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Kompetenzzentrum Boden Biologische Bodeneigenschaften

Vorwort

Das primare Ziel von Bodenkartierungen war bis anhin, die Eignung unserer Béden
fur die landwirtschaftliche Produktion bewerten zu kdnnen. Kiinftig wollen wir

auch den Anspriichen weiterer Nutzer von Bodeninformationen Rechnung tragen.
Hierzu zahlen unter anderem die Raumplanung, der Klima-, Hochwasser- und
Bodenschutz, der Naturschutz, die Forstwirtschaft sowie die Biodiversitat. Dies stellt
neue Ansprliche an die zu erhebenden Bodeneigenschaften — und Kennwerte

in einer Bodenkartierung.

Doch dem Bedarf an umfangreichen Bodeninformationen stehen in der Regel
Kosten fir die Feldarbeit und fir die Analysen von Bodeneigenschaften gegenlber.
Die Entwicklung von effizienten und kostenglinstigen Bestimmungsmethoden

von chemischen, physikalischen und biologischen Bodeneigenschaften ist daher flr
eine zuklinftige Bodenkartierung essenziell.

Derzeit werden biologische Bodeneigenschaften im Rahmen von Bodenkartierung

in der Regel nicht erhoben und in Monitoring- und Forschungsprogrammen

im Vergleich zu physikalischen und chemischen Eigenschaften nur in einem relativ
kleinen Umfang. Die meisten Prozesse und Funktionen des Bodens sind jedoch

sehr eng mit den Bodenlebewesen, ihrer Haufigkeit, Zusammensetzung und Aktivitat
verknlipft. Um die wertvollen Okosystemdienstleistungen des Bodens bestimmen

und schitzen zu kénnen, ist es daher unerlasslich, zuklinftig die Erhebung von boden-
biologischen Eigenschaften in Bodenkartierungen zu integrieren.

In diesem Sinne bildet die vorliegende Recherche zu Bestimmungsmethoden von
bodenbiologischen Eigenschaften eine wichtige Grundlage. Der Bericht richtet
sich primar an kantonale Fachamter und Labore, soll aber auch den Hochschulen,
Forschungsinstitutionen und Ingenieurbiros fir ihre Arbeit dienen.

Ich danke der Autorin Dr. Sophie Campiche fir diese gelungene Arbeit und hoffe
sie unterstitzt viele Akteure bei der Weiterentwicklung der Gewinnung von Boden-
informationen.

Dr. Armin Keller
Leiter KOBO
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Zusammenfassung

Das Kompetenzzentrum Boden (KOBO) koordi-
niert und standardisiert Methoden und Instrumen-
te fir die Erhebung, Bewertung und Bereitstellung
von Bodeninformationen in der Schweiz. In die-
sem Kontext stehen Bestimmungsmethoden zur
Umsetzung von Bodenkartierungen im Fokus und
die damit verbundenen Kosten und Aufwéande.
Bisher wurden biologische Parameter verglichen
mit physikalisch-chemischen Eigenschaften wenig
in die Bodenkartierung einbezogen. Das Ziel die-
ser Recherche war es deshalb, den Informations-
bedarf an biologischen Bodeneigenschaften zu
ermitteln und eine Zusammenstellung von biologi-
schen Parametern als Grundlage fir eine schweiz-
weite Bodenkartierung zu erstellen. Dieser Bericht
konzentriert sich auf die Bodenfauna und insbe-
sondere auf die endogaischen Invertebraten als
biologische Parameter fiir Boden.

In einem ersten Schritt wurde eine Literaturliber-
sicht Gber den Stand der Technik von national und
international angewandten Bestimmungsmetho-
den zu biologischen Bodeneigenschaften erstellt.
Mehrere nationale und internationale Monitoring-
und Forschungsprogramme verwenden biologi-
sche Parameter. Regenwirmer, gefolgt von Mikro-
arthropoden (hauptsachlich Springschwénze und
Milben) und Nematoden gehéren zu den am hau-
figsten verwendeten biologischen Parametern.
Unterschiede in den Bestimmungsmethoden be-
treffen meist die Phase der Extraktion der Boden-
organismen. In der Regel gibt es fur jeden biolo-
gischen Parameter einen ISO-Standard, vor allem
fir Methoden, die eine morphologische Analyse
der Organismen durchfiihren. Diese ISO-Normen
schlagen eine allgemeine Referenzmethode vor
und listen alternative, haufig angewandte Metho-
den auf. Die Identifizierung von Bodenorganismen
erfolgt vorwiegend durch morphologische Ana-
lysen. Molekulare Analysen mittels DNA-Sequen-
zierung werden jedoch immer haufiger, insbeson-
dere bei der Mikrofauna (Protisten und Nema-
toden). Bei Mikroarthropoden und Regenwiirmern
ist sie ebenfalls in Entwicklung.

In einem zweiten Schritt wurde die Relevanz der
herangezogenen biologischen Parameter und
Methoden bewertet und deren Umsetzbarkeit fir
eine schweizweite Bodenkartierung bewertet.
Hierflr wurden Regenwlrmer, Mikroarthropoden,
Nematoden und Protisten sowie funktionelle Me-
thoden betrachtet. Es wurden drei Proben-Verar-
beitungs-Szenarien berlcksichtigt: 100, 500 und
1000 Proben pro Woche. Daraus ging hervor, dass
biologische Parameter in ihrer Bestimmung gene-
rell zeitaufwandig sind und eine Anzahl von maxi-
mal 100 Proben pro Woche realistisch scheint. Ins-
besondere flir morphologische Analysen gibt es
bis heute keine praktikable Lésung, um grosse
Probenvolumen rasch zu bewaltigen. Molekulare
Analysen erweisen sich in der Regel als besser ge-
eignet flr grosse Mengen an Analysen.

Abschliessend empfiehlt der Bericht konkrete
Bestimmungsmethoden fiir eine Bodenkartierung.
Mischproben aus Bohrungen eignen sich vor
allem, um Bestimmungen von Protisten und Ne-
matoden durchzuflihren. Diese lassen sich mit der
Bodenprobenahme flir mikrobiologische Parame-
ter wie Bakterien und Pilze oder bestimmte physi-
kalisch-chemische Parameter kombinieren. Andere
biologische Parameter wie Regenwlrmer, Mikro-
arthropoden und funktionelle Methoden werden
nur bei Profilgruben als praktikabel erachtet.

Hinweis: Dieser Bericht gibt den Stand der Tech-
nik der Methoden zur Bestimmung von Boden-
fauna-Charakteristika im Frihjahr 2021 wieder. Die
Preise und insbesondere die molekularen Metho-
den kénnen sich seitdem geédndert haben.
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1. Einfuhrung und Ausgangslage

Das Kompetenzzentrum Boden (KOBO) ist der Berner Fach-
hochschule (HAFL) angegliedert und hat das zentrale Anliegen,

die Erhebungs- und Analysemethoden von Bodeneigenschaften

zu vereinheitlichen. Dies ist notwendig, um eine national ein-
heitliche, flachendeckende Bodenkartierung durchfihren zu kénnen
und dabei Eigenschaften und Qualitat der Boden zu erheben.

In diesem Kontext gilt es festzustellen, welche Be-
stimmungsmethoden es zur Umsetzung einer fla-
chendeckenden Bodenkartierung gibt und mit wel-
chen Kosten und Aufwéanden die bodenkundlichen
Erhebungen verbunden sind. Dabei werden samtli-
che Schritte von der Probennahme und der Aufbe-
reitung bis hin zur eigentlichen Messung untersucht.
Bisher wurden biologische Parameter im Vergleich
zu den physikalisch-chemischen Eigenschaften noch
wenig in die Bodenkartierung einbezogen. Es be-
steht jedoch eine wachsende Nachfrage nach ihrer
Integration (Keller und Racine, 2019).

Bestimmungsmethoden sollten zuverlassige und
reproduzierbare Informationen liefern, gleich-
zeitig kostenguinstig sein und nur einen geringen
Arbeitsaufwand flr ihre Durchfihrung erfordern.
Die Auswahl der biologischen Eigenschaften und
der Methoden hangt davon ab, wie viele Proben
pro Zeiteinheit verarbeitet werden sollen. Es mis-
sen daher verschiedene Szenarien hinsichtlich
wochentlicher Probenahmekapazitat und Durch-
fihrung bewertet werden. Ebenso muissen ver-
schiedene hierarchische Ebenen (Referenzprofile,
Profil und Bohrung) bei der Kartierung zur Unter-
suchung der Bodeneigenschaften in Betracht ge-
zogen werden (Keller und Racine, 2019).

Das Ziel dieser Forschungsarbeit ist es, den Infor-
mationsbedarf bezlglich biologischer Boden-
eigenschaften zu ermitteln und eine Liste biologi-
scher Parameter zu erstellen, die fir die Planung
der schweizweiten Bodenkartierung von Interesse
sind. Im ersten Teil dieser Arbeit wurde eine
Recherche zum Stand der Technik von national

und international angewandten Bestimmungs-
methoden zu biologischen Parametern durchge-
flhrt. Anschliessend wurde bewertet, wie gut sich
die betrachteten biologischen Parameter und de-
ren Bestimmungsmethoden fir eine flachenhafte
Bodenkartierung eignen (Praktikabilitat, Aufwand,
Kosten). Daflir wurden drei Proben-Verarbeitungs-
Szenarien berlcksichtigt: 100, 500 und 1000
Proben pro Woche. Abschliessend empfiehlt der
Bericht konkrete Bestimmungsmethoden fir
grossflachige Bodenkartierungen.

Die ausgewahlten biologischen Eigenschaften und
deren Bestimmungsmethoden wurden den drei
hierarchischen Ebenen als vorrangig oder optional
eingestuft: 1) Referenzprofile, die reprasentative
Bodenprofile flr die Schweiz bezeichnen und
moglichst umfassend untersucht und beschrieben
werden sollten, 2) Profile (im Rahmen der Boden-
kartierung) und 3) Bohrungen mit Probenahmen.
Auch die Moglichkeiten methodischer Kombina-
tionen (biologische Eigenschaften untereinander
oder mit physikalisch-chemischen Eigenschaften)
wurden evaluiert.

Diese Forschungsarbeit konzentriert sich auf
Bestimmungsmethoden von bodenbiologischen
Eigenschaften, die auf die endogene Bodenfauna
abzielen, insbesondere auf Regenwirmer, Spring-
schwanze, Milben, Nematoden und Protisten. Die
oberirdische Makrofauna, Asseln, Myriapoden,
Ameisen, Insektenlarven mit Entwicklungsstadien
im Boden, Weichtiere, die Megafauna (z.B. Mikro-
saugetiere), Pflanzen usw. werden nicht berlick-
sichtigt.
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2. Methodik

Biologische Bodenparameter beschreiben die Ak-
tivitat von Organismen, die im Boden leben (Tiere,
Pflanzen und Mikroorganismen). Sie reichen von
der mikroskopischen bis zur makroskopischen
Skala. Die Bodenbiologie ist fir verschiedene Pro-
zesse verantwortlich z.B. fir die Bildung und
Erhaltung der Bodenstruktur, den Abbau, die
Umwandlung und den Transport organischer
Substanz, den Ablauf biogeochemischer Kreis-
laufe usw. (Bispo et al., 2009; Greiner et al., 2017).
Ebenso wie die physikalisch-chemischen Eigen-
schaften kénnen auch die biologischen Boden-
parameter als Indikatoren fir die Bewertung der
Bodenqualitat herangezogen werden. Mithilfe von
Indikatoren, einschliesslich biologischer Indikato-
ren, lassen sich Stérungen, Bodenumwandlungen

2.1 Fokus der Studie

2.1.1 Biologische Parameter

Bodenorganismen werden haufig als biologische
Parameter verwendet. Sie liefern Informationen
Uber die Struktur oder die Funktionsweise des
Okosystems. Biologische Parameter kdénnen in
drei Hauptkategorien unterteilt werden:

Globale oder quantitative Parameter:
allgemeine Parameter wie z.B. die Biomasse
oder die Anzahl der Individuen flr die
untersuchte Art

Struktur- und Diversitdtsparameter:

z.B. die Anzahl der Arten und die Struktur
der Gemeinschaften

Aktivitéts- oder Funktionsparameter:
Parameter, die Informationen Uber die Pro-

zesse und Funktionen des Bodens geben

und Auswirkungen auf Okosysteme identifizieren
und quantifizieren. Das Monitoring von Béden er-
moglicht es, die Landnutzung und -bewirtschaf-
tung mit der Bodenfunktion und den Okosystem-
leistungen zu verknipfen und dadurch Schutz-
massnahmen zu empfehlen (Bispo et al., 2009;
Pulleman et al., 2012).

Bodenbiologische Parameter werden seit den
1990er Jahren von Feldversuchen und Monitoring-
programmen verwendet (Pulleman et al., 2012):
Zahlreiche Organismengruppen und verschiedene
biologische Prozesse wurden als Indikatoren fur
die Bodenqualitat herangezogen. Im Vergleich zu
physikalisch-chemischen Parametern werden bio-
logische Parameter nach wie vor wenig erhoben.

Die Untersuchung eines einzelnen Organismus
ermoglicht es meist, mehrere biologische Mess-
grossen zu sammeln. Beispielsweise wird die Ex-
traktion von Regenwirmern flr einen bestimmten
Standort Informationen Uber die Anzahl der vor-
handenen Individuen und die Biomasse liefern
(globaler Parameter). Es kénnen auch Informatio-
nen Uber die Anzahl der vorhandenen Arten ge-
sammelt werden (Struktur-/Diversitatsparameter).
Ihre Verteilung auf die 6kologischen Kategorien
wird Hinweise auf die Funktionen geben, die sie
innerhalb des Okosystems erflillen (Akfivitats-/
Funktionsparameter) (siehe Kapitel 3.2 fir weitere
Einzelheiten).

In einigen Fallen kann die Bestimmung von funk-
tionellen Parametern durch eine einzige Messung
erfolgen. Dies ist z.B. bei Methoden der Fall, die
die biologische Aktivitat, wie den Abbau organi-
scher Substanz in Béden, bewerten (Bait Lamina-
Methode, Litter Bag oder Tea Bag Index).
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Abbildung 1: Klassen von Bodenorganismen (nach ihrer Grésse), die in dieser Forschungsarbeit betrachtet werden.
Sie sind durch die roten Rechtecke gekennzeichnet und stellen nur die Bodenfauna dar. Die Mikroflora wird nicht bertick-

sichtigt. (Ursprung der Abbildung: Walser et al. [2021]).

2.1.2 Betrachtete Organismen

Diese Studie beschrankt sich auf die Bodenfauna
und die Protisten. Die biologischen Bodenpara-
meter fir die Mikroflora (Bakterien und Pilze) wer-
den in einer anderen Studie untersucht.

Unter Bodenfauna versteht man Organismen der
Mikrofauna, wie Nematoden und Protozoen (im
weiteren Sinne Protisten), sowie Organismen der
Meso-, Makro- und Megafauna, wie Milben,
Springschwéanze, Enchytréen und Regenwlrmer
(Abbildung 1). Biologische Parameter betrachten
haufig die Abundanz, die Diversitat und die Struk-
tur der Gemeinschaften von Bodenorganismen als
Messvariable. Die biologische Aktivitat dieser Or-
ganismen und die Rolle, die sie bei Bodenprozes-
sen und -funktionen, wie dem Abbau organischer
Substanz, spielen, kdnnen ebenfalls berlicksichtigt
werden.

Abbildung 1 zeigt die Vielfalt an Organismen der
Bodenfauna. Die Studie ist auf jene biologischen
Parameter ausgerichtet, die fir die Bodenkartie-
rung von Interesse sind. Diese wurden durch eine

Literaturrecherche zu national und international
angewandten Bestimmungsmethoden fir biologi-
sche Parameter ermittelt (siehe auch Kapitel 3.1).
Forschungsprojekte, die sich mit Bodenorganis-
men, Bodenqualitat und Bodeniiberwachung in
der Schweiz befassen, wurden ebenfalls in die
Studie miteinbezogen. Die in diesen Programmen
ausgewahlten biologischen Parameter samt Be-
stimmungsmethoden wurden jeweils in einer Liste
zusammengestellt (Abbildung 2).

Forschungs- oder Monitoringprogramme
mit biologischen Parametern in Europa
und der Schweiz

Biologische Parameter und Organismen,
die in den Programmen verwendet
wurden

Methoden zur Untersuchung der
biologischen Parameter

Abbildung 2: Ansatz zur Bestimmung biologischer
Parameter, die fur eine Bodenkartierung relevant sind.
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2.2 Kiriterien fir die Bewertung biologischer Parameter
und deren Bestimmungsmethoden

Verschiedene Kriterien wurden herangezogen, um
die Relevanz der biologischen Parameter und die
Durchfihrbarkeit deren Bestimmung im Rahmen
einer Bodenkartierung zu bewerten.

2.2.1 Vorgehen

Um die Durchflihrbarkeit einer Bestimmungs-
methode zu beurteilen, wurde der Ressourcen-
aufwand fir die folgenden Schritte berticksichtigt:
die Feldphase inklusive Entnahme von
Organismen oder Bodenproben oder
Anbringen/Entfernen von Messinstrumenten
(z.B. Bait Lamina oder Tea Bag) je nach
Probenahmemodalitat,

die Vorbereitung und Aufbereitung der
Proben fir die Analyse

die Analyse und Interpretation der biologi-
schen Parameter

Der Begriff «<Ressourcen» umfasst:

den Zeitaufwand (Zeit, die fir die Durch-
fuhrung des Verfahrens bendtigt wird)
die Materialanforderungen und -kosten
das Fachwissen, das flr die Durchfiihrung
erforderlich ist

Ebenso wurden die erforderlichen Apparaturen
und das fur die Durchfihrung notwendige Ver-
brauchsmaterial bericksichtigt. Grundlegende
Laborausriistung (z.B. Abzugshaube, Prazisions-
pipetten usw.) wurde nicht berlcksichtigt.

Die Relevanz- und Implementierungskriterien fir
jeden biologischen Parameter werden in den ver-
schiedenen Abschnitten genauer definiert (siehe
Kapitel 3).

2.2.2 Hinweise und Einschrankungen

Der Bericht gibt flr jeden biologischen Indikator
Hinweise und Einschrankungen an. Diese Informa-
tionen dienen dazu, die Eignung der biologischen
Parameter flr die Bodenkartierung besser ein-
schatzen zu kénnen. Sie werden am Ende des Ab-
schnitts fir die entsprechenden Indikatoren defi-
niert (siehe Kapitel 3).
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2.3 Verwendete Literatur und Hintergrundinformationen

Die Literaturrecherche zu biologischen Parame-
tern konzentriert sich auf Informationen, die in
nationalen Datenbanken und in wissenschaftli-
chen Publikationen verfligbar sind. Bei Schweizer
Forschungsprojekten wurden Informationen in
personlichen Gesprachen mit den verantwort-
lichen Expertiinnen und Ulber die von der For-
schungsgruppe zu dem Thema verdffentlichten
wissenschaftlichen Publikationen erlangt. Die be-
trachteten Methoden sind Gegenstand nationaler

oder internationaler Normen oder werden von na-
tionalen Institutionen validiert (in einigen Fallen
graue Literatur). Vielversprechende, aber noch in
der Entwicklungsphase befindliche, Methoden
wurden ebenfalls berlcksichtigt.

Die Bestimmungsmethoden flr alle betrachteten
Organismen werden in Kapitel 3 naher beschrie-
ben.

2.4 Vergleichstabellen fir biologische Parameter

Die in der Literaturlibersicht gesammelten Infor-
mationen Uber Monitoring- und Forschungs-
programme mit biologischen Parametern wurden
in einer Excel-Tabelle zusammengestellt. Darin
enthalten sind Daten Uber den betrachteten Orga-
nismus, die Referenzinformationen Uber die Me-
thode, die verschiedenen Phasen des methodi-
schen Verfahrens, die Einschrankungen bei der
Anwendung und der Methodik sowie Besonder-
heiten. Die Tabelle befindet sich im Anhang (siehe
Anhang 8.1).

Daneben wurde eine Liste mit den wichtigsten
Messinstrumenten und Materialien erstellt. Die ge-
listeten Materialkosten ermoéglichen es, die Kosten
der verschiedenen Methoden abschatzen und
vergleichen zu kénnen (siehe Anhang 8.2).

10
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3. Resultate

Die folgenden Ergebnisse stammen aus der Literaturrecherche

zu den wichtigsten Monitoring- und Forschungsprogrammen in Europa
und der Schweiz, die biologische Parameter verwenden (Kapitel 3.1).
Die Rohdaten zu den verwendeten biologischen Parametern

und Bestimmungsmethoden sind in einer Excel-Tabelle (Anhang 8.1)

zusammengefasst.

3.1 Biologische Parameter weltweit

Biologische Parameter werden bereits seit meh-
reren Jahren zur Messung und zum Monitoring der
Bodenqualitat sowie zur Bewertung der Biodiver-
sitdt und der Funktion der Okosysteme eingesetzt.
Sie sind als Ergénzung zu bereits verfligbaren phy-
sikalisch-chemischen Indikatoren zu betrachten.
Die laufende Integration biologischer Messungen
in Beobachtungsprogramme flr die Bodenquali-
tat ist sowohl auf nationaler als auch auf interna-
tionaler Ebene zu beobachten. Tabelle 1 (Kapitel
3.1.4) listet die wichtigsten Programme auf, die bio-
logische Parameter flr das Monitoring und die
Messung der Bodenqualitat und der Biodiversitat
verwenden, und gibt deren Indikatoren an. Mikro-
bielle Indikatoren sind nicht enthalten.

3.1.1 Europaische Programme

In den letzten 15 Jahren haben sich mehrere euro-
paische Forschungsprogramme mit biologischen
Parametern und der Biodiversitat von Bdden be-
fasst.

Ein Beispiel ist das ENVASSO-Projekt (ENViron-
mental ASsessment of SOil for monitoring; 2006 —
2008). Das Ziel dieses Projekts besteht darin,
ein Bodenmonitoringprogramm zum Schutz der
Boéden in Europa zu definieren und zu dokumen-
tieren. Um den Rlckgang der biologischen Vielfalt

der Béden zu untersuchen, wurden zwei SchlUssel-
aspekte berlcksichtigt: die «Artenvielfalt» und die
«biologischen Funktionen» des Bodens. Fir den
Aspekt «Artenvielfalts wurden flr die Pedofauna
Regenwiirmer und die gesamte Makrofauna aus-
gewahlt. Fir die Mesofauna wurden Enchytraen,
Milben und Springschwéanze und fir die Mikro-
fauna Nematoden sowie Protisten gewahlt. Fir
den Aspekt «biologische Funktionen» wurden
Aktivitdtsmessungen bestimmt wie die Frassaktivi-
tat (z.B. Bait Lamina) (Tabelle 1).

ENVASSO — Bodenfauna-Indikatoren

_ Regenwirmer (Diversitat, Abundanz
und Biomasse) *.

_ (Enchytraen, wenn keine Regenwlrmer
vorhanden sind)

_ Makrofauna insgesamt

_ Springschwanze (Vielfalt und
Abundanz) *

_ Milben

_ Nematoden

__ Profisten

_Akftivitatsparameter (Litter Bag,
Bait Lamina)

*Indikatoren, die im Set der empfohlenen
biologischen Mindestparameter enthalten
sind
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Um die Bodenbiologie entsprechend abbilden zu
kénnen, empfiehlt das Programm einen Mindest-
umfang an Bioindikatoren. In Bezug auf die Bo-
denfauna umfasst dieser Regenwirmer (Diversitat,
Abundanz und Biomasse) und Springschwéanze
(Diversitat und Abundanz). Wenn wenige oder gar
keine Regenwlrmer am Standort vorkommen (wie
z.B. in sauren, gesattigten Béden) werden Enchy-
trden als Ersatz erhoben.

Der Aspekt der Akfivitatsparameter wurde nicht in
den minimalen Datensatz aufgenommen (Huber
et al., 2008; Micheli et al., 2008). Der minimale
Datensatz von Indikatoren wurde in sechs Pilot-
regionen in funf Landern (Deutschland, Frank-
reich, Ungarn, Irland und Portugal) getestet. Die
Pilotregionen umfassten Flachen zwischen 2,7 km?
und knapp 70000 km? (Arrouays et al., 2008).

Das Projekt EcoFINDERS (Ecological Function
and Biodiversity Indicators in European Soils;
2011—2014) ist ein weiteres EU-Projekt mit dem
Ziel, Instrumente flir die Entwicklung einer nach-
haltigen Bodennutzung bereitzustellen. Dieses
Forschungsprogramm zielte darauf ab, die Biodi-
versitat in europaischen Boden zu charakterisieren
und die Beziehungen zwischen der Vielfalt der
Bodenorganismen, der Bodenfunktion und den
erbrachten Okosystemdienstleistungen zu ermit-
teln (http://esdac.jrc.ec.europa.eu/projects/eco-
Finders). Es wurden biologische Bodenindikatoren
ausgewahlt, die flr das Monitoring der biologi-
schen Vielfalt und der Okosystemfunktionen in
Europa relevant und kosteneffizient sind. Letzt-
endlich wurden 18 Indikatoren aus rund 200 bio-
logischen Methoden ausgewahlt. Die ausgewahl-
ten biologischen Indikatoren konzentrierten sich
auf mikrobielle, faunistische und funktionelle
Merkmale. Wobei sowohl morphologische als
auch molekulare Ansatze oder Messungen, die auf
(biologischen) Bodenprozessen basieren, integ-
riert wurden. Sie wurden an sechs Versuchsstand-
orten in Europa (Deutschland (2 Standorte), Frank-
reich, Slowenien, Portugal und Vereinigtes
Kénigreich) getestet (Griffiths et al., 2016; Stone et
al., 2016). In Tabelle 1 (Kapitel 3.1.4) sind die aus-
gewahlten Indikatoren flr die Bodenfauna aufge-
flhrt.

Das Projekt LUCAS (Land Use/Cover Area frame
stafistical Survey) ist eine umfassende und regel-
massige Erhebung von Daten im Oberboden, die
in der gesamten Europaischen Union durchge-
fuhrt wird. Ziel ist es, politikrelevante Statistiken
Uber die Auswirkungen der Landbewirtschaftung
auf die Bodeneigenschaften zu erhalten. Etwa
45000 Bodenproben wurden wahrend der ersten
zwei Kampagnen, 2009 —2012 und 2015, gesam-
melt. Die Daten und die daraus abgeleiteten Er-
gebnisse (europaische Bodenkarten) sind auf der
Website des Europaischen Zentrums fir Boden-
daten (ESDAC; https://esdac.jrc.ec.europa.eu/) frei
zuganglich. Bei der LUCAS-Erhebung 2018 wur-
den neue Parameter wie die Biodiversitat der
Boden berlicksichtigt. Diese wurde an 1000 Stand-
orten in ganz Europa mithilfe von DNA-Meta-
barcoding-Methoden bewertet: Bakterien und Ar-
chaeen (16S rDNA), Pilze (internal transcribed spa-
cer, [ITS]), Eukaryoten (185 rDNA), Nematoden
(z.B. next generation sequencing [NGS]), Meso-
fauna-Arthropoden (z.B. Gen cox1) und Regen-
wurmer (z.B. mitochondriale DNA). Die Methodik,
die zur Analyse der ersten drei Zielgruppen von
Bodenorganismen verwendet wurde, ist gut etab-
liert. Hinsichtlich der Frage, wie die anderen Grup-
pen von Bodenorganismen am besten untersucht
werden kénnen, ergeben sich jedoch technische
Grenzen, z.B. die Notwendigkeit, DNA aus einer
grossen Menge Boden zu extrahieren, um die
Nachweisbarkeit von Arten zu verbessern. Dieses
Thema wurde daher fliir Expertiinnen auf diesem
Gebiet zur Diskussion gestellt, um die bestmogli-
chen Strategien flr gross angelegte genetische
Signatur von anderen Bodenorganismen als
Mikroorganismen und 18S-Eukaryoten zu erértern
(Orgiazzi et al., 2018). Die Ergebnisse der Erhe-
bung 2018 sind noch nicht verdffentlicht.


http://esdac.jrc.ec.europa.eu/projects/ecoFinders
http://esdac.jrc.ec.europa.eu/projects/ecoFinders
https://esdac.jrc.ec.europa.eu/
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3.1.2 Nationale Programme

In Deutschland nehmen einige Bundeslander
biologische Parameter in ihr Programm zur lang-
fristigen  Standortbeobachtung (Bodendauer-
beobachtungsflachen [BDF]) auf. Regenwiirmer
und Ringelwlrmer (z.B. Enchytréen) gehéren zu
den am haufigsten gemessenen biologischen
Parametern fir wirbellose Bodentiere. Einige Bun-
deslander betrachten auch Springschwénze und
Nematoden. Es gibt jedoch noch keinen einheitli-
chen Ansatz auf nationaler Ebene. Biologische
Parameter werden nicht in allen Bundeslandern
systematisch oder nur in unregelmassigen Abstan-
den gemessen. Es wurden Vorschlage flr eine
bessere Konsistenz der Messparameter gemacht
(Rémbke et al., 2012). Beispielsweise fihrt das
Bundesland Schleswig-Holstein (BDF SH) an
seinen 37 Langzeitiberwachungsstandorten alle
6 Jahre ein Monitoring von Regenwirmern und
Ringelwlrmern (Enchytrdaen) durch (Kliver et al.,
2020). Das Bundesland Baden-Wiirttemberg (BDF
BW) wiederum fuhrt seit Gber 30 Jahren ein Pro-
gramm zur Uberwachung von Collembolen-
gemeinschaften an 57 langfristigen Beobach-
tungsstandorten im Wald durch (Balkenhol & Rus-
sell, 2007).

Daneben lauft in Deutschland noch das Projekt
MonViA, das ein bundesweites Monitoring der
biologischen Vielfalt in Agrarlandschaften zum Ziel
hat. Das Projekt wurde im Auftrag des Bundes-
ministeriums fir Erndhrung und Landwirtschaft
(BMEL) durchgefihrt und umfasst auch die Bo-
denfauna — insbesondere die Entwicklung eines
Konzepts zum Monitoring der Auswirkungen von
Kulturmassnahmen auf die Vielfalt und Funktion
der Regenwurmgemeinschaften (http://www.ag-
rarmonitoring-monvia.de).

Zudem hat das Senckenberg Museum fir Natur-
kunde in Goérlitz, Deutschland die «Edaphobase»
entwickelt. Es stellt ein frei zugangliches Daten-
portal dar, das Daten liber Bodenorganismen (Ne-
matoden, Springschwéanze, Milben, Chilopoden,
Diplopoden, Isopoden, Enchytrden und Regen-
wurmer), ihre Verbreitung und Habitatsparameter
aus unterschiedlichen Quellen (wissenschaftliche
Literatur, Museumssammlungen, Projektrohdaten
etc.) sammelt (https://portal.edaphobase.org).

Frankreich hat in den letzten Jahren mehrere Pro-
gramme ins Leben gerufen, die den Zustand des
Bodens, seine Eigenschaften und Funktionen unter-
suchen. Das Programm Réseau de Mesures de
Qualité des Sols (RMQS) dient seit den 2000er
Jahren der Bewertung und dem langfristigen
Monitoring der Bodenqualitat in Frankreich. Dort
werden alle 15 Jahre physikalische, chemische und
biologische Bodenbeobachtungen und -messun-
gen an insgesamt 2240 Standorten in ganz Frank-
reich durchgefiihrt. Die Maschenweite betragt
4km. Bei der Bodenfauna konzentrierten sich die
Messungen auf Regenwirmer und die gesamten
Makroinvertebraten. Fiir die endogene Makrofau-
na werden bspw. Oligochaeten, Asseln, Diplopo-
den, Chilopoden, Spinnentiere, Schnecken, Kafer
(Larven und Erwachsene), Asseln, Schlupfwespen,
Lepidopteren (Larven), Dipteren (Larven) usw. [ISO
23611-5, 2011]) erhoben. Fiir die Mesofauna werden
Springschwanze und Milben erhoben und fir die
Mikrofauna Nematoden. Die Beobachtungen
wurden flr die RMQS-Standorte in der Region
Bretagne (RMQS BioDiv), insgesamt 109 Stand-
orte, durchgeflhrt (https://www.gissol.fr/le-gis/
programmes/rmags-34 und https://ecobiosoil.univ-
rennesl.fr/page/programme-rmgs-biodiv#Sites_
RMQS_BioDiv). Derzeit laufen eine Machbarkeits-
studie und ein Pilotprojekt (2020 —2021), um die
Errichtung eines landesweiten Biodiversitatsiber-
wachungsnetzes (RMQS-Biodiversitat oder Mess-
netz fiir Bodenbiodiversitit [RMBS]) zu unter-
suchen, das sich auf das bereits bestehende
RMQS-Netzwerk stltzt. Fir die Untersuchung der
Bodenfauna werden im Projekt Erhebungen der
Protisten, Nematoden, der Mesofauna und der en-
dogenen und oberirdischen Makrofauna (Spring-
schwénze, Milben, Kafer, Regenwirmer usw.) so-
wie von Umwelt-DNA vorgeschlagen.

Das franzdsische Programm ADEME Bioindica-
teurs Il (2009 —2012) hatte zum Ziel, biologische
Indikatoren zur Uberwachung der Bodenqualitat
zu entwickeln, um die bereits verfligbaren phy-
sikalisch-chemischen Indikatoren zu ergénzen
(https://ecobiosoil.univ-rennesl.fr/ADEME-Bio
indicateur/index.php; Bispo et al., 2009). Fir die
Bodenfauna wurden Regenwlrmer, die gesamte
Makrofauna und Nematoden ausgewahlt. Schnecken
sind ebenfalls Teil des vorgeschlagenen Bioindika-
torensets flir die Bodenfauna. Sie werden zur
Bewertung von Bodenkontaminationen herange-
zogen (Akkumulations-Bioindikatoren).


http://www.agrarmonitoring-monvia.de
http://www.agrarmonitoring-monvia.de
https://portal.edaphobase.org
https://www.gissol.fr/le-gis/programmes/rmqs-34
https://www.gissol.fr/le-gis/programmes/rmqs-34
https://ecobiosoil.univ-rennes1.fr/page/programme-rmqs-biodiv#Sites_RMQS_BioDiv
https://ecobiosoil.univ-rennes1.fr/page/programme-rmqs-biodiv#Sites_RMQS_BioDiv
https://ecobiosoil.univ-rennes1.fr/page/programme-rmqs-biodiv#Sites_RMQS_BioDiv
https://ecobiosoil.univ-rennes1.fr/ADEME-Bio indicateur/index.php; Bispo et al., 2009
https://ecobiosoil.univ-rennes1.fr/ADEME-Bio indicateur/index.php; Bispo et al., 2009
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In Frankreich gibt es daneben noch das CASDAR-
Projekt Agrlnnov (2012 —2015) (Ranjard, 2011). Es
zielt darauf ab, biologische Indikatoren fir die
Messung der Qualitat landwirtschaftlicher Boden
bereitzustellen. Als Indikatoren fir die Bodenfauna
wurden Regenwlrmer und Nematoden ausge-
wahlt. Fir die funktionellen Messungen (Abbau
organischer Substanz) wurden Litter Bags verwen-
det.

Auch die Niederlande haben ein landesweites
Bodenmonitoringnetz (the Netherlands Soil Moni-
toring Network [NSMN]) mit (iber 300 Beobach-
tungsstandorten eingerichtet. Es umfasst ca. 20
verschiedene Landnutzungskategorien und deckt
etwa 75 % der Gesamtflache des Landes ab (ohne
fixe Maschenweite). Biologische Parameter «Bio-
logical Indicator System for Soil Quality (BISQ)»
sind seit 1997 darin integriert. Das BISQ versucht,
eine Verbindung zwischen der biologischen Viel-
falt und den Bodenfunktionen herzustellen.
Genauer gesagt zwischen den wichtigsten lebens-
erhaltenden Funktionen (Abbau organischer Subs-
tanz, Nahrstoffkreislauf usw.) bzw. ékologischen
Prozessen (Fragmentierung, Kohlenstoff- und
Stickstoffmineralisierung) und den wichtigsten
Gruppen von Bodenorganismen. Die grossen
trophischen Gruppen, die fiir die Bodenfauna be-
obachtet wurden, sind Regenwlrmer, Enchytraen,
Mikroarthropoden (Springschwénze und Milben)
und Nematoden (Rutgers et al., 2008; Rutgers et
al., 2009).

Im Vereinigten Kdnigreich gibt es ein nationales
Uberwachungsprogramm, die «Countryside Sur-
vey». Sie umfasst Bodenbeobachtungen, Land-
nutzungskarten und Felderhebungen. Ziel des
Programms ist es, den Zustand des Bodens zu
Uberwachen und ihn zu schiitzen. Das Programm
lauft seit 1978 und umfasst 629 Standorte, die Uber
das ganze Land verteilt sind (Maschengrdsse
1km?, geschichtete Zufallsstichprobe). Die Beob-
achtungen werden alle 10 Jahre wiederholt. Bei
der Bodenfauna wird die Vielfalt der wirbellosen
Bodentiere, insbesondere der Springschwanze
und Milben, gemessen (https://countrysidesurvey.
org.uk/; Emmett et al., 2010). Die britische Boden-
beobachtungsstelle (UK soil observatory) erstellt
basierend darauf Karten zu biologischen Boden-
parametern, die mit Bodenbedeckungskartierung
extrapoliert werden (http://www.ukso.org/).

3.1.3 Programme in der Schweiz

Flr die Schweiz widmet sich die Nationale Boden-
beobachtung (NABO) der Uberwachung der che-
mischen, physikalischen und biologischen Eigen-
schaften des Bodens. 30 Messstandorte (10
Ackerlandstandorte, 10 Wiesenstandorte, 10 Wald-
standorte) konzentrieren sich auf die Beobach-
tung der Bodenbiologie (NABObio). Im Fokus
steht dabei die Messung mikrobieller Parameter.
Auf kantonaler Ebene beinhaltet das kantonale
Bodenutberwachungsprogramm (KABObio) des
Kantons Bern biologische Indikatoren fir die Bo-
denfauna. Es werden dort an 19 Standorten im
Kanton alle 5 bis 8 Jahre Regenwlrmer beobachtet
(persdnliche Mitteilung Claudia Maurer, Amt far
Landwirtschaft und Natur des Kantons Bern).

Derzeit laufen mehrere Forschungsprojekte, die
sich mit der Vielfalt und den Funktionen von
Bodenfauna-Gemeinschaften befassen. Die be-
troffenen biologischen Parameter sind:

Regenwilrmer, mit Claire Le Bayon,
Titularprofessorin am Labor fir funktionelle
Okologie der Universitat Neuchatel (UniNE),
Mikroarthropoden (Springschwanze,
Milben, etc.) mit Dr. Jirg Enkerli von der
Forschungsgruppe fiir Molekulare Okologie
an Agroscope,

Nematoden, mit Dr. Beat Frey, Leiter der
Forschungseinheit flr Rhizospharenprozesse
an der Eidgendssischen Forschungsanstalt
fur Wald, Schnee und Landschaft (WSL),
Protisten, mit Professor Thierry Heger von
der Gruppe Bodenwissenschaft und Umwelt
der Hochschule fiir Weinbau und Onologie
in Changins (HES-SO Changins) und
Professor Edward Mitchell vom Labor fur
Bodenbiodiversitat an der Universitat
Neuchéatel (UniNE),

funktionelle Methoden wie der Tea Bag Test
(Andreas Fliessbach, FiBL) oder der Bait
Lamina Test (Campiche et al., 2015) wurden
bzw. werden in mehreren Forschungs-
programmen in der Schweiz eingesetzt.


https://countrysidesurvey.org.uk/
https://countrysidesurvey.org.uk/
http://www.ukso.org/
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3.1.4 Zusammenfassung

g 2
g c :E c T © :’:,
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Anzahl an Maschen- o ¢ = 2 & H ¢ = & 5 3
. ¢ < Q o o T = @9 6
Land &Programm untersuchten Standorten  weite ¢ uw v T Z & T o 3 F o
Europa
ENVASSO 6 Pilotregionen (5 Lander)  keine x X! ) ) ) ) x) x
ECOFINDERS 6 Standorte (6 Lander) keine X x  x (x) X
LUCAS 20182 1000 keine X x3 x3 X
Schweiz
FaBo Bern 19 keine X
Andere Forschungsprojekte x) x x x X x4 (x)
Deutschland
BDF Schleswig-Holstein (SH) 37 keine X X
BDF Baden-Wirttemberg (BW) 57 keine X
Frankreich
BIOINDICATEURS I 47 keine X X X X X2
RMQS BioDiv 109 4km? X X X X x5
RMBS? n.v. n.v. X X X X X X X
AgrINNOV 248 keine X X X
Niederlande
BISQ 300 keine X X X X X
Vereinigtes Konigreich Geschichtete
Countryside Survey 629 Zufalls- X X x5

stichprobe

Tabelle 1: Wichtigste Monitoring- und Forschungs-
programme unter Verwendung biologischer
Parameter in der Schweiz und in Europa und unter-
suchte Bodenorganismen.

)

biologische Parameter, die im empfohlenen Mindestset
enthalten sind oder Gegenstand laufender nationaler
Forschungsprojekte fir die Schweiz sind.

Biologische Parameter, die in Betracht gezogen werden,
aber nicht im getesteten/empfohlenen Mindestset von
Indikatoren enthalten sind, oder biologische Parameter,
die in der Vergangenheit Gegenstand von Forschungs-
projekten in der Schweiz waren.

. Informationen nicht verfligbar.

Enchytréden werden berlicksichtigt, wenn keine Regenwiirmer
vorhanden sind (z. B. in einigen Waldern).

Neuere Projekte, die noch nicht abgeschlossen sind und fiir
die noch keine Ergebnisse oder detaillierten Informationen
zum Projekt vorliegen.

In der LUCAS-Erhebung 2018 wird der allgemeine Begriff
«Arthropoden der Mesofauna» verwendet, um die Organis-
mengruppen zu definieren, die fir die Analyse der Bio-
diversitdt von Béden verwendet werden. In der Tabelle wer-
den diese unter Springschwénzen und Milben referenziert.

Bait Lamina werden derzeit in mehreren kleinen Forschungs-
projekten in der Schweiz eingesetzt, z.B. an der HAFL in
Zollikofen (graue Literatur).

Nur endogene Makrofauna.
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Regenwlrmer sind die am haufigsten verwende-
ten Indikatoren in den oben aufgelisteten Monito-
ring- und Forschungsprogrammen, (sie werden in
11 von 13 betrachteten Programmen erhoben).
Darauf folgen Springschwéanze (10/13), Milben und
Nematoden (9/13). Makrofauna, Enchytraen, Pro-
tisten und funktionelle Methoden werden in
5 oder weniger der aufgeflihrten Programme ver-
wendet.

Im folgenden Abschnitt werden Informationen ge-
geben, die helfen, die Relevanz der biologischen
Parameter (Organismen und zugehérige Bewer-
tungsmethoden) zu beurteilen und die Mach-
barkeit ihrer Anwendung fir eine schweizweite

3.2 Regenwiirmer

Regenwirmer (Annelida, Oligochaeta) gehdren
zur Makrofauna und gelten als die Ingenieure des
Bodens. Sie spielen eine wichtige Rolle bei der
Zersetzung toter Pflanzenreste, der Erhohung des
Gehalts an organischer Substanz und der Anrei-
cherung von Nahrstoffen, der Verbesserung der
Aggregatstabilitat, der Belliftung des Bodens und
der Anregung der mikrobiellen Aktivitat. In der
Schweiz kommen etwa 40 Arten vor. Diese lassen
sich durch ihr Verhalten und ihre Nahrungswahl in

Bodenkartierung einzuschatzen. Vorrangig wer-
den die in Monitoring- und Forschungsprogram-
men am haufigsten verwendeten Organismen,
d.h. Regenwlrmer, Springschwénze, Milben und
Nematoden, sowie Protisten und einige funktio-
nelle Methoden diskutiert. Auf ihre Bedeutung im
Hinblick auf eine Bodenkartierung wird im Kapitel
Diskussion (Kapitel 4) eingegangen.

Anmerkung: Die Programme LUCAS 2018 und
RMBS laufen noch. Daher war es zum Erstellungs-
zeitpunkt dieses Berichts nicht moglich, relevante
und detaillierte Informationen zu den Methoden,
die zur Analyse der biologischen Parameter ver-
wendet wurden, zu finden und zu berichten.

drei dkologische Gruppen (epigaische, endogai-
sche und andzische (auch anektisch) Regenwdir-
mer) einteilen (Abbildung 3). Die Bedeutung der
Regenwlrmer fir unterschiedliche Bodenfunktio-
nen hangt stark mit diesen unterschiedlichen
Gruppen zusammen (Rutgers et al., 2008; Pfiffner,
2013). Haufig werden Regenwlrmer als biologi-
sche Indikatoren flir das Monitoring und die Be-
urteilung der Bodenqualitét sowie fir die Bewer-
tung der Biodiversitat eingesetzt.

Abbildung 3: Endogaische Regenwirmer (links) und anézischer Regenwurm (rechts). Fotos: L. Pfiffner, FiBL
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3.2.1 Angefiihrte Methoden

In den in Kapitel 3.1 erwdhnten europaischen,
internationalen und nationalen Monitoring- und
Forschungsprogrammen werden finf Bestim-
mungsmethoden zur Untersuchung von Regen-
wlrmern verwendet (Tabelle 2).

Die allgemeine Methodik ist bei allen finf identi-
fizierten Bestimmungsmethoden gleich. Innerhalb
der einzelnen Verfahrensschritte sind jedoch eini-
ge Abweichungen festzustellen. Das allgemeine
methodische Prinzip und die methodischen Unter-
schiede werden in den beiden folgenden Kapiteln
definiert.

Verwendete Methoden Forschungsprogramm
ISO 23611-1" ENVASSO; EcoFINDERS; BDF SH
ADEME?2 3 Bioindicateurs Il; RMQS BioDiv

Cube a la béche*

BISQ; AgrINNOV

Agroscope?®

KABObio Bern

UniNE®

Recherche suisse (UniNE)

Tabelle 2: Gelistete Methoden zur Referenzen:
Bewertung von Regenwlrmern und
Uberwachungs- und Forschungs-

programme, die diese verwenden.

1 ISO 23611-1:2018. Soil quality — Sampling of soil invertebrates —
Part 1: Hand-sorting and extraction of earthworms.

2 Bioindicateurs Il» (https://ecobiosoil.univ-rennesl.fr/ADEME-Bioindicateur/
index.php) fir das ADEME-Programm Bioindicateurs Il und Cluzeau et al. 2009
flir das ADEME-Programm RMQS BioDiv («Cahier des méthodes»).

3 Die ADEME-Methoden der Projekte Bioindicateurs Il und RMQS BioDiv sind
Anpassungen von Bouché 1972 und der ISO-Methode 23611-1.

4 Rutgers et al., 2009 fir das BISQ-Programm und Ranjard, 2011 fiir das

AgrINNOV-Programm.

5 Agroscope Referenzmethoden B-RW-E, B-RW-H, B-RW-B (Agroscope, 2015).

6 Graue Literatur (Protokoll) und persénliche Mitteilung Claire Le Bayon, UniNE.
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Entnahme/Extraktion von Regenwiirmern

Chemisches Extraktionsmittel und/oder manuelle
Sortierung

Feld

Moprhologische Analysen
Auszahlung und Identifizieren

Labor

Abbildung 4: Methodisches Grundprinzip fir die Untersuchung von Regenwirmern.

3.2.2 Methodisches Grundprinzip

Morphologische Analysen
Die Untersuchung von Regenwlirmern besteht aus
zwei Hauptphasen (Abbildung 4):

1. Feldprobe: Die Regenwiirmer werden mit-
hilfe eines chemischen Extraktionsmittels aus
dem Boden extrahiert. (Die Wirmer zeigen
ein Fluchtverhalten als Reaktion auf die irri-
tierenden Eigenschaften der in den Boden
verschitteten Losung.) Oder sie werden
manuell aus einem Bodenblock aussortiert.

2. Morphologische Analyse, um die Regen-
wlrmer zu zdhlen und zu identifizieren.

Molekulare Analysen

Die derzeitig verbreitete Methodik nutzt haupt-
sachlich morphologische Analysen zur Identifizie-
rung der Regenwlrmer. Das Potenzial von |denti-
fizierungstechniken durch molekulare Analysen
(DNA-Barcoding oder -Metabarcoding) wird zu-
nehmend verwendet (LUCAS-Projekt 2018, aber
auch bereits im EcoFinders-Projekt bertcksichtigt).
Bei dieser Art der Identifizierung werden die im
Feld gesammelten Regenwlrmer anhand einer
kurzen, spezifischen DNA-Sequenz genetisch cha-
rakterisiert. Barcoding und Metabarcoding haben
den Vorteil, dass sie die Vielfalt der vorhandenen
Arten besser erfassen (bessere Unterscheidung
der Arten, Identifizierung von Jungtieren, ...), aber
auch den noch unbekannten Teil der Biodiversitat
der Regenwlrmer untersuchen (ldentifizierung
neuer Taxa) (Decaens et al., 2013). Diese Techniken
sind noch nicht als Analysemethode etabliert. lhr
Entwicklungspotenzial ist jedoch gross und ver-
dient es, berlicksichtigt zu werden.

Einige Programme befassten sich auch mit der
Identifizierung von Regenwurmgemeinschaften
anhand von Bodenproben ohne direkte Probe-

nahme der Organismen (Metabarcoding von Um-
welt-DNA (eDNA) (Bienert et al., 2012; Pansu et al.,
2015; Rota et al., 2020). Die Technik befindet sich
noch in der Entwicklungsphase. Diese Methode
wurde beispielsweise im RMBS-Projekt ange-
wandt.

3.2.3 Methodische Unterschiede

Die Unterschiede zwischen den verschiedenen
Methoden treten vor allem in der Phase der Pro-
benahme (Phase 1) auf und betreffen hauptsach-
lich:

Die Probenahmeflache, wobei die Varia-
tionen von 0,125 bis 1m? reichen.

Die Art des verwendeten chemischen
Extraktionsmittels: Formaldehyd oder Senf-
derivate (Senfkérnermehl, scharfer Wiirzsenf,
Allylisothiocyanat (AITC; ein Glucosinolat,
das dem flichtigen Senfdl entspricht),
Zwiebelsaft), die flir Regenwirmer reizend
sind, und die Menge der empfohlenen
Bewasserungen mit der reizenden Losung.
Die Masse des mit dem Spaten enthomme-
nen Bodenblocks flr das manuelle Sortieren
der Regenwlrmer.

Die Reihenfolge des Extraktionsverfahrens:
chemische Extraktion gefolgt von manueller
Extraktion oder umgekehrt. In einigen Fallen
wird nur die manuelle Extraktion durch-
geflihrt (manuelle Sortierung auf «Spaten-
wurfel»), ohne chemische Extraktion (BISQ-
und Agrinnov-Programm).

Die FlUssigkeit, die zur Konservierung der
Regenwilirmer verwendet wird.

Die Anzahl der empfohlenen Probenahmen
pro Standort.
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Die Hauptunterschiede sind in der nachfolgenden
Tabelle (Tabelle 3) genauer definiert.

Weitere Informationen und Details zu den ver-
schiedenen Methoden fliir Regenwirmer sind in
der Excel-Tabelle im Anhang (Anhang 8.1) zu fin-

den.
Anzahl der
Probenahme-  Verwendetes Bodenblock- Konservierungs- Proben pro
Methode flache Extraktionsmittel grosse (cm) flissigkeit Standort
I1SO 23611-11
1. Ausgabe 2006 0,25m? Formaldehyd 50x50x%20 Ethanol 70 % n.a.
2. Ausgabe 2018 0,25m? AITC 50 x50x%20 Ethanol 70 % n.a.
Alternativ 0,125m? Senfmehl, elektrische Formaldehydhaltige
Oder 1m? Methode (Octet Methode)? Lésung 4%
ADEME
Bioindicateurs Il 1m?2 Formaldehyd 25%x25%20 Formaldehydhaltige 3 bis 4
Ldsung
RMQS BioDiv 1m? Formaldehyd 25x25x25 Formaldehydhaltige 3 bis4
Losung
Spatenwirfel
BISQ / / 20x20x20 n.a. 3*%6
Agrinnov / / 20x20x25 Alkohol 6
Agroscope
(Referenzmethoden)  0,25m? Formaldehyd 50x25x%20 6 bis 10
Alternativ Senfmehl
UniNE 1m? Senfmehl 25x25%x20 Ethanol 70 % oder 3 bis 5
formaldehydhaltige
Losung 4%
Alternativ Zwiebelsaft

(Singh et al., 2018)

Tabelle 3: Die wichtigsten methodi-
schen Abweichungen, die fur die
Regenwurm-Methoden aufgelistet

wurden.

n.a.=nicht angegeben

" Die ISO-Methode 23611-1 wurde 2018 neu aufgelegt (2. Auflage) und ersetzt
Formaldehyd, das in der ersten Auflage von 2006 als chemisches Extraktions-
mittel verwendet wurde, durch AITC, ein Senfderivat.

2 Die ISO-Methode ist die einzige Methode, die vor der chemischen Extraktion

eine manuelle Extraktion durchfiihrt. In einigen Féllen empfiehlt sie jedoch nur

eine der beiden Extraktionsmethoden.

3 Die elektrische Methode verwendet einen Ring (Durchmesser: 52cm) mit
8 Elektroden, der in den Boden eingefiihrt wird und ein elektrisches Feld er-
zeugt, durch das die Wirmer aus dem Boden getrieben werden. Die Vorteile

dieser Methode sind, dass sie keine Chemikalien und kein Wasser bendtigt und

weniger arbeitsintensiv und schneller ist als die anderen Methoden. Zu den
Nachteilen gehdéren die Schwerfélligkeit und der hohe Preis der Ausrlstung.
Die Erfolgsquote dieser Methode hédngt stark von den Bodenbedingungen

(insbesondere dem Wassergehalt) ab. Verschiedene Methodenvergleiche haben

keine eindeutigen Vorteile der elektrischen Extraktionsmethode gegentiber
chemischen Extraktionsmethoden gezeigt (ISO 23611-1, 2018).
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Es ist anzumerken, dass die ISO-Norm vielseitiger
ist als die anderen gelisteten Methoden. Sie |asst
eine gewisse Freiheit bei der Wahl der methodi-
schen Variablen je nach Forschungsziel und geo-
grafischer Region, Art der Bodennutzung und
betrachtetem Bodentyp zu (z.B. verschiedene
mdgliche Probenahmefldchen, Extraktionsverfah-
ren, das manuelle und chemische Extraktion kom-
biniert oder nur eine der beiden Extraktionen
empfiehlt, verschiedene Arten von Extraktionsmit-
teln (ITA oder Senfmehl) usw.) (siehe Excel-Tabelle
in Anhang 8.1). Diese Flexibilitat kann allerdings
den Vergleich der Ergebnisse und die Erstellung
eines Referenzrahmens erschweren. Die verschie-
denen methodischen Variablen sollten vor der Ein-
flhrung eines Monitorings- oder Forschungspro-
gramms, das auf der ISO-Methode basiert, in
Abhangigkeit von den angestrebten Zielen klar
definiert werden.

3.2.4 Zu beachtende Punkte

Zu den oben gelisteten methodischen Variablen
sind einige zusatzliche Uberlegungen anzustellen,
namlich:

Probenahmeflédche: Kleine Probenahme-
flachen (z.B. 0,25m?) sind eher geeignet,
wenn erwartet wird, dass eine grosse
Anzahl von Regenwlirmern gesammelt wird
(z.B. Wiese in gemassigten Regionen)

(ISO 236111, 2018).

Formaldehyd-Toxizitédt: Formaldehyd war
bis vor kurzem das empfohlene chemische
Extraktionsmittel und wurde von den meis-
ten Methoden verwendet. Seit 2018 wird
Formaldehyd in der ISO-Methode ange-
sichts seiner Toxizitat jedoch nicht mehr
verwendet. Es wurde durch AITC ersetzt.
Tatsachlich weist Formaldehyd sowohl eine
Human- als auch eine Umwelttoxizitat auf.
Fir den Menschen ist es ein Reizmittel fur
Augen, Nase und Rachen und wird seit 2004
von der Internationalen Agentur fir Krebs-
forschung (IARC, 2006) als erwiesener-
massen krebserregend und seit 2014 von
der Europaischen Kommission als wahr-
scheinlich krebserregend (Kategorie 1b)
eingestuft (Verordnung (EU) Nr. 605/2014).

Seine Verwendung stellt daher ein Risiko
dar. Es missen geeignete Vorsichtsmass-
nahmen ergriffen werden, um einen Kontakt
durch Atmung oder Uber die Haut zu ver-
meiden. Flr die Umwelt wurden negative
Auswirkungen auf Bodenmikroorganismen,
Mesofauna und Pflanzen berichtet (ISO
23611-1, 2018). AITC ist in erster Linie ein
Haut- und Augenreizstoff. Es erfordert eine
geeignete Schutzausristung (Handschuhe,
Schutzbrille und Schutzkleidung).
Wirksamkeit chemischer Extraktionsmittel:
Die Extraktionseffizienz von Regenwirmern
wird zwischen Formaldehyd und ITCA
hinsichtlich der Biomasse und der Anzahl
der extrahierten Individuen als gleichwertig
angesehen, und zwar unabhangig von der
Art der beprobten Standorte (Pelosi et al.,
2009; Singh et al., 2015; ISO 23611-1, 2018;
Singh et al., 2018). Dies scheint also die
Vergleichbarkeit der beiden Extraktions-
methoden zu gewahrleisten. Die Extraktions-
methode, bei der scharfer Wirzsenf
(kommerzieller Senf) verwendet wird, wird
hinsichtlich der Dichte als weniger effizient
als CITA und Formaldehyd eingeschatzt
(Pelosi et al. 2009). Senfmehl ist speziell
wirksam bei der Extraktion von andzischen
Wiirmern, wird aber als weniger geeignet
angesehen, wenn eine genaue Bewertung
der Regenwurmgemeinschaften erforderlich
ist (Singh et al., 2015). Laut Singh 2018 kann
auch ein Extraktionsmittel auf der Basis von
Zwiebelsaft verwendet werden, das genauso
gut wie die anderen beiden (AITC und
Formaldehyd) funktionieren wirde. Die
Herstellung der Zwiebelsaftldsung kann sich
jedoch als miihsam erweisen (personliche
Mitteilung Claire Le Bayon, UniNE).
Extraktionszeit: Die Wartezeiten fur die
chemische Extraktion variieren leicht je nach
Methode und verwendetem Extraktions-
mittel. Sie liegen in einem Zeitrahmen von
30 bis 45 Minuten (siehe Excel-Tabelle in
Anhang 8.1 zu den Methoden fir weitere
Einzelheiten).

Reihenfolge der Extraktionsverfahren: Die
ISO-Methode ist die einzige Methode, die
die Regenwirmer vor der chemischen Ex-
traktion von Hand aussortiert. Die anderen
Methoden (ADEME, Agroscope, UniNE)
empfehlen das umgekehrte Verfahren, also
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die chemische Extraktion vor der manuellen
Sortierung, was flr Béden in den gemassig-
ten Breiten besser geeignet zu sein scheint
(Cluzeau et al., 2009). Ausserdem scheint es,
dass andzische Wirmer schwieriger zu
fangen sind, wenn die manuelle Extraktion
zuerst durchgeflhrt wird (persénliche Mit-
teilung Claire Le Bayon, UniNE).

Nur manuelle Extraktion: In den Program-
men BISQ und Agrinnov wird nur die
manuelle Extraktion (Wirfel mit Spaten)
durchgefihrt. Die Anzahl der gesammelten
Regenwiirmer ist in diesem Fall geringer

als die Anzahl der Regenwirmer, die mit
kombinierten Extraktionen gefangen wur-
den. Vor allem andzische Wirmer werden
nicht gefangen (persénliche Mitteilung
Claire Le Bayon, UniNE und Claudia Maurer,
Amt fir Landwirtschaft und Natur des
Kantons Bern). Die Extraktion mit dem
Spatenwdrfel ist jedoch einfacher und
schneller durchzufihren.

Wahl der Konservierungsflissigkeit: 4 %-ige
Formalinlésung oder 70 %-iges Ethanol sind
die beiden empfohlenen Konservierungs-
flissigkeiten, um die Regenwiirmer bis zur
Analyse aufzubewahren und zu archivieren.
Formaldehyd ist giftiger als Ethanol, hat
aber den Vorteil, dass es die Farbe der
Wirmer erhalt, was bei Ethanol nicht der Fall
ist. Formaldehyd erleichtert also die
morphologische Identifizierung von Regen-
wirmern. Aufgrund seiner Toxizitat missen
geeignete Schutzmassnahmen ergriffen
werden. Die Verwendung im Feld wird nicht
empfohlen. Alkohol ist weniger giftig, was
far die Manipulation im Feld von Vorteil ist.
Fir den Fall, dass molekulargenetische
Analysen (z.B. DNA-Barcoding und -Meta-
barcoding) in Betracht gezogen werden,
wird Ethanol (95 %) generell als Konservie-
rungsflissigkeit empfohlen, da Formaldehyd
DNA-Schaden verursachen kann.

Anzahl der Proben (Replikate): Die Anzahl
der Replikate pro Standort variiert sowohl
innerhalb einer Methode (z.B. Agroscope-
Methode mit 6 bis 10 Replikaten) als auch
zwischen den Methoden. Abhangig von der
Bodenart werden beispielsweise 6 Replikate
in einheitlicheren landwirtschaftlichen Ge-
bieten empfohlen, wahrend 10 Replikate fur
Waldstandorte vorgeschlagen werden

Kompetenzzentrum Boden Biologische Bodeneigenschaften 3. Resultate

(Agroscope, 2015). In Auengebieten sind
nur 3 Replikate vorgesehen (personliche
Mitteilung Claire Le Bayon, UniNE). Die
finanziellen und zeitlichen Ressourcen, die
fir die Durchflihrung der Analyse zur
Verfligung stehen, sind ebenfalls zu berlick-
sichtigen (siehe Kapitel 4.1.2).

3.2.5 Messgrossen

Nachdem die Regenwirmer auf dem Feld gesam-
melt wurden, werden sie im Labor gezahlt und
anhand ihrer Morphologie identifiziert. In der Re-
gel sind die gemessenen Parameter:

Die Gesamtabundanz (Anzahl der Indivi-
duen/m?); auch méglich, aber seltener:
Abundanz pro m3.

Die Gesamtbiomasse (g/m?); ebenfalls
moglich, aber seltener: Biomasse pro m?.
Der Artenreichtum (Anzahl der Arten).

Die Abundanz nach 6kologischen Katego-
rien (Anzahl der Individuen/m? fir
andzische, endogaische und epigaische
Arten) oder nach definierten taxonomischen
Gruppen.

Die Altersstruktur der Population

(z.B. Verhaltnis Erwachsene/Juvenile).

Die Diversitat und Gleichwertigkeit (relative
Bedeutung von Arten oder 6kologischen
Kategorien)

Die ersten vier Parameter (Abundanz, Biomasse,
Artenreichtum und Abundanz nach &kologischen
Kategorien) sind die am haufigsten gemessenen
unter den finf aufgelisteten Methoden.

Weniger haufig werden auch folgende Parameter
erhoben (ISO 23611-1, 2018):

_ Der Dominanzkoeffizient (in Prozent der
Population, statistischer Wert).

_ Morphologische Veranderungen bei Indivi-
duen.

_ Die Anzahl und Biomasse der oberirdischen
Turrikel (nb/m? oder g/m?) (Forschungs-
projekte und personliche Mitteilung Claire
Le Bayon, UniNE; Pfiffner, 2013).
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Die erhaltenen Ergebnisse werden als Gesamt-
abundanz oder Biomasse der Individuen pro Pro-
be ausgedrickt, d.h. als Summe der Anzahl der
Regenwlirmer oder ihrer Masse, die bei der che-
mischen und manuellen Extraktion erhalten wurde
(Summe der beiden Proben). Die Ergebnisse wer-
den dann in die Anzahl der Individuen oder die
Biomasse pro m? umgerechnet, indem ein Korrek-
turfaktor entsprechend der beprobten Probenah-
meflache angewendet wird (Korrekturfaktor 4 fir
eine Probenahmeflache von 0,25m?, z.B.). Ein Kor-
rekturfaktor kann auch angewendet werden, um
den Massenverlust durch die Konservierungs-
[6sung und den Gehalt an Bodenpartikeln im Ver-
dauungssystem der Wirmer zu korrigieren (ISO
23611-1, 2018).

3.2.6 Einschrankungen

_ Saisonalitét: In gemassigten Regionen ist die
Regenwurm-Probenahme im Frihling (nach
dem Winter) und im Herbst am besten, da in
diesen Jahreszeiten die Regenwlirmer am
aktivsten sind. Die Probenahme erfolgt in
der Regel Ende Marz bis Anfang Mai fur
den Frihling und Mitte September bis Ende
Oktober/Anfang November flr den Herbst,
je nach Hohenlage und Wetterbedingungen.
Optimal ist es, morgens zu arbeiten, da zu
dieser Zeit die Regenwlrmer am aktivsten
sind (personliche Mitteilung Claire Le Bayon,
UniNE).

Klimatische Bedingungen: Extrembedingun-
gen sollten vermieden werden: Bodenfrost/
zu niedrige Bodentemperaturen, starke
Sonneneinstrahlung/hohe Temperaturen
(minimale Lufttemperatur >5°C mit einem
Optimum bei 10°+3°C) (Agroscope, 2015),
sehr trockene Bedingungen/niedrige Bo-
denfeuchtigkeit, da diese den Starrezustand
der Regenwlirmer induzieren und die
Anzahl der gesammelten Individuen negativ
beeinflussen. Chemische Extraktionen in
wassergesattigten Bdden sollten ebenfalls
vermieden werden, da die Extraktions-
flissigkeit nur schwer eindringen kann.
Topografie: Die Methodik der chemischen
Extraktion eignet sich fir flaches Gelande
und Boéden mit leichtem bis massigem
Gefalle. Fur starkes Gefalle ist sie nicht

geeignet. Denn Hanglagen oder Berg-
regionen eignen sich aufgrund des Abflies-
sens der Extraktionslosung nur schwer fir
die Bewasserung (personliche Mitteilung
Claire Le Bayon, UniNE und Claudia Maurer,
Amt fir Landwirtschaft und Natur des
Kantons Bern). Extreme Bedingungen,

z.B. Hochgebirge und starke Steigungen,
sollten daher vermieden werden.
Stérungen: Vermeiden Sie Stérungen, wie
Verdichtungen, Trittschaden, Fahrspuren,
Radabdricke, Kuhfladen, usw. Es empfiehlt
sich nicht direkt nach der Ernte oder
landwirtschaftlichen Arbeiten zu beproben
(z.B. mindestens 24 Stunden nach dem
Méahen oder Diingen und 2 bis 3 Monate
nach dem Pfligen oder anderer intensiver
Bodenbearbeitung warten) (Agroscope,
2015).

Wassermenge fiir die chemische Extraktion:
Die chemische Extraktion erfordert grosse
Wassermengen unabhangig vom verwende-
ten Extraktionsmittel (siehe Anhang 8.1).

Je nach Methode werden zwischen 10 und
301 Wasser fir jede Probeflache (Replikat)
bendtigt, was zu einem endgultigen Wasser-
volumen von 60 bis 1001 pro Probeflache
fUhrt, je nach Anzahl der gewahlten Repli-
kate. Solche Wassermengen kdnnen eine
Schwierigkeit fir Standorte darstellen, die
nur schwer motorisiert zu erreichen sind
(wie z.B. Standorte in den Bergen).
Senfmehl: Das Dispergieren von Senfmehl
in Wasser ist mihsam (die Suspension muss
mehrere Stunden vor der Probenahme er-
folgen). Ausserdem kann die Konzentration
an flichtigem Ol je nach Sorte der fiir das
Mehl verwendeten Senfkdrner variieren, was
zu Unterschieden in der Extraktionsfahigkeit
flhren kann.

Formaldehyd: Formaldehyd ist giftig und
bei seiner Verwendung missen geeignete
Vorsichtsmassnahmen getroffen werden
(geeignete Schutzausristung, Abzugshaube
USW.).
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3.2.7 Benotigte Ressourcen

3.2.7.1 Zeitliche Ressourcen und erforderliches

Fachwissen

In Tabelle 4 werden die erforderliche Zeit sowie
das erforderliche Fachwissen geschatzt. Die zeit-
lichen Ressourcen bezieht sich auf die Zeit, die
eine Person bendtigt, um die Arbeit fir 1 Replikat
(= 1Probeflache) durchzufiihren. Die Reisezeit zum
Untersuchungsort wird hier nicht berlcksichtigt.

Vorgehen fiir 1 Replikat

Gesamtdauer/effektive Dauer’

Insgesamt sind flr einen Standort flr die Durch-
fuhrung der gesamten Methode (Probenahme
und Analyse) etwa 9 Stunden effektive Arbeitszeit
erforderlich, angenommen, dass 3 Replikate pro
Standort gemacht werden.

Erforderliches Fachwissen

Phase 1 — Entnahme/Extraktion

Chemische Extraktion 30 — 45 min +
Manuelle Sortierung (Spatenwdirfel) 15 — 30 min +
TOTAL Entnahme ~1h

Phase 2 — Morphologische Analysen?
Abundanz gesamt 5 min +
Biomasse gesamt 5 min +
Artenvielfalt 90 min ++
Abundanz nach &kologischer Kat. 15 min +(+)

TOTAL Analyse ~2h

TOTAL Methode ~3h3

Tabelle 4: Zeitliche Ressourcen und
Fachwissen, die flr die Untersuchung
der Regenwlrmer bendtigt werden
(Aufgabe wird von 1 Person fur 1 Re-
plikat durchgefiihrt). Berlicksichtigte
Flache flr die chemische Extraktion:
0,25m?, berucksichtigtes Volumen fur
die manuelle Sortierung: Bodenblock
mit den Massen 0,2x0,2x0,2m.

1 Replikat=1 Probenahmestelle

+=Grundkenntnisse; ++ = fortgeschrittene Kenntnisse; +++=Spezialist:in

1

Bei Regenwlirmern beinhalten die verschiedenen Prozeduren keine
Wartezeiten, sodass die Gesamtarbeitszeit auch die tatsdchliche Arbeits-

zeit darstellt.

Es wurden nur die am hdufigsten gemessenen Parameter berlicksichtigt.

zwischen 2.40 und 3.10 Uhr
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3.2.7.2 Material und geschatzte Kosten

_ Sperzifische Ausristung: Fur die Unter-
suchung von Regenwlrmern ist keine spe-
zifische Ausrlstung erforderlich, ausser
einer Binokularlupe (Durchschnittspreis
700 CHF) fir die morphologische Identifizie-
rung und einer Prazisionswaage flr die
Messung der Biomasse (Durchschnittspreis
130 CHF) sowie Ubliche Feld- und Labor-
ausristung (Thermometer, Siebe ...).
Verbrauchsmaterialien: Die wichtigsten
Materialien sind das gewahlte Extraktions-
mittel (ITA, Formaldehyd, Senfmehl oder
Zwiebelsaft), das Material zur Durchfihrung
der Extraktion (Regenschaufeln, Giess-
kannen, Metallrahmen) und die Behalter
(Plastikflaschen) und Konservierungs-
flussigkeit (Formaldehyd oder Ethanol) zur
Aufbewahrung der Regenwdirmer.

Dafir werden folgende Kosten geschatzt:

Regenwiirmer Preis
(morphologische Analyse) ca. CHF
Kosten fiir die Investition 1300.00
Verbrauchsmaterialien (1 Replikat; 7.50

Verwendung von AITC als Extraktionsmittel)

Tabelle 5: Geschatzte Kosten flr Materialien
zur Entnahme von Regenwlrmern.

Ein Vergleich der geschatzten Kosten fir die drei
Extraktionsmittel zeigt, dass ITA am glinstigsten ist
(die Kosten wurden anhand der Menge der Subs-
tanz berechnet, die fur 101 Lésung bendtigt wird):

AITC (1g; 0.13 CHF)<Formaldehyd (25ml; 0.19
CHF) < Senfmehl (120 g; 1.20 CHF).

Details zu Kosten, Lieferanten und Ausstattung
(z.B. Stereomikroskop) finden Sie im Anhang (An-
hang 8.2).

3.2.8 Zusammenfassung der Methodik zur Bestimmung von Regenwiirmern

Abgrenzen der
Oberflache &
Vorbereitung Lésung

Ausbringen der
Lésung & manuelle
Extraktion

1 Wiederholung Vorbereitung
15 min

Sortieren, Zahlen, individuelles Wéagen,
Identifikation von Individuen mit der Art...

Entnahme Morphologische Analyse ;?;fh dort - 3 Wiederhol
1hbis 1h15 / 2h (1 Standort - iedlerholungen
w —~9n)

Erforderliche

f . Grundkenntnisse
Kenntnisse:

| |
Gesamtabundanz (Anz. Ind./m2) 9}1
. UniNE
k 1 m?2
O 5 SaivEil Agroscope Gesamtbiomasse (g/m?) g
AITC I1SO Abundanz nach dkologischen Kategorien
(Anz. Ind/m? epigaisch, endogaisch, % 2
Fesmelelig ADEME andzisch)
Spezifisches Material: Stereomikroskop Agroscope )
Investitionskosten: ~ 1300 CHF Swichelsaft UniNE Artenreichtum (Anzahl der Arten) pf,‘dm-
. wiebelsa ni
Verbrauchskosten: 7.50 CHF Diversitat und Gleichheit o
(relative Bedeutung von Arten, Tk
2.B. Simpson Diversity)

/O‘g-g Fortgeschrittene Féhigkeiten St Spezialistinnen Sevase Expertinnen

Abbildung 5: Zusammenfassung der methodischen Verfahren fliir Regenwirmer. Das «Stop»-Zeichen gibt die maximale
Dauer der méglichen Probenlagerung zwischen den einzelnen Phasen an (co=m&gliche Lagerung flr einen langen Zeitraum,
d.h. mehrere Monate) (Abbildung von S. Campiche, prasentiert am KOBO-Synthese-Workshop im August 2020).
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3.3 Mikroarthropoden (Springschwanze und Milben)

Die Mikroarthropoden gehéren zum Stamm der
Gliederflisser (Arthropoden). Sie weisen im aus-
gewachsenen Zustand eine Gesamtlange von
wenigen Millimetern auf. Sie werden hauptsachlich
durch Milben und Springschwéanze (Collembola)
reprasentiert (Abbildung 6). Milben und Spring-
schwénze stellen die grossten Gruppen der Mikro-
arthropoden im Boden dar, mit bemerkenswertem
Artenreichtum. Weltweit sind mehr als 45000
identifizierte Arten von Milben (unbeschriebenen
Vielfalt: wahrscheinlich mehr als 80 000 Arten) und
7500 Arten von Springschwanze bekannt.

Zu den Mikroarthropoden gehdéren auch Larven-
stadien und adulte geflligelte Insekten, Protouren
(Beintastler), Diplouren (Doppelschwénze), Thysa-
nouren (Zottenschwanze) und Pauropoden (We-
nigfisser). Sie durchlaufen ihren gesamten Ent-
wicklungszyklus in der Bodenstreu und in den
ersten Zentimetern des Mineralbodens, kdnnen

aber auch in der Rhizosphére aktiv sein. Boden-
mikroarthropoden sind als Raduber wichtige Regu-
latoren der Bakterien- und Pilzaktivitat. Ausserdem
sind sie Detritusfresser und werden oft als «Streu-
zerkleinerer» bezeichnet. lhr Vorkommen ist stark
an organisches Material gebunden. Milben wer-
den im Allgemeinen in drei Hauptgruppen ein-
geteilt: Oribatida, Gamasida und Prostigmata.

Springschwanze wiederum kénnen anhand mor-
phologischer Kriterien in 3 funktionelle Gruppen,
die epi-, hemi- und eu-hedaphischen, eingefeilt
werden (Jeffery et al., 2010; Cortet, 2014; FAQO,
2020).

Mikroarthropoden, insbesondere Milben und
Springschwanze, sind nach Regenwirmern die am
haufigsten verwendeten Organismen in den auf-
gelisteten Uberwachungs- und Forschungspro-
grammen (Kapitel 3.1).

Abbildung 6: Foto einer Milbe (links) und eines Springschwanzes (rechts) (Foto: A. Murray, Licence: CC BY-SA 2.0).
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Aufgefiihrte Methoden

Monitoring- und Forschungsprogramm

ISO 23611-2" (Extraktion MacFadyen)

ENVASSO; EcoFINDERS; Bioindicateurs Il; RMQS BioDiv

Tullgren Trichter? 3

BISQ; Countryside survey*

Tabelle 6: Methoden zur Bewertung Referenzen:
von Springschwanzen und Milben
(Mikroarthropoden) die in Monitoring-
und Forschungsprogrammen ver-

wendet werden.

Anmerkung:

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

2 Rutgers et al., 2009 (BISQ) und Emmett et al., 2010 (Countryside survey).

3 Die Tullgren-Trichter-Methode (oder Berlese-Funnel oder auch Berlese-
Tullgren-Funnel) wird auch in der ISO als alternative Methode zur Extraktion
von Mikroarthropoden aus dem Boden erwéhnt.

4 In den Programmen BISQ und Countryside wird die ISO nicht ausdriicklich
als Referenzmethode genannt. Dies ist darauf zurlickzufiihren, dass diese
beiden Programme gestartet wurden, bevor die ISO offiziell verfligbar war.

3.3.1 Aufgefiihrte Methoden

Mikroarthropoden werden in den Monitoring-
und Forschungsprogrammen ENVASSO, EcoFIN-
DERS, BDF BW, Bioindikatoren I, RMQS BioDiy,
BISQ und Countryside Survey eingesetzt (Kapitel
3.1). Die darin verwendeten Methoden werden im
Folgenden beschrieben (Tabelle 6). Ausgenom-
men ist die Methode, die im Programm BDF BW
verwendet wurde, da hierzu keine detaillierten In-
formationen gefunden werden konnten. Generell
befindet sich die Verwendung von Mikroarthropo-
den als Indikatoren flr die Biodiversitat von Boden
in europaischen und schweizerischen Forschungs-
projekten noch in der Entwicklungsphase (Kapitel
3.1.3 und 3.1.1).

Die grundlegende Methodik fir die Untersuchung
von Bodenmikroarthropoden ist flr beide Metho-
den, die in den Monitoring- und Forschungspro-
grammen identifiziert wurden, gleich. Das allge-
meine methodische Prinzip und die methodischen
Unterschiede werden in den beiden folgenden
Kapiteln beschrieben.

Entnahme von Bodenproben

Bodenbohrkerne, in Scheiben;

Extraktion von
Mikroarthropoden

3.3.2 Methodisches Grundprinzip

Morphologische Analyse
Das methodische Grundprinzip besteht aus drei
Phasen (Abbildung 7):

1. Die Entnahme von ungestdrten Bodenbohr-
kernen vor Ort, das Schneiden in Scheiben
und die individuelle Konservierung der
Scheiben.

2. Die Extraktion der Mikroarthropoden aus
den Bodenkernen im Labor. In der Regel
wird eine verhaltensbasierte Extraktions-
methode verwendet. Sie basiert auf einer
Trockenextraktion mit Warmezufuhr (z.B.
MacFadyen oder Tullgren Trichter). Diese
Technik beruht auf der Erzeugung eines
Temperaturgradienten zwischen einem
warmen Behalter mit der Bodenprobe und
einer kalten Vorrichtung zum Sammeln der
Mikroarthropoden. Die Mikroarthropoden
werden vor dem Temperaturanstieg und
der Trockenheit des Bodenbohrkerns in den
kalten Sammelbehélter fliehen.

3. In der dritten Phase erfolgt die Auszahlung
der Mikroarthropoden unter dem Stereo-
mikroskop, die Identifizierung unter dem
Mikroskop nach Praparation und Montage
auf einem Objekttrager fir die Mikroskopie.

Morphologische Analysen
Auszahlen & |dentifizieren

ungestorte Proben

Trockenextraktion mit Hitze

Abbildung 7: Methodisches Grundprinzip fur die Untersuchung von Mikroarthropoden.
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Molekuldre Analysen

Die oben genannten Monitoring- und Forschungs-
programme nutzen die morphologische Analyse
zur ldentifizierung von Mikroarthropoden. In der
Schweiz leitet Dr. Jirg Enkerli von der Forschungs-
gruppe flir molekulare Okologie an der Agroscope
ein Forschungsprojekt zur Biodiversitat von Mikro-
arthropoden in Schweizer Béden. Die Gruppe ver-
sucht, molekulare Analysetechniken (DNA-Meta-
barcoding) zur Identifizierung zu entwickeln.

Dieses Verfahren und die entstehenden Kosten
werden in diesem Bericht nicht detailliert be-
schrieben. Es ist davon auszugehen, dass diese
dhnlich wie bei Nematoden und Protisten sind.
Daher kann zum Vergleich auf die molekulare
Analyse dieser Organismen verwiesen werden
(Kapitel 3.4.2, 3.4.7, 3.5.1 und 3.5.5).

Durchmesser des Bohrkerns'

3.3.3 Methodische Unterschiede

Die Unterschiede zwischen den beiden Methoden
(«ISO» MacFadyen und Tullgren Trichter) betreffen
vor allem die Extraktionsphase (Phase 2), in der
verschiedene Gerate fur die trockene Warme-
gradientextraktion verwendet werden kénnen (Ta-
belle 7).

Anzahl
der Bohrkerne

Methode und Tiefe der Probenahme pro Standort Extraktionstechnik
I1ISO 23611-2 2 56cm, Min. 3 MacFadyen
(MacFadyen) Mehrere 5-cm-Scheiben in verschiedenen Tiefen:

— Humushorizont mit Streu

— mineralischer Horizont in 0—5 cm und 5—10cm

Altfernativ

— Berlese-Tullgren-Trichter

— Extraktion von Kempson 3,
wenn nur Streu gesammelt
wird.

— Flotation mit Heptan

Tullgren Trichter

BISQ © 5,8cm, 3 Scheiben von 2,5cm Dicke

Countryside Survey @ 4cm, 8cm Bodentiefe

3*%6 Tullgren Trichter

5 Tullgren Trichter

Tabelle 7: Unterschiede zwischen
den Mikroarthropoden-Methoden
(ISO 23611-2 und Tullgren Trichter).

" Verwendung eines geschichteten Kernbohrers (split soil corer),
ungestérter Bodenkern.

2 Die ISO und das ENVASSO-Programm empfehlen die Trennung des

Humushorizonts vom Mineralhorizont. Das Programm Bioindicator Il entnimmt
nur die ersten 5 Zentimeter des Bodens (o 5cm, Tiefe 0—5cm; 4 Bohrkerne).
Das RMQS-Programm BioDiv entnimmt Proben bis zu einer Tiefe von 15cm
(3 Tiefen: 0—5, 5—10 und 10— 15¢cm), wenn dies in der Praxis méglich ist.

3 Die Kempson-Extraktion funktioniert nach demselben Prinzip wie die
MacFadyen-Extraktion, mit der Ausnahme, dass das Kihlsystem bei der
Kempson-Extraktion ein Kaltwasserbad verwendet, wéhrend bei der
MacFadyen-Extraktion feuchte Kaltluft eingesetzt wird. Bei der Berlese-
Tullgren-Trichter-Extraktion wird ein vereinfachtes Temperaturgradienten-
system verwendet. In der Regel wird eine Glihbirne als Heizkérper
verwendet und (ber dem oberen Behélter mit der Bodenprobe platziert.
Der untere Behélter, in dem die Organismen gesammelt werden, bleibt bei

Raumtemperatur.
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3.3.4 Zu beachtende Punkte

erfordert eine Vorbereitungsphase, bevor

Bodenschichten: Falls notig, kann die
Schichtdicke des entnommenen Bohrkerns
angepasst werden (z.B. dlinnere Schichten
herstellen). Jede Bodenschicht wird einzeln
in einem Plastikrohrchen gesammelt, um

die Struktur der Probe nicht zu stéren.
Streu: Falls nur die Streu gesammelt wird,
wird die Streu auf einer Flache von

25% 25x15cm entnommen, wobei

zur Abgrenzung ein Metallrahmen mit
scharfer Kante verwendet wird.
Extraktionsverfahren: Die Methode mit
trockener Warmegradientextraktion (MacFa-
dyen-Extraktion oder dann Tullgren Trichter)
wird in der Regel alternativen Methoden
wie der Heptan-Flotation vorgezogen. Diese
Methode ist jedoch nur fur lebende, aktive
Stadien wirksam, mit einer durchschnittlichen
Extraktionseffizienz von 75% bis 80 %.

Eier, ruhende Stadien und Organismen,

die in Pflanzenresten eingeschlossen sind,
werden mit dieser Technik nicht extrahiert.
Wenn die Verhaltensmethode nicht ange-
wendet werden kann z.B. bei sehr lehmigen
oder schlammigen Bdden, kann die Heptan-
Flotationsmethode angewendet werden.

Da Heptan fir die menschliche Gesundheit
und die Umwelt giftig ist, mUssen bei seiner
Verwendung geeignete Vorsichtsmass-
nahmen getroffen werden. Diese Methode
nutzt die Eigenschaften der Kutikula der
Arthropoden, um an Heptan zu haften.
Wenn nur die Einstreu entnommen wird,
wird ein Kempson-Extraktor empfohlen

(ISO 23611-2, 2006).

Simultane Extraktion: Mit dem MacFadyen-
Extraktor kdnnen mehrere Bodenproben
parallel extrahiert werden (je nach Gerat
meist zwischen 48 und 84 Proben).
Extraktionszeit: Die Zeit, in der die Mikro-
arthropoden aus der Bodenprobe extrahiert
werden, variiert je nach verwendeter
Technik. Die Extraktion der Organismen mit
einem MacFadyen-Extraktor dauert 9—10
Tage (ISO 23611-2, 2006) und mit der Tull-
gren-Trichter-Extraktion 7 Tage (Rutgers et
al., 2006). Die Heptan-Flotationsextraktion
erfordert einen halben Tag.
Morphologische Analysen: Die morphologi-
sche Analyse, insbesondere von Milben,

die Mikroarthropoden unter dem Mikroskop
betrachtet werden kénnen. So ist bei alteren
Exemplaren manchmal eine Aufhellung/
Depigmentierung erforderlich, um die Iden-
tifizierung zu ermdéglichen. Die Depigmen-
fierung kann je nach Milbengruppe mehrere
Tage dauern. Bei Astigmata ist eine De-
pigmentierung nicht erforderlich.

3.3.5 Messgrossen

Nach der Extraktion der Mikroarthropoden aus
den Bodenbohrkernen werden ihre Abundanz
und Diversitat mittels einer Binokularlupe und
Lichtmikroskop im Labor bestimmt. Dabei werden
die folgenden Parameter verwendet:

Mikroarthropoden im Allgemeinen (Spring-
schwénze, Milben und andere Mikroarthropoden):

Die Gesamtabundanz von Mikroarthro-
poden (Anzahl der Individuen/m?, seltener
pro Volumen oder Trockengewichtseinheit
des Bodens).

Anzahl der Arten oder anderer taxonomisch
oder 6kologisch definierter Gruppen
Diversitatsindizes (Alpha- [Artenreichtum],
Beta- oder Gamma-Diversitat [Struktur und
Zusammensetzung der Gemeinschaften]).

Milben:

Die Gesamtabundanz (Anzahl der Indivi-
duen/m?).

Die Abundanz der drei Milbengruppen:
Oribatida, Gamasida und Prostigmata
(Anzahl der Individuen/m?).

Springschwénze:

Die Gesamtabundanz (Anzahl der Indivi-
duen/m?).

Die Abundanz fir die 3 funktionellen
Gruppen: epi-, hemi- und eu-hedaphisch
(Anzahl der Individuen/m?).

Der spezifische Reichtum (Anzahl der Arten)
Die Artenvielfalt (Diversitatsindex z.B. Shan-
non-Index, Equity-Index, etc.)
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Die Gesamtzahl der Individuen (oder Arten oder
Gruppen von Individuen) sollte pro Bohrkern
Ubertragen werden, d.h. als Summe der Individu-
enzahlen, die fur alle untersuchten Teilkerne er-
halten wurden. Die Ergebnisse werden dann als
Gesamtabundanz von Individuen/m? ausgedriickt
(Umrechnungsfaktor 509 flr einen Kerndurchmes-
ser von z.B. 5cm). Wenn die Abundanz der Indivi-
duen in Einheiten des Bodentrockengewichts aus-
gedrickt werden soll, ist eine Trocknung der Probe
bei 105°C nach der Extraktion der Individuen er-
forderlich.

3.3.6 Einschrankungen

_ Saisonalitét: Die Probenahme sollte vorzugs-
weise im Frihjahr durchgeflihrt werden.

_ Extreme klimatische Bedingungen: Die
Methode eignet sich nicht fir Béden unter
extremen klimatischen Bedingungen (harte,
gefrorene oder Gberschwemmte Bdden,

Lagerdauer: Die Extraktion mit verhaltens-
basierten Methoden sollte vorzugsweise am
Tag der Probenahme durchgefiihrt werden,
kann bis zu maximal vier Tage verschoben
werden (ISO 23611-2, 2006).

Identifizierung der Milben (morphologische
Analyse): Angesichts der grossen Vielfalt der
Milben (mehr als 45000 identifizierte Arten)
ist die Identifizierung der einzelnen Arten
dusserst komplex. Weltweit gibt es nur weni-
ge Experten.

3.3.7 Notwendige Ressourcen

3.3.7.1 Zeitliche Ressourcen und Fachwissen

Im Folgenden werden der zeitliche Aufwand und
das erforderliche Fachwissen abgeschatzt (Tabelle
8). Sofern nicht anders angegeben, berlcksichtigt
der zeitliche Aufwand jene Zeit, die von einer
Person bendtigt wird, um die Arbeit fir 1 Probe
(=1 Schicht des Bodenkerns) durchzuflihren. Die

Dirre). Anreisezeit zum Untersuchungsort, die Vorberei-
tung und der Aufbau auf dem Feld werden hier
nicht berlcksichtigt.

Gesamtdauer Effektive Dauer Fachwissen
Spring- Spring- Spring-
Verfahren fiir 1 Probe Milben schwanze Milben schwénze Milben schwanze
Phase 1 — Entnahme
Flr einen Bohrkern 5 min'’ 5 min' +
Phase 2 — Extraktion
MacFadyen 10 Tage "2 5 min'’ +
oder Tullgren Trichter 7 Tage' 5 min' +
Phase 3 — Morphologische Analysen
Sortieren der Mikroarthro. 30 min' 30 min' ++
Vorbereitung 1 bis 7 Tage 3 5 min 10 min 5 min ++ ++
Identifizierung 2h 2h 2h 2h 4+ +++
TOTAL Analyse 1 bis 7 Tage 4h45
TOTAL Methode
MacFadyen 11 bis 17 Tage 5h
oder Tullgren Trichter 8 bis 14 Tage 5h

Tabelle 8: Erforderliche Zeit und
Expertise flir die Untersuchung
von Mikroarthropoden (Aufgabe
von 1 Person flr 1 Probe).

1 Probe =1 Scheibe des Bodenkerns.

+ = Grundfertigkeiten; ++ =fortgeschrittene Fertigkeiten;
+++=Spezialist; ++++=Experte

' Gemeinsames Verfahren fir Milben und Springschwénze.

2 Es kénnen mehrere Extraktionen gleichzeitig durchgeflihrt werden
(48 bis 84 Proben je nach Gerét).

3 Vom Alter der Exemplare oder Sklerotisierungsgrad abhéngig.
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3.3.7.2 Material und geschatzte Kosten
_ Spezifisches Material: Das bendtigte spezi-

Fir die Bestimmung von Mikroarthropoden werden
die folgenden Kosten geschatzt:

fische Material umfasst einen laminierten
Kernbohrer (Durchschnittspreis 850 CHF)

. . . _ Mikroarthropoden Preis ca.
und Zubehor (Réhrchen), einen MacFadyen (morphologische Analyse) CHE
Extraktor (von der ISO empfohlene Extrak-
tionstechnik; Durchschnittspreis 15000 CHF, Investitionskosten 19000.00
erhéltlich bei www.ecotech.de), eine Heiz-

Verbrauchsmaterial fir eine Probe 16.50

platte (Durchschnittspreis 500 CHF), eine
Binokularlupe (Durchschnittspreis 700 CHF)
und ein Phasenkontrastmikroskop fir die
morphologische Identifizierung (Durch-
schnittspreis 2000 CHF).
Verbrauchsmaterial: Das Verbrauchsmaterial
umfasst Chemikalien zur Fixierung/Konser-
vierung der Organismen (Von-Térne-Flussig-
keit, Ethanol), Verbrauchsmaterial (Objekt-
trager und Deckglaser) und Medien zur
Vorbereitung und Montage fiir die Beob-
achtung in der Lichtmikroskopie sowie
Behalter zur Aufbewahrung der Organismen
(Plastikflaschchen).

Tabelle 9: Geschatzte Kosten flir Hardware-Investitionen
und Verbrauchsmaterialien fir Mikroarthropoden.

Einzelheiten zu Kosten, Anbietern und materieller
Ausstattung finden sich im Anhang (Anhang 8.2).

3.3.8 Zusammenfassung der Methodik zu Mikroarthropoden

1F* g

75

Bohrkernentnahme Trockenextraktion mit Hitze Auszahlung & Identifikation

| |
Springschwanze: 2 h 30
\

Morphologische Analysen
Milben: 1 - 7 Tage

Extraktion
7 bis 10 Tage

8 bis 17 Tage

1 Wiederholung (Effektive Dauer: 5 h)

max. 4 Tage (5°C)

Bohrkern mit ungestértem Boden, ‘
10-15 cm lang, @ 5,6 cm,

Effektive Dauer: 5 min Effektive Dauer: 4h45

in 5-cm-Scheiben + Streu Gesamtabundanz Mikroarthropoden (Anz. Ind./m?) (Springschwanze, Milben u.a.) pous
SPRINGSCHWANZE MILBEN
MacFadyen (10 Tage) IS0 Gesamtabundanz (Anz. Ind./m?) S | Gesamtabundanz (Anz. Ind./m?) jous
Berlese-Tullgren funmel (7 Tage) BISQ, CS Abundanz (Anz Ind./m2) von Abundanz (Anz. Ind./m2) von 3

Survey 3 funktionelle Gruppen (epi-, hemi- und eu- | Sk | Gruppen von Milben: Oribatida, S
Gamasida und Actinedida

edaphisch); morphologische Kriterien
Kempson (wenn nur Streu) 1SO

Artenreichtum (Anz. Arten) Sens | Arfenreichtum (Anz. Arten) Shaas

Artenvielfalt, Gleichwertigkeit Shan
(Shannon-Index)

Spezifisches Material:

MacFadyen-Extraktor, Stereomikroskop, Phasenkontrastmikroskop
Investitionskosten: ~ 18'000 CHF

Verbrauchskosten: 16.50 CHF

Erforderliche Kenntnisse:

Fortgeschrittene

S Grundkenntnisse jo Fahigkeiten

Segsr  Spezialistinnen ol ﬂExperf:innen

Abbildung 8: Zusammenfassung der methodischen Verfahren fir Mikroarthropoden. Die «Stop»-Zeichen kennzeichnen

die maximal mégliche Dauer der Probenlagerung zwischen den einzelnen Phasen (eo=Lagerung Uber einen langen Zeitraum
moglich, d.h. mehrere Monate) (Abbildung von S. Campiche, prasentiert auf dem KOBO-Workshop zu Bestimmungs-
methoden August 2020).
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3.4 Nematoden

Nematoden (auch Fadenwirmer, Protostomia,
Nematoda) sind mikroskopisch kleine, etwa 1Tmm
lange Wirmer, die im Boden leben (Abbildung 9).
Sie sind Ubiquisten und kommen in allen Lebens-
raumen, Klimazonen und Breitengraden vor. Die
Dichte der Nematoden liegt in einem gewdhnli-
chen Boden etwa bei 1 Million pro m2. Sie sind far
das Bodenleben von entscheidender Bedeutung
und spielen eine Schlisselrolle in der trophischen
Kette. Entsprechend ihrer Ernahrung kénnen
Nematoden in verschiedene trophische Gruppen
eingeteilt werden: phytophage (obligatorische
oder fakultative) Nematoden, die Auskunft UGber
die Art und den Zustand der Pflanzendecke und
moglicherweise das Risiko von Ertragseinbussen
geben; mikrobivore (bakterien- und pilzfressende)
Nematoden, die Auskunft Uber das mikrobielle
Kompartiment, die Dynamik der organischen
Substanz und das Nahrstoffrecycling geben;
Nematoden hdherer trophischer Ebenen (Alles-
fresser und Fleischfresser/Rauber), die physikali-
sche oder chemische Stérungen des Milieus wi-
derspiegeln. Einige Nematoden sind Parasiten von
Pflanzen oder Tieren (Villenave, 2014; Van den
Hoogen et al., 2019; FAO, 2020). Diese vielfaltigen
Eigenschaften machen sie zu guten Bioindikato-
ren.

Nematoden werden in 8 der in Kapitel 3.1 genann-
ten Forschungs- und Beobachtungsprogramme
als Indikatoren verwendet: EcoFINDERS, Bioindi-
cateurs I, RMQS BioDiv und Agrinnov aus Frank-
reich, dem BISQ-Uberwachungsprogramm aus
den Niederlanden und der Schweizer Forschung
(Dr. Beat Frey, WSL). Im folgenden Abschnitt wer-
den die verwendeten Bestimmungsmethoden be-
schrieben.

o

Abbildung 9: Bodennematode (Foto: Cristina Menta,
Lizenz: CC BY 3.0)
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3.4.1 Angefiihrte Methoden

In den identifizierten Monitoring- und Forschungs-
programmen wurden vier Methoden zur Unter-
suchung von Bodennematoden aufgelistet. Der
Unterschied zwischen den Methoden besteht da-
rin, dass einige eine morphologische Analyse der
Nematoden durchfiihren, wahrend die anderen
eine molekulare Analyse vornehmen (Tabelle 10).

Die ISO- und ADEME-Methoden der Programme
Bioindicators I, Agrlnnov, BISQ und RMQS BioDiv
flhren eine morphologische Analyse der extra-
hierten Nematoden durch, wahrend die Metho-
den des EcoFINDERS-Programms sowie die WSL
(Dr. Beat Frey) molekulare Analyse verwenden.
Dr. Beat Frey erforscht derzeit im Rahmen der
Schweizer Biodiversitatsstrategie des BAFU zwei

Angefiihrte Methoden

3. Resultate

verschiedene Moglichkeiten der molekularen Ana-
lyse fur Nematoden: DNA-Metabarcoding (gene-
tische Analyse von Nematodengemeinschaften
aus einer Bodenprobe) und Environmental DNA
Metabarcoding (eDNA) (genetische Analyse von
Nematodengemeinschaften aus einer Rohboden-
probe; Methode in Entwicklung) mittels NGS. Die
im Rahmen des EcoFINDERS-Programms (2011 —
2014) verwendete molekulare Analysemethode
T-RFLP wird durch den Fortschritt der Techniken in
diesem Bereich bereits als Uberholt angesehen.
Auf diese Methode wird daher nicht weiter ein-
gegangen.

Das allgemeine Prinzip fir eine morphologische
und eine molekulare Analyse (Sequenzierung von
Amplikons) sowie die methodischen Unterschiede
werden in den folgenden Kapiteln erldutert.

Forschungsprogramm

Morphologische Analysen

ISO 23611-41 Bioindicateurs Il; AgriINNOV; BISQ*
ADEME? RMQS BioDiv

Molekulare Analysen
T-RFLP3¢ EcoFINDERS

Amplikon-Sequenzierung (NGS)+ 7

Schweizer Forschung (WSL)

Tabelle 10: Gelistete Methoden

zur Bewertung von Nematoden und
Uberwachungs- und Forschungs-
programme, die diese verwenden.

Referenzen:

1 ISO 23611-4: 2007. Soil quality — Sampling of soil invertebrates — Part 4:
Sampling, extraction and identification of soil-inhabiting nematodes (Boden-

qualitdt — Probenahme von Bodenwirbellosen — Teil 4: Probenahme,
Extraktion und Identifizierung von bodenbewohnenden Fadenwdiirmern).

2 Cluzeau et al., 2009 («Cahier des méthodes».) Die ADEME-Methode stiitzt

3

4

sich fiir einen Teil des Verfahrens ebenfalls auf ISO 23611-4.
Griffiths et al., 2016 und Donn et al., 2012 («<EcoFINDERS)).
Resch et al., 2021; Frey, 2020 und persénliche Mitteilung Beat Frey, WSL.

Anmerkungen:

5

Das BISQ-Programm (Rutgers et al., 2009) berichtet den Entwurf der ISO 23611-4
(ISO/WD 23611-4: Sampling, extraction and identification of free-living stages of
nematodes, 2004) als Methode fir die Untersuchung von Nematoden. Die ISO
23611-4-Methode wurde daher als gelistete Methode ausgewdhlt.

T-RFLP: Terminal-restriction fragment length polymorphism (Polymorphismus

der Lénge von terminalen Restriktionsfragmenten). Diese Technik erméglicht

es, den molekularen Fingerabdruck (Profil) einer Organismengemeinschaft zu
erhalten, indem sie auf der Position einer Restriktionsstelle basiert, die einem

markierten Ende eines amplifizierten Gens am néchsten liegt.

Amplicon Sequencing (NGS): Die Amplicon Sequencing ist eine Art der Hoch-
durchsatz-Sequenzanalyse (next generation sequencing (NGS)). Diese Methode
nutzt die PCR, um DNA-Sequenzen, sogenannte Amplikons, zu erzeugen.

Sie erméglicht die schnelle Sequenzierung von Tausenden bis Millionen von
DNA- oder RNA-Molektlen gleichzeitig und damit die Sequenzierung mehrerer
Gene und mehrerer Individuen gleichzeitig.
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3.4.2 Methodisches Grundprinzip

Morphologische Analysen
Das methodische Grundprinzip besteht aus
3 Phasen (Abbildung 10):

1. Entnahme von Bodenbohrkernen im Feld,
Bilden einer Mischprobe und das anschlies-
sende Sieben der Probe.

2. Extraktion der Nematoden aus einem Teil
der Bodenprobe im Labor. Mehrere Extrak-
tionsverfahren sind méglich. Sie basieren
auf Sedimentationsverfahren, die eine Tren-
nung von Bodenpartikeln und Nematoden
nach ihrer Dichte ermoglichen, auf der Moti-
litat der Nematoden und/oder auf aufeinan-
derfolgenden Filtrations- und Siebtechniken.
Sie beziehen sich nur auf die beweglichen
Formen der Nematoden.

3. Auszahlen der Nematoden unter dem
Stereomikroskop und die Identifizierung
unter dem Mikroskop.

Entnahme von Bodenproben

Kernbohrung, Mischprobe, Sieben

Extraktion von Nematoden
Dichte, Matilitat, Filtrieren
und/oder Sieben

Molekulare Methoden (NGS)

Das methodische Prinzip besteht je nach ver-
wendeter Technik (eDNA-Metabarcoding bzw.
DNA-Metabarcoding) aus drei oder vier Phasen
(Abbildung 11):

DNA-Metabarcoding

1. Die Entnahme von Bodenbohrkernen vor
Ort und das Bilden einer Mischprobe.

2. Die Extraktion der Nematoden aus einer
Fraktion der Bodenprobe im Labor (siehe
Punkt Nr. 2 oben, Kapitel 3.4.2).

3. Die Extraktion von DNA aus den gesammel-
ten Nematoden.

4. Amplifikation (PCR) eines DNA-Segments
(=«Barcode») und Sequenzierung der DNA
durch Next Generation Sequencing mit
illumina MiSeq unter Verwendung von Ne-
matoden-spezifischen Primern.

Metabarcoding von eDNA

1. Die Entnahme von Bodenkernen zur Bildung
einer Mischprobe.

2. Die Extraktion von eDNA direkt aus der
Bodenprobe (die Bodenproben kénnen vor
der Extraktion eingefroren werden).

3. Amplifikation (PCR) eines DNA-Segments
(=«Barcode») und Sequenzierung der DNA
durch Next Generation Sequencing (NGS)
mit illumina MiSeq unter Verwendung von
Nematoden-spezifischen Primern.

Morphologische Analysen

Auszahlen und Identifizieren

Abbildung 10: Methodisches Grundprinzip fiir die morphologische Untersuchung von Nematoden.

Extraktion von Nematoden
Dichte, Motilitat, Filtrieren
und/oder Sieben

Entnahme von Bodenproben

Kernbohrung, Mischprobe

Extraktion von

eDNA (aus dem Boden)

Feld

Exirakhon auf Molekulare Analysen

molekularer Ebene Amplifikation,

DNA (von Nematoden) Sequenzierung und

Interpretation

Molekulare Analysen
Amplifikation,
Sequenzierung und

Interpretation

Labor

Abbildung 11: Methodisches Grundprinzip fur die molekulare Untersuchung von Nematoden
(DNA-Metabarcoding [obere Linie] und eDNA-Metabarcoding [untere Linie]).
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3.4.3 Methodische Unterschiede

Neben dem Hauptunterschied bezlglich der Ana-
lysetechnik (morphologisch versus molekular) far
die Untersuchung der Nematoden, gab es auch
kleine methodische Abweichungen bei der Ent-
nahme der Bodenproben und der Extraktion der
Nematoden (DNA-Metabarcoding) (Tabelle 11).

Neben den oben genannten Methoden zur Ex-
traktion von Nematoden gibt es noch weitere Me-
thoden (siehe Abbildung 12, Kapitel 3.4.4): Einen
Uberblick gibt der 2013 von der European and
Mediterranean Plant Protection Organisation her-
ausgegebene Standard EPPO: PM 7/119 (1) «<Nema-
tode extraction». Dieser Standard listet die Vor-
gehensweisen auf und diskutiert die Vor- und
Nachteile der wichtigsten Methoden zur Extrakti-
on von Nematoden (speziell fur Phytopathogene)
in Pflanzenproben, Bodenproben und fir zysti-
sche Formen von Nematoden im Boden (Zysten-
nematoden) (EPPO, 2013).

Bewahrte
Grosse der zusammen- Korngréssen-
Methode gesetzten Stichprobe'’ fraktion Extraktionstechnik
I1SO 23611-4 25 Bohrungen? < 8mm Qostenbrink-Elutriation (Dichte),
(@ 2,3cm, 10—15cm tief) dann sieben und filtern (Motilitat, sieben/filtern).
Alternative: Baermann Trichter (Motilitét)
oder Seinhorst-Elutriation (Dichte).
ADEME 32 Bohrungen? 3 < 6mm Seinhorst-Elutriation (Dichte),
(2 7cm, 15cm tief) dann sieben und filtern (Motilitat, sieben/filtern).
Cobb-Extraktion (sieben/filtern) fiir die
1. Messung.
Molekulare 8 Bohrungen* n.d. Elutriation Qostenbrink (Dichte)*
Methoden (NGS) (@ 5cm, 10cm tief)
Tabelle 11: Hauptunterschiede n.d.=nicht definiert.

in der Methodik, die fir das
Verfahren zur Enthahme von
Bodenproben und zur Extraktion 2 Pro 100m?
von Nematoden aus dem Boden
aufgelistet wurden.

" Erstellt durch einfache Bohrung.

3 Fir das Programm Bioindicator Il wurden 4 x 12 Bohrkerne auf 100 m?

entnommen, d. h. 48 Bohrkerne.

4 Die Probenahme erfolgte auf einer Fldche von etwa 4m?.

5 Die Qostenbrink-Elutriation ist bei der molekularen Analyse von Nematoden
durch eDNA-Metabarcoding nicht erforderlich. Beim DNA-Metabarcoding
werden die Nematoden durch Elutriation Oostenbrink aus der Bodenprobe
extrahiert. Zusédtzliche Verfahren wurden nicht spezifiziert.
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3.4.4 Zu beachtende Punkte (Entnah-
me und Extraktion von Nematoden)

Probenahmefléache: Fir die Probenahme
wird nach ISO-Methode eine Flache von 1ha
empfohlen (bzw. mindestens 0,5ha), d.h. 100
Proben pro 1ha. Angesichts des Umfangs der
Aufgabe wird die Probenahmeflache oft auf
100 m? reduziert (RMQS-Programm BioDiv
und Bioindicator Il). Die Probenahmeflache
sollte hinsichtlich der Bodeneigenschaften,
der Vegetation und der Art der Landnutzung
homogen sein (ISO 23611-4, 2007).
Stichprobengrésse: le mehr Bohrkerne

die Mischprobe bilden, desto besser ist die
Repréasentativitat der Schatzung der Nema-
todenabundanz und -artenzusammen-
setzung (ein Maximum wird bei 300 Bohr-
kernen erreicht; 100 Bohrkerne pro ha wer-
den von der ISO empfohlen [ISO 23611-4,
2007]). Fiir kleinere Gebiete (z.B. 100 m2)
reichen etwa 25 Bohrkerne aus, um einen
Uberblick tber die durchschnittliche Zusam-
mensetzung der Nematoden am Standort zu
erhalten und um gentigend Bodenvolumen
fur die Extraktion zu sammeln. Das ist eine
vergleichbare Gréssenordnung wie bei der
ADEME-Methode (d. h. 32 Bohrkerne pro
100 m2). Aus der gesiebten Mischprobe wird
eine reprasentative Unterprobe entnommen,
um die Extraktion der Nematoden durchzu-
fuhren (z.B. 11 fir die ISO-Methode).
Bodenvolumen fiir die Extraktion: Das fir
die Extraktion erforderliche Bodenvolumen
héngt von der verwendeten Technik ab.

Mit den von der ISO, der ADEME und der
NGS-Molekularanalyse empfohlenen Techni-
ken kénnen relativ grosse Bodenmengen
auf einmal verarbeitet werden, d.h. bis zu
250 ml Boden (100 —500g).

Effektivitdt der Extraktionstechnik: Leider gibt
es keine pauschale ideale Extraktionstechnik.
Das liegt daran, dass Nematoden unter-
schiedlich gross sind, sie unterschiedliche
Moatilitaten aufweisen und/oder die Boden-
proben in ihrer Kompaktheit und dem Gehalt
an organischer Substanz stark variieren
kénnen. Die Wahl der Technik hangt auch
vom Zweck der Extraktion, der erforderlichen
Effizienz, der Zeit und den verfUgbaren
finanziellen Mitteln ab (EPPO, 2013). Eine mo-
lekulare Analyse aus einer Rohbodenprobe
durch Metabarcoding von eDNA kdnnte dem
entgegenwirken. In Bezug auf Effizienz (Aus-
beute) und Qualitat, ist jedoch die Oosten-
brink-Elutionsmethode sowohl nach ISO- als
auch nach EPPO-Standards eine der effizien-
testen Methoden zur Extraktion von mobilen
Bodennematoden. Bei der ISO-Methode
werden bei der Extraktion drei Phasen zur
Trennung von Bodennematoden kombiniert:
Waschen (Dichte; Oostenbrink-Elutriation),
sieben/filtern und aktive Bewegung (Motili-
tat). Sie erfordert die kostenintensivste
Ausristung und das grésste Wasservolumen.
Die von der ISO vorgeschlagenen alternati-
ven Techniken (Baermann-Extraktion allein,
Seinhorst-Elutriation) werden im Vergleich zur
Oostenbrink-Elutriation von der ISO als weni-
ger effizient, daflir aber als kostenglinstig
eingestuft. Weitere Details zu den Kosten und
Nutzen der vom EPPO aufgelisteten Metho-
den sind Abbildung 12 zusammengefasst.

35



Extraktionszeit: Die Extraktionszeiten variie-
ren je nach Technik. Die Oostenbrink-Elutria-
tion und die Seinhorst-Elutriation erfordern
ahnliche Extraktionszeiten, d.h. zwischen

15 und 30 min pro Probe. Fur die Filtrations-
phase nach der Elutriation betragt die von
der ISO empfohlene optimale Zeit nach der
Oostenbrink-Elutriation 72 h. Die experimen-
tellen Ergebnisse zeigen, dass 59 % der Ne-
matoden in den ersten 24 Stunden erfasst
werden, 73 % nach zwei Tagen und 82 %
nach drei Tagen. Eine langere Filtrationszeit
hat mehrere Nachteile, wie z.B. die Ver-
dunstung des Wassers in den Schusseln,

Kompetenzzentrum Boden Biologische Bodeneigenschaften 3. Resultate

das Absterben der Nematoden und das
Schltpfen von Eiern, die sich in den
Trimmern befinden (ISO 23611-4, 2007).

In einigen Fallen wird nach der Oostenbrink-
Elutriation eine Baermann-Extraktion durch-
geflhrt. Die Dauer dieser Extraktion selbst
betragt nach EPPO (2013) 24 bis 72 Stunden
und nach ISO 23611-4 (2007) 48 bis 72 Stun-
den. Fur die Filtrationsphase nach der
Seinhorst-Elutriation nach der ADEME-
Methode werden 48 h Wartezeit empfohlen
(Abbildung 12). Die zeitlichen Ressourcen
der verschiedenen Methoden werden in
Kapitel 3.4.7.1 ausflhrlicher diskutiert.

Table 2 Costs and benefits of the extraction methods mentioned in the EPPO Diagnostic Protocols for plant-parasitic nematodes (modified after Van

Bezooijen, 2006)

Maximum Extraction  Cost of Labor  Water  Time until Quality of

Extraction method Principle sample size  efficacy equipment  costs use evaluation”  extraction (clean)
Plant material

Direct examination Motility 10 g + + + + 10 min +

Baermann funnel/Oostenbrink  Motility 50 g + 1F + + 24 h +HH

dish

Root incubation Motility 20 g + + + 72 h +

Mistifier Motility 50 g +H+ et + +H+ 24 h +

Maceration and filtration Size and shape 50 g it St + + 15 min 1

Maceration and centrifugal Density 50 g Siatatd bt + it 30 min St

flotation

Enzymatic digestion Size and shape 10 g Ty =t =t e 72 h P
Soil

Baermann funnel/Oostenbrink  Motility 250 mL > ir AHr > 24 h AP

dish

Flotation and sieving Density and 200 mL ++ + +H ++ 15 min ap

size and shape
Hegg modified Cobb Density and 1000 mL St ++ ++ ++ 24 h ++
size and shape

Qostenbrink elutriator and Density 250 mL* Sty +H+ St ++ 24 h Sty

Baermann funnel

Qostenbrink elutriator and Density 250 mL* Siatais +H+ + Tt 60 min bty

centrifugation

Centrifugal flotation Density 250 mL St St 1Hr Tt 15 min AP
Cysts

Baunacke method Density and 100 mL > b Hr P 10 min >

Paper strip method size and shape

Fenwick can Density 250 mL + + + + 15 min +

Schuiling centrifuge Density 500 mL + iHHF Shals +H+ 15 min +

Seinhorst elutriator Density 500 mL* I5RP ++ ++ ++ 15 min Sl

Centrifugal flotation Density 250 mL ++ +H + ++ 15 min ++

Wye washer Density 1000 mL* + + 1HEF +H+ 15 min +

+ small (low); equipment costs <100 EUR.
++ medium; equipment costs 100-5000 EUR.
+++ large (high); equipment costs >5000 EUR.

*The time given is that needed to extract a sample and receive a suspension ready for evaluation. In many cases additional cleaning steps (e.g.

Baermann funnel, Qostenbrink dish, centrifugal flotation) are required that will prolong the process.
FUpscaled versions of the Oostenbrink elutriator can process 1000 mL soil.
{Upscaled versions of the Seinhorst elutriator can process 2000 mL soil.

§Upscaled versions of the Wye washer can process 2000 mL soil.

Abbildung 12: Kosten und Nutzen von Extraktionsmethoden flr phytopathogene Nematoden nach der European and
Mediterranean Plant Protection Organisation (EPPO: PM 7/119 (1) Nematode extraction. 2013).
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3.4.5 Gemessene Variablen

Morphologische Analysen
Nach der Extraktion der Nematoden aus den
Bodenproben werden die Abundanz und die Zu-
sammensetzung der Nematofauna unter der Bin-
okularlupe (= Stereomikroskop) und im Labor unter
dem Lichtmikroskop bestimmt. Dabei werden fol-
gende Parameter verwendet:

__ Die Gesamtabundanz

__ Die Abundanz der freien Nematoden

(Phytophage ausgeschlossen).

Die Abundanz phytoparasitischer Nema-
toden.
Die Zusammensetzung der Gemeinschaft,
in der Regel auf der Grundlage von Arten,
Familien und/oder Gattungen, funktionellen
Gilden oder trophischen Gruppen. Auch
okologische Typen werden definiert.

Auf der Grundlage der Zusammensetzung und

der Abundanz der Nematoden werden dann Indi-

zes berechnet. Diese helfen dabei, die biologische

Funktion und den Zustand der untersuchten Bo6-

den zu bestimmen. Wir finden:

Haufig verwendete Diversitatsindizes

(z.B. Shannon, Simpson, ...).

Strukturindex (SI)

Der Sl spiegelt die Stabilitat des Lebens-

raums wider: Je hoher der SI, desto weniger

gestort ist der Lebensraum. Er hangt von

der relativen Haufigkeit verschiedener

Nematodenfamilien ab (bakterien-, pilz-,

allesfressende und rauberische Nematoden

[Villenave, 2014]).

Anreicherungsindex (Al)

Er gibt Auskunft Gber die Nahrstoffdynamik;

der Al steigt mit der Verfligbarkeit von

Nahrstoffen, insbesondere von Stickstoff.

Er ist besonders nitzlich in Agrarokosyste-

men (Villenave, 2014).

Reifegradindex (MI): «Maturity Index»,

Index, der die Messung von Umweltstérun-

gen auf der Grundlage der Zusammen-

setzung der Nematodenarten («colonizer-

persister classes» [cp]) ermdglicht.

Phytoparasitische Nematoden sind davon

ausgenommen.

PhytoPhagen-Nematoden-Index (PPI;

«Plant Parasitic Index»).

__Anteil bakterien- und pilzfressender Nema-
toden (Verhaltnis NCR und IC).

_ Index der Abbauwege organischer Substanz
(IVD).

MI, PPl und IVD werden verwendet, um die Aus-
wirkungen verschiedener Stérungen, Belastungen
und Praktiken auf den Boden zu bestimmen (Ville-
nave, 2014).

- Fiir die detaillierte Berechnung und weitere In-
formationen zu den einzelnen Indizes kann unter
anderem auf die Veroffentlichungen von Bongers
(1989, 1999), Ferris et al. (2001) und Ferris (2010)
verwiesen werden.

Diese Indizes werden in Gewichtseinheiten fir
frischen Boden, Gewichtseinheiten fir trockenen
Boden und Fléacheneinheiten (dm? oder m?) aus-
gedriickt. Die Werte «pro Flacheneinheit» kénnen
aus dem Durchmesser des Bodenkerns, der An-
zahl der Kerne in der Mischprobe, dem Gesamt-
gewicht der Mischprobe und dem Gewicht der
entnommenen Bodenmenge berechnet werden
(ISO 23611-4, 2007).

Molekulare Analysen
Molekulargenetische Analysen eignen sich beson-
ders fir die Beurteilung von:

_der Artenvielfalt (Alpha-Diversitat) und
_der Struktur und Zusammensetzung von
Gemeinschaften (Beta-Diversitat).

Quantitative PCR-Analysen kdnnen Daten Uber die
Haufigkeit bestimmter Taxa oder Organismen-
gruppen liefern. Molekulare Analysen kénnen kei-
ne Informationen Uber die Gesamtabundanz (Ge-
samtanzahl der Individuen) oder die Berechnung
von Indizes (z.B. MI-Reifegradindex) liefern. Hier-
fur ist immer eine morphologische Analyse unter
dem Mikroskop erforderlich (personliche Mittei-
lung Beat Frey, WSL).

3.4.6 Einschrankungen

__ Saisonalitdt: Die Probenahme kann das
ganze Jahr Uber erfolgen; Frihling und
Herbst sind jedoch die glinstigsten Zeiten
(Villenave, 2014).

_ Klimatische Bedingungen: Vermeiden Sie
sehr trockene Bedingungen/geringe Boden-
feuchte und Frost.
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_ Stérungen: Vermeiden Sie die Probenahme
in Graben, auf Wegen oder Spuren (ISO

23611).

Formaldehyd: Zur Fixierung der Nematoden

fir die morphologische Analyse wird
Formaldehyd bendtigt. Dieses ist sehr giftig.
Bei seiner Verwendung mussen geeignete
Vorsichtsmassnahmen getroffen werden
(geeignete Schutzausristung, Absaughaube

USW.).

Morphologische Analysen

3.4.7 Notwendige Ressourcen

3.4.71 Zeitlicher Aufwand und Fachwissen

Der erforderliche zeitliche Aufwand und das Fach-
wissen werden im Folgenden geschétzt (Tabelle 12
und Tabelle 13). Der Zeitliche Aufwand beinhaltet
die Zeit, die 1 Person bendtigt, um die Arbeit fir
1 Replikat (=Unterprobe der Mischprobe) fir die
morphologische und molekulare Analyse durch-
zuflhren. Die Anreise zum Untersuchungsort, die
Vorbereitung und das Aufstellen des Materials auf

dem Feld werden hier nicht bertcksichtigt.

Verfahren fiir 1 Replikat Gesamtdauer Effektive Dauer Fachwissen
Phase 1 — Entnahme
Bohrung, komp. Probe (n=25 bis 32) 20 —30 min 20 —30 min +
homogenisieren und sieben'’ 30 min 30 min +
TOTAL Entnahme ~1h ~1h
Phase 2 — Extraktion
Oostenbrink (ISO)
Elutriation 15 min 10 min +
filtern — sieben 72 h 5 min +
Total 72 h 15 min
oder Seinhorst (ADEME)
Elutriation 30 min 10 min +
filtern — sieben 48 h 5 min +
Total 48 h 15 min
Phase 3 — Morphologische Analysen
Aufbereitung 6h 1h ++
Z&hlung und Identifikation 2h 2h +++
TOTAL Analyse ~8h ~3h
TOTAL Methode
Oostenbrink ~3,5 Tage ~4h
Seinhorst ~2,5Tage ~4h

Tabelle 12: Erforderliche zeitliche
Ressourcen und Fachkenntnisse fur
die Untersuchung von Nematoden
(morphologische Analysen; Aufga-
be von 1 Person fur 1 Replikat).

1 Replikat =1 Teilprobe der Mischprobe (normalerweise 250-mli-Fraktion,

d.h. ca. 300g Boden).

+=grundlegende Féhigkeiten; ++=fortgeschrittene Féhigkeiten; +++=Spezialist

' Lehmige Bdden oder Béden mit vielen Wurzeln erfordern mehr Zeit fir die

Sieb- und Homogenisierungsverfahren (ISO 23611-4, 2007).
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Molekulare Analysen (Metabarcoding von DNA und eDNA)

Verfahren fiir 1 Replikat Gesamtdauer Effektive Dauer Fachwissen
Phase 1 — Entnahme

Bohrung (n=85) 10 min 10 min +
Phase 2 — Extraktion der Nematoden
(nur fir Metabarcoding von DNA)

Oostenbrink 72 h 15 min +
Phase 3 — Genomische Extraktion

DNA-Extraktion ? und Quantifizierung 2h 2h ++
Phase 4 — Molekulare Analyse3

Sequenzierung (externe Dienstleistung) 1 bis 3 Wochen* 4 bis 55 h

Genomische Analyse und Interpretation << 4 bis 8 h¢ << 4 bis 8 h¢ +++
TOTAL Methode (ohne Sequenzierung)

Metabarcoding von DNA ~ 3,5 Tage ~ 6 h 30 min bis 10 h 30 min

Metabarcoding von eDNA * 6 bis 10 h 6 bis 10 h

Tabelle 13: Erforderliche Zeit und
Fachkenntnisse fur die Untersuchung
von Nematoden (molekulare Ana-
lysen mit DNA- und eDNA-Meta-
barcoding; Aufgabe von 1 Person
fr 1 Replikat).

+

1

2

=Grundfertigkeiten; ++ = fortgeschrittene Fertigkeiten; +++=Spezialist

Oostenbrink-Extraktion nach morphologischer Analyse (s. Tabelle 12 fiir Details).

Es ist méglich, in diesem Schritt die DNA aus mehreren Proben parallel zu
extrahieren, was die Zeit pro Probe deutlich reduziert und auch eine Automati-
sierung des Verfahrens erméglicht (siehe Kapitel 4.3.2).

Die fiir die molekulare Analyse erforderlichen Ressourcen und Fachkenntnisse
basieren auf dem, was fiir Protisten getan wird, wobei die gleichen externen
Dienstleister manchmal auch fliir Nematoden eingesetzt werden.

Zeit, die zwischen dem Einsenden der Proben und dem Erhalt der Ergebnisse
bendtigt wird.

Das Metabarcoding von eDNA umfasst nicht Phase 2. Die DNA wird direkt aus
der Bodenprobe extrahiert.

Diese Daten basieren auf den geschétzten Zeitressourcen fiir Protfisten

(Kap. 3.5.5 und Kap. 4.4.2), wobei der Stand der Forschung zum Zeitpunkt der
Erstellung dieses Dokuments berlicksichtigt wurde. In der Realitét sind die
zeitlichen Ressourcen fur die Bestimmung der Nematoden heute wesentlich
geringer.
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3.4.7.2 Material und geschéatzte Kosten

Morphologische Analysen

_ Spezifisches Material: Das Material um-
fasst hauptsachlich den Oostenbrink-Elutria-
tor (ISO empfohlen; Durchschnittspreis
6000 CHF) und Siebe (Durchschnittspreis
150 CHF) fir die Extraktion der Nematoden
sowie ein Stereomikroskop (Durchschnitts-
preis 700 CHF), ein Mikroskop (Durch-
schnittspreis 2000 CHF) und zusétzliches
Kleinmaterial fir die Probenahme, Extraktion
und Mikroskopie (z.B. Zahlboxen) usw.
(durchschnittlicher Gesamtpreis 2150 CHF).
Verbrauchsmaterial: Das Verbrauchsmaterial
umfasst Kleinmaterial fir die Extraktion
der Nematoden (z.B. Filter) und die mikro-
skopische Beobachtung (z.B. Objekttrager
und Deckglaser), etc.

Die folgenden Kosten werden flr die morphologi-
sche Analyse geschatzt:

Nematoden Preis
(Morphologische Analysen) ca. CHF
Investitionskosten 11000.00
Verbrauchskosten (1 Replikat) 5.50

Tabelle 14: Geschatzte Kosten fiir Hardware-
Investitionen und Verbrauchsmaterialien fir Nematoden
(morphologisch).

Einzelheiten zu Kosten, Anbietern und materieller
Ausstattung finden sich im Anhang (Anhang 8.2).

Molekulare Analysen
(Metabarcoding von DNA und eDNA)

_ Sperzifisches Material: Das bendtigte Material
umfasst hauptsachlich den Oostenbrink-
Elutriator (Durchschnittspreis 6000 CHF)
sowie zusatzliches Material (ca. 1000 CHF)
fur die Extraktion der Nematoden aus der
Bodenprobe. Die Ausristung fir die Vorbe-
reitung und Quantifizierung der DNA umfasst
hauptsachlich ein Spektralphotometer (z.B.
Denovix DS-11 oder DS-11FX, Durchschnitts-
preis 13000 CHF), eine Zentrifuge (Durch-
schnittspreis 8000 CHF), einen Schuttler fir
Reagenzglaser (Durchschnittspreis 350 CHF),
usw. Die Ausrlstung fir die Probenvorberei-
tung und Quantifizierung der DNA umfasst
hauptsachlich ein Spektralphotometer (z.B.
Denovix DS-11 oder DS-11FX, Durchschnitts-
preis 13000 CHF). Die Sequenzierung wird an
einen externen Dienstleister vergeben, z.B.
Microsynth (www.microsynth.ch) oder Fasteris
(www.fasteris.com) in der Schweiz oder
Genome Québec in Kanada (cesgg.com).
Zur Orientierung: Der durchschnittliche
Preis fir einen Sequenzer vom Typ lllumina
MiSeq, der fur diese Art von Analysen
bendtigt wird, liegt bei 110000 CHF.

Kosten pro Probe: Die Kosten flir eine Probe
von der Phase der DNA-Extraktion bis zur
Sequenzierung werden auf 45 CHF geschatzt
(persoénliche Mitteilung Beat Frey, WSL).

Flr die molekulare Analyse werden folgende Kos-
ten geschatzt:

Nematoden (molekulare Analyse — Preis
Metabarcoding von DNA und eDNA) ca. CHF

Investitionskosten (ohne Sequenzer) — DNA  28500.00

Investitionskosten (ohne Sequenzer) — eDNA  21500.00

Analysekosten (1 Probe; Extraktion 45.00
- Sequenzierung) — DNA und eDNA

Tabelle 15: Geschatzte Kosten fir Hardware-
Investitionen und Verbrauchsmaterialien fir Nematoden
(molekulare DNA- und eDNA-Analyse)

Einzelheiten zu Kosten, Anbietern und materieller
Ausstattung finden sich im Anhang (Anhang 8.2).
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3.4.8 Zusammenfassung der Bestimmungsmethoden fiir Nematoden

Morphologische Analyse

Z5hlung, Zusammensetzung
Bohrungen, sieben Elutriation, sieben, filtern Nematofauna

Morphologische
Analysen

8 h

*o00 Effekﬁve‘ Dauer: 3 h

Extraktion
2 bis 3 Tage

3 -4 Tage
(Effektive Dauer: 4 h)

1 Wiederholung

max. 40chen Effektive Dauer: 15 min

Mischproben Qostenbrink-Elutriation (15 Gesamtabundanz (Anz. Ind./m?) S
25 - 50 Bohrkerne (300 - 500 g Boden). min) und Sieben - Filtern. 1SO
Siebung 5 — 8 mm (3 Tage) * Zusamnlensefzung' der Nematofauna

Seinhorst-Elutriation (30 (nach Emahrungsweise) B

f P ADEME

min) und Filtration (2 Tage) * Artenreichtum (Anzahl Arten) Skt
Spezifisches Material: * INDEX: Reifegradindex (M), Strukfurindex
Elutriator Oostenbrink oder Seinhorst, Mikroskop (SI), Anreicherungsindex, Phytophage
Investitionskosten: ~ 11000 CHF Nematodenindex (PPI), Index der o,
Verbrauchskosten: 5.00 CHF Abbauwege der OM (IVD)....

E:s;?:g::e S Grundkenntnisse pﬁ,‘, Fortgeschrittene Fahigkeiten jo. Spezialist:innen S Expertinnen

Abbildung 13: Zusammenfassung der methodischen Verfahren fir Nematoden (morphologische Analyse). Die «Stop»-Zeichen
geben die maximal mégliche Lagerungszeit der Proben zwischen den einzelnen Phasen an (*co=Lagerung Uber einen langeren
Zeitraum moglich, d.h. mehrere Monate) (Abbildung von S. Campiche, prasentiert auf dem KOBO-Workshop zu Bestimmungs-
methoden im August 2020).
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3.5 Protisten

Protisten sind Uberwiegend einzellige — manch-
mal auch mehrzellige Organismen — und umfassen
alle Eukaryoten, die weder Pflanzen (Plantae) noch
Pilze (Fungi), noch Tiere (Animalia), sind. Sie kom-
men sowohl in aquatischen als auch in tferrestri-
schen Okosystemen vor (Abbildung 14). Boden-
protisten spielen eine grundlegende Rolle im
Boden, z.B. fiir den Abbau organischer Stoffe und
den Nahrstoffkreislauf. Sie lassen sich in vier grosse
okologische Funktionsgruppen einteilen: phago-
troph (erndhren sich von Bakterien, Pilzen und
anderen Protisten), symbiotisch (einschliesslich
Parasitismus, Kommensalismus und Mutualismus),
saprotroph (am Abbau organischer Substanz be-
teiligt) und phototroph oder mixotroph (Chloro-
phyll enthaltend und an der Fixierung von Kohlen-
stoff beteiligt). Ihre Anzahl erreicht in der Regel
Zehntausende von Individuen pro Gramm Boden.
Ihre Vielfalt und ihre gemeinschaftliche Struktur im
Boden liefern wertvolle Hinweise auf die Umwelt-
bedingungen. Da sie empfindlich auf Umwelt-
stérungen reagieren, gelten sie als nutzliche Indi-

[ Naked amoeba | ["jaiod amacha 1
| Haked amoebs I Vseetis pfacics [ . oiad amcetas |
| Acrasis kona 1 |Acanthamoeba sp.|
| | L (AMOEBOZOA) | | (AMOEBOZOA) |

I(HETEROLOBOSEA, EXCAVATA)L ,,,,,,,,,,,,,, i

~
Cyst of s

i Ciliate

| Colpoda steinii
1
L

(ALVEOLATA; SAR)

Cyst of the ciliate 1
Laurentiella strenua

(ALVEOLATA; SAR)

katoren zur Bewertung der Bodenqualitat und
zur Vorhersage kiinftiger Veranderungen im Oko-
system. lhr Potenzial als Bioindikatoren wird der-
zeit noch kaum ausgeschopft: Sie sind weniger er-
forscht als Prokaryoten, Pilze und wirbellose Boden-
tiere; es gibt nur wenige Protistenspezialist:innen
(Taxonom:innen und Okolog:innen); nicht alle
taxonomischen Gruppen werden gleichermassen
verstanden. Ausserdem sind die meisten Arten
noch unbeschrieben, was ihr Eignung als Bioindi-
katoren einschrankt (Geisen et al., 2018).

Es gibt verschiedene Methoden, um die Vielfalt
und Haufigkeit von Protisten zu untersuchen (Ana-
lyse von Gemeinschaften). Diese Methoden lassen
sich in zwei Kategorien einteilen:

1. mikroskopische Analyse durch direkte
Beobachtung oder Kulturtechnik (in der
Vergangenheit haufig verwendet)

2. molekulare Analyse von DNA und RNA
(derzeit bevorzugte Technik) (Abbildung 15)
(Geisen & Bonkowski, 2018).

Sorocarp of
Acrasis kona
(HETEROLOBOSEA, EXCAVATA)

I
I
I
i

- Naked amoeba |
Rosculus sp. K
(RHIZARIA; SAR) | ‘\

f'\{\

[ Teystof ]
Rosculus sp. |'\

|
| [RHIZARIA; SAR) | 3

| (HETEROLOBOSEA, -__
| EXCAVATA) | -

1 Flagellate i
|Neoheteromita globosay. Testate amoeba
| (RHIZARIA; SAR) | ™ Euglypha sp.

(RHIZARIA; SAR)

e e el

1
I
Ciliate | O e e | Fuligo septica |
Notohymena antarctica| ] Sorocarp of | | (AMOEBOZOA) :
_(ALVEOLATA; SAR) | |Heterostelium pallidum| ~ b‘“ o
,,,,,,,,,,,,,,,,,, \{ {AMOEBOZOA) : \
! Naked amoeba T ET T \

; | { Fruiting body of
|

|Thecamoeba cf. terricola|
‘\ (AMOEBOZOA) |
| Testate amoeba |
Hyalosphenia pap.l‘!r'o:

(AMOEBOZOA) |

Naked amoeba 1
rboramoeba reticulatal |
(AMOEBOZOA) | ll
1

Abbildung 14: Freie Bodenprotisten geordnet nach Grésse (Lange), Morphologie und phylogenetischer Zugehérigkeit

(Geisen et al., 2017).
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Microscopic

Cultivation
'Direct' based
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Soil
protists

Community Analyses

3. Resultate

Imaging

Functional
Analyses

Omics
based

Molecular

RNA->cDNA
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Abbildung 15: Zusammenfassung der bestehenden Methoden zur Untersuchung von Bodenprotisten nach Geisen und
Bonkowsky 2018. Die gédngigen Methoden zur Untersuchung von Bodenprotistengemeinschaften werden in zwei Haupt-
ansatze getrennt, wobei zum einen mikroskopische Analysen zur Identifizierung von Protisten in differentiellen Auflosungen
und zum anderen molekulare Methoden an extrahierten Nukleinsauren (DNA oder cDNA nach reverser Transkription von RNA)
verwendet werden. Abklrzungen: NFPD: non-flooded petri dish method; MPN: Most probable number technique; LAM: Liquid
aliquot method; gPCR: quantitative polymer chain reaction; MT: Metatranscriptomic high-throughput sequencing (HTS); AS:

Amplicon HTS; MG: Metagenomic HTS.

Derzeit gibt es noch keine Norm (z.B. ISO-Stan-
dard) zur Untersuchung von Bodenprotisten. Die
bestehenden Methoden sind Forschungsmetho-
den und die methodischen Referenzen sind in wis-
senschaftlichen Publikationen zu prifen (siehe
z.B. Geisen und Bonkowski 2018).

Von den in Kapitel 3.1 genannten Monitoring- und
Forschungsprogrammen wurden Protisten in den
europdischen Programmen Envasso und EcoFin-
ders berlcksichtigt. Da eine Analyse morphologi-
scher Art unter dem Mikroskop aber als zu kom-
plex erachtet wurde, wurden sie nicht in das
endgtiltige Indikatorenset aufgenommen. Ausser-
dem befanden sich die molekularen Methoden bei
der EinfUhrung dieser beiden Programme vor
etwa 10 Jahren noch in den Kinderschuhen und
waren nur schwer in die Praxis zu integrieren. Dank
der jingsten Fortschritte im Bereich des Metabar-
codings integrieren jedoch immer mehr Projekte
im Bereich der Biodiversitat und der mikrobiellen
Okologie von Béden auch die Analyse von Protis-
ten (siehe u.a. George et al., 2019, Santos et al.,
2020, Hilton et al., 2021).

In der Schweiz sind Protisten Teil der Forschungs-
programme der Gruppe Bodenwissenschaft und
Umwelt der Hochschule fir Weinbau und Onolo-
gie in Changins (Professor Thierry Heger) und des
Laboratoriums fir Bodenbiodiversitat der Universi-
tat Neuchatel (Professor Edward A. D. Mitchell). Im
Rahmen der Schweizer Biodiversitatsstrategie des
BAFU entwickelte das Team von Thierry Heger
einen Ansatz, um die Protistengemeinschaften
verschiedener Schweizer Béden mithilfe von mole-
kulargenetischen Methoden (Metabarcoding) ein-
fach und praktisch umfassend zu charakterisieren.

Die nachfolgend beschriebene Methode zur
Untersuchung von Bodenprotisten ist die Metho-
de, die bei der Forschungsarbeit von Professor
Thierry Heger an der Hochschule Changins ver-
wendet wird. Er nutzt diese molekulare Analyse
durch Metabarcoding von eDNA. Die folgende
Beschreibung beruht auf Informationen, die in
Veroffentlichungen und in persénlicher Kommuni-
kation mit Professor Heger bereitgestellt wurden.
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Entnahme von Bodenproben
Kernbohrung, Mischproben

Genomische Extraktion

Extraktion, Quantifizierung
eDNA

Molekulare Analysen

Amplifikation,
Sequenzierung,
Genomanalyse und
Interpretation

Abbildung 16: Methodisches Grundprinzip flr die molekulare Untersuchung von Protisten.

3.5.1 Methodisches Grundprinzip

Die Methodik zur Untersuchung von Protisten be-
steht aus drei Hauptphasen:

1. Die Entnahme von Bodenbohrkernen im
Feld, um eine Mischprobe bilden zu kénnen
(3 Bohrkerne pro Replikat, 6,5cm Durch-
messer, 10 cm Tiefe) (Samaritani et al., 2017).

2. Die Extraktion aus den gesammelten Boden-
proben und die Quantifizierung von eDNA
im Labor (0,59 frischen Bodens) (Fournier et
al.,, 2020a).

3. Die Amplifikation der DNA durch PCR mit
einem allgemeinen Primer fir Eukaryoten,
die Sequenzierung (Next Generation Se-
quencing (NGS 18S rRNA amplicons) mit
illumina MiSeq, durchgefiihrt vom «Centre
for Comparative Genomics and Evolutionary
Bioinformatics» (Halifax, Kanada), die Ver-
arbeitung der Datensequenzen (Qualitats-
prifung, sortieren, um unbrauchbare Daten-
sequenzen zu entfernen) und die Inter-
pretation (faxonomische Zuordnung der
identifizierten eDNA-Sequenzen, Analyse
von Gemeinschaften und Diversitat etc. )
(Fournier et al, 2020b).

3.5.2 Zu beachtende Punkte

Da es keine standardisierte Methode fir die
Untersuchung von Protisten gibt, gibt es Unter-
schiede zwischen den verschiedenen Forschungs-
arbeiten, die bisher auf diesem Gebiet durch-
gefuhrt wurden, sowie zwischen den Fortschritten
bei den Analysetechniken. Das methodische
Grundprinzip bleibt jedoch gleich. Diese Unter-
schiede betreffen zum Beispiel:

die Anzahl der Bodenproben, die gesam-
melt werden, um die Mischprobe zu bilden,
die Zusammensetzung der Produkte, die

im Puffer fir die eDNA-Extraktion («extraction
buffer») verwendet werden,

die Technik und die Apparatur zur Durch-
flhrung der Amplifikation und Sequenzie-

rung, usw.

Damit die Ergebnisse vergleichbar sind, ist es
wichtig, dass man vorab eine Methodik festlegt.

3.5.3 Messgrossen

Die wichtigsten Messgrdssen sind:
_ Die genetische Vielfalt der Protisten,
Anzahl der Arten (Diversitat a).
_ Die Zusammensetzung der Gemeinschaften
(Diversitat B).
_ Die Analyse der mikrobiellen Netzwerke.

3.5.4 Einschrankungen

_ Saisonalitét: Die Proben sollten vorzugsweise
im Frihling und Herbst oder zum Vegeta-
tionsoptimum genommen werden. Probe-
nahmen im Hochsommer oder Hochwinter
kénnen eine andere Protistenvielfalt aufwei-
sen als Probenahmen im Frihjahr oder
Herbst (Fournier et al., 2020a).

Klimatische Einschrénkungen: Trockene Peri-
oden sollten vermieden werden.
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3.5.5 Notwendige Ressourcen

3.5.5.1 Zeitlicher Aufwand

Verfahren fiir 1 Replik Gesamtdauer Effektivdauer Fachwissen
Phase 1 — Entnahme
Bohrung (Probe komp. n=3) 5 min 5 min +
Phase 2 — Genomische Extraktion
Extraktion von eDNA " und Quantifizierung 2h 2h ++
Phase 3 — Molekulare Analyse
Sequenzierung (externe Dienstleistung) 1 bis 3 Wochen? 4 bis 55 h3
Genomanalyse und Interpretation 4 bis 8 h 4 bis 8 h +++
TOTAL Methode (ohne Sequenzierung) 6 bis 10 h 6 bis 10 h
Tabelle 16: Zeitliche Ressourcen 1 Replikat=Mischprobe aus 3 Bodenkernen.
und erforderliches Fachwissen fur
die Untersuchung von Protisten +=grundlegende Féhigkeiten; ++=fortgeschrittene Féhigkeiten; +++=Spezialist

(Aufgabe von 1 Person fur 1 Repli-
kat).

" Es ist méglich, in diesem Schritt die DNA aus mehreren Proben parallel zu
extrahieren, was die Zeit pro Probe deutlich reduziert. Es wird geschétzt,

dass 20 bis 25 Proben an einem Tag extrahiert werden kénnen (persénliche
Mitteilung Thierry Heger, Changins). Eine Automatisierung des Verfahrens ist
méglich (siehe Kapitel 4.4.2).

2 Zeit, die zwischen dem Einsenden der Proben und dem Erhalt der Ergebnisse
bendtigt wird.

3 Nach Angaben von illumina MiSeq, abhdngig von der Leseldnge der Sequenzie-
rung (Anzahl der Basenpaare) (https://support.illumina.com/sequencing/
sequencing_instruments/miseq/questions.html).

3.5.5.2 Material und geschéatzte Kosten

_ Spezifisches Material: Fir die DNA-

Quantifizierung wird ein Spektrophotometer

(z.B. Denovix DS-11 oder DS-11FX,

Durchschnittspreis 13000 CHF) bendtigt.
Zur Vorbereitung bedarf es: Zentrifuge
(Durchschnittspreis 8000 CHF), Schittler
fir Reagenzglaser (Durchschnittspreis
350 CHF, «Vortex Shaker), etc. Derzeit
wird fir die Sequenzierung ein externer
Dienstleister beauftragt (siehe unten).
Zur Orientierung: Der Durchschnittspreis
fur einen Sequenzierer vom Typ «lllumina
MiSeg» betragt 110000 CHF (Instrument
und Installation).

Verbrauchsmaterialien: Es handelt sich
um Produkte und Reagenzien fir die
DNA-Extraktion. Die Kosten fur das DNA-
Extraktionskit (FastDNA SPIN Kit for soil;
MP Biomedicals, 100 Praparate) belaufen

sich auf 420 CHF, d.h. etwa 4.20 CHF pro
Probe (persénliche Mitteilung von Thierry
Heger: 5 bis 10 CHF pro Probe). Hinzu
kommen kleine Laborutensilien wie 50-ml-
Falcon-R&hrchen, Pipettenspitzen etc.
Dienstleistung: Die Proben werden zur
PCR-Analyse und Sequenzierung mit illumina
MiSeq an einen externen Dienstleister
gegeben (Centre for Comparative Genomics
and Evolutionary Bioinformatics», Integrated
Microbiome Resource [IMR]: https://imr.bio/,
Halifax, Kanada). Die Kosten flr das
Leistungsangebot betragen ca. 25 CHF pro
Probe.

Die Kosten pro Probe, einschliesslich Verbrauchs-
material und Dienstleistungen von der eDNA-
Extraktion bis zur Sequenzierung, werden auf
45 CHF geschatzt, genau wie bei den Nemato-
den (personliche Mitteilung Thierry Heger,
Changins).
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Die folgenden Kosten werden geschatzt:

Protisten (Molekularanalyse — Preis
metabarcoding eDNA) ca. CHF
Investitionskosten (ohne Sequenzer) 21500.00
Analysekosten 45.00

(1 Probe; Extraktion = Quantifizie-
rung = Sequenzierung)

Tabelle 17: Geschatzte Kosten fir Hardware-
Investitionen und Verbrauchsmaterialien fur die
Bestimmung von Proftisten.

3.6 Funktionelle Methoden

Verschiedene Gruppen von Mikroorganismen so-
wie zahlreiche wirbellose Tiere wie Regenwlrmer,
Enchytréaen, Springschwdnze oder Nematoden
leisten einen erheblichen Beitrag zur Aufrechter-
haltung der biologischen Bodenfunktionen. Es
gibt nur wenige Methoden, die sich direkt mit den
Bodenfunktionen befassen und es ermdoglichen,
diese Beitrage zu bewerten. Die meisten funktio-
nelle Indikatoren konzentrieren sich auf mikrobielle
Aktivitaten. Indikatoren, die sich direkt auf die Ak-
tivitaten von Bodeninvertebraten beziehen, sind
dagegen weniger zahlreich (Rémbke, 2014). Es
gibt drei funktionelle Methoden (Abbildung 17),
die verwendet werden kdénnen, um die Aktivitat
von Bodenorganismen, insbesondere von Wirbel-
losen, quantitativ zu bewerten. Alle drei sind mit
der Zersetzung organischer Substanz und damit
mit dem Nahrstoffkreislauf verbunden:

Der Streusack- oder Litter Bag-Test: Er wird
verwendet, um den Massenverlust an orga-
nischer Substanz im Mineralboden (haupt-
sachlich Ackerstandorte und Grasland) oder
in der Streuschicht (hauptsachlich Walder) zu
messen (Rombke, 2014). Der Test verwendet
einen Sack aus synthetischem Material mit
variabler Maschenweite, der in der Regel mit
Strohriickstanden gefillt ist. Der Sack wird

Beachten Sie, dass die Kosten flur den Versand der
Proben fir die Sequenzierung nach Kanada ca.
250 CHF betragen (unabhangig von der Anzahl
der versendeten Proben; gekihlter Versand).

Einzelheiten zu Kosten, Anbietern und materieller
Ausstattung finden sich im Anhang (Anhang 8.2).

flr mehrere Wochen im Boden vergraben.
Am Ende der Expositionszeit wird der Litter
Bag wieder ausgegraben und die Menge
des von den Bodenorganismen verbrauch-
ten Strohs bestimmt (Massenverlust der
organischen Substanz). Der Test dauert
mehrere Monate und ist recht aufwandig.

Er unterscheidet nicht zwischen dem Beitrag
von Mikroorganismen und Wirbellosen
(Rémbke, 2014).

Der Koéderstreifentest oder Bait Lamina:

Der Test besteht aus 120 mm langen und

6 mm breiten PVC-Stabchen (ISO 18311, 2016),
die mit 16 Lochern perforiert sind. Die
Loécher sind mit einem organischen Substrat
geflllt, das aus einer Mischung aus Zellu-
lose, Weizenkleie und Aktivkohle besteht.
Die Stabchen werden fir einige Tage senk-
recht in den Boden gesteckt und dann wie-
der herausgenommen. Anschliessend wird
ermittelt, wie viele der organischen Kéder
von den Bodenorganismen verzehrt wurden.
Damit lassen sich die gesamte Nahrungs-
aktivitdt und das vertikale Aktivitatsprofil von
wirbellosen Bodentieren in situ messen
insbesondere der Makrofauna (wie Regen-
wilrmer) aber auch der Mesofauna (insbe-
sondere Enchytréden oder Mikroarthropoden
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Abbildung 17: Von links nach rechts: Litter Bag (Foto: Nicole Scheunemann), Tea Bag (Foto: Simon Tresch, FiBL),
und Bait Lamina (Foto: S. Campiche).

wie Springschwanze) (Rémbke, 2014). Der Funktionelle Methoden werden im Vergleich zu

Bait Lamina Test gilt als indirektes Mass Methoden, die auf der Beobachtung von Organis-

fur den Abbau organischer Substanz, wobei mengemeinschaften beruhen, noch immer wenig

der am Ende des Tests gemessene Para- eingesetzt. Sie werden nur in zwei internationalen

meter die Nahrungsaktivitdt der Bodenorga- Monitoring- und Forschungsprogrammen, die in

nismen ist (OECD, 2006). Kapitel 3.1 erwahnt werden, sowie in einigen der
_ Der Teebeuteltest oder Tea-Bag-Test: Schweizer Forschungsprogramme angewendet.

Er liefert Informationen Uber die Fahigkeit
des Bodens, organische Rickstande in
pflanzenverfliigbare Nahrstoffe umzuwan-
deln und Humus aufzubauen. Bei dem
Test werden Teebeutel verschiedener Arten
vergraben: Ein Beutel mit griinem Tee, von
dem angenommen wird, dass er schnell
abgebaut wird, und ein Beutel mit Rooibos,
der komplexer abgebaut wird. Nach etwa
drei Monaten im Boden wird der Grad der
Zersetzung der organischen Substanz
durch den Vergleich der Abbaugeschwin-
digkeit der beiden Teesorten bewertet
(Keuskamp et al., 2013; Tresch und Fliess-
bach, 2017).

Mit diesen Daten schlagen Keuskamp et al.
(2013) die Berechnung eines Indexes vor
(Tea Bag Index; Details zur Berechnung
siehe Publikation). Vom Prinzip her ist

der Tea-Bag-Test dem Litter-Bag-Test sehr
ahnlich.
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3.6.1 Angefiihrte Methoden

In den in Kapitel 3.1 erwdhnten Monitoring- und
Forschungsprogrammen wird der Litter Bag im
ENVASSO-Programm und im AgrINNOV-Programm
eingesetzt. Der Bait Lamina Test wird im ENVASSO-
Programm berlicksichtigt und vom EcoFINDERS-
Projekt als funktionelle Methode empfohlen. Er
wird derzeit auch in mehreren kleinen Forschungs-
programmen in der Schweiz eingesetzt. Der Tee-
beuteltest wurde unter anderem in der Forschung
des FiBL (Andreas Fliessbach) im Zusammenhang
mit dem Programm FertilCrop 2015 — 2017 (Fertility
Building Management Measures in Organic Crop-
ping Systems) eingesetzt (Tabelle 18).

Angefiihrte Methoden

Es sei darauf hingewiesen, dass der Litter Bag im
Zusammenhang mit der Bewertung von Pflanzen-
schutzmitteln verwendet wird. In diesem Zusam-
menhang ist ein OECD Guidance Document Nr. 56
(OECD, 2006) tber den Abbau organischer Subs-
tanz in Litter Bags verfligbar. Es wird allerdings
nicht vom AgrINNOV-Programm verwendet. Da
das OECD-Dokument haufig als Referenz in Ver-
offentlichungen genannt wird, in denen Metho-
den zur Untersuchung des Abbaus organischer
Substanz diskutiert werden (z.B. Rémbke, 2014),
wird das methodische Vorgehen nach OECD Nr.
56 auch im folgenden Methodenvergleich (Kapitel
3.6.3) berucksichtigt.

Monitoring- und Forschungsprogramme

Litter Bag'

AgrINNOV

Bait Lamina?

EcoFINDERS, Schweizer Forschung

Tea Bag?

Schweizer Forschung (FiBL: Fertilcrop)

Tabelle 18: Aufgelistete Methoden
fir funktionelle Methoden und
Uberwachungs- und Forschungs-
programme, die diese verwenden.

Referenzen:

" Ranjard, 2011; OECD Nr. 56- ENV/IM/MONO(2006)23 (OECD, 2006) —
siehe Anmerkung unten.

2 ISO 18311:2016. Soil quality — Method for testing effects of soil contaminants
on the feeding activity of soil dwelling organisms — Bait-lamina test.

3 Keuskamp et al., 2013, Tresch & Fliessbach, 2017; der Tea bag index ist ein
partizipatives Wissenschaftsprojekt (Forscher und Blrgerwissenschaftler), das
Daten (iber die Abbaurate von Teebeuteln in Béden auf der ganzen Welt
sammeln und mit diesen Daten eine Weltkarte erstellen soll). Die Seite http://
www.teatimedscience.org/ war am 17.10. 2022 nicht mehr erreichbar.
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Das methodische Grundprinzip besteht aus drei Hauptphasen (Abbildung 18):

Anlegen des Funktionstests

Vergraben der OM-haltigen
Trager/ Kéder im Boden

Feld

Wiederherstellen des
Funktionstests

Entfeuchtung der Medien

Analysen

Vorbereitung und Bewertung
der Menge an organischem
Material/verzehrten Kédern

Labor

Abbildung 18: Methodisches Grundprinzip flr funktionelle Methoden.

3.6.2 Methodisches Grundprinzip

Die funktionellen Methoden Litter Bag, Bait Lami-
na und Tea Bag ermdglichen eine quantitative Be-
wertung der Akfivitat von Bodenorganismen. Sie
stehen im Zusammenhang mit dem Abbau orga-
nischer Substanz. Das Grundprinzip ist bei allen
drei Methoden gleich: Organisches Material, das
in einem Trager eingeschlossen ist, wird den Bo-
denorganismen zur Verfligung gestellt. Der Ver-
brauch der organischen Substanz durch die Orga-
nismen wird nach einer bestimmten Zeit bewertet.

Der Litter Bag, Bait Lamina oder Tea Bag wird in
den Boden eingegraben und je nach gewahltem
Test mehrere Tage oder sogar Monate lang den
Bodenorganismen zur Verfugung gestellt (Einzel-

1. Die Testmedien werden ausgegraben und
gesammelt.

2. Die Testtrager werden von Erdpartikeln
oder Wurzeln gereinigt. Die Menge an
organischer Substanz, die von den Boden-
organismen verbraucht wird, wird geschatzt
(Masseverlust bei Litter Bag und Tea Bag
oder Anzahl der verbrauchten Kéder bei
Bait Lamina).

3.6.3 Methodische Unterschiede

Die wichtigsten methodischen Unterschiede fir
die funktionellen Methoden sind in der folgenden
Tabelle (Tabelle 19) aufgelistet:

heiten siehe Kapitel 3.6.3).

Verwendetes
organisches Dauer der Anzahl
Methode Utensilien Material Exposition Zielorganismen Bewertung Replikate
Litter Bag
AgrINNOV  Tasche aus Riickstdnde 4 Monate  Mikroorganismen  Massenverlust 4

synthetischem Material, von Stroh (59) und Mesofauna (organisches

15x20cm, Material)

Maschenweite Tmm
OECD n°56 Tasche aus

Weizenstroh 6 bis Mikroorganismen,  Massenverlust 82

synthetischem Material, (49) 12 Monate, Meso- und (organisches
10x20cm, oder mehr  Makrofauna Material)
Maschenweite 5 bis 10 mm
Bait Lamina Stabchen aus PVC, Zellulose, 10 bis Hauptsachlich Anzahl 3 bis 5
120 x6 mm, Weizenkleie, 20 Tage Meso- und der verzehrten

mit 16 Perforationen Aktivkohle Makrofauna Koder
(70:25:5) (vernachlassigbare
Rolle von Mikro-
organismen)
Tea Bag Teebeutel aus Griner Tee 3 Monate Mikroorganismen Massenverlust 5 pro
Nylon (Lipton), und Rooibos und Mesofauna (organisches Teesorte
Maschenweite 0,25mm Material)
Tabelle 19: Methodisches Grund- ' Expositionszeit fir gemdssigte Regionen (in tropischen Gebieten ist die

prinzip fir funktionelle Methoden. Expositionszeit z. B. kiirzer).

2 Anwendungskontext: Bewertung der Wirkung von Pflanzenschutzmitteln.
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3.6.4 Zu beachtende Punkte

__ Maschenweite: Die Litter-Bag-Methode
hat den Vorteil, dass die Maschenweite des
Streusacks ausgewahlt werden kann.
Dadurch kann die Bodenfauna, die fur die
Untersuchung des Verbrauchs organischer
Substanz von Interesse ist, gezielt ange-
sprochen werden. Beispielsweise kann die
Makrofauna von der Studie ausgeschlossen
werden, indem eine feine Maschenweite
gewahlt wird.
Wahl des organischen Materials: Jede
Methode verwendet eine bestimmte Art
von organischem Material, z.B. Stroh fur
den Litter Bag oder Zellulose und Weizen-
kleie fir den Bait Lamina. Es ist jedoch auch
moglich, eine andere Art von organischem
Material (z.B. Blatter) zu verwenden, je nach
Kontext der Studie, der Bodenart und der
Art der Bodennutzung.
Expositionsdauer: Die Expositionsdauer
héngt von der jeweiligen geografischen
Region und den Umweltbedingungen
(Temperatur, Bodenfeuchtigkeit) ab. Far
Bait Lamina ist die Expositionsdauer nicht
festgelegt und schwankt zwischen 10 und
20 Tagen. Manchmal wird empfohlen, einen
Vortest durchzufihren, um die Testdauer
festzulegen. Der Bait Lamina Test wird als
beendet angesehen, wenn mindestens
30 %, aber nicht alle Kéder verbraucht sind
(gemass ISO 18311:2016; vorzugsweise mit
mehreren Kontrollstdben beobachten,
aber man kann auch die Stabe kontrollieren
und wieder in die Erde stecken).
Tea Bag: Die Tea-Bag-Methode ist interes-
sant, da sie neben den Angaben zu den
Abbauraten von organischem Material auch
Auskunft Gber die Faktoren gibt, die das
organische Material stabilisieren, indem sie
die Abbaugeschwindigkeit zweier Arten von
organischem Material (Grinteeblatter und
Rooibos) vergleicht.
_ Bait Lamina: Die Stabchen des Bait Lamina-
Tests kdnnen gereinigt und flr eine erneute
Verwendung wieder beflllt werden.

3.6.5 Messgrossen

Nach der Entfernung der Bodenfunktionstests
werden die folgenden Variablen gemessen:

Litter Bag: Abbau der organischen Substanz
(Masseverlust in %).

Bait Lamina: Gesamtfressaktivitat flir den
Standort (Gesamtzahl der gefressenen
Kéder; % der Fressaktivitat) und vertikale
Verteilung der Aktivitat im Boden (Anzahl
der gefressenen Kdéder in Abhangigkeit von
der Tiefe).

Tea Bag: Abbaurate und Stabilisierungsfaktor
fr organische Substanz (Vergleich des Mas-
severlusts von grinem Tee und Rooibos-Tee)

3.6.6 Einschrankungen

_ Saisonalitét: Fir Bait Lamina sind Frihling
und Herbst die glinstigsten Zeitraume, um
die Nahrungsaktivitat von Bodenorganismen
zu bewerten. Da andere Tests wie der Litter
Bag Uber einen langeren Expositionszeit-
raum (mehrere Monate bis Uber ein Jahr)
durchgefihrt werden, ist der Einfluss der
Saisonalitéat von geringerer Bedeutung.
Klimatische Bedingungen: Die klimatischen
Bedingungen (Feuchtigkeit, Temperatur)
haben einen starken Einfluss auf die Abbau-
rate der organischen Substanz und beein-
flussen daher die Ergebnisse der Funktions-
tests in hohem Masse. Es wird empfohlen,
dass die Bodentemperaturen zwischen 5°
und 15°C liegen und der Wassergehalt des
Bodens mehr als 20 % betragt, um eine
Aktivitat der Organismen zu gewahrleisten
(ISO 18311, 2016). Der Abbau von organi-
schem Material wird unter diesen Bedingun-
gen in der Regel schneller erfolgen. Das
Auslegen von Bait Lamina sollte unter extre-
men Bedingungen (hohe Temperaturen und
Trockenheit) vermieden werden.
Expositionsphase: Funktionale Methoden
erfordern eine Expositionsdauer im Feld,
die von etwa zwei Wochen (Bait Lamina) bis
zu mehreren Monaten (Litter Bag und Tea
Bag) reicht. Das bedeutet, dass die Tests
mindestens zweimal vor Ort durchgefiihrt
werden mussen, um sie zu platzieren und zu
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entfernen. Ausserdem dirfen die Standorte
wéhrend der gesamten Expositionszeit nicht
gestort werden, was bei landwirtschaftlichen

Flachen kompliziert sein kann.

3.6.7 Notwendige Ressourcen

3.6.7.1 Zeitlicher Aufwand und Fachwissen

Die erforderliche Zeit und das erforderliche Fach-
wissen werden im Folgenden geschatzt (Tabelle
20). Der zeitliche Aufwand bezieht sich auf die
Zeit, die eine Person bendtigt, um die Arbeit flr
ein Replikat zu erledigen. Die Anreisezeit zum
Feld, die Vorbereitung und das Aufstellen des Ma-

terials sind hier nicht bertcksichtigt.

3.6.7.2 Material und geschatze Kosten
_ Sperzifisches Material: Das bendtigte Material
umfasst einen Trockenschrank (Durch-
schnittspreis 4500 CHF), einen Muffelofen
(Durchschnittspreis 6500 CHF) und eine
Prazisionswaage (0,0001g; Durchschnitts-
preis 300 CHF) fir den Litter Bag und den

Kompetenzzentrum Boden Biologische Bodeneigenschaften 3. Resultate

Tea Bag. Fur die Bait Lamina ist kein speziel-
les Material erforderlich, mit Ausnahme der
Stabchen, die zu den Verbrauchsmaterialien
gezahlt werden.

Verbrauchsmaterialien: Die Verbrauchs-
materialien umfassen hauptsachlich Stroh
und synthetisches Gewebe flr die Herstel-
lung der Streubeutel fir den Litter Bag-Test
und die Teebeutel fir den Tea Bag-Test.

Fir den Bait Lamina-Test werden Stabchen
bendtigt. Diese kénnen bereits mit der
Kédermischung geflillt gekauft werden oder
vom Versuchsleiter selbst gefillt werden
(Bait Lamina voll: Durchschnittspreis 4.00
CHF pro Stick, Bait Lamina leer: Durch-
schnittspreis 3.40 CHF pro Stick; erhaltlich
bei www.envibiosoil.ch oder www.terra-
protecta.de, Hinweis: Die Website von terra-
protecta war am 17.10.2022 nicht mehr
erreichbar). Die Stabchen kénnen wieder
aufgefillt und mehrmals wiederverwendet
werden. Die Kédermischung enthalt Zellu-
lose, Weizenkleie und Aktivkohle. |hr Brutto-
kostenpreis liegt bei ca. 0,25 CHF flr ein
Replikat (8 Stabchen).

Verfahren fiir 1 Replikat Gesamtdauer Effektive Dauer Fachwissen
Phase 1 — Ausbringung
Litter Bag 4 bis 12 Monate 5 min +
Bait Lamina 10 bis 20 Tage 10 min +
Tea Bag (1x Griintee, 1x Rooibostee) 3 Monate 5 min +
Phase 2 — Entfernen des Tests
Litter Bag 5 min 5 min +
Bait Lamina (16 Stabchen) 5 min 5 min +
Tea Bag (1x Griintee, 1x Roibuschtee) 5 min 5 min +
Phase 3 — Aufbereitung und Analysen
Litter Bag — Aufbereitung 13h 30 min +
Litter Bag — Analyse 5 min 5 min +
Bait Lamina — Aufbereitung 5 min 5 min +
Bait Lamina — Analyse 15 min 15 min +
Tea Bag — Aufbereitung 48 h 5 min +
Tea Bag — Analyse 5 min 5 min +
TOTAL Methode
Litter Bag 4 bis 12 Monate ~ 45 min
Bait Lamina 10 bis 20 Tage ~ 30 min
Tea Bag 3 Monate ~ 20 min

Tabelle 20: Erforderliche zeitliche
Ressourcen und Expertise flr
funktionelle Methoden (Aufgabe
von 1 Person fur 1 Replikat).

+= Grundfertigkeiten

1 Replikat=1 Litter Bag; oder 16 (oder 8) Bait Lamina; oder 1 Beutel Griintee +

1 Beutel Rooibos.
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Die folgenden Kosten werden geschatzt:

Funktionelle Methoden Preis ca. CHF

Investitionskosten

Litter Bag 11000.00
Bait Lamina 0.00
Tea Bag 11500.00

Verbrauchsmaterial (1 Replikat)

Litter Bag 3.00
Bait Lamina voll (8 Stéabchen)’ 32.00
Alternative: Bait Lamina leer (8 Stabchen)’ + Mix aus Kéderbestandteilen (ca. 1g) fir 8 Stabchen 27.50
Tea Bag (1x Beutel griiner Tee, 1x Beutel Rooibos-Tee) 0.50
Tabelle 21: Geschatzte Kosten " Die Bait Lamina wurden bei den Verbrauchsmaterialien berticksichtigt. Da sie
flr Hardware-Investitionen und wieder aufgeflillt und mehrmals wiederverwendet werden kénnen, kénnten sie
Verbrauchsmaterialien fir funk- auch bei der materiellen Grundinvestition (Investitionskosten) berlicksichtigt
tionelle Methoden. werden. Ein Grundset f(ir eine bestimmte Anzahl von Standorten (z. B. 50), das

flr die folgenden Standorte wiederverwendet wird, sollte in Befracht gezogen
werden. In diesem Fall miissten 6800 CHF fiir die Investition in Bait Lamina
einkalkuliert werden (50 Standorte x5 Replikate a 8 leeren Bait Lamina).

Einzelheiten zu Kosten, Anbietern und materieller
Ausstattung finden sich im Anhang (Anhang 8.2).
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3.7 Vergleich der biologischen Parameter

3.7.1 Gemeinschaften von Organismen

Die folgende Abbildung 19 vergleicht die biologi-
schen Parameter in Bezug auf die zeitlichen Res-
sourcen und die Materialkosten fir 1 Replikat ge-
mass den in den verschiedenen Abschnitten von
Kapitel 3 vorgenommenen Bewertungen.

—e— Regenwlrmer_morphologisch

Mikroarthropoden_morphologisch

G;laon:fazg;" —a— Nematoden_morphologisch
- <= Nematoden_molekular (DNA)
=i * « @+ « Nematoden_molekular (eDNA)
<5 Tagd ---@--- Protisten_molekular (eDNA)

>12h
erforderliche Kompetenzen 4 <12h effektive Zeit
> <%h
i
)
L
sl
)
]
s
il
s A
<10 CHF N
s/ 0
H
<20 CHF SIS KCHES :
SA0CHF |, aue0eere™®® 525 kCHF
L89S

Materialkosten
>25 kCHF

Kosten fiir Verbrauchsmaferialien‘“

>40 CHF

Abbildung 19: Vergleich der zeitlichen Ressourcen (Gesamtzeit und effektive Zeit) zur Durchfiihrung der unterschiedlichen
Methode, der Kosten flr die Materialinvestition und der Kosten fir Verbrauchsmaterialien sowie der maximal erforderlichen
Kompetenzen (= hochste erforderliche Kompetenz, wenn man die Analyse des biologischen Parameters als Ganzes betrachtet)
fir die referenzierten biologischen Parameter. Der Vergleich nimmt an, dass die Methode von einer Person und fir ein Replikat
ausgeflihrt wird. Mikroarthropoden_morphologisch: Hier wurde mit der MacFadyen-Extraktion gerechnet (der am haufigsten
verwendeten und von der ISO empfohlenen Methode). Nematoden_Morphologisch und Nematoden_molekular (DNA):

Es wurde mit der Oostenbrink-Extraktion gerechnet (der am haufigsten verwendeten und von der ISO empfohlenen Methode).
Nematoden_molekular (DNA), Nematoden_molekular (¢€DNA) und Protisten_molekular (eDNA): Die effektive Zeit und die Ge-
samtzeit fir die Sequenzierung (Dienstleistung eines externen Dienstleisters) werden hier nicht berlicksichtigt; die Verbrauchs-
materialien (in diesem Fall die Kosten flr eine Probe von der DNA-Extraktion bis zur Sequenzierung) sind in der Dienstleistung
eines externen Dienstleisters enthalten, was bei den anderen biologischen Parametern nicht der Fall ist, wo alle methodologi-
schen Schritte intern durchgeflhrt werden. Eine Automatisierung des DNA-Extraktionsverfahrens fiir molekulare Analysen wird
hier nicht bertcksichtigt. Wichtiger Hinweis: Der Zeitaufwand flr die molekulare Analyse von Nematoden (DNA und eDNA)
basieren auf den geschatzten Zeitressourcen flr Protisten (Kap. 3.5.5 und Kap. 4.4.2), wobei der Stand der Forschung zum Zeit-
punkt der Erstellung dieses Dokuments berlicksichtigt wurde. Inzwischen ist die bendtigte Zeit fir die Bestimmung der Nema-

toden heute wesentlich geringer.
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3.7.2 Funktionelle Methoden

Die folgende Abbildung 20 vergleicht die funktio-
nellen Methoden hinsichtlich des Zeitaufwandes
und der Materialkosten (Aufgabe von 1 Person fur
1 Replikat) gemass den in den verschiedenen Ab-
schnitten in Kapitel 3 vorgenommenen Bewertun-
gen.

>3 Monate .
== itter Bag

Gesamtzeit

Tea Bag
<3 Monate
®
<1 Monat
Kosten fur 5) effektive Zeit

Verbrauchsmaterialien
<20 min

<5 kCHF

<10 kCHF

Investitonskosten
<15 kCHF

Abbildung 20: Vergleich des zeitlichen Aufwands (Gesamtzeit und effektive Zeit) zur Durchflihrung der gesamten Methode,
der Materialkosten und der Kosten flir Verbrauchsmaterialien fiir 1 Replikat fir die referenzierten funktionellen Methoden.
Bait Lamina (bereits geflllte Stabchen) wurden bei den Verbrauchsmaterialien einkalkuliert. Da sie wiederbefullbar und
wiederverwendbar sind, kénnten sie auch als Investition betrachtet werden. Der Grad der erforderlichen Fahigkeiten ist bei

allen Methoden gleich (Grundfertigkeiten) und wird daher nicht in der Grafik dargestellt.

=0==Bait Lamina
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4. Diskussion und Schlussfolgerung

Bodenbiologische Parameter werden seit Uber dreissig Jahren in
zunehmender Zahl von Monitoringprogrammen und Feldversuchen in
der Schweiz und in Europa verwendet. Im Vergleich zu physikalisch-
chemischen Parametern werden sie aber immer noch wenig genutzt.
In diesem Kapitel wird die Relevanz der aufgelisteten biologischen
Parameter im Hinblick auf eine flachendeckende Kartierung der

Boden in der Schweiz diskutiert.

Vorrangig wird die Auswahl der Organismen dis-
kutiert, die in die Kartierung einbezogen werden
sollen. Wenn mehrere Methoden zur Bewertung
derselben Organismen zur Verflgung stehen,
wird empfohlen, welche Methode fir die Kartie-
rung am besten geeignet ist. Zu beachten ist, dass
verschiedene Methoden zur Untersuchung dersel-
ben Organismen oft ein dhnliches methodisches
Grundprinzip aufweisen. Meistens gibt es fur je-
den biologischen Parameter einen ISO-Standard,
insbesondere flr die morphologischen Analysen.
Dieser schlagt in der Regel eine Referenzmethode
vor und listet alternative Methoden auf, die haufig
auch von anderen Forschungs- oder Monitoring-
programmen verwendet werden. Die molekulare
Analyse fiir Organismen der Bodenfauna sollte als
potenzielle Methode fir die Analyse biologischer
Parameter bei der Bodenkartierung in Betracht
gezogen werden. Ein Vergleich der beiden
Analysearten (morphologische und molekulare
Analyse durch DNA- und eDNA-Metabarcoding)
wurde fir Nematoden durchgefihrt, um die Vor-
und Nachteile der einzelnen Techniken besser
herausarbeiten zu kénnen.

Bei der Auswahl des/der biologischen Para-
meter(s) fur die Kartierung sollten die Kriterien der
Relevanz und der Haufigkeit der Verwendung
biologischer Parameter in Monitoring- und For-
schungsprogrammen bertcksichtigt werden. Je
haufiger ein biologischer Parameter unter den
aufgelisteten Forschungs- und Monitoringpro-
grammen verwendet wird, desto grésser ist die
Wahrscheinlichkeit, Vergleichswerte oder eine
Basisreferenz fir diesen biologischen Parameter
verflgbar zu haben. Beispiele fir Anwendungen,
Basisreferenzen oder Vergleichswerte, die in ver-
schiedenen Landern festgelegt wurden, werden
fir Regenwilrmer gegeben. Sie existieren zum Teil
auch fir andere Organismen (z.B. Nematoden),
werden aber im Folgenden nicht gezeigt.

Bei der Auswahl der biologischen Parameter fir
die Kartierung mussen zusatzlich folgende Punkte
berucksichtigt werden:

Erforderliche Ressourcen (Kosten und
Personalaufwand), um den wéchentlichen
Probendurchsatz der drei Szenarien zu
erfillen.

Méglichkeit fur die gleichzeitige Probenahme
von mehreren biologischen Parametern
Maglichkeit, die Probenahme fir biologische
Parameter mit der Probenahme fir physika-
lisch-chemischen Parameter zu kombinieren

Anhand dieser verschiedenen Kriterien soll fest-
gelegt werden, ob der jeweilige biologische Para-
meter flr die zwei Profiltypen und die Bohrungen
der Kartierung als vorrangig oder optional zu be-
trachten ist.
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4.1 Regenwurmer

Regenwlrmer gehodren zu den am haufigsten ver-
wendeten biologischen Parametern und erflllen
einen Grossteil der Auswahlkriterien, die an einen
Bioindikator gestellt werden. Sie haben eine
Schliisselfunktion innerhalb des Okosystems und
als Bioindikatoren.

4.1.1 Vorteile und Einschrankungen
des biologischen Parameters

Die wichtigsten Vorteile und Einschrankungen von
Regenwlrmern als biologischer Parameter sind im
Folgenden aufgelistet:

Vorteile:

Grosse Bedeutung der Regenwlrmer fir
das Funktionieren und die Struktur des Oko-
systems. Sie sind Vertreter der Makrofauna.

Regenwiirmer stellen im Vergleich zu ande-
ren biologischen Parametern den geringsten
Bedarf an Material (Verbrauchsmaterial

und Investitionen), zeitlichen Ressourcen und
erforderlichen Kompetenzen dar.

Ein Grossteil der Messvariablen (Antworten,
die der biologische Parameter gibt) kann
von Laien erhoben werden, im Gegen-

satz zu anderen, kleineren Organismen der
Bodenfauna.

Ein Basis-Referenzsystem (Referenzwerte) ist
teilweise bereits verfligbar fir Bodentypen,
Landnutzungsarten, fiir Regionen der
Schweiz und anderer europaéischer Lander.

Einschrénkungen:

__ Die Saisonalitat muss beachtet werden:
Proben kénnen nur im Frihjahr und/oder
Herbst genommen werden.

Die chemische Extraktion ist nicht bei allen
Topographien anwendbar: Standorte mit
starkem Gefalle sind schwer zu beproben
(Abfliessen der ExtraktionsflUssigkeit).

Die Entnahme von Regenwlirmern lasst
sich nicht mit der fir andere biologische
Parameter vorgesehenen Probenahme
kombinieren.

__ Die Regenwurm-Probenahme ist nicht mit
der Probenahme flr die physikalisch-chemi-
schen Analysen kombinierbar.

4.1.2 Umsetzung nach etablierten
Kriterien

Die Umsetzung hinsichtlich einer Bodenkartierung
wird weiter unten diskutiert. Die erforderlichen
personellen und finanziellen Ressourcen (Material-
kosten der Verbrauchsmaterialien fir die Metho-
de) wurden fir drei verschiedene Szenarien
ermittelt, d.h. fir einen wodchentlichen Proben-
durchsatz von 100, 500 oder 1000 Proben (Tabel-
le 22).

Die folgenden Zahlen basieren auf den Schatzun-
gen fur Zeit- und Materialaufwand, der im Ergeb-
nisteil dieses Dokuments (Kapitel 3.2.7) dargestellt
wird. Bei den zeitlichen Ressourcen bericksichti-
gen sie die methodischen Phasen in ihrer Gesami-
heit (es werden keine Details zu den einzelnen
Schritten angegeben, die die Phasen bilden). Die
Berechnung berlcksichtigt die effektive Zeit, die
fur die Analyse von 100, 500 oder 1000 Proben
bendtigt wird, sowie die Personalressourcen, die
far die Durchfihrung der Aufgabe in 1 Woche
(40-Stunden-Woche) erforderlich sind. Diese Wer-
te geben eine Grossenordnung an und ermogli-
chen es, die bendtigten Ressourcen zu bewerten.
Allerdings berlicksichtigen die Schatzungen die
Effizienzvorteile nicht, die mit der Durchfihrung
einer grossen Anzahl von Proben verbunden sind.
Im Folgenden wird der Begriff «Probe» als Aqui-
valent fir den friher fir diesen Organismus ver-
wendeten Begriff «Probeflache» oder «Replikat»
betrachtet.

In Anbetracht der oben genannten Zahlen scheint
das realistischste Szenario 100 Proben pro Woche
zu sein, der Personalaufwand sind recht umfang-
reich.

56



Kompetenzzentrum Boden Biologische Bodeneigenschaften 4. Diskussion und Schlussfolgerung

Benotigte Bruttoressourcen

Anzahl der wéchentlichen Proben

(1 Probe =Regenwdirmer, die auf 1 Probeflache gesammelt wurden)’ 100 500 1000
Personalressourcen (effektive Zeit)
Phase 1 — Entnahme (~1 h/Probe) 2,5 12,5 25
Vollzeitdquivalent
Phase 2 — Morphologische Analyse (~2 h/Probe) 5 25 50
Vollzeitaquivalent
Materialressourcen
Kosten fir Verbrauchsmaterial CHF (7.50 CHF/Probe) 750 3750 7500

Tabelle 22: Geschéatzter Bedarf an
Personalressourcen (in Form von
Vollzeitdquivalenten) und materiellen
Investitionen (Kosten fiir Verbrauchs-
material) fur Regenwlirmer zur Ana-
lyse von 100, 500 oder 1000 Proben
pro Woche (40-Stunden-Woche).

Es sei daran erinnert, dass bei Regenwirmern
(und biologischen Parametern im Allgemeinen)
mindestens drei Proben (Replikate) pro Standort
berlicksichtigt werden muissen, um eine akzeptab-
le Reprasentativitat der Ergebnisse zu gewahrleis-
ten. Bei einem Szenario mit 100 Proben bedeutet
dies also, dass pro Woche durchschnittlich 33
Standorte beprobt werden missen. Die Fahri-
zeiten zu und zwischen den Standorten sowie die
Phase der Feldvorbereitung muissen zusatzlich be-
ricksichtigt werden. Bei der Probenahme hinge-

100 Proben

" Fir 1 Standort werden mindestens 3 Probefldchen empfohlen
(1 Standort=3 Probefléchen =3 Proben).

1 Tag=8h; 1 Woche=5 Tage

gen ist es mdglich, die chemische Extraktion zu
parallelisieren (z.B. kdnnen 2 Extraktionen parallel
durchgefihrt werden), wodurch die Zeit der Pro-
benahme fir 3 Replikate am selben Standort redu-
ziert werden kann. Experten zufolge ist es mog-
lich, 4 Standorte mit 3 Replikaten an einem Tag zu
beproben - vorausgesetzt man ist zu zweit und die
Standorte befinden sich in Uberschaubarer Dis-
tanz (personliche Mitteilungen von Claudia Mau-
rer, Amt fr Landwirtschaft und Natur des Kantons
Bern, und Claire le Bayon, UniNE).

~ 33 Standorte

(1 Standort =3 Probeflachen)
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4.1.3 Empfehlungen fir die Kartierung

Regenwlrmer sind Referenzindikatoren. Sie er-
moglichen die Charakterisierung des biologischen
Zustands des Bodens und die funktionelle Cha-
rakterisierung von Standorten und zeigen eine
schnelle Reaktion auf Veranderungen der Umwelt.
Darlber hinaus weisen sie starke Verbindungen zu
anderen biologischen Parametern (z.B. Mikrobio-
logie) auf.

Sie sollten daher zu den biologischen Parametern
gehdren, die bei einer Bodenkartierung gemessen
werden, obwohl die Phase der Probenahme vor
Ort sehr arbeitsintensiv sein kann (spezifische
Methodik, die nicht mit anderen Analysen kombi-
niert werden kann). Es ist nicht empfehlenswert,
das Extraktionsverfahren zu reduzieren, wie es die
Programme BISQ und AgrINNOV getan haben,
die nur einen Teil des Verfahrens anwenden, in-
dem sie nur den Spaten-Test praktizieren. Dies
spart in der Tat Zeit auf dem Feld, fihrt aber auch
zu einem Informationsverlust, da andzische Wir-
mer nur in geringem Umfang erfasst werden. Es
sollte die gesamte Extraktionsmethode (chemi-
sche und manuelle Extraktion) durchgefihrt wer-

den. Im Vergleich zu den anderen biologischen
Parametern bleibt der Regenwurm derjenige mit
dem geringsten finanziellen und zeitlichen Auf-
wand fur die Durchfiihrung (Abbildung 18 in Kapi-
tel 3.7.1).

Die ISO 23611-1-Methode unter Verwendung von
AITC (weniger toxisch als Formaldehyd) sollte in
Betracht gezogen werde, um die erhaltenen Daten
mit bestehenden oder zuklinftfigen Benchmarks
auch auf internationaler Ebene vergleichen zu
kénnen. Die Forschung zeigt, dass die mit der
IACA-Extraktion gewonnenen Daten mit denen
vergleichbar sind, die mit Formaldehyd, dem da-
maligen Standard, gewonnen wurden. Allerdings
sollte die chemische Extraktion vor der manuellen
Sortierung durchgefihrt werden, da diese Praxis
fir Boden der gemassigten Breiten besser geeig-
net ist (zur Erinnerung: Die ISO empfiehlt das
Gegenteil). Die Grésse des Bodenblocks fur die
manuelle Extraktion ist fraglich.

In Anbetracht der dargelegten Uberlegungen
wird Folgendes zur Verwendung von Regenwdir-
mern als biologische Parameter flr die Profile
oder Bohrungen empfohlen:

Empfehlungen fiir die Verwendung von Regenwiirmern bei der Bodenkartierung

Empfohlene Methode

ISO 23611-1 — AITC

— Chemische Extraktion vor der manuellen Extraktion

— Grosse des Bodenblocks fir die manuelle Extraktion zu diskutieren
(mindestens 25x25x20cm).

— Mindestens 3 bis 5 Replikate (Probeflachen) pro Standort

Referenzprofil Prioritar
Profil Optional
Bohrung Nicht geeignet

Tabelle 23: Empfehlungen fur die Kartierung — Regenwirmer.
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Die Untersuchung von Regenwirmern sollte vor-
rangig an allen Referenzprofilen oder an einem
Teil von ihnen durchgefiihrt werden, je nachdem,
welche Ressourcen zur Verfligung stehen. Bei aus-
reichenden Ressourcen sollten auch die Profile in
Betracht gezogen werden. Bohrungen eignen sich
hingegen nicht flr die Enfnahme von Regenwiir-
mern. Angesichts der sich entwickelnden moleku-
laren Analysetechniken, wie dem Metabarcoding
von Umwelt-DNA (eDNA), kénnten sie sich klnftig
jedoch ebenfalls eignen.

4.1.4 Anwendungsbeispiele

Das Réseau de Mesure de la Qualité des Sols
(RMQS BioDiv) in Frankreich ist ein gutes Beispiel
daflr, wie Regenwlrmer als biologische Parameter
in einer Bodenkartierung verwendet werden kon-
nen. Tatsachlich hat das RMQS BioDiv eine Kartie-
rung der Regenwurmparameter flr die Region
Bretagne erstellt. Ein Beispiel fir die Abundanz
von Regenwlirmern als Anzahl von Individuen pro
Flache ist unten aufgefihrt (Abbildung 21). Ahnli-
che Karten wurden auch fir die Abundanz der
Wirmer nach &kologischen Kategorien, fir die
Biomasse, den taxonomischen Reichtum, den Di-
versitatsindex (Shannon) und die Gleichwertigkeit
der Regenwirmer erstellt (Cluzeau, 2009b).

Abondance lombricienne
sur les sites RMQS BioDiv

Légende

Abondance (nb ind/m?)
1

= 10

& 50

@ 100 Qwv

. 1000

0—1.6 Kilomatres

exprimée en nombre d'individus par métre carré sur les données farmal

avec la correction du tri manuel (N = 109)

®  Prelevements biologigues non réalisés

Sowrce - Université Rennest, UMR EcoBio, 2009

Abbildung 21: Kartierung der Abundanz von Regenwlirmern in der Region Bretagne, erstellt durch das RMQS-Programm
BioDiv (http://www.sols-de-bretagne.fr/biodiversite-des-sols/cartographie-regionale.html; Cluzeau, 2009b).
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Die Heterogenitat der raumlichen Verteilung der
Daten kann zum Teil durch die Art der Landnut-
zung, den Bodentyp und die pedologischen
Eigenschaften erklart werden. Die Regenwurm-
parameter wurden verschiedenen erklarenden Va-
riablen gegenlibergestellt: physikalisch-chemische
Parameter, Bodenbedeckung, landwirtschaftliche
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Biologische Bodeneigenschaften

4. Diskussion und Schlussfolgerung

b)

Biomasse lombricienne

Praxis, pedologische Eigenschaften efc. Im Fol-
genden werden zwei Beispiele fur signifikante
Beziehungen angefliihrt: zum einen zwischen den
Regenwurmparametern und der Art der Boden-
bedeckung (Abbildung 22) und zum anderen
zwischen den Regenwurmparametern und der
Bodenhydromorphie (Abbildung 23).
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Figure 23 : Abondance et biomasse lombricienne par occupation du sol - 1°" niveau
Ces données sont exprimées en ind/m? pour I’abondance (a) et en g/m? pour la biomasse (b)
Culture (N = 52) ; Prairic (N= 47) ; Forét (N = 8)

Abbildung 22: Die Abundanz und Biomasse der Regenwlrmer unterscheidet sich geméss den Ergebnissen des RMQS
BioDiv. Programms fir die drei Landbedeckungssysteme (Ackerbau, Grasland und Wald) mit hohen Werten im Grasland
(350 Ind/m?; 138 g/m?), mittleren Werten im Ackerbau (215 Ind/m?; 63 g/m?) und niedrigen Werten im Wald (50 Ind/m?;

8 g/m?), (Cluzeau, 2009b).
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Figure 39 : Biomasse lombricienne par classe d’hydromorphie
0 : Absence d’hydromorphic (N = 62) ;
1 et 2 : taches d'oxydo-réduction 4 une prof sup a 80 cm (N =12) ;
3 et 4 : taches d'oxydo reduction a une prof entre 40 et 80 cm (N =25) ;
5 et 6 : taches d'oxydo reduction dés la surface (N = 10)

Abbildung 23: Regenwurm-Biomasse nach Hydromorphieklassen gemass dem RMQS-Programm BioDiv (Cluzeau, 2009b).
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Letztendlich wurde ein Vorschlag flr ein grund-
legendes Referenzsystem fir die Abundanz von
Regenwlrmern flr die Region Bretagne durch das
RMQS BioDiv Programm (Abbildung 24) gemacht
(Cluzeau, 2009b).

.
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Figure 48 : Proposition de valeurs de références (baselines) pour I’abondance lombricienne
Données FTM

Abbildung 24: Vorschlag fiir ein grundlegendes Referenzsystem flr die Abundanz von Regenwlirmern in der Region
Bretagne gemass dem RMQS-Programm BioDiv (Cluzeau, 2009b). Die Zahlen bedeuten Individuen pro m2

Die Schweiz bietet auch Vergleichswerte fir die
Abundanz von Regenwirmern nach Landbede-
ckungsarten (Abbildung 25) (Pfiffner, 2013).

Extensiv genutzte Weide 400-500
Gediingte Wiese 200-300
Laubwald 150-250
Extensiv bewirtschaftete Ackerflache 120-250
Magerwiese 30-40
Fichtenwald 10-15

Abbildung 25: Haufigkeit von Regenwirmern pro m?
nach Art der Bodennutzung nach dem FiBL-Merkblatt
Uber Regenwurmer (Pfiffner, 2022).
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Vergleichswerte werden von der Arbeitsgruppe
Bodenbiologie (VBBio) auch fir die Regenwurm-
Biomasse in Griinlandbdden vorgeschlagen. Sie
basieren auf Daten von Cuendet et al. (1997) zu
Regenwurm-Bestdanden in Dauergrinland im
Schweizer Mittelland (Abbildung 26). Die Ver-
gleichswerte gelten fiir die Regenwurm-Biomasse
von Bdden mit folgenden Eigenschaften: Grin-
land (Boden, die mindestens 10 Jahre lang nicht
gepflugt wurden), Humusgehalt von 2—15%, Bo-
den im Schweizer Mittelland (zwischen 400 und
800 m Hohe, Niederschlag < 1200 mm) (VBB-BSA,
2009).

Eine Kartierung der Schweizer Béden, die Regen-
wlrmer als biologische Parameter zusatzlich zu
chemisch-physikalischen Parametern erhebt, wir-
de es erlauben schweizweite Referenzwerte zu
ermitteln.

Médiane Minimum Maximum  Quartile  Quartile

inférigur supérieur

Biomasse lombricienne, herbages (5] m'*]
Toutes les espéces 30 130 515 250 400
Espéces épigées 4 1 20 1 9
Espéces endogées 61 10 171 a7 92
Total des espéces anéciques 229 73 497 173 309
- Lumbricus anéciques 105 . 220 63 149
- Nicodrilus anécigues 121 . 365 75 198

Biomasse lombricienne, herbages [%]
Espéces épigées 2 1 T 1 4
Espéces endogées 22 2 S0 13 30
Total des espéces anéciques 76 48 98 67 85
- Lumbricus anéciques 33 * 70 21 44
- Micodrilus anécigues 43 . 92 27 60

Remargue | comme les valeurs de comparaison données ici onl élé délerminées a l'aide d'une méthode combi-
nant l'extraction au formol el celle manuelie, les valeurs oblenues par d'aulres méthodes ne sont que partielle-

ment comparables.

Abbildung 26: Vergleichswerte flr die Regenwurm-Biomasse in Griinlandbdden (in g m2 und % Biomasse einer bestimmten
okologischen Gruppe von der Gesamtartenzahl von 301g m?) nach Cuendet et al. (1997) und ausgewertet von der VBBio-
BioSA Arbeitsgruppe des Bundes. * Fehlen der Gruppe aus zoogeografischen Griinden (VBB-BSA, 2009).
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4.2 Mikroarthropoden

Mikroarthropoden wie Milben und Springschwan-
ze sind wichtige Akteure der Zersetzungsprozesse
im Boden, die den biogeochemischen Kreislauf
und den Abbau organischer Stoffe beeinflussen.
Sie sind auch Regulatoren der Bakterien- und Pilz-
aktivitat, deren Rauber sie sind. lhre grosse Hau-
figkeit und ihr ausserordentlicher Artenreichtum in
Bdden (insbesondere bei den Milben) fihren zu
einem Mangel an taxonomischen Kenntnissen, der
die Identifizierung von Arten erschwert, insbeson-
dere fir Nicht-Experten auf diesem Gebiet. Dies
andert nichts daran, dass Mikroarthropoden nach
Regenwlrmern der am haufigsten verwendete
biologische Parameter in Forschungs- und Moni-
toringsprogrammen sind.

4.2.1 Vorteile und Einschrankungen
der biologischen Parameter

Vorteile:

Bedeutung der Mikroarthropoden fiir Oko-
systemdienstleistungen (Nahrstoffkreis-
laufe und Primarproduktion, u.a. durch Zer-
setzungsprozesse und Schadlingskontrolle,
Wiederherstellung verschmutzter Boden
(Cortet, 2010).

Mikroarthropoden sind Vertreter der Meso-
fauna und konnen in zahlreiche funktionelle
Gruppen mit z.B. gut diversifizierten Ernah-
rungsweisen differenziert werden.

Ihre Identifizierung durch molekulare
Analyse wird immer beliebter (z.B. Projekt
von Jurg Enkerli, Agroscope), wodurch die
Schwierigkeiten der taxonomischen Identifi-
zierung durch morphologische Analyse
Uberwunden werden kénnen.

Einschrénkungen:

Die Probenahme soll vorzugsweise im
Frahjahr durchgeflhrt werden.

Fir die Entnahme der Bodenproben fir

die Mikroarthropoden missen ungestorte
Bodenkerne genommen werden.

Die Mikroarthropoden missen schnell aus
der Bodenprobe extrahiert werden (maximal
nach 4 Tagen).

Die Identifizierung von Milben durch
morphologische Analyse ist komplex und
erfordert Expertenwissen. Die molekulare
Analyse kénnte diese Schwierigkeit 16sen.
Es handelt sich um den zeitaufwandigsten
biologischen Parameter in Bezug auf

die Gesamtzeit (funktionelle Methoden
ausgenommen), insbesondere in Bezug
auf die Phase der Extraktion der Organis-
men aus der Bodenprobe (10 Tage). Auch
die Vorbereitung der Milben flr die
morphologische Analyse nimmt einige Zeit
in Anspruch.

4.2.2 Umsetzung nach etablierten
Kriterien

Wie bei den Regenwiirmern wird die Umsetzung
im Kontext einer Bodenkartierung weiter unten
diskutiert (Tabelle 24). Dabei werden dieselben
Uberlegungen angestellt, d. h. die personalen und
finanziellen Ressourcen, die flr die drei verschie-
denen Szenarien (100, 500 oder 1000 Proben pro
Woche) erforderlich sind.

Die folgenden Zahlen basieren auf den Schatzun-
gen flr Zeit- und Materialkosten, die im Ergebnis-
teil dieses Dokuments (Kapitel 3.3.7) dargestellt
werden. Bei den zeitlichen Ressourcen berlick-
sichtigen sie die methodischen Phasen als Ganzes
(keine Details zu den einzelnen Schritten). Es wur-
den die MacFadyen-Extraktionsmethode und die
morphologische Analyse bertcksichtigt (aufgrund
der zeitlichen Beschrankungen der Literaturiiber-
sicht konnte die molekulare Analyse durch DNA-
Metabarcoding fir Mikroarthropoden nicht im
Detail entwickelt werden; zum Vergleich kann die
molekulare Analyse von Nematoden und Protisten
herangezogen werden). Die Berechnung betrach-
tet die effektive Zeit, die fur die Analyse von 100,
500 oder 1000 Proben bendtigt wird, sowie den
Personalaufwand, der notwendig ist, um die Arbeit
in einer Woche zu erledigen (40-Stunden-Woche).
Diese Werte geben eine Gréssenordnung an und
ermoglichen es die erforderlichen Ressourcen ab-
zuschatzen. Sie berlcksichtigen keine Grossen-
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Bendtigte Bruttoressourcen

Anzahl der wéchentlichen Proben

(1 Probe =1 Scheibe aus dem Bohrstock) ' 100 500 1000
Personalressourcen (effektive Zeit)
Phase 1 — Entnahme (~5 min/Bohrung) 0,2 1,0 2,1
Vollzeitaquivalent
Phase 2 — Extraktion MacFadyen (~5 min/Probe) 0,2 1,0 2,1
Vollzeitaquivalent
Phase 3 — Morphologische Analyse (4:45 h/Probe) 12 59 19
Vollzeitaquivalent
Materialressourcen
Verbrauchskosten CHF (17.00 CHF/Probe) 1700 8500 17000

Tabelle 24: Geschatzter Brutto-
bedarf an Vollzeitaquivalenten und
materiellen Investitionen (Kosten
fir Verbrauchsmaterialien) fir
Mikroarthropoden, um 100, 500
oder 1000 Proben pro Woche
(40-Stunden-Woche) zu analy-
sieren, unter Bertcksichtigung der
MacFadyen-Extraktion und der
morphologischen Analyse.

vorteile, die mit der Durchflihrung einer grossen
Anzahl von Proben verbunden sind.

Angesichts der obigen Zahlen erscheint das Sze-
nario mit 100 Proben pro Woche bereits ambitio-
niert. Bei den Mikroarthropoden ist zu beachten,
dass das Extraktionsverfahren mehr als eine Wo-
che Gesamtzeit in Anspruch nimmt. Besonders
zeitaufwandig ist die morphologische Analyse.

Mindestens 3 Bodenkerne sollten pro Standort
enfnommen werden, um eine gute Reprasentativi-
tat der Ergebnisse zu erreichen. Die ISO empfiehlt,
den Bohrkern in 3 Scheiben zu unterteilen (1 Schei-
be =1Probe), was den Zeitaufwand und die Kosten
fir die Analyse erheblich erhéht. Ein Szenario mit

100 Proben

" Mindestens 3 ungestérte Bodenkerne, unterteilt in 3 Scheiben, werden flir
1 Standort empfohlen (1 Standort=3 Bodenkerne mit 3 Scheiben=9 Proben).

1 Tag=8h; 1 Woche =5 Tage; 1 Monat=4 Wochen

100 Proben bedeutet also insgesamt etwa 11 zu
beprobende Standorte. Bei Mikroarthropoden
kann der Extraktionsschritt parallelisiert werden.
Ein MacFadyen-Extraktor kann bis zu 84 Proben
gleichzeitig extrahieren (d. h. insgesamt 84 Positio-
nen), sodass die Proben von 9 Standorten im sel-
ben Prozess extrahiert werden konnen. Zu beach-
ten ist, dass das Programm Bioindicator Il vier
Bohrkerne entnimmt, aber nur die erste Schicht
des Bohrkerns (0 —5cm) verwendet, wodurch die
Anzahl der pro Standort zu analysierenden Pro-
ben mindestens halbiert werden kann. Es ware
interessant zu diskutieren, inwieweit dies die er-
zielten Ergebnisse (Abundanz und Diversitat der
Mikroarthropoden) beeinflusst.

~11 Standorte

(1 Standort =3 ungestérte Bodenkerne x 3 Scheiben)
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4.2.3 Empfehlungen fiir die
Kartierung

Die Mikroarthropoden sind Vertreter der Meso-
fauna. Sie ergénzen daher die Daten, die lber die
Makrofauna (Regenwirmer) und die Mikrofauna
(Nematoden und Protisten) gewonnen wurden,
und liefern somit zusatzliche Informationen im
Hinblick auf eine Gesamtbewertung des biologi-
schen Zustands des Bodens.

In der Feldphase missen ungestorte Bodenkerne
entnommen werden, was die Kombination mit der
Probenahme fir andere Analysen (z.B. physika-
lisch-chemische Analysen) erschweren kann. Die
Methodik fir die Untersuchung von Mikroarthro-
poden ist im Vergleich zu anderen biologischen
Parametern ein langwieriges Verfahren (Abbil-
dung 19, Kapitel 3.7.1). Eine der Herausforderungen
wird sicherlich die Planung der verschiedenen me-
thodischen Schritte von Anfang bis Ende sein.
Denn die Extraktion der Mikroarthropoden aus
dem Boden sollte am besten direkt nach der Pro-
benahme (oder maximal 4 Tage danach) erfolgen,
und allein die MacFadyen-Extraktion der Mikro-
arthropoden aus dem Boden bendtigt etwa 10
Tage. Bisher scheint es keine kommerziell verflg-

bare Lésung fir die Verarbeitung eines grossen
Probenvolumens zu geben (d. h. einen MacFadyen-
Extraktor flr sehr grosse Probenvolumina, z.B.
>100 Proben). Fur sehr grosse Probemengen soll-
te eine Optimierung und Aufomatisierung des
methodischen Protokolls in Betracht gezogen wer-
den, wodurch das Verfahren parallelisiert und ver-
schlankt werden koénnte. Darlber hinaus wirde
der Ersatz der morphologischen Analyse durch
eine molekulare Analyse (wie in dem derzeit lau-
fenden Projekt von Jirg Enkerli von Agroscope)
auch die Analyse der Zusammensetzung der Ge-
meinschaften erleichtern, was einen Informations-
gewinn Uber die (genetische) Vielfalt der Milben
mit sich bringen wirde.

Die ISO 23611-2 Methode sollte verwendet werden.
Sie empfiehlt die MacFadyen-Extraktion. Dies ist
auch die Extraktionsmethode, die in den verschie-
denen Monitoring- und Forschungsprogrammen,
bei denen Mikroarthropoden eingesetzt werden,
am haufigsten verwendet wurde.

Angesichts der verschiedenen Uberlegungen lau-
ten die Empfehlungen fiir die Verwendung von
Mikroarthropoden als biologische Parameter zur
Kartierung wie folgt:

Empfehlungen fiir den Einsatz von Mikroarthropoden in der Bodenkartierung

Empfohlene Methode

ISO 23611-4 — MacFadyen-Extraktion
— Morphologische Analyse, die gegen die in Entwicklung befindliche molekulare Analyse
abzuwagen ist (hier nicht behandelt).
— Mindestens 3 Bohrkerne pro Standort; Anzahl der Bodenscheiben zu diskutieren
Referenzprofile: Prioritar
Profile: Optional
Bohrungen Nur wenn ungestdrte Proben genommen werden (intakter Bohrkern)

Tabelle 25: Kartierungsempfehlungen fir Mikroarthropoden.
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Die Untersuchung von Mikroarthropoden sollte
vorrangig auf allen Referenzprofilen oder auf ei-
nem Teil davon erfolgen, je nachdem, welche Res-
sourcen zur Verfligung stehen. Bei ausreichenden
Ressourcen sollten auch die Profile in Betracht ge-
zogen werden. Falls mechanische Sondierungen
die Entnahme von Bohrkernen aus intaktem Bo-
den ermdglichen, kénnte die Untersuchung von

4.3 Nematoden

Nematoden sind fir das Bodenleben von ent-
scheidender Bedeutung und spielen eine Schlis-
selrolle in der trophischen Kette (Regulierung der
Mikroorganismen). Je nach ihrer Erndhrung kon-
nen Nematoden in verschiedene trophische Grup-
pen eingeteilt werden. Sie gelten als gute Bioindi-
katoren und werden in vielen Monitoring- und
Forschungsprogrammen eingesetzt.

4.3.1 Vorteile und Einschrankungen
des biologischen Parameters

Vorteile:

Bedeutung der Nematoden fir die Boden-
funktion. Verschiedene trophische Gruppen
(Nahrungsregime) spiegeln die Bodenfunk-
fionalitat wider.

Biologischer Parameter, der bereits haufig
zur Charakterisierung der biologischen
Funktion des Bodens verwendet und unter-
sucht wurde.

Eine einzige Analyse liefert eine Vielzahl
von Informationen (Niveau der allgemeinen
biologischen Aktivitat, Verfligbarkeit von
Nahrstoffen, Stabilitat/Stérungsgrad des
Bodens usw.). Mehrere Indizes kénnen fir
diesen Bioindikator berechnet werden

und geben Auskunft liber die biologische
Funktion und den Zustand der untersuchten
Boden (Kapitel 3.4.5).

Mikroarthropoden flr einen Teil davon in Betracht
gezogen werden. Mechanische Sondierungen
kénnten auch fir den Fall eingesetzt werden, dass
sich die Entwicklung von DNA- oder Umwelt-DNA
(eDNA)-Metabarcoding-Techniken und die Inter-
pretation der damit verbundenen Daten fir diese
Organismen rasch weiterentwickeln (z.B. Verflg-
barkeit einer Referenzbibliothek).

Grundlegendes Repositorium teilweise
bereits verfligbar, Indizes vorhanden.

Die molekularanalytische Identifizierung

mit DNA-Metabarcoding ist bereits recht
weit fortgeschritten und die Identifizierung
mit eDNA-Metabarcoding befindet sich in
der Entwicklung.

Die Probenahme (Mischprobe) kann mit der
Probenahme flir chemisch-physikalische
Analysen und andere biologische Parameter
wie Profisten oder Mikroorganismen (Bakte-
rien und Pilze) kombiniert werden, da keine
ungestérte Probe entnommen werden muss.
Bei der molekularen Analyse durch Meta-
barcoding von eDNA koénnen die Boden-
proben eingefroren werden.

Einschrdnkungen:

_ Die Bodenproben sollten vorzugsweise
im Frihjahr und Herbst entnommen werden
(kébnnen aber auch das ganze Jahr Gber
enthommen werden).
Die Nematoden missen schnell aus der
Bodenprobe extrahiert werden (innerhalb
von 15 Tagen nach Entnahme der Boden-
probe), wenn eine morphologische Analyse
oder eine molekulare Analyse mittels DNA-
Metabarcoding durchgefiihrt wird (nicht bei
eDNA-Metabarcoding, wo die Zeit weniger
kritisch ist).
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4.3.2 Umsetzung nach etablierten
Kriterien

Die Umsetzung im Kontext der Bodenkartierung
wird im Folgenden diskutiert (Tabelle 26 und Ta-
belle 27). Dabei werden die personellen und finan-
ziellen Ressourcen berlcksichtigt, die fur die drei
verschiedenen Szenarien — 100, 500 oder 1000
Proben pro Woche — erforderlich sind.

Die folgenden Zahlen basieren auf den Schatzun-
gen fir Zeit- und Materialaufwand, der im Ergeb-
nisteil dieses Dokuments (Kapitel 3.4.7) aufgestellt
wurde. Bei den zeitlichen Ressourcen berlicksich-
tigen sie die methodischen Phasen in ihrer Ge-
samtheit (keine Details zu den einzelnen Schritten,

Morphologische Analysen

Benotigte Bruttoressourcen

die die Phasen bilden). Im Folgenden werden die
morphologische Analyse (Oostenbrink-Elutrierung
und Sieben/Filtern) und die molekulare Analyse
(Metabarcoding von DNA und eDNA) miteinander
verglichen. Die Berechnung berlicksichtigt die
effektive Zeit, die fur die Analyse von 100, 500
oder 1000 Proben bendtigt wird, sowie die Perso-
nalressourcen, die notwendig sind, um die Arbeit
in 1 Woche (40-Stunden-Woche) zu erledigen. Die-
se Werte geben eine Grossenordnung an und er-
moglichen eine Einschatzung der erforderlichen
Ressourcen unter Berlicksichtigung der am hau-
figsten verwendeten Techniken. Sie bertcksichti-
gen jedoch nicht die Gréssenvorteile, die mit der
Durchflihrung einer grossen Anzahl von Proben
verbunden sind (siehe unten).

Anzahl der wéchentlichen Proben

(1 Standort=1 Mischprobe, 25— 32 Bohrkerne) 100 500 1000
Personalressource (effektive Zeit)
Phase 1 — Entnahme (~1 h/Probe) 2,5 12,5 25,0
Vollzeitaquivalent
Phase 2 — Extraktion Oostenbrink (~15 min/ Probe) 0,6 31 6,3
Vollzeitaquivalent
Phase 3 — Morphologische Analyse (~3 h/ Probe) 7,5 37,5 75,0
Vollzeitaquivalent
Materialressourcen
Verbrauchskosten CHF (5.00 CHF/Probe) 500 2500 5000

Tabelle 26: Geschatzter Brutto-
bedarf an Ressourcen in Form

von Vollzeitdquivalenten und mate-
riellen Investitionen (Kosten fr
Verbrauchsmaterial) fir Nematoden
zur Analyse von 100, 500 oder
1000 Proben pro Woche (40-Stun-
den-Woche), unter Berlicksichti-
gung der morphologischen Analy-
se.

" Je nach Methode werden fiir einen Standort zwischen 25 und 32 Bohrkerne
(o 2,3 bis 7cm, Lédnge 10 bis 15cm) pro 100 m? empfohlen, die eine Mischprobe
bilden. Nur ein Bruchteil der Mischprobe wird fir die Extraktion der Nematoden
verwendet, in der Regel zwischen 100 und 500g Boden (1 Standort=Misch-
probe & 25— 32 Bodenkerne [ Entnahme eines Bruchteils] =1 Probe).

1 Tag=8h; 1 Woche =5 Tage; 1 Monat=4 Wochen
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Molekulare Analysen (Metabarcoding von DNA und eDNA)

Benotigte Bruttoressourcen

Anzahl der wéchentlichen Proben

(1 Standort=1 Mischprobe & 8 Bohrkerne) ' 100 500 1000
Personalressource (effektive Zeit)
Phase 1 — Entnahme (~10 min/Probe) 0,4 21 4,2
Vollzeitaquivalent
Phase 2 — Extraktion Oostenb. (~15 min/ Probe)2 0,6 31 6,3
Vollzeitaquivalent
Phase 3 — Genomische Extraktion (~2h/ Probe) 5 25 50
Vollzeitdquivalent
Phase 4 — Molekulare Analyse (~6h/ Probe) << 153 << 753 << 1503
Vollzeitaquivalent
Materialressourcen
Verbrauchskosten CHF (45.00 CHF/Probe) 4500 22500 45000

Tabelle 27: Geschatzter Brutto-
bedarf an Ressourcen in Form von
Vollzeitdquivalenten und mate- 1 Probe).
riellen Investitionen (Kosten fur
Verbrauchsmaterial) fir Nemato-
den, um 100, 500 oder 1000
Proben pro Woche (40-Stunden-
Woche) zu analysieren, unter Be-
ricksichtigung der molekularen
Analyse. geringer.

' 8 Bohrkerne, die eine Mischprobe bilden, werden fir 1 Standort empfohlen
(1 Standort=Mischprobe mit 8 Bodenkernen [~ Entnahme einer Fraktion] =

2 Nur im Fall von DNA-Metabarcoding.

3 Diese Daten basieren auf den geschétzten Zeitressourcen flir Protisten
(Kap. 3.5.5 und Kap. 4.4.2), wobei der Stand der Forschung zum Zeitpunkt
der Erstellung dieses Dokuments beriicksichtigt wurde. In der Realitét sind
die zeitlichen Ressourcen fir die Bestimmung von Nematoden heute deutlich

1 Tag =38 Stunden; 1 Woche =5 Tage; 1 Monat=4 Wochen.

Ahnlich wie bei den anderen biologischen Para-
metern scheint das Szenario mit 100 Proben pro
Woche das geeignetste der drei betrachteten Sze-
narien zu sein.

Der Vergleich der beiden Methoden, die entwe-
der die morphologische Analyse oder die moleku-
lare Analyse durch DNA-Metabarcoding der Ne-
matoden verwenden (siehe auch Abbildung 19,
Kapitel 3.7.1), zeigt, dass die Methode der morpho-
logischen Analyse nicht so zeitaufwandig ist, wie
es scheint. Bei der DNA-Metabarcoding-Methode
fligt die Tatsache, dass die Nematoden vor der
Analyse aus der Bodenprobe extrahiert werden
muUssen, dem methodischen Prozess einen weite-
ren Schritt hinzu und erfordert somit zusatzliche
Zeit. Die molekulare Analyse durch eDNA-Meta-
barcoding (molekulare Analyse von Nematoden
direkt aus der Bodenprobe wie bei Bakterien, Pil-
zen oder Protisten) spart Zeit, da der Schritt der

Extraktion der Nematoden aus dem Boden nicht
erforderlich ist. Diese Methode befindet sich der-
zeit noch in der Entwicklung. Wahrend die mor-
phologische Analyse mehrere Stunden in An-
spruch nimmt, um die Nematoden unter dem
Mikroskop der Art zuzuordnen (und auch die Fa-
higkeiten eines Spezialisten erfordert, um dies zu
erreichen), bendtigt die molekulare Analyse eben-
falls einige Stunden fiir die Verarbeitung der DNA-
Datensequenzen (Qualitatspriifung, Sortieren, um
unbrauchbare Datensequenzen zu entfernen) und
fur die Interpretfation (taxonomische Zuordnung
der identifizierten DNA-Sequenzen, Analyse der
Gemeinschaften und der Diversitat). Sobald die
Referenzdaten fur die Basensequenzen festgelegt
sind, kann durch die Entwicklung von Datenver-
arbeitungsalgorithmen die Geschwindigkeit ge-
steigert werden. Die molekulare Analyse ermdg-
licht einen sehr genauen Einblick in die (genetische)
Vielfalt der Nematoden.
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100 Proben = 100 Standorte
(1 Standort = Mischprobe mit 25 —32 Kernen [morphologisch]
oder 8 Kernen [molekular])

Flr die morphologische und die molekulare Ana-
lyse wird pro Standort 1 Mischprobe entnommen.
Ein Szenario mit 100 Proben entspricht also ins-
gesamt 100 zu beprobenden Standorten. Bei bei-
den Analysearten ist es moglich, den Schritt der
Extraktion der Nematoden aus dem Boden zu Be-
ginn des Verfahrens zu parallelisieren. Denn die
Oostenbrink-Elutriation dauert nicht lange und es
kénnen mehrere Elutriationen parallel durchge-
fihrt werden, je nachdem, wie viele Elutriatoren
zur Verflgung stehen. Anschliessend kann eine
grosse Anzahl von Proben parallel fir die Sieb-/
Filtrationsphase bearbeitet werden, die mehrere
Tage Wartezeit erfordert. Bei der molekularen Me-
thode ist es auch moglich, in der Phase der
Genomextraktion die DNA aus mehreren Proben
parallel zu extrahieren, was die Zeit pro Probe
deutlich reduziert. Einige Laborgerdte ermogli-
chen auch die Automatisierung des DNA-Extrak-
tionsverfahrens und die parallele Verarbeitung
von bis zu 96 Proben.

4.3.3 Empfehlungen fiir die
Kartierung

Nematoden sind ein haufig verwendeter biologi-
scher Parameter flr die Untersuchung der Boden-
qualitat und sollten Teil der Bodenkartierung sein.
Sie sind auch im Hinblick auf die Probenahme im
Feld interessant, da die Probenahme mit anderen
Probenahmen kombiniert werden kann, die keinen
intakten Bodenkern erfordern (z.B. Probenahme
fir andere biologische Parameter wie Protisten
und Mikroorganismen und Probenahme flr be-
stimmte physikalisch-chemische Analysen).

Was die Extraktion von Nematoden aus dem
Boden betrifft, so sollte diese durch Oostenbrink-
Elutriation (wie z.B. in der ISO-Methode 23611-4
beschrieben) erfolgen. Diese Art der Extraktion
wurde in den verschiedenen Uberwachungs- und

Forschungsprogrammen, bei denen Nematoden
verwendet wurden, am haufigsten angewandt. Sie
gilt auch als die effektivste Technik hinsichtlich der
Effizienz und Qualitadt der Extraktion mobiler For-
men von Nematoden aus dem Boden. Sie ermog-
licht auch die Verarbeitung der grossten Proben-
mengen und ist daher gut fir die Routineanalyse
geeignet. Flr das weitere Extraktionsverfahren
empfiehlt die ISO einen Sieb-/Filtrationsschritt.
Eine Extraktion nach Baermann kann ebenfalls in
Betracht gezogen werden.

Die Wahl zwischen einer morphologischen oder
molekularen Analyse kann diskutiert werden. Die
morphologische Analyse erfordert nach den auf-
gelisteten Methoden die Entnahme einer grosse-
ren Menge an Bodenproben (25—32 Bohrkerne
pro Standort) im Vergleich zur molekularen Ana-
lyse (8 Bohrkerne pro Standort). Es ist eine etab-
lierte Analyse, die in vielen Forschungsprogram-
men verwendet wird. Vergleichswerte sind bereits
verfligbar und in einigen Landern beginnt sich ein
grundlegendes Referenzsystem herauszubilden.
Darliber hinaus ermdéglicht sie die Berechnung
zahlreicher Indizes, die Auskunft Gber die biologi-
sche Funktion und den Zustand der untersuchten
Boden geben. Allerdings erfordert sie, wie auch
die molekulare Analyse durch DNA-Metabar-
coding, die Verwendung frischer Bodenproben
und die Extraktion der Nematoden muss innerhalb
weniger Tage nach der Probenahme erfolgen, um
ein Absterben der Nematoden zu verhindern.

Die molekulare Analyse durch eDNA-Metabar-
coding (in der Entwicklungsphase an der WSL von
Beat Frey) wird an gefrorenen Bodenproben
durchgefiihrt, was die Lagerung der Proben nach
der Entnahme und eine zeitlich verzdégerte Ana-
lyse ermoéglicht. Sie hat auch den Vorteil, dass der
Schritt der Extraktion der Nematoden aus dem
Boden (nur mobile Formen) entfallen kann, da die
DNA-Isolierung direkt aus den gesammelten Bo-
denproben vorgenommen wird. Sie ermdglicht
somit auch die Identifizierung von zystischen oder
unbeweglichen Nematodenstadien. Die molekula-
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re Analyse durch Metabarcoding von DNA oder
eDNA liefert Daten Uber die genetische Vielfalt
der Nematoden sowie Uber die Struktur und Zu-
sammensetzung der Gemeinschaften. Eine mor-
phologische Analyse unter dem Mikroskop ist der-
zeit jedoch immer noch notwendig, um die
Abundanz der Individuen (Anzahl der Individuen)
zu bewerten oder Indizes wie den Reifegradindex
zu berechnen.

Angesichts der verschiedenen oben dargelegten
Uberlegungen fiir die Umsetzung lauten die Emp-
fehlungen fir die Verwendung von Nematoden
als biologische Parameter fur Profile oder Sondie-
rungen mit grossem Durchmesser flir die Kartie-
rung wie folgt:

Die Untersuchung der Nematoden sollte an allen
oder zumindest an einem Teil der Referenzprofile
erfolgen. Aufgrund der Art und Weise, wie die
Bodenproben fir Nematoden enthommen wer-
den, ist ihre Untersuchung auch bei Bohrungen
moglich. Die Anzahl der Bohrkerne, die bei der
Bodenkartierung entnommen wird, konnte die
Wahl auch auf die Art der durchfiihrbaren Analy-
sen lenken, da flr die morphologische Analyse im
Vergleich zur molekularen Analyse (bei einer
Mischprobe) 3- bis 4-mal so viele Proben bendtigt
werden wie flr die molekulare Analyse. Bei aus-
reichenden Ressourcen kénnten Profile auch fir
die Untersuchung von Nematoden in Betracht ge-
zogen werden.

Empfehlungen fiir den Einsatz von Nematoden bei der Bodenkartierung

Empfohlene Methode

ISO — Oostenbrink-Elution, dann Siebung/Filtration oder Baermann (zu diskutieren).
— Molekulare oder morphologische Analyse zu diskutieren

Referenzprofil: Prioritar
Profile: Optional
Bohrungen Prioritar

Tabelle 28: Kartierungsempfehlungen fir Nematoden.
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4.4 Protisten

Neben den Nematoden gehdren Protisten zu den
wichtigsten Vertretern der Bodenmikrofauna. Ob-
wohl sie weniger erforscht sind als einige andere
Organismen der Bodenfauna, spielen Protisten
eine grundlegende Rolle, z.B. beim Abbau orga-
nischer Substanz und im Nahrstoffkreislauf.

4.4.1 Vorteile und Einschrankungen
des biologischen Parameters

Vorteile:

Bedeutung der Protisten flir das Funktionie-
ren des Bodens. Sie kdnnen in vier grosse
funktionelle 6kologische Bedeutungs-
gruppen eingeteilt werden (phagotrophe,
symbiotische, saprotrophe und phototrophe
oder mixotrophe).

Die Identifizierung durch molekulare Analyse
(eDNA-Metabarcoding) wurde in den letzten
Jahren fir Protisten demokratisiert und ein
grundlegendes Referenzsystem fir die ge-
netische Vielfalt und Zusammensetzung der
Gemeinschaften wird derzeit entwickelt.
Probenahme (Mischprobe) kombinierbar mit
der fUr physikalisch-chemische Analysen
und andere biologische Parameter wie Ne-
matoden oder Mikroorganismen (Bakterien
und Pilze), da die Entnahme einer ungestor-
ten Probe nicht erforderlich ist.

Einschrdnkungen:
__ Die Proben werden vorzugsweise im
Frihjahr und im Herbst genommen.
_ Grundlegendes Repositorium muss noch
erganzt werden.
__ Methode noch nicht standardisiert.

4.4.2 Umsetzung nach etablierten
Kriterien

Die Umsetzung im Kontext der Bodenkartierung
wird im Folgenden diskutiert (Tabelle 29). Dabei
werden die personellen und finanziellen Ressour-
cen berlcksichtigt, die fir die drei verschiedenen
Szenarien von 100, 500 oder 1000 Proben pro Wo-
che erforderlich sind.

Die folgenden Zahlen basieren auf den Schatzun-
gen fur Zeit- und Materialaufwand, der im Ergeb-
nisteil dieses Dokuments (Kapitel 3.5.5) dargestellt
wird. Bei den zeitlichen Ressourcen berlcksichti-
gen sie die methodischen Phasen als Ganzes (kei-
ne Details zu den einzelnen Schritten, die die Pha-
sen bilden). Die Berechnung berlcksichtigt die
effektive Zeit, die fir die Analyse von 100, 500
oder 1000 Proben bendtigt wird, sowie die Perso-
nalressourcen, die fur die Durchflhrung der Arbeit
in 1 Woche (40-Stunden-Woche) erforderlich ist.
Diese Werte geben eine Grdssenordnung an und
ermoglichen es, unter Berlicksichtigung des Stands
der Technik, die erforderlichen Ressourcen zu be-
werten. Allerdings bertcksichtigen sie nicht die
Grossenvorteile, die mit der Durchfihrung einer
grossen Anzahl von Proben verbunden sind.
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Bendtigte Bruttoressourcen

Anzahl der wéchentlichen Proben

(1 Standort=1 Mischprobe aus 3 Bohrkernen)' 100 500 1000
Personalressourcen (Effektive Zeit)
Phase 1 — Entnahme (~5 min/Probe) 0,2 1,0 2,1
Vollzeitaquivalent
Phase 2 — Genomische Extraktion (~2 h/Probe) 52 252 502
Vollzeitaquivalent
Phase 3 — Molekulare Analyse (~6 h/Probe) 152 752 1502
Vollzeitaquivalent
Materialressourcen
Verbrauchskosten (45.00 CHF/Probe) 4500 22500 45000

Tabelle 29: Geschatzter Brutto-
bedarf an Vollzeitaquivalenten und
materiellen Investitionen (Kosten
fir Verbrauchsmaterialien) fir
Protisten, um 100, 500 oder 1000
Proben pro Woche (40-Stunden-
Woche) zu analysieren.

Angesichts der oben genannten Zahlen scheint
das Szenario mit 100 Proben pro Woche das rea-
listischste der drei betrachteten Szenarien zu sein.

Pro Standort wird eine Mischprobe aus drei Bohr-
kernen enthommen. Ein Szenario mit 100 Proben
bedeutet also, dass insgesamt etwa 100 Standorte
beprobt werden. Nach Expertenmeinung ist es
moglich, wahrend der Phase der genomischen Ex-

" Mindestens 3 Bodenkerne, die eine Mischprobe bilden, werden fir 1 Standort
empfohlen (1 Standort=Mischprobe & 3 Bodenkerne =1 Probe).

2 Diese Information wurde von Prof. Dr. Thierry Heger nach dem derzeitigen Stand
der Literaturrecherche tbermittelt. In Zukunft ddrften die zeitlichen Ressourcen
tendenziell deutlich geringer werden.

1 Tag=8h; 1 Woche =5 Tage; 1 Monat =4 Wochen

traktion die DNA aus mehreren Proben parallel zu
extrahieren, was die Zeit pro Probe deutlich redu-
ziert. Es wird geschatzt, dass 20 bis 25 Proben an
einem Tag extrahiert werden kénnen (personliche
Mitteilung Thierry Heger, Changins). Wie bereits
bei den Nematoden (Kapitel 4.3) erwahnt, ermdg-
lichen einige Laborinstrumente nun die Automati-
sierung des DNA-Extraktionsverfahrens und die
parallele Verarbeitung von bis zu 96 Proben.

100 Proben =~100 Standorte
(1 Standort = Mischprobe mit 3 Bohrkernen)
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4.4.3 Empfehlungen fiir die
Kartierung

Die Analyse von Bodenprotistengemeinschaften ist
ein schnell wachsendes Gebiet, das in eine Boden-
kartierung integriert werden sollte. Die Umsetzung
der globalen Methodik zur Untersuchung von Pro-
tisten ist vor allem im Hinblick auf Zeitressourcen,
Materialkosten und erforderliche Fachkenntnisse
(wenn die Sequenzierung von einem externen
Dienstleister durchgefihrt wird) vorteilhaft. Ange-
sichts des Probenvolumens, das im Rahmen einer
Bodenkartierung analysiert werden musste, ware
es interessant, eine Prognose flr die Durchflihrung
einschliesslich des Schritts der DNA-Sequenzie-
rung in einem internen Verfahren zu erstellen. Da-
riber hinaus ist bei Protisten auch die Phase der
Probenahme im Feld vorteilhaft, da sie die Entnah-
me einer Mischprobe erfordert, die in Kombination

mit der Entnahme von Proben fir andere biologi-
sche Parameter, wie Nematoden und Mikroorga-
nismen, und der fur bestimmte physikalisch-che-
mische Analysen durchgefiihrt werden kann.

Die Methode zur Untersuchung von Bodenprotis-
ten ist derzeit noch nicht Gegenstand einer Norm
(wie z.B. eines ISO-Standards). Sie sollte daher
Gegenstand weiterer Diskussionen sein, um sich
auf eine Methodik zu einigen, die eine Harmoni-
sierung und einen Vergleich der Daten auf natio-
naler, aber spater auch auf internationaler Ebene
am besten ermdglicht.

In Anbetracht der verschiedenen oben dargeleg-
ten Uberlegungen fiir die Umsetzung lauten die
Empfehlungen fir die Verwendung von Protisten
als biologische Parameter fir Profile oder Sondie-
rungen mit grossem Durchmesser fir die Kartie-
rung wie folgt:

Empfehlungen fiir die Verwendung von Protisten in der Bodenkartierung

Empfohlene Methode

In Prioritat der
Forschung Schweiz

— Molekulare Analyse (DNA oder cDNA)
— Derzeit kein Standard verflgbar;

— Harmonisierung erforderlich: Expertengesprach zur detaillierten Festlegung der Methodik

Referenzprofil Prioritar
Profile Optional
Bohrungen Prioritar

Tabelle 30: Kartierungsempfehlungen flr Protisten.

Aufgrund der Art und Weise, wie Bodenproben
fur Protisten entnommen werden, ist ihre Unter-
suchung mit mechanischen Sondierungen durch-
fuhrbar. Sie sind neben den Nematoden die ein-
zigen biologischen Parameter fir die Bodenfauna,
bei denen dies mdglich ist. Die Untersuchung von
Protisten sollte daher vorrangig bei mechanischen
Sondierungen oder bei einem Teil davon durch-
gefuhrt werden, je nach den zur Verfligung ste-
henden Ressourcen. Die Untersuchung der Nema-
toden auf den Referenzprofilen sollte ebenfalls als
Basis in Betracht gezogen werden. Bei ausrei-
chenden Ressourcen sollten auch die Profile in Be-
tracht gezogen werden.
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4.5 Funktionelle Methoden

Funktionelle Methoden versuchen, den Beitrag der
Bodenorganismen zur Bodenfunktion und zu Oko-
systemdienstleistungen zu bewerten. Bei der Bo-
denfauna konzentrieren sich die meisten funktio-
nelle Methoden auf die Messung oder Beobachtung
des Abbaus von organischem Material. Sie liefern
funktionelle Informationen und ergdnzen damit die
Informationen, die durch biologische Parameter
Uber die Struktur und Zusammensetzung der Ge-
meinschaften des Okosystems bekannt sind.

4.5.1 Vorteile und Einschrankungen
der biologischen Parameter

Vorteile:

_ Sie liefern Informationen Uber die Funk-
tionen des Okosystem:s.
Grundlegende Fahigkeiten reichen fir alle
Schritte des methodischen Verfahrens zur
Umsetzung aus. Funktionelle Methoden
erfordern daher weniger Kompetenzen als
z.B. die Untersuchung von Organismen-
gemeinschaften.
Die meisten funktionellen Methoden verur-
sachen wenig Materialaufwand und geringe
Kosten fur Verbrauchsmaterialien.
Die meisten der in diesem Dokument be-
schriebenen funktionellen Methoden sind
genormt (ISO-Norm fur Bait Lamina und
OECD-Dokument fur Litter Bag). Fur den
Tea Bag wurde ein harmonisiertes, aber
nicht genormtes methodisches Verfahren
festgelegt (Tea Bag Index).
Basisreferenzsystem fir den Tea Bag in
Entwicklung.

Einschrénkungen:
_ Funktionelle Methoden erfordern, dass man
mehrere Tage bis Monate vor Ort bleibf.
Es muss daher sichergestellt werden, dass
der Standort keinen Stérungen ausgesetzt
ist (z.B. Feldarbeiten).

__ Sie beinhalten mindestens zwei Feldbesuche
(Anbringen und Entfernen des Tests).

Die klimatischen Bedingungen (Feuchtigkeit,
Temperatur) haben einen grossen Einfluss
auf die Abbaurate der organischen Substanz
und beeinflussen somit stark die Ergebnisse
der Funktionstests.

Flr Bait Lamina gibt es bislang nur wenige
Referenzdaten. Es gibt keine feste Dauer flr
die Exposition von Bait Lamina gegentber
Organismen im Boden. Die ISO geht davon
aus, dass mindestens 30 % der Aktivitat
erreicht sein sollten, bevor die Stabchen
entfernt werden kénnen (d.h. etwa 10 —20
Tage Exposition in gemassigten Zonen und
je nach klimatischen Bedingungen).

Die Probenahme kann nicht mit anderen
biologischen Parametern oder physikalisch-
chemische Parametern kombiniert werden.

4.5.2 Umsetzung nach etablierten
Kriterien

Die Anwendung der funktionellen Methoden im
Zusammenhang mit der Bodenkartierung wird im
Folgenden erortert. Aufgrund des besonderen
methodischen Prozesses (Exposition vor Ort) der
funktionellen Methoden sind Szenarien mit 100,
500 oder 1000 Proben pro Woche nur schwer um-
setzbar. Es kann jedoch eine Schatzung der An-
zahl der Standorte vorgenommen werden, an
denen die funktfionellen Tests pro Woche durch-
gefuhrt werden konnen. Wenn man von 5 Replika-
ten pro Standort ausgeht, ist es denkbar, die funk-
tionellen Methoden an 6 Standorten an einem Tag
(1 Person) zu installieren, sofern diese nicht zu weit
voneinander entfernt sind, was zu einer Gesamt-
zahl von etwa 30 Standorten pro Woche flhrt. Die
drei Methoden erfordern weniger als eine Stunde
effektiver Zeit fir die gesamte Implementierung.

~ 30 Standorte pro Woche
(5 Replikate pro Standort)
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4.5.3 Empfehlungen fiir die
Kartierung

Funktionelle Messungen liefern wichtige Informa-
tionen und erganzen die Daten Uber die Struktur
und Vielfalt des Bodenodkosystems, die durch
andere biologische Parameter gewonnen werden.
Sie kdnnen daher auch als Indikator fur die Funk-
tionen des Okosystems in eine Kartierung einflies-
sen.

Es stehen drei funktionelle Hauptmethoden zur
Verfiigung. Der Litter Bag und der Tea Bag er-
moglichen eine direkte Messung des Abbaus von
organischer Substanz durch Bodenorganismen.
Beim Bait Lamina erfolgt die Messung indirekt. In
Bezug auf die Expositionsdauer liefert der Bait

Lamina am schnellsten eine Antwort (10 — 20 Tage),
gefolgt vom Tea Bag (90 Tage oder 3 Monate) und
dem Litter Bag (6 —12 Monate). Der Tea Bag zielt
eher auf die Wirkung von Mikroorganismen und
der Mesofauna ab, wahrend der Bait Lamina auf
die Wirkung der Meso- und Makrofauna abzielt.

Die Bait Lamina-Methode ist genormt (ISO-Stan-
dard) und fur den Litter Bag gibt es ein OECD-
Dokument. Fir den Tea Bag gibt es noch keine
Norm, aber eine harmonisierte Methode, die Teil
des transnationalen Projekts FertilCrop ist. Ein
grundlegendes Referenzsystem wird derzeit er-
stellt (Tea Bag Index).

Die Empfehlungen fir die Verwendung funktionel-
ler Methoden fur die Kartierung lauten wie folgt:

Empfehlungen fiir die Verwendung funktioneller Methoden bei der Bodenkartierung

Empfohlene Methode

Tea Bag Einfach umzusetzen, aber relativ lange Expositionszeit auf dem Feld, noch keine Norm
verfligbar, aber harmonisierte Methode (FertilCrop-Programm), Basisreferenzsystem wird

entwickelt (Tea bag index).

oder

Bait Lamina Schnelle Reaktion, ISO-Norm verfligbar, Einfluss von Klimafaktoren (Feuchtigkeit, Temperatur)
zu berlcksichtigen, Basisreferenzsystem noch nicht entwickelt, Methode Teil des vom Eco-
FINDERS-Programm empfohlenen methodischen Grundsets.

Referenzprofil Prioritar

Profile Optional

Bohrung Nicht anwendbar

Tabelle 31: Kartierempfehlungen fir funktionelle Methoden.

Die Verwendung funktioneller Methoden zur Bo-
denkartierung sollte vorrangig bei allen Referenz-
profilen oder zumindest bei einem Teil davon er-
folgen. Wenn gentigend Ressourcen vorhanden
sind, kdnnten auch die Profile in Betracht gezogen
werden.
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4.6 Schlussfolgerungen und allgemeine Empfehlungen

Viele Gruppen von Bodenorganismen und ver-
schiedene biologische Prozesse wurden als biolo-
gische Parameter in Forschungs- und Monitoring-
programmen verwendet. Es gibt wenig Konsens
darliber, welche die wichtigsten biologischen
Parameter sind und noch zu wenig verfligbare
Daten, um einen Referenzrahmen zu definieren.
Eine Bodenkartierung, die biologische Parameter
integriert, wiirde diese Informationen liefern und
Referenzen flr biologischen Eigenschaften von
Boden auf nationaler Ebene schaffen. Es kdnnten
Verbreitungskarten fir die Bodenfauna erstellt
werden, wie es beispielsweise bei der Flora (Flo-
ristikkarten der Schweiz) oder bei den Végeln
Ublich ist. Fir Bodenorganismen fehlen solche
Karten derzeit noch. Ebenso konnte man schweiz-
weite Indikatoren flr die Qualitat eines Standortes
definieren oder beispielsweise Schutzwerte flr
bestimmte verletzliche Arten festlegen (z.B. Kon-
zept der Schirmarten).

Fir die Bodenfauna sind Regenwirmer, Mikro-
arthropoden und Nematoden die biologischen
Parameter, die in nationalen und internationalen
Monitoring- und Forschungsprogrammen am
haufigsten verwendet werden. Standards, die eine
Bewertung dieser biologischen Parameter ermog-
lichen, sind meist verfligbar, vor allem fir die mor-
phologische Analyse. Generell erweist sich die
Untersuchung biologischer Parameter als zeitauf-
wandig, auch wenn die Entwicklung von Instru-
menten wie molekularen Methoden (DNA- und
eDNA-Metabarcoding) zur Bewertung der Vielfalt
und Struktur von Organismengemeinschaften
(Protisten, Nematoden und Mikroarthropoden,
aber auch Regenwirmer) rasant voranschreitet.
Insbesondere bei Nematoden, Mikroarthropoden
und Regenwirmern hat die molekulare Analyse
mittels eDNA-Metabarcoding, bei der die DNA
direkt aus einer Bodenprobe isoliert wird, den
grossen Vorteil, dass die Phase der Extraktion der
Organismen aus der Bodenprobe entfallen kann.
Die Methode bedarf jedoch noch an Entwicklung,
bevor die erzeugten Daten lber die oben genann-
ten Organismen vollsténdig nutzbar sind.

Fir die Extraktion von Bodenorganismen (mor-
phologische Analyse und molekulare Analyse
durch klassisches DNA-Metabarcoding) sind die

verfigbaren Losungen zur parallelen Verarbei-
tung grosser Probenmengen nach wie vor rar. Es
ware eine Optimierung und Automatisierung der
methodischen Protokolle in Betracht zu ziehen,
wodurch die Verfahren parallelisiert und ver-
schlankt werden kénnten. Flir andere methodische
Phasen wie die DNA-Extraktion oder die Sequen-
zierung (Molekularanalyse im Allgemeinen) gibt es
hingegen bereits Losungen, die es ermdglichen,
grosse Probenmengen zu verarbeiten.

Biologische Organismen spielen eine wesentliche
Rolle fur die Funktion des Bodens und die
erbrachten Okosystemleistungen. Es wéare daher
fatal, sie weiterhin nicht in die Bewertung der
Bodenqualitat einzubeziehen. Flr eine optimale
Bewertung ist es ideal, wenn biologische Parame-
ter auf verschiedenen trophischen Ebenen vorlie-
gen und das Spektrum der verschiedenen 6kolo-
gischen Funktionen reprasentieren. Dies ware also
der Fall, wenn man Regenwirmer, Mikroarthropo-
den, Nematoden und Protisten in die Kartierung
einbezieht. Funktionelle Methoden, die Auskunft
lUber die Funktionen des Okosystems geben, wiir-
den die durch biologische Parameter gewonne-
nen Informationen Uber die Struktur und Zusam-
mensetzung der Gemeinschaften des Okosystems
Boden ergénzen.

Die Verwendung von Molekularanalysen wirde
zuséatzliche Informationen Uber die genetische
Vielfalt und die Zusammensetzung der Gemein-
schaften der vorhandenen Organismen liefern.

Daten Uber die Anzahl der vorhandenen Indivi-
duen oder die Berechnung von Indizes wie bei
Nematoden lassen sich auf diese Weise jedoch
nur schwer gewinnen und erfordern eine Identifi-
zierung unter dem Mikroskop.

Die Untersuchung von Protisten und Nematoden
kann aufgrund der Art, wie die Bodenprobe ent-
nommen wird (Mischprobe), bei Kartierbohrungen
durchgefihrt werden. Die Probenahme ist prak-
tisch, da sie mit der Bodenprobenahme fir andere
biologische Parameter wie Bakterien und Pilze
oder bestimmte physikalisch-chemische Para-
meter, fir die keine ungestorte Probenahme er-
forderlich ist, kombiniert werden kann. Andere
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biologische Parameter (Regenwirmer, Mikroarth-
ropoden und funktionelle Methoden) sind Profilen
und Referenzprofilen vorbehalten, da die Probe-
nahme flr diese biologischen Parameter nicht fir
mechanische Sondierungen geeignet ist.

Wenn eine Bewertung der biologischen Parameter
nicht fir alle Profile (Referenzprofile oder Profile)
und Bohrungen moglich ist, muss sichergestellt
werden, dass mit der Auswahl ein Basisreferenz-
system flr biologische Parameter flir die Schweiz
erstellt werden kann.

Die Untersuchung aller oben genannten biologi-
schen Parameter an denselben Standorten (in die-
sem Fall die Referenzprofile) wiirde es ermogli-
chen, einen maximalen Satz an biologischen,
chemischen und physikalischen Daten zu kombi-
nieren. Die Relevanz und die Auswahl der vorge-
stellten biologischen Parameter und der damit
verbundenen Analysemethoden fir die Boden-
kartierung musste mit einem Expertengremium
weiter diskutiert werden.

Perspektivisch ware es interessant, die Literatur-
studie Uber bestehende Methoden fiir andere
Bodenorganismen fortzusetzen. Dazu gehdren
Enchytréaen und die epigaische und endogaische
Makrofauna des Bodens (abgesehen von den Re-
genwlrmern). Ebenso sollte der Mehrwert des
Einbezugs anderer Organismen der Bodenfauna
wie Radertiere, Bartierchen, Asseln, Myriapoden,
Ameisen, Insektenlarven mit Entwicklungsstadien
im Boden usw. in eine Bodenkartierung erforscht
werden.

In diesem Bericht wurden molekulare Analyse-
methoden zur Untersuchung von Bodenorganis-
men behandelt. Es ware interessant, das Thema
weiter zu vertiefen und die vielfaltigen Mdglich-
keiten dieses Bereichs fur die Untersuchung bio-
logischer Parameter genauer zu erforschen. Dies
gilt insbesondere flr Mikroarthropoden, bei de-
nen die molekulare Analyse in diesem Bericht
nicht behandelt werden konnte.

Schliesslich kénnte eine Ubersicht (iber die natio-
nal und international verfligbaren Vergleichs- und
Referenzwerte fir biologische Parameter (einige
Beispiele fir Regenwilrmer wurden genannt,
Kapitel 4.1.4) und die damit verbundenen Boden-
daten erstellt werden.
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Abbildung 1: Klassen von Bodenorganismen (nach ihrer Grésse), die in dieser Forschungsarbeit betrachtet
werden. Sie sind durch die roten Rechtecke gekennzeichnet und stellen nur die Bodenfauna dar. Die Mikroflora
wird nicht berlicksichtigt. (Ursprung der Abbildung: Walser et al. [2021]).

Abbildung 2: Ansatz zur Bestimmung biologischer Parameter, die flir eine Bodenkartierung relevant sind.

Abbildung 3: Endogaische Regenwurmer (links) und andzischer Regenwurm (rechts). Fotos: L. Pfiffner, FiBL

Abbildung 4: Methodisches Grundprinzip fir die Untersuchung von Regenwirmern.

18

Abbildung 5: Zusammenfassung der methodischen Verfahren fiir Regenwlrmer. Das «Stop»-Zeichen gibt die
maximale Dauer der méglichen Probenlagerung zwischen den einzelnen Phasen an (eo=mégliche Lagerung fur
einen langen Zeitraum, d.h. mehrere Monate) (Abbildung von S. Campiche, prasentiert am KOBO-Synthese-
Workshop im August 2020).

24

Abbildung 6: Foto einer Milbe (links) und eines Springschwanzes (rechts) (Foto: A. Murray, Licence: CC BY-SA
2.0).

25

Abbildung 7: Methodisches Grundprinzip fur die Untersuchung von Mikroarthropoden.

26

Abbildung 8: Zusammenfassung der methodischen Verfahren fiir Mikroarthropoden. Die «Stop»-Zeichen
kennzeichnen die maximal mégliche Dauer der Probenlagerung zwischen den einzelnen Phasen (e =Lagerung
Uber einen langen Zeitraum mdoglich, d.h. mehrere Monate) (Abbildung von S. Campiche, prasentiert auf dem
KOBO-Workshop zu Bestimmungsmethoden August 2020).

30

Abbildung 9: Bodennematode (Foto: Cristina Menta, Lizenz: CC BY 3.0)

31

Abbildung 10: Methodisches Grundprinzip fir die morphologische Untersuchung von Nematoden.

33

Abbildung 11: Methodisches Grundprinzip fir die molekulare Untersuchung von Nematoden (DNA-Meta-
barcoding [obere Linie] und eDNA-Metabarcoding [untere Linie]).

33

Abbildung 12: Kosten und Nutzen von Extraktionsmethoden fur phytopathogene Nematoden nach der
European and Mediterranean Plant Protection Organisation (EPPO: PM 7/119 (1) Nematode extraction. 2013).

36

Abbildung 13: Zusammenfassung der methodischen Verfahren fur Nematoden (morphologische Analyse).

Die «Stop»-Zeichen geben die maximal mogliche Lagerungszeit der Proben zwischen den einzelnen Phasen an
(oo =Lagerung Uber einen langeren Zeitraum méglich, d.h. mehrere Monate) (Abbildung von S. Campiche,
prasentiert auf dem KOBO-Workshop zu Bestimmungsmethoden im August 2020).
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Abbildung 14: Freie Bodenprotisten geordnet nach Grésse (Lange), Morphologie und phylogenetischer
Zugehdrigkeit (Geisen et al., 2017).

42

Abbildung 15: Zusammenfassung der bestehenden Methoden zur Untersuchung von Bodenprotisten nach Gei-
sen und Bonkowsky 2018. Die gangigen Methoden zur Untersuchung von Bodenprotistengemeinschaften wer-
den in zwei Hauptansatze getrennt, wobei zum einen mikroskopische Analysen zur Identifizierung von
Protisten in differentiellen Auflésungen und zum anderen molekulare Methoden an extrahierten Nukleinsauren
(DNA oder cDNA nach reverser Transkription von RNA) verwendet werden. Abktirzungen: NFPD: non-flooded
petri dish method; MPN: Most probable number technique; LAM: Liquid aliquot method; gPCR: quantitative
polymer chain reaction; MT: Metatranscriptomic high-throughput sequencing (HTS); AS: Amplicon HTS; MG:
Metagenomic HTS.

43

Abbildung 16: Methodisches Grundprinzip fir die molekulare Untersuchung von Protisten.

44

Abbildung 17: Von links nach rechts: Litter Bag (Foto: Nicole Scheunemann), Tea Bag (Foto: Simon Tresch, FiBL),
und Bait Lamina (Foto: S. Campiche).
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Abbildung 18: Methodisches Grundprinzip fur funktionelle Methoden.

49

Abbildung 19: Vergleich der zeitlichen Ressourcen (Gesamtzeit und effektive Zeit) zur Durchflihrung der unter-
schiedlichen Methode, der Kosten flr die Materialinvestition und der Kosten fliir Verbrauchsmaterialien sowie
der maximal erforderlichen Kompetenzen (=héchste erforderliche Kompetenz, wenn man die Analyse des
biologischen Parameters als Ganzes betrachtet) fir die referenzierten biologischen Parameter. Der Vergleich
nimmt an, dass die Methode von einer Person und fir ein Replikat ausgeflhrt wird. Mikroarthropoden_mor-
phologisch: Hier wurde mit der MacFadyen-Extraktion gerechnet (der am haufigsten verwendeten und von der
ISO empfohlenen Methode). Nematoden_Morphologisch und Nematoden_molekular (DNA): Es wurde mit der
Qostenbrink-Extraktion gerechnet (der am haufigsten verwendeten und von der ISO empfohlenen Methode).
Nematoden_molekular (DNA), Nematoden_molekular (¢éDNA) und Protisten_molekular (eDNA): Die effektive
Zeit und die Gesamtzeit fir die Sequenzierung (Dienstleistung eines externen Dienstleisters) werden hier nicht
berlicksichtigt; die Verbrauchsmaterialien (in diesem Fall die Kosten flr eine Probe von der DNA-Extraktion bis
zur Sequenzierung) sind in der Dienstleistung eines externen Dienstleisters enthalten, was bei den anderen
biologischen Parametern nicht der Fall ist, wo alle methodologischen Schritte intern durchgefihrt werden.

Eine Automatisierung des DNA-Extraktionsverfahrens fir molekulare Analysen wird hier nicht berlcksichtigt.
Wichtiger Hinweis: Der Zeitaufwand fir die molekulare Analyse von Nematoden (DNA und eDNA) basieren auf
den geschéatzten Zeitressourcen fir Protisten (Kap. 3.5.5 und Kap. 4.4.2), wobei der Stand der Forschung

zum Zeitpunkt der Erstellung dieses Dokuments berlicksichtigt wurde. Inzwischen ist die bendtigte Zeit fur die
Bestimmung der Nematoden heute wesentlich geringer.
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Abbildung 20: Vergleich des zeitlichen Aufwands (Gesamtzeit und effektive Zeit) zur Durchfihrung der ge-
samten Methode, der Materialkosten und der Kosten flir Verbrauchsmaterialien fiir 1 Replikat fir die referen-
zierten funktionellen Methoden. Bait Lamina (bereits geflllte Stabchen) wurden bei den Verbrauchsmaterialien
einkalkuliert. Da sie wiederbeflllbar und wiederverwendbar sind, kdnnten sie auch als Investition betrachtet
werden. Der Grad der erforderlichen Fahigkeiten ist bei allen Methoden gleich (Grundfertigkeiten) und wird
daher nicht in der Grafik dargestellt.
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Abbildung 21: Kartierung der Abundanz von Regenwlirmern in der Region Bretagne, erstellt durch das RMQS-
Programm BioDiv (http://www.sols-de-bretagne.fr/biodiversite-des-sols/cartographie-regionale.html; Cluzeau,
2009b).
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Abbildung 22: Die Abundanz und Biomasse der Regenwilirmer unterscheidet sich gemass den Ergebnissen
des RMQS BioDiv. Programms fir die drei Landbedeckungssysteme (Ackerbau, Grasland und Wald) mit hohen
Werten im Grasland (350 Ind/m?; 138 g/m?), mittleren Werten im Ackerbau (215 Ind/m? 63 g/m?) und niedrigen
Werten im Wald (50 Ind/m? 8 g/m?), (Cluzeau, 2009b).
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Abbildung 23: Regenwurm-Biomasse nach Hydromorphieklassen gemass dem RMQS-Programm BioDiv
(Cluzeau, 2009b).
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Abbildung 24: Vorschlag flr ein grundlegendes Referenzsystem flir die Abundanz von Regenwlrmern in der
Region Bretagne gemass dem RMQS-Programm BioDiv (Cluzeau, 2009b). Die Zahlen bedeuten Individuen pro m2.
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Abbildung 25: Haufigkeit von Regenwirmern pro m? nach Art der Bodennutzung nach dem FiBL-Merkblatt
Uber Regenwlrmer (Pfiffner, 2022).

61

Abbildung 26: Vergleichswerte fir die Regenwurm-Biomasse in Grinlandbéden (in g/m? und % Biomasse
einer bestimmten &kologischen Gruppe von der Gesamtartenzahl von 301g m?2) nach Cuendet et al. (1997) und
ausgewertet von der VBBio-BioSA Arbeitsgruppe des Bundes. * Fehlen der Gruppe aus zoogeografischen
Griinden (VBB-BSA, 2009).
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8. Anhang

8.1 Vergleichstabelle zu bodenbiologischen Parametern
und deren Bestimmungsmethoden

Durch diesen Link gelangen Sie zur Vergleichstabelle der biologischen Parameter und Methoden.

8.2 Liste zu Material und Kosten

Die Liste der Materialien und Kosten kann in den unten stehenden Tabellen fir die verschiedenen biologischen
Parameter, die in diesem Bericht besprochen werden, oder direkt in der Excel-Tabelle auf unserer Homepage
eingesehen werden.
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Regenwiirmer
quantite requise

Méthode Matériel unité Prix (Euro)  prix (CHF) (1 réplicat) Total CHF Moyenne CHF
Vers de terre stéréomicroscope min 40x 1 1028 1 1028.00

Vers de terre stéréomicroscope min 40x 1 357 1 357.00 692.50
Vers deterre balance précision 0.01g a 200g 1 126 1 126.00 126.00
Versdeterre farine de moutarde 1000 10 120 1.20 1.20
Vers deterre AITC94-97% purity 1000 134 1 0.13 0.13
Vers deterre formaldéhyde 10000 74.9 25 0.19 0.19
Vers deterre formaldéhyde 10000 74.9 400 3.00 3.00
Versdeterre ethanol 70% 5000 53 400 4.24 4.24
Versdeterre Cisaille a gazon 1 10 1 10.00 10.00
Vers deterre Cadre métallique 50cm x 50 cm ou 56.4 cm de diamétre 1 1 0.00 0.00
Versdeterre masse 1 26 1 26.00 26.00
Vers deterre Bidons ou estagnons d'eau (30-40L) 1 16 1 16.00 16.00
Versdeterre cylindre gradué volume min 50ml ou bécher 1L 1 22 1 22.00 22.00
Vers de terre Gantsde protection 50 42 1 0.84 0.84
Vers deterre Flacons plastiques ou en verre 250ml avec bouchons hermétiques 200 101 1 0.51 0.51
Vers deterre Flacons plastiques ou en verre 500 ml avec bouchons hermétiques 10 29 1 2.90 2.90
Vers deterre pincesrondes 2 9 2 9.00 9.00
Vers deterre béche /pelle 1 15 1 15.00

Vers deterre béche/pelle 1 70 1 70.00 42.50
Vers deterre bache plastiques (Im2 a2 m2, ou env. 2m x 2m) 1 17 1 17.00 17.00
Versdeterre Thermomeétre 1 127 1 127.00 127.00
Vers deterre grand bac plastique ou cuvette 1 0.00 0.00
Versdeterre arrosoirs10a 15L 1 3 3 9.00

Versdeterre arrosoirs10a 15L 1 18 54.00 31.50
Versdeterre tamis2mm 1 135 1 135.00 135.00
Versde terre Investissement 1267.50
Versde terre Consommables 13.00
Versde terre Consommables (avec AITC et fixation formaldéhyde uniquement) 7.38
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Mikroarthopoden

quantite requise
Méthode Matériel unité Prix (Euro)  prix (CHF) (1 réplicat) Total CHF Moyenne CHF
microarthropodes split soil corer diam 5.6, 40 cm long 1 850.00 1 850.00 850.00
microarthropodes tube plastique 1 2.50 3 7.50 7.50
microarthropodes sachet plastiques 75 3.65 3 0.15 0.15
microarthropodes extrateur mac fadyen (selon offre) 1 13663 14990.00 1 14990.00 14990.00
microarthropodes Pot d'extraction 100-200cm3 264 126.60 3 1.44 1.44
microarthropodes formaldéhyde 10000 74.90 6 0.04 0.04
microarthropodes acide acétique 500 37.20 0.18 0.01 0.01
microarthropodes propan2-ol 2500 93.70 0.018 0.00 0.00
microarthropodes microscope contraste de phase 1 1988.00 1 1988.00
microarthropodes microscope contraste de phase 1 2296.00 1 2296.00 2142.00
microarthropodes stéréomicroscope min 40x 1 1028.00 1 1028.00
microarthropodes stéréomicroscope min 40x 1 357.00 1 357.00 692.50
microarthropodes lame alvéolée 50 133.60 10 26.72 26.72
microarthropodes plague chauffante 1 517.70 1 517.70 517.70
microarthropodes petri 90mm 825 148.40 10 1.80 1.80
microarthropodes ethanol 70% 5000 53.00 450 4.77 4.77
microarthropodes flacon 60ml 700 109.05 15 2.34 2.34
microarthropodes acidelactique 1 36.80 0.01 0.37 0.37
microarthropodes hydrate de chloral 1000 253.00 80 20.24 20.24
microarthropodes hydrogen chloride 100 39.30 5 1.97 1.97
microarthropodes gomme arabique 500 99.30 30 5.96 5.96
microarthropodes hydrate chloral 250 35.90 200 28.72 28.72
microarthropodes crystal de phenol
microarthropodes glycerine 500 286.00 0.05 0.03 0.03
microarthropodes pincette ressort 1 12.55 1 12.55 12.55
microarthopodes Investissement 19306.80|
microarthopodes Consommables 16.61
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Nematoden

quantite requise
Méthode Matériel unité Prix (Euro)  prix (CHF) (1 réplicat) Total CHF Moyenne CHF
nématodes gouge soil auger edelmann 1 130 1 130 130
nématodes seau plastique 1 4.5 10 45 45
nématodes tamis8 mm 1 155.4 1 155.4 155.4
nématodes sachet plastiques 75 3.65 1 0.05 0.05
nématodes elutriateur ostenbrink 1 5655 6107 1 6107.4 6107.4
nématodes tamis45 um diam 30cm 1 178.5 3 535.5 535.5
nématodes tamis 250 um diam 10 cm 1 127 1 127 127
nématodes cuvette 1 2.95 1 2.95 2.95
nématodes tamis 100 um diam 16 cm 1 111 1 111.00 111.00
nématodes filtre cotton hydrophile
nématodes petri 90mm 825 148.4 5 0.90 0.90
nématodes recipient stockage nématodes 100m| verre 24 92.4 1 3.85 3.85
nématodes stéréomicroscope min 40x??? 1 1028 1 1028.00
nématodes stéréomicroscope min 40x 1 357 1 357.00 692.50
nématodes boite comptage 1 177 191.16 2 382.32 382.32
nématodes lame microscope 2500 98.7 2 0.08 0.08
nématodes microscope contraste de phase??? 1 1988 1 1988.00
nématodes microscope contraste de phase 1 2296 1 2296.00 2142.00
nématodes formaldéhyde 10000 74.9 12 0.09 0.09
nématodes plaque chauffante 1 517.7 1 517.70 517.70
nématodes Agitateur vortex 1 134.65 1 134.65
nématodes Agitateur vortex 1 533.4 1 533.40 334.03
nématodes centrifugeuse 1 7831.6 1 7831.60 7831.60
nématodes spectrophotomeétre (selon offre) 1 12800 1 12800.00
nématodes spectrophotomeétre (selon offre) 1 13600 1 13600.00 13200.00
nématodes illumina MiSeq 1 103950 1 103950.00 103950.00
nématodes illumina MiSeq 1 8892 1 8892.00 8892.00
nématodes co(t analyse moléculaire 1 45 1 45.00 45.00
nématodes analyse morphologique Investissement 10948.77
nématodes analyse morphologique Consommables 4.97
nématodes analyse moléculaire ADN Investissement (sans séquenceur) 28424.48|
nématodes analyse moléculaire ADNe Investissement (sans séquenceur) 21540.63
nématodes ADN +ADNe coit analyse moléculaire 45.00|
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Protisten
quantite requise

Méthode Matériel unité Prix (Euro)  prix (CHF) (1 réplicat) Total CHF Moyenne CHF
protistes gouge soil auger edelmann 1 130 1 130.00 130.00
protistes Fast DNA SPIN kit for soil 100 420 1 4.20 4.20
protistes Agitateur vortex 1 134.65 1 134.65

protistes Agitateur vortex 1 5334 1 533.40 334.03
protistes centrifugeuse 1 7831.6 1 7831.60 7831.60
protistes spectrophotomeétre (selon offre) 1 12800 1 12800.00

protistes spectrophotomeétre (selon offre) 1 13600 1 13600.00 13200.00
protistes illumina MiSeq 1 103950 1 103950.00 103950.00
protistes illumina MiSeq 1 8892 1 8892.00 8892.00
protistes Cutadapt software 1 0 1 0.00 0.00
protistes Dada2 package (Bioconductor) 1 0 1 0.00 0.00
protistes giime2 software 1 0 1 0.00 0.00
protistes co(t analyse 1 45 1 45.00 45.00
protistes offre de prestation 1 25 1 25.00 25.00
protistes Investissement (sans séquenceur) 21569.83
protistes Investissement (avec séquenceur) 134411.83
protistes codt analyse 45.00|
protistes offre de prestation 25.00
protistes Consommables 4.20
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quantite requise

Méthode Matériel unité Prix (Euro)  prix (CHF) (1 réplicat) Total CHF Moyenne CHF

Teabag Sachet dethé, thé vert 1 4.29 4.63 0.05 0.23 0.23
Teabag Sachet de thé, roiboos 1 4.29 4.63 0.05 0.23 0.23
TeaBag Tarriére Edlmann 1 133.68 144.37 1 144.37 144.37
Tea bag Four a Moufle 1 5870 1 5870.00

Tea bag Four a Moufle 1 3615 1 3615.00

Tea bag Four a Moufle 1 9445 1 9445.00

Tea bag Four a Moufle 1 8250 1 8250.00

Tea bag Four a Moufle 1 4840 1 4840.00 6404.00
Tea Bag Dessicateur/étuve 1 1425.2 1 1425.20

Tea Bag Dessicateur/étuve 1 7410.2 1 7410.20 4417.70
Tea Bag Creusets en porcelaine 6 41.18 0.33 13.73 13.73
Tea Bag Balance de précision 0.000 1 294 1 294.00 294.00
Teabag Investissement 11274.26
Teabag Consommables 0.46
Litter bag Treillis nylon 1 30

Litter bag Treillis nylon 1 30 32.40

Litter bag Treillis nylon 1 31.20 0.1 3.12 3.12
Litter bag Paille 100000 16 0.00005 0.00 0.00
Litter bag béche /pelle 1 15 1 15.00

Litter bag béche /pelle 1 70 1 70.00 42.50
Litter bag Dessicateur/étuve 1 4417.7 1 4417.70 4417.70
Litter bag Four a Moufle 1 6404 1 6404.00 6404.00
Litter bag Creusets en porcelaine 6 54.49 0.333333333 18.16 18.16
Litter bag Investissement 10927.98
Litter bag Consommables 3.12
Bait Lamina Bait Lamina pleins 1 4.4 4.75 8 38.02

Bait Lamina Bait Lamina pleins 1 3.2 8 25.60 31.81
Bait Lamina Bait Lamina vides 1 3.8 4.10 8 32.83

Bait Lamina Bait Lamina vides 1 2.7 8 21.60 27.22
Bait Lamina sachet plastiques 75 3.65 1 0.05 0.05
Bait Lamina Mix de remplissage 10 2.15 1.07 0.23 0.23
Bait Lamina 50 sites a5 réplicats (8 BL chaque), vides Investissement 6804.00
Bait Lamina Consommables 0.23
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8.3 Geflihrte Interviews

Flr verschiedene biologische Parameter wurden Interviews mit Experten auf diesem
Gebiet geflhrt, darunter:

Dr. Claire Le Bayon, Titularprofessorin am Laboratoire d>écologie fonctionnelle
der Universitat Neuchatel, Regenwlrmer. Das Interview wurde per Telefon
(14.10.2020) und E-Mail-Austausch geflhrt.

Dr. Claudia Maurer vom Amt flir Landwirtschaft und Natur des Kantons Bern,
Fachstelle Boden, Regenwirmer. Das Interview wurde per Telefon (27.10.2020)
und E-Mail-Austausch gefihrt.

Dr. Beat Frey, Leiter der Forschungseinheit Rhizospharenprozesse an der
Eidgendssischen Forschungsanstalt fur Wald, Schnee und Landschaft (WSL), fir
Nematoden. Das Interview wurde per E-Mail-Austausch gefthrt (25.11.2020).
Professor Thierry Heger von der Gruppe Boden- und Umweltwissenschaften
der Hochschule fir Weinbau und Oenologie in Changins (HES-SO Changins),
Protisten. Das Interview wurde per Telefon (08.10.2020) und E-Mail-Austausch
geflhrt.

Die Empfehlungen und Informationen dieser Experten wurden unter dem Vermerk
«personliche Mitteilung» in die verschiedenen Abschnitte dieses Berichts aufgenom-
men.
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