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Hintergrund, Motivation und Ziel

Zusammenfassung und Handlungsempfehlungen

Mit der vorliegenden Handlungsempfehlung werden die Herausforderungen und Optionen
des standardisierten Einsatzes von DNA-Metabarcoding im behordlichen Natur- und Umwelt-
schutz analysiert und bewertet. Basierend darauf werden konkrete Losungsoptionen fir die
Standardisierung und Qualitatssicherung sowie die dafiir erforderlichen Schritte dargestellt.
Die Handlungsempfehlung fasst die Ergebnisse der Veranstaltung , DNA-basierte Biodiversi-
tatsanalysen im Natur- und Umweltschutz: Welche Optionen haben wir fiir eine Standardisie-
rung?“ zusammen, die vom Bundesamt flir Naturschutz (BfN) gemeinsam mit dem Fachbe-
reich Biodiversitdt der VDI-Gesellschaft Technologies of Life Sciences (VDI-TLS) vom 1.-3. Juni
2022 im Kloster Schontal durchgefiihrt wurde (Abb. 1).

SALVE:OBERNARDE FIE, |
TSV LACTENS &KMARIAE.

Abb. 1: Teilnehmende der Veranstaltung ,DNA-basierte Biodiversitatsanalysen im Natur- und Um-
weltschutz: Welche Optionen haben wir fiir eine Standardisierung?” in Kloster Schontal.
(© Woppowa, VDI)

Die Handlungsempfehlungen richten sich an politische Entscheidungstrdager*innen im Natur-
und Umweltschutz, die behoérdliche Umweltbeobachtung sowie Fachleute des DNA-Metabar-
codings und des Umwelt- und Biodiversitatsmonitorings.
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Handlungsempfehlungen

Es ist jetzt Zeit zu handeln: Behérden diskutieren das DNA-Metabarcoding als komplemen-
tare Methode fiir das Biodiversitatsmonitoring. Fiir vergleichbare und reproduzierbare Ar-
tenlisten werden technische Mindeststandards sowie eine Qualitatssicherung von Probe-
nahme bis zur erstellten Artenliste benétigt.

Eine essentielle Voraussetzung fiir die Nutzung von DNA-Metabarcoding im behordlichen
Routinebetrieb ist der regelmaRige Austausch benannter Fachleute fiir die Planung und
Umsetzung der DNA-basierten Monitoringprogramme, die Laboruntersuchungen sowie
die Bewertung und Berichterstattung. Dazu gehodren auch eine eindeutige Terminologie,
die Standardisierung auf nationalem (DIN oder VDI) und internationalem Level (CEN oder
ISO) sowie eine enge Abstimmung mit anderen Staaten. Letzteres ist Voraussetzung fir die
internationale Anerkennung der Verfahren und die Vergleichbarkeit der Daten.

Die etablierten Probenahmen der Monitoringprogramme miissen angepasst oder erwei-
tert werden, um DNA-Metabarcoding-Untersuchungen zu erméglichen. Die sichere Zuwei-
sung der Artnamen erfordert qualitatsgesicherte, offentliche Referenzdatenbanken, die
stufenweise erweitert und von Fachleuten verfligbar gemacht werden. Ziel ist es, dadurch
mittelfristig auch bislang kaum untersuchte ,Dark Taxa“, d.h. kaum erforschte Organis-
mengruppen, zu erfassen.

Fir die Laboranalysen werden Mindeststandards fir die Qualitatssicherung kritischer Ar-
beitsabldaufe und Probentypen empfohlen. Die Qualitdtssicherung DNA-basierter Analysen
erfordert MaBnahmen auf vier Ebenen:

1. Rahmenbedingungen fiir die Art und Weise der Probenahme und den Laborbetrieb,
insbesondere mit Blick auf Dokumentation und Probenlagerung.

2. Regelmalige Eignungspriifungen der durchfiihrenden Labore durch kompetente In-
stitutionen, beispielsweise durch Ringtests.

3. Mindestanforderungen der Laboruntersuchungen durch Vorgaben fiir kritische Para-
meter wie Anzahl, Umfang und Konservierung der Proben, kontaminationsfreie Ar-
beitsweise, Anzahl der Replikate, Negativ- /Positivkontrollen sowie Sequenziertiefe.

4. Qualitatskontrolle analysierter Proben a posteriori, z.B. Giber Rickstellproben oder
Co-Analyse von Blindproben.

Es ist erforderlich, die Koordination der Qualitatssicherung zu institutionalisieren, hierfir
gibt es Erfahrungen und Beispiele anderer Messprogramme, z.B. Bund/Lander-Messpro-
gramm (BLMP) der Kisten.
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Wahrend DNA-basierte Methoden in der Forschung bereits hdufig angewandt werden, ist ein
Einsatz im behoérdlichen Kontext noch eher die Ausnahme. Fiir Behdrden des Natur- und Um-
weltschutzes stellt sich insbesondere die Frage nach dem Reifegrad DNA-basierter Methoden
fur Biodiversitatsanalysen und den dazugehodrigen Standards sowie MalRnahmen zur Quali-
tatssicherung. Dies sind entscheidende Voraussetzungen fiir die Aufnahme neuer Methoden
in Monitoringprogramme des Natur- und Umweltschutzes.

Vom 1. bis 3. Juni 2022 organisierte das Bundesamt fuir Naturschutz (BfN) gemeinsam mit dem
Fachbereich Biodiversitdt der VDI-Gesellschaft Technologies of Life Sciences (VDI-TLS) im Bil-
dungshaus Kloster Schontal einen Workshop zum Thema ,,DNA-basierte Methoden im Natur-
und Umweltschutz: Welche Optionen haben wir fiir eine Standardisierung?“.

Der Schontaler Workshop brachte Fachleute aus Forschung und Praxis zusammen, um ausge-
hend von Optionen fiir die Standardisierung DNA-basierter Methoden konkrete Forschungs-
und Handlungsschritte fiir die Praxis abzuleiten. Dabei lag der Fokus auf dem methodisch be-
reits weit entwickelten und haufig getesteten DNA-Metabarcoding (im Folgenden nur als ,Me-
tabarcoding” bezeichnet), einer Methode fiir die Erstellung von Artenlisten basierend auf
Sammelproben (,,Bulk samples”) oder Umweltproben mit DNA-Spuren der Organismen.

Der Schontaler Workshop wurde durch ein Koordinationsteam von Bundesamt fiir Natur-
schutz (BfN), VDI-Gesellschaft Technologies of Life Sciences (VDI-TLS), Umweltbundesamt
(UBA), Universitat Duisburg-Essen (UDE), Botanischer Garten und Botanisches Museum / Freie
Universitat (FU) Berlin, Senckenberg Gesellschaft fir Naturforschung Frankfurt (SGN), Univer-
sitat Trier (UT), Leibniz-Institut fiir Biodiversitatswandel (LIB), Universitat Kiel, Mitgliedern des
VDI-Fachbeirats Biodiversitat sowie Experten der Umweltbehoérde SYKE Finnland und des Na-
tionalmuseums fir Naturgeschichte Luxemburg (MNHNL) vorbereitet.

Eine empirische Basis flir die Diskussionen vor Ort lieferte eine Umfrage zur Standardisierung
DNA-basierter Verfahren, die im Vorfeld des Workshops durchgefiihrt wurde und die Antwor-
ten von Fachleuten aus Hochschulen, Forschungsinstituten, Behorden, Gutachterbiiros und
Auftragslaboren umfasste. Insgesamt nahmen 40 Expert*innen an dem Workshop teil und er-
orterten die Optionen und spezifischen Herausforderungen der Standardisierung des Meta-
barcodings mit Blick auf vier Themenfelder:

e Probenahme
e Laboranalyse
e Datenbanken
e Generelle MaRnahmen zur Qualitatssicherung in behoérdlichen Monitoringprogrammen.

Mit der vorliegenden Handlungsempfehlung werden die Optionen und Herausforderungen
des standardisierten Einsatzes von Metabarcoding im behordlichen Natur- und Umweltschutz
analysiert und bewertet. Basierend darauf werden konkrete Losungsoptionen fiir die Standar-
disierung und Qualitatssicherung sowie die dafiir erforderlichen Schritte dargestellt. Abschlie-
Rend wird die Bedeutung koordinierter transnationaler Prozesse bei der Standardisierung her-
vorgehoben und mogliche Plattformen dafiir vorgeschlagen.
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2 Bedeutung von Biodiversitatsdaten im behordlichen Natur- und
Umweltschutz, Anwendungspotenziale DNA-basierter Methoden

Seit den 1970er Jahren schafft die Umweltpolitik auf nationaler und europaischer Ebene die
gesetzlichen Grundlagen fiir den Schutz von Natur und Umwelt und die Voraussetzungen fiir
die wissenschaftliche Forschung zur Unterstiitzung ihrer Umsetzung. Langfristige Monitoring-
programme leisten einen wichtigen Beitrag zur Erflillung der Aufgaben von Bund und Landern.
Biodiversitatsdaten ermdglichen es, den Zustand der Okosysteme zu bewerten, die Griinde
fir nachteilige Veranderungen zu erkennen und MalRnahmen fiir den Schutz von Natur und
Umwelt abzuleiten. Biodiversitatsdaten sind die Grundlage wissensbasierter Politikberatung
und geben Aufschluss, ob getroffene MaRnahmen wirksam sind oder ob Bedarf fiir eine Nach-
steuerung besteht.

In Deutschland regelt das Bundesnaturschutzgesetz § 6 ,,Beobachtung von Natur und Land-
schaft” die Aufgaben von Bund und Landern, wie z.B. die Berichtspflichten fiir die EU-Richtli-
nien zum Schutz der Habitate (FFH), der Vogel (VRL), der Meere (MSRL) sowie zu invasiven
gebietsfremden Arten (IAS). Weitere Aufgaben des Bundes und der Lander ergeben sich ins-
besondere durch das umfassende Regelwerk der EU-Wasserrahmenrichtlinie (WRRL) sowie
durch das Washingtoner Artenschutziibereinkommen (CITES). Strategische Leitplanken fir die
Biodiversitatsforschung sind das Ubereinkommen {iber die biologische Vielfalt der Vereinten
Nationen (CBD), die Nationale Strategie zur Biologischen Vielfalt (NBS), die Deutsche Nachhal-
tigkeitsstrategie (DNS) sowie die Deutsche Anpassungsstrategie an den Klimawandel (DAS).
Der europdische Green Deal setzt mit der Zero Pollution Ambition und der EU-Biodiversitats-
strategie 2030 neue Impulse im Umweltschutz, indem die Okosysteme bis 2050 erholt, resili-
ent und angemessen geschiitzt sein sollen. Eine wichtige Pramisse fir Erfolge in allen Hand-
lungsfeldern sind umfassende Beobachtungsdaten fiir die Bewertung des Ist-Zustandes und
der Veranderung der Biodiversitat sowie aussagekraftige Zukunftsprognosen. Die Bedeutung
des Einsatzes neuer innovativer und leistungsfahiger Methoden in Erganzung zu den etablier-
ten klassischen Methoden nimmt dabei stetig zu. DNA-basierte Verfahren gehoren neben Fer-
nerkundung, Auswertungen akustischer Daten und automatisierter Bilderkennung (KlI) zu den
vielversprechenden Methoden, fiir die es bereits belastbare Erfahrungen und Praxisbeispiele
gibt.

Anders als Forschungsprojekte, die in der Regel lokal begrenzte Biodiversitats- und Umwelt-
daten einzelner oder weniger Jahre erheben, sind behoérdliche Monitoringprogramme fiir den
zeitlichen und raumlichen Vergleich angelegt und sind oft (iber Jahrzehnte hinweg geplant.
Flir aussagekraftige Bewertungen mussen alle Daten langfristig vergleichbar, reproduzierbar,
reprasentativ, valide und qualitatsgesichert sein. Neue Methoden werden erst dann einge-
setzt, wenn sie flr den Routinebetrieb ausreichend gepriift, in Verfahrensrichtlinien festgelegt
und mit QualitatssicherungsmalRnahmen hinterlegt sind.

Im FFH-Monitoring ist der Einsatz von DNA-basierten Methoden bereits etabliert. Verfahren
des genetischen Artenmonitorings werden z.B. zur Erfassung des Erhaltungszustandes von
Wolf, Luchs und Wildkatze sowie verschiedener Amphibien in Gewdssern genutzt. Das im Auf-
bau befindliche bundesweite Insektenmonitoring bietet ebenfalls viel Potenzial fir den Ein-
satz des Metabarcodings, z.B. bei der Analyse von Bulk-Proben flugaktiver Insekten (Malaise-
fallen, Farbschalen 0.A.), bodenlebender Kifer und Spinnen (Bodenfallen) oder xylobionter
Kafer im Wald (Kreuzfensterfallen). Da es sich beim Insektenmonitoring um ein Trendmonito-
ring handelt, werden jedoch nicht nur Nachweise der Artenzusammensetzung, sondern auch
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der jeweiligen Abundanzen benétigt, was zumindest derzeit mit Metabarcoding noch nicht
moglich ist.

Darliber hinaus befinden sich Metabarcoding-Verfahren in der Entwicklung z.B. zum Nachweis
von Inhaltsstoffen geschiitzter Pflanzen in Gemischen und stark verarbeiteten Produkten, um
den Handel mit unerlaubten Produkten aufzudecken (CITES Abkommen). AuRerdem werden
im Ressortforschungsprogramm des Bundesumweltministeriums Vorschlage fir die Verwen-
dung von Umwelt-DNA-Metabarcoding (eDNA-Metabarcoding) in Monitoringprogrammen
der WRRL (www.GeDNA.de) gefordert sowie fiir die strukturierte Erfassung DNA-basierter Ge-
wasserdaten in Forschungsdatenbanken, die den FAIR , Guiding Principles for scientific data
management” zur Datenqualitdt und -verfligbarkeit folgen, d.h. auffindbar ((f)indable), zu-
ganglich ((a)ccessible), interoperabel ((i)nteroperable) und wiederverwendbar ((r)eusable)
sind. Flr die Umweltprobenbank des Bundes entwickeln Fachleute mehrerer Forschungsinsti-
tute Verfahrensbeschreibungen fir das eDNA-Metabarcoding und andere genetische Metho-
den. Sie ermdoglichen es, Archivproben der letzten Jahrzehnte aus Meeren, Binnengewassern
und terrestrischen Lebensraumen retrospektiv zu untersuchen und so wichtige Verstandnis-
licken der Entwicklung der biologischen Vielfalt in den Okosystemen zu schlieRen
(www.TrendDNA.de). Dariiber hinaus werden genetische Methoden als neue Routineparame-
ter in das Untersuchungsprogramm der Umweltprobenbank aufgenommen. Fir ein zukinfti-
ges Boden-Biodiversitatsmonitoring werden Metabarcoding-Methoden zur Erfassung der Bio-
diversitat im Boden entwickelt und erprobt.

Diese Beispiele zeigen, dass DNA-basierte Methoden zur Erfassung der Biodiversitat ein hohes
Potenzial fiir den Natur- und Umweltschutz bieten. Die Voraussetzungen fiir ihre Verwendung
im behdrdlichen Monitoring sind, dass sie die oben dargestellten Anforderungen erfiillen und
belastbare, qualitdtsgesicherte und reproduzierbare Daten liefern. Zur Gewahrleistung einer
Vergleichbarkeit miissen vereinheitlichte Verfahren angewendet werden, die sich in der Praxis
bewahrt haben. Die Standardisierung von Metabarcoding-Methoden ist ein wichtiger Schritt,
um dies zu gewahrleisten.

Zusammenfassung

e Fiir das behordliche Umweltmonitoring sind Langzeitdaten zur Biodiversitat fir die Be-
wertung des Ist-Zustandes und der Verdanderungen von grofRer Bedeutung.

e Daten missen langfristig reprasentativ, vergleichbar, reproduzierbar und valide sein und
gemal den FAIR-Prinzipien auffindbar, zuganglich, interoperabel und wiederverwend-
bar sein.

e DNA-basierte Methoden zur Biodiversitatserhebung spielen im behordlichen Monito-
ring bislang kaum, in der Forschung dafiir eine umso grofRere Rolle.

e Die Standardisierung ist ein wichtiger nachster Schritt, um das wissenschaftliche Poten-
zial der Methoden auch fiir die behordliche Praxis zu erschliel3en.


https://www.gedna.de/
file://///DAT2/FBII/!II/!II1/!II13/Daten2/Veranstaltungen/2022/2022_06_01-03-Metabarcoding/BfN-Schriften/Bearbeitung_Barrierefreiheit/finale%20Version/www.TrendDNA.de
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Standards, technische Regeln, Normen oder Richtlinien sind alles Bezeichnungen von Doku-
menten, die in Deutschland, Europa und weltweit durch regelsetzende Institutionen im Rah-
men eines klar geregelten, transparenten und partizipativen Prozesses definiert werden. Die
Dokumente legen die Terminologie des behandelten Verfahrens oder Produkts fest und for-
mulieren konkrete Anforderungen und Empfehlungen fir die Verfahren und Produkte. In die-
ser Handlungsempfehlung nutzen wir den Begriff ,,Standards”. Der Prozess der Regelsetzung
wird als ,,Standardisierung” bezeichnet. Das Deutsche Institut fir Normung (DIN) publiziert
Normen und ist der national grofSte Regelsetzer. Das DIN hat den alleinigen Staatsvertrag, der
ihm gestattet, Deutschland normungstechnisch bei den internationalen Standardisierungsgre-
mien, CEN (Europa) und ISO (International), zu vertreten. Wahrend CEN-Standards als natio-
nale Standards in das nationale Regelwerk Gibernommen werden missen, liegt eine Entschei-
dung fiir die Ubernahme von 1SO-Standards bei DIN. Der VDI ist nach DIN und dem Verband
der Elektrotechnik, Elektronik und Informationstechnik e.V. (VDE) der drittgroRte Regelsetzer
in Deutschland. Die von VDI und DIN publizierten Standards sind als gleichwertig zu betrachten
und decken oft komplementar unterschiedliche Bereiche ab. Uber den verbindlichen Einsatz
entscheidet der Gesetzgeber.

Standards werden in der Grundlagenforschung und Methodenentwicklung oft als extrinsische
Vorgaben wahrgenommen, die Innovationen bremsen. Dies ist eines von mehreren Vorurtei-
len (Box 1), denn Standards sind Voraussetzung fiir die Anwendung von Methoden zur Er-
mittlung vergleichbarer Ergebnisse. Sie fiihren dazu, dass neue Technologien fiir die allge-
meine Anwendung tauglich werden. Mit Blick auf Naturschutzziele formuliert z.B. der Bundes-
verband beruflicher Naturschutz e.V. in diesem Kontext: ,Standards sind moderne Instru-
mente, mit denen Naturschutzziele besser, wirtschaftlicher und mit héherer Akzeptanz er-
reicht werden konnen”. Wie erfolgreich Standards genutzt werden kénnen, wird an bestimm-
ten Kriterien erldutert.

Technische Regeln als ein Werkzeug der Qualitatssicherung

Grundsatzlich sind Standards die Basis einer Qualitatssicherung. Dies ist insbesondere fiir eine
forschungsnahe Standardisierung relevant und von Vorteil, denn Standards definieren Bewer-
tungsmalistibe, wie z.B. den Stand von Wissenschaft und Technik, geben konkrete Hilfestel-
lungen und erleichtern so den Ubergang von der Forschung zur Praxis, d.h. von der Invention
zur Innovation.

Fiir neue Technologien erh6hen Standards die Akzeptanz und schaffen Vertrauen in Sicherheit
und Qualitdt des Produkts oder des Prozesses. Durch die Einbindung aller interessierten
Kreise, die Erarbeitung nach dem Konsensprinzip sowie durch die zweistufige Publikation als
Entwurf und nach einem 6ffentlichen Einspruchsverfahren als finaler Standard werden Trans-
parenz und Qualitdtssicherung im Erstellungsprozess der technischen Regeln garantiert.
Durch eine regelmaRige Uberpriifung im 5-Jahresrhythmus werden Aktualitit und dauerhafte
Verfligbarkeit eines Standards gewahrleistet. Nationale Standards dienen zudem oft als nati-
onale Standpunkte oder Basisdokumente fiir die europdische und internationale Regel-
setzung.



Bedeutung von Standards in Monitoringprogrammen

Mindestanforderung

Der technologischen Entwicklungsmoglichkeit wird durch die Standardisierung sogenannter
Mindestanforderungen Rechnung getragen. Dabei werden Prozesse (Verfahren) und Produkte
(z.B. Analysegerat oder Probenahmeapparatur) nicht bis in die kleinsten Details festgeschrie-
ben (und damit ggf. Entwicklungen gehemmt), sondern es wird festgelegt, welche Eigenschaf-
ten oder Merkmale der standardisierte Prozess bzw. das Produkt mindestens erfiillen muss,
z.B. eine messtechnische Nachweisgrenze oder eine Produktlebensdauer. Auf welche Weise
diese Mindestanforderung erfiillt wird, ist den Anwendenden oder Entwickelnden freigestellt.
Die Festlegung von Mindestanforderungen geben z.B. Laboren oder Gerateentwickler*innen
Handlungsspielrdaume und die Moglichkeit, ihre Prozesse und Apparate weiterzuentwickeln.
Mindestanforderungen missen mindestens eingehalten werden, technologische Verbesse-
rungen werden aber vom Anwendenden gerne genutzt — und kénnen ggf. sogar zu einer Ak-
tualisierung der technischen Regel fiihren.

Messtechnik

Ziel der Datenerhebungen ist eine prazise und richtige Messung bestimmter Parameter des
Ist-Zustands (Abb. 2). Das kann z.B. die Messung der Kérpertemperatur im Krankenhaus, der
Schichtdicke einer Platine in der Elektrotechnik, oder der Artenzahl von Insekten auf einer
Wiese sein. Das Ergebnis soll dabei unabhangig vom ausfiihrenden Labor sein. Standards bie-
ten dafiir die Grundlage. Die technische Regelsetzung hat eine besondere Bedeutung fir die
Vergleichbarkeit von Messwerten. Sowohl bei wiederkehrenden Messungen eines Labors als
auch bei Vergleichen von Ergebnissen verschiedener Labore sind dafiir vereinheitlichte Vor-
gehensweisen bei der Durchfiihrung der Messung erforderlich sowie ggf. eine Ergebniskon-
trolle. Nur so kann verhindert werden, dass falsche oder unprazise Messwerte erhalten wer-
den, in den unterschiedlichsten Sektoren und Kontexten. Um eine Vergleichbarkeit der Mess-
werte zu garantieren, missen besondere Randbedingungen eingehalten werden. Fachleute
sprechen von Vergleichsbedingungen und Wiederholbedingungen.
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prazise & richtig unprazise aber richtig

prazise aber falsch unprazise & falsch

Abb. 2: Sicherheit (Prazision) und Richtigkeit einer Messung. Fiir eine Biodiversitatserhebung bedeu-
tet dies, dass die Methode die tatsdchliche Artenzusammensetzung (=schwarzes Zentrum)
mit moglichst wenig Abweichung (=Streuung der roten Punkte) bei wiederholter oder unab-
hangiger Messung liefern kann. (© Leese modifiziert nach DIN ISO 5725-1 Genauigkeit (Rich-
tigkeit und Prazision) von Messverfahren und Messergebnissen - Teil 1: Allgemeine Grundla-
gen und Begriffe (ISO 5725-1:1994))

Verbindlichkeit

Die Anwendung von Standards ist grundsatzlich freiwillig. Standards sind keine Vorschriften,
sondern privatrechtliche Empfehlungen. Der Prozess der technischen Regelsetzung impliziert
jedoch eine starke Vermutungswirkung, dass die Anwendung der technischen Regel dem
Stand der Technik entspricht und zu ,richtigen” Ergebnissen fihrt. Diese Vermutungswirkung
kommt auch oft bei gerichtlichen Gutachten zum Tragen. Trotzdem steht es den Anwenden-
den frei, aus begriindetem Anlass die standardisierte Vorgehensweise zu modifizieren, weil
ein Anwendungsfall ebendies erfordert.

Im Rahmen gesetzlicher Umweltbeobachtungen und des Monitorings kann die Nutzung von
Standards jedoch gefordert werden. Wenn der Gesetzgeber die technischen Regeln in seinen
Gesetzen ,anzieht”, d.h. verbindlich vorschreibt, wirkt die Regelsetzung staatsentlastend.
Wichtige Beispiele sind z.B. TA Luft oder WRRL. Dann bedeutet die Nichtanwendung eines
Standards eine Gesetzesmissachtung und kann geahndet werden.

BOX 1: Standards - Mythen und Fakten

Irrtum #1: Standardisierung verhindert Fortschritt

Fakt: Technische Regeln miissen alle 5 Jahre auf Aktualitat Gberpriift werden. Standards
fliihren oft dazu, dass eine Technologie fiir die allgemeine Anwendung tauglich wird.

Irrtum #2: Standards sind Vorschriften, also bindend einzuhalten

Fakt: Standards sind keine Vorschriften, sondern privatrechtliche Empfehlungen. Sobald
Standards vom Gesetzgeber vorgeschrieben werden, ist ihre Einhaltung verpflichtend.
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Irrtum #3: DIN-Standards sind verbindlich, VDI-Richtlinien nur empfehlend

Fakt: DIN-Normen, VDI-Richtlinien und andere Regelsetzungsformate sind gleichwertig und
ihre Anwendung wird empfohlen. Die Verbindlichkeit der technischen Regel legt der Ge-
setzgeber fest.

Irrtum #4: CEN- und ISO-Normen sind gleichwertig

Fakt: CEN-Normen miissen EU-weit in nationale Standards liberfiihrt werden. ISO-Normen
konnen in nationale Standards Gberfihrt werden, die Entscheidung trifft das zustandige na-
tionale Spiegelgremium (siehe auch Anhang). Die Verbindlichkeit der technischen Regel legt
der Gesetzgeber fest.

Irrtum #5: Standardisierung ist intransparent

Fakt: Standards werden nach definierten und transparenten Prozessen erstellt (z.B. VDI
1000, DIN 820). Wichtige Grundsatze sind Konsensprinzip, Einspruchsverfahren, Einbindung
aller interessierten Kreise.

Irrtum #6: Standards sind Gemeingut, man darf sie frei kopieren

Fakt: DIN-Normen, VDI-Richtlinien und viele andere Standards sind kostenpflichtig und wer-
den vom Beuth-Verlag Berlin vertrieben. Durch die Kosten wird die Arbeit der Normenerar-
beitung finanziert.

Weitere Infos: VDI-Blog - sechs Irrtlimer lber Richtlinien und Normen (www.vdi.de).

Da DNA-basierte Monitoringmethoden derzeit vor allem in der Forschung und kaum in der
behordlichen Praxis etabliert sind, besteht jetzt die Moglichkeit mithilfe der Standardisierung
von Verfahren sowie der Etablierung eines standardisierten Qualitatsmanagements, eine Qua-
litatssicherung der gesamten Prozesskette von Probenahme bis zum Gbermittelten Ergebnis,
d.h. der Arten- oder Taxaliste, einzuleiten.

Zusammenfassung

e Standardisierung ist der formale Prozess der Regelsetzung und kann auf nationaler (z.B.
DIN, VDI) bzw. internationaler (CEN, ISO) Ebene erfolgen.

e Standards definieren Parameter eines Produkts oder Prozesses, die erfillt sein miissen,
um zu einer richtigen, prazisen Messung, d.h. zu korrekten, vergleichbaren und repro-
duzierbaren Artenlisten beim Biodiversitatsmonitoring, zu kommen.

e Insbesondere fiir neue Technologien erhéhen Mindeststandards die Akzeptanz und sor-
gen fir qualitatsgesicherte Daten.
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4 DNA-basierte Methoden zur Erfassung der Biodiversitat

DNA-basierte Methoden zur zeitlichen und raumlichen Erfassung der Biodiversitat haben sich
in den letzten zwei Jahrzehnten rasant entwickelt. Insbesondere die Technik des Meta-
barcodings hat fiir die Generierung von qualitativen Arten- bzw. Taxalisten fir das behordliche
Monitoring groRes Potenzial. Die Arten- und Taxalisten kénnen dabei aus komplexen ,,Bulk“-
Proben (Sammelproben wie z.B. Insektenfallen oder Netzfange) aber auch direkt aus Umwelt-
proben wie Wasser, Boden oder Sediment und Luft basierend auf Umwelt-DNA (eDNA, engl.
environmental DNA) generiert werden (Box 2). DNA-basierte Analysen konnen technisch ein-
fach hochskaliert werden. Das bedeutet, dass eine grolRe Anzahl von Proben, selbst viele Tau-
sende Sammelproben mit Zehntausenden Individuen, in Tagen bis Wochen prozessiert wer-
den kénnen. Auch kdnnen viele Organismen schnell auf Artniveau bestimmt werden, fir die
eine Bestimmung anhand duRerlicher Merkmale schwierig oder unmdglich ware.

Daneben bietet Metabarcoding Einsichten in Diversitatsmetriken von Gemeinschaften (a-, B-,
y-Diversitat), die genetische Variation einzelner Arten einer Mischprobe und die Interaktion
von Arten in einer Gemeinschaft (z.B. Gber Metabarcoding von Darminhalt).

Box 2: Probenkategorien fiir das DNA-Metabarcoding

Probenkategorien fiir das Metabarcoding werden grob in , Bulk“-Proben (Sammelproben
aus biologischen Gemeinschaften, z.B. Fange von Malaisefallen etc.) und in Umwelt-DNA-
Proben (eDNA-Proben) eingeteilt. Fiir diese weit gefassten Kategorien gibt es zahlreiche De-
finitionen, die sich insbesondere im Hinblick auf Mikroorganismen stark tiberschneiden. In
diesem Dokument definieren die Autor*innen sie wie folgt:

Bulk-Proben bestehen aus konservierten Organismen, die bereits aus ihrem Substrat ent-
fernt und konserviert wurden (z.B. eine Makrozoobenthos-Probe, die fiir Analysen gemaR
Wasserrahmenrichtlinie genommen wurde, oder ein Glas mit Insektenkdrpern aus einer
Malaisefalle). Ziel der standardisierten Probenahme von Bulk-Proben ist es, sicherzustellen,
dass die DNA aller Organismen fiir das Metabarcoding erhalten bleiben.

Umwelt-DNA-Proben bestehen aus einer Umweltmatrix, die DNA der Zieltaxa enthalt (z.B.
Boden, Wasser- und Luftfiltrate, Darminhalt). Ziel der Standardisierung ist es, sicherzustel-
len, dass die DNA-Spuren aus der Umweltmatrix fiir das Metabarcoding geeignet sind, wo-
bei auch kleine Organismen aus dem Substrat erhalten bleiben.

Fir die Bestimmung zahlreicher Organismen in einer Probe ist das Metabarcoding in der Wis-
senschaft eine etablierte Methode. Grundlage der Methode ist die Tatsache, dass unter-
schiedliche Arten sich genetisch unterscheiden. Uber das Sequenzieren, also das ,Auslesen”
eines charakteristischen Abschnitts im Erbgut der Organismen, dem sogenannten DNA-Bar-
code, kann die Identitat eines Organismus durch Abgleich mit einer Referenzdatenbank erfol-
gen. Beim Metabarcoding geschieht dies fir zahlreiche Organismen gleichzeitig. Die Prozess-
kette ist aus folgenden Komponenten aufgebaut (Abb. 3):
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1) Beprobung & 1) Vorbereitung & V) Vervielfdltigung VI) Sequenzierung &
I) Konservierung IV) DNA-Extraktion der DNA VII) Auswertung
v e
Homogenisierung Vervielfaltigung
5 mit Primern
: Filter
= )
Umwelt-DNA Filtrierung etc.

Abb. 3: Ubersicht tiber die Schritte des DNA-Metabarcodings. (© Leese, Universitat Duisburg-Essen)

1) Probenahme: Ausgangspunkt der Analysen ist die Probenahme von Organismen in der Um-
welt. Dies kann mit spezifischen Fallen oder Netzen erfolgen. Alternativ kann auch direkt eine
Boden-, Sediment-, Wasser-, Luftprobe oder auch andere, z.B. pflanzliche/tierische Proben
(siehe Tab. 1), genutzt werden, aus der die DNA ohne Sortieren gewonnen wird (sog. eDNA)
(Abb. 4).

Il) Konservierung: Das Probenmaterial muss geeignet konserviert werden, damit die DNA fiir
die Laboruntersuchungen in guter Qualitat erhalten bleibt. Dies kann durch Trocknen, Frieren
oder Fixierung in entsprechenden Konservierungs- oder Lagermedien erfolgen.

lll) Probenvorbereitung: Im Labor miissen die Proben unter reinen (idealerweise Ziel-DNA-
freien) Bedingungen fiir die Analysen vorbereitet werden. Dies bedeutet, dass z.B. die Orga-
nismen grolRenfraktioniert und mechanisch homogenisiert werden miissen. Bei eDNA-Proben
miussen z.B. die Filtermembranen zerkleinert oder Sedimentproben aliquotiert werden.

IV) DNA-Extraktion: Die DNA muss mit geeigneten Methoden aus den Proben isoliert und auf-
gereinigt werden. Hierzu gibt es eine Vielzahl unterschiedlicher, bereits etablierter Verfahren
und Verfahrensbeschreibungen.

V) Vervielfaltigung der DNA: DNA-Barcodes, die eine eindeutige Zuordnung der Arten erlau-
ben, missen enzymatisch fiir moglichst alle in der Probe vorliegenden Arten vervielfaltigt wer-
den. Dies geschieht durch die Polymerasekettenreaktion (PCR). Diese Amplifikation ist notig,
damit genug Kopien fiir eine anschlielende Hochdurchsatzsequenzierung vorliegen.

VI) Sequenzierung: Die PCR-amplifizierten DNA-Barcodes der unterschiedlichen Organismen
einer Probe werden auf einem Hochdurchsatzsequenzierer ausgelesen. Fiir jede Probe wer-
den bis zu mehrere Millionen Sequenzen generiert, um moglichst alle Taxa zu erfassen (klein
und grof, haufig und selten).

VIl) Auswertung: Um von den Rohdaten (Sequenzen aus Schritt V1) zu Artenlisten zu kommen,
mussen die Sequenzen Uberprift und nach bestimmten informatischen Kriterien (Signal vs.
Rauschen) gefiltert sowie nach Ahnlichkeit zusammengefasst werden. Die qualitdtsgepriiften
Sequenzen werden anschlieBend gegen eine Referenz-Datenbank abgeglichen. In diesem letz-
ten Schritt entstehen Arten- bzw. Taxalisten.
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Abb. 4: Beispielbilder fiir Probenahme von Umweltproben und Probenaufbereitung fiir die Sequen-
zierung. a) Wasserprobenahme fir anschlieBende Umwelt-DNA-Analyse, b) Phytobenthos-
probe, die mit Hilfe einer Zahnbirste von Steinen gewonnen wurde und in Ethanol lagert,

c) Vorbereitung der DNA-Isolation aus einer Phytobenthosprobe, d) Erfolgskontrolle einer
Polymerasekettenreaktion mit Hilfe eines Agarose-Gels und UV-Licht im Labor. (© Till-
Hendrik Macher, GeDNA-Projekt)

Zusammenfassung

DNA-Metabarcoding bezeichnet die Analyse der Artenvielfalt in Sammelproben (z.B. aus
Insektenfallen oder Netzfangen) oder Umweltproben (z.B. Wasser, Boden) durch Hoch-
durchsatzsequenzierung von DNA-Barcodes aus der Probe.

Das Metabarcoding-Verfahren folgt einer klar definierten Prozesskette von Proben-
nahme bis zur Artenliste, bei der zahlreiche Parameter variiert werden konnen.
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5 Probenahme fiir genetische Untersuchungen

Probenahmen missen gut geplant und dokumentiert sein, da Qualitdat und Umfang der Pro-
ben die Voraussetzung fiir plausible und reprasentative Daten der Umweltbeobachtung sind
und Metadaten zentral fir die langfristige Probenarchivierung sind (z.B. in einem Museum
oder einer Umweltprobenbank). Fehler beim Design des Probenahmeschemas sowie wahrend
der Probenahme sind nicht revidierbar und ziehen sich bis zur Ergebnisangabe durch. Die
griindliche Auswahl einer geeigneten Methode und der erforderlichen Anzahl von Messstellen
und Messzeitpunkten sind fiir den Erfolg der Probenahme und der spateren Analysen daher
entscheidend.

Ein wichtiger Baustein flir den Einsatz genetischer Methoden im behordlichen Monitoring sind
vereinheitlichte und validierte Probenahmemethoden. Im behoérdlichen Monitoring werden
bereits Erhebungen in Wasser, Boden, Luft sowie der Biodiversitdt nach standardisierten Me-
thoden im Rahmen des klassischen Monitorings durchgefiihrt (siehe standardisierte Arbeits-
anweisungen fir Insektenmonitoring oder WRRL ANNEX V).

Die gangigen Probenahmeverfahren im behdrdlichen Monitoring sind teilweise auch fiir DNA-
basierte Untersuchungen geeignet, inklusive Probenkonservierung und -lagerung (siehe
Tab. 1). Haufig besteht aber noch Forschungsbedarf zur Identifizierung geeigneter Losungen.
Ein zentraler Aspekt ist die Stabilitdt der DNA in der Probe (Box 3). Bereits geringfiigige Ande-
rungen eines Probenahmeprotokolls kénnen die DNA-Konservierung und die Eignung der Pro-
ben fiir das Metabarcoding beeinflussen, beispielweise durch unterschiedliche chemische
Konservierung oder Probenlagerung.

Die Anpassung und Standardisierung der Probenahmeverfahren fiir das Metabarcoding soll
sicherstellen, dass 1) die aus einer Probe gewonnene DNA fiir das Metabarcoding wahrend
der voribergehenden Probelagerung nicht abgebaut wird und 2) quantitativ und qualitativ
dhnliche DNA-Extrakte aus Proben gewonnen werden.

Box 3: Probenqualitdt und DNA-Metabarcoding

Die Eignung einer Probe fiir das Metabarcoding wird durch unterschiedliche Faktoren be-
einflusst:

DNA-Abbau: Die DNA kann vor oder wahrend der Probenahme, der Vorbereitung oder der
Probenkonservierung abgebaut werden, wodurch sich die DNA-Quantitdat und Qualitat in
einer Probe erheblich verringert. Der Abbau geschieht aufgrund regularer physiko-chemi-
scher Prozesse (Hydrolyse, UV-Licht). Aber auch biologische Prozesse sind relevant. DNA
enthalt grolle Mengen an Phosphor, einem essenziellen und oft limitierenden Nahrstoff fr
Lebewesen. Folglich sind Mikroorganismen sehr effizient darin, Phosphor aus DNA-Proben
zu nutzen, wenn die Konservierung das mikrobielle Wachstum nicht unterbindet.

Verunreinigung: Alle Organismen besitzen DNA. Entsprechend ist eine Kontamination der
Proben durch Fremd-DNA wahrend und nach der Probenahme leicht méglich, wenn die Pro-
ben mit Organismen von aullerhalb der Probestelle oder Spuren dieser (z.B. Pollen oder
Pilzsporen, Korperteile, Zellreste) in Kontakt kommen sowie wenn unsauber bei der Pro-
bennahme oder -prozessierung gearbeitet wird. Eine Kontamination durch Fremd-DNA
kann fur bestimmte Probentypen mehr oder weniger relevant sein, abhangig von der allge-
meinen DNA-Konzentration in einer Probe (Proben mit hdheren autochthonen DNA-
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Mengen sind schwerer zu kontaminieren bzw. die groRe Verdiinnung flihrt dazu, dass keine
falsch-positiven Nachweise auftreten) und den Zielarten (die Kontamination ist geringer,
wenn die Proben in Umgebungen verarbeitet werden, in denen keine Zielarten
oder deren DNA vorkommen).

Enzymatische Hemmstoffe: Das Metabarcoding beruht auf einer enzymatischen Vervielfal-
tigung von DNA-Barcodes aus der Proben-DNA (siehe Kapitel 4). Proben enthalten oft Sub-
stanzen, die die Effizienz des Amplifikationsenzyms einschranken. Verschiedene Probenty-
pen und Probenahmeverfahren sind unterschiedlich empfindlich gegenliber Analyse-hem-
menden Substanzen (sog. Inhibitoren).

Bulk-Proben mehrerer Zieltaxa konnen bereits durch Anpassung bestehender internationaler
Normen (ISO, CEN) fiir das Metabarcoding beprobt werden. Internationale Normen beschrei-
ben beispielsweise die Probenahmen der wichtigsten Gruppen wirbelloser Bodeninvertebra-
ten (z.B. die Normen DIN ISO 10381, DIN EN 1SO 23611 des ISO/TC 190 Bodenbeschaffenheit,
Meeres- und StiBRwassermakrofauna (z.B. DIN EN ISO 10870, DIN EN I1SO 16665 des ISO TC 147
Wasserbeschaffenheit) oder benthischer StiBwasserkieselalgen (DIN EN 13946 des CEN/TC
230 Wasseranalytik). Es existiert auch eine CEN-Norm fiir den Nachweis allergener Pollen und
Pilzsporen in Luftproben (DIN EN 16868 des CEN/TC 264 Luftbeschaffenheit). HelICom-Proto-
kolle der sog. Helsinki-Kommission beschreiben, wie diverse biotische und abiotische Proben
der Ostsee zu nehmen sind (https://helcom.fi/action-areas/monitoring-and-assessment/mo-
nitoring-manual/). Der Schwerpunkt dieser Normen liegt auf bislang morphologiebasierten
Identifizierungen. Mehrere Normen und weithin angewandte Standardarbeitsanweisungen
sind bereits auf DNA-Endpunkte ausgerichtet. So existiert eine ISO-Norm fiir die Extraktion
mikrobieller Boden-DNA, die fir die Entnahme von Boden-eDNA fiir andere Gruppen ange-
passt werden kann (DIN EN I1SO 11063 des ISO/TC 190 Bodenbeschaffenheit). Ahnliches gilt
fir Probenahmestandards bei Diatomeen und Makrozoobenthos. Ferner hat das Europaische
Zentrum flr Bodendaten bereits Erfahrungen mit Metabarcoding im Kontext groRraumiger
Bodenprobenahmen in seinem europaweiten "Land Use and Coverage Area frame Survey
(LUCAS)" gesammelt (https://esdac.jrc.ec.europa.eu/projects/lucas). Gleiches gilt fur das Mo-
nitoring der Donau durch die Internationale Kommission zum Schutz der Donau (IKSD). Im
vierten internationalen Joint Danube Survey wurden klassische und DNA-basierte Analysen
erfolgreich parallel durchgefiihrt (https://www.danubesurvey.org/jds4/). In diesem Kontext
wurde Anfang 2022 der Normentwurf flr die Probenahme aquatischer eDNA veroffentlicht
(DIN EN 17805). Diese standardisierten Verfahren bericksichtigen ausdrticklich die DNA-ba-
sierte taxonomische ldentifizierung, aber sie missen fiir konkrete Monitoringprogramme
noch erweitert, angepasst, bzw. spezifiziert werden.
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Tab. 1: Eignung gadngiger gegenwartiger und zukinftiger Probentypen fiir das DNA-Metabarcoding
und Forschungsbedarf. Expert*innen-Bewertung. Eignung hoch: dunkelblau; mittel: blau;
niedrig: hellblau; Forschungsbedarf hoch: braun; mittel: orange; niedrig: gelb. * eDNA.

Probentyp Probenahme Probenkonservie- |Langzeitlagerung
rung
Eignung |For- Eignung |(For- Eignung |For-
schungs- schungs- schungs-
bedarf bedarf bedarf
Bodeninvertebraten niedrig mittel mittel mittel
Boden-Mikroorganismen niedrig niedrig niedrig

Makrozoobenthos, StiBwas-

Heutiges ser Phytobenthos und - niedrig mittel mittel
Monitoring plankton
Benthische Diatomeen niedrig niedrig niedrig
Fische / Amphibien * niedrig niedrig niedrig
Pollen mittel mittel
lue- . _
Flug- und epigdische Insek mittel niedrig
ten
Pollen- oder Pflanzenspu- . .
" mittel mittel
ren auf Insekten
Spuren vcin Insekten auf mittel mittel mittel
Zukiinftiges Pflanzen
Monitoring Gewdlle / Kot * mittel mittel niedrig niedrig
Grundwass?rfauna, SuR- mittel mittel
wasser, Meiofauna
Wasser (gesamt eDNA) niedrig niedrig niedrig
Sediment (gesamt eDNA) niedrig niedrig niedrig

Herausforderungen

Die grofRe Anzahl bereits ausgewahlter und zukiinftiger Probentypen (siehe Tab. 1) von eDNA
aus Boden bis zu Pilzsporen aus der Luft stellt die grofRte Herausforderung fiir eine Standari-
sierung dar. Bestehende Probenahmestrategien missen fiir jeden Probentyp berlicksichtigt
werden, auch wenn flir manche noch keine internationalen oder allgemein anerkannten Stan-
dardverfahren existieren. Folglich miissen standardisierte Probenahmeverfahren problem-
spezifisch in Zusammenarbeit von Metabarcoding- sowie wissenschaftlichen und behordli-
chen Monitoring-Expert*innen entwickelt werden. Diese Entwicklung muss neben den prakti-
schen Aspekten der eigentlichen Probenahme und Probenkonservierung auch Aspekte der
Versuchsplanung (z.B. technische Replikation, rdumliche und zeitliche Abdeckung) berticksich-
tigen.

Eine besondere Herausforderung im Zusammenhang mit der Probenahme fiir das DNA-ba-
sierte Biodiversitatsmonitoring ist die Langzeitlagerung von Proben bzw. DNA-Extrakten. Eine
geeignete Langzeitlagerung kann fir die Qualitatssicherung und kiinftige Forschung von gro-
Rer Bedeutung sein. Die derzeitige Praxis ist heterogen und hangt von behérdlichen Vorgaben
bzw. auch der konkreten Verfligbarkeit von Lagerflachen und Expertisen ab. Wahrend DNA-
Extrakte ein begrenztes Volumen haben und in der Regel Uber lange Zeitrdume hinweg
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gefroren oder gefriergetrocknet aufbewahrt werden kdnnen, so stellen die zu erwartenden
Volumina von Bulk-Proben aus Monitoringprogrammen, mit oft vielen groBvolumigen Gefa-
Ren, fir viele Institutionen eine grole logistische Herausforderung dar.

Wichtige Aspekte fur die Langzeitlagerung sind Medium und Temperatur, verteilte/ausfallsi-
chere Lagerung, Kuratierung, Probenbeschriftung und Verkniipfung mit verschiedenen Daten-
banken (Taxonomie, Barcodes, Veroffentlichungen). Da die Langzeitlagerung arbeits- und auf-
wandsintensiv ist, missen die Standardisierungsbemiihungen auch die oft begrenzten Res-
sourcen hinsichtlich vorhandener Finanzmittel und Arbeitszeit berlcksichtigen.

Die Dokumentation der Metadaten ist bei der Probenahme ein entscheidender Aspekt. Meta-
daten beschreiben verschiedene Eigenschaften von Metabarcoding-Proben, wie z.B. Zielorga-
nismen, Probenvolumen, die Flache, die eine Probe reprasentiert, Entnahmemethode, Fang-
medium, Konservierungsmethode, Probebehalter, Datum der Probenahme, Koordinaten etc.
Die Metadaten werden von den am Projekt beteiligten Akteur*innen individuell erhoben. Die
Eingliederung von Metabarcoding als Methode des behordlichen Monitorings erfordert je-
doch eine standardisierte Erfassung, Speicherung und gemeinsame Nutzung von Metadaten
gemald den FAIR-Prinzipien fiir Daten. Dies ist fur die Inventarisierung, den Vergleich und die
Wiederverwendung von Proben und zugehdrigen Ergebnissen unerlasslich. Die Sammlung von
Metadaten sollte gemal den bestehenden Open-Source-Metadatenstandards fiir Biodiversi-
tatsforschung erfolgen (https://tdwg.org/).

Forschungs- und Kommunikationsbedarf

Die Vielfalt an Probentypen und Probenahmestrategien ist bei Bulk-Proben (siehe Tab. 1) be-
sonders groR. Damit das Metabarcoding eine breite und qualitdatsgesicherte Anwendung fin-
det und zu vergleichbaren Ergebnissen fiihrt, miissen Mindeststandards angepasst oder neu
entwickelt werden, die den Besonderheiten der einzelnen Probentypen und Probenahme-
verfahren Rechnung tragen (siehe oben). Es gibt zahlreiche Aspekte, die bei der Standardisie-
rung fur jede Art von Bulk-Proben zu bericksichtigen sind (z.B. Masse/Volumen), die fiir die
DNA-Extraktion erforderlich sind (die DNA-Extraktion erfolgt im Allgemeinen aus relativ be-
grenzten Probenvolumina), GroRensortierung, Reinigung vor der Homogenisierung (z.B. Ent-
fernung von Steinen), Aufteilung der Probe in technische Replikate sowie Proben-Homogeni-
sierung. Auch die Konservierung der Proben muss fiir jeden Probentyp vor der Verarbeitung
im Labor festgelegt werden; etwa hinsichtlich der Konzentration und Zusammensetzung der
Totungs- und Konservierungsflissigkeiten bzw. der Notwendigkeit des spateren Einfrierens
oder Trocknens.

eDNA-Proben weisen im Allgemeinen geringe DNA-Konzentrationen im Vergleich zum gesam-
ten Substratvolumen auf und sind daher anfalliger fiir Kontaminationen mit DNA von Nicht-
Zieltaxa. In den Mindeststandards flir eDNA sollten daher allgemeine Strategien zur Kontami-
nationskontrolle bei der Probenahme beschrieben werden, z.B. hinsichtlich der Einbeziehung
von Negativ- und Positivkontrollen bei der Probenahme, der Verwendung von Kontaminati-
onsmarkern, sowie der Erstellung von Empfehlungen fir die Handhabung oder die Vermei-
dung von Kreuzkontaminationen. Hier kann auf den neuen CEN-Standard EN 17805 aufgebaut
werden.

Grundséatzlich ist ein Austausch zwischen den Fachleuten der Probenahme, der Laboruntersu-
chungen sowie der Planung der Monitoringprogramme unerlasslich, damit die entwickelten
Methoden in den Routinebetrieb integrierbar, d.h. praxisnah, sind. Eine standardisierte
Terminologie erleichtert dabei die Kommunikation zwischen Expert*innen mit

unterschiedlichem Hintergrund. Dies gilt auch fiir die nachgeordneten Analysen. Beispiele fir
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Probenahme fiir genetische Untersuchungen

eine standardisierte Terminologie gibt es fir das Biomonitoring von Boden (ISO
11074) und Wasser (ISO 6107).

Zusammenfassung

e Die Probenahme ist ein entscheidender Schritt, weil Fehler hier auf alle nachfolgenden
Schritte der Prozesskette wirken.

e Aktuelle Probenahmen im behdordlichen Monitoring sind zum Teil bereits fiir DNA-Ana-
lysen kompatibel, teils miissen jedoch die Probenahmemethoden und -strategien ange-
passt werden.

e Alle relevanten Informationen der Probenahme missen standardisiert protokolliert
werden, da sie auf die Analyse Auswirkungen haben.

e Forschungsbedarf besteht hinsichtlich der Ausweisung konkreter Arbeitsschritte fir die
unterschiedlichen Probentypen sowie bzgl. der Langzeitlagerung der Proben.

20



Laboranalyse DNA-Metabarcoding

6 Laboranalyse DNA-Metabarcoding

Nach der Probenahme umfasst die Generierung von Metabarcoding-Daten zwei grundsatzli-
che Arbeitsschritte: 1) die Laborarbeit und 2) die Analyse der generierten Sequenzdaten. Diese
beiden Arbeitsschritte umfassen wiederum viele Einzelschritte, welche gut dokumentiert wer-
den missen. Beispielsweise beinhaltet die Laborarbeit die Isolation der DNA aus der Probe,
die Amplifikation der isolierten DNA (iber PCR, die anschlieende Markierung der Einzelpro-
ben mit charakteristischen Kennsequenzen (sog. Indexe) und die folgende Hochdurchsatzse-
guenzierung. Jeder dieser Arbeitsschritte kann durch verschiedene Zwischenschritte und Mo-
difikationen der Reaktionsbedingungen erweitert werden, um die Methodik z.B. flr eine be-
stimmte Probenart (Wasser- vs. Bodenprobe, Malaisefallen- vs. Makrozoobenthos-Misch-
probe etc.) oder taxonomische Gruppe (Wirbeltiere, Insekten, Weichtiere etc.) zu optimieren.
Auch werden aktuell sehr viele verschiedene Reagenzien fiir die jeweiligen Arbeitsschritte an-
geboten und verwendet. Daraus ergibt sich rein kombinatorisch ein extrem komplexes Bild
zahlloser Verfahrensbeschreibungen, die derzeit flr das Metabarcoding verwendet werden.

Viele der in Metabarcoding-Verfahrensbeschreibungen verwendeten Methoden und Arbeits-
schritte sind sehr robust gegenliber Variationen, z.B. erzielen unterschiedliche DNA-Polymera-
sen oder Primer vergleichbare Ergebnisse (Abb. 5). Verschiedene Metabarcoding-Verfahrens-
beschreibungen kénnen identische Taxalisten erzeugen, solange einige grundsatzliche Ar-
beitsschritte befolgt werden. Abweichungen sind insbesondere bei seltenen Arten anzutref-
fen. Eine gute Ubersicht (iber besonders sensitive Arbeitsschritte bieten bereits vorhandene
Leitfaden (siehe z.B. https://doi.org/10.3897/ab.e68634, http://dx.doi.org/10.25607/0OBP-
1884, https://www.gedna.de/data/).

® 27
) 1 v I I I
350 - B W ¥ c5s [ oos REREEE RTINS ¥ 557 [RRREE 5o NSRRRWRRSRRRR S
| |
i
| | | I | . ! }
300 —-- b e - 1 - | - i - 3 R 208 1 -
° I
2 I I
o |
2
= ...
T 250 :
®
£
m
5 200 —--
g
[}
o
E 150
=z
2 o
2] 3 2 s x @©
oo | 18 d1r111 L
4. 5EL | & .5 .9 . | « J e
< & & 2 2 o 5 e & ? o ﬂ’l s 8
=l I ﬂ:‘ 8 o 2 | 9 8 05 3 o + %) o :5,
N & L o T = + O o o ] & & 2 + 8 =
+ i ) { = £ [ = e I | Q Lif © © 5 +
ON el = + . 82 + + X + 2 o o |7 | = =
50 -1 | 2 = o £ 8 woow oL g g T + 18 & 1T |p ngg
N B B B B e e S S B e U B B S N e = R S
< o T L - + o ] o b ) £ i + + | - s & = 8
@ N=| 8 18 NN N foN RoN e RBN NS BN RSN BeS Ba BER BES RS ReN R8N e
0 N 28 8 |2 /@ E |E E 2 |22 2 @ @ = <= e =< /29 2
23 4 56789 [0 11 12 13 1415 16 17 18 19 20 21

Abb. 5: Unterschiedliche Primerkombinationen (X-Achse) zeigen zwar unterschiedliche Nachweise
der insgesamt 374 moglichen Zielarten, aber viele kommen zu sehr dhnlichen Ergebnissen,
was die Robustheit von Metabarcoding-Verfahrensbeschreibungen gegeniber Variation
zeigt. Die Primerkombinationen in Griin sind besonders geeignet, die in Rot besonders unge-
eignet. (Quelle: aus Elbrecht et al. 2021; https://peerj.com/articles/7745/#fig-4)
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Aufgrund dieser grundsatzlichen Robustheit ist eine strenge Standardisierung einzelner Ar-
beitsschritte bei vielen Analysen nicht notwendig. Insgesamt ist eine flexible Gestaltung der
Laborarbeit und Datenanalyse durch verschiedene Labore akzeptabel. Ausnahmen stellen z.B.
Metabarcoding-Analysen von Pollen aus der Luft dar, weil hier bereits geringe Abweichungen
der Methodik zu groBen Anderungen in den Taxalisten fiihren. Sofern aber mit einer Methode
eine akkurate Taxaliste generiert werden kann, ist eine Verfahrensbeschreibung fiir das be-
hordliche Metabarcoding als geeignet anzusehen (ergebnisorientierter Ansatz). Anstelle der
Vorgabe exakter und kleinteiliger Verfahrensbeschreibungen im Metabarcoding sollte eine
Uberpriifung der erzeugten Ergebnisse auf Vergleichbarkeit, Dokumentation der Arbeits-
schritte und Verwendung geeigneter Kontrollen (Reproduzierbarkeit, Messgenauigkeit) als
wichtigster Qualitatsstandard im Metabarcoding betrachtet werden (siehe Kapitel 8).

Herausforderungen und Lésungsansatze

Hauptherausforderung ist es, langfristig vergleichbare, richtige und genaue Artenlisten mit
Metabarcoding zu erzeugen. Einige grundsatzliche Arbeitsschritte werden aber als besonders
wichtig angesehen. Die hier identifizierten Mindestanforderungen an Metabarcoding-Verfah-
rensbeschreibungen beziehen sich hauptsichlich auf die Uberpriifbarkeit und Plausibilisie-
rung der generierten Metabarcoding-Daten und nicht auf Details einzelner Arbeitsschritte.
Dazu gehort insbesondere:

e Die Verwendung von Negativkontrollen in allen Arbeitsschritten (DNA-Isolation, PCR-Amp-
lifikation) wird als essentiell betrachtet, um Kontaminationen im Arbeitsablauf zu identifi-
zieren. Eine standardisierte Handhabung, insbesondere auch wie mit Sequenzen in den
Negativkontrollen umgegangen wird, bzw. ab wann eine Probe insgesamt verworfen wird,
wird bendétigt.

e Fir besonders sensible Analysen, wie z.B. Pollenanalysen oder Pollenspuren auf Insekten
oder Kot- und Mageninhaltsanalysen, ist auf besonders reine Arbeitsbedingungen zu ach-
ten.

o Auf eine probenspezifisch ausreichende Sequenziertiefe ist zu achten, insbesondere bei
eDNA-Analysen und individuenreichen Bulk-Proben.

e Technische und biologische Replikation einzelner Arbeitsschritte kann die Genauigkeit der
Ergebnisse erheblich verbessern. Seltene Taxa werden unter Umstdanden nur mit mehre-
ren Replikaten nachgewiesen. Entsprechend sind konkrete Empfehlungen fiir die minimale
technische bzw. biologische Replikation probetypspezifisch zu entwickeln.

e Besonders wichtig sind die genaue Dokumentation der Arbeitsablaufe und Ergebnisse ge-
malk der FAIR-Prinzipien und Empfehlungen zur Guten Laborpraxis (GLP). Hierzu sind pro-
benspezifische Formulierungen von Mindestanforderungen fiir die Publikation der Ergeb-
nisse und verwendeten Arbeitsschritte im behordlichen Metabarcoding empfehlenswert.

e Die Einlagerung der verwendeten Proben, bzw. Aliquots dieser, in Biobanken wird mit
Nachdruck empfohlen, um eine spatere Uberpriifung zu erméglichen.

e Ggf. probenspezifische Empfehlungen zur Wahl geeigneter Primerkombinationen oder Re-
agenzien zur Vermeidung der Inhibition enzymatischer Reaktionen.

e Die Plausibilisierung von Ergebnissen mittels Positivkontrollen und/oder ,,Mock Communi-
ties”, also kiinstlichen Artengemeinschaften mit bekannter taxonomischer Zusammenset-
zung, wird empfohlen. Eine solche Mock-Community erlaubt es, die taxonomische
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Genauigkeit einer Verfahrensbeschreibung umfassend zu testen und validieren (siehe
Kapitel 8).

e Ringversuche sind sinnvolle standardisierte Verfahren der Qualitatssicherung, um die Eig-
nung von Analyselaboren zu priifen, ohne diesen spezifische Arbeitsablaufe notwendiger-
weise vorzuschreiben. So konnten z.B. fiir Metabarcoding-Analysen im behérdlichen Mo-
nitoring nur zertifizierte Labore zugelassen werden, die eine von einem Referenzlabor aus-
gegebene, unbekannte Mock-Community richtig charakterisieren.

Forschungs- und Umsetzungsbedarf

Forschungsbedarf besteht hinsichtlich quantitativer Ergebnisse DNA-basierter Biodiversitats-
analysen. Wahrend Metabarcoding bereits heute akkurate qualitative Taxalisten generiert,
gilt es zukiinftig weitere Forschungsarbeiten auf die Generierung von Abundanz- oder Bio-
masseinformationen fiir Taxa zu konzentrieren. Hier gibt es methodische Ansatze z.B. iber die
Verwendung interner Standards zur Kalibrierung. GrofRes Potenzial wird insbesondere auch
darin gesehen, quantitative Informationen durch Kombination von Metabarcoding mit weite-
ren neuen Monitoringmethoden, insbesondere der automatischen Bilderkennung bei Bulk-
Proben, zu erhalten. An diesen Schnittstellen besteht groRer Forschungs- und Entwicklungs-
bedarf. Auch die Rekonstruktion biotischer Interaktionen mittels Metabarcoding ist ein wich-
tiges Ziel fir zukunftige Forschung. Ein umfassendes Verstandnis der komplexen Abhangigkei-
ten verschiedener Organismen in einem Okosystem ist essentiell fiir effektiven Naturschutz
und den Nutzen DNA-basierter Daten.

Weniger Forschungs- als Umsetzungsbedarf besteht bei der Entwicklung von Mindestanfor-
derungen, um qualitatsgesicherte, vergleichbare und tiberpriifbare Ergebnisse fir das behoérd-
liche Metabarcoding zu garantieren. Dazu gehdren beispielsweise die Entwicklung einheitli-
cher Standards in der Dokumentation und Veroffentlichung von Ergebnissen und Arbeitsab-
ldufen fur behordliche Praxis und Forschung. Ansatze hierzu gibt es z.B. im Kontext von
NFDI4Biodiversity (Box 4). Eine zukiinftige Herausforderung ist die Entwicklung von diversen
Mock-Communities flir verschiedene taxonomische Gruppen, die es erlauben, die Mess-
genauigkeit zu Uberpriifen. Fir in Deutschland eher artenarme Gruppen, wie z.B. Fische, ist
das verhaltnismalig einfach. Fir Gruppen wie Insekten, mit Giber 30.000 heimischen Arten, ist
die Erstellung einer umfassenden Mock-Community dagegen schwierig und miisste sich zur
Qualitatssicherung auf eine reprasentative Stichprobe fokussieren (siehe z.B. Abb. 5). Alterna-
tiv oder in Erganzung konnte die Etablierung von Ringversuchen zur Eignungspriifung von La-
boren fir das behoérdliche Monitoring eine wichtige zukiinftige Aufgabe sein (siehe
Kapitel 8).
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Zusammenfassung

e Die Laborarbeit und Analyse der generierten Daten sind zwei essentielle Schritte im
Metabarcoding, bei der bei Nichtbeachtung wichtiger Aspekte fehlerhafte Daten entste-
hen.

e Verschiedene Metabarcoding-Protokolle kénnen methodisch erheblich voneinander ab-
weichen, aber dennoch akkurate Taxalisten generieren. Die groRe Diversitdt verwende-
ter Verfahrensbeschreibungen verlangt die Einfiihrung von Mindestanforderungen zur
Qualitatssicherung der Daten.

e Die Dokumentation der Arbeitsschritte inkl. benotigter Metadaten ist fir die Nachnut-
zung der Daten entscheidend.
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7 Datenbanken

Referenzdatenbanken spielen eine zentrale Rolle in DNA-basierten Biodiversitatsanalysen.
Erst die korrekte taxonomische Zuordnung einer Metabarcodingsequenz aus der gesammel-
ten Probe zu einem DNA-Barcode in der Referenzdatenbank erlaubt eine sichere Artbestim-
mung. Die Qualitat dieser Artbestimmung ist somit unabdingbar von der Qualitdt und dem
Umfang der DNA-Barcode-Referenzdatenbanken abhangig. Je nach Organismengruppe exis-
tieren unterschiedliche Datenbanken fiir zudem auch unterschiedliche genetische Marker.
Wissenschaft und Behorden haben dabei unterschiedliche Anspriiche an Referenzdatenban-
ken. Behordliche Biodiversitatsanalysen unterliegen oft anderen Fragestellungen und stren-
gen gesetzlichen Rahmenbedingungen (Rechtsverbindlichkeit). In der Forschung kénnen auch
Daten mit groBerer Messunsicherheit fir Biodiversitdts- und Trendanalysen genutzt werden.

Fur den Einsatz von DNA-Barcode-Referenzdatenbanken im Rahmen eines behordlichen Mo-
nitorings sollten verschiedene Voraussetzungen als klare Vorgaben (=Standards) erfillt wer-
den. Die Referenzdatenbanken sollten:

e die Umsetzung der FAIR-Prinzipien fiir Daten ermdglichen,

e taxonomisch sowie nomenklatorisch kuratiert werden (standige Qualitatssicherung
und -kontrolle findet statt),

e Rohdaten und entsprechende Metadatenbeschreibung enthalten, sowie wo maoglich auf
Belegmaterial verweisen,

e die Transparenz der Kriterien fir die Erstellung der in der Datenbank hinterlegten/bereit-
gestellten Eintrage gewahrleisten,

e zitierfahige Eintrage enthalten (z.B. via DOI).

Neben offentlichen Datenbanken werden auch nicht 6ffentliche, z.B. selbst erstellte Daten-
banken verwendet, dies gilt insbesondere in der Forschung. Wenn diese zur Artbestimmung
flir Monitoringzwecke herangezogen werden, sollten sie zumindest mit einem DOl und einer
kurzen Metadatenbeschreibung versehen werden.

Herausforderung

Ein Blick auf die verwendeten Datenbanken zeigt, dass sich diese hinsichtlich Organismen-
gruppen, Qualitatssicherung, geografischer Abdeckung, Vollstéandigkeit und verfiigbarer Me-
tadaten stark unterscheiden (Tab. 2). Sind fiir Wirbeltiere und das mitochondriale Cytochrom-
C-Oxidase Untereinheit 1-Gen (COI) die Daten zum Beispiel fiir europaische Taxa sehr gut in
BOLD (Barcode Of Life Data Systems) erfasst, so sind diese fuir Mikroalgen, Pflanzen sowie
Bakterien unzureichend erfasst.
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Tab. 2: Ubersicht tiber besonders hiufig genutzte Datenbanken in DNA-Metabarcoding-Studien
zum Zuweisen taxonomischer Namen zu Sequenzen.
Datenbank Organismengruppen Genmarker Kommentar Link
BOLD Insbesondere Tiere v.a. COI Ein GroRteil der Sequenzen http://www.bol
ohne morphologische Vali- dsystems.org/
dierung
GBOL Tiere, Pflanzen, Pilze z.B. COlI, 18S, Taxonomisch durch Ex- https://bolger-
und Diatomeen rbcL, ITS, pert*innen sehr gut kura- many.de
trnlF/K, matK tiert
INSDC alle Organismengrup- alle Marker Ein GroRteil der Sequenzen https://www.in
pen ohne morphologische Vali- sdc.org
dierung
Diat_sys Diatomeen v.a. rbcl Taxonomisch durch Ex- https://wwwe6.i
teilweise 18S pert*innen sehr gut kura- nrae.fr/carrtel-
SSU tiert collection/Bar-
coding-data-
base
SILVA Bacteria, Archaea und 165/18S, SSU Taxonomisch durch Ex- https://www.ar
Eukarya und 235/28S, pert*innen gréRtenteils gut  b-silva.de/
LSuU kuratiert
PR2 Insbesondere Protis- 18S SSU Taxonomisch durch Ex- https://pr2-
ten, Fokus marin pert*innen groRtenteils gut  database.org/
kuratiert
UNITE Eukaryoten, insbeson- ITS Taxonomische Annotation https://unite.ut.
dere Fungi durch die Expert*innen-Ge-  ee/

meinschaft

Wie der generelle Aufbau der Referenzdatenbanken so sollten auch die zu einzelnen Refe-
renzbarcodes hinterlegten Informationen, die sogenannten Metadaten, klaren Standards fol-
gen, wie sie z.B. durch die Global Biodiversity Information Facility (https://www.gbif.org) fest-
gelegt werden (https://docs.gbif.org/publishing-dna-derived-data/1.0/en/). Mindestanforde-
rungen an die Datenangaben werden wie folgt festgelegt:

e Probenahmeort (Dokumentation des Probenahmeort: Koordinaten, Habitat, etc.)
e Zeitpunkt bzw. Zeitfenster

e Sammel-/ Erhebungsmethode

e Probenart

e Sammler*in

e Bestimmer*in und Zeitpunkt der Bestimmung

e ggf. Kultivator*in

e Laboranalyse (insbesondere Primer und ggf. zusatzlich auch Angaben zu DNA-Extraktion,
PCR-Protokollen sowie primdre Analysedaten).
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Um die besten Voraussetzungen fir eine verldssliche Barcode-Referenzdatenbank zu errei-
chen, sind zusatzliche Informationen wichtig, insbesondere:

e Anzahl der DNA-Barcodes je Art und geografische Abdeckung

e Expertise Bestimmer*in

e Barcodes vom Typus-Material, Lebensstadium

e Zuganglichkeit der Voucher/Belege (Voucher miissen vorhanden sein)
e Dokumentation (Fotodokumentation) der Belege.

Anhand dieser Metadaten kann die Verlasslichkeit der Zuweisung eines taxonomischen Na-
mens (im besten Fall des Artnamens) zu einer Sequenz bestimmt werden bzw. bei sich an-
dernder Taxonomie neu zugeordnet werden.

Neben der Qualitatskontrolle beim Eingang der Referenz-Barcodes und Referenzmetadaten
ist es wichtig, die Datenbanken aktuell zu halten. Das betrifft stetige Aktualisierung und Ver-
vollstindigung der Informationen zu Taxonomie, Okologie oder Gefahrdung. Auch sollten Sy-
nonyme einbezogen werden und Sequenzen neuer Taxonomie angepasst werden. Es ist somit
eine stetige Harmonisierung von morphologischen und molekularen Daten und Verschnei-
dung von Synonymen notwendig. Auch Bundestaxalisten, operationelle Taxalisten sowie no-
menklatorische/taxonomische Hintergriinde sind hier zu bericksichtigen. Die Listen sollten
kompatibel mit historischen Daten und Artenlisten sein. Da verschiedene Datenbanken ver-
wendet werden, ist deren Kompatibilitdt und Interoperabilitat ein wichtiger Aspekt. So kann
die Datengrundlage fiir verschiedene Analysen erhéht werden. Leider treten immer wieder
Probleme bei der Nutzung und Zusammenfiihrung von Referenzdaten aus unterschiedlichen
Datenbanken auf. Hier liegen die Vorteile von NFDI4Biodiversity (Box 4), einem Projekt, das
die Erhéhung der Interoperabilitdt verschiedener Datenbanken (Datenmodelle) zum Ziel hat,
denn Kompatibilitat ist durch Datenstandards machbar. Wichtige internationale Initiativen in
dem Kontext sind die GBIF sowie der Catalogue of Life (https://www.catalogueoflife.org). Da-
bei gilt es als selbstverstandlich, dass in Datenbanken wissenschaftliche Namen verwendet
werden.

Neben den Referenzdaten ist auch die 6ffentliche Verfligbarkeit der Referenzproben von gro-
Rer Bedeutung. Belegindividuen kénnen in naturkundlichen Sammlungen aufbewahrt wer-
den, wahrend molekulare Unterproben (DNA, eDNA, RNA, Gewebe, Zellen, etc.) tiblicherweise
in Biobanken archiviert werden. Probensammlungen sind nicht nur unverzichtbar, wenn sich
die zugrundeliegende Taxonomie der Arten dndert, sondern auch fir die allgemeine Nach-
prifbarkeit und Erweiterbarkeit von Ergebnissen. Anhand von musealen Organismenproben
oder DNA-Proben, die in Biobanken eingefroren werden, kann Jahre spater, z.B. wenn sich die
Sequenziertechniken weiterentwickelt haben (oder neue Zielgene genutzt werden), die Koha-
renz neuer und alter Erhebungen gewahrleistet werden, indem man die neue Analyseme-
thode auf die archivierten Proben ausweitet.

27


https://www.catalogueoflife.org/

Datenbanken

Box 4: NFDI4Biodiversity

Ein zentrales Netzwerk mit Blick auf das Verfligbharmachen von Biodiversitatsdaten ist
NFDI4Biodiversity, welches als Konsortium innerhalb der Nationalen Forschungsdateninfra-
struktur (NFDI) agiert. Es ist derzeit auf 10 Jahre angelegt und setzt sich aus rund 100 Part-
ner*innen zusammen, darunter wissenschaftliche Einrichtungen, Museen, naturkundliche
Fachgesellschaften, Landesdamter sowie weitere Institute und Expert*innengruppen im Be-
reich Biodiversitats- und Umweltdaten.

Die Zusammenarbeit ist geleitet von dem Wissen, dass Akteur*innen aus Wissenschaft, Po-
litik, Naturschutz und Landschaftspflege verldssliche Daten bendtigen, um bessere Beitrage
zum Erhalt der Artenvielfalt erarbeiten zu konnen. Die Nutzung DNA-basierter Daten ist
auch eine wichtige Datenquelle im Rahmen von NFDI4Biodiversity und es werden Richtli-
nien fir den Umgang, die Zugdnglichkeit, die Analyse und Vernetzung der Daten in Koope-
ration mit de.NBI, ELIXIR und GBIF unter Verwendung von TDWG-Standards (ABCD-DNA und
DarwinCore) erarbeitet.

NFDI4Biodiversity vernetzt bislang nicht vernetzte Datenbankinfrastrukturen, nicht nur von
wissenschaftlichen Einrichtungen, sondern auch von Behorden, Citizen Scientist- und Ex-
pert*innengruppen und harmonisiert Workflows in einem nationalen und internationalen
Kontext. So werden weitere Datenbestande und Werkzeuge fiir eine gemeinschaftliche Nut-
zung mobilisiert, die flir den Nutzer eine vereinfachte Handhabung ermaoglicht (z.B. Verlin-
kung von GBOL-Metabarcodingdaten mit Herkunftsdaten aus GBIF und Rote Liste-Daten).
Ferner werden Datenbankwerkzeuge generiert, um Doubletten zu identifizieren, Qualitats-
filter zu implementieren und taxonomische Anderungen in verschiedenen Listen nachvoll-
ziehbar und transparent zu machen (z.B. Veranderungen der Taxonomie in den Roten Lis-
ten, in GBIF und Co.).

Gleichzeitig bietet NFDI4Biodiversity zahlreiche Workshops sowie Trainings fir die Commu-
nity an und betreibt wichtige Lobbyarbeit fiir den sicheren und kompetenten Umgang mit
Daten, die einer breiten und verantwortungsbewussten Nutzung zugefiihrt werden sollen.
Derzeit gibt es 23 use-cases in NFDI, die entsprechend Zugang zu modernen Technologien
und einem umfassenden Bestand an Biodiversitats- und Umweltdaten durch ihre Arbeit er-
moglichen sollen. Zusatzlich liegt ein starker Fokus auf der Entwicklung eines Cloud-basier-
ten Tools (sowohl textbasiert aber auch mit grafischer Benutzeroberflache), damit Anwen-
der*innen z.B. Metabarcodingdaten hochladen, mit entsprechender Computing Power
schnell analysieren und in den INSDCs (Tab. 2) hinterlegen konnen und somit die Verbin-
dung zu den Metadaten ermoglicht wird.

Nahere Informationen: https://www.nfdi4biodiversity.org/
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Forschungsbedarf und Verstetigung

Um das volle Potenzial DNA-basierter Methoden fiir das behordliche Monitoring nachhaltig
zur erschlieRen, sind hohe Qualitatsstandards der Datenbankeintrage, ein offener Zugang zu
Datenbanken sowie der Abgleich und die Harmonisierung mit internationalen taxonomischen
Rahmenbedingungen entscheidend. Fir Deutschland ist mit dem German Barcode of Life-Pro-
jekt (GBOL) eine wesentliche Grundlage geschaffen (Box 5). Insgesamt ist aber eine langfristige
Finanzierung der Datenbankinfrastruktur notwendig, sodass personelle und technische Ande-
rungen mit Blick auf die Nutzbarkeit auch bei Anderungen nomenklatorischer oder technolo-
gischer Aspekte gewahrleistet sind. Die Instandhaltung umfasst dariiber hinaus, wie Daten-
banken vorgehalten und verfligbar gemacht werden. Als genereller MaB3stab ist es wichtig,
dass die Datenbanken gut gesichert, Cloud-basiert und dezentral sind. Ferner sollten Routine-
filter implementiert sein, um z.B. bei nicht-plausiblen Eintrdagen (Habitat, Geografie) entspre-
chende Warnmeldungen auszugeben. Wichtige wissenschaftliche Begleitung zu den Daten-
banken ist die Publikation von Daten (kommentierte Veroffentlichung von Barcodes).

Box 5: Die Entdeckung unbekannter Diversitdt — GBOLIII “Dark Taxa”

Die Moglichkeit, Organismengruppen in Datenbanken abzudecken, hangt vor allem von
zwei Voraussetzungen ab: 1) dem Wissensstand um diese Organismengruppe (die Arten
sind bekannt, benannt und beschrieben, sodass sie bestimmt werden kénnen), 2) den Ex-
pert*innen, die Arten dieser Gruppen identifizieren kdnnen. Nur so gelingt es, die essenzi-
elle Verbindung von bestimmtem Belegexemplar und DNA-Barcode (mit den zugehdrigen
Daten) in der Referenzdatenbank zu schaffen. Ist eine der Voraussetzungen nicht gegeben,
so wird es schwieriger, Organismen in die Referenzdatenbanken aufzunehmen. Sind aber
beide Voraussetzungen nicht erfiillt, so wird eine Einbeziehung der Organismen in die Re-
ferenzdatenbanken so gut wie unmoglich. Diese Organismengruppen, fiir die es weder Wis-
sen noch Expert*innen gibt, werden als ,,Dark Taxa“ bezeichnet.

Als Beispiel seien hier die Diptera (Zweifllgler: Fliegen und Miicken) und Hymenoptera
(Hautflugler: Bienen, Wespen und Ameisen) erwahnt, sogenannte megadiverse Insekten-
ordnungen, die alleine in Deutschland mit etwa 9.500 bzw. 9.800 Arten vertreten sind. Von
besonderer Bedeutung sowohl hinsichtlich Individuen- als auch Artenzahl sind die Miicken,
einige Gruppen von Fliegen und die parasitoiden Hymenopteren (also Arten, die sich an
oder in anderen Insekten entwickeln). Es sind gerade diese Insektengruppen, deren Anteil
an der tatsachlich gefundenen Gesamtdiversitdt in Umwelt- und Massenproben enorm ist
(oft tber 70% der gefundenen Individuen) — die sich aber nicht auf Artniveau bestimmen
lassen. Diese Dark Taxa kdnnen derzeit nicht in Arbeiten im Bereich Biodiversitatsmonito-
ring, Naturschutz oder Okologie einbezogen werden, geschweige denn auf ihre Rolle und
ihren Nutzen in natiirlichen oder menschengemachten Okosystemen und ihre mogliche Ge-
fahrdung hin evaluiert werden. Selbst in Deutschland ist derzeit nur knapp die Halfte der ca.
33.000 Insektenarten Deutschlands molekular erfasst. Neben den Insekten gibt es Dark Taxa
in vielen weiteren Organismengruppen (TausendfliRern, Spinnen, Milben, Nematoden, Pro-
tisten u.a.).
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Im Rahmen von GBOL IlI: Dark Taxa, der dritten Phase der GBOL-Initiative (https://bolger-
many.de), geférdert vom BMBF, liegt der Fokus auf der Erforschung ausgewahlter Dark Taxa
aus den Diptera und Hymenoptera und deren Einbeziehung in die Referenzdatenbank. Es
bedarf weiterer Forschungsinitiativen, um unbekannte Arten wissenschaftlich zu dokumen-
tieren und Uber Referenzdatenbanken fiir das Biodiversitatsmontoring verfligbar zu ma-
chen.

Datenbanken mit eindeutigen Sequenzen (sog. Amplikon-Sequenz-Varianten, ASVs) wie in
GBOL llI: Dark Taxa etabliert, konnen helfen, eindeutige DNA-Barcodes ohne bislang zuge-
ordneten Artnamen zu hinterlegen und bereits in ein Monitoring einzubeziehen. Spater
kann im Idealfall diese Sequenz mit einem Artnamen verknipft werden, wenn diese Art for-
mal beschrieben oder korrekt referenziert werden konnte.

Neben den Datenbanken sollte ein weiterer Fokus auf die Verbesserung der maschinellen Les-
barkeit und Interpretation der Daten gerichtet werden. An dieser Stelle ist die Verwendung
internationaler Standards (Biodiversity Information Standards, TDWG, https://doi.org/
10.35035/doc-vfla-nr22) wichtig. Ferner bedirfen Daten korrekter und ausfihrlicher Meta-
datenbeschreibungen, was zu einer FAIR-Datenverfligbarkeit fiihrt. Neben der nachhaltigen
Bereitstellung der Daten nach FAIR-Prinzipien sollte zudem grundsatzlich versucht werden,
die angesprochenen Liicken in taxonomischen Gruppen oder Regionen zu schlieRen und Da-
tenbanken zusammenzufiihren. Hierzu steht auch NFDI4Biodiversity unterstiitzend zur Verfu-

gung.

Zusammenfassung

e Referenzdatenbanken sind entscheidend fiir die korrekte taxonomische Zuordnung von
DNA-Metabarcoding-Sequenzen zu Artnamen; es sind jedoch nicht alle Organismen-
gruppen vollstandig reprasentiert.

e Metadatenstandards fiir die DNA-Barcode-Referenzen sind notig fiir die Bewertung der
Qualitat.

e Langfristige Finanzierung von Personal fir die Kuratierung sowie technische Losungen
fir die Interoperabilitdt unterschiedlicher Datenbanken sind Voraussetzung fir die
nachhaltige Nutzung der Daten im behordlichen Monitoring.

e DNA aller Erhebungen sollte in 6ffentlichen Sammlungen verfligbar gemacht werden,
um Erweiterbarkeit und Nachpriifbarkeit aller Ergebnisse zu gewahrleisten.

e Referenzdatenbanken sollten den FAIR-Prinzipien folgen.
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8 Qualitatssicherung im Gesamtkontext

Alle bundesweiten Monitoringprogramme zur Erfassung der Biodiversitat werden systema-
tisch durchgefiihrt und verwenden jeweils einheitliche bzw. standardisierte Methoden, die in
Leitfaden oder Handbiichern beschrieben werden. Eine umfassende Qualitatssicherung der
generierten Daten erfolgt je nach Zustandigkeit durch Fachgesellschaften, Landesbehdrden
und/oder BfN. Zur Qualitatssicherung gehéren auch Qualitdtskontrollen, z.B. Gber Nachbe-
stimmung von Riickstellproben in einzelnen Programmen und Bundesldandern. Weiterhin wer-
den Schulungen z.B. zur Bestimmung bestimmter Organismengruppen angeboten. In einigen
Landern werden/wurden zudem Eignungsprifungen gemaR standardisierter Verfahren (ISO
13528; Proficiency Testing) eingesetzt. So z.B. in Finnland, wo personliche Eignungsprifungen
fir traditionelle Taxonom*innen angeboten werden, die nur die jeweilige Person auszeichnen,
jedoch nicht das Labor, in dem sie tatig sind.

Die in den Kapiteln 5-7 ausgefiihrten Aspekte zeigen, dass fiir DNA-basierte Methoden teils
bereits Leitfaden existieren bzw. in vielen Fallen fiir das behordliche Monitoring technische
Mindestanforderungen spezifiziert und umgesetzt werden kénnen. Um valide Biodiversitats-
daten fiir das behordliche Monitoring zu erhalten, ist die Etablierung technischer Mindest-
standards langfristig jedoch nur ein Baustein in einem Qualitdtsmanagementsystem. Aktuelle
Metabarcoding-Studien belegen, dass unterschiedliche Laboratorien — selbst bei Einhaltung
der Mindeststandards — zu unterschiedlichen Artenlisten kommen kénnen. Dies ist vor allem
fir den Nachweis seltener Arten problematisch. Entsprechend wichtig ist es, dass im Kontext
des behordlichen Monitorings die Implementierung weiterer Elemente der Qualitatssicherung
mitgeplant wird. Die Ebenen der Qualitatssicherung konnen hierbei in einem hierarchischen
Modell mit verschiedenen Ebenen dargestellt werden (Abb. 6).

EBENE 1: Basiselement hierbei ist ein generelles Qualitaitsmanagementsystem, in dem gene-
relle Arbeitsprozesse definiert werden, vorzugsweise Elemente aus Standard ISO 9001, 17025
bzw. auch OECD-Richtlinie zu Guter Laborpraxis (GLP). Fiir ein DNA-basiertes Monitoring sind
dabei in der Regel weniger die generellen und teils sehr umfassenden Aspekte zur Arbeitsor-
ganisation aus ISO 9001 als konkrete MalRnahmen zur Sicherung hoher Laborstandards wichtig
(aber siehe Ebene 3). Dies betrifft insbesondere die Dokumentation jeglicher Arbeitsschritte,
die Nachhaltung der Daten, sowie die regelmaBige Validierung der Labor-Arbeitsschritte. Eine
Konformitatsbewertung durch eine Zertifizierungsstelle erscheint zum aktuellen Zeitpunkt
nicht notig, sollte jedoch im Rahmen des behdrdlichen Monitorings vorausgesetzt werden.

EBENE 2: Erfillt ein Analyselabor diese grundlegenden Anforderungen (Ebene 1), so bieten
standardisierte Verfahren zur Eignungsprifung von Analyselaboren eine konkrete Moglichkeit
zur ldentifikation geeigneter Laboratorien. Dies kann z.B. liber Ringversuche erfolgen, die
nach internationalen Standards (ISO/IEC 17043) vorbereitet und in welchen Abweichungen in
der Messgenauigkeit (1ISO 13528) spezifiziert werden. Fiir chemische, medizinische aber auch
biologische Untersuchungen existieren Priiflaboratorien, die eine Zertifizierung gemaR der zu
erflllenden Kriterien der Eignungsprifung via Ringversuchen durchfiihren kénnen. Ein Bei-
spiel ist das Deutsche Referenzbiiro fiir Ringversuche und zertifizierte Referenzmaterialien
(https://drrr.de/). Auch im Rahmen des marinen Monitorings in Deutschland, sowie in einigen
Landern beim Monitoring nach WRRL, werden solche Ringversuche fir chemische und tradi-
tionell biologische Nachweise z.B. durch das Priiflabor des staatlichen finnischen Umweltinsti-
tutes (SYKE) regelmaRig durchgefiihrt. In den Ringversuchen werden Referenzmaterialien an
die teilnehmenden Laboratorien ausgegeben und die Analyseergebnisse zentral ausgewertet.
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Nur Laboratorien, die erfolgreich einen bestimmten Anteil der Proben richtig analysieren
konnten (z.B. definiert als Variation zwischen technischen Replikaten sowie Gesamtzahl der
richtig-Positiven sowie falsch-Positiven), sind als Analyselabore zertifiziert. Dies wird bereits
in England genutzt, um Analyselabore fiir das eDNA-basierte Kammmolch-Monitoring zu zer-
tifizieren. Diese Zertifizierung ist zeitlich begrenzt. Ein ahnlicher Schritt ist fiir Metabarcoding-
Analysen denkbar und notwendig. Solche standardisierten Eignungspriifungen sind umso
wichtiger, da die Entwicklung DNA-basierter Technologien zur Biodiversitatserfassungen noch
langst nicht abgeschlossen sind. Referenzmaterialien kdnnen tiber taxonomisch eindeutig-be-
stimmte oder in Monokultur geziichtete Organismen bzw. kiinstlich vervielfaltigtes Gewebe
von Pflanzen bzw. Tieren, erstellt werden (z.B. Museen, Behorden) oder die DNA der zu er-
wartenden Zielorganismen kann kiinstlich synthetisiert und zur Verfligung gestellt werden.

EBENE 3: Basierend auf den “duBeren Ebenen” ist ein Labor prinzipiell qualifiziert, Metabar-
coding-Analysen gemal} definierter Mindestanforderungen durchzufiihren. Diese Anforderun-
gen sind fallspezifisch zu definieren und betreffen z.B. Anzahl biologischer und technischer
Replikate, verwendete Negativkontrollen sowie interne Positivkontrollen, um mogliche
Kreuzkontaminationen zu erkennen, Sequenziertiefe, Referenzdatenbanken und FAIR-
Prinzipien sowie fiir sensitive Probentypen (z.B. Pollenanalysen) striktere Vorgaben zur
Arbeitsweise.

EBENE 4: Als quasi letzter Schritt der Qualitatssicherung eines Labors empfiehlt sich fiir das
behordliche Monitoring die nachgeschaltete Qualitatskontrolle, z.B. iber die Analyse von Re-
ferenzproben, d.h. Proben, die eine vom Referenzlabor bekannte Gewebe- oder DNA-Kombi-
nation erhalten (siehe Ebene 2). Diese Proben miissen vom Auftragnehmenden mitanalysiert
werden und die Ergebnisse gemeinsam mit den Analyseergebnisse bereitgestellt werden.
Uber die Abweichung der Resultate dieser Blindproben (=Positivkontrollen) kann die Verlass-
lichkeit der Messung der echten Proben quantifiziert werden und bei Unterschreiten einer
definierten prozentualen Mindestgrenze der korrekt zugewiesenen Arten werden die Ergeb-
nisse als unzuverldssig abgelehnt. Bezliglich der institutionellen Organisation werden die
Qualitatskontrollen ahnlich wie bei Ebene 2 durch zertifizierte Laboratorien durchgefiihrt.

Ebene 4: Qualitatskontrolle der Analysen
(Co-Analyse von Referenzproben, sogenannten “Blindproben”, Quantifizierung der
Abweichung zur Validierung der Messung durch Referenzlabor)

Ebene 3: Technische Mindestanforderungen
(Vorgabe probentypspezifischer Kriterien bzgl. Probenahme, Art und Anzahl von Negativ-/
Positivkontrollen, Reinheit, Sequenziertiefe, Referenzdatenbank, FAIR-Prinzipien etc.)

Ebene 2: Eignungsprifung Analyselabor
(Nachweis der prinzipiellen Eignung von Labor/Personal flr Analyse via Ringtests; ggf. Zertifizierung)

Ebene 1: Qualitatsmanagement-Rahmenbedingungen
(Dokumentations- und Berichtspflichten, generelle Laborpraxis, Personalschulung, Geréateprifung etc.)

Abb. 6: Vorgeschlagene Ebenen zur moglichen Standardisierung DNA-basierter Biodiversitatsanaly-
sen im behordlichen Natur- und Umweltschutz. (© Leese, Universitat Duisburg-Essen)
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Umsetzungsbedarf

Flir das behordliche Monitoring ist es wichtig, eine konkrete Liste mit erfolgreichen Kriterien
fiir die vier verschiedenen Ebenen der Qualitatssicherung in das gesetzliche oder untergesetz-
liche Regelwerk aufzunehmen. Diese miissen gemaR der unterschiedlichen Probentypen und
Monitoringprogramme teilweise spezifisch sein (insbesondere Ebene 2 und 3). Mit Blick auf
die Umsetzung europdischer Regelungen fiir das Monitoring sowie grenziiberschreitende Un-
tersuchungen ist es von Vorteil, wenn international akkreditierte Institutionen die Qualitats-
sicherung der einzelnen Labore durchfliihren. Metrologische Institutionen, die sich mit der
Ruckfuhrbarkeit von Messwerten, deren Genauigkeit sowie deren Verbreitung beschaftigen,
sollten auf nationaler und europadischer Ebene die Standardisierung des Metabarcodings und
anderer molekularer Verfahren fir die Umweltbeobachtung unterstiitzen und in die Prifpro-
gramme aufnehmen.

Zusammenfassung

e Die Nutzung technischer Mindestanforderungen ist wichtig flir die Qualitatssicherung,
garantiert aber keine qualitativ hochwertigen Daten.

e Ein hierarchisches Qualitatssicherungsmanagement wird fiir das behdérdliche Monito-
ring empfohlen.

e Insbesondere wird empfohlen,

i) eine allgemeine Konformitatsbeurteilung der Analyselabore zu etablieren (Laborabladufe,
Dokumentation, GLP),

ii) eine anwendungsbezogene Eignungsprifung (Ringtests) durchzufiihren,

iii) probenspezifische Mindeststandards (Replikation, Negativkontrollen, Reinheit, Sequen-
ziertiefe, Referenzdatenbanken) festzulegen,

iv) Kontrollproben fiir die Probenahme sowie Referenzmaterialien fur die Qualitdtskon-
trolle der Laborergebnisse zu implementieren.

e Aktuelle Testschemata nach internationalen Standards konnen fiir Eignungspriifung und
Qualitatskontrolle genutzt werden.
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9 Ausblick zur Implementierung

Viele Behdrden werden die genetischen Untersuchungen aller Voraussicht nach nicht selbst
durchfiihren, sondern die Leistung an Auftragslabore vergeben. In beiden Féllen ist der regel-
maRige Nachweis der beteiligten Labore erforderlich, dass sie zur Durchfiihrung der Analysen
in ausreichender Qualitat befahigt sind. Dafir sind Qualitatssicherungsmallnahmen auf ver-
schiedenen Ebenen moglich; von den Grundvoraussetzungen fiir das Qualitdtsmanagement
im Laborbetrieb (iber die Uberpriifungen der Qualitit der Messleistung durch Dritte bis hin zu
laborinternen oder projektbezogenen Qualitatssicherungsmalnahmen (siehe Kapitel 8).

Je nach Monitoringprogramm werden Behdrden voraussichtlich entweder den gesamten Pro-
zess einer DNA-basierten Bewertung von der Probenahme (iber die Messung bis zur Aus- und
Bewertung der Daten beauftragen oder das Metabarcoding als eine separate Leistung verge-
ben, die auch von DNA-Laboren ohne Expertise in der Probenahme und der Bewertung durch-
geflhrt werden kann. Ungeachtet dessen ist es erforderlich, dass Qualitatssicherungsmalinah-
men bereits bei der Probenahme beginnen und den gesamten Prozess bis zum Analyseergeb-
nis begleiten. Um die Diskussionen in die Praxis zu leiten, ist als erster Schritt denkbar, anhand
eines Beispiels ein Qualitatssicherungssystem zu entwickeln und erste Erfahrungen damit zu
sammeln. Geeignet ware dafiir das eDNA-Metabarcoding zur Bewertung der Fischdiversitat in
Gewassern, da es bereits viele konkrete Methodenleitfaden gibt, es sich um eine liberschau-
bare Artengruppe handelt und es vielfaltige Vergleichsdaten gibt.

Wichtig ist, dass die Qualitatssicherung der Metabarcoding-Studien in der behérdlichen Um-
weltbewertung institutionalisiert wird. Fir die Qualitatssicherung der morphologisch-taxono-
mischen Daten im Bund-Lander-Messprogramm der Kisten (BLMP) hat beispielsweise das
Umweltbundesamt bereits eine Qualitatssicherungsstelle implementiert. Fiir den weiteren in-
haltlichen Prozess wird ein Forum fiir den transdisziplinaren Austausch zum Thema DNA-ba-
sierte Methoden auf nationaler, DACH-Raum bzw. europaischer/internationaler Ebene drin-
gend bendtigt und sollte im Dialog zwischen Behérden und Forschungsinstitutionen, aber
auch mit kommerziellen Anbietern regelmaRBig, z.B. alle zwei Jahre, stattfinden.
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den

Amplikon-Sequenz-Varianten
Bundesamt fiir Naturschutz
Bund-Lander-Messprogramm der Kiisten

Ubereinkommen iiber die biologische Vielfalt der Vereinten Nationen
(eng. Convention on Biological Diversity)

Europaisches Komitee fir Normung (frz. Comité Européen de Normali-
sation)

Ubereinkommen (iber den internationalen Handel mit gefihrdeten frei
lebenden Tieren und Pflanzen (eng. Convention on International Trade
in Endangered Species of Wild Fauna and Flora)

Genmarker; Cytochrom-C-Oxidase Untereinheit 1-Gen
D (Deutschland), A (Osterreich), CH (Schweiz)
Deutsche Anpassungsstrategie an den Klimawandel
Deutsches Institut fir Normung
Desoxyribonukleinsdure (engl. deoxyribonucleic acid)
Deutsche Nachhaltigkeitsstrategie

Umwelt-DNA (engl. environmental DNA)

Europdische Union

Ziele zur Datenqualitdt und -verfligbarkeit: auffindbar (engl. findable),
zuganglich (engl. accessible), interoperabel (engl. interoperable, wie-
derverwendbar (engl. reusable)

Fauna-Flora-Habitat-Richtlinie

engl. German Barcode of Life

Gute Laborpraxis (Richtlinie, Empfehlungen, i.d.R. Verweis auf OECD-
Richtlinie zur Guten Laborpraxis)

Helsinki Commission, internationale Organisation zum Schutz der Mee-
resumwelt der Ostsee
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Abkirzungsverzeichnis

IAS
ISO
ITS

LSuU

LUCAS

matK
MSRL
NBS
NFDI

OECD

PCR
rbcL
RNA
SSu

TA Luft
TC
trnL-F/K
VDE
VDI

VRL

WRRL

Invasive gebietsfremde Arten (engl. invasive alien species)
Internationale Organisation fliir Normung

Genmarker; engl. internal transcribed spacer

groRRe Untereinheit der rRNA (engl. long subunit)

Europaische Flachenstichprobenerhebung zur Bodennutzung und Bo-
denbedeckung (engl. Land Use and Coverage Area frame Survey)

maturase K, Gemarker zur Bestimmung inbesondere pflanzlicher Taxa
Meeresstrategie-Rahmenrichtlinie

Nationale Strategie zur Biologischen Vielfalt

Nationale Forschungsdateninfrastruktur

Organisation fiir wirtschaftliche Zusammenarbeit und Entwicklung
(engl. Organisation for Economic Co-operation and Development)

Polymerasekettenreaktion (engl. polymerase chain reaction)
Genmarker, engl. ribulose-bisphosphate carboxylase
Ribonukleinsdure (engl. ribonucleic acid)

kleine Untereinheit der rRNA (engl. small subunit)

Technische Anleitung zur Reinhaltung der Luft

Technisches Komitee

tRNA-Genmarker zur Bestimmung insbesondere pflanzlicher Taxa
Verband der Elektrotechnik Elektronik Informationstechnik e.V.
Verein Deutscher Ingenieure e. V.

Vogelschutzrichtlinie

Wasserrahmenrichtlinie
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Metabarcoding

A Anhang: Europaische und Internationale Standardisierungsaktivitiaten im
Zusammenhang mit DNA-Metabarcoding

A.1 Europdische Standardisierungsaktivitaten

A.1.1 CEN/TC 230 Water analysis (created 1989)

https://standards.cen-
cenelec.eu/dyn/www/f?p=205:7:0::::FSP ORG 1D:6211&cs=1F56318D14ADC18191F68173E
68B16469

Secretariat: DIN (Germany)

Scope: Standardization in the area of water analysis including: - definition of terms; - sampling
of water; - measurement; - reporting. Excluded are the limits of acceptability for water quality.

Structure: 10 working groups
Standards published: 225 documents

Work programme: 24 documents

A.1.2 CEN TC 230 / WG 28 Water Analyses DNA- and eDNA Methods:

https://standards.cencenelec.eu/dyn/www/f?
p=205:7:0::::FSP ORG 1D:2601978&cs=1D38954EB9D1DAF2DC920BEB143FCDE34

Secretariat: SFS (Finland)
Published Standards:

e CEN/TR 17244:2018 (WI1=00230348)
Water quality - Technical report for the management of diatom barcodes

e CEN/TR 17245:2018 (WI=00230349)
Water quality - Technical report for the routine sampling of benthic diatoms from rivers
and lakes adapted for metabarcoding analyses

e EN 17805:2023 (WI=00230395)
Water quality - Sampling, capture and preservation of environmental DNA from water
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Anhang: Europaische und Internationale Standardisierungsaktivitaten im Zusammenhang mit DNA-
Metabarcoding

A.2 Internationale Standardisierungsaktivitaten

A.2.1 ISO/TC 147 Water quality (created 1971)

https://www.iso.org/committee/52834.html

Secretariat: DIN (Germany)

Scope: Standardization in the field of water quality, including definition of terms, sampling of
waters, measurement and reporting of water characteristics.

Structure: 6 Subcommittees
Standards published: 327 documents

Work programme: 42 documents

A.2.2 ISO/TC 190 Soil quality (created 1985)

https://www.iso.org/committee/54328.html

Secretariat: DIN (Germany)

Scope: Standardization in the field of soil quality: Soils in situ; Soil materials intended for reuse
in or on soils, including dredged sub-aquatic soil materials (= excavated sediments).

Structure: 3 Subcommittees
Standards published: 179 documents

Work programme: 25 documents

A.2.3 ISO TC 331 Biodiversity (created 2020)

https://www.iso.org/committee/8030847.html

Secretariat: AFNOR (France)

Scope: Standardization in the field of Biodiversity to develop principles, framework, require-
ments, guidance and supporting tools in a holistic and global approach for all organizations,
to enhance their contribution to Sustainable Development.

TC 331 Biodiversity will work closely with related committees (e.g. ISO/TC 190 Soil quality,
ISO/TC 147 Water quality, ISO/TC 276 Biotechnology, ISO/TC 34 Food products) in order to
identify standardization needs and gaps, and collaborate with other organizations to avoid
duplications and overlapping standardization activities.

Structure: 5 working groups
Standards published: --

Work programme: 4
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Anhang: Europaische und Internationale Standardisierungsaktivitdten im Zusammenhang mit DNA-
Metabarcoding

A.3 Nationale Spiegelgremien des DIN zu Europdischen und Internationalen Gre-
mien

A.3.1 NA 119 DIN-Normenausschuss Wasserwesen (NAW)

Europdische Gremien von NA 119

Der Normenausschuss begleitet die folgenden europdischen Gremien auf nationaler Ebene.
Bei den entsprechend gekennzeichneten Gremien liegt auch das Sekretariat beim DIN.

https://www.din.de/de/mitwirken/normenausschuesse/naw/europaeische-gremien

Internationale Gremien von NA 119

Der Normenausschuss begleitet die folgenden internationalen Gremien auf nationaler Ebene.
Bei den entsprechend gekennzeichneten Gremien liegt auch das Sekretariat beim DIN.

https://www.din.de/de/mitwirken/normenausschuesse/naw/internationale-gremien

NA 119-01-03 AA Wasseruntersuchung (Spiegelgremium zu CEN/TC 230, ISO/TC 147)

https://www.din.de/de/mitwirken/normenausschuesse/naw/nationale-gremien/wdc-
grem:din21:54752592

A.3.2 NA 172 DIN-Normenausschuss Grundlagen des Umweltschutzes (NAGUS)

Internationale Normungsaktivititen zum Schutz der Artenvielfalt und Okosysteme (din.de)

Der DIN-Normenausschuss Grundlagen des Umweltschutzes (NAGUS) ist das zustandige Ar-
beitsgremium fiir die fachlibergreifende Grundlagennormung im Bereich des Umweltschutzes
auf nationaler, europaischer und internationaler Ebene. Der NAGUS erarbeitet Normen und
Spezifikationen auf dem Gebiet der Umweltmanagementsysteme und der Instrumente des
Umweltmanagements.

NA 172-00-17 AA Biodiversitit (Spiegelgremium zu ISO/TC 331)

Der Arbeitsausschuss NA 172-00-17 AA ,Biodiversitat” organisiert die deutsche Spiegelarbeit
zum ISO/TC 331 ,Biodiversity” (Sekretariat: AFNOR, Frankreich) und gegebenenfalls weitere
Ubergreifende Normungsarbeit zu diesem Thema und stellt die deutsche Beteiligung an den
Arbeiten der entsprechenden europdischen und internationalen Normung und Standardisie-
rung sicher (Spiegelarbeit).

https://www.din.de/de/mitwirken/normenausschuesse/nagus/nationale-gremien/wdc-
grem:din21:333002185
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B Anhang: Tagungsprogramm

Bundesamt fiir
B7® Naturschutz

DNA-basierte
Biodiversitatsanalysen im Natur-
und Umweltschutz:
Welche Optionen haben wir fur
eine Standardisierung?

01. bis 03. Juni 2022
Kloster Schontal
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Anhang: Tagungsprogramm

Hintergrundinformationen:

Die wissenschaftliche Entwicklung von Methoden fliir DNA-basierte Biodiversitats-
analysen schreitet rasant voran und ihre Anwendung ist auch fiir den behérdlichen
Natur- und Umweltschutz von groBem Interesse. Insbesondere der behdrdliche Ein-
satz, z.B. im Rahmen von Monitoringprogrammen, erfordert robuste und standardi-
sierte Methoden, die verlassliche und vergleichbare Daten liefern.

Der Fokus der Veranstaltung liegt auf dem ,DNA-Metabarcoding”. Einflihrend wird ein
Uberblick tiber den aktuellen Stand der Methodenentwicklung und ihre Anwen-
dungsbereiche gegeben. Anhand konkreter Projekte werden dann Erfahrungen aus
dem Blickwinkel unterschiedlicher Akteure mit dem Einsatz des DNA-Metabarcoding
ausgetauscht. AnschlieBend kénnen die Teilnehmenden in vier Workshops folgende
Themenfelder beleuchten und einen mdéglichen Standardisierungsbedarf aufzeigen:

I: Probenahme und Matrix (Wasser, Boden, Luft, Land)
II: Laborarbeit und Datenanalyse
III: Referenz-Datenbanken und Infrastruktur

IV: Qualitatssicherung fir DNA-basiertes Monitoring

Die identifizierten Herausforderungen sowie die herausgearbeiteten Lésungsansatze
flr eine Standardisierung sollen im Nachgang zur Veranstaltung in einem Positions-
papier von den Teilnehmenden sowie weiteren Expert*innen zusammengefasst,
systematisiert, priorisiert und veréffentlicht werden.

Teilnehmer*innenkreis:

Vertreter*innen von Forschungseinrichtungen, Behdrden, Verbanden, Gutachterbi-
ros.

Veranstalter:

Bundesamt fir Naturschutz (BfN) gemeinsam mit VDI-Gesellschaft Technologies of
Life Sciences (VDI-TLS).

Veranstaltungsort:

Bildungshaus Kloster Schéntal, Klosterstr. 6, 74214 Schéntal;
Tel: 07943 / 8940; E-Mail: bildungshaus@kloster-schoental.de;
https://www.kloster-schoental.de
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Anhang: Tagungsprogramm

Konzeption und Leitung der Tagung:

Miklos Balint, Senckenberg Forschungsinstitut und Naturmuseum Frankfurt; Sebas-
tian Hoss, ECOSSA; Jan Koschorreck, Umweltbundesamt; Henrik Krehenwinkel,
Universitat Trier; Florian Leese, Universitat Duisburg-Essen; Stefan Lotters, Univer-
sitat Trier; Carsten Nowak, Senckenberg Forschungsinstitut und Naturmuseum
Frankfurt; Vera Rduch, Leibniz-Institut zur Analyse des Biodiversitatswandels - Mu-
seum Koenig, Bonn; Christoph Scherber, Leibniz-Institut zur Analyse des Biodiversi-
tatswandels - Museum Koenig, Bonn; Ljuba Woppowa, VDI-Gesellschaft Technolo-

gies of Life Sciences (VDI-TLS); Wiebke Zlighart, Bundesamt flr Naturschutz.

Kosten:

Unterkunft im Einzelzimmer inkl. Frihstlck pro Pers./Tag: 75 €
Zahlung sind per EC-Karte oder Master/Visa-Kreditkarten moglich.

Bitte melden Sie sich bis zum 30.04.2022 zur Veranstaltung an, bitte nutzen sie
dazu den Anmeldelink:

Bitte nutzen Sie ebenfalls bis zum 30.04.2022 folgenden Link fiir eine erste Zuord-
nungsmoglichkeit zu den angebotenen Workshops I bis IV (die finale Festlegung er-

folgt vor Ort):

COVID 19-Hinweise und HygienemaBnahmen:

Es gelten die jeweiligen Regeln der Corona-Verordnung Baden-Wuirttemberg
und die Hygiene und Schutzkonzepte des Bildungshauses Kloster Schéntal:

https://www.kloster-schoental.de

Anreise:

siehe Homepage Kloster Schoéntal:
https://www.kloster-schoental.de/meta/anreise.html
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Programm
01. Juni 2022
Individuelle Anreise
18.00 - 19.30 Gemeinsames Abendessen
20.00 BegriiBung, Vorstellungsrunde, Ausblick auf die ndchsten Tage,

Ubersicht iiber Ziele der vier parallelen Workshops

02. Juni 2022

07.30 - 08:30  Friuhstick

I Themenblock: Plenarvortrage

08:30 BegriBung

08.40 DNA-Metabarcoding im behoérdlichen Natur- und Umweltschutz — Stand
und Perspektiven
Wiebke Zlghart, BfN Bonn; Jan Koschorreck, UBA Berlin

09.00 Methoden und Entwicklung: Wie kénnen wir Biodiversitdts-Verdnderun-
gen erfassen? Was bendtigen wir von der Forschung (FINKA)? Christoph
Scherber, ZFMK Bonn

09:20 Chancen und Risiken der (noch nicht-standardisierten) DNA-basierten
Methoden fiir ein umfassendes Biodiversitdtsmonitoring.
Florian Leese, Universitdt Duisburg-Essen, Essen

09.40 Kaffeepause
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Anhang: Tagungsprogramm

II Themenblock: Praxisbeispiele

10.10

10.30

10.50

11.20

11.50

12:15

Erfahrungen aus anderen Bereichen, die mit genetischem Material ar-
beiten, Beispiel Wildtiergenetik, L6sung: Monopolisierung

Dr. Carsten Nowak, Senckenberg Forschungsinstitut und Naturmuseum
Frankfurt

Boden: Metagenomische Erhebungen, Standardisierung und technologi-
sche Entwicklung

Prof. Miklds Balint, Senckenberg Forschungsinstitut und Naturmuseum
Frankfurt, Biodiversitit, Klimaforschungszentrum

Insektenmonitoring,

1. Fallbeispiele aus dem LTER-D-Projekt / Nationalpark Bayerischer
Wald, Johannes Uhler Nationalpark Bayerischer Wald, Grafenau

2. Fallbeispiele vom Entomologischen Verein Krefeld, Thomas Hérren,
Entomologischen Verein Krefeld

Anwender/Kundensicht: AIM Advanced Identification Methods, Erfahrung
und Bedarf

Kirsten Moriniére, AIM,; Leipzig; Michael Traugott, SINSOMA, Innsbruck,
Osterreich

Diskussion

Ubersicht iiber vier parallele Nachmittags-Workshops und Aufteilung in
Arbeitsgruppen

12.30-13.30 Mittagessen

13.30-14.30 Rahmen-Programm: Fihrung durch das Kloster Schéntal
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III Workshops: Wie kommen wir zu verlasslichen und vergleichba-
ren Artenlisten?

15.00 Aufteilung in Arbeitsgruppen, Aufsuchen der Workshop-Rdume
15.15-18.30 Workshops 1 bis 4
16:15 Kaffeepause

Workshop 1 Probenahme und Medien (Wasser, Boden, Luft, Land)

Moderation: Miklés Balint; Carsten Nowak, Senckenberg Forschungsinstitut
und Naturmuseum Frankfurt

Ziel: Zusammenfassung der Probenarten flir alle vier Medien, die derzeit ge-
sammelt werden und zuklnftigen Bedarfs an Probentypen.

Inhalt: Folgende Punkte méchten wir diskutieren:

1. Was ist die Diversitédt der wissenschaftlichen und behérdlichen
Probenahmen fiir Wasser, Boden, Luft, Land?

2. Ist es méglich, Probenahmen flir bestimmte Medien zu standar-
disieren, z.B. analog WRRL? Malaisefallen? Was ist standardi-
sierbar? Zusammenfassung bestehender standardisierter Pro-
benahme-Methoden.

3. Abgleich von Uberschneidungen mit klassischen Methoden

4. Bewertung, ob die mit klassischen Methoden genommenen Pro-
ben flir das Metabarcoding geeignet sind.
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Workshop 2 Laborarbeit und Datenanalyse

Moderation:  Henrik Krehenwinkel, Universitét Trier;
Philipp Rausch, Universitédt Kiel, Institute of Clinical
Molecular Biology (IKBM), Kiel

Ziel: Ziel des Workshops ist die Identifikation von Minimalstandards flir
die molekulare und bioinformatische Prozessierung von Metabar-
codingdaten. Darlber hinaus sollen besonders kritische Arbeits-
schritte, die sich maBgeblich auf die detektierte Diversitdt auswir-
ken, identifiziert werden.

Inhalt: Folgende Punkte mdchten wir diskutieren:

1. Welche Analyseschritte sind wenig sensibel und standardisierbar?
Welche sind sehr spezifisch flir bestimmte Fragestellungen und Pro-
benarten oder besonders fehleranféllig?

2. Kénnen Minimalstandards fir die Laborarbeit und
Datenpro-zessierung identifiziert werden, die tiber
verschiedene Pro-benarten und Fragestellungen Gliltigkeit
haben?

3. Kénnen/sollen Analyseschritte auch in behérdlichen
Laboren durchgefiihrt werden?

Workshop 3 Referenz-Datenbanken und Infrastruktur

Moderation: Vera Rduch, LIB / Museum Koenig, Bonn; Jonas Zimmermann, FU
Berlin / BGBM
Ziel: Ziel des Workshops ist es einen Uberblick (iber die verschiedenen Refe-

renz-Datenbanken beziiglich ihrer Kuratierungs-/Datenstandards zu be-
kommen und Qualitdtsanforderungen sowie benétigte Leistungsanforde-
rungen zu identifizieren, um die Grundlage flir DNA-basierte Biodiversi-
tdtsanalysen im Kontext eines behérdlichen Monitorings zu gewéhrlei-
ten.

Inhalt: Folgende Punkte méchten wir diskutieren:

1. Welche Datenbank ist flir welche Organismengruppe geeignet? Welche
Standards liegen in den Datenbanken zugrunde? Existieren Daten-/Me-
tadatenstandards?

2. Welche Anspriiche bestehen an die Dokumentation genetischer Bio-
diversitdtsanalysen? Welche taxonomische Auflésung wird angestrebt
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(Ordnung/Familie/Gattung/Art/Population)? Welche Anspriiche beste-
hen an die Qualitdtssicherung der Taxa-Listen?

. Welche Anforderungen bestehen an Referenzdatenbanken fiir ein be-
hérdliches Monitoring (vgl. Entwicklung Rote Listen, Bundestaxaliste)?

Wie hdufig brauchte es Aktualisierungen oder Anpassungen?

. Wie steht es um die Kompatibilitdt verschiedener Datenbanken?

. Welche Rolle spielt NFDI4Biodiversity und welche Potenziale bietet sie?

Workshop 4 Qualitatssicherung fiir DNA-basiertes Monitoring

Moderation: Florian Leese, Universitdt Duisburg-Essen; Jan Koschorreck, Um-

weltbundesamt, Berlin; Kristian Meissner, Finish Environment Institute (SYKE),

Ziel:

Inhalt:

18.30

19.30

Ziel des Workshops ist es, konkrete Qualitdtssicherungsoptionen fiir
DNA-basierte Biodiversitdtsanalysen im Kontext eines behérdlichen Mo-
nitorings zu identifizieren und diese hinsichtlich ihrer Machbarkeit zu be-
werten.

Folgende Punkte méchten wir diskutieren:

. Was sind die Bewertungsgrundlagen verschiedener behérdlicher Um-

welt / Bio(diversitdts)-Monitoring-Programme? Welche Daten stehen
zur Verfligung (Arten/Taxalisten/ PopulationsgréBen etc.) und wofiir
werden Sie genutzt.

. Was sind Verfahren der Qualitdtssicherung flir bestehende Erhebun-

gen (Ringtests, Expertenevaluation von Rickstellproben, Fotodoku-
mentation, Zertifizierung, proficiency tests, Blindproben etc.)?

. Welche Mindestanforderungen bestehen hinsichtlich der Qualitétssi-
cherung bestehender Monitoringprogramme?

. Welche QualitdtssicherungsmafBnahmen eignen sich unmittelbar fiir
DNA-basierte Erhebungen? Wo werden weitere, standardisierte Ver-
fahren bendétigt und wo kann man auf eine ,Selbstregulation” hoffen
oder vertrauen?

Abendessen

Zusammenfassung 1. Tag, gemitliches Beisammensein
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03. Juni 2022

07.30 - 08.30 Friihstick

08.30

08.50

09.00

10:30

11.00

12.00

Standardisierung: Qualitdt und Innovation sind kein Widerspruch
Florian Leese, Kristian Meissner, Ljuba Woppowa, Jonas Zimmermann;

Aufsuchen der Workshop-Rdume

Fortfiihrung der vier parallelen Workshops

Kaffeepause

Prdsentation der Workshop Ergebnisse

Zusammenfassung, ndchste Schritte, Fazit und Abschluss

12.30-13.30 Gemeinsames Mittagessen

Kontaktadressen:

Dr. Ljuba Woppowa, VDI Verein Deutscher Ingenieure e.V., Dusseldorf
Telefon: +49 211 / 6214-314, E-Mail: woppowa@vdi.de

Dr. Wiebke Zlghart, Bundesamt flr Naturschutz (BfN), Bonn
Telefon: +49 228 / 8491-1460, E-Mail: wiebke.zueghart@bfn.de
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Die ,,BfN-Schriften” sind eine seit 1998 unperiodisch erscheinende Schriftenreihe in
der institutionellen Herausgeberschaft des Bundesamtes fuir Naturschutz (BfN) in
Bonn. Sie sind kurzfristig erstellbar und enthalten u.a. Abschlussberichte von
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auch in kleiner Auflage moglich.

DOI 10.19217/skr666

Bundesamt fir
Naturschutz



	02_BfN_Schriften_final.pdf
	Impressum
	Inhaltsverzeichnis
	Zusammenfassung und Handlungsempfehlungen
	1  Hintergrund, Motivation und Ziel
	2 Bedeutung von Biodiversitätsdaten im behördlichen Natur- und Umweltschutz, Anwendungspotenziale DNA-basierter Methoden
	3 Bedeutung von Standards in Monitoringprogrammen
	4 DNA-basierte Methoden zur Erfassung der Biodiversität
	5 Probenahme für genetische Untersuchungen
	6 Laboranalyse DNA-Metabarcoding
	7 Datenbanken
	8 Qualitätssicherung im Gesamtkontext
	9 Ausblick zur Implementierung
	Abbildungsverzeichnis
	Tabellenverzeichnis
	Abkürzungsverzeichnis
	A Anhang: Europäische und Internationale Standardisierungsaktivitäten im Zusammenhang mit DNA-Metabarcoding
	A.1 Europäische Standardisierungsaktivitäten
	A.1.1 CEN/TC 230 Water analysis (created 1989)
	A.1.2 CEN TC 230 / WG 28 Water Analyses DNA- and eDNA Methods:

	A.2 Internationale Standardisierungsaktivitäten
	A.2.1 ISO/TC 147 Water quality (created 1971)
	A.2.2 ISO/TC 190 Soil quality (created 1985)
	A.2.3 ISO TC 331 Biodiversity (created 2020)

	A.3 Nationale Spiegelgremien des DIN zu Europäischen und Internationalen Gremien
	A.3.1 NA 119 DIN-Normenausschuss Wasserwesen (NAW)
	A.3.2 NA 172 DIN-Normenausschuss Grundlagen des Umweltschutzes (NAGUS)


	B Anhang: Tagungsprogramm

	2022-06-01-03_Programm_DNA-basierte-Biodiversitaetsanalysen
	DNA-basierte Biodiversitätsanalysen im Natur- und Umweltschutz: Welche Optionen haben wir für eine Standardisierung?
	Hintergrundinformationen:
	Teilnehmer*innenkreis:
	Veranstalter:
	Veranstaltungsort:
	Konzeption und Leitung der Tagung:
	Kosten:
	COVID 19-Hinweise und Hygienemaßnahmen:
	Es gelten die jeweiligen Regeln der Corona-Verordnung Baden-Württemberg und die Hygiene und Schutzkonzepte des Bildungshauses Kloster Schöntal: https://www.kloster-schoental.de
	Anreise:
	siehe Homepage Kloster Schöntal:  https://www.kloster-schoental.de/meta/anreise.html
	I Themenblock: Plenarvorträge
	II Themenblock: Praxisbeispiele
	III Workshops: Wie kommen wir zu verlässlichen und vergleichbaren Artenlisten?
	Kontaktadressen:




