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1 Einleitung

Boden sind hochkomplexe Lebensrdaume und tragen dank ihrer hohen biologischen Vielfalt
entscheidend zur Stabilitit und Funktionsfihigkeit terrestrischer Okosysteme bei.
Mikroorganismen und wirbellose Tiere Gibernehmen dabei nicht nur Schliisselrollen in
Nahrstoffkreislaufen und im Kohlenstoffhaushalt, sondern haben auch entscheidenden Einfluss
auf bodenphysikalische Eigenschaften wie die Bodenstruktur. Bakterien, Archaeen, Pilze,
Protisten und wirbellose Bodentiere bilden auf engstem Raum hochkomplexe
Lebensgemeinschaften. Durch ihre vielfdltigen Interaktionen untereinander sowie mit der
belebten und unbelebten Umwelt erbringen sie zentrale Okosystemleistungen. Diese sind fiir die
Bodengesundheit und das Funktionieren ganzer Okosysteme unverzichtbar und besitzen zugleich
Relevanz fiir Landwirtschaft, Nahrungsmittelproduktion und Klimaschutz. Der Erhalt der
Bodenbiodiversitat ist daher 6kologisch, gesellschaftlich und 6konomisch von hoher Bedeutung.
Umwelteinfliisse wie Klimaveranderungen, die wirtschaftliche Nutzung von Wiesen, Ackern und
Waldern, Pestizid- und Schadstoffeintrage oder Antibiotikariickstande kdnnen diese
empfindlichen Bodenlebensgemeinschaften nachhaltig stéren. Dadurch kénnen die von ihnen
erbrachten Okosystemleistungen erheblich bis unwiederbringlich beeintrachtigt werden, oft mit
schwer vorhersehbaren Folgen. Daher ist es neben der Erfassung der Biodiversitdt ebenso
wichtig, die Funktionen und funktionellen Gruppen der Bodenorganismen systematisch zu
erfassen, um ein fundiertes Monitoring und eine nachhaltige Bodenbewirtschaftung zu
gewahrleisten.

1.1  Hintergrund

Fir ein wirksames Umweltmonitoring und eine fundierte Bewertung des Bodenzustands ist die
regelmaRige Erfassung der biologischen Vielfalt unverzichtbar. Mit der Einfiihrung des EU-
Bodenliberwachungsgesetzes (Soil Monitoring Law, EU 2025/2360; Bodenlberwachungs-
richtlinie) wurde ein verbindlicher Rahmen geschaffen, der ein EU-weites Monitoring und die
Bewertung der Bodengesundheit vorsieht, um bis 2050 gesunde Boden zu erhalten. Bisherige,
Uberwiegend morphologische Monitoringansatze stolRen jedoch angesichts der enormen
Artenvielfalt und der begrenzten taxonomischen Expertise an methodische und personelle
Grenzen. Nur ein Bruchteil der im Boden lebenden Bakterien, Archaeen und Pilze lasst sich
morphologisch bestimmen. Die morphologische Bestimmung von Protisten sowie der
Uberwiegend sehr kleinen Invertebratenfauna ist zeitaufwendig, da bei der Probenahme fiir
verschiedene Organismengruppen unterschiedliche Methoden notwendig sind, um diese effektiv
aus der Bodenmatrix zu gewinnen. Zudem erfordert die Bestimmung ein hohes Mal} an
taxonomischer Expertise. Boden kommen in verschiedenen Nutzungskontexten vor und sind Teil
nahezu aller Lebensrdaume. Ein zeiteffizientes und kosteneffektives Monitoring ihres Zustands und
ihrer Entwicklung ist deshalb wichtig, stellt aber zugleich eine Herausforderung dar.
Molekularbiologische Verfahren, insbesondere DNA-basierte Ansatze wie das Metabarcoding und
die Metagenomik, bieten hier neue Moglichkeiten, Biodiversitat effizient und gro3flachig zu
erfassen. Fiur funktionelle Analysen bieten RNA-basierte Ansatze, wie Metatranskriptomik, neue
methodische Ansatze. Gleichzeitig bestehen noch Herausforderungen in Bezug auf
Standardisierung, Referenzdatenbanken sowie die quantitative Bestimmung von Haufigkeit
(Abundanz) und Biomasse. Darliber hinaus liegen derzeit keine eindeutig definierten
Kostenstrukturen vor, die eine klare Trennung zwischen kurzfristigen operativen Aufwendungen
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(Probenahme, Labor- und Sequenzierungskosten) und langfristigen strukturellen Kosten
(Kuratierung von Referenzdatenbanken, Datenaufbereitung, Auswertung und Interpretation)
ermoglichen. Dennoch zeichnen sich diese Technologien durch ein erhebliches Zukunftspotenzial
aus, sowohl in Bezug auf die Erhohung der Datenqualitat, die Auswerteverfahren als auch die
Integration in behordliche Monitoringprogramme im Sinne nationaler und europdischer
Biodiversitatsstrategien.

Das vorliegende Gutachten untersucht daher den aktuellen Stand, die Potenziale und Grenzen
molekularbiologischer Verfahren, die DNA oder RNA als Informationstrager nutzen, fir den
moglichen Einsatz im behdrdlichen Monitoring der Bodenbiodiversitat. Das Gutachten wurde
vom Nationalen Monitoringzentrum zur Biodiversitat (NMZB) mit dem Ziel beauftragt,
Forderschwerpunkte fir die Entwicklung einsatzfahiger molekularbiologischer Methoden fiir das
Bodenbiodiversitatsmonitoring zu identifizieren, um die Umsetzung dieser Methoden im
behordlichen Monitoring zu erleichtern. Im Fokus stehen reprasentative Organismengruppen fur
Lebensgemeinschaften im Boden, namlich (1) Mikroorganismen, die Bakterien, Archaeen, Pilze
und Protisten umfassen, sowie (2) Bodenfauna, die hier Bodeninvertebraten wie Fadenwiirmer
(Nematoda), Mikroarthropoden, die Springschwéanze (Collembola), Hornmilben (Oribatida) und
Raubmilben (Gamasina) umfassen, sowie Enchytraen (Enchytraeidae) und Regenwiirmer
(Lumbricidae) einschliefen. Neben der Bewertung der methodischen Eignung werden
technologische Entwicklungen, Kostenaspekte und Perspektiven fir den Aufbau eines
zukunftsfahigen, standardisierbaren und politisch anschlussfahigen Monitoringsystems
analysiert.

1.2 Aufbau und Struktur des Gutachtens

Das Gutachten gliedert sich in mehrere, aufeinander aufbauenden Teile, die gemeinsam eine
fundierte Bewertung molekularbiologischer Verfahren (DNA- und RNA-basierte Methoden) fir
das behdrdliche Monitoring der Bodenbiodiversitat ermoglichen. In einem eigenstandigen
Kapitel wird erganzend der aktuelle Stand innovativer Auswerteverfahren dargestellt. Diese
Auswerteverfahren werden dort konzeptionell eingeordnet und in ihrem Anwendungspotenzial
beschrieben. Ihre Bewertung erfolgt anschlieRend in den thematischen Kapiteln zu den
Methoden:

1 Untersuchungsgrundlage (Kapitel 1.3—1.4): Der aktuelle wissenschaftliche Kenntnisstand zu
drei molekularbiologischen Verfahren (Metabarcoding, Metagenomik und
Metatranskriptomik) wird mittels einer qualitativen Literaturrecherche erfasst.

2 Aussagekraft und Robustheit (Kapitel 2): Die Aussagekraft und Robustheit wird fir jedes
Verfahren und Uber alle betrachteten Organismengruppen bewertet. Die Bewertung erfolgt
auf Grundlage definierter Kriterien und basiert auf der ausgewahlten wissenschaftlichen
Literatur.

3 Stand der Technik und Bewertung (Kapitel 3—4): Auf Basis der Auswertung der gesammelten
Literatur werden methodische Liicken identifiziert sowie Meilensteine benannt, die zur
Weiterentwicklung der molekularbiologischen Verfahren und der Auswertungsprozesse fiir
ein behdrdliches Monitoring relevant sind.

4 Entwicklungsstand alternativer Auswerteverfahren (Kapitel 5): Dieses Kapitel gibt eine
Ubersicht tiber ausgewihlte taxonomiefreie sowie Kl-gestiitzte Auswerteverfahren und
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ordnet deren Entwicklungsstand und potenziellen Nutzen fiir das behoérdliche
Bodenbiodiversitatsmonitoring ein.

5 Identifikation von Entwicklungspotenzialen (Kapitel 6): Die ermittelten Meilensteine werden
thematisch zusammengefiihrt und in einen zeitlichen sowie finanziellen Rahmen Gberfihrt,
um den voraussichtlichen Forderbedarf flr die Weiterentwicklung abschatzen zu kénnen.

AbschlieBend erfolgt eine fachliche Gesamteinordnung der Ergebnisse (Kapitel 7), mit dem Ziel,
eine priorisierte Forderstrategie flr einen effektiven Kapazitatsaufbau zu formulieren. Hierbei
werden zentrale Meilensteine fir die Weiterentwicklung und den zukiinftigen, optimalen Einsatz
molekularbiologischer Methoden im Rahmen eines zukunftsfahigen behordlichen
Bodenbiodiversitatsmonitorings beschrieben.

1.3 Literaturauswahl: Grundlage zur Methodenbewertung

Grundlage fiir die Identifizierung potenzieller Forderschwerpunkte zu genetischen Sequenzier-
und Analysemethoden fir das behordliche Monitoring der Bodenbiodiversitat ist eine gezielte,
gualitative Literaturrecherche in Google Scholar und PubMed, die den Zeitraum von 2006 bis
2025 abdeckt, aber nicht vollstandig erschopft.

Die Recherche erfolgte systematisch mittels einer Bewertungsmatrix (Anhang, Tabelle A1), die die
Kombinationen aus Methode (Metabarcoding, Metagenomik, Metatranskriptomik) und
Organismengruppe (Bakterien/Archaeen, Pilze, Protisten, Fadenwiirmer, Hornmilben,
Raubmilben, Springschwanze, Annelida) und Kategorie (Aussagekraft, Robustheit) und Kriterium
(siehe Kapitel 2) enthélt. Diese Bewertungsmatrix bildet die Grundlage dafiir, welche spezifischen
Aspekte in der Literatur adressiert sein miissen, damit eine Studie fiir die Bewertung der
Verfahren im Monitoring bericksichtigt werden kann.

1.4 Vorgehen bei der Literaturauswahl

1 Erste Identifikation (breiter Suchkorpus): Alle Publikationen, die die jeweiligen Suchbegriffe
oder Synonyme der Matrix-Kombinationen erfiillten, wurden einbezogen. Dies umfasste
Arbeiten zu Metabarcoding, Metagenomik und Metatranskriptomik fiir alle relevanten
Bodenorganismengruppen. Dabei wurden fir den Bereich der Metatranskriptomik
ausschlieBlich PCR-freie Ansatze beriicksichtigt. RNA-Metabarcoding-Studien flossen nicht in
die Literaturrecherche ein, da sich der Begriff Metatranskriptomik in diesem Gutachten
ausschlieBlich auf die direkte Sequenzierung von aus dem Boden extrahierter RNA bezieht.

2 Matrixbasierte Priifung: Eine Publikation wurde nur dann weiter beriicksichtigt, wenn sie
mindestens ein Kriterium (siehe Kapitel 2) der Bewertungsmatrix adressierte.

3 Taxonomische Mindestanforderung: Nur Studien mit einer taxonomischen Auflésung auf
oder unterhalb der Familienebene wurden einbezogen. Arbeiten mit geringerer
taxonomischer Auflosung (zum Beispiel nur ,Nematoda“ oder ,,Collembola“) wurden
ausgeschlossen, da sie kein belastbares Monitoring-Kriterium der Matrix erfillen.

4 Priorisierung bestimmter Publikationstypen: Da es sich um eine qualitative Recherche
handelt, wurden Reviews, methodische Synthesen, Validierungs- und Vergleichsstudien
bevorzugt. Dies erklart, warum fiir einige Organismengruppen (zum Beispiel Bodenbakterien)
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trotz sehr grolRer Literaturbasis nur wenige, aber methodisch besonders aussagekraftige
Studien in die Analyse eingingen.

5 Ausschlusskriterien: Nicht beriicksichtigt wurden Publikationen, die zwar Suchbegriffe
enthielten, aber keines der Matrix-Kriterien erfillten, rein 6kologische Fragestellungen ohne
methodische Bewertung behandelten, oder keine fir das Monitoring relevante taxonomische
oder funktionelle Auflésung boten.

6 Endauswahl: Nach diesem mehrstufigen Verfahren wurden 175 begutachtete internationale
Publikationen in die Bewertung ibernommen (Anhang Tabelle A2, Abbildung 1). Diese decken
alle Kombinationen der Bewertungsmatrix ab und bilden die Grundlage fiir die Einschatzung
von Aussagekraft, Robustheit, Liicken und Entwicklungsmeilensteinen fiir jede
Organismengruppe und Methode.

Flr die Bewertung des Metabarcoding wurden 46 Publikationen ausgewertet, fir die
Metagenomik 77 Publikationen und fir die Metatranskriptomik 70 Publikationen (Abbildung 1A).
Der geringere Anteil an Metabarcoding-Publikationen ist gut erklarbar. Metabarcoding ist als
Methode bereits weit entwickelt und teilweise etabliert, sodass aktuell weniger grundlegende
methodische Arbeiten erscheinen. Zudem existiert zwar eine groRe Menge an Metabarcoding-
Literatur, diese konnte im Rahmen des Gutachtens jedoch starker gefiltert werden. Viele Studien
boten keine ausreichende taxonomische Auflosung oder erfiillten nicht die methodischen
Kriterien, die fiir ein behérdliches Monitoring relevant sind. Fiir die Metagenomik und die
Metatranskriptomik hingegen wurden ein groRerer Anteil der fiir die verwendeten
Bewertungskriterien relevanten Literatur einbezogen, da der verflighbare Pool kleiner ist. Einige
Publikationen behandelten beide genombasierten Ansatze gemeinsam, wodurch diese
methodisch mehrfach ausgewertet wurden, was die Zahl der beriicksichtigten Auswertungen
erhoht.

Die meisten der beriicksichtigten Publikationen stammen aus den Jahren 2022 bis 2025
(Abbildung 1B). Ein Anstieg der Veroffentlichungen ist besonders seit 2015 fiir die Metagenomik
zu erkennen, gefolgt von der Metatranskriptomik. Diese Entwicklung spiegelt den raschen
technischen Fortschritt, sinkende Sequenzierkosten und sowie die Entwicklung bioinformatischer
Analysetools fiir genombasierte Methoden wider.
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Abb.1  Ubersicht iber die Anzahl und den abgedeckten Zeitraum der 175 als relevant eingestuft und im Gutachten
beriicksichtigten Publikationen, die als Quellen fiir die Beurteilung der drei Methoden (Metabarcoding, Metagenomik,
Metatranskriptomik) herangezogen wurden.

(A) Fur Metagenomik und Metatranskriptomik wurden mehr Publikationen angegeben als flir Metabarcoding, da einige
genombasierte Studien sowohl Metagenomik als auch Metatranskriptomik behandeln, sodass eine Publikation in
beiden Kategorien gezahlt wird. (B) Die Publikationen pro Jahr zeigen, dass Metagenomik und Metabarcoding die
dltesten Quellen in dieser Auswahl haben, und dass die meisten Publikationen in dieser Auswabhl fiir jede der drei
Methoden im Zeitraum zwischen 2022 und 2025 liegen.

Wenn die Anzahl der ausgewahlten Publikationen nach Organismengruppe und Methode
aufgeschlisselt wird, zeigt sich ein klares Bild. Die meisten beriicksichtigten Publikationen zu
Bakterien, Pilzen und Protisten beziehen sich auf die Methoden Metagenomik und
Metatranskriptomik (Abbildung 2). In den ausgewdhlten und analysierten Studien Gberwog dabei
die Anwendung der Metagenomik gegeniiber dem Metabarcoding. Bei der Bodenfauna hingegen
ergibt sich ein vollig anderes Bild. Zum einen ist die Anzahl der ausgewahlten, relevanten
Publikationen insgesamt deutlich geringer, insbesondere bei Mikroarthropoden (Springschwanze,
Raub- und Hornmilben), aber auch bei Anneliden (Enchytrden und Regenwiirmer). Zum anderen
wurde in den meisten Publikationen fiir jedes Taxon liberwiegend Metabarcoding angewendet,
Metatranskriptomik wurde nur bei Fadenwirmern (5 Referenzen) und fir Springschwénze (1
Referenz) angewendet. Dies lasst den Schluss zu, dass molekularbiologische Methoden generell
nur selten bei der Bodenfauna zum Einsatz kommen, wobei Metabarcoding hier haufiger
verwendet wird als genomische Methoden.
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Abb. 2

Aufschlisselung der 175 als relevant eingestuften und im Gutachten beriicksichtigten Publikationen nach
Organismengruppe und eingesetzter Methode. Die Aufschliisselung der Publikationen, die fiir dieses Gutachten
verwendet wurden, nach Organismengruppe und Methode zeigt deutliche Trends. Bei den Bakterien, Pilzen und
Protisten wurden zur Metagenomik deutlich mehr Publikationen gefunden als zum Metabarcoding. Im Gegensatz dazu
dominiert bei Bodeninvertebraten das Metabarcoding die wissenschaftliche Literatur, wahrend genomische Methoden
weniger haufig zum Einsatz kommen. AuRer bei Fadenwiirmern (Nematoda) sind sowohl metagenomische als auch
metatranskriptomische Ansatze bei Bodenfauna nur in wenigen Publikationen vertreten. Fir die Analyse wurde die
Anzahl der ausgewahlten Publikationen in der Literaturdatenbank durch die Verwendung spezifischer Suchbegriffe
ermittelt. Dabei wurde die Endung des Taxonnamen bewusst offengelassen, hier angedeutet durch *, um maoglichst
umfassende Ergebnisse zu erhalten. Interessanterweise ergab die Suche nach dem Begriff ,fauna“ keine Ergebnisse fiir
Metatranskriptomik, wahrend fiir ,,nematod” fiinf Publikationen gefunden wurden. Zudem zeigt sich, dass die
Publikationszahlen je nach eingegebenem Taxon leicht variieren. So macht es beispielsweise einen Unterschied, ob
,collembola“ oder ,springt” verwendet wird. Raubmilben wurden in der Literatur unter dem Begriff ,,acari“ geblindelt.

2 Aussagekraft und Robustheit der molekularbiologischen Methoden

Ziel dieser Auswertung ist es, die Einsatzbereitschaft und die bestehenden Limitationen der drei
molekularbiologischen Methoden Metabarcoding, Metagenomik und Metatranskriptomik fiir ein
behordliches Monitoring zu bewerten. Bewertet werden die (1) Aussagekraft und die (2)
Robustheit der drei Methoden. Die Kategorie Praktikabilitdat wurde nicht als separates
Bewertungskriterium bericksichtigt, da sich die Methoden Metabarcoding, Metagenomik und
Metatranskriptomik zwar in ihren methodischen Grundlagen und Anforderungen unterscheiden,
diese Unterschiede sich jedoch in ihrer Gesamtheit weitgehend ausgleichen. Wahrend
Metabarcoding durch eine groflere Zahl an Arbeitsschritten charakterisiert ist, erfordern
Metagenomik und Metatranskriptomik ein hoheres Mal an Erfahrung bei der Extraktion und
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Aufreinigung von DNA und RNA, sowie den Analyseverfahren und Auswertungsschritten.
Insgesamt bestehen damit keine grundlegenden Einschrankungen in der praktischen
Anwendbarkeit, daher stehen die Kriterien Aussagekraft und Robustheit im Vordergrund.

Aufbauend auf der Literaturrecherche wurden insbesondere das Abstract, die Abschnitte
Material und Methoden, die Ergebnisse sowie gegebenenfalls die Diskussion der Publikationen
gelesen und ausgewertet. In einer Tabelle (Anhang, Tabelle A1) wurde pro Methode fiir jede
Organismengruppe die Aussagekraft und Robustheit ausgewertet. Die Kriterien flir Aussagekraft
sind untergliedert in:

1 quantitative Arterfassung,

2 funktionelle Analysen (zum Beispiel aus Sequenzinformationen),

3 Zustand der Referenzdatenbanken (kuratiert, taxonomische Breite),
4 taxonomische Auflésung und die
5

Verfuigbarkeit funktioneller Informationen (zum Beispiel liber funktionelle oder trophische
Gruppen).

Kriterien fiir die Robustheit waren untergliedert in:
P Reproduzierbarkeit,

P Standardisierbarkeit,
P Interkalibrierbarkeit und die
b

Vergleichbarkeit der Daten lber lange Zeitraume unter Bericksichtigung technologischer
Innovationen.

Zuerst wurden die Ergebnisse der Literatur pro Kriterium sprachlich zusammengefasst und eine
erste Bewertung eingetragen. Die Bewertung erfolgte in den Kategorien:

A (Entwicklungsstadium),

A/B (Ubergangsstadium),

4
4
P B (robust, aber nicht standardisiert),
P B/C (weit fortgeschritten) und

4

C (einsatzbereit).

Die beteiligten Sachverstandigen hatten die Methoden beziehungsweise Organismengruppen
untereinander aufgeteilt und nahmen in ihrem jeweiligen Zustandigkeitsbereich zunachst eine
eigenstandige Bewertung vor. Die so erarbeiteten Einzelbewertungen wurden anschlieBend im
Kreis aller Sachverstandigen diskutiert und harmonisiert, um eine konsensbasierte und maoglichst
objektive Gesamtbewertung zu gewahrleisten. Die finalen Bewertungen wurden fiir jede
Methode und Organismengruppe als Sdulendiagramme ausgewertet. Die Ergebnisse werden
anhand von vier Abbildungen (Abbildung 3A-D) dargestellt und erldutert. Der Anteil der in die
Bewertung einbezogenen Publikationen variiert dabei deutlich zwischen den Methoden und
Organismengruppen und wird zur besseren Vergleichbarkeit als Anteil (Prozentwert) angegeben.

Die Bewertung basiert auf der prozentualen Verteilung aller relevanten Publikationen in den funf
Bewertungsstufen A, A/B, B, B/C und C. Fir jede molekularbiologische Methode wurden alle
Studien, die mindestens ein Kriterium zur Aussagekraft beziehungsweise Robustheit, erfillten,
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einer dieser Kategorien zugeordnet. Anschlieend wurden die relativen Anteile pro molekular-
biologische Methode berechnet. Die in diesem Kapitel dargestellten Prozentwerte sind somit
Summenbewertungen Uber alle Kriterien hinweg, die die Gesamtposition der Methode im
Spektrum zwischen Entwicklungsstadium und Einsatzbereitschaft widerspiegeln.

Metabarcoding weist unter den drei untersuchten molekularbiologischen Methoden die hochste
Anwendungsreife auf (Abbildung 3A, 3B). In rund 13 % der Studien wird die Aussagekraft von
Metabarcoding als einsatzbereit (Bewertung C) eingestuft, weitere 4 % als weit fortgeschritten
(B/C), und etwa 15 % der Bewertungen ordnen die Methode als robust, jedoch noch nicht
vollstandig standardisiert ein (B). Metabarcoding weist ebenfalls die besten Bewertungen fiir die
Robustheit auf, was durch Ringversuche sowie durch weit verbreitete und standardisierte
Protokolle gestiitzt wird. Metagenomik und Metatranskriptomik erreichen bei der Aussagekraft
die Bewertungsstufe ,einsatzbereit” deutlich seltener, werden aber haufig als ,,weit fort-
geschritten” oder ,,robust, aber nicht standardisiert” bewertet. Ihre Robustheit wird hingegen
deutlich haufiger im Entwicklungsstadium eingeschatzt, was die Eignung fiir das behordliche
Bodenbiodiversitatsmonitoring einschrankt. Metatranskriptomik erzielt dabei die geringste
Einsatzbereitschaft, was vor allem auf die Instabilitat der RNA und die fehlende Interkalibrierung
zwischen Studien zurlickzufuhren ist. Die Methode wird bislang tiberwiegend in
Forschungsprojekten eingesetzt.

2.1 Differenzierte Analyse der Aussagekraft und Robustheit
molekularbiologischer Methoden nach Bodenorganismengruppen

Die Aussagekraft molekularbiologischer Analysemethoden unterscheidet sich deutlich zwischen
den Organismengruppen (Abbildung 3C). Bei Bakterien/Archaeen und Pilzen dominieren die
Einstufungen ,einsatzbereit” und , weit fortgeschritten”, wahrend diese Bewertungen bei
Protisten und Gruppen der Bodenfauna (Enchytrden, Regenwiirmer, Fadenwiirmer, Spring-
schwanze, Horn- und Raubmilben) weitgehend fehlen. Bakterien erreichen insgesamt 89 % der
Bewertungen in den Kategorien ,einsatzbereit” (33 %) und , weit fortgeschritten” (56 %). Fur
Pilze liegt der Anteil in diesen Kategorien bei 44 % (jeweils 22 %). Damit sind die molekular-
biologischen Methoden fiir Bakterien und Pilze am weitesten entwickelt und grundsatzlich fir
das behordliche Bodenbiodiversitatsmonitoring einsetzbar.

Bei Protisten und Fadenwiirmern zeigen die Methoden bereits eine gewisse methodische Reife,
es fehlen jedoch standardisierte Anwendungen. Flr Enchytrden ist ein Drittel der Bewertungen in
der Kategorie ,,robust, aber nicht standardisiert”. Bei Regenwiirmern und Mikroarthropoden
(Springschwinze, Horn- und Raubmilben) liegen die Bewertungen deutlich niedriger. Uber die
Halfte der Studien ordnet diese Organismengruppen in die Kategorie , Entwicklungsstadium® ein,
was zeigt, dass die Methoden zwar grundsatzlich anwendbar sind, aber noch weiterentwickelt
werden missen. Ein wesentlicher Grund fiir das Fehlen der Bewertungen ,einsatzbereit” und
»weit fortgeschritten” bei diesen Gruppen liegt in der unzureichenden qualitativen Arterfassung
(zum Beispiel geringe Anzahl nachgewiesener Arten) sowie in der begrenzten taxonomischen
Auflosung (oft nur Trennung auf Ordnung- oder Familienebene). In den meisten Studien werden
die molekularbiologischen Daten lediglich auf Ordnungs-, Familien- oder Gattungsebene
ausgewertet. AuBerdem berichten viele Arbeiten, dass ein erheblicher Anteil der genetischen
Sequenzen (Reads) nicht mit bestehenden Datenbanken abgeglichen werden konnte.
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Abb. 3

Bewertungen der Aussagekraft und Robustheit fiir die drei molekularbiologischen Methoden und fir die
Organismengruppen.(A) Die Bewertung zur Aussagekraft in den Kategorien A-C ergibt sich aus den Kriterien wie
zuverldssig qualitative und quantitative Arterfassungen, taxonomische Auflésung, sowie die Verfugbarkeit funktioneller
Informationen und der Zustand der Referenzdatenbanken (kuratiert, taxonomische Breite) derzeit sind, und hat die
meisten Bewertungen fiir B und B/C bei Metabarcoding. (B) Die Robustheit der drei Methoden ergibt sich aus der
gesamtheitlichen Bewertung wie zuverlassig Reproduzierbarkeit, Standardisierbarkeit, Interkalibrierbarkeit und die
Vergleichbarkeit der Daten Uber lange Zeitraume in Abhdngigkeit von schnell voranschreitenden technologischen
Innovationen sind, und zeigt fiir Metabarcoding die besten Bewertungen. (C) Wenn die Aussagekraft der drei Methoden
nach Organismengruppe getrennt wird, zeigen sich deutliche Unterschiede zwischen mikrobiellen und tierischen Taxa.
Die Aussagekraft der Methoden ist bei Bakterien und Pilzen am héchsten, gefolgt von Protisten und Fadenwirmern. (D)
Die Robustheit der Methoden getrennt nach den verschiedenen Organismengruppen zeigt ebenfalls einen deutlichen
Unterschied zwischen Mikroorganismen und Bodeninvertebraten. Fir Bakterien und Pilze sind die
molekularbiologischen Methoden zu einem groRen Teil weit fortgeschritten und einsatzbereit, fur Protisten,
Fadenwirmer, Enchytrden und Regenwiirmer kann von robusten Methoden gesprochen werden, fiir die jedoch die
Standardisierung noch fehlt. Fiir Springschwénze, Horn- und Raubmilben sind die Methoden jedoch noch im
Entwicklungsstadium.

Die Bewertung der Robustheit molekularbiologischer Methoden zeigt deutliche Unterschiede
zwischen den Organismengruppen und ldsst sich in drei Gruppen einteilen (Abbildung 3D). Flr
Bakterien und Pilze sind die Methoden bereits relativ robust. Protisten, Fadenwiirmer und
Annelida weisen ebenfalls eine robuste Methodik auf, es fehlen jedoch noch Standardisierungen.
Bei Mikroarthropoden (Springschwanze, Horn- und Raubmilben) befindet sich die Methodik
hingegen noch im Entwicklungsstadium.
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Flr Bakterien wird die hohe Robustheit durch 66 % der Bewertungen in den Kategorien ,,einsatz-
bereit” und , weit fortgeschritten” (jeweils 33 %) bestatigt (Abbildung 3D). Bei Pilzen fallt die
Robustheit etwas geringer aus, mit insgesamt 33 % der Bewertungen im Bereich ,einsatzbereit”
(25 %) und , weit fortgeschritten” (8 %). Fir Protisten, Fadenwirmer, Enchytrden und Regen-
wirmer fehlen Bewertungen der Kategorie ,weit fortgeschritten”. Die Methoden befinden sich
fur diese Taxa Uiberwiegend im Ubergang zu einer robusten und standardisierten
Anwendungsreife.

(

Bei den Mikroarthropoden fehlen Bewertungen in den Kategorien ,robust” , robust, aber nicht
standardisiert”, ,weit fortgeschritten“ und ,einsatzbereit”, sodass keine Aussagen zur Robustheit
moglich sind. Dieses Defizit liegt daran, dass molekularbiologische Untersuchungen der Boden-
fauna bislang nur vereinzelt, stark systemspezifisch und geografisch isoliert durchgefiihrt wurden.
Wiederholte Studien in vergleichbaren Systemen fehlen bislang, sodass die Robustheit der
Methoden fiir diese Organismengruppen derzeit unklar bleibt.

Zur Ubersichtlichen Darstellung der methodischen Bewertung der Aussagekraft wurde eine
Heatmap erstellt (Abbildung 4A), die die Ergebnisse fiir die einzelnen Organismengruppen und
Methoden anhand der Bewertungskategorien ,einsatzbereit” und , weit fortgeschritten” zeigt.
Die Auswertung verdeutlicht, dass insbesondere die Metagenomik von Bakterien (100 %) sowie
Metabarcoding und Metatranskriptomik (jeweils 83 %) einen hohen Anteil fortgeschrittener
Bewertungen aufweisen. Dabei hangt die Aussagekraft metagenomischer Analysen stark von der
Fragestellung und vom Entwicklungsstand der Referenzdatenbanken ab: Fiir Gene des
Stickstoffkreislaufs oder Antibiotikaresistenzen sind gut kuratierte Daten verfligbar, wahrend fiir
viele andere Gene und bislang wenig charakterisierte bakterielle Taxa Wissensliicken bestehen.

Fir Pilze befinden sich Metabarcoding und Metatranskriptomik (jeweils 50 %) in einem
fortgeschrittenen Anwendungsstadium, Metagenomik erreicht nur 33 %. Alle Gbrigen
Kombinationen liegen deutlich niedriger. Bei Protisten zeigt Metatranskriptomik (17 %) erste
aussagekraftige Anwendungen. Fiir Fadenwirmer befinden sich Metatranskriptomik (33 %) und
Metabarcoding (17 %) im fortgeschrittenen, jedoch noch nicht standardisierten Stadium. Bei
Springschwanzen, Horn- und Raubmilben, Enchytraen und Regenwiirmern sind die Methoden
noch nicht einsatzfahig, da sie sich entweder im Entwicklungsstadium befinden oder
Standardisierungen fehlen. Damit wird deutlich, dass die Aussagekraft DNA- und RNA-basierte
Verfahren flr das behordliche Monitoring vor allem fir mikrobielle Systeme bereits anwendbar
ist.

Die Heatmap zur Ubersicht der Robustheit molekularbiologischer Methoden fiir die einzelnen
Organismengruppen (Abbildung 4B) zeigt, dass Metabarcoding und Metagenomik fiir Bakterien
bereits sehr robust (100 %) und somit einsatzbereit fur das behordliche Monitoring sind. Bei
Pilzen ist die Robustheit von Metabarcoding mit 75 % solide, wahrend die Metagenomik nur 25 %
erreicht; beide Methoden sind daher aufgrund fehlender Standardisierung noch nicht endglltig
einsatzbereit. Fiir alle anderen Organismengruppen und fiir die Metatranskriptomik ist die
Robustheit derzeit noch nicht ausreichend fiir den Einsatz im behdordlichen
Biodiversitatsmonitoring.
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Abb. 4  Einsatzreife der molekularbiologischen Methoden basierend auf der Auswertung von 175 als relevant eingestuften und
im Gutachten bericksichtigten Publikationen nach eingesetzter Methode und Organismengruppe.Die Heatmap zeigt
pro Kombination (Methode x Organismengruppe) den Anteil fortgeschrittener Bewertungen (B/C + C, in %) und
verdeutlicht, dass die (A) Aussagekraft der drei molekularbiologischen Methoden fiir Bakterien und Pilze sehr hoch bis
solide ist, gefolgt von Protisten und Fadenwiirmern, bei denen die Aussagekraft zwar vorhanden, aber noch limitiert ist.
(B) Die Robustheit der drei Methoden hingegen ist bisher nur fiir Metabarcoding und Metagenomik von Bakterien
etabliert. Fur Pilze ist die Robustheit von Metabarcoding solide, aber fir Metagenomik noch wenig etabliert. Alle
anderen Organismengruppen sind nach dieser Bewertung der Robustheit im Entwicklungszustand oder
Ubergangsstadium zu robust, aber noch nicht standardisiert. Farbcodierung der Entwicklungsstufen: dunkelblau = hohe
Einsatzreife, hell = geringe Einsatzreife. Die Zahlen in den Kacheln geben den Prozentwert an.

2.2 Zusammenfassung der Ergebnisse nach molekularbiologischer
Methode

2.2.1 Metabarcoding: Starken und Schwéchen

Metabarcoding zeigt die hochste Einsatzreife unter den drei verglichenen molekularbiologischen
Methoden. Besonders Giberzeugend ist die Methode bei der Analyse von Bakterien, fur die sie
eine Bewertung von Uberwiegend , weit fortgeschritten” oder , einsatzbereit” (B/C—C) erreicht.
Auch Pilze schneiden mit Bewertungen von Gberwiegend ,,robust, aber nicht standardisiert”,
“weit fortgeschritten” und “einsatzbereit” (B—B/C-C) vergleichsweise gut ab. Dies ist vor allem
auf die Kombination aus gut kuratierten Referenzdatenbanken, wie zum Beispiel SILVA fiir
Bakterien und UNITE fiir Pilze, sowie standardisierten PCR-Markern (16S rRNA fir Bakterien, ITS
flr Pilze) zurickzufiihren. Diese Voraussetzungen ermoglichen verlassliche qualitative und
semiquantitative Ergebnisse. Ein weiterer Vorteil von Metabarcoding ist seine Kosteneffizienz,
Skalierbarkeit und laboribergreifende Reproduzierbarkeit. Diese Eigenschaften machen die
Methode besonders geeignet flir Monitoringprogramme mit hohen Probendurchsatzen.

Die Anwendbarkeit molekularbiologischer Methoden befindet sich fiir Protisten, Nematoden,
Enchytrden und Regenwiirmern teilweise im Ubergang zu einer vielversprechenden Methodik.
Dies zeigt sich im Fehlen der Bewertung ,einsatzbereit” (C) aber dem groRen Anteil der
Bewertung ,robust, aber nicht standardisiert” (B). Fiir Protisten und Nematoden wird die
Methode zum Teil bereits als , weit fortgeschritten” (B/C) eingestuft. Fiir Enchytraen und
Regenwirmer ist der Anteil der Bewertungen , Entwicklungsstadium® relativ haufig vertreten. Flr
Mikroarthropoden (Springschwanze, Horn- und Raubmilben) befinden sich die
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molekularbiologischen Methoden hingegen noch im ,,Entwicklungsstadium® (A). Die
Hauptursachen hierfir lassen sich wie folgt zusammenfassen:

P Primer-Bias, der zu einer verzerrten, beziehungsweise unvollstindigen Erfassung der
Zielorganismen oder der Gesamtbiodiversitat flihren kann.

P Fehlende Standardisierung bei der Verwendung von Primern und Barcodes innerhalb der
jeweiligen Organismengruppen. So werden fiir eine Organismengruppe unterschiedliche
Gene sowie verschiedene Primer fiir dasselbe Gen eingesetzt, wodurch die erhobenen Daten
nur begrenzt vergleichbar sind.

P Unvolistindige und unzureichend kuratierte Referenzdatenbanken, insbesondere fiir
Protisten (PR2) sowie fiir Bodenfauna (BOLD, NCBI).

P Heterogene Studienbedingungen, da die meisten Arbeiten zur Bodenfauna aus
unterschiedlichen Landern und Lebensraumtypen stammen. Diese methodische und
Okologische Vielfalt erschwert einen direkten Vergleich der Ergebnisse.

Bewertungen der Kategorien ,,robust” und ,robust, aber nicht standardisiert” (A/B—B) flr
Springschwanze sowie Horn- und Raubmilben zeigen, dass diese Methode grundsatzlich
Potenzial fir diese Organismengruppen besitzt. In den untersuchten Veréffentlichungen war die
Zuordnung von Artnamen anhand molekularbiologischer Daten fiir Mikroarthropoden jedoch
kaum moglich. Fiir Enchytraen und Regenwiirmer ist die Artzuordnung hingegen deutlich
robuster (Jansch et al. 2023; Cuartero et al. 202543, b; Jansch et al. 2025). Ende Januar 2025
wurde die Referenzdatenbank Genbank (https://www.ncbi.nlm.nih.gov) im Rahmen des
Scandinavian Barcoding Programme um zahlreiche Barcodes und Arten von Enchytraen erweitert
(Erséus et al. 2023). Dies verbessert die Artklassifizierung im Metabarcoding deutlich. Die
Interkalibrierbarkeit zwischen Laboren und Protokollen ist jedoch weiterhin begrenzt.

Metabarcoding flhrt grundsatzlich zu einer taxonomischen Selektion, da die verwendeten Primer
nur bestimmte Gruppen gezielt amplifizieren, was die Aussagekraft der Methode einschrankt. Bei
Mikroorganismen reicht oft ein einzelnes Primerpaar oder ein Genmarker aus, um einen GrofRteil
der Vielfalt abzubilden. Fiir die Bodenfauna sind hingegen mehrere Primer oder Primer-
Kombinationen erforderlich, da Marker wie 18S und COI je nach Taxon nur teilweise geeignet
sind. AuBerdem werden Bakterien, Archaeen, Pilze und Protisten und in der Regel auch
Nematoden nicht mit Artnamen klassifiziert. Die bioinformatische Auswertung von
Metabarcoding-Daten der Bodenfauna auf Artnamen ist zwar sehr informativ, jedoch in Bezug
auf die gesamte Biodiversitat noch nicht zuverldssig moglich.

Insgesamt lasst sich festhalten, dass Metabarcoding die derzeit am weitesten entwickelte
Methode fiir die umfassende Erfassung der Bodenbiodiversitat ist. Besonders gut eignet sie sich
fir die Analyse von Bakterien und Pilzen. Fiir eukaryotische Bodenorganismen wie Protisten und
Bodenfauna sind jedoch noch methodische Weiterentwicklungen und
StandardisierungsmalRnahmen erforderlich. Damit ist Metabarcoding derzeit die praktikabelste
Grundlage der drei untersuchten molekularbiologischen Methoden fiir ein behérdliches
Bodenbiodiversitatsmonitoring, allerdings mit Vorbehalten fiir Bodenfauna, insbesondere fiir
Springschwdnze sowie Horn- und Raubmilben.

Funktionelle Aussagen lassen sich einerseits durch den Einsatz spezifischer Primer treffen, die
funktionelle Gene von Mikroorganismen wie Nitratreduktasen, Nitrogenasen oder
Methanmonooxygenasen amplifizieren. Andererseits konnen sie durch die Erfassung
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funktioneller Gruppen wie nitrifizierender Bakterien oder bakterivorer, fungivorer und omnivorer
Fadenwiirmer gewonnen werden. Fiir Mikroarthropoden, Enchytraen und Regenwiirmer lassen
sich funktionelle Informationen Gber Artnamen ableiten, wenn diese mit funktionellen
Merkmalen verknupft sind und Metabarcoding die Arten zuverlassig klassifiziert. Bei Nematoden
kann die Gattungs- oder Familienebene Hinweise auf funktionelle Merkmale liefern, erfasst
jedoch die Biodiversitat nur oberflachlich.

2.2.2 Metagenomik: Starken und Schwachen

Metagenomik ermdoglicht die direkte Erfassung taxonomisch komplexer Lebensgemeinschaften
im Boden in Kombination mit funktionellen Genen, wodurch sie eine hohere Aussagekraft
hinsichtlich Biodiversitdt und Funktionen bietet als PCR-basierte Verfahren, wie Metabarcoding.
Besonders bei Bakterien und teilweise auch bei Pilzen werden bereits hohe Datenqualitat und
Reproduzierbarkeit erreicht, was zur Bewertung von “robust, aber nicht standardisiert” und “weit
fortgeschritten” (B—B/C) bei der Aussagekraft und Robustheit fir diese Methode fiihrte. Diese
Bewertung wird durch gut verfligbare Genomdatenbanken wie NCBI RefSeq und GTDB
unterstitzt. Zwei wesentliche Vorteile der Metagenomik gegenliber Metabarcoding lassen sich
wie folgt zusammenfassen:

1 Erfassung kompletter Lebensgemeinschaften: Im Gegensatz zu PCR-basierten Verfahren
kdnnen bei der Metagenomik gesamte Lebensgemeinschaften in einer einzigen eDNA-
Extraktion und mit einem Sequenzierungsschritt erfasst werden, ohne dass durch den Einsatz
von Primern eine Selektion bestimmter Taxa erfolgt. Dies ermdglicht zudem eine héhere
Wahrscheinlichkeit, seltene Arten zu detektieren, sofern die Sequenzierungstiefe
entsprechend ausreichend ist.

2 Entfall von Primerentwicklung und -optimierung: Da die komplette DNA einer Probe direkt
sequenziert wird, entfallen Entwicklung, Optimierung und Standardisierung von Primern. Dies
macht die Methode im Vergleich zum Metabarcoding labortechnisch weniger aufwendig und
reduziert potenzielle Fehlerquellen.

Die Methode bringt auch einige Herausforderungen mit sich. Die hohe Datenkomplexitat und der
groRe Rechenaufwand stellen hohe Anforderungen an die IT-Infrastruktur fur die Auswertung.
Zudem fehlt es noch an einer Standardisierung der Bioinformatik-Pipelines, was die Methode in
ihrer Anwendung fiir das behoérdliche Biodiversitdatsmonitoring zurzeit noch einschrankt.
Besonders fur Protisten und Bodenfauna ist die Datenbasis bislang unzureichend, die fiir
Metagenomik die Bewertung “Entwicklungsstadium” und “Ubergangsstadium” (A—A/B) erhielten.
Darliber hinaus sind die Sequenzierungskosten pro Probe im Vergleich zu Metabarcoding
erheblich hoher, was die Skalierbarkeit der Methode begrenzt. Ob sich der Kostenaufwand durch
die umfassendere taxonomische und funktionelle Breite ausgleicht, ist noch nicht ndher
untersucht.

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass Metagenomik ein hohes Potenzial fiir das behérdliche
Bodenbiodiversitatsmonitoring zur Erfassung von Funktionen und Biodiversitat bietet. Sie ist
derzeit flir den Routineeinsatz im Monitoring nur fiir Bakterien und Pilze, jedoch noch nicht fir
Protisten und Bodenfauna geeignet. Eine schrittweise Standardisierung und Validierung der
Methodik ist notwendig, um sie mittelfristig als erganzendes Werkzeug neben dem
Metabarcoding im behdrdlichen Monitoring zu etablieren. Langfristig konnte Metagenomik den
Standard fur Bodenbiodiversitatserfassungen bilden, wahrend Metabarcoding gezielt fiir
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spezifische Fragestellungen eingesetzt wird, wie zum Beispiel das Screening nach Indikatorarten,
invasiven Arten oder funktionellen Genen.

2.2.3 Metatranskriptomik: Starken und Schwachen

Die Metatranskriptomik erfasst die aktuell exprimierten Gene einer Lebensgemeinschaft und
ermoglicht damit im Gegensatz zur Metagenomik und zum DNA-basierten Metabarcoding eine
direkte Analyse der tatsachlich aktiven Organismen und ihrer gegenwartigen
Stoffwechselprozesse. Sie liefert unmittelbare Einblicke in funktionelle Aktivitaten und
Okologische Rollen komplexer Gemeinschaften. Fir Bakterien liegen bereits erste
reproduzierbare Studien vor, die zeigen, dass funktionale Dynamiken und Stressantworten im
Bodenmikrobiom zuverlassig erfasst werden kdnnen. Die Methode wurde daher im
,Ubergangsstadium“ und als ,robust, aber noch nicht standardisiert” (A/B—B) eingestuft.

Im Gegensatz zu DNA-basierten Ansatzen erfasst Metatranskriptomik kein genetisches Material
aus abgestorbenen Organismen oder extrazellularen DNA. Somit ermdglicht die
Metatranskriptomik die Erfassung des aktiven Anteils von Bodenlebensgemeinschaften, wahrend
DNA-basierte Methoden auch inaktive Organismen und molekularbiologische Artefakte erfassen.
In Kombination mit Metagenomik lassen sich so sowohl die Struktur als auch die aktuelle
funktionelle Aktivitdt von Bodenlebensgemeinschaften untersuchen und Trends in deren
Zusammensetzung erkennen. Dies erdffnet Potenzial fir ein zukiinftiges standardisiertes
behordliches Bodenbiodiversitatsmonitoring, insbesondere fir bakterielle Gemeinschaften, da
ein erheblicher Anteil der Organismen zeitweise metabolisch inaktiv ist. Die Metatranskriptomik
ist grundsatzlich auch fir die Analyse der Bodenfauna anwendbar, allerdings existieren bislang
kaum praktische Studien (Collins et al. 2023).

Die Methode ist technisch anspruchsvoll, da RNA deutlich instabiler als DNA ist und daher eine
schnelle und sorgfiltige Probenverarbeitung erfordert. Zudem ist die Bearbeitung von RNA im
Labor durch die notwendige Herstellung von cDNA kostenintensiver als bei DNA-basierten
Verfahren. Fir Pilze, Protisten und Bodenfauna fehlen bislang standardisierte Laborprotokolle
sowie ausreichend Referenztranskriptome, was die Anwendung in diesen Gruppen stark
einschrankt und zur Bewertung ,, Entwicklungsstadium® (A) gefiihrt hat.

Auch der hohe bioinformatische Aufwand, die damit verbundenen Kosten sowie die fehlende
systematische Interkalibrierbarkeit zwischen Laboren begrenzen derzeit eine breitere Nutzung
der Methode. Dariiber hinaus sind Herkunft, Zustandsformen und Persistenz von Umwelt-RNA
(environmental RNA, eRNA) bislang nur unzureichend verstanden. Studien zeigen, dass ihre
Verfallsraten stark vom Molekilzustand (frei oder in Zellen beziehungsweise Vesikeln), von
Schutzstrukturen sowie von Umweltfaktoren wie Temperatur, Licht, pH-Wert und mikrobieller
Aktivitat abhdangen und daher raumlich und zeitlich stark variieren kénnen (Cristescu, 2019).
Diese Sensitivitat gegentiber kurzfristigen Umwelteinfliissen kann langerfristige oder
managementbedingte Effekte Uberlagern und erschwert damit die Interpretation von
Metatranskriptomik-Daten im Rahmen eines standardisierten Bodenbiodiversitatsmonitorings.

Insgesamt befindet sich die Metatranskriptomik noch klar im Forschungsstadium. Sie liefert
wertvolle Erkenntnisse zu funktioneller Aktivitat und 6kologischen Prozessen und wird derzeit vor
allem in wissenschaftlichen Pilotstudien mit spezifischen funktionellen Fragestellungen
eingesetzt. Flr einen standardisierten Einsatz im behordlichen Bodenbiodiversitatsmonitoring ist
sie gegenwartig noch nicht geeignet. In Kombination mit Metagenomik oder Metabarcoding
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besitzt die Metatranskriptomik jedoch grof3es Potenzial fur zukiinftige funktionelle Analysen im
Rahmen eines behordlichen Bodenbiodiversitatsmonitorings. Dabei sollte ihr Einsatz auf direkt
aus dem Boden extrahierte Umwelt-RNA (eRNA) beschrankt werden, da RNA aus zuvor isolierten
Organismen (comDNA) durch Sammel- und Verarbeitungsstress die Genexpression potenziell
stark verfalschen kann. Metabarcoding und Metagenomik kénnen hingegen sowohl auf eDNA als
auch auf comDNA angewendet werden.

2.3 Synthese zur Aussagekraft und Robustheit molekularbiologischer
Methoden

Die Zusammenfassung der Bewertungsmatrix in einem Ampelsystem verdeutlicht die
Unterschiede in der Einsatzreife der molekularbiologischen Methoden mit Bezug zu den
Organismengruppen (Abbildung 5). Von den drei verglichenen molekularbiologischen Methoden
weist das Metabarcoding derzeit die hochste Einsatzreife flir das Bodenbiodiversitatsmonitoring
auf. Die Methode ist kosteneffizient, reproduzierbar und besonders fiir Bakterien und Pilze gut
etabliert, was auch durch kuratierte Referenzdatenbanken (SILVA, UNITE) und standardisierte
Marker (16S rRNA, ITS) unterstltzt wird. Fiir eukaryotische Bodenorganismen wie Protisten und
Bodenfauna bestehen jedoch weiterhin methodische Defizite, insbesondere unvollstandige
Datenbanken und Primer-Bias, die eine Standardisierung und die taxonomische Auflésung
erschweren. Die Metagenomik ermdglicht eine umfassendere Erfassung mikrobieller
Gemeinschaften, einschlieflich funktioneller Gene und bislang unbekannter Taxa. Sie vermeidet
Primer-Bias und erlaubt ein tieferes Verstandnis von Biodiversitdt und 6kologischer Prozesse. lhre
Anwendung wird jedoch aktuell durch hohen Daten- und Rechenaufwand, fehlende
Standardisierung bioinformatischer Auswertungen, hohe Kosten sowie noch begrenzte
Referenzdatenbanken eingeschrankt. Die Metatranskriptomik liefert Informationen zur
funktionellen Aktivitat und physiologischen Dynamik aktiver Lebensgemeinschaften, ist jedoch
derzeit Giberwiegend auf Forschungsanwendungen beschrankt. Instabile RNA, fehlende
Referenztranskriptome und hoher technischer Aufwand erschweren eine standardisierte
Anwendung.

Insgesamt stellt Metabarcoding derzeit die praktikabelste Methode fiir den Routineeinsatz im
behordlichen Bodenbiodiversitatsmonitoring dar, mit Vorbehalten fiir Protisten und Bodenfauna.
Die Metagenomik kann mittelfristig als alternative Methode etabliert werden, wahrend sich
Metabarcoding fiir spezifische Monitoringfragen erganzend einsetzen ldsst. Die
Metatranskriptomik bleibt aktuell vor allem fiir wissenschaftliche und funktionelle Studien
relevant.
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Methode Organismengruppe Aussagekraft Robustheit
Metabarcoding Bakterien C C
Metabarcoding Pilze (C C
Metabarcoding Protisten B B
Metabarcoding Enchytrien A A/B
Metabarcoding Regenwilrmer A/B A/B
Metabarcoding Fadenwirmer A/B B
Metabarcoding Springschwidnze A A
Metabarcoding Hornmilben A A
Metabarcoding Raubmilben A A
Metagenomik Bakterien B/C B/C
Metagenomik Pilze B A
Metagenomik Protisten A A
Metagenomik Enchytrien B A
Metagenomik Regenwlrmer A A
Metagenomik Fadenwirmer B A
Metagenomik Springschwinze A A
Metagenomik Hornmilben A A
Metagenomik Raubmilben A A

Metatranskriptomik Bakterien B/C A
Metatranskriptomik Pilze B A
Metatranskriptomik Protisten B A
Metatranskriptomik Enchytrien A A
Metatranskriptomik Regenwlrmer A A
Metatranskriptomik Fadenwirmer B A
Metatranskriptomik Springschwdnze B A
Metatranskriptomik Hornmilben A A
Metatranskriptomik Raubmilben A A

Abb.5 Zusammenfassung der Bewertungen der Einsatzreife der drei molekularbiologischen Methoden und der
Organismengruppen mit Bezug zu den Organismengruppen anhand eines Ampelsystems.Rot steht fiir die Bewertung A
(Entwicklungsstadium) und weist darauf hin, dass sowohl die Aussagekraft als auch die Robustheit noch im
Entwicklungsstadium sind. Gelb zeigt mit der Bewertung B an, dass eine robuste Aussagekraft erreicht wurde, die
Methode jedoch aufgrund fehlender Standardisierung noch nicht vollstédndig oder nur bedingt flr das behérdliche
Monitoring einsetzbar ist. Griin steht fir die Bewertung B/C—C (weit fortgeschritten-einsatzbereit), das vor allem bei
Bakterien zu finden ist, und signalisiert, dass die Methoden fiir die entsprechende Organismengruppe fiir den Einsatz im
behordlichen Bodenbiodiversitatsmonitoring bereit sind.

3 Identifikation von Meilensteinen zur Weiterentwicklung der
molekularbiologischen Verfahren

In den folgenden Kapiteln (3—4) werden methodische Liicken auf Basis der Bewertungstabellen
zur Aussagekraft und Robustheit (Anhang, Tabelle A1) der molekularbiologischen Verfahren
identifiziert, um deren Einsatz im behordlichen Bodenbiodiversitatsmonitoring zu ermaoglichen
oder entscheidend zu verbessern. Die Analyse erfolgt fir Metabarcoding sowohl
organismenubergreifend als auch organismenspezifisch. Dabei werden allgemeine
Entwicklungsbedarfe untersucht, wie die Standardisierung von Labor- und
Bioinformatikprozessen, der Umgang mit eDNA versus comDNA oder die Auswahl der
Sequenzierungsplattform. Da die Methode durch den Einsatz von Primern stets auf bestimmte
Organismengruppen zugeschnitten ist, werden die Punkte zur Weiterentwicklung ebenfalls
organismenspezifisch betrachtet. Diese organismenspezifischen Punkte sind charakteristisch fir
Metabarcoding, wahrend sie fiir die Metagenomik in dieser Form nicht erforderlich sind. Zentrale
Licken und Meilensteine fur die Weiterentwicklung alternativer Auswerteverfahren werden in
Kapitel 5 dargestellt.

Die identifizierten Liicken, Meilensteine und angestrebten Zielzustande der Methoden werden in
Ubersichtstabellen (Tabellen 1-4) systematisch dargestellt und zusatzlich im Text erldutert. Ein
Meilenstein beschreibt dabei die notwendigen Schritte zur Erreichung eines Zielbildes, das den
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konkreten zukiinftigen Beitrag der jeweiligen Methode fiir das behordliche Monitoring definiert.
Die Ergebnisse sind in drei Entwicklungsbereichen zusammengefasst:

1 Optimierung des Metabarcodings, einschlieRlich alternativer Primer und der Pflege qualitativ
hochwertiger, morphologisch validierter Referenzdatenbanken (Tabellen 1 und 2).

2 Strategische Weiterentwicklungen in DNA-Metagenomik und Metatranskriptomik, um
funktionale Informationen zu gewinnen und biomarkerbasierte Indikatoren zu entwickeln
(Tabelle 3).

3 Ausbau alternativer Auswerteverfahren, einschlieSlich taxonomisch unabhangiger Ansatze
und Kl-gestitzter Mustererkennung zur Analyse von Diversitatsmustern und funktionellen
Gruppen (Tabelle 4).

Flr die strategische Ausrichtung werden die identifizierten Zielbilder nach Prioritdt in hoch,
mittel und niedrig bewertet, und die Entwicklungszeithorizonte in die Kategorien kurzfristig (1-2
Jahre), mittelfristig (3—5 Jahre) und langfristig (> 5 Jahre) eingeteilt. Diese Zeithorizonte sind
grobe Einschatzungen und basieren auf eigenen Erfahrungen aus o6ffentlich geforderten
Leitlinienentwicklungsprojekten (zum Beispiel WIPANO). Sie kdnnen von den tatsachlichen
Entwicklungszeiten abweichen, da diese vom Projektdesign abhangen. Sind die Methoden
bereits etabliert und erfordern hauptsachlich eine Standardisierung, richtet sich der Zeitbedarf
im Wesentlichen nach dem Aufwand fiir Validierung und Ringversuchen, wobei ein Zeitraum von
3-5 Jahren realistisch ist.

3.1 Organismeniibergreifende methodische Entwicklungsschritte

Das Metabarcoding stellt derzeit die zentrale molekularbiologische Methode zur Erfassung der
Bodenbiodiversitat dar. Trotz des relativ fortgeschrittenen Entwicklungsstands beschrankt sich
die Anwendung bisher jedoch auf Mikroorganismen (Bakterien, Archaeen und Pilze) und in
geringerem Ausmal auf Protisten und Nematoden. Fiir alle weiteren Organismengruppen gibt es
vereinzelte Ansatze, die sich aufgrund ihres Einzelstudiencharakters nicht vergleichen lassen.
Trotz der zum Teil etablierten Anwendung bestehen fiir das behoérdliche Biodiversitatsmonitoring
in den folgenden Punkten noch methodische Liicken, die organismen- und
methodenibergreifend relevant sind. Diese sollten strategisch adressiert werden, um ein
zukunftsorientiertes, landerubergreifend standardisiertes und damit vergleichbares sowie
robustes Monitoring zu ermoglichen und entsprechende Investitionen gezielt auszurichten.

3.1.1 Standardisierung durchflihren

Fir die Erzeugung bundesweit und europaweit vergleichbarer, verldsslicher und rechtssicherer
Biodiversitdtsdaten sind folgende Entwicklungsschritte erforderlich.

1 Die Durchfiihrung von Ringtests, die die verbreitetsten Protokolle auf Robustheit und
Konsistenz priifen,

2 die Entwicklung bzw. Festlegung einer bioinformatischen Pipeline auf Basis vorhandener
Erfahrungs- und Vergleichswerte,

3 sowie die Etablierung einer zentralen, kuratierten und regelmaRig aktualisierten
Referenzdatenbank fiir die Zielorganismen.
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Es ist zu bedenken, dass eine Referenzdatenbank fiir das behordliche Bodenbiodiversitats-
monitoring flir jede Auswertungsphase eindeutig versioniert und zeitlich fixiert sein sollte, damit
Artenlisten basierend auf molekularbiologischen Daten Uiber die Zeit vergleichbar sind. Eine gut
kuratierte, taxonomisch reprasentative Datenbank kann daher unabhangig betrieben und in
definierten Abstanden mit den 6ffentlichen Datenbanken abgeglichen und gegebenenfalls
aktualisiert werden.

Die Prioritat fur dieses Zielbild ist hoch, da eine friihzeitige Standardisierung die effiziente und
effektive Nutzung molekularbiologischer Daten wesentlich erleichtert. Die Umsetzung erscheint
in einem mittelfristigen Zeitraum von etwa 3-5 Jahren realistisch.

Die Notwendigkeit der Standardisierung von Protokollen gilt fiir alle molekularbiologischen
Verfahren (Metabarcoding, Metagenomik, Metatranskriptomik) und fiir alle Organismengruppen.

3.1.2 Einfluss von Relikt-DNA erortern

Zur Erfassung der Biodiversitat im Boden sind eDNA-basierte Anséatze eine gangige, effektive und
effiziente Vorgehensweise. Diese sind in der Regel weniger invasiv als Verfahren, die auf zuvor
von der Bodenmatrix getrennten Organismen (comDNA) beruhen. Allerdings enthalt DNA, die
direkt aus Boden extrahiert wurde, nicht nur genetisches Material der aktuell darin lebenden
Organismen, sondern auch extern eingetragene DNA (zum Beispiel Giber Wind und Regen) sowie
DNA von toten Organismen, Partikeln und Spuren (Schuppen, Schleimspuren, Kérperteile, Kot).
Die Bedeutung dieser Relikt- oder “Friedhofs-” DNA fiir eDNA-basierte Methoden ist bislang
unzureichend untersucht, gilt aber als potenziell erheblich, da DNA im Boden vergleichsweise
stabil ist und iber Wochen bis Jahre nachweisbar bleibt. Diese Relikt-DNA kann die
Biodiversitatsindizes und zeitliche Trends verfalschen, insbesondere in Agrarlandschaften, in
denen Bewirtschaftungswechsel temporar wechselnde Artengemeinschaften hervorbringen.

Vor diesem Hintergrund wird es als essentiell und mit hoher Prioritadt eingestuft, den Anteil von
Relikt-DNA in verschiedenen Lebensraumtypen systematisch zu erfassen, zu quantifizieren und
deren Einfluss zu bewerten. Wichtige Meilensteine hierfir sind Zeitreihenstudien, idealerweise
unter Einbeziehung von Mock-Communities oder Mock-DNA, die den Verbleib (zum Beispiel
Halbwertszeit) von Relikt-DNA in unterschiedlichen Bodentypen untersuchen.

Die Prioritat fir dieses Zielbild ist hoch und die Umsetzung erscheint in einem mittelfristigen
Zeitraum von etwa 3-5 Jahren realistisch.

Die Relevanz von Relikt-DNA betrifft alle eDNA-basierten Methoden (Metabarcoding,
Metagenomik), ist beim Metabarcoding aufgrund des PCR-Schritts jedoch besonders kritisch, da
kleine Mengen an (Relikt-) DNA disproportional amplifiziert werden kdonnen.

3.1.3 Sequenzierungsplattformen evaluieren

Flr das behordliche Biodiversitatsmonitoring ist eine systematische Bewertung verschiedener
Sequenzierungsplattformen sinnvoll. Etablierte Short-Read-Plattformen wie lllumina und
vergleichbare Systeme gelten derzeit als Standard fiir Umwelt-Metabarcoding sowie zahlreiche
Metagenomik-Anwendungen. Sie zeichnen sich durch vergleichsweise geringe Kosten und eine
hohe Multiplexing-Kapazitat aus. Die erzeugten Reads sind liberwiegend kurz (typischerweise
2x150-300 bp, resultierende Amplicons ~250-500 bp), was fiir zahlreiche Fragestellungen und
gut erschlossene Organismengruppen (zum Beispiel viele Bakterien, Teile der Pilze) in
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Kombination mit gut kuratierten Referenzdatenbanken ausreichend ist. Fiir viele Boden-
organismengruppen mit hoher Diversitdt und llickenhaften Referenzen (zum Beispiel zahlreiche
Protisten, Nematoden, Mikroarthropoden) ist die artspezifische Auflésung kurzer Amplicons
jedoch begrenzt (Francioli et al. 2021).

Long-read Plattformen (Oxford Nanopore und PacBio) ermdglichen die Erzeugung sehr langer
Reads von mehreren tausend Basenpaaren. Dies erlaubt prazisere taxonomische Zuordnungen
und die vollstandige Sequenzierung (Full-length) alternativer Marker wie 16S, 18S und ITS
inklusive 28S. Diese Gene stellen potenziell eine geeignete Alternative zum vergleichsweise
kurzen und bei Bodenorganismen oft hoch variablen COI-Marker dar. Ein weiterer Vorteil besteht
darin, dass die Sequenzierungseinheiten von Oxford Nanopore mobil einsetzbar sind und sich
problemlos in Standardlaboren integrieren lassen. Long-read Plattformen werden zunehmend fiir
Full-length-Marker sowie fiir Referenzgenome und hochauflésende Metagenomik eingesetzt. Fiir
Metabarcoding liegen inzwischen zahlreiche Studien vor, die zeigen, dass Long-read-Sequenzierung
eine verbesserte taxonomische Auflosung und bessere Assemblierbarkeit erlaubt, insbesondere
bei Protisten, Pilzen und Teilen der Bodenfauna (Runnel et al. 2022, Cérdoba-Agudelo et al. 2025,
Varus et al. 2025). Parallel dazu wurden Sequenzierreagenzien und bioinformatische Workflows
so weiterentwickelt, dass die Fehlerraten in den Konsensussequenzen deutlich reduziert werden
konnten (Bista and Lino 2025, Buetas et al. 2024).

Aus heutiger Sicht erscheint eine arbeitsteilige Nutzung der Plattformen sinnvoll. Short-reads
eignen sich aufgrund der etablierten Protokolle, der guten Standardisierbarkeit und der
Kostenstruktur derzeit am besten fir breit angelegte, regelmaRig wiederholte Routinemessungen
im Rahmen eines Bodenbiodiversitatsmonitorings. Long-Read-Plattformen sind besonders
wertvoll fir die Gewinnung und Verbesserung von Referenzen, darunter vollstandige Marker-
gene, Referenzgenome sowie metagenomisch assemblierte Genome (metagenome-assembled
genomes, MAGs), und eignen sich zudem fiir hochauflésende oder explorative Analysen, bei
denen eine moglichst hohe taxonomische Auflosung und lange Marker von Vorteil sind, wie zum
Beispiel flir Protisten und Mikroarthropoden.

Die Prioritat fur dieses Zielbild ist hoch, und die Erstellung sowie Analyse informativer Datensatze
ist in einem kurzfristigen Zeitraum (1-2 Jahre) realistisch. In gezielten Pilot- und Vergleichsstudien
(Hlumina versus PacBio und ONT) kdnnen belastbare Datensédtze erzeugt werden, um den
Mehrwert langer Reads fiir zentrale Organismengruppen und Marker fiir Metabarcoding oder
Metagenomik zu evaluieren. Auf dieser Grundlage lassen sich mittelfristig zwei Fragen
beantworten: ob Long-Read-Technologien in ein behordliches Bodenbiodiversitatsmonitoring
integriert werden sollten und, falls ja, wie sie erganzend oder als Ersatz zu etablierten Short-
Read-Protokollen, etwa fiir Referenzseqzenzen, eingesetzt werden kénnen.

Fiir das behordliche Bodenbiodiversitatsmonitoring ist eine systematische Betrachtung der
verfligbaren Sequenzierungsplattformen sinnvoll, da die Plattformwahl sowohl Metabarcoding
(Primer-/PCR-basiert) als auch Metagenomik betrifft und sich auf eDNA wie comDNA
gleichermalien auswirkt (Mittelstrass et al. 2025, Bleidorn et al. 2025, Dooresnspleet et al. 2025).

3.1.4 Sequenzierungsstrategie festlegen

Shotgun-Metagenomik bietet den Vorteil, ohne Primer und PCR auszukommen und damit
potenzielle Verzerrungen durch Primerwahl (taxonspezifische Amplifikationsbias,
Primermismatch) zu vermeiden. Dies vereinfacht potenziell auch die Standardisierung und
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Reproduzierbarkeit der Laborprotokolle, da der kritische PCR-Schritt entfallt (Edwin et al. 2025).
Allerdings erzeugt Metagenomik eigene Biases, etwa durch DNA-Fragmentierung, ungleiche
Sequenziertiefen und Adapter-Ligation, was den direkten Vergleich mit Metabarcoding erschwert
(Holman et al. 2025).

Empirische Vergleichsstudien zwischen Metabarcoding und Metagenomik fir identische
Bodenproben liegen vor allem fiir Bakterien vor. Sie zeigen oft konsistente Muster bei
dominanten Phyla, aber teils deutliche Abweichungen bei der Erfassung seltener Taxa (Edwin et
al. 2025). Fur Bodeninvertebraten und komplexe Eukaryotengemeinschaften im Boden sind
systematische Vergleiche hingegen unterreprasentiert und zeigen in verwandten Systemen (zum
Beispiel Sedimenten) oft nur geringe Ubereinstimmungen zwischen beiden Methoden (Becker
und Pushkareva 2023, Holman et al. 2025). Vor dem Hintergrund fehlender Standardisierung und
komplementadrer methodischer Starken beider Verfahren ist eine vergleichende Pilotstudie im
Bodenkontext als Grundlage fiir zukiinftige Monitoringstrategien besonders zu empfehlen, zumal
Metagenomik-Ansatze fir Bakterien, Archaeen, Protisten und Pilze zunehmend an Bedeutung
gewinnen (Edwin et al. 2025).

Eine solche vergleichende Untersuchung wird als hoch priorisiert eingestuft und ist kurzfristig
(innerhalb von 1-2 Jahren) realisierbar. Sie wiirde eine fundierte, datenbasierte
Entscheidungsgrundlage schaffen, um eine langfristige und wissenschaftlich belastbare Strategie
fir das behordliche DNA-basierte Bodenbiodiversitatsmonitoring zu definieren.

Eine spatere Umstellung der Methodik im laufenden Monitoring, etwa von kurzen auf lange
Marker oder von PCR-basierten auf PCR-freie Verfahren, ware mit erheblichen Briichen in den
Datenzeitreihen verbunden und methodisch duBerst aufwendig zu korrigieren. Eine friihzeitige,
empirisch abgesicherte Festlegung der Sequenzierungsstrategie ist daher dringend geboten. Es
ist moglich, die Evaluierung der Analyseverfahren (Metabarcoding versus Metagenomik) und der
Sequenzierungsplattformen (Short- versus Long-Reads) in einem gemeinsamen Pilotprojekt zu
blindeln, deren Ergebnisse unmittelbar in die Ausgestaltung des Monitorings einflieRen.
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Tab. 1: Organismeniibergreifende Bewertung des Metabarcoding.

Organismen- Liicke Meilenstein Zielbild Prioritat Zeithorizont

gruppe

Alle Standardisierte methodische Ringtests, die bestehende Protokolle fiir DNA-Extraktion,  Erzeugung bundesweit und international  hoch mittelfristig
Protokolle fiir DNA-Extraktion, PCR PCR und Primerwahl, Sequenzierungstiefe, vergleichbarer, verlasslicher und 3-5 Jahre
und Primerwahl, Sequenzierungstiefe, bioinformatische Auswertung auf Robustheit testen. rechtssicherer Biodiversitatsdaten
bioinformatische Auswertung Etablierung einer zentralen, kuratierten und sich

aktualisierenden Referenzdatenbank

Alle Relikt-DNA (Friedhofs- DNA) Mock-/Zeitreihen zur Quantifizierung des Anteils an Erfassung der aktiven Biodiversitat in hoch mittelfristig
verfalscht Biodiversitatsschatzung Relikt-DNA in nattrlichen Gemeinschaften Lebensraumtypen, insbesondere in 3-5 Jahre
(nur fur eDNA relevant) Agrarflachen

Alle Vergleich der Sequenzierungs- Vergleichende Datenerhebung basierend auf eDNA mit Strategische Entscheidung hinsichtlich der hoch kurzfristig
plattformen (short-reads versus long-  Illumina, PacBio, ONT und Auswertung hinsichtlich Sequenzierungsplattform fir die 1-2 Jahre
reads) taxonomischer Auflésung, Read-Qualitat, Robustheit Organismengruppen des behordlichen

Biodiversitatsmonitorings

Alle Vergleich Metabarcoding und Vergleichende Datenerhebung basierend auf eDNA Strategische Entscheidung hinsichtlich hoch kurzfristig
Metagenomik (ankniipfbar an hinsichtlich taxonomischer Auflésung, Kosten, Robustheit langfristiger Sequenzierungstechnologie fir 1-2 Jahre
Vergleich der Sequenzierungs- die Organismengruppen des behordlichen
plattformen) Biodiversitatsmonitorings

Tabelle 1 Die identifizierten Liicken in Aussagekraft und Robustheit sowie die daraus abgeleiteten Meilensteine basieren auf den Ergebnissen der Literaturrecherche. Die
definierten Zielbilder beschreiben die Voraussetzungen, um die Methode fiir ein standardisiertes behordliches Bodenbiodiversitatsmonitoring anwendbar zu
machen. Jedes Zielbild ist mit einer Prioritat (hoch, mittel, niedrig) versehen, die die Dringlichkeit des jeweiligen Handlungsbedarfs bewertet. Die Zeithorizonte
fir die Umsetzung der Meilensteine sind in kurzfristig, mittelfristig und langfristig unterteilt und als Richtwerte zu verstehen. Sie kdnnen durch technische oder
methodische Anpassungen oder Ressourcenverfligbarkeiten (zum Beispiel Personal, finanzielle Mittel) beeinflusst werden. Die tatsachliche Umsetzung hangt
zudem vom jeweils angestrebten Zielbild ab.
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3.2 Organismenspezifische Entwicklungsschritte molekularbiologischer
Methoden

Im Folgenden werden fiir jede Organismengruppe die Forschungsliicken, erforderliche
Entwicklungsmeilensteine sowie die Zielbilder mit ihrer Priorisierung und Zeithorizonten
dargestellt. Wahrend sich die Zielbilder und Meilensteine zwischen den Gruppen inhaltlich
teilweise Uberschneiden, unterscheiden sich ihre praktische Umsetzung und Anforderungen
durch gruppenspezifische Besonderheiten.

3.2.1 Mikroorganismen

Bakterien und Archaeen

Das Metabarcoding ist fir die Erfassung der Biodiversitat und funktionellen Gruppen von
Bakterien in Boden bereits gut entwickelt. Wesentliche methodische Liicken bestehen fiir
Bakterien und Archaeen in der Primerspezifitat. Flir eine quantitative Biodiversitdtserfassung von
Bakterien und Archaeen missen interne Standards entwickelt werden, die eine Normierung tber
den gesamten Workflow (Extraktion, PCR, Sequenzierung) ermoglichen. Spike-in-DNA wird vor
der Extraktion zugegeben und erlaubt die relative Quantifizierung zwischen Proben sowie
systematische Verluste im Prozess, flir den routineméaRigen Einsatz im Monitoring sind sie jedoch
noch nicht validiert. Im Vergleich dazu kann der gPCR-Ansatz zuverldssig PCR-Inhibitoren messen
und ist methodisch deutlich besser mit standardisierten Protokollen etabliert. Die Prioritat fiir
dieses Zielbild ist als mittel eingestuft, da dies eine Verbesserung der bereits etablierten
Methoden darstellt, fiir die Umsetzung wird ein mittelfristiger Zeitraum von etwa 3-5 Jahren
angenommen.

Pilze

Fir ein konsistentes und robustes Monitoring von Pilzen ist eine verbindliche Harmonisierung der
Primerwahl, sowie der zugrunde liegenden Referenzdatenbanken erforderlich. Im Metabarcoding
von Pilzen haben sich bislang zwei Markerregionen etabliert (ITS1 und ITS2). Da Studien derzeit
entweder ITS1 oder ITS2 verwenden, sind die resultierenden Datensatze jedoch nicht unmittelbar
miteinander vergleichbar, weshalb eine Harmonisierung notwendig ist. Fiir ein standardisiertes
Monitoring sollte verbindlich die UNITE-Datenbank als Referenz herangezogen werden, da diese
eine von Expert*innen mit dokumentierter taxonomischer Expertise kuratierte, hochqualitative
Datenbank darstellt. Auf dieser Grundlage sollte kiinftig ein einheitlicher Marker, entweder ITS1
oder ITS2 oder eine klar definierte Kombination beider Regionen, verbindlich festgelegt und im
Monitoring standardmaRig angewendet werden. Entscheidend ist dabei nicht die Wahl einer
bestimmten Region, sondern deren konsequente und langfristig einheitliche Nutzung, um die
Vergleichbarkeit der Datensatze sicherzustellen. Dieses Zielbild wird als hoch priorisiert
eingestuft und ist kurzfristig (1-2 Jahre) erreichbar.

Protisten

Flr ein aussagekraftiges und robustes Monitoring von Protisten fehlen derzeit einheitliche
methodische Ansétze, die diese hochdiverse Organismengruppe zuverlassig erfassen kdnnen. Die
bestehende Referenzdatenbank (PR2) weist taxonomische Liicken auf, und die géngigen 18S-
Primer decken nur einen Teil der im Boden vorkommenden Protistengruppen ab. Daher ist die
Entwicklung optimierter Primer sowie die Erweiterung und Kuratierung der
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Referenzdatenbanken um bodenspezifische Linien erforderlich. Angesichts der enormen
taxonomischen Breite und Variabilitdt der Protisten stellt insbesondere der Wechsel auf langere
Markerregionen (zum Beispiel Full-Length 18S) mittels Long-Read-Sequenzierung oder der
Einsatz von Metagenomik eine vielversprechende Strategie dar, um die Biodiversitdt von
Protisten reprasentativer abzubilden als mit klassischen Short-Read-Ansatzen.

Dieses Zielbild besitzt aufgrund der funktionalen Bedeutung der Protisten eine hohe Prioritat.
Aufgrund der groRen Diversitat, der methodischen Komplexitdt und der Notwendigkeit neuer
Marker-Strategien ist die Umsetzung jedoch als langfristiges Vorhaben (> 5 Jahre) einzustufen.

3.2.2 Bodenfauna

Das Metabarcoding der Bodeninvertebraten befindet sich im Vergleich zu den pro- und
eukaryotischen Mikroorganismen (Bakterien, Archaeen, Pilze, Protisten) in einem friiheren
Entwicklungsstadium. Eine zentrale Herausforderung liegt darin, dass fir identische
Organismengruppen unterschiedliche Markergene und Primer verwendet werden und ein
einzelnes Markergen selten die gesamte faunistische Breite abdeckt. Universelle Primer binden
bei verschiedenen Taxa unterschiedlich effizient, und die genetische Variabilitat ist zwischen den
Gruppen stark unterschiedlich. Wahrend hyperdiverse Taxa wie Hornmilben mittels 18S rDNA
taxonomisch gut aufgelost werden kénnen, zeigen artenarme Gruppen wie Regenwiirmer bei
diesem Marker oft nur geringe genetische Distanzen (Kdninger et al. 2023). Diese genetischen
Unterschiede korrelieren dabei nicht proportional mit der taxonomischen Diversitat.

Um eine reproduzierbare Zuordnung molekularbiologischer Daten auf Art- oder Gattungsniveau
zu gewabhrleisten, ist eine systematische Evaluation bestehender Referenzdatenbanken (vor allem
BOLD, NCBI, GBOL) sowie die Identifikation der jeweils am besten geeigneten Markergene pro
Organismengruppe erforderlich. Die Bewertung der Datenbanken und Markergene hangt von der
taxonomischen Abdeckung der Marker in den Referenzdatenbanken ab. Die strategische
Harmonisierung von Datenbanken und Markern ist essentiell fir das molekularbiologische
Monitoring. Dieses Zielbild hat hohe Prioritat, ist jedoch insgesamt aufgrund gruppenspezifischer
Unterschiede als mittel- bis langfristiges Vorhaben (3 bis > 5 Jahre) einzustufen. Fir einzelne
Organismengruppen (zum Beispiel nur Hornmilben, nur Springschwénze) fallt der Zeitaufwand
jedoch deutlich geringer aus, hier kann die Erstellung und Auswertung informativer Datensatze
bereits kurzfristig (1-2 Jahre) realisiert werden.

Die bestehenden Referenzdatenbanken sind liickenhaft und weisen oft geografische
Schwerpunkte auf, die fiir ein bundesweites Monitoring wenig reprasentativ sind (zum Beispiel
viele Mikroarthropoden-Sequenzen aus Kanada in BOLD). Angesichts der hohen intraspezifischen
Variation und kryptischen Diversitdt der Bodenfauna ist eine geografisch passgenaue Abdeckung
des Untersuchungsgebiets jedoch entscheidend. Um Leit- oder Indikatorarten auf Basis solider
taxonomischer Zuordnung unabhangiger Datensatze zu erkennen, ist der Aufbau einer
reprasentativen, kuratierten und morphologisch validierten Referenzdatenbank unerlasslich.
Dieses Zielbild hat eine hohe Prioritdt und ist langfristig erreichbar (> 5 Jahre), kann aber durch
die friihzeitige Festlegung von gruppenspezifischen Markern beschleunigt werden.

Um vergleichbare und konsistente Ergebnisse zur Bodenfauna fiir das
Bodenbiodiversitatsmonitoring zu erhalten, missen standardisierte Protokolle fiir den gesamten
Workflow entwickelt werden Dies umfasst alle Schritte von der Probenahme (Bodenvolumen,
Replikate, Homogenisierung, Fangfliissigkeit bei comDNA) tber die Laborprozesse (DNA-
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Extraktion, PCR, Primerwahl) bis hin zur Sequenzierung und Bioinformatik. Dieses Zielbild ist
hoch priorisiert und fiir die gesamte Bodenfauna mittelfristig (3—5 Jahre) realisierbar und kann
zeitlich parallel bzw. ergdanzend zur Harmonisierung von Datenbanken und Markern durchgefiihrt
werden.

Die taxonomisch validierte Annotation molekularbiologischer Referenzdaten ist fiir das
Monitoring der Bodenfauna essentiell, da traditionelle Monitoringansatze auf Artebene arbeiten.
Informationen zu Arten sind notwendig, um Diversitat, das Vorkommen oder Fehlen bestimmter
Arten sowie Veranderungen von Indikatorarten zu erfassen. Dariiber hinaus liefert die
Artzuordnung 6kologische Informationen, da bei der Bodenfauna eine Gattung oder Familie oft
verschiedene funktionelle Gruppen umfasst. Dafiir sind zwei Schritte notwendig. Erstens, eine
Analyse, welches Markergen und welche bioinformatische Auswertung faunistische
Gemeinschaften moglichst genau an taxonomische Bestimmungen heranfiihrt. Zweitens, die
Etablierung einer Datenbank, die Artnamen mit 6kologischen Funktionen verknipft. Hierzu
existieren bereits Ansatze wie Edaphobase (www.eudaphobase.eu/edaphobase), Ecotaxonomy
(ecotaxonomy.org) oder EnchyTraits (C. Pelosi, R. Schmelz), die Biodiversitatsdaten mit
okologischen Kennwerten verknipfen. Diese Informationen kénnen Indikatoren fir
Bodenqualitat, Biodiversitdat und Landnutzungseffekte liefern und dienen als Grundlage, um
Metabarcoding-Sequenzdaten 6kologisch zu interpretieren. Sie kdnnen also ein Frithwarnsystem
liefern und erméglichen die Ableitung von Okosystemfunktionen und die Entwicklung von
zielgerichteten Managementplanen. Die funktionelle Zuordnung von Artnamen hat eine hohe
Prioritat und ist, abhangig von der Organismengruppe und der vorhandenen Datenlage,
kurzfristig (1-2 Jahre) bis mittelfristig (3—5 Jahre) erreichbar.

Fadenwiirmer

Das Metabarcoding von Fadenwiirmern (Nematoda) ist im Vergleich zu anderen
Bodenorganismen relativ weit fortgeschritten und weitgehend etabliert. Es gibt jedoch zwei
grundlegende Einschrankungen. Erstens ist die taxonomische Auflésung auf Artniveau mit 18S-
Primern, insbesondere in Kombination mit den anerkannten Referenzdatenbanken SILVA und
PR2, unzureichend. Um hochauflésende und robuste Gemeinschaftsdaten von Nematoden fir
das behdérdliche Monitoring zu erhalten, ist eine gezielte Sequenzierung relevanter Taxa zur
Aktualisierung und Erweiterung der Referenzdatenbanken notwendig. Dieses Ziel hat eine hohe
Prioritat und kann mittelfristig (3—5 Jahre) erreicht werden. Zweitens zeigt das Metabarcoding
mit den derzeit verwendeten Primern und Datenbanken eine geringe Sensitivitat fiir seltene
Gruppen, sodass vorwiegend dominante Gruppen in Biodiversitatsaufnahmen erfasst werden.
Um die Methode fiir das Bodenbiodiversitatsmonitoring robuster zu machen und sowohl
dominante als auch seltene Arten zuverldssig zu erfassen, sollte untersucht werden, inwieweit
eine hohere Sequenzierungstiefe, der Einsatz von Replikaten und gruppenspezifische Primer die
Sensitivitdat der Methode gegeniiber seltenen Taxa erhéhen. Diese Erkenntnisse sollten
gegebenenfalls in zukiinftige Standards einflieBen. Da die Bedeutung seltener Gruppen fiir die
Okosystemfunktionen und ihre Relevanz fiir das behérdliche Monitoring noch unklar ist, wird
dieses Ziel mit mittlerer Prioritdt eingestuft. Aufgrund der Herausforderungen bei der
Untersuchung seltener Gruppen wird der Zeithorizont fiir dieses Ziel auf mittel- bis langfristig (3
bis > 5 Jahre) angesetzt.
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Enchytrden

Das Metabarcoding von Enchytraen (Enchytraeidae) ist flir das behordliche Monitoring
besonders vielversprechend. Mit etwa 150 in Deutschland beschriebenen Arten liegt die
Diversitat in einem Bereich, der molekularbiologisch effizient erfassbar ist, ohne methodisch zu
komplex zu werden. Zudem bietet das Standardmarkergen COI eine solide taxonomische
Auflésung. Im Rahmen des ,,Scandinavian Barcoding of Life“-Projekts wurden morphologisch
validierte Referenzdaten zu Enchytrden mit Standortangaben und der Annotation kryptischer
Arten erstellt und sind seit Januar 2025 bei NCBI verfligbar (Erséus et al. 2023). Dadurch ist die
molekularbiologische Referenzdatenbank fiir Enchytrden derzeit vergleichsweise weit
fortgeschritten und gut kuratiert. Auf dieser Vorarbeit aufbauend erscheint die Erstellung einer
nahezu vollstandigen Referenzdatenbank fir Enchytraen in Mitteleuropa gut erreichbar, denn
eine systematische Erfassung der vorhandenen Arten sowie die Erweiterung der
Referenzdatenbank ist im Vergleich zu anderen, artenreicheren Gruppen oder solchen mit
weniger Datengrundlage einfacher. Dieses Ziel wird mit hoher Prioritat eingestuft, da es einen
hohen Kosten-Nutzen-Faktor bietet und mittelfristig (3—5 Jahre) umsetzbar sein sollte. Eine enge
Zusammenarbeit von Taxonom*innen und molekularbiologischen Laboren ist hierbei
entscheidend und wurde in der Zeitplanung bericksichtigt. Im Rahmen der Vervollstandigung
einer Referenzdatenbank fiir Enchytrden ergeben sich auch wichtige Synergien. Fir ein
hochauflésendes Biodiversitatsmonitoring, das eine zuverldssige Zuordnung von Sequenzen
innerhalb von Artkomplexen und die Erfassung der Verbreitung kryptischer Linien ermoglicht,
kann ein breit angelegtes Beprobungsprogramm mit phylogenetischen Analysen genutzt werden.
Dieses Programm dient der Erfassung kryptischer Arten, ihrer Barcodegene, ihrer
Verbreitungsgebiete und ihrer Okologie. Die Prioritit dieses Ziels sowie die damit verbundenen
Rahmenbedingungen entsprechen dem oben genannten Zielbild und werden mit hoher Prioritat
und mittelfristig (3—5 Jahre) eingestuft.

Enchytréden sind als Indikatorarten fur verschiedene Umweltfaktoren bekannt, denn Arten
unterscheiden sich in ihren Sensibilitaten gegenliber abiotischen (zum Beispiel Temperatur,
Feuchtigkeit, pH-Wert) und biotischen Faktoren (zum Beispiel Nahrungsverfligbarkeit). Das
Wissen Uber diese Sensibilitdten und die Funktionen einzelner Arten ist in der Literatur verstreut.
Eine zielgerichtete Bewertung der Bodenqualitdt durch funktional relevante Taxa sowie die
Uberwachung von Management- und MaRnahmenplanungen kénnten mit Enchytrden in vielen
Lebensraumtypen vermutlich gut durchgefiihrt werden. Um einen Uberblick {iber die Funktionen
und Indikatorarten zu erhalten, missten die bekannten Datensatze aus der Literatur
zusammengetragen und im besten Fall in einer Art-Merkmalsdatenbank vereint werden. Einen
Ansatz flr eine solche Datenbank gibt es bereits (EnchyTraits, initiiert von C. Pelosi und R.
Schmelz), jedoch wird sie derzeit wenig gepflegt. Dieses Zielbild ist relativ niederschwellig und
einfach zu erreichen, bringt jedoch groRen Informations- und moglicherweise Erkenntnisgewinn.
Daher wird die Erstellung einer Funktions- und Indikator-Datenbank mit hoher Prioritat
eingestuft. Aufgrund der guten Datenlage ist dieses Ziel kurzfristig (1-2 Jahre) erreichbar.

Flr Enchytrden ist das Bodenbiodiversitatsmonitoring mit eDNA/eRNA oder comDNA maglich.
Eine grundlegende Bewertung, welche molekularbiologische Methode effektiv und robust ist, ist
zu empfehlen. Moglicherweise ergeben sich entsprechende Ergebnisse aus laufenden Projekten,
wie BioDive4Soil (Umweltbundesamt, FKZ 3724 NK 601 0).
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Mikroarthropoden

Das Metabarcoding fir Mikroarthropoden (Springschwanze, Horn- und Raubmilben) ist bisher
wenig entwickelt, wobei Springschwanze noch als ,,die Eindugigen unter den Blinden” gelten,
wahrend flr Raubmilben fast keine Daten vorhanden sind. Fir die zuverlassige Identifizierung
dieser zum Teil hyperdiversen Taxa muss zunachst das bestmogliche Barcodegen festgelegt
werden. Fir Springschwanze gelten 16S rRNA und der D1- und D2-Abschnitt der 28S rRNA als
informative Kombination (Schneider et al. 2011), fir Hornmilben ist der D3-Abschnitt der 28S
rRNA ein empfohlener Barcodeabschnitt (Lehmitz und Decker 2017). Fiir Raubmilben (Gamasina)
gibt es derzeit keine Empfehlung. Bei der Markerwahl ist die unterschiedliche Mutationsrate der
Gene zu bericksichtigen. Wahrend die intraspezifische Varianz der 28S rRNA bei
Mikroarthropoden typischerweise um 1 % liegt, ist sie beim COI-Gen mit etwa 5-10 % deutlich
hoher (Young et al. 2019, 2021; Le Cadre et al. 2024). Diese Unterschiede spiegeln sich auch in
der taxonomischen Auflosung wider. Wahrend die 28S rRNA ein zuverldssiger Marker fur Familien
ist und in der Regel (aber nicht immer) auch Arten trennen kann, ist es mit COl moglich,
kryptische Linien zu unterscheiden und ihre raumliche Verbreitung nachvollziehen. Die Wahl
eines gemeinsamen Markergens fur die zuverldssige Bestimmung der Biodiversitat auf Art- oder
Gattungsebene ist daher erstrebenswert, um vergleichbare Daten zwischen diesen
Organismengruppen zu erhalten. Hierfiir ist eine systematische Evaluierung der
Referenzdatenbanken hinsichtlich der Abdeckung von Genen, Familien und Gattungen
erforderlich. Die taxonomische Auflésung und Robustheit verschiedener Barcodes kann mit in-
silico Tests mit den vorhandenen Daten untersucht werden. Die Evaluation und Selektion des
besten Barcodegens haben hohe Prioritat und sind kurzfristig (1-2 Jahre) erreichbar.

Aufbauend auf der Evaluation der besten Markergene (oder des besten Markergens) fir
Mikroarthropoden kdnnen weitere methodische Liicken bearbeitet werden. Das sind die kaum
kuratierten und sehr liickenhaft bis rudimentar befillten Referenzdatenbanken (hauptsachlich
BOLD, NCBI, GBOL oder MIDORI2). Da fir die Bewertung der Markergene die vorhandenen
Eintrage in den Referenzdatenbanken genutzt werden, kann darauf aufbauend oder parallel eine
taxonomische Erhebung durchgefiihrt werden, die relevante taxonomische Liicken in den
Datenbanken erfasst, um diese spater effizient und gezielt ergdnzen zu kénnen. Fiir neue
Referenzeintrage in den Datenbanken sollten mehrere Barcodegene genutzt werden, nicht
ausschlieBlich COl. Zur Identifikation geeigneter Barcodegene sollten neben bereits existierenden
Sequenzdatenbanken auch neu generierte Referenzgenome von Schliisseltaxa herangezogen
werden, um Barcodegene zu extrahieren. Neue Eintrage miissen auf Qualitdt und taxonomische
Korrektheit und Konsistenz tGberpriift werden, damit eine zuverldssige Bestimmung der
Biodiversitat auf Art- oder Gattungsebene beim Metabarcoding maoglich ist. Dieses Zielbild ist mit
hoher Prioritat bewertet und kann kurzfristig (1-2 Jahre) erreicht werden.

Um die Zuverlassigkeit, Robustheit und Vergleichbarkeit von Metabarcoding-Monitoring zu
gewahrleisten und damit eine sachgerechte Bewertung von Trends und Umweltzustdanden zu
ermoglichen, sind neben hochwertigen, kuratierten Datenbanken auch fir Mikroarthropoden
standardisierte experimentelle Protokolle fiir die Trennung der Tiere von der Bodenmatrix fir
molekularbiologische Analysen, der DNA-Extraktion, PCR-Bedingungen und Primerwahl,
Sequenzierung und bioinformatische Auswertung erforderlich. Dieses Zielbild wird hoch
priorisiert und kann mittelfristig (3—5 Jahre) erreicht werden.
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Eine grundsiatzliche strategische Uberlegung fiir das molekularbiologische Monitoring von
Mikroarthropoden sollte beriicksichtigen, dass der Gewinn von comDNA aufgrund der
Probenahme und der Austreibung der Tiere aus der Bodenmatrix relativ aufwendig ist. Flr diese
Organismengruppe konnte ein Monitoring mittels eDNA daher eine attraktive Alternative
darstellen. Bei der eDNA-Gewinnung fiir mikrobielle Gemeinschaften (1ISO11063:2020, siehe
“Verweis auf bestehende I1SO-Richtlinien”) wird der Boden im Vorfeld auf 2 mm gesiebt und
enthélt somit die Mesofauna (Mikroarthropoden sowie den GroRteil der Enchytrden). Im
Rahmen des Projekts ,Standardisierung genetischer Verfahren zur Charakterisierung von
ausgewadhlten Arten von Bodeninvertebraten als Voraussetzung von deren Nutzung zur
Bodenqualitatsbeurteilung” (Metalnvert), das durch das Bundesministerium flir Wirtschaft und
Klimaschutz (BMWK) im Rahmen der WIPANO-Forderlinie geférdert wurde (https://metainvert-
iso.senckenberg.science/de/), wurden bereits grundlegende Arbeiten zur Standardisierung
comDNA-basierter Ansatze flir Bodeninvertebraten durchgefiihrt. Dabei standen insbesondere
die comDNA-Extraktion, Metabarcoding-Analysen sowie die Reproduzierbarkeit der Verfahren
zwischen Laboren im Fokus. Ein Vorteil von comDNA-Daten ist, dass Relikt-DNA weitestgehend
ausgeschlossen werden kann. Eine fundierte Entscheidung lber die geeignetste Methode fiir das
behordliche Bodenbiodiversitaitsmonitoring sollte auf empirischen Daten basieren.

Regenwiirmer

Es wird empfohlen, den Einsatz molekularbiologischer Verfahren im behdérdlichen Regenwurm-
Monitoring gezielt zu priifen und ihren Mehrwert im Vergleich zu etablierten Standardmethoden
zu bewerten. Drei wesentliche Nachteile des traditionellen Monitorings von Regenwiirmern sind:

P der zeit- und personalaufwendige Prozess der Handauslese der Tiere,
P die Totung der Tiere fir die anschlieBende Bestimmung, sowie
P die Schwierigkeit der zuverlissigen morphologischen Artbestimmung juveniler Individuen.

Die Nutzung von eDNA kann den Prozess der Probenahme und Bestimmung erheblich
vereinfachen und beeintrachtigt die Tiere nicht wesentlich. Allerdings kann eDNA keine Angaben
zur Abundanz oder Biomasse liefern, und die Herkunft der regenwurmspezifischen DNA bleibt
unklar, da sie aus sehr kleinen juvenilen Individuen, Kokons, regenwurmeigenen Zellen im Kot
oder Relikt-DNA stammen kann. Da eDNA im Boden sehr stabil sein kann, kdnnten auch Arten
detektiert werden, die nicht mehr auf der Flache vorkommen. Der am haufigsten verwendete
Regenwurmmarker (16S rRNA) produziert ein sehr kurzes Fragment (< 100 bp), was die
taxonomische Zuordnung erschwert und die Detektion falscher Positiver wahrscheinlicher macht.

Das Metabarcoding von comDNA vermeidet einige Nachteile der eDNA, da nur auf der Flache
gesammelte Individuen in die Analyse eingehen. Zwar kénnen alle Individuen, auch juvenile,
ohne taxonomische Expertise hochauflésend auf Art bestimmt werden, aber die Tétung der
Individuen ist obligatorisch und der aufwendige Prozess der Handauslese bleibt bestehen. Fir
comDNA werden meist Gewebeproben (zum Beispiel einige Schwanzsegmente) verwendet, da
der Regenwurmdarm Erde enthalt, die molekularbiologische Prozesse inhibiert. Auch wenn die
taxonomische Bestimmung prinzipiell entfallt, bleibt hierfiir ein gewisser personeller Aufwand
bestehen, der jedoch die Moglichkeit eréffnet, parallel Abundanz und Biomasse auf
Populationsebene zu erfassen.
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Die Anwendung von Metagenomik basierend auf eDNA schlieRt Regenwurm-DNA automatisch
mit ein. Das Sammeln und Praparieren von Individuen sowie labortechnische Verfahren wie PCR
mit regenwurmspezifischen Primern entfallen. Allerdings ist noch nicht klar, in welchem Ausmal3
Relikt-DNA oder Regenwurm-DNA die Biodiversitat der Ergebnisse bestimmen. GroRRere
Individuen fehlen beispielsweise in der eDNA, da Bodenproben in der Regel auf 2 mm gesiebt
werden, sie kdnnen jedoch tiber DNA-Spuren dennoch im Datensatz erscheinen. Abundanz und
Biomasse kdnnen auf diese Weise jedoch nicht erfasst werden. Molekularbiologische Verfahren
auf Basis von eRNA (RNA-Metabarcoding, Metatranskriptomik) kdnnen den Anteil an Relikt-DNA
Signalen verringern, missen aber in vergleichenden Studien mit Mock Communities validiert
werden, um ihre Zuverlassigkeit bei der Erfassung der Regenwurm-Diversitdt und den Mehrwert
fiir Okosystemfunktionen zu bestimmen.

Metabarcoding wurde fiir Regenwirmer (Lumbricidae) bereits in mehreren Studien erfolgreich
eingesetzt. Die Interpretation der Ergebnisse ist jedoch nicht immer eindeutig. Taxa kénnen
molekularbiologisch nachgewiesen werden, die in parallel erhobenen morphologischen
Vergleichsproben nicht auftreten. Der Ursprung dieser DNA bleibt unklar (Relikt-DNA oder nicht
erfasste Organismen). Im Rahmen von Monitoringprojekten, die bereits mehrere
Organismengruppen (zum Beispiel Bakterien, Archaeen, Pilze oder Protisten) mithilfe von
Metagenomik erfassen, sollte gepriift werden, ob die Erfassung von Regenwiirmern erganzend
integriert werden kann. Dies kénnte die Effizienz steigern und Synergien nutzen.

Aufgrund der Vor- und Nachteile der traditionellen und molekularbiologischen Methoden
(eDNA/eRNA und comDNA, Metabarcoding, Metagenomik/Metatranskriptomik) muss die
Kosten-Nutzen-Abwagung strategisch bedacht werden. Eine sorgfaltige Bewertung der
methodischen, praktischen und finanziellen Vorteile sowie des Mehrwerts molekularbiologischer
Verfahren in Bezug auf den Umfang des Monitorings von Regenwiirmern ist grundlegend
empfohlen. Dieses Zielbild hat hohe Prioritat und kann kurzfristig (1-2 Jahre) erarbeitet werden.

Flr ein zukunftsfahiges, standardisiertes und methodisch validiertes Monitoring von
Regenwirmern, das molekularbiologische und traditionelle Ansatze effektiv kombiniert und die
Tiere effizient, vergleichbar und vollstandig erfasst, ist es erforderlich, Labor-, Sequenzierungs-
und bioinformatische Analyseprotokolle zu standardisieren und ein einheitliches Markergen
festzulegen. Zurzeit werden 16S rRNA und COI parallel verwendet, deren Ergebnisse aufgrund
unterschiedlicher taxonomischer Auflosung nicht direkt vergleichbar sind. Dieses Zielbild hat
ebenfalls hohe Prioritdt und ist kurzfristig (1-2 Jahre) umsetzbar.

AbschlieBend sollte eine strategische Grundsatzentscheidung getroffen werden, ob das
Regenwurmmonitoring zukiinftig klassisch, molekularbiologisch oder in einer kombinierten Form
erfolgen soll. AuBerdem sollte gepriift werden, ob invasive Arten, zum Beispiel der Familie
Megascolecidae (Amynthas spp. und Metaphire spp.) in das Monitoring aufgenommen werden
sollten.
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Tab. 2: Organismenspezifische Bewertung des Metabarcoding.

Organismen-

gruppe

Mikroorganismen
(Bakterien,

Archaeen)

Pilze

Protisten

Bodenfauna

Bodenfauna

Quantifizierung (semiquantitativ)
nicht standardisiert, Erfassung des

Off-target Anteils wichtig

uneinheitliche Verwendung der ITS-
Primer (ITS1, ITS2)

uneinheitliche

Referenzdatenbanken

lickenhafte Abdeckung in der PR2-

Referenzdatenbank

starker taxonomischer Bias mit 18S-

Primern

uneinheitliche Markerwahl (18S,
28S, 16S, COl)

Referenzdatenbanken sehr

unvollstandig

Meilenstein

Interne Standards fir absolute
Quantifizierung mittels spike-in DNA
und gPCR, beziehungsweise ddPCR

Kalibrierung

Harmonisierung der Primerwahl

Etablierung mit kuratierter
Referenzdatenbank (empfohlen wird
UNITE)

Design alternativer 18S-Primer

Erweiterung und Kuratierung der PR2
Referenzdatenbank um

bodenspezifische Linien

Vergleich und Evaluation der
Referenzdatenbanken fiir die
verschiedenen Markergene und
Auswahl des am besten geeigneten
Markergens fir Bodenfauna,
insgesamt und fiir die hier

verwendeten Organismengruppen

Aufbau einer Referenzdatenbank mit

morphologisch validierten Sequenzen

Zielbild

Quantitative Biodiversitdtserfassung mit

vergleichbaren Haufigkeiten der Taxa

konsistentes und robustes Monitoring, international
und Uber Zeitreihen hinweg vergleichbar, stabile

taxonomische Zuweisung fir unabhangige Datensatze

Deutlich verbesserte Detektion zentraler Linien und

robuste taxonomische Zuweisung

Reproduzierbare Zuordnung von molekularen Daten

zu Arten oder Gattungen

Erkennung von Leitarten aufgrund solider
taxonomischer Zuordnung unabhéangiger Datensatze

(historische eDNA-Proben, internationale Datenséatze)

Prioritdt Zeithorizont

mittel

hoch

hoch

hoch

hoch

mittelfristig
(3-5 Jahre)

Kurzfristig
(1-2 Jahre)

langfristig
(> 5 Jahre)

mittelfristig bis
langfristig
(3 bis > 5 Jahre)

langfristig
(> 5 Jahre)
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Bodenfauna

Bodenfauna

Fadenwiirmer

Fadenwiirmer

Enchytrden

Enchytrden

fehlende Standardisierung,
uneinheitliche Extraktions- und
PCR-Protokolle, fehlende Ringtests

funktionelle Zuordnung

taxonomische Auflésung mit 18S-
Primern in SILVA und PR2 auf

unzureichendem Artniveau

geringe Sensitivitat flr seltene

Gruppen

Datenbank (NCBI) hat sich deutlich
verbessert aufgrund des
Scandinavian Barcode of Life
Projektes, weiterer Aufbau fiir

Deutschland notwendig

kryptische Arten vorhanden, aber

Dimension unbekannt, Festlegung
eines Standardgens fiir Monitoring
(Erséus et al. 2023)

Evaluierung durch Ringtests und
Festlegung von Standards fir PCR-

Protokolle, Primer,

Sequenzierungstiefe, bioinformatische

Analysetools

Datenbank, die Arthnamen mit

Funktionen verbindet

gezielte Sequenzierung von
relevanten Taxa zur Aktualisierung
und Erweiterung der

Referenzdatenbanken

Verbesserung der Erfassung seltener
Taxa durch hohere
Sequenzierungstiefe, Einsatz von
Replikaten und gruppenspezifischen

Primern

Sequenzierung morphologisch

validierter Arten

breit angelegtes Sampling-Programm

mit phylogenetischen Analysen zur
Erfassung kryptischer Arten, ihrer

Barcodegene, ihrem

Verbreitungsgebiet und ihrer Okologie

Vergleichbare, reproduzierbare und konsistente

Ergebnisse flr Bodenbiodiversitatsmonitoring

Zielgerichtete Bodenbewertung, Frilhwarnsystem,
Ableitung von Okosystemfunktionen als Grundlage fiir
die Entwicklung von zielgerichteten

Managementplanen.

hochauflosende, robuste Referenzdatenbank

robuste Methode fiir Bodenmonitoring, die dominante

und seltene Arten zuverlassig erfasst

nahezu vollstandige Referenzdatenbank

hochauflésendes Biodiversitdtsmonitoring von
Enchytraen, mit zuverldssiger Zuordnung der

Sequenzen innerhalb von Artkomplexen

hoch

hoch

hoch

mittel

hoch

hoch

mittelfristig
(3-5 Jahre)

je nach
Organismen-
gruppe*
kurzfristig oder

mittelfristig

Mittelfristig
(3-5 Jahre)

mittel- bis
langfristig
(3 bis > 5Jahre)

mittelfristig
(3-5 Jahre)

mittelfristig
(3-5 Jahre)
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Enchytrden

Mikroarthropoden
(Springschwiénze,
Horn- und

Raubmilben)

Mikroarthropoden
(Springschwanze,
Horn- und

Raubmilben)

Mikroarthropoden
(Springschwanze,
Horn- und

Raubmilben)

Regenwiirmer

Ubersicht {iber Funktionen und

Indikatorarten

kein geeigneter Barcode als
Alternative fiir das zum Teil

hochvariable COI-Gen vorhanden

schlecht kuratierte und sehr
unvollstandige bis rudimentare
Referenzdatenbank (BOLD, NCBI)

uneinheitliche Methodik, und daher
nicht vergleichbare Datensatze, zum
Beispiel aufgrund der Verwendung
unterschiedlicher Primer fiir

dasselbe Markergen

Der Mehrwert der molekularen
Methoden fir Regenwirmer ist
unklar. Regenwirmer bieten hohe
funktionelle Auflésung tber die
Artnamen und das Monitoring ist

am Besten etabliert, allerdings:

Zusammentragen von bekannten
Datensatze (Literatur), inklusive einer
Art-Merkmalsdatenbank (wie
EnchyTraits von Celine Pelosi, Rudiger

Schmelz)

in-silico-Tests, die taxonomische
Auflosung und Robustheit

verschiedener Barcodes untersuchen

Datenbankenevaluation nach Genen,
Familien und Gattungen und
Kuratierung, um zu erfassen, welche

Taxa fehlen

Standardisierung der Protokolle fiir
DNA-Extraktion und PCR, der
Sequenzierungstiefe und der
bioinformatischen Auswertung.
Festlegung des/der Barcodes fiir

verschiedene Gruppen.

Evaluierung der methodischen,
praktischen und finanziellen Vorteile
der molekularen Methoden mit
Entscheidung fiir die Strategie des

zukiinftigen Regenwurmmonitorings.

zielgerichtete Bewertung der Bodenqualitdt durch hoch
funktional relevante Taxa und zielgerichtete

Management- und MaBnahmenplanung

Identifizierung und Festlegung des bestmdglichen hoch

Barcodegens fiir zum Teil hyperdiverse Taxa

Erfassung der Moglichkeiten fir eine zuverldssige hoch
Bestimmung der Biodiversitat auf Art- oder

Gattungsebene

Verbesserung der Zuverladssigkeit, Robustheit und hoch
Vergleichbarkeit von Monitoringergebnissen, die die
Genauigkeit, Aussagekraft und Bewertung von Trends

und Umweltzustanden erlauben

Ein zukunftsfahiges, standardisiertes und methodisch hoch
validiertes Monitoring, das molekulare und

traditionelle Ansatze effektiv kombiniert, um

Regenwiirmer effizient, vergleichbar und vollstandig

zu erfassen. Dies ermoglicht zudem eine fundierte
Zustandsbewertung der Boden sowie die

Nachverfolgung ihrer Entwicklung im Zuge von

VerbesserungsmalRnahmen.

Kurzfristig
(1-2 Jahre)

kurzfristig
(1-2 Jahre)

kurzfristig
(1-2 Jahre)

mittelfristig
(3-5 Jahre)

kurzfristig
(1-2 Jahre)
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Regenwiirmer kann comDNA kryptische Arten und
Juvenile bestimmen, aber die

Sammlung ist sehr aufwendig

Regenwiirmer kann eDNA nicht quantifizieren
oder Biomasse bestimmen, und der
Einfluss von Relikt-DNA ist
unbekannt, aber Datenaufnahme ist
deutlich weniger invasiv und
zeitsparender als bei traditionellen
Methoden oder comDNA

einheitliches Markergen (16S oder hoch
COl), deutliche Verbesserung der

Referenzdatenbanken notwendig

Standardisierung der DNA- hoch
Extraktions- und PCR-Protokolle und

der bioinformatischen Analysen.

Evaluation der Relikt-DNA notwendig

Uber Mock- und Zeitreihenanalysen.

kurzfristig
(1-2 Jahre)

mittelfristig
(3-5 Jahre)

Tabelle 2 Die identifizierten Licken in Aussagekraft und Robustheit sowie die daraus abgeleiteten Meilensteine basieren auf den Ergebnissen der Literaturrecherche und

umfassen vor allem Primer/Marker, Referenzsdatenbanken und die Validierung der Methode. Die definierten Zielbilder beschreiben die Voraussetzungen, um die

Methode fir ein standardisiertes behordliches Bodenbiodiversitatsmonitoring anwendbar zu machen. Jedes Zielbild ist mit einer Prioritat (hoch, mittel, niedrig)

versehen, die die Dringlichkeit des jeweiligen Handlungsbedarfs bewertet. Die Zeithorizonte fiir die Umsetzung der Meilensteine sind in kurzfristig, mittelfristig

und langfristig unterteilt und als Richtwerte zu verstehen. Sie kénnen durch technische oder methodische Anpassungen oder Ressourcenverfiigbarkeiten (zum

Beispiel Personal, finanzielle Mittel) beeinflusst werden. Die tatsachliche Umsetzung hangt zudem vom jeweils angestrebten Zielbild ab. * Bodenfauna: die

Entwicklungsdauer unterscheidet sich zwischen den Organismengruppen und reicht von kurzfristig (zum Beispiel 1-2 Jahre fir Fadenwirmer, Enchytraen,

Regenwiirmer) bis mittelfristig (3—5 Jahre, zum Beispiel fiir Mikroarthropoden, Fadenwiirmer).
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4 Entwicklungsschritte genombasierter Analysemethoden

Metagenomik und Metatranskriptomik sind etablierte Methoden im Forschungsbereich von
Bakterien, Archaeen, Protisten und Pilzen, werden aber im Biodiversitaitsmonitoring allgemein
nicht systematisch eingesetzt. Es zeichnet sich in der Literatur eine Tendenz ab, dass sie langfristig
PCR-basierte Verfahren wie das Metabarcoding erganzen oder ersetzen kdnnten. Fiir die
Bodenfauna wurden diese Methoden jedoch bislang nur eingeschrankt angewendet. Pilotstudien
konzentrierten sich Gberwiegend auf mitochondriale Genome (Arribas et al. 2016, 2021, Andujar
et al. 2015) und schopften somit das Potential der Metagenomik (genomische Vollstandigkeit)
nicht aus, was daher nur begrenzte Aussagen zur Leistungsfahigkeit dieser Methode fir die
Bodenfauna erlaubt. Fiir die Metatranskriptomik existieren bislang nur vereinzelte Studien die
Bodeninvertebraten untersuchten (Collins et al. 2023). Der geringere Einsatz der genombasierten
Methoden im Vergleich zum Metabarcoding lasst sich darauf zurlickfiihren, dass diese Techniken
methodisch noch relativ jung sind, sowohl hinsichtlich der Sequenzierungstechnologie als auch in
der Entwicklung der bioinformatischen Datenauswertung. Da Metagenomik und
Metatranskriptomik ohne Primer auskommen, werden ihre notwendigen Entwicklungsschritte
methodisch und nicht organismenspezifisch bewertet. Fiir Pilze wird im Kontext von Metagenomik
und Metatranskriptomik keine Bewertung vorgenommen, da aus der Literaturrecherche im
Rahmen dieses Gutachtens kein klarer Mehrwert gegenliber Metabarcoding abzuleiten war.

Genombasierte Verfahren haben im Vergleich zum Metabarcoding mehrere wesentliche Vorteile.
Erstens sind sie PCR-freie Verfahren, was bedeutet, dass es keine Selektion oder
Uberreprasentation von Organismen aufgrund der Primerwahl oder stochastischer Effekte
wahrend der Amplifikation gibt. Zweitens, einer der deutlichsten Vorteile der PCR-freien Ansatze
liegt in der direkten Sequenzierung der DNA aus den Proben, was die Anzahl der technischen
Schritte im Labor erheblich reduziert. Dies minimiert sowohl systemische als auch laborspezifische
Fehler und verringert die Anzahl der zu standardisierenden technischen Schritte. Drittens entfallt
die Entwicklung von Primern fiir Markergene und Organismengruppen, was ein sehr zeitintensiver
Prozess sein kann. Viertens entfallt die Notwendigkeit, eine Auswahl an Markergenen zu treffen, da
durch die Genomsequenzierung alle gangigen Marker vorhanden sind, was wiederum den
labortechnischen Aufwand erheblich reduziert. Flinftens wird mit einem einzigen
Sequenzierungslauf die gesamte Lebensgemeinschaft der Probe organismeniibergreifend
sequenziert und anschlieBend ausgewertet. Auch dies reduziert die Anzahl der labortechnischen
Schritte im Vergleich zum Metabarcoding erheblich, da nicht fiir jede Organismengruppe von
Interesse ein oder mehrere PCRs notwendig sind. Sechstens korreliert die Anzahl der
sequenzierten Reads in der Metagenomik grundsatzlich besser mit der Biomasse der Organismen,
da der PCR-basierte Vervielfaltigungsschritt entfallt. Allerdings sind noch umfassende und
belastbare empirische Validierungen erforderlich (Schmidt et al. 2022).

Das Erreichen dieser Zielbilder (Standardisierung, Referenzdatenbank) zu genombasierten
Methoden ist mit der Prioritat mittel bewertet, da die Bedeutung der Metagenomik fiir das
behordliche Biodiversitatsmonitoring noch unklar ist. Der Zeithorizont ist insgesamt als langfristig
(> 5 Jahre) eingestuft, kann aber fiir einzelne Organismengruppen kurz- (1-2 Jahre) oder
mittelfristig (3—5 Jahre) erreicht werden.
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4.1 Aufbau von Referenzgenomen

Ein noch grundlegender Nachteil der genombasierten Verfahren, im Vergleich zum Metabarcoding,
ist die vergleichsweise geringe Anzahl an Referenzgenomen. Dies liegt zum einen daran, dass
Genomsequenzierungen fir Referenzdatenbanken aufwendiger und kostenintensiver sind als
einzelne Barcode-Sequenzen, und zum anderen, dass die Methoden noch nicht so lange etabliert
sind wie die Sequenzierung einzelner Markergene (DNA-Barcodes). Da sowohl| Metabarcoding als
auch genombasierte Methoden fiir die Bodenfauna bisher wenig angewendet werden, sollte
strategisch abgewogen werden, ob kiinftig in eine barcode-basierte oder eine genombasierte
Referenzdatenbank investiert wird. Barcode-basierte Referenzdatenbanken kénnen mittelfristig
schneller und kostenglinstiger aufgebaut werden, wiahrend genombasierte Referenzdaten langer
brauchen, um generiert zu werden, aber langfristig einen umfassenderen und nachhaltigen Ansatz
darstellen kdnnten, da sie pro Referenz eine Vielzahl an Barcode-Genen enthalten.

Im Rahmen dieser Entscheidung sollte berlicksichtigt werden, fiir welche Organismengruppen
Investitionen in Metagenomik und damit in den Aufbau einer Referenzdatenbank langfristig den
groBten Nutzen bringen, wahrend flir andere Gruppen Metabarcoding ausreichend bleibt. Dabei
ist unter anderem die Qualitat der vorhandenen Referenzgenome zu beriicksichtigen. Viele der
derzeit in Referenzdatenbanken verfligbaren Genome sind unvollstandig oder unzureichend
annotiert, was funktionelle Analysen einschrankt. Zudem unterscheiden sich die hinterlegten
Genome stark von ihrer Qualitdt. Welche Auswirkungen Referenzgenome minderer Qualitat auf die
taxonomische Annotation fiir Metagenomikdaten haben, ist bislang nicht eindeutig geklart. Flr
jede ausgewahlte Organismengruppe sollte daher gepriift werden, welche zusatzlichen
Referenzgenome bendotigt werden und welche Mindeststandards flir Qualitdt und Annotation
gelten, um Metagenomik zuverldssig im Monitoring einzusetzen.

Ein vielversprechender Schwerpunkt flir genombasierte Verfahren ist die Organismengruppe der
Protisten. Diese zeichnen sich durch eine auBergewohnlich hohe genetische und phylogenetische
Diversitat aus, sodass bislang kein einzelnes Markergen die Gruppe zuverlassig und vollstandig
erfasst. Aufgrund der grofRen Diversitdt innerhalb von Alveolata, Rhizaria, Stramenopila und
Excavata flihren Metabarcoding-Primer dazu, dass bestimmte Linien bevorzugt oder andere
vollstandig verfehlt werden. Metabarcoding bleibt fiir Protisten daher selektiv und lliickenhaft.
Trotz der Tatsache, dass viele Protisten nicht kultivierbar sind, existieren mittlerweile praktikable
Strategien, um Referenzdatenbanken kontinuierlich zu erweitern (Seeleuthner et al. 2018;
Schoenle et al. 2025). Metagenomik bietet daher einen vielversprechenden Ansatz, um diese
Organismengruppe reprasentativer zu erfassen.

Auch fiir Mikroarthropoden (Springschwéanze sowie Horn- und Raubmilben) konnten
genombasierte Verfahren strategisch vorteilhaft sein. Fiur diese Gruppen existiert bislang kein
einzelner Barcode-Marker, der eine taxonomische Zuordnung aller Arten zuverldssig ermoglicht.
Metagenomische Ansdtze kdnnen aufgrund der gréBeren Menge genetischer Information
potenziell umfassendere und genauere Klassifikationen liefern. Zudem besitzen Mikroarthropoden
haufig relativ kleine Genome mit wenigen repetitiven Regionen, was Sequenzierung und
Genomassemblierung erleichtert und genombasierte Verfahren aus praktischer und
wirtschaftlicher Sicht umsetzbar erscheinen lasst. Im Gegensatz dazu verfligen einige andere
Organismen, wie der Regenwurm Lumbricus terrestris (Blaxter et al. 2023), (iber sehr grof3e und
komplexe Genome, was die Erstellung von Referenzgenomen und -transkriptomen aufwendig und
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kostenintensiv macht. Fiir solche Gruppen sind genombasierte Verfahren derzeit weniger
empfehlenswert.

Um die Priorisierung und Umsetzung genombasierter Methoden fundiert zu beurteilen, ist eine
Bestandsaufnahme der bereits verfligbaren Genome in Referenzdatenbanken wie NCBI RefSeq,
Ensembl oder Genome Warehouse sinnvoll. Ergdnzend sollte in-silico untersucht werden, welchen
Effekt die Genomqualitat auf die taxonomische Annotation fiir Metagenomik hat. Auf dieser
Grundlage lasst sich bewerten, fiir welche Organismengruppen weitere Referenzgenome bendtigt
werden und welche Mindestqualitat diese erfiillen sollten. Eine solche Evaluation wird als hoch
priorisiert eingestuft, da sie die Grundlage fiir das behordliche Monitoring mit
molekularbiologischen Verfahren bildet und die Vor- und Nachteile von PCR- und genombasierten
Methoden fir die jeweiligen Gruppen kldren kann. Fiir Mikroarthropoden kann eine
entsprechende Evaluation relativ kurzfristig (1-2 Jahre) durchgefiihrt werden, eine umfassende
Analyse aller relevanten Organismengruppen erfordert einen mittelfristigen Zeitraum (3 bis > 5
Jahre).

4.2 Standardisierung durchfiihren

Fiir genombasierte Verfahren (Metagenomik und Metatranskriptomik), genauso wie fir das PCR-
basierte Metabarcoding, ist die Entwicklung und Standardisierung von Laborprotokollen und
bioinformatischer Pipelines fiir alle Organismengruppen unerlasslich, um vergleichbare und
Biodiversitats- und Funktionsprofile mit reproduzierbarer Datenqualitat zu erzeugen. Im Gegensatz
zum Metabarcoding erfordern genombasierte Verfahren einen deutlich hoheren Bedarf an
bioinformatischer Expertise sowie den Einsatz leistungsfahiger Rechenressourcen (High-
Performance-Computing, HPC). Dies ist auf die erheblich groReren Datenmengen sowie den noch
nicht vollstandig etablierten Entwicklungsstand der Analysepipelines zurtickzufihren.

Die bioinformatische Auswertung von Metagenomik- und Metatranskriptomik-Daten umfasst
mehrere Schritte. Zuerst erfolgen die Qualitatskontrolle, das Trimmen und Filtern der Rohdaten.
AnschlieBend (optional) werden redundante Reads entfernt und die Reads zu einer
Referenzdatenbank oder an einem Genom ausgerichtet (mapping). Darauf folgt die Assembly, also
das Zusammenfiigen der Reads zu kontinuierlichen Sequenzen (contigs). Nach der Assembly
werden die Contigs taxonomisch annotiert. Flr diese Schritte steht eine Vielzahl an
Softwarel6sungen zur Verfligung, verbreitete Werkzeuge sind unter anderem Kraken2 oder QIIME,
daneben kommen auch Programme wie DIAMOND (proteinbasierte Klassifizierung) oder MGS-Fast
(schnelle metagenomische Klassifizierung) zum Einsatz. Fiir ein konsistentes Monitoring sollte
jedoch ein einheitliches, validiertes Analysewerkzeug verwendet werden, um standardisierte und
damit vergleichbare Ergebnisse sicherzustellen. Nach der taxonomischen Annotation kann eine
funktionale Annotation erfolgen, bei der Gene und deren Funktionen identifiziert und kategorisiert
werden. Die Komplexitat dieser Schritte hangt von Fragestellung, Zielsetzung und verfiigbaren
Ressourcen ab. Haufig werden Standardparameter genutzt, die jedoch je nach Organismengruppe
unterschiedlich geeignet sein kénnen. Wie beim Metabarcoding existieren auch fir genombasierte
Verfahren bislang keine etablierten oder standardisierten bioinformatischen Pipelines. Die
Entwicklung einer an die jeweiligen Organismengruppen angepassten, standardisierten
Auswertungspipeline ist daher als langfristig sinnvoll einzuschatzen, da sie die Grundlage fur
reproduzierbare und belastbare Monitoringdaten bildet.
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Fiir die Validierung und Standardisierung der Methoden sind Ringversuche mit
Mock-Gemeinschaften sowie genomischer DNA beziehungsweise RNA, die aus definierten
Gemeinschaften extrahiert wurde, erforderlich. AuBerdem sollte die optimale Sequenzierungstiefe
ermittelt werden, die erforderlich ist, um alle relevanten Organismengruppen in natirlichen
Gemeinschaften ausreichend abzudecken. Da sich genombasierte Verfahren noch im
Entwicklungsstadium befinden und ihr konkreter Mehrwert fiir das behordliche
Bodenbiodiversitdtsmonitoring erst noch nachgewiesen werden muss, wird die Prioritdt dieses
komplexen Zielbilds, das alle Organismengruppen einschlielt, als mittel eingestuft und ein
langfristiger Zeithorizont (> 5 Jahre) Zeithorizont angesetzt ist.

4.3 Metatranskriptomikspezifische Entwicklungsschritte

Im Allgemeinen kann aus Boden entnommene RNA entweder ohne gezielte PCR-Amplifikation
direkt sequenziert werden (,,shotgun®, oder PCR-freie Metatranskriptomik, analog zur
Metagenomik) oder, wie beim Metabarcoding, gezielt (iber Primer bestimmte Markergene aus der
cDNA amplifiziert und sequenziert werden (RNA-basiertes Metabarcoding). In diesem Gutachten
wird unter ,,Metatranskriptomik” ausschlief3lich die PCR-freie Sequenzierung der Gesamtheit der
im Boden vorliegenden RNA betrachtet.

Der grundlegende Unterschied zu DNA-basierten Methoden besteht darin, dass RNA-Molekiile die
zum Zeitpunkt der Probenahme aktiv exprimierten Gene wiedergeben und damit direkte Einblicke
in Biosynthese-, Abbau- und Stressreaktionswege der Gemeinschaft liefern kdnnen. DNA-basierte
Ansatze erfassen dagegen primar die potenzielle genetische Kapazitdt und Biodiversitat einer
Gemeinschaft, wobei Signale durch Relikt-DNA verzerrt werden kénnen. Dagegen hat die RNA-
Fraktion im Boden, insbesondere mRNA, deutlich kiirzere Halbwertszeiten als DNA, wodurch dieser
Bias potenziell reduziert wird. In welchem Ausmal dies tatsachlich zu einer geringeren Relevanz
von Relikt-Signalen fiihrt, ist jedoch fiir verschiedene Bodentypen und Nutzungskontexte noch
nicht systematisch untersucht (Cristescu 2019).

Mehrere Reviews zeigen das grolRe Potenzial der Metatranskriptomik, um Okosystemfunktionen zu
erfassen. RNA-basierte Community-Profile korrelieren in Studien enger mit Umweltvariablen als
DNA-basierte Profile (Meyer-Dombard et al. 2020; Franzosa et al. 2015; Laroche et al. 2016;
Cristescu 2019). Experimentelle Arbeiten zu Abbaukurven weisen darauf hin, dass RNA eine feinere
zeitliche Auflosung als DNA bietet (Qian et al. 2024; Scriver et al. 2023; Che-Pelecier et al. 2025;
Morgado-Gamero et al. 2025). Die Kombination von eDNA und eRNA stellt daher einen
vielversprechenden Ansatz fir das Biomonitoring dar, ist jedoch mit zeitlichen und finanziellen
Kosten verbunden und erfordert entsprechende Expertise zur Auswertung der Daten (Laroche et
al. 2017). Trotz des vielversprechenden Erkenntnisgewinns durch die Kombination von eDNA und
eRNA im Biomonitoring, ist es wichtig, strategisch zu lberlegen, in welchem Rahmen der Einsatz
von eRNA tatsdchlich sinnvoll ist. Fiir ein flichendeckendes Biodiversitatsmonitoring ohne
funktionellen Bezug oder bei geringerer raumlicher und zeitlicher Auflésung sollte der Nutzen von
eRNA hinterfragt werden.

Ein weiterer Vorteil der Metatranskriptomik gegeniiber der Metagenomik besteht darin, dass eine
geringere und damit potenziell kostengiinstigere Sequenziertiefe erforderlich ist. Da bei der RNA-
Analyse groRe nicht-kodierende Genombereiche vieler Eukaryoten (zum Beispiel Introns oder
repetitive Elemente) sowie DNA inaktiver Organismen nicht erfasst werden, ist die
Informationsdichte pro Read hoher. Ein RNA-Fragment reprdsentiert daher mit hoher
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Wahrscheinlichkeit ein funktionelles Gen eines aktiven Organismus. Dieser Vorteil setzt jedoch
voraus, dass dominante ribosomale RNA effizient entfernt oder eukaryotische mRNA gezielt
angereichert wird (zum Beispiel Poly-A-Selektion).

Flr den praktischen Einsatz im Bodenmonitoring besteht weiterhin erheblicher
Entwicklungsbedarf sowohl im Labor als auch in der Datenanalyse. Erforderlich sind standardisierte
Protokolle fiir RNA-Extraktion, Probenkonservierung im Feld (zum Beispiel mit RNAlater) sowie
Verfahren, die die hohe Instabilitdt von RNA und bodenspezifische Parameter wie pH-Wert oder
Tongehalt beriicksichtigen. Parallel dazu miissen robuste bioinformatische Workflows mit
geeigneten Qualitdtsmetriken und effizienter rRNA-Depletion entwickelt werden, um die
Vergleichbarkeit von Daten zwischen Laboren und (iber Zeitreihen hinweg zu gewahrleisten.
Zudem ist die optimale Sequenzierungstiefe zu bestimmen, um alle relevanten
Organismengruppen in natirlichen Gemeinschaften zuverlassig zu erfassen. Da eine methodisch
robuste Grundlage Voraussetzung fiir jedes RNA-basierte Monitoring ist, wird dieser
Entwicklungsschritt mit hoher Prioritat bewertet und erscheint mittelfristig (3—5 Jahre) erreichbar.
Diese Anforderungen gelten gleichermal3en fiir RNA-basiertes Metabarcoding und
Metatranskriptomik.

Ein vielversprechender strategischer Ansatz zur effizienteren Datenauswertung ist der Aufbau
standortspezifischer Referenzmetatranskriptome. Dabei wird zunachst ein umfassender Katalog
der an einer Dauerbeobachtungsfliche vorkommenden Transkripte erstellt, auf den zukinftige
Zeitreihendaten direkt kartiert werden kdnnen. Dies ermoglicht eine kosteneffiziente Analyse von
Veranderungen in Abundanz und Aktivitat, auch flir Organismen, die taxonomisch noch nicht
beschrieben sind (,,Unknowns*), aber funktionelle Rollen im lokalen Okosystem erfiillen. In
Pilotstudien sollte geprift werden, ob dieser Ansatz unter realen Feldbedingungen robust ist und
fir welche Fragestellungen er DNA-basierten Methoden (berlegen sein kann. Da zunachst
methodische Grundlagen, insbesondere die Gewinnung und Aufbereitung von RNA, im
Vordergrund stehen, wird dieses Zielbild mit mittlerer Prioritat bewertet. Seine Umsetzung
erscheint mittel- bis langfristig (3 bis > 5 Jahre) realistisch, abhdngig davon, wie viele
Referenzflachen einbezogen werden.

Langfristig kann Metatranskriptomik dartber hinaus gezielt eingesetzt werden, um funktionelle
Marker fir spezifische Fragestellungen zu erfassen, etwa Prozesse im Kohlenstoff-, Stickstoff- oder
Phosphorkreislauf oder Reaktionen auf Schadstoffbelastungen. Damit lassen sich aktive
Stoffwechselwege funktioneller Gruppen sowie 6kologische Reaktionen von
Organismengemeinschaften direkt untersuchen. Voraussetzung hierfir ist eine klare thematische
Definition der Einsatzbereiche RNA-basierter Methoden fiir unterschiedliche Organismengruppen
sowie eine strategische Abwagung ihres Mehrwerts gegenliber DNA-basierten Ansatzen. Fir eine
evidenzbasierte Bewertung von Okosystemfunktionen sind zudem hochauflésende Zeitreihen
erforderlich, die Veranderungen in Abhangigkeit von Umweltfaktoren erfassen. Die Entwicklung
entsprechender Ansatze wird als mittelfristiges Ziel (3—5 Jahre) mit mittlerer Prioritat bewertet.
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Tab. 3: Entwicklungsschritte fiir genombasierte Verfahren.

Organismen- Liicke Meilenstein Zielbild Priorit Zeithorizont

gruppe at

Metagenomik (DNA basiert)

Alle uneinheitliche, wenig entwickelte Entwicklung standardisierter bioinformatischer Vergleichbare Funktions- und Taxaprofile mit mittel  langfristig
Bioinformatik-Workflows Pipelines fir verschiedene Organismengruppen reproduzierbarer Datenqualitat (> 5 Jahre)
mit Definition zentraler Prozessschritte

(Qualitatsfilter, Assembly, Annotation)

Alle fehlende Vergleichbarkeit Ringtests mit Mock Communities und Vergleichbare Funktions- und Taxaprofile mit mittel  langfristig

genomischer DNA/RNA von definierten reproduzierbarer Datenqualitat
(> 5 Jahre)

Gemeinschaften

Protisten Anzahl an Referenzgenomen gering, Annotation der vorhandenen Genome. Long- Verbesserte taxonomische Zuordnung und hoch Langfristig
unvollstandige oder fehlende read-Sequenzierung konnte sich als bessere Identifikation, sowie Etablierung validierter (> 5 Jahre)
funktionelle Annotation von den meisten  Strategie anbieten, weil sie auch nicht funktioneller Marker zur zuverlassigen Erfassung
im Boden lebenden Protisten. kultivierbare Protisten ausreichend informativ von Zersetzer- und Pathogensignaturen und

erfassen kdnnten, im Gegensatz zu den zu kurzen relevanter funktioneller Gene.

Reads des gangigen Metabarcodings.

Bodenfauna Unvollstandige oder fehlende Annotation der vorhandenen Genome Aufbau einer hochwertigen, umfassenden hoch langfristig
. funktionelle Annotation Referenzgenom-Datenbank mit funktioneller (> 5 Jahre)
Fadenwdirmer,
Enchytréien Anzahl an Referenzgenomen gering Qualitatskontrolle und Zusammenfihren Annotation, die eine reproduzierbare und hoch kurzfristig
Mikro ’ vorhandener Genome (NCBI RefSeq, Ensembl, zuverlassige Zuordnung molekularer Daten zu (1-2 Jahre)
Genome Warehouse) in einer Datenbank Arten, Gattungen und Funktionen erméglicht.
arthropoden,
. Genomsequenzierung von wichtigen, aber hoch langfristig
Regenwirmer
fehlenden Gruppen (> 5 Jahre)

Metatranskriptomik (RNA basiert)
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Alle

Alle

Alle

Alle

Alle

Alle

RNA-Gewinnung aus Bdéden noch nicht
auf Reproduzierbarkeit und Robustheit

getestet

Referenz-Transkriptome fehlen

Sequenzierung: Einfluss der
Sequenzierungsmethode auf
Reproduzierbarkeit noch unbekannt
(Library Erstellung,
Sequenzierungsplattform und

Sequenzierungstiefe)

Bioinformatik: Heterogene Ergebnisse je

nach bioinformatischer Pipeline

Thematische Definition:
Metatranskriptomik benétigt konkrete
Zielvorgaben: welche Expression soll
beziiglich welcher Umweltparametern

gemessen oder analysiert werden.

Informationen tber kurzfristige
Genexpressionsanderungen in
Abhéangigkeit von verschiedenen

Faktoren fehlen

Validierte Protokolle fir verschiedene
Bodentypen mit standardisierten Mock

Gemeinschaften zur Qualitatskontrolle

Erstellung standortspezifischer

Referenzmetatranskriptome

Sattigungskurven-Analyse zur Bestimmung

optimaler Read-Zahlen pro Probe und Methode

Identifizierung /Entwicklung von robustem

Workflow als Basis fiir Standardisierung

thematische Definition fiir den Einsatz von
Metatranskriptomik fir die verschiedenen

Organismengruppen

hochauflésende, langfristige Zeitreihe (Labor

oder Freiland) in Abhangigkeit von

Umweltfaktoren

reproduzierbare Metatanskriptom-Daten mit
dokumentierter rRNA/gDNA-Entfernungseffizient
und Qualitdtsmetriken die zwischen Laboren

vergleichbar sind

taxonomische und funktionelle Erfassung der

aktiven Bodenorganismen

Beurteilung der Vergleichbarkeit der

Sequenzierungmethoden fiir RNA-Proben

Vergleichbarkeit von Ergebnissen

(interkalibrierbar)

Kategorisierung der Metatranskriptomik-Marker
mit Bezug zu Fragestellungen (Nahrungsnetz, CNP-
Kreislauf, Belastungen mit Schadstoffen)
ermoglicht die Erfassung aktiver Stoffwechselwege,
funktioneller Gruppen und 6kologischer

Reaktionen von Organismengemeinschaften.

verbesserte Bewertung von Okosystemfunktionen

im Monitoring

hoch

mittel

hoch

hoch

hoch

mittel

mittelfristig
(3-5 Jahre)

mittel- bis langfristig
(3 bis > 5 Jahre)

kurzfristig
(1-2 Jahre)

mittelfristig
(3-5 Jahre)

mittelfristig
(3-5 Jahre)

mittelfristig
(3-5 Jahre)

Tabelle 3 Die identifizierten Liicken in Aussagekraft und Robustheit sowie die daraus abgeleiteten Meilensteine basieren auf den Ergebnissen der Literaturrecherche. Die

definierten Zielbilder beschreiben die Voraussetzungen, um die Methode fiir ein standardisiertes behordliches Bodenbiodiversitatsmonitoring anwendbar zu machen.

Jedes Zielbild ist mit einer Prioritdt (hoch, mittel, niedrig) versehen, die die Dringlichkeit des jeweiligen Handlungsbedarfs bewertet. Die Zeithorizonte fir die Umsetzung

der Meilensteine sind in kurzfristig, mittelfristig und langfristig unterteilt und als Richtwerte zu verstehen. Sie konnen durch technische oder methodische Anpassungen

oder Ressourcenverfiigharkeiten (zum Beispiel Personal, finanzielle Mittel) beeinflusst werden. Die tatsdachliche Umsetzung hangt zudem vom jeweils angestrebten

Zielbild ab.
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5 Identifikation von Meilensteinen zur Entwicklung innovativer
Auswerteverfahren von Bodenbiodiversitatsdaten

Die grolRe Biodiversitdt und Abundanz von Bodenorganismen, gepaart mit ihrer hohen raumlichen
Heterogenitat und sehr geringen KérpergroRe, stellt das behoérdliche Biodiversitdtsmonitoring von
Boden vor erhebliche taxonomische Herausforderungen. Das Sammeln und Bestimmen von Arten
ist aufwendig, und molekularbiologische Verfahren zeigen spezifische Limitationen. Basierend auf
genetischen Barcodes wird die kryptische Diversitat von Organismen sichtbar, oder, je nach Wahl
des Markers, wird die Anzahl morphologischer Arten unterschatzt, wenn die taxonomische
Auflésung zu gering ist. Methodische Artefakte wie Relikt-DNA verzerren Biodiversitatsindizes und
taxonomische Zuordnungen kénnen nur das identifizieren, was in Referenzdatenbanken vorliegt.
Die Erfassung der Biodiversitat ist also abhangig von der Vollstandigkeit der Referenzdatenbanken,
aber auch von der Sequenzierungstiefe, um Arten mit geringer Haufigkeit und Biomasse ebenfalls
zu erfassen. Klassisch-taxonomische und molekularbiologische Verfahren bilden folglich jeweils
einen bestimmten Teil der Biodiversitat ab. Daher ist es sinnvoll, alternative Auswerteverfahren
erganzend in Betracht zu ziehen, um die Aussagekraft des behdérdlichen
Bodenbiodiversitatsmonitorings zu erweitern und methodische Verzerrungen besser abfangen zu
kdnnen.

5.1 Aussagekraft taxonomiefreier Ansatze evaluieren

Taxonomiefreie Ansatze, die auf molekularbiologischen Daten wie ASVs (Amplicon Sequence
Variants: Sequenzen, die sich in nur einer Nukleotidposition unterscheiden) und k-mers (kurze
Sequenzfragmente aus k Nukleotiden) basieren, kdnnen Diversitatsmuster ohne
Referenzdatenbanken beschreiben und erscheinen als attraktive Alternative. Fiir robuste,
taxonomiefreie Diversitatsindikatoren, die Biodiversitatstrends und den Gesundheitszustand des
Bodens verlasslich abbilden sollen, sind jedoch umfangreiche und vergleichende Analysen
erforderlich, um deren Aussagekraft und Mehrwert fiir das behdrdliche
Bodenbiodiversitatsmonitoring zu erfassen. Zunachst ist die allgemeine Vergleichbarkeit dieser
taxonomiefreien Indizes unklar. Vergleichende Analysen von umfangreichen Metabarcoding-
Datensatzen aus gut charakterisierten Standorten (inklusive morphologischer Artenlisten) sind
notwendig, um Muster zu identifizieren und die taxonomiefreien Indizes belastbar zu validieren.
Da diese umfangreichen Daten von gut charakterisierten Standorten noch nicht vorliegen, wird
diesem Zielbild die Prioritat mittel zugeordnet und ein langfristiger (> 5 Jahre) Zeithorizont fiir die
Umsetzung veranschlagt. Darliber hinaus ist die Bedeutung eines reinen Biodiversitatsindex fir das
behoérdliche Bodenbiodiversitaitsmonitoring ohne funktionelle Aussage oder Identifizierung von
Indikatorarten noch unklar. Bodengemeinschaften bestehen aus einer Vielzahl funktioneller
Gruppen. Ohne Artzuweisung wird diese Information durch rein nukleotidbasierte Indizes nicht
ausreichend erfasst. Die Analyse von Metatranskriptom-Datensatzen aus charakterisierten
Standorten kann evidenzbasierte Hinweise liefern, ob der taxonomiefreie Ansatz genligend
Informationen fir das Bodenbiodiversitaitsmonitoring bereitstellt. Da auch hierfiir entsprechende
Daten derzeit nicht existieren, wird die Prioritat ebenfalls als mittel und der Zeithorizont als
langfristig (> 5 Jahre) eingestuft.
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5.2 Evaluation der Analyse funktioneller Gruppen und Merkmale

Ein vielversprechender Weg, die Aussagekraft des Monitorings zu erhéhen, ist die Auswertung
funktioneller Gruppen. Ziel ist es, funktionelle Kompositionsindizes zu entwickeln, die Trends in
okologischen Prozessen (zum Beispiel Kohlenstoffumsatz, Nahrstoffkreislaufe) abzubilden. Die
Erfassung und Auswertung von funktionellen Gruppen und Merkmalen (Traits) sowie deren
Umwandlung in funktionelle Kompositions-Indizes, die Trends in 6kologischen Prozessen (zum
Beispiel Zersetzung als Proxy fiir den Kohlenstoffkreislauf) abbilden, ist ein vielversprechender
Ansatz. Solche Indizes ermoglichen ein systemisches Verstandnis eines Standorts und liefern
wertvolle Erkenntnisse tiber Okosystemfunktionen. Aufgrund der funktionellen Redundanz von
vielen bodenlebenden Organismen ist ein funktions- oder merkmalsbasierter Index zudem
grundsatzlich robuster als Biodiversitatsindizes, die ausschlielRlich auf Artenzahlen basieren. Fiir die
Umsetzung sind zwei komplementdre Wege denkbar. Methodisch lassen sich hierbei zwei
Strategien verfolgen.

Der erste Ansatz (Weg 1) basiert auf der Zuweisung von Merkmalen (Traits) zu identifizierten
Arten. Hierflir miissen morphologische oder 6kologische Eigenschaften (zum Beispiel Zersetzer,
Pradator, anozisch) in Datenbanken mit Artnamen und genetischen Profilen (Barcodes) verknipft
werden. Aus der Artenliste ldsst sich so die funktionale Diversitdt und im Boden potentiell
vorkommende Funktionen erfassen. Die Erstellung solcher Arten-Merkmalstabellen ist kurzfristig
(1-2 Jahre) auf Basis von Literaturdaten moglich. Dieser Weg eignet sich besonders fiir gut
beschriebene Gruppen wie Regenwilirmer oder Enchytraen, da sie in Deutschland eine mittlere bis
geringe Diversitat aufweisen und funktionelle Merkmale fiir die meisten Arten gut beschrieben
sind.

Der zweite Ansatz (Weg 2) umgeht die taxonomischen Artnamen und erfasst Funktionen direkt auf
molekularbiologischer Ebene. Hierbei spielt die Metatranskriptomik eine Schlisselrolle, da
exprimierte Gene sequenziert werden, die potentiell fir bestimmte Prozesse (zum Beispiel CNP-
Kreislaufe, Stressreaktion) kodieren. Die Metatranskriptomik erfasst somit reale metabolische
Aktivitat der Gemeinschaft, unabhangig davon, welcher Organismus diese Funktion gerade
ausfiihrt. Die Validierung beider Ansatze an gut charakterisierten Standorten ist mittel- bis
langfristig (3 bis > 5 Jahre) erforderlich. Der direkte funktionelle Ansatz (Weg 2) mittels
Metatranskriptomik konnte langfristig eine Option fiir ein stdrker prozessorientiertes,
taxonomiefreies Monitoring darstellen, dessen Umsetzbarkeit noch zu evaluieren ist.

5.3 Automatisierte Bildauswertung zur Anwendungsreife entwickeln

Naherliegender als taxonomiefreie Indizes sind Kl-basierte Verfahren der automatisierten
Bildauswertung, die eine unmittelbare Unterstiitzung der klassischen Taxonomie und
molekularbiologischen Methoden bieten (zum Beispiel DiversityScan, Wihrl et al. 2021;
CollembolaAl, Sys et al. 2022; EntoSieve, Ascenzi et al. 2025). Eine semiautomatisierte Bestimmung
und Vorsortierung von Meso- und Teilen der Makrofauna (Larven, juvenile) auf Familien- oder
Gattungsebene und bei charakteristischen Taxa sogar auf Artebene stellt ein realistisches und
informatives Zielbild dar. Solche Systeme miissen trainiert werden, um Taxa zu sortieren, ihre
Biomasse zu bestimmen und kdnnen in Kombination mit Metabarcoding oder Metagenomik-
basierten Diversitatsbestimmungen informative Analysen unterstiitzen. Die Kl-gestitzte
Bildanalyse ist nur fir comDNA-basierte Verfahren relevant und kann traditionelle Methoden
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ebenfalls sinnvoll ergdanzen, indem sie Proben nach Korpergrofle oder Taxa vorsortieren, Biomasse
quantifizieren und Individuen zdhlen. Aufgrund bereits bestehender Entwicklungen im
Insektenmonitoring und der hohen Relevanz fiir molekularbiologische Verfahren wird dieser
Ansatz als hoch priorisiert und kann in einem mittleren Zeitraum (3-5 Jahre) erste
richtungsweisende Ergebnisse liefern.

5.4 Kompetenz im Umgang mit KI-Daten starken

Die Starkung der Kompetenz im Umgang mit Kl wurde ebenfalls als Zielbild formuliert. Dabei ist
insbesondere die Fahigkeit entscheidend, die Aussagekraft, Starken und Grenzen Kl-gestitzter
Analysen auf Basis komplexer Datensatze sachgerecht zu bewerten und die Ergebnisse fachlich
fundiert zu interpretieren. Daflir sind Workshops, Weiterbildungen und gegebenenfalls die
Einrichtung einer Stelle fiir einen KI-Spezialisten als Meilenstein identifiziert. Der kompetente
Umgang mit Kl erfordert grundlegendes Verstandnis Gber Datenqualitat, sowie Grenzen und
Unsicherheiten von Modellen. Dieses Zielbild wird aufgrund des friihen Entwicklungsstands des
Bodenbiodiversitdtsmonitorings und der begrenzten Erfahrung mit Kl-basierten 6kologischen
Analysen als niedrig priorisiert, sollte jedoch langfristig (> 5 Jahre) in das behordliche
Biodiversitatsmonitoring integriert werden
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Tab. 4: Entwicklungsschritte alternative Auswerteverfahren von Bodenbiodiversitatsdaten.

Ansatz

Meilenstein

Zielbild

Prioritdt Zeithorizont

Taxonomie-
freie Indizes
(ASVs/K-mer)

Funktionelle
Gruppen
[Traits

Kl-gestiitzte
Musterer-

kennung

allgemeine Vergleichbarkeit unklar

Bedeutung eines reinen
Biodiversitatsindex flir Monitoring
ohne funktionelle Aussage oder
Indikatoren nicht klar, vorallem bei

Mikroarthropoden und Enchytraen

Unvollstandige funktionelle
Zuordnung von Artnamen und

Transkriptomen

Bildauswertung: Kl gestiitzte
Auswertung der Fauna (zum
Beispiel DiversityScan, KIT,
CollembolAl, SMNG)

Kompetenz zur rechtlichen und

inhaltlichen Einordnung von KI-

Analyse umfangreicher Metabarcoding-
Datensatze aus gut charakterisierten
Standorten, um Muster zu identifizieren und

taxonomiefreie Indizes belastbar zu validieren.

Analyse von Metatranskriptom-Datensatze aus
gut charakterisierten Standorten, um
taxonomiefreie Funktionen zu identifizieren

und zu validieren.

Zusammenstellung gruppenspezifischer Art-
Trait-Tabellen (Zersetzer, Rauber, bakterivor,
herbivor) und Verknuipfung mit genetischen
Profilen und Analyse von gut charakterisierten

Standorten.

Sortierung der Taxa, Biomassebestimmung,
Diversitatsbestimmung in Kombination mit
Metabarcoding/Metagenomik (nur fur

comDNA relevant)

Workshops, Weiterbildung, Stelle fir KI-

Spezialisten und/oder Beschaftigung mit Kl um

Entwicklung robuster, taxonomiefreier mittel
Diversitatsindikatoren, die als universelle
Marker Trends und den Gesundheitszustand des

Bodens verlasslich abbilden

mittel

Entwicklung funktioneller Komposition-Indizes hoch
flr 6kologische Prozesse (zum Beispiel

Zersetzung).

Erhalt eines systemischen Verstdandnisses eines
Standortes (hoher Erkenntnisgewinn tiber

Okosystemfunktionen)

Semiautomatisierte Auswertung von hoch
Lebensgemeinschaften, informative

Unterstiitzung der molekularen Methode

Erfassung der Moglichkeiten und Aussagekraft niedrig

von Kl Vertrauen/Beurteilungs-fahigkeit fur KI-

langfristig
(> 5 Jahre)

langfristig
(> 5 Jahre)

Erstellung der
Tabellen mit
Literaturdaten:
kurzfristig (1-2
Jahre)

Auswertung:
langfristig
(> 5 Jahre)

mittelfristig
(3-5 Jahre)

langfristig
(> 5 Jahre)
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Daten und -Ergebnissen. Fur Expertise zu erlangen Ergebnisse schaffen. Bereitstellung,

Auswerteverfahren sind Qualitatsprifung und Verknipfung von
ausreichende und verschiedenen Datentypen (molekular,
qualitatsgesicherte Daten taxonomisch, geophysisch) fiir KI-Training

erforderlich.

Tabelle 4 Fiir alternative Auswerteverfahren wurden drei wesentliche Bereiche mit Entwicklungsbedarf identifiziert: Taxonomiefreie Indizes, Funktionellen Gruppen oder
Traits, um funktionelle Informationen zu gewinnen und die Nutzung von Kiinstlicher Intelligenz (KI) zur Mustererkennung. Die definierten Zielbilder beschreiben
die Voraussetzungen, um die Methode fir ein standardisiertes behordliches Bodenbiodiversitatsmonitoring anwendbar zu machen. Jedes Zielbild ist mit einer
Prioritat (hoch, mittel, niedrig) versehen, die die Dringlichkeit des jeweiligen Handlungsbedarfs bewertet. Die Zeithorizonte fiir die Umsetzung der Meilensteine
sind in kurzfristig, mittelfristig und langfristig unterteilt und als Richtwerte zu verstehen. Sie konnen durch technische oder methodische Anpassungen oder
Ressourcenverfligbarkeiten (zum Beispiel Personal, finanzielle Mittel) beeinflusst werden. Die tatsachliche Umsetzung hangt zudem vom jeweils angestrebten

Zielbild ab.
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6 Entwicklungsdauer und Kostenschatzung flir FordermaBnahmen zur
Anwendbarkeit von molekularbiologischen Methoden und
innovativen Auswertungsansatzen im
Bodenbiodiversitatsmonitoring

Die im Folgenden dargestellten Angaben zur Entwicklungsdauer und zur Kostenschatzung der
vorgeschlagenen Forderstrategien stellen bewusst grobe Orientierungswerte dar. Eine prazise
Kostenermittlung ist derzeit nicht moglich, da Sequenzierungskosten weder pro Sequenz noch pro
Organismus kalkuliert werden, sondern auf der Anzahl der erzeugten Basen (beziehungsweise
Megabasen) beruhen. Zudem haben sich die Kosten in den vergangenen zwei Jahrzehnten nicht
linear, sondern stark technologieabhadngig entwickelt und unterliegen weiterhin erheblichen
Schwankungen (Abbildung 6). Der aktuelle Stand der Technik verandert sich sehr dynamisch,
insbesondere im Bereich der Long-Read-Sequenzierung. Diese raschen technologischen
Fortschritte erschweren belastbare Prognosen sowohl zu zukiinftigen Sequenzierkosten als auch zu
realistischen Entwicklungszeitrdumen. Die nachfolgend dargestellten Werte basieren daher auf
dem derzeit verfligbaren Kenntnisstand und Erfahrungswerten aus vergleichbaren Projekten sowie
auf fachlicher Einschatzung und dienen primar einer Einordnung.

Cost per Raw Megabase of DNA Sequence
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Moore’s Law
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Abb. 6  Entwicklung der Sequenzierungskosten pro Megabasenpaar von 2001 bis 2022.Zu beachten ist die logarithmische
Skalierung der Preise (in US-Dollar) auf der Y-Achse sowie der deutliche Einbruch der Sequenzierungskosten ab 2008, als
der Ubergang von der traditionellen Sanger-Sequenzierung (Didesoxy-Kettenabbruchsequenzierung) zu den ,Next-
Generation“- bzw. ,Second-Generation“-DNA-Sequenzierungstechnologien begann. Die Kostenentwicklung unterliegt bis
2022 weiterhin Schwankungen. Quelle: www.genome.gov/about-genomics/fact-sheets/DNA-Sequencing-Costs-Data.

Personalkosten konnen nicht pauschal angegeben werden, da sie wesentlich von der konkreten
Ausgestaltung des Projekts, dem ausfiihrenden Akteur (zum Beispiel Universitdt, angewandte
Forschungs- und Entwicklungsdienstleister, Bundesforschungsinstitute) sowie vom
Qualifikationsniveau des eingesetzten Personals (zum Beispiel Technische Assistenz, Master- oder
PhD-Niveau) abhangen. Sie sind daher nicht in den genannten Kostenschatzungen enthalten. Es
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wird jedoch jeweils angegeben, in welchem ungefdahren Verhaltnis sich eine FordermalRnahme aus
Material- und Personalkosten zusammensetzt. Sofern eine Férderstrategie Giberwiegend
personalkostengetrieben ist, etwa bei bioinformatischen Auswertungen oder Recherchearbeiten,
wird dies ausdriicklich hervorgehoben.

Die Angaben zur Entwicklungsdauer basieren auf Erfahrungswerten und stellen unverbindliche,
aber fachlich vertretbare Schatzungen dar. Wie die Kosten, so hangen auch die Entwicklungszeiten
stark von der vorhandenen Expertise, Erfahrung und Infrastruktur der durchflihrenden Institution
ab. Das angegebene Budget bezieht sich ausschlielich auf Materialkosten; Personalkosten sind
nicht enthalten. Prozentangaben zu Personal und Material (zum Beispiel ,Kosten: Personal 50 %,
Material 50 %“) dienen nicht der konkreten Budgetplanung, sondern zeigen den relativen
Ressourcenaufwand: ob eine MaRnahme iberwiegend personal- oder materialintensiv ist. Bei
Ringtests ist der personelle Aufwand fiir Logistik, Organisation und Datenanalyse hoch, der
Materialbedarf jedoch ebenfalls relevant. Materialkosten fallen als absolute GréRen jedoch
typischerweise geringer aus als Personalkosten, was Einfluss auf das Gesamtbudget hat.

Fir bioinformatische Leistungen wird der Aufbau der Infrastruktur ebenfalls nicht eingerechnet,
die Budgetschatzung geht von vorhandenen Ressourcen (High-Performance Cluster, Serverleistung)
far die Entwicklung der Anwendung und Auswertung aus. Die angegebenen Kosten und
Entwicklungszeiten basieren auf Erfahrungswerten und Angaben aus vergleichbaren Projekten
(zum Beispiel WIPANO 03TN0054D, Metalnvert 03TNOO54A).

Fir den Aufbau eines zukunftsfahigen behoérdlichen Bodenbiodiversitatsmonitorings mit
molekularbiologischen Verfahren werden eine Reihe von Entwicklungs-, Standardisierungs- und
Bewertungsmalinahmen vorgeschlagen, die organisatorisch in kurz-, mittel- und langfristige
Arbeitspakete gegliedert und mit unterschiedlichen Budgetrahmen hinterlegt sind. Die Kosten
liegen je nach Projekt unter 250.000 € (niedrig) und 250.000—-800.000 € (mittel). Die Zeithorizonte
variieren, kurzfristige Aufgaben bendétigen etwa 1-2 Jahre, mittelfristige 2-5 Jahre, langfristige
Uber 5 Jahre. Das angegebene Budget und Entwicklungszeit sind unverbindliche Einschatzungen
und sind stark abhangig von der Gestaltung des Projektes, der Projektdauer, der vorhandenen
Infrastruktur, Erfahrung und Personal des Auftragnehmers.

6.1 Organismenlibergreifende FérdermaBnahmen molekularbiologischer
Methoden

Im Folgenden werden drei Schritte zur Optimierung des behérdlichen
Bodenbiodiversitatsmonitorings vorgestellt. Zunachst erfolgt ein Vergleich von Short- und Long-
Read-Sequenzierungstechnologien hinsichtlich Datenqualitat, taxonomischer Auflésung,
Replizierbarkeit und Kosten. Darauf aufbauend werden Malinahmen zur Standardisierung von
Metabarcoding- und Metagenomikverfahren diskutiert, einschliefRlich strategischer
Entscheidungen zur langfristigen Nutzung fiir verschiedene Organismengruppen. Ein weiterer
Schwerpunkt liegt auf der Untersuchung des Einflusses von Relikt-DNA auf molekularbiologische
Biodiversitatsprofile und auf Ansatzen, ihre Wirkung zu begrenzen oder quantitativ abzuschatzen.

6.1.1 Vergleich und Validierung von Sequenzierungstechnologien

Ein erster Schwerpunkt liegt auf dem Vergleich verschiedener Sequenziertechnologien,
insbesondere von Short- und Long-Read-Verfahren. Dabei sollten die taxonomische Auflésung, die
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Datenqualitat sowie die Replizierbarkeit der Ergebnisse (Robustheit) und ein Kostenvergleich
zwischen den Long-Read-Plattformen wie PacBio und ONT untereinander, und mit Short-Read-
Technologien wie Illumina bewertet werden. Dies ist mittelfristig (2—3 Jahre) umsetzbar und liegt
im niedrigen Kostenbereich (< 250.000 €). Der Vergleich beinhaltet umfangreiche Laborarbeiten
und Sequenzierungen, da zahlreiche Replikate bendtigt werden. Eine Auswahl an Primern, die
lange Fragmente fiir verschiedene Organismengruppen amplifizieren, sollte in den Vergleich
einbezogen werden. Ziel ist es, fiur alle Organismengruppen eine belastbare Einschatzung der
taxonomischen Auflosung und Datenqualitat der verschiedenen Technologien basierend auf eDNA
Metabarcoding zu erhalten. Die Ergebnisse lassen sich auf comDNA (ibertragen.

6.1.2 Empfohlene FérdermaBnahmen zur Standardisierung

Aufbauend auf den Ergebnissen von 6.1.1 ist die Standardisierung von Metabarcoding- und
Metagenomikverfahren fiir eDNA mittels Ringtests wichtig. Grundlage hierfiir sind strategische
Uberlegungen zur zukiinftigen Ausrichtung des behérdlichen Biodiversitdtsmonitorings,
insbesondere dazu, fir welche Organismengruppen langfristig Metabarcoding oder Metagenomik
eingesetzt werden soll. Wahrend Metabarcoding fiir bestimmte Gruppen (zum Beispiel Pilze,
Enchytrden) sehr effektiv sein kann, liefert die Metagenomik je nach Zielsetzung fir andere
Gruppen, wie Bakterien, Protisten oder Mikroarthropoden, umfassendere Informationen. Im
Rahmen dieser strategischen Uberlegungen ist zudem zu beriicksichtigen, dass Bakterien,
Archaeen, Pilze und Protisten ausschlieflich (iber eDNA erfasst werden kbnnen, wahrend fir die
Fauna sowohl eDNA- als auch comDNA-basierte Standards etabliert werden kénnen. Fir die
Standardisierung von eDNA- oder comDNA-Protokollen, sowohl fiir Metabarcoding als auch fiir
Metagenomik, sollte zuvor eine strategische Abwagung erfolgen, welche Organismengruppen im
behordlichen Biodiversitatsmonitoring kiinftig iber eDNA, beziehungsweise comDNA erfasst
werden sollen.

Die Standardisierung umfasst labortechnische Schritte, wie DNA-Exktraktionsprotokolle, PCR-
Protokolle und eine Auswahl an taxonomisch informativen Primerpaaren fiir Metabarcoding, sowie
Sequenzierstrategien (Sequenzierungstiefe), die mit einer einheitlichen bioinformatischen
Auswertungs-Pipeline entweder flir Metabarcoding oder fiir Metagenomik ausgewertet werden
kdnnen. Die Primerwahl flir Metabarcoding kann auf den Ergebnissen von 6.1.1 basieren. Da die
Anzahl der zu standardisierenden Primer Material- und Personalkosten erhohen, wurde in
Tabelle 5 die Kostenschatzung fir bis zu finf Primerpaaren angegeben. Arbeiten betreffen alle
Organismengruppen. Die Standardisierung der Laborarbeiten ist kurz- bis mittelfristig (1-5 Jahre)
angelegt und kann pro Organismengruppe mit < 250.000 € umgesetzt werden. Da die
Durchfiihrung und Koordination von Ringtests personalintensiv ist, stellt sie einen wesentlichen
Kostenfaktor dar. Eine gemeinsame Durchflihrung von Ringtests fiir mehrere Organismengruppen
erhoht zwar den Material- und Logistikaufwand, kann jedoch die Kosten pro Organismengruppe
insgesamt reduzieren und damit die Ressourceneffizienz steigern.

Desweiteren ist die bioinformatische Standardisierung notwendig, also die Entwicklung
bioinformatischer Pipelines, die fiir Organismengruppen und Markergene optimiert wurden, um
langfristig eine einheitliche und vergleichbare Datenanalyse zu gewahrleisten. Die Arbeiten dafir
erfordern einen mittelfristigen Zeitrahmen (2-3 Jahre) und liegen im mittleren Budgetrahmen
(250.000-800.000 €). Materialkosten sind hierfiir sehr gering, wenn die notwendige Hard- und
Softwareinfrastruktur, sowie ausreichende Datensatze gegeben sind, zum Beispiel aus den
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Ringtests zur Standardisierung der labortechnischen Schritte. In diesem Fall setzt sich das
angegebene Budget im Wesentlichen aus Personalkosten zusammen. Eine Optimierung des
Budgets und der Entwicklungszeit durch Kombination mehrerer Organismengruppen ist moglich.

6.1.3 Relikt-DNA

Ein weiterer Schwerpunkt ist die Untersuchung des Beitrags von Relikt-DNA zu
molekularbiologischen Bodenbiodiversitatserfassungen. Das Problem der Relikt-DNA im Boden
bleibt eine groRe Herausforderung. Einige Ansatze, wie die Kombination von Mock-
Gemeinschaften mit Zeitreihen oder die Anwendung von PMA-Behandlungen (Propidium-
Monoazid, ein Farbstoff der in Zellen mit geschadigter oder lysierter Membran eindringt und die
Amplifizierung hemmt; Wagner et al. 2008), sowie die Entfernung von extrazelluldarer DNA aus
Boden (Nagler et al. 2022) kdnnen eine grobe Abschatzung der Relikt-DNA ermdglichen, aber das
Problem der Relikt-DNA ist bei Mikroorganismen wie Bakterien und Pilzen besonders kritisch, da
sie eng mit Bodenpartikeln verbunden sind, aber haufig in ruhenden Stadien wie Sporen auf
(dormant cells) auftreten, wodurch eine Trennung lebender und toter Zellen vor der DNA-
Extraktion praktisch unmaoglich ist. Bei Bodenorganismen, wie Nematoden oder Mikroarthropoden,
kann das Problem der Relikt-DNA umgangen werden, indem lebende Individuen physisch separiert
werden (community DNA metabarcoding). Die Methode ist beispielsweise nicht fiir die Gewinnung
parasitischer Nematoden geeignet, und sehr kleine, trockenheitssensible Mikroarthropoden
kénnen wahrend des Separationsprozesses absterben, sodass sie der Erfassung entgehen.

Um zu verstehen, in welchem Ausmal DNA von toten Organismen Biodiversitdtsergebnisse
verfalschen kann, kdnnen gezielt Mock-Gemeinschaften sowie Zeitreihen eingesetzt werden, um
sowohl den Anteil als auch die taxonomische Identitat der Relikt-DNA in natlirlichen
Gemeinschaften zu quantifizieren. Diese Arbeiten kdnnen mittelfristig (2—3 Jahre) umgesetzt
werden und liegen im mittleren Kostenbereich (250.000—-800.000 €), da sowohl Laborarbeit als
auch bioinformatische Entwicklung notig ist.

6.2 Organismenspezifische FordermaBnahmen zur Anwendbarkeit
molekularbiologischer Methoden

Im Folgenden werden drei MaBnahmen zur Verbesserung molekularbiologischer Methoden zur
Erfassung von Bodenorganismen vorgestellt. Zunachst geht es um die Optimierung der
Quantifizierung von Mikroorganismen wie Bakterien und Archaeen durch interne Standards, um
die Aussagekraft von Metabarcoding- und Metagenomikdaten zu erhéhen. AnschlieRend werden
Methoden zur Harmonisierung und Anwendbarkeit des Metabarcodings fir Pilze, Protisten und
weitere Gruppen behandelt. Abschliefend werden gezielte Schritte zum Aufbau und zur
Erweiterung von Referenzdatenbanken fir unterschiedliche Bodenorganismengruppen
vorgeschlagen.

6.2.1 FordermaBBnahmen zur Quantifizierung von Mikroorganismen
(Bakterien, Archaeen)

Zur Verbesserung der quantitativen Aussagekraft molekularbiologischer Daten (Metabarcoding
oder Metagenomik) von Mikroorganismen (Bakterien und Archaeen) sollten interne Standards
(Spike-ins, gPCR oder ddPCR-Kalibrierungen) entwickelt werden. Desweiteren ist die Erfassung des
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Off-Target Anteils bei dieser Organismengruppe wichtig, um die Primer-Spezifitdt zu erkennen, die
effektive Sequenziertiefe fiir Zielorganismen zu sichern und Verzerrungen in Diverstitatsmustern zu
vermeiden. Dies betrifft insbesondere Bakterien und Archaeen. Die Arbeiten sind mittelfristig (2—3
Jahre) umsetzbar und fallen in den mittleren Budgetbereich (250.000-800.000 €). Kosten
entstehen hauptsachlich durch Laborarbeit und bioinformatische Auswertungen.

6.2.2 FordermafBBnahmen zur Anwendbarkeit des Metabarcodings

Flr Pilze ist eine Harmonisierung der verwendeten Primer notwendig. Die Leistungen umfassen
eine Datenbankrecherche, die die Eintrage von ITS1 und ITS2 in Referenzdatenbanken erfasst und
abgleicht, sowie eine in-silico-Auswertung der beiden Marker nach taxonomischer Vollstandigkeit
und Auflosung, gefolgt von einem Abgleich der Datenbanken mit der UNITE-Referenzdatenbank.
Die Arbeiten sind kurzfristig (1-2 Jahre) und im niedrigen Kostenbereich (< 250.000 €) erreichbar.

Fiir Protisten umfasst diese MaBnahme sowohl das Design geeigneter Primer als auch die
Erstellung weiterer Referenzsequenzen fiir eDNA-Metabarcoding, um die taxonomische Erfassung
dieser Organismengruppe zu verbessern. Hierbei kann der Einsatz von Long-Read-
Sequenzierungstechnologien sinnvoll sein, um vollstandige oder nahezu vollstandige Markergene
zu erhalten und damit die Qualitat der Referenzdaten zu erhdéhen. Der hierfiir erforderliche
Ressourcenbedarf ist iberwiegend personalgetrieben. Ein grolRer Teil des Aufwands entfallt auf
Laborarbeiten, die methodische Entwicklung sowie die bioinformatische Analyse und Auswertung
durch TA-, PhD- oder Postdoc-Personal. Diese Tatigkeiten machen insgesamt etwa 70 % des
Gesamtaufwands aus. Die verbleibenden rund 30 % betreffen Material- und
Sequenzierungskosten, die im Vergleich zwar geringer ausfallen, aber dennoch einen relevanten
Anteil an der Gesamtmallinahme darstellen. Diese Arbeiten benoétigen einen mittel- bis
langfristigen Zeithorizont von mindestens 3 Jahren und liegen im mittleren (250.000-800.000 €)
Budgetrahmen.

6.2.3 FordermaBnahmen zur Anwendbarkeit von Metabarcoding /
Metagenomik

Besonders wichtig ist der Abgleich von Referenzdatenbanken von Bodenfauna fiir Metabarcoding
und Metagenomik, die flir das behordliche Bodenbiodiversitdtsmonitoring relevant sind. Dafiir
werden zunichst Datenbankrecherchen durchgefiihrt, um eine taxonomische Ubersicht der
vorhandenen Referenzsequenzen zu erstellen, einschlieflich Replikaten und Angaben zum
Verbreitungsgebiet. Darauf aufbauend erfolgt eine analytische Bewertung der Daten, bei der
insbesondere taxonomische Liicken sowie die Auflosung und Robustheit der Markergene geprift
werden. Auf Grundlage dieser Analysen werden Empfehlungen fiir geeignete Markergene, wie 188,
28S, 16S oder COI fiir zukiinftige Metabarcoding-Studien ausgesprochen. Als Ergebnis der
MaRknahme werden fehlende, aber bodenrelevante Taxa identifiziert und eine kuratierte, lokale,
versionierte Datenbank fir die jeweilige Organismengruppe erstellt (siehe Kapitel 3.1.1).

Diese Arbeiten sind zentral flir Metabarcoding und Metagenomik, da sie die Eignung einzelner
Marker flr die notwendige taxonomische Auflésung im behdérdlichen Monitoring kldren. Falls
mehrere Markergene notwendig sind, wird eine strategische Abwagung empfohlen, ob ein
multigenes Metabarcoding oder der Einsatz metagenomischer Ansatze methodisch und
organisatorisch geeigneter ist.
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Die identifizierten taxonomischen Liicken in den Referenzdatenbanken (bezogen auf den
geographischen Einsatzbereich) helfen zudem, die Kosten fir die Erstellung neuer
Referenzsequenzen beziehungsweise Referenzgenome abzuschatzen. Diese Arbeiten richten sich
an unterschiedliche Organismengruppen. Fiir Nematoden, sowie Enchytrden und Regenwiirmer, ist
ein mittelfristiger Zeithorizont (2-3 Jahre) bei niedrigem Budget (< 250.000 €) vorgesehen. Fir
Mikroarthropoden (Springschwanze, Horn- und Raubmilben) erstreckt sich die MalRnahme
mittelfristig (2—4 Jahre) mit einem niedrigen Budget (< 250.000 €). Da die Arbeiten primar aus
Datenbankrecherchen und Datenanalysen bestehen, werden die dafiir erforderlichen Kosten im
Wesentlichen durch Personalkosten abgedeckt.

Eine weitere MaRnahme im Bereich Metabarcoding und Metagenomik/Metatranskriptomik betrifft
den gezielten Aufbau und die Erweiterung von Referenzdatenbanken fiir bodenrelevante
Organismengruppen, um eine verlassliche Grundlage flir das behordliche
Bodenbiodiversitatsmonitoring zu schaffen. Auf Grundlage der oben genannten
Datenbankrecherchen werden relevante, morphologisch validierte Taxa gezielt gesammelt und
sequenziert. Dabei kann DNA-Barcoding oder, abhdngig von GenomgrolRe und Komplexitat, auch
Genomsequenzierung (whole genome sequencing) zum Einsatz kommen. Das Ergebnis sind
zusatzliche Referenzsequenzen oder -genome fiir die jeweiligen Organismengruppen. Die
angegebenen Budgetkosten beziehen sich nur auf Material- und Sequenzierungskosten, der
personelle Ressourcenaufwand ist allerdings verhaltnismaRig hoch und hangt von der gewahlten
Methode ab. Beim DNA-Barcoding entfallen rund 70 % des Aufwands auf Personal, wobei 60 % auf
taxonomische Arbeiten und 40 % auf molekularbiologische, analytische und logistische Tatigkeiten
entfallen, die Materialkosten machen etwa 30 % aus. Bei der Metagenomik liegt der Personalanteil
bei etwa 60 %, wobei die taxonomische Arbeit etwas weniger zeitintensiv ist, da vorerst in der
Regel ein Referenzgenom pro Art ausreicht. Im Gegensatz dazu missen beim DNA-Barcoding
mehrere Individuen gesammelt, identifiziert und sequenziert werden, um die intraspezifische
Varianz zu erfassen. Fir Referenzgenome ist dies aufgrund des hoheren Aufwands bei der
Erstellung und der Vielzahl der generierten Markergene weniger relevant. Die Materialkosten bei
der Metagenomik machen etwa 40 % des Gesamtaufwandes aus.

Die MalRnahme richtet sich an verschiedene Organismengruppen. Fiir Nematoden ist, abhangig
von GenomgrolRe und Komplexitat der Arten, teilweise nur DNA-Barcoding und keine
Genomsequenzierung sinnvoll. Fiir den Aufbau der Referenzdatenbank wird ein mittelfristiger
Zeitrahmen (3-5 Jahre) mit mittlerem Budget (250.000—-800.000 €) veranschlagt. Fir
Mikroarthropoden (Springschwdnze, Horn- und Raubmilben) kann die Genomsequenzierung eine
sinnvolle Strategie darstellen, da die Genome mit 300-500 Mb vergleichsweise klein und somit
relativ kostenglinstig sind, und DNA-Barcodes fiir Metabarcoding aus Referenzgenomen
herausgefiltert werden kdnnen. Im Gegensatz dazu gelingt die Amplifikation von DNA-Barcodes
selbst mit etablierten DNA-Barcode-Primer oft nur eingeschrankt, wodurch Wiederholungen und
methodische Anpassungen notwendig werden, die die Kosten unvorhersehbar erhéhen. Fiir die
Erstellung von Referenzen fiir Mikroarthropoden ist ein mittelfristiger Zeitraum (3—4 Jahre),
ebenfalls bei mittlerem Budgetrahmen (250.000—-800.000 €), vorgesehen. Da die
Referenzdatenbanken fiir Enchytrden bereits von vielen Arten umfassende Barcodes enthalten, ist
flr diese Organismengruppe ein mittelfristiger Zeitraum (2—3 Jahre) und ein niedriges Budget von
(< 250.000 €) veranschlagt. Fiir Regenwiirmer wird aufgrund ihrer vergleichsweisen groRen
Genome empfohlen, DNA-Barcoding von ausgewahlten Markergenen einzusetzen. Aufgrund der
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relativ geringen Diversitat kann dies mittelfristig (2—3 Jahre) und bei niedrigen Kosten von
(< 250.000 €) umgesetzt werden.

6.3 Metagenomik

Fiir die Metagenomik wird eine Annotation und Qualitatsbewertung der vorhandenen
Referenzgenome empfohlen, weil sie die Anwendung von Metagenomik im behdérdlichen
Bodenbiodiversitdtsmonitoring erheblich starken kann. Durch eine Qualitdtsbewertung und die
Festlegung von Mindeststandards fiir vorhandene Referenzgenome kann die
Biodiversitatserfassung, also die taxonomische Klassifizierung der Reads, deutlich zuverlassiger
erfolgen als beim Metabarcoding, da Metagenomik eine wesentlich grolRere Menge genetischer
Information liefert und somit mehr Markergene gleichzeitig ausgewertet werden kénnen. Ein
weiterer wesentlicher Gewinn besteht darin, dass gut annotierte Referenzgenome es erméglichen,
neben der taxonomischen Identifikation auch funktionelle Gene zu erfassen, was prinzipiell
Aussagen zum funktionellen Potenzial der untersuchten Lebensgemeinschaft ermdglicht, aber
bislang wenig untersucht oder angewendet wurde (Muelbaier et al. 2023). Diese Mallnahme kann
fir bodenlebende Invertebraten kurzfristig (1-2 Jahre) umgesetzt werden, fiir Bakterien, Pilze und
Protisten ist hingegen ein langerer Zeitrahmen erforderlich (> 3 Jahre). Das Budget umfasst im
Wesentlichen Personalkosten, da frei verfliigbare Daten genutzt werden. Insgesamt ist fiir jede
Organismengruppe ein niedriges Budget (< 250.000 €) vorgesehen. Die gemeinsame Bearbeitung
mehrerer Organismengruppen kann die Gesamtkosten insgesamt verringern.

6.4 Metatranskriptomik

Im Folgenden bezieht sich der Begriff Metatranskriptomik ausschliefRlich auf den PCR-freien
Ansatz, bei dem das vollstandige transkribierte RNA-Spektrum einer Umweltprobe sequenziert
wird und somit alle Organismengruppen erfasst werden. RNA-Metabarcoding, das analog zum
DNA-Metabarcoding auf der Amplifikation einzelner Marker basiert, wird in diesem Kontext nicht
bericksichtigt. Da RNA direkt aus der urspriinglichen Umweltmatrix extrahiert und sofort
stabilisiert wird, liefert sie damit ein Momentbild des in der Umwelt aktiven Transkriptoms und
erlaubt Rickschliisse darauf, welche Organismen und Stoffwechselwege zum Zeitpunkt der
Probenahme tatsachlich aktiv sind.

RNA-basierte Methoden befinden sich derzeit Giberwiegend im Forschungsstadium. Im Vergleich zu
etablierten DNA-basierten Verfahren sind sie methodisch weniger standardisiert, technisch
anspruchsvoller und bislang nicht in behordliche Monitoringprogramme integriert. Fir eine
zuklinftige Anwendung im Bodenbiodiversitatsmonitoring besteht daher ein erheblicher Bedarf an
grundlegender methodischer Entwicklung, Validierung und entsprechend langfristiger Férderung.

Trotz ihres experimentellen Charakters weist Metatranskriptomik mehrere wesentliche Vorteile
auf. Da vollstandige Transkriptome analysiert werden, stehen deutlich umfangreichere genetische
Informationen zur Verfligung als bei Metabarcoding und funktional aussagekraftigere Signale als
bei Metagenomik. Dies erlaubt nicht nur eine gute taxonomische Klassifizierung, sondern auch
eine direkte Erfassung der funktionellen Aktivitat der Lebensgemeinschaft zum Zeitpunkt der
Probenahme. Da RNA sehr schnell degradiert und damit kurzfristige 6kologische Dynamiken
widerspiegelt, korrelieren metatranskriptomische Muster oftmals starker mit aktuellen
Umweltbedingungen als DNA-basierte Signaturen. Besonders wertvoll ist dies flr
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Zeitreihenanalysen, da Veranderungen in der aktiven Gemeinschaft zeitnah erfasst werden
kdnnen. Vor diesem Hintergrund erscheint perspektivisch insbesondere die Kombination von
eRNA- und eDNA-basierten Ansatzen vielversprechend. Durch die Ergdnzung des
metatranskriptomischen Signals aktiver Organismen mit dem metagenomischen oder
metabarcoding-basierten Nachweis der gesamten Lebensgemeinschaft lasst sich der Anteil der
aktuell aktiven Taxa innerhalb der gesamten Vielfalt bestimmen. Dies kann entscheidende
Erkenntnisse zu Biodiversititsmustern und Okosystemfunktionen liefern und hat daher
grundsatzlich das Potenzial, eine fiir das behordliche Bodenbiodiversitatsmonitoring relevante
Methodenkombination darzustellen.

6.4.1 Standardisierung

Flr die Etablierung metatranskriptomischer Verfahren im behordlichen Biodiversitdatsmonitoring ist
eine umfassende methodische Standardisierung erforderlich. Dazu gehoéren die Validierung der
Protokolle zur Probenahme, RNA-Extraktion, zum Enrichment, der Library-Erstellung und zur Wahl
geeigneter Sequenzierungsstrategien. Diese Validierung sollte fiir verschiedene Bodentypen
erfolgen und auf standardisierten Mock-Gemeinschaften basieren, um eine reproduzierbare
Qualitatskontrolle zu gewahrleisten. Ergdnzend ist eine Sattigungskurven-Analyse notwendig, um
die optimale Anzahl an Reads pro Probe und Methode zu bestimmen und damit sowohl die
analytische Sensitivitat als auch die Kosteneffizienz der Verfahren zu optimieren. Auf dieser
Grundlage kann ein robuster und standardisierbarer Workflow entwickelt werden, der als
technische Basis flr die Anwendung von Metatranskriptomik im behdérdlichen Kontext dient.

Ein zentraler Schritt zur Qualitatssicherung ist anschlieRend die Durchfiihrung eines Ringtests, der
eine unabhingige Uberpriifung der Reproduzierbarkeit der Verfahren unter realistischen
Bedingungen der Routineanalytik ermdoglicht. Der Aufwand verteilt sich dabei zu etwa 60 % auf
Personal und zu 40 % auf Material. Die Personalkosten umfassen Labor- und Logistikarbeiten sowie
die bioinformatische und statistische Auswertung zu gleichen Teilen. Ringtests kdnnen
grundsatzlich fir alle relevanten Organismengruppen durchgefiihrt werden, fiir Bakterien und Pilze
wurden entsprechende Anséatze bereits erprobt und in wissenschaftlichen Publikationen
veroffentlicht. Flr jede Organismengruppe ist ein mittelfristiger Zeitraum (3-5 Jahre) erforderlich
und liegt im mittleren Budgetbereich (250.000-800.000 €).

6.4.2 Referenzdaten

Eine weitere MalRnahme umfasst die Erstellung von de novo Metatranskriptomen mit zeitlicher
Auflésung flr ausgewahlte Referenzstandorte, das festgelegte Mindestqualitatsstandards erfiillt.
Dafur werden lokale Referenztranskriptome mit hoher Sequenzierungstiefe von gut beschriebenen
Referenzstandorten erzeugt. Dies ermoglicht eine umfassende bioinformatische Auswertung, bei
der moglichst vollstandig transkribierte Gene fir die funktionelle Annotation eines Standortes
erfasst und daraus funktionelle sowie optional taxonomische Informationen lber die lokale
Lebensgemeinschaft abgeleitet werden. Die MalBnahme ist fiir alle relevanten Organismengruppen
vorgesehen und erfordert aufgrund des experimentellen Charakters und der hohen
Sequenzierungsintensitdt einen mittelfristigen Zeitraum (3-5 Jahre). Der Ressourcenbedarf verteilt
sich zu etwa gleichen Teilen auf Personal (50 %) sowie Material- und Sequenzierungskosten (50%).
Insgesamt ein mittleres Budget von 250.000-800.000 € veranschlagt.
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6.4.3 Thematische Definition

Der Nutzen von Metatranskriptomik ist stark kontextabhangig und wird mafigeblich durch die
spezifische Fragestellung bestimmt. Fiir den behordlichen Einsatz im
Bodenbiodiversitatsmonitoring ist daher eine thematische Definition erforderlich, die den Einsatz
der Methode fiir die Organismengruppen konkretisiert. Auf Basis von Literatur- und
Datenbankrecherchen sowie einer Evaluation existierender, qualitativ hochwertiger Daten von gut
beschriebenen Standorten kdnnen geeignete Ansatzpunkte identifiziert werden. Es ist zu
bemerken, dass entsprechende Daten derzeit noch nicht vorliegen. Basierend auf dieser Recherche
kann eine Kategorisierung der Metatranskriptom-Marker in Bezug auf die Fragestellung,
beispielsweise in Bezug auf C-, N- und P-Kreislaufe oder auf Belastungen durch Schadstoffe
entwickelt, und aktive Stoffwechselwege, funktionelle Gruppen und 6kologische Reaktionen oder
Resilienz der Organismengemeinschaften erfasst werden.

Die MalRnahme ist fur alle relevanten Organismengruppen vorgesehen, kann mittelfristig (3—5
Jahre) mit einem niedrigen Budget (< 250.000 €) umgesetzt werden. Die Kosten entfallen dabei
Uberwiegend auf Personal, insbesondere wenn die notwendige bioinformatische Infrastruktur
bereits vorhanden ist. Gegebenenfalls konnen Daten aus Abschnitt 6.4.2 fiir die Analyse
einbezogen werden.

6.4.4 Bewertung von Okosystemfunktionen

Ein Alleinstellungsmerkmal der Metatranskriptomik ist die Méglichkeit, nicht nur die taxonomische
Zusammensetzung, sondern auch die funktionellen Aktivitaten der Organismengemeinschaften zu
erfassen. Dadurch kénnen potentiell Okosystemfunktionen im behérdlichen
Biodiversitatsmonitoring bewertet werden. Dafiir sind vorerst Analysen hochauflésender,
langfristiger Zeitreihen, im Labor und im Freiland notwendig, um Verdanderungen der aktiven
Organismen in Abhangigkeit von Umweltfaktoren nachzuvollziehen. Die Malnahme richtet sich an
alle Organismengruppen, ist mittelfristig (3—5 Jahre) mit einem mittleren Budget (250.000—
800.000 €) umsetzbar, wobei die Kosten gleichmaRig auf Personal sowie Material und
Sequenzierung verteilt sind.

6.5 Auswerteverfahren

Alternative Auswerteverfahren kdnnten das behordliche Bodenbiodiversitatsmonitoring sinnvoll
erganzen, wenn sie methodische Limitationen bestehender Ansatze kompensieren und die
Aussagekraft der Ergebnisse erhdohen. Gleichzeitig besteht bei diesen Verfahren noch erheblicher
Entwicklungsbedarf, da die praktische Umsetzbarkeit und die Aussagekraft der unterschiedlichen
Ansadtze fir die potentiellen Einsichten bisher unklar sind. Grundsatzlich ermdglichen alternative
Auswerteverfahren unterschiedliche Perspektiven. Taxonomiefreie Indizes kdnnen grundsatzlich als
molekularbiologische Biodiversitatsindizes dienen, was moglicherweise Hinweise auf 6kologische
Zustande und Entwicklungen ermdglicht, oder sie konnten als Indikatoren, beziehungsweise
Pradiktoren dienen. Funktionelle Gruppen und Traits erlauben Rickschlisse auf
Okosystemleistungen, und Kl-gestiitzte Verfahren unterstiitzen sowohl die automatisierte
taxonomische Bestimmung und kénnen ergdanzend zu Metabarcoding oder Metagenomik
eingesetzt werden. Die Auswertung komplexer, multidimensionaler Datenséatze erfordert allerdings
fachliche Expertise, um Kl-generierte Analysen fundiert bewerten zu kénnen. Die Entwicklung und
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Validierung dieser Verfahren sind daher notwendig, um ihre Einsatzfahigkeit im behordlichen
Monitoring zuverldssig beurteilen und nutzen zu kénnen.

6.5.1 Taxonomiefreie Indizes

Die Evaluation taxonomiefreier Ansatze basiert auf Datensatzen aus Metabarcoding, Metagenomik
oder Metatranskriptomik und bezieht sich somit auf eDNA, comDNA, oder eRNA. Die Analysen
sollten sich auf molekulare Datensatze auf gut charakterisierten Standorten stiitzen,
gegebenenfalls sollten erganzend neue Datensatze erhoben werden, um vollstandig vergleichbare
Auswertungen zu gewahrleisten. Durch vergleichende Analysen von ASV- oder k-mer basierte
Daten mit morphologiebasierten Datensatzen kann der Mehrwert von taxonomiefreien Ansatzen
fir das behordliche Bodenbiodiversitatsmonitoring im Prinzip bewertet werden. Die MaRnahme
richtet sich an alle relevanten Organismengruppen und kann kurzfristig (2—3 Jahren) mit einem
niedrigen Budget (< 250.000 €) pro Organismengruppe umgesetzt werden. Der Leistungsaufwand
ist allerdings von der Methode, der Diversitdt der Organismengruppe und der Verfligbarkeit
vorhandener Daten abhdngig. Eine kombinierte Analyse mehrerer Organismengruppen in einem
Projekt kann die Kosten effizienter gestalten, eine gleichzeitige Bearbeitung aller Gruppen ist
jedoch nicht empfehlenswert, da die Komplexitdt der Daten sonst die Interpretation erschwert.

6.5.2 Funktionelle Gruppen/Traits

Im Rahmen der Evaluation funktioneller Kompositionsindizes wird untersucht, wie sich aus
Artenlisten 6kologische Prozesse ableiten lassen, etwa die Zersetzung organischer Substanz.
Funktionelle Komposition-Indizes fassen somit die Eigenschaften von Organismen zu Kennzahlen
zusammen, die Aussagen tiber Okosystemfunktionen erméglichen. Dafiir miissen
organismengruppenspezifische Art-Funktion- oder Art-Trait- Tabellen erstellt werden, in denen die
okologischen Rollen und Lebensstrategien einzelner Arten festgehalten werden, beispielsweise ob
sie Zersetzer, Rauber, Parasiten, bakterienfressend (bakterivor) oder pflanzenfressend (herbivor)
sind, sowie ihre bevorzugten Lebensraume (zum Beispiel epigdisch, endogaisch) oder 6kologische
Strategien (zum Beispiel r-Stratege, acidophil). Dieser Ansatz ist fiir alle relevanten
Organismengruppen anwendbar und kann ergdnzend zu traditionell morphologischen oder
molekularbiologisch erfassten Lebensgemeinschaften genutzt werden. Die Aussagekraft solcher
funktionellen Indizes ist allerdings noch unbekannt. Daher miissen diese Art-Funktion- oder Art-
Trait- Tabellen mit Artenlisten von gut charakterisierten Standorten verknipft und analysiert
werden, um Zusammenhange zwischen der Zusammensetzung der Arten, ihren funktionellen
Eigenschaften und 6kologischen Prozessen zu bewerten. Diese MalRnahme kann kurzfristig (2-3
Jahre) fur ausgewahlte Organismengruppen von besonderem Interesse flir das behordliche
Monitoring mit einem niedrigen Budget (< 250.000 €) durchgefiihrt werden. Eine Bearbeitung aller
Organismengruppen in einem Projekt erhéht den Zeithorizont und damit die Kosten.

6.5.3 Kl-gestlitzte taxonomische Bestimmung

Der Einsatz von Kinstlicher Intelligenz (KI) mittels Bilderkennung kann taxonomische
Auswertungen von comDNA-Proben gezielt unterstiitzen. Automatisierte Erfassung von Familien,
Gattungen und gegebenenfalls Arten sowie die Bestimmung ihrer Abundanz und Biomasse mittels
bildbasierter Verfahren kann die Arbeit von Taxonom*innen sinnvoll unterstitzen, aber nicht
ersetzen. In Kombination mit Metabarcoding kénnen die ermittelten Abundanz- und
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Biomassenwerte eine sinnvolle quantitative Ergdnzung darstellen. Die Kl-basierte Bilderkennung
kommt bereits bei der Auswertung von Malaise-Traps zum Einsatz (zum Beispiel Wiihrl et al. 2022)
und kann auf mittlere bis groRe Mesofauna (zum Beispiel Springschwéanze, Raub- und Hornmilben)
und kleine Makrofauna (Insekten, Spinnen) erweitert werden. Daflir ist zunachst die Sammlung
von Daten erforderlich, um die Kl zu trainieren. Die Trainingsdaten kdnnen sowohl aus
Freilandproben als auch aus einer moglichst groflen Anzahl digitaler Bilder der Zielorganismen
stammen. Die Kl-generierten Daten miissen anschlieRend mit comDNA verkniipft und ausgewertet
werden, um den Mehrwert der kombinierten Methoden zu evaluieren. Die MaRnahme ist
mittelfristig angelegt (3—5 Jahre) und erfordert ein vergleichsweises niedriges Budget

(< 250.000 €). Der grofite Teil des Aufwands entfallt auf Personal fir das KI-Training, die
Verknipfung der KI-Daten mit molekularbiologischen Daten (zum Beispiel Metabarcoding) sowie
die anschlieBende Datenanalyse.

6.5.4 Kl-Auswertung und Expertise

Die Auswertung komplexer Daten im behérdlichen Bodenbiodiversitatsmonitoring kann durch KI-
und Machine-Learning-Modelle unterstiitzt werden. Gleichzeitig sind diese Modelle
bioinformatisch hochkomplex. Fir sachlich korrekte Nutzung der Ergebnisse ist Fachwissen in
diesem Bereich unbedingt erforderlich. Um die Moglichkeiten, Grenzen und potenziellen
Ungenauigkeiten von Kl-basierten Auswertungen im behdérdlichen Bodenbiodiversitatsmonitoring
einschatzen zu kdnnen, ist der Erwerb entsprechender Expertise notwendig. Dies kann durch
gezielte Weiterbildung, Workshops oder die Einrichtung einer Personalstelle fir eine*n KI-
Spezialist*in erfolgen. Die MaRBnahme ist langfristig und kontinuierlich angelegt. Das Budget wird
als niedrig eingeschatzt (< 250.000 €) und sollte dauerhaft zur Verfliigung stehen.
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Tab. 5: Entwicklungsdauer und Kostenschatzung identifizierter Zielbilder.

Organismengruppe Meilenstein Zielbild Prioritat

6.1.1 - eDNA/comDNA Alle mittelfristig niedrig Laborarbeit, Sequenzierung und bioinformatische Auswertung

Vergleich der taxonomischen Auflosung, 2-3 Jahre <250.000 € Material- und Sequenzierungskosten sind relativ hoch (40 %), da viele Replikate
Datenqualitat und Robustheit von short- notwendig sind. Hoher Anteil an Personalkosten (60 %) aufgrund intensiver
und long-read Laborarbeit und Datenauswertung.

Sequenzierungstechnologien (lllumina,
PacBio, ONT)

6.1.2 - eDNA/comDNA Bakterien, kurzfristig niedrig Ringtests

Metabarcoding/Metagenomik Archaeen, Pilze 4 ; o510 < 250.000 € (Standard-Ringtest: mindestens 11 Labore, normale Qualititskontrolle)
Standardisierung PCR-Laborprotokolle (eDNA) Personalkosten aufgrund der Logistik und aufwendiger Auswertung hoch.
und Sequenzierung (bis zu 5

Primerpaaren (siehe zum Beispiel Kosten: Personal 50 %, Material 50 %

Metalnvert 03TNO054A)), Auswertung mit

. 1cti 0, 0,
e (st e e ek e Personal: Labor, Logistik (TA/PhD/Postdoc) 60 %, Auswertung (PhD/Postdoc) 40 %

Synergien moglich, indem mehrere Organismengruppen gleichzeitig standardisiert

werden, erhoht allerdings Material- und Personalkosten.

6.1.2 - eDNA/comDNA Protisten kurzfristig niedrig Ringtests

Metabarcoding/Metagenomik (eDNA) 1-2 Jahre <250.000 € (Standard-Ringtest: mindestens 11 Labore, normale Qualitatskontrolle)
Standardisierung PCR-Laborprotokolle Personalkosten aufgrund der Logistik und aufwendiger Auswertung hoch.
und Sequenzierung (bis zu 5

Primerpaaren (siehe zum Beispiel Kosten: Personal 50 %, Material 50 %

Metalnvert 03TNO054A)), Auswertung mit

. icti 0, 0,
einer bioinformatischen Standardpipeline Personal: Labor, Logistik (TA/PhD/Postdoc) 60 %, Auswertung (PhD/Postdoc) 40 %

Synergien moglich, indem mehrere Organismengruppen gleichzeitig standardisiert

werden, erhoht allerdings Material- und Personalkosten
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6.1.2 - eDNA/comDNA

Metabarcoding/Metagenomik

Standardisierung PCR-Laborprotokolle

und Sequenzierung (bis zu 5

Primerpaaren (siehe zum Beispiel
Metalnvert 03TNO054A)), Auswertung mit
einer bioinformatischen Standardpipeline

6.1.2 - eDNA/comDNA

Metabarcoding/Metagenomik

Standardisierung PCR-Laborprotokolle

und Sequenzierung (bis zu 5

Primerpaaren (siehe zum Beispiel
Metalnvert 03TNO054A)), Auswertung mit
einer bioinformatischen Standardpipeline

6.1.2 - eDNA/comDNA

Metabarcoding/Metagenomik

Standardisierung PCR-Laborprotokolle

und Sequenzierung (bis zu 5

Primerpaaren (siehe zum Beispiel
Metalnvert 03TNO054A)), Auswertung mit
einer bioinformatischen Standardpipeline

6.1.2 - eDNA/comDNA

Metabarcoding/Metagenomik

Standardisierung bioinformatische

Pipeline, Optimierung fir

Organismengruppen und Markergen(en)

Nematoden mittelfristig
(eDNA oder 3-5 Jahre
comDNA)

Mikroarthropod  mittelfristig

en 3-5 Jahre
(eDNA oder

comDNA)

Enchytraen, kurzfristig
Regenwiirmer 1-2 Jahre
(eDNA oder

comDNA)

Bakterien, mittelfristig

Archaeen, Pilze 2-3 Jahre

(eDNA)

niedrig

<250.000 €

niedrig

<250.000 €

niedrig

<250.000 €

mittel

250.00-800.000 €

Ringtests

(Standard-Ringtest: mindestens 11 Labore, normale Qualitdtskontrolle)
Personalkosten aufgrund der Logistik und aufwendiger Auswertung hoch.

Kosten: Personal 50 %, Material 50 %

Personal: Labor, Logistik (TA/PhD/Postdoc) 60 %, Auswertung (PhD/Postdoc) 40 %
Synergien moglich, indem mehrere Organismengruppen gleichzeitig standardisiert
werden, erhoht allerdings Material- und Personalkosten

Ringtests

(Standard-Ringtest: mindestens 11 Labore, normale Qualitatskontrolle)
Personalkosten aufgrund der Logistik und aufwendiger Auswertung hoch.

Kosten: Personal 50 %, Material 50 %

Personal: Labor, Logistik (TA/PhD/Postdoc) 60 %, Auswertung (PhD/Postdoc) 40 %
Synergien moglich, indem mehrere Organismengruppen gleichzeitig standardisiert
werden, erhoht allerdings Material- und Personalkosten

Ringtests

(Standard-Ringtest: mindestens 11 Labore, normale Qualitdtskontrolle)
Personalkosten aufgrund der Logistik und aufwendiger Auswertung hoch.

Kosten: Personal 50 %, Material 50 %

Personal: Labor, Logistik (TA/PhD/Postdoc) 60 %, Auswertung (PhD/Postdoc) 40 %
Synergien moglich, indem mehrere Organismengruppen gleichzeitig standardisiert
werden, erhoht allerdings Material- und Personalkosten

bioinformatische Entwicklung

im Wesentlichen nur Personalkosten (PhD und/oder Postdoc), wenn Infrastruktur

(Serverleistung, HPC-Cluster) vorhanden ist.

Synergien moglich, indem mehrere (oder alle) Organismengruppen in einem Projekt

standardisiert werden. Das erhoht die Projektzeit und damit die Personalkosten.
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6.1.2 - eDNA/comDNA
Metabarcoding/Metagenomik

Standardisierung bioinformatische
Pipeline, Optimierung fir
Organismengruppen und Markergen(en)

6.1.2 - eDNA/comDNA
Metabarcoding/Metagenomik

Standardisierung bioinformatische
Pipeline, Optimierung fir
Organismengruppen und Markergen(en)

6.1.2 - eDNA/comDNA
Metabarcoding/Metagenomik

Standardisierung bioinformatische
Pipeline, Optimierung fir
Organismengruppen und Markergen(en)

6.1.2 - eDNA/comDNA
Metabarcoding/Metagenomik

Standardisierung bioinformatische
Pipeline, Optimierung fir
Organismengruppen und Markergen(en)

Protisten

(eDNA)

Nematoden

(eDNA oder
comDNA)

Mikroarthropod
en

(eDNA oder
comDNA)

Enchytraen,
Regenwilirmer

(eDNA oder
comDNA)

mittelfristig
2-3 Jahre

mittelfristig
2-3 Jahre

mittelfristig,

2-3 Jahre

mittelfristig
2-3 Jahre

mittel

250.00-800.000 €

mittel

250.00-800.000 €

mittel

250.00-800.000 €

mittel

250.00-800.000 €

bioinformatische Entwicklung

im Wesentlichen nur Personalkosten (PhD und/oder Postdoc), wenn Infrastruktur

(Serverleistung, HPC-Cluster) vorhanden ist.

Synergien moglich, indem mehrere (oder alle) Organismengruppen in einem Projekt
standardisiert werden. Das erhoht die Projektzeit und damit die Personalkosten.
bioinformatische Entwicklung

im Wesentlichen nur Personalkosten (PhD und/oder Postdoc), wenn Infrastruktur

(Serverleistung, HPC-Cluster) vorhanden ist.

Synergien moglich, indem mehrere (oder alle) Organismengruppen in einem Projekt
standardisiert werden. Das erhoht die Projektzeit und damit die Personalkosten.
bioinformatische Entwicklung

im Wesentlichen nur Personalkosten (PhD und/oder Postdoc), wenn Infrastruktur

(Serverleistung, HPC-Cluster) vorhanden ist.

Synergien moglich, indem mehrere (oder alle) Organismengruppen in einem Projekt
standardisiert werden. Das erhoht die Projektzeit und damit die Personalkosten.
bioinformatische Entwicklung

im Wesentlichen nur Personalkosten (PhD und/oder Postdoc), wenn Infrastruktur

(Serverleistung, HPC-Cluster) vorhanden ist.

Synergien moglich, indem mehrere (oder alle) Organismengruppen in einem Projekt

standardisiert werden. Das erhoht die Projektzeit und damit die Personalkosten.
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6.1.3 - eDNA
Metabarcoding/Metagenomik

Beitrag von Relikt-DNA zur
Bodenbiodiversitat

Mock- und Zeitreihen zur Bewertung und
des Anteils und der Identitat der Relikt-
DNA in nattirlichen Gemeinschaften, also
zu bestimmen, welche Organismengruppe
in welchem Ausmalf als Relikt-DNA
vertreten ist.

6.1.3 - eDNA
Metabarcoding/Metagenomik

Beitrag von Relikt-DNA zur
Bodenbiodiversitat

Mock- und Zeitreihen zur Bewertung und
des Anteils und der Identitat der Relikt-
DNA in nattirlichen Gemeinschaften, also
zu bestimmen, welche Organismengruppe
in welchem Ausmal als Relikt-DNA
vertreten ist.

Bakterien,
Archaeen, Pilze

Protisten

mittelfristig
2-3 Jahre

mittelfristig
2-3 Jahre

mittel

250.00-800.000 €

mittel

250.00-800.000 €

Ringtests

(Standard-Ringtest: mindestens 11 Labore, normale Qualitdtskontrolle)

inklusive Auswahl von Protokollen, die auf Vergleichbarkeit getestet werden
Kosten: Personal 60%, Material 40 %

Personal: Labor, Logistik (TA/PhD/Postdoc) 60 %, Auswertung (PhD/Postdoc) 40 %
bioinformatische Entwicklung

PhD und/oder Postdoc bei vorhandener Infrastruktur. Fir Metagenomik héhere
Personalkosten (60 %).

Synergien moglich, indem mehrere (oder alle) Organismengruppen in einem Projekt
standardisiert werden. Das beeinflusst allerdings die Projektzeit und damit die
Personalkosten.

Ringtests

(Standard-Ringtest: mindestens 11 Labore, normale Qualitdtskontrolle)

inklusive Auswahl von Protokollen, die auf Vergleichbarkeit getestet werden
Kosten: Personal 60%, Material 40 %

Personal: Labor, Logistik (TA/PhD/Postdoc) 60 %, Auswertung (PhD/Postdoc) 40 %
bioinformatische Entwicklung

PhD und/oder Postdoc bei vorhandener Infrastruktur. Fir Metagenomik héhere
Personalkosten (60 %).

Synergien moglich, indem mehrere (oder alle) Organismengruppen in einem Projekt
standardisiert werden. Das beeinflusst allerdings die Projektzeit und damit die
Personalkosten.
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6.1.3 - eDNA
Metabarcoding/Metagenomik

Beitrag von Relikt-DNA zur
Bodenbiodiversitat

Mock- und Zeitreihen zur Bewertung und
des Anteils und der Identitat der Relikt-
DNA in nattirlichen Gemeinschaften, also
zu bestimmen, welche Organismengruppe
in welchem Ausmalf als Relikt-DNA
vertreten ist.

6.1.3 - eDNA
Metabarcoding/Metagenomik

Beitrag von Relikt-DNA zur
Bodenbiodiversitat

Mock- und Zeitreihen zur Bewertung und
des Anteils und der Identitat der Relikt-
DNA in nattirlichen Gemeinschaften, also
zu bestimmen, welche Organismengruppe
in welchem Ausmal als Relikt-DNA
vertreten ist.

Nematoden

Mikroarthropod
en

mittelfristig
2-3 Jahre

mittelfristig
2-3 Jahre

mittel

250.00-800.000 €

mittel

250.00-800.000 €

Ringtests

(Standard-Ringtest: mindestens 11 Labore, normale Qualitdtskontrolle)

inklusive Auswahl von Protokollen, die auf Vergleichbarkeit getestet werden
Kosten: Personal 60%, Material 40 %

Personal: Labor, Logistik (TA/PhD/Postdoc) 60 %, Auswertung (PhD/Postdoc) 40 %
bioinformatische Entwicklung

PhD und/oder Postdoc bei vorhandener Infrastruktur. Fir Metagenomik héhere
Personalkosten (60 %).

Synergien moglich, indem mehrere (oder alle) Organismengruppen in einem Projekt
standardisiert werden. Das beeinflusst allerdings die Projektzeit und damit die
Personalkosten.

Ringtests

(Standard-Ringtest: mindestens 11 Labore, normale Qualitdtskontrolle)

inklusive Auswahl von Protokollen, die auf Vergleichbarkeit getestet werden
Kosten: Personal 60 %, Material 40 %

Personal: Labor, Logistik (TA/PhD/Postdoc) 60 %, Auswertung (PhD/Postdoc) 40 %
bioinformatische Entwicklung

PhD und/oder Postdoc bei vorhandener Infrastruktur. Fir Metagenomik héhere
Personalkosten (60 %).

Synergien moglich, indem mehrere (oder alle) Organismengruppen in einem Projekt
standardisiert werden. Das beeinflusst allerdings die Projektzeit und damit die
Personalkosten.
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6.1.3 - eDNA Enchytraen, mittelfristig

Regenwiirmer
Metabarcoding/Metagenomik e 2-3 Jahre
Beitrag von Relikt-DNA zur
Bodenbiodiversitat
Mock- und Zeitreihen zur Bewertung und
des Anteils und der Identitat der Relikt-
DNA in natirlichen Gemeinschaften, also
zu bestimmen, welche Organismengruppe
in welchem Ausmal als Relikt-DNA
vertreten ist.
7.2.1-eDNA Bakterien, mittelfristig
Archaeen
Standards fur Quantifizierung und Off- 2-3 Jahre
Target Erfassung
6.2.2 - Metabarcoding Pilze kurzfristig
Harmonisierung der Primerwahl (eDNA) 1-2 Jahre
6.2.2 - Metabarcoding Protisten mittel- bis
langfristi
Harmonisierung der Primerwahl (eDNA) & g

mindestens 3
Jahre

mittel

250.00-800.000 €

mittel

250.00-800.000 €

niedrig

< 250.000 €

mittel

250.000-800.000 €

Ringtests

(Standard-Ringtest: mindestens 11 Labore, normale Qualitdtskontrolle)

inklusive Auswahl von Protokollen, die auf Vergleichbarkeit getestet werden
Kosten: Personal 60 %, Material 40 %

Personal: Labor, Logistik (TA/PhD/Postdoc) 60 %, Auswertung (PhD/Postdoc) 40 %
bioinformatische Entwicklung

PhD und/oder Postdoc bei vorhandener Infrastruktur. Fir Metagenomik héhere
Personalkosten (60 %).

Synergien moglich, indem mehrere (oder alle) Organismengruppen in einem Projekt
standardisiert werden. Das beeinflusst allerdings die Projektzeit und damit die
Personalkosten.

Laborarbeit

fiir spike-in / gPCR / ddPCR Tests. Kostenanteil: TA / PhD (40 %), Material inklusive
Sequenzierung (35 %)

bioinformatische Auswertung

zur Off-Target Quantifizierung (PhD / Postdoc, 25 %)

Datenbankrecherche

in-silico Auswertung von vorhandenen Daten in Referenzdatenbanken (ITS1 und ITS2),
Abgleich mit UNITE-Referenzdatenbank

Entwicklung alternativer 18S-Primer

(moglicherweise basierend auf long-reads)

Primerdesign und Erstellung weiterer Referenzsequenzen.
Kosten: Personal 70 %, Material und Sequenzierung 30 %.

Personalkosten (TA/PhD/PostDoc): Labor 70 %, Entwicklung und Analyse 30 %
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6.2.3 - Metabarcoding / Metagenomik Nematoden

Abgleich der Referenzdatenbanken

6.2.3 - Metabarcoding / Metagenomik Mikroarthropod

en
Abgleich der Referenzdatenbanken

(Springschwanze
, Horn-und
Raubmilben

6.2.3 - Metabarcoding / Metagenomik Enchytraen,

Regenwiirmer
Abgleich der Referenzdatenbanken e

mittelfristig
2-3 Jahre

mittelfristig

2-4 Jahre

mittelfristig
2-3 Jahre

niedrig

<250.000 €

niedrig

<250.000 €

niedrig

<250.000 €

Datenbankrecherche

Erstellung einer taxonomischen Ubersicht (inklusive Replikate und
Verbreitungsgebiet) der vorhandenen Referenzsequenzen fiir bodenrelevante Taxa.

Analysen - taxonomische Auflésung und Robustheit

Empfehlung welches Gen (zum Beispiel 18S, 28S, 16S, COl) fir Metabarcoding genutzt
wird.

Ergebnis

Identifizierung welche bodenrelevanten Taxa fehlen. Kuratierte, lokale Datenbank fiir
die entsprechende Organismengruppe.

Datenbankrecherche

Erstellung einer taxonomischen Ubersicht (inklusive Replikate und
Verbreitungsgebiet) der vorhandenen Referenzsequenzen fiir bodenrelevante Taxa.

Analysen - taxonomische Auflésung und Robustheit

Empfehlung welches Gen (zum Beispiel 18S, 28S, 16S, COI) fur Metabarcoding genutzt
wird.

Ergebnis

Identifizierung welche bodenrelevanten Taxa fehlen. Kuratierte, lokale Datenbank fir
die entsprechende Organismengruppe.

Datenbankrecherche

Erstellung einer taxonomischen Ubersicht (inklusive Replikate und
Verbreitungsgebiet) der vorhandenen Referenzsequenzen fiir bodenrelevante Taxa.

Analysen - taxonomische Auflésung und Robustheit

Empfehlung welches Gen (zum Beispiel 18S, 28S, 16S, COI) fur Metabarcoding genutzt
wird.

Ergebnis

Identifizierung welche bodenrelevanten Taxa fehlen. Kuratierte, lokale Datenbank fiir
die entsprechende Organismengruppe.
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6.2.3 - Metabarcoding / Metagenomik Nematoden mittel- bis
langfristi

Verbesserung der Referenzdatenbanken (abhéngig von & &
Genomgrofie 3-5 Jahre
und Komplexitat
nur DNA-
Barcoding)

6.2.3 - Metabarcoding / Metagenomik Mikroarthropod  mittelfristig
en

Verbesserung der Referenzdatenbanken 3-5 Jahre

(Springschwanze
, Horn-und
Raubmilben

mittel

250.000-800.000 €

mittel

250.000-800.000 €

Sammlung von Taxa und Sequenzierung
(basierend auf Datenbankrecherche, siehe oben)

Auffillen der Referenzdatenbanken mit Referenzsequenzen (Metabarcoding) oder
Referenzgenomen (Metagenomik) von relevanten, morphologisch validierten Taxa.

Kosten fiir DNA-Barcoding:

Personal 70 %, Material 30 %

Personal: Taxonom 60 %, molekulare, analytische und logistische Arbeit 40 %
Kosten flir Genomsequenzierung:

Personal 60 %, Material 40 %

Personal: Taxonom 50 %, molekulare, analytische und logistische Arbeit 50 %

Sammlung von Taxa und Sequenzierung
(basierend auf Datenbankrecherche, siehe oben)

Auffillen der Referenzdatenbanken mit Referenzsequenzen (Metabarcoding) oder
Referenzgenomen (Metagenomik) von relevanten, morphologisch validierten Taxa.

Kosten fiir DNA-Barcoding:

Personal 70 %, Material 30 %

Personal: Taxonom 60 %, molekulare, analytische und logistische Arbeit 40 %
Kosten flir Genomsequenzierung:

Personal 60 %, Material 40 %

Personal: Taxonom 50 %, molekulare, analytische und logistische Arbeit 50 %
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6.2.3 - Metabarcoding / Metagenomik

Verbesserung der Referenzdatenbanken

6.2.3 - Metabarcoding / Metagenomik

Verbesserung der Referenzdatenbanken

6.3 - Metagenomik

Verbesserung der Referenzdatenbanken

Enchytraen mittelfristig niedrig

2-3 Jahre <250.000 €
Regenwiirmer mittelfristig niedrig
(Metabarcoding) 2-3 Jahre < 250.000 €
Alle kurzfristig niedrig

1-2 Jahre, oder < 250.000 €
3-5 Jahre pro
Organismengru

ppe

pro Organismengruppe

Sammlung von Taxa und Sequenzierung
(basierend auf Datenbankrecherche, siehe oben)

Auffillen der Referenzdatenbanken mit Referenzsequenzen (Metabarcoding) oder
Referenzgenomen (Metagenomik) von relevanten, morphologisch validierten Taxa.

Kosten fiir DNA-Barcoding:

Personal 70 %, Material 30 %

Personal: Taxonom 60 %, molekulare, analytische und logistische Arbeit 40 %
Kosten flir Genomsequenzierung:

Personal 60 %, Material 40 %

Personal: Taxonom 50 %, molekulare, analytische und logistische Arbeit 50 %

Sammlung von Taxa und Sequenzierung
(basierend auf Datenbankrecherche, siehe oben)

Auffillen der Referenzdatenbanken mit Referenzsequenzen (Metabarcoding) oder
Referenzgenomen (Metagenomik) von relevanten, morphologisch validierten Taxa.

Kosten fiir DNA-Barcoding:

Personal 70 %, Material 30 %

Personal: Taxonom 60 %, molekulare, analytische und logistische Arbeit 40 %
Kosten flir Genomsequenzierung:

Personal 60 %, Material 40 %

Personal: Taxonom 50 %, molekulare, analytische und logistische Arbeit 50 %

Annotation und Qualitdtsbewertung vorhandener Referenzgenome
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6.4.1 - Metatranskriptomik, eRNA Alle

Validierung (Standardisierung) der
Protokolle zur RNA-Extraktion,
Enrichment, Library-Erstellung und
Sequenzierungsstrategie fiir verschiedene
Bodentypen mit standardisierten Mock
Gemeinschaften zur Qualitdtskontrolle

6.4.2 - Metatranskriptomik, eRNA Alle

Erstellung eines de novo
Metatranskriptoms mit definierter
Mindestqualitat fir Referenzstandorte
mit zeitlicher Auflésung

6.4.3 - Metatranskrptomik, eRNA Alle

Thematische Definition fiir den Einsatz
von Metatranskriptomik fir die

verschiedenen Organismengruppen im
Rahmen des behordlichen Monitorings

6.4.4 - Metatranskrptomik, eRNA Alle

Bewertung von Okosystemfunktionen im
Monitoring

mittelfristig
3-5 Jahre

pro
Organismengru
ppe

mittelfristig
3-5 Jahre

mittelfristig

3-5 Jahre

mittelfristig

3-5 Jahre

mittel
250.000-800.000 €

pro Organismengruppe

mittel

250.000-800.000 €

niedrig
< 250.000 €

(hier hauptsachlich
Personalkosten, wenn
bioinformatische
Infrastruktur
vorhanden ist)

mittel

250.000-800.000 €

Entwicklung von Labor- und Sequenzierungsprotokollen

Sattigungskurven-Analyse zur Bestimmung optimaler Read-Zahlen pro Probe und
Methode

Entwicklung von robustem Workflow als Basis fiir Standardisierung
Ringtest (Standard-Ringtest: mindestens 11 Labore, normale Qualitatskontrolle)
Kosten: Personal 60 %, Material 40 %

Personal: Labor, Logistik (TA/PhD/Postdoc) 50 %, Auswertung (PhD/Postdoc) 50 %

Sequenzierung mit hoher Sequenzierungstiefe zur Erstellung lokaler
Referenztranskriptome fiir ausgewahlte Flache

bioinformatische Auswertung mit funktioneller Annotation

Kosten: Personal 50 %, Material und Sequenzierung 50 %

Literatur- und Datenbankrecherche,

Evaluation basierend auf existierenden, hochqualitativen Daten von gut
beschriebenen Standorten (entsprechende Daten sind bisher noch nicht vorhanden)

Kategorisierung der Metatranskriptom- Marker mit Bezug zur Fragestellung (zum
Beispiel CNP-Kreislauf, Belastungen mit Schadstoffen)

Erfassung aktiver Stoffwechselwege, funktioneller Gruppen und 6kologische
Reaktionen von Organismengemeinschaften.

Datenerhebung und Auswertung

hochauflésende, langfristige Zeitreihe (Labor oder Freiland) in Abhangigkeit von
Umweltfaktoren

Kosten: Personal 50 %, Material 50 %
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6.5.1 - Taxonomiefreie Indizes

Basierend auf Metabarcoding-,
Metagenomik-, Metatranskriptomik-
Datensatzen

Basierend eDNA, comDNA, eRNA

Evaluation taxonomiefreier Ansatze
(ASVs, k-mer, Metatrankriptomdaten)
und resultierender Diversitatsindizes fir
behordliches Biodiversitatsmonitoring

6.5.2 - Funktionelle Gruppen/Traits

Evaluation funktioneller Komposition-
Indizes fuir 6kologische Prozesse (zum
Beispiel Zersetzung).

anwendbar fir alle taxonomiebasierten
Biodiversitatsdaten (morphologisch oder
molekular erhoben)

6.5.3 - KlI-gestiitzte taxonomische
Bestimmung mittels Bilderkennung

Semiautomatisierte Auswertung von
Lebensgemeinschaften, informative
Unterstitzung der qualitativen und
quantitativen Biodiversitatserfassung

anwendbar fiir klassische
Biodiversitatserfassung, erweiterte
Informationen fir molekulare
Biodiversitatsdaten

Alle

Alle

Mikro-
arthropoden

(Mesofauna und
Makrofauna
unter ~5cmim
Allgemeinen)

(in Kombination
mit comDNA)

kurzfristig

2-3 Jahre, pro
Organismen-
gruppe.
Zusammenfass
en von einigen
Organismengru
ppen ist
moglich. Alle
Organismengru
ppen
gemeinsam zu
erfassen,
benotigt mehr
Zeit und
Budget.

kurzfristig
2-3 Jahre

mittelfristig
3-5 Jahre

niedrig
< 250.000 €

pro
Organismengruppe,
abhangig von
Methode, Diversitat
und vorhandenen
Datensatzen und
Informationen

niedrig
< 250.000 €

(hier hauptsachlich
Personalkosten)

niedrig

<250.000 €

Analyse umfangreicher Datensatze aus gut charakterisierten Standorten.

Gegebenenfalls Erhebung von solchen Datensdtzen, um ein gemeinsames
Referenzsystem fiir die verschiedenen Methoden zu haben.

Erstellung gruppenspezifischer Art-Funktion/Trait-Tabellen

Zum Beispiel Zersetzer, Rauber, parasitar, bakterivor, herbivor, epigdisch, endogdisch,
r-Stratege, acidophil

Verkniipfung der Artnamen/Tabelle mit molekularen Profilen von gut
charakterisierten Standorten und Analyse

Daten sammeln und Training der Kl
Sequenzierung der comDNA
Auswertung der molekularen Daten und Verkniipfung dieser mit KI

gegebenenfalls Proben nehmen/Daten sammeln
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6.5.4 — KI-Auswertung - langfristig, niedrig Workshops, Weiterbildung um Kl-Expertise zu erwerben, moglicherweise Stelle fir KI-

R, . kontinuierlich Spezialisten
Expertise fur Moglichkeiten, Grenzen und <250.000 €

Ungenauigkeiten von KI-Daten erlangen
im Bereich fur behoérdliches Monitoring
erwerben. Weiterbildung.

Tabelle 5 Die aufgefiihrten Zielbilder wurden aus den vorherigen Tabellen ibernommen und fir die Entwicklungsdauer und Kostenschatzung neu kategorisiert. Sie
umfassen die thematischen Gebiete eDNA und comDNA sowie verschiedene methodische Ansatze (Metabarcoding, Metagenomik, Metatranskriptomik und
alternative Auswerteverfahren gemaf Tabelle 4). Die Ziffern in den Zielbildern verweisen auf die entsprechenden Unterkapitel, in denen sie beschrieben werden.
Die Zielbilder gelten entweder fiir alle Organismengruppen gleichermafen oder werden nach Organismengruppe getrennt dargestellt, sofern sich Zeithorizont
oder Budget unterscheiden konnen oder eine getrennte Analyse sinnvoll ist. Der Zeithorizont wird den Kategorien kurzfristig, mittelfristig und langfristig
zugeordnet. Das Budget ist in die Stufen niedrig (< 250.000 €) und mittel (250-800.000 €) unterteilt. Die Budgetangaben beziehen sich ausschlielich auf
geschatzte Materialkosten. Personalaufwand sowie infrastrukturelle Kosten fir bioinformatische Leistungen (zum Beispiel Aufbau neuer Rechenkapazitdten) sind
nicht berticksichtigt und es wird von vorhandenen Ressourcen wie High-Performance-Clustern ausgegangen. Alle Angaben zu Zeithorizonten und Budgets sind
Schatzwerte auf Basis von Erfahrungen aus vergleichbaren Projekten und daher unverbindlich, da sie von verfligbaren personellen und finanziellen Ressourcen
sowie moglichen methodischen Herausforderungen abhdngen. Unter Leistung wird zusatzlich unverbindlich angegeben, in welchem Verhaltnis die erwarteten
Projektkosten durch Material- oder Personalkosten bestimmt sind.
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7 AbschlieBende Bewertung und Empfehlung

Das behordliche Bodenbiodiversitatsmonitoring erfiillt die Aufgabe, den strategischen Rahmen
mehrerer aufeinander abgestimmter Programme auf Lander-, Bundes- und EU-Ebene zu bedienen.
Diese Programme basieren auf der Erkenntnis, dass intakte, artenreiche und funktional stabile
Okosysteme zentrale Voraussetzungen fiir Klimaschutz, Klimaanpassung und eine nachhaltige
Nutzung natiirlicher Ressourcen darstellen. Boden spielen dabei eine Schlisselrolle: Sie speichern
Kohlenstoff, tragen biologische Vielfalt, regulieren den Wasserhaushalt und wirken als 6kologische
Puffer gegenliber Klimaextremen.

Die Nationale Biodiversitatsstrategie (NBS) definiert strategische MafRnahmen wie die Entwicklung
standardisierter Monitoringprotokolle, die Erfassung relevanter Organismengruppen und die
kontinuierliche Auswertung von Biodiversitatsindikatoren, um Verdnderungen im Zustand der
Boden langfristig zu dokumentieren. Das Soil Monitoring Law (SML) bildet als verbindlicher
europdischer Rahmen die rechtliche Grundlage fir ein harmonisiertes, langfristiges und
vergleichbares Bodenmonitoring in allen Mitgliedstaaten. Innerhalb dieses Rahmens fokussiert das
Aktionsprogramm Natlirlicher Klimaschutz (ANK) darauf, Verdanderungen in Struktur, Funktion und
Zustand der Boden zuverldssig abzubilden und die natirlichen Klimaschutzleistungen der Béden zu
bewerten und zu starken. Ergdnzend legt die Deutsche Anpassungsstrategie an den Klimawandel
(DAS) den Schwerpunkt auf die friihzeitige Erkennung negativer Klimafolgen, systematische
Risikobewertung sowie die Entwicklung und Umsetzung von AnpassungsmaBnahmen zur
Forderung von Vorsorge, Anpassung und Resilienz.

Um das behérdliche Bodenbiodiversitatsmonitoring effektiv und zukunftssicher zu gestalten, ist es
strategisch sinnvoll, molekularbiologische Verfahren wie Metabarcoding, Metagenomik und
perspektivisch Metatranskriptomik zu integrieren und gezielt fiir dessen Anforderungen
weiterzuentwickeln. Sie erméglichen eine umfassendere Erfassung biologischer Vielfalt und
funktioneller Prozesse und ergdnzen bestehende Programme um schwer zugangliche
Organismengruppen. Sie ermoglichen eine standardisierbare, taxonomisch breite und
vergleichsweise objektive Erfassung von Organismengruppen, die mit klassischen morphologischen
Verfahren nur eingeschrankt oder gar nicht abbildbar sind, insbesondere Bakterien, Archaeen, Pilze
und Protisten. Damit erganzen diese Methoden die bestehenden Monitoringprogramme
wirkungsvoll, indem sie biologische Vielfalt, funktionelle Prozesse und friihe Veranderungen in
Boden systematisch erfassen. Je nach Organismengruppe befinden sich die Methoden in
unterschiedlichen Entwicklungsstadien, gezielte FordermaRnahmen kénnen jedoch ihre Integration
in das behordliche Monitoring ermoglichen und so die Umsetzung der Ziele von SML, NBS, ANK
und DAS wirkungsvoll unterstitzen.

Die Starken molekularbiologischer Verfahren liegen insbesondere in der zum Teil automatisierten
Erhebung von Biodiversitatsdaten aus Umweltproben sowie in ihrer hohen Skalierbarkeit. Unter
Skalierbarkeit ist dabei zu verstehen, dass Bearbeitungszeit und Kosten nicht proportional mit der
Anzahl der Proben steigen, sondern viele Proben gleichzeitig effizient verarbeitet werden kénnen.
Auf dieser Grundlage kann ein Routinemonitoring aufgebaut werden, das im Vergleich zu
klassischen Methoden mehr Flachen abdeckt, oder in ausgewahlten Flachen in relativ kurzen
zeitlichen Abstanden (einmal bis mehrmals pro Jahr) durchgefiihrt werden kann. Das behordliche
Bodenbiodiversitatsmonitoring lasst sich somit entsprechend der NBS und der DAS sowohl flachen-
als auch zeitlich zielgerichtet gestalten. Entsprechend der Ziele des ANK kdnnen
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molekularbiologische Verfahren Verdanderungen in Struktur und Funktionen sowohl auf
taxonomischer, als auch genetischer Ebene abbilden. Hervorzuheben ist hier die Kombination von
eDNA- und eRNA-basierten Ansatzen, die sowohl die Erfassung der gesamten Biodiversitat als auch
die Identifikation der aktiven Organismen erméglichen, wodurch Riickschliisse auf funktionale
Okosystemleistungen und dynamische Prozesse in Boden gezogen werden kdnnen. Vor diesem
Hintergrund kénnen molekularbiologische Verfahren einen zentralen Baustein fiir ein
zukunftsfahiges behordliches Bodenbiodiversitatsmonitoring bilden, denn funktionale
Bodendkosysteme sind komplex und durch eine hohe biologische Diversitadt gepragt. Bislang ist nur
unzureichend bekannt, welche spezifischen Organismen und Interaktionen entscheidend fir die
Aufrechterhaltung der 6kologischen Funktionen von Béden im Sinne der Ziele von SML, NBS, ANK
und DAS sind. Vor diesem Hintergrund ist es notwendig, eine Vielzahl unterschiedlicher
Organismengruppen systematisch zu erfassen, um ein fundiertes Verstandnis der Bodenfunktionen
und ihrer Relevanz fur Biodiversitat, Klimaschutz und Klimaanpassung zu gewinnen.

Molekularbiologische Verfahren konnen MaBnahmen im Rahmen von SML, NBS, ANK und

DAS unterstiitzen und somit zentrale Bausteine fiir ein zukunftsfahiges behérdliches

Bodenbiodiversitatsmonitoring bilden

P Automatisierte und standardisierte molekularbiologische Verfahren erméglichen ein
Routinemonitoring in kiirzeren Intervallen als das Basismonitoring (alle zwei bis fiinf Jahre)
und erlauben so, Veranderungen der biologischen und funktionellen Vielfalt friihzeitig zu
erfassen.

Routinemonitoring mit molekularbiologischen Verfahren erlaubt zum Beispiel:
P die Beobachtung von Trends im Rahmen von Naturschutz und Klimaanpassung,
P die Bewertung der Wirksamkeit von Naturschutz- und KlimaanpassungsmaRnahmen,

P die Erfassung der Bodenbiodiversitat auf taxonomischer, genetischer und funktionaler
Ebene,

P Ruckschliisse auf funktionale Okosystemleistungen, zum Beispiel durch Kombination von
eDNA- und eRNA-Analysen.

Allerdings sind molekularbiologische Verfahren fiir die verschiedenen Organismengruppen
unterschiedlich weit entwickelt. Gleichzeitig schreitet die Sequenzierungstechnologie sehr schnell
voran, sodass bestimmte Methoden flr einzelne Organismengruppen bereits besser geeignet oder
weiter ausgereift sind als fir andere. Die nachfolgende finale Bewertung und die daraus
abgeleiteten Empfehlungen ordnen die in den vorangegangenen Kapiteln beschriebenen
Methoden, Entwicklungsbedarfe und MaRnahmen strategisch ein. Ziel ist es, aufzuzeigen, wie
Metabarcoding, Metagenomik und Metatranskriptomik, unter Berlicksichtigung ihres jeweiligen
Reifegrads, ihrer Limitationen und ihres Ressourcenbedarfs, schrittweise standardisiert und
zielgerichtet in bestehende Monitoringstrukturen integriert werden kénnen, um das behérdliche
Bodenbiodiversitdtsmonitoring wirksam zu unterstitzen.

Die im Gutachten identifizierten Entwicklungsbedarfe fir den Einsatz molekularbiologischer
Methoden im behordlichen Biodiversitatsmonitoring lassen sich in sechs libergeordnete
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Handlungsfelder gliedern. Diese Struktur ermdglicht eine strategische Priorisierung der
MaBnahmen und die schrittweise Implementierung praxistauglicher Verfahren.

7.1 Strategische Entscheidungen zur Sequenzierungstechnologie

Ein vorrangiger Handlungsbedarf fiir das behordliche Bodenbiodiversitatsmonitoring liegt in der
systematischen Evaluierung der Sequenzierungstechnologien, also dem Vergleich von Short-Read-,
Long-Read- und Metagenomik-Anséatzen. Ziel dieser Tests ist es, die taxonomische Auflésung,
Datenqualitat und Robustheit der Verfahren fir die verschiedenen Organismengruppen belastbar
zu bewerten, insbesondere fiir jene, die Gber eDNA erfasst werden sollen. Die Ergebnisse dieser
Vergleichsstudien bilden die notwendige Grundlage fir alle nachfolgenden Schritte im Monitoring.
Sie ermoglichen die gezielte Festlegung der Sequenzierungsstrategie fiir die jeweiligen
Organismengruppen und sichern, dass die Wahl der Markergene, die Standardisierungen,
Methodenanpassungen und der Aufbau von Referenzdatenbanken effizient und kompatibel
umgesetzt werden kénnen. Kurzfristig kann das Monitoring auf etablierten Short-Read-Plattformen
wie lllumina standardisiert werden. Long-Read-Technologien (PacBio HiFi, ONT) bieten
wahrscheinlich langfristig Vorteile aufgrund der taxonomischen Auflésung basierend auf Full-
Length-Barcodes. Eine friihzeitige, evidenzbasierte Entscheidung verhindert spatere
Inkompatibilitaten und legt die Grundlage flr eine robuste und zukunftsfahige
Monitoringinfrastruktur.

Festlegung der Sequenzierungsstrategie fiir relevante Bodenorganismen
P short-read versus long-read Technologien

P Metabarcoding versus Metagenomik

P Einfluss von Relikt-DNA

Festlegung der Probenahmestrategie fiir Bodenfauna
P eDNA oder comDNA
P Metabarcoding oder Metagenomik

Festlegung der Erfassung von funktionaler Diversitat
P Kombination von eDNA und eRNA
P eDNA / comDNA und Taxon-Merkmalstabelle

Fir die Festlegung der Sequenzierungsstrategie sollte hinzufligend der Beitrag von Relikt-DNA in
eDNA-Proben mitgedacht werden, wobei Methoden fir unterschiedliche Organismengruppen
verschieden sensitiv sind. Es ist zu erwarten, dass Long-Read- und Metagenomik-Ansatze
tendenziell weniger Relikt-DNA erfassen. Bei Long-Read-Verfahren ist dies darauf zurickzufihren,
dass fragmentierte DNA haufig nicht Gber die erforderlichen Full-Length-Barcodes von mehreren
hundert bis tausend Basenpaaren amplifiziert werden kann. Bei Metagenomik-Ansatzen ist der
Einfluss vermutlich geringer, da hier ein Amplifizierungsschritt entfallt und fragmentierte Relikt-
DNA statistisch weniger relevant zur Sequenzierung beitragt.
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Grundlegende Entscheidungen zur zuklnftigen Ausrichtung des behdordlichen
Bodenbiodiversitatsmonitorings sollten friihzeitig getroffen werden. Dazu gehort insbesondere, fiir
welche Organismengruppen eDNA eingesetzt werden soll, etwa fiir Mikroorganismen oder
zusatzlich fur Protisten und die Bodenfauna. Fir die Erfassung der gesamten Breite aller
bodenlebenden Organismengruppen kann gegebenenfalls Metagenomik genutzt werden.
Alternativ kdnnen einzelne Organismengruppen tGber comDNA erfasst werden, ein Verfahren, das
Relikt-DNA vermeidet. Zur Erfassung der funktionalen Vielfalt sind verschiedene Ansdtze maoglich.
Ein molekularbiologischer Ansatz besteht in der Kombination von eDNA und eRNA, die
gegebenenfalls auf ausgewahlte Referenzflachen beschrankt wird. Alternativ konnen Artenlisten
mit Merkmalstabellen ergénzt werden, um die funktionellen Eigenschaften der Artengemeinschaft
abzubilden.

Potentielle Strategien zur Kontrolle von Relikt-DNA und Off-Target Amplifizierung zur
Bodenbiodiversitat

P Long-read Metabarcoding oder Metagenomik
P Spike-in Kontrollen (siehe 7.4)

7.2 Standardisierung von Laborschritten und Bioinformatik

Aufbauend auf den technologischen Vergleichsstudien stellt die Standardisierung von eDNA-, bzw.
comDNA-basierten Verfahren (Metabarcoding und Metagenomik) sowie perspektivisch eRNA-
basierten Methoden (Metatranskriptomik und RNA-Metabarcoding) ein zentrales Handlungsfeld
dar. Fur ein langfristig vergleichbares und rechtssicheres behérdliches Biodiversitatsmonitoring
sind einheitliche Laborprotokolle, validierte Primerstrategien, definierte Sequenziertiefen sowie
robuste, versionskontrollierte bioinformatische Pipelines unverzichtbar. Die
StandardisierungsmaRRnahmen sollten strategisch an den zukiinftigen Zielen des behdérdlichen
Bodenbiodiversitatsmonitoring ausgerichtet sein, insbesondere daran, welche Organismengruppen
kiinftig Gber eDNA, comDNA, Metabarcoding oder Metagenomik erfasst werden sollen, und in
welchem Umfang eRNA-basierte Verfahren genutzt werden. Zur Standardisierung bilden Ringtests
ein zentrales Instrument zur Qualitatssicherung und Sicherstellung der Reproduzierbarkeit.
Aufgrund des hohen Koordinationsaufwands wird empfohlen, Standardisierungen
organismengruppenibergreifend zu biindeln, wo dies fachlich sinnvoll ist, um Kosten und
Zeitaufwand zu reduzieren. Die bislang grofSte Einschrankung fiir ein bundesweit konsistentes
Monitoring ist die fehlende Harmonisierung entlang der gesamten Prozesskette. Unterschiedliche
Extraktionsmethoden, Primer, Sequenzierstrategien und bioinformatische Pipelines fliihren zu nicht
vergleichbaren Ergebnissen. Daher wird empfohlen, kurzfristig bundesweit verbindliche SOPs fir
die Probenahme von Organismengruppen fur molekularbiologische Anwendungen, DNA-/RNA-
Extraktion, PCR-Protokolle, Sequenzierung und Qualitatskontrollen zu etablieren. Dies schlief3t
auch die Entwicklung von Kontrollen (zum Beispiel Spike-ins) ein, die die Effizienz der
Laborarbeiten erfassen kénnen, sodass Laborschritte bewertet und die Harmonisierung der
Sequenzierungsergebnisse ermdglicht wird. Die Standardisierung entlang der gesamten
Prozesskette ist die grundlegende Voraussetzung fir verlassliche Langzeit-Trendanalyse im
behdérdlichen Bodenmonitoring.
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Standardisierung der Laborschritte und bioinformatischen Auswertung fiir die festgelegte
Sequenzierungsstrategie

P Optimierung des Budgets und der Entwicklungszeit fiir Ringtests durch Kombination
mehrerer Organismengruppen

Etablierung von bundesweit verbindlichen SOPs fiir

P Probenahme geeignet fiir eDNA / comDNA (und eRNA)

P DNA-/RNA-Extraktion

P PCR-Protokolle (Metabarcoding)

b

Sequenzierung und Qualitatskontrollen (Metabarcoding, Metagenomik,
Metatranskriptomik)

4

Short-read und Long-Read Technologien
P Metabarcoding und Metagenomik

7.3 Kuratierung und Erganzung von Referenzdatenbanken

Die Verfligbarkeit qualitativ hochwertiger und geographisch relevanter Referenzdaten stellt einen
der groRten Engpasse fir die molekularbiologische Biodiversitatserfassung dar. Dieses
Handlungsfeld umfasst sowohl die systematische Bewertung bestehender Referenzdatenbanken
als auch deren gezielten Ausbau durch DNA-Barcoding oder Genomsequenzierung. Die Analyse
zeigt, dass der Nutzen von Metabarcoding und Metagenomik direkt von der Vollstandigkeit und
Qualitat der Referenzen abhangt. Fiir einige Organismengruppen, etwa Enchytrden und
Regenwiirmer, sind die Voraussetzungen bereits vergleichsweise gut, wahrend fir
Mikroarthropoden, Protisten oder Nematoden erhebliche Liicken bestehen. Empfohlen wird daher
ein gestuftes Vorgehen, bei dem zunachst Datenbankanalysen zur Identifikation haufiger, aber
fehlender Taxa durchgefiihrt werden und anschlieBend gezielt Referenzen unter Einbindung
taxonomischer Expertise erzeugt werden. Dabei sollten qualitatsgesicherte Datenbankstrukturen
mit DOI- und Versionskontrolle verwendet sowie fehlerhafte Barcodes oder Referenzgenome
ausgeschlossen werden. Mittel- bis langfristig ist der Aufbau einer kuratierten und aktuell
gehaltenen Referenzdatenbank durch das behérdliche Monitoring notwendig, um Aktualitat und
Datenqualitat dauerhaft zu sichern. Die Entscheidung liber die Sequenzierungsstrategie und die
Markergene fir die jeweiligen Organismengruppen sollte unbedingt diesem Handlungsbedarf
vorausgehen (Abbildung 7, Punkt 1 und 2), um die Ergdnzung geeigneter Referenzen, wie Full-
Length-Barcodes, festgelegte Markergene oder Referenzgenome, zielgerichtet umzusetzen.
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Empfehlung fiir ein gestuftes Vorgehen zum Aufbau einer kuratierten, aktuell gehaltenen
Referenzdatenbank

P Festlegung der Sequenzierungsstrategie (short-, long-reads Metabarcoding oder
Metagenomik) und Markergene (Metabarcoding) fiir Organismengruppen

Zunachst Datenbankanalyse zur Identifikation fehlender relevanter Taxa
AnschlieBend gezielte Referenzgenerierung unter taxonomischer Expertise
Nutzung qualitatsgesicherter, DOI- und versionskontrollierter Referenzdatenbanken

v v v Vv

Ausschluss fehlerhafter Barcodes und Referenzgenome

7.4 Quantifizierung von Bakterien, Archaeen, Pilzen

Ein weiteres zentrales Handlungsfeld betrifft die Verbesserung der quantitativen Aussagekraft
molekularbiologischer Daten. Fiir Mikroorganismen ist die Ableitung von Abundanzen aus
Sequenzdaten bislang nur eingeschrankt moéglich. Die Entwicklung und Validierung interner
Standards, wie Spike-ins, gPCR oder ddPCR, ist daher entscheidend. Eng damit verbunden ist die
systematische Untersuchung von Relikt-DNA, die insbesondere in Boden zu Fehlinterpretationen
fihren kann. Ohne belastbare Kenntnisse (iber den Anteil von Relikt-DNA in der
Biodiversitatsauswertung bleibt die 6kologische Interpretation von eDNA-Daten eingeschrankt.
Empfohlen wird daher, Relikt-DNA-Studien anhand von Mock-Gemeinschaften und Zeitreihen als
festen Bestandteil der methodischen Weiterentwicklung zu etablieren.

Entwicklung und Validierung interner Standards fiir Quantifizierung von Bakterien, Archaeen
und Pilzen

P Spike-in, gPCR oder ddPCR

7.5 Erweiterte Metagenomik- und Metatranskriptomik-Ansatze

Metagenomik und insbesondere Metatranskriptomik stellen strategische Erweiterungen lber das
klassische Metabarcoding hinaus dar. Wahrend Metagenomik bereits mittelfristig einen Mehrwert
durch héhere taxonomische und funktionelle Auflésung bietet und eine breite, primerfreie
Erfassung verschiedener Organismengruppen erlaubt, befindet sich Metatranskriptomik noch
Uberwiegend im Forschungsstadium. Die Bewertung zeigt jedoch, dass Metatranskriptomik
perspektivisch ein Alleinstellungsmerkmal fir die Erfassung aktiver Organismen und 6kosystemarer
Funktionen besitzt. Empfohlen wird ein schrittweiser, langfristig angelegter Aufbau: zunachst
methodische Standardisierung und Aufbau geeigneter Referenzdatensatze an ausgewahlten
Standorten, anschliefend eine thematische Fokussierung, zum Beispiel auf Nahrstoffkreislaufe
oder Stressreaktionen. Besonders vielversprechend ist dabei die Kombination von eDNA- und
eRNA-Ansdtzen, da sie eine differenzierte Erfassung der gesamten Biodiversitat und der aktiven
Organismen ermoglicht. Metabarcoding bleibt derzeit die ausgereifteste Methode fir
Mikroorganismen (Bakterien, Archaeen), Pilze, und Nematoden, wiahrend Metagenomik und
Metatranskriptomik eine breitere taxonomische und funktionelle Abdeckung erlauben.
Pilotstudien in ausgewahlten Okosystemen wie Wald, Acker oder Griinland werden empfohlen, um
funktionale Indikatoren Gber Metatranskriptomik zu erfassen. Insbesondere fiir Protisten und
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Mikroarthropoden sind diese primerfreien, genombasierten Omic-Verfahren vielversprechend, da
sie die gesamte Organismengemeinschaft in eDNA/eRNA-Proben in einem Sequenzierungsschritt
erfassen, im Gegensatz zu Metabarcoding, das fiir jede Organismengruppe spezifische Primer
bendtigt. Die Effektivitat, Effizienz und das Kosten-Nutzen-Verhaltnis der Omic-Verfahren fir das
behordliche Monitoring sollte daher analog zu Handlungsbedarf 1 (Abbildung 7) evaluiert werden.

Empfehlungen fiir den Aufbau von Metagenomik- und Metatranskriptomik-Verfahren fiir das
behordliche Bodenbiodiversitatsmonitoring

P Die Kombination von eDNA- und eRNA-Ansitzen ermdoglicht eine differenzierte Erfassung
der gesamten Biodiversitat und aktiver Organismen und damit breitere taxonomische und
funktionelle Abdeckung.

P Methoden miissen auf die Anforderungen von ANK und DAS und fiir unterschiedliche
Organismengruppen mit optimalen Kosten-Nutzen-Einsatz passen.

P Metabarcoding ist derzeit ausgereift fiir Mikroorganismen (Bakterien, Archaeen), Pilze und
Nematoden.

P Komplementire Kombination von Metabarcoding, Metagenomik und Metatranskriptomik
strategisch sinnvoll, um Fragestellungen und Organismengruppen optimal zu begegnen.

7.6 Alternative Auswerteverfahren, taxonomiefreie und funktionale Indizes

Das letzte Handlungsfeld betrifft die Weiterentwicklung der Datenauswertung und den Aufbau
institutioneller Expertise. Taxonomiefreie Indizes, funktionelle Traits und Kl-gestitzte Verfahren
eroffnen neue Perspektiven fiir die Interpretation komplexer molekularbiologischer Datensatze,
sind jedoch bislang nur unzureichend validiert. Zur Unterstiitzung von comDNA-basierten Daten
und erganzend fir Taxonomen zeigen Kl-gestitzte Bildauswertungsverfahren groRes Potenzial, wie
erste Anwendungen im Insektenmonitoring bereits belegen, ihre Aussagekraft fir das behordliche
Bodenbiodiversitatsmonitoring sollte jedoch systematisch gepriift werden. Parallel dazu ist der
gezielte Aufbau fachlicher Kompetenz in Bioinformatik und Kl erforderlich, um die Ergebnisse
sachgerecht interpretieren zu kénnen und Kl-basierte Auswerteverfahren kontinuierlich zu
trainieren. Empfohlen wird daher, diese Entwicklungen begleitend und selektiv voranzutreiben und
langfristig in Personalentwicklung und kontinuierliche Weiterbildung zu investieren.

Empfehlungen fiir alternative Auswerteverfahren

P Evaluierung der Aussagekraft von Kl-gestiitzten Bildauswertungsverfahren, insbesondere
zur Unterstiitzung von comDNA-Metabarcodingdaten und fiir Taxonomen

P Systematische Validierung taxonomiefreier Indizes und funktioneller Traits. Synergien mit
Daten aus den Biodiversitatsexploratorien sind denkbar.

P Aufbau fachlicher Kompetenz und kontinuierliche Weiterbildung im Bereich Kl-gestitzter
Auswertungen.
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Gesamtbewertung

In der Gesamtschau ergibt sich ein stufenweiser Entwicklungsfahrplan fiir das behdérdliche
Bodenbiodiversitatsmonitoring (Abbildung 7). Zu Beginn stehen grundlegende strategische
Entscheidungen im Vordergrund, etwa welche Organismengruppen erfasst und welche Methoden
dafiir eingesetzt werden sollen. Kurzfristig liegt der Fokus auf methodischen Vergleichsstudien und
der Umsetzung erster Standardisierungen. Mittelfristig sind der Aufbau robuster
Referenzdatenbanken sowie die Etablierung von Quantifizierungsgrundlagen entscheidend.
Langfristig erfolgt die Integration funktioneller Analysen und Kl-gestiitzter Auswerteverfahren, um
die Interpretation komplexer molekularbiologischer Daten zu optimieren. Durch dieses abgestufte
und strategisch koordinierte Vorgehen kann ein wissenschaftlich fundiertes, vergleichbares und
zukunftsfahiges behordliches Bodenbiodiversitdatsmonitoring etabliert werden, das sowohl aktuelle
als auch zukiinftige Anforderungen an Biodiversitatsbewertung, Klimaschutz und Anpassung an
den Klimawandel zuverlassig abbildet.
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Abb.7  Zeitlicher Rahmen und Priorisierung der sechs Handlungsfelder fiir die Weiterentwicklung des molekularbiologischen
Bodenbiodiversitdtsmonitorings.

Die Breite der Balken zeigt den geplanten Zeithorizont (in Jahren), die Farbgebung die Prioritdt der Umsetzung (orange =
hohe Prioritat, gelb = mittel-hohe Prioritat, griin = mittlere Prioritét). Die Beschriftungen innerhalb der Balken nennen
jeweils das Handlungsfeld sowie zentrale inhaltliche Schwerpunkte.
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Verweis auf bestehende ISO-Richtlinien

P 1SO 11063-2020 Soil quality - Direct extraction of soil DNA

P 1S0/DIS 23611-1:2025 - Sampling of soil invertebrates - Part 1: Hand-sorting and extraction of
earthworms

P 150 23611-2:2006 Soil quality — Sampling of soil invertebrates — Part 2: Sampling and
extraction of micro-arthropods (Collembola and Acarina)

P 150 23611-3:2019 Soil quality — Sampling of soil invertebrates — Part 3: Sampling and
extraction of enchytraeids

P 150 23611-4:2022 Soil quality — Sampling of soil invertebrates — Part 4: Sampling, extraction
and identification of soil-inhabiting nematodes
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