenidentifikatoren’ ge-
kennzeichnet.

5. Aufdiese Weise ergab sich ein einziger Sequenzierungsdatensatz pro Organismengruppe
und Probenahmestelle, sowohl fiir die comDNA- als auch fiir die eDNA-Proben.

118



TEXTE Bewertung der biologischen Vielfalt mittels DNA-Extraktion aus Bodenproben von BDF — Abschlussbericht

Tabelle 14: Anzahl der Proben bei Zusammenfiihrung von comDNA-Proben bei gleichzeitiger
Maximierung der Wahrscheinlichkeit des Nachweises von Arten mit geringer Bio-
masse oder seltenen Arten

Erhaltene Pro- DNA-Ex- PCR1 PCR2 (In- Sequen- Bioinformati-
ben traktion dizierung) | zierung sche Analyse
Regenwirmer
comDNA | 97 21 63 (COlI) (3 Replikate) | 21 21 21
eDNA 22 22 66 (16S) (3 Replikate) | 22 22 22

Enchytraeiden

comDNA | 199 22 66 (COI) (3 Replikate) | 22 22 22
eDNA 22 22 66 (COI) (3 Replikate) | 22 22 22
Collembolen

comDNA | 220 22 22 (COl) 22 22 22
eDNA 88 (4 Replikate) | 22 22 (col) 22 22 22

4.4.2 DNA-Metabarcoding-Analyse von eDNA-Bodenextrakten und comDNA-Proben fiir
Lumbriciden und Enchytraeiden beim Unterauftragnehmer AllGenetics

4.4.2.1 Probenannahme und DNA-Isolierung

Die erhaltenen comDNA-Proben wurden pro Probenahmestelle gepoolt, um eine finale Anzahl
von 21 Lumbricidenproben (an einem Standort wurden keine Individuen gefunden) und 22
Enchytraeidenproben fiir die DNA-Analysen der Gemeinschaft zu erhalten. Pro Standort wurde
von jeder Regenwurm-Gewebeprobe wurde ein ca. 4 mm? grofRes Stiick aus der Kérperwand
herausgeschnitten und fiir die DNA-Extraktion in so wenige Rohrchen wie moéglich zusammen-
gefasst. Die DNA-Extraktion wurde mit dem ,E.Z.N.A. DNA/RNA Isolation Kit“ (Omega Bio-tek,
Norcross, USA) durchgefiihrt. Aufgrund der Menge des Gewebes wurde bei den meisten Proben
in jedem Schritt die doppelte der liblichen Menge an Reagenz hinzugefiigt. Die Lyse wurde iiber
Nacht bei 55 °C durchgefiihrt. Bevor die Probe durch die Minisdule geleitet wurde, wurden die
Aufschliisse gepoolt und in einem 15-ml-Falconréhrchen gemischt. Die DNA wurde in einem
Endvolumen von 100 pl Elutionspuffer resuspendiert. Bei jeder DNA-Extraktion wurde eine
Blindprobe mitgefiihrt und wie eine normale Probe behandelt, um auf eine Kreuzkontamination
zu liberpriifen. Die DNA-Konzentration in jedem Extrakt wurde mit dem , Qubit High Sensitivity
dsDNA Assay“ (Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA) bestimmt.

4.4.2.2 Vorbereitung und Sequenzierung von DNA-Metabarcoding-Bibliotheken

DNA-Metabarcoding-Bibliotheken wurden mit zwei verschiedenen Primer-Sets und unter ver-
schiedenen Bedingungen hergestellt. Die comDNA-Bibliotheken von Lumbriciden und Enchy-
traeiden sowie die eDNA-Bibliotheken von Enchytraeiden wurden mithilfe einer modifizierten
Version des ,Leray‘-Primerpaars (Leray et al. 2013) hergestellt, das auf ein 313-bp-Fragment des
COI-Gens abzielt:

» Vorwartsprimer: ,MetaSOL mlCOlintF“ (5 GGW ACW GGD TGA ACW GTW TAY CCH CC 3’);

» Rickwartsprimer: ,MetaSOL HC021982“ (5 TAW ACT TCW GGG TGW CCR AAR AAY CA 3°);
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» Andiese Primer wurden am 5'-Ende die Sequenzen der Illumina-Sequenzierungsprimer an-
gehdngt.

Lumbriciden eDNA-Bibliotheken wurden mit dem Primerpaar ,ewD*“ / ,ewE" (Bienert et al.
2012) erstellt, das ein Fragment von etwa 60 bp des mitochondrialen 16S ribosomalen Gens
amplifiziert:

» Vorwartsprimer: ,ewD“ (5" ATT CGG TTG GGG CGA CC 3");
» Riickwartsprimer: ,ewE"“ (5 CTG TTA TCC CTA AGG TAG CTT 3°);

» Andiese Primer wurden am 5'-Ende die Sequenzen der Illumina-Sequenzierungsprimer an-
gehangt.

Die PCRs wurden in einem Endvolumen von 12,5 pl durchgefiihrt, das 2,5 pl Template-DNA
(1:10 verdiinnt fiir comDNA-Echytraeiden und comDNA-Regenwiirmer), 0,5 uM der Primer,
6,25 pl ,Supreme NZYTaq Il 2x Green Master Mix"“ (NZYTech, Lissabon, Portugal), CES 1x, und
Reinstwasser bis zu 12,5 pl enthielt. Die Reaktionsmischungen wurden wie folgt inkubiert: ers-
ter Denaturierungsschritt bei 95 °C fiir 5 min, gefolgt von 35 Zyklen mit Denaturierung bei 95 °C
fiir 30 s, Primerhybridisierung bei 53 °C (,Leray‘-Primerpaar) bzw. 48 °C (,Bienert'-Primerpaar)
fiir 45 s, 72 °C fiir 45 s, und ein abschliefiender Elongationsschritt bei 72 °C fiir 7 Minuten.

Die Produkte dieser ersten Reaktion wurden unter Verwendung der ,Mag-Bind RXNPure Plus“
Magnetbeads (Omega Bio-tek, Norcross, USA) geméafd den Anweisungen des Herstellers gerei-
nigt. Die Oligonukleotid-Indizes, die fiir das Multiplexing verschiedener Bibliotheken im selben
Sequenzierpool erforderlich sind wurden in einer zweiten PCR-Runde mit identischen Bedin-
gungen, aber mit nur 5 Zyklen und 60 °C als Hybridisierungstemperatur, angefiigt. Ein schemati-
scher Uberblick iiber den Prozess der Bibliotheksvorbereitung findet sich in Abbildung 12
(Vierna et al. 2017). Eine Negativkontrolle, die keine DNA enthielt, war in jeder PCR-Runde ent-
halten, um auf eine Kontamination wahrend der Bibliotheksvorbereitung zu priifen. Die Biblio-
theken wurden auf 2%igen Agarosegelen mit , Green-Safe“ (NZYTech, Lissabon, Portugal) ge-
farbt und unter UV-Licht abgebildet, um die Grofde der Bibliothek zu tiberpriifen. Die fertigen
Bibliotheken wurden mit den ,Mag-Bind RXNPure Plus“ Magnetbeads (Omega Bio-tek, Norcross,
USA) gemiafi den Anweisungen des Herstellers gereinigt. Anschlief}end wurden die Bibliotheken
in dquimolaren Mengen entsprechend den Quantifizierungsdaten des ,Qubit dsDNA HS Assay*
(Thermo Fisher Scientific Waltham, USA) vereinigt und mittels eines ,,MiSeq PE300“ (Illumina,
San Diego, USA) sequenziert.

4.4.2.3 Qualitatskontrolle von Sequenzierungsdaten

[llumina Paired-End-Rohdaten bestehen aus Vorwarts- (R1) und Riickwarts-Reads (R2), die in
separaten Dateien gespeichert sind, die nach Bibliotheken sortiert sind und die Qualititsbewer-
tungen der Reads enthalten. Die Qualitat der FASTQ-Dateien wurde mit der Software , FastQC“
(Andrews 2010) bewertet und die Ausgabe mit MultiQC (Ewels et al. 2016) zusammengefasst.

4.4.2.4 Verarbeitung von Sequenzierungsdaten und Ableitung von ASVs

Die erhaltenen COI- und 16S-Amplicon-Reads wurden separat mit dem Werkzeug ,DADA2“ (Cal-
lahan et al. 2016), implementiert in ,,QIIME 2“ (Version 2021.4) verarbeitet (Bolyen et al. 2019),
um die PCR-Primer zu entfernen, die Reads nach ihrer Qualitit zu filtern, zu entrauschen, die
Vorwarts- und Riickwarts-Reads zusammenzufiihren, chimarische Reads zu entfernen und die
resultierenden Sequenzen zu ASVs zu clustern. Aufgrund der hohen Langenvariabilitat der 16S-
Region und der Tatsache, dass die Sequenzierungs-Reads langer waren als die Amplicons,
konnte nicht-biologische DNA (Primer, Indizes und Sequenzierungsadapter) an den Enden der

120



TEXTE Bewertung der biologischen Vielfalt mittels DNA-Extraktion aus Bodenproben von BDF — Abschlussbericht

Reads erscheinen. Daher wurde zunachst , Cutadapt” (Martin 2011) verwendet, um Primer-
und/oder Adaptersequenzen zu entfernen. Der erste Schritt in der ,DADA2“-Pipeline besteht da-
rin, die Daten zu beschneiden und zu filtern, um niedrige Qualitdtsscores zu vermeiden. In die-
sem Fall wurden nach Uberpriifung der Read-Qualititsprofile die 16S-Reads an Position 60 so-
wohl fiir die Vorwarts- als auch Riickwarts-Reads abgeschnitten. Im Falle des COI-Datensatzes
wurden die Vorwérts-Reads an Position 239 und die Riickwérts-Reads an Position 187 abge-
schnitten. Anschliefend wurden die Fehlerraten aus dem Datensatz erlernt, um zu entrauschen,
wobei das parametrische Fehlermodell in ,DADA2“ genutzt wurde. Vor der Inferenz von Se-
quenzvarianten wurde der Datensatz derepliziert, d. h. alle identischen Reads wurden zu ein-
deutigen Reads kombiniert, um den Rechenaufwand zu reduzieren. Anschlief}end wurden diese
dereplizierten Vorwarts- und Riickwérts-Reads zur Ableitung von ASVs mit dem ,core sample
inference” Algorithmus (Callahan et al. 2016) verwendet. Die entsprechenden R1- und R2-Reads
wurden durch Uberlappung von mindestens 12 identischen Basenpaaren zu Paaren zusammen-
gefiihrt. Die ,DADA2“-Pipeline umfasst einen letzten Schritt, um die Auswirkungen von Artefak-
ten im Datensatz zu verringern. Diese Artefakte, wie z. B. Chimaren, entstehen bei der PCR und
der Sequenzierung und kénnten zu einer Uberschitzung der Anzahl der zusammengefassten
ASVs fiihren, wenn sie nicht entfernt werden. Die resultierende Ausgabe der ,DADA2“-Pipeline
ist eine Tabelle, die die Anzahl der Vorkommen jeder beobachteten ASV in jeder Probe enthalt.
Diese Tabelle kann ohne weiteres fiir die taxonomische Zuordnung verwendet werden.

4.4.2.5 Verarbeitung der Negativkontrollproben

Im Rahmen der PBS-Extraktion der eDNA-Proben (siehe Abschnitt 4.3.5) wurden Negativkon-
trollproben (sauberer PBS-Puffer) gesammelt, um mogliche Kontaminationen, die durch die Aus-
riistung oder wahrend der Handhabung der Proben eingebracht wurden, zu detektieren. Diese
Negativkontrollen wurden wihrend des gesamten DNA-Metabarcoding-Workflows zusammen
mit den Testproben bearbeitet. Dariiber hinaus wurden bei jeder Runde der DNA-Extraktion
und PCR Negativkontrollen einbezogen, um auf eine Kreuzkontamination wahrend der Nassla-
borexperimente zu priifen. In der bioinformatischen Analyse wurden die COI- und 16S-Sequen-
zierungsdaten unter Berticksichtigung aller dieser Negativkontrollen verarbeitet. Als allgemei-
nes Kriterium wurden alle ASVs entfernt, die zu den taxonomischen Zielgruppen (Lumbricidae
und Enchytraeidae) gehorten und die in einer Negativkontrolle mit einer Anzahl von Reads
gleich oder hoher als die niedrigste Anzahl Reads in einer Testprobe vorhanden waren.

4.4.2.6 Taxonomische Zuordnung

Die taxonomische Zuordnung der einzelnen ASVs erfolgte anhand verschiedener Datenbanken:

» ,MIDORI Reference 2, basierend auf ,GenBank“ Release 249 (April 2022), fiir den 16S-Da-
tensatz

» ,MetaCOXI“ (Balech et al. 2022), kombiniert mit einer lokalen Datenbank von COI-Referenz-
sequenzen, die im Rahmen des Projekts ,EcoFINDERS" (Griffiths et al. 2016) erhalten wur-
den, fiir den COI-Datensatz.

Fir die Enchytraeidae standen auflerdem zwei weitere Datensatze zur Verfiigung: ein sehr um-
fangreicher, erstellt im Rahmen der schwedischen und norwegischen Taxonomie-Initiativen, der
in Kiirze veroffentlicht werden wird (C. Erséus, pers. comm.), und ein kleiner Datensatz mit Se-
quenzen aus Material dieses Projektes, der explizit zur Vervollstindigung der Referenzbiblio-
thek erstellt wurde (11 morphologisch identifizierte Taxa, fiir die noch keine Referenzsequenzen
verfiighbar waren).
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Die ASV-Sequenzen wurden mit den Referenzdatenbanken verglichen, wobei der in ,QIIME 2
(Bokulich et al. 2018) implementierte ,feature-classifier classifyconsensus-vsearch“-Ansatz ver-
wendet wurde. Es wurde ein Sequenzahnlichkeits-Schwellenwert von 88 % festgesetzt (siehe
Abschnitt 4.3.6.1.4) und die Option ,top-hits-only‘ aktiviert, um nur die Top-Treffer (d. h. diejeni-
gen, die den hochsten Identitits-Prozentsatz aufwiesen) zwischen den Abfrage- und Referenzse-
quenzsatzen abzurufen. Die sich daraus ergebende Tabelle enthalt die Anzahl der in jeder Probe
gefundenen Sequenzen der einzelnen ASVs und die zugehorigen taxonomischen Informationen.
Anschliefend wurden auf der Grundlage der Ergebnisse dieser Tabelle mehrere verschiedene
Filter angewandt. Singletons, d. h. ASVs, die nur eine Sequenz im gesamten Datensatz enthielten,
wurden ausgeschlossen. In DNA-Metabarcoding-Studien wurde beobachtet, dass ein geringer
Prozentsatz der Reads einer bestimmten Bibliothek falschlicherweise einer anderen Bibliothek
zugeordnet werden kann. Dieses Phanomen, das als Mistagging (auch Tag Jumping, Index Hop-
ping oder Index Jumping) bezeichnet wird, ist das Ergebnis einer falschen Zuordnung der Indi-
zes wahrend der Bibliotheksvorbereitung, Sequenzierung und/oder den Demultiplexing-Schrit-
ten (Bartram et al. 2016, Esling et al. 2015, Guardiola et al. 2016, [llumina, 2017). Um diese Ver-
zerrungen zu korrigieren, wurden ASVs, die mit einer Haufigkeit von weniger als 0,01 % in jeder
Probe auftraten entfernt. Nach Anwendung dieser Qualitatsfilter auf die rohen ASV-Tabellen ent-
hielten die Negativkontrollproben keine Sequenzen mehr. Daher wurden die Negativkontrollen
aus den endgiiltigen ASV-Tabellen entfernt und anschlieflend die nachgeschalteten Analysen
durchgefiihrt. Die endgiiltige gefilterte ASV-Tabelle wurde in eine ,Biological Observation Mat-
rix“-Datei (.biom) umgewandelt, die direkt in R 3.6.1 (R-Team-Core 2019) importiert wurde, wo-
bei das Paket phyloseq 1.24.2 (McMurdie & Holmes 2013) verwendet wurde, um die Ergebnisse
der Analysen darzustellen.

4.4.3 DNA-Metabarcoding-Analyse von eDNA-Bodenextrakten und comDNA-Proben fiir
Collembolen beim Unterauftragnehmer Universitiat Aarhus

4.4.3.1 Proben fiir DNA-Isolation

Bei der Universitiat Aarhus (AU) gingen im Februar 2022 220 Proben von der ECT nach ihrer Ex-
traktion unter Verwendung des Phosphatpuffers ein. Die Proben umfassten sowohl diejenigen
fiir die Lumbriciden fiir eine Bodentiefe von 0 bis 20 cm als auch die fiir Collembolen und Enchy-
traeiden, jeweils fiir eine Bodentiefe von 0 bis 10 cm. Die Proben wurden nach ihrer Ankunft zu-
nachst bei -18 °C gelagert und dann alle 10 Wiederholungen pro Standort einer ,NucleoSpin®
Soil“ Kit (Macherey-Nagel 2017) DNA-Extraktion unterzogen, anschlieféend gepoolt und eine Un-
terprobe von 50 pl weiterverarbeitet. Ansonsten wurde wie in Abschnitt 4.3.7.1.1 beschrieben
vorgegangen. Der DNA-Gehalt wurde mittels fluorometrischer Quantifizierung mit Qubit analy-
siert. Insgesamt wurden 47 DNA-Messungen durchgefiihrt. Wenn der DNA-Gehalt zu hoch war,
wurden die Proben zwei- bis viermal verdiinnt, um einen Wert von 20 ng DNA/ul zu erhalten.
Insgesamt 22 Lumbriciden- (Tiefe 0 - 20 cm) und 22 Enchytraeidenproben (0 — 10 cm) wurden
zur eDNA-Analyse an AllGenetics versandt.

AU erhielt von CloverStrategy 220 Proben von den 22 Standorten und aus einer Bodentiefe von
0 bis 10 cm mit Mikroarthropoden in 96 % Ethanol in ,NucleoSpin® Bead Tubes Typ A“ Rohr-
chen in zwei Lieferungen, von denen die letzte im Mai 2022 eintraf. Uberschiissiges Ethanol
wurde entfernt, wobei darauf geachtet wurde, dass sich alle Tiere noch am Boden des Rohrchens
mit den Kiigelchen (,Beads’) befanden. Ansonsten wurde wie oben fiir eDNA beschrieben vorge-
gangen, was bedeutet, dass DNA aus diesen Collembolen-Proben unter Verwendung der restli-
chen Bestandteile des ,NucleoSpin® Soil“ Kits isoliert wurde.
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4.4.3.2 Erstellung einer DNA-Metabarcoding Bibliothek und Sequenzierung

Collembolen comDNA- und eDNA-Bibliotheken wurden durch Amplifikation des 313-bp-Frag-
ments der COI mit den Primern ,mlCOlintF“ (5 GGWACWGGWTGAACWGTWTAYCCYCC 3‘) und
,jgHC02198“ (5 TAIACYTCIGGRTGICCRAARAAYCA 3‘) (Leray et al. 2013) erzeugt. ,Nextera Illu-
mina transposase adapters” wurden an die 5'-Enden der PCR-Primer angehéngt.

PCR#1 wurde in einem Endvolumen von 25 pl durchgefiihrt, das 5 pl Template-DNA, 0,5 pl

10 pM Primer, 12,5 pl ,,PCR Ultra Mix 2X“ (incl. Polymerase), 0,5 pl BSA 10 mg/mL und Reinst-
wasser (SigmaAldrich) 6 pl, enthielt. Die Reaktionsmischung wurde wie folgt inkubiert: anfangli-
che Denaturierung bei 95 °C fiir 10 Minuten, gefolgt von 10 Zyklen von 95 °C fiir 30 Sekunden,
Primerhybridisierung bei 50 °C fiir 30 Sekunden, 72 °C fiir 60 Sekunden. Dann folgten 10 Zyklen
von 95 °C fiir 30 Sekunden, Primerhybridisierung bei 52 °C fiir 30 Sekunden, 72 °C fiir 60 Sekun-
den. Der letzte Zyklus betrug 15 Zyklen von 94 °C fiir 30 Sekunden, Primerhybridisierung bei

54 °C fiir 30 Sekunden, 72 °C fiir 60 Sekunden und einem abschlief3enden Elongationsschritt bei
72 °C fiir 2 Minuten. Die Indexsequenzen, die fiir das Multiplexen verschiedener Bibliotheken im
gleichen Sequenzierpool erforderlich sind, wurden in der zweiten PCR-Runde angefiigt (PCR#2).
Diese bestand aus 12,5 pl ,,PCR Ultra Mix 2X“, 2 pl der Primer, Reinstwasser (SigmaAldrich) 7 pl
und 5 pl PCR#1-Produkte (template). Diese Reaktionsmischung wurde wie folgt inkubiert: an-
fangliche Denaturierung bei 98 °C fiir 5 Minuten, gefolgt von 13 Zyklen von 98 °C fiir 10 Sekun-
den, Primerhybridisierung bei 55 °C fiir 20 Sekunden und 68 °C fiir 40 Minuten. Die Amplikon-
produktion wurde auf Agarosegelen iiberpriift. Anschliefdend wurden sie in dquimolaren Men-
gen entsprechend den Quantifizierungsdaten des , Qubit” vereinigt und Sequenzbibliotheken mit
der ,lllumina MiSeq" erstellt.

4.4.3.3 Vorverarbeitung von Sequenzierungsdaten

1.635.304 313 bp lange Sequenzen und 18.557 ASVs wurden nach Reinigung etc. unter Verwen-
dung von DADA?2 erhalten. Dies schloss alle Taxa ein, die von den ,Leray‘-Primern angesprochen
wurden und die unter anderem auch Pilze und andere Metazoen umfassten.

Die Sequenzdaten von der Illumina MiSeq wurden mit ,QIIME 2“ Ver. 2020.10.0 (Bolyen et al.
2019) analysiert. Vor der Downstream-Analyse wurden die Reads fiir Primersequenzen, Tags
und Nextera-Adapter und nach 230 bp fiir Forward- und Reverse-Reads abgeschnitten, um die
Basen von geringer Qualitat zu entfernen. Die Reads wurden mithilfe des ,DADA2“-Plugins in
»QIIME 2“ mit Standardparametern gefiltert, entrauscht, zusammengefiihrt, auf Chimaren ge-
priift und derepliziert (Callahan et al. 2016).

4.4.3.4 Taxonomische Zuordnung

Eine Collembolen-COI-Referenzdatenbank wurde aus der ,GenBank* erstellt, auf die am 29. Juli
2022 zugegriffen wurde. Dies fiihrte zu 54807 Sequenzen mit den Suchbegriffen: ,,collembola
and (COI or CO1 or cytochrome oxidase or cox1)“ unter Ausschluss der ,cytochrome c oxidase
subunit 2. Nicht-deutsche oder nicht-westeuropdische Nachweise konnten grundsatzlich ausge-
schlossen werden, es wurde jedoch entschieden, diese zu einzubeziehen, da einige anderswo ge-
fundene Arten moglicherweise noch nicht in Deutschland entdeckt wurden. Es sollte zwar einer-
seits erwogen werden, Arten von aufierhalb des europdischen Kontinents auszuschlief3en, wah-
rend jedoch das globale Vorkommen vieler Collembolen-Arten dagegenspricht, was auf das Po-
tenzial der Collembolen hinweist, den gesamten Globus zu besiedeln.

Die Referenzdatenbank umfasste 528 Sequenzen mit eindeutigen binomialen Artennamen von
Collembola. Die Anwendung ,,makeblastdb“ des ,BLAST+“-Pakets Version 2.13.0+ wurde ver-
wendet, um eine Referenzdatenbank aus der ,,GenBank“-Collembolan-COI-Fasta-Datei (National
Center for Biotechnology Information 2008) zu erstellen, die vom ,BLAST+“-Paket verarbeitet
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werden konnte. Wahrend iiblicherweise ein ,Minimum Sequence Copy Threshold’ (MSCT; Drake
etal. 2022) verwendet wird, indem Singletons oder noch bp-lange Sequenzen aus den Proben
entfernt werden, wurde dies hier nicht getan, da die Analyse der Positivkontrolle dies nicht zu
rechtfertigen schien. Die taxonomische Klassifizierung von ASVs wurde anhand dieser Daten-
bank durchgefiihrt. Reads wurden fiir identische Taxonnamen zusammengefasst, die mehr als
einer ASV zugeordnet wurden. Die Anwendung blastn des ,BLAST+“-Pakets Version 2.13.0+
wurde verwendet und pident auf 90 gesetzt, sodass jede Sequenz abgerufen wurde, die einer Re-
ferenzsequenz zu mindestens 90 % ahnlich war. Die resultierende Taxonliste der BLAST-Suche
der MetaSOL-Bibliothek anhand der ,,GenBank“-Collembolan-COI-Referenzdatenbank durchlief
eine Kuratierung, bei der die folgenden Schritte durchgefiihrt wurden:

» Erhoéhung des Schwellenwerts fiir die Ahnlichkeit auf 95 %, indem nur Treffer mit pident
= 95 beibehalten wurden;

Nur der oberste Treffer wurde behalten;
Entfernung von Taxa, die keine Collembolen waren;

Zusammenfassung verschiedene Linien zu einer Art;

vV v v Y

Entfernen von Artangaben wie ,sp.’, ,aff.” und ,cf.’.

Die verbleibenden ASVs wurden als giiltige und eindeutige Arten angesehen, da sie Highscore-
Ubereinstimmungen mit bestehenden Taxa der Referenzdatenbank aufwiesen. Beim Vergleich
der drei Methoden, das heif3t morphologische Bestimmung, eDNA- und comDNA-Metabarcoding,
wurde entschieden, dies auf die konservativste Art und Weise zu tun, die auf der Grundlage voll-
stdndiger binomialer Artennamenzuweisungen fiir jede der drei Methoden erfolgte. Daher
wurde jede Einstufung oberhalb der Artebene ignoriert. Die nachstmdogliche Vergleichsebene
ware dann die Gattungsebene.
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5 AP 3: Methodenvergleiche — Auswertung

Ausgehend von den in diesem Vorhaben erhobenen Daten (siehe Ubersichtstabellen im Anhang
A) werden zunachst die Ergebnisse der morphologischen und der genetischen Artbestimmung
and von comDNA und eDNA vergleichend dargestellt. Etwaige Unterschiede werden diskutiert,
z. B,, ob diese durch das extrem seltene Vorkommen einzelner Arten, ihre Lebensweise
und/oder durch methodische Ursachen wie die Probenahme oder Fehler/Liicken in den Refe-
renzdatenbanken erklart werden kénnen. In einem zweiten Schritt werden dann die Ergebnisse
der morphologischen Bestimmung unter Beriicksichtigung der genetischen Bestimmungsergeb-
nisse mit den von Rdmbke et al. (2012) vorgeschlagenen und in Jansch et al. (2013) fiir Regen-
wirmer bzw. Rombke et al. (2013) fiir Enchytraeiden publizierten Erwartungswerten fiir die
Landnutzungsformen Acker, Griinland und Wald verglichen. Dariiber hinaus wird der jeweilige
Kostenaufwand abgeschatzt, der in Abhédngigkeit von der Gesamtprobenzahl pro Bestimmungs-
methode notwendig ware.

5.1 Vergleich von morphologischen, comDNA- und eDNA-Analysen

5.1.1 Methodik

5.1.1.1 Bereinigung von Artenlisten zum Methodenvergleich

Um die mit den drei verschiedenen Bestimmungsmethoden erhaltenen Artenlisten und Quanti-
taten (Abundanz, Biomasse, Anzahl der Sequenzierungs-Reads) pro Standort sinnvoll miteinan-
der vergleichen zu kénnen wurden unter anderem als Konsequenz aus den Beobachtungen aus
dem Methodenvergleich im Rahmen der Pilotstudie (siehe Abschnitt 4.3.6.2.1)verschiedene Be-
reinigungsschritte vorgenommen. Zunichst erfolgte eine Uberpriifung der Plausibilitit der Zu-
ordnung von ASVs zu einigen Taxa mit bekannter kryptischer Diversitidt anhand der verfiigbaren
Literatur. Dies betraf bei den Regenwiirmern insbesondere Taxa der Gattung Aporrectodea. So
wurden beispielsweise an den Standorten Siilsdorf (SLT) und Zingst (ZIN) sowohl morpholo-
gisch als auch im comDNA-Metabarcoding Aporrectodea caliginosa nachgewiesen, im eDNA-Me-
tabarcoding hingegen nur Aporrectodea longa. Die Ergebnisse des 16S-Metabarcoding wurden
tiberpriift, und tatsachlich gehorten die am besten libereinstimmenden Sequenzen (mit ca. 90 %
Ubereinstimmung), die in den kuratierten Referenzdatenbanken gefunden wurden, zu A. longa.
Ein Vergleich mit der nicht-kuratierten ,GenBank“-Datenbank ergab jedoch eine 100%ige Uber-
einstimmung mit einer Referenzsequenz von Aporrectodea trapezoides. Daher wurde fiir dieses
Taxon beschlossen, es wie eine COI-Linie von A. caliginosa zu behandeln. Am Standort Almes-
bach Stallkoppel (ALM) wurde eine COI-ASV mit einer niedrigen Anzahl von comDNA-Metabar-
coding-Reads der Art Aporrectodea terrestris zugewiesen, wahrend diese in der morphologi-
schen Bestimmung nicht nachgewiesen wurde. Dies hangt vermutlich mit dem unklaren Artsta-
tus dieses Taxons zusammen, insbesondere beziiglich der Abgrenzung zu A. longa. Laut Porco et
al. (2018) konnten ausgehend von paarweisen Vergleichen der COI molekularen OTUs A. longa
und A. terrestris zumindest teilweise keine Fortpflanzungsbarriere aufweisen und daher nicht
als molekulare OTUs auf Artniveau betrachtet werden. Daher wurde fiir A. terrestris entschieden,
diese ASV stattdessen A. longa zuzuordnen. An einigen Standorten wurden in den comDNA- und
eDNA-Metabarcoding-Analysen einige ASVs den Taxa Aporrectodea trapezoides bzw. A. trapezoi-
des L1 zugeordnet, nicht jedoch bei der morphologischen Bestimmung. Nach einem genaueren
Vergleich der Nukleotididentitdtswerte zwischen den A. caliginosa und A. trapezoides zugeord-
neten COI-ASVs am Beispiel der Standorte ALM und Zeckerin (ZEC) wurde deutlich, dass es in-
nerhalb dieses Artenkomplexes mehrere stark divergierende COI-Linien gibt, zu denen offenbar
auch A. trapezoides zu zahlen ist (Tabelle 15, Tabelle 16). Daher wurde fiir diese Taxa
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beschlossen, sie wie weitere COI-Linien von A. caliginosa zu behandeln. Dieses Vorgehen bei der
Klassifizierung ist auch mit den Schlussfolgerungen von Briones (1996) konsistent. Demnach ist
A. trapezoides eine Unterart von A. caliginosa, und da im Rahmen dieses Vorhabens auch bei der

morphologischen Bestimmung keine Differenzierung nach Unterarten vorgenommen wurde ist
es gerechtfertigt, A. trapezoides mit A. caliginosa zusammen zu fassen.

Tabelle 15:

Nukleotid-ldentitatsmatrix zwischen COIl ASV-Sequenzen am Standort Almesbach

Stallkoppel (ALM), die Aporrectodea caliginosa und A. trapezoides zugeordnet sind

A. caliginosa | A. caliginosa L2 | A. caliginosa L3 | A. trapezoides | A. trapezoides L1
A. caliginosa 79,87 % — 78,91 % — 82,11 % — 77,64 % —
99,04 % * 85,94 % 84,66 % 83,60 %

A. caliginosa 79,87 % — 85,21 % 82,75 % — 83,28 % —
L2 99,04 % * 83,39 % 83,60 %
A. caliginosa 78,91 % — 85,21 % 80,83 % — 83,39 % —
L3 85,94 % 83,39 % 83,71%
A. trapezoides 82,11 % — 82,75 % — 80,83 % — 83,39 % —

84,66 % 83,39 % 83,39 % 85,30 %
A. trapezoides 77,64 % — 83,28 % — 83,39 % — 83,39 % —
L1 83,60 % 83,60 % 83,71% 85,30 %

* Einige Referenzsequenzen, die einfach als ,A. caliginosa“ bezeichnet wurden, gehdren wahrscheinlich zur Linie L2.

Tabelle 16:

Nukleotid-ldentitatsmatrix zwischen COIl ASV-Sequenzen am Standort Zeckerin

(ZEC), die Aporrectodea caliginosa und A. trapezoides zugeordnet sind

A. caliginosa
A. caliginosa L3

A. trapezoides L1

A. caliginosa

95,85 % — 99,68 % *

81,15%-83,71%

A. caliginosa L3

95,85 % — 99,68 % *

81,47 %

A. trapezoides L1
81,15%—83,71 %

81,47 %

* Einige Referenzsequenzen, die einfach als ,A. caliginosa” bezeichnet wurden, gehéren wahrscheinlich zur Linie L3.

Fiir die Enchytraeiden war insbesondere die Bereinigung der Taxonlisten hinsichtlich unter-
schiedlicher (vorldufiger) Namensgebung ansonsten identischer Taxa notwendig, insbesondere
in den vergleichsweise zahlreichen Fallen, in denen ein Taxon sowohl morphologisch als auch
genetisch definiert war, jedoch noch keine publizierte Artbeschreibung inklusive Namensgebung
vorliegt (siehe Tabelle 39 bis Tabelle 41, Arten mit Buchstabencodes in Klammern).

Dariiber hinaus wurden fiir den Vergleich der Artenlisten aus den drei Bestimmungsmethoden
die folgenden Regeln angewendet. Die Konsequenz aus einer Regel ,Streichen‘ bedeutet hierbei,
dass das entsprechende Taxon aus der Liste geldscht und die zugehdrigen quantitativen Werte
nicht gezahlt wurden. ,Zusammenlegung’ oder ,verschmelzen‘ bedeutet, dass die quantitativen
Werte der betroffenen Taxa addiert wurden.

1. Eslag mehr als eine DNA-Linie (,lineage‘) einer morphologisch definierten Art vor:
Zusammenlegung aller Linien zu einer Art.
2. Morphologische Identifizierung von Individuen nur auf Gattungsebene:
a) wenn mit allen drei verschiedenen Bestimmungsmethoden nur eine Art dieser Gat-
tung in der Probe nachgewiesen wurde:
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Werte auf Gattungsebene mit dieser Art verschmelzen.
b) wenn unter Beriicksichtigung aller drei verschiedenen Bestimmungsmethoden mehr
als eine Art dieser Gattung vorhanden ist:
Streichen.
3. Identifikation des Taxons nur auf Familienebene:
Streichen.

4. Zwei Arten sind in der Literatur anerkannt und haben Barcodes in den Referenzdaten-
banken, aber morphologisch werden sie aus verschiedenen Griinden als eine Art identifi-
ziert (z. B. kryptische Artenkomplexe):

Zusammenlegung der Arten und Verwendung des alteren Namens.

5. Eine Art hat noch keinen Namen (d. h. sie ist noch nicht giiltig beschrieben), aber sie ist
morphologisch charakterisiert und hat einen DNA-Barcode in den Referenzdatenbanken:
Unter Verwendung des vorlaufigen Namenskiirzels beibehalten.

6. Innerhalb derselben Gattung kommen Taxa vor, die entweder nur morphologisch oder
nur mit DNA-Methoden definiert sind (d. h. es gibt eine giiltige Artbeschreibung, jedoch
keinen zugehorigen DNA-Barcode oder umgekehrt):

Streichen.

5.1.1.2 Grafische Darstellung des Methodenvergleichs

Die kuratierten Listen der Regenwurm- und Enchytraeidentaxa aus den comDNA- und eDNA-
Metabarcoding-Analysen wurden anhand verschiedener grafischer Methoden mit den Ergebnis-
sen der morphologischen Bestimmung verglichen, um die Leistung der verschiedenen Methoden
zu bewerten.

5.1.1.2.1 Artenlisten und UpSet Diagramme

Die fiir die comDNA- und eDNA-Proben erhaltenen ASV-Tabellen wurden mit Hilfe der in ,,QIIME
2“ (Version 2022.2) implementierten Funktionen ,giime taxa collapse“ und ,giime feature-table
filter-samples” (Bolyen et al. 2019) auf die Artebene reduziert und nach Probenahmeort aufge-
teilt. Die resultierenden Tabellen wurden mit den aus den morphologischen Bestimmungen ab-
geleiteten Artenlisten ((MORPH‘) kombiniert und mit einem selbst entwickelten Code in Pra-
senz-/Absenzdaten umgewandelt. UpSet-Plots zum Vergleich der Artenzahlen pro Organismen-
gruppe, die mit den drei Bestimmungsmethoden an den einzelnen Standorten nachgewiesen
wurden, wurden mit dem Paket ,Intervene” (Khan & Mathelier 2017) erstellt.

5.1.1.2.2 Alphadiversitats-Analysen und Box-Whisker-Plots

Die Alpha-Diversititsmetriken wurden aus den Metabarcoding- und Morphologie-Artenlisten
einschliefdlich der Abundanzwerte berechnet, die fiir jede Art an jedem Probenahmeort ermittelt
wurden (d. h. die Gesamtzahl der Reads in den Metabarcoding-Daten und die Gesamtzahl der In-
dividuen in den Morphologielisten). Die Alpha-Diversitat pro Probe wurde abgeschitzt, indem
die folgenden Metriken mit dem ,qiime diversity alpha“ Plugin von ,QIIME 2“ berechnet wurden:
der Artenreichtum, d. h. die Gesamtzahl der in jeder Probe entdeckten Arten, und der Shannon-
Index, eine Schatzung des Artenreichtums und der Artenvielfalt, die sowohl die Abundanz als
auch die Gleichméafiigkeit der in einer Probe vorhandenen Arten beriicksichtigt. AnschliefRend
wurde der in ,,QIIME 2“ implementierte nichtparametrische statistische Test Kruskal-Wallis ver-
wendet, um signifikante Unterschiede in der Alpha-Diversitiat zwischen den nach Methodik
(comDNA, eDNA, MORPH) oder Landnutzung (Acker, Wald, Griinland) definierten Probengrup-
pen festzustellen. Es wurden auch interaktive Boxplots fiir jede Diversitatsmetrik unter Verwen-
dung der ,qiime diversity alpha-groupsignificance“ von ,QIIME 2“ und den R-Paketen ,ggplot2“
(Wickham 2016) und ,plotly” (Sievert 2020), in R 4.0.4 (R-Team-Core, 2019) erstellt. Die Schét-
zungen des Artenreichtums wurden auch in einem Streudiagramm dargestellt, das mit ,ggplot2“
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erstellt wurde, wobei die Proben nach Proben gruppiert und entsprechend der Landnutzung
eingefarbt wurden.

Box-Whisker-Plots wurden verwendet, um einen Uberblick iiber den Artenreichtum bzw. die
Diversitat anhand des Shannon-Index pro Bestimmungsmethode iiber alle Standorte darzustel-
len. Die Y-Achse stellt die Gesamtzahl der Arten bzw. den Shannon-Index dar. Die vertikale Linie
innerhalb der Boxplots reprasentiert den Median, die obere und untere Begrenzung entsprechen
dem Interquartilsabstand zwischen dem unteren und dem oberen Quartil. Die unteren und obe-
ren ,Whisker‘ zeigen die minimalen und maximalen Werte ohne Ausreifder. Werte gelten als Aus-
reifder, wenn sie mehr als das 1,5-fache des Interquartilsbereichs tiber bzw. unter der oberen
bzw. unteren Boxgrenze liegen und werden als Punkte dargestellt.

5.1.1.2.3 Bland-Altman-Diagramme

Um die Gesamtiibereinstimmung zwischen den Methoden zu bewerten, wurden die im vorheri-
gen Abschnitt erstellten Schatzungen des Artenreichtums verwendet, um eine Bland-Altman-
Analyse mit dem R-Paket ,blandr* (Datta 2017) durchzufiihren. Konkret wurden die Messungen
des Artenreichtums verglichen, die an den verschiedenen Probenahmestellen durch comDNA-
oder eDNA-Metabarcoding im Vergleich zur morphologischen Bestimmung gewonnen wurden.
Die Y-Achse zeigt den Unterschied in der Artenzahl zwischen den beiden Methoden, und die X-
Achse stellt die mittlere Artenzahl der beiden Methoden dar. Die mittlere gestrichelte Linie gibt
den Gesamtmittelwert der Unterschiede iiber alle Standorte hinweg an. Die obere und die untere
gestrichelte Linie geben die Grenzen der Ubereinstimmung an, innerhalb derer 95 % der Unter-
schiede zwischen den Methoden enthalten sind.

5.1.1.2.4 Betadiversititsanalyse und Hauptkoordinatenanalyse

Beta-Diversititsanalysen wurden mit dem ,giime diversity beta“ Plugin von ,QIIME 2 durchge-
fiihrt. Die folgenden zwei Beta-Diversitatsmetriken wurden berechnet:

» Jaccard-Distanz: ein qualitatives Maf fiir die Undhnlichkeit von Gemeinschaften auf der
Grundlage von An-/Abwesenheitsdaten (enthalt keine Informationen liber die Abundanz);

» Bray-Curtis-Distanz: ein quantitatives Maf? fiir die Unahnlichkeit von Gemeinschaften auf der
Grundlage von Daten zum Vorkommen (Abundanz).

Da sich die Anzahl der Beobachtungen, die aus DNA-Metabarcoding und morphologischen Daten
abgeleitet wurden, um Grofdenordnungen unterschieden, wurden die Artentabellen mit den Roh-
daten zur Abundanz (Anzahl der Lesungen/Anzahl der Individuen) zunachst mit der Funktion
,decostand” (method = ,hellinger‘) aus dem R-Paket ,vegan v.2.5-7“ (Oksanen et al. 2020) in
Quadratwurzelmatrizen der relativen Haufigkeit transformiert. Die Jaccard- und Bray-Curtis-
Distanzen wurden dann zur Berechnung von Undhnlichkeitsmatrizen verwendet, aus denen eine
Hauptkoordinatenanalyse mit der Funktion ,qgiime diversity pcoa“ erstellt wurde. Die Hauptko-
ordinatenanalyse ist eine Ordinationsmethode, die die Unterschiede zwischen den Proben, in
diesem Fall die unterschiedlichen Artenzusammensetzungen je Bestimmungsmethode an unse-
ren Probenahmestandorten, in einem niedrigdimensionalen, in diesem Fall zweidimensionalen,
Raum darstellt, um die Variabilitdt im Datensatz zusammenzufassen. Jede Achse hat einen so ge-
nannten Eigenwert, dessen Grofie angibt, wie grof die in dieser Achse erfasste Variation ist. Je
weiter zwei Punkte entlang dieser Achsen voneinander entfernt sind, desto stiarker unterschei-
det sich die Artenzusammensetzung zwischen diesen Punkten.

5.1.1.2.5 Korrelationsanalyse

Um den Zusammenhang zwischen eDNA-Metabarcoding-Reads und der Dominanz der Arten
(Anzahl der Individuen) oder der Biomasse der Arten zu untersuchen, wurde eine
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Korrelationsanalyse mit der Funktion ,cor.test()*“ im R-Statistikpaket (R-Team-Core, 2019)
durchgefiihrt. Dazu wurden die rohen Abundanztabellen zunachst mit der Funktion , decostand”
(method = ,total‘) aus dem Vegan-Paket in relative Abundanzdaten umgewandelt. Da die relati-
ven Haufigkeitsdaten nicht normalverteilt waren, wurde der nichtparametrische Spearman-
Rangkorrelationskoeffizient (R, rho) und der zugehodrige p-Wert berechnet. Das jeweilige Ergeb-
nis ist ein Streudiagramm der Beziehung zwischen den relativen Anteilen von Individuen oder
Biomasse und eDNA-Metabarcoding-Reads pro Art und Standort, das mit der Funktion , ggscat-
ter” des R-Pakets ,ggpubr” (Kassambara 2020) erstellt wurde. Jeder Punkt steht fiir eine Art an
einem bestimmten Standort, wie durch verschiedene Farben angezeigt wird. Eine blaue Linie
zeigt die Korrelation zwischen diesen beiden Parametern, wobei der graue Bereich um diese das
95%ige Konfidenzintervall darstellt. Der so genannte Rangkorrelationskoeffizient R von Spe-
arman ist ein Maf fiir die Starke des Zusammenhangs zwischen diesen beiden proportionalen
Grofien. Der Spearman‘sche Rangkorrelationskoeffizient variiert zwischen -1 und +1: -1 steht fiir
eine starke negative und +1 fiir eine starke positive Korrelation zwischen den beiden Variablen.
0 bedeutet, dass kein Zusammenhang zwischen den Variablen besteht. Die Korrelation ist statis-
tisch signifikant, wenn p kleiner als 0,05 ist.

Fiir Regenwiirmer wurden die Korrelationsanalysen und Streudiagramme nicht nur fiir den ge-
samten Datensatz (einschliefdlich aller Arten), sondern auch fiir die folgenden nach den drei 6ko-
logischen Kategorien zusammengefasten Artengruppen erstellt:

» Epigaisch: Dendrobaena attemsi, Dendrobaena octaedra, Dendrobaena pygmaea, Dendrodrilus
rubidus, Lumbricus castaneus, Lumbricus rubellus;

» Endogaisch: Allolobophora chlorotica, Aporrectodea caliginosa, Aporrectodea icterica, Apor-
rectodea rosea, Octolasion cyaneum, Octolasion tyrtaeum, Proctodrilus antipae, Proctodrilus
tuberculatus;

» Anektisch: Aporrectodea longa, Lumbricus terrestris.

5.1.2 Regenwiirmer

Wahrend der Beprobungskampagne wurde festgestellt, dass der Boden an einigen Probenahme-
stellen, insbesondere in Waldern, stark ausgetrocknet war, was haufig zu einer geringen Anzahl
von Regenwurmindividuen fiihrte. So wurden am stark sauren Standort Merzalben keine Regen-
wirmer gefunden. Insgesamt wurden 1754 Regenwurmexemplare und 792 g Biomasse (Frisch-
gewicht) gesammelt. An den 25 beprobten Standorten wurden 12 verschiedene Regenwurmar-
ten morphologisch identifiziert, was einem Anteil von ca. 26 % der bisher in Deutschland nach-
gewiesenen Arten (Lehmitz et al. 2014) entspricht. Die am haufigsten nachgewiesenen Arten
waren Allolobophora chlorotica, Aporrectodea caliginosa, Aporrectodea longa, Aporrectodea ro-
sea, Lumbricus rubellus und Lumbricus terrestris. Auf der Grundlage der morphologischen Identi-
fizierungsergebnisse wurden durchschnittlich 3 Arten pro Ackerstandort, 2 Arten in Waldern
und 4 Arten auf Grinlandstandorten festgestellt. Die durchschnittliche Gesamtabundanz pro
Standort lag bei 70 Ind./m? an Ackerbaustandorten, 17 Ind./m? in Wildern und 87 Ind./m? an
Griinlandstandorten. Die niedrigste Abundanz (0 - 38 Ind./m?) und Artenzahl (0 - 4) wurde so-
mit an den Waldstandorten gefunden (Tabelle 37 im Anhang A.1.1). Die hochste Artenzahl (8)
wurde im Griinland Galgenberg gefunden, die héchste Abundanz (296 Ind./m?) am Griinland-
standort Zeckerin (Tabelle 35 im Anhang A.1.1). Generell wurden auf den beprobten Flachen
keine faunistischen Besonderheiten entdeckt. Die Regenwurmzonose ist nicht sehr divers, was
aber bei diesen (mehr oder weniger) intensiv genutzten Acker- und Griinland- sowie den Wald-
standorten dem Normalzustand entspricht. Der Vergleich der anhand der drei
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Bestimmungsmethoden identifizierten Regenwurmarten pro Standort anhand von UpSet-Dia-
grammen und Artenlisten findet sich im Anhang B.1.

5.1.2.1 Artenreichtum pro Methode an allen Standorten

Zunachst wurde die Verteilung des Artenreichtums pro Methode iiber alle Standorte in Box-
Whisper-Plots dargestellt (Abbildung 18). Es zeigte sich, dass anhand des comDNA-Metabar-
coding mehr Arten pro Standort nachgewiesen wurden als mit dem eDNA-Metabarcoding und
der morphologischen Bestimmung, sowohl im Median als auch im Maximum. Andererseits wur-
den mit eDNA-Metabarcoding und morphologischer Bestimmung eine dhnlich hohe Anzahl von
Arten nachgewiesen. Hier fallt der Median zusammen mit der unteren Boxgrenze, weshalb keine
zusatzlichen horizontalen Linien innerhalb der Boxes zu sehen sind. Die Unterschiede zwischen
den drei Methoden waren jedoch statistisch nicht signifikant (Kruskal-Wallis-Test).

Abbildung 18: Box-Whisker-Plot, der die Verteilung des Artenreichtums der Regenwiirmer pro Be-
stimmungsmethode iiber alle Standorte zeigt
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Quelle: eigene Darstellung, AllGenetics & Biology SL

Abbildung 19 zeigt die Anzahl der Arten, die pro Methode an jedem einzelnen Standort nachge-
wiesen wurden. Es ist zu erkennen, dass die Anzahl der mit den einzelnen Methoden festgestell-
ten Arten manchmal stark voneinander abwich und manchmal stark iibereinstimmte, insbeson-
dere wenn die mit allen Methoden nachgewiesene Artenzahl niedrig war. Wie bereits anhand
des Box-Whisker-Plots gesehen zu erkennen war, wies das comDNA-Metabarcoding fiir die
Mehrzahl der Standorte die hochsten Artenzahlen nach. In Bezug auf die Landnutzung war kein
klares Muster hinsichtlich der Unterschiede zwischen den Bestimmungsmethoden erkennbar.
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Abbildung 19: Artenreichtum der Regenwiirmer pro Bestimmungsmethode und Standort (Stand-
ortkiirzel siehe Tabelle 4)
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Quelle: eigene Darstellung, AliGenetics & Biology SL

5.1.2.2 Diversitat (Shannon-Index) pro Methode iiber alle Standorte

In den Box-Whisker-Plots in Abbildung 20 ist die Diversitit der Regenwurmgemeinschaft, die
pro Methode festgestellt wurde, reprasentiert durch den Shannon-Index, tiber alle Standorte
dargestellt. Der Shannon-Index wird berechnet, indem sowohl die Artenzahl als auch die Gleich-
mafiigkeit der in einer Probe vorhandenen Artenabundanzen beriicksichtigt wird. Je hoher die
Anzahl der Arten und je gleichmafiiger die relative Haufigkeit der Arten verteilt ist, desto hoher
ist der Diversitatsindex. Der Index sinkt, wenn die relativen Haufigkeiten einzelner Arten beson-
ders hoch sind, d. h., wenn es generell nur wenige Arten gibt oder wenn die relativen Haufigkei-
ten ungleichmaflig verteilt sind. Der mediane Diversititsindex war bei allen drei Methoden dhn-
lich, die hochste Diversitdt wurde jedoch beim comDNA-Metabarcoding beobachtet. Das eDNA-
Metabarcoding ergab einen besonders niedrigen Diversitatsindex, wenn fiir einige Arten an eini-
gen Standorten nur eine sehr geringe Anzahl von Sequenzierungs-Reads vorlag. Wie auch fiir die
Gesamtzahl der Arten, waren die Unterschiede zwischen den Methoden hinsichtlich des
Shannon-Index statistisch nicht signifikant (Kruskal-Wallis-Test).

In Abbildung 21 findet sich die Diversitdt (Shannon-Index) der Regenwiirmer pro Bestimmungs-
methode und Standort. Auch hier zeigten sich teilweise hohe Ubereinstimmungen zwischen den
Bestimmungsmethoden, haufiger jedoch teils deutliche Unterschiede. Die hochste Diversitat
wurde in der Mehrzahl der Standorte im comDNA-Metabarcoding erreicht, wahrend das eDNA-
Metabarcoding in etwa der Hélfte der Standorte den niedrigste Diversitdtsindex ergab.
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Abbildung 20: Box-Whisker-Plot, der die Verteilung der Diversitdt (Shannon-Index) der Regenwiir-
mer pro Bestimmungsmethode liber alle Standorte zeigt
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Abbildung 21: Diversitdt (Shannon-Index) der Regenwiirmer pro Bestimmungsmethode und
Standort (Standortkiirzel siehe Tabelle 4)
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5.1.2.3 Bland-Altman-Plot-Analyse

Die Bland-Altman-Plot-Analyse ist eine weitere Moglichkeit, die Unterschiede zwischen den
Identifizierungsmethoden pro Standort zu betrachten. Im Folgenden erfolgt ein jeweils paarwei-
ser direkter Vergleich zwischen den morphologischen Bestimmungsergebnissen auf der einen
Seite und den comDNA- bzw. eDNA-Metabarcoding Ergebnissen auf der anderen Seite. Wie be-
reits oben festgestellt, wurden mittels comDNA-Metabarcoding an vielen Standorten mehr Arten
nachgewiesen als mit der morphologischen Bestimmung (Abbildung 22). Wie sich aus der mitt-
leren gestrichelten Linie ablesen ldsst, wurde im Durchschnitt durch das comDNA-Metabar-
coding an jedem Standort eine Art mehr als durch morphologische Bestimmung nachgewiesen.
Der maximale Unterschied zwischen den beiden Methoden wurde am Standort Almesbach Stall-
koppel (ALM) beobachtet, wo durch das comDNA-Metabarcoding vier Arten mehr identifiziert
wurden als durch die morphologische Bestimmung. Umgekehrt wurde in keinem Fall durch die
morphologische Bestimmung eine hohere Artenzahl erhalten als durch das comDNA-Metabar-
coding. Der Hauptgrund fiir diese Beobachtungen ist, dass Jungtiere und morphologisch nicht
identifizierte Individuen wie Fragmente durch Metabarcoding einer Art zugeordnet werden
konnten.

Der Vergleich zwischen morphologischer Bestimmung und eDNA-Metabarcoding zeigt, dass im
Durchschnitt mit eDNA-Metabarcoding dhnlich viele Arten wie mit der morphologischen Bestim-
mung nachgewiesen wurden (Abbildung 23). Allerdings wurden haufig Unterschiede in beide
Richtungen beobachtet. Auffallend ist der starke Unterschied am Griinlandstandort Galgenberg
(GAL), der eine hohe Anzahl morphologisch identifizierter Arten aufwies, von denen aber nur
sehr wenige mittels eDNA-Metabarcoding nachgewiesen wurden. Der Grund dafiir ist derzeit
unklar, aber es sollte berticksichtigt werden, dass es Falle gibt, in denen das eDNA-Metabar-
coding die tatsachliche Regenwurmvielfalt an einigen Standorten stark unterschatzt.
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Abbildung 22

: Bland-Altman-Plot-Analyse zur lllustration der Unterschiede zwischen der morpho-

logisch bestimmten und anhand comDNA-Metabarcoding festgestellten Artenzahl

pro Standort (Standortkiirzel siehe Tabelle 4)

| morph. identifizierte mehr Arten

Differenz in der Artenzahl

. KLK EUT B KAN PAU
F ZIN ST B
| _"!B_Uﬁ ___________ N EU9?- ____________ LIS o o e =Yo N (=T
WOI:‘B'RU .
EC
SH\ﬂZ sud
_________________________ e
- Al
comDNA identifizierte mehr Arten
0.0 25 50 75 104
Mittlere Artenzahl
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Abbildung 23:

Bland-Altman-Plot-Analyse zur lllustration der Unterschiede zwischen der morpho-

logisch bestimmten und anhand eDNA-Metabarcoding festgestellten Artenzahl pro

Standort (Standortkiirzel siehe Tabelle 4)
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5.1.2.4 Nachweishaufigkeit pro Art und Methode

Bisher wurden nur die Unterschiede zwischen den drei Bestimmungsmethoden in Bezug auf die
Gesamtartenzahl oder -vielfalt dargestellt. Im Folgenden wird die Haufigkeit des Nachweises der
einzelnen Regenwurmarten pro Bestimmungsmethode ndher betrachtet. Abbildung 24 zeigt,
welche Regenwurmart an wie vielen Standorten und mit welcher Bestimmungsmethode nachge-
wiesen wurde. Es lasst sich feststellen, dass Allolobophora chlorotica, Aporrectodea caliginosa
und Aporrectodea rosea von allen Arten am haufigsten mit allen drei Methoden nachgewiesen
wurden. Dendrobaena octaedra und Dendrodrilus rubidus wurden haufiger mittels eDNA-Meta-
barcoding als mit den beiden anderen Methoden nachgewiesen. Dagegen wurden Lumbricus ter-
restris und beide Octolasion-Arten mit eDNA-Metabarcoding weniger haufig nachgewiesen. Epi-
gdische Arten (Vertreter der Gattung Dendrobaena, Dendrodrilus rubidus, Lumbricus castaneus
sowie Lumbricus rubellus) wurden an manchen Standorten anhand morphologischer Bestim-
mung nicht nachgewiesen. Das comDNA-Metabarcoding wies insgesamt die hochste Zuverlassig-
keit fiir den Nachweis von Arten auf, da die Anzahl der Standorte, an denen die jeweilige Art mit
dieser Methode nachgewiesen wurde, am haufigsten der Gesamtzahl der Standorte, an denen die
Art mit allen Bestimmungsmethoden nachgewiesen wurde, am nachsten lag.

Diese Unterschiede in der Nachweishaufigkeit pro Art zwischen den Methoden kénnten durch
die Abundanz, das Verhalten oder die Grofie der Arten erklart werden. Die endogdischen Arten
Allolobophora chlorotica, Aporrectodea caliginosa und Aporrectodea rosea waren diejenigen mit
der hochsten Abundanz, und endogene Arten konnen als Horizontalgraber potenziell viel eDNA
im Boden hinterlassen. Andererseits war die Abundanz der Octolasion-Arten sehr gering. Kleine
epigaische Arten konnten beispielsweise bei der Handauslese ibersehen werden, wahrend an-
dererseits ganze Individuen, insbesondere Jungtiere, in den eDNA-Proben vorhanden sein kénn-
ten. Die eDNA von Vertikalgrabern wie Lumbricus terrestris konnte dagegen sehr ungleichmafiig
im Boden verteilt sein, vor allem in ihren senkrechten Rohren und ihrer Losung an deren Aus-
gangen an der Bodenoberflache. Daher konnten sie aufgrund der im Rahmen dieses Vorhabens
zufallig verteilten Probenahmepunkte durch das eDNA-Metabarcoding weniger wahrscheinlich
nachgewiesen werden.

Eine Moglichkeit, diesem Effekt zu begegnen ware, einen Teil der eDNA-Proben gezielt dort zu
entnehmen, wo oberflachlich erkennbare Spuren tiefgrabender Regenwiirmer erkennbar sind
sowie die gezielte Beprobung von Mikrohabitaten wie Totholz, Dunghaufen oder Moospolstern
fiir die vollstandige Erfassung der epigdischen Arten. Diese Vorgehensweise steht jedoch mdog-
licherweise einer grundsatzlich anzustrebenden Standardisierung bei der Probenahme entgegen
und erfordert zudem vom Probennehmer eine héhere Qualifikation als bei einer einheitlichen
und beobachtungsunabhangigen Probenahme. Derartige methodische Fragen sollten bei der
Fortentwicklung und Standardisierung kiinftiger Probenahmemethoden diskutiert werden.
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Abbildung 24: Anzahl der Standorte, an denen jede Regenwurmart mit allen Bestimmungsmetho-
den bzw. mit jeder einzelnen Bestimmungsmethode nachgewiesen wurde
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Anzahl Standorte

M Gesamtzahl Standorte morph  mcomDNA meDNA

Quelle: eigene Darstellung, ECT Oekotoxikologie GmbH

5.1.2.5 Hauptkoordinatenanalyse

Abbildung 25 zeigt eine Hauptkoordinatenanalyse auf der Grundlage der Ahnlichkeit (Jaccard-
Koeffizient) zwischen den Daten liber das Vorhandensein bzw. die Abwesenheit von Arten pro
Standort und Bestimmungsmethode. Etwa 40 % der Gesamtvariation im Datensatz wird durch
die ersten beiden Achsen erklart. Es ist ein kontinuierlicher Gradient in der Artenzusammenset-
zung von Ackerland zu Waldstandorten mit einer teilweise starken Uberlappung zu erkennen.
Die Griinlandstandorte ordnen sich zwischen den beiden anderen Landnutzungsformen ein. Es
gibt kein offensichtlich unterschiedliches Muster zwischen den drei Bestimmungsmethoden. Das
bedeutet, dass alle drei Bestimmungsmethoden in der Lage sind, zwischen Standorten mit unter-
schiedlicher Artenzusammensetzung zu differenzieren, auch wenn der Grad der Trennung zwi-
schen den Standorten bei jeder Bestimmungsmethode unterschiedlich sein kann.
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Abbildung 25: Hauptkoordinatenanalyse auf Grundlage der Ahnlichkeit (Jaccard-Koeffizient) zwi-
schen Standorten und Bestimmungsmethoden beziiglich der Regenwurm-Artenzu-
sammensetzung (Prdasenz/Absenz)
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Quelle: eigene Darstellung, AllGenetics & Biology SL

Ein dhnliches Muster zeigt sich unter Einbeziehung der Abundanz bzw. der Anzahl der Metabar-
coding-Reads (Bray-Curtis-Koeffizient). Auch hier ist keine deutlich andere Verteilung der Da-
tenpunkte aufgrund der unterschiedlichen Bestimmungsmethoden erkennbar (Abbildung 26).
Mit knapp 49 % wird ein etwas hoherer Anteil der Gesamtvariation im Datensatz als bei der Ver-
wendung des Jaccard-Koeffizienten durch die ersten beiden Achsen erklart.
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Abbildung 26: Hauptkoordinatenanalyse auf Grundlage der Un&hnlichkeit (Bray-Curtis-Koeffi-
zient) zwischen Standorten und Bestimmungsmethoden beziiglich der Regenwurm-
Artenzusammensetzung und Abundanz
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Quelle: eigene Darstellung, AllGenetics & Biology SL

5.1.2.6 Korrelation zwischen der relativen Abundanz und Biomasse von Arten und der relativen
Anzahl von eDNA-Metabarcoding-Reads

Die Ergebnisse des Metabarcoding liefern keine direkten Daten zur Abundanz oder Biomasse
der auf diese Weise nachgewiesenen Arten, sondern lediglich eine zundchst wenig aussagekraf-
tige Anzahl von Sequenzierungs-Reads pro ASV. Aus diesem Grund wurde untersucht, ob es eine
sichtbare Korrelation zwischen der relativen Abundanz oder Biomasse der Arten und der relati-
ven Anzahl der eDNA-Sequenzierungsdaten gibt. Abbildung 27 zeigt eine schwache, aber statis-
tisch signifikante, positive Korrelation zwischen dem Anteil der durch eDNA-Metabarcoding ge-
wonnenen Sequenzierungs-Reads und der relativen Abundanz der an jedem Probenahmeort
morphologisch bestimmten Arten. Betrachtet man die Korrelation zwischen der relativen Bio-
masse und den eDNA-Metabarcoding-Reads, so ergibt sich praktisch das gleiche Bild (Abbildung
28). Diese Korrelationen, die auf den Daten fiir alle Arten zusammen beruhen, sind daher nicht
geeignet, um die relative Haufigkeit von Arten oder die Biomasse aus der relativen Anzahl von
Sequenzierungs-Reads vorherzusagen, da viele Datenpunkte aufderhalb des 95%-Konfidenzin-
tervalls der Korrelationslinie liegen.
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Abbildung 27: Korrelation zwischen der relativen Abundanz der Regenwurmarten und der relati-
ven Anzahl der eDNA-Metabarcording-Reads (Standortkiirzel siehe Tabelle 4)
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Abbildung 28: Korrelation zwischen der relativen Biomasse der Regenwurmarten und der relati-
ven Anzahl der eDNA-Metabarcording-Reads (Standortkiirzel siehe Tabelle 4)
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Wie sich im Rahmen der Betrachtung der Nachweishaufigkeit pro Art und Methode (Abschnitt
5.1.2.4) andeutete, scheint es bei den verschiedenen Regenwurmarten unter anderem aufgrund
ihres Verhaltens bzw. ihrer Lebensform Unterschiede in der Menge und Verteilung der im Boden
vorhandenen eDNA zu geben, so dass die Starke dieser Korrelationen zwischen den Arten variie-
ren konnte. Aus diesem Grund wurden diese Analysen einzeln fiir diejenigen Arten durchge-
fithrt, die iiber geniigend Datenpunkte verfiigten, d. h. sie wurden haufig genug sowohl durch
morphologische Bestimmung als auch durch eDNA-Metabarcoding am selben Standort nachge-
wiesen. Konkret handelte es sich dabei um die flinf Arten Allolobophora chlorotica, Aporrectodea
caliginosa, Aporrectodea longa, Aporrectodea rosea und Lumbricus terrestris. Die Ergebnisse fiir
die endogdische Art A. chlorotica finden sich in Abbildung 28 und zeigen eine starke und statis-
tisch signifikante positive Korrelation zwischen der relativen Abundanz und Biomasse von A.
chlorotica und dem Anteil der eDNA-Metabarcoding-Reads. Bei A. caliginosa, ebenfalls einer en-
dogdischen Art, gab es dagegen eine nur sehr schwache und nur knapp statistisch signifikante
Korrelation zwischen der relativen Abundanz und den eDNA-Metabarcoding-Reads. Fiir die rela-
tive Biomasse war die Korrelation ebenso schwach und nicht statistisch signifikant (Abbildung
30). Bei der endogdischen Art A. rosea wiederum war die Korrelation stark und statistisch signi-
fikant fiir die relative Abundanz und deutlich sichtbar, wenn auch nicht statistisch signifikant fiir
die relative Biomasse (Abbildung 31). Bei der Betrachtung der anektischen Arten zeigte sich,
dass es keine Korrelation zwischen der relativen Abundanz und Biomasse von A. longa und der
Anzahl der eDNA-Metabarcoding-Reads gab (Abbildung 32), was gleichermaféen auch fiir L. ter-
restris galt (Abbildung 33). Es gab also Anzeichen dafiir, dass die Korrelationen bei endogaischen
Arten starker sein kdnnten als bei anektischen Arten, was in der Folge ndher untersucht wurde,
indem die Korrelationen fiir die nach ihren 6kologischen Gruppen zusammengefassten Arten be-
rechnet wurden. Das Ergebnis bestatigte die Annahme: wahrend fiir epigdische (Abbildung 34)
und anektische Arten (Abbildung 36) keine statistisch signifikanten Korrelationen festgestellt
werden konnten, zeigte sich fiir die endogaischen Arten eine starke und statistisch signifikante
positive Korrelation zwischen der relativen Abundanz und Biomasse und dem Anteil der eDNA-
Metabarcoding-Reads (Abbildung 35).
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Abbildung 29: Korrelation zwischen der relativen Abundanz und Biomasse von Allolobophora
chlorotica und der relativen Anzahl der eDNA-Metabarcording-Reads (Standortkiir-

zel siehe Tabelle 4)
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Quelle: eigene Darstellung, AllGenetics & Biology SL

Abbildung 30: Korrelation zwischen der relativen Abundanz und Biomasse von Aporrectodea cali-
ginosa und der relativen Anzahl der eDNA-Metabarcording-Reads (Standortkiirzel

siehe Tabelle 4)
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Abbildung 31: Korrelation zwischen der relativen Abundanz und Biomasse von Aporrectodea ro-
sea und der relativen Anzahl der eDNA-Metabarcording-Reads (Standortkiirzel

siehe Tabelle 4)
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Quelle: eigene Darstellung, AllGenetics & Biology SL

Abbildung 32: Korrelation zwischen der relativen Abundanz und Biomasse von Aporrectodea
longa und der relativen Anzahl der eDNA-Metabarcording-Reads (Standortkiirzel

siehe Tabelle 4)

Aporrectodea longa

eDNA vs. morph. (Abundanz) eDNA vs. morph. (Biomasse)

151 151
wn 1.07 w 1.01
< <
© ©
[J] [J]
« R=04 p=075 « R=04 p=075
‘O 059 ¢ ‘T 059 ¢
) )
[ [
< <

0.0 0.0

-0.51 05

0.12 0.16 0.20 0.2 03 0.4 0.5 0.6
Anteil Individuen Anteil Biomasse

Standort LIS ® SHG ® TRO ZEC
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Abbildung 33: Korrelation zwischen der relativen Abundanz und Biomasse von Lumbricus terrest-
ris und der relativen Anzahl der eDNA-Metabarcording-Reads (Standortkiirzel siehe

Tabelle 4)
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Quelle: eigene Darstellung, AllGenetics & Biology SL

Abbildung 34: Korrelation zwischen der relativen Abundanz und Biomasse epigdischer Arten und
der relativen Anzahl der eDNA-Metabarcording-Reads (Standortkiirzel siehe Tabelle

4)
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Quelle: eigene Darstellung, AllGenetics & Biology SL

143



TEXTE Bewertung der biologischen Vielfalt mittels DNA-Extraktion aus Bodenproben von BDF — Abschlussbericht

Abbildung 35: Korrelation zwischen der relativen Abundanz und Biomasse endogaischer Arten
und der relativen Anzahl der eDNA-Metabarcording-Reads (Standortkiirzel siehe

Tabelle 4)
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Quelle: eigene Darstellung, AllGenetics & Biology SL

Abbildung 36: Korrelation zwischen der relativen Abundanz und Biomasse anektischer Arten und
der relativen Anzahl der eDNA-Metabarcording-Reads (Standortkiirzel siehe Tabelle

4)
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5.1.2.7 Zusammenfassung des Regenwurm-Methodenvergleichs

Die Ergebnisse des Methodenvergleichs fiir die Regenwiirmer lassen sich wie folgt zusammen-
fassen:

» Durch comDNA-Metabarcoding wurden hiufig mehr Arten nachgewiesen als durch eDNA-
Metabarcoding und durch morphologische Bestimmung.

» comDNA-Metabarcoding istin der Lage, Individuen einer Art zuzuordnen, die morphologisch
schwer zu bestimmen sind, z. B. Jungtiere, kryptische Arten und Fragmente.

» Im Durchschnitt wurden mittels eDNA-Metabarcoding dhnlich viele Arten nachgewiesen wie
bei der morphologischen Identifizierung.

» Einige Arten scheinen eine hohere oder geringere Wahrscheinlichkeit zu haben, durch
eDNA-Metabarcoding entdeckt zu werden als andere.

» Kleine epigdische Arten wurden in einigen Fallen anhand klassischer Probenahme und mor-
phologischer Bestimmung nicht nachgewiesen.

» Alle drei Bestimmungsmethoden kdnnen zwischen Standorten mit unterschiedlicher Arten-
zusammensetzung differenzieren, der Grad der Trennung kann je nach Bestimmungsme-
thode unterschiedlich sein.

» Der relative Anteil der eDNA-Sequenzierungs-Reads zeigt Potenzial als Surrogat der relati-
ven Abundanz oder Biomasse fiir endogaische, aber nicht fiir epigdische und anektische Ar-
ten.

5.1.3 Enchytraeiden

Mit den drei verwendeten und zu vergleichenden Methoden wurden auf den 25 untersuchten
Bodendauerbeobachtungsflachen insgesamt 104 Enchytraeidenarten nachgewiesen, 84 davon
mit validem Namen. Das sind gut zwei Drittel der bislang in Deutschland bekannten Enchytraei-
denarten. Diese hohe Prozentzahl zeigt an, dass die Probenfldchen gut und représentativ ausge-
wahlt worden sind. Die verbleibenden 20 Arten sind neu fiir die Wissenschaft und miissen for-
mal beschrieben werden. Morphologische Kurzdiagnosen und DNA-Barcodes liegen fiir die
meisten von ihnen bereits vor; einige wurden im Rahmen dieses Projektes erstellt.

Die durchschnittliche Artenzahl pro BDF, differenziert nach Habitattypen, betrug 17,5 (8 - 25)
fiir Ackerstandorte, 20 (9 - 29) fiir Waldstandorte, und 22 (15 - 31) fiir Griinlandstandorte; die
durchschnittliche Abundanz betrug, in derselben Reihenfolge, 13287, 37567, und

31381 Ind./mz2.

Im Folgenden werden die drei Methoden hinsichtlich Artenzahl, Artenzusammensetzung und
Artabundanz verglichen. In einem vierten Schritt wird das unterschiedliche 6kologische Verhal-
ten der Arten in den Methodenvergleich mit einbezogen, und dieser Vergleich anhand eines Bei-
spiels, eines sauren Buchenwaldstandortes im Nationalpark Eifel (WBU, siehe Abschnitt 4.1),
durchgefiihrt.

Um eine Vergleichbarkeit der drei mit unterschiedlichen Methoden erstellten Datensatze zu ge-
wabhrleisten, wurden die in Abschnitt 5.1.1.1vorgestellten Bereinigungsschritte vorgenommen.
Der Vergleich der anhand der drei Bestimmungsmethoden identifizierten Enchytraeidenarten
pro Standort anhand von UpSet-Diagrammen und Artenlisten findet sich im Anhang B.2.
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5.1.3.1 Artenzahl

Im Gesamtvergleich aller 25 Probestellen lieferten alle drei Methoden vergleichbare Artenzahlen
(Abbildung 37), wobei die Methode des eDNA-Metabarcodings erhohte Werte zeigte.

Abbildung 37: Box-Whisker-Plot (vgl. 5.1.1.2.2), der die Verteilung des Artenreichtums der Enchy-
traeiden pro Bestimmungsmethode iiber alle Standorte zeigt. Links: comDNA,
Mitte: eDNA, rechts: Morphologie

204
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101

comDNA-COI A
eDNA-COI A
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Quelle: eigene Darstellung, AliGenetics & Biology SL

Auch im Einzelvergleich der Standorte sowie im Vergleich der Nutzungstypen lieferten die drei
Methoden vergleichbare Ergebnisse. Abbildung 38 zeigt die Artenzahlen je Standort und Me-
thode. Die Abweichungen zwischen den Methoden sind so gering, dass jede von ihnen fiir eine
Standortcharakterisierung herangezogen werden kann, wenn Artenzahl ein Zielparameter ist.
Zudem zeigt es sich, dass keine der drei Methoden grundsatzlich besser oder schlechter ist als
die anderen: Alle drei liefern, je nach Standort, Maximal- oder Minimalwerte.
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Abbildung 38: Artenreichtum der Enchytraeiden pro Bestimmungsmethode und Standort. Nut-
zungstypen sind farblich, Bestimmungsmethoden mit Symbolen unterschieden
(Standortkiirzel siehe Tabelle 4)
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Quelle: eigene Darstellung, AliGenetics & Biology SL

Die Artenzahl ist ein wichtiger Parameter fiir die biologische Beurteilung eines Standorts, hat
aber fiir den Methodenvergleich nur eingeschrankte Aussagekraft, weil derselben Artenzahl bei
zwei Standorten unterschiedliche Arten zugrunde liegen konnen. Es ist also unerlasslich, die Ar-
tidentitat mit hinzuzuziehen.

5.1.3.2 Artenzusammensetzung

Eine erste Anndherung fiir die Beurteilung der Vergleichbarkeit der drei Bestimmungsmethoden
mit Hinblick auf die Artenzusammensetzung gibt Abbildung 39, eine Darstellung des tiber alle
Standorte hinweg kalkulierten Shannon-Index (zu Details siehe Abschnitt 5.1.2.2). In den
Shannon-Index gehen die Artidentitdt und Artabundanz mit ein. Diversitdts-Werte divergierten
am meisten bei den DNA-basierten Bestimmungsmethoden, dies konnte mit methodenbedingter
Unsicherheit der quantitativen Daten (Schwankungen der Anzahl von Sequenzierungs-Reads)
zusammenhdngen. Wichtiger ist hier der mediane Diversititsindex, bei allen drei Methoden fast
gleich; signifikante Unterschiede wurden nicht festgestellt (Kruskal-Wallis-Test).

Weiteren Aufschluss gibt Abbildung 40, welche die Unterschiede der einzelnen Standorte nach
Nutzungstyp im Hinblick auf Vorkommen oder Fehlen von Arten in einem zweidimensionalen
Hauptkoordinatendiagramm, dem die jeweiligen Jaccard-Indices zugrunde liegen, darstellt (zu
Details siehe Abschnitt 5.1.1.2.4). Mit allen drei Methoden wird zum einen der Nutzungstyp
Wald von den Nutzungstypen Acker und Griinland abgegrenzt; zum anderen zeigen sich Acker
und Griinland stark durchmischt, sind aber nicht deckungsgleich.
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Abbildung 39: Box-Whisker-Plot, der die Verteilung der Diversitdt (Shannon-Index) der Enchytraei-
den pro Bestimmungsmethode liber alle Standorte zeigt
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Abbildung 40: Hauptkoordinatenanalyse auf Grundlage der Ahnlichkeit (Jaccard-Koeffizient) zwi-
schen Standorten und Bestimmungsmethoden beziiglich der Enchytraeiden-Arten-
zusammensetzung (Pridsenz/Absenz)
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Fiir einen genaueren Vergleich der drei Bestimmungsmethoden und der Suche nach Griinden fir
Unterschiede ist es hilfreich, ins Detail zu gehen und die jeweiligen Artenlisten direkt miteinan-
der zu vergleichen. Dies miisste Standort fiir Standort geschehen, wird aber hier, aus Platzgriin-
den, an nur zwei Beispielen vorgestellt, einem mit vergleichsweise minimaler und einem mit be-
sonders guter Ubereinstimmung der Artenlisten, wie sie mit den drei unterschiedlichen Bestim-
mungsmethoden erstellt worden sind.

Schlechte Ubereinstimmung zeigt der Ackerstandort Grofienhiil (GHU) in Bayern (Abbildung
41). Nur drei der 12 Arten wurden mit allen drei Methoden nachgewiesen. Jede Methode hat
eine ,exklusive’ Art, die von den jeweils anderen Methoden nicht entdeckt worden ist. Die grofite
Ubereinstimmung besteht zwischen morphologischer Bestimmung und comDNA-Metabarcoding
(67 %).

Abbildung 41: Venn-Diagramm zur Veranschaulichung der Ubereinstimmungen und Unterschiede
der drei Methoden hinsichtlich von Enchytraeiden-Artenfunden am Standort
GroRenhiil (GHU)

comDNA eDNA

(NN

morph.

Quelle: eigene Darstellung, AliGenetics & Biology SL

Tabelle 17 und weitere Daten bestitigen, dass das Hauptproblem hier in der Durchfiihrung des
eDNA-Metabarcodings zu suchen ist. Hier standen nur 198 Reads zur Auswertung zur Verfi-
gung, gegeniiber 22888 Reads beim comDNA-Metabarcoding. Offensichtlich war die Menge an
isolierter eDNA unzureichend, um einen Grofiteil der Arten zu entdecken. Diese Vermutung wird
unterstiitzt durch die ungewdhnlich niedrige Abundanz von errechneten 2956 Ind./m? in den
fiir morphologische Bestimmung und comDNA-Metabarcoding bestimmten Proben.
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Tabelle 17: Methodenvergleich zum Artennachweis am Standort GroBenhiil (GHU), Bayern
Taxon morph | comDNA | eDNA
Cernosvitoviella sp. *

Enchytraeus buchholzi * * *
Enchytraeus bulbosus * *
Enchytronia christenseni & &
Enchytronia parva * *
Fridericia bulboides * *
Fridericia christeri * * *
Fridericia galba * &
Fridericia isseli * *
Fridericia sylvatica <
Henlea perpusilla * * *
Marionina mendax * *
Summe 10 10 5

Weitere Unterschiede konnen auf unterschiedliche Weise erklart werden:

» Cernosvitoviella sp. war mit nur einem juvenilen Tier in den Proben vertreten, und die DNA
dieser sehr kleinen Art hat offensichtlich fiir einen comDNA-Metabarcoding-Nachweis nicht
ausgereicht.

» Das Fehlen von Enchytronia parva in der morphologischen Bestimmung geht offenbar auf
einen Bestimmungsfehler zuriick oder auf einen Fehler in der DNA-Referenzdatenbank. Zur
Klarung konnte das der DNA-Referenzsequenz zugrundeliegende Exemplar, wenn es denn
vorliegt, morphologisch nachuntersucht werden.

» Friderica sylvatica, nur mit eDNA-Metabarcoding nachgewiesen, ist eine an diesem Standort
zu erwartende Art, die offensichtlich aus Zufallsgriinden in den fiir morphologische Bestim-
mung und comDNA-Metabarcoding bestimmten Proben fehlte. Nachbesammlung des Stand-
orts wiirde hier Klarheit verschaffen.

Gute Ubereinstimmung zeigte der Griinland-Standort Zingst (ZIM) in Mecklenburg-Vorpommern
(Abbildung 42): Elf der 15 insgesamt nachgewiesenen Arten wurden mit jeder der drei verwen-
deten Methoden aufgedeckt. Der Nachweis von drei Arten nur mit eDNA-Metabarcoding (Tabelle
18) deutet darauf hin, dass der Artenbestand noch nicht komplett erfasst ist. Der Nachweis der
sehr kleinen Art Hemifridericia parva nur mit comDNA-Metabarcoding deutet auf einen Bestim-
mungsfehler. Allerdings sind auch Fehler in der Referenzdatenbank oder bei der rechnerischen
Aufbereitung der Daten moglich. Bryodrilus parvus wurde selten gefunden.

150



TEXTE Bewertung der biologischen Vielfalt mittels DNA-Extraktion aus Bodenproben von BDF — Abschlussbericht

Abbildung 42: Venn-Diagramm zur Veranschaulichung der Ubereinstimmungen und Unterschiede
der drei Methoden hinsichtlich von Enchytraeiden-Artenfunden am Standort Zingst
(ZIN)

comDNA eDNA

(NN

morph.

Quelle: eigene Darstellung, AliGenetics & Biology SL

Tabelle 18: Methodenvergleich zum Artennachweis am Standort Zingst (ZIM) in Mecklenburg-
Vorpommern

Taxon morph | comDNA | eDNA
Achaeta affinis *
Bryodrilus parvus <
Buchholzia appendiculata * * *
Cognettia chlorophila * * *
Cognettia varisetosa * * *
Enchytraeus buchholzi * * *
Fridericia bulboides * * *
Fridericia cylindrica * * *
Fridericia dura * * *
Fridericia paroniana &
Fridericia ratzeli * * *
Hemifridericia parva <
Henlea perpusilla * * *
Henlea ventriculosa * * *
Marionina communis * * *
Summe 11 12 14
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Zusammenfassend kann eine gute Ubereinstimmung der drei Methoden konstatiert werden,
wenn es sich um Prasenz/Absenz-Daten von Arten handelt. Selbst fiir den Standort GrofRenhiil
(GHU) kann anhand der eDNA-Metabarcoding-Daten eine Aussage getroffen werden, wenn das
okologische Verhalten der Arten in die Auswertung mit einbezogen wird (s. u.; Abschnitt
5.1.2.4).

Es soll abschliefRend noch einmal hervorgehoben werden, dass Unterschiede im Artnachweis auf
unterschiedliche aber weitgehend behebbare Faktoren zuriickgehen kénnen. Diese seien hier
noch einmal kurz vorgestellt:

1. Ein Nachweis mit morphologischer Bestimmung bei Nichtnachweis durch comDNA- und
eDNA-Metabarcoding kann auf einer Fehlbestimmung beruhen, oder auf dem Fehlen von
DNA-Referenzsequenzen dieser Art, oder darauf, dass DNA-Referenzsequenzen zwar
vorhanden sind, diese aber von einem fehlbestimmten Individuum stammen, oder von
einer anderen genetischen Linie innerhalb eines Artenkomplexes. Ebenfalls méglich sind
Fehler bei der DNA-Amplifizierung. Diese verwirrende Vielzahl von Faktoren kann durch
eine einfache Sanger-Sequenzierung der morphologisch identifizierten Individuen ge-
klart werden. Dies wurde innerhalb dieses Projektes auch mehrfach durchgefiihrt.

Ein Beispiel ist Enchytronia pratensis Chalupsky, 1994 (Abbildung 43), dessen Nachweis
auf der BDF Siilstorf (SLT) in Mecklenburg-Vorpommern ein Erstfund nach der Original-
beschreibung darstellt, und deren COI-DNA-Barcodesequenz deshalb naturgemaf? noch
unbekannt war. Erst die Sanger-Sequenzierung machte diese Art den beiden DNA-basier-
ten Methoden zuganglich.

Ein Negativbeispiel ist Fridericia hegemon: Diese grofite mitteleuropdische terrestrische
Enchytraeidenart wurde an vier Standorten morphologisch nachgewiesen aber niemals
mit den DNA-Methoden, obwohl eine publizierte COI-Referenzsequenz fiir die Art ver-
fiigbar ist. Da aufgrund der Koérpergrofie Mangel an zu amplifizierendem DNA-Material
als Grund auszuschliefden ist, ist davon auszugehen, dass entweder DNA nicht amplifi-
ziert wurde (sog. ,primer bias‘) oder dass der in Deutschland vorherrschende Genotyp
ein anderer als der in der Referenzdatenbank vorliegende ist. Dies wiirde bedeuten, dass
es sich bei F. hegemon um eine Gruppe kryptischer Arten handelt. Das Problem wurde
leider zu spat erkannt, wird aber leicht durch Sanger-Sequenzierung von Referenzex-
emplaren, die zum Gliick isoliert worden sind, gel6st werden kdnnen.

2. Ein Nachweis mit eDNA-Metabarcoding bei Nichtnachweis durch morphologische Be-
stimmung und comDNA-Metabarcoding kann darauf beruhen, dass diese Art tatsachlich
an diesem Standort vorkommt, in den fiir morphologische Bestimmung und comDNA-
Metabarcoding bestimmten Proben aber aus Zufallsgriinden fehlte, oder darauf, dass
eine Laborkontamination oder ein Fehler in der Datenbearbeitung zu einem artifiziellen
Resultat gefiihrt hat. Wiederholte Probenahme und eDNA-Sequenzierung sollte hier eine
Klarung verschaffen.

3. Ein Nachweis mit comDNA-Metabarcoding bei Nichtnachweis durch morphologische Be-
stimmung beruht entweder auf juvenilen Individuen, die bei gewissen Arten morpholo-
gisch nicht zur Art bestimmbar sind, und bei denen die DNA-Methoden in einem klaren
Vorteil sind, oder auf Fehlbestimmung. Auch hier ist wiederholte Beprobung des Stand-
orts, verbunden mit einer Nachuntersuchung des den Referenzsequenzen zugrundelie-
genden Exemplars, zu empfehlen.
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Abbildung 43: Enchytronia pratensis Chalupsky, 1994. Links, Habitus; Mitte, mikroskopische De-
tails der Spermathekenregion; Rechts, Zeichnung der Spermatheke aus der Origi-
nalbeschreibung

Quelle: Links, Mitte: eigene Darstellung, Ridiger M. Schmelz; Rechts: Chalupsky (1994), Fig. 5

5.1.3.3 Artenabundanz

Die DNA-Metabarcoding-Methoden produzieren quantitative Daten in Form von Lesezahlen,
,number of reads’, die im Idealfall die quantitativen Verhaltnisse der DNA-Sequenzen in den Aus-
gangsproben widerspiegeln und in einem Verhaltnis zur Abundanz oder Biomasse stehen soll-
ten. Dies wurde im Rahmen dieses Projektes getestet.

Zunachst wurden in einer Hauptkoordinatenanalyse (siehe Abschnitt 5.1.1.2.4) die Unahnlich-
keiten auf der Grundlage von Artenabundanzen (Bray-Curtis Koeffizient) zwischen Standorten
und Bestimmungsmethoden verglichen, wobei die Anzahl der Reads als Proxy fiir die Abundanz
verstanden wurden (Abbildung 44). Mit allen drei Methoden wird zum einen der Nutzungstyp
Wald von den Nutzungstypen Acker und Griinland abgegrenzt; zum anderen zeigen sich Acker
und Griinland stark durchmischt, sind aber nicht deckungsgleich. Das Ergebnis unterscheidet
sich nicht von der auf Priasenz und Absenz von Arten basierten Analyse (vgl. Abbildung 40).

In einem zweiten Schritt wurden die mit der morphologischen Methode ermittelten Abundanzen
in Biomasse umgerechnet. Hierfiir wurde fiir jede Art ein ihr entsprechender mittlerer Wert er-
mittelt, der auf umfangreichen Messungen beruhte. Hintergrund war die Uberlegung, dass die
Lesezahlen idealerweise die DNA-Menge reprasentieren und dass diese eher der Biomasse als
der Abundanz einer Art entspricht: Enchytraeiden unterscheiden sich in der Biomasse in der
Grofdenordnung von 1 : 1000, wenn man die kleinsten und grofdten Arten gegeniiberstellt (z. B.
Marionina deminuta, Biovolumen 0,009 mm’, vs. Fridericia hegemon, Biovolumen 9 mm?®). Wei-
terhin wurden samtliche Werte in Prozente umgerechnet, um eine Vergleichbarkeit zu gewéahr-
leisten. Als Ergebnis wird hier beispielhaft die bereits aus Tabelle 17 bekannte Artentabelle zum
Standort Grof3enhiil (GHU) vorgestellt, die nun vier Datensatze, in Prozentwerte umgerechnet,
enthalt (Tabelle 19).
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Abbildung 44: Hauptkoordinatenanalyse auf Grundlage der Un&hnlichkeit (Bray-Curtis-Koeffi-
zient) zwischen Standorten und Bestimmungsmethoden beziiglich der Enchytraei-
den-Artenzusammensetzung plus Artenabundanz
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Quelle: eigene Darstellung, AliGenetics & Biology SL

Nun wurde untersucht, ob es eine sichtbare Korrelation zwischen der relativen Abundanz oder
Biomasse der Arten und der relativen Anzahl der comDNA- oder eDNA-Sequenzierungsdaten
gab.

Abbildung 45 zeigt eine schwache (R = 0,73), aber statistisch signifikante, positive Korrelation
zwischen dem Anteil der durch comDNA-Metabarcoding gewonnenen Sequenzierungs-Reads
und der relativen Biomasse der an jedem Probenahmeort morphologisch bestimmten Arten. Al-
lerdings liegen fast alle Punkte auf3erhalb des 95%-Konfidenzintervalls der Korrelationslinie;
deshalb kann die relative Anzahl von Sequenzierungs-Reads nicht die Biomasse von Arten vor-
hersagen. Dasselbe gilt fiir die anderen moglichen Kombinationen eDNA-Abundanz, eDNA-Bio-
masse, comDNA-Abundanz (nicht gezeigt hier). In allen drei Fallen ist der Korrelationskoeffi-
zient noch geringer als in Abbildung 45.
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Tabelle 19: In Prozentwerte umgerechnete Daten zu Abundanz, Biomasse, comDNA-Reads,
eDNA-Reads der am Standort GroBenhiil (GHU) gefundenen Arten

Relative (%): Abundanz | Biomasse | comDNA eDNA
Cernosvitoviella 1,7 0,1 0 0
Enchytraeus buchholzi 25,8 3,4 13,2 10,1
Enchytraeus bulbosus 0 3,4 0,9 0
Enchytronia christenseni 3,5 1 0 0
Enchytronia parva 0 1 0,7 45,5
Fridericia bulboides 8,6 4,4 15,1 0
Fridericia christeri 29,3 10,1 35 40,9
Fridericia galba 10,4 59,2 19,2 0
Fridericia isseli 1,7 4,4 0,9 0
Fridericia sylvatica 0 9 0 2,5
Henlea perpusilla 8,6 3,7 14,6 1
Marionina mendax 10,4 0,4 0,4 0
Ind. m™ mg m Gesamt-Reads | Gesamt-Reads
2956 3,124 22888 198

Abbildung 45: Korrelation zwischen der relativen Biomasse der Enchytraeiden-Arten und der rela-
tiven Anzahl der comDNA-Metabarcoding-Reads (Standortkiirzel siehe Tabelle 4)
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Quelle: eigene Darstellung, AllGenetics & Biology SL
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Abschliefiend ist also festzustellen, dass sich die Anzahl von Metabarcoding-Reads sich nicht als
Proxy fiir Blomasse oder Abundanz einzelner Arten verwenden lasst. Im Folgenden soll aber an-
hand eines Beispiels gezeigt werden, dass sie dennoch nicht nutzlos sind.

5.1.3.4 Abundanz 6kologischer Gruppen

Der Standort Wachterbuche (WBU) im Nationalpark Eifel in Nordrhein-Westfalen wird bestockt
von einem alten Buchenwald auf Braunerde mit einem pH von 3,4 (CaCl;). Vierzehn Arten wur-
den nachgewiesen, elf davon mit jeder der drei Methoden; deren Ubereinstimmung hinsichtlich
Prasenz/Absenz ist also relativ gut. Fiinf Arten wurden nur mit eDNA-Metabarcoding nachge-
wiesen. Ein Vergleich der quantitativen Werte zeigt, dass Metabarcoding-Reads (Abbildung 48,
Abbildung 49) nicht zur Vorhersage von Abundanz- und nur sehr bedingt zur Vorhersage von
Biomassewerten einzelner Arten herangezogen werden konnen. Fasst man hingegen die Arten
zu 6kologischen Gruppen zusammen, dndert sich das Bild. Die Praferenzen der einzelnen Enchy-
traeiden-Arten im Hinblick auf verschiedene Umweltparameter (pH, Feuchte, Salinitit) sind gut
bekannt (Graefe & Schmelz 1999). In allen vier Graphen (Abbildung 46 bis Abbildung 49) domi-
nieren die Saurezeiger oder Maf3igsaure-Zeiger mit > 90 %. Starksaure-Zeiger oder Schwach-
sdure-Neutralzeiger sind entsprechend schwach vertreten.

Es besteht also die Moglichkeit, dass das quantitative DNA-Metabarcoding doch Verwendung fin-
den kann, wenn man sich statt auf Arten auf 6kologisch/funktionell umschriebene Artengruppen
konzentriert. Dieser Aspekt kann hier nicht weiterverfolgt werden, sollte aber in zukiinftigen
Untersuchungen berticksichtigt werden.

Abbildung 46: Relative Artenabundanz der Enchytraeiden am Standort Wachterbuche (WBU)
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Quelle: eigene Darstellung, Ridiger M. Schmelz
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Abbildung 47: Relative Biomasse der Enchytraeiden am Standort Wachterbuche (WBU)
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Quelle: eigene Darstellung, Riidiger M. Schmelz

o

wi

10

15 20 25
Relative Biomasse [%]

30

35

40

Abbildung 48: Relative comDNA-Metabarcoding-Reads der Enchytraeiden am Standort Wachter-

buche (WBU)
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Abbildung 49: Relative eDNA-Metabarcoding-Reads der Enchytraeiden am Standort Wachterbu-

che (WBU)
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Quelle: eigene Darstellung, Riidiger M. Schmelz

5.1.3.5 Zusammenfassung des Enchytraeiden-Methodenvergleichs

Die Ergebnisse des Methodenvergleichs fiir die Enchytraeiden lassen sich wie folgt zusammen-
fassen:

>

Die Artenzahl und Artenzusammensetzung eines Standortes werden mit jeder der drei Me-
thoden angemessen beschrieben. Eine Kombination der Methoden fiihrt zu besseren Resul-
taten.

DNA-Metabarcoding-Methoden eignen sich nicht zur Vorhersage von Abundanz oder Bio-
masse einzelner Arten, aber es gibt Hinweise, dass sie den quantitativen Anteil 6kologi-
scher/funktioneller Gruppen angemessen beschreiben.

Jede Methode hat ihre spezifischen Fehlerquellen. Ein Grof3teil ist mit Rekurs auf andere Me-
thoden behebbar.

Flir die DNA-Metabarcoding-Methoden kann die Bedeutung einer kompletten und gut kura-
tierten Referenz-Datenbank nicht stark genug betont werden; mit ihr steht und fallt die Aus-
sagekraft dieser Methode.

Ebenso bleibt klassische Taxonomie unabdingbar: viele neue Arten harren noch der Be-
schreibung, mittels morphologischer Charakteristika und DNA-Sequenzen.
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5.1.4 Collembolen

5.1.4.1 Positivkontrollen

Ein Satz von drei identischen Positivkontrollen wurde vorbereitet, um die Metabarcoding- und
Bioinformatik-Pipeline zu durchlaufen. Sie bestanden aus Scheingemeinschaften (;mock commu-
nities) aus sieben Collembolenarten, die alle aus permanenten Laborkulturen des ,,Department
of Ecoscience” der Universitat Aarhus stammten (Abbildung 50). Siehe Tabelle 20 fiir die Anzahl
der Individuen, die jedem ,MN Bead Tube Typ A" des ,NucleoSpin® Soil“ Kits hinzugefiigt wur-
den. Der DNA-Gehalt wurde fiir alle drei Proben gemessen, wiahrend die Bibliothekserstellung
und die Sequenzierung nur fiir ein Replikat durchgefiihrt wurden. Dieses Replikat wurde 10-
und 100-fach verdiinnt, da die DNA-Konzentration sehr weit iiber den fiir die PCR und einen Mi-
Seq-Sequenzierungslauf empfohlenen 10 ng/1 lag.

Abbildung 50: Positivkontrolle (,mock community‘) aus sieben Collembolenarten aus permanen-
ten Laborkulturen des ,,Department of Ecoscience” der Universitat Aarhus

F. fimetaria E candida

P. fimata

M. macrochaeta

Quelle: eigene Darstellung, Universitat Aarhus

Die unverdiinnte Probe ergab keine Reads, wahrscheinlich weil die DNA-Konzentration zu hoch
war und die PCR nicht erfolgreich war. Alle hinzugefiigten Collembolenarten wurden in der Posi-
tivkontrolle gefunden. Proisotoma minuta wurde jedoch nur in der niedrigsten 10-fachen Ver-
diinnung gefunden und hatte nur eine Anzahl von 20 Reads, obwohl diese erwartungsgemaf3
mindestens so hoch sein sollte wie die von Mesaphorura macrochaeta, einer der kleinsten Col-
lembolenarten. In der 100-fachen Verdiinnung wurde P. minuta nicht nachgewiesen, d. h. es han-
delte sich um ein falsch negatives Ergebnis (Tabelle 20). Es gab zwei falsch positive Artnach-
weise: Sminthurinus aureus wurde sowohl in anderen eDNA- als auch in comDNA-Proben gefun-
den, wahrend Hypogastrura purpurescens ein Artefakt war, das nur in einer Probe (10-fache Ver-
diinnung) der Positivkontrolle nachgewiesen wurde und durch eine verbesserte Bioinformatik
entfernt werden konnte.
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Es bestand kein allgemeiner Zusammenhang zwischen der Anzahl der Reads und der DNA-Kon-
zentration, so dass selbst ein 10-facher Unterschied in der DNA-Konzentration zwischen den
beiden Proben keinen Einfluss auf die Anzahl der Reads hatte. Diese einfachen Positivkontrollen
zeigen die aktuellen Herausforderungen beim Metabarcoding, die nicht nur fiir Collembolen re-
levant sind. In dieser Hinsicht ist bei der Verwendung des allgemein verwendeten Schwellen-
werts fiir die MSCT (Drake et al. 2022) Vorsicht geboten, da die Anzahl der Reads zwischen den
Arten stark variiert und wahrscheinlich durch die Biomasse der Arten und die PCR-Verzerrung
beeinflusst wird.

Tabelle 20: Eine comDNA-Positivprobe durchlief alle Schritte der Metabarcoding-Pipeline von
der DNA-Extraktion bis zur Bibliotheksvorbereitung und Sequenzierung in zwei Ver-
diinnungen, dem 10- und 100-fachen des DNA-Extrakts der urspriinglichen, unver-
diinnten Proben-DNA, hergestellt mit dem ,,NucleoSpin® Soil“ Kit

Hinzugefiigte Anzahl von Individuen | Vorgeschlagen von % Ubereinstim- | Anzahl DNA-Reads
Art aus dauerhaften La- der Bioinformatik- mung mit Refe- | pro Probe
borkulturen Pipeline renz
Verdiinnung

10-fach | 100-fach
Folsomia 10 X 100 34864 19528
candida
Protaphorura 10 X 99,7 9766 10885
fimata
Folsomia fime- 20 X 91,7 7731 8264
taria (L1)
Mesaphorura 20 X 100 3354 104
macrochaeta
Onychiurus yo- 10 X 100 2271 1341
dai
Sinella curvi- 5 (x)* 100 1698 2291
seta
Proisotoma mi- 10 X 99,4 20 0
nuta
Hypogastrura X 99,7 344 0
purpurescens
Sminthurinus X 100 0 536
aureus

*Nicht in der Genbank-Referenzdatenbank, abgeglichen mit dem eigenen Barcode

5.1.4.2 Artenzahl

Die eDNA-Metabarcoding-Methode ergab die hochste Anzahl von 111 Arten mit sogar 68 Arten,
die fiir diese Methode ,exklusiv’ waren (Abbildung 51 und Abbildung 52). Morphospezies-Be-
stimmung und comDNA-Metabarcoding lieferten 57 bzw. 52 Arten mit eindeutigen binomialen
Artnamen. Die meisten Morphospezies, d. h. 63 %, die durch morphologische Bestimmung iden-
tifiziert wurden, wurden weder durch das eDNA- noch das comDNA-Metabarcoding erkannt. Die
Anzahl der Taxa einschlief3lich der Taxa ohne endgiiltigen Artnamen, denen jedoch noch eine ta-
xonomische Identitét auf Artniveau (OTU) zugewiesen wurde, ist in Abbildung 53 dargestellt.
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Die Anzahl der Taxa aus dem comDNA-Metabarcoding und die Anzahl der Morphospezies waren
sehr dhnlich, im Gegensatz zu der hoheren Anzahl von Taxa bei der eDNA-Methode. Der Ver-
gleich der anhand der drei Bestimmungsmethoden identifizierten Collembolenarten pro Stand-
ort anhand von UpSet-Diagrammen und Artenlisten findet sich im Anhang B.3.

Abbildung 51: UpSet-Diagramm, das die Anzahl der erfassten Collembola-Arten von allen 22
Standorten nach morphologischer Bestimmung (Morph), comDNA- und eDNA-Me-
tabarcoding zeigt
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Quelle: eigene Darstellung, Universitat Aarhus
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Abbildung 52: Venn-Diagramm der Collembolenarten von allen 22 Standorten, das die morpholo-
gische Bestimmung mit den beiden DNA-basierten Methoden comDNA- und eDNA-
Metabarcoding vergleicht

eDNA omDNA
Artenzahl
m eDNA 111
m comDNA 52

m Morphospezies 57

Morphospezies

Quelle: eigene Darstellung, Universitat Aarhus

Abbildung 53: Vergleichende Leistung in Bezug auf die Anzahl an Collembolen-Taxa durch Mor-
phospezies-Bestimmung, eDNA- und comDNA-Metabarcoding (Standortkiirzel
siehe Tabelle 4)
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Quelle: eigene Darstellung, Universitat Aarhus
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5.1.4.3 Artenzusammensetzung

Der dramatische Unterschied in der Artenzusammensetzung zwischen den drei Methoden wird
auch durch eine NMDS-Darstellung (nicht-metrische multidimensionale Skalierung) der bindren
Daten in den ersten beiden Dimensionen (Dim1 und Dim2) veranschaulicht (Abbildung 54), d. h.
alle Zahlungen und Reads wurden in Nullen und Einsen umgewandelt. Die Artenzusammenset-
zung aus dem eDNA-Metabarcoding iiberschneidet sich nicht mit den beiden anderen Methoden,
wahrend das comDNA-Metabarcoding und die morphologische Bestimmungsmethode einige
Uberschneidungen aufweisen. Die Waldstandorte bilden Habitat-Cluster (angezeigt durch gestri-
chelte Linien) innerhalb der Methoden-Cluster fiir die morphologische Bestimmung und das
eDNA-Metabarcoding, fiir letzteres ebenfalls die Griinlandstandorte. Ausreifser befinden sich au-
3erhalb der Methoden-Cluster wie z. B. der Standort Galgenberg (GAL), an dem keine Collembo-
len mittels eDNA-Metabarcoding identifiziert wurden, am oberen Rand der Grafik bei Dim2 = 3.

Abbildung 54: NMDS-Biplot der Abstandsmatrix des Jaccard-Ahnlichkeitskoeffizienten der mit den
drei Methoden ermittelten Daten liber die Anwesenheit/Abwesenheit von Arten.
Gestrichelte Linien zeigen Habitat-Cluster innerhalb der Methoden-Cluster an
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Quelle: eigene Darstellung, Universitat Aarhus

5.1.4.4 Zusammenfassung des Collembolen-Methodenvergleichs

Die Ergebnisse des Methodenvergleichs fiir die Collembolen lassen sich wie folgt zusammenfas-
sen:

» comDNA war in der Lage, Individuen aus Proben von Referenzarten von Laborkulturen
nachzuweisen, aber die relative Anzahl der Metabarcoding-Reads stimmte erwartungsge-
maf3 nicht mit der relativen Haufigkeit der Art iiberein.

» Im Durchschnitt entdeckte der eDNA-Ansatz eine hohere Anzahl von Arten als morphologi-
sche Identifizierungen und comDNA.
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Morphologische Identifizierungen und comDNA erkennen eine dhnliche Anzahl von Arten,
aber unter Beriicksichtigung der Referenzdatenbank wurden verschiedene Arten erkannt.

Aufgrund der unvollstdndigen Collembolen-Referenzdatenbank konnen eDNA und comDNA
zur Bestimmung des Artenreichtums verwendet werden, jedoch nicht zur Schatzung der
Diversitat, da die Anzahl der Reads moglicherweise nicht die Artverhéltnisse widerspiegelt.

Bevor die DNA-Ansétze als Alternative zu morphologischen Identifizierungen in Betracht ge-
zogen werden, miissen die verfiigbaren Referenzdatenbanken verbessert werden, um eine
zuverlassige Artenliste zu erstellen.

5.1.5 Mogliche Griinde fiir Diskrepanzen zwischen den Bestimmungsmethoden

Anhand der oben dargestellten Ergebnisse wurde festgestellt, dass es hdufig Unterschiede im Ar-
tenspektrum gibt, das mit den einzelnen Bestimmungsmethoden an den einzelnen Standorten
festgestellt wurde. Moglichen Griinde fiir diese Diskrepanzen sind insbesondere:

>

Einige der Diskrepanzen, die in den mit den drei Methoden erstellten Taxonverzeichnissen
festgestellt wurden, scheinen mit dem erreichten taxonomischen Auflésungsgrad zusam-
menzuhdngen. comDNA-Metabarcoding kann die Artidentitdt von morphologisch nicht iden-
tifizierbaren Individuen, insbesondere von Jungtieren und Fragmenten, aufdecken. Einer der
Hauptvorteile der DNA-basierten Methoden ist, dass sie auf jedes einzelne Exemplar ange-
wendet werden konnen, auch wenn es beschadigt ist oder sich in einem juvenilen Entwick-
lungsstadium befindet und daher keine diagnostischen morphologischen Merkmale auf-
weist. Zum Beispiel konnten fiir die Regenwiirmer einige Exemplare, die aufgrund morpho-
logischer Merkmale nur der Gattung Lumbricus zugeordnet werden konnten, anhand der
COI- und 16S-Marker in zahlreichen Proben auf Artniveau identifiziert werden.

Morphologische Fehlbestimmungen kénnen bei taxonomisch schwierigen oder schwer zu
beobachtenden Taxa auftreten, z. B. bei schlecht erhaltenen Exemplaren, insbesondere wenn
nur wenige Individuen zur Verfligung stehen.

Kleine Individuen wie Jungtiere oder einige epigdische Arten konnen bei der Handauslese
von Regenwilirmern iibersehen werden.

Bei den Collembolen wurden zwei unterschiedliche Probensétze fiir die morphologische Be-
stimmung und das comDNA-Metabarcoding verwendet.

Die Menge und Verteilung der eDNA, die von den verschiedenen Arten im Boden hinterlas-
sen wird, variiert je nach Haufigkeit, Verhalten und Grof3e der Tiere.

eDNA kann noch im Boden vorhanden sein, obwohl es keine lebenden Exemplare mehr gibt,
z. B. aufgrund von Trockenheit oder dem Verlassen von Réhren durch anektische Regen-
wurmarten.

Diskrepanzen kénnen auch durch das Vorhandensein von fehlerhaften oder falsch gekenn-
zeichneten COI- oder 16S-Sequenzen in den Referenzdatenbanken entstehen. Zum Beispiel
wurde bei den Regenwiirmern die Art Proctodrilus antipae sowohl morphologisch als auch
durch 16S-eDNA-Metabarcoding am Standort Schwanheim II (SHG) identifiziert. Die durch
COI-comDNA-Metabarcoding an derselben Stelle nachgewiesene Art war jedoch Proctodrilus
tuberculatus, moglicherweise weil die entsprechende ASV mit COI-Referenzsequenzen mit
falschen taxonomischen Bezeichnungen iibereinstimmten.
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» Arten mit einer geringen Anzahl von Sequenzierungs-Reads wurden falschlicherweise in der
Metabarcoding-Bioinformatik-Pipeline ausgeschlossen.

5.2 Vergleich mit Erwartungswerten nach Bodennutzung

Aufgabe des Vorhabens war auch der Vergleich der Ergebnisse mit denen des UBA-Vorhabens
»Erfassung und Analyse des Bodenzustands im Hinblick auf die Umsetzung und Weiterentwick-
lung der Nationalen Biodiversitdtsstrategie“ (Rombke et al. 2012). Im Rahmen dieses Vorhabens
wurden insbesondere fiir Lumbriciden und Enchytraeiden sogenannte Erwartungswerte abge-
leitet und wissenschaftlich publiziert (Jansch et al. 2013, Rombke et al. 2013). Es war zu priifen,
ob sich an den im Rahmen des vorliegenden Vorhabens beprobten Standorten beziiglich dieser
Erwartungswerte dhnliche Muster zeigten oder ob erweiterte Probenahmen notwendig waren.
Das heifdt, es wurde die Lebensraumfunktion gemafs BBodSchG (1998) der beprobten Standorte
anhand der Erwartungswerte und der im vorliegenden Vorhaben erhobenen Daten im soge-
nannten Referenzansatz (Breure et al. 2005, Rombke et al. 2016b) beurteilt. Das Prinzip dieses
Ansatzes ist ein Vergleich zwischen den standortspezifischen Regenwurm- bzw. Enchytraeiden-
gemeinschaft mit einer Referenzgemeinschaft (= Erwartungswerte), wobei Abundanz, Artenzahl
und Gemeinschaftszusammensetzung als Beurteilungsendpunkte verwendet werden (Rombke
etal. 2012, Jansch et al. 2013). Der Grundgedanke ist, dass jeder Standort spezifische Boden-
und Standortparameter sowie eine dadurch bedingte spezifische Regenwurmgemeinschaft auf-
weist (Rombke & Breure 2005). Standorte konnen auf der Grundlage von Boden- und Standort-
parametern in Biotoptypen eingeteilt werden. Diese Biotoptypen sind in einem hierarchischen
System organisiert, das in der ,Roten Liste der gefdhrdeten Biotoptypen Deutschlands“ (Riecken
et al. 2006) niedergelegt ist. Es umfasst 44 Grundtypen (erste Ebene) mit etwa 1000 hierar-
chisch abgeleiteten Untertypen. Dieses Konzept wird von deutschen Behorden (insbesondere
dem Bundesamt fiir Naturschutz) vor allem im Zusammenhang mit der europaischen Fauna-
Flora-Habitat-Richtlinie (EU 1992), dem Naturschutzmanagement oder der Zulassung von gen-
technisch verdanderten Organismen verwendet (Toschki et al. 2015). Fiir ausgewahlte Lebens-
raumtypen der ersten Ebene wurden von Jansch et al. (2013) fiir Regenwiirmer bzw. Rombke et
al. (2013) fiir Enchytraeiden die Stetigkeit, mittlere Abundanz und mittlere Artenzahl der hau-
figsten Regenwurm- und Enchytraeidenarten in Deutschland ermittelt. Die Stetigkeitslisten der
Arten dienen als Referenz- bzw. Erwartungswerte fiir die im Rahmen des vorliegenden Vorha-
bens untersuchten Standorte. Das heifdt, die Zusammensetzung der Regenwurm- und Enchy-
traeidengemeinschaften sowie die Gesamtvorkommen an den einzelnen Untersuchungsstandor-
ten kdénnen mit den jeweiligen Werten verglichen werden, die fiir solche Standorte in Deutsch-
land ermittelt wurden. Die Robustheit und Verlasslichkeit der Erwartungswerte muss jedoch
noch verbessert werden, da sie bis auf wenige Ausnahmen derzeit nur fir die vier Haupt-Land-
nutzungsformen, reprasentiert durch Biotoptypen der ersten Ebene (d. h. Griinland, Ackerfla-
chen, Laub- und Nadelwilder), vorliegen.

5.2.1 Methodik

Die Erwartungswerte gemaf3 Jansch et al. (2013) bzw. Rombke et al. (2013) wurden ausschlief3-
lich auf der Basis von faunistischen Daten abgeleitet, die mit klassischen Beprobungsmethoden
sowie morphologischer Artbestimmung erhoben wurden. Somit sind mit DNA-basierten Bestim-
mungsmethoden erhobene Daten aufgrund der abweichenden Probenahme bei eDNA sowie der
insgesamt hoheren taxonomischen Aufl6sung nicht direkt mit diesen Erwartungswerten ver-
gleichbar. Zudem liefern die DNA-basierten Methoden keine mit den Erwartungswerten ver-
gleichbaren quantitativen Daten. Daher wurden zunéchst nur die Ergebnisse der im vorliegen-
den Vorhaben mit morphologischer Bestimmung erhobenen Daten mit diesen Erwartungswer-
ten verglichen. Abhdngig vom Ergebnis des Vergleichs wurden die Ergebnisse der anderen
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beiden Bestimmungsmethoden hinzugezogen, um das Vergleichsergebnis einzuordnen und zu
verfeinern. So wurde zum Beispiel in Féllen, in denen am jeweiligen Standort zu erwartende Ar-
ten im vorliegenden Vorhaben nicht gefunden wurden, tiberpriift, ob diese ggf. anhand der mole-
kularen Bestimmungsmethoden nachgewiesen werden konnten. Auf diese Weise konnte einge-
schitzt werden, ob es sich am jeweiligen Standort tatsiachlich um eine Abweichung von den Er-
wartungswerten oder um eine Unzuldnglichkeit der klassischen Beprobungs- und Bestimmungs-
methodik handelte. Im letzteren Fall konnte somit ein offensichtlicher Mehrwert der molekula-
ren Bestimmungsmethoden demonstriert werden.

Im Folgenden werden die Stetigkeit, die mittlere Gesamtabundanz und die durchschnittliche Ar-
tenzahl adulter Regenwiirmer und der Enchytraeiden, getrennt nach den vier Haupt-Landnut-
zungsformen/Biotoptypen auf der ersten hierarchischen Ebene der Habitatklassifikation
(Riecken et al. 2006) laut Jansch et al. (2013) und Rombke et al. (2013) dargestellt. In Tabelle 21
ist die Stetigkeit der 10 haufigsten Regenwurmarten in Deutschland (von 46; Lehmitz et al.
2014) aufgefiihrt, getrennt fiir die vier Biotoptypen Nr. 33 (Ackerflachen), 34 (Griinland), 43
(Nadelwalder) und 44 (Laubwalder) (Riecken et al. 2006) gemaf Jansch et al. (2013) dargestellt.
Diejenigen Arten, die in einer Landnutzung mit einer Stetigkeit von mindestens 50 % vorkom-
men, sind durch ihre fettgedruckten Nummern gekennzeichnet. Dariiber hinaus werden die
mittlere Abundanz und die Artenzahl pro Landnutzung (plus Standardabweichung) angegeben.
In Tabelle 22 finden sich die dquivalenten Angaben fiir 25 Enchytraeidenarten geméafs Rombke
etal. (2013).
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Tabelle 21: Stetigkeit, mittlere Gesamtabundanz und mittlere Artenzahl der Lumbriciden, ge-

trennt nach den vier Landnutzungen bzw. Hauptbiotoptypen gemaR Jansch et al.
2013 (Basis: nur bis zur Art bestimmte Tiere). n = Anzahl der in die Auswertung ein-
gegangenen Standorte, SD = Standardabweichung. Fett gedruckt: Arten mit einer
Stetigkeit 2 50 %

Regenwurmart Acker: 33 Griinland: 34 | Laubwald: 43 | Nadelwald: 44

(n =86) (n=48) (n =65) (n=27)

Allolobophora chlorotica 31,4 % 35,4% 0,0% 0,0%

Aporrectodea caliginosa 84,9 % 91,7 % 36,9 % 25,9 %

Aporrectodea longa 19,8 % 10,4 % 3,1% 0,0%

Aporrectodea rosea 55,8 % 56,3 % 33,8 % 25,9 %

Dendrobaena octaedra 2,3% 12,5% 72,3 % 77,8 %

Dendrodrilus rubidus 0,0% 8,3% 55,4 % 29,6 %

Lumbricus castaneus 9,3% 31,3% 16,9 % 7,4 %

Lumbricus rubellus 24,4 % 62,5 % 73,8 % 59,3 %

Lumbricus terrestris 55,8 % 75,0 % 20,0 % 7,4 %

Octolasion tyrtaeum 17,4 % 41,7 % 26,2 % 25,9 %

2 (Ind./m?) £ SD 49,3 + 86,2 75,6 £ 92,6 36,6 £ 68,4 18,3+24,5

Mittlere Artenzahl £ SD 33+1,9 50+2,3 39+2,3 29+2,3
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Tabelle 22: Stetigkeit, mittlere Gesamtabundanz und mittlere Artenzahl der Enchytraeiden, ge-
trennt nach den vier Landnutzungen bzw. Hauptbiotoptypen gemaR Rémbke et al.
2013 (Basis: nur bis zur Art bestimmte Tiere). n = Anzahl der in die Auswertung ein-
gegangenen Standorte, SD = Standardabweichung. Fett gedruckt: Arten mit einer
Stetigkeit 2 50 %
Enchytraeidenart Acker: 33 Griinland: 34 | Laubwald: 43 | Nadelwald: 44
(n=24) (n=38) (n=34) (n=18)
Achaeta aberrans 12,5% 53% 52,9% 38,9 %
Achaeta abulba 8,3% 53% 23,5% 66,7 %
Achaeta dffinis 8,3% 53% 64,7 % 27,8 %
Achaeta bohemica 4,2 % 7,9% 17,6 % 55,6 %
Achaeta camerani 0,0 % 0,0% 55,9 % 55,6 %
Buchholzia appendiculata 16,7 % 63,2 % 29,4 % 33,3%
Cognettia sphagnetorum 8,3% 10,5 % 94,1 % 100,0 %
Enchytraeus buchholzi 95,8 % 44,7 % 50,0 % 0,0%
Enchytraeus christenseni 91,7 % 63,2 % 29,4 % 38,9 %
Enchytraeus lactaeus 50,0 % 13,2 % 59% 0,0%
Enchytraeus norvegicus 29,2 % 34,2 % 55,9 % 50,0 %
Enchytronia minor 50,0 % 31,6 % 0,0 % 0,0 %
Fridericia bisetosa 25,0 % 50,0 % 11,8 % 16,7 %
Fridericia bulboides 83,3 % 86,8 % 2,9 % 22,2 %
Fridericia christeri 70,8 % 23,7 % 0,0 % 0,0 %
Fridericia galba 62,5 % 55,3 % 23,5% 11,1 %
Fridericia paroniana 62,5 % 15,8 % 8,8 % 0,0 %
Fridericia ratzeli 8,3% 65,8 % 14,7 % 5,6 %
Fridericia striata 0,0 % 0,0% 55,9 % 16,7 %
Henlea perpusilla 83,3% 55,3 % 2,9 % 5,6 %
Henlea ventriculosa 37,5% 71,1% 0,0% 0,0%
Marionina clavata 0,0% 2,6 % 73,5 % 83,3%
Mesenchytraeus glandulosus 0,0 % 0,0% 76,5 % 16,7 %
Mesenchytraeus pelicensis 0,0% 0,0% 26,5 % 55,6 %
Oconorella cambrensis 0,0% 0,0% 76,5 % 72,2 %
X (Ind./m?) £ SD 20165 + 14561 | 13834 +11312 | 51241 + 30677 52087 + 43837
Mittlere Artenzahl + SD 13,7+4,3 12,2 +5,2 12,4+5,5 9,2+3,9
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Die Stetigkeit ist ein Maf? fiir die Wahrscheinlichkeit des Vorkommens einer Art an einem be-
stimmten Standort eines Biotoptyps. Daher lassen sich keine festen Grenzwerte fiir die Beurtei-
lung eines konkreten Standorts festlegen. Vielmehr miissen die Haufigkeit und das Ausmaf$ der
beobachteten Abweichungen von diesen Erwartungswerten in einem Weight-of-Evidence-An-
satz (Linkov et al. 2009), d. h. einem breiten Bewertungsansatz, beurteilt werden. In der Tier-
okologie wird die Stetigkeit einer Art haufig in vier Klassen unterteilt (Schaefer & Tischler
1983), denen fiir dieses Vorhaben die in Tabelle 23 genannten Wahrscheinlichkeiten des Vor-
kommens zugewiesen wurden.

Tabelle 23: Beurteilungskriterium fiir den Vergleich der nachgewiesenen Oligochatenfauna mit
den Erwartungswerten (vgl. z. B. Schaefer & Tischler 1983)

Stetigkeit Bezeichnung Klassifizierung

0%—-25% Selten Vorkommen wenig wahrscheinlich
>25%—50% | Wenig verbreitet | Vorkommen moglich
>50%—-75% | Haufig Vorkommen wahrscheinlich

>75%—100 % | Sehr haufig Vorkommen sehr wahrscheinlich

Diese vier Gruppen wurden um drei weitere Gruppen erweitert, um auch zu erfassen, wenn cha-
rakteristische Arten auf den Untersuchungsflachen nicht gefunden wurden. Fiir die sich erge-
benden verschiedenen Auspragungen wurden zwei sich ergidnzende Darstellungsweisen ver-
wendet:

1. Ein Farbenschema, welches die folgenden Bedeutungen hat (Tabelle 24):
a. Griin: Ubereinstimmung zwischen Erwartung und realer Erfassung;
b. Orange: Abweichung vorhanden, aber relativ gering bzw. akzeptabel;
c. Rot: Fehlende Ubereinstimmung zwischen Erwartungswerten und realer Erfassung;
d. Weifs/Grau: Fehlend/vorhanden, aber ohne Konsequenz fiir die Beurteilung des Ver-
gleichs zwischen Erwartungswerten und realer Erfassung.
2. Symbol fiir den Grad der jeweiligen Ubereinstimmung bzw. Abweichung.
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Tabelle 24: Klassifizierungsschema beobachteter Ubereinstimmungen mit oder Abweichungen
von den Erwartungswerten, getrennt nach den Endpunkten Priasenz/Absenz sowie
Siedlungsdichte bzw. Artenzahl. SD = Standardabweichung

Prisenz/Absenz:

Vorhanden und Vorkommen wenig wahrscheinlich
Vorhanden und Vorkommen maoglich

Vorhanden und Vorkommen wahrscheinlich

Vorhanden und Vorkommen sehr wahrscheinlich

Fehlend und Vorkommen wenig wahrscheinlich oder moglich

Fehlend obwohl Vorkommen wahrscheinlich

Fehlend obwohl Vorkommen sehr wahrscheinlich
Siedlungsdichte bzw. Artenzahl:

Innerhalb erwarteter Siedlungsdichte + SD / Artenzahl
AuRerhalb erwarteter Siedlungsdichte + SD / Artenzahl

> Faktor 2 auRerhalb erwarteter Siedlungsdichte + SD / Artenzahl

5.2.2 Regenwiirmer

An den im Rahmen des Projektes beprobten Ackerstandorten wurden weitestgehend die gemafd
Jansch et al. (2013) zu erwartenden Regenwurmgemeinschaften vorgefunden (Tabelle 25). Ab-
gesehen von einzelnen Auffalligkeiten ist vor allem das Fehlen der mit sehr hoher Wahrschein-
lichkeit an Ackerstandorten zu erwartenden Art Aporrectodea caliginosa am Standort Wolfer-
schwenda (WOL) erwdahnenswert. Am Standort Neuhaus (NEU) wurden morphologisch juvenile
Exemplare der Gattung Lumbricus nachgewiesen, die durch comDNA Metabarcoding als L. ter-
restris identifiziert wurden. Diese Art wurde auch in den eDNA-Proben nachgewiesen. Aufier-
dem wurde in den eDNA-Proben zusatzlich Aporrectodea rosea gefunden, womit unter Hinzu-
nahme der DNA-basierten Bestimmungsmethoden an diesem Standort alle mit hoher Wahr-
scheinlichkeit erwartete Arten nachgewiesen wurden.
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Tabelle 25: Vergleich der Regenwurmgemeinschaft an den beprobten Ackerstandorten mit den
Erwartungswerten gemaRB Jansch et al. (2013). Erlduterung des Klassifizierungssche-
mas in Tabelle 24, Standortkiirzel siehe Tabelle 4

Taxon BIM | GHU | KLK | LIS | NEU | SLT | TRO | WOL
Allolobophora chlorotica - - - + + - + -
Aporrectodea caliginosa _
Aporrectodea longa - - - (#) - -] (+) -

Aporrectodea rosea = - - - _2) - -

Dendrobaena octaedra - - - - -
Dendrodrilus rubidus - - - - - - - -
Lumbricus castaneus - - - - - -

Lumbricus rubellus - - - - -

Lumbricus terrestris 12

Octolasion tyrtaeum - - - - - - + -

Summe Adulte [Ind./m?]

Artenzahl 1 6

1) zusatzlich mit comDNA-Metabarcoding nachgewiesen; 2) zusitzlich mit eDNA-Metabarcoding nachgewiesen

An den beprobten Griinlandstandorten wurde ebenfalls iiberwiegend die zu erwartende Regen-
wurmzonose nachgewiesen (Tabelle 26). Auch hier fehlte an zwei Standorten, Paulinenaue
(PAU) und Schwanheim II (SHG), die mit sehr hoher Wahrscheinlichkeit an Griinlandstandorten
zu erwartende Art Aporrectodea caliginosa. In beiden Fallen wurde diese jedoch sowohl durch
das comDNA- als auch das eDNA-Metabarcoding nachgewiesen. An den Standorten Almesbach
Stallkoppel (ALM) und Zeckerin (ZEC) wurde sowohl in den comDNA- als auch eDNA-Proben zu-
satzlich Lumbricus rubellus gefunden, womit unter Hinzunahme der DNA-basierten Bestim-
mungsmethoden an diesen Standorten alle mit hoher Wahrscheinlichkeit erwartete Arten nach-
gewiesen wurden. Am Standort Bruchsal (BRU) wurde auch unter Berticksichtigung der DNA-
basierten Bestimmungsmethoden insgesamt eine relativ hohe Anzahl von Abweichungen zu den
Erwartungswerten beobachtet. Dies ist jedoch wenig iberraschend, da diese BDF auf einem
schmalen Griinstreifen zwischen einer Autobahn und einer Forstfliche lag. Die Probenahme er-
folgte in unmittelbarer Nahe zur Autobahn, sodass eine starke anthropogene Beeinflussung die-
ser Flache wahrscheinlich ist. Weitere Untersuchungen zur Lebensraumfunktion dieses Stand-
orts waren demnach empfehlenswert.

170



TEXTE Bewertung der biologischen Vielfalt mittels DNA-Extraktion aus Bodenproben von BDF — Abschlussbericht

Tabelle 26: Vergleich der Regenwurmgemeinschaft an den beprobten Griinlandstandorten mit
den Erwartungswerten gemaR Jansch et al. (2013). Erlauterung des Klassifizierungs-
schemas in Tabelle 24, Standortkiirzel siehe Tabelle 4

Taxon ALM | BRU | GAL | KUM | PAU SHG ZEC | ZIN
Allolobophora chlorotica | -9? 45 45 - + + - -
Aporrectodea longa Sh2 N (4) - (+) (+) (+) -
Aporrectodea rosea - - - = - -
Dendrobaena octaedra - - - - - - - _2)
Dendrodrilus rubidus - - - - - - - -
Lumbricus castaneus - - -1 - - - - B,

Lumbricus rubellus

Lumbricus terrestris

Octolasion tyrtaeum

Summe Adulte [Ind./m?]

Artenzahl

1) zusatzlich mit comDNA-Metabarcoding nachgewiesen; 2) zusitzlich mit eDNA-Metabarcoding nachgewiesen

An den im Rahmen des Projektes beprobten Waldstandorten wurden vielfach Abweichungen
von dem gemaf? Jansch et al. (2013) zu erwartenden Artenspektrum beobachtet (Tabelle 27). So
wurde die insbesondere an Nadelwaldstandorten mit hoher Wahrscheinlichkeit zu erwartende
Art Dendrobaena octaedra anhand morphologischer Bestimmung nur am Standort Kandel (KAN)
sowie im Zuge des eDNA-Metabarcodings am Standort Fichte Siid (FIS) nachgewiesen. Auch die
mit einer Wahrscheinlichkeit von > 50 % an Waldstandorten zu erwartenden Arten Dendrodrilus
rubidus und Lumbricus rubellus wurden anhand morphologischer Bestimmung nur an wenigen
Standorten gefunden. Beide Arten wurden jedoch an weiteren Standorten mittels eDNA-Meta-
barcoding nachgewiesen. An den Standorten Schlegeler Buchberg (SBU) und Schwanheim 1
(SHW) konnten zudem juvenile Exemplare der Gattung Lumbricus im comDNA-Metabarcoding L.
rubellus zugeordnet werden. Am Standort Merzalben (MER) wurden gar keine Regenwurmindi-
viduen gefunden, und in der eDNA-Probe zu diesem Standort wurde lediglich L. rubellus nachge-
wiesen. Eine mogliche Erklarung fiir diese Beobachtungen ist die starke Trockenheit an der
liberwiegenden Anzahl der Standorte im Untersuchungszeitraum, von der insbesondere epigdi-
sche Arten betroffen gewesen sein konnten. Insgesamt wiesen insbesondere die Standorte
Bovenden (BOV), Merzalben (MER), Possen (POS), Schwanheim 1 (SHW) und Wachterbuche
(WBU) auch unter Beriicksichtigung der DNA-basierten Bestimmungsmethoden eine erh6hte
Anzahl an Abweichungen zu den Erwartungswerten auf, sodass fiir eine abschlief3ende Beurtei-
lung der Lebensraumfunktion dieser Standorte weitere Untersuchungen durchgefiihrt werden
sollten.

171



TEXTE Bewertung der biologischen Vielfalt mittels DNA-Extraktion aus Bodenproben von BDF — Abschlussbericht

Tabelle 27: Vergleich der Regenwurmgemeinschaft an den beprobten Waldstandorten mit den
Erwartungswerten gemaRB Jansch et al. (2013). Erlduterung des Klassifizierungssche-
mas in Tabelle 24, Standortkiirzel siehe Tabelle 4

Taxon BOV | EUT | FIS | KAN | MER | POS | SBU | SHW | WBU

Allolobophora chlorotica - - - - - - 21

Aporrectodea caliginosa + - - - - + + + -

Aporrectodea longa - - - - - - - - )

Aporrectodea rosea + - - - - )] - + R
Dendrobaena octaedra -- - - - _
Dendrodrilus rubidus - — -2 - —
Lumbricus castaneus - - + 2) -
Lumbricus rubellus -- — | =2 | 12 -
Lumbricus terrestris - - - - - (+) 212 (+) _
Octolasion tyrtaeum - - - - - - - _12) _

Summe Adulte [Ind./m?]

Artenzahl

1) zusatzlich mit comDNA-Metabarcoding nachgewiesen; 2) zusitzlich mit eDNA-Metabarcoding nachgewiesen

5.2.3 Enchytraeiden

Die an den beprobten Ackerstandorten nachgewiesene Enchytraeidengemeinschaft entsprach
iiberwiegend den bekannten Erwartungswerten (Tabelle 28). Auffallig erscheint zwar zunachst
das ganzliche Fehlen der laut Rombke et al. (2013) an Ackerstandorten mit sehr hoher Wahr-
scheinlichkeit erwarteten Art Enchytraus christenseni an allen im Rahmen des Vorhabens be-
probten Standorten. Hierfiir gibt es jedoch eine einfache Erklarung, die mit der komplizierten
Taxonomie der Gattung Enchytraeus zusammenhangt. E. christenseni (= E. minutus) wurde (wie
auch E. buchholzi) lange als eine Platzhalterart verwendet. An vielen Probenahmestellen finden
sich kleine Exemplare der Gattung Enchytraeus, die sich morphologisch nicht weiter einzelnen
Arten zuordnen lassen. Es lasst sich hier nur beobachten, dass bei einigen Exemplaren die Coelo-
mocyten refraktile Granula haben und bei anderen nicht. Fiir diese beiden Typen (oder ,Morpho-
spezies‘) wurden frither die Namen buchholzi und christenseni (= minutus) vergeben, um zwei
Namen fiir diese beiden Typen zu haben. Darin liegt die in Rombke et al. (2013) beschriebene
teilweise sehr hohe Stetigkeit dieser beiden ,Arten‘ begriindet. Allerdings gibt es fiir E. christen-
seni eine recht gute Artbeschreibung (Schmelz & Collado 2010), und die dort aufgefiihrten Merk-
male wurden an den im Rahmen des Vorhabens gesammelten Individuen nur selten gefunden. E.
buchholzi wurde innerhalb des Vorhabens jedoch weiterhin als Artenkomplex behandelt. Dies
fiihrte zu der Situation, dass Individuen, die im vorliegenden Datensatz unter E. buchholzi zu-
sammengefasst wurden, friither teilweise auch E. christenseni zugeschrieben worden waren
(Schmelz & Collado 2010). Daher darf das anscheinende Fehlen dieser ,Art’ im vorliegenden Fall
nicht als tatsachliche Abweichung von den Erwartungswerten gewertet werden, weswegen E.
christenseni aus dem Vergleich mit den Erwartungswerten ausgeschlossen wurde. Dariiber
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hinaus wurden am Standort Saarlouis-Lisdorf (LIS) mit dem Fehlen der mit sehr hoher Wahr-
scheinlichkeit erwarteten Arten Fridericia bulboides und Henlea perpusilla deutliche Abweichun-
gen zu den Erwartungswerten beobachtet. Letztere Art fehlte zudem auch am Standort Wolfer-
schwenda (WOL). Zwei Arten, die laut Rombke et al. (2013) mit einer Wahrscheinlichkeit von

> 50 % an Ackerstandorten zu erwarten waren wurden an zwei Standorten zusatzlich mit den
DNA-basierten Methoden identifiziert: Fridericia christeri mittels comDNA-Metabarcoding am
Standort Bad Bramstedt (BIM) sowie Fridericia paroniana mittels eDNA-Metabarcoding am
Standort LIS.

An den beprobten Griinlandstandorten wurde an einigen Standorten eine erhéhte Anzahl an Ab-
weichungen von den Erwartungswerten der Enchytraeidengemeinschaft beobachtet (Tabelle
29), insbesondere an den Standorten Bruchsal (BRU), Galgenberg (GAL) und Schwanheim II
(SHG). Allerdings wurden am Standort SHG zwei weitere mit einer Wahrscheinlichkeit > 50 % an
Griinlandstandorten zu erwartende Arten anhand der DNA-basierten Bestimmungsmethoden
nachgewiesen: Fridericia galba mittels comDNA- und eDNA-Metabarcoding sowie Fridericia rat-
zeli mittels eDNA-Metabarcoding. Am Standort Kiimmelwiese (KUM) wie auch an den Standor-
ten BRU und GAL fehlte die mit sehr hoher Wahrscheinlichkeit erwartete Art Fridericia bulboides
wahrend hier gleichzeitig eine stark erhdhte Artenzahl gefunden wurde. Einige Arten, die mit
einer Wahrscheinlichkeit von > 50 % zu erwarten wéren wurden zusatzlich mit den DNA-basier-
ten Methoden identifiziert: Buchholzia appendiculata mittels eDNA-Metabarcoding an den
Standorten Almesbach Stallkoppel (ALM) und Paulinenaue (PAU), Enchytraeus christenseni am
Standort BRU mittels comDNA- und eDNA-Metabarcoding sowie Fridericia ratzeli mittels eDNA-
Metabarcoding am Standort PAU. Somit waren auch unter Beriicksichtigung der DNA-basierten
Methoden an den Standorten BRU, GAL und KUM weitere Untersuchungen zur Lebensraumfunk-
tion dieser Standorte empfehlenswert.

An den im Rahmen des Vorhabens beprobten Waldstandorten wurde tiberwiegend die dort zu
erwartende Enchytraeidengemeinschaft vorgefunden (Tabelle 30). Auffillig war das haufige
Fehlen der an diesen Standorten mit hoher Wahrscheinlichkeit erwarteten Art Mesenchytraeus
glandulosus, die jedoch neben Eutin (EUT) und Wachterbuche (WBU) mittels eDNA-Metabar-
coding zumindest an zwei weiteren Standorten, Kandel (KAN) und Merzalben (MER) nachgewie-
sen werden konnte. Dartliber hinaus wurden an einigen Standorten mittels der DNA-basierten
Bestimmungsmethoden weitere Arten, die mit einer Wahrscheinlichkeit von > 50 % an Wald-
standorten zu erwarten waren, detektiert: Achaeta aberrans mittels eDNA-Metabarcoding an
den Standorten EUT, MER und WBU, Achaeta camerani mittels eDNA-Metabarcoding am Stand-
ort Possen (POS), Mesenchytraeus pelicensis mittels eDNA-Metabarcoding am Standort Fichte
Sid (FIS) sowie Achaeta affinis und Marionina clavata mittels comDNA- und eDNA-Metabar-
coding am Standort WBU. Eine vergleichsweise hohe Anzahl an Abweichungen zu den Erwar-
tungswerten wurde an den Standorten Schlegeler Buchberg (SBU) und Schwanheim 1 (SHW) be-
obachtet. Hier fehlten neben M. glandulosus auch die ebenfalls mit sehr hoher Wahrscheinlich-
keit erwarteten Arten Cognettia sphagnetorum und Oconnorella cambrensis. Dafiir traten hier
vermehrt fiir diese Standorte eher untypische Arten der Gattungen Enchytronia, Fridericia und
Henlea auf, was sich im Falle des Standorts SBU moglicherweise mit dem relativ hohen Boden-
pH von 4,9 erklaren lasst. Hier wurde jedoch zusatzlich eine sehr niedrige Gesamtabundanz fest-
gestellt. Daher ist fiir diese Standorte eine Stérung der Lebensraumfunktion nicht auszuschlie-
3en, weswegen weitere Untersuchungen empfehlenswert waren.
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Tabelle 28: Vergleich der Enchytraeidengemeinschaft an den beprobten Ackerstandorten mit
den Erwartungswerten gemal Rombke et al. (2013). Erlduterung des Klassifizie-
rungsschemas in Tabelle 24, Standortkiirzel siehe Tabelle 4

Taxon BIM | GHU | KLK LIS NEU | SLT TRO woL
Achaeta aberrans - - - - - - - -
Achaeta abulba - - - - - - - -
Achaeta affinis -2 - (+) - -2 - . _1)

Achaeta bohemica - - - - - - - -

Achaeta camerani - - (+) - - - - -
Buchholzia appendiculata (+) - - - -2 (+) - -
Cognettia sphagnetorum s.|. - - -0 - -2 -2 - -

Enchytraeus christenseni * - - -
Enchytraeus lactaeus - - -12) -2 - - + ,
Enchytraeus norvegicus - - - - - - - -
Enchytronia minor - - - - - - - -

Fridericia bisetosa

Fridericia bulboides
Fridericia christeri
Fridericia galba

Fridericia paroniana

Fridericia ratzeli

Fridericia striata - - -0 - - - - -
Henlea perpusilla
Henlea ventriculosa + - + - + - - +

Marionina clavata - - - - - - - -
Mesenchytraeus glandulosus - - - - - - - -
Mesenchytraeus pelicensis - - - - - - - -

Oconorella cambrensis

Gesamtabundanz [Ind./m?]

Artenzahl

1) zusatzlich mit comDNA-Metabarcoding nachgewiesen; 2) zusatzlich mit eDNA-Metabarcoding nachgewiesen
* aus dem Vergleich ausgeschlossen, siehe Text fur weitere Erlauterungen
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Tabelle 29: Vergleich der Enchytraeidengemeinschaft an den beprobten Griinlandstandorten
mit den Erwartungswerten gemal Rombke et al. (2013). Erlduterung des Klassifizie-
rungsschemas in Tabelle 24, Standortkiirzel siehe Tabelle 4

Taxon ALM BRU GAL KUM | PAU SHG | ZEC ZIN

Achaeta aberrans - - - - - - - R

Achaeta abulba - - - - - - - R
Achaeta affinis - - - (+) -2 -2 - .2
Achaeta bohemica - - - (+) - - - -

Achaeta camerani - - - - - - - R

Cognettia sphagnetorum s.|. - - - (-) -2 - - (+)
Enchytraeus buchholzi + + + + + + + +
Enchytraeus christenseni * - -12) - ++ - - - -
Enchytraeus lactaeus (+) - (+) (+) - (+) (+) -
Enchytraeus norvegicus - - - + - - - -
Enchytronia minor - - - - - - - R
Fridericia bisetosa -2 + + + - - + i
Fridericia christeri (+) (+) (+) - - (+) (+) -
Fridericia galba - -- - = 12 - -

Fridericia paroniana (+) (+) (+)

Fridericia ratzeli

Fridericia striata

Henlea perpusilla

Henlea ventriculosa

Marionina clavata
Mesenchytraeus glandulosus - - - - - - -
Mesenchytraeus pelicensis - - - - - - -

Oconorella cambrensis - - - - - - R

Gesamtabundanz [Ind./m?] | 48027 | 94474 41966 34530
Artenzahl - 19 20 23

1) zusatzlich mit comDNA-Metabarcoding nachgewiesen; 2) zusatzlich mit eDNA-Metabarcoding nachgewiesen

* aus dem Vergleich ausgeschlossen, siehe Text fur weitere Erlauterungen
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Tabelle 30: Vergleich der Enchytraeidengemeinschaft an den beprobten Waldstandorten mit
den Erwartungswerten gemal Rombke et al. (2013). Erlduterung des Klassifizie-
rungsschemas in Tabelle 24, Standortkiirzel siehe Tabelle 4

Taxon

Achaeta aberrans
Achaeta abulba
Achaeta affinis

Achaeta bohemica

Achaeta camerani

Buchholzia appendiculata

Cognettia sphagnetorum s.l.

Enchytraeus buchholzi
Enchytraeus christenseni
Enchytraeus lactaeus - - - -

Enchytraeus norvegicus - - --

Enchytronia minor - - - -

Fridericia bisetosa (+) - - - - (+) (+) (+) -
Fridericia bulboides - -1 - - - - - - -
Fridericia christeri - -1 - - - - - - -
Fridericia galba -1 - - - - - - (+) N
Fridericia paroniana -b2 - - - - - (+) (+) N

Fridericia ratzeli - - - - - _12) (+) i
Fridericia striata
Henlea perpusilla

Henlea ventriculosa

Marionina clavata

Mesenchytraeus glandulo-
sus

Mesenchytraeus pelicensis
Oconorella cambrensis
Gesamtabundanz [Ind./m?]

Artenzahl

1) zusatzlich mit comDNA-Metabarcoding nachgewiesen; 2) zusitzlich mit eDNA-Metabarcoding nachgewiesen
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5.3 Kostenabschatzung pro Bestimmungsmethode

Fir die Akzeptanz und Anwendbarkeit der in diesem Vorhaben verwendeten Bestimmungsme-
thoden im Routinebetrieb sind auch wirtschaftliche Uberlegungen wesentlich. Daher wird an
dieser Stelle der Versuch unternommen, die je nach Bestimmungsmethode pro BDF anfallenden
Kosten abzuschitzen. Es muss deutlich betont werden, dass es sich hierbei nur um eine recht
grobe Anndherung handeln kann, da die tatsdchlichen Kosten nur projektspezifisch verbindlich
kalkuliert werden kénnen. So sind unter anderem Reisekosten, Projektmanagement und Be-
richtserstellung in der Abschatzung grundsatzlich nicht berticksichtigt. Fiir die Interpretation
der angegebenen Kosten sind zudem folgende Annahmen bzw. Rahmenbedingungen zu beach-
ten. Fiir die Arbeiten zur Probenahme im Freiland und die morphologische Bestimmung sind die
Kosten fiir Verbrauchsmaterialien und Gerdtebenutzung in Relation zu den anfallenden Lohn-
kosten anndhernd vernachlassigbar. Daher wurde der Aufwand hierfiir in Arbeitsstunden pro
Personalgruppe beziffert und mit den Verrechnungssatzen der ECT, die als marktgangige Leis-
tungen gegeniiber Auftraggebern angewandt werden, fiir das Jahr 2022 multipliziert, um einen
anniahernden Marktpreis zu errechnen. Auf diese Weise wurden auch die Unterschiede im Lohn-
niveau, die naturgemaf} zwischen den Landern der im Projektkonsortium beteiligten Institutio-
nen bestehen, bereinigt. Anders wurde hinsichtlich der Kosten vorgegangen, die durch die Tatig-
keiten im Zusammenhang mit der Bestimmung anhand DNA-basierter Methoden anfallen. Hier
stellen die verwendeten Reagenzien und Gerate einen wesentlichen Kostenfaktor dar. Wahrend
fiir die klassischen Beprobungs- und Bestimmungsmethoden der Arbeitsaufwand weitestgehend
linear zur zu bearbeitenden Probenzahl ansteigt, sinken die Kosten pro Probe fiir die geneti-
schen Arbeiten mit hoheren Probenzahlen deutlich. Dies liegt unter anderem an den hohen Fix-
kosten, die fiir einen einzelnen Sequenzierungslauf eines Illumina MiSeq PE300 anfallen und in
dem bis zu 600 Proben parallel bearbeitet werden kénnen. Daher wurden hier die von den be-
teiligten Projektpartnern angesetzten Marktpreise pro Probe, ohne weitere Differenzierung zwi-
schen Material- und Personalkosten, angesetzt. Da sich unter anderem aufgrund des unter-
schiedlichen Lohnniveaus die Marktpreise zwischen Landern unterscheiden wurde im vorlie-
genden Fall ein mittlerer Wert aus den Abschiatzungen der Marktpreise aus Spanien und Dane-
mark abgeleitet. Das Ziel dieser Kostenabschatzung war somit schlussendlich, einen Eindruck zu
vermitteln, wie sich die verschiedenen Bestimmungsmethoden hinsichtlich der Kosten relativ
zueinander einordnen.

Das Ergebnis der Kostenabschatzung ist in Tabelle 31 enthalten. Daraus werden die zum Teil er-
heblich niedrigeren Kosten deutlich, die die DNA-basierten Bestimmungsmethoden im Vergleich
zu den klassisch-morphologischen Methoden verursachen. Aufgrund des im Vergleich zu den
Enchytraeiden und Collembolen deutlich hheren Aufwands fiir die Erstellung einer comDNA-
Probe durch die Notwendigkeit der Extraktion der Tiere im Freiland, sind die Gesamtkosten der
Regenwurmbestimmung pro Standort mittels comDNA-Metabarcoding dhnlich hoch wie die der
morphologischen Bestimmung. Dies ist auch weitgehend unabhdngig von der Anzahl der parallel
zu bearbeitenden Standorte. Demgegeniiber ist die Bestimmung mittels comDNA-Metabarcoding
im Vergleich zur morphologischen Bestimmung fiir die Enchytraeiden und Collembolen pro
Standort auch schon fiir einen einzelnen Standort etwa um den Faktor 3,6 (Collembolen) bis 5
(Enchytraeiden) giinstiger. Mit einer steigenden Anzahl gleichzeitig bearbeiteter Standorte ver-
schiebt sich dieses Verhaltnis noch weiter zugunsten der Bestimmung mittels comDNA-Metabar-
coding. Die Gesamtkosten fiir die Bestimmung mittels eDNA-Metabarcoding pro Standort liegen
dhnlich hoch wie die mittels comDNA-Metabarcoding fiir die Enchytraeiden oder Collembolen.
Fiir das eDNA-Metabarcoding kommt jedoch begiinstigend hinzu, dass anhand derselben eDNA-
Probe, ggf. unter Verwendung unterschiedlicher Primer, gleichzeitig eine hohe Anzahl verschie-
dener Gruppen der Bodenfauna erfasst werden kann.
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Tabelle 31: Abschatzung der Kosten pro Bestimmungsmethode in Abhédngigkeit von der Standortzahl sowie der Gesamtkosten pro Standort
Variable | Posten Berechnung Anzahl Standorte / Kosten [€]
1 5 10 25 50 100

A Anzahl Regenwurmproben (5 pro Standort) 5 25 50 125 250 500

B Anzahl Bodenkerne fiir Morphologie oder comDNA (10 pro 10 50 100 250 500 1000
Standort)

C Anzahl Bodenkerne fiir eDNA-Mischprobe (20 pro Standort) 20 100 200 500 1000 2000

D Anzahl comDNA-Mischproben (1 pro Standort) 1 5 10 25 50 100

E Anzahl eDNA-Mischproben (1 pro Standort) 1 5 10 25 50 100

F Regenwurm Probenahme (Feldarbeit) (€); Gruppe IlI =1.6 h*83 €/h*A 664 3320 6640 16600 33200 66400

G Probenahme Bodenkerne fiir Morphologie oder comDNA =0.05 h*83 €/h*B 42 208 415 1038 2075 4150
(Feldarbeit) (€); Gruppe llI

H Probenahme Bodenkerne fiir eDNA (Feldarbeit) (€); Gruppe Ill | =0.05 h*83 €/h*C 83 415 830 2075 4150 8300

| Regenwurm Probenherstellung (comDNA) (€); Gruppe IlI =0.20 h*83 €/h*A 83 415 830 2075 4150 8300

J Morphologische Bestimmung und Biomasse der Regenwiirmer | =0.60 h*83 €/h*A 345 1725 3450 8625 17250 34500
(€); Gruppe ll

K Extraktion der Enchytraeiden ggf. inkl. comDNA-Probenherstel- | =0.15 h*51 €/h*B 77 383 765 1913 3825 7650
lung (€); Gruppe IV

L Morphologische Bestimmung der Enchytraeiden (€); Gruppe Il | =1.80 h*115 €/h*B 2070 10350 20700 51750 103500 207000

M Extraktion der Collembolen im MacFadyen-Extraktor (€); =0.25 h*51 €/h*B 128 638 1275 3188 6375 12750
Gruppe IV

N Sortierung der Organismen ggf. inkl. comDNA-Probenherstel- =0.20 h*83 €/h*B 166 830 1660 4150 8300 16600
lung (€); Gruppe llI

0] Herstellung der Objekttrager fiir das Mikroskop (€); Gruppe Il =1.80 h*83 €/h*B 1494 7470 14940 37350 74700 149400
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Variable

Posten

Morphologische Bestimmung der Collembolen (€); Gruppe Il
DNA-Stabilisierung in Phosphatpuffer (eDNA) (€); Gruppe IlI
DNA-Isolierung (€); mittlerer Marktpreis

DNA-Metabarcoding Bibliotheksherstellung und Sequenzie-
rung (€); mittlerer Marktpreis

Bioinformatische Analyse (€); mittlerer Marktpreis
Gesamtkosten pro Probe (€); mittlerer Marktpreis
Gesamtkosten (€)

Gesamtkosten fiir morphologische Regenwurm- und Bio-
massebestimmung pro Standort (€)

Gesamtkosten fiir morphologische Bestimmung der Enchy-
traeiden pro Standort (€)

Gesamtkosten fiir morphologische Bestimmung der Collem-
bolen pro Standort (€)

Gesamtkosten fiir Bestimmung der Regenwiirmer mittels
comDNA-Metabarcoding pro Standort (€)

Gesamtkosten fiir Bestimmung der Enchytraeiden mittels
comDNA-Metabarcoding pro Standort (€)

Gesamtkosten fiir Bestimmung der Collembolen mittels
comDNA-Metabarcoding pro Standort (€)

Gesamtkosten fiir die Bestimmung mittels eDNA-Metabar-
coding pro Standort (€)

Berechnung

=0.50 h*115 €/h*B

=R+S+T

=(F+J)/Anzahl Stand-
orte

=(G+K+L)/Anzahl
Standorte

=(G+M+N+0+P)/An-
zahl Standorte

=(F+1+V)/Anzahl
Standorte

=(G+K+V)/Anzahl
Standorte

=(G+M+N+V)/Anzahl
Standorte

=(H+Q+V)/Anzahl
Standorte

179

575

249

125

120

80

325

325

1009

2188

2404

1072

443

660

657

Anzahl Standorte / Kosten [€]

2875

581

95

85

40

220

1100

1009

2188

2404

967

338

555

419

10

5750

996

80

60

35

175

1750

1009

2188

2404

922

293

510

358

25

14375

2075

65

45

25

135

3375

1009

2188

2404

882

253

470

301

50

28750

4150

60

40

20

120

6000

1009

2188

2404

867

238

455

286

100

57500

8300

55

35

15

105

10500

1009

2188

2404

852

223

440
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6 AP 4: Bewertung der Methoden fiir den Routinebetrieb

Bei der Beurteilung der Eignung der im vorliegenden Vorhaben verwendeten genetischen Me-
thoden fiir einen routinemafiigen Einsatz ist ein zentrales Kriterium, inwieweit die Ziele der Bo-
den-Dauerbeobachtung mit den anhand der jeweiligen Bestimmungsmethoden gewonnenen Da-
ten erreicht werden konnen.

6.1 Zwecke, Nutzung/Anwendungsbereiche und Einschrankungen der Bo-
den-Dauerbeobachtung

Eine Ubersicht iiber die Zwecke sowie die Nutzung bzw. Anwendungsbereiche der Boden-Dauer-
beobachtung in Deutschland geben Kaufmann-Boll et al. (2020):

Zwecke der deutschen Boden-Dauerbeobachtung:

» Beschreibung des aktuellen Bodenzustands;

» Langfristige Uberwachung der Verdnderung der Boden;
» Ableitung von Prognosen zukiinftiger Entwicklungen;
>

Referenzflachen fiir die ubiquitdren Veranderungen des Bodenzustands, auch als Kontrol-
linstrument fiir die Wirksamkeit politischer Mafdnahmen;

Basis-BDF: Erfassung von Veranderungen der Bodenmerkmale (Merkmalsdokumentation);

Intensiv-BDF: Merkmals- und Prozessdokumentation von Bodenveranderungen (Prozessdo-
kumentation);

» Bereitstellung einer gesicherten Datengrundlage fiir umweltfachliche und umweltpolitische
Entscheidungsprozesse;

» Umsetzung der Bodenschutzgesetze von Bund und Landern.
Nutzung/Anwendungsbereiche der deutschen Boden-Dauerbeobachtung:

Planung addquater Schutz- und Anpassungsmafinahmen (politisch und fachlich);
Regelmafiige Veroffentlichungen mit dem Ziel der Umweltbildung;

Nationale und internationale Berichterstattung und Politikberatung;

Definition von Maf3staben fiir tolerierbare/zulassige Stoffeintrage;

Uberpriifung der Wirkung stofflicher Bodenverianderungen auf andere Medien;

vV v v v v Y

Untersuchung von Veranderungen der Boden durch den Klimawandel und Bedeutung von
Boden als Kohlenstoffquellen oder -senken;

» Standort- und nutzungstypische Humusgehalte, Schwankungen, Humuszehrung bzw. -anrei-
cherung, Humusvorréate, Produktionsfunktion;

» Datengrundlage fiir die geplante Konzeption des ,Global Monitoring Plans“ zu persistenten
organischen Schadstoffen;

» Klimamodellevaluierung.
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Anwender der Ergebnisse sind zum einen die Umwelt- und Forstbeh6érden des Bundes und der
Lander sowie universitare und sonstige Forschungseinrichtungen. Kaufmann-Boll et al. (2020)
benennen zudem die folgenden Anwendungs-, Zugriffs- und Nutzungseinschrankungen:

» Unterschiedliche Konzeptionen, Probenahme- und Untersuchungsmethoden schranken die
Vergleichbarkeit von Daten aus verschiedenen Landern und/oder von verschiedenen Zeit-
punkten ein.

» Die Datenverfiigbarkeit liegt in der Verantwortung der betreibenden Lander. Die fachlich be-
rithrten Behorden erhalten entweder direkten Zugang zu den Bodeninformationssystemen,
oder die Daten konnen auf Anforderung bereitgestellt werden.

» Inhaltliche Rahmenbedingungen fiir den Datenaustausch mit dem Bund sind tiber eine Ver-
waltungsvereinbarung fiir den Datenaustausch geregelt. Die technischen Rahmenbedingun-
gen sind nicht geregelt. Fiir die Offentlichkeit eignen sich aufbereitete Daten.

Somit lasst sich feststellen, dass das bestehende Programm der Boden-Dauerbeobachtung hin-
sichtlich der Untersuchung der Bodenfauna noch einige Defizite aufweist. So wird ein Monito-
ring der Bodenfauna bislang nicht in allen Bundesldndern durchgefiihrt, und wenn ja, werden
meist nur Regenwiirmer erfasst (siehe Abschnitt 3.1.1). Es existiert keine Harmonisierung der
Probenahme- und Auswertungsmethoden und der zu bearbeitenden taxonomischen Gruppen.
Auflerdem werden die Daten bisher nicht systematisch aufbereitet der Offentlichkeit zur Verfii-
gung gestellt. Diese Defizite sollten im Rahmen der etwaigen Einfiihrung genetischer Bestim-
mungsmethoden unbedingt beriicksichtigt und so weit wie moglich behoben werden.

6.2 Bewertung der Methoden fiir den Routinebetrieb in der Boden-Dauerbe-
obachtung

Wie die im Rahmen dieses Vorhabens erhobenen Daten belegen, ist es moglich, mit genetischen
Bestimmungsmethoden die Ziele der Boden-Dauerbeobachtung zu erreichen. Der aktuelle Bo-
denzustand, so wie ihn die jeweilige Gemeinschaft der Bodenfauna anzeigt, lasst sich mit diesen
Methoden beschreiben. Dies gilt insbesondere fiir qualitative Parameter wie das Vorkommen
bzw. Fehlen von Arten, ist mit Einschrankung aber auch auf quantitative Parameter (Artenzahl,
Abundanz) anwendbar. Quantitativ konnen die Artenzahl pro Standort sowie die Anzahl der Me-
tabarcoding-Reads pro Art bzw. ASV/Taxon angegeben werden. Aus den Ergebnissen dieses
Vorhabens deutet sich an, dass zumindest fiir die Regenwiirmer hieraus ebenfalls Riickschliisse
hinsichtlich der relativen Abundanz oder Biomasse gezogen werden konnten. Dies sollte daher
in zukiinftigen und speziell darauf zugeschnittenen Forschungsvorhaben naher untersucht wer-
den. Qualitativ kann fiir zu untersuchende Standorte die Artenzusammensetzung angegeben
werden, ggf. unter Zuordnung von Arten zu verschiedenen dkologischen Gruppen. Die Standort-
diversitat kann anhand geeigneter Diversititsindizes charakterisiert werden.

Die an einem Standort erhobenen quantitativen und qualitativen Parameter kénnen fiir die
Uberwachung von langfristigen Veranderungen in der Bodenbiologie herangezogen werden, so-
fern dieselben standardisierten Methoden verwendet werden (z. B. der ISO), um die zu unter-
schiedlichen Zeitpunkten und an verschiedenen Standorten erhobenen Daten vergleichbar zu
machen.

Hierbei sollte die rapide fortschreitende technologische Entwicklung in der Hochdurchsatz-
DNA-Sequenzierung kein Hindernis fiir eine Standardisierung darstellen. Modernere Methoden
als die derzeit standardmaflig eingesetzte Illumina-Plattform wiirden eher dazu dienen, robus-
tere Daten zu liefen, besonders im quantitativen Bereich, und Kosten weiter zu senken.
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Die Ableitung von Prognosen iiber zukiinftige Entwicklungen ist somit auch mit den genetischen
Bestimmungsmethoden grundsétzlich méglich, sofern ausreichende Kenntnisse iiber die Treiber
solcher Entwicklungen vorliegen, was jedoch gleichermaf3en auch fiir die klassisch morphologi-
schen Methoden gilt.

Genetische Bestimmungsmethoden kdnnen somit zu einer gesicherten Datengrundlage fiir um-
weltfachliche und umweltpolitische Entscheidungsprozesse beitragen. Fiir einige solcher Ent-
scheidungen sind belastbare Bodengesundheitsindizes/Referenzwerte notwendig (z. B. Europai-
sche Kommission 2021, Pieper et al. 2023). Alle drei im Rahmen dieses Vorhabens verwendeten
Bestimmungsmethoden liefern die Instrumente zur Entwicklung solcher Bodengesundheitsindi-
zes, z. B. in Form von Referenzwerten, die auf der Vielfalt der Bodenfauna basieren. Fiir einige
Fragestellungen sind auch quantitative Messungen der Bodenfauna erforderlich, z. B., um die
Auswirkungen anthropogener Stressoren bewerten zu konnen. Hier liefern die molekularen Me-
thoden bislang nur relative Ergebnisse. Aufserdem sind genetische Methoden nicht in der Lage,
neue Arten oder Genotypen zu registrieren, da die entsprechenden Sequenzen in der Referenz-
datenbank noch nicht vorliegen. Daher sollten in bestimmten Fillen, besonders aber bei einem
Ersteinsatz genetischer Methoden an einem Standort, klassische Methoden inkl. Probenahme
und morphologischer Bestimmung und DNA-basierte Methoden in Kombination angewendet
werden, wobei das comDNA-Metabarcoding als Briicke zwischen morphologischen und eDNA-
basierten Daten dient:

» um historische mit zukiinftigen Daten zu verkniipfen;
» fiir Entscheidungsprozesse, die quantitative Daten erfordern;

» fiir eine umfassende Bewertung der Vielfalt an Standorten mit unbekannter Artenzusam-
mensetzung.

Hinsichtlich der fiir die Anwendung der genetischen Bestimmungsmethoden anfallenden Kosten
lasst sich feststellen, dass insbesondere bei Nutzung der eDNA sowie bei héheren Standortzah-
len die DNA-basierten Methoden zum Teil erheblich geringere Kosten erzeugen als die klassisch
morphologischen Probenahme- und Bestimmungsmethoden. Zudem bietet das eDNA-Metabar-
coding den grof3en Vorteil, dass mit ihm gleichzeitig eine hohe Anzahl verschiedener Gruppen
der Bodenfauna erfasst werden kann. Einen limitierenden Faktor stellt aktuell noch die Qualitit
und Unvollstandigkeit der genetischen Referenzdatenbanken dar. Wahrend diese fiir die Regen-
wirmer sowohl fiir COI als auch 16S bereits als ausreichend genau angesehen werden kénnen,
besteht fiir andere Gruppen noch Nachholbedarf, wie insbesondere das Beispiel der Collembolen
im vorliegenden Bericht zeigt. Angesichts der Vielzahl der aktuellen internationalen Aktivitaten
in diesem Bereich ist jedoch davon auszugehen, dass solche Liicken mittelfristig sukzessive fiir
eine zunehmende Anzahl dieser Gruppen geschlossen werden kénnen.
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7 AP 5: Fachgesprach (Workshop) — Vorschlage fiir das
weitere Vorgehen

7.1 Fachgesprach (Workshop)

Die Ergebnisse des Vorhabens wurden am 12. Oktober 2022 in einem 1-tdgigen Fachgesprach
den Betreibern der BDF und weiteren Interessierten vorgestellt und diskutiert. Ziel des Work-
shops war zum einen die Information der BDF-Betreiber zu den neuen Methoden, ihren Chan-
cen, Kosten und Auswertungsmoglichkeiten, zum anderen, um den weiteren Bedarf an neuen /
adaptierbaren Methoden aus dem Bodenmonitoring zu erfassen. Das Fachgesprach fand zum Er-
reichen eines grofieren Personenkreises sowie zur Vermeidung etwaiger Beschrankungen hin-
sichtlich der Corona-Pandemie als Videokonferenz statt. Aufgrund der internationalen Ausrich-
tung des Projektkonsortiums wurde die Veranstaltung in englischer Sprache abgehalten. Es gab
ca. 30 externe Teilnehmer*innen, die sich ca. zur Halfte aus Behdrdenvertreter*innen, zu ca. ei-
nem Drittel aus Mitglieder*innen von Forschungsinstituten und Universitaten sowie einigen
Vertreter*innen von Auftragsforschungsinstituten zusammensetzten. Es fand eine rege Diskus-

sion statt, und die Diskussionsbeitrage und Anregungen der Teilnehmer*innen wurden in den
entsprechenden Kapiteln dieses Berichts beriicksichtigt. Die Tagesordnung des Fachgesprachs
findet sich in Tabelle 32.

Tabelle 32: Tagesordnung des Fachgesprachs am 12. Oktober 2022 als Videokonferenz; Mode-
ration: Dr. Frank Glante (Umweltbundesamt), Dr. Jorg Rombke (ECT Oekotoxiko-
logie GmbH)

Time | Title Presenter(s)

10:00 | Welcome Frank Glante (UBA)

10:10 | Short round of introductions All participants

10:40 | Project goals Jérg Rémbke (ECT)

11:00 | Introduction to metabarcoding Anton Vizcaino (AllGenetics)

11:30 | Coffee break

11:40 | Pilot study results Stephan Jansch (ECT)

12:00 | Results of method comparison: Earthworms | Stephan Jansch (ECT)

12:30 | Results of method comparison: Enchytraeids | Ridiger M. Schmelz

13:00 | Lunch break

14:00 | Results of method comparison: Collembolans | Tiago Natal da Luz (CloverStrategy) /
Paul Henning Krogh (Aarhus University)

14:30 | Conclusions / Recommendations Jérg Rémbke (ECT)

15:00 | Final discussion All participants

16:00 | End of the workshop
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7.2 Empfehlungen fiir das weitere Vorgehen und Forschungsbedarf

Basierend auf Ergebnissen dieses Projektes lasst sich feststellen, dass die genetischen Bestim-
mungsmethoden mittels comDNA- und/oder eDNA-Metabarcoding grundsatzlich in der Lage
sind, die Ziele der deutschen Boden-Dauerbeobachtung zu erreichen und damit fiir ein routine-
mafiges Monitoring der Bodenfauna geeignet sind. Es bestehen kaum Zweifel daran, dass diese
Methoden, insbesondere das eDNA-Metabarcoding, bei der kiinftigen Uberwachung der biologi-
schen Vielfalt des Bodens eine wichtige Rolle spielen wird, wie auch die Anwendung im Rahmen
der LUCAS-Bodenuntersuchung bereits zeigt (die allerdings noch final ausgewertet und verof-
fentlicht werden muss). Dies wird zu einem neuen Maf? fiir die biologische Vielfalt des Bodens
fiihren, und die Frage wird eher sein, ob wir, im Vergleich mit den klassischen Methoden, zu den
gleichen oder sogar zuverléssigeren Schlussfolgerungen fiir die Bewertung der Bodengesundheit
kommen. Molekulare Methoden werden zudem bereits erfolgreich in anderen Umweltbereichen
eingesetzt, z. B. bei der Bewertung der Qualitat von Oberflaichengewéassern anhand von biologi-
schen Qualitatsindizes (Hering et al. 2018, Kuntke et al. 2020, Vivien et al. 2020), sodass einer
routineméafiigen Anwendung auch im Bodenbereich nichts grundsatzlich im Wege stehen sollte.
Vor einer Einfithrung in die behoérdliche Praxis miissen jedoch noch einige wesentliche Voraus-
setzungen erfiillt werden (siehe auch Ruppert et al. 2019):

» Die DNA/Barcoding-Referenzdatenbanken miissen umfassend, gut kuratiert und qualitats-
kontrolliert sein, um Fehler bei der DNA-basierten Artenregistrierung zu vermeiden.

» DNA-basierte Methoden miissen standardisiert werden, z. B. im Rahmen der ISO, von der
Probenahme im Feld, der Probenvorbereitung, der Metabarcoding-Leistung bis hin zur infor-
matischen Auswertung fiir die Artenidentifizierung.

» Es miissen belastbare Schwellenwerte/Indizes fiir die Bodengesundheit, basierend auf Daten
zur Gemeinschaft von Bodenorganismen entwickelt werden (Pieper et al. 2023). Dies kann
beispielsweise im Rahmen der durch die EU-Bodenstrategie fiir 2030 ausgeldsten For-
schungstatigkeiten erfolgen.

Die folgenden Empfehlungen konnen fiir eine kiinftige Ausgestaltung der Boden-Dauerbeobach-
tung in Deutschland abgegeben werden:

» Die Erhebungen beziiglich der Bodenfauna sollten in allen Bundeslandern im gleichen Um-
fang und anhand einheitlicher, standardisierter Methoden erfolgen.

» Bodenorganismen sollten zundchst mit klassisch morphologischen Methoden regelmaf3ig
(z. B. alle fiinf Jahre) erfasst werden, mindestens Regenwiirmer, Enchytraeiden und Collem-
bolen. Die Aufnahme weiterer Gruppen (z. B. Nematoden, Milben, Myriapoden, Isopoden)
sollte gepriift werden.

» Die Einflihrung genetischer Methoden sollte schrittweise erfolgen. So sollte, beginnend mit
den Regenwiirmern, zunichst eine parallele Anwendung klassisch morphologischer Metho-
den und eDNA-Barcoding erfolgen. comDNA-Metabarcoding kann als Unterstiitzung der
morphologischen Bestimmung oder bei speziellen Fragestellungen hinzugezogen werden.

» Die im Rahmen des BDF-Programms erhobenen Daten sollten zentral zusammengefiihrt
werden (z. B. am Umweltbundesamt) und in einheitlich aufbereiteter Form der Offentlich-
keit zur Verfiigung gestellt werden. Eine regelmiRige Ubernahme in die bodenzoologische
Datenbank ,Edaphobase” wird ebenfalls empfohlen.
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>

Langfristig sollte eDNA-Metabarcoding standardmafsig zur Untersuchung und Bewertung
der biologischen Vielfalt des Bodens eingesetzt werden, da es die gesamte Bodenfauna erfas-
sen kann.

Aus diesen notwendigen Voraussetzungen und Empfehlungen ergibt sich insbesondere der fol-
gende Forschungsbedarf, der anhand von speziell auf diese Fragestellungen zugeschnittenen Un-
tersuchungen bearbeitet werden sollte:

>

Die Methodik z. B. hinsichtlich der Details des Probenahmedesigns, der Anzahl notwendiger
eDNA-Einzelproben fiir eine Mischprobe sowie der Vorgehensweise bei der DNA-Extraktion
und dem Metabarcoding muss verfeinert werden. Dies sollte im Rahmen der Standardisie-
rung der jeweiligen Schritte erfolgen.

Die Ableitbarkeit von Korrekturfaktoren zwischen Abundanz/Biomasse und Anzahl der Se-
quenzierungs-Reads zur Festlegung (vergleichbarer) Quantifizierungsmetriken sollte unter-
sucht werden.

Die Abhdngigkeit der eDNA-Verfiigbarkeit von Bodeneigenschaften sowie der Biologie und
dem Verhalten von Bodenorganismen sollte bestimmt werden.

Die Verweildauer von DNA im Boden in Abhangigkeit von den Umweltbedingungen sollte
bestimmt werden.

Die DNA-Referenzdatenbanken sollten verbessert, erweitert, kuratiert und qualitatsgesi-
chert werden.

Arten, die bereits morphologisch und genetisch charakterisiert sind, sollten baldméglichst
auch taxonomisch formal beschrieben und mit giiltigen Namen versehen werden, um Diskre-
panzen in der Namensgebung zwischen morphologisch bestimmten und sequenzierten Taxa
zu beheben.

Dasselbe gilt fiir neue zu entdeckende Arten und Genotypen. Zur genetischen Charakterisie-
rung ist auf das klassische (individuenbasierte) Sanger-Sequenzierungsverfahren zuriickzu-
greifen.

Schwellenwerte/Indizes fiir die Bodengesundheit, z. B. anhand von Referenzwerten, sollten
abgeleitet werden.

Die Relevanz und Eignung weiterer Organismengruppen, insbesondere Nematoden, Milben,
Myriapoden und Isopoden, fiir kiinftige Monitoringprogramme sollte iiberpriift werden.
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8 Offentlichkeitsarbeit

8.1 Society of Environmental Toxicology and Chemistry (SETAC) Europe 14th
Special Science Symposium (SESSS) on Soil Biodiversity

Das Projekt wurde anhand eines Posters im Rahmen der Tagung: ,SETAC Europe 14th Special
Science Symposium (SESSS) on Soil Biodiversity” am 19.-20. November 2019 in Briissel (Bel-
gien) vorgestellt. Vorgestellt wurden die Ziele, die Struktur sowie erste Ergebnisse des MetaSOL-
Projekts, wobei parallel dazu versucht wurde, weitergehende Kooperationen bzw. einen Erfah-
rungsaustausch mit den Teilnehmern dieser Tagung zu initiieren. Nennenswert sind in diesem
Zusammenhang insbesondere die Aktivitaten zur Entwicklung eines Langzeit Biomonitorings
von Pflanzenschutzmittelriickstinden in Béden der Schweiz, die im Rahmen der Tagung eben-
falls in einem Poster vorgestellt wurden. Eine Synthese der Ergebnisse der Tagung insgesamt
wurden in der Zeitschrift , Integrated Environmental Assessment and Management” vorgestellt
(Van Gestel et al. 2020).

8.2 Marktredwitzer Bodenschutztagung

Flir das Jahr 2020 wurde ein Beitrag liber unser Vorhaben fiir die Marktredwitzer Bodenschutz-
tage angemeldet. Diese Veranstaltung wurde jedoch aufgrund der COVID-19 Pandemie ohne ei-
nen Ausweichtermin abgesagt.

8.3 SETAC Europe, Kopenhagen

Die ersten Ergebnisse der Hauptstudie wurden in einem Vortrag auf der 32. Jahrestagung der
SETAC Europe am 15.-19. Mai 2022 in Kopenhagen (Danemark) vorgestellt. Die Methodik und
Ergebnisse der Pilotstudie wurden in einer vorab fiir die Veranstaltung bereits zum 20. April
2022 geforderten Aufzeichnung eines Vortrags vorgestellt, da die Ergebnisse der Hauptstudie zu
diesem Zeitpunkt noch nicht vollstandig vorlagen.

8.4 14th International Symposium on Enchytraeidae (ISE 14)

Die ersten Projektergebnisse zu den Enchytraeiden wurden anhand eines Vortrags auf dem 14th
International Symposium on Enchytraeidae am 20.-22. Juni 2022 in Krakau (Polen) vorgestellt.
8.5 12th International Symposium on Earthworm Ecology (ISEE 12)

Die Projektergebnisse wurden in einem Poster auf dem 12th International Symposium on Earth-
worm Ecology am 10.-15. Juli 2022 in Rennes (Frankreich) vorgestellt.

8.6 15th International Symposium on Aquatic Oligochaeta (ISAO 15)

Das Projekt und ausgewahlte Ergebnisse wurden beim 15. Internationalen Symposium zu aqua-
tischen Oligochaeta, veranstaltet am 19.-24. September 2022 im Naturhistorischen Museum in
Briissel, vorgestellt. Titel des Vortrags: "Performance of morphological and DNA-based methods
to assess diversity of earthworms and enchytraeids at 25 permanent soil monitoring sites in
Germany".

8.7 The 3" Global Soil Biodiversity Conference

Die Projektergebnisse wurden anhand eines Posters auf der 3rd Global Soil Biodiversity Confer-
ence am 13.-15. Marz 2023 in Dublin (Irland) vorgestellt.

186



TEXTE Bewertung der biologischen Vielfalt mittels DNA-Extraktion aus Bodenproben von BDF — Abschlussbericht

9 AQuellenverzeichnis

Alberdi, A.; Aizpurua, O.; Gilbert, M.T.P.; Bohmann, K. (2018): Scrutinizing key steps for reliable metabarcoding
of environmental samples. Methods in Ecology and Evolution, 9, S. 134 — 147

Alef, K.; Kleiner, D. (1987): Applicability of arginine ammonification as indicator of microbial activity in different
soils. Biol. Fertil. Soils, 5, S. 148 — 151

Andersen, K.; Bird, K.L.; Rasmussen, M.; Haile, J.; Breuning-Madsen, H.; Kjaer, K.H.; Orlando, L.; Gilbert, M.T.P.;
Willerslev, E. (2012): Meta-barcoding of ‘dirt’ DNA from soil reflects vertebrate biodiversity. Molecular Ecology,
21,S.1966 — 1979

Anderson, J.P.E.; Domsch, K.H. (1978): A physiological method for the quantitative measurement of microbial
biomass in soil. Soil Biology and Biochemistry, 11, S. 215 - 221

Andrews, S. (2010): FastQC: A quality control tool for high throughput sequence data.

Arribas, P.; Andujar, C.; Hopkins, K.; Shepherd, M.; Vogler, A.P. (2016): Metabarcoding and mitochondrial meta-
genomics of endogean arthropods to unveil the mesofauna of the soil. Methods Ecol. Evol., 7, S. 1071 — 1081

Aylagas, E.; Borja, A.; Irigoien, X.; Rodriguez-Ezpeleta, N. (2016): Benchmarking DNA metabarcoding for biodi-
versity-based monitoring and assessment. Frontiers in Marine Science, 3, Artikel 96

Avylagas, E.; Borja, A.; Muxika, |.; Rodriguez-Ezpeleta, N. (2018): Adapting metabarcoding-based benthic bio-
monitoring into routine marine ecological status assessment networks. Ecological Indicators, 95, S. 194 — 202

Baird, D.J.; Hajibabaei, M. (2012): Biomonitoring 2.0: A new paradigm in ecosystem assessment made possible
by next-generation DNA sequencing

Balech, B.; Sandioniggi, A.; Marzano, M.; Pesole, G.; Santamaria, M. (2022): MetaCOXI: An integrated collection
of metazoan mitochondrial cytochrome oxidase subunit-i DNA sequences. Database 2022.
https://doi.org/10.1093/database/baab084

Bardgett, R.D.; van der Putten, W.H. (2014): Belowground biodiversity and ecosystem functioning. Nature, 515
(7528), S. 505 - 511

Barth, N.; Brandtner, W.; Cordsen, E.; Dann, T.; Emmerich, K.-H.; Feldhaus, D.; Kleefisch, B.; Schilling, S.; Uter-
mann, J. (2000): Boden-Dauerbeobachtung. Einrichtung und Betrieb von Boden-Dauerbeobachtungsflachen. In:
Rosenkranz, D.; Bachmann, G.; Kénig, W.; Einsele, G. (Hrsg.): Bodenschutz. Erich Schmidt Verlag, Berlin, XI/00,
127S.

Bartram, J.; Mountjoy, E.; Brooks, T.; Hancock, J.; Williamson, H.; Wright, G.; Moppett, J.; Goulden, N.; Hubank,
M. (2016): Accurate sample assignment in a multiplexed, ultrasensitive, high-throughput sequencing assay for
minimal residual disease. The Journal of Molecular Diagnostics, 18, S. 494 — 506

BBodSchG (1998): Gesetz zum Schutz vor schadlichen Bodenveranderungen und zur Sanierung von Altlasten
(Bundes-Bodenschutzgesetz). Bundesgesetzblatt I, 502 vom 17. Marz 1998

BBodSchV (1999): Bundes-Bodenschutz- und Altlastenverordnung. Verordnung zur Durchfiihrung des Bundes-
Bodenschutzgesetzes. BGBI |, 36 vom 16.06.1999, S. 1554 — 1582

Beck, L. (1983): Zur Bodenbiologie des Laubwaldes. Verh. Dtsch. Zool. Ges., 76, S. 37 — 54

Beck, T. (1971): Die Messung der Katalaseaktivitat von Boden. Zeitschrift fiir Pflanzenerndhrung und Boden-
kunde, 130(1), S. 68 — 81

Beylich, A.; Broll, G.; Graefe, U.; Hoper, H.; Rombke, J.; Ruf, A.; Wilke, B-M. (2005): Biologische Charakterisie-
rung von Béden — Ansatz zur Bewertung des Bodens als Lebensraum fiir Bodenorganismen im Rahmen von Pla-
nungsprozessen. BVB-Materialien, 13,S.1-78

187



TEXTE Bewertung der biologischen Vielfalt mittels DNA-Extraktion aus Bodenproben von BDF — Abschlussbericht

Bienert, F.; De Danieli, S.; Miquel, C.; Coissac, E.; Poillot, C.; Brun, J.J.; Taberlet, P. (2012): Tracking earthworm
communities from soil DNA. Molecular Ecology, 21(8), S. 2017 — 2030

Biggs, J.; Ewald, N.; Valentini, A.; Gaboriaud, C.; Dejean, T.; Griffths, R.A.; Foster, J.; Wilkinson, J.W.; Arnell, A,;
Brotherton, P.; Williams, P.; Dunn, F. (2015): Using eDNA to develop a national citizen science-based monitor-
ing programme for the great crested newt (Triturus cristatus). Biological Conservation, 183, S. 19 — 28

Bik, H.M.; Porazinska, D.L.; Creer, S.; Caporaso, J.G.; Knight, R.; Thomas, W.K. (2012): Sequencing our way to-
wards understanding global eukaryotic biodiversity. Trends in Ecology & Evolution, 27, S. 233 — 243

Bissett, A.; Fitzgerald, A.; Meintjes, T.; Mele, P.M.; Reith, F.; Dennis, P.G.; Breed, M.F.; Brown, B.; Brown, M.V.;
Brugger, J.; Byrne, M.; Caddy-Retalic, S.; Carmody, B.; Coates, D.J.; Correa, C.; Ferrari, B.C.; Gupta, V.V.S.R,;
Hamonts, K.; Haslem, A.; Hugenholtz, P.; Karan, M.; Koval, J.; Lowe, A.J.; Macdonald, S.; McGrath, L.; Martin, D.;
Morgan, M.; North, K.I.; Paungfoo-Lonhienne, C.; Pendall, E.; Phillips, L.; Pirzl, R.; Powell, J.R.; Ragan, M.A;
Schmidt, S.; Seymour, N.; Snape, |.; Stephen, J.R.; Stevens, M.; Tinning, M.; Williams, K.; Kit Yeoh, Y.; Zammit,
C.M.; Young, A. (2016): Introducing BASE: The biomes of australian soil environments soil microbial diversity
database. Gigascience, 5, Artikel s13742-016

Bjgrnsgaard Aas, A.; Davey, M.L.; Kauserud, H. (2017): ITS all right mama: Investigating the formation of chi-
meric sequences in the ITS 2 region by DNA metabarcoding analyses of fungal mock communities of different
complexities. Molecular Ecology Resources, 17, S. 730 — 741

Blattner, L.; Ebner, J.N.; Zopfi, J.; von Fumetti, S. (2021): Targeted non-invasive bioindicator species detection in
eDNA water samples to assess and monitor the integrity of vulnerable alpine freshwater environments. Ecolog-
ical Indicators, 129, Artikel 107916

BMU (Bundesministerium fir Umwelt, Naturschutz und Reaktorsicherheit) (2011): Nationale Strategie zur bio-
logischen Vielfalt, 3. Auflage, 180 S.

Bohmann, K.; Evans, A.; Gilbert, M.T.P.; Carvalho, G.R.; Creer, S.; Knapp, M.; Douglas, W.Y.; De Bruyn, M.
(2014): Environmental DNA for wildlife biology and biodiversity monitoring. Trends in Ecology & Evolution, 29,
S. 358 - 367

Bokulich, N.A.; Kaehler, B.D.; Rideout, J.R.; Dillon, M.; Bolyen, E.; Knight, R.; Huttley, G.A.; Caporaso, J.G. (2018):
Optimizing taxonomic classification of marker-gene amplicon sequences with QIIME q2-featureclassifier plugin.
Microbiome, 6, Artikel 90

Bokulich, N.A.; Subramanian, S.; Faith, J.J.; Gevers, D.; Gordon, J.I.; Knight, R.; Mills, D.A.; Caporaso, J.G. (2013):
Quality-filtering vastly improves diversity estimates from Illumina Amplicon Sequencing. Nature Methods, 10,
S.57-59

Bolyen, E.; Rideout, J.R.; Dillon, M.R.; Bokulich, N.A.; Abnet, C.C.; Al-Ghalith, G.A.; Alexander, H.; Alm, E.J.; Ar-
umugam, M.; Asnicar, F.; Bai, Y.; Bisanz, J.E.; Bittinger, K.; Brejnrod, A.; Brislawn, C.J.; Brown, C.T.; Callahan, B.J,;
Caraballo-Rodriguez, A.M.; Chase, J.; Cope, E.K.; Da Silva, R.; Diener, C.; Dorrestein, P.C.; Douglas, G.M.; Durall,
D.M.; Duvallet, C.; Edwardson, C.F.; Ernst, M.; Estaki, M.; Fouquier, J.; Gauglitz, J.M.; Gibbons, S.M.; Gibson,
D.L.; Gonzalez, A.; Gorlick, K.; Guo, J.; Hillmann, B.; Holmes, S.; Holste, H.; Huttenhower, C.; Huttley, G.A.;
Janssen, S.; Jarmusch, A.K.; Jiang, L.; Kaehler, B.D.; Kang, K.B.; Keefe, C.R.; Keim, P.; Kelley, S.T.; Knights, D.;
Koester, I.; Kosciolek, T.; Kreps, J.; Langille, M.G.1.; Lee, J.; Ley, R.; Liu, Y.X.; Loftfield, E.; Lozupone, C.; Maher,
M.; Marotz, C.; Martin, B.D.; McDonald, D.; Mclver, L.J.; Melnik, A.V.; Metcalf, J.L.; Morgan, S.C.; Morton, J.T;
Naimey, A.T.; Navas-Molina, J.A.; Nothias, L.F.; Orchanian, S.B.; Pearson, T.; Peoples, S.L.; Petras, D.; Preuss,
M.L.; Pruesse, E.; Rasmussen, L.B.; Rivers, A.; Robeson, M.S. 2nd; Rosenthal, P.; Segata, N.; Shaffer, M.; Shiffer,
A.; Sinha, R.; Song, S.J.; Spear, J.R.; Swafford, A.D.; Thompson, L.R.; Torres, P.J.; Trinh, P.; Tripathi, A.; Turn-
baugh, P.J.; Ul-Hasan, S.; van der Hooft, J.J.J.; Vargas, F.; Vazquez-Baeza, Y.; Vogtmann, E.; von Hippel, M.; Wal-
ters, W.; Wan, Y.; Wang, M.; Warren, J.; Weber, K.C.; Williamson, C.H.D.; Willis, A.D.; Xu, Z.Z.; Zaneveld, J.R.;

188



TEXTE Bewertung der biologischen Vielfalt mittels DNA-Extraktion aus Bodenproben von BDF — Abschlussbericht

Zhang, Y.; Zhu, Q.; Knight, R.; Caporaso, J.G. (2019): Reproducible, interactive, scalable and extensible microbi-
ome data science using QIIME 2. Nat. Biotechnol., 37(8), S. 852 — 857

Bouché, M.B. (1972): Lombriciens de France. Paris, France: INRA Publ. 72-2, Institut National de Recherches
Agriculturelles Annales de Zoologie. Ecologie animale, hors série 72(2), 671 S.

Bouché, M.B. (1977): Stratéegies lombriciennes. In: Lohm, U.; Persson T. (Hrsg.): Soil organisms as components
of ecosystems. Ecol. Bull. NFR, 25, S. 122 — 132

Bretfeld, G. (1999): Synopses on Palaearctic Collembola: Symphypleona. Abhandlungen und Berichte des
Naturkundemuseums Gorlitz, 2, S. 1 —-318

Breure, A.M.; Mulder, C.; Rombke, J.; Ruf, A. (2005): Ecological classification and assessment concepts in soil
protection. Ecotox. Environ. Safety, 62, S. 211 — 229

Briones, M.J.1. (1996): A taxonomic revision of the Allolobophora caliginosa complex (Oligochaeta, Lumbri-
cidae): A preliminary study. Canadian Journal of Zoology, 74(2), S. 240 — 244

Bruce, K.; Blackman, R.; Bourlat, S.J.; Hellstrom, A.M.; Bakker, J.; Bista, I.; Bohmann, K.; Bouchez, A.; Brys, R.;
Clark, K.; Elbrecht, V.; Fazi, S.; Fonseca, V.; Hanfling, B.; Leese, F.; Machler, E.; Mahon, A.R.; Meissner, K.;
Panksep, K.; Pawlowski, J.; Schmidt Yafiez, P.; Seymour, M.; Thalinger, B.; Valentini, A.; Woodcock, P.; Traugott,
M.; Vasselon, V.; Deiner, K. (2021): A practical guide to DNA-based methods for biodiversity assessment. Ad-
vanced Books

Burkhardt, U.; Russell, D.J.; Buryn, R.; Decker, P.; Dohler, M.; Hofer, H.; Rombke, J.; Trog, C.; Vorwald, J.; Wurst,
E.; Xylander, W.E. (2014): The Edaphobase Project of GBIF-Germany — A new online soil- organism zoological
data warehouse. Applied Soil Ecology, 83,S.5-12

Bush, A.; Compson, Z.G.; Monk, W.A.; Porter, T.M.; Steeves, R.; Emilson, E.; Gagne, N.; Hajibabaei, M.; Roy, M.;
Baird, D.J. (2019): Studying ecosystems with DNA metabarcoding: Lessons from biomonitoring of aquatic ma-
croinvertebrates. Frontiers in Ecology and Evolution, 7, Artikel 434

Callahan, B.J.; McMurdie, P.J.; Rosen, M.J.; Han, AAW.; Johnson, A.J.A.; Holmes, S.P. (2016): DADA2: High-reso-
lution sample inference from lllumina amplicon data. Nature Methods, 13, Artikel 581

Caporaso, J.G.; Kuczynski, J.; Stombaugh, J.; Bittinger, K.; Bushman, F.D.; Costello, E.K.; Fierer, N.; Pefia, A.G.;
Goodrich, J.K.; Gordon, J.I.; Huttley, G.A.; Kelley, S.T.; Knights, D.; Koenig, J.E.; Ley, R.E.; Lozupone, C.A.; McDon-
ald, D.; Muegge, B.D.; Pirrung, M.; Reeder, J.; Sevinsky, J.R.; Turnbaugh, P.J.; Walters, W.A.; Widmann, J.;
Yatsunenko, T.; Zaneveld, J.; Knight, R. (2010): QIIME allows analysis of high-throughput community sequencing
data. Nat. Methods, 7(5), S. 335 - 336

Carew, M.E.; Pettigrove, V.J.; Metzeling, L.; Hoffmann, A.A. (2013): Environmental monitoring using next gener-
ation sequencing: Rapid identification of macroinvertebrate bioindicator species. Frontiers in Zoology, 10, S.
1-15

Chalupsky, J. (1994): Czech Enchytraeidae (Oligochaeta). IV. Description of Enchytronia pratensis sp.n. and a
note on Marionina communis. Acta Societatis Zoologicae Bohemicae, 57(3-4): 167 — 172

Chariton, A. (2012): Short and informative DNA products to indirectly measure vascular plant biodiversity. Mo-
lecular Ecology, 21, S. 3637 — 3639

Chariton, A.A.; Stephenson, S.; Morgan, M.J.; Steven, A.D.; Colloff, M.J.; Court, L.N.; Hardy, C.M. (2015):
Metabarcoding of benthic eukaryote communities predicts the ecological condition of estuaries. Environmental
Pollution, 203, S. 165 - 174

Clarke, L.J.; Soubrier, J.; Weyrich, L.S.; Cooper, A. (2014): Environmental metabarcodes for insects: In silico PCR
reveals potential for taxonomic bias. Molecular Ecology Resources, 14, S. 1160 - 1170

189



TEXTE Bewertung der biologischen Vielfalt mittels DNA-Extraktion aus Bodenproben von BDF — Abschlussbericht

Cordier, T.; Alonso-Saez, L.; Apothéloz-Perret-Gentil, L.; Aylagas, E.; Bohan, D.A.; Bouchez, A.; Chariton, A.;
Creer, S.; Frihe, L.; Keck, F.; Keeley, N.; Laroche, O.; Leese, F.; Pochon, X.; Stoeck, T.; Pawlowski, J.; Lanzén, A.
(2021): Ecosystems monitoring powered by environmental genomics: A review of current strategies with an
implementation roadmap. Molecular Ecology, 30, S. 2937 — 2958

Cordier, T.; Esling, P.; Lejzerowicz, F.; Visco, J.; OQuadahi, A.; Martins, C.; Cedhagen, T.; Pawlowski, J. (2017): Pre-
dicting the ecological quality status of marine environments from eDNA metabarcoding data using supervised
machine learning. Environmental Science & Technology, 51, S. 9118 — 9126

Creamer, R.E.; Hannula, S.E.; van Leeuwen, J.P.; Stone, D.; Rutgers, M.; Schmelz, R.M.; de Ruiter, P.C.; Bohse
Hendriksen, N.; Bolger, T.; Bouffaud, M.L.; Buee, M.; Carvalho, F.; Costa, D.; Dirilgen, T.; Francisco, R.; Griffiths,
B.S.; Griffiths, R.; Martin, F.; Martins da Silva, P.; Mendes, S.; Morais, P.V.; Pereira, C.; Philippot, L.; Plassart, P.;
Redecker, D.; Rombke, J.; Sousa, J.P.; Wouterse, M.; Lemanceau, P. (2016): Ecological network analysis reveals
the inter-connection between soil biodiversity and ecosystem function as affected by land use across Europe.
Applied Soil Ecology, 97, S. 112 - 124

Creer, S.; Deiner, K.; Frey, S.; Porazinska, D.; Taberlet, P.; Thomas, W.K.; Potter, C.; Bik, H.M. (2016): The ecol-
ogist’s field guide to sequence-based identification of biodiversity. Methods in Ecology and Evolution, 7, S.
1008 - 1018

Cristescu, M.E.; Hebert, P.D. (2018): Uses and misuses of environmental DNA in biodiversity science and con-
servation. Annual Review of Ecology, Evolution, and Systematics, 49, S. 209 — 230

Csuzdi, C.; Zicsi, A. (2003): Earthworms of Hungary. Pedozoologica Hungarica, 1, 271 S.

Daghighi, E.; Burkhardt, U.; Filser, J.; Koehler, H. (2016): Techniques for clearing and mounting Collembola from
old ethanol collections. Soil Organisms, 88, S. 89 — 97

Datta, D. (2017): Blandr: A bland-altman method comparison package for r.

De Barba, M.; Miquel, C.; Boyer, F.; Mercier, C.; Rioux, D.; Coissac, E.; Taberlet, P. (2014): DNA metabarcoding
multiplexing and validation of data accuracy for diet assessment: Application to omnivorous diet. Molecular
Ecology Resources, 14, S. 306 — 323

De Groot, G.A.; Laros, |.; Geisen, S. (2016): Molecular identification of soil eukaryotes and focused approaches
targeting protist and faunal groups using high-throughput metabarcoding. In: Martin, F.; Uroz, S. (Hrsg.): Micro-
bial Environmental Genomics (MEG). Springer (New York, NY)

De Ruiter, P.C.; Neutel, A.-M.; Moore, J.C. (1994): Modelling food webs and nutrient cycling in agro-ecosys-
tems. Trends in Ecology & Evolution, 9, S. 378 — 383

De Souza, L.S.; Godwin, J.C.; Renshaw, M.A.; Larson, E. (2016): Environmental DNA (eDNA) detection probabil-
ity is influenced by seasonal activity of organisms. PloS One, 11, Artikel e0165273

Deagle, B.E.; Jarman, S.N.; Coissac, E.; Pompanon, F.; Taberlet, P. (2014): DNA metabarcoding and the cyto-
chrome c oxidase subunit i marker: Not a perfect match. Biology Letters, 10, Artikel 20140562

Decaens, T.; Porco, D.; Rougerie, R.; Brown, G.G.; James, S.W. (2013): Potential for DNA barcoding for earth-
worm research in taxonomy and ecology. Appl. Soil Ecol., 65, S. 35 —-42

Deiner, K.; Bik, H.M.; Machler, E.; Seymour, M.; Lacoursiere-Roussel, A.; Altermatt, F.; Creer, S.; Bista, I.; Lodge,
D.M.; de Vere, N.; Pfrender, M.E.; Bernatchez, L. (2017): Environmental DNA metabarcoding: Transforming how
we survey animal and plant communities. Molecular Ecology, 26, S. 5872-5895

Dejean, T.; Valentini, A.; Duparc, A.; Pellier-Cuit, S.; Pompanon, F.; Taberlet, P.; Miaud, C. (2011): Persistence of
environmental DNA in freshwater ecosystems. PloS One, 6, Artikel €23398

190



TEXTE Bewertung der biologischen Vielfalt mittels DNA-Extraktion aus Bodenproben von BDF — Abschlussbericht

Dickie, I.A.; Boyer, S.; Buckley, H.L.; Duncan, R.P.; Gardner, P.P.; Hogg, |.D.; Holdaway, R.J.; Lear, G.; Makiola, A.;
Morales, S.E.; Powell, J.R.; Weaver, L. (2018): Towards robust and repeatable sampling methods in eDNA-based
studies. Molecular Ecology Resources, 18, S. 940 — 952

Don, A,; Steinberg, B.; Schoning, I.; Pritsch, K.; Joschko, M.; Gleixner, G.; Schulze, E.-D. (2008): Organic carbon
sequestration in earthworm burrows. Soil Biology & Biochemistry, 40, S. 1803 — 1812

Dopheide, A.; Xie, D.; Buckley, T.R.; Drummond, A.J.; Newcomb, R.D. (2019): Impacts of DNA extraction and
PCR on DNA metabarcoding estimates of soil biodiversity. Methods in Ecology and Evolution, 10(1), S.
120-133

Drake, L.E.; Cuff, J.P.; Young, R.E.; Marchbank, A.; Chadwick, E.A.; Symondson, W.0.C. (2022): An assessment of
minimum sequence copy thresholds for identifying and reducing the prevalence of artefacts in dietary
metabarcoding data. Methods in Ecology and Evolution, 13(3), S. 694 — 710

Dunger, W.; Fiedler, H.J. (Hrsg.) (1998): Methoden der Bodenbiologie. Gustav Fischer Verlag Jena, 539 S.

Dunger, W.; Schlitt, B. (2011): Synopses on Palaearctic Collembola: Tullbergiidae. Abhandlungen und Berichte
des Naturkundemuseums Gorlitz, 6(1), S. 1 — 168

Dunn, N.; Priestley, V.; Herraiz, A.; Arnold, R.; Savolainen, V. (2017): Behavior and season affect crayfish detec-
tion and density inference using environmental DNA. Ecology and Evolution, 7, S. 7777 — 7785

Edgar, R.C.; Haas, B.J.; Clemente, J.C.; Quince, C.; Knight, R. (2011): UCHIME improves sensitivity and speed of
chimera detection. Bioinformatics, 27(16), S. 2194 — 2000

Edge, T.A.; Baird, D.J.; Bilodeau, G.; Gagné, N.; Greer, C.; Konkin, D.; Newton, G.; Séguin, A.; Beaudette, L.;
Bilkhu, S.; Bush, A.; Chen, W.; Comte, J.; Condie, J.; Crevecoeur, S.; El-Kayssi, N.; Emilson, E.J.S.; Fancy, D.L.; Kan-
dalaft, I.; Khan, I.U.H.; King, I.; Kreutzweiser, D.; Lapen, D.; Lawrence, J.; Lowe, C.; Lung, O.; Martineau, C.;
Meier, M.; Ogden, N.; Paré, D.; Phillips, L.; Porter, T.M.; Sachs, J.; Staley, Z.; Steeves, R.; Venier, L.; Veres, T.;
Watson, C.; Watson, S.; Macklin, J. (2020): The Ecobiomics project: Advancing metagenomics assessment of soil
health and freshwater quality in Canada. Science of the Total Environment, 710, Artikel 135906

Elbrecht, V.; Vamos, E.E.; Meissner, K.; Aroviita, J.; Leese, F. (2017): Assessing strengths and weaknesses of DNA
metabarcoding-based macroinvertebrate identification for routine stream monitoring. Methods in Ecology and
Evolution, 8, S. 1265 — 1275

Esling, P.; Lejzerowicz, F.; Pawlowski, J. (2015): Accurate multiplexing and filtering for high-throughput am-
plicon-sequencing. Nucleic Acids Research, 43, S. 2513 — 2524

EC (European Commission) (2021): Concept note for the EU Soil Observatory. Joint Research Centre, Direc-
torate D — Sustainable Resources (Ispra), The Director, Ispra, September 2021, JRC.D/GDS

Europdische Kommission (2021): Mitteilung der Kommission an das Europaische Parlament, den Rat, den Euro-
paischen Wirtschafts- und Sozialausschuss und den Ausschuss der Regionen: EU-Bodenstrategie flir 2030 — Die
Vorteile gesunder Boden fiir Menschen, Lebensmittel, Natur und Klima nutzen. Briissel, den 17.11.2021,
COM(2021) 699 final

Evans, N.T.; Olds, B.P.; Renshaw, M.A_; Turner, C.R.; Li, Y.; Jerde, C.L.; Mahon, A.R.; Pfrender, M.E.; Lamberti,
G.A.; Lodge, D.M. (2016): Quantification of mesocosm fish and amphibian species diversity via environmental
DNA metabarcoding. Molecular Ecology Resources, 16, S. 29 — 41

Ewels, P.; Magnusson, M.; Lundin, S.; Kaller, M. (2016): MultiQC: Summarize analysis results for multiple tools
and samples in a single report. Bioinformatics, 32, S. 3047 — 3048

Faber, J.H.; Creamer, R.E.; Mulder, C.; Rombke, J.; Rutgers, M.; Sousa, J.P.; Stone, D.; Griffiths, B.S. (2013): The
practicalities and pitfalls of establishing a policy-relevant and cost-effective soil biological monitoring scheme.
Integr. Envir. Assess. Manag., 9, S. 276 — 284

191



TEXTE Bewertung der biologischen Vielfalt mittels DNA-Extraktion aus Bodenproben von BDF — Abschlussbericht

Faber, J.H.; van Wensem, J. (2012): Elaborations on the use of the ecosystem services concept for application in
ecological risk assessment for soils. Science Total Environment, 415,S.3 -8

FAO; ITPS; GSBI; SCBD; EC (2020): State of knowledge of soil biodiversity — Status, challenges and potentialities,
Report 2020. Rom (ltalien), FAO.

Ficetola, G.F.; Miaud, C.; Pompanon, F.; Taberlet, P. (2008): Species detection using environmental DNA from
water samples. Biology Letters, 4, S. 423 — 425

Gardi, C.; Montanarella, L.; Arrouays, D.; Bispo, A.; Lemanceau, P.; Jolivet, C.; Mulder, C.; Ranjard, L.; Rdmbke,
J.; Rutgers, M.; Menta, C. (2009): Soil biodiversity monitoring in Europe: ongoing activities and challenges. Eur.
J. Soil Biol., 60, S. 807 — 819

Geerts, A.N.; Boets, P.; Van den Heede, S.; Goethals, P.; Van der Heyden, C. (2018): A search for standardized
protocols to detect alien invasive crayfish based on environmental DNA (eDNA): A lab and field evaluation. Eco-
logical Indicators, 84, S. 564 — 572

Gibson, J.F.; Shokralla, S.; Curry, C.; Baird, D.J.; Monk, W.A; King, |.; Hajibabaei, M. (2015): Large-scale biomoni-
toring of remote and threatened ecosystems via high-throughput sequencing. PloS One, 10, Artikel e0138432

Glenn, T.C. (2011): Field guide to next-generation DNA sequencers. Molecular Ecology Resources, 11, S.
759 - 769

Gold, Z.; Sprague, J.; Kushner, D.J.; Zerecero Marin, E.; Barber, P.H. (2021): eDNA metabarcoding as a biomoni-
toring tool for marine protected areas. PLoS One, 16, Artikel e0238557

Goldberg, C.S.; Sepulveda, A.; Ray, A.; Baumgardt, J.; Waits, L.P. (2013): Environmental DNA as a new method
for early detection of new zealand mudsnails (Potamopyrgus antipodarum). Freshwater Science, 32, S.
792 —800

Goldberg, C.S.; Turner, C.R.; Deiner, K.; Klymus, K.E.; Thomsen, P.F.; Murphy, M.A.; Spear, S.F.; McKee, A.;
Oyler-McCance, S.J.; Cornman, R.S.; Laramie, M.B.; Mahon, A.R.; Lance, R.F.; Pilliod, D.S.; Strickler, K.M.; Waits,
L.P.; Fremier, A.K.; Takahara, T.; Herder, J.E.; Taberlet, P. (2016): Critical considerations for the application of
environmental DNA methods to detect aquatic species. Methods in Ecology and Evolution, 7, S. 1299 — 1307

Graefe, U.; Schmelz, R.M. (1999): Indicator values, strategy types and life forms of terrestrial Enchytraeidae and
other microannelids. In: Schmelz, R.; Suhlo, K. (Hrsg.): Newsletter on Enchytraeidae 6. Universitatsverlag Rasch,
Osnabriick, S. 59 — 67

Graff, 0. (1953): Die Regenwiirmer Deutschlands. Schriftenreihe der Forschungsanstalt fir Landwirtschaft
Braunschweig-Vélkenrode, 7, S. 1 —-70

Griffiths, B.S.; Rombke, J.; Schmelz, R.; Scheffczyk, A.; Faber, J.; Bloem, J.; Peres, G.; Cluzeau, D.; Chabbi, A.; Su-
hadolc, M.; Sousa, J.P.; Martins da Silva, P.; Carvalho, F.; Mendes, S.; Morais, P.; Francisco, R.; Costa, D.; Pereira,
C.; Bonkowski, M.; Geisen, S.; Bardgett, R.D.; Bolger, T.; Schmidt, O.; Winding, A.; Hendriksen, N.B.; Johansen,
A.; Philippot, L.; Plassart, P.; Bru, D.; Thomson, B.; Griffiths, R.l.; Rutgers, M.; Mulder, C.; Hannula, E.; Creamer,
R.; Stone, D. (2016): Selecting cost effective and policy-relevant biological indicators for European monitoring
of soil biodiversity and ecosystem function (EcoFINDERS). Ecol. Indicators., 69, S. 213 — 223

Grosse, M.; Heinrich, U.; Hierold, W. (2019): Fact sheet for the description of long-term field experiments /
Steckbrief zur Beschreibung von Dauerfeldversuchen. BonaRes Series 2019/2

Grosse, M.; Hierold, W.; Ahlborn, M.C.; Piepho, H.-P.; Helming, K. (2020): Long-term field experiments in Ger-
many: classification and spatial representation. Soil, 6, S. 579 — 596

Guardiola, M.; Wangensteen, O.S.; Taberlet, P.; Coissac, E.; Uriz, M.J.; Turon, X. (2016): Spatio-temporal moni-
toring of deep-sea communities using metabarcoding of sediment DNA and RNA. PeerJ, 4, Artikel e2807

192



TEXTE Bewertung der biologischen Vielfalt mittels DNA-Extraktion aus Bodenproben von BDF — Abschlussbericht

Guerra, C.A,; Bardgett, R.D.; Caon, L.; Crowther, T.W.; Delgado-Baquerizo, M.; Montanarella, L.; Navarro, L.M.;
Orgiazzi, A.; Singh, B.K.; Tedersoo, L.; Vargas-Rojas, R.; Briones, M.J.1.; Buscot, F.; Cameron, E.K.; Cesarz, S.;
Chatzinotas, A.; Cowan, D.A.; Djukic, I.; van den Hoogen, J.; Lehmann, A.; Maestre, F.T.; Marin, C.; Reitz, T.; Ril-
lig, M.C.; Smith, L.C.; de Vries, F.T.; Weigelt, A.; Wall, D.H.; Eisenhauer, N. (2021): Tracking, targeting, and con-
serving soil biodiversity. Science, 371, S. 239 — 241

Hajibabaei, M.; Shokralla, S.; Zhou, X.; Singer, G.A.; Baird, D.J. (2011): Environmental barcoding: A nextgenera-
tion sequencing approach for biomonitoring applications using river benthos. PLoS One, 6, Artikel e17497

Hebert, P.D.; Ratnasingham, S.; De Waard, J.R. (2003): Barcoding animal life: Cytochrome c oxidase subunit 1
divergences among closely related species. Proceedings of the Royal Society of London. Series B: Biological Sci-
ences, 270, S. S96 — S99

Heinemeyer, O.; Insam, H.; Kaiser, E.A.; Walenzik, G. (1989): Soil microbial biomass and respiration measure-
ments: An automated technique based on infra-red gas analysis. Plant and Soil, 116, S. 191 — 195

Helbing, C.; Hobbs, J. (2019): Environmental DNA standardization needs for fish and wildlife population assess-
ments and monitoring. Canadian Standards Association, S. 1-41

Herder, J.; Valentini, A.; Bellemain, E.; Dejean, T.; van Delft, J.; Thomsen, P.; Taberlet, P. (2014): Environmental
DNA —a review of the possible applications for the detection of (invasive) species. Nijmegen: Netherlands,
Food and Consumer Product Safety Authority

Hering, D.; Borja, A.; Jones, J.l.; Pont, D.; Boets, P.; Bouchez, A.; Bruce, K.; Drakare, S.; Hanfling, B.; Kahlert, M.;
Leese, F.; Meissner, K.; Mergen, P.; Reyjol, Y.; Segurado, P.; Vogler, A.; Kelly, M. (2018): Implementation options
for DNA-based identification into ecological status assessment under the European Water Framework Di-
rective. Water Research, 138, S. 192 — 205

Hoffmann, G.G.; Dedeken, M. (1965): Eine Methode zur colorimetrischen Bestimmung der B-Glucosidase-Akti-
vitdt in Boéden. Journal of Plant Nutrition and Soil Science, 108, S. 193 — 198

Holdaway, R.J.; Wood, J.R.; Dickie, I.A.; Orwin, K.H.; Bellingham, P.J.; Richardson, S.J.; Lyver, P.O.; Timoti, P.;
Buckley, T.R. (2017): Using DNA metabarcoding to assess new zealand’s terrestrial biodiversity. New Zealand
Journal of Ecology, 41, S. 251 — 262

Hopkin, S.P. (2007): A key to the Collembola (Springtails) of Britain and Ireland. AIDGAP, Field Studies Council,
246 S.

Hosler, D. (2017): Environmental DNA (eDNA) and monitoring for invasive species

Illumina, Inc. (2017): Effects of index misassignment on multiplexing and downstream analysis. https://www.il-
lumina.com

ISO (International Organization for Standardization) (2006): Soil quality — Sampling of soil invertebrates Part 2:
Sampling and extraction of microarthropods (Collembola and Acarina). ISO 23611-2. Genf, Schweiz

ISO (International Organization for Standardization) (2007): Soil quality — Sampling of soil invertebrates Part 3:
Sampling and soil extraction of enchytraeids. ISO 23611-3. Genf, Schweiz

ISO (International Organization for Standardization) (2016): Soil quality — Estimation of abundance of selected
microbial gene sequences by quantitative realtime PCR from DNA directly extracted from soil. ISO 17601. Genf,
Schweiz

ISO (International Organization for Standardization) (2017): Soil quality — Identification of ecotoxicological test
species by DNA barcoding. ISO 21286. Genf, Schweiz

ISO (International Organization for Standardization) (2018): Soil quality — Sampling of soil invertebrates Part 1:
Hand-sorting and extraction of earthworms. ISO 23611-1. Genf, Schweiz

193



TEXTE Bewertung der biologischen Vielfalt mittels DNA-Extraktion aus Bodenproben von BDF — Abschlussbericht

Jansch, S.; Bauer, J.; Graf, N.; Scheffczyk, A.; Schmelz, R.M.; Waszak, K.; Weisbrod, B.; Rombke, J. (2016): Bo-
denzoologische Beprobung, Bestimmung und Bewertung von Lumbriciden und Enchytraeen auf 12 Boden-Dau-
erbeobachtungsflachen in Thiringen. Unver6ff. Bericht der ECT GmbH im Auftrag der Thiringer Landesanstalt
flir Umwelt und Geologie, AuRenstelle Weimar, 105 S.

Jansch, S.; Steffens, L.; Hofer, H.; Horak, F.; RoR-Nickoll, M.; Russell, D.; Toschki, A.; Rémbke, J. (2013): State of
knowledge of earthworm communities in German soils as a basis for biological soil quality assessment. Soil Or-
ganisms, 85 (3), S. 215 -233

Jeffrey, S.; Gardi, C.; Jones, A.; Montanarella, L.; Marmo, L.; Miko, L.; Ritz, K.; Peres, G.; Rombke, J.; Van der Put-
ten, W. (Hrsg.) (2010): European Atlas of Soil Biodiversity. European Commission, Publications Office of the Eu-
ropean Union, Luxembourg, EUR 24375 EN, 128 S.

Jerde, C.L.; Chadderton, W.L.; Mahon, A.R.; Renshaw, M.A.; Corush, J.; Budny, M.L.; Mysorekar, S.; Lodge, D.M.;
(2013): Detection of asian carp DNA as part of a great lakes basin-wide surveillance program. Canadian Journal
of Fisheries and Aquatic Sciences, 70, S. 522 — 526

Jerde, C.L.; Mahon, A.R.; Chadderton, W.L.; Lodge, D.M. (2011): “Sight-unseen” detection of rare aquatic spe-
cies using environmental DNA. Conservation letters, 4, S. 150 — 157

Ji, Y.; Ashton, L.; Pedley, S.M.; Edwards, D.P.; Tang, Y.; Nakamura, A.; Kitching, R.; Dolman, P.M.; Woodcock, P.;
Edwards, F.A.; Larsen, T.H.; Hsu, W.W.; Benedick, S.; Hamer, K.C.; Wilcove, D.S.; Bruce, C.; Wang, X.; Levi, T.;
Lott, M.; Emerson, B.C.; Yu, D.W. (2013): Reliable, verifiable and efficient monitoring of biodiversity via
metabarcoding. Ecology Letters, 16, S. 1245 — 1257

Jones, A.; Fernandes-Ugalde, O.; Scarpa, S.; Eiselt, B. (2021): LUCAS Soil 2022 — ISSG Planning Document. JRC
Technical Report, EUR 30331 EN

Jordana, R. (2012): Synopses on Palaearctic Collembola: Part 1: Capbryinae & Entomobryini. Abhandlungen und
Berichte des Naturkundemuseums Gorlitz, 7(1), S. 1 —390

Jordana, R.; Arbea, J.I.; Simon, C.; Lucianes, M.J. (1997): Collembola: Poduromorpha. Fauna Ibérica 8, Museo
Nacional de Ciencias Naturales, 807 S.

Kassambara, A. (2020): Ggpubr:“ggplot2” based publication ready plots.

Kaufmann-Boll, C.; Kern, M.; Niederschmidt, S. (2020): Bodendaten in Deutschland — Ubersicht iiber die wich-
tigsten Mess- und Erhebungsaktivitaten fiir B6den. UBA-Texte Nr. 52/2020, Umweltbundesamt, Dessau-RoR-
lau, 196 S.

Keith, A.M.; Robinson, D.A. (2012): Earthworms as natural capital: Ecosystem service providers in agricultural
soils. Economology Journal, Vol. Il Year 1l, S. 91 — 99

Khan, A.; Mathelier, A. (2017): Intervene: a tool for intersection and visualization of multiple gene or genomic
region sets. BMC Bioinformatics, 18, Artikel 287

Kibblewhite, M.G.; Ritz, K.; Swift, M.J. (2008): Soil health in agricultural systems. Philosophical Transactions of
the Royal Society, 363, S. 685 — 701

Kirse, A.; Bourlat, S.J.; Langen, K.; Fonseca, V.G. (2021): Unearthing the potential of soil eDNA Metabarcoding -
Towards best practice advice for invertebrate biodiversity assessment. Frontiers in Ecology and Evolution, 9,
Artikel 630560

Koninger, J.; Panagos, P.; Jones, A.; Briones, M.J.1.; Orgiazzi, A. (2022): In defence of soil biodiversity: Towards
an inclusive protection in the European Union. Biological Conservation, 268, Artikel 109475

Koschorreck, J.; Conrad, A.; Kérner, A.; Rither, M.; Schroter-Kermani, C.; Mohaupt, V.; Kolossa-Gehring, M.;
Fliedner, A.; Ridel, H. (2016): Die Umweltprobenbank: Umweltbeobachtung mit Proben von Mensch und Um-
welt. Umweltbundesamt, Dessau-RoRlau, 64 S.

194



TEXTE Bewertung der biologischen Vielfalt mittels DNA-Extraktion aus Bodenproben von BDF — Abschlussbericht

Kuntke, F.; de Jong, N.; Hesselsge, M.; Lund Nielsen, J. (2020): Stream water quality assessment by metabar-
coding of invertebrates. Ecological Indicators, 111, Artikel 105982

Lamb, P.D.; Hunter, E.; Pinnegar, J.K.; Creer, S.; Davies, R.G.; Taylor, M.1. (2019): How quantitative is metabar-
coding: A meta-analytical approach. Molecular Ecology, 28, S. 420 — 430

Lanzén, A.; Dahlgren, T.G.; Bagi, A.; Hestetun, J.T. (2021): Benthic eDNA metabarcoding provides accurate as-
sessments of impact from oil extraction, and ecological insights. Ecological Indicators, 130, Artikel 108064

Lanzén, A.; Lekang, K.; Jonassen, |.; Thompson, E.M.; Troedsson, C. (2016): High-throughput metabarcoding of
eukaryotic diversity for environmental monitoring of offshore oil-drilling activities. Molecular Ecology, 25, S.
4392 — 4406

Leese, F.; Bouchez, A.; Abarenkov, K.; Altermatt, F.; Borja, A.; Bruce, K.; Ekrem, T.; Ciampor Jr., F.; Ciamporova-
Zatovicova, Z.; Costa, F.O.; Duarte, S.; Elbrecht, V.; Fontaneto, D.; Franc, A.; Geiger, M.F.; Hering, D.; Kahlert,
M.; Kalamuji¢ Stroil, B.; Kelly, M.; Keskin, E.; Liska, I.; Mergen, P.; Meissner, K.; Pawlowski, J.; Penev, L.; Reyjol,
Y.; Rotter, A.; Steinke, D.; van der Wal, B.; Vitecek, S.; Zimmermann, J.; Weigand, A.M. (2018): Chapter Two —
Why We Need Sustainable Networks Bridging Countries, Disciplines, Cultures and Generations for Aquatic Bio-
monitoring 2.0: A Perspective Derived From the DNAqua-Net COST Action. Advances in Ecological Research, 58,
S.63-99

Lehmitz, R.; Rdmbke, J.; Jansch, S.; Kriick, S.; Beylich, A.; Graefe, U. (2014): Checklist of earthworms (Oligo-
chaeta: Lumbricidae) from Germany. Zootaxa, 3866 (2), S. 221 — 245

Leray, M.; Knowlton, N. (2015): DNA barcoding and metabarcoding of standardized samples reveal patterns of
marine benthic diversity. Proceedings of the National Academy of Sciences, 112, S. 2076 — 2081

Leray, M.; Yang, J.Y.; Meyer, C.P.; Mills, S.C.; Agudelo, N.C.; Ranwez, V.; Boehm, J.T.; Machida, R.J. (2013): A
new versatile primer set targeting a short fragment of the mitochondrial COIl region for metabarcoding meta-
zoan diversity: characterizing coral reef fish gut contents. Frontiers in Zoology, 10, Artikel 34

Levy-Booth, D.J.; Campbell, R.G.; Gulden, R.H.; Hart, M.M.; Powell, J.R.; Klironomos, J.N.; Pauls, K.P.; Swanton,
C.J.; Trevors, J.T.; Dunfield, K.E. (2007): Cycling of extracellular DNA in the soil environment. Soil Biology and
Biochemistry, 39, S. 2977 — 2991

Lex, A.; Gehlenborg, N.; Strobelt, H.; Vuillemot, R.; Pfister, H. (2014): UpSet: Visualization of intersecting sets.
IEEE Transactions on Visualization and Computer Graphics (InfoVis), 20(12), S. 1983 — 1992

Linkov, I.; Loney, D.; Cormier, S.; Satterstrom, K.; Bridges, T. (2009): Weight-of-evidence evaluation in environ-
mental assessment: Review of qualitative and quantitative approaches. Science of the Total Environment, 407,
S. 5199 - 5205

Loeza-Quintana, T.; Abbott, C.L.; Heath, D.D.; Bernatchez, L.; Hanner, R.H. (2020): Pathway to increase stand-
ards and competency of eDNA surveys (PISCeS)—advancing collaboration and standardization efforts in the
field of eDNA. Environmental DANN, 2, S. 255 - 260

Macherey-Nagel (2017): Genomic DNA from soil — User manual NucleoSpin® Soil. November 2017/Rev. 07.

Mago¢, T.; Salzberg, S.L. (2011): FLASH: fast length adjustment of short reads to improve genome assemblies.
Bioinformatics, 27(21), S. 2957 — 2963

Mahé, F.; Rognes, T.; Quince, C.; de Vargas, C.; Dunthorn, M. (2015): Swarm v2: highly-scalable and high-resolu-
tion amplicon clustering. Peer), 3, Artikel e1420

Mahon, A.R.; Jerde, C.L.; Galaska, M.; Bergner, J.L.; Chadderton, W.L.; Lodge, D.M.; Hunter, M.E.; Nico, L.G.
(2013): Validation of eDNA surveillance sensitivity for detection of asian carps in controlled and field experi-
ments. PloS One, 8, Artikel e58316

195



TEXTE Bewertung der biologischen Vielfalt mittels DNA-Extraktion aus Bodenproben von BDF — Abschlussbericht

Marquina, D.; Andersson, A.F.; Ronquist, F. (2019): New mitochondrial primers for metabarcoding of insects,
designed and evaluated using in silico methods. Molecular Ecology Resources, 19, S. 90 — 104

Martin, M. (2011): Cutadapt Removes Adapter Sequences from High-Throughput Sequencing Reads. EMBnet
Journal, 17,S5.10-12

Martins da Silva, P.; Carvalho, F.; Dirilgen, T.; Stone, D.; Creamer, R.; Bolger, T.; Sousa, J.P. (2016): Traits of col-
lembolan life-form indicate land use types and soil properties across an European transect. Applied Soil Ecol-
ogy, 97,S5.69-77

Matheson, C.D.; Gurney, C.; Esau, N.; Lehto, R. (2010): Assessing PCR inhibition from humic substances. The
Open Enzyme Inhibition Journal, 3, S. 38 — 45

McMurdie, P.J.; Holmes, S. (2013): Phyloseq: An R Package for Reproducible Interactive Analysis and Graphics
of Microbiome Census Data. PLoS ONE, 8, Artikel e61217

Mendes, S.; Azul, A.M.; Castro, P.; Rodmbke, J.; Sousa, J.P. (2016): Protecting soil biodiversity and soil functions:
current status and future challenges. In: Castro, P.; Azeiteiro, U.M.; Bacelar Nicolau, P.; Leal Filho, W.; Azul,
A.M. (Hrsg.): Biodiversity and Education for Sustainable Development. Springer, World Sustainability Series, S.
249 - 263

Nascimento, E.; Reis, F.; Chichorro, F.; Canhoto, C.; Gongalves, A.L.; Simdes, S.; Sousa, J.P.; Martins da Silva, P.
(2019): Effects of management on plant litter traits and consequences for litter mass loss and Collembola func-
tional diversity in a Mediterranean agro-forest system. Pedobiologia, 75, S. 38 — 51

National Center for Biotechnology Information (NCBI) (2008): BLAST® Command Line Applications User Manual.
National Center for Biotechnology Information (US). Edition March 24, 2022, 95 S.

Ockleford, C.; Adriaanse, P.; Berny, P.; Brock, T.; Duquesne, S.; Grilli, S.; Hernandez-Jerez, A.F.; Bennekou, S.H.;
Klein, M.; Kuhl, T.; Laskowski, R.; Machera, K.; Pelkonen, O.; Pieper, S.; Stemmer, M.; Sundh, |.; Teodorovic, I.;
Tiktak, A.; Topping, C.J.; Wolterink, G.; Craig, P.; de Jong, F.; Manachini, B.; Sousa, P.; Swarowsky, K.; Auteri, D.;
Arena, M.; Rob, S. (2017): Scientific Opinion addressing the state of the science on risk assessment of plant pro-
tection products for in-soil organisms. EFSA Journal, 15(2), Artikel 4690

Oksanen, J.; Blanchet, F.G.; Friendly, M.; Kindt, R.; Legendre, P.; McGlinn, D.; Minchin, P.; O’Hara, R.; Simpson,
G.; Solymos, P.; Stevens, M.H.H.; Szoecs, E.; Wagner, H. (2020): Vegan: Community ecology package.

Orgiazzi, A.; Bardgett, R.D.; Barrios, E.; Behan-Pelletier, V.; Briones, M.J.l.; Chotte, J.L.; De Deyn, G.B.; Eggleton,
P.; Fierer, N.; Fraser, T.; Hedlund, K.; Jeffrey, S.; Johnson, N.C.; Jones, A.; Kandeler, E.; Kaneko, N.; Lavelle, P.;
Lemanceau, P.; Miko, L.; Montanarella, L.; de Souza Moreira, F.M.; Ramirez, K.S.; Scheu, S.; Singh, B.K.; Six, J.;
van der Putten, W.H.; Wall, D.H. (2016): Global Soil Biodiversity Atlas. European Commission, Publications Of-
fice of the European Union, Luxemburg

Orgiazzi, A.; Ballabio, C.; Panagos, P.; Jones, A.; Fernandez-Ugalde, O. (2018): LUCAS Soil, the largest expanda-
ble soil dataset for Europe: a review. European Journal of Soil Science, 69(1), S. 140 — 153

Pansu, J.; De Danieli, S.; Puissant, J.; Gonzalez, J.-M.; Gielly, L.; Cordonnier, T.; Zinger, L.; Brun, J.-J.; Choler, P.;
Taberlet, P.; Cécillon, L. (2015): Landscape-scale distribution patterns of earthworms inferred from soil DNA.
Soil Biol. Biochem., 83, S. 100 — 105

Pawlowski, J.; Apothéloz-Perret-Gentil, L.; Machler, E.; Altermatt, F. (2020): Environmental DNA applications in
biomonitoring and bioassessment of aquatic ecosystems. Guidelines. Federal Office for the Environment, Bern.
Environmental Studies, 2010, 71 S.

Pawlowski, J.; Kelly-Quinn, M.; Altermatt, F.; Apothéloz-Perret-Gentil, L.; Beja, P.; Boggero, A.; Borja, A.;
Bouchez, A.; Cordier, T.; Domaizon, |.; Feio, M.J.; Filipe, A.F.; Fornaroli, R.; Graf, W.; Herder, J.; van der Hoorn,
B.; Iwan Jones, J.; Sagova-Mareckova, M.; Moritz, C.; Barquin, J.; Piggott, J.J.; Pinna, M.; Rimet, F.; Rinkevich, B.;

196



TEXTE Bewertung der biologischen Vielfalt mittels DNA-Extraktion aus Bodenproben von BDF — Abschlussbericht

Sousa-Santos, C.; Specchia, V.; Trobajo, R.; Vasselon, V.; Vitecek, S.; Zimmerman, J.; Weigand, A.; Leese, F.;
Kahlert, M.; 2018. The future of biotic indices in the ecogenomic era: Integrating (e)DNA metabarcoding in bio-
logical assessment of aquatic ecosystems. Science of the Total Environment, 637 — 638, S. 1295 — 1310

Pawlowski, J.; Lejzerowicz, F.; Esling, P. (2014): Next-generation environmental diversity surveys of foraminif-
era: Preparing the future. The Biological Bulletin, 227, S. 93 — 106

Pearson, D.L.; Hamilton, A.L.; Erwin, T.L. (2011): Recovery plan for the endangered taxonomy profession. Bio-
Science, 61, S. 58 — 63

Pedersen, M.W.; Overballe-Petersen, S.; Ermini, L.; Sarkissian, C.D.; Haile, J.; Hellstrom, M.; Spens, J.; Thomsen,
P.F.; Bohmann, K.; Cappellini, E.; Schnell, I.B.; Wales, N.A.; Carge, C.; Campos, P.F.; Schmidt, A.M.Z.; Gilbert,
M.T.P.; Hansen, A.J.; Orlando, L.; Willerslev, E. (2015): Ancient and modern environmental DNA. Phil. Trans. R.
Soc. B, 370, Artikel 20130383

Pérez-Losada, M.; Bloch, R.; Breinholt, J.W.; Pfenninger, M.; Dominguez, J. (2012): Taxonomic assessment of
Lumbricidae (Oligochaeta) earthworm genera using DNA barcodes. Eur. J. Soil Biol., 48, S. 41 — 47

Perring, M.P.; Standish, R.J.; Price, J.N.; Craig, M.D.; Erickson, T.E.; Ruthrof, K.X.; Whiteley, A.S.; Valentine, L.E.;
Hobbs, R.J. (2015): Advances in restoration ecology: Rising to the challenges of the coming decades. Ecosphere,
6,S.1-25

Pieper, S.; Frauenstein, J.; Ginzky, H.; Glante, F.; Grimski, D.; Kotschik, P.; Marx, K.; Biegel-Engler, A. (2023): The
upcoming European Soil Health Law — chances and challenges for an effective soil protection. Umweltbun-
desamt, Dessau-RoRlau, 37 S.

Pilliod, D.S.; Laramie, M.B.; MacCoy, D.; Maclean, S. (2019): Integration of eDNA-based biological monitoring
within the US geological survey’s national streamgage network. JAWRA Journal of the American Water Re-
sources Association, 55, S. 1505 - 1518

Pimentel, D.; Wilson, C.; McCullum, C.; Huang, R.; Dwen, P.; Flack, J.; Tran, Q.; Saltman, T.; Cliff, B. (1997): Eco-
nomic and environmental benefits of biodiversity. Bioscience, 47, S. 747 — 758

Pifiol, J.; Senar, M.A.; Symondson, W.0. (2019): The choice of universal primers and the characteristics of the
species mixture determine when DNA metabarcoding can be quantitative. Molecular Ecology, 28, S. 407 — 419

Pochon, X.; Zaiko, A.; Fletcher, L.M.; Laroche, O.; Wood, S.A. (2017): Wanted dead or alive? Using metabarcod-
ing of environmental DNA and RNA to distinguish living assemblages for biosecurity applications. PloS One, 12,
Artikel 0187636

Porco, D.; Decaéns, T.; Deharveng, L.; James, S.W.; Skarzynski, D.; Erséus, C.; Butt, K.R.; Richard, B.; Hebert,
P.D.N. (2013): Biological invasions in soil: DNA barcoding as a monitoring tool in a multiple taxa survey target-
ing European earthworms and springtails in North America. Biol. Invasions, 15, S. 899 — 910

Porco, D.; Chang, C.-H.; Dupont, L.; James, S.; Richard, B.; Decaéns, T. (2018): A reference library of DNA bar-
codes for the earthworms from Upper Normandy: Biodiversity assessment, new records, potential cases of
cryptic diversity and ongoing speciation. Appl. Soil Ecol., 124, S. 362 - 371

Potapov, M.B. (2001): Synopses on Palaearctic Collembola: Isotomidae. Abhandlungen und Berichte des Natur-
kundemuseums Gorlitz, 3, S. 1 — 603

R Core Team (2019) R: A Language and Environment for Statistical Computing. R Foundation for Statistical Com-
puting, Wien, Osterreich

Ratnasingham, S.; Hebert, P.D. (2007): BOLD: The barcode of life data system (http://www.barcodinglife.org).
Molecular Ecology Notes, 7, S. 355 — 364

Raymond-Leonard, L.; Gravel, D.; Handa, T. (2019): A novel set of traits to describe Collembola mouthparts: tak-
ing a bite out of the broad chewing mandible classification. Soil Biology and Biochemistry, 138, Artikel 107608

197



TEXTE Bewertung der biologischen Vielfalt mittels DNA-Extraktion aus Bodenproben von BDF — Abschlussbericht

Riecken, U.; Finck, p.; Raths, U.; Schroder, E.; Ssymank, A. (2006): Rote Liste der gefahrdeten Biotoptypen
Deutschlands. Zweite fortgeschriebene Fassung 2006. Naturschutz und Biologische Vielfalt, 34, 318 S.

Rombke, J.; Breure, A.M. (Hrsg.) (2005): Ecological soil quality - Classification and assessment. Ecotox. Environ.
Safety, 62, S. 185 — 308

Roémbke, J.; Aira, M.; Backeljau, T.; Breugelmans, K.; Dominguez, J.; Funke, E.; Graf, N.; Hajibabaei, M.; Pérez-
Losada, M.; Porto, P.G.; Schmelz, R.M.; Vierna, J.; Vizcaino, A.; Pfenninger, M. (2016a): DNA barcoding of earth-
worms (Eisenia fetida/andrei complex) from 28 ecotoxicological test laboratories. Appl. Soil Ecol., 174, S.3 - 11

Roémbke, J.; Gardi, C.; Creamer, R.; Miko, L. (2016b): Soil biodiversity data: actual and potential use in European
and national legislation. Appl. Soil Ecol., 97, S. 125 -133

Roémbke, J.; Jansch, S.; Hofer, H.; Horak, F.; RoR-Nickoll, M.; Russell, D.; Toschki, A. (2013): State of knowledge
of enchytraeid communities in German soils as a basis for biological soil quality assessment. Soil Organisms, 85
(2),S.123 -146

Roémbke, J.; Jansch, S.; RoB-Nickoll, M.; Toschki, A.; Hofer, H.; Horak, F.; Russell, D.; Burkhardt, U.; Schmitt, H.
(2012): Erfassung und Analyse des Bodenzustands im Hinblick auf die Umsetzung und Weiterentwicklung der
Nationalen Biodiversitatsstrategie. UBA-Texte Nr. 33/2012, Umweltbundesamt, Dessau-RoRlau, 386 S.

Rombke, J.; Schmelz, R.M.; Pelosi, C. (2017): Effects of organic pesticides on enchytraeids (Oligochaeta) in
agroecosystems: laboratory and higher-tier tests. Frontiers in Environmental Science, 5, Artikel 20

Ruf A.; Beylich, A.; Blick, T.; Blichs, W.; Glante, F.; Hoss, S.; RoR-Nickoll, M.; RueR, L.; Russell, D.J.; Rémbke, J.;
Seitz, H.; TheiBen, B.; Toschki, A.; Weimann, C.; Ziighart, W. (2013): Soil organisms as an essential element of a
monitoring plan to identify the effects of GMO cultivation. Requirements — Methodology — Standardisation.
BioRisk, 8, S. 73 — 87

Ruppert, K.M.; Kline, R.J.; Rahman, M.S. (2019): Past, present, and future perspectives of environmental DNA
(eDNA) metabarcoding: A systematic review in methods, monitoring, and applications of global eDNA. Global
Ecology and Conservation, 17, Artikel e00547

Rutgers, M.; Mulder, C.; Schouten, A.J.; Bloem, J.; Bogte, J.J.; Breure, A.M.; Brussaard, L.; De Goede, R.G.M,;
Faber, J.H.; Jagers op Akkerhuis, G.A.J.M.; Keidel, H.; Korthals, G.; Smeding, F.W.; Ter Berg, C.; Van Eekeren, N.
(2008): Soil ecosystem profiling in the Netherlands with ten references for biological soil quality. Report
607604009, RIVM, Bilthoven, Niederlande

Rutgers, M.; Van Leeuwen, J.P.; Vrebos, D.; Van Wijnen, H.J.; Schouten, T.; de Goede, R.G.M. (2019): Mapping
Soil Biodiversity in Europe and the Netherlands. Soil Syst., 3, Artikel 39

Saitoh, S.; Aoyama, H.; Fujii, S.; Sunagawa, H.; Nagahama, H.; Akutsu, M.; Shinzato, N.; Kaneko, N.; Nakamori, T.
(2016): A quantitative protocol for DNA metabarcoding of springtails (Collembola). Genome, 59, S. 705 — 723

Santi, |.; Kasapidis, P.; Karakassis, |.; Pitta, P. (2021): A comparison of DNA metabarcoding and microscopy
methodologies for the study of aquatic microbial eukaryotes. Diversity, 13, Artikel 180

Schaefer, M.; Tischler, W. (1983): Wérterbiicher der Biologie: Okologie. VEB Gustav Fischer Verlag, Jena, 354 S.

Schenk, J.; Hoss, S.; Brinke, M.; Kleinbolting, N.; Briichner-Hittemann, H.; Traunspurger, W. (2020): Nematodes
as bioindicators of polluted sediments using metabarcoding and microscopic taxonomy. Environment Interna-
tional, 143, Artikel 105922

Schmelz, R.M.; Collado, R. (2010): A guide to European terrestrial and freshwater species of Enchytraeidae (Oli-
gochaeta). Soil Organisms, 82,S.1-176

Seymour, M.; Edwards, F.K.; Cosby, B.J.; Kelly, M.G.; de Bruyn, M.; Carvalho, G.R.; Creer, S. (2020): Executing
multi-taxa eDNA ecological assessment via traditional metrics and interactive networks. Science of the Total
Environment, 729, Artikel 138801

198



TEXTE Bewertung der biologischen Vielfalt mittels DNA-Extraktion aus Bodenproben von BDF — Abschlussbericht

Sievert, C. (2020): Interactive web-based data visualization with r, plotly, and shiny. Chapman; Hall/CRC.

Sigsgaard, E.E.; Carl, H.; Mgller, P.R.; Thomsen, P.F. (2015): Monitoring the near-extinct European weather
loach in Denmark based on environmental DNA from water samples. Biological Conservation, 183, S. 46 — 52

Sims, R.W.; Gerard, B.M. (1999): Earthworms. In: Kermack, D.M.; Barnes, R.S.K. (Hrsg.): Synopses of the British
Fauna (New Series) No. 31. London: E. J. Brill / W. Backhuys, 171 S.

Smart, A.S.; Weeks, A.R.; van Rooyen, A.R.; Moore, A.; McCarthy, M.A.; Tingley, R. (2016): Assessing the cost-
effciency of environmental DNA sampling. Methods in Ecology and Evolution, 7, S. 1291 — 1298

Sousa, J.P.; Bolger, T.; da Gama, M.M.; Lukkari, T.; Ponge, J-F.; Simdn, C.; Traser, G.; Vanbergen, A.).; Brennan,
A.; Dubs, F.; Ivitis, E.; Keating, A.; Stofer, S.; Watt, A.D. (2006): Changes in Collembola richness and diversity
along a gradient of land-use intensity: A pan European study. Pedobiologia, 50, S. 147 — 156

Stone, D.; Blomkvist, P.; Bohse Hendriksen, N.; Bonkowski, M.; Bracht Jgrgensen, H.; Carvalho, F.; Dunbar, M.B.;
Gardi, C.; Geisen, S.; Griffiths, R.; Hug, A.S.; Jensen, J.; Laudon, H.; Mendes, S.; Morais, P.V.; Orgiazzi, A.;
Plassart, P.; Rombke, J.; Rutgers, M.; Schmelz, R.M.; Sousa, J.P.; Suhadolc, M.; Winding, A.; Zupan, M.;
Lemanceau, P.; Creamer, R.E. (2016): Establishing a transect for biodiversity and ecosystem function monitor-
ing across Europe. Applied Soil Ecology, 97,S.3-11

Straube, D.; Juen, A. (2013): Storage and shipping of tissue samples for DNA analyses: a case study on earth-
worms. Eur. J. Soil Biol., 57,S.13-18

Taberlet, P.; Bonin, A.; Zinger, L.; Coissac, E. (2018): Environmental DNA — For biodiversity research and moni-
toring. Oxford University Press, Oxford, Vereinigtes Konigreich

Taberlet, P.; Coissac, E.; Hajibabaei, M.; Rieseberg, L.H. (2012): Environmental DNA. Molecular Ecology, 21, S.
1789-1793

Taberlet, P.; Coissac, E.; Pompanon, F.; Brochmann, C.; Willerslev, E. (2012): Towards next-generation biodiver-
sity assessment using DNA metabarcoding. Molecular Ecology, 21, S. 2045 — 2050

Taberlet, P.; Prud’Homme, S.; Campione, E.; Roy, J.; Miquel, C.; Shezad, W.; Gielly, L.; Rioux, L.; Choler, P.; Clem-
ent, J-C.; Melodelima, C.; Pompanon, F.; Coissac, E. (2012): Soil sampling and isolation of extracellular DNA
from large amount of starting material suitable for metabarcoding studies. Molecular Ecology, 21, S.

1816 — 1820

Takahara, T.; Minamoto, T.; Yamanaka, H.; Doi, H.; Kawabata, Z. (2012): Estimation of fish biomass using envi-
ronmental DNA. PloS One, 7, Artikel e35868

Thibaud, J.-M.; Schulz, H.-J.; Assalino, M.M.G. (2004): Synopses on Palaearctic Collembola: Hypogastruridae.
Abhandlungen und Berichte des Naturkundemuseums Gorlitz, 4, S. 1 — 287

Thomsen, P.F.; Kielgast, J.; lversen, L.L.; Wiuf, C.; Rasmussen, M.; Gilbert, M.T.P.; Orlando, L.; Willerslev, E.
(2012): Monitoring endangered freshwater biodiversity using environmental DNA. Molecular Ecology, 21, S.
2565 - 2573

Thomsen, P.F.; Willerslev, E. (2015): Environmental DNA — An emerging tool in conservation for monitoring past
and present biodiversity. Biol. Conserv., 183,S.4-18

Toschki, A.; Jansch, S.; RoR-Nickoll, M.; Rombke, J.; Zighart, W. (2015): Possibilities of using the German Fed-
eral States’ permanent soil monitoring program for the monitoring of potential effects of genetically modified
organisms (GMO). Environ. Sci. Eur., 27,S.1-13

Toschki, A.; Burkhardt, U.; Haase, H.; Hofer, H.; Jansch, S.; Oellers, J.; Rombke, J.; RoR-Nickoll, M.; Salamon, J.;
Schmelz, R.M.; Scholz-Starke, B.; Russell, D. (2021a): Die Edaphobase-Landerstudien — Synékologische Untersu-
chungen von Bodenorganismen in einem Biotop- und Standortgradienten in Deutschland 2014 — 2018. Pecki-
ana, 14,S.1-367

199



TEXTE Bewertung der biologischen Vielfalt mittels DNA-Extraktion aus Bodenproben von BDF — Abschlussbericht

Toschki, A.; Oellers, J.; Rumohr, Q.; RoR-Nickoll, M.; Daniels, B.; Schaffer, A.; Sybertz, A. (2021b): Integriertes
Monitoring in der Agrarlandschaft — Erfassung der 6kologischen Auswirkungen des chemischen Pflanzenschut-
zes. UBA-Texte Nr. 136/2021, Umweltbundesamt, Dessau-RoRlau, 110 S.

Turbé, A.; De Toni, A.; Benito, P.; Lavelle, P.; Ruiz, N.; Van der Putten, W.; Labouze, E.; Mudgal, S. (2010): Soil
biodiversity: functions, threats, and tools for policy makers. Biolntelligence Service, IRD, and NIOO, Report for
European Commission (DG Environment), Briissel, Belgien, 250 S.

Valentini, A.; Taberlet, P.; Miaud, C.; Civade, R.; Herder, J.; Thomsen, P.F.; Bellemain, E.; Besnard, A.; Coissac, E.;
Boyer, F.; Gaboriaud, C.; Jean, P.; Poulet, N.; Roset, N.; Copp, G.H.; Geniez, P.; Pont, D.; Argillier, C.; Baudoin, J.-
M.; Peroux, T.; Crivelli, A.J.; Olivier, A.; Acqueberge, M.; Le Brun, M.; Mgller, P.R.; Willerslev, E.; Dejean, T.
(2016): Next-generation monitoring of aquatic biodiversity using environmental DNA metabarcoding. Molecu-
lar Ecology, 25, S. 929 — 942

Van Gestel, C.A.M.; Mommer, L.; Montanarella, L.; Pieper, S.; Coulson, M.; Toschki, A.; Rutgers, M.; Focks, A.;
Rombke, J. (2020): Soil Biodiversity: State-of-the art and possible application in chemical risk assessment. Integ.
Envir. Assess. Manag., 17(3), S. 541 — 551

Van Groenigen, J.W.; Lubbers, I.M.; Vos, H.M.J.; Brown, G.G.; De Deyn, G.B.; Van Groenigen, K.J. (2016): Earth-
worms increase plant production: a meta-analysis. Sci. Rep., 4, Artikel 6365

Vasselon, V.; Rimet, F.; Tapolczai, K.; Bouchez, A. (2017): Assessing ecological status with diatoms DNA
metabarcoding: Scaling-up on a WFD monitoring network (mayotte island, france). Ecological Indicators, 82, S.
1-12

Vierna, J.; Dofia, J.; Vizcaino, A.; Serrano, D.; Jovani, R. (2017): PCR cycles above routine numbers do not com-
promise high-throughput DNA barcoding results. Genome, 60, S. 868 — 873

Vivien, R.; Apothéloz-Perret-Gentil, L.; Pawlowski, J.; Werner, |.; Lafont, M.; Ferrari, B.J.D. (2020): High-through-
put DNA barcoding of oligochaetes for abundance-based indices to assess the biological quality of sediments in
streams and lakes. Scientific Reports, 10, Artikel 2041

Wagg, C.; Bender, F.; Widmer, F.; van der Heijdena, M.G.A. (2014): Soil biodiversity and soil community compo-
sition determine ecosystem multifunctionality. PNAS, 111, S. 5266 — 5270

Wangensteen, 0.S.; Palacin, C.; Guardiola, M.; Turon, X. (2018): DNA metabarcoding of littoral hard-bottom
communities: high diversity and database gaps revealed by two molecular markers. Peerj, 6, Artikel e4705

Weber, A.A.-T.; Pawlowski, J. (2014): Wide occurrence of SSU rDNA intragenomic polymorphism in foraminifera
and its implications for molecular species identification. Protist, 165, S. 645 — 661

Wickham, H. (2016): ggplot2: Elegant graphics for data analysis. Springer-Verlag New York

Willerslev, E.; Cooper, A. (2005): Ancient DNA. Proceedings of the Royal Society B: Biological Sciences, 272, S.
3-16

Willerslev, E.; Davison, J.; Moora, M.; Zobel, M.; Coissac, E.; Edwards, M.E.; Lorenzen, E.D.; Vestergard, M.;
Gussarova, G.; Haile, J.; Craine, J.; Gielly, L.; Boessenkool, S.; Epp, L.S.; Pearman, P.B.; Cheddadi, R.; Murray, D.;
Brathen, K.A.; Yoccoz, N.; Binney, H.; Cruaud, C.; Wincker, P.; Goslar, T.; Alsos, |.G.; Bellemain, E.; Brysting, A.K.;
Elven, R.; Sgnstebg, J.H.; Murton, J.; Sher, A.; Rasmussen, M.; Rgnn, R.; Mourier, T.; Cooper, A.; Austin, J.; Mol-
ler, P.; Froese, D.; Zazula, G.; Pompanon, F.; Rioux, D.; Niderkorn, V.; Tikhonov, A.; Savvinov, G.; Roberts, R.G.;
MacPhee, R.D.E.; Gilbert, M.T.P.; Kjeer, K.H.; Orlando, L.; Brochmann, C.; Taberlet, P. (2014): Fifty thousand
years of arctic vegetation and megafaunal diet. Nature, 506, S. 47 — 51

Willerslev, E.; Hansen, A.J.; Binladen, J.; Brand, T.B.; Gilbert, M.T.P.; Shapiro, B.; Bunce, M.; Wiuf, C.; Gilichinsky,
D.A.; Cooper, A. (2003): Diverse plant and animal genetic records from holocene and pleistocene sediments.
Science, 300, S. 791 — 795

200



TEXTE Bewertung der biologischen Vielfalt mittels DNA-Extraktion aus Bodenproben von BDF — Abschlussbericht

Woloszczyk, P.; Fiencke, C.; Grabellus, B.; Pfeiffer, E.-M.; Elsner, D.C. (2018): Bodenmikrobiologische Untersu-
chungen an 12 Boden-Dauerbeobachtungsflachen (BDF) in Schleswig-Holstein im Jahr 2017 (vorwiegend inten-
siv genutzte Griinland und 6kologisch genutze Ackerflachen). Universitat Hamburg, Institut fiir Bodenkunde im
Auftrag des Landesamtes fiir Landwirtschaft, Umwelt und landliche Rdume des Landes Schleswig-Holstein

Woloszczyk, P.; Fiencke, C.; Grabellus, B.; Pfeiffer, E.-M.; Elsner, D.C. (2019): Bodenmikrobiologische Untersu-
chungen an 12 Boden-Dauerbeobachtungsflachen (BDF) in Schleswig-Holstein im Jahr 2019 (Wald- und vorwie-
gend extensive Griinland- und Sonderstandorte). Universitat Hamburg, Institut fir Bodenkunde im Auftrag des
Landesamtes fur Landwirtschaft, Umwelt und landliche Rdume des Landes Schleswig-Holstein

Yang, J.; Zhang, X. (2020): eDNA metabarcoding in zooplankton improves the ecological status assessment of
aquatic ecosystems. Environment International, 134, Artikel 105230

Yoccoz, N.G.; Brathen, K.A.; Gielly, L.; Haile, J.; Edwards, M.E.; Goslar, T.; von Stedingk, H.; Brysting, A.; Coissac,
E.; Pompanon, F.; Sgnstebg, J.H.; Miquel, C.; Valentini, A.; De Bello, F.; Chave, J.; Thuiller, W.; Wincker, P.;
Cruaud, C.; Gavory, F.; Rasmussen, M.; Gilbert, M.T.P.; Orlando, L.; Brochmann, C.; Willerslev, E.; Taberlet, P.
(2012): DNA from soil mirrors plant taxonomic and growth form diversity. Molecular Ecology, 21, S.

3647 — 3655

Yu, D.W.; Ji, Y.; Emerson, B.C.; Wang, X.; Ye, C.; Yang, C.; Ding, Z. (2012): Biodiversity soup: Metabarcoding of
arthropods for rapid biodiversity assessment and biomonitoring. Methods in Ecology and Evolution, 3, S.
613 -623

Zhang, G.K.; Chain, F.J.; Abbott, C.L.; Cristescu, M.E. (2018): Metabarcoding using multiplexed markers in-
creases species detection in complex zooplankton communities. Evolutionary Applications, 11, S. 1901 — 1914

Zinger, L.; Philippe, H. (2016): Coalescing molecular evolution and DNA barcoding. Molecular Biology, 25, S.
1908 - 1910

201



TEXTE Bewertung der biologischen Vielfalt mittels DNA-Extraktion aus Bodenproben von BDF — Abschlussbericht

A Ergebnisse der drei Bestimmungsmethoden in der Hauptstudie

A.1 Morphologische Bestimmung

A.1.1 Regenwiirmer

Tabelle 33: Abundanz der Regenwiirmer [Ind./m?] an den beprobten Ackerstandorten
Taxon BIM | GHU | KLK | LIS NEU | SLT | TRO woL
Aporrectodea sp. sensu lato! | 14,4 | 22,4 | 12,0 80,8 | 37,6 | 32,0 61,6 2,4
Allolobophora chlorotica 0,0 0,0 0,0 12,0 | 12,8 0,0 0,8 0,0
Aporrectodea caliginosa 1,6 | 35,2 5,6 19,2 | 28,8 0,8 9,6 0,0
Aporrectodea longa 0,0 0,0 0,0 12,8 0,0 0,0 4,0 0,0
Aporrectodea rosea 0,0 3,2 0,0 11,2 0,0 0,0 16,0 0,8
Lumbricus spp. 0,0 1,6 0,0 0,0 1,6 4,0 15,2 2,4
Lumbricus rubellus 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 2,4 0,0 0,0
Lumbricus terrestris 0,8 5,6 0,0 0,0 0,0 0,0 11,2 | 12,8
Octolasion spp. 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 1,6 0,0
Octolasion tyrtaeum 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,8 0,0
Nicht bestimmbar 0,0 | 13,6 0,8 20,8 6,4 4,0 12,0 1,6
Tanylobe Arten 0,8 7,2 0,0 0,0 1,6 6,4 26,4 | 15,2
Epilobe Arten 16,0 | 60,8 | 17,6 | 136,0 | 79,2 | 32,8 94,4 3,2
Epigdische Adulte 0,0 00| 0,0 00| 00| 24 0,0 0,0
Endogdische Adulte 16 | 384 | 56| 424|416 | 08| 27,2 0,8
Anektische Adulte 0,8 56| 00| 128 | 00| 00 | 152 | 12,8
Summe Adulte 2,4 | 44,0 5,6 55,2 | 41,6 3,2 42,4 | 13,6
Summe Juvenile 14,4 | 24,0 | 12,0 80,8 | 39,2 | 36,0 78,4 4,8
Gesamtabundanz 16,8 | 81,6 | 18,4 | 156,8 | 87,2 | 43,2 | 132,8 | 20,0
Artenzahl 2 3 1 4 3 2 6 2

T Nicht unterschieden zwischen Juvenilen der eng verwandten Genera Aporrectodea and Allolobophora
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Tabelle 34: Biomasse der Regenwiirmer [g/m?] an den beprobten Ackerstandorten
Taxon BIM | GHU | KLK | LIS NEU | SLT | TRO | WOL
Aporrectodea sp. sensu lato! | 2,26 568 | 1,95 | 21,80 3,48 | 5,51 7,63 0,41
Allolobophora chlorotica 0,00 0,00 | 0,00 2,47 1,80 | 0,00 0,23 0,00
Aporrectodea caliginosa 0,75 | 24,18 | 2,22 7,68 7,79 | 0,82 2,41 0,00
Aporrectodea longa 0,00 0,00 | 0,00 | 21,20 0,00 | 0,00 7,47 0,00
Aporrectodea rosea 0,00 0,66 | 0,00 1,53 0,00 | 0,00 2,53 0,08
Lumbricus spp. 0,00 1,02 | 0,00 0,00 0,20 | 0,94 8,28 2,44
Lumbricus rubellus 0,00 0,00 | 0,00 0,00 0,00 | 1,00 0,00 0,00
Lumbricus terrestris 1,75 | 11,11 | 0,00 0,00 0,00 | 0,00 | 42,07 | 26,83
Octolasion spp. 0,00 0,00 | 0,00 0,00 0,00 | 0,00 0,98 0,00
Octolasion tyrtaeum 0,00 0,00 | 0,00 0,00 0,00 | 0,00 0,68 0,00
Nicht bestimmbar 0,00 4,33 | 0,09 4,94 1,28 | 0,77 1,20 0,68
Tanylobe Arten 1,75 | 12,14 | 0,00 0,00 0,20 | 1,94 | 50,35 | 29,27
Epilobe Arten 3,02 | 30,53 | 4,18 | 54,68 | 13,07 | 6,34 | 21,93 | 0,49
Epigdische Adulte 0,00 | 0,00 | 0,00 | 000 | 0,00 | 100 | 0,00 | 0,00
Endogadische Adulte 0,75 | 24,85 | 2,22 | 11,68 9,59 | 0,82 5,85 0,08
Anektische Adulte 1,75 | 11,11 | 0,00 | 21,20 0,00 | 0,00 | 49,54 | 26,83
Summe Adulte 2,50 | 35,96 | 2,22 | 32,88 9,59 | 1,82 | 55,39 | 26,91
Summe Juvenile 2,26 6,70 | 1,95 | 21,80 3,68 | 6,45 | 16,89 2,85
Gesamtbiomasse 4,77 | 46,99 | 4,26 | 59,62 | 14,55 | 9,04 | 73,48 | 30,44

" Nicht unterschieden zwischen Juvenilen der eng verwandten Genera Aporrectodea and Allolobophora
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Tabelle 35: Abundanz der Regenwiirmer [Ind./m?] an den beprobten Griinlandstandorten
Taxon ALM | BRU | GAL | KUM | PAU | SHG | ZEC ZIN
Aporrectodea sp. sensu lato! | 22,4 2,4 | 18,4 2,4 0,8 12,0 | 132,8 5,6
Allolobophora chlorotica 0,0 1,6 3,2 0,0 | 28,8 31,2 0,0 0,0
Aporrectodea caliginosa 35,2 7,2 | 16,8 1,6 0,0 0,0 56,8 4,0
Aporrectodea longa 0,0 0,0 4,0 0,0 0,8 17,6 12,0 0,0
Aporrectodea rosea 3,2 0,0 | 24,8 1,6 0,0 21,6 4,0 0,0
Lumbricus spp. 1,6 0,0 7,2 0,8 0,8 4,0 37,6 | 22,4
Lumbricus rubellus 0,0 0,0 2,4 0,0 0,8 0,0 0,0 | 21,6
Lumbricus terrestris 5,6 0,0 0,8 3,2 0,0 8,0 9,6 0,0
Octolasion cyaneum 0,0 0,0 0,8 1,6 0,0 0,0 0,0 0,0
Octolasion tyrtaeum 0,0 0,0 4,8 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
Proctodrilus antipae 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,8 0,0 0,0
Nicht bestimmbar 13,6 1,6 | 14,4 0,0 0,8 12,8 43,2 4,0
Tanylobe Arten 7,2 0,0 | 10,4 4,0 1,6 12,0 47,2 | 44,0
Epilobe Arten 60,8 | 11,2 | 72,8 7,2 | 304 | 8322|2056 | 96
Epigdische Adulte 0,0 0,0 2,4 0,0 0,8 0,0 0,0 | 21,6
Endogdische Adulte 38,4 8,8 | 50,4 4,8 | 28,8 53,6 60,8 4,0
Anektische Adulte 56| 00| 48 32| 08| 256 | 216 | 0,0
Summe Adulte 44,0 8,8 | 57,6 8,0 | 30,4 79,2 82,4 | 25,6
Summe Juvenile 24,0 2,4 | 25,6 3,2 1,6 16,0 | 170,4 | 28,0
Gesamtabundanz 816 | 12,8 | 97,6 | 11,2 | 32,8 | 108,0 | 296,0 | 57,6
Artenzahl 3 2 8 4 3 5 4 2

T Nicht unterschieden zwischen Juvenilen der eng verwandten Genera Aporrectodea and Allolobophora
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Tabelle 36: Biomasse der Regenwiirmer [g/m?] an den beprobten Griinlandstandorten
Taxon ALM | BRU | GAL KUM | PAU | SHG | ZEC ZIN
Aporrectodea sp. sensu lato?! 5,68 | 0,28 2,04 0,28 0,07 2,42 33,83 1,98
Allolobophora chlorotica 0,00 | 0,35 0,78 0,00 7,98 9,74 0,00 0,00
Aporrectodea caliginosa 24,18 | 3,98 6,81 0,54 0,00 0,00 21,93 4,01
Aporrectodea longa 0,00 | 0,00 6,79 0,00 1,06 | 26,22 20,89 0,00
Aporrectodea rosea 0,66 | 0,00 4,40 0,22 0,00 4,19 0,69 0,00
Lumbricus spp. 1,02 | 0,00 2,50 1,42 0,11 0,86 24,30 3,30
Lumbricus rubellus 0,00 | 0,00 2,16 0,00 0,71 0,00 0,00 | 10,41
Lumbricus terrestris 11,11 | 0,00 2,41 9,26 0,00 | 22,22 21,26 0,00
Octolasion cyaneum 0,00 | 0,00 1,17 1,88 0,00 0,00 0,00 0,00
Octolasion tyrtaeum 0,00 | 0,00 5,88 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
Proctodrilus antipae 0,00 | 0,00 0,00 0,00 0,00 0,07 0,00 0,00
Nicht bestimmbar 433 1013 | 18| 0,00 | 030 | 507 | 1549 | 0,83
Tanylobe Arten 12,14 | 0,00 7,07 | 10,67 0,82 | 23,08 45,57 | 13,71
Epilobe Arten 30,53 | 461 | 2786 | 2,93 | 9,10 | 42,64 | 77,34 | 5,99
Epigdische Adulte 0,00 | 0,00 2,16 0,00 0,71 0,00 0,00 | 10,41
Endogdische Adulte 24,85 | 4,33 | 19,03 2,65 7,98 | 14,00 22,62 4,01
Anektische Adulte 11,11 | 0,00 | 9,20 | 9,26 | 1,06 | 48,43 | 42,15 | 0,00
Summe Adulte 35,96 | 4,33 | 30,39 | 11,90 9,74 | 62,43 64,77 | 14,42
Summe Juvenile 6,70 | 0,28 4,54 1,70 0,18 3,29 58,14 5,28
Gesamtbiomasse 46,99 | 4,74 | 36,79 | 13,60 | 10,22 | 70,79 | 138,39 | 20,54

" Nicht unterschieden zwischen Juvenilen der eng verwandten Genera Aporrectodea and Allolobophora
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Tabelle 37: Abundanz der Regenwiirmer [Ind./m?] an den beprobten Waldstandorten
Taxon BOV | EUT | FIS | KAN | MER | POS | SBU | SHW | WBU
Aporrectodea sp. sensu lato?! 40| 0,0 | 0,0 0,0 0,0 | 11,2 | 12,0 8,8 0,0
Aporrectodea caliginosa 2,4 0,0 | 0,0 0,0 0,0 1,6 8,0 14,4 0,0
Aporrectodea rosea 3,2 0,0 | 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 6,4 0,0
Dendrobaena spp. 00| 0,0 |00 0,8 0,0 0,0 0,0 0,0 | 20,0
Dendrobaena attemsi 0,0 0,0 | 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 3,2
Dendrobaena octaedra 00| 0,0 |00 3,2 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
Dendrodrilus rubidus 0,0 1,6 | 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
Lumbricus spp. 0,0 0,0 24 2,4 0,0 1,6 8,8 3,2 0,0
Lumbricus castaneus 0,0 0,0 | 0,0 0,0 0,0 0,0 2,4 0,0 0,0
Lumbricus rubellus 00| 0,0 | 4,0 7,2 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
Lumbricus terrestris 0,0 0,0 | 0,0 0,0 0,0 0,8 0,0 0,8 0,0
Octolasion spp. 2,4 0,0 | 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,8 0,0
Octolasion cyaneum 2,4 0,0 | 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,8 0,0
Nicht bestimmbar 16 | 00|00 3,2 00| 00| 08 2,4 0,0
Tanylobe Arten 0,0| 00|64 9,6 00| 24| 11.2 4,0 0,0
Epilobe Arten 14,4 | 16 | 00 | 4,0 00| 12,8 | 20,0 | 31,2 | 23,2
Epigdische Adulte 00| 1,6 | 40| 104 00| 00| 24 0,0 3,2
Endogdische Adulte 80| 00|00 | 00 0,0 16| 80| 216 0,0
Anektische Adulte 00| 00|00 | 00 00| 08| 0,0 0,8 0,0
Summe Adulte 80| 16 |40 | 104 00| 24104 | 224 3,2
Summe Juvenile 6,4 0,01 24 3,2 0,0 12,8 | 20,8 | 12,8 20,0
Gesamtabundanz 16,0 | 1,6 | 6,4 | 16,8 0,0 | 15,2 | 32,0 | 37,6 | 23,2
Artenzahl 3 1 1 2 0 2 2 4 1

" Nicht unterschieden zwischen Juvenilen der eng verwandten Genera Aporrectodea and Allolobophora
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Tabelle 38: Biomasse der Regenwiirmer [g/m?] an den beprobten Waldstandorten
Taxon BOV | EUT | FIS KAN | MER | POS | SBU | SHW | WBU
Aporrectodea sp. sensu lato?! 0,69 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 1,26 | 1,09 0,86 | 0,00
Aporrectodea caliginosa 3,49 | 0,00 | 0,00 | O,00 | O,00 | 0,46 | 4,13 4,70 0,00
Aporrectodea rosea 0,89 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 0,94 | 0,00
Dendrobaena spp. 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,05 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,67
Dendrobaena attemsi 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 0,00 0,13
Dendrobaena octaedra 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,40 | 0,00 | 0,00 | 0,00 0,00 | 0,00
Dendrodrilus rubidus 0,00 | 0,44 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00
Lumbricus spp. 0,00 | 0,00 | 0,53 | 0,50 | 0,00 | 0,77 | 3,10 | 0,42 | 0,00
Lumbricus castaneus 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 1,21 0,00 0,00
Lumbricus rubellus 0,00 | 0,00 | 1,67 | 7,60 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00
Lumbricus terrestris 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 1,47 | 0,00 1,70 0,00
Octolasion spp. 1,57 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,30 | 0,00
Octolasion cyaneum 4,18 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 1,33 0,00
Nicht bestimmbar 0,62 | 0,00 | 0,00 | 0,68 | 0,00 | 0,00 | 0,06 | 0,34 | 0,00
Tanylobe Arten 0,00 | 0,00 | 2,20 | 8,10 | 0,00 | 2,24 | 4,30 | 2,13 | 0,00
Epilobe Arten 10,82 | 0,44 | 0,00 | 0,45 | 0,00 | 1,73 | 5,22 | 8,14 | 0,80
Epigdische Adulte 0,00 | 0,44 | 1,67 | 8,00 | 0,00 | 0,00 | 1,21 | 0,00 | 0,13
Endogdische Adulte 8,56 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,46 | 4,13 | 6,97 | 0,00
Anektische Adulte 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 1,47 | 0,00 1,70 | 0,00
Summe Adulte 8,56 | 0,44 | 1,67 | 8,00 | 0,00 | 1,94 | 5,34 | 8,67 | 0,13
Summe Juvenile 2,26 | 0,00 | 0,53 | 0,54 | 0,00 | 2,03 | 4,18 1,59 0,67
Gesamtbiomasse 11,43 | 0,44 | 2,20 | 9,22 | 0,00 | 3,97 | 9,58 | 10,60 | 0,80

T Nicht unterschieden zwischen Juvenilen der eng verwandten Genera Aporrectodea and Allolobophora
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A.1.2 Enchytraeiden

Arten mit Buchstabencodes [z. B. Achaeta sp. (HEAL)] sind neue Arten, morphologisch und z. T.
auch genetisch charakterisiert, aber noch nicht giiltig im Sinne zoologischer Nomenklatur be-
schrieben.

Tabelle 39: Abundanz der Enchytraeiden [Ind./m?] an den beprobten Ackerstandorten
Taxon BIM | GHU | KLK LIS NEU | SLT TRO woL
Achaeta affinis 0 0 407 0 0 0 0 0
Achaeta camerani 0 0 357 0 0 0 0 0
Achaeta diddeni 0 0 51 0 0 0 0 0
Achaeta pannonica 0 0 0 0 0 1070 0 0
Achaeta sp. (HEAL) 509 0 0 0 0 0 0 0
Achaeta sp. indet. 0 0 0 0 0 458 0 51
Buchholzia appendiculata 51 0 0 0 0 8098 0 0
Buchholzia sp. (PAPP) 0 0 0 815 0 0 0 0
Cernosvitoviella sp. indet. 0 51 0 0 0 0 0 0
Enchytraeus buchholzi 764 | 764 | 2648 204 | 1935 1223 3209 | 2343
Enchytraeus bulbosus 0 0 102 0 102 0 51 0
Enchytraeus dichaetus 1986 0 6366 0 153 3158 0 0
Enchytraeus lacteus 0 0 0 0 0 0 306 0
Enchytraeus sp. (BUCL) 0 0 0 102 0 0 0 0
Enchytraeus sp. (GRAN) 0 815 1477 102 0 0 0 0
Enchytronia christenseni 204 102 1222 0 306 1070 102 0
Enchytronia holochaeta 153 0 0 0 0 0 0 0
Enchytronia parva 357 0 306 0 0 5348 0 0
Enchytronia pratensis 0 0 0 0 0 8251 0 0
Fridericia bisetosa 153 0 0 0 153 0 0 0
Fridericia bulboides 153 255 | 13344 0 560 1986 51 306
Fridericia christeri 0| 866 458 | 458 560 611 407 51
Fridericia connata 0 0 0 0 204 0 0 0
Fridericia cusanica 0 0 1986 0 0 0 0 0
Fridericia cylindrica 0 0 51 0 0 0 0 0
Fridericia deformis 0 0 0 0 0 0 764 0
Fridericia galba 0 306 0 255 | 1120 0 1120 0
Fridericia isseli 0 51 0 255 0 0 611 0
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Taxon BIM | GHU | KLK LIS NEU | SLT TRO woL
Fridericia lenta 306 0 0 0 0 0 0 0
Fridericia nix 0 0 0 0 51 0 0 0
Fridericia paroniana 51 0 0 0 0 0 255 0
Fridericia ratzeli 0 0 0 0 0 0 2037 0
Fridericia schmelzi 0 0 0 0 611 0 0 0
Fridericia singula 0 0 0 0 0 0 255 0
Fridericia sylvatica 0 0 0 0 611 5704 0 204
Fridericia sp. (2TRO) 0 0 0 0 0 0 2394 0
Fridericia sp. (GLIF) 0 0 0 764 0 0 0 0
Fridericia sp. (LIS1) 0 0 0 51 0 0 0 0
Fridericia sp. (LNIX) 0 0 0 306 0 0 0 0
Fridericia sp. (NTRO) 0 0 0 0 0 0 509 0
Fridericia sp. indet. 560 | 357 1070 | 713 | 1732 102 | 9880 | 458
Henlea perpusilla 815 255 2190 0 | 1019 713 102 0
Henlea ventriculosa 51 0 2037 0 51 0 0 51
Marionina argentea 509 0 0 0 0 0 0 0
Marionina communis 560 0 0 0 0 407 51 0
Marionina mendax 0 306 0 968 0 0 815 0
Enchytraeidae sp. indet. 0 51 0 0 0 0 0 0
Rhyacodrilus falciformis * 0 0 0 102 0 0 0 0
Gesamtabundanz 7181 | 4176 | 34072 | 5093 | 9167 | 38197 | 22918 | 3463
Artenzahl 15 10 14 11 14 12 17 6

* Keine Enchytraeide; andere Mikroanneliden sind als faunistische Nachweise mit aufgefiihrt, wurden jedoch nicht in den
Methodenvergleich einbezogen
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Tabelle 40: Abundanz der Enchytraeiden [Ind./m?] an den beprobten Griinlandstandorten
Taxon ALM BRU GAL KUM | PAU SHG | ZEC ZIN
Achaeta dffinis 0 0 0 1986 0 0 0 0
Achaeta bohemica 0 0 0 204 0 0 0 0
Achaeta danica 0 0 0 407 0 0 0 0
Achaeta pannonica 0 153 0 0 0 0 0 0
Achaeta urbana 0 1375 0 0 0 0 0 0
Buchholzia appendiculata 0 1884 560 2801 0 0 6468 102
Buchholzia fallax 0 0 0 0 0 153 0 0
Cernosvitoviella sp. indet. 0 0 0 51 0 0 0 0
Cognettia chlorophila 0 0 0 407 0 0 0 7079
Cognettia varisetosa 0 0 0 357 0 0 0 6315
Enchytraeus buchholzi 23988 9065 153 815 1273 | 1120 9677 1171
Enchytraeus bulbosus 0 | 18691 0 0 0 357 0 0
Enchytraeus christenseni 0 0 0 204 0 0 0 0
Enchytraeus dichaetus 51 0 0 0 968 0 1579 0
Enchytraeus lacteus 2343 0 306 153 0 51 255 0
Enchytraeus norvegicus 0 0 0 153 0 0 0 0
Enchytraeus sp. (NPAU) 0 0 0 0 2241 0 0 0
Enchytronia christenseni 0 866 102 255 0| 1732 0 0
Enchytronia holochaeta 0 0 0 560 0 0 0 0
Enchytronia minor 0 0 0 509 0 0 0 0
Enchytronia parva 0 0 0 4482 0 0 0 0
Enchytronia sp. (2GAL) 0 0 51 0 0 0 0 0
Enchytronia sp. (OMNI) 0 0 0 51 0 0 0 0
Enchytronia sp. (TENU) 0 0 0 1935 0 0 0 0
Enchytronia sp. (ZETA) 0 0 0 153 0 0 0 0
Fridericia bisetosa 0 255 6977 153 0 0 509 0
Fridericia bulboides 1528 0 0 0 3616 102 306 458
Fridericia christeri 5653 102 1426 0 0 662 764 0
Fridericia connata 0 102 204 917 0 0 255 0
Fridericia cylindrica 0 0 0 0 0 0 0 764
Fridericia deformis 0 0 0 0 0 0 102 0
Fridericia dura 0 306 0 0 3005 0 0 509

210



TEXTE Bewertung der biologischen Vielfalt mittels DNA-Extraktion aus Bodenproben von BDF — Abschlussbericht

Taxon ALM BRU GAL KUM | PAU SHG | ZEC ZIN

Fridericia galba 2699 0 204 255 0 0 1019 0
Fridericia hegemon 1935 1477 51 0 0 51 0 0
Fridericia isseli 0 0 51 0 0 713 0 0
Fridericia lenta 0 0 662 0 0 0 2139 0
Fridericia maculata 0 0 0 0 0 0 1426 0
Fridericia maculatiformis 0 | 10797 0 0 0 0 0 0
Fridericia nix 0 0 0 0 0 0 153 0
Fridericia paroniana 204 407 51 0 0 0 611 0
Fridericia perrieri 0 0 0 0 0 0 306 0
Fridericia ratzeli 51 1324 0 51 0 0 102 153
Fridericia regularis 0 9829 0 0 0 0 0 0
Fridericia schmelzi 0 0 0 0 0 0 611 0
Fridericia sylvatica 0 0 764 0 0 0 0 0
Fridericia ulrikae 0 0 0 764 0 0 0 0
Fridericia waldenstroemi 0 0 102 0 0 0 0 0
Fridericia sp. (2TRO) 0 0 357 0 0 0 0 0
Fridericia sp. (BMIN) 0 764 0 0 0 0 0 0
Fridericia sp. (DOZZ) 0 0 0 0 0 102 0 0
Fridericia sp. (MACF) 153 0 0 0 0 0 0 0
Fridericia sp. (OBRU) 0 51 0 0 0 0 0 0
Fridericia sp. indet. 8251 | 34072 2699 1019 0 | 1375 4991 102
Hemifridericia parva 0 0 0 0 0 0 255 0
Henlea nasuta 0 153 0 0 0 0 0 0
Henlea perpusilla 0 0| 1681 306 | 7996 0 458 866
Henlea ventriculosa 1120 2801 0 0 | 22002 0 51 255
Marionina argentea 0 0 0 0 866 0 0 0
Marionina brendae 0 0 0 0 0 51 0 0
Marionina communis 0 0 255 0 0 0 1783 51
Marionina deminuta 0 0 0 407 0 0 560 0
Marionina mendax 0 0 51 306 0 0 153 0
Marionina sp. (DEMI) 0 0 0 0 0 306 0 0
Oconnorella tubifera 0 0 0 204 0 0 0 0
Stercutus niveus 0 0 51 1681 0 0 0 0
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Taxon ALM BRU GAL KUM | PAU SHG | ZEC ZIN

Enchytraeidae gen. sp. (ALM1) 51 0 0 0 0 0 0 0
Hrabeiella periglandulata * 0 0 0 662 0 0 0 0
Gesamtabundanz 48027 | 94474 | 16756 | 22205 | 41966 | 6774 | 34530 | 17825
Artenzahl 11 19 20 28 8 12 23 11

* Keine Enchytraeide; andere Mikroanneliden sind als faunistische Nachweise mit aufgefiihrt, wurden jedoch nicht in den
Methodenvergleich einbezogen

Tabelle 41: Abundanz der Enchytraeiden [Ind./m?] an den beprobten Waldstandorten

Taxon BOV EUT FIS KAN MER POS SBU | SHW WBU

Achaeta aberrans 0 0 0 51 0 0 0 0 0
Achaeta abulba 0 662 0 0 0 0 0 0| 7690
Achaeta affinis 8098 | 18080 | 10695 204 | 1884 | 49402 | 458 | 45429 0
Achaeta camerani 0 0 1884 815 1783 0 0 0 1120
Achaeta danica 0 0 102 0 0 0 0 0 0
Achaeta sp. (DZWI) 0 0 0 0 0 0| 204 0 0
Achaeta sp. (PAFU) 0 0 0 4023 0 0 0 0 0
Achaeta sp. indet. 255 0 0 0 0 0 0 0 51
Buchholzia appendiculata 2445 4227 0 0 0 255 | 5144 2037 102
Cernosvitoviella cf. minor 51 0 0 0 0 0 0 0 0
Cognettia chlorophila 2852 | 36771 7945 | 16807 8811 1935 0 0 3922
Cognettia cognettii 0 6366 51 0 0 0 0 0 357
Cognettia sphagnetorum 0 2903 0 3310 0 0 0 0 0
Cognettia varisetosa 0 1783 0 0 0 255 0 0 0
Enchytraeus buchholzi 1120 7079 0 611 509 51 408 2190 0
Enchytraeus norvegicus 1681 1375 0 0 407 662 0 0 51
Enchytraeus sp. (GRAN) 713 0 0 0 0 0 0 0 0
Enchytronia holochaeta 51 0 0 0 0 0 51 0 0
Enchytronia minor 0 0 0 0 0 0 51 0 0
Enchytronia parva 2343 6570 102 0 153 1783 713 1783 204
Enchytronia sp. (TENU) 407 102 0 0 102 866 0 102 204
Enchytronia sp. (TRIN) 255 0 0 0 0 0 0 0 0
Fridericia benti 407 1477 0 1070 0 0 0 0 0
Fridericia bisetosa 662 0 0 0 0 51 509 51 0
Fridericia connata 1070 0 0 0 0 662 0 662 0
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Taxon BOV EUT FIS KAN MER POS SBU | SHW | WBU

Fridericia cylindrica 0 0 0 0 0 0 0 255 0
Fridericia dura 0 0 0 0 0 51 | 1070 204 0
Fridericia galba 0 0 0 0 0 0 0 407 0
Fridericia paroniana 0 0 0 0 0 0 815 153 0
Fridericia perrieri 255 0 0 0 0 0 0 102 0
Fridericia ratzeli 0 0 0 0 0 0 0 51 0
Fridericia striata 306 662 0 611 0 51 0 0 204
Fridericia sylvatica 3310 0 0 0 0 0 0 0 0
Fridericia sp. (BISY) 102 0 0 0 0 0 0 306 0
Fridericia sp. indet. 1579 0 0 0 51 102 51 509 0
Henlea perpusilla 0 0 0 0 0 0 0 51 0
Marionina clavata 0 51 1783 5449 713 51 0 0 0
Marionina mendax 51 0 0 0 0 0 0 0 0
Marionina simillima 255 51 0 0 0 0 0 51 0
Mesenchytraeus armatus 0 0 0 0 0 0 0 0 204
Mesenchytraeus glandulosus 0 51 0 0 0 0 0 0 357
Mesenchytraeus sp. indet. 51 0 0 0 0 0 0 0 0
Oconnorella cambrensis 51 | 10542 1935 5348 6926 6162 0 0 1935
Oconnorella tubifera 1833 0 0 0 0 1426 153 0 0
Stercutus niveus 51 51 0 0 0 0 0 0 0
Hrabeiella periglandulata * 3973 815 0 0 0 0 0 0 0
Aeolosoma gen. sp. * 0 0 0 51 0 0 0 0 0
Gesamtabundanz 34225 | 99618 | 24497 | 38350 | 21339 | 63764 | 9626 | 54342 | 16399
Artenzahl 24 18 8 11 10 15 11 16 12

* Keine Enchytraeide; andere Mikroanneliden sind als faunistische Nachweise mit aufgefiihrt, wurden jedoch nicht in den
Methodenvergleich einbezogen
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A.1.3 Collembolen

Tabelle 42: Abundanz der Collembolen [Ind./m?] an den beprobten Ackerstandorten
Taxon BIM | GHU | KLK LIS NEU | SLT TRO | WOL
Brachystomella parvula 0 0 102 0 0 713 0 0
Deuterosminthurus juv. 0 0 0 0 51 0 560 0
Entomobrya albocincta 0 0 0 0 0 51 0 0
Folsomia c.f. candida 0 0 0 0 0 0 0| 306
Folsomia quadrioculata 0| 1324 0 0 0 0| 1732 0
Folsomia c.f. sensibilis 102 0 0 0 0 0 0 0
Folsomia inoculata 0 0 0 51 0 0 51 0
Friesea sp. 0 0 0 0 0 0 0 153
Friesea ladeiroi 0 0 51 0 0 0 0 0
Friesea truncata 0 0 0 0 0 0 51 0
Hemisotoma thermophila 0 0 357 0 | 153 | 11765 0 0
Heteromurus nitidus 0 153 0 0 0 0 0 0
Hypogastrura c.f. papillata 0 0 0 0 0 5602 0 0
Hypogastrura sp. 0 0 0 0 0 509 0 0
Isotoma anglicana 0 0 0 0 0 153 0 0
Isotoma juv. 0 0 0 51 0 153 0 0
Isotomiella minor 0 102 0 0 0 0 560 51
Isotomodes productus 0 0 0 0 0 102 0 0
Isotomodes sp. 0 0 51 0 0 0 0 0
Isotomurus juv. 0 0 0 204 0 0 51 0
Lepidocyrtus c.f. violaceus 0 0 0 102 0 0 0 0
Lepidocyrtus cyaneus 0 255 0 0 51 0 713 0
Lepidocyrtus juv. 0 0 0 255 0 0 0 204
Megalothorax minimus 0 102 0 0 0 0 0 0
Mesaphorura c.f. critica 0 0 0 0 0 458 0 0
Mesaphorura krausbaueri 0 | 2750 0 0 0 0 0 0
Mesaphorura macrochaeta 0 204 0 0 0 357 51 0
Mesaphorura sp. 51 509 255 51 | 153 3718 204 255
Mesaphorura c.f. yosii 0 0 51 0 0 0 0 0
Paratullbergia callipygus 0 51 0 0 0 0 0 0
Paratullbergia juv. 0 0 0 51 0 0 0 0
Parisotoma notabilis 51 306 51 458 | 204 0 | 1375 153
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Taxon BIM | GHU | KLK | LIS NEU | SLT TRO | WOL
Proisotoma minuta 0 51 0 0 0 0 0 0
Proisotoma sp. 0 0 153 0 51 0 0 0
Protaphorura armata 0 866 0 0 0 0 102 0
Protaphorura sp. 51 0 0 0 0 0 0 0
Pseudachorutes sp. 0 0 0 0 0 204 0 0
Pseudanurophorus quadrioculatus 0 0 0 51 0 0 0 0
Pseudosinella 0+0 ocelli 0 0 0 153 0 0 51 0
Pseudosinella 4+4 ocelli 0 0 0 0 0 0 0 51
Pseudosinella alba 0 0 0| 407 0 0 0 560
Sminthurinus sp. 0 0 0 0 0 0 102 0
Sphaeridia pumilis 0 0 0 0 0 407 0 0
Stenaphorura denisi 102 51 0 0 0 0 255 0
Stenaphorura quadrispina 509 153 0 0 0 0 102 0
Stenaphorura sp. 0 0 0 0 0 0 255 0
Willemia sp. 0 0 0 0 0 0 0 51
Gesamtabundanz 866 | 6875 | 1070 | 1833 | 662 | 24192 | 6213 | 1783
Artenzahl 6 13 7 10 6 10 14 9
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Tabelle 43: Abundanz der Collembolen [Ind./m?] an den beprobten Griinlandstandorten
Taxon ALM BRU GAL KUM | PAU | SHG | ZEC | ZIN
Arrhopalites caecus 0 0 0 0 0 51 0 0
Bourletiella sp. 866 0 0 0 0 0 0 0
Ceratophysella gibbosa 0 0 0 51 0 0 0 0
Ceratophysella sp. 0 0 0 51 0 0 0 0
Cryptopygus bipunctatus 0 4991 0 0 0 407 0 0
Desoria c.f. hiemalis 0 0 1070 0 0 0 0 0
Desoria c.f. violacea 0 0 407 0 0 0 0 0
Desoria sp. (violacea/hiemalis) 0 0 0 917 0 0 0 0
Dicyrtomina c.f. ornata 0 0 0 0 0 51 0 0
Dicyrtomina fusca 0 0 0 0 0 51 0 0
Dicyrtomina minuta 0 0 0 0 0 102 0 0
Entomobrya juv. 0 0 51 0 0 0 0 0
Folsomia c.f. candida 0 0 0 0 0 0| 102 0
Folsomia quadrioculata 0 0 255 1477 0 0 0 0
Folsomia inoculata 0 0 0 0 0 0 153 0
Friesea sp. 0 0 0 0 0 0 51 0
Friesea truncata 0 0 0 611 0 0 306 0
Hemisotoma thermophila 3259 0 0 0 0 0 153 | 6570
Hypogastrura c.f. papillata 0 0 0 0 0 0 0 153
Isotoma anglicana 1630 0 2139 0 407 0 0 204
Isotoma juv. 3056 0 1324 0 0 0 713 | 1120
Isotomiella minor 0 0 0 1070 51 815 204 0
Isotomodes productus 51 968 0 0 0 0 0 0
Lepidocyrtus c.f. violaceus 0 0 0 0 0 0 102 0
Lepidocyrtus cyaneus 255 0 0 204 0 0 204 357
Lepidocyrtus juv. 2801 51 2546 51 0 0 0 51
Lepidocyrtus lignorum 0 0 0 764 0 0 0 0
Megalothorax minimus 0 0 0 102 0 0 0 0
Mesaphorura critica 0 0 0 153 0 0 0 0
Mesaphorura isochaeta 51 51 0 0 51 0 0 0
Mesaphorura jirii/hylophila 0 0 0 306 0 0 0 0
Mesaphorura krausbaueri 0 0 0 153 153 0 0 0
Mesaphorura macrochaeta 0 204 0 815 153 0 0 0
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Taxon ALM BRU GAL KUM | PAU | SHG | ZEC | ZIN

Mesaphorura tenuisensillata 0 0 0 153 0 0 0 0
Mesaphorura sp. 51 2699 153 1171 | 3871 458 306 51
Metaphorura affinis 0 0 1528 1477 0 0 0 0
Paratullbergia callipygus 0 0 51 51 0 0 0 0
Parisotoma notabilis 12631 866 2648 1070 0 | 2088 102 51
Proisotoma minuta 0 0 0 51 0 0 0 0
Protaphorura armata 0 0 0 1324 0 0 0 0
Protaphorura tricampata 0 0 0 1273 0 0 0 0
Protaphorura sp. 0 51 407 102 407 0 0 0
Pseudachorutes sp. 0 0 0 0 51 0 0 102
Pseudachorutella asigillata 0 611 0 0 0 0 0 0
Pseudosinella 0+0 ocelli 0 0 51 0 0 0 0 0
Pseudosinella alba 0 0 0 0 0 | 1681 0 0
Pseudosinella octopunctata 0 0 0 0 0 51 0 0
Sminthurides signatus 0 0 0 0 102 0 0 0
Sminthurinus sp. 0 0 102 0 0 102 0 0
Sphaeridia pumilis 1783 255 0 0 0 0 0 153
Stenaphorura denisi 0 0 0 153 0 0 0 0
Stenaphorura quadrispina 1120 0 0 51 0 0 102 0
Stenaphorura sp. 0 51 0 0 0 0 51 0
Stenacidia violacea 0 153 0 0 0 0 0 0
Supraphorura furcifera 0 0 0 102 0 0 0 0
Willemia sp. 0 0 0 0 0| 102 0 0
Isotomidae sp. 0 0 0 51 0 0 0 0
Gesamtabundanz 27553 | 10950 | 12732 | 13751 | 5246 | 5959 | 2546 | 8811
Artenzahl 9 11 13 22 8 11 11 8
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Tabelle 44: Abundanz der Collembolen [Ind./m?] an den beprobten Waldstandorten
Taxon BOV EUT FIS KAN MER POS SBU | SHW | WBU
Arrhopalites caecus 0 0 0 153 51 51 0 0 51
Arrhopalites pygmaeus 0 0 0 357 204 0 0 0 306
Arrhopalites sp. 51 0 0 0 0 0 0 0 0
Ceratophysella denticulata 102 7996 0 611 713 153 0 0 0
Ceratophysella juv. 662 509 0 407 0 0 0 0 0
Ceratophysella armata 0 1019 0 0 0 0 0 0 0
Desoria juv. 0 0 51 0 0 0 0 0 0
Deuteraphorura silvaria 0 0 0 0 0 357 0 0 0
Dicyrtomina c.f. ornata 0 0 0 0 0 0 0 0 51
Dicyrtomina juv. 0 0 0 0 0 0 0 0 153
Dicyrtomina sp. 0 0 0 0 0 51 0 0 0
Entomobrya juv. 0 0 102 0 0 0 153 0 0
Folsomia quadrioculata 6977 968 | 16247 | 3361 | 8251 357 | 5602 | 1935 | 4074
Folsomia inoculata 0 0 0 0 0 0 0 0 | 11255
Friesea sp. 0 0 153 0 255 0 0 0 0
Friesea truncata 0 0 0 102 153 0 0 0 1783
Hemisotoma thermophila 0 51 0 0 0 0 0 0 0
Isotoma anglicana 0 0 306 0 1630 0 0 0 0
Isotoma juv. 0 0 713 0 0 0 0 0 0
Isotomiella minor 306 3514 1070 | 18335 662 357 | 1222 0 2445
Lepidocyrtus cyaneus 0 0 0 0 0 51 51 0 0
Lepidocyrtus c.f. lignorum 0 0 0 0 0 509 51 0 0
Lepidocyrtus juv. 662 0 968 0 1171 204 0 357 1120
Lepidocyrtus lanuginosus 0 0 0 0 0 2343 0 0 0
Lipothrix lubbocki 204 0 51 0 0 0 51 0 0
Mesaphorura c.f. critica 0 51 0 0 0 0 0 0 0
Mesaphorura isochaeta 0 102 0 713 0 0 0 0 0
Mesaphorura italica 0 0 0 0 0 51 0 0 0
Mesaphorura jirii/hylophila 0 0 0 0 0 357 0 0 0
Mesaphorura krausbaueri 0 0 0 0 0 153 0 0 0
Mesaphorura macrochaeta 306 255 0 0 1120 713 0 0 153
Mesaphorura sp. 0 2496 2343 3107 1477 968 | 1375 | 1019 2597
Mesaphorura tenuisensillata 0 51 204 0 0 357 0 0 0
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Taxon

Metaphorura affinis
Neanura c.f. muscorum
Odontella sp.
Paratullbergia callipygus
Paratullbergia juv.
Parisotoma notabilis
Proisotoma minima
Protaphorura armata
Protaphorura sp.
Protaphorura subarmata
Protaphorura tricampata
Pseudachorutes sp.
Pseudanurophorus binoculatus
Pseudosinella 0+0 ocelli
Pseudosinella alba
Pseudosinella octopunctata
Schaeferia willemi
Schoettella ununguilata
Sminthurinus aureus
Sminthurinus sp.
Sphaeridia pumilis
Stenaphorura quadrispina
Supraphorura furcifera
Symphypleona juv.
Tomocerus minor
Willemia sp.

Xenyllodes armatus
Gesamtabundanz

Artenzahl

BOV

10848

EUT

6774

306

2597

968

102

509

28928

16

FIS

51

204

1222

662

255

407

1120

29234

18

219

KAN

51

1986

51

1783

51

458

458

102

611

4278

102

51

37128

18

MER

102

815

306

102

51

17163

15

POS

509

204

407

458

509

51

1833

51

11052

22

SBU

102

306

9422

10

SHW

102

306

153

1222

153

3973

51

153

9626

10

WBU

1630

357

3973

153

255

51

51

5959

3412

40540
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A.2 Bestimmung mittels comDNA-Metabarcoding

A.2.1 Regenwiirmer

Tabelle 45: Anzahl der COl comDNA-Metabarcoding-Reads der Regenwiirmer an den beprob-
ten Ackerstandorten

ASV/Taxon BIM GHU KLK LIS NEU SLT TRO WoOL

Allolobophora chlorotica 0 0 0 676 9194 0 0 0
Allolobophora chlorotica L4 0 0 0 2301 0 0 97 0
Allolobophora chlorotica L5 0 0 0 0 0 0 33 0
Aporrectodea sp. 0 0 0 0 0 0 | 13893 0
Aporrectodea caliginosa 27987 | 70244 | 42047 | 18777 | 28158 | 47112 1423 0
Aporrectodea caliginosa L1 0 0 0 0 907 0 987 0
Aporrectodea caliginosa L2 0 1165 0 2110 0 0 0 0
Aporrectodea caliginosa L3 2679 0 0 445 | 14653 0 0 0
Aporrectodea icterica 0 0 0 7614 0 0 0 0
Aporrectodea longa 0 0 0 5830 0 0 6154 0
Aporrectodea rosea 0 0 0 0 0 0 259 185
Aporrectodea rosea L4 0 3038 0 | 10324 0 0 5484 | 22603
Lumbricus castaneus 0 0 0 0 0 0 309 0
Lumbricus rubellus 0 0 0 0 0 | 12167 0 0
Lumbricus terrestris 5456 | 12119 0 0 1441 0 5365 | 19146
Octolasion cyaneum 0 0 0 0 0 0 0 | 13281
Octolasion tyrtaeum 0 0 0 0 0 0 375 0
Lumbricidae sp. 0 0 0 0 0 1762 0 0
Anzahl ASV/Taxa 3 4 1 8 5 3 11 4
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Tabelle 46: Anzahl der COl comDNA-Metabarcoding-Reads der Regenwiirmer an den beprob-
ten Griinlandstandorten

ASV/Taxon ALM | BRU GAL KUM | PAU SHG ZEC ZIN

Allolobophora chlorotica 1209 740 0 0 | 29938 8363 0 0
Allolobophora chlorotica L1 0 0 758 0 0 0 0 0
Allolobophora chlorotica L2 0 | 20390 0 0 0 2586 0 0
Allolobophora chlorotica L3 0 0 0 0 | 18204 0 0 0
Aporrectodea sp. 2708 201 | 12221 | 14126 0 584 3774 0
Aporrectodea caliginosa 7684 | 43324 6457 | 32413 2965 6 | 25130 | 36982
Aporrectodea caliginosa L2 278 0 0 0 0 0 0 0
Aporrectodea caliginosa L3 | 1362 0 3418 0 0 0 1400 0
Aporrectodea longa 5812 17 4399 0 0 | 14583 | 11714 0
Aporrectodea rosea 760 0 4183 6640 0 | 11419 0 0
Aporrectodea rosea L4 6287 0 6437 5237 0 1903 2761 0
Dendrobaena attemsi 0 0 0 0 0 4 0 0
Lumbricus castaneus 0 0 27 0 0 0 0 0
Lumbricus rubellus 304 0 2459 0 0 0 462 | 19247
Lumbricus rubellus L2 0 0 0 0 2554 0 0 0
Lumbricus terrestris 3684 0 | 2984 | 13341 0 | 14401 | 8846 0
Octolasion sp. 0 0 376 0 0 0 0 0
Octolasion cyaneum 1203 0 638 | 17841 0 0 0 0
Octolasion tyrtaeum 0 0 51 0 0 0 63 0
Proctodrilus tuberculatus 0 0 0 0 0 18 0 0
Anzahl ASV/Taxa 11 5 13 6 4 10 8 2
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Tabelle 47: Anzahl der COl comDNA-Metabarcoding-Reads der Regenwiirmer an den beprob-
ten Waldstandorten

ASV/Taxon BOV EUT FIS KAN MER | POS SBU SHW | WBU

Allolobophora chlorotica 0 0 0 0 0 0 3030 0 0
Aporrectodea sp. 11685 0 0 0 0 0 0 0 0
Aporrectodea caliginosa 12558 0 0 0 0 | 43727 | 14581 | 27299 0
Aporrectodea caliginosa L2 0 0 0 0 0 0 6703 0 0
Aporrectodea caliginosa L3 6988 0 0 0 0 0 0 0 0
Aporrectodea rosea 0 0 0 0 0 2214 0 0 0
Aporrectodea rosea L4 8878 0 0 0 0 0 0 | 11848 0
Dendrobaena attemsi 0 0 0 0 0 0 0 0 | 63404
Dendrobaena octaedra 0 0 0 7278 0 0 0 0 0
Dendrodrilus sp. 0 906 0 0 0 0 0 0 0
Dendrodrilus rubidus 0 | 50737 0 0 0 0 0 0 0
Lumbricus castaneus 0 0 0 0 0 0 7876 0 0
Lumbricus rubellus 0 0 0 | 29854 0 0| 3501 1611 0
Lumbricus rubellus L1 0 0 | 74145 0 0 0 0 0 0
Lumbricus terrestris 0 0 0 0 0 | 33447 6190 2107 0
Octolasion cyaneum 7794 0 0 0 0 0 0 0 0
Octolasion tyrtaeum 0 0 0 0 0 0 0 590 0
Lumbricidae sp. 0 212 0 0 0 0 0 1244 0
Anzahl ASV/Taxa 5 3 1 2 0 3 6 6 1
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A.2.2 Enchytraeiden

Tabelle 48: Anzahl der COl comDNA-Metabarcoding-Reads der Enchytraeiden an den beprob-
ten Ackerstandorten

ASV/Taxon BIM GHU | KLK LIS NEU | SLT TRO woL

Achaeta affinis 0 0 442 0 0 0 0 16
Achaeta camerani 0 0 327 0 0 0 0 0
Achaeta iberica 0 0 0 0 0 468 0 51
Achaeta sp. (HEAL) 1794 0 0 0 0 0 0 0
Buchholzia appendiculata 0 0 0 0 0 3271 0 0
Buchholzia sp. (PAPP) 0 0 0 | 16609 0 0 0 0
Buchholzia sp. (BNBN) 985 0 0 0 0 | 22217 0 0
Cognettia chlorophila 0 0 9 0 0 0 0 0
Enchytraeus buchholzi 1140 | 2596 371 663 | 3135 366 777 | 11407
Enchytraeus buchholzi L1 0 0 39 0 0 353 0 0
Enchytraeus bulbosus 0 208 0 0 | 2557 0 308 6777
Enchytraeus dichaetus 3570 0 2794 0 252 3539 0 0
Enchytraeus lacteus 0 0 903 0 0 0 2112 0
Enchytraeus sp. (NICO) 0 0 0| 2718 0 0 0 0
Enchytraeus sp. (NPAU) 0 0 0 0 0 0 579 0
Enchytraeus sp. (SPEF) 0 0 0 0 0 0 42 0
Enchytronia christenseni 413 9 459 0 | 1215 848 149 0
Enchytronia holochaeta 451 0 0 0 0 0 0 0
Enchytronia parva 0 0 52 0 0 1882 0 0
Enchytronia parva L1 0 149 0 0 0 0 0 0
Enchytronia parva L3 492 0 0 0 0 274 0 0
Enchytronia pratensis 0 0 0 0 0 | 10941 0 0
Fridericia bisetosa 0 0 21 0 | 3127 0 0 0
Fridericia bisetosa L1 11885 0 0 0 0 0 0 0
Fridericia bulboides 2867 | 3446 | 13620 0 | 5135 | 9777 53 | 14207
Fridericia christeri 0 | 1389 805 0 638 1111 0| 3534
Fridericia christeri L1 255 | 5496 5 467 951 2480 0 494
Fridericia christeri L2 0 | 1119 0 3578 755 0 985 6775
Fridericia connata 0 0 0 0 42 0 0 0
Fridericia connata L2 0 0 0 0 | 2948 0 0 0

223



TEXTE Bewertung der biologischen Vielfalt mittels DNA-Extraktion aus Bodenproben von BDF — Abschlussbericht

ASV/Taxon BIM GHU | KLK LIS NEU | SLT TRO WoL

Fridericia cusanica 0 0 7341 0 0 0 0 0
Fridericia cylindrica 0 0 247 0 0 0 0 0
Fridericia deformis 0 0 0 0 0 0 5538 0
Fridericia galba 0 0 0 0 | 2223 0 708 0
Fridericia galba L1 0 | 4403 0 | 11020 0 0 | 11446 0
Fridericia granosa 2591 0 0 0 0 0 0 0
Fridericia isseli 0 214 0 2943 0 0 1044 0
Fridericia lenta 28644 0 5 0 0 0 0 0
Fridericia nix 0 0 0 0 917 0 0 0
Fridericia paroniana 3010 0 0 0 0 0 2565 0
Fridericia ratzeli 0 0 0 0 0 0 22 0
Fridericia schmelzi 257 0 0 0 | 4735 0 0 0
Fridericia semisetosa 0 0 0 0 0 0 254 0
Fridericia striata 0 0 3 0 0 0 0 0
Fridericia sylvatica 0 0 0 0 909 9049 0 1598
Fridericia sp. (2KDF) 0 0 0 0 0 0 347 0
Fridericia sp. (2TRO) 0 0 0 0 0 0 7796 0
Fridericia sp. (GLIF) 0 0 0 7892 0 0 0 0
Fridericia sp. (NTRO) 0 0 0 0 0 0 1400 0
Fridericia sp. 0 47 0 0 315 0 | 19230 0
Henlea perpusilla 10966 | 3338 2475 0 | 2988 2127 357 0
Henlea ventriculosa 0 0 2345 0 0 0 0 0
Henlea ventriculosa L2 464 0 1035 0 | 1315 0 0 1391
Marionina argentea 34 0 0 0 0 0 0 0
Marionina communis 1588 0 0 0 0 252 15 0
Marionina mendax 0 96 0 0 0 0 0 0
Oconnorella cambrensis 622 0 0 0 0 0 0 0
Enchytraeidae sp. 0| 304 0 0 0 0 0 0
Enchytraeidae sp. BG 0 425 0 0 180 0 211 1642
Anzahl ASV/Taxa 19 15 20 8 19 16 22 11
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Tabelle 49: Anzahl der COl comDNA-Metabarcoding-Reads der Enchytraeiden an den beprob-
ten Griinlandstandorten

ASV/Taxon ALM BRU | GAL KUM | PAU SHG | ZEC ZIN

Achaeta affinis 0 0 0 3326 0 0 0 0
Achaeta bohemica 0 0 0 6282 0 0 0 0
Achaeta danica 0 0 0 177 0 0 0 0
Achaeta iberica 0 7 0 0 0 0 0 0
Achaeta unibulba 0 0 0| 4118 0 0 0 0
Achaeta urbana 0 577 0 0 0 0 0 0
Achaeta sp. F (AA) 0 0 0 538 0 0 0 0
Buchholzia appendiculata 0 672 298 | 29055 0 0 4999 217
Buchholzia fallax 0 0 0 0 0 956 0 0
Buchholzia sp. (BNBN) 0 571 0 0 0 0 315 0
Cernosvitoviella sp. 0 0 0 5 0 0 0 0
Cognettia chlorophila 0 0 0 | 20537 0 0 0 | 12328
Cognettia varisetosa 0 0 0 1530 0 0 0 | 10346
Enchytraeus buchholzi 3114 | 3184 0 2342 117 | 1746 0 967
Enchytraeus bulbosus 0 | 2273 0 0 0 | 1032 458 0
Enchytraeus christenseni 0 85 0 907 0 0 0 0
Enchytraeus dichaetus 38 0 0 0 26 0 489 0
Enchytraeus lacteus 2796 0 145 | 34915 0 | 6539 0 0
Enchytraeus norvegicus 0 0 0 798 0 0 0 0
Enchytraeus sp. (NPAU) 0 0 0 0 1738 0 0 0
Enchytraeus sp. (PALE) 384 0 0 0 0 0 333 0
Enchytronia baloghi 0 0 0 803 0 0 0 0
Enchytronia christenseni 0 122 0 0 0 | 5267 0 0
Enchytronia holochaeta 0 0 0 6297 0 0 0 0
Enchytronia parva 0 0 0 7951 0 0 0 0
Enchytronia parva L3 0 0 0 132 0 0 0 0
Enchytronia parva L5 0 0 0 660 0 0 0 0
Enchytronia sp. (TENU) 0 0 0 1545 0 0 0 0
Enchytronia sp. D (RAMM) 0 0 0 | 10005 0 0 0 0
Enchytronia sp. 0 0 0 363 0 0 0 0
Fridericia bisetosa 0 0 4786 0 0 0 0 0
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ASV/Taxon ALM BRU | GAL KUM | PAU SHG | ZEC ZIN

Fridericia bisetosa B 0 0 318 | 18660 0 0 0 0
Fridericia bisetosa L1 0 515 4967 0 0 0 1428 0
Fridericia bisetosa L2 0 0 | 12859 1153 0 0 0 0
Fridericia bulboides 1837 0 0 0 6962 0 947 1894
Fridericia christeri 448 0 1586 0 0 0 9 0
Fridericia christeri L1 4059 136 222 0 0 | 2384 173 0
Fridericia christeri L2 1715 64 1314 0 0 | 3526 0 0
Fridericia connata 0 0 0 | 66986 0 0 22 0
Fridericia connata L1 0 0 0 | 18702 0 0 0 0
Fridericia connata L2 0 0 1180 | 30952 0 0 1250 0
Fridericia cylindrica 0 0 0 0 0 0 0 3976
Fridericia deformis 0 0 0 344 0 0 0 0
Fridericia dura 0 | 1547 0 | 28390 | 2921 0 0| 9317
Fridericia galba 0 0 232 | 39758 0 0 0 0
Fridericia galba C 0 0 546 2247 0 0 0 0
Fridericia galba L1 11707 0 2206 0 0 0 0 0
Fridericia granosa 0 0 0 0 0 0 73 0
Fridericia isseli 0 0 60 0 0 | 6697 0 0
Fridericia lenta 0 0 5301 0 0 0 | 10692 0
Fridericia maculata 0 0 0 0 0 0 2061 0
Fridericia paroniana 136 860 78 0 0 0 2630 0
Fridericia paroniana L1 0 178 0 0 0 0 0 0
Fridericia paroniana L2 434 58 0 0 0 0 146 0
Fridericia perrieri 0 0 0 0 0 0 1536 0
Fridericia ratzeli 462 | 3353 0 6098 0 0 288 5730
Fridericia regularis 0 | 5963 0 0 0 0 0 0
Fridericia schmelzi 0 0 0 0 0 0 481 0
Fridericia sphaericoides 0 | 7870 0 0 0 0 0 0
Fridericia sylvatica 0 0 479 0 0 0 0 0
Fridericia ulrikae 0 0 0 | 35414 0 0 0 0
Fridericia waldenstroemi 0 0 353 3519 0 0 0 0
Fridericia sp. (BMIN) 0| 448 0 0 0 0 0 0
Fridericia sp. (TRID) 0 0 0 0 0 | 1168 0 0
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ASV/Taxon ALM BRU | GAL KUM | PAU SHG | ZEC ZIN

Fridericia sp. 86 | 4772 641 1038 0 0 9 122
Hemifridericia parva 0 0 0 0 0 0 a7 55
Henlea montana 0 0 0 0 385 0 0 0
Henlea perpusilla 0 0 2280 3102 5831 0 538 3585
Henlea ventriculosa 0| 49 0 0 3737 0 0 1064
Henlea ventriculosa L2 901 | 1163 0 0 9274 0 67 0
Henlea sp. 0 0 0 0 | 18017 0 0 453
Marionina argentea 0 0 0 2925 0 0 0 0
Marionina brendae 0 0 0 0 0 123 0 0
Marionina communis 0 0 41 0 0 0 443 41
Marionina deminuta 0 0 0 0 0 0 2 0
Marionina mendax 0 0 3 343 0 0 0 0
Oconnorella tubifera 0 0 0 | 18376 0 0 0 0
Stercutus niveus 0 0 18 0 0 0 0 0
Enchytraeidae sp. 100 0 0 0 0 913 0 27
Enchytraeidae sp. 1 RV-2016 0 0 0 0 0 0 2625 0
Enchytraeidae sp. BG 4122 150 0 0 0 0 0 0
Anzahl ASV/Taxa 16 23 23 38 10 11 26 15
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Tabelle 50: Anzahl der COl comDNA-Metabarcoding-Reads der Enchytraeiden an den beprob-
ten Waldstandorten

ASV/Taxon BOV | EUT FIS KAN MER POS SBU SHW | WBU

Achaeta aberrans 0 0 0 17 0 0 0 0 0
Achaeta abulba 0 56 0 0 0 0 0 0 2699
Achaeta affinis 5639 5279 | 5444 0 236 | 258353 672 | 22184 43
Achaeta bibulba 0 0 0 0 0 140 0 0 0
Achaeta camerani 0 0 5714 1146 4889 0 0 0 2626
Achaeta danica 21 190 | 2904 145 1007 103 27 32 0
Achaeta cf. danica TF-2017 32 15 0 0 0 0 0 0 0
Achaeta sp. (PAFU) 0 0 0 5646 0 0 0 0 0
Achaeta sp. (PDZW) 81 0 0 0 0 0 0 12 0
Buchholzia appendiculata 5677 3572 0 0 0 2831 | 11038 6710 1058
Cognettia chlorophila 6300 | 18162 | 24249 | 15814 | 19876 | 41498 0 0 | 17535
Cognettia cognettii 0 3188 0 0 0 0 0 0 3013
Cognettia pseudosphagnetorum 0 0 0 133 0 0 0 0 0
Cognettia sphagnetorum 0 1737 0 4093 0 0 0 0 0
Cognettia varisetosa 0 887 0 0 0 2130 0 0 0
Enchytraeus bigeminus 0 0 0 0 0 270 0 0 0
Enchytraeus buchholzi 841 1307 0 0 144 398 67 2236 901
Enchytraeus dichaetus 0 21 0 0 0 0 0 0 0
Enchytraeus japonensis 0 0 0 0 0 25 0 0 0
Enchytraeus lacteus 0 0 0 0 0 0 341 0 0
Enchytraeus norvegicus 1055 162 0 0 317 5404 0 0 0
Enchytronia holochaeta 47 0 0 0 0 0 0 0 0
Enchytronia parva 208 130 0 0 81 1193 107 113 0
Enchytronia parva L2 0 264 0 0 0 0 0 536 98
Enchytronia parva L3 0 0 0 0 0 0 0 340 0
Enchytronia parva L5 95 0 0 0 36 561 0 63 36
Enchytronia sp. (TENU) 0 43 0 0 0 0 0 0 0
Enchytronia sp. (TRIN) 11 0 0 0 0 0 0 0 0
Fridericia benti 3425 2534 0 2577 0 774 0 0 0
Fridericia bisetosa 1453 0 0 0 0 4037 8104 0 0
Fridericia bisetosa L2 0 0 0 0 197 0 0 0 0
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ASV/Taxon BOV | EUT FIS KAN MER POS SBU SHW | WBU

Fridericia bulboides 0 97 0 0 0 0 0 0 0
Fridericia christeri 0 3 0 0 0 0 0 0 0
Fridericia connata 79 0 0 0 0 90 0 0 0
Fridericia connata L2 6313 0 0 0 0 20276 0 4308 0
Fridericia cusanica 0 45 0 0 0 0 0 0 0
Fridericia cylindrica 0 0 0 0 0 0 0 3067 0
Fridericia dura 627 0 0 0 0 10082 | 23087 | 2429 0
Fridericia galba C 0 0 0 0 0 0 0 2049 0
Fridericia galba L1 58 0 0 0 0 0 0 1637 0
Fridericia paroniana L2 356 0 0 0 0 0 | 10559 1015 0
Fridericia perrieri 3709 0 0 0 0 0 0 709 0
Fridericia ratzeli 0 0 0 0 0 0 2261 1123 0
Fridericia striata 3008 | 5572 0 677 0 0 0 0| 3047
Fridericia striata L2 0 0 0 6179 0 0 0 0 4398
Fridericia sylvatica 1720 0 0 0 0 0 0 0 0
Fridericia sp. (BISY) 1052 0 0 0 0 0 0| 3489 0
Henlea perpusilla 0 16 0 0 0 0 0 295 0
Henlea ventriculosa 0 17 0 0 0 0 0 0 0
Henlea ventriculosa L2 0 10 0 0 0 0 0 0 0
Marionina clavata 0 0 2235 5374 737 0 0 0 195
Marionina simillima 41 9 0 0 0 0 0 182 0
Mesenchytraeus armatus 0 0 0 0 0 0 0 0 5609
Mesenchytraeus glandulosus 0 0 0 0 0 0 0 0 9805
Mesenchytraeus pelicensis 99 0 0 0 0 0 0 0 0
Oconnorella cambrensis 164 | 8173 7922 | 11039 | 20648 | 49227 0 0 9290
Oconnorella tubifera 7501 0 0 0 0 77176 383 0 0
Stercutus niveus 47 75 0 0 0 4257 0 0 0
Enchytraeidae sp. 13 24 0 0 0 428 2 70 0
Anzahl ASV/Taxa 29 27 6 12 11 21 12 21 15
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A.2.3 Collembolen

Tabelle 51: Anzahl der COl comDNA-Metabarcoding-Reads der Collembolenarten an den be-
probten Ackerstandorten

ASV/Taxon BIM | KLK | LIS | NEU | SLT TRO | WOL
Brachystomella parvula 0 27 0 0 770 0 0
Ceratophysella denticulata 16 0 0 0 0 0 0
Folsomia candida 11 | 100 0 0| 459 0 0
Heteromurus major 0 0| 293 0 0 0 0
Hypogastrura vernalis 0 0 0 0 460 0 0
Isotoma riparia 5 0 0 0 0 0 0
Isotoma viridis 77 0 50 0 | 6820 0 0
Isotomurus palustris 0 0| 227 0 0 0 0
Lepidocyrtus cyaneus 0 0 0 0 0 0 | 5391
Lepidocyrtus lanuginosus 473 0 0 0 0 0 0
Megalothorax willemi 98 0 0| 100 0 0 0
Parisotoma notabilis 334 0192 | 171 89 372 175
Protaphorura cancellata 1283 0 0 0 0 0 0
Protaphorura fimata 15 0 0 0 0 0 0
Pseudisotoma sensibilis 11 0 0 0 0 0 0
Pseudosinella alba 19 0 0 0 0 0 | 2198
Sminthurinus aureus 151 0 0 0 0 0 0
Sminthurinus elegans 0 0 0 66 0 0 0
Stenacidia violacea 0 0 0 0 30 0 0
Stenaphorura denisi 0 0 0 0 0 | 1702 0
Willowsia nigromaculata 0 0 0 0 0 0 | 2434
Anzahl ASV/Taxa 12 2 4 3 6 2 4
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Tabelle 52: Anzahl der COl comDNA-Metabarcoding-Reads der Collembolenarten an den be-
probten Griinlandstandorten

ASV/Taxon ALM | BRU | GAL | PAU | SHG | ZEC | ZIN

Antarctophorus subpolaris 0 0 17 0 0 0 0
Brachystomella parvula 0 97 0 0 0 0 0
Ceratophysella denticulata 0 0 0 91 0 0 0
Cryptopygus caecus 0 5 14 0 0 0 0
Desoria violacea 0 0 | 1813 0 0 0 0
Friesea claviseta 158 0 0 0 0 19 0
Isotoma viridis 2059 0| 2491 | 620 0| 316 | 2723
Isotomiella minor 0 8 0 0 0 0 0
Lepidocyrtus arrabonicus 0 0 0 0 0 176 0
Lepidocyrtus cyaneus 3356 31 0 0 0 0 | 3067
Lepidocyrtus lanuginosus 0 0 449 0 18 14 0
Lepidocyrtus paradoxus 0 0 0 0 0 186 0
Megalothorax svalbardensis 0 6 0 0 0 0 0
Metaphorura affinis 0 0 169 0 0 0 0
Parisotoma notabilis 9884 39 593 0 30 | 1118 17
Protaphorura armata 0 68 64 0 0 0 0
Protaphorura pseudovanderdrifti 0 0 0 46 0 0 0
Pseudosinella alba 0 0 0 0| 580 0 0
Sminthurinus aureus 0 0 28 0 0 0 0
Sminthurinus elegans 390 0 0 0 0 0 0
Sphaeridia pumilis 273 0 0 0 0 0 0
Tomocerus sibiricus 0 13 0 0 6 0 0
Anzahl ASV/Taxa 6 8 9 3 4 6 3
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Tabelle 53: Anzahl der COl comDNA-Metabarcoding-Reads der Collembolenarten an den be-
probten Waldstandorten

ASV/Taxon BOV | EUT FIS KAN | MER | SBU | SHW | WBU
Antarctophorus subpolaris 0 0 110 0 0 0 0 0
Ceratophysella denticulata 231 824 0 58 | 205 0 0 0
Ceratophysella gibbosa 0 0 0 0 0 0 0 10
Ceratophysella sigillata 0 0 0 0 0 10 0 0
Cryptopygus sverdrupi 0 27 0 0 0 0 | 1479 0
Deuteraphorura inermis 60 0 0 0 0 0 0 0
Deutonura monticola 22 0 0 0 0 0 0 0
Dicyrtomina ornata 0 0 0 0 0 0 0 15
Entomobrya multifasciata 0 0 20 0 0 0 0 0
Folsomia penicula 0 0 91 127 0 0 0 80
Folsomia quadrioculata 156 282 0 0 0 78 0 0
Friesea claviseta 0 0 17 0 8 0 0 12
Isotoma riparia 0 0 0 69 0 0 30 0
Isotoma viridis 0 0 268 0 0 0 0 0
Isotomiella minor 15 22 24 0 77 0 0 79
Isotomurus stuxbergi 0 0 0 0 0 64 0 0
Lepidocyrtus cyaneus 16 0 0 0 0 0 0 0
Lepidocyrtus lanuginosus 207 0 0 0 0 0 0 0
Lepidocyrtus lignorum 22 0 0 0 0 0 19 0
Megalothorax minimus 0 10 0 15 0 0 0 0
Neanura muscorum 0 560 0 250 | 404 0 0 80
Orchesella bifasciata 0 0 8 0 0 0 0 0
Parisotoma ekmani 0 0 0 0 5 0 0 0
Parisotoma notabilis 398 | 1758 16 26 0 24 | 261 74
Protaphorura armata 0 0 0 | 1156 0 0 0 349
Protaphorura pseudovanderdrifti 0 409 0 0| 436 0 0 0
Pseudisotoma sensibilis 0 0 529 0 0 0 0 0
Pseudosinella alba 10 87 0 0 0 0| 404 0
Sminthurinus elegans 0 0 3 0 0 0 0 0
Supraphorura furcifera 41 0| 1223 0 0 0 0 202
Tomocerus sibiricus 38 0 156 0 0 0 0 0
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ASV/Taxon BOV | EUT FIS KAN | MER | SBU | SHW | WBU
Willemia denisi 0 0 13 12 0 0 0 0
Xenylla grisea 0 0 0 0 94 0 0 0
Anzahl ASV/Taxa 12 9 13 8 7 4 5 9

A.3 Bestimmung mittels eDNA-Metabarcoding

A.3.1 Regenwiirmer

Tabelle 54: Anzahl der 16S eDNA-Metabarcoding-Reads der Regenwiirmer an den beprobten

Ackerstandorten
ASV/Taxon BIM KLK LIS NEU SLT TRO WoL
Allolobophora chlorotica 0 0 4247 3882 0 11 0
Aporrectodea caliginosa | 15057 | 32212 | 10507 | 14294 0 5465 0
Aporrectodea icterica 0 0 3541 0 0 0 0
Aporrectodea longa 0 0 | 45862 0 | 1640 | 31067 0
Aporrectodea rosea 0 0 2077 5749 0 | 15882 168
Dendrobaena octaedra 0 0 0 0 | 3090 0 0
Lumbricus terrestris 0 0 0 | 36372 0 9107 | 3636
Octolasion tyrtaeum 0 0 0 0 0 8741 0
Anzahl ASV/Taxa 1 1 5 4 2 6 2
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Tabelle 55: Anzahl der 16S eDNA-Metabarcoding-Reads der Regenwiirmer an den beprobten
Griinlandstandorten

ASV/Taxon ALM BRU GAL PAU SHG ZEC ZIN

Allolobophora chlorotica 5081 731 0 | 44939 | 11819 0 0
Aporrectodea caliginosa | 41227 | 12953 1348 202 7 9311 0
Aporrectodea longa 10109 0 0 0 6833 | 36997 | 10933
Aporrectodea rosea 2565 0 2284 0 | 17323 138 0
Dendrobaena octaedra 0 0 0 0 0 0 438
Lumbricus castaneus 0 0 0 0 144 0 0
Lumbricus rubellus 3919 0 0 0 0 37 | 25208
Lumbricus terrestris 0 0 0 0 | 13423 7090 0
Octolasion sp. 0 0 | 23361 0 0 0 0
Octolasion cyaneum 3131 0 0 0 0 0 0
Proctodrilus antipae 0 0 0 0 1408 0 0
Anzahl ASV/Taxa 6 2 3 2 7 5 3

Tabelle 56: Anzahl der 16S eDNA-Metabarcoding-Reads der Regenwiirmer an den beprobten
Waldstandorten

ASV/Taxon BOV | EUT | FIS KAN | MER | SBU SHW | WBU
Aporrectodea caliginosa | 1401 0 0 0 0 | 15729 | 13979 0
Aporrectodea longa 0 0 0 0 0 0 0 38
Dendrobaena attemsi 0 0 0 0 0 0 0 | 2310
Dendrobaena octaedra 0 0 43 | 5020 0 0 0 0
Dendrobaena pygmaea 0 0 0 | 1603 0 0 0 0
Dendrodrilus rubidus 0| 1719 0 0 0 5610 0 0
Lumbricus castaneus 0 0 0 0 0 0 189 0
Lumbricus rubellus 0 0 | 3021 | 439 | 1346 440 | 4886 0
Lumbricus terrestris 0 0 0 0 0 5950 0 0
Octolasion tyrtaeum 0 0 0 0 0 0 163 0
Lumbricidae sp. 0 0 0 0 0 0 0 253
Anzahl ASV/Taxa 1 1 2 3 1 4 4 3
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A.3.2 Enchytraeiden

Tabelle 57: Anzahl der COl eDNA-Metabarcoding-Reads der Enchytraeiden an den beprobten

Ackerstandorten
ASV/Taxon BIM | GHU | KLK LIS | NEU | SLT TRO | WOL
Achaeta affinis 7 0 | 1036 0 28 0 0 0
Achaeta bibulba 0 0 | 1399 0 0 0 0 0
Achaeta camerani 6 0 841 0 0 0 0 0
Achaeta iberica 0 0 0 0 3 614 0 11
Achaeta unibulba 12 0 0 0 0 0 0 0
Achaeta sp. (DZWI) 0 0 0 0 0 11 0 0
Achaeta sp. (HEAL) 5 0 0 0 0 0 0 0
Buchholzia appendiculata 5 0 0 0 8 640 0 0
Buchholzia sp. (PAPP) 0 0 0 | 858 0 0 0 0
Buchholzia sp. (BNBN) 0 0 0 0 0 | 11247 0 0
Cognettia chlorophila 10 0 0 0 17 4 0 0
Enchytraeus buchholzi 0 20 106 5 81 152 377 0
Enchytraeus buchholzi L1 0 0 25 0 0 96 0 0
Enchytraeus bulbosus 0 0 0 6 105 0 151 0
Enchytraeus dichaetus 177 0 810 0 606 895 0 0
Enchytraeus lacteus 0 0 421 53 0 0 271 0
Enchytraeus sp. (NICO) 0 0 0 17 0 0 0 0
Enchytraeus sp. (NPAU) 0 0 0 0 0 0 2 0
Enchytraeus sp. (PALE) 0 0 0 0 7 0 42 0
Enchytraeus sp. (SPEF) 0 0 0 0 0 0 27 0
Enchytronia christenseni 4 0 484 0 192 902 64 0
Enchytronia holochaeta 19 0 0 0 0 0 0 0
Enchytronia parva 11 0 298 0 0 1699 0 0
Enchytronia parva L1 0 90 0 0 0 0 0 0
Enchytronia parva L3 6 0 0 0 0 248 0 0
Enchytronia pratensis 0 0 0 0 0 2455 0 0
Fridericia bisetosa 0 0 0 0 113 0 8 0
Fridericia bisetosa L1 36 0 0 0 0 0 0 0
Fridericia bulboides 0 0 | 3550 0 156 674 12 25
Fridericia christeri 0 3 314 0 247 225 0 0
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ASV/Taxon BIM | GHU | KLK | LIS | NEU | SLT TRO | WOL
Fridericia christeri L1 0 64 0 37 265 177 0 0
Fridericia christeri L2 0 14 0 87 37 0 528 0
Fridericia connata 0 0 0 0 47 0 0 0
Fridericia connata L2 0 0 0 0 239 0 0 0
Fridericia cusanica 0 0 | 1530 0 0 0 0 0
Fridericia cylindrica 0 0 38 0 0 0 0 0
Fridericia deformis 0 0 0 0 0 0 660 0
Fridericia dura 0 0 0 0 0 0 310 0
Fridericia galba 0 0 0 0 27 0 472 0
Fridericia galba C 0 0 0 0 44 0 0 0
Fridericia galba L1 0 0 0 | 385 5 0| 1613 0
Fridericia granosa 3 0 0 0 86 0 0 0
Fridericia isseli 0 0 0 76 0 0 581 0
Fridericia lenta 59 0 3 0 0 0 0 0
Fridericia nix 0 0 0 0 54 0 0 0
Fridericia paroniana 1574 0 0 0 0 0 515 0
Fridericia paroniana L2 0 0 0 60 0 0 0 0
Fridericia ratzeli 0 0 0 0 12 0 0 0
Fridericia schmelzi 0 0 0 0| 1073 0 0 0
Fridericia semisetosa 0 0 0 0 0 0 178 0
Fridericia sylvatica 0 5 0 0 128 524 39 13
Fridericia sp. (2TRO) 0 0 0 0 0 0| 2971 0
Fridericia sp. (GLIF) 0 0 0| 524 0 0 0 0
Fridericia sp. (NLD1) 0 0 0 18 0 0 0 0
Fridericia sp. (NTRO) 0 0 0 0 0 0 409 0
Fridericia sp. 2 KDF 0 0 0 0 0 0 970 0
Fridericia sp. 0 0 0 0 25 0 | 2089 0
Hemifridericia parva 10 0 0 0 0 0 0 0
Henlea perpusilla 8 2 | 1252 0 36 541 190 0
Henlea ventriculosa 0 0| 416 0 0 0 0 0
Henlea ventriculosa L2 0 0 314 0 75 0 0 0
Marionina argentea 33 0 0 0 0 0 11 0
Marionina communis 33 0 0 0 0 445 24 0
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ASV/Taxon BIM | GHU | KLK | LIS | NEU | SLT TRO | WOL
Oconnorella cambrensis 6 0 0 0 0 0 0 0
Enchytraeidae sp. BG 0 0 0 0 13 0 79 0
Anzahl ASV/Taxa 20 7 17 12 28 18 25 3

Tabelle 58: Anzahl der COl eDNA-Metabarcoding-Reads der Enchytraeiden an den beprobten
Griinlandstandorten

ASV/Taxon ALM | BRU GAL | KUM | PAU | SHG | ZEC ZIN

Achaeta affinis 0 0 0 0 50 6 0 2
Achaeta bohemica 0 0 0 106 0 0 0 0
Achaeta danica 0 0 0 4 12 0 0 0
Achaeta iberica 0 292 0 0 0 0 0 0
Achaeta pannonica 0 0 0 0 0 0 149 0
Achaeta unibulba 0 0 0 280 0 0 0 0
Achaeta urbana 0 283 0 0 0 0 0 0
Bryodrilus parvus 0 0 0 0 0 0 0 7
Buchholzia appendiculata 55 829 281 24 6 0 | 9776 75
Buchholzia fallax 0 0 0 0 0 | 156 0 0
Buchholzia sp. (BNBN) 0 480 18 0 0| 168 | 1515 0
Buchholzia sp. (PAPP) 0 0 0 0 4 | 294 0 0
Cognettia chlorophila 0 0 0 4 19 0 0 | 4400
Cognettia varisetosa 0 0 0 3 0 0 0 | 3217
Enchytraeus buchholzi 438 262 0 0 0 97 264 131
Enchytraeus bulbosus 0 74 14 0 0 5 0 0
Enchytraeus christenseni 0 14 0 0 0 0 0 0
Enchytraeus dichaetus 0 0 0 0 23 0 232 0
Enchytraeus lacteus 223 0 154 0 0 17 0 0
Enchytraeus sp. (NPAU) 0 0 0 0 | 1006 0 0 0
Enchytraeus sp. (PALE) 156 0 0 0 0 0 0 0
Enchytraeus sp. (SPEF) 0 0 61 0 0 0 0 0
Enchytronia christenseni 0 230 14 5 0| 213 0 0
Enchytronia holochaeta 0 31 0 14 0 0 0 0
Enchytronia parva 0 75 0 12 0 0 0 0
Enchytronia parva L3 94 0 0 11 0 0 0 0
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ASV/Taxon ALM | BRU GAL | KUM | PAU | SHG | ZEC | ZIN

Enchytronia sp. D (RAMM) 0 0 0 39 0 0 0 0
Fridericia benti 0 0 0 5 0 0 36 0
Fridericia bisetosa 0 0 | 4778 29 0 0 0 0
Fridericia bisetosa B 0 0 6 0 0 0 0 0
Fridericia bisetosa L1 0 2039 903 3 0 0 | 2460 0
Fridericia bisetosa L2 11 0 | 4194 0 0 0 55 0
Fridericia bulboides 320 0 0 0 | 2077 0| 585 334
Fridericia christeri 260 0 889 0 0 95 117 0
Fridericia christeri L1 2725 88 251 0 0| 170 | 408 0
Fridericia christeri L2 382 107 926 0 0| 130 0 0
Fridericia connata 0 0 0 20 0 0 | 1463 0
Fridericia connata L1 0 25 0 100 0 0 0 0
Fridericia connata L2 0 2742 976 34 0 0 | 1138 0
Fridericia cylindrica 0 0 0 0 0 0 0 | 1151
Fridericia deformis 21 0 29 3 0 0 0 0
Fridericia dura 0 406 0 70 0 0 105 202
Fridericia galba 0 0 0 24 0| 284 0 0
Fridericia galba A 0 0 28 0 0| 211 0 0
Fridericia galba C 0 0 57 0 0 0 0 0
Fridericia galba L1 2900 0 126 0 0 0 0 0
Fridericia galba L2 0 0 0 0 0| 101 0 0
Fridericia granosa 0 0 5 0 0 0 116 0
Fridericia isseli 0 0 312 0 0| 432 0 0
Fridericia lenta 0 0 | 1422 0 0 0 | 8279 0
Fridericia maculata 0 0 0 0 0 0 | 1215 0
Fridericia nix 0 0 310 0 0 0 0 0
Fridericia paroniana 87 322 56 0 0 0 | 2020 0
Fridericia paroniana L1 0 61 0 0 0 0 0 0
Fridericia paroniana L2 35 172 0 0 0 0 161 50
Fridericia perrieri 16 0 0 0 269 0 787 0
Fridericia ratzeli 74 2263 0 7 69 44 493 501
Fridericia regularis 0 2025 0 0 0 0 0 0
Fridericia schmelzi 0 0 0 0 20 0 212 0
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ASV/Taxon ALM | BRU GAL | KUM | PAU | SHG | ZEC | ZIN

Fridericia sphaericoides 0 | 19205 0 0 0 0 0 0
Fridericia striata 0 0 0 0 0 3 0 0
Fridericia sylvatica 0 0 374 0 0 0 0 0
Fridericia ulrikae 0 0 0 48 0 0 0 0
Fridericia waldenstroemi 0 0 123 0 0 0 0 0
Fridericia sp. (BMIN) 0 193 0 0 0 0 0 0
Fridericia sp. (TRID) 0 0 0 0 0| 620 0 0
Fridericia sp. 98 1545 | 1721 0 0 0 196 11
Hemifridericia parva 0 0 0 0 0 0 41 0
Henlea montana 0 0 0 0 41 0 0 0
Henlea nasuta 0 48 0 0 0 0 0 0
Henlea perpusilla 0 0 369 0| 562 0 128 594
Henlea ventriculosa 0 0 0 0 83 0 0 23
Henlea ventriculosa L2 110 28 0 0 | 1085 0 235 11
Henlea sp. 0 0 0 0 959 0 0 96
Marionina argentea 0 0 0 7 0 0 0 0
Marionina brendae 0 0 0 0 0| 141 0 0
Marionina communis 10 29 35 0 0 0 884 15
Marionina deminuta 0 0 0 0 42 0 0 0
Marionina mendax 0 0 0 9 0 0 0 0
Oconnorella tubifera 0 0 0 16 0 0 0 0
Stercutus niveus 0 0 0 10 0 0 0 0
Enchytraeidae sp. 8 0 0 0 0 0 0 0
Enchytraeidae sp. BG 407 17 0 0 0 0 0 0
Anzahl ASV/Taxa 20 29 28 26 17 19 27 17
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Tabelle 59: Anzahl der COl eDNA-Metabarcoding-Reads der Enchytraeiden an den beprobten
Waldstandorten

ASV/Taxon BOV | EUT FIS KAN | MER | POS SBU SHW | WBU
Achaeta aberrans 0 46 0 8 15 0 0 0 12
Achaeta abulba 0 1020 0 0 0 0 0 0 390
Achaeta affinis 1250 | 12961 | 959 0 10 | 13507 1719 | 6708 8
Achaeta bibulba 0 0 0 0| 237 11 0 0 0
Achaeta bohemica 0 0 0 0 0 10 0 0 0
Achaeta camerani 0 0 | 1362 | 4670 | 8355 1189 0 0 | 2010
Achaeta danica 9 544 | 1119 23 | 443 60 0 12 0
Achaeta cf. danica TF-2017 72 31 0 0 0 0 0 0 0
Achaeta unibulba 0 0 0 0 0 0 28 0 0
Achaeta sp. (PAFU) 0 0 0 | 6390 0 0 0 0 0
Buchholzia appendiculata 2422 2686 0 4 0 24 | 12605 316 72
Cernosvitoviella sp. 15 0 0 0 0 0 0 0 0
Cognettia chlorophila 795 | 8876 | 1601 | 2432 | 2653 510 0 0 539
Cognettia cognettii 0 93 18 0 0 0 0 0 46
Cognettia pseudosphagnetorum 0 0 0 16 0 0 0 0 0
Cognettia sphagnetorum 0 439 0 356 0 0 0 0 0
Cognettia varisetosa 0 1258 0 45 0 14 0 0 0
Enchytraeus buchholzi 100 157 0 0 0 5 25 20 7
Enchytraeus christenseni 117 0 0 0 0 0 0 0 0
Enchytraeus lacteus 0 0 0 0 0 0 21 16 0
Enchytraeus norvegicus 531 23 0 0 48 20 0 0 0
Enchytronia hellenica 0 0 0 0 0 0 15 0 0
Enchytronia holochaeta 16 0 0 0 0 0 160 0 0
Enchytronia parva 168 76 13 0 3 27 0 9 15
Enchytronia parva L2 0 90 0 0 0 0 0 33 0
Enchytronia parva L3 0 0 0 0 0 0 14 10 0
Enchytronia parva L5 111 0 0 0 18 7 0 38 17
Enchytronia pratensis 0 0 0 0 0 0 27 0 0
Enchytronia pygmaea 0 0 0 0 0 0 0 0 9
Enchytronia sp. (TENU) 8 43 0 0 0 0 0 0 13
Enchytronia sp. (TRIN) 5 0 0 0 0 0 0 0 0
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ASV/Taxon BOV | EUT FIS KAN | MER | POS SBU SHW | WBU
Fridericia benti 678 1770 0 14 0 13 0 16 27
Fridericia bisetosa 475 0 0 0 0 81 1562 0 0
Fridericia connata 0 0 0 0 0 25 0 19 0
Fridericia connata L1 50 0 0 0 0 64 0 0 0
Fridericia connata L2 3217 0 0 0 0 181 0 76 0
Fridericia cylindrica 0 0 0 0 0 0 0 204 0
Fridericia dura 21 0 0 0 0 14 978 11 0
Fridericia galba C 0 0 0 0 0 0 0 23 0
Fridericia galba L1 0 0 0 0 0 0 0 42 0
Fridericia paroniana L2 131 0 0 0 0 0 699 64 0
Fridericia perrieri 74 0 0 0 0 0 0 17 0
Fridericia ratzeli 0 0 0 49 0 0 64 23 0
Fridericia striata 4 712 0 360 0 0 0 0 203
Fridericia striata L2 0 0 0 118 0 0 0 0 53
Fridericia sylvatica 68 0 0 0 0 0 188 0 0
Fridericia waldenstroemi 0 0 0 0 0 0 140 0 0
Fridericia sp. (BISY) 115 0 0 0 0 0 0 99 0
Marionina clavata 0 0 800 | 2400 469 0 0 0 29
Marionina filiformis 0 0 0 16 0 0 0 0 0
Marionina simillima 37 7 0 0 0 0 0 0 0
Mesenchytraeus armatus 0 37 0 0 0 0 0 0 389
Mesenchytraeus glandulosus 0 9 0 a4 57 0 0 0 370
Mesenchytraeus pelicensis 7 16 19 0 0 0 0 0 0
Oconnorella cambrensis 9 5098 251 | 2019 | 1638 457 0 0 232
Oconnorella tubifera 1438 0 0 0 0 6854 131 0 0
Stercutus niveus 21 91 0 0 0 182 0 113 27
Enchytraeidae sp. 0 5 0 0 0 5 0 0 0
Anzahl ASV/Taxa 29 24 9 17 12 22 16 21 20
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A.3.3 Collembolen

Tabelle 60: Anzahl der COl eDNA-Metabarcoding-Reads der Collembolen an den beprobten

Ackerstandorten
ASV/Taxon BIM | KLK | LIS | NEU | SLT | TRO | WOL
Anurophorus palearcticus 0 0 27 0 6 0 0
Bilobella aurantiaca 36 0 0 14 0 0 0
Brachystomella parvula 0 0 0 0o 11 0 0
Calvatomina rossi 7 0 0 0 0 0 0
Ceratophysella denticulata 0 0 0 0 9 0 0
Ceratophysella sigillata 0 0 0 0 0 3 0
Crossodonthina laterisensillata 6 2 0 0 0 0 0
Cryptopygus caecus 11 0 0 0 0 0 0
Cryptopygus sverdrupi 72 0 0 96 0 0 13
Desoria gracilliseta 0 0 0 6 0 0 0
Deuterosminthurus bicinctus 4 0 0 0 0 22 0
Deutonura caerulescens 29 0 0 0 0 0 0
Deutonura deficiens 14 0 0 0 0 0 217
Deutonura monticola 0 0| 103 16 | 13 0 205
Dicyrtoma atra 0 57 0 0 0 5 0
Dicyrtomina minuta 0 85 0 0 0 0 13
Dicyrtomina saundersi 0 0 0 0 0 0 20
Entomobrya aino 0 0 0 0 6 0 0
Entomobrya atrocincta 0 0 0 13 0 0 0
Entomobrya gisini 29 40 45 35 0 50 204
Entomobrya marginata 0 5 0 0 3 4 0
Entomobrya multifasciata 0 42 0 0 0 0 33
Entomobrya nivalis 25 0 0 0 6 0 33
Folsomia manolachei 0 0 0 0| 18 0 0
Folsomia quadrioculata 6 0 19 0 0 0 0
Folsomia similis 6 0 0 17 2 0 0
Friesea claviseta 0 0 0 0 0 0 5
Gressittacantha terranova 0 15 0 0 0 0 0
Heteromurus nitidus 0 0 0 7| 25 0 0
Homidia laha 24 0 0 0 0 0 5
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ASV/Taxon BIM | KLK | LIS | NEU | SLT | TRO | WOL
Homidia phjongjangica 0 0 26 7 0 12 0
Homidia sinensis 0 0 0 0 0 19 0
Isotoma marionensis 0 | 180 0| 241 | 66 0 0
Isotoma riparia 49 0 0 0| 92 0 12
Isotoma viridis 0 8 9 20 0 28 3
Isotomiella minor 0 0 0 0 0 0 20
Isotomurus fucicolus 0 0 0 5 0 26 0
Isotomurus plumosus 0 0 0 16 0 0 0
Lepidocyrtus cyaneus 0 0 0 0 7 0 | 1498
Lepidocyrtus lanuginosus 18 24 0 0 0 0 0
Lepidocyrtus lignorum 12 53 0 0| 15 0 0
Megalothorax nigropunctatus 0 0 0 21 0 0 35
Megalothorax willemi 0 0 0 23 0 0 0
Neanura muscorum 0 7 0 0 0 0 0
Orchesella cincta 0| 48 0 0 0 0 0
Orchesellides sinensis 0 0 0| 149 0 36 0
Parisotoma ekmani 13 0 0 0| 16 0 0
Parisotoma notabilis 126 69 | 48 | 511 | 40 | 147 54
Pogonognathellus flavescens 72 0 0 0 0 0 48
Pogonognathellus longicornis 0 0 0 0 0 17 0
Protaphorura aurantiaca 0 13 0 0 0 0 0
Pseudosinella alba 0 0 0 0 0 0 12
Pseudosinella immaculata 0 0 0 0 0 0 35
Seira nicoya 0 5 0 0 0 0 0
Sminthurides hyogramme 12 0 0 0 0 0 0
Sminthurinus aureus 8 44 6 40 | 27 0 0
Sminthurinus elegans 0 16 0 0 0 0 5
Sphyrotheca aleta 0 11 0 0 3 41 0
Stenacidia violacea 0 0 0 0 2 0 0
Tomocerina purpurithora 8 0 0 8 0 0 0
Willowsia nigromaculata 0 0 5 0 0 0 13
Xenylla mediterranea 0 10 0 0 0 29 0
Anzahl ASV/Taxa 22 | 20 9 19 | 19 14 21
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Tabelle 61: Anzahl der COl eDNA-Metabarcoding-Reads der Collembolen an den beprobten
Griinlandstandorten

ASV/Taxon ALM | BRU | GAL | PAU | SHG | ZEC | ZIN

Anurida tullbergi 0 9 0 0 4 0 0
Anurophorus palearcticus 0 0 0 0 15 0 0
Calvatomina rossi 0 0 0 0 0 0 31
Ceratophysella denticulata 0 0 0 0 0 0 4
Crossodonthina laterisensillata 0 0 0 0 0 10 0
Cryptopygus caecus 0 21 0 0 0 0 0
Cryptopygus sverdrupi 0 0 0 11 3 8 0
Cryptopygus tricuspis 0 0 0 0 27 0 0
Deuterosminthurus bicinctus 17 9 0 27 11 32 0
Deutonura decolorata 0 0 0 0 0| 234 0
Deutonura monticola 0 0 0 144 0 0 0
Dicranocentrus gaoligongensis 2 0 0 0 0 0 0
Dicyrtoma fusca 0 0 0 0 27 0 0
Dicyrtomina minuta 0 0 0 0 0 0 13
Entomobrya aino 0 0 0 20 0 0 0
Entomobrya assuta 0 0 0 0 0 0 1453
Entomobrya atrocincta 0 27 0 0 0 13 0
Entomobrya clitellaria 95 0 0 0 0 40 18
Entomobrya gisini 10 0 0 7 32 0 0
Entomobrya marginata 0 8 0 11 0 17 0
Entomobrya nivalis 0 0 0 0 10 0 0
Folsomia elongata 4 0 0 0 0 0 0
Folsomia manolachei 0 0 0 6 0 0 0
Folsomia quadrioculata 10 21 0 0 16 0 8
Heteromurus nitidus 0 12 0 12 0 0 14
Homidia laha 0 6 0 0 0 0 0
Homidia phjongjangica 0 0 0 15 0 6 0
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ASV/Taxon ALM | BRU | GAL | PAU | SHG | ZEC | ZIN

Hypogastrura burkilli 0 0 0 0 3 0 0
Isotoma marionensis 36 0 0 0 0 0 0
Isotoma riparia 8 0 0 12 3 8 0
Isotoma viridis 0 0 0 9 37 0 4
Kaylathalia klovstadi 0 8 0 0 0 0 0
Lepidocyrtus cyaneus 22 0 0 18 0| 265 9
Lepidocyrtus lignorum 0 0 0 9 0 0 0
Lepidocyrtus paradoxus 0 0 0 0 7 10 0
Megalothorax minimus 0 0 0 0 0 0 6
Megalothorax svalbardensis 35 0 0 0 0 0 0
Neanura muscorum 27 0 0 0 15 0 0
Orchesellides sinensis 0 0 0 266 34 0 0
Parisotoma notabilis 293 22 0 79 31| 227 44
Podura aquatica 0 0 0 a7 0 0 0
Pogonognathellus flavescens 0 0 0 13 0 0 0
Pseudosinella alba 0 0 0 14 13 0 0
Sminthurinus aureus 193 3 0 18 55 54 45
Sminthurinus elegans 11 0 0 0 0 0 0
Sminthurus viridis 0 0 0 0 0 7 0
Sphaeridia pumilis 18 0 0 21 0 0 0
Sphyrotheca aleta 7 0 0 45 0 0 0
Tomocerus nigrus 0 0 0 0 0 152 5
Willowsia nigromaculata 0 0 0 4 0 0 0
Xenylla mediterranea 0 0 0 0 0 0 40
Anzahl ASV/Taxa 16 11 0 22 18 15 14

245



TEXTE Bewertung der biologischen Vielfalt mittels DNA-Extraktion aus Bodenproben von BDF — Abschlussbericht

Tabelle 62: Anzahl der COl eDNA-Metabarcoding-Reads der Collembolen an den beprobten
Waldstandorten

ASV/Taxon BOV | EUT | FIS KAN | MER | SBU SHW | WBU

Antarcticinella monoculata 0 0 0 0 0 0 9 0
Antarctophorus subpolaris 0 0 9 0 4 0 0 0
Bilobella aurantiaca 44 43 0 0 0 0 0 0
Bilobella braunerae 0 0 0 3 0 0 0 0
Calvatomina rossi 8 0 0 0 0 0 0 0
Ceratophysella denticulata 5 57 0 0 0 0 0 0
Ceratophysella gibbosa 0 0 0 0 0 0 0 9
Ceratophysella granulata 0 0 16 0 0 0 0 0
Crossodonthina laterisensillata 0 2 0 0 0 0 53 0
Cryptopygus antarcticus 0 23 0 0 139 0 10 84
Cryptopygus sverdrupi 16 129 10 3 0 0 11 3
Deuteraphorura inermis 2 0 0 0 0 0 0 0
Deuterosminthurus bicinctus 12 0 0 0 0 0 20 0
Deutonura decolorata 0 0 3 0 0 0 0 0
Deutonura deficiens 0 0 0 0 0 0 4 90
Deutonura monticola 0 3 7 14 0 58 3 0
Deutonura vallespirensis 0 0 12 0 0 0 0 0
Dicyrtomina minuta 28 7 0 0 28 7 0 46
Dicyrtomina ornata 0 0 8 55 12 0 9 39
Dicyrtomina saundersi 0 47 0 0 0 0 0 0
Entomobrya assuta 0 750 0 16 105 0 0 0
Entomobrya atrocincta 0 0 0 5 0 0 0 5
Entomobrya clitellaria 29 26 0 0 0 31 0 326
Entomobrya gisini 0 3 3 59 40 33 61 0
Entomobrya marginata 6 0 0 0 0 0 0 0
Entomobrya multifasciata 0 0 31 0 0 0 23 0
Entomobrya nivalis 9 0 0 0 0 29 32 0
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ASV/Taxon

Folsomia candida

Folsomia penicula

Folsomia quadrioculata
Friesea claviseta

Friesea grisea

Gisinianus flammeolus
Homidia laha

Homidia socia

Isotoma riparia

Isotomiella minor
Lepidocyrtus cyaneus
Lepidocyrtus lanuginosus
Lepidocyrtus lignorum
Megalothorax minimus
Megalothorax svalbardensis
Micranurida pygmaea
Micraphorura absoloni
Neanura muscorum

Neelus murinus

Orchesella bifasciata
Orchesella cincta

Orchesella flavescens
Parisotoma notabilis
Paronellides praefectus
Podura aquatica
Pogonognathellus flavescens
Pogonognathellus longicornis

Protaphorura armata

BOV

39

21

12

EUT

69

13

16

16

15

15

20

10

36

60

247

FIS

241

22

47

11

83

17

KAN

11

172

12

79

116

MER

28

34

SBU

13

10

17

2480

SHW

21

33

46

111

21

59

266

23

WBU

168

1012

12

14

70

21
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ASV/Taxon

Protaphorura pseudovanderdrifti
Pseudisotoma sensibilis
Pseudosinella alba
Pseudosinella immaculata
Pseudosinella octopunctata
Sminthurides hyogramme
Sminthurinus aureus
Sminthurinus elegans
Sminthurinus similitortus
Sphyrotheca aleta
Supraphorura furcifera
Tomocerina purpurithora
Willemia anophthalma
Willemia denisi

Xenylla mediterranea

Anzahl ASV/Taxa

BOV

21

10

60

54

25

EUT

139

24

14

22

82

33

248

FIS

40

125

24

35

11

93

28

KAN

14

32

11

24

MER

15

SBU

40

10

25

14

14

SHW

30

WBU

69

21
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B Vergleich der Artengemeinschaft pro Methode und Standort

B.1 Regenwiirmer

B.1.1 ALM: Almesbach Stallkoppel (Weiden i.d. Oberpfalz), Bayern

Abbildung 55: UpSet-Diagramm, das die Anzahl der Lumbricidenarten zeigt, die gemeinsam und
ausschlieBlich durch morphologische Bestimmung (morph.), durch COl comDNA (c-
COIl)- und durch 16S eDNA-Metabarcoding (e-16S) in der ALM-Probenahmestelle
identifiziert wurden

Anzahl der Uberschneidungen

morph.

e-16S I
c-COl

6 a 2 0
SetgroRe

Quelle: eigene Darstellung, AllGenetics & Biology SL

249



TEXTE Bewertung der biologischen Vielfalt mittels DNA-Extraktion aus Bodenproben von BDF — Abschlussbericht

Tabelle 63: Lumbricidenarten, die gemeinsam und ausschlieBlich durch morphologische Be-
stimmung, durch comDNA- und durch eDNA-Metabarcoding in der ALM-Probenah-
mestelle identifiziert wurden

Spezies morph. | comDNA | eDNA
Allolobophora chlorotica * *
Aporrectodea caliginosa & & &
Aporrectodea longa * *
Aporrectodea rosea * * *
Lumbricus rubellus * *
Lumbricus terrestris * *

Octolasion cyaneum * *
Summe 3 7 6
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B.1.2 BIM: Bad Bramsted (Bimoéhlen), Schleswig-Holstein

Abbildung 56: UpSet-Diagramm, das die Anzahl der Lumbricidenarten zeigt, die gemeinsam und
ausschlieBlich durch morphologische Bestimmung (morph.), durch COl comDNA (c-
COl)- und durch 16S eDNA-Metabarcoding (e-16S) in der BIM-Probenahmestelle
identifiziert wurden
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0,6

0,3

Anzahl der Uberschneidungen

0,0
e-16S

morph. I
c-COl
20 1,5 1,0 05 0,0
SetgroRe

Quelle: eigene Darstellung, AllGenetics & Biology SL

Tabelle 64: Lumbricidenarten, die gemeinsam und ausschlieRBlich durch morphologische Be-
stimmung, durch comDNA- und durch eDNA-Metabarcoding in der BIM-Probenah-
mestelle identifiziert wurden

Spezies morph. | comDNA | eDNA
Aporrectodea caliginosa * * *
Lumbricus terrestris = *

Summe 2 2 1
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B.1.3 BOV: Bovenden, Niedersachsen

Abbildung 57: UpSet-Diagramm, das die Anzahl der Lumbricidenarten zeigt, die gemeinsam und
ausschlieBlich durch morphologische Bestimmung (morph.), durch COl comDNA (c-
COI)- und durch 16S eDNA-Metabarcoding (e-16S) in der BOV-Probenahmestelle
identifiziert wurden

Anzahl der Uberschneidungen

2,0 -

1,5 -

1,0 4

0,5 -
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e-16S

morph.
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3 2 1 0
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Quelle: eigene Darstellung, AllGenetics & Biology SL

Tabelle 65: Lumbricidenarten, die gemeinsam und ausschlieRBlich durch morphologische Be-
stimmung, durch comDNA- und durch eDNA-Metabarcoding in der BOV-Probenah-

mestelle identifiziert wurden

Spezies

Aporrectodea caliginosa
Aporrectodea rosea
Octolasion cyaneum

Summe

morph.

*

comDNA

eDNA
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B.1.4 BRU: Bruchsal (Forst), Baden-Wiirttemberg

Abbildung 58: UpSet-Diagramm, das die Anzahl der Lumbricidenarten zeigt, die gemeinsam und
ausschlieBlich durch morphologische Bestimmung (morph.), durch COl comDNA (c-
COIl)- und durch 16S eDNA-Metabarcoding (e-16S) in der BRU-Probenahmestelle
identifiziert wurden
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1,0 -

Anzahl der Uberschneidungen
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0,0
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e-16S
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Quelle: eigene Darstellung, AllGenetics & Biology SL

Tabelle 66: Lumbricidenarten, die gemeinsam und ausschlieRBlich durch morphologische Be-
stimmung, durch comDNA- und durch eDNA-Metabarcoding in der BRU-Probenah-
mestelle identifiziert wurden

Spezies morph. | comDNA | eDNA
Allolobophora chlorotica * * *
Aporrectodea caliginosa * * *
Aporrectodea longa *

Summe 2 3 2
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B.1.5 EUT: Wiistenfelde (Eutin), Schleswig-Holstein

Abbildung 59: UpSet-Diagramm, das die Anzahl der Lumbricidenarten zeigt, die gemeinsam und
ausschlieBlich durch morphologische Bestimmung (morph.), durch COl comDNA (c-
COl)- und durch 16S eDNA-Metabarcoding (e-16S) in der EUT-Probenahmestelle
identifiziert wurden
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Quelle: eigene Darstellung, AllGenetics & Biology SL

Tabelle 67: Lumbricidenarten, die gemeinsam und ausschlieBlich durch morphologische Be-
stimmung, durch comDNA- und durch eDNA-Metabarcoding in der EUT-Probenah-
mestelle identifiziert wurden

Spezies morph. | comDNA | eDNA
Dendrodrilus rubidus * * *
Summe 1 1 1
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B.1.6 FIS: Fichte Siid (Monschau), Nordrhein-Westfalen

Abbildung 60: UpSet-Diagramm, das die Anzahl der Lumbricidenarten zeigt, die gemeinsam und
ausschlieBlich durch morphologische Bestimmung (morph.), durch COl comDNA (c-
COl)- und durch 16S eDNA-Metabarcoding (e-16S) in der FIS-Probenahmestelle
identifiziert wurden
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Quelle: eigene Darstellung, AllGenetics & Biology SL

Tabelle 68: Lumbricidenarten, die gemeinsam und ausschlieRBlich durch morphologische Be-
stimmung, durch comDNA- und durch eDNA-Metabarcoding in der FIS-Probenah-
mestelle identifiziert wurden

Spezies morph. | comDNA | eDNA
Dendrobaena octaedra *
Lumbricus rubellus * * *
Summe 1 1 2

255



TEXTE Bewertung der biologischen Vielfalt mittels DNA-Extraktion aus Bodenproben von BDF — Abschlussbericht

B.1.7 GAL: Galgenberg (Elbingerode), Sachsen-Anhalt

Abbildung 61: UpSet-Diagramm, das die Anzahl der Lumbricidenarten zeigt, die gemeinsam und
ausschlieBlich durch morphologische Bestimmung (morph.), durch COl comDNA (c-
COl)- und durch 16S eDNA-Metabarcoding (e-16S) in der GAL-Probenahmestelle
identifiziert wurden
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Quelle: eigene Darstellung, AllGenetics & Biology SL

Tabelle 69: Lumbricidenarten, die gemeinsam und ausschlieRBlich durch morphologische Be-
stimmung, durch comDNA- und durch eDNA-Metabarcoding in der GAL-Probenah-
mestelle identifiziert wurden

Spezies morph. | comDNA | eDNA
Allolobophora chlorotica * *
Aporrectodea caliginosa * * *
Aporrectodea longa * *
Aporrectodea rosea < & g
Lumbricus castaneus *
Lumbricus rubellus * *
Lumbricus terrestris * *
Octolasion cyaneum & &
Octolasion tyrtaeum * *

Summe 8 9 2
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B.1.8 GHU: GrofB3enhiil In der Huh (Thurnau), Bayern

Abbildung 62: UpSet-Diagramm, das die Anzahl der Lumbricidenarten zeigt, die gemeinsam und
ausschlieBlich durch morphologische Bestimmung (morph.) und durch COI
comDNA-Metabarcoding in der GHU-Probenahmestelle identifiziert wurden

Anzahl der Uberschneidungen

morph.

c-COl

3 2 1 0
SetgroBe

Quelle: eigene Darstellung, AllGenetics & Biology SL

Tabelle 70: Lumbricidenarten, die gemeinsam und ausschlieRBlich durch morphologische Be-
stimmung und durch comDNA-Metabarcoding in der GHU-Probenahmestelle iden-
tifiziert wurden

Spezies

Aporrectodea caliginosa
Aporrectodea rosea
Lumbricus terrestris

Summe

morph.

*

comDNA

*

257



TEXTE Bewertung der biologischen Vielfalt mittels DNA-Extraktion aus Bodenproben von BDF — Abschlussbericht

B.1.9 KAN: Kandel/Schaidt, Rheinland-Pfalz

Abbildung 63: UpSet-Diagramm, das die Anzahl der Lumbricidenarten zeigt, die gemeinsam und
ausschlieBlich durch morphologische Bestimmung (morph.), durch COl comDNA (c-
COl)- und durch 16S eDNA-Metabarcoding (e-16S) in der KAN-Probenahmestelle
identifiziert wurden
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Quelle: eigene Darstellung, AllGenetics & Biology SL

Tabelle 71: Lumbricidenarten, die gemeinsam und ausschlieRBlich durch morphologische Be-
stimmung, durch comDNA- und durch eDNA-Metabarcoding in der KAN-Probenah-

mestelle identifiziert wurden

Spezies

Dendrobaena octaedra
Dendrobaena pygmaea
Dendrodrilus rubidus
Lumbricus rubellus

Summe

morph.

*

comDNA

*

eDNA

*
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B.1.10 KLK: Klein-Krauscha (NeiBeaue), Sachsen

Abbildung 64: UpSet-Diagramm, das die Anzahl der Lumbricidenarten zeigt, die gemeinsam und
ausschlieBlich durch morphologische Bestimmung (morph.), durch COl comDNA (c-
COl)- und durch 16S eDNA-Metabarcoding (e-16S) in der KLK-Probenahmestelle
identifiziert wurden
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Quelle: eigene Darstellung, AllGenetics & Biology SL

Tabelle 72: Lumbricidenarten, die gemeinsam und ausschlieBlich durch morphologische Be-
stimmung, durch comDNA- und durch eDNA-Metabarcoding in der KLK-Probenah-
mestelle identifiziert wurden

Spezies morph. | comDNA | eDNA
Aporrectodea caliginosa * * *
Summe 1 1 1
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B.1.11 KUM: Kiimmelwiese (Braunlage), Sachsen-Anhalt

Abbildung 65: UpSet-Diagramm, das die Anzahl der Lumbricidenarten zeigt, die gemeinsam und
ausschlieBlich durch morphologische Bestimmung (morph.) und durch COI
comDNA-Metabarcoding in der KUM-Probenahmestelle identifiziert wurden

Anzahl der Uberschneidungen

morph.

c-COl

SetgroBe

Quelle: eigene Darstellung, AllGenetics & Biology SL

Tabelle 73: Lumbricidenarten, die gemeinsam und ausschlieRBlich durch morphologische Be-
stimmung und durch comDNA-Metabarcoding in der KUM-Probenahmestelle iden-
tifiziert wurden

Spezies

Aporrectodea caliginosa
Aporrectodea rosea
Lumbricus terrestris
Octolasion cyaneum

Summe

morph.

*

comDNA

*
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B.1.12 LIS: Saarlouis-Lisdorf, Saarland

Abbildung 66: UpSet-Diagramm, das die Anzahl der Lumbricidenarten zeigt, die gemeinsam und

ausschlieBlich durch morphologische Bestimmung (morph.), durch COl comDNA (c-
COl)- und durch 16S eDNA-Metabarcoding (e-16S) in der LIS-Probenahmestelle
identifiziert wurden

Anzahl der Uberschneidungen

morph.

e-16S I
c-COl
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3 2 1 0

SetgroRe

Quelle: eigene Darstellung, AllGenetics & Biology SL

Tabelle 74: Lumbricidenarten, die gemeinsam und ausschlieRBlich durch morphologische Be-

stimmung, durch comDNA- und durch eDNA-Metabarcoding in der LIS-Probenah-
mestelle identifiziert wurden

Spezies morph. | comDNA | eDNA
Allolobophora chlorotica * * *
Aporrectodea caliginosa & g *
Aporrectodea icterica * *
Aporrectodea longa e * *
Aporrectodea rosea * * *
Summe 4 5 5
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B.1.13 MER: Merzalben, Rheinland-Pfalz

Da an diesem Standort keine Individuen gefangen wurden und damit keine Daten zur morpholo-
gischen Bestimmung und dem comDNA-Metabarcoding vorlagen, wurde auf die Erstellung eines
UpSet-Diagramms verzichtet.

Tabelle 75: Lumbricidenarten, die gemeinsam und ausschlieBlich durch morphologische Be-
stimmung, durch comDNA- und durch eDNA-Metabarcoding in der MER-Probenah-
mestelle identifiziert wurden

Spezies morph. | comDNA | eDNA
Lumbricus rubellus *

Summe 0 0 1
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B.1.14 NEU: Neuhduserfelde (Neuhaus), Niedersachsen

Abbildung 67: UpSet-Diagramm, das die Anzahl der Lumbricidenarten zeigt, die gemeinsam und

ausschlieBlich durch morphologische Bestimmung (morph.), durch COl comDNA (c-
COl)- und durch 16S eDNA-Metabarcoding (e-16S) in der NEU-Probenahmestelle
identifiziert wurden

Anzahl der Uberschneidungen

morph.
c-Col
e-16S .
4 3 2 i 0
SetgroRe

Quelle: eigene Darstellung, AllGenetics & Biology SL

Tabelle 76: Lumbricidenarten, die gemeinsam und ausschlieRBlich durch morphologische Be-
stimmung, durch comDNA- und durch eDNA-Metabarcoding in der NEU-Probenah-
mestelle identifiziert wurden

Spezies morph. | comDNA | eDNA
Allolobophora chlorotica * * *
Aporrectodea caliginosa * * *
Aporrectodea rosea *
Lumbricus terrestris * * *
Summe 3 3 4
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B.1.15 PAU: Paulinenaue, Brandenburg

Abbildung 68: UpSet-Diagramm, das die Anzahl der Lumbricidenarten zeigt, die gemeinsam und
ausschlieBlich durch morphologische Bestimmung (morph.), durch COl comDNA (c-
COl)- und durch 16S eDNA-Metabarcoding (e-16S) in der PAU-Probenahmestelle
identifiziert wurden
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Quelle: eigene Darstellung, AllGenetics & Biology SL

Tabelle 77: Lumbricidenarten, die gemeinsam und ausschlieRBlich durch morphologische Be-
stimmung, durch comDNA- und durch eDNA-Metabarcoding in der PAU-Probenah-
mestelle identifiziert wurden

Spezies morph. | comDNA | eDNA
Allolobophora chlorotica * * *
Aporrectodea caliginosa * *
Aporrectodea longa *

Lumbricus rubellus * *

Summe 3 3 2
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B.1.16 POS: Possen (Sondershausen), Thiiringen

Abbildung 69: UpSet-Diagramm, das die Anzahl der Lumbricidenarten zeigt, die gemeinsam und
ausschlieBlich durch morphologische Bestimmung (morph.) und durch COI
comDNA-Metabarcoding in der POS-Probenahmestelle identifiziert wurden
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Quelle: eigene Darstellung, AllGenetics & Biology SL

Tabelle 78: Lumbricidenarten, die gemeinsam und ausschlieRBlich durch morphologische Be-
stimmung und durch comDNA-Metabarcoding in der POS-Probenahmestelle identi-
fiziert wurden

Spezies morph. | comDNA
Aporrectodea caliginosa * *
Aporrectodea rosea *
Lumbricus terrestris * *
Summe 2 3
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B.1.17 SBU: Schlegeler Buchberg (Zittau-Schlegel), Sachsen

Abbildung 70: UpSet-Diagramm, das die Anzahl der Lumbricidenarten zeigt, die gemeinsam und
ausschlieBlich durch morphologische Bestimmung (morph.), durch COl comDNA (c-
COl)- und durch 16S eDNA-Metabarcoding (e-16S) in der SBU-Probenahmestelle

identifiziert wurden
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Quelle: eigene Darstellung, AllGenetics & Biology SL

"

Tabelle 79: Lumbricidenarten, die gemeinsam und ausschlieRBlich durch morphologische Be-
stimmung, durch comDNA- und durch eDNA-Metabarcoding in der SBU-Probenah-

mestelle identifiziert wurden

Spezies

Allolobophora chlorotica
Aporrectodea caliginosa
Dendrodrilus rubidus
Lumbricus castaneus
Lumbricus rubellus
Lumbricus terrestris

Summe

morph.

comDNA

*

eDNA
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B.1.18 SHG: Schwanheim Il (Kelsterbach), Hessen

Abbildung 71: UpSet-Diagramm, das die Anzahl der Lumbricidenarten zeigt, die gemeinsam und
ausschlieBlich durch morphologische Bestimmung (morph.), durch COl comDNA (c-
COl)- und durch 16S eDNA-Metabarcoding (e-16S) in der SHG-Probenahmestelle
identifiziert wurden

Anzahl der Uberschneidungen
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Tabelle 80: Lumbricidenarten, die gemeinsam und ausschlieRBlich durch morphologische Be-
stimmung, durch comDNA- und durch eDNA-Metabarcoding in der SHG-Probenah-
mestelle identifiziert wurden

Spezies morph. | comDNA | eDNA
Allolobophora chlorotica * * *
Aporrectodea caliginosa * *
Aporrectodea longa * * *
Aporrectodea rosea w o &
Dendrobaena attemsi *
Lumbricus castaneus *
Lumbricus terrestris * * *
Proctodrilus antipae & &
Proctodrilus tuberculatus *

Summe 5 7 7

267



TEXTE Bewertung der biologischen Vielfalt mittels DNA-Extraktion aus Bodenproben von BDF — Abschlussbericht

B.1.19 SHW: Schwanheim 1 (Kelsterbach), Hessen

Abbildung 72: UpSet-Diagramm, das die Anzahl der Lumbricidenarten zeigt, die gemeinsam und

ausschlieBlich durch morphologische Bestimmung (morph.), durch COl comDNA (c-
COl)- und durch 16S eDNA-Metabarcoding (e-16S) in der SHW-Probenahmestelle
identifiziert wurden

Anzahl der Uberschneidungen
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Quelle: eigene Darstellung, AllGenetics & Biology SL

Tabelle 81: Lumbricidenarten, die gemeinsam und ausschlieRBlich durch morphologische Be-
stimmung, durch comDNA- und durch eDNA-Metabarcoding in der SHW-Probenah-
mestelle identifiziert wurden

Spezies morph. | comDNA | eDNA
Aporrectodea caliginosa * * *
Aporrectodea rosea * *

Lumbricus castaneus *
Lumbricus rubellus * *
Lumbricus terrestris * *

Octolasion cyaneum * *

Octolasion tyrtaeum * *
Summe 4 6 4
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B.1.20 SLT: Siilstorf, Mecklenburg-Vorpommern

Abbildung 73: UpSet-Diagramm, das die Anzahl der Lumbricidenarten zeigt, die gemeinsam und

ausschlieBlich durch morphologische Bestimmung (morph.), durch COl comDNA (c-
COIl)- und durch 16S eDNA-Metabarcoding (e-16S) in der SLT-Probenahmestelle
identifiziert wurden
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Quelle: eigene Darstellung, AllGenetics & Biology SL

Tabelle 82: Lumbricidenarten, die gemeinsam und ausschlieRBlich durch morphologische Be-
stimmung, durch comDNA- und durch eDNA-Metabarcoding in der SLT-Probenah-
mestelle identifiziert wurden

Spezies morph. | comDNA | eDNA
Aporrectodea caliginosa * * *
Dendrobaena octaedra *
Lumbricus rubellus * *

Summe 2 2 2
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B.1.21 TRO: Trochtelfingen, Baden-Wiirttemberg

Abbildung 74: UpSet-Diagramm, das die Anzahl der Lumbricidenarten zeigt, die gemeinsam und

ausschlieBlich durch morphologische Bestimmung (morph.), durch COl comDNA (c-
COl)- und durch 16S eDNA-Metabarcoding (e-16S) in der TRO-Probenahmestelle
identifiziert wurden
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Quelle: eigene Darstellung, AllGenetics & Biology SL

Tabelle 83: Lumbricidenarten, die gemeinsam und ausschlieRBlich durch morphologische Be-

stimmung, durch comDNA- und durch eDNA-Metabarcoding in der TRO-Probenah-
mestelle identifiziert wurden

Spezies morph. | comDNA | eDNA
Allolobophora chlorotica * * *
Aporrectodea caliginosa & g *
Aporrectodea longa * * *
Aporrectodea rosea * * *
Lumbricus castaneus *

Lumbricus terrestris < * *
Octolasion tyrtaeum * *

Summe 6 7 5
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B.1.22 WBU: Wachterbuche (Monschau), Nordrhein-Westfalen

Abbildung 75: UpSet-Diagramm, das die Anzahl der Lumbricidenarten zeigt, die gemeinsam und
ausschlieBlich durch morphologische Bestimmung (morph.), durch COl comDNA (c-
COl)- und durch 16S eDNA-Metabarcoding (e-16S) in der WBU-Probenahmestelle
identifiziert wurden
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Quelle: eigene Darstellung, AllGenetics & Biology SL

Tabelle 84: Lumbricidenarten, die gemeinsam und ausschlieRBlich durch morphologische Be-
stimmung, durch comDNA- und durch eDNA-Metabarcoding in der WBU-Probenah-
mestelle identifiziert wurden

Spezies morph. | comDNA | eDNA
Aporrectodea longa *
Dendrobaena attemsi i * *
Summe 1 1 2
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TEXTE Bewertung der biologischen Vielfalt mittels DNA-Extraktion aus Bodenproben von BDF — Abschlussbericht

B.1.23 WOL: Wolferschwenda, Thiiringen

Abbildung 76: UpSet-Diagramm, das die Anzahl der Lumbricidenarten zeigt, die gemeinsam und
ausschlieBlich durch morphologische Bestimmung (morph.), durch COl comDNA (c-
COl)- und durch 16S eDNA-Metabarcoding (e-16S) in der WOL-Probenahmestelle
identifiziert wurden
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Quelle: eigene Darstellung, AllGenetics & Biology SL
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Tabelle 85: Lumbricidenarten, die gemeinsam und ausschlieRBlich durch morphologische Be-
stimmung, durch comDNA- und durch eDNA-Metabarcoding in der WOL-Probenah-
mestelle identifiziert wurden

Spezies

Aporrectodea rosea
Lumbricus terrestris
Octolasion cyaneum

Summe

morph.

*

comDNA

*

eDNA

*
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B.1.24 ZEC: Zeckerin, Brandenburg

Abbildung 77: UpSet-Diagramm, das die Anzahl der Lumbricidenarten zeigt, die gemeinsam und
ausschlieBlich durch morphologische Bestimmung (morph.), durch COl comDNA (c-
COl)- und durch 16S eDNA-Metabarcoding (e-16S) in der ZEC-Probenahmestelle
identifiziert wurden
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Quelle: eigene Darstellung, AllGenetics & Biology SL

Tabelle 86: Lumbricidenarten, die gemeinsam und ausschlieRBlich durch morphologische Be-
stimmung, durch comDNA- und durch eDNA-Metabarcoding in der ZEC-Probenah-
mestelle identifiziert wurden

Spezies morph. | comDNA | eDNA
Aporrectodea caliginosa * * *
Aporrectodea longa * * *
Aporrectodea rosea * * *
Lumbricus rubellus * *
Lumbricus terrestris * * *
Octolasion tyrtaeum *

Summe 4 6 5
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B.1.25 ZIN: Zingst, Mecklenburg-Vorpommern

Abbildung 78: UpSet-Diagramm, das die Anzahl der Lumbricidenarten zeigt, die gemeinsam und
ausschlieBlich durch morphologische Bestimmung (morph.), durch COl comDNA (c-
COl)- und durch 16S eDNA-Metabarcoding (e-16S) in der ZIN-Probenahmestelle
identifiziert wurden

Anzahl der Uberschneidungen

2,0

1,5

1,0

0,5

0,0

morph.

c-COl

e-16S

3 2 1 0
SetgroRe

Quelle: eigene Darstellung, AllGenetics & Biology SL

Tabelle 87: Lumbricidenarten, die gemeinsam und ausschlieRBlich durch morphologische Be-
stimmung, durch comDNA- und durch eDNA-Metabarcoding in der ZIN-Probenah-

mestelle identifiziert wurden

Spezies

Aporrectodea caliginosa
Dendrobaena octaedra
Lumbricus rubellus

Summe

morph.

*

comDNA

*

eDNA
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TEXTE Bewertung der biologischen Vielfalt mittels DNA-Extraktion aus Bodenproben von BDF — Abschlussbericht

B.2 Enchytraeiden

B.2.1 ALM: Almesbach Stallkoppel (Weiden i.d. Oberpfalz), Bayern

Abbildung 79: UpSet-Diagramm, das die Anzahl der Enchytraeidenarten zeigt, die gemeinsam und
ausschlieBlich durch morphologische Bestimmung (morph.), durch COl comDNA (c-
COI)- und durch COI eDNA-Metabarcoding (e-COl) in der ALM-Probenahmestelle
identifiziert wurden
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Quelle: eigene Darstellung, AllGenetics & Biology SL
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Tabelle 88: Enchytraeidenarten, die gemeinsam und ausschlieBlich durch morphologische Be-
stimmung, durch comDNA- und durch eDNA-Metabarcoding in der ALM-Probenah-
mestelle identifiziert wurden

Spezies morph. | comDNA | eDNA
Buchholzia appendiculata *
Enchytraeidae sp. BG & &
Enchytraeus buchholzi * * *
Enchytraeus dichaetus * *
Enchytraeus lacteus * * *
Fridericia bisetosa *
Fridericia bulboides * * *
Fridericia christeri * * *
Fridericia deformis *
Fridericia galba * * *
Fridericia hegemon *

Fridericia paroniana 5 w <
Fridericia perrieri *
Fridericia ratzeli * * *
Fridericia sp. (MACF) *

Henlea ventriculosa * * *
Marionina communis *
Summe 11 10 14
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TEXTE Bewertung der biologischen Vielfalt mittels DNA-Extraktion aus Bodenproben von BDF — Abschlussbericht

B.2.2 BIM: Bad Bramsted (Bimdéhlen), Schleswig-Holstein

Abbildung 80: UpSet-Diagramm, das die Anzahl der Enchytraeidenarten zeigt, die gemeinsam und
ausschlieBlich durch morphologische Bestimmung (morph.), durch COl comDNA (c-
COl)- und durch COI eDNA-Metabarcoding (e-COIl) in der BIM-Probenahmestelle
identifiziert wurden
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Quelle: eigene Darstellung, AllGenetics & Biology SL
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Tabelle 89: Enchytraeidenarten, die gemeinsam und ausschlieBlich durch morphologische Be-
stimmung, durch comDNA- und durch eDNA-Metabarcoding in der BIM-Probenah-
mestelle identifiziert wurden

Spezies morph. | comDNA | eDNA
Achaeta dffinis *
Achaeta camerani *
Achaeta unibulba *
Achaeta sp. (HEAL) * * *
Buchholzia appendiculata * *
Buchholzia sp. (BNBN) *
Cognettia chlorophila *
Enchytraeus buchholzi * *
Enchytraeus dichaetus * * *
Enchytronia christenseni * *
Enchytronia holochaeta * * *
Enchytronia parva 5 w <
Fridericia bisetosa * * *
Fridericia bulboides * *

Fridericia christeri *

Fridericia granosa * *
Fridericia lenta * * *
Fridericia paroniana * * 5
Fridericia schmelzi *
Hemifridericia parva *
Henlea perpusilla * * *
Henlea ventriculosa * *
Marionina argentea * * *
Marionina communis * * *
Oconnorella cambrensis * *
Summe 14 19 19
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TEXTE Bewertung der biologischen Vielfalt mittels DNA-Extraktion aus Bodenproben von BDF — Abschlussbericht

B.2.3 BOV: Bovenden, Niedersachsen

Abbildung 81: UpSet-Diagramm, das die Anzahl der Enchytraeidenarten zeigt, die gemeinsam und
ausschlieBlich durch morphologische Bestimmung (morph.), durch COl comDNA (c-
COl)- und durch COI eDNA-Metabarcoding (e-COIl) in der BOV-Probenahmestelle
identifiziert wurden
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Quelle: eigene Darstellung, AllGenetics & Biology SL

Tabelle 90: Enchytraeidenarten, die gemeinsam und ausschlieBlich durch morphologische Be-
stimmung, durch comDNA- und durch eDNA-Metabarcoding in der BOV-Probenah-
mestelle identifiziert wurden

Spezies morph. | comDNA | eDNA
Achaeta affinis * * *
Achaeta danica * *
Achaeta sp. (PDZW) *
Buchholzia appendiculata & * *
Cernosvitoviella * *
Cognettia chlorophila e * *
Enchytraeus buchholzi * * *
Enchytraeus christenseni x *
Enchytraeus norvegicus * * *
Enchytronia holochaeta & * *
Enchytronia parva * * *
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Spezies morph. | comDNA | eDNA
Enchytronia sp. (TENU) < *
Enchytronia sp. (TRIN) * * *
Fridericia benti * * *
Fridericia bisetosa * * *
Fridericia connata & * *
Fridericia dura * *
Fridericia galba *

Fridericia paroniana * *
Fridericia perrieri o * *
Fridericia sp. (BISY) * * *
Fridericia striata B * *
Fridericia sylvatica * * *
Marionina mendax &

Marionina simillima * * *
Mesenchytraeus pelicensis & @ *
Oconnorella cambrensis * * *
Oconnorella tubifera * * *
Stercutus niveus * * *
Summe 24 25 26
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TEXTE Bewertung der biologischen Vielfalt mittels DNA-Extraktion aus Bodenproben von BDF — Abschlussbericht

B.2.4 BRU: Bruchsal (Forst), Baden-Wiirttemberg

Abbildung 82: UpSet-Diagramm, das die Anzahl der Enchytraeidenarten zeigt, die gemeinsam und
ausschlieBlich durch morphologische Bestimmung (morph.), durch COl comDNA (c-
COl)- und durch COI eDNA-Metabarcoding (e-COl) in der BRU-Probenahmestelle
identifiziert wurden

15 -
c
o
o0
c
=]
°
‘S 10 -
c
=
[*]
2
o
o
D
£
]
o°
3
N
=
<
0 4
c-Col
morph. [ I
e-COl °
20 15 10 5 0
SetgroBe

Quelle: eigene Darstellung, AllGenetics & Biology SL
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Tabelle 91: Enchytraeidenarten, die gemeinsam und ausschlieBlich durch morphologische Be-
stimmung, durch comDNA- und durch eDNA-Metabarcoding in der BRU-Probenah-
mestelle identifiziert wurden

Spezies morph. | comDNA | eDNA
Achaeta iberica * *
Achaeta pannonica e

Achaeta urbana * * *
Buchholzia appendiculata * * *
Buchholzia sp. (BNBN) * *
Enchytraeus buchholzi * * *
Enchytraeus bulbosus * * *
Enchytraeus christenseni * *
Enchytronia christenseni * * *
Enchytronia holochaeta *
Enchytronia parva *
Fridericia bisetosa * * *
Fridericia christeri * * *
Fridericia connata * *
Fridericia dura * * *
Fridericia hegemon *

Fridericia maculatiformis *

Fridericia paroniana * * *
Fridericia ratzeli * * *
Fridericia regularis * * *
Fridericia sp. (BMIN) * * *
Fridericia sp. (OBRU) w

Fridericia sphaericoides * *
Henlea nasuta * *
Henlea ventriculosa * * *
Marionina communis *
Summe 19 17 22
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TEXTE Bewertung der biologischen Vielfalt mittels DNA-Extraktion aus Bodenproben von BDF — Abschlussbericht

B.2.5 EUT: Wiistenfelde (Eutin), Schleswig-Holstein

Abbildung 83: UpSet-Diagramm, das die Anzahl der Enchytraeidenarten zeigt, die gemeinsam und
ausschlieBlich durch morphologische Bestimmung (morph.), durch COl comDNA (c-
COl)- und durch COI eDNA-Metabarcoding (e-COIl) in der EUT-Probenahmestelle
identifiziert wurden
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Quelle: eigene Darstellung, AllGenetics & Biology SL

Tabelle 92: Enchytraeidenarten, die gemeinsam und ausschlieBlich durch morphologische Be-
stimmung, durch comDNA- und durch eDNA-Metabarcoding in der EUT-Probenah-
mestelle identifiziert wurden

Spezies morph. | comDNA | eDNA
Achaeta aberrans *
Achaeta abulba * * *
Achaeta affinis * * *
Achaeta danica * *
Buchholzia appendiculata * * *
Cognettia chlorophila * * *
Cognettia cognettii * * *
Cognettia sphagnetorum & * *
Cognettia varisetosa * * *
Enchytraeus buchholzi * * *
Enchytraeus sp. (GRAN) *
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Spezies morph. | comDNA | eDNA
Enchytraeus dichaetus e
Enchytraeus norvegicus * * *
Enchytronia parva * * *
Enchytronia sp. (TENU) * * *
Fridericia benti * * *
Fridericia bulboides *

Fridericia christeri *

Fridericia cusanica *

Fridericia striata * * *
Henlea perpusilla *

Henlea ventriculosa *
Marionina clavata *

Marionina simillima * * *
Mesenchytraeus armatus *
Mesenchytraeus glandulosus * *
Mesenchytraeus pelicensis *
Oconnorella cambrensis * * *
Stercutus niveus * * *
Summe 19 23 21
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TEXTE Bewertung der biologischen Vielfalt mittels DNA-Extraktion aus Bodenproben von BDF — Abschlussbericht

B.2.6 FIS: Fichte Siid (Monschau), Nordrhein-Westfalen

Abbildung 84: UpSet-Diagramm, das die Anzahl der Enchytraeidenarten zeigt, die gemeinsam und
ausschlieBlich durch morphologische Bestimmung (morph.), durch COl comDNA (c-
COl)- und durch COI eDNA-Metabarcoding (e-COI) in der FIS-Probenahmestelle
identifiziert wurden
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Quelle: eigene Darstellung, AllGenetics & Biology SL

Tabelle 93: Enchytraeidenarten, die gemeinsam und ausschlieB8lich durch morphologische Be-
stimmung, durch comDNA- und durch eDNA-Metabarcoding in der FIS-Probenah-
mestelle identifiziert wurden

Spezies morph. | comDNA | eDNA
Achaeta affinis * * *
Achaeta camerani * * *
Achaeta danica * * *
Cognettia chlorophila ? * *
Cognettia cognettii * *
Enchytronia parva @ *
Marionina clavata * * *
Mesenchytraeus pelicensis *
Oconnorella cambrensis * * *
Summe 8 6 9
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B.2.7 GAL: Galgenberg (Elbingerode), Sachsen-Anhalt

Abbildung 85: UpSet-Diagramm, das die Anzahl der Enchytraeidenarten zeigt, die gemeinsam und
ausschlieBlich durch morphologische Bestimmung (morph.), durch COl comDNA (c-
COl)- und durch COI eDNA-Metabarcoding (e-COIl) in der GAL-Probenahmestelle
identifiziert wurden
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Quelle: eigene Darstellung, AllGenetics & Biology SL
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Tabelle 94: Enchytraeidenarten, die gemeinsam und ausschlieBlich durch morphologische Be-
stimmung, durch comDNA- und durch eDNA-Metabarcoding in der GAL-Probenah-
mestelle identifiziert wurden

Spezies morph. | comDNA | eDNA
Buchholzia appendiculata * * *
Enchytraeus bulbosus e &
Enchytraeus lacteus * * *
Enchytraeus sp. (SPEF) *
Enchytronia christenseni * *
Enchytronia sp. (2GAL) *

Fridericia bisetosa * * *
Fridericia christeri * * *
Fridericia connata * * *
Fridericia deformis *
Fridericia galba * * *
Fridericia granosa <
Fridericia hegemon *

Fridericia isseli * * *
Fridericia lenta * * *
Fridericia maculatiformis *

Fridericia nix *
Fridericia paroniana * * *
Fridericia sylvatica * * *
Fridericia waldenstroemi * * *
Henlea perpusilla * * *
Marionina communis * * *
Marionina mendax * *

Stercutus niveus * *

Summe 20 15 19
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B.2.8 GHU: GrofB3enhiil In der Huh (Thurnau), Bayern

Abbildung 86: UpSet-Diagramm, das die Anzahl der Enchytraeidenarten zeigt, die gemeinsam und
ausschlieBlich durch morphologische Bestimmung (morph.), durch COl comDNA (c-
COl)- und durch COI eDNA-Metabarcoding (e-COIl) in der GHU-Probenahmestelle
identifiziert wurden
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Quelle: eigene Darstellung, AllGenetics & Biology SL
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Tabelle 95: Enchytraeidenarten, die gemeinsam und ausschlieBlich durch morphologische Be-
stimmung, durch comDNA- und durch eDNA-Metabarcoding in der GHU-Probenah-
mestelle identifiziert wurden

Spezies morph. | comDNA | eDNA
Cernosvitoviella *

Enchytraeidae sp. BG &
Enchytraeus buchholzi * * *
Enchytraeus bulbosus * *
Enchytronia christenseni * *
Enchytronia parva * *
Fridericia bulboides * *

Fridericia christeri * * *
Fridericia galba * *

Fridericia isseli * *

Fridericia sylvatica *
Henlea perpusilla 5 < <
Marionina mendax * *

Summe 10 11 5
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B.2.9 KAN: Kandel/Schaidt, Rheinland-Pfalz

Abbildung 87: UpSet-Diagramm, das die Anzahl der Enchytraeidenarten zeigt, die gemeinsam und
ausschlieBlich durch morphologische Bestimmung (morph.), durch COl comDNA (c-
COl)- und durch COI eDNA-Metabarcoding (e-COIl) in der KAN-Probenahmestelle
identifiziert wurden
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Quelle: eigene Darstellung, AllGenetics & Biology SL
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Tabelle 96: Enchytraeidenarten, die gemeinsam und ausschlieBlich durch morphologische Be-
stimmung, durch comDNA- und durch eDNA-Metabarcoding in der KAN-Probenah-
mestelle identifiziert wurden

Spezies morph. | comDNA | eDNA
Achaeta aberrans * * *
Achaeta affinis &

Achaeta camerani * * *
Achaeta danica * *
Achaeta sp. (PAFU) * * *
Buchholzia appendiculata *
Cognettia chlorophila * * *
Cognettia pseudosphagnetorum * *
Cognettia sphagnetorum * * *
Cognettia varisetosa *
Enchytraeus buchholzi *

Fridericia benti * * *
Fridericia ratzeli *
Fridericia striata * * *
Marionina clavata * * *
Marionina filiformis *
Mesenchytraeus glandulosus *
Oconnorella cambrensis & * *
Summe 11 11 16
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TEXTE Bewertung der biologischen Vielfalt mittels DNA-Extraktion aus Bodenproben von BDF — Abschlussbericht

B.2.10 KLK: Klein-Krauscha (NeiBeaue), Sachsen

Abbildung 88: UpSet-Diagramm, das die Anzahl der Enchytraeidenarten zeigt, die gemeinsam und
ausschlieBlich durch morphologische Bestimmung (morph.), durch COl comDNA (c-
COIl)- und durch COI eDNA-Metabarcoding (e-COIl) in der KLK-Probenahmestelle
identifiziert wurden
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Quelle: eigene Darstellung, AllGenetics & Biology SL
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Tabelle 97: Enchytraeidenarten, die gemeinsam und ausschlieBlich durch morphologische Be-
stimmung, durch comDNA- und durch eDNA-Metabarcoding in der KLK-Probenah-
mestelle identifiziert wurden

Spezies morph. | comDNA | eDNA
Achaeta dffinis * * *
Achaeta bibulba *
Achaeta camerani * * *
Achaeta diddeni *

Cognettia chlorophila *
Enchytraeus buchholzi * * <
Enchytraeus bulbosus *

Enchytraeus dichaetus * * *
Enchytraeus lacteus * *
Enchytronia christenseni * * *
Enchytronia parva * * *
Fridericia bisetosa *

Fridericia bulboides * * *
Fridericia christeri * * *
Fridericia cusanica * * *
Fridericia cylindrica * * *
Fridericia lenta * *
Fridericia striata *

Henlea perpusilla * * *
Henlea ventriculosa * * *
Summe 14 17 15
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TEXTE Bewertung der biologischen Vielfalt mittels DNA-Extraktion aus Bodenproben von BDF — Abschlussbericht

B.2.11 KUM: Kiimmelwiese (Braunlage), Sachsen-Anhalt

Abbildung 89: UpSet-Diagramm, das die Anzahl der Enchytraeidenarten zeigt, die gemeinsam und
ausschlieBlich durch morphologische Bestimmung (morph.), durch COl comDNA (c-
COl)- und durch COI eDNA-Metabarcoding (e-COIl) in der KUM-Probenahmestelle
identifiziert wurden
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Quelle: eigene Darstellung, AllGenetics & Biology SL

Tabelle 98: Enchytraeidenarten, die gemeinsam und ausschlieBlich durch morphologische Be-
stimmung, durch comDNA- und durch eDNA-Metabarcoding in der KUM-Probenah-
mestelle identifiziert wurden

Spezies morph. | comDNA | eDNA
Achaeta affinis * *

Achaeta bohemica 3 * *
Achaeta danica * * *
Achaeta unibulba * *
Buchholzia appendiculata * * *
Cernosvitoviella & *
Cognettia chlorophila * * *
Cognettia varisetosa v * *
Enchytraeus buchholzi * *
Enchytraeus christenseni < *
Enchytraeus lacteus * *
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TEXTE Bewertung der biologischen Vielfalt mittels DNA-Extraktion aus Bodenproben von BDF — Abschlussbericht

Spezies morph. | comDNA | eDNA
Enchytraeus norvegicus J @
Enchytronia christenseni * *
Enchytronia holochaeta * * *
Enchytronia parva * * *
Enchytronia sp. (TENU) @ *

Fridericia benti *
Fridericia bisetosa * * *
Fridericia connata * * *
Fridericia deformis * *
Fridericia dura * *
Fridericia galba * * *
Fridericia ratzeli * * *
Fridericia ulrikae * * *
Fridericia waldenstroemi *

Henlea perpusilla * *
Marionina argentea * *
Marionina deminuta g

Marionina mendax * * *
Oconnorella tubifera © * *
Stercutus niveus * *
Summe 25 27 21
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TEXTE Bewertung der biologischen Vielfalt mittels DNA-Extraktion aus Bodenproben von BDF — Abschlussbericht

B.2.12 LIS: Saarlouis-Lisdorf, Saarland

Abbildung 90: UpSet-Diagramm, das die Anzahl der Enchytraeidenarten zeigt, die gemeinsam und
ausschlieBlich durch morphologische Bestimmung (morph.), durch COl comDNA (c-
COl)- und durch COI eDNA-Metabarcoding (e-COl) in der LIS-Probenahmestelle
identifiziert wurden
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Quelle: eigene Darstellung, AllGenetics & Biology SL
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TEXTE Bewertung der biologischen Vielfalt mittels DNA-Extraktion aus Bodenproben von BDF — Abschlussbericht

Tabelle 99: Enchytraeidenarten, die gemeinsam und ausschlieBlich durch morphologische Be-
stimmung, durch comDNA- und durch eDNA-Metabarcoding in der LIS-Probenah-
mestelle identifiziert wurden

Spezies morph. | comDNA | eDNA
Buchholzia sp. (PAPP) * * *
Enchytraeus buchholzi & & &
Enchytraeus bulbosus *
Enchytraeus lacteus *
Enchytraeus sp. (BUCL) *

Enchytraeus sp. (GRAN) *

Enchytraeus sp. (NICO) * *
Fridericia christeri * * *
Fridericia galba * * *
Fridericia isseli * i 2
Fridericia paroniana *
Fridericia sp. (GLIF) < < &
Fridericia sp. (LIS1) *

Fridericia sp. (LNIX) *

Fridericia sp. (NLD1) *
Marionina mendax *

Summe 11 7 11
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TEXTE Bewertung der biologischen Vielfalt mittels DNA-Extraktion aus Bodenproben von BDF — Abschlussbericht

B.2.13 MER: Merzalben, Rheinland-Pfalz

Abbildung 91: UpSet-Diagramm, das die Anzahl der Enchytraeidenarten zeigt, die gemeinsam und
ausschlieBlich durch morphologische Bestimmung (morph.), durch COl comDNA (c-
COl)- und durch COI eDNA-Metabarcoding (e-COIl) in der MER-Probenahmestelle
identifiziert wurden
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Quelle: eigene Darstellung, AllGenetics & Biology SL
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TEXTE Bewertung der biologischen Vielfalt mittels DNA-Extraktion aus Bodenproben von BDF — Abschlussbericht

Tabelle 100: Enchytraeidenarten, die gemeinsam und ausschlieBlich durch morphologische Be-
stimmung, durch comDNA- und durch eDNA-Metabarcoding in der MER-Probenah-
mestelle identifiziert wurden

Spezies morph. | comDNA | eDNA
Achaeta aberrans *
Achaeta affinis * * *
Achaeta bibulba *
Achaeta camerani * * *
Achaeta danica * *
Cognettia chlorophila * * *
Enchytraeus buchholzi * *
Enchytraeus norvegicus * * *
Enchytronia parva * * *
Enchytronia sp. (TENU) &

Fridericia bisetosa * *
Marionina clavata g * *
Mesenchytraeus glandulosus *
Oconnorella cambrensis & * *
Summe 10 10 11
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TEXTE Bewertung der biologischen Vielfalt mittels DNA-Extraktion aus Bodenproben von BDF — Abschlussbericht

B.2.14 NEU: Neuhduserfelde (Neuhaus), Niedersachsen

Abbildung 92: UpSet-Diagramm, das die Anzahl der Enchytraeidenarten zeigt, die gemeinsam und
ausschlieBlich durch morphologische Bestimmung (morph.), durch COl comDNA (c-
COl)- und durch COI eDNA-Metabarcoding (e-COIl) in der NEU-Probenahmestelle
identifiziert wurden

15 A

10 A

Anzahl der Uberschneidungen

morph.

c-COl

e-Col °

20 15 10 5 0
SetgroRe

Quelle: eigene Darstellung, AllGenetics & Biology SL
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TEXTE Bewertung der biologischen Vielfalt mittels DNA-Extraktion aus Bodenproben von BDF — Abschlussbericht

Tabelle 101:  Enchytraeidenarten, die gemeinsam und ausschlieBlich durch morphologische Be-
stimmung, durch comDNA- und durch eDNA-Metabarcoding in der NEU-Probenah-
mestelle identifiziert wurden

Spezies morph. | comDNA | eDNA
Achaeta affinis *
Achaeta iberica *
Buchholzia appendiculata *
Cognettia chlorophila *
Enchytraeus buchholzi * * *
Enchytraeus bulbosus g * *
Enchytraeus dichaetus N * *
Enchytronia christenseni v * *
Fridericia bisetosa * * *
Fridericia bulboides & * *
Fridericia christeri * * *
Fridericia connata * * *
Fridericia galba * * *
Fridericia granosa *
Fridericia nix * * *
Fridericia ratzeli *
Fridericia schmelzi * * *
Fridericia sylvatica * * *
Henlea perpusilla * * *
Henlea ventriculosa & * *
Summe 14 14 20
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TEXTE Bewertung der biologischen Vielfalt mittels DNA-Extraktion aus Bodenproben von BDF — Abschlussbericht

B.2.15 PAU: Paulinenaue, Brandenburg

Abbildung 93: UpSet-Diagramm, das die Anzahl der Enchytraeidenarten zeigt, die gemeinsam und
ausschlieBlich durch morphologische Bestimmung (morph.), durch COl comDNA (c-
COl)- und durch COI eDNA-Metabarcoding (e-COIl) in der PAU-Probenahmestelle
identifiziert wurden
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Quelle: eigene Darstellung, AllGenetics & Biology SL
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TEXTE Bewertung der biologischen Vielfalt mittels DNA-Extraktion aus Bodenproben von BDF — Abschlussbericht

Tabelle 102:  Enchytraeidenarten, die gemeinsam und ausschlieBlich durch morphologische Be-
stimmung, durch comDNA- und durch eDNA-Metabarcoding in der PAU-Probenah-
mestelle identifiziert wurden

Spezies morph. | comDNA | eDNA
Achaeta dffinis *
Achaeta danica *
Buchholzia appendiculata *
Buchholzia sp. (PAPP) *
Cognettia chlorophila *
Enchytraeus buchholzi & *
Enchytraeus dichaetus N * *
Enchytraeus sp. (NPAU) * g *
Fridericia bulboides * * *
Fridericia dura * *

Fridericia perrieri *
Fridericia ratzeli *
Fridericia schmelzi *
Henlea montana * *
Henlea perpusilla * * *
Henlea ventriculosa & * *
Marionina argentea *

Marionina deminuta *
Summe 8 8 15
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TEXTE Bewertung der biologischen Vielfalt mittels DNA-Extraktion aus Bodenproben von BDF — Abschlussbericht

B.2.16 POS: Possen (Sondershausen), Thiiringen

Abbildung 94: UpSet-Diagramm, das die Anzahl der Enchytraeidenarten zeigt, die gemeinsam und
ausschlieBlich durch morphologische Bestimmung (morph.), durch COl comDNA (c-
COl)- und durch COI eDNA-Metabarcoding (e-COl) in der POS-Probenahmestelle
identifiziert wurden
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Quelle: eigene Darstellung, AllGenetics & Biology SL
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TEXTE Bewertung der biologischen Vielfalt mittels DNA-Extraktion aus Bodenproben von BDF — Abschlussbericht

Tabelle 103:  Enchytraeidenarten, die gemeinsam und ausschlieBlich durch morphologische Be-
stimmung, durch comDNA- und durch eDNA-Metabarcoding in der POS-Probenah-
mestelle identifiziert wurden

Spezies morph. | comDNA | eDNA
Achaeta affinis * * *
Achaeta bibulba * *
Achaeta bohemica *
Achaeta camerani *
Achaeta danica * *
Buchholzia appendiculata © * *
Cognettia chlorophila * * *
Cognettia varisetosa W * *
Enchytraeus bigeminus *
Enchytraeus buchholzi * * *
Enchytraeus japonensis *
Enchytraeus norvegicus 5 * *
Enchytronia parva * * *
Enchytronia sp. (TENU) <

Fridericia benti * *
Fridericia bisetosa * * *
Fridericia connata * * *
Fridericia dura * * *
Fridericia striata *

Marionina clavata *

Oconnorella cambrensis * * *
Oconnorella tubifera g 3 *
Stercutus niveus * *
Summe 15 18 18
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TEXTE Bewertung der biologischen Vielfalt mittels DNA-Extraktion aus Bodenproben von BDF — Abschlussbericht

B.2.17 SBU: Schlegeler Buchberg (Zittau-Schlegel), Sachsen

Abbildung 95: UpSet-Diagramm, das die Anzahl der Enchytraeidenarten zeigt, die gemeinsam und
ausschlieBlich durch morphologische Bestimmung (morph.), durch COl comDNA (c-
COl)- und durch COI eDNA-Metabarcoding (e-COl) in der SBU-Probenahmestelle
identifiziert wurden
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Quelle: eigene Darstellung, AllGenetics & Biology SL
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TEXTE Bewertung der biologischen Vielfalt mittels DNA-Extraktion aus Bodenproben von BDF — Abschlussbericht

Tabelle 104:  Enchytraeidenarten, die gemeinsam und ausschlieBlich durch morphologische Be-
stimmung, durch comDNA- und durch eDNA-Metabarcoding in der SBU-Probenah-
mestelle identifiziert wurden

Spezies morph. | comDNA | eDNA
Achaeta dffinis * * *
Achaeta danica *

Achaeta sp. (DZW!1) *

Achaeta unibulba *
Buchholzia appendiculata * * *
Enchytraeus buchholzi * * *
Enchytraeus lacteus * *
Enchytronia hellenica *
Enchytronia holochaeta * *
Enchytronia minor *

Enchytronia parva * * *
Enchytronia pratensis <
Fridericia bisetosa * * *
Fridericia dura * * *
Fridericia paroniana * * *
Fridericia ratzeli * *
Fridericia sylvatica *
Fridericia waldenstroemi *
Oconnorella tubifera * * *
Summe 11 11 16
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TEXTE Bewertung der biologischen Vielfalt mittels DNA-Extraktion aus Bodenproben von BDF — Abschlussbericht

B.2.18 SHG: Schwanheim Il (Kelsterbach), Hessen

Abbildung 96: UpSet-Diagramm, das die Anzahl der Enchytraeidenarten zeigt, die gemeinsam und
ausschlieBlich durch morphologische Bestimmung (morph.), durch COl comDNA (c-
COl)- und durch COI eDNA-Metabarcoding (e-COIl) in der SHG-Probenahmestelle
identifiziert wurden
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Quelle: eigene Darstellung, AllGenetics & Biology SL
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TEXTE Bewertung der biologischen Vielfalt mittels DNA-Extraktion aus Bodenproben von BDF — Abschlussbericht

Tabelle 105:  Enchytraeidenarten, die gemeinsam und ausschlieBlich durch morphologische Be-
stimmung, durch comDNA- und durch eDNA-Metabarcoding in der SHG-Probenah-
mestelle identifiziert wurden

Spezies morph. | comDNA | eDNA
Achaeta affinis *
Buchholzia fallax 3 * *
Buchholzia sp. (PAPP) *
Buchholzia sp. (BNBN) *
Enchytraeus buchholzi * * *
Enchytraeus bulbosus 2 * *
Enchytraeus lacteus * * *
Enchytronia christenseni * g *
Fridericia bulboides *

Fridericia christeri S * *
Fridericia galba * *
Fridericia hegemon i

Fridericia isseli * * *
Fridericia ratzeli *
Fridericia sp. (DOZZ) *

Fridericia striata *
Marionina brendae * * *
Marionina sp. (DEMI) 3

Summe 12 9 14
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TEXTE Bewertung der biologischen Vielfalt mittels DNA-Extraktion aus Bodenproben von BDF — Abschlussbericht

B.2.19 SHW: Schwanheim 1 (Kelsterbach), Hessen

Abbildung 97: UpSet-Diagramm, das die Anzahl der Enchytraeidenarten zeigt, die gemeinsam und
ausschlieBlich durch morphologische Bestimmung (morph.), durch COl comDNA (c-
COl)- und durch COI eDNA-Metabarcoding (e-COIl) in der SHW-Probenahmestelle
identifiziert wurden
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Quelle: eigene Darstellung, AllGenetics & Biology SL
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TEXTE Bewertung der biologischen Vielfalt mittels DNA-Extraktion aus Bodenproben von BDF — Abschlussbericht

Tabelle 106:  Enchytraeidenarten, die gemeinsam und ausschlieBlich durch morphologische Be-
stimmung, durch comDNA- und durch eDNA-Metabarcoding in der SHW-Probenah-
mestelle identifiziert wurden

Spezies morph. | comDNA | eDNA
Achaeta dffinis * * *
Achaeta danica * *
Achaeta sp. (PDZW) *
Buchholzia appendiculata * * *
Enchytraeus buchholzi * * *
Enchytraeus lacteus *
Enchytraeus sp. (BUCL) *

Enchytronia parva * * *
Enchytronia sp. (TENU) *

Fridericia benti *
Fridericia bisetosa *

Fridericia connata * * *
Fridericia cylindrica * * *
Fridericia dura * * *
Fridericia galba * * *
Fridericia paroniana * * *
Fridericia perrieri * * *
Fridericia ratzeli * * *
Fridericia sp. (BISY) * * *
Henlea perpusilla * *
Marionina simillima * *

Stercutus niveus *
Summe 17 16 16
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TEXTE Bewertung der biologischen Vielfalt mittels DNA-Extraktion aus Bodenproben von BDF — Abschlussbericht

B.2.20 SLT: Siilstorf, Mecklenburg-Vorpommern

Abbildung 98: UpSet-Diagramm, das die Anzahl der Enchytraeidenarten zeigt, die gemeinsam und
ausschlieBlich durch morphologische Bestimmung (morph.), durch COl comDNA (c-
COI)- und durch COI eDNA-Metabarcoding (e-COIl) in der SLT-Probenahmestelle
identifiziert wurden
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Quelle: eigene Darstellung, AllGenetics & Biology SL
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TEXTE Bewertung der biologischen Vielfalt mittels DNA-Extraktion aus Bodenproben von BDF — Abschlussbericht

Tabelle 107:  Enchytraeidenarten, die gemeinsam und ausschlieBlich durch morphologische Be-
stimmung, durch comDNA- und durch eDNA-Metabarcoding in der SLT-Probenah-
mestelle identifiziert wurden

Spezies morph. | comDNA | eDNA
Achaeta iberica * *
Achaeta pannonica e

Achaeta sp. (DZW!1) *
Buchholzia appendiculata * * *
Buchholzia sp. (BNBN) * *
Cognettia chlorophila i
Enchytraeus buchholzi N * *
Enchytraeus dichaetus & * *
Enchytronia christenseni * * *
Enchytronia parva & it *
Enchytronia pratensis * * *
Fridericia bulboides i * *
Fridericia christeri * * *
Fridericia sylvatica i * *
Henlea perpusilla * * *
Marionina communis e 3 *
Summe 12 13 15
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TEXTE Bewertung der biologischen Vielfalt mittels DNA-Extraktion aus Bodenproben von BDF — Abschlussbericht

B.2.21 TRO: Trochtelfingen, Baden-Wiirttemberg

Abbildung 99: UpSet-Diagramm, das die Anzahl der Enchytraeidenarten zeigt, die gemeinsam und
ausschlieBlich durch morphologische Bestimmung (morph.), durch COl comDNA (c-
COl)- und durch COI eDNA-Metabarcoding (e-COIl) in der TRO-Probenahmestelle
identifiziert wurden

15 ~

10 4

Anzahl der Uberschneidungen

morph. L] [
c-Col

e-COol ° I

20 15 10 5 0
SetgroRe

Quelle: eigene Darstellung, AllGenetics & Biology SL
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TEXTE Bewertung der biologischen Vielfalt mittels DNA-Extraktion aus Bodenproben von BDF — Abschlussbericht

Tabelle 108:  Enchytraeidenarten, die gemeinsam und ausschlieBlich durch morphologische Be-
stimmung, durch comDNA- und durch eDNA-Metabarcoding in der TRO-Probenah-
mestelle identifiziert wurden

Spezies morph. | comDNA | eDNA
Enchytraeus buchholzi * * *
Enchytraeus bulbosus * * *
Enchytraeus lacteus * * *
Enchytraeus sp. (NPAU) * *
Enchytraeus sp. (SPEF) * *
Enchytronia christenseni w * *
Fridericia bisetosa *
Fridericia bulboides S * *
Fridericia christeri * * *
Fridericia deformis & * *
Fridericia dura *
Fridericia galba g * *
Fridericia isseli * * *
Fridericia paroniana v * *
Fridericia ratzeli * *

Fridericia semisetosa * *
Fridericia singula *

Fridericia sp. (2TRO) i * *
Fridericia sp. (NTRO) * * *
Fridericia sylvatica *
Henlea perpusilla * * *
Marionina argentea *
Marionina communis * * *
Marionina mendax D

Summe 17 18 21
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TEXTE Bewertung der biologischen Vielfalt mittels DNA-Extraktion aus Bodenproben von BDF — Abschlussbericht

B.2.22 WBU: Wachterbuche (Monschau), Nordrhein-Westfalen

Abbildung 100: UpSet-Diagramm, das die Anzahl der Enchytraeidenarten zeigt, die gemeinsam und
ausschlieBlich durch morphologische Bestimmung (morph.), durch COl comDNA (c-
COl)- und durch COI eDNA-Metabarcoding (e-COl) in der WBU-Probenahmestelle
identifiziert wurden
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Quelle: eigene Darstellung, AllGenetics & Biology SL
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TEXTE Bewertung der biologischen Vielfalt mittels DNA-Extraktion aus Bodenproben von BDF — Abschlussbericht

Tabelle 109:  Enchytraeidenarten, die gemeinsam und ausschlieBlich durch morphologische Be-
stimmung, durch comDNA- und durch eDNA-Metabarcoding in der WBU-Probenah-
mestelle identifiziert wurden

Spezies morph. | comDNA | eDNA
Achaeta aberrans *
Achaeta abulba * * *
Achaeta affinis * * *
Achaeta camerani @ * *
Buchholzia appendiculata * * *
Cognettia chlorophila * * *
Cognettia cognettii * * *
Enchytraeus buchholzi * *
Enchytraeus norvegicus *

Enchytronia parva i * *
Enchytronia pygmaea *
Enchytronia sp. (TENU) o *
Fridericia benti *
Fridericia striata * * *
Marionina clavata * *
Mesenchytraeus armatus 5 * *
Mesenchytraeus glandulosus * * *
Oconnorella cambrensis < * *
Stercutus niveus *
Summe 13 13 18
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TEXTE Bewertung der biologischen Vielfalt mittels DNA-Extraktion aus Bodenproben von BDF — Abschlussbericht

B.2.23 WOL: Wolferschwenda, Thiiringen

Abbildung 101: UpSet-Diagramm, das die Anzahl der Enchytraeidenarten zeigt, die gemeinsam und
ausschlieBlich durch morphologische Bestimmung (morph.), durch COl comDNA (c-
COl)- und durch COI eDNA-Metabarcoding (e-COIl) in der WOL-Probenahmestelle
identifiziert wurden
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Quelle: eigene Darstellung, AllGenetics & Biology SL

Tabelle 110:  Enchytraeidenarten, die gemeinsam und ausschlieBlich durch morphologische Be-
stimmung, durch comDNA- und durch eDNA-Metabarcoding in der WOL-Probenah-
mestelle identifiziert wurden

Spezies

Achaeta dffinis
Achaeta iberica
Enchytraeus buchholzi
Enchytraeus bulbosus
Fridericia bulboides
Fridericia christeri
Fridericia sylvatica
Henlea ventriculosa

Summe

morph.

*

comDNA

*

eDNA
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TEXTE Bewertung der biologischen Vielfalt mittels DNA-Extraktion aus Bodenproben von BDF — Abschlussbericht

B.2.24 ZEC: Zeckerin, Brandenburg

Abbildung 102: UpSet-Diagramm, das die Anzahl der Enchytraeidenarten zeigt, die gemeinsam und
ausschlieBlich durch morphologische Bestimmung (morph.), durch COl comDNA (c-
COl)- und durch COI eDNA-Metabarcoding (e-COl) in der ZEC-Probenahmestelle
identifiziert wurden
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Quelle: eigene Darstellung, AllGenetics & Biology SL
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TEXTE Bewertung der biologischen Vielfalt mittels DNA-Extraktion aus Bodenproben von BDF — Abschlussbericht

Tabelle 111:  Enchytraeidenarten, die gemeinsam und ausschlieBlich durch morphologische Be-
stimmung, durch comDNA- und durch eDNA-Metabarcoding in der ZEC-Probenah-
mestelle identifiziert wurden

Spezies morph. | comDNA | eDNA
Achaeta pannonica *
Buchholzia appendiculata e * *
Buchholzia sp. (BNBN) * *
Enchytraeus buchholzi @ * *
Enchytraeus dichaetus * * *
Enchytraeus lacteus *

Fridericia benti *
Fridericia bisetosa * * *
Fridericia bulboides * * *
Fridericia christeri 3 * *
Fridericia connata * * *
Fridericia deformis i

Fridericia dura *
Fridericia galba &

Fridericia granosa * *
Fridericia lenta G * *
Fridericia maculata * * *
Fridericia nix *

Fridericia paroniana * * *
Fridericia perrieri B * *
Fridericia ratzeli * * *
Fridericia schmelzi * * *
Hemifridericia parva * * *
Henlea perpusilla g * *
Henlea ventriculosa * * *
Marionina communis & * *
Marionina deminuta * *
Marionina mendax it

Summe 23 20 22
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TEXTE Bewertung der biologischen Vielfalt mittels DNA-Extraktion aus Bodenproben von BDF — Abschlussbericht

B.2.25 ZIN: Zingst, Mecklenburg-Vorpommern

Abbildung 103: UpSet-Diagramm, das die Anzahl der Enchytraeidenarten zeigt, die gemeinsam und
ausschlieBlich durch morphologische Bestimmung (morph.), durch COl comDNA (c-
COl)- und durch COI eDNA-Metabarcoding (e-COIl) in der ZIN-Probenahmestelle
identifiziert wurden
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Quelle: eigene Darstellung, AllGenetics & Biology SL
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TEXTE Bewertung der biologischen Vielfalt mittels DNA-Extraktion aus Bodenproben von BDF — Abschlussbericht

Tabelle 112:  Enchytraeidenarten, die gemeinsam und ausschlieBlich durch morphologische Be-
stimmung, durch comDNA- und durch eDNA-Metabarcoding in der ZIN-Probenah-
mestelle identifiziert wurden

Spezies morph. | comDNA | eDNA
Achaeta affinis *
Bryodrilus parvus *
Buchholzia appendiculata * * *
Cognettia chlorophila * * *
Cognettia varisetosa * * *
Enchytraeus buchholzi * * *
Fridericia bulboides N * *
Fridericia cylindrica S * *
Fridericia dura * * *
Fridericia paroniana *
Fridericia ratzeli * * *
Hemifridericia parva *

Henlea perpusilla * * *
Henlea ventriculosa i * *
Marionina communis * * *
Summe 11 12 14
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TEXTE Bewertung der biologischen Vielfalt mittels DNA-Extraktion aus Bodenproben von BDF — Abschlussbericht

B.3 Collembolen

B.3.1 ALM: Almesbach Stallkoppel (Weiden i.d. Oberpfalz), Bayern

Abbildung 104: UpSet-Diagramm, das die Anzahl der Collembolenarten zeigt, die gemeinsam und
ausschlieBlich durch morphologische Bestimmung (Morph), durch COl comDNA und
durch COl eDNA-Metabarcoding in der ALM-Probenahmestelle identifiziert wurden
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TEXTE Bewertung der biologischen Vielfalt mittels DNA-Extraktion aus Bodenproben von BDF — Abschlussbericht

Tabelle 113:  Collembolenarten, die gemeinsam und ausschlieBlich durch morphologische Be-
stimmung, durch comDNA- und durch eDNA-Metabarcoding in der ALM-Probenah-
mestelle identifiziert wurden

Spezies Morph. | comDNA | eDNA
Deuterosminthurus bicinctus *
Dicranocentrus gaoligongensis *
Entomobrya clitellaria *
Entomobrya gisini *
Folsomia elongata *
Folsomia quadrioculata *
Friesea claviseta *
Hemisotoma thermophila &

Isotoma anglicana *

Isotoma marionensis *
Isotoma riparia *
Isotoma viridis *
Isotomodes productus *

Lepidocyrtus cyaneus * * *
Megalothorax svalbardensis *
Mesaphorura isochaeta *

Neanura muscorum *
Parisotoma notabilis * * *
Sminthurinus aureus *
Sminthurinus elegans i &
Sphaeridia pumilis * * *
Sphyrotheca aleta *
Stenaphorura quadrispina *

Summe 8 6 16

324



TEXTE Bewertung der biologischen Vielfalt mittels DNA-Extraktion aus Bodenproben von BDF — Abschlussbericht

B.3.2 BIM: Bad Bramsted (Biméhlen), Schleswig-Holstein

Abbildung 105: UpSet-Diagramm, das die Anzahl der Collembolenarten zeigt, die gemeinsam und
ausschlieBlich durch morphologische Bestimmung (Morph), durch COl comDNA und
durch COlI eDNA-Metabarcoding in der BIM-Probenahmestelle identifiziert wurden
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TEXTE Bewertung der biologischen Vielfalt mittels DNA-Extraktion aus Bodenproben von BDF — Abschlussbericht

Tabelle 114:  Collembolenarten, die gemeinsam und ausschlieBlich durch morphologische Be-
stimmung, durch comDNA- und durch eDNA-Metabarcoding in der BIM-Probenah-
mestelle identifiziert wurden

Spezies Morph | comDNA | eDNA
Bilobella aurantiaca *
Calvatomina rossi *
Ceratophysella denticulata *
Crossodonthina laterisensillata *
Cryptopygus caecus *
Cryptopygus sverdrupi ]
Deuterosminthurus bicinctus *
Deutonura caerulescens *
Deutonura deficiens *
Entomobrya gisini *
Entomobrya nivalis *
Folsomia candida *

Folsomia quadrioculata *
Folsomia sensibilis *

Folsomia similis *
Homidia laha *
Isotoma riparia * *
Isotoma viridis *
Lepidocyrtus lanuginosus * *
Lepidocyrtus lignorum i
Megalothorax willemi *
Parisotoma ekmani v
Parisotoma notabilis * * *
Pogonognathellus flavescens &
Protaphorura cancellata *
Protaphorura fimata *
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TEXTE Bewertung der biologischen Vielfalt mittels DNA-Extraktion aus Bodenproben von BDF — Abschlussbericht

Spezies Morph | comDNA | eDNA

Pseudisotoma sensibilis *

Pseudosinella alba

Sminthurides hyogramme

Sminthurinus aureus * *
Stenaphorura denisi *
Stenaphorura quadrispina *
Tomocerina purpurithora *
Summe 4 12 22
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TEXTE Bewertung der biologischen Vielfalt mittels DNA-Extraktion aus Bodenproben von BDF — Abschlussbericht

B.3.3 BOV: Bovenden, Niedersachsen

Abbildung 106: UpSet-Diagramm, das die Anzahl der Collembolenarten zeigt, die gemeinsam und
ausschlieBlich durch morphologische Bestimmung (Morph), durch COl comDNA und
durch COlI eDNA-Metabarcoding in der BOV-Probenahmestelle identifiziert wurden
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Quelle: eigene Darstellung, Universitat Aarhus
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TEXTE Bewertung der biologischen Vielfalt mittels DNA-Extraktion aus Bodenproben von BDF — Abschlussbericht

Tabelle 115:  Collembolenarten, die gemeinsam und ausschlieBlich durch morphologische Be-
stimmung, durch comDNA- und durch eDNA-Metabarcoding in der BOV-Probenah-
mestelle identifiziert wurden

Spezies Morph. | comDNA | eDNA
Bilobella aurantiaca *
Calvatomina rossi *
Ceratophysella denticulata * * *
Cryptopygus sverdrupi *
Deuteraphorura inermis & e
Deuterosminthurus bicinctus *
Deutonura monticola *
Dicyrtomina minuta *
Entomobrya clitellaria *
Entomobrya marginata *
Entomobrya nivalis *
Folsomia quadrioculata * * *
Friesea grisea e
Homidia laha *
Isotoma riparia *
Isotomiella minor * *
Lepidocyrtus cyaneus &
Lepidocyrtus lanuginosus * *
Lepidocyrtus lignorum * *
Lipothrix lubbocki *

Megalothorax minimus *
Mesaphorura macrochaeta *

Neelus murinus *
Orchesella bifasciata *
Parisotoma notabilis * * *
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TEXTE Bewertung der biologischen Vielfalt mittels DNA-Extraktion aus Bodenproben von BDF — Abschlussbericht

Spezies Morph. | comDNA | eDNA

Pseudosinella alba * * *

Sminthurinus aureus
Sminthurinus similitortus

Sphyrotheca aleta

Supraphorura furcifera * *
Tomocerus sibiricus *
Summe 7 12 25
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TEXTE Bewertung der biologischen Vielfalt mittels DNA-Extraktion aus Bodenproben von BDF — Abschlussbericht

B.3.4 BRU: Bruchsal (Forst), Baden-Wiirttemberg

Abbildung 107: UpSet-Diagramm, das die Anzahl der Collembolenarten zeigt, die gemeinsam und
ausschlieBlich durch morphologische Bestimmung (Morph), durch COl comDNA und
durch COlI eDNA-Metabarcoding in der BRU-Probenahmestelle identifiziert wurden
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TEXTE Bewertung der biologischen Vielfalt mittels DNA-Extraktion aus Bodenproben von BDF — Abschlussbericht

Tabelle 116:  Collembolenarten, die gemeinsam und ausschlieBlich durch morphologische Be-
stimmung, durch comDNA- und durch eDNA-Metabarcoding in der BRU-Probenah-
mestelle identifiziert wurden

Spezies Morph. | comDNA | eDNA

Anurida tullbergi
Brachystomella parvula
Cryptopygus bipunctatus
Cryptopygus caecus
Deuterosminthurus bicinctus
Entomobrya atrocincta
Entomobrya marginata *
Folsomia quadrioculata
Heteromurus nitidus
Homidia laha *
Isotomiella minor
Isotomodes productus
Kaylathalia klovstadi *
Lepidocyrtus cyaneus
Megalothorax svalbardensis
Mesaphorura isochaeta
Mesaphorura macrochaeta
Parisotoma notabilis
Protaphorura armata
Pseudachorutella asigillata &
Sminthurinus aureus
Sphaeridia pumilis
Stenacidia violacea *
Tomocerus sibiricus

Summe 8 8 11
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TEXTE Bewertung der biologischen Vielfalt mittels DNA-Extraktion aus Bodenproben von BDF — Abschlussbericht

B.3.5 EUT: Wiistenfelde (Eutin), Schleswig-Holstein

Abbildung 108: UpSet-Diagramm, das die Anzahl der Collembolenarten zeigt, die gemeinsam und
ausschlieBlich durch morphologische Bestimmung (Morph), durch COl comDNA und
durch COl eDNA-Metabarcoding in der EUT-Probenahmestelle identifiziert wurden
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TEXTE Bewertung der biologischen Vielfalt mittels DNA-Extraktion aus Bodenproben von BDF — Abschlussbericht

Tabelle 117:  Collembolenarten, die gemeinsam und ausschlieBlich durch morphologische Be-
stimmung, durch comDNA- und durch eDNA-Metabarcoding in der EUT-Probenah-
mestelle identifiziert wurden

Spezies Morph. | comDNA | eDNA
Bilobella aurantiaca *
Ceratophysella armata *

Ceratophysella denticulata * * *
Crossodonthina laterisensillata *
Cryptopygus antarcticus *
Cryptopygus sverdrupi * *
Deutonura monticola *
Dicyrtomina minuta &
Dicyrtomina saundersi *
Entomobrya assuta *
Entomobrya clitellaria *
Entomobrya gisini &
Folsomia penicula *
Folsomia quadrioculata * * *
Hemisotoma thermophila *

Isotoma riparia *
Isotomiella minor * * *
Lepidocyrtus cyaneus *
Lepidocyrtus lanuginosus *
Megalothorax minimus w i
Megalothorax svalbardensis *
Mesaphorura isochaeta *

Mesaphorura macrochaeta *

Mesaphorura tenuisensillata &

Micranurida pygmaea *
Micraphorura absoloni *
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TEXTE Bewertung der biologischen Vielfalt mittels DNA-Extraktion aus Bodenproben von BDF — Abschlussbericht

Spezies Morph. | comDNA | eDNA
Neanura muscorum * *
Neelus murinus *
Orchesella flavescens *
Parisotoma notabilis * * *
Pogonognathellus flavescens *
Pogonognathellus longicornis *
Proisotoma minima *

Protaphorura armata *

Protaphorura pseudovanderdrifti * *
Protaphorura subarmata &

Pseudosinella alba * * *
Sminthurides hyogramme *
Sminthurinus aureus *
Supraphorura furcifera &

Tomocerina purpurithora *
Willemia denisi *
Summe 14 9 33
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TEXTE Bewertung der biologischen Vielfalt mittels DNA-Extraktion aus Bodenproben von BDF — Abschlussbericht

B.3.6 FIS: Fichte Siid (Monschau), Nordrhein-Westfalen

Abbildung 109: UpSet-Diagramm, das die Anzahl der Collembolenarten zeigt, die gemeinsam und
ausschlieBlich durch morphologische Bestimmung (Morph), durch COl comDNA und
durch COlI eDNA-Metabarcoding in der FIS-Probenahmestelle identifiziert wurden
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TEXTE Bewertung der biologischen Vielfalt mittels DNA-Extraktion aus Bodenproben von BDF — Abschlussbericht

Tabelle 118:  Collembolenarten, die gemeinsam und ausschlieBlich durch morphologische Be-
stimmung, durch comDNA- und durch eDNA-Metabarcoding in der FIS-Probenah-
mestelle identifiziert wurden

Spezies Morph. | comDNA | eDNA
Antarctophorus subpolaris * *
Ceratophysella granulata *
Cryptopygus sverdrupi *
Deutonura decolorata *
Deutonura monticola *
Deutonura vallespirensis *
Dicyrtomina ornata *
Entomobrya gisini &
Entomobrya multifasciata * *
Folsomia candida *
Folsomia penicula * *
Folsomia quadrioculata &

Friesea claviseta *

Isotoma anglicana *

Isotoma riparia *
Isotoma viridis *
Isotomiella minor * * *
Lepidocyrtus cyaneus *
Lipothrix lubbocki *

Megalothorax minimus o
Megalothorax svalbardensis *
Mesaphorura tenuisensillata *

Micranurida pygmaea *
Neanura muscorum * *
Orchesella bifasciata * *
Parisotoma notabilis * * *
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TEXTE Bewertung der biologischen Vielfalt mittels DNA-Extraktion aus Bodenproben von BDF — Abschlussbericht

Spezies Morph. | comDNA | eDNA
Pseudisotoma sensibilis * *
Pseudosinella alba *

Pseudosinella immaculata *
Pseudosinella octopunctata *

Schoettella ununguilata *

Sminthurinus aureus *
Sminthurinus elegans * *
Supraphorura furcifera * * *
Tomocerus sibiricus *

Willemia anophthalma &
Willemia denisi * *
Xenylla mediterranea *
Summe 11 13 28
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TEXTE Bewertung der biologischen Vielfalt mittels DNA-Extraktion aus Bodenproben von BDF — Abschlussbericht

B.3.7 GAL: Galgenberg (Elbingerode), Sachsen-Anhalt

Abbildung 110: UpSet-Diagramm, das die Anzahl der Collembolenarten zeigt, die gemeinsam und
ausschlieBlich durch morphologische Bestimmung (Morph), durch COl comDNA und
durch COl eDNA-Metabarcoding in der GAL-Probenahmestelle identifiziert wurden
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TEXTE Bewertung der biologischen Vielfalt mittels DNA-Extraktion aus Bodenproben von BDF — Abschlussbericht

Tabelle 119:  Collembolenarten, die gemeinsam und ausschlieBlich durch morphologische Be-
stimmung, durch comDNA- und durch eDNA-Metabarcoding in der GAL-Probenah-
mestelle identifiziert wurden

Spezies Morph. | comDNA | eDNA
Antarctophorus subpolaris *
Cryptopygus caecus *

Desoria hiemalis *

Desoria violacea * *

Folsomia quadrioculata *

Isotoma anglicana *

Isotoma viridis *
Lepidocyrtus lanuginosus &
Metaphorura affinis * *
Paratullbergia callipygus *

Parisotoma notabilis * *
Protaphorura armata *
Sminthurinus aureus *

Summe 7 9 0
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TEXTE Bewertung der biologischen Vielfalt mittels DNA-Extraktion aus Bodenproben von BDF — Abschlussbericht

B.3.8 KAN: Kandel/Schaidt, Rheinland-Pfalz

Abbildung 111: UpSet-Diagramm, das die Anzahl der Collembolenarten zeigt, die gemeinsam und
ausschlieBlich durch morphologische Bestimmung (Morph), durch COl comDNA und
durch COlI eDNA-Metabarcoding in der KAN-Probenahmestelle identifiziert wurden
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TEXTE Bewertung der biologischen Vielfalt mittels DNA-Extraktion aus Bodenproben von BDF — Abschlussbericht

Tabelle 120: Collembolenarten, die gemeinsam und ausschlieBlich durch morphologische Be-
stimmung, durch comDNA- und durch eDNA-Metabarcoding in der KAN-Probenah-
mestelle identifiziert wurden

Spezies Morph. | comDNA | eDNA
Arrhopalites caecus *

Arrhopalites pygmaeus *

Bilobella braunerae *
Ceratophysella denticulata * *
Cryptopygus sverdrupi *
Deutonura monticola *
Dicyrtomina ornata *
Entomobrya assuta &
Entomobrya atrocincta *
Entomobrya gisini *
Folsomia penicula * *
Folsomia quadrioculata &

Friesea claviseta *
Friesea truncata *

Gisinianus flammeolus *
Isotoma riparia * *
Isotomiella minor * *
Lepidocyrtus cyaneus *
Megalothorax minimus * *
Megalothorax svalbardensis <
Mesaphorura isochaeta *

Neanura muscorum * * *
Orchesella cincta *
Parisotoma notabilis * * *
Pogonognathellus longicornis *
Protaphorura armata * * *
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TEXTE Bewertung der biologischen Vielfalt mittels DNA-Extraktion aus Bodenproben von BDF — Abschlussbericht

Spezies Morph. | comDNA | eDNA
Pseudosinella alba *

Sminthurinus aureus * *
Sphaeridia pumilis *

Supraphorura furcifera *

Tomocerina purpurithora *
Tomocerus minor *

Willemia denisi * *
Xenylla mediterranea *
Summe 15 8 24
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TEXTE Bewertung der biologischen Vielfalt mittels DNA-Extraktion aus Bodenproben von BDF — Abschlussbericht

B.3.9 KLK: Klein-Krauscha (NeiBeaue), Sachsen

Abbildung 112: UpSet-Diagramm, das die Anzahl der Collembolenarten zeigt, die gemeinsam und
ausschlieBlich durch morphologische Bestimmung (Morph), durch COl comDNA und
durch COlI eDNA-Metabarcoding in der KLK-Probenahmestelle identifiziert wurden
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Quelle: eigene Darstellung, Universitat Aarhus
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TEXTE Bewertung der biologischen Vielfalt mittels DNA-Extraktion aus Bodenproben von BDF — Abschlussbericht

Tabelle 121:  Collembolenarten, die gemeinsam und ausschlieBlich durch morphologische Be-
stimmung, durch comDNA- und durch eDNA-Metabarcoding in der KLK-Probenah-
mestelle identifiziert wurden

Spezies Morph. | comDNA | eDNA
Brachystomella parvula * *
Crossodonthina laterisensillata *
Dicyrtoma atra *
Dicyrtomina minuta *
Entomobrya gisini *
Entomobrya marginata *
Entomobrya multifasciata *
Folsomia candida *

Friesea ladeiroi *

Gressittacantha terranova <
Hemisotoma thermophila *

Isotoma marionensis *
Isotoma viridis *
Lepidocyrtus lanuginosus *
Lepidocyrtus lignorum *
Mesaphorura yosii *

Neanura muscorum *
Orchesella cincta *
Parisotoma notabilis * *
Protaphorura aurantiaca *
Seira nicoya *
Sminthurinus aureus *
Sminthurinus elegans *
Sphyrotheca aleta <
Xenylla mediterranea *
Summe 5 2 20
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TEXTE Bewertung der biologischen Vielfalt mittels DNA-Extraktion aus Bodenproben von BDF — Abschlussbericht

B.3.10 LIS: Saarlouis-Lisdorf, Saarland

Abbildung 113: UpSet-Diagramm, das die Anzahl der Collembolenarten zeigt, die gemeinsam und
ausschlieBlich durch morphologische Bestimmung (Morph), durch COl comDNA und
durch COlI eDNA-Metabarcoding in der LIS-Probenahmestelle identifiziert wurden
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Quelle: eigene Darstellung, Universitat Aarhus
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TEXTE Bewertung der biologischen Vielfalt mittels DNA-Extraktion aus Bodenproben von BDF — Abschlussbericht

Tabelle 122:  Collembolenarten, die gemeinsam und ausschlieBlich durch morphologische Be-
stimmung, durch comDNA- und durch eDNA-Metabarcoding in der LIS-Probenah-
mestelle identifiziert wurden

Spezies Morph. | comDNA | eDNA
Anurophorus palearcticus *
Deutonura monticola *
Entomobrya gisini *
Folsomia inoculata *

Folsomia quadrioculata *
Heteromurus major *

Homidia phjongjangica *
Isotoma viridis * *
Isotomurus palustris *
Lepidocyrtus violaceus *

Parisotoma notabilis * * *
Pseudanurophorus quadrioculatus &

Pseudosinella alba *

Sminthurinus aureus *
Willowsia nigromaculata *
Summe 5 4 9
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TEXTE Bewertung der biologischen Vielfalt mittels DNA-Extraktion aus Bodenproben von BDF — Abschlussbericht

B.3.11 MER: Merzalben, Rheinland-Pfalz

Abbildung 114: UpSet-Diagramm, das die Anzahl der Collembolenarten zeigt, die gemeinsam und
ausschlieBlich durch morphologische Bestimmung (Morph), durch COl comDNA und
durch COlI eDNA-Metabarcoding in der MER-Probenahmestelle identifiziert wurden
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Quelle: eigene Darstellung, Universitat Aarhus

348



TEXTE Bewertung der biologischen Vielfalt mittels DNA-Extraktion aus Bodenproben von BDF — Abschlussbericht

Tabelle 123:  Collembolenarten, die gemeinsam und ausschlieBlich durch morphologische Be-
stimmung, durch comDNA- und durch eDNA-Metabarcoding in der MER-Probenah-
mestelle identifiziert wurden

Spezies Morph. | comDNA | eDNA
Antarctophorus subpolaris *
Arrhopalites caecus *

Arrhopalites pygmaeus *

Ceratophysella denticulata * *
Cryptopygus antarcticus *
Dicyrtomina minuta *
Dicyrtomina ornata *
Entomobrya assuta &
Entomobrya gisini *
Folsomia quadrioculata *

Friesea claviseta * *
Friesea truncata *

Gisinianus flammeolus *
Heteromurus nitidus *
Homidia sinensis *
Isotoma anglicana *

Isotoma riparia *
Isotomiella minor * * *
Megalothorax svalbardensis *
Megalothorax willemi w
Mesaphorura macrochaeta *

Neanura muscorum * * *
Parisotoma ekmani *
Parisotoma notabilis * *
Protaphorura armata *

Protaphorura pseudovander- *

drifti
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TEXTE Bewertung der biologischen Vielfalt mittels DNA-Extraktion aus Bodenproben von BDF — Abschlussbericht

Spezies Morph. | comDNA | eDNA
Protaphorura tricampata *

Pseudanurophorus binoculatus *

Sminthurinus aureus * *
Sphyrotheca aleta *

Xenylla grisea
Xenylla tullbergi

Summe 14 7 19
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TEXTE Bewertung der biologischen Vielfalt mittels DNA-Extraktion aus Bodenproben von BDF — Abschlussbericht

B.3.12 NEU: Neuhduserfelde (Neuhaus), Niedersachsen

Abbildung 115: UpSet-Diagramm, das die Anzahl der Collembolenarten zeigt, die gemeinsam und
ausschlieBlich durch morphologische Bestimmung (Morph), durch COl comDNA und
durch COlI eDNA-Metabarcoding in der NEU-Probenahmestelle identifiziert wurden
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TEXTE Bewertung der biologischen Vielfalt mittels DNA-Extraktion aus Bodenproben von BDF — Abschlussbericht

Tabelle 124:  Collembolenarten, die gemeinsam und ausschlieBlich durch morphologische Be-
stimmung, durch comDNA- und durch eDNA-Metabarcoding in der NEU-Probenah-
mestelle identifiziert wurden

Spezies Morph. | comDNA | eDNA
Bilobella aurantiaca *
Cryptopygus sverdrupi *
Desoria gracilliseta *
Deutonura monticola *
Entomobrya atrocincta *
Entomobrya gisini *
Folsomia similis *
Hemisotoma thermophila &

Heteromurus nitidus *
Homidia phjongjangica *
Isotoma marionensis *
Isotoma viridis *
Isotomurus fucicolus *
Isotomurus plumosus *
Lepidocyrtus cyaneus *

Megalothorax nigropunctatus *
Megalothorax willemi * *
Orchesellides sinensis *
Parisotoma notabilis * * *
Sminthurinus aureus *
Sminthurinus elegans *
Tomocerina purpurithora *
Summe 3 3 19
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B.3.13 PAU: Paulinenaue, Brandenburg

Abbildung 116: UpSet-Diagramm, das die Anzahl der Collembolenarten zeigt, die gemeinsam und
ausschlieBlich durch morphologische Bestimmung (Morph), durch COl comDNA und
durch COlI eDNA-Metabarcoding in der PAU-Probenahmestelle identifiziert wurden

20

20+

C 15'
()
()]
o C
S
©7T
§E

E 3 104
<2
(D)
O
D

5_

1 1
0
comDNA . '
Morph .
eDNA . 3

20 15 10 5 0
Set Grole

Quelle: eigene Darstellung, Universitat Aarhus

Tabelle 125:  Collembolenarten, die gemeinsam und ausschlieBlich durch morphologische Be-
stimmung, durch comDNA- und durch eDNA-Metabarcoding in der PAU-Probenah-
mestelle identifiziert wurden

Spezies Morph. | comDNA | eDNA
Ceratophysella denticulata *
Cryptopygus sverdrupi S
Deuterosminthurus bicinctus *
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Spezies Morph. | comDNA | eDNA
Deutonura monticola &
Entomobrya aino *
Entomobrya gisini *
Entomobrya marginata *
Folsomia manolachei *
Heteromurus nitidus *
Homidia phjongjangica *
Isotoma anglicana *

Isotoma riparia X
Isotoma viridis * *
Isotomiella minor *

Lepidocyrtus cyaneus *
Lepidocyrtus lignorum o
Mesaphorura krausbaueri *

Mesaphorura macrochaeta *

Orchesellides sinensis *
Parisotoma notabilis *
Podura aquatica *
Pogonognathellus flavescens *
Protaphorura pseudovanderdrifti *
Pseudosinella alba *
Sminthurides signatus *

Sminthurinus aureus *
Sphaeridia pumilis *
Sphyrotheca aleta i
Willowsia nigromaculata *
Summe 5 3 22
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B.3.14 SBU: Schlegeler Buchberg (Zittau-Schlegel), Sachsen

Abbildung 117: UpSet-Diagramm, das die Anzahl der Collembolenarten zeigt, die gemeinsam und
ausschlieBlich durch morphologische Bestimmung (Morph), durch COl comDNA und
durch COlI eDNA-Metabarcoding in der SBU-Probenahmestelle identifiziert wurden

15+

_Anzahl der
Uberschneidungen
S

0_

comDNA g

Morph .

eDNA . d

20 15 10 5 0
Set Grole

Quelle: eigene Darstellung, Universitat Aarhus

Tabelle 126:  Collembolenarten, die gemeinsam und ausschlieBlich durch morphologische Be-
stimmung, durch comDNA- und durch eDNA-Metabarcoding in der SBU-Probenah-
mestelle identifiziert wurden

Spezies Morph. | comDNA | eDNA
Ceratophysella denisana *
Ceratophysella sigillata * *
Cryptopygus caecus *
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Spezies Morph. | comDNA | eDNA
Cryptopygus tricuspis &
Deuterosminthurus sulphureus *
Deutonura monticola *
Dicyrtoma atra *
Dicyrtomina minuta *
Entomobrya clitellaria *
Entomobrya gisini *
Entomobrya nivalis *
Folsomia elongata W
Folsomia quadrioculata * *

Homidia laha *
Isotoma riparia *
Isotomiella minor * *
Isotomurus stuxbergi * *
Lepidocyrtus cyaneus * *
Lepidocyrtus lignorum *

Lipothrix lubbocki &

Parisotoma notabilis * * *
Pseudosinella alba *

Sminthurinus aureus *
Sminthurinus elegans *
Sminthurinus similitortus *
Sphyrotheca aleta *
Summe 7 4 22
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B.3.15 SHG: Schwanheim Il (Kelsterbach), Hessen

Abbildung 118: UpSet-Diagramm, das die Anzahl der Collembolenarten zeigt, die gemeinsam und
ausschlieBlich durch morphologische Bestimmung (Morph), durch COl comDNA und
durch COlI eDNA-Metabarcoding in der SHG-Probenahmestelle identifiziert wurden
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Quelle: eigene Darstellung, Universitat Aarhus

Tabelle 127:  Collembolenarten, die gemeinsam und ausschlieBlich durch morphologische Be-
stimmung, durch comDNA- und durch eDNA-Metabarcoding in der SWG-Probenah-
mestelle identifiziert wurden

Spezies Morph. | comDNA | eDNA
Anurida tullbergi *
Anurophorus palearcticus *
Arrhopalites caecus *
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Spezies Morph. | comDNA | eDNA
Cryptopygus bipunctatus &

Cryptopygus sverdrupi *
Cryptopygus tricuspis *
Deuterosminthurus bicinctus *
Dicyrtoma fusca *
Dicyrtomina fusca *

Dicyrtomina minuta *

Dicyrtomina ornata *

Entomobrya gisini W
Entomobrya nivalis *
Folsomia quadrioculata *
Hypogastrura burkilli *
Isotoma riparia &
Isotoma viridis *
Isotomiella minor *

Lepidocyrtus lanuginosus *
Lepidocyrtus paradoxus &
Neanura muscorum *
Orchesellides sinensis *
Parisotoma notabilis * * *
Pseudosinella alba * * *
Pseudosinella octopunctata *

Sminthurinus aureus *
Tomocerus sibiricus *

Summe 9 4 18
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B.3.16 SHW: Schwanheim 1 (Kelsterbach), Hessen

Abbildung 119: UpSet-Diagramm, das die Anzahl der Collembolenarten zeigt, die gemeinsam und
ausschlieBlich durch morphologische Bestimmung (Morph), durch COl comDNA und
durch COlI eDNA-Metabarcoding in der SHW-Probenahmestelle identifiziert wurden
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Quelle: eigene Darstellung, Universitat Aarhus
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Tabelle 128:  Collembolenarten, die gemeinsam und ausschlieBlich durch morphologische Be-
stimmung, durch comDNA- und durch eDNA-Metabarcoding in der SWW-Probenah-
mestelle identifiziert wurden

Spezies Morph. | comDNA | eDNA
Antarcticinella monoculata *
Crossodonthina laterisensillata *
Cryptopygus antarcticus *
Cryptopygus sverdrupi * *
Deuterosminthurus bicinctus *
Deutonura deficiens *
Deutonura monticola *
Dicyrtomina ornata &
Entomobrya gisini *
Entomobrya multifasciata *
Entomobrya nivalis *
Folsomia quadrioculata & &
Gisinianus flammeolus *
Homidia laha *
Homidia socia *
Isotoma riparia * *
Lepidocyrtus lanuginosus *
Lepidocyrtus lignorum * *
Megalothorax minimus *
Metaphorura affinis <

Neanura muscorum *
Orchesella bifasciata *
Orchesella cincta *
Paratullbergia callipygus i

Parisotoma notabilis * * *
Paronellides praefectus *
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Spezies Morph. | comDNA | eDNA
Podura aquatica *
Pseudisotoma sensibilis *
Pseudosinella alba * * *
Pseudosinella octopunctata *
Sminthurinus aureus * *
Sminthurinus elegans *
Summe 6 5 30
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B.3.17 SLT: Siilstorf, Mecklenburg-Vorpommern

Abbildung 120: UpSet-Diagramm, das die Anzahl der Collembolenarten zeigt, die gemeinsam und
ausschlieBlich durch morphologische Bestimmung (Morph), durch COl comDNA und
durch COlI eDNA-Metabarcoding in der SLT-Probenahmestelle identifiziert wurden
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Quelle: eigene Darstellung, Universitat Aarhus

Tabelle 129:  Collembolenarten, die gemeinsam und ausschlieB8lich durch morphologische Be-
stimmung, durch comDNA- und durch eDNA-Metabarcoding in der SLT-Probenah-
mestelle identifiziert wurden

Spezies Morph. | comDNA | eDNA
Anurophorus palearcticus *
Brachystomella parvula * * *
Ceratophysella denticulata *
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Spezies Morph. | comDNA | eDNA
Deutonura monticola *
Entomobrya aino *
Entomobrya albocincta *

Entomobrya marginata *
Entomobrya nivalis *
Folsomia candida *

Folsomia manolachei *
Folsomia similis *
Hemisotoma thermophila W

Heteromurus nitidus *
Hypogastrura papillata *

Hypogastrura vernalis *

Isotoma anglicana &

Isotoma marionensis *
Isotoma riparia *
Isotoma viridis *
Isotomodes productus &

Lepidocyrtus cyaneus *
Lepidocyrtus lignorum *
Mesaphorura critica *

Mesaphorura macrochaeta *

Parisotoma ekmani *
Parisotoma notabilis * *
Sminthurinus aureus *
Sphaeridia pumilis W

Sphyrotheca aleta *
Stenacidia violacea * *
Summe 9 6 19
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B.3.18 TRO: Trochtelfingen, Baden-Wiirttemberg

Abbildung 121: UpSet-Diagramm, das die Anzahl der Collembolenarten zeigt, die gemeinsam und
ausschlieBlich durch morphologische Bestimmung (Morph), durch COl comDNA und
durch COl eDNA-Metabarcoding in der TRO-Probenahmestelle identifiziert wurden
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Quelle: eigene Darstellung, Universitat Aarhus
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Tabelle 130:  Collembolenarten, die gemeinsam und ausschlieBlich durch morphologische Be-
stimmung, durch comDNA- und durch eDNA-Metabarcoding in der TRO-Probenah-
mestelle identifiziert wurden

Spezies Morph. | comDNA | eDNA
Ceratophysella sigillata *
Deuterosminthurus bicinctus *
Dicyrtoma atra *
Entomobrya gisini *
Entomobrya marginata *
Folsomia inoculata *

Folsomia quadrioculata *

Friesea truncata *

Homidia phjongjangica *
Homidia sinensis *
Isotoma viridis *
Isotomiella minor *

Isotomurus fucicolus *
Lepidocyrtus cyaneus *

Mesaphorura macrochaeta *

Orchesellides sinensis *
Parisotoma notabilis * * *
Pogonognathellus longicornis *
Protaphorura armata *

Sphyrotheca aleta w
Stenaphorura denisi * *
Stenaphorura quadrispina *

Xenylla mediterranea *
Summe 10 2 14
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B.3.19 WBU: Wachterbuche (Monschau), Nordrhein-Westfalen

Abbildung 122: UpSet-Diagramm, das die Anzahl der Collembolenarten zeigt, die gemeinsam und
ausschlieBlich durch morphologische Bestimmung (Morph), durch COl comDNA und
durch COlI eDNA-Metabarcoding in der WBU-Probenahmestelle identifiziert wurden
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Tabelle 131:  Collembolenarten, die gemeinsam und ausschlieBlich durch morphologische Be-
stimmung, durch comDNA- und durch eDNA-Metabarcoding in der WBU-Probenah-
mestelle identifiziert wurden

Spezies Morph. | comDNA | eDNA
Arrhopalites caecus *

Arrhopalites pygmaeus *

Ceratophysella gibbosa * *
Cryptopygus antarcticus *
Cryptopygus sverdrupi *
Deutonura deficiens *
Dicyrtomina minuta *
Dicyrtomina ornata & & &
Entomobrya atrocincta *
Entomobrya clitellaria *
Folsomia inoculata *

Folsomia penicula & &
Folsomia quadrioculata *

Friesea claviseta * *
Friesea truncata *

Isotomiella minor * * *
Megalothorax minimus *
Mesaphorura macrochaeta *

Micranurida pygmaea *
Neanura muscorum * *
Neelus murinus *
Parisotoma notabilis * * *
Pogonognathellus flavescens *
Protaphorura armata & &
Pseudosinella alba *

Schaeferia willemi *
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Spezies Morph. | comDNA | eDNA
Sminthurinus aureus *
Supraphorura furcifera * *
Tomocerus minor *

Willemia denisi *
Xenyllodes armatus *

Summe 13 9 21
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B.3.20 WOL: Wolferschwenda, Thiiringen

Abbildung 123: UpSet-Diagramm, das die Anzahl der Collembolenarten zeigt, die gemeinsam und
ausschlieBlich durch morphologische Bestimmung (Morph), durch COl comDNA und
durch COlI eDNA-Metabarcoding in der WOL-Probenahmestelle identifiziert wurden
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Quelle: eigene Darstellung, Universitat Aarhus
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Tabelle 132:  Collembolenarten, die gemeinsam und ausschlieBlich durch morphologische Be-
stimmung, durch comDNA- und durch eDNA-Metabarcoding in der WOL-Probenah-
mestelle identifiziert wurden

Spezies Morph. | comDNA | eDNA
Cryptopygus sverdrupi *
Deutonura deficiens *
Deutonura monticola *
Dicyrtomina minuta *
Dicyrtomina saundersi *
Entomobrya gisini *
Entomobrya multifasciata *
Entomobrya nivalis &
Folsomia candida *

Friesea claviseta *
Homidia laha *
Isotoma riparia &
Isotoma viridis *
Isotomiella minor * *
Lepidocyrtus cyaneus * *
Megalothorax nigropunctatus *
Parisotoma notabilis * * *
Pogonognathellus flavescens *
Pseudosinella alba * * *
Pseudosinella immaculata *
Sminthurinus elegans *
Willowsia nigromaculata * *
Summe 4 4 21
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B.3.21 ZEC: Zeckerin, Brandenburg

Abbildung 124: UpSet-Diagramm, das die Anzahl der Collembolenarten zeigt, die gemeinsam und
ausschlieBlich durch morphologische Bestimmung (Morph), durch COl comDNA und
durch COlI eDNA-Metabarcoding in der ZEC-Probenahmestelle identifiziert wurden
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Quelle: eigene Darstellung, Universitat Aarhus

Tabelle 133:  Collembolenarten, die gemeinsam und ausschlieBlich durch morphologische Be-
stimmung, durch comDNA- und durch eDNA-Metabarcoding in der ZEC-Probenah-
mestelle identifiziert wurden

Spezies Morph. | comDNA | eDNA
Crossodonthina laterisensillata *
Cryptopygus sverdrupi &
Deuterosminthurus bicinctus *
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Spezies Morph. | comDNA | eDNA
Deutonura decolorata *
Entomobrya atrocincta *
Entomobrya clitellaria *
Entomobrya marginata *
Folsomia candida *

Folsomia inoculata *

Friesea claviseta *

Friesea truncata *

Hemisotoma thermophila &

Homidia phjongjangica *
Isotoma riparia *
Isotoma viridis *
Isotomiella minor *

Lepidocyrtus arrabonicus *
Lepidocyrtus cyaneus * *
Lepidocyrtus lanuginosus *
Lepidocyrtus paradoxus & &
Lepidocyrtus violaceus *

Parisotoma notabilis * * *
Sminthurinus aureus *
Sminthurus viridis *
Stenaphorura quadrispina *

Tomocerus nigrus *
Summe 9 6 15
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B.3.22 ZIN: Zingst, Mecklenburg-Vorpommern

Abbildung 125: UpSet-Diagramm, das die Anzahl der Collembolenarten zeigt, die gemeinsam und
ausschlieBlich durch morphologische Bestimmung (Morph), durch COl comDNA und
durch COlI eDNA-Metabarcoding in der ZIN-Probenahmestelle identifiziert wurden
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Tabelle 134:  Collembolenarten, die gemeinsam und ausschlieBlich durch morphologische Be-
stimmung, durch comDNA- und durch eDNA-Metabarcoding in der ZIN-Probenah-
mestelle identifiziert wurden

Spezies Morph. | comDNA | eDNA
Calvatomina rossi *
Ceratophysella denticulata *
Dicyrtomina minuta *
Entomobrya assuta *
Entomobrya clitellaria *
Folsomia quadrioculata *
Hemisotoma thermophila *

Heteromurus nitidus *
Hypogastrura papillata *

Isotoma anglicana *

Isotoma viridis * *
Lepidocyrtus cyaneus & & &
Megalothorax minimus *
Parisotoma notabilis * * *
Sminthurinus aureus *
Sphaeridia pumilis *

Tomocerus nigrus *
Xenylla mediterranea *
Summe 6 3 14
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