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Kurzfassung

Kurzfassung

In dem vorangegangenen Projekt ,Genetische Artbestimmung — ein Beitrag zur Qualitatssicherung in
der biologischen Analytik von Oberflachengewassern® war die Analytik zur Bestimmung von Einzelor-
ganismen des Makrozoobenthos (MZB) im Hinblick auf Probenkonservierung, DNA-Extraktion und
Vervielfaltigung des Markergens COI (Untereinheit 1 der Cytochrom-c-Oxidase) erfolgreich etabliert
worden. Nach absolvierter Testphase erwies sich die Methodik fur die Artbestimmung von Gewasser-
organismen als geeignet. Im Rahmen des vorliegenden Projekts ,DNA-Barcoding - eine neue Moglich-
keit fir das Umweltmonitoring und den Gewasserschutz“ wurden die analytischen Verfahren weiter-
entwickelt und DNA-Barcoding als Instrument der Qualitatssicherung beim biologischen FlieRgewas-
sermonitoring eingesetzt.

Eine erfolgreiche genetische Artidentifizierung ist von verschiedenen Faktoren abhangig. Dazu geho-
ren u.a. das gewahlte Markergen, die Effizienz der eingesetzten Primer zur Vervielfaltigung des Gen-
abschnitts (Amplifikationseffizienz) und die Qualitét der Referenzdatenbanken, die zur Auswertung der
Sequenzdaten herangezogen werden. Daher wurden im Rahmen der Methodenentwicklung verschie-
dene Primerkombinationen zur Vervielfaltigung des Markergens COI hinsichtlich ihrer Praxistauglich-
keit verglichen. Die aufgrund einer hohen Amplifikationseffizienz zunachst sehr vielversprechende Pri-
merkombination neo43f — y1w2r5 erwies sich jedoch als ungeeignet, da die Sequenz des PCR-Pro-
dukts — vermutlich aufgrund mangelhafter Datengrundlage in den Referenzbibliotheken — nur in 8 %
der Falle zu einem Ergebnis beim Datenbankabgleich fiihrte. Am effektivsten im Hinblick auf Amplifi-
kationseffizienz und erfolgreiche Sequenzanalyse erwiesen sich die Primerpaare BF3 — BR2 und
neo21f — neo42r, deren Sequenzen in mehr als 95 % der Falle ein Resultat beim Vergleich mit der Re-
ferenzdatenbank lieferten. Diese werden daher kinftig standardmaRig fur das DNA-Barcoding von
Makrozoobenthos am LfU eingesetzt.

Insgesamt konnten 91 % der MZB-Proben mittels DNA-Barcoding genetisch identifiziert werden. Der
Uberwiegende Anteil der untersuchten MZB-Organismen (ca. 80 %) gehdrte den EPT-Taxa (Ephemer-
optera, Plecoptera, Trichoptera), den Diptera und den Coleoptera an. Wahrend bei den Ordnungen
Ephemeroptera, Plecoptera und Coleoptera nahezu alle Proben genetisch bestimmt werden konnten,
lag der Anteil bei den Trichoptera mit fast 20 % nicht identifizierter Organismen relativ hoch. Dies lag
entweder an einer sehr schlechten Sequenzqualitat (z.B. Mischsequenzen) oder daran, dass kein
PCR-Produkt amplifiziert wurde. Bei den Diptera konnten 7 % der Organismen nicht identifiziert wer-
den. Hier bestand die Ursache meist darin, dass die Sequenz trotz sehr guter Qualitat beim Datenban-
kabgleich keinen Treffer lieferte.

Etwa die Halfte der eingesandten MZB-Proben war morphologisch maximal bis auf Gattungsebene
charakterisiert. Durch das Barcoding konnten mehr als die Halfte dieser Proben bis auf Artniveau
identifiziert werden. Allerdings war nicht bei allen Organismen eine genetische Bestimmung bis auf
Spezies-Ebene mdglich. Es gab Falle, bei denen sich die DNA-Sequenzen des Markergens bei ver-
schiedenen Arten einer Gattung nicht stark genug voneinander unterschieden, um eine eindeutige Zu-
ordnung auf Spezies-Ebene vornehmen zu kénnen. Hier miissen evtl. andere Gene herangezogen
werden, die eine bessere Differenzierung ermdglichen.

In einigen Fallen kam es zu Abweichungen zwischen genetischer und morphologischer Bestimmung.
Dann ist eine Plausibilitatsiiberpriifung erforderlich. Liegen die Ergebnisse von morphologischer und
genetischer Identifizierung so weit auseinander, dass ein Irrtum bei der morphologischen Bestimmung
ausgeschlossen werden kann, ist dies relativ unproblematisch. Dabei kann es sich beispielsweise um
Beifang handeln, der zusammen mit dem eigentlich zu bestimmenden Organismus eingesammelt
wurde, oder Beutetiere aus dem Mageninhalt des Zielorganismus. In allen anderen Fallen muss eine
eingehendere Betrachtung durch einen Fachexperten erfolgen, der dann entscheidet, ob das Ergebnis
der morphologischen oder der genetischen Bestimmung verwendet wird.
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Kurzfassung

In dem Projekt zeigte sich auch, dass die Referenzdatenbanken immer noch lickenhaft sind und die
offentlich zuganglichen Datenbanken — selbst wenn QualitatssicherungsmaRnahmen durchlaufen wer-
den — Fehler enthalten. Ziel sollte die Entwicklung einer Referenzdatenbank sein, die nur qualitatsge-
sicherte DNA-Barcodes enthalt, und strengen Standards und Qualitatskontrollen unterliegt. Der Auf-
bau eines solchen ,,Gold Standards® ist Inhalt des laufenden UBA-Projekts ,dbDNA - Entwicklung ei-
ner Datenbank- und Analyseinfrastruktur fir DNA-basiertes Monitoring im Gewasserschutz* (Stand
2024).

Zusammenfassend kann festgestellt werden, dass die genetische Artbestimmung eine hilfreiche Un-
terstiitzung der Behérden im Rahmen des biologischen FlieRgewassermonitoring darstellt. Bei etwa
einem Drittel der untersuchten Organismen erlaubte das DNA-Barcoding eine genauere |dentifizierung
als die morphologische Charakterisierung. Dies stellt einen eindeutigen Mehrgewinn an Information
dar und unterstreicht die Bedeutung von DNA-Barcoding als hilfreiches Instrument im Rahmen der bi-
ologischen Qualitatskontrolle.
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Einleitung

1 Einleitung

DNA-Methoden bieten eine Vielzahl an neuen Moglichkeiten fir das Umweltmonitoring und den Natur-
schutz. So kdnnen z.B. invasive Arten identifiziert oder Artengemeinschaften mittels eDNA-Analysen
in Umweltproben bestimmt werden. Durch den raschen Fortschritt in der Methodenentwicklung erge-
ben sich zunehmend neue Mdglichkeiten fur den konkreten Einsatz in der Praxis.

Ein Beispiel hierfir ist die Artbestimmung von Organismen. Die konventionelle Bestimmung von Arten
erfolgt anhand morphologischer Merkmale. Sind diese Merkmale nicht zweifelsfrei erkennbar oder
werden sie nur zeitweise ausgebildet, kann eine genetische Identifizierung (DNA-Barcoding) weiterhel-
fen, einen Organismus exakt zu bestimmen. Dies ist z.B. wichtig bei der Einstufung des 6kologischen
Zustands von Oberflachengewassern, die auf der Bestimmung der vier ,Biokomponenten“ Makro-
zoobenthos, Makrophyten/Phytobenthos, Phytoplankton und Fische basiert.

Beim DNA-Barcoding werden Arten mit Hilfe eines kurzen, standardisierten Genfragments identifiziert.
Zur Bestimmung von Tieren ist ein Abschnitt des Gens flr die Untereinheit 1 der Cytochrom-c-Oxi-
dase (COI) besonders geeignet. Die Bestimmung ist moglich, da sich die DNA-Sequenz dieses Gen-
fragments bei fast allen Arten unterscheidet, wahrend sie bei Populationen innerhalb einer Art iden-
tisch bleibt. Sie ist daher vor allem zur Unterscheidung von Taxa auf dem Niveau der Art oder Gattung
geeignet.

Nachdem in dem vorangegangenen Projekt ,Genetische Artbestimmung — ein Beitrag zur Qualitatssi-
cherung in der biologischen Analytik von Oberflachengewassern“ die Methodenentwicklung zur geneti-
schen Identifizierung von Makrozoobenthos-Organismen im Vordergrund stand, lag der Fokus in die-
sem Projekt neben einer Weiterentwicklung der Analytik vor allem auf dem Einsatz von DNA-Bar-
coding als Instrument der Qualitatssicherung beim biologischen FlieRgewassermonitoring. Damit wer-
den die Wasserwirtschaftsamter und die Regierungen bei der Untersuchung von Makrozoobenthos-
Organismen, insbesondere von schwer bestimmbaren Taxa, unterstutzt. Dies hilft, Fehlbestimmungen
zu vermeiden und gewahrleistet so eine hdhere Sicherheit bei der Bewertung des 6kologischen Ge-
wasserzustandes.
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2 Methodik

In Abbildung 1 sind die Verfahrensschritte bei der genetischen Artbestimmung von Einzelorganismen
dargestellt. Diese verschiedenen Arbeitsschritte werden im Folgenden ausfuhrlich beschrieben.

Probenahme Konservierung
(70-80 %iger EtOH, unvergallt)

DNA-Extraktion

Abgleich mit Referenzdatenbank Sequenzierung und
(BOLD, NCBI) Analyse der Sequenz

Gelelektrophorese

Abb. 1: DNA-Barcoding von Einzelorganismen: Arbeitsschritte

2.1 Probenahme

Die Probenahme der Makrozoobenthos (MZB)-Proben erfolgte durch die Regierungen bzw. Wasser-
wirtschaftsamter. Das Probenmaterial wurde in 70 — 80 %igem, unvergalltem Alkohol (EtOH) konser-
viert. Die Vorgehensweise zur Probenkonservierung ist im Handbuch tGewA Teil B 1.1 ,Monitoring
WRRL- Makrozoobenthosbeprobung in FlieRgewassern® in den Kapiteln 3.10 (Entnahme von Orga-
nismen) und 4.3 (Genetische Analysen) beschrieben. Es wird hier explizit darauf hingewiesen, dass
eine genetische Analyse der konservierten Tiere nur dann durchgefiihrt werden kann, wenn dem Alko-
hol keine Vergallungsmittel zugesetzt worden sind.

2.2 DNA-Extraktion

Fir das DNA-Barcoding wurde ausschlieRlich organismische DNA verwendet. Die Einzelorganismen
wurden mit 70 %igem EtOH gespult, um Anhaftungen (wie z.B. andere Organismen des MZB) zu ent-
fernen. Von jeder Probe wurde ein ca. 2-3 mm langes Gewebe-Stlick fiir die Extraktion verwendet.
Nach Vergleich verschiedener Extraktions-Methoden und kommerzieller Extraktions-Kits erwies sich
der DNeasy Power Soil-Kit der Firma Qiagen als besonders gut geeignet.

Probleme traten auf, nachdem der DNeasy PowerSoil-Kit 2021 von der Firma Qiagen aus dem Pro-
gramm genommen und durch den DNeasy PowerLyzer PowerSoil Kit ersetzt wurde. Beide Kits unter-
scheiden sich in den verwendeten Extraktionsréhrchen. Diese sog. ,PowerBead Tubes” enthalten eine
Matrix an speziellen Kigelchen, die sich in Material (z.B. Glas, Keramik, Zirkoniumsilikat, Granat) und
Durchmesser (0,1 mm — 6 mm) unterscheiden. Es hangt vom Probenmaterial ab, welches Material
und welche GroRe der Kugelchen die bestmdgliche Homogenisierung und damit letztendlich auch
grolte DNA-Ausbeute liefert.
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Die Extraktionsrohrchen des neuen DNeasy PowerLyzer PowerSoil Kits enthalten eine Matrix aus fei-
nen Glasperlen mit einem Durchmesser von 0,1 mm, wohingegen sich die Matrix der Tubes des alten
DNeasy PowerSoil-Kits aus wesentlich gréberen Granat-Beads (0,7 mm) zusammensetzt. Offen-
sichtich wird das Insektenmaterial durch die feinen Glasperlen nicht hinreichend homogenisiert, was
dazu fuhrte, dass gar keine DNA extrahiert wurde oder die Ausbeute nur sehr gering war. Nach Re-
cherche wurde ein Lieferant ausfindig gemacht, tGber den die ,alten“ PowerBead Tubes mit Granat-
Perlen bezogen werden kénnen.

2.3 Amplifikation des Markergens mittels Polymerasekettenreaktion (PCR)
Als Markergen (oder molekularer Marker) bezeichnet man in der Molekularbiologie eindeutig identifi-
zierbare, kurze DNA-Abschnitte, deren Ort im Genom bekannt ist. Ein gutes Markergen zeichnet sich
dadurch aus, dass es sowohl hoch konservierte als auch variable Bereiche besitzt. Die stark konser-
vierten Bereiche sind fiir alle bzw. die meisten Organismen gleich und kénnen daher gut als Primer-
bindungsstellen verwendet werden. Die variablen Bereiche hingegen eignen sich zur Unterscheidung
der Organismen. Zur Artbestimmung von Tieren hat sich das mitochondriale Genom bewahrt, welches
in aktiven Zellen in hoher Kopienzahl vorliegt und maternal vererbt wird. Als besonders geeignet er-
wies sich das Gen fiir die Untereinheit 1 der Cytochrom-c-Oxidase (COl; Elbrecht und Leese 20173,
2017b), weil dieses Gen zwischen verschiedenen Arten starkere Unterschiede aufweist als die ande-
ren mitochondrialen Gene. Hier liegen auch die meisten Vergleichssequenzen in den Datenbanken
vor. Das COI-Gen wird daher international standardmaRig fir das DNA-Barcoding verwendet (siehe
Abb. 2). Die Artbestimmung erfolgt anhand der DNA-Sequenz dieses Markergens. Bevor die DNA-Se-
quenz ermittelt werden kann, muss das Markergen zunachst mittels Polymerasekettenreaktion (PCR)
vervielfaltigt werden.

Abb. 2:
Mitochondriales Ge-
nom mit Gen flr die
Untereinheit 1 der Cy-
tochrom-c-Oxidase
(aus: Russell 2005)

AP ATPE

Ein haufig zur Vervielfaltigung (Amplifikation) der 5'-Region des COI-Gens von Invertebraten beschrie-
benes Primerpaar ist LCO1490 - HCO2198, welches 1994 von Folmer et al. publiziert wurde (siehe
Tab. 1 und Abb. 3). Dieses zeigt jedoch oft keinen ausreichenden Erfolg. Daher wurden in dem voran-
gegangenen Projekt eigene Primer entwickelt und getestet (Morawetz und Schade 2021). Dabei lie-
ferte die Primerkombination neo21 — neo42 die besten Ergebnisse. Auch die Primerkombination
TRI140 — neo 42 erwies sich als geeignet. Der forward primer TRI140 wurde speziell fur MZB-Proben
aus der Ordnung der Kocherfliegen (Trichoptera) entwickelt, da die PCR mit dem Primerpaar neo21 —
neo42 firr diese Organismen des Ofteren kein Produkt lieferte. Auch mittels Kombination der Primer
neo43 — y1w2r5 war haufig eine erfolgreiche Amplifikation méglich.

In diesem Projekt wurden neben den genannten Primern auch in der Literatur publizierte Primerkombi-
nationen getestet und hinsichtlich ihrer Praxistauglichkeit bewertet (siehe Tab. 1 und Abb. 3).
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Tab. 1: Verwendete Primer und deren Sequenzen (F = forward primer; R = reverse primer)

Primer Sequenz (5° — 3) Referenz

LCO1490 F | GGTCAACAAATCATAAAGATATTGG Folmer et al. (1994)
HCO2198 | R | TAAACTTCAGGGTGACCAAAAAATCA Folmer et al. (1994)

neo21 F | TYTCHACWAAYCAYAARGAYATYGG Morawetz und Schade (2021)
neo42 R | ACTTCWGGRTGWCCAAARAATC Morawetz und Schade (2021)
TRI140 F | CTATAATGTTCTAGTWACAGCHCATGC Morawetz und Schade (2021)
neo43 F | TGATTTTTTGGTCAYCCTGAAGTTTA Morawetz und Schade (2021)
y1w2r5 R | GCTCCYATAGAWARWACATARTGRAARTGRGC Morawetz und Schade (2021)
BF3 F | CCHGAYATRGCHTTYCCHCG Elbrecht et al. (2019)

BR2 R | TCDGGRTGNCCRAARAAYCA Elbrecht und Leese (2017b)
fwhF2 F | GGDACWGGWTGAACWGTWTAYCCHCC Vamos et al. (2017)

fwhR2n R | GTRATWGCHCCDGCTARWACWGG Vamos et al. (2017)

Die Amplifikation des Markergens erfolgte mittels Polymerasekettenreaktion (PCR) in einem Ther-
mocycler der Firma Bio-Rad (iCycler). Der Reaktionsansatz (Gesamtvolumen 30 pl) enthielt 15 ul Hot-
Star Tag Master-Mix (Qiagen), je 833 nmol/l forward und revers Primer und 1 pyl des DNA-Extrakts.
Die optimale Temperatur fir die Anlagerung der Primer (Annealing) wurde in Vorversuchen ermittelt
und lag bei 40 °C. Folgendes Temperaturprotokoll wurde verwendet: 95 °C fir 15 min (Aktivierung der
Polymerase) und 40 Zyklen bei 95 °C fur 30 s (Denaturierung), 40 °C fur 30 s (Annealing) und 72 °C
fir 90 s (Elongation). Im Anschluss daran folgte ein finaler Elongationsschritt bei 72 °C fiir 7 min. Da-
nach wurde die Temperatur bei 15 °C gehalten.

>

1170 bp

LCO1490 > ~Folmer Region” 709 bp . HC02198
neo21 > 706 bp . neo42
TRI140 > 570 bp - neo42
BF3 > 458 bp - BR2

neo43

D

450 bp - ylw2rs

Abb. 3: Eingesetzte Primer zur Amplifikation von Genabschnitten der Untereinheit 1 der Cytochrom-c-Oxidase
(COI) und Lange der Amplifikate (bp: Basenpaare; orange: forward primer; grau: revers primer)
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Zur Uberpriifung von Menge und Qualitat der amplifizierten Genabschnitte wurden je 7,5 ul der PCR-
Produkte in einem 1 %igen Agarosegel aufgetrennt. Um die GréRRe der Fragmente abschatzen zu kon-
nen, wurde ein sog. DNA-Leiter auf das Gel aufgetragen, der DNA-Fragmente mit bekannter Gré3e
enthalt. Durch Vergleich mit diesem Groflenstandard kann die Lange der amplifizierten DNA-Frag-
mente abgeschatzt werden. Das Ergebnis wurde fotografisch dokumentiert.

Bevor die PCR-Produkte zur Sequenzierung verschickt werden, missen diese aufgereinigt werden,
um Uberschussige, nicht-eingebaute Primer und Nukleotide abzutrennen. Dies erfolgte durch eine en-
zymatische Behandlung mit dem ExoSAP-IT™ Express PCR Product Cleanup-Kit (Applied Biosys-
tems, Thermo Fisher). Dazu wurden je 5 pl des Exo/Sap-Reagenzes zu den PCR-Produkten gegeben
und die Ansatze zunachst fir 30 min bei 37 °C und danach fir 30 min bei 85 °C inkubiert.

24 Sequenzierung und Sequenz-Analyse

Die Sequenzierung der PCR-Produkte erfolgte durch die Firma Eurofins. Die Sequenzdaten kénnen
online auf der Homepage der Firma abgerufen werden. Die FASTA-Formate der Sequenzen wurden
in Word eingelesen und anschlieBend mit Hilfe eines Makros bearbeitet, um Zeilenumbriiche zu ent-
fernen. Zum Teil war eine manuelle Nachbearbeitung der Sequenzen notwendig, um unklare Nukleo-
tide (sog. Wobble-Basen) eindeutig zuzuordnen. Hierzu wurden die Chromatogramme der Sequenzen
herangezogen (siehe Abb. 4).

Abb. 4:

Manuelle Nachbearbeitung von Sequenzdaten mit Hilfe der Chromato-
wﬁﬁ'& gramme (griin = A; rot = T; schwarz = G; blau = C): Eindeutige Nukleotide

TTWYYATYE (A, T, G, C) werden in GroRbuchstaben in schwarzer Schrift dargestellt.

Ist das Ergebnis der Rohdaten nicht eindeutig (sog. Wobble-Basen, z.B.
TTWYYAT YR W, Y, R etc.), wird der héhere Peak als relevant gewertet und die Wobble-

Base durch die entsprechende ,normale” Base ersetzt. Diese Nukleotide
TTactATta werden als kleine Buchstaben in blauer Schrift gekennzeichnet. Falls nicht

erkennbar ist, welcher Peak der hohere ist, wird die Wobble-Base belas-

sen.

Die Qualitat der Sequenz berechnet sich aus dem Anteil eindeutig bestimmbarer Nukleotide im Ver-
haltnis zur Gesamtzahl der Nukleotide. Werte zwischen 98 und 100 % zeigen eine sehr gute Qualitat
der Sequenz an. Liegen die Werte unterhalb von 80 % bedeutet das entweder eine Kontamination der
Probe oder eine ungeniigende Ausbeute an PCR-Produkt zur Sequenzbestimmung.

270 280 290
CCCGGNNN NAGTGAN AN AN TCT TC TGT GTGTANTG 4
-_—

Abb. 5: Chromatogramm einer qualitativ guten Sequenz (oben) und einer Mischsequenz (unten)
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Manchmal liefert die Sequenzierung eine Mischsequenz. Dies kann z.B. passieren, wenn in einem
Probenahme-Gefall Zellen verschiedener Organismen enthalten waren. Im Verlauf der PCR werden
dann mehrere unterschiedliche Produkte amplifiziert (siehe Abb. 5). In diesem Fall kann keine Aus-
wertung der Sequenzdaten erfolgen.

2.5 Datenbankanalyse
Die Analyse der Sequenzdaten erfolgte mittels BLAST und BOLD.

BLAST (Basic Local Alignment Search Tool) ist das weltweit am meisten genutzte Programm zur Ana-
lyse biologischer Sequenzdaten. Die zu bestimmende Sequenz wird dabei mit bereits in der Daten-
bank vorhandenen Sequenzen verglichen. Das Programm liefert als Ergebnis eine Reihe von Align-
ments, in denen die Stiicke der gesuchten Sequenz dhnlichen DNA-Abschnitten aus der Datenbank
gegeniibergestellt werden. Dabei wird angegeben, wie hoch die Ubereinstimmung ist. Das Tool kann
online unter https://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cgi?PROGRAM=blastn&PAGE TYPE=BlastSe-
arch&LINK LOC=blasthome aufgerufen werden.

Das Datenbanksystem BOLD (Barcode of Life Data System) widmet sich speziell dem DNA-Barcoding
und enthalt DNA-Sequenzen der 5'-Region des COI-Gens. Die Plattform ist ebenfalls online 6ffentlich
zuganglich (https://www.boldsystems.org/). Neben den DNA-Sequenzen enthalt die Plattform auch
Daten zum Fundort und weitere Informationen wie Taxonomie, Lagerungsort, Fotos, Verbreitungskar-
ten etc.

Bei der Sequenzanalyse mit BLAST ist zu beachten, dass die in der Datenbank hinterlegten Sequen-
zen im Gegensatz zu BOLD keine QualitatssicherungsmafRnahmen durchlaufen haben. BLAST kann
somit Fehler enthalten. Dafir sind die in BOLD hinterlegten Daten weniger umfangreich.

Ist die Qualitat der gesuchten Sequenz sehr viel besser als die Ubereinstimmung mit der aufgefiihrten
Spezies, handelt es sich bei der Probe wahrscheinlich um eine noch nicht sequenzierte oder in der
Datenbank hinterlegte Art.

12 Bayerisches Landesamt fir Umwelt 2024


https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?PROGRAM=blastn&PAGE_TYPE=BlastSearch&LINK_LOC=blasthome
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?PROGRAM=blastn&PAGE_TYPE=BlastSearch&LINK_LOC=blasthome
https://www.boldsystems.org/

Ergebnisse und Diskussion

3 Ergebnisse und Diskussion

3.1 Vergleich verschiedener Primerkombinationen
Es wurden fiinf Primerkombinationen getestet, die sich in der Lage innerhalb des COI-Gens und in der
Lange des PCR-Produkts (bp = Basenpaare) unterscheiden (siehe auch Abb. 3).

neo21f — neo42r: 706 bp (selbst entwickelt)
BF3 — BF2: 458 bp (aus Literatur)
TRI140f — neo42r: 570 bp (selbst entwickelt)
fwhF2 — fwhR2n: 254 bp (aus Literatur)
neo43f — y1w2r5: 450 bp (selbst entwickelt)

In Abb. 6 ist die Effektivitat im Hinblick auf eine erfolgreiche Amplifikation (Vervielfaltigung, PCR-Pro-
dukt) der jeweiligen Genabschnitte dargestellt. Diese war bei der Primerkombination neo43f — y1w2r5
mit fast 93 % am hdchsten. Sehr effektiv war auch die Kombination BF3 — BR2, die bei 85 % der Pro-
ben ein PCR-Produkt lieferte. Die Kombinationen neo21f — neo42r und fwhF2 — fwhR2n lagen in ihrer
Effektivitat etwas niedriger (70 bzw. 76 %), am schlechtesten schnitt das Primerpaar TRI140f — neo42r
ab (63 %). Bei Verwendung der Primer fwhF2 — fwhR2n fallt der mit fast 20 % relativ hohe Anteil an
Mischsequenzen auf, der bei den anderen Kombinationen deutlich niedriger lag.

Effektivitat der Primerkombinationen bzgl. Amplifikation

100
9
8
7
6
5
4
3
2
1

0

neo21f-neod2r BF3-BR2 TRI140f-neod2r fwhF2-fwhR2n neod3f-ylw2r5
(n=263) (n=263) (n=251) (n=213) (n=42)

[%]
o O O O O o o o

o

B PCR-Produkt  ® Mischsequenz  ® Kein PCR-Produkt

Abb. 6: Vergleich der Primerkombinationen im Hinblick auf eine erfolgreiche Amplifikation (Vervielfaltigung) des
Genabschnitts (n = Anzahl der untersuchten Proben)

Eine erfolgreiche Amplifikation der Genabschnitte ist eine Voraussetzung flr die nachfolgende Se-
quenzanalyse. Entscheidend ist jedoch, ob die entsprechende DNA-Sequenz auch einen Treffer in der
Datenbank liefert. Daher wurden die PCR-Produkte der verwendeten Primerkombinationen auch dies-
bezuglich miteinander verglichen (Abb. 7). Hier zeigte sich, dass die Kombination neo43f — y1w2r5
zwar bezlglich der Amplifikation am effektivsten war, jedoch nur bei knapp 8 % der untersuchten Pro-
ben ein valides Ergebnis nach der Sequenzanalyse lieferte. In mehr als 90 % der Falle wurde kein
plausibler Treffer beim Datenbankabgleich erzielt, entweder weil die Sequenz qualitativ unzureichend
(2,5 %) oder nicht in der Datenbank enthalten war (~ 90 %). Letzteres liegt vermutlich daran, dass der
entsprechende Sequenzabschnitt zwar innerhalb des COI-Gens, nicht jedoch innerhalb der sog. ,Fol-
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mer Region® liegt (siehe Abb. 3). Die ,Folmer Region® ist ein Abschnitt des COI-Gens, fur dessen Ver-
vielfaltigung bereits 1994 ein Primerpaar entwickelt wurde (Folmer et al. 1994) und die seitdem als
universelle DNA-Barcoding-Region Anwendung findet. Aufgrund dieser langen Geschichte liegen fur
diesen Genabschnitt auch die meisten Sequenzdaten vor. Fiir DNA-Abschnitte auRerhalb dieses Be-
reichs ist die Datenlage in den Referenzdatenbanken offensichtlich noch unzureichend. Obwohl zu-
nachst sehr vielversprechend, erwies sich die Kombination neo43f — y1w2r5 somit fir das DNA-Bar-
coding der MZB-Organismen als ungeeignet und wurde daher im weiteren Verlauf nicht mehr einge-
setzt.

Fir alle anderen Primerpaare wurden sehr gute Trefferquoten erzielt. Das gilt insbesondere fir die
Kombinationen neo21f — neo42r und BF3 — BF2, deren PCR-Produkte in ca. 97 % der Falle ein Er-
gebnis beim Datenbankabgleich lieferten. Die jeweiligen Sequenzabschnitte liegen alle in der o.g.
,Folmer Region®, fUr die — wie bereits erwadhnt — die Datengrundlage sehr umfangreich ist. Bezuglich
der Kombination fwhF2 - fwhR2n fallt auf, dass die verwendbare DNA-Sequenz in ca. 10 % der Falle
zu kurz fur einen Datenbankabgleich war. Dieser Anteil lag bei den anderen Kombinationen deutlich
niedriger. Dazu muss man wissen, dass die Datenbank BOLD fiir einen Sequenzabgleich eine mini-
male Sequenzlange von 80 Basenpaaren bendtigt. Die Sequenzqualitat eines PCR-Produkts ist je-
doch nicht immer ber seine gesamte Lange qualitativ fir einen Datenbankabgleich geeignet und so
kann es vorkommen, dass nur ein kleinerer Teil der Sequenz verwendbar ist. Da das PCR-Produkt
von fwhF2 — fwhR2n mit 254 Basenpaaren wesentlich kiirzer als die PCR-Produkte der anderen Pri-
merpaare ist, kam es hier wesentlich haufiger vor, dass der verwendbare Teil der Sequenz die Min-
destlange von 80 Basenpaare unterschritt.

Effektivitat der Primerkombinationen bzgl. Sequenzanalyse
100 — — — -
90
80
70
60
¥ 50
40
30
20
10
0
neo21f-neod2r BF3-BR2 TRI140f-neod2r fwhF2-fwhR2n neo43f-ylw2rs
(n = 185) (n=224) (n = 159) (n=161) (n=39)
M Treffer in Datenbank M Sequenz nichtin Datenbank m Sequenzzu kurz M Sequenz zu schlecht

Abb. 7: Vergleich der Primerkombinationen im Hinblick auf eine erfolgreiche Sequenzanalyse des PCR-Pro-
dukts (n = Anzahl der untersuchten Proben)

Welche Primerkombination letztendlich fiir die Angabe des Ergebnisses ausgewahlt wurde, ist in

Abb. 8 dargestellt. Dabei wurde die Hohe der Ubereinstimmung (Similarity) zwischen der zu bestim-
menden DNA-Sequenz und den in der Datenbank hinterlegten Sequenzen betrachtet. Bei einer Uber-
einstimmung von > 99 % wurde die Artbestimmung als gesichert betrachtet. In vielen Fallen wurde fir
alle Primerpaare dasselbe Ergebnis mit &hnlich hoher Ubereinstimmung erzielt und folglich die Ent-
scheidung zugunsten einer Kombination schwierig. Hier wurde dann als weiteres Kriterium die Qualitat
der DNA-Sequenz herangezogen. Letztendlich wurde fiir die Mehrzahl an Proben (60 %) das Ergebnis
des Datenbankabgleichs des Sequenzabschnitts neo21f — neo42r ausgewahit.
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fwhF2-fwhR2n

TRI140f-neo42r
5.3%

BF3-BR2
22.5%

neo43f-ylw2r5
11.1% 0.8%

neo21f-neod2r
60.2%

Abb. 8: Fir Ergebnis-Angabe verwendete Primerkombinationen

3.2 Untersuchte Makrozoobenthos-Taxa

Die Mehrzahl der untersuchten Proben (knapp 50 %) gehorte den EPT-Taxa an (Ephemeroptera,
Plecoptera, Trichoptera; siehe Abb. 9). Dabei war der Anteil an Koécherfliegen (Trichoptera) mit 28 %
besonders groR. Die zweithaufigste Gruppe waren mit knapp 22 % Organismen aus der Ordnung der
Zweiflugler (Diptera). Zu den weiteren untersuchten Taxa gehdrten u.a. Coleoptera, Hirudinea, Gastro-

poda, Bivalvia, Crustacea und Arachnida.

Die Ergebnisse der genetischen Identifizierung wurden den Amtern bzw. Regierungen nach erfolgter
Sequenzanalyse mitgeteilt und dort von Experten noch einmal hinsichtlich Plausibilitdt Gberprift.

Stamm: Plathelminthes (Plattwiirmer)
Stamm: Annelida (Ringelwiirmer)
Klasse: Polychaeta (Vielborster)
Klasse: Clitellata (Giirtelwiirmer)
U-Klasse: Hirudinea (Egel)
U-Klasse: Oligochaeta (Wenigborster)
Stamm Mollusca (Weichtiere)
Klasse: Gastropoda (Schnecken)
Klasse: Bivalvia (Muscheln)
Stamm Arthropoda (Gliederfiier)
U-Stamm: Crustacea (Krebstiere)
U-Stamm: Hexapoda (SechsfiiBer)
Klasse: Collembola (Springschwinze)
Klasse: Insecta (Insekten)
Ephemeroptera (Eintagsfliegen)
Plecoptera (Steinfliegen)
Trichoptera (Kécherfliegen)
Diptera (Zweifliigler)
Hemiptera (Schnabelkerfe)
Coleoptera (Kifer)
Lepidoptera (Schmetterlinge)
Megaloptera (GroRfliigler)
Odonata (Libellen)
U-Stamm: Chelicerata (Kieferklauentriger)
Klasse: Arachnida (Spinnentiere)
Stamm Nematomorpha (Saitenwiirmer)

Abb. 9: Genetisch Uberprifte Taxa
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3.3 Genetische Bestimmung der Makrozoobenthos-Taxa mittels Se-
quenzanalyse
91 % der Proben konnten mittels DNA-Barcoding genetisch identifiziert werden (siehe Abb. 10). Bei
5 % der Proben lieferte die Sequenzanalyse kein Ergebnis, da die Sequenz entweder nicht in der Da-
tenbank enthalten (2 %) oder die Qualitat zu schlecht war (z.B. Mischsequenz, 3 %). 4 % der Proben
wurden nicht bestimmt, da das Markergen mit keiner der verwendeten Primerpaare vervielfaltigt wer-
den konnte. Hier war die DNA der konservierten Probe mdglicherweise bereits zu stark degradiert
oder die verwendeten Primer waren nicht geeignet. Von den genetisch identifizierten Proben wurden
79 % bis auf Artniveau und 21 % bis zur Gattungsebene bestimmt.

Sequenz nicht in Datenbank publiziert
2%

Kein Ergebnis bei
Datenbankabgleich
(schlechte Sequenzqualitdt)
3%

Kein PCR-Produkt erhalten
4%

vz

Erfolgreich bestimmt
91 %

Abb. 10: DNA-Barcoding der Makrozoobenthos-Proben: Prozentuale Anteile an erfolgreich bestimmten bzw.
nicht-bestimmbaren Proben

In Tabelle 2 ist detaillierter aufgefiihrt, wie hoch der Anteil erfolgreich bestimmter Organismen inner-
halb verschiedener MZB-Taxa lag. Wahrend bei den Ordnungen Ephemeroptera, Plecoptera und
Coleoptera nahezu alle Proben genetisch bestimmt werden konnten, lag der Anteil bei den Trichop-
tera mit 19 % nicht identifizierter Organismen im Vergleich zu den anderen Taxa sehr hoch. Dies lag
entweder an einer sehr schlechten Sequenzqualitat (z.B. Mischsequenzen) oder daran, dass kein
PCR-Produkt amplifiziert wurde. Im Gegensatz dazu bestand bei den Diptera die Ursache meist darin,
dass die Sequenz trotz sehr guter Qualitat beim Datenbankabgleich keinen Treffer lieferte. Hier ist ver-
mutlich die Datengrundlage in der Referenzdatenbank noch unzureichend.

MZB-Taxa Gesamt bestimmt X?'ntt)éilzézrfolgreich bestimmter Organis-
Ephemeroptera 28 27 (96 %) _Inj:xnainnerhalb verschiedener MZB-
Plecoptera 29 29 (100 %)

Trichoptera 73 59 (81 %)

Diptera 58 54 (93 %)

Coleoptera 19 19 (100 %)
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Far alle genetisch identifizierten Proben wurde ein Abgleich mit den Daten der morphologischen Be-
stimmung vorgenommen. Je nach Ubereinstimmung zwischen genetischer und morphologischer Be-
stimmung wurden die Ergebnisse in sieben Kategorien eingeteilt (Abb. 11). Beispiele fiir die jeweiligen
Kategorien sind in Tab. 3 aufgefihrt.

Bei knapp 49 % der Proben — in Abb. 11 blau dargestellt — bestatigte das DNA-Barcoding die morpho-
logisch identifizierte Art (35 %) bzw. Gattung (ca. 14 %). Zu den Letztgenannten, bei denen zwar die
Gattung genetisch bestatigt, die Art jedoch nicht bestimmt werden konnte, gehérten Organismen der
Gattungen Dreissena, Leuctra, Rhithrogena, Sericostoma und Simulium. Dabei waren nicht immer alle
Arten einer Gattung betroffen. So war innerhalb der Gattung Dreissena die Bestimmung von Dreis-
sena polymorpha eindeutig, wohingegen D. bugensis und D. rostriformis nicht unterschieden werden
konnten. Auch innerhalb der Gattung Leuctra gab es Organismen, die eindeutige Treffer ergaben (L.
aurita und L. braueri), andere hingegen nicht. L. fusca und L. inermis konnten genetisch nicht differen-
ziert werden, ebenso wie L. mayor und L. albida. Weitere Details kdnnen der Ergebnis-Tabelle im An-
hang entnommen werden.

Gattung und Art weichen von morphologischer keine Bestimmung auf
Bestimmung ab Gattungs-/ Artniveau moglich
5.3% 0.4%
Kene genetische
Gattung bestatigt, Art weicht von = Bestimmung maglich
morphologischer Bestimmung ab 9.5%

3.4%

Gattung und Art bestatigt

Gattung / Art morphologisch
35.0%

unbekannt, genetisch bestimmt
8.4%

Gattung bestatigt, Art bestimmt Gattung bestéatigt, Artbestimmung
24.3% genetisch nicht moglich

13.7%

Abb. 11: Ubereinstimmung zwischen genetischer und morphologischer Bestimmung aller untersuchten MZB -
Proben

Etwa 50 % der untersuchten Proben war morphologisch maximal bis auf Gattungsebene charakteri-
siert. Hier erhoffte man sich durch das DNA-Barcoding eine weiterfihrende Identifizierung. Dies war
auch flr zahlreiche Proben erfolgreich. Bei etwa der Halfte dieser Proben konnte ein nur bis zur Gat-
tung bestimmter Organismus bis auf Artniveau identifiziert werden (entspricht 24,3 % aller untersuch-
ten Proben). Auch flr Proben, bei denen weder Gattung noch Art bekannt waren, ermdglichte das
Barcoding eine Artbestimmung (8,4 % aller untersuchten Proben). So wurde beispielsweise ein Orga-
nismus aus der Gruppe der Tanypodinae (Unterfamilie der Zuckmiicken) als Macropelopia nebulosa
identifiziert. Insgesamt lieferte das DNA-Barcoding fur fast 33 % der untersuchten Proben einen Mehr-
gewinn an Information im Vergleich zur morphologischen Bestimmung (in Abb. 11 griin hinterlegt).

Zu Abweichungen zwischen morphologischer und genetischer Bestimmung kam es bei 8,7 % der Pro-
ben (in Abb. 11 rot markiert). Hier ist eine Plausibilitdtstiberprifung durch Taxonomie-Experten erfor-
derlich. Diese Proben missen noch einmal eingehend betrachtet und schliel3lich entschieden werden,
ob das Ergebnis der morphologischen oder der genetischen Bestimmung verwendet wird. So wurde
beispielsweise ein Organismus aus der Ordnung Lepidoptera (Schmetterlinge) morphologisch als
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Cataclysta lemnata (Wasserlinsenzinsler) identifiziert, wahrend die genetische Bestimmung Epinotia
tenerana (Haselnuss-Katzchenwickler) ergab. Hier wurde die genetische Bestimmung durch die Ex-
perten als fragwtirdig erachtet, da es sich bei Epinotia tenerana um eine terrestrisch vorkommende Art
handelt.

Es gab auch Falle, in denen die Ergebnisse von morphologischer und genetischer Identifizierung so
weit auseinanderlagen, dass ein Irrtum bei der morphologischen Bestimmung von vorne herein ausge-
schlossen werden konnte. Hier lagen entweder Verunreinigungen der Probe vor oder es handelte sich
um Beifang, der zusammen mit dem eigentlich zu bestimmenden Organismus eingesammelt wurde.
Beispielsweise leben viele Zuckmiickenlarven auf anderen im Wasser vorkommenden Insektenlarven,
beispielsweise Steinfliegen, Kdcherfliegen, Zweifliglern (Burmeister und Reiss 2003). Mdglich ist
auch, dass es sich um Beutetiere des Zielorganismus handelt. Besonders bei Kécherfliegen ist be-
kannt, dass sie beim Konservieren in Alkohol ihren Mageninhalt erbrechen.

Tab. 3: Beispiele fiir die verschiedenen Kategorien der Ubereinstimmung zwischen genetischer und morphologi-
scher Bestimmung

Kategorie Proben- | Morphologische Genetische Bestimmung | Simila-
ID (LfU) Bestimmung (DNA-Barcoding) rity [%]

Gattung und Art bestatigt G21-011 | Agapetus ochripes Agapetus ochripes 100

Gattung bestatigt, Art weicht von G22-012 | Baetis vernus Baetis nexus 100

morphologischer Bestimmung ab

Gattung bestétigt, Artbestimmung | G22-021 Chaoborus sp. Chaoborus flavicans 100
genetisch mdglich

G21-082 | Leuctra sp. Leuctra braueri 99.68
Gattung bestétigt, Artbestimmung | G21-028 | Leuctra sp. Leuctra fusca 100
genetisch nicht moglich Leuctra inermis 100
Gattung und Art weichen von mor- | G22-076 | Cataclysta lemnata | Epinotia tenerana 100
phologischer Bestimmung ab
G21-045 | Hydrachnida Lebertia porosa 100
Morphologisch keine Bestimmung | G21-118 | Tanypodinae Macropelopia nebulosa 100
auf Gattungs-/ Artniveau; geneti-
sche Bestimmung madglich
Morphologisch und genetisch G21-130 | Psychodidae Pneumia trivialis 99.52
keine Bestimmung auf Gattungs-/ Pneumia nubila 99.52
Artniveau mdglich Satchelliella nubila 99.52
Parajungiella longicornis 99.19
Psychoda satchelli 99.19
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4 Fazit und Ausblick

Die genetische Bestimmung von Organismen ist von verschiedenen Faktoren abhangig. Dazu geho-
ren z.B. das gewahlte Markergen, die Effizienz der eingesetzten Primer zur Vervielfaltigung des Gen-
abschnitts und die Qualitat der Referenzdatenbanken, die zur Auswertung der Sequenzdaten heran-
gezogen werden.

Im Rahmen des Projekts wurden verschiedene Primerkombinationen zur Vervielfaltigung von Genab-
schnitten des Markergens COI von Organismen des Makrozoobenthos hinsichtlich ihrer Praxistaug-
lichkeit verglichen und bewertet. Eine erfolgreiche Amplifikation der Genabschnitte ist zunachst einmal
eine Voraussetzung flr die nachfolgende Sequenzanalyse. Entscheidend ist jedoch, dass sich die ent-
sprechende DNA-Sequenz auch erfolgreich mit der Referenz-Datenbank abgleichen lasst. Es hilft we-
nig, Primer fir einen Gen-Abschnitt einzusetzen, fiir den die Datengrundlage in der Datenbank noch
unzureichend ist. Anhand dieser Kriterien wurde ermittelt, welche Primerpaare zukunftig eingesetzt
werden sollten, um das DNA-Barcoding der Makrozoobenthos-Organismen mdéglichst effizient zu ge-
stalten. Die Primerkombinationen BF3 — BR2 und neo21f — neo42r lieferten fiir die meisten Proben ein
PCR-Produkt und dieses lie3 sich in iber 95 % der Falle erfolgreich mit den Referenzdatenbanken
abgleichen. Alle MZB-Proben werden daher kunftig standardmaRig zunachst einmal mit diesen beiden
Primerkombinationen bearbeitet. Ergibt sich hier kein Resultat, wird in einem nachsten Schritt das Pri-
merpaar fwhF2 — fwhR2n eingesetzt. Wie die vorliegende Untersuchung gezeigt hatte, war diese
Kombination haufig dann erfolgreich, wenn alle anderen Primerkombinationen fehlgeschlagen waren.

Es gab eine Reihe an Proben, bei denen trotz effizienter Amplifikation des COI-Markergens und hoher
Sequenzqualitdt des PCR-Produkts nur eine Bestimmung auf Gattungs-, nicht jedoch auf Artebene
moglich war. Hier sind die genetischen Unterschiede auf dem entsprechenden Abschnitt des COI-
Gens innerhalb verschiedener Arten der Gattung offensichtlich nicht gro3 genug fir eine eindeutige
Zuordnung auf Spezies-Ebene. Ist dies der Fall, missen evil. weitere Gene herangezogen werden,
die eine bessere Differenzierung erméglichen, sofern eine solche erforderlich ist (Schmid-Egger und
Schmidt 2012).

In einigen Fallen kam es zu Abweichungen zwischen genetischer und morphologischer Bestimmung.
Hier ist eine Plausibilitatsiberprifung enorm wichtig. Liegen die Ergebnisse von morphologischer und
genetischer Identifizierung so weit auseinander, dass ein Irrtum bei der morphologischen Bestimmung
ausgeschlossen werden kann, ist dies relativ unproblematisch. Dabei kann es sich beispielsweise um
Beifang handeln, der zusammen mit dem eigentlich zu bestimmenden Organismus eingesammelt
wurde, oder Beutetiere aus dem Mageninhalt des Zielorganismus. In allen anderen Fallen muss eine
eingehendere Betrachtung durch einen Fachexperten erfolgen, der dann entscheidet, ob das Ergebnis
der morphologischen oder der genetischen Bestimmung verwendet wird.

Das A und O der genetischen Bestimmung ist die Vollstandigkeit sowie die Qualitat der Referenzse-
quenzen in den verfuigbaren Datenbanken. Die Ergebnisse zeigten aber, dass die Referenzdatenban-
ken noch lickenhaft sind und es einheimische Arten gibt, deren Barcoding-Region nicht publiziert ist.
Auferdem kdnnen die 6ffentlich zuganglichen Datenbanken — selbst wenn Qualitatssicherungsmaf3-
nahmen durchlaufen werden — Fehler enthalten. Dies kdnnen unzureichende Sequenzdaten sein wie
beispielsweise eine schlechte Qualitat der Sequenz, Kreuzkontaminationen oder Sequenzierfehler,
aber auch eine fehlerhafte Zuordnung des hinterlegten Organismus (Weigand et al. 2019, Pentinsaari
et al. 2020, Grant et al 2021). All das kann dazu flihren, dass sich beim Abgleich mit den Referenzda-
tenbanken nicht plausible Ergebnisse ergeben. Dies verdeutlicht wie wichtig es ist, die Datenbanken
nicht nur mit weiteren Sequenzdaten zu fiillen, sondern diese Daten auch einer sorgfaltigen Qualitats-
kontrolle zu unterziehen (Pawlowski et al. 2020). Der sog. ,Gold-Standard” einer Referenzdatenbank
sollte nur qualitatsgesicherte DNA-Barcodes enthalten und fehlende Referenzcodes sollten — auch
durch Kooperation mit Universitdten und Museen -- eingepflegt werden. Strikte Standards und Quali-
tatskontrollen sind notwendig, um eine hohe Qualitat der Referenzdatenbank zu gewahrleisten. Dies
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ist eines der Ziele des aktuell laufenden UBA-Projektes ,dbDNA - Entwicklung einer Datenbank- und
Analyseinfrastruktur fir DNA-basiertes Monitoring im Gewasserschutz” (https://www.ge-
dna.de/dbdna/). Die Erstellung einer Liste qualitédtsgesicherter DNA-Barcodes soll auf Grundlage der
Operationellen Taxaliste sowie der Bundestaxaliste erfolgen. Die qualitatsgesicherten Barcodes sollen
in die freshwaterecology.info Datenbank eingebunden und verfigbar gemacht werden.

Ein weiterer Schwerpunkt des Projekts war die Unterstitzung von Behérden im Rahmen des biologi-
schen FlieRgewassermonitorings. Hier kann zusammenfassend festgestellt werden, dass fiir zahlrei-
che Proben das Ergebnis der morphologischen Bestimmung durch die genetische Identifizierung be-
statigt wurde. Nur fir einen geringen Teil der Proben wurden Abweichungen festgestellt, deren
Grunde jeweils im Einzelfall geklart werden mussen. Bei etwa einem Drittel der untersuchten Organis-
men erlaubte das DNA-Barcoding eine genauere Identifizierung als die morphologische Charakterisie-
rung. Dies stellt einen eindeutigen Mehrgewinn an Information dar und unterstreicht die Bedeutung
von DNA-Barcoding als hilfreiches Instrument im Rahmen der biologischen Qualitatskontrolle. Die Me-
thode wurde in Teil B 1.1 ,Monitoring WRRL Makrozoobenthos* in Kap. 3.10 (Enthahme von Organis-
men) und Kap 4.3 (Genetische Analysen) des HB tGewA aufgenommen.
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Anhang

Ergebnisse der morphologischen und genetischen Bestimmung der Makrozoobenthos-Proben:

Proben 2021

Genetlsche Bestimmung [BOLD

ll,fﬁ LR mr\;:ﬂ Maorphologl sche Best mmung Grup pe ng ‘ I

Organismus : S millarity %6}
G21-002 |ROB25S _ |Protonemuraspec. |Plecoptera | Protonemurz intricata S w0
G21-003 |ROB257 Nemouraspec Flecoptera Nemoura rivorum : 100
............................................................................................ Memouraflexwosa & 100
G21-004 (ROB2SR Ecdyonurus venosus-Gruppe Ephe meroptera  |Ecdyonurus torrentis r 40984
G21-005 |ROB259  |Rhithrogena semicolorata-Gruppe|Ephemeroptera |Rhithrogena semicolorata | 9851

Rhithroge na campatoalpina 49852
____________________________________________________________________________________________ Rhithrogenapictet  : 9836
G21-006 |(ROB2ED Rhil throgena semlcolorata-Gruppe| Ephe meroptera  |Rhithroge na semicolorata 55933
____________________________________________________________________________________________ Rhithrogenapicted  : 985
G21-007 |ROB2E1 Rhithrogena semlcolorata-Gruppe| Ephe meroptera  |Rhithrogena semicolorata : 1

Rhithroge na pictet 100

Rhithroge na campatoalpina 9852
G21-008 (ROB2E2 Baetls muticus Ephe meroptera  |Baetis muticus 9982

Baetis mutous SK2 998

Baetis sp. 5545
e e |MlRiniteS MUtics P 9858
G21-009 |ROB2E3  |imsecta (lmseda  |Tachyporusnitidulus S 0o
G21-000 |ROB2&4 Ple drocneml agenlculata Trichoptera Pledrocnemia conspersa 1

Pledrocnemia conjuncta 100
............................................................................................ Plectrocnemia geniculata 1 100
G21-011 |ROB2ES Agapetus ochripe s Trichoptara Agapetus odhn pes .
G21-012 [ROB266 |Agapetusochripes | Trichoptera _[Agapemsochripes ..9955
G21-013  (ROB2E7 Sl lonlgricornils Trichoptera Silonigricornis
G21-014 _[ROB268 _ |Silonigrcornis _|Trichopters _[Silonigriconis i 9978
G21-015 (ROB2ES Potarmoph ylax cingul atus Trichoptera Potamophylax dngulatus
G21-016 |(ROBZ7FD Serlmstoma pe sonatum Trichoptera Sericostoma baeticum ;

Sericostoma pyrenaicum :

Sericostoma flavicorne ;

Sericostoma personatum :
G21-017 (ROB271 Hydropsyche pellucldula-Gruppe | Trichoptera Hydropsyche instabilis :
G21-0i8 |ROBI7 _|Gammarusfossarum | Crusaces  |Gemmarusfossarum 9722
G21-019 |ROB273 Dugesl agonocephala Flatyhelminthes |Allogamus awricol lis : .
G21-020 |ROB274  |Hydmcheldla Amchnida |l Hygrobates sp. AMURya037 & 0o

Hygrobates nigromaculatus 100

Hygrobates setosus 100
G21-021  |ROB27S  |Lumbriculidee | Oligochseta Stylodrilus heringianus T
G202 |ROBIE  [Mpulasi. o Dipters  [Tipulsmontium 9984
G21-003  (ROB2T7 Prod amesa ollvacea Diptera Prodiamesa olivacea 100
G21-024  |ROBI7E  |Chironomidae Gen.Sp.  |Diptera | Potthastialongimanus @ 983
G21-025 (ROB2Z7S Chironomidae Gen. 5p. Diptera nomatch
____________________________________________________________________________________________ Chironomidae i . 9835
G21-026 |(ROB2ED Lumbriculldae Oligochaeta Stylodrilus heringianus r 9943
G21-027  |ROB281  |Potamophylaxcinflat/lu | Trichoptera Potamophylax latipennis | 9938
G21-008 |ROB2A2 Lewctra spec Flecoptera Lewctra fusca : 1
____________________________________________________________________________________________ Levctrainermis i 100
G21-009 (ROB283 Leuctrs spec. Plecoptera Lewctra fusca 100
____________________________________________________________________________________________ Leuctrainermis i 100
G21-080 [(ROB284 Amphinemuraspec Flecoptera Arnphingmura riangularis 100
22 Bayerisches Landesamt fir Umwelt 2024



Anhang

Genetische Bestimmung (BO
I:fzben-hlr ;:::EZ:D Morphaologische Besti mmung Grup pe : rlgl .LD}I
Organismus : Similarity [}
G21-031 |ROB285  |I lsoperlaspec. |Plecoptera | Isoperlaobsturs P 100
G21-052 |ROB236  |I lsoperlaspec.  |Plecoptera | lsoperlaobscurs i 100
G21-033 |ROB287 _ |Brachypteratrfastiatm Brochwpteratrifesdsta
G21-034 |ROB283  |Amphinemuraspec. amphinemurasuldcollis
G21-085 |ROB2ES Leuctra spec. Leuctra hippopus
G21036 _|ROB2%0  |Rnabdiopteryneglecta |Plecoptera | Rhabdioptenyxneglecta | 100
G21-087 |ROB291 Capnia spec. Capnia nigra
(G21-058 |ROBISZ  |lsoperlaspec. lsoperlaobzura
G21-089 |ROB293 Ecdyonurus venosus-Gruppe Ephemeroptera |Ecdyonunisvenosus :
G21-040 |ROBZ3Z  |Ecdyonurusvenosus-Gruppe | Ephemeroptera |Ecdyonurusvenosus :
G21-M1 [ROB2SS Baetis alpinus Ephemeroptera  |Bactis alpinus
G21042 |ROB2%  |Bmisrioloides Coleoptera | Elmisrioloides i 100
G21-043 ROB297 Radix balthicalabiata Gastropoda Radix bakthica
Radn ovaa
............................................................................................ Radoc 136m4. ]
G21-044  |ROB29E  |Ancylusfluviatilis | Gemopoda Angylusflwiatilis L S
G21-M5 (ROB299 Hydmchnidia Arachnida Lebertia poross :
G21:046 |ROB300  |Clinocerinee |Diptera  |Sequenznichtin Dotenbonk  ©
G21-M7  [ROB301 Tanytarsin i Diptera Mioopsectra 5. 9969
G21048  [ROB3G2  [Tipulaspec.  |Diptea | Toulgmentiom i 00
G21-049  |ROB303 Eloeophilaspec. Diptera Sequenz nidht in Datenbamk
G21.050  |ROB30: _ [Dicranotaspec. | Diptera Dicranotase. .
G21-051 |ROB305 lsoperla spec. Plecoptera lsoperlaobsura
G21-052 (ROB30& Leuctra spec. Plecoptera Leuctra inermis
Leuctrafusa
G21-053  |ROB307 |l lsoperlaspec.  |Plecoptera ) lsoperlaobzurs 100
G21-054  |ROB30B I Isoperlaspec, . _|Plecoptera | Isoperlagrammat
G21-055 |ROB303  |Capniaspec. [|Plecoptera  |Ceprisnigra i 9898
1G21-056 __ |ROB310 _ |Ecdyonurus venosus-Gruppe | Ephemeroptera |Ecdyonurusvenosss FRE- .- - S
G21-057 |ROB311 Ecdyonurusspec. | Ephemeroptera |Ecdyonurusvenosus I 9866
G21-058 |ROB312  |Siphlonumuisspec. | Ephemeroptera  |Siphlonuruscrogticus : ...... 9548
G21-059 |ROB313  |Caenisspec. | Ephemeropters |Caenismacrurs | 9699
G21-060 [(ROB314 Rhyacophilaspec. Trichoptera Rhwyacophila dorsalis 100
Rhyamophila meridionais 100
Rhyacophila dorsalis g 100
persmilis :
____________________________________________________________________________________________ Rhyacophilanupila | 9882
G21-061 |ROB315 _ |Rhyacophilaspec. | Trichoptera Sequenznichtin Datenbank |
G21-062 |ROB315 _ |Psychomyiapusilla | Trichoptera Pychomyiapusila [....9637
G21-063 |ROB3L7  |Hydmpsycheguttata | Trichoptera Hydropsycheguttaa . o
G21-064 (ROB312 Dicranota spec Diptera Dicranotasubflammatra 96.07
Dicranotaschistaces 96.07
____________________________________________________________________________________________ Dicranotaguripontum i 9587
G21-065 |ROB319 Dicranota spec Diptera Dicranotagracilipes : 100
Dicranatact. subtilis : 100
Dicranatact. pavida i 100
____________________________________________________________________________________________ Dicranctapavida [ 9983
G21-066 |ROB320  |Clinocerinae Diptera Seguenz nicht in Datenbank
G21-067 |ROB3Z  |Hexatomaspec.  |Diptera | Elosophilasp. .. ;...9853
G21-068 ROB322 Hexatoma spec Diptera Eloeophila . 9761
G21-065  |ROB323  |lbisiamarginata  |Dipters |Atherxmagingta i 9983
G21-070 [ROB324 Liponeura cordata Diptera Liponeura cordaa : 9957
G21-071  |ROB325 _ |lipomeuraspec. | Diptera . Liponeursdecipiens {9752
G21-072 |[ROB326 Prosimulium spec. Diptera Prosimulium hirtipes .- 09825
621073 |ROB3Z7  |Prosimuliumspec. | Diptera Prosmulium hirtipes L.ge7e
G21-074 |[ROB328 Leuctra spec Plecoptera Lewuctra aurita ; 100
G21-075 |[ROB329 Chloroperla spec. Plecoptera Chloroperla tripundata 9934
C hloroperla susemicheli 0884

Bayerisches Landesamt fir Umwelt 2024

23



Anhang

Genetische Bestimmung (BO

I:fz ben-Nr ;:::EZ:D Morphaologische Besti mmung Grup pe : "g ‘. .LD}I

Organismus : Similarity [}
G21-07/6  |ROB330 Chloroperla spec. Plecoptera Chloroperla tripuncata : 1060

C hloroperla susemicheli : 99
G21.077 |ROB331  |leuctraspec.  |Plecoptera | leuctraabida | 9983

Lewuctra maor :
G21-079 |ROB333 Amphinemuraspec. Plecoptera Amphinemura suldcollis | .
G21080  [ROB334  |Nemouraspec. |Plecoptera  |Nemouradnersa 9968
G21-081 |ROB335 Capnia spec. Plecoptera C apnioneura nemuroides 100
G21.082 |ROB3%  |leuctmspec.  |Plecopters | Jleuctrabraveri i 9868
G21-083 |ROB337 Habroleptoides aubert Ephemeroptera  |Habroleptoides auberti 9068
____________________________________________________________________________________________ Habroleptoidescorfusa | 9968
G21-084 (ROB338 Habmo leptoid es confusa Ephemeroptera |Habroleptoides confusa r 9888
G21-085 [ROB338 Rhith mgena hybrida-Gr. Ephemeroptera  |Rhithrogena hybrida 100

Rhithrogena puthzi : 99,35
G21-086 (ROB340 Rhith mgena hybrida-Gr. Ephemeroptera  |Rhithrogena hybrida 9984

Rhithrogena puthzi 992
G21-087  |ROB341  |RhithrogenaalpestrisGr |Ephemeroptera |Rhithrogenalendal i 100
G21-088 [ROB342 Ecdyonurus venosus Ephemeroptera |Ecdyonunisvenosus : 9984
G21-089 |ROB343  |RhithrogenaalpestrisGr | Ephemeropters  |Rhithrogenalandal S
G21-090 |ROB344 Fhithrogena semicolorata-Gruppe| Ephemeroptera  |Rhithrogena ssmicolorata .- 100
G21-:051 |ROB345  |Limmiusperrist | Coleoptera Limniusperrist Lo
G21-092 |ROB346  |Riolus subviolaceus Coleoptera Riolus subviolaceus 100
G21-093 |ROB347  |Oreodytessanmarkii Coleoptera | Nectoporussanmarkii .98
G21-094 (ROB348 Hyd mena truncata Coleoptera Hydraenatruncata 100
G21-095 [ROB34%  |Stylodrilus heringianus Oligochaeta Stylodrilus heringianus : 9952

G21-102 [ROB356  |Simulium spec. Diptera Simulium argyreaum 9968
Simulium variegaum : 9967
____________________________________________________________________________________________ Simuliummonticola 1 9967
G21-103  [ROB357  |Simulium (Mevermannia) Diptera Simulium lundstromi r 100
lundstromi Simulium angustitarse : 100

G21-108 |[ROB362  |Anabolia nervosa Trichoptera Ansbolianervosa : 100
G21-109  |ROB363  |Platambus maculatus | Coleoptera Plaambusmaculstus L 00
G21-110 [ROB3RS Potamoph ylaxrotundipennis Trichoptera P otamophylax rotundipennis .- 9936
G21-111  |ROB3&S  (Tipwlas! | Diptera Tipulamentium L9937
G21-112 [ROB36S Ceratopogonidae Diptera Papomyiaflaipes 9911
G21-113  |ROB3&7  |Acari/Anactinotrichida Amdnida |l lebertiafimbria i 9828
G21-114 |ROB362 Antocha spec. Diptera Antocha vitr pennis : 1060
G21-115  |ROB3ES  |Mematomorpha (Stamm) |Nemaomorpha |Mischesguenz S
G21-116 [ROB3TD Eloeophilaspec. Diptera Eloeophila maculata 100
G21-117  |ROB371 _ |Chimomomini | Diptera . Chironomusriparius S
G21-118 [ROB372 Tanypodinae Diptera Macropelopianebulosa .- 100
G21-113  |ROB373 _ |Chimomomini | Diptera . Chironomusriparius LMoo
G21-120 |(ROB374 Piscicolaspec. Hirudinea Cystobranchus 9968
G21-121 |ROB3TS _ |Goerapilosa Trichoptera  __ |! Goerapilesa ... i ....9978
G21-122  |ROB376 Hyd ropsyche bulbifera Trichoptera Hy dropsyche bulbifera : 100
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Genetlsche Bestimmung [BOLD
:'fﬁ LR m;:ﬂ Morphologische Bestimmung | Gruppe TI I
Organlsmus : Simillarity [}
G21-123  |ROB3TF Hydropsyche slltal al Trichoptera Hydropsyche siltalai : 5875
Hydropsyche exocellata 5875
Hydropsyche infernalis 9945
Hydropsyche picts torum 94924
G21-124_ROB37E _ (Anophelesspec.  IDiptera  |Anophelesdaviger 19984
G21-125 (ROB37S Anopheles spec Diptera Anopheles daviger L ______ 9o84
G21-126 |ROB380  [Tabanidee | Diptera Tabanus cordiger ' 100
Tabanuws unifasdatus 5584
G21-127 (ROB3&1 Tabanidae Diptera Tabanus cordiger 100
Tabanus unifasdatus 5584
G21-128  |ROB3E2  [Ptychopteraspec. | Diptera Ptychopterapaludosa Lo
G21-129  |ROB3&3 Gammarus roeselll Crustacea Gammarus roeszlii 1 100
G21-130 (ROB38&4 Psychodldae Diptara P reuirni a trivialis 9952
Prieumianubila 5952
Satchelliella nubila 5952
Parajungiellalongicornis 95159
____________________________________________________________________________________________ Poychodasatchelli | 9919
G21-131 |ROB38S Sl mullum [ Neverrmannl a) Diptera Sirmuli urm lundstromi 95968
lundstromi Sirmiuli urm angustitarse : 5968
G21-132  |ROB38  |[Simullum ormatum | Diptera Simuliumtrifasciatum B wo
Sirnuli urm omatum 100
Sirnuli ur kirishenkoi 5918
Sirnuli ure 3urewm ; SR79
G21-133 [ROB3&7  [Pilariaspec T |Diptera | [Pilariagisdcollis i 9873
G21-134 (ROB3&2 Oxycera spec Diptera Oxyoeramorrisii 100
G21-135 |ROB3&S  |Blodesspec. Coleoptera | Elodes minuta | 00
Elodes pseudominuta 95968
____________________________________________________________________________________________ Elodesmarginata | 9908
G21-136  |ROB3S0 Hydrometra stagnorum Hemiptera Hydrometra stagnorum : 1
G21-137 |ROB3S1  |Helophorusavemicus Coleoptera | Helophorusarvernicus 9982
G21-138 (ROB3G2 Lacon blus spec Coleoptara Laccobius bipunctaties 9963
G21139  |ROB3S3  |Nemouraspec. [|Plecopters | Nemouradnerea i 00 .
G21-140 (ROB3%4 Stenophylax permistus Trichoptara Stenophylax permistus 100
Stenophylax vibex 100
Stenophylax meridiorientalis 59548
G21-141  |ROB3%  |limnephilus extriatus | Trichoptera Limnephilus extricatus | wo
G21-142 (ROB3%S Sl lonigriaornis Trichoptera Silonigricornis 100
G21-143  |ROB3S7  |lithaxnmiger . Trichoptera __ |Silonigricormis 5873
G21-144  |ROB3S8 Lithax niger Trichoptera Sile nigricornis §7.75
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Proben 2022

Genetische Bestimmung (BOLD)
:fz ben-Mr PruhE:ID Mcepholopische Bost . Greppe :
R Organismus - Similarity [3%}
G22-001 |[ROB3%S Gammarus fossarum Crustacea Gammarus pulex : 9984

Chrysopilus cristaus 9966
C hrysopilus auraus

Stenophylax vibex : 9952
Mioopterna nycterobia 89952
Stenophylax nycterobius {9952

G22-022 (ROBAZD Ilybius spec. Coleoptera Agabussurmii 100
G22-023 |ROB421 _ |Coleoptera (terrestrisch?) | Coleoptera Brasicogethesasneus & o0
G22024 |ROB222 Hyd ropsyche angustipennis Trichoptera Hydropsyche angustipennis ¢ 100
G22:025 |ROB425  |Potamophilus acuminatus | Coleoptera Potamophilusscuminats | 9984
G22-026 |ROBL24 Helobdella stagnalis Hirudinea Helobdellastaenais 9984
G22.027 |ROB4ZS  |Veliacaprai |Hemiptera  |Velscspral .08
G22028 |ROBL26 Acari Arachnida Lebertia rivulorum 9984
G22.009 |ROB4Z7  |Limnophilaspec. |Diptera | Limnophilapictipenmis 100
G22-030 [ROBAZE Gammarus fossarum Crustacea Gammarus pulex : 98.BB
G22:031 |ROB42S  |Pilariaspec. | Diptera . Pllaiadisdcollis ... 9968
G22-082 (ROB430 Hal iplus lineatocollis Colecptera Haliplus linegtocollis r 100
G22.033 |ROB431  |Amacaenalimbata | Coleoptera anaczenalimb=a i lo
G22-084 |ROB432 Helophorus arvernicus Coleoptera Helophorus arvernicus 100
G22.035 |ROB433  |Glossiphoniacomplanata  |Hiudines | Glosiphoniacomplanata 9968
G22-B6 (ROB434 Eiseniella tetraedra Oligocheeta Lumbrious temrestris 100
G22-057 ROBA35 Acari Arachnida Hygrobates prosiliens 100
Hygrobates longipal pis 9902
G22-058 ROBA36 Acari Arachnida Lebertiagibbosa 9984
Lebertia longiseta 9984
Lebertia porosa 9984
Lebertia inaegualis 9952
G22089  |ROBAS7  |Antochaspec.  (Diptera  |Antmdavitdpennis 88
G22-40 (ROB438 Planorbis planorbis Gasropoda Planorbis cringus 9948
G22041 |ROB433  |Anisusvorex  [Gswopods  |Anisusvortex 867
G22-42 [ROB440  |Sialis lutaria WMegaloptera Sidis Iutaria 100
G22-043  |ROB441  |Amichopscrassipes | Diptera . Atrichopscrassipes T A
G22-d4 [ROB442  |Coenagrionidae Cdonaa Ischnura sahare nsis 1 100
Ischinura graellsii 100
Ischnura elegans 100
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Athripsodes spec.
Oecetis testacea

Athripsodes albifrons
Sialis fuliginosa

Peripsychoda spec.
MNeolimnomyia spec.

Melampop hylax mu coreus

Proben- BrobenID Genetische Bestimmung {BOLD)

Mr Samanler Morpha logische Be stimmu| Gru ppe ) .

LflJ Organismus s Similarity [363

G22045 (50_2022 040 001 |Halesus digitatus Trichoptera Halesuste=ellgus L 9402
Halesus radiatus 93.15
Halesus digitatus : 92 B8

G22046 [50_2022 040 002 |Halesusdigitatus Trichoptera  |Michsequenz e

G22047 |50 2027 040 003 |Malesusdigitatus Tichoptera __ [Malesusdigitatus L0

G22048 |50_2022 040 004 |Halesusdigitatus Trichoptera _ [Halesusradistus Lo

G22-049 (50_2022 040 005 |Halesusradiatus Trichoptera Midchseguenz '

(G22050 |50_2022 040 006 |Halesus radiatus Trichoptera MiEchseguenz

G22-052 (50 2022 040 008

(G22-053 SQ_ZDEZ_MH_CI}E Agapetus nimbulus Trichoptera MiEchseguenz

G22054 |50 2022 040 010_|Glossosomacf. boltoni __|Trichoptera _|Mischsequenz P

G22055 |50 _2022 040 011 [Anaboliacf.brevipennis |Trichoptera _|Anbolianervesa | 100

G22-056 (50_2022 040 012 |Glyphotaelius pellucidus |Trichoptera Glyphotaelius pellucidus 100

G22.057 |50, 2022 040 013 |Limnephelidae Trichopters  |Potamophylaxdngulaus @ 9873

G22058 |50 _2022 020 014 [Limnephelidae Trichoptera __|Potemophylax otundipennis | 9948

G22-059 |50_2022 040 015 |Halesus tesselatus Trichoptera Halesus digitatus : 98.06

G22060 [S0_2022 040 041 |Pneumiaspp.  |Diptera  |Pericomanielseni A" I

e | |Pericomafallx L

G22061 (S0_2022 040 042 |Sericostomaspp. Trichoptera Sericostomafilavicome : 9979
Sericostomapersonatum 9979
Sericostomabasticum 9979
Sericostomavittatum 9979
Sericostoma pyrenacum ; 9979

(G22.062 [50_2022 040 043 |Elmis maugetii | Coleoptera Elmismaugetii {100

(G22-063 (50_2022 040 044 |Elmis rioloides Elmisrioloides

G22-064 |SQ_2022 040 45 _ |Limnephilusspp.

G22-065 |ROB&43 Hydroptila spec.

G22-066 |ROB244 Lype phaeopa

Ath rlpsodes dnereus 100
Oecetistsuda 100
Oecetistestacea 100
Oecetistestacea kumanski | 100
E;{E'Eﬁv".'3};".1.'"""""""""f """"""""
Caenishoraria | 100
kein PCR-Produke 1
Athripsodesabifrons L @a3
Sidisfuliginoss i 9888
Epinotiatenermna i 100
Lipsothrin nobilis : 97
Hemerodromiaadulatoria | %647
Chrysopscaecutiens .10
Chrysops @ecutiens r 100
Peripsychoda auriculaa . o941
Neolimnomyia batava 9744

Plectn:u:nermam nspersa
Plectrc-cnemia gen iulaa

kein n'—"CF.‘-Pm

dukt
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Anhang

Genetlsche Bestimmung [BOLD
Il’fﬁben-hlr mr\;:ﬂ Maorphologl sche Best mmung Grup pe ngl I
Organismus : S millarity %6}
G22-002 |\ROB470 _[Chaetopteryxspec. Trichoptera  |Cheetopteryxvillosaxfusca @ 100 .
G22083 |ROB4T1 Che llayrophium robustum Crustacea Chelicorophi urm robwstum : 100
G22-094  |ROBAT2 _ |Dikerogammamus villosus | Cruacea | Dikerogammarusvillosus & 00
G22-005 |(ROB4T3 Dikerogammarus haemobaphes |Crustacea Dikerogammarus haemnbaphe,ir 40984
G22:096 [ROB474 _ [Dikerogammarus haemobaphes [Crustacea  [Dikerogammarus haemobaphe! | 100
G22087 |ROB4TS Chellorophium curdsplaum Crustacea Chelicorophi wm curvi spinum L 100
G22-098  |ROB476 _ |Wypanlainvalida  Polychaeta |Hypanizinvalica 100
G22-099 (ROB4TY Rhyacophl laspec. Trichoptera Rhyacophila dorsalis : 9955
G22-100 |ROBA78  |Psychomgapusilla =~ =~ Trichoptera | Poychomyiapusilla o L
G22101 |ROB4TS Psychomyla pusllla Trichoptera Psychomyia pusilla 4516
G22-102  |ROB4B0  |Hydropsyche contubernalls | Trichoptera !’!‘ff’.[‘?E%‘:’E*P?.E?(‘EE'P‘%!!‘EUE....E _______ 0o
G22-103 (ROB481 Hydropsyche Inoagnita Trichoptera Hydropsyche incoghita r 9943
G22-104 |ROBAS2  |Corblaulafluminea | Bivahvia .. Corbicula fluminea S L N
G22-105 |(ROB4E3 Sphaeriumspec. Bivalvia Corbicula fluminea 90973
e .. |Corbiculaleans 373
G22-106 _ |\ROB484  eerasarsl Crustacea | kein PCR-Frodukt .
G22:107 |ROB4ES  |Anmtochaspec. ~  |Diptersa  |Antodhavitipennis 0o
(G22-108 |ROB486  |Antochaspec, | Diptera Antochavitipennis - S
G22109 |ROB4AT Potamopyrgus antipodarum Gastropoda Potamopyrgus antipodarum 1
G22-110  [RvM 001 _ (Sinanodomtawoodiana  [Bivahviz [Sinanodontawoodiana 1100
G22-111  (RvM_002  |Drelssena polymorpha Bivalvia Dreissena polymorpha ._ 100
G22-112  |RvM_003  |Drelssena bugenss/rostiformis | Bivalviz Dreissena bugensis P wo
Dreissena rostrifomis 100
bugensis :
___________________________________________________________________________________________ Dreissenaroswiformis i 100
G22-11331 (Rvi_004 | Drelssena polymorpha Bivalvia Dreissena polymorpha r 100
G22-114  |RvM 005  |Omychogomphus fordpatus | Odonata Onychogomphus forcipatus | 987
G22-115  |RvM_00&  |Onychogomphus ford patus Odonata kein PCR-Produkt
G22-116  (RvM_007  |Hydropsyche Instabillls Trichoptera Hydropsyche instabilis 100
Hydropsyche incognita 9974
___________________________________________________________________________________________ Hydropsyche pellucidula 9845
G22117 |(Rvh_ 008 |Hydropsyche saxonlca Trichoptera Hydropsyche saxonica : 100
G22-118  |RvM 005  |Ecdyonurustorrents | Ephemeroptera  |Ecdyonurustorrentis L 584
G22-119  |RvhM_(10 |Rhithrogena semicolorata Ephe meroptera  |Rhithrogena semicolorata r 100
___________________________________________________________________________________________ Rhithrogenasp. 1 100
G22120 |Rvid 041 |Ephemerella notata Ephe meroptera  |Ephemerella notata : 5584
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