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Dem Monitoring kommt eine grosse Bedeutung in der Erkennung von Veranderungen zu und lie-
fert die Grundlage fiir ein effektives Management seitens der Wasserwirtschaft. Das Institut fiir
Seenforschung (ISF) der Landesanstalt fiir Umwelt Baden-Wiirttemberg (LUBW) koordiniert das
Monitoring der Gewasserqualitat des Bodensees im Rahmen der Internationalen Gewdsserschutz-
kommission fiir den Bodensee (IGKB). Ziel der vorliegenden Studie war es, ein Metabarcoding-Pro-
tokoll zum Monitoring des Zooplanktons des Bodensees zu entwickeln, um das gemeinsame Moni-
toring der Bodenseeanrainerstaaten durch moderne molekularbiologische Methoden zu erganzen.
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RESUME

METABARCODING DE L’ADN DE LA COMMUNAUTE DE ZOOPLANCTON

DU LAC DE CONSTANCE

L'objectif consistait a développer un protocole de métabarcoding
pour surveiller le zooplancton du lac de Constance afin de com-
pléter la surveillance générale opérée par les pays riverains du
lac dans le cadre de la Commission internationale de protection
des eaux du lac de Constance avec des méthodes modernes de
biologie moléculaire. Afin d’évaluer la pertinence qualitative et
quantitative du métabarcoding, (1) des listes d’espéces obtenues
par ce procédé ont été comparées avec celles basées sur des
criteres morphologiques, d’une part, et (2) des fréquences de sé-
quence spécifiques aux taxons avec les biovolumes spécifiques
aux espéces, d’autre part. A une exception prés pour chaque es-
péce, toutes les especes de cladocéres et copépodes identifiées
au microscope ont également pu étre détectées de maniéere géné-
tique. En raison de la grande diversité génétique des rotiferes et
de I'inefficacité des amorces universelles, seules 7 des 26 espéces
détectées au microscope optique ont aussi pu étre détectées par
biologie moléculaire. Cependant, le procédé de métabarcoding
a permis d’identifier 5 espéces de copépodes et 7 especes de
rotiferes supplémentaires. D’une part, les espéeces présentant
une faible densité de population ne sont, dans certains cas, pas
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EINLEITUNG

Aktuell wird der potenzielle Einsatz molekularbiologischer
Verfahren im biologischen Monitoring und in der Bewertung
von Oberflaichengewéssern nach EG-Wasserrahmenrichtlinie
untersucht und diskutiert [z.B. 1-3]. Beim Metabarcoding wird
DNA aus Proben extrahiert, um bestimmte Genabschnitte (d. h.
Marker) mithilfe moglichst universeller Primer zu amplifizie-
ren und iiber das Next-Generation-Sequencing (NGS)-Verfahren
zu sequenzieren. Gut geeignete Marker sind in moglichst allen
Taxa einer bestimmten taxonomischen Gruppe vorhanden, wei-
sen andererseits aber auch ausreichend artspezifische Bereiche
auf, um zwischen Taxa differenzieren zu konnen. Herkomm-
liche, auf Sanger-Sequenzierung basierende DNA-Barcoding-
Protokolle sind sehr kosten- und arbeitsaufwéndig, da jeweils
nur ein DNA-Fragment sequenziert wird. Das NGS-Verfahren
hingegen ermoglicht die simultane Sequenzierung tausender
DNA-Fragmente. Im Allgemeinen lassen sich zwei Metabarco-
ding-Verfahren unterscheiden. Das eDNA-Metabarcoding zielt
dabei auf Umwelt-DNA (d.h. eDNA) ab, also auf genetisches
Material, das von Organismen an die Umwelt abgegeben wird
(z.B. Faeces, abgestossene Zellen). Wahrend Umweltproben nur
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sehr wenig relevante DNA enthalten und
diese zudem meist degradiert ist, enthal-
ten Organismenproben DNA von relativ
hoher Qualitét. Diese Form des Metabar-
codings (Bulk-Metabarcoding) eignet sich
daher insbesondere, wenn Organismen-
proben, wie im Falle des Zooplanktons,
relativ einfach zu erhalten sind [4]. Zur
Evaluation des Bulk-Metabarcoding-Ver-
fahrens hinsichtlich der qualitativen
und quantitativen Aussagekraft wurden
einerseits (1) die durch das Metabarco-
ding gewonnenen Artenlisten mit den
auf morphologischen Kriterien basieren-
den Artenlisten und andererseits (2) die
taxonspezifischen Sequenzhéufigkeiten
mit den artspezifischen Biovolumina (als
Proxy der Biomasse) verglichen. Die Er-
gebnisse werden fiir die taxonomischen
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Gruppen der Cladocera, Copepoda sowie
Rotifera separat diskutiert.

VORGEHENSWEISE

Zwischen November 2019 und Novem-
ber 2020 wurden monatlich an fiinf bis
sechs ausgewdahlten Probenahmestellen
im Bodensee-Obersee zeitlich simultan
jeweils zwei Zooplanktonproben mit
zwei Schliessnetzen mit Aufsatzkegel
und einer Maschenweite von 55um ge-
nommen. Die Proben wurden fiir die
lichtmikroskopische Auswertung in Zu-
ckerformol bzw. fiir das Bulk-Metabar-
coding in 96%igem Ethanol fixiert. Bei
der lichtmikroskopischen Auswertung
des Zooplanktons wurde das taxonspe-
zifische Biovolumen [cm3/1] ermittelt.

Fiir das Bulk-Metabarcoding wurde die
DNA aus den Proben extrahiert und die
genetischen Marker durch eine Polyme-
rase-Kettenreaktion (PCR) vervielféltigt.
Zur Charakterisierung der Zooplank-
ton-Artengemeinschaft wurden sowohl
die mitochondriale Cytochrom ¢ Oxidase
Subunit 1 (COI) als auch die ribosomale
Internal Transcribed Spacer-Region (ITS1)
als Markergen verwendet. Um moglichst
viele Taxa zu amplifizieren, wurden de-
generierte Primer, d.h. ein Gemisch aus
dhnlichen Primer-Sequenzen, verwendet.
Als Grundlage wurden die Primerpaare
mlCOlintF und jgHCO02198 bzw. ITS2
und ITS5 verwendet. Die amplifizier-
ten DNA-Fragmente wurden durch die
Firma Eurofins mittels Next Generation-
Sequenzierung von Amplikons mittels

Fig. 1 Beispiele der Gruppe Cladocera.

a Bosmina coregonii gehért zu den Cladoceren und wird im Metabarcoding zuverldssig nachgewiesen.

b Der Wasserfloh Daphnia galeata ist ein hdufiger Vertreter der Cladocera im Plankton des Bodensees. Die Nachweise iber das Metabarco-

ding und die mikroskopische Analyse verliefen unproblematisch.

¢ Diaphanosoma brachyurum gehért zu den weniger zahlreich vorkommenden Cladoceren. Im vorgestellten Projekt verlief der genetische

Nachweis iiber den COIl-Bereich méssig, wéhrend der Nachweis (ber den ITS-Bereich nicht funktionierte.

d Leptodora kindtii gehért zu denjenigen Cladoceren, die regelméBig, aber nur in geringen Individuenzahlen im Bodensee gefunden werden.

Im Metabarcoding gelang der Nachweis mit der COI-Region zuverlédssig, der Nachweis (iber die ITS-Region gelang im vorgestellten Projekt

nicht.

(©LUBW)
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# Reads COI
95%

# Reads COI
98%

# Reads ITS
95%

# Reads ITS
98%

# Proben
Mikroskopie

# Proben
Metabarcoding

Biovolumen

[%]

Bosmina coregoni/ 3,9 2047 2006 2 2 60 63 0,9 < 0,001
B. longicornis

Bosmina longirostris 0,2 47 47 2 2 b 18 0,3 0,039
Bosmina longispina 0,5 0 0 8 8 9 43 0.3 0,035
Bythotrephes longimanus 57 492 491 0 0 36 37 0,8 <0,001
Chydorus (sphaericus) 0,5 62 63 0 0 1 3 0.0 0,825
Daphnia cucullata 30,3 176 2 363 308 56 63 0,9 <0,001
Daphnia galeata 10,6 434 432 1340 1103 42 63 0,4 0,001
Daphnia hyalina 17,2 11721 11680 0 0 45 63 0,5 <0,001
Daphnia x krausi 3,2 0 0 0 0 15 0

Daphnia x obscura 1.1 2574 2554 0 0 58 63 0,3 0,036
Diaphanosoma brachyurum 8,6 8 0 0 0 33 27 0,8 <0,001
Diaphanosoma orghidani 0 2 0 0 0 0 1

Leptodora kindtii 8 168 167 0 0 47 49 0,8 <0,001

Tab. 1 Ergebnis des Metabarcoding-Verfahrens fiir die Cladoceren. Blau hervorgehoben sind Taxa, die nur mikroskopisch bestimmt wurden, und rot solche, die
nur genetisch erfasst wurden. Fiir jedes Taxon sind sowohl das iber alle Kampagnen gemittelte relative Biovolumen und die (iber alle Kampagnen ge-
mittelte Anzahl der Reads (d. h. der klassifizierten Sequenzen) fiir die beiden Markergene bei einer Ubereinstimmung von mindestens 95% bzw. 98% mit
der Referenzsequenz angeben. Ausserdem ist fiir jedes Taxon festgehalten, in wie vielen der insgesamt 63 Proben es durch das lichtmikroskopische bzw.
molekularbiologische Verfahren detektiert wurde, sowie das Ergebnis der Rangkorrelationsanalyse nach Spearman zwischen der Anzahl der detektierten
Reads (Summe der COI- und ITS-Reads bei Ubereinstimmung von mind. 95%) und dem taxonspezifischen Biovolumen (N = 63).

Illumina MiSeq Technologie sequenziert.
Die DNA-Sequenzen wurden anschlies-
send mit den in der frei zugdnglichen
Referenzdatenbank GenBank des Natio-
nal Center for Biotechnology Information
(NCBI) hinterlegten Sequenzen abgegli-
chen. Neben frei zugédnglichen Referenz-
sequenzen wurden ausserdem eigene
Referenzsequenzen verwendet, die durch
Sanger-Sequenzierung einiger anhand
morphologischer Merkmale identifizier-
ter Individuen (Daphnia hyalina, D. x
obscura, D. galeata, Bosmina longicornis,
Eudiaptomus gracilis und Mesocyclops
leukartii) ermittelt wurden.

dani ist in Osteuropa, Zentral- und Klein-
asien, Irak und im 6stlichen Nordafrika
verbreitet. Es handelt sich daher wahr-
scheinlich um eine Fehlklassifikation.
Es sind aber auch Funde dieser pelagisch
lebenden Art aus Hafenbecken und einem
Altarm des Rheins in der Nahe von Bonn
bekannt [5]. Mit dem COI-Marker konnte
eine doppelte Anzahl von Arten ermittelt
werden als mit dem ITS-Marker. Dennoch
wurde Bosmina longispina nur durch das
ITS-Metabarcoding erfasst. Im Allgemei-
nen wurden die einzelnen Arten iiber das
Metabarcoding in mehr Proben nachge-
wiesen als liber die mikroskopische Aus-
wertung alleine. Ausgenommen davon

probe gefunden, und dies konnte erkla-
ren, warum diese seltene Art nicht auch
genetisch nachgewiesen wurde. Aller-
dings wurden tiber das molekularbiologi-
sche Verfahren sechs bzw. neun zuséatz-
liche Arten (bei einer Ubereinstimmung
mit der Referenzsequenz von mind. 98%
bzw. 95%) erfasst. Dabei handelt es sich
um Acanthocyclops robustus, A. vernalis,
A. americanus, Cyclops kikuchii, Cyclops
ochridanus, Diaptomus castor, Eudiapto-
mus macruroides, Hesperodiaptomus arc-
ticus und Megacyclops viridis. Das Vor-
kommen von Acanthocyclops robustus im
Bodensee ist aus dem Langzeitmonitoring
bekannt, das von A. vernalis und A. ame-

ERGEBNISSE sind die problematischen Arten Daphnia ricanus hingegen nicht. Es handelt sich
x krausi und Diaphanosoma brachyurum. um Kryptische Arten des Acanthocyclops
GRUPPE CLADOCERA Dartiber hinaus wurde fiir einige der Cla-  vernalis-Artenkomplexes, die anhand

Mit Ausnahme von Daphnia x krausi
konnten alle zwolf mikroskopisch be-
stimmten Cladocerenarten auch mole-
kularbiologisch nachgewiesen werden
(Tab. 1, Fig. la-d). Fir Daphnia x krausi,
eine relativ seltene Art, fehlen Referenz-
sequenzen. Setzt man eine Ubereinstim-
mung von mindestens 98% mit der Refe-
renzsequenz voraus, wird Diaphanosoma
brachyurum, eine relativ haufige Cladoce-
re, nicht klassifiziert. Dies andert sich,
wenn man eine Ubereinstimmung von
nur 95% voraussetzt. Unter dieser Voraus-
setzung wurden ausserdem auch einige
wenige Sequenzen als Diaphanosoma org-
hidani Kklassifiziert. Diaphanosoma orghi-

doceren-Taxa (d.h. fiir Daphnia hyalina,
Bythotrephes longimanus, Diaphanosoma
brachyurum, Leptodora kindtii, Bosmina
coregoni/Bosmina longicornis, Daphnia
cucullata) eine mittlere bis sehr hohe Kor-
relation zwischen der Anzahl der Reads
und dem taxonspezifischen Biovolumen
ermittelt.

GRUPPE COPEPODA

Mit Ausnahme von Eudiaptomus graci-
loides konnten alle zehn mikroskopisch
bestimmten Copepodenarten auch mo-
lekularbiologisch nachgewiesen werden
(Tab. 2, Fig. 2). Eudiaptomus graciloides
wurde jedoch nur in einer einzigen Z&hl-

klassischer morphologischer Merkmale
kaum unterscheidbar sind [6]. Eine Fehl-
klassifikation ist unwahrscheinlich, da
die Arten auch bei Erhéhung des Schwel-
lenwerts fiir die Sequenzéahnlichkeit auf
100% klassifiziert wurden. Dasselbe gilt
fiir Cyclops kikuchii. Vormals als Unterart
von der im Bodensee vorkommenden Cy-
clops vicinus gefiihrt, ist Cyclops kikuchii
unter anderem aus einem kiinstlichen
Weiher (Neuweiher) in der Ndhe von
Meersburg bekannt [7]. Das Vorkommen
von Megacyclops viridis im Bodensee ist
aus dem Langzeitmonitoring bekannt.
Cyclops ochridanus, eine genetisch eng
mit C. divergens verwandte Art, ist hin-
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Taxon Biovolumen # Reads COl # Reads COl # ReadsITS # ReadsITS # Proben # Proben rho
[%] 95% 98% 95% 98% Mikroskopie Metabarcoding

Acanthocyclops 0 10 10 65 51 0 43

americanus

Acanthocyclops robustus 0 10 10 0 0 0 17

Acanthocyclops vernalis 0 118 12 346 18 0 6

Cyclops abyssorum 16,5 769 120 1301 1299 62 63 0,7

Cyclops kikuchii 0 0 0 37 38 0 10

Cyclops ochridanus 0 0 0 1 1 0 2

Cyclops strenuus 6,3 0 0 20 20 1 4 0

Cyclops vicinus 2,8 0 0 676 676 4 30 0,4

Diacyclops [bicuspidatus) 03 0 0 12 9 2 11 0,2

Diaptomus castor 0 0 0 57 0 0 63

Eucyclops macruroides 0 3 0 0 0 0 1

Eudiaptomus gracilis 38,8 661 649 0 0 63 63 0,2

Eudiaptomus graciloides 7,7 0 0 0 0 1 0

Hesperodiaptomus arcticus 0 0 0 1 0 0 1

Macrocyclops albidus 3,2 0 0 30 26 1 25 -0,1

Megacyclops viridis 0 0 0 273 272 0 53

Mesocyclops leuckarti 18,7 1380 1211 24266 23986 63 63 0,5

Thermocyclops crassus 1.8 30 29 78 31 2 62 0,1

Thermocyclops oithonoides 4,0 7828 7480 2952 2756 37 61 0,8

< 0,001

0,797
0,004
0,139

0,075

0,441

< 0,001
0,672
< 0,001

Tab. 2 Ergebnis des Metabarcoding-Verfahrens fiir die Copepoden. Blau hervorgehoben sind Taxa, die nur mikroskopisch bestimmt wurden, und rot solche, die

nur genetisch erfasst wurden. Fiir jedes Taxon sind sowohl das iber alle Kampagnen gemittelte relative Biovolumen und die (iber alle Kampagnen ge-

mittelte Anzahl der Reads (d. h. der klassifizierten Sequenzen) fiir die beiden Markergene bei einer Ubereinstimmung von mindestens 95% bzw. 98% mit

der Referenzsequenz angeben. Ausserdem ist fiir jedes Taxon festgehalten, in wie vielen der insgesamt 63 Proben es durch das lichtmikroskopische bzw.

molekularbiologische Verfahren detektiert wurde, sowie das Ergebnis der Rangkorrelationsanalyse nach Spearman zwischen der Anzahl der detektierten

Reads (Summe der COI- und ITS-Reads bei Ubereinstimmung von mind. 95%) und dem taxonspezifischen Biovolumen (N = 63).
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Fig. 2 Unter den Copepoda gehért Cyclops abyssorum zu den héufigeren Arten im Bodensee. Der

Nachweis (iber das Metabarcoding verlief sowoh! bei der Verwendung der COI-Region als

auch bei der Verwendung der ITS-Region zuverléssig.

gegen ein Endemit aus dem Ohridsee
[8]. Diaptomus castor ist unter anderem
aus dem Litzelsee bei Radolfzell/Mar-
kelfingen bekannt und bewohnt nahezu

(©LUBW)

ausschliesslich kleinere Wasseransamm-
lungen, die in der Regel nicht ausdauernd
sind [9]. Auch die mitteleuropdische Art
Eudiaptomus macruroides tritt bevorzugt

in perennierenden Kleingewéssern, in
Teichen aber auch im Litoral grosserer
Seen auf [10]. Hesperodiaptomus arcticus
bewohnt alpine Seen Nordamerikas [11].
Es handelt sich bei diesen Taxa daher mit
grosser Wahrscheinlichkeit um Fehlklas-
sifikationen. Im Gegensatz zu den Clado-
ceren konnte hier mit dem ITS-Marker
eine hohere Anzahl von Arten erfasst
werden als mit dem COI-Marker. Dennoch
wurden Acanthocyclops robustus und Eu-
diaptomus gracilis nur durch das COL-,
aber nicht durch das ITS-Metabarcoding
erfasst. Auch bei den Copepoden wurden
die einzelnen Arten tiber das Metabar-
coding im Allgemeinen in mehr Proben
nachgewiesen als iiber die mikroskopi-
sche Auswertung allein. Nur fiir wenige
der Copepoden konnte eine mittlere bis
hohe Korrelation (Mesocyclops leuckarti,
Cyclops abyssorum, Thermocyclops oitho-
noides) zwischen der Anzahl der Reads
und dem taxonspezifischen Biovolumen
ermittelt werden.

GRUPPE ROTIFERA
Beziiglich der Rotiferen konnten von 26
lichtmikroskopisch bestimmten Arten
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Taxon

Ascomorpha ecaudis
Ascomorpha ovalis
Asplanchna priodonta
Bdelloidea

Brachionus angularis
Brachionus calyciflorus
Brachionus quadridentatus
Collotheca

Colurella adriatica
Conochilus hippocrepis
Conochilus natans
Conochilus unicornis
Euchlanis dilatata
Filinia terminalis
Gastropus stylifer
Kellicottia longispina
Keratella cochlearis
Keratella hiemalis
Keratella quadrata
Keratella ticinensis
Keratella valga

Lecane bulla
Lepadella rhomboides
Polyarthra dolichoptera
Polyarthra major
Polyarthra remata
Polyarthra vulgaris
Pompholyx sulcata
Synchaeta

Synchaeta pectinata
Trichocerca
Trichocerca porcellus
Trichocerca rousseleti

Trichocerca similis

Biovolumen # Reads COIl

[%] 95%

3
0,5 0
48,9 0
0,1 0
0,1 0

0

24
0,1 0

1
0,0 0
0,5 0
0,1 0

0
0,1 0
0,8 0
0,3 828
0,5 6802
0,4 0
0,3 1420
0,0 0

0

4

1
3,6 7683
1,6 0
0.1 0
8,4 1
0.1 0
11,4 258
11,2 2
5,1 0
0,2 0
0,0 0
57 0
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# Reads COl # ReadsITS # ReadsITS # Proben # Proben rho p
98% 95% 98% Mikroskopie Metabarcoding
0 0 0 0 1
0 0 0 41 0
0 0 0 45 0
0 0 0 3 0
0 0 0 1 0
0 3 0 0 1
20 0 0 0 1
0 0 0 50 0
0 0 0 0 7
0 0 0 1 0
0 0 0 4 0
0 0 0 34 0
0 10 10 0 2
0 0 8 0
0 0 0 55 0
806 0 0 59 61 0,8 < 0,001
5143 1080 871 63 63 0,9 < 0,001
0 0 0 26 0
3 11 11 42 58 0,7 < 0,001
0 0 0 1 0
0 3 g 0 8
4 2 2 0 2
0 0 0 0 1
7654 326 322 49 63 0,5 < 0,001
0 0 0 29 0
0 0 0 31 0
0 0 0 59 1 0 0,744
0 0 0 36 0
254 0 0 51 38 0,6 < 0,001
2 2865 2862 58 62 0,6 < 0,001
0 0 0 2 0
0 0 0 6 0
0 0 0 1 0
0 0 0 3 0

Tab. 3 Ergebnis des Metabarcoding-Verfahrens fiir die Rotiferen. Blau hervorgehoben sind Taxa, die nur mikroskopisch bestimmt wurden, und rot solche, die nur

genetisch erfasst wurden. Fiir jedes Taxon sind sowohl das iber alle Kampagnen gemittelte relative Biovolumen und die iiber alle Kampagnen gemittel-

te Anzahl der Reads (d. h. der klassifizierten Sequenzen) fiir die beiden Markergene bei einer Ubereinstimmung von mindestens 95% bzw. 98% mit der

Referenzsequenz angeben. Ausserdem ist fiir jedes Taxon festgehalten, in wie vielen der insgesamt 63 Proben es durch das lichtmikroskopische bzw.

molekularbiologische Verfahren detektiert wurde, sowie das Ergebnis der Rangkorrelationsanalyse nach Spearman zwischen der Anzahl der detektierten

Reads (Summe der COI- und ITS-Reads bei Ubereinstimmung von mind. 95%) und dem taxonspezifischen Biovolumen (N = 63).

nur sieben Taxa auch molekularbiolo-
gisch nachgewiesen werden (Tab. 3, Fig.
3a und b). Mittels Metabarcoding wurden
jedoch acht zusitzliche Arten (Ascomor-
pha ecaudis, Brachionus calyciflorus, Bra-
chionus quadridentatus, Colurella dilitata,
Euchlanis dilitata, Keratella valga, Lecane
bulla und Lepadella rhombiodes) erfasst,
die lichtmikroskopisch nicht bestimmt
wurden. Bei Keratella valga, eine Art, die
aus Gewdssern mit acidem Charakter be-

kannt ist [12], handelt es sich mit einer
hohen Wahrscheinlichkeit um eine Fehl-
klassifikation. Die iibrigen Arten sind je-
doch aus dem Bodensee bekannt. Da sie
nur in einer Minderzahl der untersuchten
Proben detektiert wurden, handelt es sich
um relativ seltene Arten, die wahrschein-
lich aus diesem Grund nicht lichtmikro-
skopisch nachgewiesen wurden. Die 19
Arten, die nur lichtmikroskopisch, aber
nicht genetisch erfasst wurden, sind hin-

gegen mit wenigen Ausnahmen durchaus
héufige bis sehr haufige Arten. Rotiferen
zeichnen sich durch eine hohe gene-
tische Vielfalt aus und sind aufgrund
der Ineffizienz universeller Primer nur
schwer zu sequenzieren [13]. Die Arten,
die sowohl lichtmikroskopisch als auch
iiber das Metabarcoding erfasst wurden,
wurden durch das molekularbiologische
Verfahren, mit Ausnahme von Polyartha
vulgaris, allerdings gut repréasentiert. Das
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Fig. 3 Beispiele der Gruppe Rotifera.
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M e I/ \\ Radertierchen

a Rédertiere sind genetisch relativ divers und bereiten daher bei der Suche nach geeigneten Primern fiir das Metabarcoding oft Probleme. Die hier ab-

20 pm

gebildete Keratella cochlearis wurde jedoch sowohl im Metabarconding als auch in der mikroskopischen Z&hlung nachgewiesen.

b Mittels Metabarcoding konnte das Rédertier Keratella quadrata im Bodensee gut nachgewiesen werden - bei Rédertieren (Rotifera) ist dies jedoch

oftmals nicht der Fall.

heisst, es bestanden keine betrachtlichen
Differenzen hinsichtlich der Anzahl der
Proben mit nachgewiesen Funden fiir die
beiden Verfahren. Fiir diese Arten be-
stand ausserdem eine mittlere bis sehr
hohe Korrelation zwischen dem Biovolu-
men und der Anzahl der klassifizierten
Sequenzen.

DISKUSSION

Im Allgemeinen wurde tiber das Metabar-
coding die Artengemeinschaft an den ein-
zelnen Probestellen vollstandiger erfasst
als tiber die lichtmikroskopische Auswer-
tung. Nachdem Zooplanktonproben stan-
dardmaéassig nicht komplett ausgezahlt
werden, ist es vorstellbar, dass insbeson-
dere Arten geringer Populationsdichte
in den lichtmikroskopischen Teilproben
unter Umstdnden nicht erfasst wurden.
Auch war die Differenz der Anzahl der
Proben mit nachgewiesen Funden fiir
die beiden Verfahren bei den Copepoden
starker ausgeprigt als bei den Cladoce-
ren. Das lasst sich einerseits darauf zu-
rlickfiihren, dass Nauplien (d.h. die Ent-
wicklungsstadien der Copepoden) zwar
lichtmikroskopisch nicht ndher bestimmt
werden konnen, aber iiber das Metabar-
coding sehr wohl ihrer taxonomischen
Einheit zugeordnet werden konnen. An-

dererseits legen Copepoden im Vergleich
zu Cladoceren ein grosseres Fluchtverhal-
ten zu Tage [14]. Wird bei der Flucht DNA
an die Umwelt abgegeben (z.B. in Form
von abgeworfenen Gelegen [15]) und diese
in der Probe miterfasst, dann ist denkbar,
dass diese Arten mit einer h6heren Wahr-
scheinlichkeit tiber das molekularbiologi-
sche als das lichtmikroskopische Verfah-
ren erfasst werden. Die Artidentifikation
hangt unter anderem aber auch von der
Wahl des Markergens ab. Durch die pa-
rallele Verwendung zweier Markergene
konnte ihre Eignung direkt miteinander
verglichen werden. Wéhrend tiiber das
COI-Metabarcoding mehr Cladoceren er-
fasste wurden als iiber das ITS-Metabar-
coding, funktionierte das ITS-Metabarco-
ding mit den Copepoden im Allgemeinen
besser als das COI-Metabarcoding. Den-
noch bestanden taxonspezifische Unter-
schiede hinsichtlich der Effizienz der bei-
den Marker. Das Ergebnis verdeutlicht,
dass sich die Artidentifikation durch die
Kombination evolutionar unabhangiger
Marker erhohen kann. Auch durch eine
weniger strenge Festlegung des Cut-Off-
Wertes der Sequenzédhnlichkeit konnte
die Artengemeinschaft vollstindiger er-
fasst werden bzw. ein robusteres Ergebnis
hinsichtlich der Anzahl der klassifizier-
ten Sequenzen erzielt werden (Daphina

(©LUBW)

cucullata, Diaphanosoma brachyurum,
Acanthocyclops vernalis, Cyclops abysso-
rum und Keratella quadrata). Aufgrund
der unterschiedlichen Eignung von Pri-
mern fir verschiedene taxonomische
Gruppen kann auch die Wahl der Primer
die Anzahl der genetisch nachweisbaren
Arten in Bulkproben beeinflussen. So
scheinen die in dieser Studie gewahlten
Primer fiir einen Grossteil der Rotiferen
nur bedingt geeignet zu sein. Aufgrund
der jlingsten Entwicklung neuer Primer-
paare speziell fiir die Amplifizierung des
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Markergens COI in Rotiferen [13] kann
in Zukunft die Diversitdt dieser taxono-
mischen Gruppe mittels molekularbiolo-
gischer Verfahren moglicherweise noch
besser abgebildet werden. Dies ist von
erheblichem Interesse, insbesondere an-
gesichts der hohen Plastizitat der morpho-
logischen Merkmale der Rotiferen [16].

SCHLUSSFOLGERUNG

Die Projektergebnisse heben hervor, dass
lichtmikroskopische und molekularbiolo-
gische Methoden sich sinnvoll ergdnzen
konnen. Lichtmikroskopische Methoden
liefern im Gegensatz zum Metabarcoding-
Verfahren Informationen zur relativen
Haufigkeit der einzelnen Arten sowie zur
Alters-, Grossen- oder Geschlechtsstruk-
tur der Zooplankton-Population. Anderer-
seits konnen kryptische Arten (z.B. Arten-
komplexe) und Larvenstadien (z.B. Nauplii
der Copepoden) iiber das Metabarcoding
unterschieden werden. Auch ist es mog-
lich, seltene bzw. schwer fassbare Arten,
die mit herkdommlichen mikroskopischen
Verfahren iibersehen werden konnen,
genetisch zu erfassen. Dennoch miissen
die Ergebnisse des Metabarcodings auch
kritisch betrachtet werden, um potenzielle
Fehlklassifikationen als solche zu erken-
nen. Auch konnen falsch-negativ Ergeb-
nisse in Abhangigkeit von den gewahlten
Markergenen, den verwendeten Primern
und der (Un-)Vollstdndigkeit der Referenz-
datenbank nicht ausgeschlossen werden.
Das entwickelte Metabarcoding-Protokoll
bietet sich insbesondere zur raschen Er-
fassung der Artenzusammensetzung der
Copepdoden und Cladoceren an.
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saisies lors de I’examen au microscope optique, car le décompte des échantillons
de zooplancton n’est, par défaut, pas intégral. D’autre part, les nauplius (c.-a-d.
les stades de développement des copépodes) ainsi que les espéces cryptiques
ne peuvent pas étre identifiés plus précisément avec le microscope optique, le
métabarcoding permet néanmoins de les attribuer a leur unité taxonomique. En
raison de différences spécifiques aux taxons dans I'efficacité des marqueurs utili-
sés, a savoir la sous-unité du cytochrome c oxydase 1 (COIl) et I'espaceur interne
transcrit (ITS1), la combinaison des deux marqueurs a permis d’augmenter I'iden-
tification des espéces. Méme si le métabarcoding ne permet pas de déterminer
précisément la fréquence relative des especes, une corrélation entre le biovolume
spécifique aux taxons et le nombre de copies de génes amplifiées existait pour
certains taxons. De maniére générale, ce procédé permet une saisie rapide et
économique de la composition des especes de zooplancton, en particulier des
cladocéres et copépodes. Les résultats obtenus par ce biais doivent cependant
étre considérés de maniére critique, afin de pouvoir identifier comme telles de
possibles erreurs de classification (c.-a-d. les faux positifs). Il existe également
la possibilité de considérer les faux négatifs comme des sources d’erreur po-
tentielles en fonction des génes marqueurs choisis, des amorces utilisées et de
I’exhaustivité ou incomplétude de la base de données de référence.





