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Kurzfassung 
In dem vorangegangenen Projekt „Genetische Artbestimmung – ein Beitrag zur Qualitätssicherung in 

der biologischen Analytik von Oberflächengewässern“ war die Analytik zur Bestimmung von Einzelor-

ganismen des Makrozoobenthos (MZB) im Hinblick auf Probenkonservierung, DNA-Extraktion und 

Vervielfältigung des Markergens COI (Untereinheit 1 der Cytochrom-c-Oxidase) erfolgreich etabliert 

worden. Nach absolvierter Testphase erwies sich die Methodik für die Artbestimmung von Gewässer-

organismen als geeignet. Im Rahmen des vorliegenden Projekts „DNA-Barcoding - eine neue Möglich-

keit für das Umweltmonitoring und den Gewässerschutz“ wurden die analytischen Verfahren weiter-

entwickelt und DNA-Barcoding als Instrument der Qualitätssicherung beim biologischen Fließgewäs-

sermonitoring eingesetzt.  

Eine erfolgreiche genetische Artidentifizierung ist von verschiedenen Faktoren abhängig. Dazu gehö-

ren u.a. das gewählte Markergen, die Effizienz der eingesetzten Primer zur Vervielfältigung des Gen-

abschnitts (Amplifikationseffizienz) und die Qualität der Referenzdatenbanken, die zur Auswertung der 

Sequenzdaten herangezogen werden. Daher wurden im Rahmen der Methodenentwicklung verschie-

dene Primerkombinationen zur Vervielfältigung des Markergens COI hinsichtlich ihrer Praxistauglich-

keit verglichen. Die aufgrund einer hohen Amplifikationseffizienz zunächst 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 Fälle zu einem Ergebnis beim Datenbankabgleich führte. 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 Fälle ein Resultat beim Vergleich mit der Re-

ferenzdatenbank lieferten. Diese werden daher künftig standardmäßig für das DNA-Barcoding von 

Makrozoobenthos am LfU eingesetzt. 

Insgesamt konnten 91 % der MZB-Proben mittels DNA-Barcoding genetisch identifiziert werden. Der 

überwiegende Anteil der untersuchten MZB-Organismen (ca. 80 %) gehörte den EPT-Taxa (Ephemer-

optera, Plecoptera, Trichoptera), den Diptera und den Coleoptera an. Während 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 Sequenzqualität (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 Qualität beim Datenban-

kabgleich keinen Treffer lieferte. 

Etwa die Hälfte der eingesandten MZB-Proben war morphologisch maximal bis auf Gattungsebene 

charakterisiert. Durch das Barcoding konnten mehr als die Hälfte dieser Proben bis auf Artniveau 

identifiziert werden. Allerdings war nicht bei allen Organismen eine genetische Bestimmung bis auf 

Spezies-Ebene möglich. Es gab Fälle, 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 können. Hier müssen evtl. andere Gene herangezogen 

werden, die eine bessere Differenzierung ermöglichen. 

In einigen Fällen kam es zu Abweichungen zwischen genetischer und morphologischer Bestimmung. 

Dann ist eine Plausibilitätsüberprüfung 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 Fällen 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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In dem Projekt zeigte sich auch, dass die Referenzdatenbanken immer noch lückenhaft sind und die 

öffentlich zugänglichen Datenbanken – selbst wenn Qualitätssicherungsmaßnahmen durchlaufen wer-

den – Fehler enthalten. Ziel sollte die Entwicklung einer Referenzdatenbank sein, die nur qualitätsge-

sicherte DNA-Barcodes enthält, und strengen Standards und Qualitätskontrollen unterliegt. Der Auf-

bau eines solchen „Gold Standards“ ist Inhalt des laufenden UBA-Projekts „dbDNA - Entwicklung ei-

ner Datenbank- und Analyseinfrastruktur für DNA-basiertes Monitoring im Gewässerschutz“ (Stand 

2024). 

Zusammenfassend kann festgestellt werden, dass die genetische Artbestimmung eine hilfreiche Un-

terstützung der Behörden im Rahmen des biologischen Fließgewässermonitoring darstellt. Bei etwa 

einem Drittel der untersuchten Organismen erlaubte das DNA-Barcoding eine genauere Identifizierung 

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 Qualitätskontrolle. 
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1 Einleitung 
DNA-Methoden bieten eine Vielzahl an neuen Möglichkeiten für das Umweltmonitoring und den Natur-

schutz. So können 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 Möglichkeiten für den konkreten Einsatz in der Praxis. 

Ein Beispiel hierfür 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 ökologischen 

Zustands von Oberflächengewässern, 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 für die Untereinheit 1 der Cytochrom-c-Oxi-

dase (COI) besonders geeignet. Die Bestimmung ist möglich, da sich die DNA-Sequenz dieses Gen-

fragments bei fast allen Arten unterscheidet, während 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 Qualitätssi-

cherung in der biologischen Analytik von Oberflächengewässern“ 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 Qualitätssicherung beim biologischen Fließgewässermonitoring. Damit wer-

den die Wasserwirtschaftsämter und die Regierungen bei der Untersuchung von Makrozoobenthos-

Organismen, insbesondere von schwer bestimmbaren Taxa, unterstützt. Dies hilft, Fehlbestimmungen 

zu vermeiden und gewährleistet so eine höhere Sicherheit bei der Bewertung des ökologischen Ge-

wässerzustandes.  
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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 ausführlich beschrieben. 

 

Abb. 1: DNA-Barcoding von Einzelorganismen: Arbeitsschritte 

2.1 Probenahme 
Die Probenahme der Makrozoobenthos (MZB)-Proben erfolgte durch die Regierungen bzw. Wasser-

wirtschaftsämter. Das Probenmaterial wurde in 70 – 80 %igem, unvergälltem Alkohol (EtOH) konser-

viert. Die Vorgehensweise zur Probenkonservierung ist im Handbuch tGewA Teil B 1.1 „Monitoring 

WRRL– Makrozoobenthosbeprobung in Fließgewässern“ 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 durchgeführt werden kann, wenn dem Alko-

hol keine Vergällungsmittel zugesetzt worden sind. 

2.2 DNA-Extraktion 
Für das DNA-Barcoding wurde ausschließlich organismische DNA verwendet. Die Einzelorganismen 

wurden mit 70 %igem EtOH gespült, um Anhaftungen (wie z.B. andere Organismen des MZB) zu ent-

fernen. Von jeder Probe wurde ein ca. 2-3 mm langes Gewebe-Stück für 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 Extraktionsröhrchen. Diese sog. „PowerBead Tubes“ enthalten eine 

Matrix an speziellen Kügelchen, die sich in Material (z.B. Glas, Keramik, Zirkoniumsilikat, Granat) und 

Durchmesser (0,1 mm – 6 mm) unterscheiden. Es hängt vom Probenmaterial ab, welches Material 

und welche Größe der Kügelchen die bestmögliche Homogenisierung und damit letztendlich auch 

größte DNA-Ausbeute liefert. 
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Die Extraktionsröhrchen 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 gröberen Granat-Beads (0,7 mm) zusammensetzt. Offen-

sichtich wird das Insektenmaterial durch die feinen Glasperlen nicht hinreichend homogenisiert, was 

dazu führte, dass gar keine DNA extrahiert wurde oder die Ausbeute nur sehr gering war. Nach Re-

cherche wurde ein Lieferant ausfindig gemacht, über den die „alten“ PowerBead Tubes mit Granat-

Perlen bezogen werden können. 

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 für alle bzw. die meisten Organismen gleich und können 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 bewährt, welches 

in aktiven Zellen in hoher Kopienzahl vorliegt und maternal vererbt wird. Als besonders geeignet er-

wies sich das Gen für die Untereinheit 1 der Cytochrom-c-Oxidase (COI; Elbrecht und Leese 2017a, 

2017b), weil dieses Gen zwischen verschiedenen Arten stärkere Unterschiede aufweist als die ande-

ren mitochondrialen Gene. Hier liegen auch die meisten Vergleichssequenzen in den Datenbanken 

vor. Das COI-Gen wird daher international standardmäßig für 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 zunächst mittels Polymerasekettenreaktion (PCR) 

vervielfältigt werden. 

  

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

 

Ein häufig zur Vervielfältigung (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 für MZB-Proben 

aus der Ordnung der Köcherfliegen (Trichoptera) entwickelt, da die PCR mit dem Primerpaar neo21 – 

neo42 für diese Organismen des Öfteren kein Produkt lieferte. Auch mittels Kombination der Primer 

neo43 – y1w2r5 war häufig eine erfolgreiche Amplifikation möglich. 

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). 



Methodik 

 

 

 

10 Bayerisches Landesamt für Umwelt 2024 

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 µl) enthielt 15 µl Hot-

Star Taq Master-Mix (Qiagen), je 833 nmol/l forward und revers Primer und 1 µl des DNA-Extrakts. 

Die optimale Temperatur für die Anlagerung der Primer (Annealing) wurde in Vorversuchen ermittelt 

und lag bei 40 °C. Folgendes Temperaturprotokoll wurde verwendet: 95 °C für 15 min (Aktivierung der 

Polymerase) und 40 Zyklen bei 95 °C für 30 s (Denaturierung), 40 °C für 30 s (Annealing) und 72 °C 

für 90 s (Elongation). Im Anschluss daran folgte ein finaler Elongationsschritt bei 72 °C für 7 min. Da-

nach wurde die Temperatur bei 15 °C gehalten.  

 

Abb. 3: Eingesetzte Primer zur Amplifikation von Genabschnitten der Untereinheit 1 der Cytochrom-c-Oxidase 
(COI) und Länge der Amplifikate (bp: Basenpaare; orange: forward primer; grau: revers primer) 
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Zur Überprüfung von Menge und Qualität der amplifizierten Genabschnitte wurden je 7,5 µl der PCR-

Produkte in einem 1 %igen Agarosegel aufgetrennt. Um die Größe der Fragmente abschätzen zu kön-

nen, wurde ein sog. DNA-Leiter auf das Gel aufgetragen, der DNA-Fragmente mit bekannter Größe 

enthält. Durch Vergleich mit diesem Größenstandard kann die Länge der amplifizierten DNA-Frag-

mente abgeschätzt werden. Das Ergebnis wurde fotografisch dokumentiert. 

Bevor die PCR-Produkte zur Sequenzierung verschickt werden, müssen diese aufgereinigt werden, 

um überschüssige, 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 µl des Exo/Sap-Reagenzes zu den PCR-Produkten gegeben 

und die Ansätze zunächst für 30 min bei 37 °C und danach für 30 min bei 85 °C inkubiert. 

2.4 Sequenzierung und Sequenz-Analyse 
Die Sequenzierung der PCR-Produkte erfolgte durch die Firma Eurofins. Die Sequenzdaten können 

online auf der Homepage der Firma abgerufen werden. Die FASTA-Formate der Sequenzen wurden 

in Word eingelesen und anschließend mit Hilfe eines Makros bearbeitet, um Zeilenumbrüche 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-
gramme (grün = A; rot = T; schwarz = G; blau = C): Eindeutige Nukleotide 
(A, T, G, C) werden in Großbuchstaben in schwarzer Schrift dargestellt. 
Ist das Ergebnis der Rohdaten nicht eindeutig (sog. Wobble-Basen, z.B. 
W, Y, R etc.), wird der höhere Peak als relevant gewertet und die Wobble-
Base durch die entsprechende „normale“ Base ersetzt. Diese Nukleotide 
werden als kleine Buchstaben in blauer Schrift gekennzeichnet. Falls nicht 
erkennbar ist, welcher Peak der höhere ist, wird die Wobble-Base belas-
sen. 

 

Die Qualität der Sequenz berechnet sich aus dem Anteil eindeutig bestimmbarer Nukleotide im Ver-

hältnis zur Gesamtzahl der Nukleotide. Werte zwischen 98 und 100 % zeigen eine sehr gute Qualität 

der Sequenz an. Liegen die Werte unterhalb von 80 % bedeutet das entweder eine Kontamination der 

Probe oder eine ungenügende Ausbeute an PCR-Produkt zur Sequenzbestimmung. 

 

 

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-Gefäß 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 Stücke der gesuchten Sequenz ähnlichen DNA-Abschnitten aus der Datenbank 

gegenübergestellt werden. Dabei wird angegeben, wie hoch die Übereinstimmung ist. Das Tool kann 

online unter https://blast.ncbi.nlm.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 enthält DNA-Sequenzen der 5'-Region des COI-Gens. Die Plattform ist ebenfalls online öffentlich 

zugänglich (https://www.boldsystems.org/). Neben den DNA-Sequenzen enthält 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 Qualitätssicherungsmaßnahmen durchlaufen haben. BLAST kann 

somit Fehler enthalten. Dafür sind die in BOLD hinterlegten Daten weniger umfangreich.  

Ist die Qualität der gesuchten Sequenz sehr viel besser als die Übereinstimmung mit der aufgeführten 

Spezies, handelt es sich bei der Probe wahrscheinlich um eine noch nicht sequenzierte oder in der 

Datenbank hinterlegte Art.  

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/
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3 Ergebnisse und Diskussion 

3.1 Vergleich verschiedener Primerkombinationen 
Es wurden fünf Primerkombinationen getestet, die sich in der Lage innerhalb des COI-Gens und in der 

Länge 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 Effektivität im Hinblick auf eine erfolgreiche Amplifikation (Vervielfältigung, PCR-Pro-

dukt) der jeweiligen Genabschnitte dargestellt. Diese war bei der Primerkombination neo43f – y1w2r5 

mit fast 93 % am höchsten. 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 

Effektivität etwas niedriger (70 bzw. 76 %), am schlechtesten schnitt das Primerpaar TRI140f – neo42r 

ab (63 %). Bei Verwendung der Primer fwhF2 – fwhR2n fällt der mit fast 20 % relativ hohe Anteil an 

Mischsequenzen auf, der bei den anderen Kombinationen deutlich niedriger lag. 

 

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

 

Eine erfolgreiche Amplifikation der Genabschnitte ist eine Voraussetzung für 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-

bezüglich miteinander verglichen (Abb. 7). Hier zeigte sich, dass die Kombination neo43f – y1w2r5 

zwar bezüglich 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 Fälle 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, für dessen Ver-

vielfältigung 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 für 

diesen Genabschnitt auch die meisten Sequenzdaten vor. Für DNA-Abschnitte außerhalb dieses Be-

reichs ist die Datenlage in den Referenzdatenbanken offensichtlich noch unzureichend. Obwohl zu-

nächst sehr vielversprechend, erwies sich die Kombination neo43f – y1w2r5 somit für das DNA-Bar-

coding der MZB-Organismen als ungeeignet und wurde daher im weiteren Verlauf nicht mehr einge-

setzt. 

Für alle anderen Primerpaare wurden sehr gute Trefferquoten erzielt. Das gilt insbesondere für die 

Kombinationen neo21f – neo42r und BF3 – BF2, deren PCR-Produkte in ca. 97 % der Fälle ein Er-

gebnis beim Datenbankabgleich lieferten. Die jeweiligen Sequenzabschnitte liegen alle in der o.g. 

„Folmer Region“, für die – wie bereits erwähnt – die Datengrundlage sehr umfangreich ist. Bezüglich 

der Kombination fwhF2 - fwhR2n fällt auf, dass die verwendbare DNA-Sequenz in ca. 10 % der Fälle 

zu kurz für einen Datenbankabgleich war. Dieser Anteil lag bei den anderen Kombinationen deutlich 

niedriger. Dazu muss man wissen, dass die Datenbank BOLD für einen Sequenzabgleich eine mini-

male Sequenzlänge von 80 Basenpaaren benötigt. Die Sequenzqualität eines PCR-Produkts ist je-

doch nicht immer über seine gesamte Länge qualitativ für 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 kürzer als die PCR-Produkte der anderen Pri-

merpaare ist, kam es hier wesentlich häufiger vor, dass der verwendbare Teil der Sequenz die Min-

destlänge von 80 Basenpaare unterschritt. 

 

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

 

Welche Primerkombination letztendlich für die Angabe des Ergebnisses ausgewählt wurde, ist in 

Abb. 8 dargestellt. Dabei wurde die Höhe der Übereinstimmung (Similarity) zwischen der zu bestim-

menden DNA-Sequenz und den in der Datenbank hinterlegten Sequenzen betrachtet. Bei einer Über-

einstimmung von > 99 % wurde die Artbestimmung als gesichert betrachtet. In vielen Fällen wurde für 

alle Primerpaare dasselbe Ergebnis mit ähnlich hoher Übereinstimmung erzielt und folglich die Ent-

scheidung zugunsten einer Kombination schwierig. Hier wurde dann als weiteres Kriterium die Qualität 

der DNA-Sequenz herangezogen. Letztendlich wurde für die Mehrzahl an Proben (60 %) das Ergebnis 

des Datenbankabgleichs des Sequenzabschnitts neo21f – neo42r ausgewählt.  
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Abb. 8: Für Ergebnis-Angabe verwendete Primerkombinationen 

 

3.2 Untersuchte Makrozoobenthos-Taxa 
Die Mehrzahl der untersuchten Proben (knapp 50 %) gehörte den EPT-Taxa an (Ephemeroptera, 

Plecoptera, Trichoptera; siehe Abb. 9). Dabei war der Anteil an Köcherfliegen (Trichoptera) mit 28 % 

besonders groß. Die zweithäufigste Gruppe waren mit knapp 22 % Organismen aus der Ordnung der 

Zweiflügler (Diptera). Zu den weiteren untersuchten Taxa gehörten u.a. Coleoptera, Hirudinea, Gastro-

poda, Bivalvia, Crustacea und Arachnida.  

Die Ergebnisse der genetischen Identifizierung wurden den Ämtern bzw. Regierungen nach erfolgter 

Sequenzanalyse mitgeteilt und dort von Experten noch einmal hinsichtlich Plausibilität überprüft. 

 

Abb. 9: Genetisch überprüfte Taxa 

Makrozoobenthos Relative Probenanzahl

Stamm: Plathelminthes (Plattwürmer)

Stamm: Annelida (Ringelwürmer)

Klasse: Polychaeta (Vielborster)

Klasse: Clitellata (Gürtelwürmer)

U-Klasse: Hirudinea (Egel)

U-Klasse: Oligochaeta (Wenigborster)

Stamm Mollusca (Weichtiere) 

Klasse: Gastropoda (Schnecken)

Klasse: Bivalvia (Muscheln)

Stamm Arthropoda (Gliederfüßer)

U-Stamm: Crustacea (Krebstiere)

U-Stamm: Hexapoda (Sechsfüßer)

Klasse: Collembola (Springschwänze)

Klasse:  Insecta (Insekten)

Ephemeroptera (Eintagsfliegen)

Plecoptera (Steinfliegen)

Trichoptera (Köcherfliegen)

Diptera (Zweiflügler)

Hemiptera (Schnabelkerfe)

Coleoptera (Käfer)

Lepidoptera (Schmetterlinge)

Megaloptera (Großflügler)

Odonata (Libellen)

U-Stamm: Chelicerata (Kieferklauenträger)

Klasse: Arachnida (Spinnentiere)

Stamm Nematomorpha (Saitenwürmer)
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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 Qualität zu schlecht war (z.B. Mischsequenz, 3 %). 4 % der Proben 

wurden nicht bestimmt, da das Markergen mit keiner der verwendeten Primerpaare vervielfältigt wer-

den konnte. Hier war die DNA der konservierten Probe möglicherweise 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. 

 

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

 

In Tabelle 2 ist detaillierter aufgeführt, wie hoch der Anteil erfolgreich bestimmter Organismen inner-

halb verschiedener MZB-Taxa lag. Während 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 Sequenzqualität (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 Qualität beim Datenbankabgleich keinen Treffer lieferte. Hier ist ver-

mutlich die Datengrundlage in der Referenzdatenbank noch unzureichend. 

MZB-Taxa Gesamt bestimmt 

Ephemeroptera 28 27 (96 %) 

Plecoptera 29 29 (100 %) 

Trichoptera 73 59 (81 %) 

Diptera 58 54 (93 %) 

Coleoptera 19 19 (100 %) 
 

 Tab. 2:  
Anteil erfolgreich bestimmter Organis-
men innerhalb verschiedener MZB-
Taxa 
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Für alle genetisch identifizierten Proben wurde ein Abgleich mit den Daten der morphologischen Be-

stimmung vorgenommen. Je nach Übereinstimmung zwischen genetischer und morphologischer Be-

stimmung wurden die Ergebnisse in sieben Kategorien eingeteilt (Abb. 11). Beispiele für die jeweiligen 

Kategorien sind in Tab. 3 aufgeführt.  

Bei knapp 49 % der Proben – in Abb. 11 blau dargestellt – bestätigte das DNA-Barcoding die morpho-

logisch identifizierte Art (35 %) bzw. Gattung (ca. 14 %). Zu den Letztgenannten, bei denen zwar die 

Gattung genetisch bestätigt, die Art jedoch nicht bestimmt werden konnte, gehörten 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 können der Ergebnis-Tabelle im An-

hang entnommen werden. 

 

Abb. 11: Übereinstimmung 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 weiterführende Identifizierung. Dies war 

auch für zahlreiche Proben erfolgreich. Bei etwa der Hälfte dieser Proben konnte ein nur bis zur Gat-

tung bestimmter Organismus bis auf Artniveau identifiziert werden (entspricht 24,3 % aller untersuch-

ten Proben). Auch für Proben, bei denen weder Gattung noch Art bekannt waren, ermöglichte das 

Barcoding eine Artbestimmung (8,4 % aller untersuchten Proben). So wurde beispielsweise ein Orga-

nismus aus der Gruppe der Tanypodinae (Unterfamilie der Zuckmücken) als Macropelopia nebulosa 

identifiziert. Insgesamt lieferte das DNA-Barcoding für fast 33 % der untersuchten Proben einen Mehr-

gewinn an Information im Vergleich zur morphologischen Bestimmung (in Abb. 11 grün hinterlegt). 

Zu Abweichungen zwischen morphologischer und genetischer Bestimmung kam es bei 8,7 % der Pro-

ben (in Abb. 11 rot markiert). Hier ist eine Plausibilitätsüberprüfung durch Taxonomie-Experten erfor-

derlich. Diese Proben müssen noch einmal eingehend betrachtet und schließlich 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 (Wasserlinsenzünsler) identifiziert, während die genetische Bestimmung Epinotia 

tenerana (Haselnuss-Kätzchenwickler) ergab. Hier wurde die genetische Bestimmung durch die Ex-

perten als fragwürdig erachtet, da es sich bei Epinotia tenerana um eine terrestrisch vorkommende Art 

handelt. 

Es gab auch Fälle, 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 Zuckmückenlarven auf anderen im Wasser vorkommenden Insektenlarven, 

beispielsweise Steinfliegen, Köcherfliegen, Zweiflüglern (Burmeister und Reiss 2003). Möglich ist 

auch, dass es sich um Beutetiere des Zielorganismus handelt. Besonders bei Köcherfliegen ist be-

kannt, dass sie beim Konservieren in Alkohol ihren Mageninhalt erbrechen. 

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

Kategorie Proben-

ID (LfU) 

Morphologische 

Bestimmung 

Genetische Bestimmung 

(DNA-Barcoding) 

Simila-

rity [%] 

Gattung und Art bestätigt G21-011 Agapetus ochripes Agapetus ochripes 100 

Gattung bestätigt, Art weicht von 

morphologischer Bestimmung ab 

G22-012 Baetis vernus Baetis nexus 100 

Gattung bestätigt, Artbestimmung 

genetisch möglich 

G22-021 Chaoborus sp. Chaoborus flavicans 100 

 G21-082 Leuctra sp. Leuctra braueri 99.68 

Gattung bestätigt, Artbestimmung 

genetisch nicht möglich 

G21-028 Leuctra sp. Leuctra fusca 

Leuctra inermis 

100 

100 

Gattung und Art weichen von mor-

phologischer Bestimmung ab 

G22-076 Cataclysta lemnata Epinotia tenerana 100 

 

G21-045 Hydrachnida Lebertia porosa 100 

Morphologisch keine Bestimmung 

auf Gattungs-/ Artniveau; geneti-

sche Bestimmung möglich 

G21-118 Tanypodinae Macropelopia nebulosa 100 

Morphologisch und genetisch 

keine Bestimmung auf Gattungs-/ 

Artniveau möglich 

G21-130 Psychodidae Pneumia trivialis 

Pneumia nubila 

Satchelliella nubila 

Parajungiella longicornis 

Psychoda satchelli 

99.52 

99.52 

99.52 

99.19 

99.19 
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4 Fazit und Ausblick 
Die genetische Bestimmung von Organismen ist von verschiedenen Faktoren abhängig. Dazu gehö-

ren z.B. das gewählte Markergen, die Effizienz der eingesetzten Primer zur Vervielfältigung des Gen-

abschnitts und die Qualität der Referenzdatenbanken, die zur Auswertung der Sequenzdaten heran-

gezogen werden.  

Im Rahmen des Projekts wurden verschiedene Primerkombinationen zur Vervielfältigung von Genab-

schnitten des Markergens COI von Organismen des Makrozoobenthos hinsichtlich ihrer Praxistaug-

lichkeit verglichen und bewertet. Eine erfolgreiche Amplifikation der Genabschnitte ist zunächst einmal 

eine Voraussetzung für die nachfolgende Sequenzanalyse. Entscheidend ist jedoch, dass sich die ent-

sprechende DNA-Sequenz auch erfolgreich mit der Referenz-Datenbank abgleichen lässt. Es hilft we-

nig, Primer für einen Gen-Abschnitt einzusetzen, für den die Datengrundlage in der Datenbank noch 

unzureichend ist. Anhand dieser Kriterien wurde ermittelt, welche Primerpaare zukünftig eingesetzt 

werden sollten, um das DNA-Barcoding der Makrozoobenthos-Organismen möglichst effizient zu ge-

stalten. Die Primerkombinationen BF3 – BR2 und neo21f – neo42r lieferten für die meisten Proben ein 

PCR-Produkt und dieses ließ sich in über 95 % der Fälle erfolgreich mit den Referenzdatenbanken 

abgleichen. Alle MZB-Proben werden daher künftig standardmäßig zunächst einmal mit diesen beiden 

Primerkombinationen bearbeitet. Ergibt sich hier kein Resultat, wird in einem nächsten Schritt das Pri-

merpaar fwhF2 – fwhR2n eingesetzt. Wie die vorliegende Untersuchung gezeigt hatte, war diese 

Kombination häufig dann erfolgreich, wenn alle anderen Primerkombinationen fehlgeschlagen waren.  

Es gab eine Reihe an Proben, bei denen trotz effizienter Amplifikation des COI-Markergens und hoher 

Sequenzqualität des PCR-Produkts nur eine Bestimmung auf Gattungs-, nicht jedoch auf Artebene 

möglich war. Hier sind die genetischen Unterschiede auf dem entsprechenden Abschnitt des COI-

Gens innerhalb verschiedener Arten der Gattung offensichtlich nicht groß genug für eine eindeutige 

Zuordnung auf Spezies-Ebene. Ist dies der Fall, müssen evtl. weitere Gene herangezogen werden, 

die eine bessere Differenzierung ermöglichen, sofern eine solche erforderlich ist (Schmid-Egger und 

Schmidt 2012). 

In einigen Fällen kam es zu Abweichungen zwischen genetischer und morphologischer Bestimmung. 

Hier ist eine Plausibilitätsüberprüfung 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 Fällen 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 Vollständigkeit sowie die Qualität der Referenzse-

quenzen in den verfügbaren Datenbanken. Die Ergebnisse zeigten aber, dass die Referenzdatenban-

ken noch lückenhaft sind und es einheimische Arten gibt, deren Barcoding-Region nicht publiziert ist. 

Außerdem können die öffentlich zugänglichen Datenbanken – selbst wenn Qualitätssicherungsmaß-

nahmen durchlaufen werden – Fehler enthalten. Dies können unzureichende Sequenzdaten sein wie 

beispielsweise eine schlechte Qualität 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 führen, 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 füllen, sondern diese Daten auch einer sorgfältigen Qualitäts-

kontrolle zu unterziehen (Pawlowski et al. 2020). Der sog. „Gold-Standard“ einer Referenzdatenbank 

sollte nur qualitätsgesicherte DNA-Barcodes enthalten und fehlende Referenzcodes sollten – auch 

durch Kooperation mit Universitäten und Museen -- eingepflegt werden. Strikte Standards und Quali-

tätskontrollen sind notwendig, um eine hohe Qualität der Referenzdatenbank zu gewährleisten. Dies 
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ist eines der Ziele des aktuell laufenden UBA-Projektes „dbDNA - Entwicklung einer Datenbank- und 

Analyseinfrastruktur für DNA-basiertes Monitoring im Gewässerschutz“ (https://www.ge-

dna.de/dbdna/). Die Erstellung einer Liste qualitätsgesicherter DNA-Barcodes soll auf Grundlage der 

Operationellen Taxaliste sowie der Bundestaxaliste erfolgen. Die qualitätsgesicherten Barcodes sollen 

in die freshwaterecology.info Datenbank eingebunden und verfügbar gemacht werden. 

Ein weiterer Schwerpunkt des Projekts war die Unterstützung von Behörden im Rahmen des biologi-

schen Fließgewässermonitorings. Hier kann zusammenfassend festgestellt werden, dass für zahlrei-

che Proben das Ergebnis der morphologischen Bestimmung durch die genetische Identifizierung be-

stätigt wurde. Nur für einen geringen Teil der Proben wurden Abweichungen festgestellt, deren 

Gründe jeweils im Einzelfall geklärt werden müssen. 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 Qualitätskontrolle. Die Me-

thode wurde in Teil B 1.1 „Monitoring WRRL Makrozoobenthos“ in Kap. 3.10 (Entnahme von Organis-

men) und Kap 4.3 (Genetische Analysen) des HB tGewA aufgenommen.  

https://www.gedna.de/dbdna/
https://www.gedna.de/dbdna/
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6 Anhang 
Ergebnisse der morphologischen und genetischen Bestimmung der Makrozoobenthos-Proben: 

Proben 2021 
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