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Zusammenfassung

Im Vergleich zu Oberflichengewissern bestehen fir das Grundwasser noch grosse Wissenslicken
beziiglich dessen Biodiversitit, dessen Okosystemfunktionen und dessen ¢kologischem Zustand. Fiir die
Erbringung der Okosystemleistung (u. a. sauberes Trinkwasser) spielt die Grundwasserbiologie aber eine
entscheidende Rolle. Ein Monitoring zur Erfassung der Biodiversitit und zur Erstellung von Indices tiber
den okologischen Zustand ist daher aus Sicht eines umfassenden Grundwasserschutzes dringend
angezeigt. Biologische Aufnahmen im Grundwasser sind zwar grundsitzlich anspruchsvoller als in
Oberflichengewissern, es bieten sich jedoch zwei komplementire Methoden an: Einerseits die eDNA-
Probenahme zur Erfassung und Beschreibung der gesamten biologischen Vielfalt, andererseits die
konventionelle Probenahme von Makroorganismen zur gezielten Erginzung. Fir beide Methoden sind in
den letzten Jahren im Rahmen von diversen Forschungsprojekten wichtige Grundlagen erstellt worden.
Die Probenahme und auch deren Analysen sind grosstenteils etabliert und kénnten in einem grosseren
Monitoring eingesetzt werden. Forschungsbedarf besteht insbesondere noch bei der Entwicklung von

biologischen Indices, die eine umfangreiche Probenahme voraussetzen.

Im Rahmen dieser Machbarkeitsstudie wurden verschiedene Szenarien fir die Umsetzung eines
Monitorings der Biodiversitit im Grundwasser geprift und evaluiert. Es bietet sich an, das bestehende
NAQUA Modul TREND fiir die Erfassung der Biodiversitit zu nutzen. Die Machbarkeitsstudie zeigt,
dass eine sofortige Umsetzung eines auf NAQUA TREND aufbauenden Monitorings méglich
ist und keiner weiteren grundlegenden Forschung bedarf. Die Implementation kann grosstenteils
anhand von bestehenden «best-practices» und Erfahrungen im Ausland umgesetzt werden. Der sofortige
Beginn eines solchen Monitorings bietet die Chance, die Grundwasserbiodiversitit wirksam zu erfassen
und zur im Gewisserschutzgesetz geforderten Erhaltung einer naturnahen und standortgerechten

Biozonose unterirdischer Gewisser beizutragen.

Basierend auf den evaluierten Szenarien, empfehlen wir einen mdglichst baldigen Start eines
nationalen, eDNA basierten Grundwassermonitorings, das hier als «NAQUA TREND - BIO»
detailliert umschrieben wird. Dieses Szenario kann mit Giberschaubarem finanziellen sowie personellen
Aufwand umgesetzt werden. Es kann in das bestehende Monitoringprogramm integriert werden und die
gesammelten ersten Erfahrungen zur Grundwasserbiodiversitit bilden eine starke Grundlage fur eine
Erhebung eines ersten Referenzzustandes der Biodiversitit im Schweizer Grundwasser. Zudem besteht
aktuell ein grosses Synergiepotential mit dem NFP 82 Projekt FutureProof, um im Rahmen von einer
Testphase ein Monitoring aufzugleisen, um die Proben zu analysieren und biologische Indices zu

entwickeln. Im internationalen Vergleich ist dieses Szenario vergleichbar mit Anstrengungen in Baden-
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Wirttemberg, welches seit 2006 an dhnlich vielen Messstellen die Fauna im Grundwasser erhebt, sowie

mit Bemiithungen in Osterreich, in denen eDNA bereits erfolgreich getestet wurde.

In einem ersten Schritt sollte dieses Grundwassermonitoring mit Forschungsprojekten begleitet
werden, um Referenzdaten zu schaffen, die Methoden und Analysen zu evaluieren, und um
Indices zur Giite der Okosysteme im Grundwasser zu etablieren. Das NFP 82 Projekt FutureProof
sowie Expertise in der Arbeitsgruppe von Prof. Florian Altermatt wiirde Synergien und Grundlagen fir
ein solches eDNA Monitoring anerbieten. Mittelfristig sollte das Monitoring im nationalen NAQUA-
Monitoring integriert und unabhingig von Forschungsinstituten wie der Eawag umgesetzt werden konnen.
Die Machbarkeitsstudie zeigt auf, dass als mittelfristiges Ziel eine Umsetzung des Szenario 2 «<NAQUA
TREND — BIO+» angestrebt werden sollte, da mit gezielten weitere Messstellen deutlich breitere und

reprisentativere Aussagen moglich sind.

Zusammenfassung
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1 - Ausgangslage

Das Gewisserschutzgesetz (GSchG) Art 1 bezweckt, die Gewisser vor nachteiligen Einwirkungen zu
schiitzen und als natirliche Lebensriume fiir einheimische Organismen zu erhalten. Die
Gewisserschutzverordnung (GSchV) fordert entsprechend, dass «die Biozonose unterirdischer Gewasser
naturnah und standortgerecht» und «typisch fir nicht oder nur schwach belastete Gewasser» sein soll.
Wihrend diese Aspekte in Oberflichengewissern (mit teilweiser Ausnahme der Seen) schon gut
implementiert sind und durch verschiedene nationale und kantonale Monitoringprogramme erfasst
werden, ist die Ausgangslage im Grundwasser deutlich datendrmer. Es fehlen sowohl Methoden fir die
routinierte und standardisierte Uberwachung wie auch allgemeine Daten zum Zustand und mdglichen

Veranderungen der Biodiversitit im Grundwasser.

Aus chemisch-physikalischer Sicht wird das Grundwasser in der Schweiz im Rahmen der Nationalen
Grundwasserbeobachtung NAQUA beobachtet (BAFU, 2019b). NAQUA liefert ein landesweit
reprisentatives Bild tber Zustand und Entwicklung der schweizerischen Grundwasserressourcen, sowohl
in qualitativer als auch in quantitativer Hinsicht. Die Biodiversitit ist bisher nicht Teil des
Langzeitmonitorings, und es bestehen mit Ausnahme von kleineren Pilotstudien an einzelnen NAQUA
Messstellen kaum Daten zum Zustand und moglicher Verinderung der Biodiversitit im Grundwasser
(BAFU, 2019b). Ebenso wird die Biodiversitit im Grundwasser in aktuellen Biodiversititssynthesen kaum

berticksichtigt (BAFU, 2022; Gattlen & Klaus, 2023; Klaus et al., 2023).

Die Interpellation Candan Hasan (24.4555: Biodiversitit auch im Grundwasser erfassen; Dezember 2024)
fordert eine Abklirung, ob im Rahmen des NAQUA Monitoringnetzwerks neben chemisch-
physikalischen Messungen auch eine Erfassung und Berticksichtigung der Biodiversitit méglich ist, und
ob und wie NAQUA mit einem Modul zur Beurteilung der Biodiversitit erginzt werden kénnte und wenn

ja, ab wann dies moglich wire.

Im Rahmen dieser Machbarkeitsstudie wird abgeklirt, ob und wie ein angemessenes und umfassendes
Langzeitmonitoring der Biodiversitit im Grundwasser mit dem heutigen Stand der Technik méglich wire.
Im Vordergrund steht dabei die Umsetzbarkeit der Methode, eine Abschitzung der berticksichtigten
Organismengruppen (Mikroben, diverse Wirbellose und spezialisierte Grundwasserfauna), sowie eine
Entwicklung méglicher Szenarien der Implementierbarkeit eines Moduls «Biodiversitit» im Rahmen des

NAQUA Monitoringnetzwerks.
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Ziele dieses Berichts

Dieser Bericht fasst den aktuellen Wissensstand beziiglich des Grundwassermonitorings in der Schweiz
und den Nachbarlindern zusammen, gibt einen Uberblick iiber die Organismengruppen, Funktionen der
Grundwasserbiodiversitit sowie gingige Methoden zu deren Erfassung. Basierend auf schon bestehenden
Ergebnissen aus Pilotstudien der Eawag wird die Eighung moderner Umwelt-DNA (eDNA) Methoden

fiir ein regelmissiges Biodiversititsmonitoring des Grundwassers in der Schweiz erortert.

1 — Ausgangslage 3
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2 — Grundlagen

Grundwasser macht rund 30 % des globalen Stisswassers aus und ist damit die grosste nicht gefrorene
Stisswasserreserve der Erde. Es kommt in durchlissigen Gesteinsschichten weltweit vor und spielt eine
zentrale Rolle im Wasserkreislauf. Als wichtigste Trinkwasserquelle ist es unverzichtbar fiir Bevélkerung,
Landwirtschaft und Energiegewinnung. In der Schweiz stammen rund 80 % des Trink- und
Brauchwassers aus dem Grundwasser. Neben seiner Versorgungsfunktion puffert Grundwasser zudem
auch den Wasserstand von Flissen, Seen und Feuchtgebieten. Zunehmend gerit es jedoch unter Druck:
Schadstoffe wie Nitrat, Pestizide oder PFAS, sowie thermische Eingriffe beeintrichtigen Qualitit und
Funktion. Da Mikro- und Makroorganismen wesentlich zur natiirlichen Reinigung beitragen, ist das
Verstindnis des Grundwasserokosystems entscheidend fur die nachhaltige Sicherung dieser
lebenswichtigen Ressource. In den letzten Jahren wurden seitens Wissenschaft verschiedene Methoden
zur Erfassung der Biodiversitit im Grundwasser entwickelt; bisher fehlen jedoch eine Etablierung und

Integration eines Routinemonitorings der Biodiversitit im Grundwasser.

Mit einem Anteil von etwa 30 % am globalen Stisswasservolumen ist Grundwasser die grosste nicht
gefrorene Stisswasserreserve der Erde (Ferguson et al., 2021; Gleeson et al., 2016) und spielt eine
essentielle Rolle im globalen Wasserkreislauf (Danielopol et al., 2003). Grundwasser wird von Hydrologen
traditionell als «Wasser, welches gesittigt im Untergrund vorkommt und sich dort frei bewegen kann»
definiert (Pfannkuch, 1969). In neueren Definitionen, vor allem von Mikrobiologen und Okologen, wird
diese Definition etwas aufgelockert, da diese auch Wasser in ungesittigten Schichten, beispielsweise
Hohlen, als Lebensraum mit einschliessen (Madsen et al, 1993). Es kommt weltweit in
wasserdurchlidssigen (permeablen) geologischen Formationen, sogenannten Grundwassertleitern vor
(Arndt, 2012; Robertson et al., 2023). Neben homogenen Grundwasserleitern im lockeren, pordsen
Untergrund  (Porengrundwasser, Lockergesteins-Grundwasser) gibt es Karst-Grundwasser in
hauptsichlich kalkhaltigen Grundgesteinen und Kluft-Grundwasser in anderen Grundgesteinen wie
Granit oder Gneis. Diese Grundwasserleiter sind ein wichtiges Habitat fiir Organismen, das durch das

Aufkommen und die Erkenntnisse der Grundwasserokologie mehr Beachtung findet (Orghidan, 1959).

Grundwassersysteme findet man auf jedem Kontinent, sie sind bedeutende Trinkwasserreserven, wichtig
fir die landwirtschaftliche Bewisserung und werden auch fir Geothermie bzw. als Wirmespeicher
genutzt. Schitzungen gehen davon aus, dass 50 % der Weltbevolkerung direkt von Grundwasser abhingig
ist (Kretschmer et al., 2023; UNESCO World Water Assessment Programme, 2022). Aktuelle Modelle

gehen von einem Gesamtvolumen des Grundwassers von 43,9 Millionen km? aus, wobei dies die obersten
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10 km der globalen Kruste umfasst. Ein Teil des Grundwassers ist Salin, und Siisswasser kommt meist nur
in den ersten Kilometern unter der Oberfliche vor, was immerhin noch einem Volumen von 15,9 km?

entspricht (Ferguson et al., 2021).

In der Schweiz stellt Grundwasser die mengenmissig grosste Ressource an Wasser dar, und hat eine sehr
grosse Bedeutung als Trink- und Brauchwasserquelle: Rund 80 % des Trink- und Brauchwassers werden
in der Schweiz aus Grundwasser geschopft (Quelle: BAFU). Neben der Bedeutung als Nutz- und
Brauchwasserquellen dienen Aquifere auch als Puffer oder Quelle fiir Seen, Flisse oder Feuchtgebiete und
versorgen diese direkt mit Frischwasser wihrend niederschlagsarmen Zeiten (Danielopol et al., 2003). Fur
die Schweizer Wasserwirtschaft am relevantesten sind die oberflichennahen lockeren, porésen Aquifere
der grossen Flusstiler sowie die Karstgebiete des Jura. Tiefere Grundwisser riicken durch die mogliche

thermische Nutzung aber zunehmend ebenfalls in den Fokus (Loepfe & Meier, 2023).

Trotz seiner zentralen Bedeutung fir die Trinkwasserversorgung und den Wasserhaushalt steht das
Grundwasser in der Schweiz zunehmend unter Druck. Besonders relevante Herausforderungen fiir die
Zukunft sind die zunehmende Belastung durch langlebige Schadstoffe wie PFAS
(“Ewigkeitschemikalien”), die anhaltend hohen Nitratkonzentrationen aus der landwirtschaftlichen
Nutzung, sowie die Auswirkungen thermischer Eingriffe (BAFU, 2019b), die die Temperaturverhaltnisse
im Untergrund veriandern. Vor allem die Nitratbelastung im Schweizer Untergrund ist problematisch. So
wurden in 15 % der Grundwassermessstellen, sowie 50 % der Messstellen in Ackerbaugebieten die
gesetzlichen Grenzwerte von >25 mg/1 Nitrat Uberschritten
(https:/ /www.bafu.admin.ch/bafu/de/home/themen/wasser/grundwasser/grundwasset-

qualitaet/nitrat-im-grundwasser.htm). Diese Entwicklungen Messstellen ein noch schwer abschitzbares
Risiko fiir Grundwassersysteme dar, sowohl was den Status als Okosystem betrifft, als auch fiir die aktuelle

und zukuinftige Nutzung als Trink- und Brauchwasser.

Grundwasser entsteht hauptsichlich durch die Versickerung von Niederschlags- und Oberflichenwasser,
das langsam durch die ungesattigte Bodenzone in tiefere Erdschichten gelangt. Auf diesem Weg durchlauft
es verschiedene Filter- und Reinigungsprozesse, die wesentlich zur Qualitit des Grundwassers beitragen.
Neben physikalischen und chemischen Vorgingen spielen dabei auch biologische Prozesse eine Rolle.
Mikroorganismen und Makroorganismen im Boden und im Aquifer bilden komplexe funktionelle
Netzwerke und bauen organische Substanzen und bestimmte Schadstoffe aktiv ab (Aquilina et al., 2023).
Diese Selbstreinigungsfunktion verleiht dem Grundwasser Stabilitit, vorausgesetzt, die eintragenden
Belastungen tbersteigen nicht die Aufnahme- und Abbaukapazititen des Systems. Ein Verstindnis der
Grundwasserokosysteme und der darin lebenden Artgemeinschaften ist daher entscheidend, um die
Reinigungsleistung und die Widerstandsfihigkeit dieses empfindlichen Systems langfristig zu sichern.
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2.1 — Biodiversitit im Grundwasser

Woraus besteht die Biodiversitat im Grundwasser?

Die Biodiversitit im Grundwasser umfasst sowohl Mikroorganismen als auch vielzellige Tiere.
Mikroorganismen, darunter Bakterien, Archaeen, Viren und Protozoen, bilden die Basis des
Nahrungsnetzes, wahrend Invertebraten (Wirbellose) wie Wirmer, Schnecken und Krebstiere die
héheren trophischen Ebenen besetzen. Letztere bestehen aus spezialisierten stygobionter Arten, welche
ausschliesslich im Grundwasser vorkommen (wie zum Beispiel Grundwasserflohkrebse). Zudem finden
sich in oberflichennahen Aquiferen auch Invertebraten mit Bezug zu terrestrischen und aquatischen

Oberflichenékosystemen.

Welche Aussagen sind bereits jetzt iiber den Zustand des Grundwassers moéglich?

International gibt es bereits Indices, welche Aussagen tiber den biologischen Zustand eines Aquifers
zulassen, beispielsweise mehrstufige Indices in Deutschland oder Australien. Weitere werden aktuell
erforscht und erarbeitet. In der Schweiz gibt es bisher noch keinen Referenzzustand der Biodiversitit im
Grundwasser. Erste Schweizer Studien konnten jedoch zeigen, dass die oberirdische Landnutzung
(Landwirtschaft oder Wald) in oberflichennahen Grundwasserleitern einen FEinfluss auf das
Vorkommen von Makrofauna als auch auf die Vielfalt und Zusammensetzung der Mikrobiologie hat.
Aus diesen ist ableitbar, dass ein Zusammenhang zwischen Landnutzung und Biodiversitit im
Grundwasser besteht. Eine Ausarbeitung eines spezifischen Index zur Ausgestaltung und Funktionalitit

von Grundwasserokosystemen ist aus dieser Forschung in einem 2—3-jdhrigen Horizont realistisch.

Grundwasser als Okosystem

Grundwasser ist nicht nur das grosste zusammenhingende Stsswassersystem der Erde, es ist auch
gleichzeitig das grosste Stisswasserbiom (Griebler et al., 2014a). Das heisst, es ist ein Lebensraum fiir eine
grosse Zahl von Arten. Auch wenn viele davon fir die Wissenschaft noch unbekannt sind, kénnen die
bekannten Arten, resp. auch Artgruppen als Ganzes fiir die Bewertung von Grundwasser genutzt werden.
In den letzten Jahrzehnten wurde insbesondere die Bedeutung von Grundwasser als wichtigem Okosystem
intensiver untersucht (Koch, Blum, Korbel, et al., 2024; Sacco et al., 2024), unter anderem auch, weil
menschliche Aktivititen (Klimawandel und Erwidrmung, Thermische Nutzung, Verschmutzung,
Ubernutzung der Wasserreserven, sieche Abschnitt 2.2) das Grundwasser verstirkt beeintrichtigen.

Grundsitzlich sind die abiotischen Bedingungen im Grundwasser geprigt von Extremen: Komplette

2 — Grundlagen 6
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Dunkelheit, hoher Druck, enge raumliche Verhiltnisse und geringe Nihrstoffverfiigbarkeit, wobei die
genauen Strukturen und Bedingungen abhingig vom Typ des Grundwasserleiters sind. Durch die
langsame Erneuerung der Wasserreserven im Grundwasser (Wochen -— Jahrzehnte) sind die abiotischen
Bedingungen in Aquiferen im Vergleich zu Oberflichengewissern, beispielsweise die Temperaturen oder
der Sauerstoffgehalt, recht konstant, vor allem auch tber lange, evolutionir relevante, Zeitraume. Neben
stabilen chemischen Parametern und generell eher tiefen Nihrstoffverfigbarkeit, ist die Struktur des
Lebensraums vor allem durch geringe Porengrésse und geringe Schwankungen der Umweltparameter tiber
den Jahresverlauf gekennzeichnet, und ein wichtiger Faktor fir die vorkommende Biodiversitit. Wahrend
in Karst- und Kluft-Grundwasserleitern mit Wasser geftllte Hohlrdume und Klifte vorkommen, die
freischwimmenden Organismen Platz bieten konnen, bieten unkonsolidierte Lockergesteinsaquifere einen
viel feiner strukturierten Lebensraum in dem die Porengrosse tiber die Eignung als Lebensraum fiir héhere
Organismen bestimmt (Aquilina et al., 2023; Humphreys, 2009). All diese Faktoren fithren zu einer

evolutionir sehr spezifisch an diese konstanten Bedingungen angepassten Grundwasserbiozonose.

Weiter unterscheiden sich Grundwassersysteme von Oberflichengewissern durch die dort auftretenden
Nahrungsnetzwerke und Energiefliisse. Grundwassersysteme sind normalerweise stark oligotroph
(nahrstoffarm), und aufgrund der vorherrschenden Dunkelheit fehlen photoautrophe Mikroorganismen
komplett. Deren 6kologische Rolle wird jedoch in manchen Systemen von chemolithoautotrophen
Mikroorganismen (Verwendung von anorganischen Verbindungen zur Energiegewinnung), vor allem
Bakterien und Archaea, ibernommen (Hutchins et al., 2016; Fillinger et al., 2023). Ebenso fehlen jegliche
Pflanzen (Algen oder héhere Pflanzen). Das heisst, die gesamte Primérproduktion (mit Ausnahme von
chemolithoautotrophen Organismen) fehlt, und das Nahrungsnetz ist auf aus Oberflichendkosystemen
eingetragenem organischen Material angewiesen. Aufgrund dieser komplexen Zusammenhinge sollte
Biodiversitit nicht nur beschrinkt auf einzelne Gruppen, sondern tber alle Organisationsgruppen und
trophischen Level, angefangen bei Bakterien als wichtige Grundlage, hinweg untersucht werden (Venarsky

et al., 2023; Abbildung 1).
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Abbildung 1: Schematische Darstellung des Grundwasser-Nahrungsnetzes. Sie veranschaulicht (i) unterschiedliche
Quellen basaler Energieproduktion (sekundire Produktion durch heterotrophe Bakterien und Pilze vs.
chemolithoautotrophe Prokaryoten), (ii) generelle Energieflusswege sowie (iii) den Einfluss der Hohlraumgrésse
auf die Zusammensetzung der Biozénose und die Komplexitit des Nahrungsnetzes. Die grau hinterlegten
Organismen fehlen in Schweizer Aquiferen. ED steht fiir «Elektronendonorm, EA fiir «Elektronenakzeptor und
DOC steht fiir «Geldsten organischen Kohlenstoff». Lizensiert, ibernommen, Gbersetzt und adaptiert nach
Venarsky et al., 2023 (©Elsevier).

Mikrobielle Biodiversitit

Die mikrobielle Diversitit im Grundwasser setzt sich zusammen aus allen bekannten prokaryotischen
Gruppen (Fillinger et al., 2023), wie Bakterien und Viren, sowie einzelligen eukaryotischen Organismen
wie Amoben oder Wimpertierchen. Die mikrobielle Diversitit ist vor allem aus anthropogen belasteten
oberflichennahen Grundwasserleitern bekannt, kann aber auch bis in einige Kilometer Tiefe
nachgewiesen werden (REF). Die Mikroorganismen kommen dabei, je nach Beschaffenheit des Aquifers,
sowohl frei im Wasser lebend (planktonisch) als auch gebunden in Biofilmen vor. Genaue Zahlen zur
mikrobiellen Diversitit im Grundwasser sind schwer zu erfassen, da selbst in tdumlich nah
zusammenliegenden Proben oft unterschiedliche Taxa gefunden werden und, im Gegensatz zu héheren
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Organismen, Bakterien selten auf Artniveau identifizierbar sind. Methoden zur Erfassung der Biodiversitit
in Grundwassersystemen basierend auf der Biomasse oder Zellzahl sind daher eine Anniherung. Daraus
resultierende Schitzungen gehen global von einer mikrobiellen Biodiversitit im Untergrund von 10
Billionen. Seit dem Finsatz von molekularen Bestimmungsmethoden, vor allem dem Sequenzieren ganzer
Umweltproben (Metabarcoding), wird die mikrobielle Diversitit hiufig als Sequenzvariation von
Operationalen taxonomischen Einheiten (OTU) innerhalb hoherer Klassifizierungen angegeben, was eine

direktere Abschitzung der Diversitit ermoglicht (Blaxter et al., 2005, Magnabosco et al., 2018).

Im Grundwasser dominieren heterotrophe Mikroorganismen, die auf die Zufuhr organischer Substanz
von aussen angewiesen sind (Gibert et al., 1994). Zu den hiufigsten Gruppen zihlen kultivierbare
heterotrophe Gruppen wie Proteobakterien, Actinobakterien, Firmicutes und Bacteroides. Aufgrund einer
eingeschrinkten Auflésung der Biodiversititsdaten auf Stamm- oder Gattungsebene, nahm man lange Zeit
an, dass die Zusammensetzung bakterieller Gemeinschaften beztiglich der vorkommenden Gruppen jener
in Oberflichengewissern dhnlich ist (Griebler & Lueders, 2009). Neuere molekulare Analysen zeigen
jedoch ein Vorkommen nicht kultivierbarer Gruppen wie Chloroflexi, Verrucomicrobia und Nitrospirae
sowie bislang unbekannter Phyla, die auf eine massive Unterschitzung der aktuellen Diversitit, sowie einer
viel stirkeren Differenzierung gegentuber Oberflichengewissern hinweist (Couton et al., 2023a; Fillinger

et al.,, 2023).
Metazoen Biodiversitit

Unter Metazoen werden mehrzellige eukaryotische Organismen (ohne Pilze) zusammengefasst. Im
Grundwasser handelt es sich hierbei vor allem um Invertebraten wie Wiirmer (Nematoden, Oligochaeten),
Schnecken und andere Weichtiere (Mollusken), sowie verschiedene Gruppen von Krebstieren (Crustacea),
vor allem Ruderfusskrebse, Asseln und Flohkrebse (Tabelle 1). Im Grundwasser beobachtete Arten sind
meist im Bereich von um bis wenige mm gross, einzelne Flohkrebsarten kénnen bis wenige cm gross
werden. Als grundwasserbewohnende Wirbeltiere sind bisher in Europa nur der Grottenolm (im
Dinarischen Karst) und eine Population der Bachschmerle (Stiddeutschland) bekannt (Behrman-Godel et
al., 2017). Es gibt mehrere Klassifizierungssysteme zur Beschreibung der im Grundwasser vorkommenden
Fauna (Stygofauna). Durchgesetzt hat sich die Unterteilung basierend auf der Regelmissigkeit des
Vorkommens in Aquiferen. Dabei wird unterschieden zwischen stygobionten Arten (Stygobiota oder
Stygobionte), welche exklusiv im Grundwasser vorkommen, stygophile Arten, die sowohl im Grundwasser
als auch in Oberflichengewissern vorkommen und stygoxene Arten, die zwar im Grundwasser gefunden

werden konnen, dort allerdings eher zufillig vorkommen (Culver et al., 2023; Gibert et al., 1994).
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Stygobionte Arten sind gekennzeichnet durch spezifische Anpassungen an das Leben im Grundwasser
wie dem Fehlen von Pigmentierung (Abbildung 2), reduzierter oder fehlender Augen, einem flachen
Korperbau, einem stark verlangsamten Lebenszyklus, sehr niedrigen Populationsdichten und einer
langsamen Reproduktionsrate (Hose et al., 2022). So koénnen Grundwasserflohkrebse beispielsweise bis
zu 10 Jahre alt werden und kénnen sich mit wenigen Nahrungsaufnahmen pro Jahr am Leben erhalten.
Zusitzlich zu den oben genannten Anpassungen variiert auch die Grosse der Organismen stark, von
einigen Millimetern (Ruderfusskrebse) bis zu einzelnen Zentimetern (Flohkrebse) (Abbildung 3;
Marmonier et al, 2023). Eine wichtige Rolle unter den stygobionten Arten spielen die Krebstiere
(Crustacea), welche Regional mehr als 50 % der bekannten stygobionten Arten ausmachen kénnen, und
in Buropa die Anzahl an Oberflichengewisser bewohnenden Krebstiere tbertreffen (Deharveng et al.,
2009; Stoch & Galassi, 2010). Ein weiteres Merkmal ist die geringe Ausbreitungsgeschwindigkeit von
stygobionten Arten, welche zu sehr lokal begrenzten Verbreitungsmustern fihren kann und unter anderem

zu einer hohen Anzahl an Endemiten und lebenden Fossilen beitragt (Gibert, 1986; Ginet, 1969).

Niphargus arolaensis )
Niphargus thienemanni

Niphargus puteanus

Niphargus rhenorhodanensis ,

Niphargus auerbachi Niphargus luchoffmanni

Abbildung 2: Beispiele einiger in der Schweiz heimischen Grundwasserflohkrebse aus der Gattung Niphargus. Sehr
gut ersichtlich sind die Anpassungen an den Lebensraum Grundwasser: ein flacher Koérperbau, fehlende
Pigmentierung sowie fehlende Augen. © Eawag/Mara Kntsel.
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Die Biodiversitit dieser Metazoen im Grundwasser ist global nicht homogen verteilt, Hotspots finden sich
in Europa, Nordamerika sowie Australien (Stoch et al., 2009; Zagmajster et al., 2018). In Europa geht man
von mindestens 2000 stygobionten Arten (Gibert & Culver, 2009) aus, was im Vergleich zu sonstigen
Hotspots wie Australien (170) oder Nordamerika (300) um ein Vielfaches hoher ist, jedoch teilweise auch
die hohere Untersuchungsdichte widerspiegelt. Krebstiere sind die mit Abstand grosste Gruppe
stygobionter Arten, und in Europa mit tber 1500 Arten vertreten. Davon entfallen etwas iiber 400 Arten

auf die Grundwasserflohkrebse allein.

Neben stygobionten Arten finden sich vor allem in oberflichennahen Aquiferen auch eine Vielzahl an
Arten, die eher mit Oberflichengewissern oder mit dem Leben in Béden assoziiert sind. Eine Studie in
der Schweiz konnte beispielsweise sowohl Eintagsfliegen-, Steinfliegen-, Kocherfliegen-, Zweifligler-
sowie Kifer-Larven in Proben aus Quellwasserfassungen identifizieren (Schneider et al., 2023).Dies ist ein

Hinweis darauf, dass Grundwassersysteme sehr stark mit der Oberfliche vernetzt sind.

, - Protozoen
SO Pilze ==
Fe ————— e mm mmm mmm mm e e e
* Bakterien
}ﬁ Viren Kies
Makromolekiile Sand
* Molekiile Schluff
Atome Ton
|| | | L | | L | | |
1 nm 1 pm T mm
(1/1.000.000 mm) (1/1.000 mm)

Korngrossen der Sedimente von Grundwasserleitern

Abbildung 3: Gréssenverteilung der Grundwasserlebewesen in Relation zu den Korngrdssen. Abbildung adaptiert
nach Arndt et al. (2005).
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Tabelle 1: Artenzahlen der bisher bekannten stygobionten Grundwassermetazoen (Stand 2025). Die grosse Vielfalt
der stygophilen Arten ist hier nicht aufgefithrt. Sie macht fir die Grundwasserbiodiversitit jedoch einen
signifikanten Anteil aus. Es wurden in dieser Tabelle die jeweiligen taxonomischen Bezeichnungen aus den Quellen
tbernommen, weshalb es zu einer Mischung unterschiedlicher taxonomischer Klassifizierungen kommt. Bei
tehlenden Schitzwerten ist «NA» (not applicable) angegeben. Es gilt zu beachten, dass gewisse Zahlen mit grosser
Vorsicht zu betrachten/vergleichen sind, da sie teilweise veraltet sind, und oftmals (z.B. bei Muschelkrebsen in der
Schweiz) auf mangelnder Forschung beruhen. Der Farbcode grau—gelb—griin gibt eine grobe Abschitzung tiber die
Verldsslichkeit (grau: unverldsslich, veraltet und unterschitzt; gelb: in der Gréssenordnung verldsslich, tendenziell
unterschatzt; griin: verldsslich und/oder gut erforscht).

Schweiz Deutschland Osterreich * Italien * |Frankreich Europa

Krebstiere (Crustacea)

Flohkrebse (Amphipoda)

Ruderfusskrebse (Copepoda)

[Asseln (Isopoda)

Syncarida

[Brunnenkrebse

(Bathynellacea)

[Muschelkrebse (Ostracoda)

Weichtiere (Mollusca)

Schnecken (Gastropoda)

Muscheln (Bivalvia)

Wiirmer (im weiten Sinn)

Fadenwirmer (Nematoda)

Plattwiirmer (Plathelmintes)

Ringelwiirmer (Annelida)

Weitere Gruppen

Milben (Acari)

Praktisch keine stygobionten Arten, aber viele stygophile

Insekten (Insecta) (z. B. EPT-Arten)
2. B. “Arten

[Wirbeltiere

Referenzen 2,3,10, 11, 15 1,58 911 7, 11 6, 11 4,11,12,13 814,16

* Diese Daten sind raumlich begrenzt und nicht fir das ganze Land reprisentativ. In diesen Lindern wird jedoch intensiv
geforscht und aktualisierte Artenlisten sind wohl in den nichsten Jahren zu erwarten.

** Es gibt in Deutschland eine Population von héhlenbewohnenden Bachschmetlen.

1) Behrmann-Godel, J., Nolte, A. W., Kreiselmaier, J., Berka, R., & Freyhof, J. (2017). The first European cave fish. Current
Biology, 27(7), R257-R258.
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Asellota). Digital Commons @ USF

4) Ferteira, D., Malard, F., Dole-Olivier, M.-]., & Castellarini, F. (2007). Obligate groundwater fauna of France: diversity
patterns and conservation implications. Biodiversity and Conservation, 16(3), 567—596.
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Funktionen der Grundwasserorganismen

Grundwasserorganismen erfiillen vielfiltige Okologische Funktionen, die entscheidend fiir die
Wasserqualitit und Stabilitit des Okosystems sind. Mikroorganismen steuern zentrale biogeochemische
Prozesse, reinigen das Wasser durch Abbau organischer Stoffe und Schadstoffe und tragen zur
Umwandlung und Verfiigbarkeit von Nahrstoffen bei. Chemolithoautotrophe Bakterien sichern die
Primirproduktion in der lichtlosen Umgebung und bilden die Basis der Nahrungskette. Makrofauna wie
Invertebraten reguliert mikrobielle Gemeinschaften durch Beweidung, férdert den Stoffumsatz und
verbessert durch Bioturbation die Porendurchlissigkeit und den Wasserfluss. Aufgrund ihrer Sensitivitit
gegeniiber Umweltverinderungen eignen sich Grundwasserorganismen zudem potenziell als

Bioindikatoren fiir die Bewertung der Grundwasserqualitit.

Die mikrobielle Diversitit wurde bisher sowohl global als auch regional in der Schweiz vor allem mit einem
Fokus auf die Trinkwassernutzung untersucht. Aufgrund der Bedeutung als Trinkwasserreserven und der
Humanpathogenitit einiger Bakterien und Viren sind daher bestimmte mikrobielle Prozesse im
Grundwasser relativ gut erforscht und beschrieben (Fillinger et al., 2023; Griebler et al., 2014a). Generell
kann die vorherrschende Meinung verkiirzt damit zusammengefasst werden, dass weniger Mikroben mit
einer besseren Trinkwasserqualitit einhergehen. Die mikrobielle Diversitit erfillt jedoch essenzielle
Funktionen in Aquiferen und trigt zum Erhalt der Wasserqualitit bei. Die mikrobiellen Gemeinschaften
sind an die nihrstoffarmen und sauerstofflimitierten Bedingungen im Grundwasser angepasst, was zu
einer bemerkenswerten funktionellen Vielfalt gefthrt hat, die erst in den letzten Jahrzehnten durch

moderne molekularbiologische Methoden erfasst werden konnte.

Mikrobielle Gemeinschaften im Grundwasser spielen eine wichtige Rolle in biogeochemischen Zyklen,
wie dem Kohlenstoff-, Stickstoff-, Schwefel- und Eisenkreislauf, sowie der Umwandlung und biologisch
Verfugbarmachung von Mineralien (Fillinger et al., 2023). Dies ist besonders relevant, da beispielsweise
die Funktion als Kohlenstoffsenke und die Umwandlung von organischen Kohlenstoffen massgeblich zur
Reinigung des Grundwassers und damit zur Sicherung der Trinkwasserqualitit beitrdgt (Tufenkji et al.,
2002). Die Chemolithoautotrophie einiger Bakterien spielt zudem eine bedeutende Rolle im trophischen
Stoffkreislauf der Grundwasserbiozonosen, indem sie, unter bestimmten Bedingungen und in
Abwesenheit von photoautotrophen Organismen als primire Energielieferanten dienen und einen
wichtigen Ressourcenpool fir heterotrophe Mikroorganismen und in weiterer Folge auch fir Metazoen

bilden (Hutchins et al., 2016).
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Ausserdem haben die Stoffwechselwege von Mikroorganismen eine wichtige Rolle fiir den natiirlichen
Abbau von Pathogenen und anthropogenen Verschmutzungen. So wurde bereits in den achtziger Jahren
gezeigt, dass viele aus Grundwasser isolierte Bakterienstimme das Wachstum des Fikalbakteriums
Escherichia coli hemmen (Hirsch & Rades-Rohkohl, 1983). Durch die Reduktion von organischem
Kohlenstoff durch Grundwassermikroorganismen wird ausserdem das Wachstum von potenziell
pathogenen Bakterienstimmen wie E. co/i und 17brio cholerae im Vergleich zu Oberflichengewissern stark
gehemmt. Da viele dieser Prozesse auch temperaturabhingig sind, kann dies unter hoher werdendem
anthropogenem Druck von aussen (z. B. Klimawandel, erh6hte Temperaturen durch thermische Nutzung)
zu immer grosseren Problemen fihren (Griebler & Avramov, 2015). Neben den bekannten
Stoffwechselwegen werden auch in regelmissigen Abstinden neue und unbekannte Stoffwechselwege in
Bakterien entdeckt. Dies ist hinsichtlich der Bioremediation von anthropogenen Eintrigen im
Grundwasser interessant. Es gibt mittlerweile Hinweise auf Stoffwechselwege und Enzyme, welche es
Bakterien erlaubt, gewisse Pestizide, Polymere, PFAS und andere menschlich geschaffene potenziell
umweltschadliche Substanzen zu zersetzen (Wackett & Robinson, 2020). Gerade im Grundwasser herrscht
hier méglicherweise ein noch nicht ausgeschopftes Potenzial an Stoffwechselwegen, welche zukiinftig die

Bioremediation von anthropogenen Eintrigen im Aquifer verbessern konnen.

Auch Makroorganismen haben wichtige Funktionen. So spielt Beweidung durch Invertebraten im
Grundwasser eine wichtige Rolle im Erhalt und in der Pflege der mikrobiellen Gemeinschaften
(Mermillod-Blondin et al, 2023) und ecbenfalls im Kohlenstoffkreislauf, wo das Fehlen von
Makroorganismen den Kohlenstoffabbau negativ beeinflussen kann (Schmidt et al., 2025). Zudem deuten
Studien darauf hin, dass die Grundwasserfauna méglicherweise eine Rolle im Abbau und Weitertransport
von Pathogenen spielt (Boulton et al., 2008; Griebler & Avramov, 2015). Neben den direkten
Interaktionen mit anderen Organismen wurde in Experimenten gezeigt, dass Invertebraten in pordsen
Grundwasserleitern durch ihre Bewegungen eine wichtige Rolle in der Erhaltung des Wasserdurchflusses
im Grundwassetleiter einnehmen. Konkret wurde in einem Experiment von Hose and Stumpp (2019)
gezeigt, dass Bioturbation durch Flohkrebse die Porendurchlissigkeit in Grundwassersystemen positiv
beeinflusst und damit direkt zum Wasserfluss im Grundwasser beitrigt. Trotz dieser ersten Hinweise ist
es jedoch weiterhin ungeklirt, was die Effektgrossen dieser Phinomene bei realistischen

Populationsdichten im Grundwasser sind (Griebler & Aramov, 2015).

Die wohl interessanteste angewandte Funktion der Grundwasserorganismen ist ithre mogliche Nutzung
als Bioindikatoren im Rahmen eines reguliren Biomonitorings. Durch ihre Lebensdauer und dem
Absolvieren des gesamten Lebenszyklus im Grundwasser sind sie der gesamten Stoffbreite und

Umweltbedingungen im Grundwasser ausgesetzt. Die starke Spezialisierung vieler Arten auf konstante
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abiotische Faktoren macht Grundwasserorganismen besonders empfindlich gegentiber Veridnderungen in
ihrem Lebensraum (Griebler et al., 2010; Korbel & Hose, 2011; Marmonier et al., 2013; Steube et al., 2009).
Gerade im Bereich chronischer Exposition und Mischexposition stossen rein chemische Beurteilungen an
Grenzen, da im Grundwasser ein sehr breites Spektrum unterschiedlichen Schadstoffen in meist geringen
Konzentrationen Konzentrationen charakteristisch ist. Eine Beurteilung rein anhand der chemischen
Zusammensetzung ist deshalb unzureichend, weshalb auch in Oberflichengewissern Organismen (z. B.
Daphnia magna, Gammarus fossarnm, Diatomeen) aufgrund ihrer Sensitivitit zur integrierten Beurteilung der
Gewisserqualitit (chronische Exposition bei geringen Konzentrationen, Mischexposition, Metabolite)
umfangreich verwendet werden. Eine Verwendung von mikrobiellen und eukaryotischen Organismen im
Grundwasser fir die Beurteilung der Gewissergiite ist aus diesem Grund nicht nur angezeigt, sondern
wirde eins zu eins an die schon im Oberflichengewisser genutzte biologische Beurteilung anschliessen.
Aufgrund der Erkenntnisgewinne und Entwicklung von Methoden zur Beurteilung und Erfassung der
Biodiversitit im Grundwasser—u.a. auch anhand von Forschungsprojekten an der Eawag in den letzten

Jahren—ist eine solche Implementation absolut realistisch.

2.2 — Aktueller Wissensstand und Monitoring

Was ist der Stand des Wissens bzgl. Biodiversitit im Grundwasser der Schweiz?

Sowohl in der Schweiz als auch international gewinnt die Grundwasserbiodiversitit zunehmend an
Aufmerksamkeit. Forschungsarbeiten der Eawag zeigen am Beispiel der Flohkrebse, dass ein fundiertes
Wissen iber relevante Taxagruppen innerhalb weniger Jahre aufgebaut werden kann. Zudem
ermoglichen  eDNA-Methoden, die Grundwasser6kosysteme gesamtheitlicher (Mikro- und
Makroorganismen) zu erfassen. Bisher fehlt in der Schweiz ein nationales Monitoring zum Zustand der

Grundwasserbiodiversitit.

Wie wird in den Nachbarlindern der Schweiz und international die Grundwasserbiodiversitit

untersucht? Was ist dort der Stand der Dinge?

In mehreren Nachbarlindern, sowie International, laufen aktuell Bemithungen und Forschungsarbeiten
mit dem Ziel, die Grundwasserfauna besser zu verstechen und in Monitoringprogramme sowie
Gewisserbeurteilungen integrieren zu kénnen. Ein Vorzeigeprojekt findet in Baden-Wiirttemberg statt,
wo seit tiber 20 Jahren Monitoringdaten zur Grundwasserfauna erhoben werden. Dieser und weitere
Ansitze konnten fir die Entwicklung eines Monitorings in der Schweiz als Grundlage dienen. Die

eDNA-Methodik ist fiir Grundwasser in der Praxis noch nicht etabliert (im Gegensatz zu
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Oberflichengewissern). Erfahrung aus der Schweiz zeigen jedoch, dass diese aufgrund der hohen

Versatilitit einfach implementiert und standardisiert werden.
Rote Listen

Rote Listen sind zentrale Instrumente zum Schutz der Biodiversitit, doch fir Grundwasserorganismen
fehlen sie in der Schweiz bislang weitgehend. Aktuell sind nur sehr wenige Schnecken-, Muschel- und
Insektenarten mit gelegentlichem Vorkommen im Grundwasser erfasst, wihrend obligate
Grundwasserbewohner wie Flohkrebse oder Ruderfusskrebse fehlen. Fiir einzelne endemische Arten
(Stygepactophanes  jurassicus, Gellyella  monardi) besteht bereits nationaler Schutzstatus. Dank neuer
Forschungsarbeiten und genetischer Methoden (z. B. Barcoding) sind die Grundlagen fiir die Erstellung
Roter Listen fiir ausgewahlte Gruppen von Grundwasserorganismen (speziell Flohkrebse) innert den
nichsten 2-3 Jahren vorhanden. Auch international — etwa in Frankreich und Deutschland — gibt es
aktuell Bemithungen, Rote Listen fir Grundwasserorganismen (z. B. Flohkrebse) zu erstellen. Die
Etablierung von Roten Listen wiirde das Erfassen von Referenzdaten im Rahmen von standardisierten
Monitoringprogrammen synergistisch ergianzen, so dass neben Gefahrdungsstatus und Schutzpriorititen

auch Aussagen zur Gewissergiite méglich sind.

Wissensstand Schweiz

Die Schweiz hat mit der Gewisserschutzverordnung (GSchV, 1998) Grundwasser explizit als Lebensraum
definiert, der in einem naturnahen, standortgerechten und typischen Zustand fir nicht oder nur schwach
belastete Gewdsser erhalten werden soll. Aktuell wird Grundwasser in der Schweiz auf quantitative und
qualitative Parameter tuberpriift. Dafiir werden im Rahmen der Nationalen Grundwasserbeobachtung
NAQUA mit den Modulen TREND, SPEZ, QUANT und ISOT mehr als 600 Messstellen untersucht
(BAFU, 2019b). Ein regelmissiges Monitoring der biologischen Komponente abseits mesophiler Keime
und E. c/i beschrinkt sich bisher auf Methodensammlungen, Pilotstudien zur Machbarkeit oder
wissenschaftlichen Studien (Hunkeler et al., 2006; Pronk et al., 2010). Fir einige Artgruppen ist inzwischen

eine gute Wissensgrundlage tber die Diversitit im Grundwasser vorhanden.

Um die Diversitit von Mikroorganismen zu untersuchen, wurden in den Jahren 2009 und 2010 erstmals
50 Messstellen aus dem Modul NAQUA TREND und neun potenziell belastete Messstellen des Moduls
SPEZ mindestens einmal beprobt (Pronk et al., 2010). Das Ziel war dabei herauszufinden, ob es
Indikatorbakterien gibt, wie stark die Belastung mit Fikalien assoziierten Bakterien ausfillt und welche

weiteren mikrobiologischen Parameter relevant fir die Grundwasserqualitit sind. Dazu wurden an den
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repriasentativ. ausgewihlten Messstellen Wasserproben zusammen mit Proben zum chemischen
Monitoring entnommen. Dafiir wurde im Fall von Forderbrunnen zuerst die 3-fache Wassermenge
herausgepumpt, bevor mit sterilen Gefissen Wasserproben entnommen wurden. In Quellwasserfassungen
mit offenen Wasserfassungen wurde die Probe direkt aus dem offenen Gerinne entnommen. Fir die
weitere Analyse bedienten sich die Studienautoren dabei klassischer Analysemethoden fiir
Mikroorganismen (z. B. Durchflusszytometrie) sowie einfachen qualitativen genetischen Analysen auf
humanpathogene Erreger. Dabei wurden in 42 der 59 Messstellen Fikalien-assoziierte Mikroorganismen
nachgewiesen, wobei pathogene Bakterien generell selten waren. Neben diesen Mikroorganismen wurde
auch eine Vielzahl bakterieller Zellen, viraler Bestandteile und sehr selten auch Protozoen (z. B. Giardia
sp.) nachgewiesen. Zusammengefasst kamen die Autoren zum Schluss, dass es in Lockergesteins-
Aquiferen allgemein eine gute Grundwasserqualitit gab, wihrend in Karstgebieten eine Vielzahl der
Proben mit Fikalkeimen verunreinigt war. Diese Studie war vielversprechend, wurde aber nicht in das
regulire NAQUA Monitoringprogramm iibernommen (BAFU 2019). Weiter wurde festgestellt, dass fiir
ein regelmassiges Monitoring ein Referenzzustand der Biodiversitit als Referenzzustand des Aquifers
wichtig ist und die Festlegung dieses Referenzzustandes Prioritit haben sollte. Ein Referenzzustand ist bis
heute weder fur die Mikroorganismen noch fiir die Makrofauna definiert worden. Fur einzelne Artgruppen
wie die Grundwasserflohkrebse wire die Datengrundlage inzwischen vorhanden. Fir den Grossteil der

Diversitat muss der Referenzzustand aber noch erhoben werden.

In der Schweiz gab es bereits 1966 mit der Doktorarbeit «Faune cavernicole de la Suisse.» von P. Strinati
eine erste systematische Zusammenfassung des Wissenstandes tiber die Schweizer Hohlenfauna. Im
Rahmen dieser Arbeit wurden bereits Hohlengewisser-bewohnende Makroinvertebraten gelistet. Weiter
wurde im Jahr 1984 im Karst des Schweizer Jura die Art Stgepactophanes jurassicus (Moeschler & Rouch
1984) und im Jahr 1988 in der Areuseschlucht die Art Gellyella monardi (Moeschler & Rouch 1988) erstmals
beschrieben. Beide Ruderfusskrebs-Arten sind insofern relevant, da sie in der Schweiz aktuell die einzigen
Grundwasserarten sind, welche als Endemiten und somit als national prioritire Arten gelistet werden. In
den spiten 1990er Jahren wurden detaillierte Studien tiber Makroinvertebraten in Interstitiallebensraumen
durchgefiihrt und die Bedeutung der Nihrstoffverfiigbarkeit fiir diese Okosysteme aufgezeigt (Brunke &
Gonser, 1999). Erstmals systematisch wurde die Metazoen-Diversitit im Grundwasser 2013 in einer
Pilotstudie an acht NAQUA-Messstellen (Quellen und Quellfassungen) untersucht. Dabei fand das Team
eine hohe Zahl an Organismen (40 Arten, bis zu 10 Tiere pro Kubikmeter, Magazin Umwelt 2015, S.491f).
Darauffolgend gab es 2014 eine Studie mit einem Schwerpunkt auf der Verbreitung von Flohkrebsen, bei
der auch ein erstes Inventar der Grundwasserflohkrebse erstellt wurde (Altermatt et al., 2014). Dabei
wurden neun Arten innerhalb der Gattung Niphargus gefunden und deren Verbreitung beschrieben. Im

weiteren Verlauf wurden diese Projekte auch unter Mithilfe des BAFU intensiviert und es gibt dadurch
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erste schweizweite Verbreitungskarten fiir einige Grundwasserorganismen. Darauf aufbauend wurden
Citizen-Science Projekte durchgefthrt, zuerst gemeinsam mit Hohlenforschern im Hélloch, danach mit
Brunnenmeistern in Quellwasserfassungen. Damit konnten sowohl die Artenzahlen und Verbreitung von
Flohkrebsen (Alther et al., 2021; Kniisel, 2024a; Studer, 2022) als auch ein erster Uberblick tiber weitere
Makroinvertebraten im Grundwasser gewonnen werden (Schneider et al., 2023). Die Mehrheit der
obligaten Grundwasserarten der Schweiz stammt aus der Gruppe der Flohkrebse (Niphargus sp.), der
Hipferlinge, sowie der Asseln (Asellidae, cf. Proase/lus), wobei bisher methodisch bedingt vor allem die

Flohkrebse und Asseln gut dokumentiert sind.

Durch die Intensivierung der Beprobung konnte innerhalb weniger Jahre eine weitgehend vollstindige
Artenliste der Flohkrebse erstellt werden, sodass nur noch wenige, sehr seltene oder klein verbreitete Arten
zu erwarten sind. Dadurch zihlen die Grundwasserflohkrebse der Gattung Niphargus inzwischen zu den
am besten dokumentierten stygobionten Arten der Schweiz. Bisher sind tiber 40 Arten bekannt, was die
19 Flohkrebsarten in Oberflichengewissern bei weitem ubertrifft (Kniisel, 2024a). Mindestens ein
Dutzend dieser Arten sind potenziell endemisch, einige Arten bisher unbeschrieben, oder nur von wenigen
Probenstellen bekannt (Kniisel et al., 2023; Knitsel, 2024a; Kniisel et al., 2024b; Kntsel et al., 2024c¢). In
einem gross angelegten Projekt, bei dem rund 900 Messstellen besammelt wurden, wurden von allen
gefundenen Flohkrebsarten rund die Hilfte nur an 1-3 Messstellen nachgewiesen, was auf eine sehr
kleinrdumige Verbreitung vieler Arten hinweist (Kniisel et al., 2024c). Zusitzlich wurden mit dem
vermehrten Einsatz molekularer Barcoding-Techniken einige kryptische Arten (Arten, die morphologisch
bisher in einer Art zusammengefasst wurden, jedoch genetisch eindeutig getrennt sind) nachgewiesen, wie
zum Beispiel im Niphargus rhenorbodanensis Komplex (Deli¢ et al., 2025). Dies ist ein weiterer Hinweis
darauf, dass die Schweiz eine einzigartige unterirdische Fauna besitzt, die von den eiszeitlichen
Bedingungen beeinflusst wurde, und deren aktueller Zustand nur bedingt dokumentiert ist. Besonders
erwihnenswert sind die Vorkommen von Niphargus-Arten, die weltweit nur an einem oder ganz wenigen
Orten in der Schweiz bekannt sind. Diese sogenannten endemischen Arten (z. B. Nipbargus murimali, N.
muotae) sind weltweit einzigartig, und die gesamte Verantwortung fir ihren langfristigen Erhalt liegt in der

Schweiz. (Kniisel et al., 2024b).

Neben Studien, die auf konventionellen Methoden basieren, gibt es in der Schweiz bereits Studien zur
Anwendung von Umwelt-DNA Methoden zur Identifikation von Biodiversitit im Grundwasser. Diese
Studien beweisen das grosse Potenzial dieser modernen Methodik fiir schwer zugingliche Okosysteme
und liefern erste Hinweise darauf, dass die Diversitit im Schweizer Grundwasser hoher ist als bisher
angenommen (Couton et al., 2023a, b). An den 20 untersuchten Standorten wurden mit diesem Ansatz

4917 Sequenzvarianten (ASV) identifiziert, verteilt auf funf eukaryotische Reiche und elf
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Metazoenstimme, von denen bisher 752 (15,3 %) einem Taxon zugeordnet werden konnten. 89 ASVs
(1,8 %) konnten bis auf Artniveau bestimmt werden. Dieser tiefe Wert deutet auf eine bislang weitgehend
untererfasste Vielfalt im Grundwasser hin. Aufgrund der Methode (Vergleich der Sequenzen mit zukiinftig
immer besser werdenden Datenbanken) konnen diese Daten aber auch in Zukunft umfassend und besser
aufgel6st analysiert werden. Zudem sind fir die Beurteilung der Gewissergiite nicht unbedingt eine
taxonomische Auflosung der mikrobiellen Diversitit erforderlich, und kénnen direkt aus sogenannten

«taxonomy-free approaches» abgeleitet werden.

Trotz dieser intensiven Bemiihungen fehlten jedoch bislang sowohl Informationen dariiber wie typische
Grundwassergemeinschaften aussehen, als auch die passenden Methoden, wie zum Beispiel eDNA
basierte Methoden, diese effizient zu erfassen. Fir Ersteres wurden mit den Projekten zu den
Grundwasserflohkrebsen und Mikrobiologie bereits grosse Schritte in diese Richtung unternommen,
dennoch fehlen noch rdumlich und zeitlich stirker aufgel6ste Daten zur Grundwasserdiversitit, auch tber
weitere taxonomische Gruppen hinweg. Zweiteres kann mittlerweile als gelost betrachtet werden da
sowohl konventionelle als auch molekulare Methoden mehrfach erfolgreich im Grundwasser eingesetzt
wurden. Der nichste Schritt ist nun klar, diese etablierten Methoden einzusetzen, um die noch
vorhandenen Licken in Bezug auf die Grundwasserbiodiversitit zu schliessen, und dabei, wie in der
Gewisserschutzverordnung (GSchV, 1998) gefordert, Schweizer Grundwassergemeinschaften welche

«naturnah, standortgerecht und typisch fiir nicht oder nur schwach belastete Gewisser» sind festzulegen.
Wissensstand Nachbarlinder und internationale Situation

Grundlage fir den Schutz und das Monitoring sind EU-weit geltenden Richtlinien wie die
Wasserrahmenrichtlinie (Europiéisches Parlament und Rat der Europidischen Union, 2000) oder die EG-
Grundwassertichtlinie (2006/118/EG, Europiisches Parlament und Rat der Europiischen Union, 2000).
Diese definieren das Ziel des «guten Zustands” bisher hauptsichlich/ausschliesslich auf chemisch-
physikalische sowie quantitative Parameter, es werden aber vermehrt Bestrebungen und Grundlagen
entwickelt, um dies auf die Biodiversitit auszweiten (v.a. Linderspezifische Ansitze, siche unten). Die
Flora Fauna Habitat (FFH)-Richtlinie der Europdischen Union nennt den Olm (Proteus anguinus), der in
Anhang IT und IV genannt wird als schiitzenswerte Art des Grundwassers (Hudoklin, 2016). Internationale
Abkommen wie die Ramsar-Konvention oder das Netzwerk Natura 2000 als wichtige Instrumente zum
Schutz von Arten und Lebensriumen klammern Grundwassersysteme weitgehend aus. Initiativen zum
Schutz und Monitoring der Grundwasserbiodiversitit werden auf Europidischer Ebene gefordert (Di
Lorenzo et al., 2024), und komplementieren diesbeziigliche Anstrengungen auf der Ebene einzelner

Liander.
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Nationale Programme

Osterreich: Osterreich verfiigt iiber ein sehr stark ausgebautes Grundwassermonitoringnetzwerk.
Gesetzlich basiert das aktuelle Monitoring auf der Wasserrahmenrichtlinie (WRRL), wobei das
Umweltbundesamt die Umsetzung koordinativ begleitet und die Bundeslinder das Monitoring
durchfiihren. Insgesamt werden im Rahmen der Gewisserzustandsiiberwachungsverordnung (GZUV) ca.
2000 Grundwassermessstellen bis zu 4-mal jihrlich beprobt. Dabei werden vor allem chemisch-
physikalische Parameter erhoben, die Grundwasserbiodiversitit spielt im regelmissigen Monitoring keine
Rolle.  Alle  erfassten  Daten  werden  dabei  online  zur  Verfigung  gestellt

(https:/ /www.umweltbundesamt.at/dashboard-grundwasser, https://ehyd.gv.at/).

Obwohl es kein regulires Biodiversititsmonitoring gibt, gibt es vor allem rund um die Arbeitsgruppe von
Prof. Dr. Christian Griebler an der Universitit Wien einen starken Forschungsfokus rund um das Thema
«Leben im Grundwasser». Diese Gruppe hat in den Jahren 2019 und 2020 unter anderem die 2000
Monitoringstellen der GZUVZ zwei- bis viermal jihrlich auf mikrobielle Biodiversitit (Zellzahl) hin
untersucht, diese Ergebnisse werden aktuell in einer Publikation aufbereitet und sind noch nicht 6ffentlich
zuginglich (Christian Griebler, personliche Kommunikation). Daneben digitalisiert die Gruppe alle Daten
beziiglich Grundwasserfauna, welche in Publikationen, Berichten oder anderen Datenquellen vorliegt, um
eine einheitliche Datenbank zur Grundwasserfauna in Osterreich zu erstellen (Stygofauna Austriaca). Fiir
ein zukunftiges Monitoring in der Schweiz besteht hier Vernetzungspotenzial mit dem Gsterreichischen

Umweltbundesamt und der Arbeitsgruppe rund um Prof. Dr. Christian Griebler.

Deutschland: In Deutschland wird die Biodiversitit des Grundwassers zunehmend in den Fokus von
Forschung und Umweltpolitik gertickt. Das Bundesland Baden-Wiirttemberg startete 2002 ein Monitoring
fir Grundwasserfauna an ~340 Messstellen, welches 2006 evaluiert wurde und in ein freiwilliges
Monitoring der Grundwasserbiodiversitit an 41 Standorten mundete (LUBW, 2025). Dieses
Langzeitmonitoring wird durch das Institut fiir Grundwasserékologie IGO GmbH durchgefiihrt und
erfasste in diesem Zeitraum insgesamt 17.285 mehrzellige, aquatische Organismen, die 126 verschiedenen
Taxa (darunter 117 Arten) zugeordnet werden konnten. Mit 16 Messstellen aus diesem Datensatz wurde
ausserdem in einer wissenschaftlichen Studie gezeigt, dass die Artenzusammensetzungen und Abundanzen
von vorkommenden stygobionten Arten tiber mehrere Jahre konstant war, aber es in 7 Messstellen zu
starken Schwankungen der Abundanzen und der Artenzusammensetzung in Relation zu

Oberflichenprozessen (z. B. Versiegelung und Bautitigkeiten) kam (Koch, Blum, Stein, et al., 2024).

Weiter wurde 2014 ein vom Umweltbundesamt (UBA) initiiertes Projekt zum Monitoring der

Grundwasserbiodiversitit und der Nutzung von biologischen Indikatoren durchgefithrt (Griebler, et al.,
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2014). Dabei wurden zwischen 2007 und 2009 tber 1000 Grundwassermessstellen in verschiedenen
Regionen Deutschlands konventionell beprobt. Ziel war dabei ein erstes Konzept fir ein 6kologisch
orientiertes Bewertungssystem fiir Grundwasserokosysteme. Es wurde speziell Riicksicht genommen,
moglichst viele Grundwasserleiter und verschiedene Okologische Einheiten unter moglichst geringen
anthropogenen Einflissen zu erfassen, auch um einen Referenzzustand eines «guten» Zustands zu
erhalten. Im Rahmen dieses Projektes wurden etwa 50 physikalisch-chemische, mikrobiologische sowie
faunistische Messgrossen untersucht, von denen etwa die Hilfte das Potenzial zeigte, den 6kologischen
Zustand anzuzeigen. Es zeigte sich, dass eine integrierende Kenngrosse aus allen Parametern «sehr
tauglich» war, um Oberflicheneinfliisse auf das Grundwasser anzuzeigen. Faunistisch waren dabei vor
allem das Verhiltnis der stygobionten zu nicht stygobionten Arten und die Anzahl von Oligochaeten gute
Indikatoren fir den Zustand des Grundwasserokosystems. Die Autoren entwickelten so einen Indikator,
der unbelastete Grundgewisser durch einen Anteil von >50 % stygobionter Arten, >75 % Krebstiere und
weniger als 20 % Anteil an Oligochaeten charakterisiert. Zusitzlich zeigten sich mikrobielle Indikatoren
wie die Gesamtzellzahlen (organische Belastung), Shannon-Diversitit, assimilierbarer organischer
Sauerstoff (AOC) sowie die aktive mikrobielle Biomasse (ATP) als wertvoll, vor allem in Systemen mit
geringen Sauerstoffkonzentrationen. Aufgrund dieser Arbeit schlagen die Autoren ein zweistufiges Modell
(dhnlich dem australischen GWHI) vor, das dhnlich den Oberflichengewissern eine Bewertung basierend
auf Indikatorgréssen zuldsst. Dieses System wurde jedoch bisher nicht in ein regelmissiges Monitoring

ubernommen.

Aufbauend auf den Erfahrungen der UBA-Studie 2014 wurde der Biomasse-Aktivitit-Energie (B-A-E)
Index zur Klassifizierung des mikrobiellen Zustands des Grundwassers entwickelt (Griebler et al., 2018).
Hierbei wird fiir die Bewertung des Grundwassers die mikrobielle Biomasse (Zellzahl), die Aktivitit im
System (ATP-Gehalt) sowie die Energieverfugbarkeit in Form von assimilierbarem organischem
Kohlenstoff zur Erstellung eines mikrobiologischen Fingerabdrucks verwendet. Die Autoren konnten
dabei aufzeigen, dass eine Indexgrésse aus diesen drei Parametern ausreicht, um den mikrobiologischen
und Skologischen Zustand im Grundwasser zu bewerten, sowie zur Klassifizierung in verschiedene

Gewissergiiteklassen dienen kann.

Daneben gibt es mit dem Projekt gwTriade (https://www.gwtriade.de/de/), das darauf abzielt, priotitire
Grundwasserschadstoffe zu identifizieren und geeignete Testverfahren zur Bewertung ihrer Auswirkungen
auf die Grundwasserbiodiversitit zu entwickeln. Dazu wird ein integriertes Bewertungskonzept auf Basis
des Triade-Ansatzes angewendet, das Okologische, chemische und Okotoxikologische Daten mit

gesellschaftlichen Zielvorstellungen zum Grundwasserschutz kombiniert. FEin interdisziplinires
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Konsortium aus Expertinnen und Experten verschiedener Fachrichtungen arbeitet gemeinsam an

praxisnahen Handlungsempfehlungen fiir Anwender und Entscheidungstriger.

Frankreich: Frankreich verfiigt Gber ein nationales Grundwasseriiberwachungsprogramm, das den
Vorgaben der WRRL folgt und bisher wenig Fokus auf biologische Aspekte legt. Ausnahmen gibt es in
Form von Pilotprojekten wie dem Projekt BIODIVEAU des franzosischen geologischen Dienstes
BRGM, welches die mikrobielle Biodiversitit in Aquiferen untersucht. Ziel ist es, mikrobiologische

Signaturen als Indikatoren fir den Zustand von Grundwasserquellen zu etablieren (BRGM, 2023).

Ttalien: In Italien wurde 2013 das Projekt AQUALIFE (LIFE12 BIO/IT/000231) ins Leben gerufen, in
dem Indikatorsysteme fiir die Biodiversitit in grundwasserabhingigen Okosystemen entwickelt wurden
und in einer Software fir Indikatorbewertungen mindeten (Strona et al., 2019). Ausserdem wurde 2024
an der Universitit Bologna gemeinsam mit den siiditalienischen Behérden ein Projekt zur Verbesserung
des Monitorings von Aquidukten und unterirdischen Quellen in Stditalien gestartet. Ziel ist es, ein
Netzwerk zur Uberwachung von Trinkwasser- und natiitlichen Quellen aufzubauen (Universita di
Bologna, 2024). Im Apennin, genauer im Gran Sasso-Sirente-Aquifer, wurde ein biologisches
Frithwarnsystem entwickelt, das auf der Uberwachung von Mikroorganismen basiert, um die

Wasserqualitit in Echtzeit zu bewerten (D1 Giacinto et al., 2021).

Vereinigtes Konigreich (UK): Die britische Umweltbeh6rde Defra veroffentlichte 2018 ihren 25-Jahres-
Umweltplan mit dem Ziel, die Umwelt innerhalb einer Generation zu verbessern. Ein Schwerpunkt liegt
auf der Verbesserung der Wasserqualitit und dem Schutz bedrohter Arten — auch in
Grundwasserokosystemen. Dazu wurde das Programm «Natural Capital Ecosystem Assessment (NCEA)»
ins Leben gerufen, das langfristige Daten zu Zustand und Verinderungen von Okosystemen in England
erhebt. Erstmals riickt damit auch das Grundwasser in den Fokus. Seit Mirz 2024 wurden in Stidengland
55 Standorte beprobt, 2025 soll das Netzwerk auf 80 Standorte landesweit ausgebaut werden. Die
Mitarbeitenden wurden in Probenahme und Artenbestimmung passend ausgebildet. Erste Ergebnisse zu
Artenvielfalt und Verbreitung werden noch 2025 erwartet, sind jedoch noch nicht 6ffentlich zuganglich
(Johns, 2024). Zudem wird der Einsatz von eDNA-Technologie zur Untersuchung mikrobieller

Gemeinschaften gepriift.

Australien: Im internationalen Vergleich nimmt Australien eine Vorreiterrolle ein. Bereits 2002 wurde im
Bundesstaat New South Wales erstmals ein gesetzlicher Rahmen fir den Schutz und das Monitoring von
«groundwater-dependent ecosystems (GDEs)» eingefithrt. Diese Richtlinien wurden 2006 auf nationaler
Ebene teilweise ibernommen. Mit dem Groundwater Health Index, entwickelt von Korbel & Hose

(2011), wurde dort ein zweistufiges Indikatorsystem geschaffen, welches sowohl abiotische als auch
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biotische Faktoren integriert und Referenzzustinde fiir Aquifere (hinsichtlich «Grundwassergesundheit»)
definiert. Ziel der Autoren war ein System, mit dem der Einfluss von Bewisserung in der Landwirtschaft
auf den Grundwasserspiegel (z. B. durch erhohte Oberflicheneintrige) messbar wird. Dieses System
wurde nach Kritik an der begrenzten Aussagekraft der Referenzzustinde weiter verfeinert und 2017 als
«weighted groundwater health index» (WGHI) vorgestellt (Korbel & Hose, 2017). Der zweistufige Prozess
sieht in der ersten Stufe die Evaluierung genereller Indikatoren, wie zum Beispiel DOC, Vorkommen von
stygoxenen Arten, der Anzahl von Krebstieren und Oligochiten oder Pestizidkonzentrationen, vor. In der
zweiten Stufe werden dann lokale Faktoren miteinbezogen, wie mikrobielle Diversitit, Wasserqualitit oder
ob Stygofauna vorkommt. Der gewichtete Ansatz erganzt diese Richtlinie um bessere lokale Indikatoren
fir den menschlichen Einfluss, was eine genauere Unterscheidung zwischen natiirlicher Varianz und
tatsichlichem menschlichen Einfluss zulidsst. Obwohl diese Richtlinie existiert, wird in Australien die

Grundwasserbiodiversitit nur regional begrenzt regelmissig untersucht.
Internationale Programme

International gibt es bereits einige Initiativen zur systematischen Erfassung der Grundwasserfauna. Das
ilteste Projekt ist dabei Stygofauna Mundi (Botosaneanu, 1980), ein internationales Biodiversititsprojekt,
welches 1986 in Amsterdam gestartet wurde, und das seitdem zu einer umfassenden, frei zuginglichen
Datenbank zur weltweiten Verbreitung und Vielfalt der Grundwasserfauna ausgebaut wird (Martinez et
al., 2024). Es basiert auf tiber 11°000 Quellen und enthilt mehr als 388’000 Eintrdge zu tber 31°000
Tierarten aus unterirdischen Lebensriumen wie Quellen, Hohlen, Brunnen oder interstitiellen Zonen. Die
Datenbank integriert biologische, geographische und geologische Informationen und ist mit offenen
globalen Datensystemen vernetzt. Ziel ist es, Forschungslicken zu erkennen, die Grundlagen fir
Schutzstrategien zu schaffen und ein besseres Verstindnis der 6kologischen Bedeutung unterirdischer

aquatischer Systeme zu ermoglichen.

Ein erstes Projekt, welches sich der Standardisierung der Probenahme widmete, war PASCALIS (Protocol
for the Assessment and Conservation of Aquatic Life In the Subsurface), ein europiisches
Forschungsprojekt ~ (2002-2004)  welches  erstmals  eine  standardisierte  Erhebung  der
Grundwasserbiodiversitit in Westeuropa ermoglichte (Gibert et al., 2009). Das Projektteam hatte das Ziel,
die biologische Vielfalt in unterirdischen Lebensrdumen wie Karstsystemen, Poren- und Kluftaquiferen
systematisch zu erfassen und vergleichbar zu machen. In sechs ausgewihlten europiischen Regionen
wurden standardisierte Probenahmeprotokolle angewendet, erginzt durch geologische und hydrologische
Standortinformationen. Zum Einsatz kamen speziell entwickelte Netz- und Pumpmethoden zur
Probenahme aus Brunnen und Quellen, kombiniert mit taxonomischer Analyse im Labor. Die erhobenen
Daten aus mehr als 4000 Probenstellen lieferten neue Erkenntnisse zur Artenvielfalt stygobionter
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Organismen und fihrten in vielen Gebieten zu einer deutlichen Erweiterung der bekannten Biodiversitat,
sowie eine methodische Grundlage zur Erhebung ebendieser. Die Ergebnisse wurden in einer zentralen
Datenbank dokumentiert und bilden bis heute eine wichtige Grundlage fir 6kologische Bewertung und

Schutzstrategien (Deharveng et al., 2009).

Das EU-finanzierte und 2023 gestartete Projekt DarCo (Diversity and Resilience of Subterranean
Communities) zielt darauf ab, Strategien zu entwickeln, um unterirdische Okosysteme in Biodiversitits-
und Klimaschutzagenden nach 2020 zu integrieren. Acht europiische Linder, darunter die Schweiz mit

der Universitit Zirich unter der Leitung von Prof. Dr. Florian Altermatt, sind beteiligt.

Ein weiteres internationales Projekt ist das 2025 gestartete GReG (Global Research on eDNA in
Groundwaters, Sacco et al., 2025). Dieses internationale Konsortium unter der Leitung von Mattia Sacco,
Kathryn Korbel und Michelle Guzik legt den Fokus auf die Anwendung von Umwelt-DNA (eDNA) zur
Erfassung der Grundwasserbiodiversitit und einer etwaigen Integration in Monitoringprogramme. Ziel ist
es dabei, internationale Standards fur die Anwendung von eDNA zu erarbeiten, eine erste globale
Ubersicht tiber Stygofauna zu erhalten (mithilfe eines Crowd-Sourced eDNA-Projekts) sowie den
aktuellen Stand des Wissens zu erfassen. Auch hier beteiligt sich die Arbeitsgruppe um Prof. Dr. Florian
Altermatt an der Sammlung von eDNA-Daten fiir das Crowd-Source Projekt und entwickelt die Methode

weiter.

Rote Listen - Arteninventare

Rote Listen Messstellen ein zentrales rechtliches Instrument dar, um den Zustand der biologischen Vielfalt
zu bewerten, Risiken zu erkennen und naturschutzfachliche Priorititen zu setzen. In der Schweiz werden
diese Listen vom Bundesamt fir Umwelt in Auftrag gegeben und dienen der Interessenabwigung gemass
dem Bundesgesetz tiber Natur- und Heimatschutz, der Abgrenzung prioritirer Arten sowie der

Identifikation von wichtigen Lebensrdumen auf nationaler Ebene.

Fir die Schweiz gibt es bisher keine Rote Liste fur Grundwasserorganismen allgemein, respektive auch
nicht fir einzelne Organismengruppen mit einem Hauptvorkommen im Grundwasser (z. B. Flohkrebse);
nur wenige Arten aus den Gruppen der Weichtiere und der Eintags-, Stein- und Kocherfliegen sind auf
Roten Listen aufgefithrt und teilweise im Grundwasser zu finden. Bei den Weichtieren sind aus den
Gattungen der Quell- und Brunnenschnecken (Bythinella spp. und Bythiospeun: spp.) zweli, respektive funf
Arten von der Roten Liste erfasst (Rietschi et al., 2012), die im Grundwasser respektive in
Quelllebensriumen vorkommen. All diese sieben Arten weisen eine erthohte Gefihrdung (NT od. VU)
auf. Bei den Gruppen FEintags-, Stein- und Kocherfliegen gibt es einige Arten, die teilweise im
Grundwasser vorkommen und die auf der Roten Liste der EPT-Arten (Lubini et al., 2012) aufgefthrt sind.
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Letztere kommen jedoch nicht obligat im Grundwasser vor, und die im Grundwasser gefundenen Larven
miussen eher als sporadische Nachweise ohne direkte Klassifizierbarkeit fir die Roten Listen betrachtet
werden. Zwei stygobionte Arten, S#gepactophanes jurassicus und Gellyella monardi, sind als Endemiten auf der

Liste prioritire nationaler Arten gelistet (Moeschler & Rouch, 1984, 1988).

Besonders geeignet fir Rote Listen sind Artgruppen mit hohen bis sehr hohen Anteilen an
Grundwasserorganismen (beispielsweise Flohkrebse oder Ruderfusskrebse). Bei den Flohkrebsen
(mindestens 40 Grundwasser bewohnende Arten der Gattungen Niphargus und Crangonyx) sind durch
Forschungsarbeiten (v.a. in der Arbeitsgruppe von Prof. Florian Altermatt) in den letzten zehn Jahren
gentgend Grundlagen erarbeitet worden, dass eine Etablierung von Roten Listen fiir die Schweiz in den

nichsten 2—4 Jahren realistisch und umsetzbar ist.

International/in Europa gibt es aktuell keine dezidierten Rote-Listen fiir Grundwasserorganismen,
cinzelne stygobionte Arten werden jedoch auf allgemeinen Listen passend zur taxonomischen
Klassifikation gefithrt. Es werden jedoch 10 Arten aus der Gattung Niphargus auf der globalen IUCN Red-
List gefiihrt, wobei die meisten als Data-deficient gelten und somit keine echte Einstufung des
Gefihrdungszustandes haben. In einzelnen Lindern gibt es Bemihungen, Rote Listen und Artinventare
zu erstellen, vor allem mit dem Schwerpunkt Grundwasserflohkrebse. Frankreich hat beispielsweise seit
2012 eine Rote Liste der Krebstiere, auf der sechs Niphargus-Arten als potenziell bedroht eingestuft werden
(Allanic, 2012). In Deutschland gibt es erste Listen aus Bayern (Burmeister, 2003) sowie neuere
Bemiithungen zur Erfassung der Grundwasserkrebstiere im Saarland (Weber & Flot, 2020). Die Liste im
Saarland umfasst neun Arten innerhalb der Gattung Niphargus, von denen drei als bestandsgefihrdet, drei
als potenziell ausgestorben oder bestandsgefahrdet und drei weitere als selten eingestuft werden. Dank
dem Einsatz von COI und 28s rRNA Barcoding Methoden konnten auch finf potenziell kryptische Arten
im Artkomplex Niphargus aguilex nachgewiesen und als abgetrennte Einheit in die Liste aufgenommen

werden.
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2.3 — Biodiversitit und anthropogene Einfliisse

Die Landnutzung an der Oberfliche beeinflusst nicht nur die chemische Qualitit, sondern auch die
biologische Vielfalt im Grundwasser. Wihrend der planerische Grundwasserschutz in der Schweiz
darauf ausgerichtet ist, das fiir die Trinkwasserversorgung genutzte Grundwasser vor unmittelbarer
Verschmutzung zu schiitzen, berticksichtigt er die Lebensgemeinschaften im Grundwasser bislang kaum.
Studien zeigen jedoch klare Zusammenhinge: In Karstgebieten treten haufiger fikalassoziierte
Mikroorganismen auf und die Artenvielfalt ist in landwirtschaftlich geprigten Aquiferen geringer als in
bewaldeten. Besonders die Stygofauna (z. B. Flohkrebse der Gattung Niphargus) reagiert empfindlich auf

die Landnutzung und konnte als Indikator fiir den 6kologischen Zustand von Aquiferen dienen.

Trotz flichendeckender Forschungsprojekte in der Schweiz (Amphiwell) und ersten
Monitoringprogrammen im Ausland fehlen hierzulande weiterhin die Referenzzustinde und
lingerfristige Zeitreihen. Offene Fragen betreffen unter anderem die Reichweite oberflichlicher
Einflusse, zeitliche Schwankungen der Artenvielfalt und die funktionelle Bedeutung der Organismen.
Ein systematisches, langfristiges Monitoring ist daher entscheidend, um die Rolle der Biodiversitit im

Grundwasserschutz besser zu verstehen.

In Gewissern an der Oberfliche hat die umliegende Landnutzung einen direkten und starken Einfluss auf
Gewisserqualitit und Biodiversitit (z. B. Haberthiir & Alvarez-Troncoso 2025, Wiithrich 2021). Ahnliche
Zusammenhidnge zwischen der oberflichlichen Landnutzung und der chemischen Qualitit des
Grundwassers sind schon bekannt (Di Lorenzo et al, 2014). Dabei wird vermutet, dass
Grundwassersysteme besonders verletzlich auf Umweltverinderungen reagieren, auch wegen der
Anpassung von Grundwasserorganismen an sehr konstante Umweltbedingungen, deren eingeschrinkten

Ausbreitungspotenzials und deren langsamen Stoffwechsels.

In wissenschaftlichen Projekten der Eawag, insbesondere dem vom BAFU mitfinanzierten Projekt

Amphiwell (https://www.amphipod.ch/de/amphiwell/), wurden mithilfe eines Citizen-Science-Ansatzes

(Einbezug der Brunnenmeister) zunichst iber 900 Quellfassungen iiber die ganze Schweiz verteilt
konventionell und mittels eDNA untersucht (Alther et al., 2021, Kntsel 2024a, Couton et al., 2023a).
Analysiert wurden dabei Verbreitung und Artenreichtum der Grundwasserfauna (Kniisel 2024a), deren
zeitliche und rdumliche Variabilitit (Knisel et al. 2024b), die biogeographische Geschichte der Gattung
Niphargus (Alther et al., 2021, Knusel 2024c) sowie der Einfluss oberflichlicher Landnutzung auf die
Artenzusammensetzung (Kniisel 2024d). Besonders relevant ist der Nachweis, dass die Landnutzung nicht

nut innerhalb der Grundwasserschutzzonen, sondern auch weit dartiber hinaus einen deutlichen Einfluss
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auf das Vorkommen von Niphargus-Arten hat: in naturnahen Zonen (Wald) wurden signifikant haufiger
Niphargus-Arten nachgewiesen als in Zonen intensiver Landwirtschaft. Die eDNA-Analysen konnten
zeigen, dass verschiedene Landnutzungskategorien auch einen deutlichen Finfluss auf den Rest der
Artengemeinschaft des Grundwassers haben, nicht nur auf die Flohkrebse. Dabei konnten
Artengemeinschaften im  Grundwasser aus  Waldgebieten deutlich von  solchen aus
Landwirtschaftsgebieten unterschieden werden und es wurde eine rund fiinfmal geringere Biodiversitit in
landwirtschaftlich geprigten Aquiferen detektiert (Couton, et al., 2023a). Internationale Untersuchungen
bestitigen diese Muster: In urbanen Grundwassersystemen wurden weniger Flohkrebse, dafir mehr
Nematoden und Oligochaeten nachgewiesen, wiahrend andere Krebstiere nicht betroffen waren (Koch et

al. 2021).

Die Mechanismen, welche zu diesen Differenzen zwischen verschiedenen Landnutzungsformen fithren,
sind divers und reichen von Stoffeintrigen iiber Verinderungen des Grundwasserspiegels zu thermischer
Nutzung des Grundwasserleiters. Korbel (2013) zeigte beispielsweise, dass die Verinderungen der Fauna
schon durch geringe Anderungen der abiotischen Bedingungen, vor allem geldster Sauerstoff, Stickstoff
und Phosphor, zwischen den einzelnen Landwirtschaftsformen ausgelost wurden. Ahnlich nuancierte
abiotische Verinderungen zwischen einzelnen Landnutzungsformen fanden auch andere Studien, was
nahelegt, dass selbst geringe Eintrige durch oberflichliche Landnutzung die Artzusammenstellungen

verindern kénnen (Dole-Olivier et al., 2009).

Der Einfluss beschrinkt sich nicht auf die Grundwasserfauna, sondern betrifft auch die Mikrobiologie im
Grundwasser. Im Rahmen des Fachausschusses zur Umsetzung der Motion 22.3702 «Energiezukunft
durch sichere Nutzung des Untergrunds zur Speicherung» wurde 2024 durch die Eawag ein Bericht
«Review on the impact of water temperature changes due to geothermal activities on groundwater
microbiology and associated geochemical processes» verfasst (Jimenez-Martinez, 2024). In diesem Bericht
wird auf die Auswirkungen von erwarmten Grundwasserleitern auf die dort vorkommende Biodiversitit
hingewiesen. So geht man davon aus, dass selbst eine geringe Erwidrmung, wie aktuell im Schweizer
Grundwasser zu beobachten und zukiinftig durch vermehrte thermische Nutzung zu erwarten ist, einen
Einfluss auf die Zusammensetzung und Funktion der mikrobiellen Artgemeinschaft hat. Es werden drei
noch offene Fragen aufgeworfen: (1) Kann die Erwidrmung der Grundwassetleiter einen Wechsel hin zu
anoxischen Bedingungen auslésen, und damit eine Verschlechterung der Grundwasserqualitit? (2) Kann
die Erwirmung zur Freisetzung ungewtinschter Stoffe aus den Grundgesteinen fihren? (3) Was ist der
aktuelle Zustand der flachen Grundwasserleiter in stiddtischen Gebieten hinsichtlich der biologischen
(Fikalkeime und Pathogene) und chemischen Komponenten? Vor allem der letzte Punkt kann im Rahmen

eines anlaufenden Biodiversititsmonitorings untersucht werden.
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3 — Methodik & Analytik

Wie erfolgt die Beprobung an einer Grundwassermessstelle? Was ist der Aufwand?

Das Grundwasser kann entweder konventionell (direktes Sammeln der Organismen) oder per eDNA
auf Grundwasserorganismen beprobt werden. Fur die konventionelle Beprobung ist die Methode
standortabhingig. In der Schweiz wurde insbesondere der Einsatz von Filternetzen in Quellfassungen
etabliert. Diese Methode ist technisch einfach und kann auch durch Nicht-Fachpersonen (z.B.
Brunnenmeister) durchgefithrt werden, erfordert jedoch einen zusitzlichen Besuch an der Quellfassung
und dadurch zusitzlichen personellen Aufwand. Die eDNA-Methode erfordert die Entnahme und
Filtrierung von Wasserproben, die im Feld relativ unkompliziert und unabhingig vom Messstellentyp

durchgefiihrt werden kann.
Was sind die Einschrinkungen (Zeit, Probevolumen etc.)?

Die Wahl und Umsetzbarkeit der konventionellen Methode ist stark vom Messstellentyp abhingig. Bei
der konventionellen Beprobung in Quellfassungen sollte das Filternetz ca. zwei Wochen im Voraus
montiert werden, die eigentliche Probenahme dauert etwa 30 Minuten. Auch die geringe
Individuendichte im Grundwasser sollte bei der Wahl der konventionellen Methode beachtet werden.
Bei der eDNA-Beprobung werden Wassermengen von ca. 10-15 L Volumen, spezielles Equipment,
sowie eine saubere Arbeitsweise vorausgesetzt. Die Filtration dauert ca. eine Stunde, wihrend dieser Zeit
koénnen jedoch auch andere Arbeiten durchgefiihrt werden. Um Kontaminationen zu vermeiden, resp.

zu erkennen, sind Negativkontrollen essenziell.

Gibt es Anforderungen an die Messstellen oder an die Messstellenart (Quelle, Férderbrunnen,

Piezometer) fiir die Beprobung?

Fir die Beprobung eignen sich Quellen, Brunnen und Piezometer, je nach Aquifertyp auch Hohlen oder
Bohrl6écher. Da fir die eDNA nur eine Wasserprobe benétigt witd, ist die Methode in allen Arten von
Messstellen umsetzbar. Bei der konventionellen Beprobung hingt die spezifische Methode (und wie
systematisch eine solche erfolgen kann) stark vom Messstellentyp (siche Abschnitt 3.1 und 3.2 resp.
Abschnitt 4.1 Feldarbeit und Appendix 3) ab.

Fortsetzung auf ndchster Seite
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Welche Biodiversitit (welche Arten von Organismen) kénnen wir mit welcher Methode

erfassen?

Mit konventionellen Methoden lassen sich Invertebraten morphologisch und mittels Barcoding
bestimmen. In der Schweiz gibt es fiir Grundwasserflohkrebse bereits taxonomische Expertise, fiir
weitere Gruppen kann die Expertise aufgebaut oder im Ausland (z. B. Deutschland) genutzt werden.
Mikroorganismen konnen tiber Mikroskopie, Zytometrie, Kultivierung oder Sequenzierung erfasst und
detektiert werden. eDNA-Metabarcoding ist weniger selektiv und ermdoglicht die gleichzeitige Erfassung
mehrerer Organismengruppen, von Bakterien tiber Protozoen bis zu Invertebraten, und eréffnet neue

Perspektiven fiir ein ganzheitliches Monitoring.

Die Entwicklung der Methoden zur Grundwasserbiodiversititserfassung hat eine lange Historie
(Abbildung 4). Die Entwicklung von und die Erfahrung mit konventionellen und modernen genetischen
Methoden sind so weit fortgeschritten, dass sie in einem nichsten Schritt in ein regelmassiges Monitoring
integriert werden konnen. Die grosste Herausforderung im Grundwasser ist der Zugang zum Okosystem,
da Aquifere meist nur in kiinstlich geschaffenen Zugingen, schwer zuginglichen Hoéhlen oder Quellen
beprobt werden konnen. Fir die Schweiz gibt es bereits Erfahrungen mit konventionellen
Beprobungsmethoden, darunter Filternetze, Fallen, Pumpen, Bohrkerne oder Schépfer (Tabelle 2, Koch
et al., 2024) sowie eDNA basierten Methoden. Diese unterscheiden sich darin, dass man in ersteren
Organismen direkt besammelt und morphologisch oder molekularbiologisch bestimmt, wihrend letztere
DNA aus Wasserproben extrahiert und mittels molekularer Methoden und Referenzdatenbanken Arten
identifiziert. Die Grundlagen beider Methoden sind etabliert, es besteht teilweise noch Handlungsbedarf

bei der Standardisierung, der Etablierung von Indices und dem Komplettieren von Referenzdatenbanken.

3 — Methodik & Analytik 30



Machbarkeitsstudie Monitoring der Biodiversitit im Grundwasser

1900
i

1974: Williams
and Hynes first
used the
sediment core
method

since 1970: first
population
genetic studies
using gel
electrophoresis
techniques

1967: Bou and
Rouch pumping
method was

invented

Daniclopol and
Niederreiter
invented pumps|
with double
acker sampler)

Kirschner et al. 2025

- e @
®

2003 & 2004:
Hebert et al. &
Barton et al. first
applied molecular
techniques (DNA
barcoding method)
and GIS

1987:

2000:
Scarsbrook et al.
designed the
Radford
pneumatic pump

1968: Cvetkov‘s
phreatobiological
was invented

1972: Stocker and

; Williams invented the
| freezing core method

2005: Hahn
presented the
unbaited phreatic
trap system

baited traps in form
of balance and
inverted bottles

iy
4
1977 & 1983: Ginet 2000 & 2001: Schmid- 1l
and Décou & Araya & Wagner and
Bouitin and Feio invented non- lad 4l
Boulanouar first used baited traps and ”

colonisation cages

(1974); Mathieu et al. (1984/1991) & Tabacchi

1970 - 1990: Coleman and Hynes (1970): Hynes
(1990) invented the artficial substrates method

Abbildung 4: Ubersicht der methodischen Meilensteine zur Erfassung der Grundwasserbiologie. Abbildung
entnommen aus Koch et al., 2024 (CC-BY-4.0). Es fehlt der Einsatz von eDNA in Gewissern seit dem Jahr 2008

(Ficetola et al., 2008).

3.1 — Konventionelle Methoden

Konventionelle Methoden zur Untersuchung von Grundwasserorganismen fassen alle Methoden
zusammen, bei denen Pumpen, Filternetze oder Fallen eingesetzt werden. Wasserproben dienen vor
allem der Analyse von Mikroorganismen (z. B. tiber Zellzahlbestimmung oder Kultivierung), wihrend
die Makrofauna mit Filternetzmethoden oder Fallen erfasst wird. Klassische morphologische
Bestimmungen sind unerlisslich fiir den Aufbau von taxonomischen Grundlagen, sie stossen jedoch

teilweise an Grenzen, da viele Arten selten, schwer zuginglich oder schwierig bestimmbar sind.

Grundsitzlich lassen sich bei der Beprobung im Grundwasser drei Hauptverfahren unterscheiden: (1) der

Einsatz von Pumpen, die Wasser an die Oberfliche bringen und aus dem die Organismen gewonnen

werden, (2) das aktive Beproben mithilfe von Filternetzen, sowie (3) das Aufstellen von Fallen zur passiven

3 — Methodik & Analytik
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Probenahme (Tabelle 2, Koch et al., 2024; Stubbington et al., 2016). Wihrend Hohlensysteme ahnlich
einem Oberflichengewidsser beprobt werden (z. B. Filternetze, Biofilm, Fallen, Wasserproben), ist der
Zugang zu Aquiferen schwieriger und die Art der Probe und der detektierten Organismen ist abhingig
vom Typ des Zugangs. In Aquiferen bieten sich vorhandene Forderbrunnen- und Quellfassungen sowie
Grundwassermessstellen (Piezometer) an, aus denen im Idealfall mit Filternetzen oder Pumpen eine Probe
gewonnen werden kann. Vor allem fir Quellfassungen gibt es in der Schweiz bereits positive
Erfahrungswerte, auf denen ein konventionelles Monitoring aufbauen kann (Kniisel 2024a, Couton et al.,
2023a). Da dieses Vorgehen auf umfangreichen Forschungsarbeiten aufbaut, bietet es sich auch fir ein
angehendes Monitoring an. Bei dieser Methode werden Filternetze mit einer Maschenweite von 0,8 mm
tber mindestens zwei Wochen direkt am Einlauf der Wasserfassung montiert. Dies ermdglicht die
Sammlung von grosseren Makroinvertebraten wie Grundwasserflohkrebse oder -asseln mit relativ
geringem Arbeitsaufwand (siehe Abschnitt 4.1 Feldarbeit und Appendix 3). Alternativ kénnten fir den
Zugang zum Aquifer auch bestehende Piezometer genutzt werden oder es miissten Piezometer spezifisch
fir die Beprobung erstellt werden. Das Erstellen dieser ist technisch anspruchsvoll und aufwindig. Einen
Sonderfall stellt das Interstitial von Flissen dar, in dem mittels Interstitialpumpen, Sedimentkernen oder
dem Ausheben von Lochern und Beprobung des sich sammelnden Grundwassers (Karaman-Chappuis

Methode) eine Probe gewonnen werden kann.

Mikroorganismen kénnen in Wasserproben detektiert werden. Wichtig bei der Beprobung ist dabei der
Austausch des Standwassers durch mehrmaliges Leerpumpen des Pegelvolumens (Griebler, Stein, et al.,
2014; Pronk et al., 2010) sowie eine saubere Arbeitsweise und saubere Sammelbehilter, die die Probe vor
Kontamination schitzt (Handschuhe, Mundschutz, sterile Behailter). Die gewonnenen Wasserproben
werden im mikrobiologischen Labor weiterverarbeitet und untersucht. Mikrobielle Gemeinschaften
konnen aus der gewonnenen Wasserprobe uber Firbungen, Mikroskopie, Kultivierung (nur sehr
eingeschrinkt, siche 2.1 und 2.3), funktionelle und physiologische Assays, Durchflusszytometrie und/oder
Sequenzierung weiter bestimmt werden. Dazu gibt es bereits Leitfaden, die als Grundlage herangezogen
werden konnen und in denen die Aufbereitung mikrobieller Proben beschrieben wird (Griebler et al., 2018;
Griebler, Stein, et al., 2014; Hunkeler et al, 2006). Aufgrund der schwierigen Kultivier- und
Bestimmbarkeit hat sich fir mikrobielle Organismen die Sequenzierung von Isolaten oder Mischproben
als verlisslichste und einfachste Moglichkeit zur Identifikation der Artengemeinschaften durchgesetzt

(Zinger et al., 2012).

Makrofauna aus dem Grundwasser kann analog zu Proben aus Oberflichengewissern entweder
morphologisch, molekularbiologisch oder mit einer Kombination aus beidem bestimmt werden. Als

Vorbild fiir weitere Ubetlegungen kann hier das seit 2003 durchgefiihrte Monitoring in Baden-
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Wiirttemberg dienen. Dort wird fir hydrochemische Analysen das Wasser mit einem Wasserschopfer
entnommen, der an einer Seilwinde oder Angel befestigt ist und knapp tiber dem Messstellenboden des
Piezometers eine Wasserprobe entnommen. Zur Erfassung der Grundwasserfauna kommt anschliessend
ein Filternetzsammler zum FEinsatz, der mehrfach auf und ab bewegt wird, um Sediment und Tiere
aufzuwirbeln. Diese semiquantitative Methode erlaubt durch eine standardisierte Anzahl von Netzziigen

eine vergleichbare Probenahme und die Ermittlung von Abundanzen (LUBW, 2025).

Wihrend die konventionelle morphologische Methode fir einzelne Artengruppen mit bestehender
taxonomischer Expertise in der Schweiz eine Option ist (z. B. Grundwasserflohkrebse, Eawag), besteht
fir die meisten Artgruppen der Grundwasserfauna eine ausgeprigte Licke an taxonomischer Expertise
sowie an Bestimmungsliteratur. Viele Grundwasserorganismen kommen zusitzlich lediglich in sehr
geringen Dichten vor und die Sammlung ist zeit- und ressourcenaufwindig (Marmonier et al., 2023). So
wurden beispielsweise in einer Studie der Eawag in manchen Probenstellen trotz mehrwochiger Sammlung
lediglich einzelne Individuen der Gattung Niphargus gefunden (Knisel et al., 2024c). Ebenfalls sind viele
Grundwasserorganismen morphologisch kaum voneinander zu unterscheiden (Deli¢ et al., 2025; Kniisel,
2024a). Hier kommen moderne molekulare Identifikationsmethoden, basierend auf der Identifikation tiber
genetische Information aus Gewebeproben (Barcoding), zum Zug, die es ermdglichen, kryptische Arten
mittels Sequenzierung der genetischen Information auseinanderzuhalten, aber auch nicht bestimmbare
Individuen oder Fragmente von Organismen zu identifizieren (Hebert et al., 2003). Es konnte gezeigt
werden, dass ein Einordnen von morphologisch schwer bestimmbaren Arten in «Molekulare
taxonomische Einheiten» (MOTU) basierend auf einem Marker-Gen wie COI, im Grundwasser zu

vergleichbaren Diversititsmustern und Artenzahlen fithrt wie morphologische Bestimmung (Borko et al.,

2022).
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Tabelle 2: Vergleich der gingigsten Beprobungsmethoden fiir die Erhebung von Grundwasserfauna. Die Tabelle wurde tibernommen aus Koch et al., 2024 (Table 1),
Gbersetzt und adaptiert. Farbeodiert ist die Einschitzung zum Arbeitsaufwand im Feld, wobei Dunkelgriin den geringsten, Gelb einen mittleren und Rot den héchsten

Aufwand signalisiert.
Beprobungsmethode ﬁ:gf:;: sgd Organismen Tiefe Geeignetes Habitat Referenzen
,1;23::113:1 - Chapuis Interstitialfauna Obetrflichennahe Alluviale Sedimente 7
Freischwimmende
Planktonnetz . . .
(Phreatobiologisches Invertebraten, Quellen sowie Habitate mit /
Netz) ® abhingig von genuigend grossem Zugang
Maschenweite
Fallen Mit Koder Invertebraten Quellen, Héhlen 7
Ohne Koder Invertebraten Quellen, Héhlen 7
f{}g:(?rule»}; :’1 lI\I/IlX::c:ce)l;;zz?;nen Je nach Bohrloch Quellen, Bohrl6cher 2
Gefrorene Interstitialfaun Oberflachliche Sedimente,
Sedimentkerne auna Hyporheisches Interstitial
Kiinstliche Substrate Meiofauna, Unterirdische Flusse und Seen in 13
Mikroorganismen Hohlen ’
Sedimentbohrkerne Mikro und . 4
Makroorganismen
Diverse Meio- und
Makroorganismen;
freischwimmende . Sandige Sedimente und Flusskies,
Pumpen Bou & Rouch Pumpe Organismen & Sand Bis zu 6 m Seen & flaches Grundwasser 4
assoziierte Arten,
Interstitialfauna
Kleine Invertebraten,
Zentrifugenpumpe Fragmente grosserer 6
Organismen
Doppel-Packer- Kleine und grosse 27
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Pneumatische Pumpe Kleine Invertebraten 2,6
Molekulare eDNA - Einzelne Invasive Arten, Seltene | Abhidngig von Alle aus denen Wasser entnommen $9 10
Techniken Arten Arten Beprobungsmethode werden kann/ Sedimente r
eDNA - A?tgemAe mschaften, . Abhingig von Alle aus denen Wasser enthnommen
. Mikrobiologisch sowie . 89,10
Metabarcoding Beprobungsmethode werden kann/ Sedimente
Metazoen
Sequenzierung von Alle, inkl. kryptischer Abhingig von 1112
Individuen Arten Beprobungsmethode ’
Filternetz Invertebraten, v.a.
Grundwasserflohkrebs | Obetflichennah Quellfassungen 13
(Quellwasserfassung)
e und Asseln
Videologging NA Makroinvertebraten Bis zu 10 m Sedimente 14
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3.2 — eDNA-Methode: Beprobung und Analyse

Umwelt-DNA (eDNA) erlaubt den Nachweis von Organismen anhand genetischer Spuren in
Wasserproben. Damit konnen sowohl einzelne Arten als auch ganze Lebensgemeinschaften detektiert
werden, von Mikroben bis zu Invertebraten. Fiir das Grundwasser bietet eDNA grosse Vorteile: Die
Probenahme ist einfach, bendtigt wenig Material und ermdglicht ein umfassendes Monitoring. Erste
Untersuchungen in der Schweiz zeigen, dass sich Methoden aus Oberflichengewissern gut auf das
Grundwasser ubertragen lassen und Synergien fur standardisierte Untersuchungen bestehen. Offene
Fragen sind die Verfiigbarkeit von Referenzdatenbanken, die Datenhaltung, die Etablierung und
Standardisierung von Indices sowie die Verfugbarkeit von kommerziellen Anbietern fir Analysen. Fir
alle diese Aspekte laufen aktuell in der Schweiz wie auch auf europiischer Ebene Bestrebungen, die
Liicken zu schliessen, so dass eine Implementation schon jetzt mehrheitlich realistisch und vergleichbar

ist.

Auf molekularen Techniken zur Artidentifikation aufbauend, erweisen sich Umwelt-DNA (eDNA)
basierte Methoden seit einigen Jahren als eine valide Alternative zu herkémmlichen Methoden in
aquatischen Systemen. Umwelt-DNA ist genetisches Material, das frei oder gebunden in Wasserkorpern
(und anderen Umweltproben) vorkommt, und mittels molekularer Methoden Ruckschlisse auf die
vorkommenden Organismen zuldsst (Pawlowski et al., 2020; Thomsen & Willerslev, 2015). Diese
Methoden basieren auf der Vervielfiltigung kurzer Fragmente von meist mitochondrialen oder
ribosomalen Marker-Genen (COI, CytB, 12§, ITS) mittels PCR. Eine darauffolgende Visualisierung der
Fragmente auf Gelen oder Hochdurchsatzsequenzierungen (z. B. Illumina, Pacbio) erlaubt die
Identifikation einzelner Arten, genetischer Varianten oder ganzer Gesellschaften aus Umweltproben.
Diese Methoden ermoglichen es, aus ein und derselben Probe Organismen iber den gesamten
Stammbaum des Lebens (z. B. Bakterien bis Invertebraten) zu detektieren, was ein ganzheitliches
Monitoring von Okosystemen erlaubt. Im Grundwasser bieten diese Methoden daher potenziell Vorteile
da sie wenig Anspriche an die Probestellen haben, eine einfache Probenahme erméglichen und mithilfe

einer Probe sowohl auf mikrobielle und makrobielle Arten geschlossen werden kann (Baird & Hajibabaei,

2012).

Es gibt bei der eDNA-Methode mehrere Nachweisarten. So kann mithilfe der aus Umweltproben
isolierten DNA entweder nach einzelnen, vorher bekannten, Arten gesucht werden (Einzelartnachweise),
zum Beispiel zur Detektion invasiver und seltener Arten. Dieser Ansatz ist bereits im Einsatz zur

Detektion von seltenen Arten wie dem Grossen Kammmolch in Oberflichengewissern und sehr
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verlisslich einsetzbar. Die fiir ein Grundwasser-Monitoring interessantere Nachweisart ist das eDNA-
Metabarcoding, bei dem aus der Umweltprobe ohne vorhergehende Kenntnis der Artzusammensetzung
die gesamte Artgemeinschaft detektiert werden kann. Dazu bendtigt es Referenzen, mit denen man
gefundene DNA abgleichen kann, sowie passende Infrastruktur. Aktuelle Forschungsprojekte im
Grundwasser zeigen, dass tiber Quellfassungen oder Piezometer Wasser entnommen werden kann, dass
fir eDNA-Analysen filtriert und untersucht werden kann (Couton et al. 2023a, b). Die weitere Analyse
folgt denselben Analyseschritten wie in Oberflichengewissern, was vielversprechende Synergien und
Standardisierungsméglichkeiten tiber Okosystemgrenzen hinweg eréffnet. Die Grundlagen der eDNA-
Analysen sind im Methodenbericht «Anwendung von eDNA-Methoden in biologischen Untersuchungen
und bei der biologischen Bewertung von aquatischen Okosystemeny bereits detailliert beschrieben

(Pawlowski et al., 2020). Zusammenfassend wird im Folgenden eine verkiirzte Ubersicht gegeben.
Generelle Arbeitshinweise und technische Aspekte

Umwelt-DNA liegt meist in sehr geringen Konzentrationen vor und die Analysemethoden sind
hochsensitiv, weshalb die der Proben bei der Probenahme, Transport, Lagerung und Analyse ein grosses
Risiko darstellt. Daher haben sich bei e DNA-Probenahmen und Analysen weitgehend Einwegmaterialien
durchgesetzt, um die aufwindige Reinigung von Equipment zu verringern. Alle Materialien, welche
mehrfach verwendet werden, missen nach jeder Probenahme DNA-frei gemacht werden. Dazu kann
entweder mit kommerziell erhidltlichen Produkten gearbeitet werden (z. B. DNA-Exitus™) oder
Reinigungsmittel mit mindestens 5-10 % Hypochlorit (z. B. Kaliumhypochlorit oder Natriumhypochlorit,
Handelsnamen: Javel, Danklotix) und/oder der Bestrahlung mittels UV-C (vor allem Oberflichen). Nach
Behandlung mit Chlorbleiche sollten etwaige Riickstinde entweder durch Spiilen mit Probenwasser oder
deionisiertem Wasser entfernt werden. Wichtig zu beachten ist, dass EtOH zwar Bakterien abtotet, aber

DNA nicht angreift und daher nicht ausreicht, um Oberflichen von DNA zu befreien.

Neben Einwegartikeln sollte bei der Probenahme ausserdem auf Einweg-Handschuhe geachtet werden
(jede Probe ein neues Paar), sowie im Fall von mikrobiellen Analysen auf die Verwendung passender
Atemschutzmasken, um eine Kontamination der Probe mit humanen Mikroorganismen zu verringern. Bei
der Verwendung von Mehrwegartikeln miissen zusitzliche Negativkontrollen (z. B. DNA freies Wasser)
fir Equipment eingeplant werden, um etwaige verschleppte Kontaminationen zu detektieren und die

Aussagekraft der Ergebnisse nicht zu gefdhrden.

Ausserdem miissen die generellen Anforderungen an eDNA-Labore berticksichtigt werden. Diese Labore
haben einen Fokus auf Probenschutz und dem Verringern von Kontaminationen, sollten also

Reinraumbedingungen entsprechen. Das heisst, es braucht passende Sterilisierungstechnologie fir
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Oberflichen (z. B. UV-C Anlagen), Filteranalagen fiir Luft, positiver Luftdruck, klar getrennte Bereiche
fir Extraktionen, Pre-PCR sowie Post-PCR Bearbeitung, Massnahmen zum Probenschutz (Overalls,
Masken, Handschuhe) und eine Schleuse als Zugangspunkt (Pawlowski et al., 2020). Da diese Art von
Laboren sehr aufwindig im Betrieb und Anschaffung sind, haben sich hier bereits kommerzielle Anbieter

fir eDNA-Analysen etabliert.
Probenahme

Der erste Schritt fir eine eDNA-Analyse ist die Probenahme. Fir ein Grundwassermonitoring ist dies
Wasser, das aus Quellfassungen, Piezometern, Forderbrunnen o. 4. gesammelt wird, und dhnelt der
Probenahme in Oberflichengewissern. Generell gibt es fiir die Gewinnung von Wasserproben fiir eDNA-
Analysen bereits Erfahrungswerte in der Schweiz, die unter anderem auch in Methodenanleitungen fiir
molekulare Analysen im Umweltbereich festgehalten sind (Pawlowski et al., 2020). Der grosse Vorteil von
eDNA Beprobungen im Grundwasser ist, dass es ausser dem Zugang zu Wasser keinerlei Anforderungen

an die Messstellen gibt.

Aufgrund der eher geringen DNA-Konzentration im Grundwasser sollten generell héhere Volumina und
mehrere Feldreplikate als in Oberflichengewissern gesammelt werden (Altermatt et al.,, 2023) um eine
Gemeinschaft mittels eDNA verldsslich zu charakterisieren. Eine Studie der Eawag konnte empirisch
zeigen, dass 15 Liter (3 x 5 L) ausreichend sind, um eine annidhernde Sittigung der detektierten
Biodiversitit in Proben aus oberflichennahem Grundwasser zu erreichen (Couton et al., 2023a). In dieser
Studie wurden die Wasserproben mithilfe von Kanistern direkt in der Quellwasserfassung entnommen.
Dies kann jedoch auch mittels Schopfer oder Pumpen erreicht werden. Es besteht hier noch
Optimierungspotenzial hinsichtlich des eingesetzten Equipments. Das so gesammelte Wasser muss dann
schnellstmoglich weiterverarbeitet, zum Beispiel vor Ort filtriert, werden. Sollte eine sofortige
Weiterverarbeitung nicht méglich sein, kénnen die gewonnenen Wasserproben vor der Filtration fir kurze

Zeit (12-24 Stunden) bei 4°C und Dunkelheit gelagert werden.
Gewinnung der DNA aus der Umweltprobe

Die im Wasser vorhandene DNA muss fiir die weitere Analyse im Labor zuerst gewonnen und
konzentriert werden. Es gibt hier zwei unterschiedliche Herangehensweisen, einerseits eine Ethanol-
basierte Ausfillung der DNA, welche jedoch nur fiir geringe Volumen in Frage kommt, oder aber die
Filtration durch feinporige Membranen mit unterschiedlichen Porengréssen (z. B. Glasfaser 0,22 — 5 pum).
Die Porenweite der Filter variiert vor allem zwischen den Organismengruppen die untersucht werden
sollen, so sind kleine Porengréssen von 0,22 um vor allem bei Mikroorganismen relevant, wihrend

Porengréssen von 0,45—5 um hauptsichlich fir eukaryotische Organismen eingesetzt werden. Dies hat
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nicht nur mit der Grosse der Organismen/DNA Fragmente zu tun, sondern auch mit der Abundanz im
System (Bakterien sind hédufiger als Invertebraten, brauchen daher weniger Volumen) und dem durch die

Sauberkeit des Wassers limitierten filtrierbaren Volumens in Wasser mit einem hohen Schwebstoffanteil.

Durchgesetzt hat sich die Filtration mittels einer Pumpe (z. B. Handpumpen, Peristaltik, Vakuum) durch
Einwegfilterkapseln. Dadurch wird das Kontaminationsrisiko stark minimiert und den Filtern kann direkt
cine Konservierungsflissigkeit (z. B. Longmire-Puffer, DNA/RNAlater™) zugefiigt werden, was die
Lagerung bei Raumtemperatur iber mehrere Monate ermoglicht und damit die Logistik stark vereinfacht.
Prinzipiell ist auch einfrieren der Filter ohne Puffer (Minimum -20 °C), oder das komplette Trocknen des

Filters moglich, was allerdings nicht empfehlenswert und logistisch schwieriger umzusetzen ist.
Extraktion der DNA

Im nichsten Schritt wird die DNA von den Filtern extrahiert. Dies sollte so schnell wie méglich nach der
Filtration erfolgen, da extrahierte DNA besser und linger haltbar ist. Das genaue Vorgehen hierbei ist
stark abhingig vom Labor, und es gibt kommerziell erhiltliche Extraktionskits, welche durchwegs dhnliche
Resultate hinsichtlich der detektierten Artenzahlen ermdglichen. Die am weitaus haufigsten eingesetzten
Extraktionsmethoden nutzen kommerzielle Produkte, wie das «DNeasy Blood and Tissue» (QIAGEN,
Deutschland) oder «MoBio Powerwater/Qiagen Powerwater» (QIAGEN, Deutschland), es gibt allerdings
auch eine Vielzahl an «Do-it-yourself» Losungen, und prinzipiell zeigen die meisten der Methoden
verlissliche Ergebnisse (Takahashi et al., 2023). Wichtiger als die eingesetzte Chemie ist in diesem Schritt,
dass alle Arbeiten in einem fir eDNA-Analysen ausgestatteten Labor erfolgen, das ausfithrende Labor
Extraktionskontrollen verwendet und bei der Extraktion bereits potenzielle PCR-Inhibition (Hemmung
durch Stoffe in der Probe) beriicksichtigt werden. Die extrahierte DNA kann danach entweder

gefriergetrocknet werden oder bei -80 °C tiber lange Zeit gelagert und auch archiviert werden.
Vervielfiltigen der DNA

Die extrahierte DNA muss in einem nichsten Schritt vervielfaltigt werden. Dazu werden Primer
eingesetzt, das sind kurze Oligonucleotidsequenzen welche in einem Schlussel/Schloss Prinzip an Ziel-
DNA binden, und als Startpunkt fiir die Polymerasekettenreaktion (PCR) dient. Diese Primer kénnen sehr
spezifisch sein und nur einzelne Arten vervielfiltigen, z. B. invasive oder seltene Arten, oder aber auch
ganze Organismengruppen abdecken und so Biodiversitit und Artengemeinschaften ohne vorhergehende
Informationen vervielfiltigen (Tabelle 3). Bei eDNA-Analysen werden meist kurze Fragmente von
mitochondrialen oder ribosomalen Marker-Genen, dhnlich dem Barcoden von Arten, vervielfiltigt, da
diese in der Zelle haufiger vorkommen und damit auch in der Umweltprobe hdufiger erwartet werden

konnen. Wahrend der PCR wird die DNA vervielfaltigt, dazu gibt es verschiedene Protokolle, welche stark
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von den Primern wie auch den Bedingungen im ausfiihrenden Labor abhingen. Es hat sich gezeigt, dass
weitere Replikate in diesem Schritt die Detektionswahrscheinlichkeiten verbessern und es daher zu
mindestens drei PCR-Replikaten pro Probe kommen sollte (Bruce et al., 2021; Pawlowski et al., 2020). Die
PCR-Produkte kénnen nun visualisiert werden (bei einzelnen Arten, z. B. mittels Auftrennung nach
Fragmentlinge), Sanger-Sequenziert (Gewebeproben) oder aber mittels Hochdurchsatz-

Sequenziermethoden identifiziert werden (im Falle von Mischproben, Metabarcoding).

Tabelle 3: Ubersicht iiber gingige eDNA-Primer sowie deren Zielorganismen. Namen der «forward» und «reverse»
Primer sind angegeben, sofern diese explizit in den Quellen genannt werden, ansonsten wird auf die
Originalpublikationen verwiesen. «NA» bedeutet keine Angabe.

Primer / Gen Primer_fwd Primer_rev  Zielorganismus Referenzen
. . . Niphargus,

Cytochromoxidase I (COI) fwhF2 Niph fwhR2n_Nip Couton et al 2023a
Invertebraten

COl mlICOlintF  jgHCO2198  Invertebraten Leray et al 2013

cot fwhF?2 EPTDr2n  Invertebraten, EPT 1008 ¢tal, 20215

Vamos et al., 2017

CytB NA NA Fisch, Vertebraten Hinfling et al., 2016

12S_teleo Teleo_fwd Teleo_rev Fisch, Vertebraten Valentini et al., 2015

12S_Mifish Mifish_fwd  Mifish_rev Fisch, Vertebraten Miya et al., 2016

16S_rRNA V6 515f 8061 Bakterien Vos et al., 2012

16S V3-V4 NA NA Archaea GREG Workshop

. Nematoden,

18S Universal SSU_FO4 SSU_R22 Blaxter et al., 2003
Invertebraten

ITS (ITS1, ITS4, NS1, and NA NA Fungi Blaxter et al., 1998

NS§2)

Sequenzierung der DNA

Die PCR-Produkte werden im nichsten Schritt sequenziert. Auch hier gibt es unterschiedliche Systeme
und Anbieter, wobei sich im Fall von eDNA Illumina mit ihren MiSeq und NovaSeq Technologien
weitgehend durchgesetzt haben. Bevor die PCR-Produkte sequenziert werden kénnen, werden sie, je nach
gewiinschter Sequenziertiefe (Anzahl der gewtlinschten Reads pro Probe), gleichmissig gemischt. Im

Normalfall lisst ein Miseq-Run so 400 Proben bei einer Sequenziertiefe von ~10° Sequenzen zu, was fiir
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die Bestimmung der Diversitat in Oberflichengewissern als ausreichend erachtet wird, und daher fiir die
kleineren Communities im Grundwasser ausreichen sollte. Dieser Schritt ist essenziell, da die
Sequenziertiefe als ein wichtiger Parameter fir den Erfolg von Metabarcoding Analysen gilt. Ausserdem
kann hier entschieden werden, ob nur in eine Richtung sequenziert werden soll (single-end-sequencing),
was meist gunstiger ist, aber die Qualitit der Sequenzen massiv verringert, oder aber die DNA in beide
Richtungen sequenziert werden soll (paired-end-sequencing), was sich mittlerweile als Standard

durchgesetzt hat.
Bioinformatische Analyse und Artzuweisung

Es herrscht nach wie vor kein wissenschaftlicher Konsens, welches die beste bioinformatische Analyse ist,
aber Studien zeigen, dass robustes Studiendesign (z.B. biologische und technische Replikate bei der
Probennahme, sauberes arbeiten im Labor) valide 6kologische Daten unabhingig von der gewihlten
bioinformatischen Analyse liefert (Zinger et al., 2019). Nach der Sequenzierung miissen die Proben
bioinformatisch aufbereitet und, wenn gewtnscht, einer Art zugewiesen werden. Der Ablauf, vor allem
die eingesetzte Software, ist nicht einheitlich zwischen Labors und Arbeitsgruppen. Allerdings folgen alle
cingesetzten Methoden dem gleichen Ablauf, unabhingig von der eingesetzten Software oder
Sequenziermethode. Zuerst werden die entstandenen Sequenzen auf ihre Qualitit iberpriift, dieser Schritt
wird teilweise automatisch vom Sequenziergerit gemacht und man hat wenig Einfluss darauf. Im nichsten
Schritt missen die gepoolten Proben wieder auseinanderdividiert werden, dieser Vorgang nennt sich «de-
multiplexing» und nutzt die im PCR-Schritt angebrachten Index-Nucleotide, um vorhandene Sequenzen
einer Probe oder einem Replikat zuzuordnen. Im nichsten Schritt, dem «Primer-Trimming» werden nun
sowohl Primer als auch Index-Nukleotide entfernt. Danach kénnen die vorhandenen Sequenzen entweder
basierend auf Ahnlichkeitsparametern (z. B. 98 % Ubereinstimmung, «Vsearch») oder mittels Algorithmen
(z. B. «Swarm» Mahé et al., 2021) zu Operational Taxonomic Units (OTU) geclustert werden, oder
basierend auf der Sequenzqualitit (z. B. <DADA2») zu Exact/ Amplicon Sequence Variants (ESV / ASV,
manchmal auch ZOTU) denoised werden. Beide Methoden werden nach wie vor regelmissig eingesetzt,
teilweise auch kombiniert (Antich et al, 2021), wobei sich die Analyse von ASV sowohl bei
mikrobiologischen als auch bei makrobiologischen Analysen immer mehr durchsetzt (Callahan et al., 2016,

2017).

Im nichsten Schritt kommt es zur Qualititskontrolle und dem Entfernen von etwaigen Kontaminationen.
Dabei werden PCR-Artefakte entfernt (z. B. Chimirische Sequenzen, Primer-Dimer), Reduktion von in
geringer Frequenz vorkommenden Sequenzen (die Grenzwerte koénnen mithilfe von Positiv- und
Negativkontrollen empirisch ermittelt werden), der Bereinigung von Kontamination (z. B. durch

Subtraktion von Sequenzen in Negativkontrollen, entfernen von OTU/ASV welche in Negativkontrollen

3 — Methodik & Analytik 41


https://www.zotero.org/google-docs/?KpVkjx
https://www.zotero.org/google-docs/?RqiRWN
https://www.zotero.org/google-docs/?DxJNoJ
https://www.zotero.org/google-docs/?BuMlRE
https://www.zotero.org/google-docs/?BuMlRE

Machbarkeitsstudie Monitoring der Biodiversitit im Grundwasser Kirschner et al. 2025

auftauchen o. 4.), und im Falle vorhandener PCR Replikate zum Anwenden eines passenden Grenzwerts

(z. B. zwei von drei PCR positiv).

Die tbrig gebliebenen OTU/ASV koénnen im letzten Schritt nun taxonomisch zugeordnet werden. Dabei
kann unterschieden werden zwischen auf Ahnlichkeit basierenden Methoden, bei denen die Artzuweisung
auf einer prozentualen Ubereinstimmung in einem Alignment mit Referenzdaten beruht, Zuweisung von
taxonomischen Leveln basierend auf Modellen, die auf die Sequenzzusammensetzung trainiert sind,
Phylogenetischen Methoden, die genetische Verwandtschaften berticksichtigen und Methoden, die auf
trainierte Classifier setzen und tGber probabilistische Methoden Arten zuweisen (Tabelle 4). Auch gibt es

verschiedene Softwarelésungen, welche die vorhandenen Sequenzen mit Referenzdatenbanken

vergleichen (z. B. BLAST, IDTaxa, Obitools).
Referenzdatenbanken

Der aktuelle Stand der Referenzdatenbanken fir Grundwasserorganismen ist noch liickenhaft, da viele
Arten unbekannt oder nicht sequenziert sind. Studien in der Schweiz zeigen, dass nur ein kleiner Teil der
ASVs (z. B. 15 %) zuverlissig einem taxonomischen Niveau zugeordnet werden kann. Internationale und
nationale Initiativen zur Charakterisierung von Stygofauna deuten jedoch darauf hin, dass sich die
Datenbanken in den kommenden Jahren deutlich verbessern werden. Verbesserte Referenzdatenbanken
ermoglichen zukinftige Neuanalysen und eine prizisere Erfassung der Biodiversitat im Grundwasser. Das
heisst, schon heute gesammelte (und sequenzierte) Proben werden in Zukunft in einheitlicher Form
(wieder) analysierbar sein. Selbst komplette Referenzdatenbanken erlauben keine perfekten
Identifikationen (Blackman et al., 2023, Keck et al.,, 2023). In Fillen, in denen keine ausreichende
Referenzdatenlage vorliegt oder die taxonomische Bestimmung unsicher ist, konnen auch Taxonomie
reduzierte oder -freie Ansitze angewendet werden. Hierbei erfolgt die Analyse nicht auf der Ebene
benannter Arten, sondern man bleibt auf dem Level von Sequenzeinheiten wie OTUs oder ESVs/ASVs.
Ein Zuwarten mit Analysen/Probenahmen aus Grinden (noch) unvollstindiger Referenzdatenbanken ist
deshalb nicht angezeigt, zumal viele Analysen beziiglich Gewissergiite auch ohne taxonomische

Zuordnung erfolgen kénnen.
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Tabelle 4: Ubersicht tiber die Vor- und Nachteile der gingigen taxonomischen Identifikationstools. Tabelle wurde
tibernommen aus Hleap et al., 2021 und tbersetzt.

Sequenz- Sequenz- Phylogenetisch | Wahrscheinlichkeits-
Methode .
Ahnlichkeit (SS) zusammensetzung (SC) (Ph) basiert (Pr)
Zuvetlassigkeit Hoch/Niedtig Hoch/Niedtig Hoch ¢ Hoch
Verfiigbarkeit Hoch Mittel Mittel Niedrig
Skalierbarkeit Mittel Hoch/niedrig Sehr niedrig Hoch
Verstindlichkeit Hoch Niedrig Hoch Niedrig
Benutzerfreundlichkeit Hoch/Mittel Mittel Mittel/Niedrig Niedrig
Anmerkungen:
a: Hoch bei exakter Ubereinstimmung oder Artgleichheit in der Datenbank, mittel bis niedrig, wenn nicht.
b: Wenn bereits trainiert, schnell; Training kann jedoch hohe Rechenleistung erfordern.
c: Wenn geniigend Signal in der Sequenz vorhanden ist

Einsatz von Taxonomie reduzierten Klassifizierungen

Die molekularen Einheiten (OTU/ASV) erméglichen es, Verinderungen in der Biodiversitit auch ohne
exakte Artbenennung tiber Raum und Zeit zu vergleichen. Besonders in wenig erforschten Lebensriumen
oder bei taxonomisch schwierig einzuordnenden Organismengruppen bieten sie eine praktikable und
robuste Grundlage fiir Umweltvergleiche, Zustandsbewertungen oder die Identifikation von 6kologischen
Verinderungen (Brantschen et al., 2021). In der Schweiz wurde die Machbarkeit einer solchen reduzierten
Klassifikation bereits mit Daten aus Oberflichengewissern getestet. Dabei wurde untersucht, ob als
menschlich beeinflusst oder unbeeinflusst klassifizierte Messstellen sowohl mittels morphologischer Arten
als auch mittels eDNA-Daten identifiziert werden konnten. Die mittels Machine-Learning analysierten
Datensitze zeigten, dass die eDNA generierten Daten gleich gut geeignet sind, um beeinflusste Messstellen
von Referenzstellen zu unterscheiden wie die taxonomisch identifizierten Arten (Keck et al., 2023). Fir
den Einsatz von eDNA im Grundwasser bedeutet dies, dass der Beginn eines Monitorings nicht von der
Vollstindigkeit der Referenzdatenbank abhingt, und mogliche Klassifikationen basierend auf den rohen

eDNA-Daten gemacht werden kénnen.
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3.3 — Ubersicht iiber die Nutzung von konventionellen und eDNA-Methoden zum

Monitoring der Biodiversitit im Grundwasser

Die beiden Methoden eignen sich komplementir fiir ein Biodiversititsmonitoring. Konventionelle
Methoden basierend auf der Sammlung von Individuen bieten Vorteile bei der Bestimmung von
Abundanzen, der Identifikation kryptischer Arten und kénnen beim Aufbau von Referenzdatenbanken
helfen. eDNA bietet Vorteile bei der grossflichigen Anwendung unabhingig des Messstellentyps, der
Analyse iber mehrere Artgruppen hinweg, der Berechnung von Gewissergiite-Indices und bietet
Synergien mit dem Monitoring von Oberflichengewissern. Beide Methoden erginzen sich gut, was fiir

eine Kombination aus konventionellen und eDNA-Methoden spricht.

Die Probenahme und Analyse von Grundwasserproben im Rahmen eines Monitorings sind grundsitzlich
sowohl mit konventionellen Methoden als auch mit eDNA mdglich (Abbildung 5). Beide Ansitze sind
mit bestehenden Monitoringprogrammen wie NAQUA kompatibel, unterscheiden sich jedoch erheblich
hinsichtlich Methodik, Aufwand, Aussagekraft und Skalierbarkeit (Tabelle 5). Konventionelle
(faunistische) Methoden erlauben Aussagen zu Abundanzen und dem Zustand einzelner Organismen.
Gesammelte Organismen kénnen morphologisch oder genetisch bestimmt werden. Die Anwendung der
konventionellen Methode erfordert jedoch passende Zuginge zum Grundwasser (z. B. gross genug fiir ein
Filternetz mit passender Maschenweite) und hingt somit von der Messstelle ab. Zudem bendtigt diese
Methode vorhandene taxonomische Expertise, um Organismen morphologisch zu identifizieren. Diese ist

aktuell nur fir wenige Gruppen, z. B. Flohkrebse, verfiigbar.
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Abbildung 5: Schematische Darstellung der Abldufe und Grundprinzipien konventioneller Methoden sowie eDNA-
Analysen.

eDNA - Methoden

Demgegentiber ermoglicht die Analyse von Umwelt-DNA (eDNA) die parallele Erfassung mehrerer
Organismengruppen aus einer einzigen Wasserprobe. Darunter fallen auch Gruppen, welche evolutionir
weit voneinander entfernt sind (z. B. Bakterien und Invertebraten). Umwelt-DNA hat bereits gezeigt, dass
die Detektion von Individuen mit geringen Populationsdichten im Grundwasser moglich ist (Couton et
al., 2023a; Couton et al., 2023b). Die Probenahme ist logistisch einfach umzusetzen und kann an
bestehende Beprobungsabliufe angepasst und damit mit bestehenden Beprobungen kombiniert werden.
Selbst bei fehlenden Referenzensequenzen koénnen OTU oder ASV-Listen als Grundlage fir die
vorkommende Biodiversitit dienen. Dies ist in einem System wie dem Grundwasser, wo ein grosser Teil
der Diversitit noch unerforscht ist, von Vorteil. Diese Daten kénnen in Zukunft erneut gegen ausgebaute
Referenzdatenbanken abgeglichen werden. Spezifisch hervorzuheben ist, dass mit eDNA direkt Indices
zur Gewisserglite berechnet werden koénnen. Die Etablierung dieser Indices fir Grundwasser ist
realistisch und kann zeitnah umgesetzt werden (siche Abschnitt 4.4). Jedoch sind Aussagen zu
Abundanzen mit eDNA nur bedingt moglich. eDNA basierte Methoden erfordern initial Investitionen in
Methodenvalidierung, Lagerkapazititen, etwaige Schulungen des probennehmenden Personals sowie der

Laborkapazitit.
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Generell sollte die Wahl der Methode auf Basis der konkreten Fragestellung, der vorhandenen
Infrastruktur und der verfiigbaren Ressourcen erfolgen. Im Fall eines neu zu beginnenden,
Grundwassermonitorings sprechen viele Aspekte fiir eine Kombination der Umwelt-DNA-Methode mit
konventionellen Beprobungen in ausgewahlten Messstellen. In der Schweiz konnte bereits gezeigt werden,
dass ein kombinierter Finsatz beider Verfahren sinnvoll und sich erginzend ist (Couton et al., 2024). In
dieser Studie wurden eDNA-Analysen mit einer Probennahme verglichen und gezeigt, dass e DNA zwar
im Vergleich zu einem mehrwochig installierten Filternetz in einer Quellwasserfassung weniger
Flohkrebsarten detektiert, aber zusitzliche Informationen zur Artengemeinschaft liefert. Die eDNA-
Methode konnte so mit einzelnen Flohkrebsarten assoziierte ASV-Gemeinschaften identifizieren, die mit
der Filternetzmethode nicht méglich waren. Daher ist eine Kombination beider Methoden angezeigt, um
sowohl taxonomische Tiefe als auch eine hohe riumliche und zeitliche Auflésung sowie Effizienz zu

gewihrleisten.

3 — Methodik & Analytik 46



Machbarkeitsstudie Monitoring der Biodiversitit im Grundwasser

Kirschner et al. 2025

Tabelle 5: Zusammenfassung der Vor- und Nachteile der konventionellen Methode zur Erhebung der
Grundwasserbiodiversitit gegeniiber eDNA-basierten Methoden. Die Farben zeigen, wie gut sich die Methode
cignet: Grin = geeignet und einsetzbar, wenige offene Fragen; Gelb = einsetzbar, aber mit noch offenen Punkten,
die im Monitoring geklirt werden kénnen; Rot = nicht geeignet oder mit zu vielen offenen Fragen.

eDNA

Kriterium Konventionell .
(Metabarcoding)

Bemerkung

Abdeckung
Organismengruppen

eDNA erfasst nicht
kultivierbare und schwer
detektierbare Taxa

Nachweisgrenze

eDNA detektiert
Organismen auch bei
geringer Dichte

Taxonomische Auflésung

Referenzlicken, v. a. bei
Grundwasserfauna

Lebend/Nicht-lebend
Unterscheidung

Nachweis von DNA ist nicht
gleich Nachweis lebender
Organismen

Abundanzen

Zusammenhang Reads zu
Abundanz nicht einwandfrei
belegbar

Probennahme-Invasivitat

Wasserprobe reicht bei
eDNA, bei konventionellen
Methoden werden
Organismen entnommen

Standardisierung

ISO und DIN noch nicht in
Gesetzgebung

Kontaminationstisiko

Hohe Sorgfalt und richtiges
Equipment fiir eDNA nétig
(Feld + Labor)

Zeit-/Kostenaufwand

eDNA initial teuer, aber
effizient bei vielen Proben

Monitoring-Tauglichkeit

Anwendung im Feld einfach
in bestehendes Monitoring
integrierbar

Bearbeitungsaufwand

Einzelne Proben
konventionell machbat,
mehrere Proben starke
Skaleneffekte bei e DNA
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4 — Szenarien fiir ein Monitoring der Biodiversitit im

Grundwasser

Wie viele Grundwassermessstellen miissten in etwa beprobt werden, um einen schweizweiten

Uberblick der Biodiversitit im Grundwasser zu erhalten?

Minimal empfehlen wir die Beprobung aller 50 NAQUA TREND Messstellen. Dies ermoglicht eine
erste Charakterisierung der Grundwasserfauna. Fiir eine bessere Aussagekraft wire eine Erginzung
dieser Messstellen auf 75-100 empfehlenswert, wobei die Auswahl der Messstellen eine méglichst grosse

Reprisentativitit auf Landesebene garantieren sollte.
Wie oft sollte eine konventionelle oder eDNA-Beprobung durchgefiihrt werden?

Minimal empfehlen wir eine jdhrlich wiederkehrende Beprobung mit jeweils zwei Probenahmen pro
Standort und Jahr mittels eDNA (saisonal gestaffelte Probenahme). Zwei Proben pro Jahr erlaubt grobe
Riickschliisse beztiglich Saisonalitit, erthoht die Wahrscheinlichkeit seltene Arten zu detektieren und
erlaubt potenziell aussagekriftigere Indices zur Gewissergiite zu entwickeln. Zudem empfehlen wir, in
passenden Quellwasserfassungen (Moglichkeit Netze zu befestigen, niedrige bis mittlere Schiittung, siche
Abschnitt 4.1 Feldarbei?) ebenfalls zweimal jihrlich eine Probenahme mittels konventioneller Methode,

um Makroorganismen zu beproben.
Wie erfolgt die Beprobung an einer Grundwassermessstelle? Was ist der Aufwand?

Die Beprobung an der Grundwassermessstelle hingt von der gewihlten Methode ab. Bei eDNA werden
3 x 5 Liter Wasser aus der Probenstelle enthnommen und durch einen Kapselfilter filtriert. Der zeitliche
Aufwand daftr betrigt ca. 1 h pro Messstelle, wobei dies v. a. die Zeit fur die Filtration beinhaltet,
wihrend der auch andere Arbeiten moglich sind. Als konventionelle Methode empfehlen wir die
Verwendung eines Filternetzes am Einlaufrohr der Quellwasserfassungen. Das Filternetz sollte zwei
Wochen im Voraus montiert werden (ca. 10 min Aufwand), die eigentliche Probenahme dauert ca. 30

Minuten und kann zeitlich parallel zur eDNA Probennahme erfolgen.

Fortsetzung auf ndchster Seite
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Welche Labors konnen die Analysen durchfiihren (in der Schweiz und im Ausland)? Wie ist die

Verfiigbarkeit dieser Labors?

Es gibt kommerzielle Anbieter fiir eDNA-Analysen in der Schweiz sowie in den Nachbarlindern. Die
Bestimmung der konventionellen Proben (taxonomische Bestimmung) erfolgt vergleichbar mit dem
BDM durch ausgewihlte Expertlnnen, und miisste nach taxonomischen Gruppen aufgegliedert werden.
Expertise fiir die Bestimmung von Flohkrebsen besteht in der Schweiz and der Eawag in der
Forschungsgruppe von Florian Altermatt; fiir weitere taxonomische Gruppen wird auf die in

Oberflichengewissern akkreditierten Taxonomen verwiesen.
Welche Art von Qualitidtssicherung wird durchgefiihrt?

Aktuell gibt es fir eDNA-Analysen noch keine einheitlichen Qualitdts-Standards, diese sind jedoch in
der Entwicklung. Fur die Schweiz empfiehlt sich die Umsetzung bestehender Normen (z. B. DIN EN
17805) und international anerkannter Laborstandards (ISO 9001/17025). Ringtests mit Referenzproben
koénnen die Leistung von Labors objektiv bewerten und so die Qualitit von eDNA-basiertem Monitoring

sichern, sowohl fiir Grundwasser als auch andere aquatische Systeme.
Was sind die Analytikkosten?

Die Kosten einzelner Anbieter sind nicht bekannt, da diese meist Projektbasiert arbeiten. Je nach
Szenario kann man jihrlich mit eDNA-Analysekosten im unteren bis mittleren fiinfstelligen Bereich

rechnen (Analysekosten pro Probe bewegen sich im Bereich von einem mittleren dreistelligen Betrag).

4.1 — Szenarien

Fir ein schweizweites Monitoring der Biodiversitit im Grundwasser gibt es mehrere Ansitze, die sich in
threm Aufwand und den entsprechenden Kosten relativ stark unterscheiden. Es koénnen zwei
Grundmethoden unterschieden werden: Das Ankniipfen an ein bestehendes Monitoringnetzwerk, zum
Beispiel an NAQUA (Abbildung ) oder das Erstellen eines komplett neuen Monitoringnetzwerkes,
welches auf einem neuen Raster dhnlich dem bereits etablierten Biodiversititmonitoring (BDM) der
Schweiz beruht. Diese beiden Ansitze haben einen anderen Fokus und erlauben unterschiedliche

Aussagen hinsichtlich der Grundwasserbiodiversitit.
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Ein Ankniipfen des Monitorings an die Nationale Grundwasserbeobachtung NAQUA erlaubt es,
vorhandene Infrastruktur und Messdaten zu nutzen. Die Messstellen insbesondere des Moduls TREND
sind gut charakterisiert. Ausserdem sind langjdhrige Datenreihen sowohl von kontinuierlichen
Aufzeichnungen des Wasserstands/Abflusses, der Wassertemperatur und elektrischen Leitfihigkeit als
auch Stichproben von Substanzen wie zum Beispiel Chlorid, Sulfat, Nitrat, Pflanzenschutzmittel, fliichtige
halogenierte Kohlenwasserstoffe (FHKW) und Abwasserindikatoren sind vorhanden. Diese bereits
etablierten Zeitreihen zu den physikalisch-chemischen Bedingungen (Zustand und Verinderung) an den

Messstellen miissen als grosser Vorteil betrachtet werden.

Messstelle Hauptbodennutzung Grundwasserleiter
O  Forderbrunnen [ siedlung & Verkehr I Lockergesteins-Grundwasserleiter
&  Piezometer Bl Ackerbau [ Kuwft-Grundwasserleiter
O Quelle ] Obst- & Rebbau Karst-Grundwasserleiter
Gras- & Viehwirtschaft
00 Modul SPEZ Sémmerungsweiden
EO® Modul TREND B Ve
- Unproduktive Gebiete
|:] Nicht zugeordnet

Abbildung 6: Ubersicht der Messstallen innerhalb des NAQUA Monitoringprogramms in der Schweiz 2015.
Quelle: BAFU (2019b).
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Die Eingliederung ins bestechende NAQUA Monitoringprogramm deutlich effizienter und
ressourcenschonender, als ein neues Programm aufzustellen. Ein Monitoring der Biodiversitit an diesen
Messstellen erlaubt eine lokale Charakterisierung der Fauna, auch hinsichtlich verschiedener menschlicher
Einflusse. Diese Auswahl der Probenahmestellen ist aber allenfalls nicht optimal geeignet, um den

naturlichen Referenzzustand der Grundwasserbiodiversitit in der Schweiz abzubilden.

Die zweite Variante, nimlich ein Monitoringnetzwerk von Grund auf neu zu erstellen, erlaubt eine
reprasentativere Charakterisierung der Biodiversitit im Grundwasser in der Schweiz und sollte als
Goldstandard fiir ein Biodiversititszentriertes Monitoring gesehen werden. Es ist allerdings mit erheblich
mehr Aufwand verbunden und daher schwieriger umzusetzen. Ahnlich dem bestehenden Schweizer BDM
kann hier ein auf einem Raster basierenden Netzwerks erstellt werden, um dort mittels regelmassigen
Monitorings reprasentative Daten tiber die ganze Schweiz zu erfassen. Dieser Ansatz bedarf der Schaffung
neuer Infrastruktur, vor allem neuer Zuginge zum Grundwasser (z.B. einrichten neuer Piezometer), da
nicht Giberall auf vorhandene Infrastruktur zuriickgegriffen werden kann. Auch die Erhebung physikalisch-
chemischer Parameter zur Charakterisierung der Grundwasserqualitit miisste an diesen Messstellen in
Betracht gezogen werden. Ein solches Szenario ist nicht nur kostenintensiver, sondern auch komplexer,
da hier mehrere externe Parteien (z. B. Gemeinden, Kantone, Grundbesitzer) miteinbezogen werden
miussen. Hinsichtlich der biologischen Aussagekraft wire dies jedoch das optimale Szenario, da eine
reprisentative Abdeckung beziiglich geologischer Variation, unterschiedlicher Landnutzung sowie entlang
von anthropogenen Nutzungsdriicken moglich wire.

Tabelle 6: Kurzibersicht tiber die Umsetzbarkeit der vorgeschlagenen Szenarien. Die Szenarien sind komplementir
und aufeinander aufbauend. D.h., es kénnten mittelfristig auch mehrere sich erginzende Monitoring-Module
umgesetzt werden. Die Farben zeigen den Aufwand und die Umsetzbarkeit der Szenarien mit der jeweiligen
Methode. Grin = relativ einfach in bestechende Monitoringprogramme integrierbar und sofort umsetzbar, Gelb =

zusitzliche Messstellen, teilweise Mangel an taxonomischer Expertise, jedoch mittelfristig umsetzbar, Rot = sehr
grosser Aufwand und aktuell noch nicht umsetzbar.

Umsetzbarkeit der Szenarien und Probenahmemethoden

Anzahl Messstellen eDNA Fauna eDNA + Fauna

Szenario 1
NAQUA
TREND -
BIO
Szenario 2
NAQUA
TREND -
BIO+

50

75-100

Szenario 3

GBDM >100
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Im Folgenden beschreiben wir konkrete Szenarien, schitzen deren Umsetzbarkeit ab (Tabelle 06),
vergleichen Aufwand, Vor- und Nachteile und geben Empfehlungen hinsichtlich Aussagekraft und
Anwendungsbereitschaft (Tabelle 7).
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Szenario 1: <NAQUA TREND - BIO»

Das Szenario <NAQUA TREND — BIO» wiirde das Basisprogramm des Moduls NAQUA TREND um
einen Biodiversititsaspekt erweitern. An den bestehenden Messstellen wiirden die Biodiversitit im
Grundwasser mittels Umwelt-DNA basierten Proben erginzt. Dieses Szenario fithren wir unten
ausfihrlich aus. Optional konnte dieses Szenario vor allem an Quellwasserfassungen mittels der
konventionellen Methode erginzt werden, um die eDNA-Daten um Abundanzen zu erweitern und den

Auf- und Ausbau von genetischen Referenzdatenbanken zu ermdéglichen.
Messstellennetz

NAQUA Trend besteht aus 50 Messstellen in oberflichennahen Grundwassetleitern, die seit 1996
regelmissig beprobt werden (BAFU, 2019b). Die Messstellen sind reprisentativ ausgewihlt tber die
gesamte Schweiz und bestens charakterisiert hinsichtlich ihres physikalisch-chemischen Zustands. Von
den ausgewihlten Messstellen sind 31 tiber Férderbrunnen, vier tiber Piezometer und 15 Gber Quellen
erschlossen. Insgesamt werden alle Haupt-Aquifertypen abgedeckt, mit 37 Messstellen im Lockergestein
und 13 im Festgestein. Der Schwerpunkt der Bodennutzung in den Zustrombereichen liegt auf menschlich
geprigten Flichen. An 39 Messstellen dominiert entweder Siedlungs- oder Landwirtschaftsnutzung,

wihrend 11 Messstellen in naturnahen Gebieten wie Wald, Sémmerungsweiden oder unproduktiven

Flichen liegen (BAFU, 2019b).
Feldarbeit

Die eDNA-Proben kénnen analog der bereits erfolgten eDNA-Studie der Fawag gesammelt werden
(Couton et al., 2023a). Dazu werden an den Probestellen 3 x 5 Liter Wasser direkt entnommen, diese vor
Ort durch Einwegfilter filtriert (0,22 p oder 0,45 w) und sofort mittels Longmire-Puffer fixiert. Um auch
die saisonale Variabilitit der Grundwassergemeinschaften zu erfassen, sollte diese Beprobung im
optimalen Fall fir jede Saison erfolgen, wobei wir minimal zwei Probenahmen im Jahr empfehlen. Dies
wirde je nach Ausfithrung von 300 (2 x jdhrlich) bis 600 (4 x jahrlich) eDNA-Proben pro Jahr entsprechen
(exklusive PCR-Replikate sowie Negativ- und Positivkontrollen). Dieses Monitoring baut komplett auf
NAQUA TREND auf und die bestehenden Strukturen kann zurtickgegriffen werden. Durch die
Integration der eDNA-Probenahmen in das bestehende Programm miisste mit einem zusitzlichen
zeitlichen Arbeitsaufwand pro Probestelle gerechnet werden. Fiir die eDNA-Probenahme bei parallel
durchgefiihrter Filtration der Replikate wird der reine Zeitaufwand pro Probestelle auf etwa 1-1,5 Stunden

geschitzt (Probennahme: Filtrieren, Puffern der Filter, ohne Anfahrt).
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Parallel dazu kénnen in den TREND Quellwasserfassungen zweimal im Jahr oder gleich oft wie im
eDNA-Monitoring, konventionelle Proben entnommen werden. Dazu wird die bereits etablierte Methode
fir die Beprobung in Quellwasserfassungen empfohlen (Kniisel et al.,, 2024c; Appendix 3). Da jede
Quellfassung eine individuelle bauliche Ausfihrung aufweist, muss die Beurteilung der
Probenahmemdglichkeiten direkt vor Ort, idealerweise zusammen mit dem Brunnenmeister, erfolgen.
Grundvoraussetzung fiir die konventionelle Beprobung ist ein zugingliches FEinlaufrohr, da das Filternetz
so montiert werden muss, dass das Wasser vollstindig durch das Netz stréomt. Quellfassungen ohne
entsprechendes Einlaufrohr sind daher ausgeschlossen. Die verwendeten Filternetze besitzen einen
inneren Offnungsdurchmesser von 17 cm und eine Netztiefe von rund 43 cm. Der Hersteller gibt fiir
diese Filterfliche eine maximale Durchflussrate von 20 m?/h (= 5.6 L/s) an. Schittungen unterhalb dieses
Werts sind unproblematisch; in der Praxis konnten die Netze jedoch auch bei deutlich héheren
Schiittungen erfolgreich eingesetzt werden. Der limitierende Faktor ist primir der Durchmesser des
Einlaufrohres. Bei Rohrdurchmessern bis 17 cm ist die Montage in der Regel problemlos méglich. Weicht
der Rohrdurchmesser nur um wenige Zentimeter davon ab, kann der Ring des Filternetzes aufgeschnitten
werden, sodass die Probenahme meist weitethin gut funktioniert (vgl. Fotos 1 und 2 im
Probenahmeprotokoll, Appendix 3). Ist das Einlaufrohr jedoch deutlich grésser als die Netzoffnung, lasst
sich das Netz nicht mehr zuverldssig montieren; gleichzeitig sind solche Quellfassungen typischerweise
auch mit zu hohen Schuttungen verbunden. In den geeigneten TREND Quellwasserfassungen wiirde ein
Filternetz mit 0,8 mm Maschenweite wie beschrieben mittels grosser Kunststoffkabelbindern direkt am
Einlaufrohr befestigt und nach einer Filterperiode von zwei Wochen auf Organismen kontrolliert werden.
Die Befestigung des Filternetzes am FEinlaufrohr sollte bestenfalls durch die lokalen Brunnenmeister
durchgefiihrt werden (ca. 10 min Aufwand, ca. zwei Wochen vor dem eigentlichen Probenahmedatum).
Am eigentlichen Probenahmedatum der NAQUA Probenahmen wiirde das Filternetz dann durch
METAS auf Organismen kontrolliert und diese eingesammelt werden. Der Arbeitsaufwand fir das
Einsammeln der Organismen wird auf ca. 30 Minuten pro Probestelle geschitzt. Zusitzlich zum Vorgehen
in Quellwasserfassungen kénnten weitere Standorte faunistisch beprobt werden. Eine Option ist die
Beprobung der vier Piezometer des TREND-Messstellenmittels eines Planktonnetzes nach Vorbild des

Baden-Wirttembergischen Grundwassermonitorings.
Labor und Auswertung eDNA

Das ausfithrende Labor muss den Mindestanforderungen eines eDNA-Labors gerecht werden (siche
Abschnitt 3.2). Im Labor muss auf ausreichende technische Replikation geachtet werden, und das
ausfihrende Labor sollte mit minimal drei PCR-Replikaten (mit eigenem Tag zur spiteren

Qualitatskontrolle) pro Probe arbeiten. Das entspricht 900—1800 Einzelreaktionen pro Primer (ohne
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negative und positive Kontrollen). Als Marker-Gene (siche Abschnitt 3.2) empfehlen wir sowohl COI
(Couton et al., 2023) als auch 16S (z. B. Vos et al., 2012), da damit sowohl eukaryotische Invertebraten als
auch mikrobielle Diversitit abgedeckt werden kann. Die mittlere Sequenziertiefe pro Probe sollte 10
(paired-end) Reads nicht unterschreiten, was in diesem Szenario zwischen 4,5 und 9 Sequenzierruns (bei

Illumina Miseq V3 Technologie) pro Jahr entspricht.
Bioinformatische Pipeline

Fir ein neu zu startendes Monitoring empfehlen wir, die resultierenden Rohdaten sowohl bei Eukaryoten
als auch bei Bakterien auf ASV-Level zu analysieren. Als Referenz kann hier die Erfahrung aus
wissenschaftlichen Arbeiten zu eDNA im Grundwasser, wie die Arbeit von Couton et al. (2023) dienen

(https://github.com/joarwrie/NiphToess). Wichtiger als die eingesetzten Softwarepakete ist eine

lickenlose Dokumentation der angewandten Methoden, Filter-Grenzwerte, Qualititskontrollen und
langfristige Speicherung der Sequenzier-Rohdaten. Andernfalls sind ASVs, die aus unterschiedlichen
bioinformatischen Pipelines generiert wurden, nur schwer miteinander vergleichbar (siehe auch Pawlowski
et al., 2020). Ab dem Moment, in dem die Sequenzen als ASV vorliegen, kénnen diese Daten wie
konventionelle Artlisten behandelt werden. Anhand der vorhandenen Referenzdatenbanken kénnen diese
Sequenzen in diesem Schritt einem Taxon (Art, Gattung, oder hohere Klassifizierung; siche Kapitel 4.3)
zugeordnet werden, dafiir kann wiederum auf die Erfahrungen aus Couton et al. (2023) zuriickgegriffen
werden., koénnen diese Sequenzen in diesem Schritt einem Taxon (Art, Gattung, oder hoéhere
Klassifizierung; sieche Kapitel 4.3) zugeordnet werden, dafiir kann wiederum auf die Erfahrungen aus

Couton et al. (2023) zuriickgegriffen werden.
Auswertung der konventionellen Proben

Falls optional zusitzlich konventionelle, faunistische Proben genommen wiirden, sollte die Identifikation
auf das tiefstmogliche Niveau erfolgen und kann bei einigen Gruppen mit vorhandener Expertise, wie
z. B. Flohkrebse, bis auf Artniveau erfolgen. Die taxonomische Identifikation sollte nicht nur rein
morphologisch, sondern auch anhand genetischem Barcoding erfolgen, damit die Datenbanken weiter
aufgebaut als auch potenzielle kryptische Arten identifiziert werden koénnen. Fir die
Grundwasserflohkrebse kénnten die morphologischen Analysen sowie das Barcoding in der ersten Phase

des Monitorings durch die Eawag durchgefiihrt werden.
Analyse der Daten

In einem ersten Schritt sollten mit den erhobenen Biodiversititsdaten (ASV-Listen, eDNA basierte

Taxonlisten, konventionell erthobene Artlisten) Referenzzustinde an den einzelnen Messstellen untersucht
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werden. Aufgrund der gut charakterisierten TREND-Messstellen kénnen in diesem Modul generierte
Biodiversititsdaten mit vorhandenen Messdaten (kontinuierlich und Stichproben) und Metadaten der
Messstelle wie Bodennutzung, Grundwasserleitertyp, Geologie kombiniert werden. Mithilfe von
statistischen Analysenwie. Redundanzanalysen (RDA) konnen Faktoren, welche Einfluss auf die
Artenzusammensetzung im Grundwasser haben, identifiziert werden. Ausserdem gruppieren diese
Analysen Gemeinschaften basierend auf Ahnlichkeiten in der Artenzusammensetzung, was es ermoglicht,
biogeographische Grundwasserzonen zu identifizieren. Als Vorbild fir die Analyse kann hier der Bericht
aus Deutschland von 2014 dienen, welcher eine solche Klassifizierung fiir Deutschland macht (Griebler,

etal, 2014).

Sobald diese ersten Referenzzustinde identifiziert sind, kann aufbauend darauf an weiteren Analysen, wie

der Entwicklung von Indizes (siche 4.5 - Horizon Scanning), gearbeitet werden.
Umsetzbarkeit

Dieses Szenario ist aus unserer Sicht realistisch und bedarf kaum zusitzlichen Forschungsbedarf. Wir
empfehlen, dieses Szenario so bald wie moglich zu starten (siehe Punkt 4.4 beziiglich Ankntipfungspunkte
zum NFP 82 Projekt FutureProof), bestenfalls mit wissenschaftlicher Begleitung tiber die ersten vier Jahre
(siche Abschnitt 4.2 und 4.4.).

Arbeitsaufwand und geschitzte Kosten

Insgesamt wiirde dieses Szenario 1 bei der Feldarbeit zu einem zusitzlichen Arbeitsaufwand von
mindestens 100-150 Stunden (bei 1-1,5 Stunden pro Stelle und 50 Messstellen die 2-mal beprobt werden)
fihren, falls nur eDNA beprobt wird. Die konventionelle Besammlung in den 15 Quellwasserfassungen
baut auf einer Zusammearbeit mit Brunnenmeistern, welche jeweils 2 Woche vor der Probenahme ein
Netz installieren. Dadurch kann der zusitzliche Aufwand tief gehalten werden und die konventionellen
Proben wihrend der eDNA-Probe eingesammelt werden. Durch den Fokus auf eDNA und bereits
erprobten konventionellen Methoden in Quellwasserfassungen bedarf dieses Szenario keiner
grundlegender Anderung des bestehenden Monitorings, und kann durch Probenahmeteam durchgefiihrt

werden (allenfalls unterstiitzt durch die Installation der Filternetze durch die Brunnenmeister).

Die jahrlichen Sequenzierkosten fir die DNA-Analysen durch kommerzielle Anbieter sind schwer
abschitzbar, da die meisten dieser Anbieter mit Rahmenvertragen arbeiten. Da Skaleneffekte bei eDNA-
Analysen grossere Probenmengen nicht linear teurer machen, werden die meisten der Anbieter mit
vermehrter Probenzahl glinstiger. Zudem gibt es das Potenzial, Grund- und Oberflichengewisseranalysen

zukiinftig zu kombinieren, was den Preis pro Probe deutlich senken durfte. Die jihrlichen Analysekosten
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belaufen sich hier je nach gewihlter Probenhiufigkeit, Sequenziertiefe, finaler Anzahl von Proben und der
Anzahl von Primern im tiefen- bis maximal mittleren fiinfstelligen Bereich (CHF), und wiirden die

gesamten Laborkosten, Material sowie Sequenzierungen umfassen.

Das konventionelle Monitoring kann parallel zur Probenahme der eDNA erfolgen, erfordert aber einen
zweimaligen Zugang zur Probestelle (Installieren der Filternetze zwei Wochen vor der Probenahme,
allenfalls durch Brunnenmeister. Danach Leeren der Filternetze zeitgleich mit der eDNA-Probenahme).
Der grosste Aufwand in diesem Zusatzmodul ist die Auswertung der Proben, da diese schlecht skalierbar
ist: bei doppelt so vielen Proben entsteht doppelt so viel Aufwand/Kosten, wihrend bei eDNA-Proben
der Aufwand/Kosten pro Probe mit zunehmender Probezahl sinkt. Als Richtwert: Fur die Analyse einer
Einzelprobe mit EPT-Arten fiir das Indikatorset 6 «Makrozoobenthos» fir die Wirkungskontrolle
Revitalisierung werden dafiir pro Probe 2,5-5 Stunden fiir eine Identifikation auf Artniveau veranschlagt
(BAFU, 2019a). Dieser Zeitaufwand fillt fiir jede Probe gleich an, unabhingig davon, wie viele Proben
schlussendlich gesammelt werden. Es duirfte mit dhnlichen bis niedrigeren Zeiten fir die Bestimmung der
Grundwasserorganismen gerechnet werden, da allgemein weniger Organismen erwartet werden kénnen.
Im Fall des Szenario 1 fiihrt dies zu ca. 40 —75 Personenstunden fiir die reine morphologische Auswertung
in 15 Quellwasserfassungen. Die Kosten hingen jedoch von der Anzahl tatsichlich besammelbarer
Quellwasserfassungen, der Anzahl der Beprobungen sowie der Verfiigbarkeit der Experten, deren

Stundensitzen und der taxonomischen Tiefe ab.
Optimierungspotenzial und offene Fragen

Auch bei der etablierten eDNA-Methode gibt es beztglich dieses Szenarios Optimierungsmoglichkeiten.
Wabhrscheinlich wird sich der Zeitaufwand im Feld durch die Anzahl an parallel filtrierbaren Einheiten und
optimale Abstimmung mit den anderen zu messenden Parametern noch weiter reduzieren. Ausserdem
kann sowohl die Laboranalyse als auch die folgende Datenanalyse weitgehend automatisiert werden, wenn
das Probenvolumen insgesamt hoch genug ist (abhingig vom Labor). Die Referenzdatenbank kann parallel
zum laufenden Monitoring weiter ausgebaut werden und bereits generierte Sequenzen konnen in einigen
Jahren erneut referenziert werden. Diese Optimierungen koénnten durch ein  begleitendes

Forschungsprojekt der Eawag gemacht werden.

Fir die Beprobung mittels der konventionellen Methode muss abgeklirt werden, an welchen der 50
NAQUA-TREND-Messstellen ein solches tiberhaupt moglich ist. Die Grundvoraussetzungen sind dabei
ein direkter Zugang zum Grundwasserleiter, welcher das Absenken eines passenden Netzes oder
Montieren eines Filternetzes ermdglicht. Allenfalls ist abzukliren, an welchen der NAQUA TREND

Quellfassungen die Installation eines Filternetzes moglich ist und ob es weitere geeignete Messstellen gibt,
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z. B. solche, die mit Planktonnetzen in vertikalen Messrohren beprobt werden konnten. Teilweise muss
auch die notwendige taxonomische Expertise in der Schweiz erst geschaffen werden (Ausnahme:
Flohkrebse), oder auf die taxonomische Expertise zu anderen Artgruppen in Deutschland/Osterreich
zurickgegriffen werden. Auch diese Anpassungen auf das beschriebene Szenario kénnten durch ein

begleitendes Forschungsprojekt der Eawag gemacht werden.
Aussagekraft

Szenario 1 ermdglicht einen qualitativen Einblick in die Schweizer Grundwasserbiodiversitit auf Basis
referenzierter DNA-Sequenzen sowie in taxonomiefreier Form. Quantitative Angaben oder zur exakten
Herkunft des DNA-Signals kénnen jedoch nicht gewonnen werden. Je nach Beprobungsfrequenz kann
eine zeitliche und rdumliche Aussage tber die Grundwasserbiodiversitit und deren Variabilitit gemacht
werden. Zudem erlaubt dieses Szenario eine gesamtheitliche Analyse der Biodiversitit von bakterieller
Diversitit (eDNA) bis hin zu Makroinvertebraten (eDNA- und konventionelle Methoden). Die
konventionelle Methodik erginzt dabei die qualitative Aussage durch (semi-)quantitative Aussagen tiber
die Abundanzen der Invertebraten, vor allem grosseren Organismen wie Flohkrebsen. Ausserdem erlaubt
die Erginzung mit der konventionellen Sammlung die Erstellung besserer Referenzdatenbanken, sowie

die Analyse der genetischen Diversitit und der Identifikation von kryptischen Arten.

Dieses Szenario wire raumlich auf die bestehenden 50 NAQUA TREND-Messstellen beschrinkt, die
nicht gleichmissig auf die Schweiz verteilt sind. Daher kénnen nur teilweise Aussagen iber den

Referenzzustand der Biodiversitit im Grundwasser getroffen werden.
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Szenario 2: <NAQUA TREND - BIO+»

Dieses Szenario wiirde das obige Szenario NAQUA TREND — BIO um weitere, vor allem naturnahe
Messstellen, erginzen. So koénnte das Monitoring auf ein balanciertes Probendesign (z. B. 75-100
Messstellen) erweitert werden, auch um menschlich wenig beeinflusste Messstellen sowie bisher
unzureichend abgedeckte Nutzungsformen stirker zu berticksichtigen. Damit wire eine ausgewogenere
Erfassung der Biodiversitit hinsichtlich des naturnahen Zustands einzelner Habitate moglich. Die
Methodik der Probenahme bleibt grundsatzlich gleich. Dieses Szenario wire das vielversprechendste
um ein aussagekriftiges, Monitoring des Grundwassers beziiglich Biodiversitit und 6kologischer
Funktionalitit zu etablieren. Es ist als Szenario auch in einem zweistufigen Verfahren umsetzbar.
In einer ersten Phase sollte es um das Etablieren und Umsetzen der Methode in den bisherigen
NAQUA TREND Messstellen gehen (kann in einem Zeitrahmen von 1-3 Jahren umgesetzt
werden) und in einer zweiten Phase sollten die etablierten Methoden auf zusitzliche

Probestandorte ausgeweitet werden.
Auswahl der zusitzlichen Messstellen

Um die Probestellen zu erweitern und auf ein reprisentativeres Messstellennetz abzustitzen, gibt es
mehrere Méglichkeiten: eine Erstellung von Belastungskarten fiir die ganze Schweiz als Grundlage fur die
weitere Auswahl, Aufgreifen von Erkenntnissen aus Studien zu Biodiversititshotspots in der Schweiz.
Ersteres erfordert ein Projekt, um potenzielle Grundwasserbelastungskarten fir die Schweiz zu erarbeiten.
Hierfir kann auf Erfahrungen aus einem Projekt in Osterreich zurlickgegriffen werden, in dem basierend
auf  Sauerstoffgehalt, Temperatur und einigen weiteren abiotischen Parametern eine
Grundwasserbelastungsklassifizierung erarbeitet und auf ganz Osterreich extrapoliert wurde (Englisch &

Griebler, personliche Kommunikation).

Fir Variante zwei kann auf bestehende Daten zu Biodiversititshotspots einzelner Gruppen in der Schweiz
aufgebaut werden. So konnten fiir Flohkrebse in der Schweiz Biodiversititshotspots im Jura sowie im
Tosstal ausgemacht werden (Knisel et al., 2024¢). Daneben wurde auch eine Vielzahl von Arten nur in
einzelnen Quellwasserfassungen nachgewiesen, was ein sehr starker Hinweis ist, dass viele Arten nur sehr
lokal vorkommen. Darauf aufbauend koénnten Messstellen in diesen Hotspots fiir ein regelmassiges
Monitoring herangezogen werden, aber auch Messstellen, welche als «Cold-Spot» gelten und kaum bis gar
keine Nachweise von Flohkrebsen haben. Weiter kann die Auswahl basierend auf der Landnutzung
erfolgen, um moglichst naturnahe und in NAQUA unterreprisentierte Gebiete zu erginzen. Fir alle

Varianten gilt jedoch, dass auf bestehende Infrastruktur zurtickgegriffen werden sollte. Die Auswahl und
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spezifische Lage der zusitzlichen Messstellen konnte im Rahmen einer gutachtlichen Titigkeit erstellt

werden, dhnlich wie dies fiir oberirdische Gewisser getitigt wurde (Wiithrich & Altermatt 2019).

Fir die Beprobung miisste das bestehende NAQUA Monitoringprogramm um zusitzliche Messstellen
ausgeweitet werden. Insgesamt wiirde dieses Szenario zu einer zusitzlichen Arbeitsbelastung bei der
eDNA Beprobung und bei entsprechender Implementation auch bei der konventionellen Beprobung,
fihren. Die eDNA-Probenzahl steigt dabei dementsprechend auf das Doppelte des Szenario 1 (bei 100
Messstellen). Das bedeutet, es ist mit 600—1200 Proben pro Jahr zu rechnen (100 Messstellen x 3 Replikate
x 2/4 Beprobungen), was bei der Analyse mit den in Szenario 1 beschriebenen Primern zu 3200 (600 x 3
PCR-Replikate x 2 Primer) —7200 (1200 x 3 x 2) einzelnen Proben zum Sequenzieren, und damit zu 8—18
Sequenzierruns, fithrt. Insgesamt liegen die groben jihrlichen eDNA-Analysekosten im mittleren bis
hohen fiinfstelligen Bereich, wiederum abhingig von der genauen Anzahl der Probestellen, dem
Stundenbedarf fiir die Beprobung und Labor und der Anzahl untersuchter Proben. Ahnliches gilt fiir die
konventionellen Beprobungen, welche wiederum mit ca. 30 Minuten pro Probenstelle zum Einsammeln

der Organismen und 2,5-5 Stunden pro Mischprobenauswertung zu Buche schligt.
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Szenario 3: «GBDM» (Grundwasserbiodiversitdtsmonitoring)

Szenarien 1 und 2 fokussieren auf ein nutzungsorientiertes Monitoring und sind daher nicht vollstindig
reprisentativ fir die Biodiversitit in der Schweiz, sondern bezichen sich auf vorhandene NAQUA-
Messstellen. Um ein reprisentatives Monitoring der Grundwasserbiodiversitit zu erhalten, miisste ein
separates Messstellennetz eingerichtet werden. Als Grundlage konnte das Schweizer BDM fiir Gewisser
dienen, das 590 regelmissig untersuchte Rasterzellen umfasst (BDM 2011). Fur dieses Szenario musste
evaluiert werden, wie viele der einzelnen Rasterzellen durch die bestehende Infrastruktur abgedeckt
werden konnten (ca. 17000 Quellwasserfassungen in der Schweiz) und fur wie viele Rasterzellen
tatsdchlich neue Messstellen erforderlich wiren. Fur diese noch nicht abgedeckten Rasterzellen missten
neue Zuginge ins Grundwasser geschaffen werden miissen, was hohe anfingliche Kosten (reine
Bohrkosten pro Standort zwischen 6000 und 18’000 CHF, auch abhingig von der Tiefe) verursachen
wirde. Die Auswahl der insgesamt zu beprobenden Rasterzellen kann sich dabei an Modellierungen, wie

in Szenario 2 beschrieben, oder direkt am BDM-Raster orientieren.
Aussagekraft

Dieses Szenario wire hinsichtlich der Aussagekraft tiber die Biodiversitit im Schweizer Grundwasser am
aussagekriftigsten zu bewerten. Mit dem Rastermodell wiirde sichergestellt werden, dass es zu einer
gleichmissigen Verteilung der Messstellen und damit auch zu einer Abdeckung aller potenziellen
Grundwasserlebensriume, Oberflichennutzungen und geologischen Besonderheiten kommt. Dies wire
vor allem in Bezug auf den hohen Endemismus und die kleinrdumige Verbreitung vieler Grundwasserarten
ein Vorteil. Ein dem BDM-analoges Proberaster wiirde eine reprisentative Abdeckung der
Grundwasserlebensriume in der gesamten Schweiz ergeben, allerdings fehlen bestehende langfristige

Daten zur Wasserqualitit. Zudem miissten wohl neue Zuginge zum Grundwasser erstellt werden.

Aufgrund des schwer abschitzbaren Erstaufwands (Etablierung neues Messstellennetz) und des zu
erwartenden hohen Personalaufwandes (grosse Probenmenge, nicht durch bestehendes Monitoring
NAQUA abgedeckt) wird hier an dieser Stelle keine Schitzung zu den Kosten vorgenommen. Das
Szenario kann aber als Idealmodell gesehen werden, an dem man sich langfristig ausrichtet. Wir empfehlen,
kurzfristig auf einen Fokus auf die Umsetzung von Szenario 1 oder 2 zu legen und dieses Szenario mittel-

bis langfristig als Idealszenario beztiglich Messstellennetz anzusehen.
Nichste Schritte

In einer ersten Pilotphase konnte die Umsetzung eines Monitoringprogramms oder -moduls gemiss den

aufgefithrten Szenarien (Tabelle 7) von der Eawag im Rahmen eines Forschungsprojektes begleitet
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werden. Idealerweise wiirde diese Pilotphase baldmoglichst beginnen, da sie bereits Daten liefern wiirde,
die fir eine weitere Evaluierung und Etablierung der Referenzzustinde im Grundwasser herangezogen
werden konnten. Zudem konnte in dieser Phase die eDNA-Methodik, vor allem fiir die Probennahme im
Feld, verfeinert und adaptiert werden. Aufbauend auf dieser Pilotphase kénnten Indices zum Zustand der
Grundwasserbiodiversitit erarbeitet werden, welche im weiteren Verlauf fiir die 6kologische Bewertung
notwendig sind. Die ersten Analysen im Rahmen der Pilotphase kénnten an der Eawag durchgefiihrt
werden, langfristig musste jedoch die notwendige Infrastruktur geschaffen oder kommerzielle Anbieter
genutzt werden. Ausserdem kénnten im Rahmen der Pilotphase die Infrastruktur zur Lagerung der Daten
sowie der Umgang mit DNA-Extrakten erarbeitet und festgelegt werden. Diese konnte zusammen mit

Uberlegungen fir ein Umwelt-DNA Monitoring in Oberflichengewissern geschaffen werden.

Im bevorstehenden Nationalen Forschungsprojekt (siche Kapitel 4.4 NFP 82 Projekt «FutureProot»,
November 2025—-Oktober 2029) ist vorgesehen, Standards fiir die Probenahme, Probelagerung und
Analyse von Gewisser-eDNA-Proben zu etablieren. Im Rahmen von FutureProof kénnten — unter
Annahme, dass die Proben aus einem Grundwassermonitoring rechtzeitig zur Verfiigung stehen (Szenario
1) — erste Analysen durchgefihrt und mogliche Referenzindices entwickelt werden. Um beztiglich
Grundwasserbiodiversititsmonitoring von den Forschungsarbeiten im Rahmen des NFP82 Projektes
profitieren zu kénnen, wird daher ein moglichst baldiger Beginn der Datenerhebung gemiss Szenario 1

empfohlen.
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Tabelle 7: Detaillierte Ubersicht iiber die vorgestellten Szenarien mit einer farblichen Kodierung beziiglich der Umsetzbarkeit und dem direkten Methodenvergleich.
Die Farbe der Zellen markiert, wie gross die Unsicherheiten in den Aussagen der betreffenden Methoden sind resp. wie unmittelbar die Methode einsetzbar ist. Griin
= Geringen Unsicherheiten/unmittelbar einsetzbar/Methode etabliert; Gelb = Unsicherheiten bestehen/mittelfristig einsetzbar/noch offene methodische Fragen;
Rot = Grundlegende Forschungsfragen offen/nur langfristig einsetzbar.

Zeitaufwand Qualitative Quantitative
M:sgz:‘eﬁen Kosten Zeitaufwand (Feld) (Labor/ Aussagekraft Aussagekraft T;(::lniz:;fy
Auswertung) (Biodiversitit) (Abundanzen)
= g > g > & > g > g > g
5 = 5 = B B
o o o o o o
= = = = = =
Szenario 1
NAQUA 50
TREND -
BIO
Szenario 2
NAQUA
TREND — 75-100
BIO+
Szenario 3
GBDM 100-500
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4.2 — Verantwortlichkeiten und Aufgabenverteilung

Wer konnte ein solches Monitoring (eDINA oder konventionell) durchfithren?

Sowohl fir die Analyse und Beprobung von eDNA wie auch fiir konventionelle Beprobungen und
Auswertungen, kommen kommerzielle Anbieter in Frage. Offentliche Forschungseinrichtungen wie die
Eawag konnen die Umsetzung eines Monitorings wissenschaftlich begleiten: Sie kénnten bei der ersten
Durchfihrung des Monitorings, bei der Etablierung von Indices und bei ersten Analysen unterstiitzen.
Lingerfristig musste die Rolle von offentlichen Forschungsinstituten auf Beratung, Ringtests und

Qualitatskontrolle beschrinkt werden.

Probenahme im Feld

Fir die Probenahme in NAQUA TREND — BIO kime METAS in Frage, da diese bereits jetzt die
Probenahme und die Wartung an den NAQUA-Messstellen des Moduls TREND durchfithren. Die
Probenahme fir eDNA ist dabei einfach zu integrieren, da die eDNA-Filtration parallel zu den
bestehenden Messungen laufen kann. Auch bei der konventionellen Probenahme wire eine Integration in
das bestehende METAS Arbeitsprotokoll méglich. Es miisste jedoch geklirt werden, wer die Filternetze
zwei Wochen vor der Probenahme in den Wasserfassungen installieren wirde. Fir die Szenarien NAQUA
TREND — BIO+ und GBDM misste die Probenahme teilweise oder vollstindig neu geplant werden.
Dabei konnte METAS mit einem neuen Auftrag die Probenahme durchfithren oder dhnlich wie im

Schweizer BDM die Probenahme auf Auftragsbasis an private Firmen vergeben werden.
Auswertung konventionelle Methoden

Das konventionelle (faunistische) Monitoring kann dhnlich dem Oberflichengewisser an externe
Auftragnehmer vergeben werden. Dafiir misste das taxonomische Fachwissen im Grundwasserbereich
noch ausgebaut werden (z. B. Training von Experten, Bestimmungsliteratur). Kooperationen oder
Wissenstransfers mit bereits umgesetzten Monitoringnetzwerken wie in Baden-Wirttemberg sind
denkbar. Waihrend der Aufbauphase des Monitorings koénnten die Eawag bei der Analyse der

konventionellen Proben unterstiitzen, insbesondere bei den Grundwasserflohkrebsen.
Auswertung eDNA

Umwelt-DNA-Analysen bedirfen spezialisierten Labors, deren Einrichtung und Betrieb mit hohen
Anfangskosten sowie laufenden Kosten verbunden sind (siche Abschnitt 3.2). Solche Labors gibt es aktuell
z. B. an 6ffentlichen Einrichtungen wie der Eawag, ETH und WSL, sowie vermehrt auch von privaten
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Anbietern. Neben den Laborauswertungen fithren diese Labors meist auch die bioinformatischen

Analysen durch und liefern je nach Bedarf Arten- oder OTU-Listen.

Einige dieser kommerziellen eDNA-Service Provider kénnten herangezogen werden, um ein eDNA-
Monitoring zur Ginze (Probennahme bis Datenauswertung), oder zumindest Laboruntersuchungen zu
tibernehmen. Es gibt aktuell bei diesen Providern verschiedene Angebote, sowohl im Inland als auch im
europiischen Ausland, wobei die meisten Projektbasiert arbeiten, und selten reine Labordienstleister sind.
Um die Interaktion mit diesen Anbietern zu vereinfachen, haben wir einen Leitfaden erstellt, welcher als

Hilfe zur Interaktion mit diesen Labordienstleistern dienen soll (Appendix 1).

Wihrend der Aufbauphase des Monitorings kénnen die Analysen an der Eawag durchgefithrt werden. So
kann im Rahmen des NFP 82 Projektes die Analyse und Auswertung der eDNA-Proben aus dem
Grundwasser erfolgen, wenn die Probennahme frithzeitig (bestenfalls bereits 2026) startet. Die so
erhobenen Daten kénnen dann im Rahmen dieses Projekts in den Jahren 2026—2030 ausgewertet und
etwaige erste Bewertungen des oOkologischen Grundwasserzustands im Rahmen einer Dissertation
erarbeitet werden. Die Rolle der Eawag sollte sich jedoch langfristig auf Beratung, Ringtests und etwaige

Qualitatskontrollen von Anbietern reduzieren.

4.3 — Stand der Referenzdaten, Qualitidtssicherung und Datenarchivierung der

eDNA-Methode

Welche Moéglichkeiten gibt es, die gesammelten Informationen aufzubewahren, z.B. durch

Aufbewahrung der eDNA-Informationen oder durch Einfrieren der Proben?

DNA-Extrakte kénnen bei -20 °C oder gefriergetrocknet tber viele Jahre gelagert werden. Aktuell
werden eDNA-Proben vor allem in einzelnen Forschungsgruppen archiviert; es gibt noch keine
systematische, zentrale Archivierung in der Schweiz. Die generierten Biodiversititsdaten und die
Sequenzrohdaten kénnen als Datenfiles bei entsprechender Filestruktur (open source Formate) zeitlich
unbeschrinkt gelagert werden. Fir eine zentrale Archivierung missten entweder neue
Dateninfrastrukturen geschaffen werden, oder auf bestehenden Systemen, z. B. der EnviDat Plattform

der WSL, aufgebaut werden.

Fortsetzung anf ndichster Seite
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Was ist der Stand der Referenzdatenbank?

Der aktuelle Stand der Referenzdatenbanken fiir Grundwasserorganismen ist uber alle
Organismengruppen hinweg lickenhaft, da viele Arten unbekannt oder unsequenziert sind. Studien in
der Schweiz zeigen, dass nur ein kleiner Teil der «Amplicon Sequence Variants (ASV)» (z. B. 15 %)
zuverldssig einem taxonomischen Niveau zugeordnet werden kann. Internationale und nationale
Initiativen zur Charakterisierung von Stygofauna deuten jedoch darauf hin, dass sich die Datenbanken
in den kommenden Jahren deutlich und rasch verbessern werden. Beispielsweise konnten in der Schweiz
innert weniger Jahre komplette Referenzdatenbanken fiir Flohkrebse, Eintags-, Stein- und Kocherfliegen
sowie Fische etabliert werden; éhnliches ist fir weitere Gruppen realistisch. Verbesserte
Referenzdatenbanken ermoglichen zukiinftige Neuanalysen und eine prizisere Erfassung der

Biodiversitit im Grundwasser.
Mit welchen Proxys kann die Biodiversitit im Grundwasser gemessen werden (eDNA etc.)?

«Taxonomy-free» Ansitze zur Biodiversititserhebung basierend auf «Operational Taxonomic Units
(OTU)» oder «Amplicon Sequence Variants (ASV)» kénnen als sehr gute Anndherung fir die
Biodiversitit im Grundwasser herangezogen werden. Zudem konnen aus OTU/ASV direkt Indices
berechnet und etabliert werden, die Aussagen zum 6kologischen Zustand der Grundwasserékosysteme
ermoéglichen. Es konnte unter anderem bereits gezeigt werden, dass ohne taxonomische Information
bereits eine Aussage tiiber Landnutzungsformen moglich ist. Aufbauend darauf kénnen nun Indices
etabliert werden, welche direkte Aussagen tiber die Qualitit und den Zustand des Grundwassers
zulassen. Ein weiterer Niherungswert fur die Biologie im Grundwasser kann tiber die Messung der
mikrobiellen Aktivitit erhoben werden. Solche Messungen sind jedoch nicht direkt mit der Diversitat

gleichzusetzen.

Referenzdatenbanken

Die aktuell frei verfigbaren Referenzdatenbanken (Tabelle 8) fir die typischen Marker-Gene sind
aufgrund der hohen Anzahl an unbekannten Arten im Grundwasser aktuell noch lickenhaft (Couton et
al., 2023a; Sacco et al., 2022). Fur einzelne Gruppen ist diese Datenbank jedoch lokal bereits gut ausgebaut.
In der Schweiz kann beispielsweise aufgrund der intensiven Forschungsarbeiten der letzten Jahre bereits
auf eine gute Referenzdatenbank fir Grundwasserflohkrebse zuriickgegriffen werden. Diese Bemtihungen
zeigen auch eindricklich, wie rasch und effizient eine solche Datenbank innerhalb weniger Jahre ausgebaut

werden kann. In der Schweiz konnte beispielsweise innerhalb von 4 Jahren die Referenzdatenbank fiir
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Grundwasserflohkrebse vervollstindigt werden. Durch diese nationalen (z.B. Amphipod.ch, Amphiwell)
und internationalen (z.B. «DarCo») Bemithungen werden sich die Referenzdatenbanken fiir Stygofauna in
den nichsten 5-10 Jahren signifikant verbessern. Dadurch besteht die Moglichkeit, bestehende Datensitze

zu einem spiteren Zeitpunkt erneut zu analysieren, um ein besseres Bild der Biodiversitit zu bekommen.

Tabelle 8: Ubersicht tiber vorhandene Referenzdatenbanken. Ubernommen von Leese et al., 2023.

Datenbank Organismen-gruppe(n) Marker-Gen Kommentar Link
I l 'Ein Grossteil der I
. Sequenzen ohne http://www.boldsystems.org
BOLD Insbesondere Tiere v.a. COL . ’ '
morphologische /
Validierung

Taxonomisch durch
Expert*innen sehr gut  https://bolgermany.de
kuratiert

Tiere, Pflanzen, Pilze und  z.B. COI, 188, rbcl,

GBOL Diatomeen ITS, trnl.-F /K, matK

Ein Grossteil der
Sequenzen ohne
morphologische
Validierung

INSDC Alle Organismengruppen  Alle Marker-Gene https://www.insdc.org

Taxonomisch durch https://wwwob.inrae.fr/carrte
Expert*innen sehr gut lcollection/Barcoding-

Diat_sys  Diatomeen v.a. rbcl,, teilweise 18S

S5U kuratiert database
Taxonomisch durch
Bacteria, Archaea und 16S/18S (SSU), Expert*innen . ] P
SILVA ™ g ikarya 238/28S (LSU) arésstenteils gut hips/fwecarh sibvitd
kuratiert
Taxonomisch durch
. o
PR2 Insbesonde're Protisten 18S SSU E)ipert 11‘11?161‘1 https://pr2-database.oro
(Fokus marin) grosstenteils gut
kuratiert
Taxonomische
UNITE Eukagoten, insbesondere TS Annotit.lon durch die https://unite.ut.cc
Fungi Expert*innen-
Gemeinschaft
Qualititssicherung

Hier kann auf fiir Oberflichengewisser etablierte Methoden (Pawlowski et al. 2020) und auf Erfahrungen
aus anderen Lidndern zurickgegriffen werden. In Deutschland wird fir eDNA-Beprobungen ein
mehrstufiges Konzept zur Qualititssicherung vorgeschlagen, welches nahezu vollstindig ibernommen

werden kann (BOX 1, Leese et al., 2023). Nachfolgend werden die wichtigsten Punkte kurz spezifiziert.
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Feldarbeit

Die Qualititssicherung bei der Feldarbeit ist essenziell, da viele Fehlerquellen (z. B. Kontaminationen)
bereits in diesem Schritt auftreten. Daher haben sich internationale Bemithungen, wie die EU-COST
Action «DNaqua-NET» vor allem der Standardisierung dieses Schritts gewidmet. Mit der Veroffentlichung
der DIN EN 17805 iiber eDNA-Probenahme wurde damit erstmals ein Standard veréffentlicht. Die in
diesem Bericht vorgestellten Methoden orientieren sich bereits danach. Es sollte darauf geachtet werden,
diese Norm in die Schweizer Praxis zu uiberfithren, da diese nicht nur Grundwasser eDNA-Beprobungen

betrifft, sondern generell eDNA fiir Umweltmonitorings.
Labor

Es gibt noch keine eDNA spezifischen Laborzertifizierungen. Jedoch kann hier dem Vorbild anderer
Linder gefolgt werden und auf generelle Qualititsstandards wie dem ISO 9001 Laborstandard oder der
ISO 1705 welche molekularen Labors betrifft, aufgebaut werden (siche Abschnitt 4.5). Damit kann die
Qualitit der Laborarbeiten und Dokumentation sichergestellt werden. In Europa ist dies bisher noch nicht
der Fall und nur einzelne kommerzielle Anbieter sind dementsprechend zertifiziert. Bis die jetzigen
Bemiithungen in de-jure Standards fur eDNA-Methoden tibergehen, sollte man sich auf international und
national akzeptierte de-fakto Standards (Richtlinien) bzgl. der Beprobung von eDNA fokussieren
(Goldberg et al., 2016; Pawlowski et al., 2020).

Des Weiteren konnen Labors bis zur Umsetzung passender Zertifizierungen und Standards auch tber
Ringtests auf ihre Qualitit Gberprift werden. Dabei wire fiir die Schweiz vermutlich ein «outcome-based»
Standard geeigneter als ein «process-based» Ansatz. Das bedeutet: Labore erhalten standardisierte,
gemischte Referenzproben zur Analyse, wobei es ihnen freisteht, welche Methoden sie zur Auswertung
verwenden. Entscheidend ist die Leistung, also ob Gemeinschaften und Arten korrekt identifiziert werden.
Auf Basis der Resultate wird ein Qualititsrating vergeben, etwa uber eine Punkteskala oder ein
Ampelsystem. Dafiir werden kiinstliche Wasserproben (z. B. Teichwasser) mit definierter DNA-
Zusammensetzung erstellt, teils mit Hemmstoffen (Inhibitoren) und in variierenden DNA-
Konzentrationen gemischt und an die teilnehmenden Labore tbermittelt. Nach der Analyse senden diese
Labore ihre Ergebnisse und erhalten anschliessend eine objektive Bewertung der Analyseleistung
(basierend auf der Detektion der gesuchten Art in unterschiedlichen Verdiinnungen, Trujillo-Gonzalez et
al., 2021). Auch mit Metabarcodingproben wurde das bereits erprobt, unter anderem in der «Joint-Danube-
Survey», bei dem dieselben Proben von verschiedenen Labors ausgewertet wurden. Diese
Qualititssicherung konnte in der Schweiz nicht nur fir Grundwasserproben, sondern allgemein fur

eDNA-Proben angewandt werden.
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BOX 1 - Zusammenfassung des Qualititssicherungsmodells (Abbildung 6), das fir Deutschland

vorgeschlagen wird.
Ebene 1 — Qualititsmanagementsystem:

Ein grundlegendes Qualititsmanagementsystem bildet die Basis. Wichtig sind dokumentierte
Arbeitsprozesse, Nachvollziehbarkeit aller Arbeitsschritte und regelmassige Validierung der Methoden.
Wihrend ISO 9001 eher organisatorische Aspekte abdeckt, sind fir DNA-basiertes Monitoring
insbesondere Laborstandards entscheidend. Eine externe Zertifizierung ist derzeit nicht zwingend,

konnte aber fur behérdliche Programme verpflichtend werden.
Ebene 2 — Eignungspriifung von Laboren:

Labore, die die Basisanforderungen erfiillen, kénnen durch standardisierte Ringversuche nach
internationalen Normen (z. B. ISO/IEC 17043, ISO 13528) gepruft werden. Dabei analysieren
teilnehmende Labore Referenzmaterialien, deren Ergebnisse zentral ausgewertet werden. Nur Labore
mit ausreichender Genauigkeit werden zertifiziert — wie bereits beim eDNA-basierten Kammmolch-
Monitoring in England. Eine solche, befristete Zertifizierung wire auch fur Metabarcoding-Analysen
sinnvoll. Referenzmaterialien kénnen z. B. aus eindeutig bestimmten Organismen, Kulturproben oder

synthetischer DNA stammen.
Ebene 3 — Mindestanforderungen an Analysen:

Ein qualifiziertes Labor muss definierte Mindeststandards fur Metabarcoding einhalten. Dazu zihlen die
Anzahl biologischer und technischer Replikate, der Einsatz von Negativ- und Positivkontrollen,
Sequenziertiefe, geeignete Referenzdatenbanken und die Beachtung der FAIR-Prinzipien. Bei sensiblen

Proben wie Pollen sind strengere Arbeitsvorgaben erfordetlich.
Ebene 4 — Nachgeschaltete Qualititskontrolle:

Als letzte Sicherungsebene wird empfohlen, Referenzproben (Blindproben) in die Analysen einzubauen.
Anhand der Ubereinstimmung mit bekannten DN A-Zusammensetzungen kann die Zuverlissigkeit der
Ergebnisse iberprift werden. Werden definierte Mindestwerte nicht erreicht, gelten die Ergebnisse als
nicht belastbar. Diese Qualititskontrollen kénnen von akkreditierten Laboren durchgefithrt werden,

oder auch an der Eawag,.
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Ebene 4: Qualitatskontrollen der Analysen
(Co-Analyse von Referenzproben, sogenannten "Blindproben”, Quantifizierung der Abweichung
zur Validierung der Messung durch Referenzlabor)

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

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

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

Abbildung 6: Vorgeschlagene Ebenen zu méglichen Standardisierung DNA-basierter Biodiversititsanalysen im
behérdlichen Natur- und Umweltschutz. Figur nach Florian Leese (Leese et al, 2023), modifiziert und
reproduziert mit Einwilligung des Autors.

Archivierung von Daten und Proben

Im Rahmen von zwei nationalen Workshops (Spiez 2023, NFP-Workshop 2025) wurde das Thema Daten
und Probenarchivierung bereits diskutiert und es wurde hervorgehoben, dass im Hinblick auf die
generierten Datenmengen frithzeitig eine Strategie zur Rechteverteilung, Erfassung und Archivierung der
molekularen Daten und generierten Sequenzen erarbeitet werden muss. Wie bereits in der BAFU eDNA-
Methodenanleitung «Anwendung von eDNA-Methoden in biologischen Untersuchungen und bei der
biologischen Bewertung von aquatischen Okosystemen» (Pawlowski et al., 2020, S.61) erwihnt, sollte

daher bereits frih mit den ausfithrenden eDNA-Unternehmen Rechte und Pflichten klar geregelt werden.

Da sich DNA-Referenzdatenbanken schnell andern kénnen und etwaige Neuanalysen in Zukunft moglich
gemacht werden sollen, missen die Rohdaten verfiigbar gemacht und langfristig gespeichert werden. Zur
langfristigen Speicherung der genetischen Daten gibt es bereits existierende Systeme, wobei man
unterscheiden kann zwischen o6ffentlichen Repositorien wie Genbank, DRYAD oder Zenodo und
institutionell geprigten, privaten Plattformen wie EnviDat des Schweizer Forschungsinstitut fir Wald,
Schnee und Landschaft (WSL). Weiter sollten alle biologischen Proben sowie DNA-Extrakte langfristig
gelagert werden (Jarman et al., 2018). Diese kénnten gemeinsam mit den Proben des Schweizer BDM
gelagert und archiviert werden (aktuell Universitit Lausanne). DNA-Extrakte konnen dabei effizient und
platzsparend bei -20 °C oder gefriergetrocknet gelagert werden. Eine initiale Archivierung der Daten
konnte durch die Eawag erfolgen, mittelfristig braucht es jedoch nachhaltige Losungen ausserhalb der

Eawag-Infrastruktur.
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FAIR Daten

Fir die langfristige Nutzbarkeit und Qualititssicherung der im Monitoring generierten (¢)DNA-Daten ist
die Einhaltung der sogenannten FAIR-Prinzipien zentral (Takahashi et al., 2025; Wilkinson et al., 2016,
sieche Box 2 fur Erklirung). Diese wurden entwickelt, um Daten auffindbar (Findable), zuginglich
(Accessible), interoperabel (Interoperable) und wiederverwendbar (Reusable) zu machen. Im Kontext von
eDNA, wo grosse Mengen sensibler, oft standortbezogener Daten generiert werden, ist dies anspruchsvoll
und bedarf passender Ressourcen. Dies sichert nicht nur die Vergleichbarkeit und Wiederverwendbarkeit
zwischen Projekten und zwischen Forschung und Praxis, sondern ist auch eine Voraussetzung fur die
Integration in internationale Plattformen (z. B. GBIF, EMBL-EBI). Zudem stirkt es die Transparenz und

Nachvollziehbarkeit gegentiber der Offentlichkeit und politischen Entscheidungstragern.

BOX 2 - Was bedeutet FAIR konkret fir eDNA-Daten?
- Findable (Auffindbar)

Daten sollen eindeutig identifizierbar und tber 6ffentlich zugingliche Repositorien (z. B. ENA, GBIF)

auffindbar sein. Dazu gehoren auch standardisierte Metadaten und persistente Identifikatoren (z. B.

DOIs).
- Accessible (Zuginglich)

Die Daten und zugehorigen Metainformationen sollen iiber etablierte Protokolle abrufbar sein, mit

klaren Zugriffsregeln (z. B. Open Access oder Embargo-Regelung).
- Interoperable (Interoperabel)

Die Daten sollen in standardisierten Formaten (z. B. FASTQ, Darwin Core) und mit kontrollierten
Vokabularen (z. B. NCBI Taxonomy, EnvO) bereitgestellt werden, um die Integration mit anderen

Datensatzen und Software zu erleichtern.
- Reusable (Wiederverwendbar)

Daten sollen durch vollstindige Dokumentation, transparente Methodenangaben (z. B. zur DNA-
Extraktion, PCR, Bioinformatik) und eine offene Lizenzierung (z. B. CC-BY) langfristig nachvollziehbar

und weiterverwendbar sein.
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4.4 — Entwicklungs- und Harmonisierungspotential

Auf welche Aspekte sollte das Entwicklungspotential fokussiert werden, um Defizite zu

schliessen?

Parallel zur Etablierung des Biodiversititsmonitorings des Grundwassers in der Schweiz sollten der
Referenzzustand der GrundwasserOkosysteme erhoben werden und mit den erhobenen Daten
Indikatoren zur Grundwasserbiologie entwickelt werden. Die eDNA-Methoden sollten noch weiter
standardisiert werden und Referenzdatenbanken fiir eDNA etabliert werden. Parallel dazu sollte bei der
konventionellen Methode ein Fokus auf ausgewihlte Organismengruppen gelegt, die taxonomische

Expertise in der Schweiz ausgebaut und damit Rote Listen fiir Stygobiota der Schweiz erstellt werden.
Welche Wissensliicken kénnen mit dem NFP 82 Projekt geschlossen werden?

Im Rahmen des NFP 82 wird das Projekt FutureProof («Férderung und Monitoring der Biodiversitit
und der nachhaltigen Okosystemleistungen in der Schweiz mittels eDNA») unter der Leitung von Prof.
Florian Altermatt Methoden, Protokolle und Indices zur Bewertung von Gewisserokosystemen in der
Schweiz erarbeiten. Dabei soll es auch einen Fokus auf Grundwasserokosysteme geben. Nebst schon
bestehenden Proben kénnten auch Proben aus NAQUA-Messstellen erfasst und analysiert werden, so
dass Indices zur Biodiversitit und Giute der Grundwasser6kosysteme ermittelt werden konnen.
Grundlage dafiir wire eine enge Zusammenarbeit und Probenahme der DNA Proben im Rahmen der

NAQUA Messkampagne.
Welche Wissensliicken konnen mit anderen Projekten geschlossen werden?

Im Rahmen laufender Grundwasserokologieprojekte, wie dem Projekt Amphiwell, konnen
Artenvorkommen ausserhalb eines mdéglichen TREND Monitoring Netzwerks erfasst werden. Die
Erkenntnisse aus solchen Forschungsarbeiten kénnen genutzt werden, um die Entwicklung Roter Listen
voranzutreiben. Bei den Grundwasserflohkrebsen gibt es bereits eine solide Datengrundlage daftir und
die Rote Liste konnte erstellt werden. Weiter konnen im Rahmen von laufenden
Grundwasserforschungsprojekten an der Eawag auch die Referenzdatenbanken weiter ausgebaut

werden.
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Um ein regelmissiges Grundwasserbiodiversititsmonitoring in der Schweiz langfristig umzusetzen, sind
kurz- und mittelfristig einige Liicken zu schliessen. Bereits laufende Projekte kénnen einige davon

angehen. Im Folgenden soll auf diese Synergien eingegangen werden.
Synergien mit dem Projekt FutureProof

Im Rahmen des NFP 82 wurde das Projekt FutureProof genehmigt und finanziert. Es hat drei grosse
Ziele: (1) Die Entwicklung von Indices fiir Biodiversitit und Okosystembewertung von
Gewisserokosystemen in der Schweiz mittels eDNA, (2) das Entwickeln und Testen von
Langzeitmonitoring (v.a. automatisierte Probenahme mit hoher zeitlicher Auflésung) mittels eDNA und
(3) das Erstellen einer Toolbox fiir eDNA-Anwender (z.B. fiir kantonale oder féderale Fachstellen oder
Okobiiros). Insbesondere Punkt 1 und 3 sind direkt fiir ein zukiinftiges Monitoring der Biodiversitit im
Grundwasser relevant, da diese Indices und die Toolbox nicht nur fir Oberflichengewasser, sondern auch
spezifisch fiir Grundwasser gelten sollen. Damit kénnte im anlaufenden Projekt ein Teil der begleitenden
Forschungsarbeit fiir ein Grundwasserbiodiversititsmonitoring abgedeckt werden. Dies betrifft vor allem
die Entwicklung von eDNA basierten Indices beziiglich Biodiversitit und Okosystembewertung und der
weiteren Qualititskontrolle und Anwendung der Toolbox eDNA. Grundlage fiir den Erfolg dieser
Arbeiten sind koordinierte Probenahmen und Zugang zu eDNA-Proben aus einem breiten Spektrum an
Grundwasserokosystemen. Als grosste Synergie wiirde sich anbieten, dass die eDNA-Proben im
Rahmen von NAQUA TREND genommen wiirden (analog obigem Szenario 1), und dann im

Rahmen von FutureProof analysiert werden kénnten.

FutureProof hat kein eigenes Budget fiir die Probenahme, konnte aber das Probematerial (Filter) und
Anleitungen zur Verfiigung stellen, und die Probenahme begleiten. Die Probenahme miisste im Rahmen
der reguliren NAQUA TREND Beprobungen erfolgen (Aktuell durchgefithrt von METAS).
Anschliessend konnten die so erhaltenen Proben durch die Doktorandin oder den Doktoranden im
Projekt FutureProof analysiert werden (Extraktion und Sequenzierung der DNA). Dies wiirde nicht nur
eine erstmalige flichige Erhebung der Grundwasserbiodiversitit ermoglichen, sondern kénnte direkt fir
die Entwicklung von Indices genutzt werden und als Testlauf fiir ein regulires Monitoring dienen. Ein
solches Vorgehen wurde schon erfolgreich fur die NAWA Messkampagnen angewandt, bei welchem
wihrend zweier Erhebungen an 92 Probestellen vier eDNA-Replikate beprobt wurden. Die Probenahme
wurde durch die externe beauftragten NAWA Mitarbeitenden getitigt, das Probematerial wurde von der
Forschungsgruppe Altermatt zur Verfugung gestellt, ebenso wurden die Analysen anschliessend im
Rahmen einer Doktorarbeit getitigt. Aus diesem Projekt ging eine Reihe von Publikationen hervor
(Brantschen et al., 2021; Brantschen et al., 2022; Brantschen & Altermatt, 2024; Brantschen et al., 2024;
Keck et al., 2023), die direkt die Grundlage fir das Monitoring und eine mégliche Umsetzung von e DNA-
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Probenahmen im Rahmen von NAWA etablierten. Ebenso wurde aufgezeigt, wie aus diesen Daten direkt
6kologische Indices abgeleitet werden kénnen (Keck et al. 2023). Damit wurden alle Grundlagen fur eine
direkte Implementierung der eDNA-Analyse in das Routinemonitoring geschaffen. Analog wire dies auch
fur das Grundwasser/NAQUA moglich. Dank der Synergie zwischen FutureProof und NAQUA kénnten
in den nichsten zwei bis vier Jahren kosteneffizient und zielgerichtet drei wichtige Ziele erreicht werden:
Erstens wird eine erste Erhebungskampagne im NAQUA durchgefiihrt, zweitens werden erstmals
schweizweite eDNA-Referenzdaten aus dem Grundwasser gesammelt, und drittens konnen diese Daten
zur Entwicklung geeigneter Indices genutzt werden Voraussetzung dafiir wire eine rasche Implementation

der eDNA-Probenahme innerhalb des NAQUA Monitoringprogrammes.

Das Projekt FutureProof kann nicht alle offenen Wissenslicken abdecken. Weiterfiihrende Projekte

koénnen und sollten daher folgende Punkte abdecken:
Referenzzustand der Grundwasserékosysteme

Ein wichtiger Schritt ist es, Referenzzustinde der Grundwasserdiversitit zu etablieren, auf Basis deren
zukiinftige Bewertungen erfolgen koénnen (Mammola et al, 2022). Mittels eDNA-Proben in gut
charakterisierten Aquiferen kénnte dabei ein Referenzzustand fiir zukiinftige Bewertungen erstellt werden.
Anbieten wiirde sich hierfiir die 50 NAQUA-Messstellen des Moduls TREND. Die in Frage kommenden
Messstellen miussen dabei alle biogeographischen Regionen, alle Aquifertypen, verschiedene fiir die
Schweiz reprisentative Landnutzungsformen sowie einen klaren Gradienten von ungenutzten bis hin zu
stark beeinflussten Messstellen aufweisen. Die Ergebnisse dieser Pilotphase wiirden eine Charakterisierung
von naturnahen Aquiferen als Referenzzustand fur langfristige Monitorings und die Entwicklung von
Indikatorsystemen erlauben. Dabei kannauf aktuelle Forschungsdaten zur biogeographischen Verteilung
des Genus Nipphargus (Kntsel, 2024a, Amphiwell Projekt), sowie internationale Erfahrungen aus
Deutschland oder Australien zuriickgegriffen werden(Pronk et al, 2010). Fir eine weitere
Charakterisierung sind Monitoringdaten vor allem von weiteren Organismengruppen notwendig. Der

Zeitaufwand dafiir wird auf mindestens zwei Jahre geschitzt und kann ein laufendes Monitoring begleiten.
Standardisierung der eDNA-Methoden

Der Einsatz von eDNA basierten Methoden ist noch nicht formell standardisiert. Es gibt bereits nationale
und internationale (Bruce et al., 2021; Goldberg et al., 2016; Sacco et al., 2022) Bemithungen sowohl «best-
practices» fur die Anwendung der Methode als auch formelle Standards einzufiihren, welche 2024 in der
Veroffentlichungen von ersten offiziellen ISO- und CEN-Standards resultierten (siche Abschnitt 4.3,
CEN, 2023). In der Schweiz misste es nun in einem nachsten Schritt darum gehen, diese Richtlinien und

Standards von Beginn an in ein potenzielles Monitoring einzubauen und auch gesetzliche Grundlagen fiir
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deren Akzeptanz zu schaffen. Fur die Oberflichengewisser bestehen solche Grundlagen
(Modulstufenkonzept MSK und entsprechende Vollzusghilfen). Dies wiirde alle Schritte einer eDNA-
Analyse, von der Probenahme bis hin zur Bioinformatik und der Verarbeitung von Daten gemiss dem
FAIR-Data Prinzip beinhalten. Diese Standardisierung soll im Rahmen des anlaufenden NFP 82 Projekts
«FutureProof» erfolgen. Ausserdem kann auf Erkenntnissen von aktuell laufenden Projekten wie GReG

(https://www.gregproject.com/) aufgebaut werden, welches aktuell Methoden zur Erfassung von

Grundwasser-eDNA global testet (Sacco et al., 2025). Dazu gibt es internationale (Bruce et al., 2021;
Goldberg et al., 2016; Sacco et al., 2022) Bemithungen sowohl «best-practices» fiir die Anwendung der
Methode als auch formelle Standards einzufithren, welche 2024 zur Veroffentlichungen von ersten
offiziellen ISO- und CEN-Standards fihrten(siche Abschnitt 4.3, CEN, 2023). In der Schweiz miisste es
nun in einem nichsten Schritt darum gehen, diese Richtlinien und Standards von Beginn an in ein
potenzielles Monitoring einzubauen und auch gesetzliche Grundlagen fir deren Akzeptanz zu schaffen.
Fir die Oberflichengewisser bestehen solche Grundlagen (Modulstufenkonzept MSK und entsprechende
Vollzusghilfen). Dies wiurde alle Schritte einer eDNA-Analyse, von der Probenahme bis hin zur
Bioinformatik und der Verarbeitung von Daten gemiss dem FAIR-Data Prinzip beinhalten. Diese

Standardisierung soll im Rahmen des anlaufenden NFP 82 Projekts «FutureProof» erfolgen.
Fokus auf ausgewihlte Organismengruppen bei konventionellen Methoden

Konventionelle morphologische Methoden zur Erfassung der Biodiversitit sind vor allem aufgrund der
fehlenden taxonomischen Expertise herausfordernd. Schaffung dieser Expertise ist moglich und wichtig,
benotigt jedoch einen mittelfristigen Zeithorizont. Unmittelbar bietet sich an, den Fokus auf einige
tberschaubare Gruppen zu legen, wobeti sich hier spezifisch die Grundwasserflohkrebse eignen. Mit dem
Projekt Amphiwell worden solide Grundlagen geschaffen und es gibt bereits eine Checkliste und Ubersicht
tber vorkommende Arten (Altermatt et al., 2019; Knusel, 2024a). Weitere Artgruppen, die sich anbieten
wurden, wiren Asseln, Ruderfusskrebse oder Oligochaeten, wobei es fir die Beprobung dieser noch
offene methodische und analytische Fragen gibt. Zum Beispiel briuchte es fir das Sammeln von
Ruderfusskrebsen eine geringere Maschenweite der Filternetze als diejenige, welche bisher in Studien der
Eawag in Quellwasserfassungen verwendet worden sind. In Forschungsarbeiten aus Deutschland wurde
unter anderem ein Indikator, welcher sich auf das Verhiltnis zwischen Flohkrebsen und Oligochaeten
bezieht, vorgeschlagen (Griebler et al., 2014b). Mittel- bis langfristig kénnte ein faunistisches Monitoring
auch genutzt werden, um gezielt Expertise fiir die morphologische Bestimmung von Grundwasserfauna

aufzubauen.
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Referenzdatenbanken fiir eDNA

Einer der grundlegenden Bausteine eDNA-basierter Methoden ist die Abhingigkeit von
Referenzdatenbanken (z. B. NCBI, BOLD), um Sequenzen erfolgreich Arten zuordnen zu kénnen. Diese
Referenzen sind im Grundwasser nur mangelhaft vorhanden, so konnte eine Studie in der Schweiz
lediglich 15 % aller detektierten Sequenzen aus Grundwasserproben auch taxonomisch zuordnen (Couton
et al., 2023a). Wihrend in Oberflichengewissern der Ausbau der Referenzdaten voranschreitet und lokal
bereits sehr gute Datenbanken zur Verfiigung stehen (Blackman et al., 2023; Weigand et al., 2019), ist der
Aufwand, diese im Grundwasser auszubauen, gross. Es gibt hier allerdings ein hohes Potenzial, diese
Datenbanken fir das Grundwasser im Rahmen laufender nationaler Projekte (z. B. dem Projekt
Amphiwell, dem NFP 82 Projekt FutureProof und moglicherweise dem Quellenmonitoring) als auch im

Rahmen internationaler Projekte (z. B. dem Biodiversa+ Projekt DarCo,

http://meg.irsa.car.it/index.php/component/content/article?id=105 und dem Projekt GReG, siehe

oben) weiter auszubauen. Es bestehen daher viele Synergien in Bezug auf die Referenzdatenbanken.
Indikatorentwicklung Grundwasserbiologie

Aufgrund der aufgezeigten Auswirkungen menschlicher Einflusse auf die Grundwasserbiologie (siche
Kapitel 2.3) kann die Artzusammensetzung im Grundwassetleiter als Indikator fir den Zustand des
Aquifers und potenzielle Einflussfaktoren verwendet werden. Eine Vorreiterrolle fiir die Entwicklung von
biologischen Grundwasserindikatoren nimmt Australien ein, wo bereits 2009 erstmals ein
Monitoringsystem und ein Index entwickelt wurde, um den Zustand des Grundwassers mithilfe eines
Indexwertes zu erheben (GWHI, Korbel & Hose, 2011, 2017). Auch in Deutschland gibt es erste Ansitze,
die Stygofauna bei der Bewertung von Grundwassersystemen einzubezichen. Es wurde ein mehrstufiges
Indikatorsystem getestet, das unter anderem biologische Komponenten wie das Verhiltnis von
Krebstieren zu Oligochaeten oder das Vorkommen von stygoxenen Arten beinhalten, und damit eine
Aussage tiber den Zustand zuldsst (mehr als 70 % Krebstiere bedeutet dabei einen guten Zustand, das
Vorkommen von Stygoxenen ist ein Indikator fir Stérungen Griebler et al, 2014b). Mit den
vorgeschlagenen Szenarien wiirden die Datengrundlagen geschaffen, um im Rahmen laufender Projekte
wie dem NFP 82 FutureProof ein solches Indikatorsystem basierend auf der Biodiversitit zu entwickeln

und einzusetzen. Das ebenfalls laufende Projekt ARTS (Aquifer Reaction to Thermal Storage,

https://www.arts-energystorage.ch/) wird Daten tUber den Einfluss von thermischen Nutzungen des
Grundwassers, insbesondere Warmezufuhr, liefern. Damit kann die Entwicklung eines thermisch

sensitiven Indikators vorangetrieben werden.
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Entwicklung der Roten Listen der Stygobiota der Schweiz

Parallel zum regelmissigen Monitoring wire eine aktuelle Rote Liste ausgewahlter Stygobiota in der
Schweiz, insbesondere ausgewihlter Grundwasserinvertebraten, wertvoll. Dieses Instrument hat sich fir
den angewandten Schutz der Lebensraume im rechtlichen Rahmen sehr bewihrt. Wie oben erwihnt,
wurden in den letzten Jahren umfangreiche Daten zu Grundwasserflohkrebsen etabliert. Diese
Grundlagen kénnten mit Gberschaubarem Aufwand und dem Vorbild der Roten Liste des Saarlandes
folgend, aufgearbeitet werden, so dass erste Rote Listen fiir Grundwasserflohkrebse in der Schweiz innert
2-3 Jahre etabliert werden kénnten. Aufgrund ihrer Haufigkeit und ihrer Position im Nahrungsnetz wiirde

sich diese Gruppe ebenfalls sehr gut fiir die Etablierung einer Roten Liste eignen.
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4.5 — Horizon Scanning iiber Entwicklungen der eDNA-Methode

Sind in den nichsten Jahren technische Entwicklungen/Anderungen bei der Probenahme

vorgesehen?

Nein, grundsitzlich nicht. Die Probenahme (Wasserprobe mit anschliessender Filtration) ist breit
etabliert und wird prinzipiell gleichbleiben. Momentan noch diskutiert werden spezifische Details
(Anzahl Replikate, Volumina, Filtertyp), wobei klar ist, dass schon jetzt fiir eine Methode mit langfristiger
Robustheit entschieden werden kann (d.h. im Speziellen, mind. 3 Replikate, Volumina von mindestens
15 L; Filtertyp ist weniger entscheidend). Weiter werden aktuell Internationale Normen und Leitlinien
(z.B. ISO EN 17805, iESTF) fur die Standardisierung und Vergleichbarkeit von eDNA-Daten
entwickelt und in nationale Gesetzgebungen integriert. Neue Ansitze wie automatisierte Sampler oder
passive Filtersysteme konnten die Probenahme effizienter machen. Sie sind aktuell jedoch noch nicht
bereit fiir einen solchen Einsatz, unterscheiden sich aber vom Prinzip her nicht (liefern jedoch eine
héhere zeitliche Auflésung). Die Laboranalysen sind insofern robust, als dass die Extraktion von DNA

standardisiert ist, und die Vervielfiltigung und Sequenzierung einfach standardisiert werden kann.

Zusitzlich zu den technischen Entwicklungen konnte ein nationales eDNA-Referenzzentrum
Qualitdtssicherung, Ringtests und Ausbildung zentralisieren, wodurch die Implementierung von eDNA-

Methoden im Grund- und Oberflichenwasser erheblich gestarkt wiirde.

Weitere Standardisierung und Aufbau einer verbesserten rechtlichen Rahmenstruktur fiir eDNA

Schon jetzt sind fiir praktisch alle Schritte in der Probenahme und Analyse allgemein verbreitete Methoden
verfiigbar. Ein Monitoring kann deshalb schon jetzt anhand dieser bewahrten Methoden entwickelt
werden (dies geschieht momentan vor allem im Rahmen vom Austausch zwischen fihrenden
Forschungsgruppen im Themenbereich eDNA; noch nicht implementiert/eingefordert werden diese
Schritte teilweise bei der Ausfiihrung durch kommerzielle Anbieter). Weiter schreitet die Standardisierung
der eDNA-Methode international rasch voran, so dass hier innert weniger Jahren auch verbindliche
Angaben vorliegen werden. Neben der bereits verdffentlichten Norm ISO EN 17805:2023 werden
innerhalb der internationalen Taskforce zur Standardisierung von Umwelt-DNA (ESTF,

https://iestf.global/) weitere Leitlinien entwickelt. Unter dem Dach von ISO TC 147/SC5/WG13

befinden sich derzeit mehrere Projekte in der Pipeline, darunter Normen zu Probenahme, Anreicherung
und Konservierung von eDNA aus Wasser, zur Probenkonservierung und Laborbearbeitung von

aquatischen Makroinvertebraten (ISO/NP 25800, ISO/NP 25807) sowie zu
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Qualititssicherungsprinzipien fiir molekularbiologische eDNA-Analysen (ISO/PWI 25605). Diese
Entwicklungen werden kinftig entscheidend zur Verbesserung der Qualititskontrolle und zur
internationalen Vergleichbarkeit von Monitoring-Daten beitragen, auch im Bereich des Grundwassers, wo

eDNA-basierte Ansitze bislang nur eingeschrinkt etabliert sind.
Neue eDNA-Beprobungsmethoden

Die aktuellen eDNA-Beprobungsmethoden bauen alle auf der aktiven Filtration eines bestimmten
Volumens tiber einen bestimmten Zeitrahmen und unter Anwesenheit einer zustindigen Fachperson auf.
Bei zeitlich hoch aufgelésten Beprobungskampagnen fihrt dies zu hohen Personalkosten. Hier konnten
Autosampler-Maschinen den Zeitbedarf reduzieren, welche jeden Schritt der Probenahme, vom
Gewinnen der Wasserprobe, tber das Filtrieren bis hin zum Hinzufiigen des Konservierungspuffer,
automatisieren. Dabei bleibt das Prinzip der Probenahme und des Probetyps gleich, es geht hier also vor

allem um eine zeitliche Skalierung.

Die Arbeitszeit fiir die Probenahme beschrinkt sich bei diesen Geriten auf das Austauschen der vollen
Filter und das Nachfiillen des Konservierungspuffers. Diese Gerite konnen mehrere Filter beinhalten,bei
Mobilfunkempfang mit einer Sendeeinheit zur Ferntiberwachung ausgestattet werden. Dadurch schaffen
diese Gerite automatisch die richtigen Lagerbedingungen, was dazu fiihrt, dass ein Vor-Ort Besuch
lediglich monatlich oder vierteljahrlich notwendig ist. Diese Gerite kommen in verschiedenen Formen
und Funktionenvor, und vor allem in marinen Systemen sind bereits Erfahrungen mit diesen Systemen
vorhanden. Im Susswasser befinden sich diese Sampler in Erprobung und haben noch keine Marktreife
(Hendricks et al, 2023). Zukiinftig konnten solche fix installierten Gerite jedoch im
Grundwassermonitoring, vor allem in passenden Quellwasserfassungen (z. B. mit vorhandenem
Stromanschluss), eingesetzt werden. Aktuell werden durch die Forschungsgruppe Altermatt zwei Semi-
Automatisierte Probenahmegerite an zwei NAWA Standorten getestet, wo im 1-3-Tagesrhythmus eDNA
aus Oberflichengewissern genommen werden. Wir sehen diese hohe zeitliche Auflésung vor allem
relevant fiir Oberflichengewisser (v.a. Fliessgewisser), und von geringerer Bedeutung fiir Grundwasser
(dort sollten Probenahmen mit deutlich grosseren zeitlichen Abstinden, im Bereich von wenigen

Monaten) austreichend sein.

Ein zweiter Ansatz fur eine integrierte Probe zum Biodiversititsmonitoring ist der Einsatz von passiven
Filtersystemen (Bessey et al., 2022). Dabei handelt es sich um passende Membranen oder Kunststoffe,
welche ohne Pumpe nur durch den Kontakt mit Wasser eine eDNA-Probe gewinnen. Dazu gibt es
Untersuchungen, die zeigen, dass diese Filter iiber lingere Zeit im Medium verbleiben und eine Gber die

Zeit integrierende Probe generieren. Das Prinzip hier ist dhnlich, es kénnten solche passiven Filter in
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Grundwassermessstellen integriert werden, was den Arbeitsaufwand des Monitorings minimiert. Passive
Filter sind allerdings ebenfalls Gegenstand der aktuellen Forschung, da Fragen zu verwendetem Material,

Probleme mit Biofilmbildungen und tatsachlicher zeitlicher Auflésung nach wie vor offen sind.
Schaffung eines eDNA-Referenzzentrums

Fir die Qualititssicherung konnte auch ein Nationales Referenzzentrum fir eDNA-Anwendungen
sowohl in Oberflichen wie auch im Grundwasser einen Mehrwert bieten. So ein Zentrum kann eDNA-
Referenzmaterialien verwalten, Ring- oder Qualititstests leiten eDNA-Labors iberprifen sowie
Ausbildungsmaterialien erstellen. Dies wiirde der Anwendung eDNA-Methoden fiir das Monitoring in
Grundwasser- und Oberflichengewissern einen enormen Schub beziglich der Implementierung

versetzen. (Trujillo-Gonzalez et al., 2021).
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5 — Schlussfolgerung und Empfehlung

Ein Monitoring zur Erfassung der Biodiversitit im Grundwasser ist moglich und kann mit vorhandenen
Methoden sofort umgesetzt werden. Wir empfehlen daher einen moglichst baldigen Start eines nationalen,
eDNA-basierten Grundwassermonitorings, das auf dem in diesem Bericht vorgestellten Szenario 1
«NAQUA TREND - BIO» basiert. Dieses Szenario kann mit tUberschaubarem finanziellen sowie
personellen Aufwand umgesetzt und in das bestehende Monitoringprogramm integriert werden. Die so
gesammelten Erfahrungen zur Grundwasserbiodiversitit in der Schweiz bilden eine starke Grundlage fiir

die Erhebung eines ersten Referenzzustandes der Biodiversitit im Schweizer Grundwasser.

Anfangs kann und sollte dieses Grundwassermonitoring mit Forschungsprojekten begleitet werden, um
Referenzdaten zu schaffen, Methoden zu evaluieren und zu optimieren sowie Indizes zur Gilite der
Okosysteme im Grundwasser zu etablieren. Mittelfristig sollte ein Biodiversititsmonitoring in das
nationale NAQUA-Monitoring integriert und unabhingig von Forschungsinstituten wie der Eawag
umgesetzt werden konnen. Wahrend wir fir eine unmittelbare Umsetzung von Szenario 1 plidieren, sollte
im Sinne der Schweizer Grundwasserbiodiversitit langfristig das Szenarios 2 <NAQUA TREND — BIO+»
angepeilt werden. Durch gezielte weitere Messstellen sind hiermit deutlich breitere und reprisentativere

Aussagen moglich.
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Appendix

Appendix 1: Leittaden und Kriterienkatalog fiir die Vergabe von eDNA-

Dienstleistungen

1. Einleitung und Zweck

Dieser Appendix dient als Leitfaden fir die Ausschreibung, Offertanfrage und Qualititsprifung von
Dienstleistungen im Bereich Umwelt-DNA (eDNA) und kann sowohl fiir Oberflichengewisser als
auch Grundwasser herangezogen werden. Es basiert auf dem Anwendungsleitfaden “Anwendung von
eDNA-Methoden in biologischen Untersuchungen und bei der biologischen Bewertung von
aquatischen Okosystemen” (Pawlowski et al., 2020, S60—61) sowie dem Bericht “Machbarkeitsstudie
Monitoring der Biodiversitit im Grundwasser” (Kirschner et al, 2025). Ziel ist es, die
Vergleichbarkeit, Reproduzierbarkeit und Qualitit der Ergebnisse sicherzustellen. Der Leitfaden
beinhaltet in Kurzform wichtige Punkte, die bei eDNA Projekten vom Anbieter bedacht oder

eingehalten werden miissen, und soll bei der Bewertung von Angeboten als Hilfe dienen.

2. Eignungskriterien an das Labor/den Anbieter

Das beauftragte Labor muss nachweisen, dass es nach dem aktuellen Stand der Wissenschaft und
Technik arbeitet. Die Qualititssicherung soll sich an den etablierten europiischen und internationalen
Standards, sowie den fiir die Schweiz verfassten Leitfaden (Pawlowski et al., 2020) orientieren, die im
Rahmen der DNAqua-Net Initiative (Leese et al.,, 2016) und durch das CEN (European

Committee for Standardization) entwickelt wurden.

Geforderte Standards und Nachweise:

Anwendung spezifischer CEN-Normen: Der Anbieter bestitigt die Einhaltung der folgenden

Normen und Vorgaben in ihrer jeweils aktuellen Fassung:

e TFir eDNA-Probenahmen aus Wasser (allgemein): CEN EN 17805 (Probenahme,

Konservierung und Analyse von eDNA aus Wasser).

Appendix 104



Machbarkeitsstudie Monitoring der Biodiversitit im Grundwasser Kirschner et al. 2025

Infrastrukturelles Schutzkonzept: Das Labor muss sicherstellen, dass ein etabliertes
Kontaminations-Management-System existiert, das die Anforderungen dieser Normen erfiillt. Dies

beinhaltet zwingend:

e Die strikte rdumliche Trennung von ,,sauberen® (Pre-PCR) und ,,belasteten® Arbeitsbereichen

(Post-PCR).

e FEinen unidirektionalen Arbeitsfluss (One-Way-Workflow), um Kontaminationen zu

verhindern.
e Fin Dekontaminationskonzept fiir die Arbeitsbereiche (UV-C, Bleiche o.4.)
Der Nachweis der Infrastruktur sollte auf Anfrage erbracht werden.

Eignung und Erfahrung: Hat das Labor bereits Erfahrung mit der Analyse von eDNA-Daten (gibt

es Referenzprojekte)?

3. Anforderungen an die Probenahme
Dieser Abschnitt ist nur relevant, wenn die Probenabme Teil des Auftrags ist oder durch den Anbieter angeleitet wird.
Um die Integritit der Proben vor der Analyse zu gewihrleisten, sind folgende Richtlinien einzuhalten:

e DPersonal: Die durchfiihrenden Personen missen fir eDNA-Probenahmen geschult sein

(z. B. sauberes Arbeiten im Feld, Reinigungsprotokolle etc.).

¢ Dokumentation: Das Verfahren (Filtertyp, Volumen, Methode) sowie die geografischen
Koordinaten und ggf. Probentyp (z. B. Grundwasser, Fluss) sind detailliert zu protokollieren.
Je nach Anwendung ist der Filtertyp vom Auftraggeber vorzugeben (fiir Grundwasser z. B.

Sterivex oder Sylphium-Filter).

e Replikate: Es ist sicherzustellen, dass gentigend biologische Replikate gesammelt werden. Im

Grundwasser sind mindestens drei Filter-Replikate pro Messstelle empfohlen.

e Material: Die Verwendung von Einwegmaterial ist, wo mdglich, zu bevorzugen und im

Protokoll von wiederverwendbarem Material zu unterscheiden.
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Dekontamination von Mehrweg-Ausriistung: Dies ist ein kritischer Punkt.

o  Grundsatzlich: Gegenstinde, die im Feld verwendet werden, sollten regelmassig
gereinigt werden. Im besten Fall sollten alle Gegenstinde regelmassig mit Chlorbleiche

(NaOCl, min. 1,5 %) gereinigt und danach mit DNA-freiem Wasser gespult werden.

o Wenn Mehrwegprodukte verwendet werden, mussen vermehrt Negativkontrollen

(“Handling”-Kontrollen) genommen werden.

Feld-Kontrollen: Es miissen geeignete Negativkontrollen (Blindproben) direkt im Feld
genommen und durch den gesamten Laborprozess parallel analysiert werden. Dies stellt
sicher, dass das Feldteam geniigend sauber arbeitet und etwaige Verunreinigungen

nachverfolgt werden kénnen.

Transport: Die Probenkonservierung (Tiefkithlung oder Pufferlésung) muss lickenlos

dokumentiert sein.

4. Methodik und Arbeit im Molekularlabor und Interpretation

Der Anbieter muss Transparenz iiber die verwendeten Methoden schaffen, um die Belastbarkeit der

generierten Daten und Aussagen zu garantieren. Dies umfasst die eingesetzte Sequenziertiefe, die

verwendeten Primer und die eingesetzten Bioinformatischen Auswertungsschritte.

Protokolle: Detaillierte Laborprotokolle fiir jeden Schritt (Extraktion bis Sequenzierung, inkl.
Primer und PCR-Bedingungen) miissen vorliegen oder referenziert werden. Diese sollten

detailliert im Bericht/Resultaten aufgefihrt sein.

Sequenzierung: Eine Sequenziertiefe von mind. 50°000—100°000 Sequenzen pro Filter-
Replikat. Zusitzlich sollte paired-end-sequencing (jedes DNA fragment wir einmal von vorn,
und einmal von hinten gelesen, was Sequenzierfehler minimiert) der Standard sein, da dies die

Qualitit der Daten stark verbessert.

Validierung: Fur artenspezifische Nachweise ist das Validierungsniveau anzugeben

(Referenz: www.edna-validation.com).

Interne Kontrollen: Neben den Feld-Kontrollen miissen im Labor Negativ- und

Positivkontrollen  durchgefithrt und im Ergebnisbericht ausgewiesen werden. Als
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Positivkontrolle kommen sowohl kiinstliche DNA-Sequenzen wie auch Mischproben in

Frage.

e Replikate: Die Anzahl der technischen Replikate pro Probe sowie deren Verarbeitung sind
zu dokumentieren. Es werden minimal drei Filter-Replikate und fiir jedes Filter-Replikat drei

PCR-Replikate empfohlen.

e Lagerung: Es ist eine Vereinbarung uber die langfristige Lagerung der DNA-Extrakte
(Ruckstellproben) zu treffen. Die gesamten Sequenzierdaten (Rohdaten Sequenzierung)
sollten langfristig archiviert und mitgeliefert werden; ebenso sollte eine Archivierung der

extrahierten DNA (Lagerung bei —20 °C) geprift werden.

5. Datenverarbeitung, Reporting und Speicher

Die Eigentumsrechte an den Daten und die Genauigkeit der Berichterstattung missen vertraglich
fixiert werden. Es ist essenziell, die Eigentimerschaft und Rechte an den Rohdaten von Anfang an
vertraglich kliren. Es sollte dabei sichergestellt werden, dass Rechte an Rohdaten dem Auftraggeber

zustehen (d.h. ausgehindigt werden).

Zu liefernde Datenformate (ggf. iiber offene Datenbanken):

e Vollstindige Sequenz-Rohdaten (Output des Sequenzierers): FastQ (entweder pro Sample

oder pro Projekt) drei Filterreplikate pro Messstelle zu unterscheiden sind.
e Begleitende Metadaten: Verwendete Tags, Laborprotokol, verwendete Primer.
o Gefilterte Sequenzdaten (nach bioinformatischer Bereinigung): Fasta und/oder .csv

e Ergebnistabellen (OTUs/ASVs) mit relativen Haufigkeiten und taxonomischer Zuordnung:

.csv (gefilterte “Finale” Liste UND ungefilterte Liste)
o Diese Liste muss zwingend enthalten:

= Konfidenz der Zuweisung zu eciner taxonomischen Klasse (oder

Sequenzihnlichkeit zu Referenz).
® Anzahl der Reads.

e Kurzbericht/Analysebericht.
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Inhalt des Analyseberichts: Der Bericht sollte folgende Informationen enthalten, um die Ergebnisse

interpretierbar zu machen
e Verwendete Chemie im Labor (Extraktionschemie, Primer).
e Laborprotokoll (Anzahl PCRs, Tags, Primer, Typ der Negativ- und Positivkontrollen).

e Dokumentation der verwendeten bioinformatischen Pipeline (insb. Parameter und

Schwellenwerte fiir das Filtern der Daten):

o Wichtig: Die finale Artenliste sollte bereinigt sein. Offensichtliche Kontaminanten
(z.B. Human-DNA, Haustiere, etc.) sind zu kennzeichnen oder in eine separate
Kontaminations-Liste auszulagern. Die Schwellenwerte fir diese Filterung (z. B.

minimale Anzahl Reads pro Probe) missen dokumentiert werden.

e Dokumentation und Erklidrung, wie Nachweise in den Negativ- und Positivkontrollen fiir die

Interpretation der Daten verwendet werden.

e Detaillierte Angabe tiber den Ausschluss von Sequenzen wihrend der bioinformatischen

Analyse.

e Referenz zur verwendeten Datenbank fiir die taxonomische Zuordnung (Name und Version,

ggf. Information zur Erstellung).

o Der Auftragnehmer muss offenlegen, welche Referenzdatenbank (inkl. Version, z.B.
SILVA v138, PR2, BOLD, Custom-Database) genutzt wird. Wichtig: Es ist im
Bericht anzugeben, wie gut die fir das Projekt relevanten Zielgruppen in der
Datenbank abgedeckt sind (Gap-Analyse). Beispiel: “Von den 50 in der Schweiz

heimischen Fischarten sind 48 in unserer Referenzdatenbank enthalten®‘.

e Dokumentation und Interpretation etwaiger statistischer Analysen.
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Appendix 2: Ausgewihlte Okosystemdienstleistungen des Grundwassers
und Beispiele fur verschiedene anthropogene Risiken, denen sie ausgesetzt
sind. Ubernommen und tibersetzt aus Griebler et al., 2019

Gefihrdete Grundwasser-
Okosystemdienstleistung(e

n) Risiko

Ursache(n)

Beteiligte Mechanismen

— Speicherung und
Bereitstellung von

sauberem Wasser (fiir L .
( Kontamination mit

hiusliche, Chemikalien

landwirtschaftliche und

industrielle Nutzung)

— Mineralwasser,
Thermalquellen, Erholung
und Tourismus, Kurorte,

Hohlen und Quellen von Persistenz von

kultureller Bedeutung Chemikalien im

Grundwasser

Anderung des
Redox-Zustandes

(Sauerstoffzehrung)

Mobilisierung von

Schwermetallen und

anderen Schadstoffen

Nihrstoffeintrag

(Nitrat)
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Kontamination von

Aquiferen

Absenkung des
Grundwasserspiegels
infolge von Ubernutzung

Klimawandel

Niedrige Konzentrationen

von Mikroschadstoffen

Nihrstoffeintrag (DOC)

Sauerstoffzehrung/ Ander

ung des Redox-Zustandes

* Anderungen des pH-

Wertes

Kontamination von
Aquiferen aus
landwirtschaftlich

genutzten Flichen

Eintrag in das Grundwasser aus
verschiedenen Quellen und tiber
unterschiedliche Eintrittspfade; Anstieg der

Chemikalienkonzentrationen

Geringeres Wasservolumen im Aquifer zur
Verdiinnung von Schadstoffen Verringerte
Grundwasserneubildung infolge von Diirren;

kontaminiertes Regenwasser bei Hochwasser

Ineffiziente biologische Abbaubarkeit durch
Mikroorganismen aufgrund
thermodynamischer, enzymatischer und

transportbedingter Limitierungen

Sauerstoffzehrung durch mikrobiellen Abbau

* Mikrobieller Abbau organischer Schadstoffe

* Verschiebung des Kalk-Kohlensaure-
Gleichgewichts infolge von
Temperaturinderungen (z. B. durch Nutzung

geothermischer Energie)

Eintrag in das Grundwasser tber

unterschiedliche Eintrittspfade
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Salzwasserintrusion

in Kistengebieten

Kontamination mit

Pathogenen

Verringerte

Fliessgeschwindigkeit

Steigender
Grundwasserbedarf
wihrend Dirren infolge

des Klimawandels

Kontamination von

Aquiferen

Sedimentverstopfung

infolge verminderter

Kirschner et al. 2025

Absenkung des Grundwasserspiegels infolge

von Ubernutzung

Eintrag in das Grundwasser aus
verschiedenen Quellen und tber

unterschiedliche Eintrittspfade

Stérung oder Verlust der Grundwasserfauna

(z. B. durch toxische Verschmutzung,

und Aquifer- Bioturbation durch Anderungen des natiitlichen

Permeabilitit Grundwasserfauna Temperaturregimes, Sauerstoffzehrung etc.)
— Biologischer Abbau von
Schadstoffen und Uberlastung, kurzzeitige
Eliminierung von Verminderte und extreme Abbauergemeinschaften besitzen nicht
Pathogenen Effizienz Belastungspulse geniigend Potenzial und Zeit zur Reaktion
— Pufferung von
Hochwasser und Diirren

Verringerte Durren;
— Aufrechterhaltung des  Wasserspeicherkapazi Flichenversiegelung //  Verringerte Wasseraufnahmefihigkeit

Wasserhaushalts
grundwasserabhingiger

Okosysteme (GDEs)

tit // Unzureichende
Menge an

verfiigbarem Wasser

Ubernutzung des
Grundwassefs;

Flichenversiegelung

trockener Béden wihrend Diirren //
Ubernutzung; reduzierte

Grundwasserneubildung durch Versiegelung
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— Biodiversitit (seltene
und endemische Arten,
Funktionsvielfalt,
Potenzial zur Entdeckung
neuer
Prozesse/Zukunftswissen

etc.)

— Bereitstellung von
Bioindikator-Arten (z. B.
fiir Biomonitoring) und
Arten fiir

6kotoxikologische Tests

— Bioturbation (zur
Aufrechterhaltung der

Sedimentpermeabilitit)

Artenverlust

* Toxische

Verschmutzung
* Sauerstoffzehrung

* Anderungen des
natltlichen

Temperaturregimes
* Habitatverlust

¢ Konkurrenz durch
einstromende

Obetflichenwasserarten

¢ Akute und chronische toxische Effekte auf

Grundwasserorganismen
* Mikrobieller Abbau organischer Schadstoffe

* Erwirmung und Abkiihlung infolge

geothermischer Nutzung; Klimawandel

* Grundwasserspiegel-

Schwankungen/Absenkung durch Entnahme

* Eindringen von Oberflichenwasserarten

wihrend Hochwasserereignissen
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Appendix 3: Sammelanleitung fiir Quellwasserfassungen (konventionell)

Methode fiir Grundwasserfauna-Probenahme:

Einlaufrohr in Wasserfassung mit Filternetz beproben

Vorgehen

1. Vorbereitung: Rundes Filternetz zwei Wochen vor der Probenahme am Einlaufrohr der
Quellwasserfassung befestigen.

e Naht des Filternetzes nach aussen, um Tiere im Filternetz
nicht zu verletzen

e Netz mit Kabelbinder am Rohr fixieren (Foto 7)

e  Falls Filternetz zu klein: Ring mit einer Schere
aufschneiden oder ganz entfernen (Fozo 2)

e Datum und Uhrzeit notieren

2. Probenahme (nach 2 Wochen): Filternetz auf Tiere untersuchen

e FEin Gefiss mit flachem Boden (bestenfalls schwarze Sortierschale) einige Zentimeter
hoch mit Wasser fillen

e Tilternetz vorsichtig vom Einlaufrohr entfernen und den Inhalt ins vorbereitete Gefdss
aussttilpen und sanft ausschwenken (Fo 3)

e  Gefiss auf Tiere untersuchen (z. B. Wiirmer, Krebse, Insekten — auch
weisse/transparente Tiere suchen):
Wenn keine Tiere: protokollieren,
Wenn Tiere gefunden: Diese mit der Pinzette greifen (Foz 4) und zusammen in ein
Alkohol-gefiilltes Proberéhrchen geben (Foro 5). Zugehorige Etikette direkt zu den
Tieren ins Proberéhrchen geben (Fofo 6). Unbedingt alle Tiere einsammeln.

e Datum und Uhrzeit protokollieren.
e Tilternetz nochmals kontrollieren (keine verbleibenden Tiere mehr darin?) und danach griindlich mit

Wasser ausspiilen fir den nichsten Gebrauch.

Appendix 113



Machbarkeitsstudie Monitoring der Biodiversitit im Grundwasser Kirschner et al. 2025

Materialliste

e Tilternetz (0,8 mm Maschenweite oder feiner)

e Lange Kabelbinder

e Schwarze Sortierschale

e Federstahlpinzette

e ProberShrchen mit 85% nicht denaturiertem Ethanol

e FHtiketten
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Appendix 4: Sammelanleitung fiir Grundwasserfassungen (eDNA)

Dieses Protokoll dient der Illustration, fasst die wichtigsten Punkte zusammen und gibt einen
Uberblick iiber den allgemeinen Ablauf der Probenahme. Aufbauend darauf kann eine detaillierte
Arbeitsanweisung fiir ein zukiinftiges Monitoring erstellt werden, das auf den bestehenden Ablauf des

NAQUA Monitorings abgestimmt ist.
1. Vorbereitung der Materialien
Pro Standort:

e 3 X 3 m flexibler Kunststoffschlauch (PVC/Silikon) mit Luet-Lock-Anschluss (Einweg oder
autoklaviert)

e 3 %X 50 ml Rohrchen (falls als Gewicht/Adapter benotigt)

e 3 X 10-Liter Messbehilter (z. B. Kanister oder Eimer; sauber/ DNA-frei)

e 3 X Filter (z. B. Sterivex 0,45 um) + Ersatzfilter

e 1 X Spritze (50-60 ml, um den Filter trocken zu driicken)

e 0 X Luer-Lock-Verschlusskappen (3 X mannlich fur Auslass, 3 X weiblich fiir Einlass)

e 3 X kleine Beutel zur Filteraufbewahrung (z. B. Zipper-Bags)

e 1 X grosser Beutel zur Sammlung der Triplikate

Allgemeines Equipment:

e Pumpe fiir Probenahme (z. B. Vampire Sampler oder Athena). Hinweis: Bei
Peristaltikpumpen muss nur der Schlauch gewechselt werden.

o Kabelbinder

e 3 (Parallelfiltration) resp. 1 (Einzelfiltration) X 10-Liter Messbehilter mit feiner Skalierung
(zur Volumenbestimmung)

e Kihltasche/Styroporbox mit Kiihlelementen (oder Trockeneis)

e Verbrauchsmaterial: Latex- oder Nitrilhandschuhe, Abfallbeutel, Beutel fur nasse Schlauche,
Papierrolle.

e Reinigung/Desinfektion: Javel oder DNA-Exitus, Ethanol, Sprithflasche.

o Werkzeug: Stift (permanent), Marker, Zange, Klebeband, Rettungsdecke (als UV- und

Hitzeschutz fur die Proben), Pinzette.
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2. Probenahme (Alle Messstationen)
Jewelils in Triplikaten (3 Filter pro Standort).

a. Vorbereitung am Standort:

o Drei Probenbehilter (Kanister) nacheinander mit dem Quellwasser befiillen (exaktes
Vorgehen dafiir unterscheidet sich je nach Ausfithrung der Messstelle).

o Frische Handschuhe anzichen.

o Pumpe und Schliuche vorbereiten: Jeder Filter erhilt ein neues, sauberes
Schlauchset. Die Pumpe selbst bleibt gleich (vorausgesetzt, das Wasser berthrt keine
Pumpenteile).

o Schlduche kurz mit dem Probenwasser vorsptlen (ca. 10—20 Sekunden).

b. Filtration (Triplikate als Parallel- oder Einzelfiltration):

o Handschuhe wechseln.

o Filter vorbereiten (Beschriften, Filter an den Schlauch anschliessen, Vorsicht beim
Umgang mit EtOH).

o Startzeit notieren.

o Filtration aus dem Probenbehilter (Kanister) starten.

o Volumenkontrolle: Den Abfluss des Filters in die/in den Behilter mit der feinen
Skalierung leiten, um das gefilterte Volumen genau zu messen.

o Ziel: Minimum 5 Liter pro Filter oder filtern, bis der Filter verstopft ist.

c. Abschluss der Filtration:
o Nach der Probenahme den Filter trockenlaufen lassen:
* Entweder durch Weiterlaufen der Pumpe an der Luft.
*  Oder mittels der Spritze 1-2-mal Luft durch den Filter dricken.
= Ziel: Bs sollte sich keine oder nur minimale Flissigkeit in der Filterkapsel
befinden.

o Handschuhe wechseln.

o Filter verschliessen: Beide Enden mit den passenden Luer-Lock-Kappen (bzw. bei
Sylphium gemaiss Herstellerangaben) abdichten.

o Endzeit und gefiltertes Gesamtvolumen notieren.

d. Verpackung:
o Filter einzeln in kleine Plastikbeutel verpacken.
o Alle drei Triplikate eines Standorts in einen grossen Sammelbeutel geben und gut

verschliessen.
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3. Nach der Probenahme & Transport
Giiltig fur trockenes Sampling ohne Pufferlésung.
e Kihlung: Proben sofort lichtgeschiitzt in der Kthltasche/Styroporbox auf Eis/Kiihlakkus
lagern.
e Reinigung: Probenahmegerite (Oberflichen der Pumpe, Arbeitsflichen) mit Javel/Bleiche
abwischen und ggf. mit Wasser nachspiilen, um Kreuzkontaminationen fiir den nachsten
Standort zu verhindern.

e Lagerung: Nach Riickkehr ins Labor die Proben umgehend bei —20 °C einfrieren.
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