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Ziel dieses wissenschaftlichen Pilot-Projektes ist die methodische Entwicklung, Ersteinrichtung und Validierung eines
interdisziplindren, integrativen Monitoring- und Forschungsprogramms, welches in den relevanten Disziplinen im Rahmen von
»Modulen” (Teil-Projekten) abgewickelt werden soll. Der in diesem Projekt verfolgte Forschungsansatz ist in dieser Form neuartig
und innovativ. Die Vernetzung der Untersuchungen aus unterschiedlichen Disziplinen im selben Untersuchungsgebiet, stellt einen
neuartigen, integrativen Ansatz dar, der auf dieser inhaltlichen als auch raumlichen Skala noch nirgends umgesetzt wurde.

Ziel des gegenstandlichen Dokuments ist es einen ausfiihrlichen methodischen Textbeitrag Gber das Monitoring im Modul 04
,Bodenmikrobiologie”, einem Teilbereich des Projektes ,Langzeitmonitoring terrestrischer alpiner Okosysteme im Nationalpark
Hohe Tauern®, zu prasentieren. Damit soll es auch nach Abschluss der Pilotphase moglich sein, nach den gleichen experimentellen
und analytischen Protokollen vorzugehen, damit eine homogene Datenauswertung auch in der langfristigen Fortflilhrung des
Projektes gewahrleistet ist.

Ziel des Moduls 4 , Mikrobiologie” ist eine Erhebung der mikrobiellen Vielfalt der Monitoringflachen. Die in diesem Teilprojekt
berlcksichtigte mikrobielle Vielfalt bezieht sich auf die Bakterien (und teilweise miterfassten Archaeen, die manchmal auch als
Urbakterien bekannt sind), sowie die Pilze. Im Gegensatz zu friither verwendeten Methoden der Kultivierung haben wir uns dazu
entschlossen einen kultivierungsunabhangigen Ansatz zur Feststellung der Diversitdt auszuwahlen. Dies wurde so entschieden, weil
die Uberwiegende Mehrheit (weit liber 90%) der Bodenmikroorganismen nicht oder nur extrem langsam in Rein-Kulturen wachsen.
Das liegt zum einen daran, dass sie bereits unter ihren natirlichen Bedingungen extrem langsam wachsen oder dort mit anderen
Organismen in engen Beziehungen leben, die in Kultivierungsversuchen nicht simuliert werden konnen. Die Diversitdt dieser
Mikroorganismen wurde daher durch Extraktion und anschlieRende Sequenzierung der DNA aus Bodenproben festgestellt. Somit
liefert dieser Ansatz ein wesentlich vollstandigeres Bild Giber die mikrobielle Vielfalt im Boden. Mithilfe der DNA Sequenzdaten ist
es ausserdem moglich, die Bodenmikroorganismen gleichzeitig relativ gut taxonomisch einzuordnen, was sich bei
kultivierungsabhangigen Verfahren viel langwieriger gestaltet. Es ist daher auch kaum Uberraschend, dass die DNA-Sequenzierung
zur Methode der Wahl in der mikrobiellen Diversitatsforschung geworden ist. Hieraus resultiert noch ein weiterer Vorteil, denn
man kann in gewissem Rahmen auch die Ergebnisse anderer Forscher mit den eigenen Ergebnissen vergleichen.

In der Pilotprojektphase des Moduls 4 ,Bodenmikrobiologie” sollte weiters festgestellt werden, ob sich entlang der Gradienten
Unterschiede der mikrobiellen Vielfalt zeigen, bzw. ob derzeit Unterschiede in der Diversitat zwischen den einzelnen Standorten
des Monitoringprojektes zu finden sind. Die im gegenstdndlichen Modul gewdhlten Methoden der Sequenzdatenanalyse sind fiir
diese Zwecke optimierte Verfahren der Mikrobiologie, um derartige Unterschiede nachzuweisen. In der Pilotphase wurden die
Standorte nur einmal beprobt, weil es zu Projektbeginn fir eine langzeitliche Untersuchung nicht zielfihrend erschien,
engmaschiger zu beproben, solange nicht klare Veranderungen in den anderen Modulen erkennbar sind. Daher und wegen der
damit verbundenen logistischen Schwierigkeiten der Probenahme wurden auch kurzzeitige Fluktuationen, wie sie zwischen den
Jahreszeiten auftreten moégen nicht berticksichtigt.

Erst die Weiterfuhrung dieses Moduls tber langere Zeitrdume wird zeigen, inwieweit sich langfristige Veranderungen der
mikrobiellen Vielfalt ergeben. Es ist durchaus anzunehmen, dass sich mit einer Veranderung der Vegetationsdecke bzw.
Veranderungen des Wassergehaltes im Boden, bzw. anderer physikalisch-chemischer Bedingungen die mikrobielle
Zusammensetzung verdndern wird. Es wird daher in Zukunft auch wichtig werden, die Daten in Zusammenhang mit den anderen
Modulen wie etwa der Bodenzoologie, Bodenphysik, und vor allem auch der Vegetationsanalyse zu untersuchen.



a. Materialien fir die Probenahme und Probenaufbewahrung

Spatel (Bartelt GmbH, Graz), EppendorfgefaRe (Fassungsvermogen 2ml, Bartelt GmbH, Graz), Sarstedt Rohrchen
(Fassungsvermogen 50 ml, Bartelt GmbH, Graz), Wasserflasche (Bartelt GmbH, Graz) mit sterilem Wasser.

Sterile Reinigungstiicher (Kimtech Science Precision Wipes, Merck, Wien), Eisbox (Styropor) mit Eis, Trockeneisbox (Styropor) mit
Trockeneis fur den Transport.

b. Materialien und Gerate fur die Laboranalyse

DNeasy PowerSoil Pro DNA Extraction Kit (Qiagen, Wien), PCR Primer (die fur die notwendige Vervielfaltigung der DNA
herangezogenen Primer zielten auf die variable Region der 16S ribosomalen RNA fiir Prokaryoten ab, wahrend fir Pilze die ITS2-
Spacer-Region der ribosomalen RNA verwendet wurde).

Tabelle 1. Primer fiir die PCR-Amplifikation von Bakterien- und Pilzgemeinschaften in den Bodenproben.

Primer Namen Primersequenz (5-3¢) Zielregionen  Sequenzldnge Literatur
(bp)
341F_ill CCTACGGGNGGCWGCAG V3 and V4 460 (Quast, Klindworth, et al. 2013)
802R_ill GACTACHVGGGTATCTAATCC
ITS3 GCATCGATGAAGAACGCAGC ITS2 300-400 (White et al. 1990)
ITS4 TCCTCCGCTTATTGATATGC

Die fir die Laboranalysen verwendeten Gerite (etwa Zentrifugen, PCR Gerdte, Gelelektrophorese u.A.) entsprechend der
Standardausrustung  eines  molekularbiologischen  Labors und werden hier nicht einzeln  aufgeschlisselt.

a. Lage der Untersuchungs- und Probestellen

Die beauftragten Arbeiten folgen den Richtlinien der von C. Kérner konzipierten Praambel zum Manual (Kérner 2019). In jedem der
drei Nationalpark-Teile wurden 2016 Untersuchungsorte definiert, an der mehrere (3-6) Daueruntersuchungsflachen (Transekte,
Dauerbeobachtungsflachen, DF) eingerichtet wurden. Ein derartiger Transekt umfasst idealerweise drei aneinandergrenzende
Streifen von etwa 10 m Lange und 1 m Breite, die Gradienten von pessimalen Stellen (offene Vegetation) bis zu optimalen
Lebensbedingungen (voll entwickelter alpiner Rasen) darstellen. Der mittlere Streifen bleibt ungestort, die links und rechts
angrenzenden Streifen dienen der invasiven Beprobung (Bodenmikrobiologie).

Die Standortsauswahl und Standortsvermarkung erfolgte in einer konzertierten Aktion durch die Arbeitsgruppen ,Boden u.
Biomasse” (Korner, Tappeiner), ,Vegetation“ (Wittmann), ,,Bodenmesofauna” (Meyer) und ,Bodenmikrobiologie” (Grube). Die
Vorgangsweise und Feinstruktur der DFs sind im ,Standardprotokoll fir die Dauerbeobachtungsflaichen” (Konzept Kérner 2015)
detailiert beschrieben. Die genaue Beschreibung der Untersuchungsorte, der Transekte, sowie das Probenahmeprotokoll finden
sich in Newesely, Tappeiner & Korner (2019). Um Redundanzen zu vermeiden, verzichten wir deshalb auf eine genaue
Beschreibung an dieser Stelle.

Beprobung

Umwelt-DNA (Environmental DNA) wurde von den gesammelten Proben extrahiert. Die daraus gewonnenen Sequenzdaten
ergaben die Datengrundlage um geographische Trends des Bodenmikrobioms festzustellen, sowie Trends, die mit Unterschieden in
Mikrohabitaten entlang eines topologischen Gradienten in den Beprobungsflachen korrelieren. Insgesamt wurden 45 Proben von
den pessimalen Griinden der Gradienten gewonnen, 46 Proben wurden entlang des Gradienten entnommen und 50 and der
oberen Kante der Gradienten, was den Vegetations-Optima entsprach.

In den in Newesely et al. 2019 abgebildeten Protokollen wird die exakte Lage der Beprobungsstellen wiedergegeben. An diesen
Orten wurden die genauen Orte der Bodenkernbeprobung entsprechend Newesely et al. 2019 ausgewdhlt, um Proben von den



oberen (K), intermedidren (M) und unteren Fraktionen der Transekten zu erhalten. Die Beprobung erfolgte nach der Entnahme der
Bohrkerne fiir die Bodenphysik/Bodenchemie an den gleichen Stellen. Dafiir wurden Proben aus einer Tiefe von etwa 3 cm unter
der Erdoberflache folendermaRen gesammelt: Zuerst wurde die durch die Kernbohrung entstandene Oberflache vorsichtig
abgeschabt um Kontaminationen durch das Bohrwerkzeug zu vermeiden, dann wurde an dieser Stelle mit dem zuvor sterilisierten
Spaten das Volumen von ca. 1,5 ml Erde entnommen und in 1,5 ml ReaktionsgefdBe tUberfuhrt. Die gefillten GefdRe wurden in
einem 50 ml fassenden Sarstedt-Rohrchen zusammengefasst und nach der Entnahme sofort auf Eis gelagert. Fir den Transport
zum Labor und danach bis zur weiteren Bearbeitung wurden die gesammelten Proben bei -80 ° C (Trockeneis) eingefroren.

Umwelt-DNA Extraktion und Sequenzierung.
Zur Extraktion wurden die einzelnen Proben zuerst mit einem TissueLyser Il (Retsch, erhaltich Gber Qiagen, Wien) gemahlen, bevor
die DNA-Extraktion mit dem DNeasy PowerSoil Pro DNA Extraction Kit (Qiagen, Wien) erfolgte.

Eine auf Amplifikaten basierende Sequenzierungsstrategie wurde fiir Standard-Barcode-Marker fiir Bakterien und Pilze verwendet.
Das bedeutet, dass vor der Sequenzierung eine PCR (Polymerase Chain Reaction) durchgefiihrt wurde, um aus der DNA Probe die
entsprechende Fraktion der Bakterien bzw. Pilze selektiv zu vervielfdltigen. Die Primer flr die DNA Amplifikation zielten auf die
variable Region der 16S ribosomalen RNA fiir Bakterien und Archaea ab, wahrend flr Pilze die ITS2-Spacer-Region der ribosomalen
RNA verwendet wurde. Fir beide Amplikons wurde ein Nextera-Zwei-Schritt-PCR-Verfahren zur Bibliotheksvorbereitung
verwendet. Amplicon-Bibliotheken wurden vor der Sequenzierung spater gereinigt und dquimolar gepoolt. Die Sequenzierung
wurde auf einer Illumina MiSeq-Plattform unter Verwendung von v2-Chemie und gepaarten 250-bp-Endlaufen durchgefiihrt. Die
Vorbereitung der Amplicon-Bibliothek, die Sequenzierung sowie das Trimmen und Adaptieren von Adaptern wurde von Microsynth
GMBH, Schweiz, durchgefiihrt.



a. Verarbeitung von ITS und 16S Amplicons

Die Daten wurden unter Verwendung einer fiir das Projekt spezifisch entwickelten Bioinformatik-Pipeline verarbeitet. Sie
ermoglichte die Untersuchung der operationellen taxonomischen Einheiten (OTUs, operational taxonomic units) im Rahmen eines
soziologisch-6kologischen Ansatzes fir Mikroorganismen. Wir verwenden bei diesen Untersuchungen den Begriff OTUs deshalb,
weil der klassische Artbegriff, wie er fiir Pflanzen oder Tiere verwendet wird, nicht ohne Weiteres auf die DNA Sequenzdaten von
Mikroorganismen anwendbar ist. Ublicherweise entsprechen OTUs weitgehend den Arten und sind eine addquate Méglichkeit
mikrobielle Diversitat darzustellen.

Die rohen Sequenzierungsdateien missen vor der weiteren Analyse bearbeitet werden. Erste Schritte wurden daflir vom
Sequenzierungsdienstleister (Microsynth GMbh) verarbeitet, die auch das Demultiplexing und Adaptor-Trimmen mit cutadapt
v1.14 (Martin 2011) durchgefiihrt hat, um auch die in den PCR-Primern vorhandenen Ambiguitaten zu entfernen.

Demultiplexing
Adaptor and primer timming*

C
Rawreads> cutadapty Taxonomy [~ Megan |~ Discarded
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N ExtractITS2 Dereplicate Cluster  Uchime Blast giime
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Blast Comi
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Abbildung 1. Schematische Darstellung der analytischen Pipeline. Die Skript Dateien werden vom Nationalparktservice angeboten. Der Hauptpfad, in
dem alle Proben zusammen verarbeitet werden, ist farblich hervorgehoben. Namen in Kursivschrift markieren die wichtigsten resultierenden
Datenstrukturen. Bibliotheksvorbereitung, Sequenzierung, Demultiplexen und Trimmen wurden von Microsynth GMbh durchgefihrt.

Die sich aus diesen bioinformatischen Reinigungsschritten ergebenden Quality-fasta-Dateien wurden spater mit der in Abbildung 1
zusammengefassten Pipeline verarbeitet (im Erganzungsmaterial erldutert). Die demultiplexten Sequenzdateien wurden mit dem
Programm FastQC v0.11.8 untersucht (Andrew 2010). Das Programm MultiQC v1.7 (Ewels et al. 2016) wurde verwendet, um eine
breitere kontextuelle Sicht auf mogliche Sequenzierungsfehler und deren Auswirkungen auf die Qualitat des Datensatzes zu
erhalten. Das Programm Trimmomatic v0.36 wurde zum Reinigen von Adaptersequenzen und zum Trimmen der Qualitdt der
gepaarten Endbibliotheken (Bolger, Lohse & Usadel 2014) verwendet. Spater wurden zusammengehorige Sequenz-Paare mit flash
v1.2.11 (Magoc and Salzberg 2011) zusammengefligt (stitched). Nach einer zweiten Qualitatsuntersuchung mit fastqc v0.11.8 und
multigc v1.7 wurde fastx-trimmer v0.0.14 (Hannon-lab 2018) zur weiteren Reinigung der zusammengesetzten Datensatze
verwendet. Weiters wurde Vsearch v11.9 (Rognes et al. 2016) verwendet, um zweifelhafte Nukleotidzuordnungen (Ns) zu
verwerfen, in fasta umzuwandeln und schliefRlich auf Lokalitatsebene zu demultiplizieren.

Bis zu diesem Zeitpunkt wurden ITS- und 16S-Amplicons auf ahnliche Weise verarbeitet, jedoch wurden ITS-Amplicons vor ihrer
Dereplikation in Vsearch mit ITSx v1.1.1 (Bengtsson-Palme et al. 2013) verarbeitet, um Sequenzen auszuschlieBen die nicht zu
Pilzen zuordenbar sind, bzw. um die Sequenzanteile der 5.8 S- und LSU-rRNA Gene auszuschlieBen, sowie spezifische ITS2-
Spacerregionen.

Nach der Dereplikation wurden alle Beispieldateien zusammengefasst, nach GréRe (Anzahl der Replikate) in Vsearch sortiert und
mit einem in Swarm implementierten rekursiven Algorithmus gruppiert (Mahé et al. 2014). Nach dem Clustering der Sequnezen
wurde Vsearch erneut verwendet, um eine Chimédrendetektion der pro OTU geschdtzten reprdsentativen Sequenzen unter



Verwendung des UChime-Algorythm durchzufiihren (Edgar et al. 2011; Edgar 2016). Parallel dazu wurden alle Amplicons mit Blastn
v2.2.30 (Zhang et al. 2000) gegen eine lokale Kopie der Silva 16S (Pruesse et al. 2007; Quast, Pruesse, et al. 2013) und UNITE Pilz ITS
(Abarenkov et al. 2010; Nilsson et al. 2019, 2013) Datenbanken geblastet. In einer ersten Instanz wurden Ausgabedateien mit
Megan v.5.10.2 (Huson, Mitra, and Ruscheweyh 2011) stapelweise verarbeitet, um rohe taxonomische Profile basierend auf den
am wenigsten verbreiteten Vorfahrenkriterien zu generieren. Bei der letzten Iteration wurde jedoch der in Qiime2 v2019.4.0
(Caporaso et al. 2010) enthaltene Sci-Kit-Klassifikator (Bokulich et al. 2018) verwendet.

b. Datensatz-Assemblierung und Filterung

Die Dateien wurden in R (R Development Core Team 2018) importiert, wo sie tabellarisch erfasst und gefiltert wurden. Wir sind
dabei von einer Tabellendatei (.csv) ausgegangen, die die Beispielcodes sowie die Transekt- und Lokalitatskennungen enthilt, zu
denen die Sequenzierungsergebnisse nacheinander hinzugefiigt wurden. In einem zweiten Schritt lesen wir die dereplizierten
sequentiellen Sequenzdateien fiir jede Probe (in Abbildung 1 als All_samples benannt) mithilfe von read.dna-Funktion des Paketes
ape v5.3 (Paradis, Claude & Strimmer 2004) in R ein. Die Sequenznamen pro Lokalitdtsdatei wurden extrahiert, tabelliert und
analysiert. Als Nachstes wurden die Swarm-Ausgabedateien analysiert, um den genetischen Ahnlichkeitscluster (den OTUs
entsprechend) zu erhalten, dem jede dereplizierte Sequenz zugeordnet werden kann. Aufgrund der groRen Anzahl von OTUs, die
die sample_wise-Dateien mit den Swarmergebnissen fiillten, war dies ein sehr langwieriger und rechenintensiver Prozess. Dann
wurden die Resultate der Prifung auf Chimaren und schlieflich die taxonomischen Zuordnungen aufgenommen und tabellarisch
dargestellt, nachdem sie von Quiime in die TSV-Datei exportiert wurden. Nach dem Zusammenfihren aller Datendateien in einem
gemeinsamen Datenrahmen pro Locus wurden OTUs, fiir die einer chimdren Ursprung errechnet wurde, oder zweifelhaft
eingeschatzte OTUs aus dem Datensatz herausgefiltert (z.B. OTUs, die im 16S-Datensatz als nicht-bakteriell oder nicht-archeal oder
im ITS-Datensatz als nicht-Pilz identifiziert wurden). Darlber hinaus wurden auch alle OTUs, die in weniger als 50 Lesevorgange
detektiert wurden, von weiteren Analysen ausgeschlossen.

SchlieRlich wurden gefilterte OTU- und Taxonomietabellen in phyloseq-S4-Objekte (McMurdie und Holmes 2013) umgewandelt,
um sie weiter zu analysieren. Um einen phylogenetischen Baum als Hintergrunddatengrundlage zu erhalten, haben wir die
reprasentativen 16S rRNA Gen- Sequenzen mit MAFFT v7 (S. Katoh 2013; K. Katoh et al. 2002) aligned und einen Maximum
lieklihood Stammbaum mit Fasttree v.2.1 (Price, Dehal und Arkin 2010) berechnet. Die Phyloseg-Objekte wurden verwendet, um
den Datensatz auf Proben- und OTU-Ebenen zu visualisieren und zu filtern. Schlecht reprasentierte Stichproben wurden von den
Datensdtzen aussortiert.

Das ITS Gen des Pilz- Datensatzes wurde mengenmaRig ziemlich heterogen sequenziert. Das weist auf die Schwierigkeit hin, ein
verniinftiges dquimolares Pooling von Proben zu erhalten, wenn DNA-Fragmente extreme GroRenunterschiede aufweisen, wie es
fir die Pilzdaten charakteristisch ist. Die meisten Proben wurden jedoch mit hoher Reprasentation sequenziert, mit Ausnahme von
sechs unterreprasentierten Proben (in Abbildung 2 orange markiert), die von der Analyse ausgeschlossen wurden: vier Proben von
UN und zwei von IG; eine vom Transektorkopf (K), zwei vom mittleren Abschnitt (M) und drei von der Basis (T).

Die Einzigartigkeit der OTUs wurde auch zu Filterzwecken beriicksichtigt. Der ITS-Datensatz zeigt eine starke bimodale Verteilung,
in der einige seltene OTUs durchwegs von untergeordneter Bedeutung und fir nur wenige Stichproben spezifisch sind, wahrend
die meisten anderen OTUs in einer mehr oder weniger kontinuierlichen Verteilung der Spezifitdt liegen. Die meisten OTUs sind
dhnlich haufig sequenziert und ihre Darstellung in der Datenmenge korreliert mit der Anzahl der gefundenen Proben
annaherungsweise einer logarithmischen Beziehung. Die groRe Mehrzahl der Pilz-OTUs ist nur in wenigen Proben gemeinsam
vertreten (Medianwert ca. 3 Proben), wahrend im gesamten Datensatz dennoch eine betrachtliche Anzahl von OTUs vorkommt.
Um unterreprasentierte OTUs auszuschlieBen, haben wir OTUs herausgefiltert, die nur in einer einzigen Stichprobe erhoben
werden konnten wurden und die dort in weniger als 300 Lesevorgdnge vorkamen. Dies beseitigte die Stérung durch allfdllige
Verunreinigungen und nicht informativer OTUs der unteren modalen Elemente der in Abbildung 4 gezeigten Dichteverteilung.

Die meisten Proben des Bakteriendatensatzes (16S-rRNA Gene) hatten eine weitgehende homogene Sequenzierintensitdt, mit
Ausnahme von IG4A2A, welche keine brauchbare Menge an Sequenzen lieferte und ausgeschlossen wurde (Abbildung 5). Die
Filterung nicht-informativer OTUs wurde auf die gleiche Weise wie flr die pilzlichen Daten (ITS) durchgefiihrt, wobei jedoch der
untere Teil der OTU-Verteilung in Abbildung 6, der in einer einzelnen Probe mit weniger als 100 Lesevorgangen gefunden wurde,
ausgeschlossen wurde. Die GesamtgroRe des Datensatzes vor und nach dem Filtern ist in Tabelle 2 angegeben.

Tabelle 2. Die GroRe des Datensatzes vor und nach der Filterung.




Dataset filtering samples OTUs Reads

Ts unfiltered 84 3115 16.937931 millionen
filtered 78 2813 16.608615 millionen
165 unfiltered 84 47727 37.753578 millionen
filtered 83 27056 37.721765 millionen
C. Statistische Analysen

Alle statistischen Analysen und Datenmanipulationen wurden in R in der Version 3.4.2 durchgefiihrt. Wir haben dabei
hauptsachlich das in das Bioconductor-Paket 3.8 (Huber et al., 2015) einbezogenen Pakets phyloseq v1.16.2 (McMurdie und
Holmes 2013) verwendet, sowie die Programm-Pakete vegan v2.5-5 (Oksanen et al., 2019) und Ime4 v1.1-21 (Bates et al., 2015).

Die sogenannten Phyloseq-Objekte liefern eine umfassende Beschreibung des Datensatzes und lassen sich leicht manipulieren, um
taxonomische Muster und statistische Zusammenfassungen auf verschiedene Weise zu untersuchen. Angesichts der Dichte der
Daten, die mit Amplicon-Sequenzierungsmethoden gewonnen werden, kann die Interpretation mikrobiologischer Gemeinschaften
aus verschiedenen Perspektiven erfolgen. Fiir die vorliegende Untersuchung haben wir uns fur die Interpretation der 6kologischen
Differenzierung zwischen Proben entschieden, bei denen die Undhnlichkeit in der Zusammensetzung von OTU gemessen wurde. Es
sind auch mehrere andere Ansatze moglich und sinnvoll, etwa solche, die Zuordnungen von OTUs zu tatsdchlichen taxonomischen
Einheiten (Arten) verwenden, sowie solche, die auf der Interpretation der phylogenetischen Unahnlichkeit anhand von UniFrac-
Distanzen basieren (Lozupone und Knight 2005; Lozupone et al., 2010; Chang et al. 2011).

Die &kologische Ahnlichkeit mikrobiotischer Gemeinschaften, die oft als Beta-Diversitit in Mikrobiomstudien angesprochen wird,
wurde unter Verwendung von Ordinationsmethoden flr Distanzmatrizen der Zusammensetzung (Faith, Minchin und Belbin 1987)
unter Verwendung des von Phyloseq bereitgestellten Rahmens untersucht. Zur Untersuchtung des Datensatzes haben wir mehrere
alternative Methoden verwendet, wobei sowohl normalisierte als auch rohe Lesedatensatze verwendet wurden. Als Zielmethode
bevorzugten wir die Verwendung des semimetrischen Bray-Curtis-Index (Legendre und Legendre 2012) als AbstandsmafR und
nichtmetrische mehrdimensionale Skalierung (NMDS; Kruskal 1964b, 1964a) als Ordinationsmethode. Trotz der Ahnlichkeit der
Sequenzierungsintensitat haben wir normalisierte Zdhlwerte fiir die Ordination verwendet, da kleine numerische Unterschiede
dazu fiihren, dass die Divergenzschatzungen allein wegen der Sequenzierungsintensitat erhoht werden kdnnen.

Die Bray-Curtis-Entfernungsmetrik ist eine ibliche Wahl bei Metabarcoding-Untersuchungen. Sie ist rechnerisch weniger komplex
als modernere Metriken (Cao, Williams und Bark 1997), wird weniger durch das Fehlen gemeinsamer OTUs beeinflusst und kann
verschiedene weitere Variationsquellen gut erfassen (Cao, Williams und Bark 1997). In Bezug auf die Ordination bietet NMDS eine
robuste uneingeschrankte Ordination (Minchin 1987) analog zu MDS (multidimensionale Skalierung, PcoA). Die iterative
Implementierung des NMDS in der Funktion metaMDS des Pakets vegan hat den Vorteil, dass lokale Optima der Ordination
vermieden werden kann, weil eine Mittelung liber mehrere Zufallsstarts des Ordinierungsverfahrens erfolgt.

Wahrend die Pilz-ITS Sequenzen auch bei geringen taxonomischen Entfernungen der OTUs stark divergieren kann, behalt der fir
Prokaryoten verwendete 16S-rRNA Barcode eine signifikante Homologie (iber die gesamte Bandbreite der bakteriellen Vielfalt.
Dies begiinstigt den Einsatz der gewahlten Entfernungsmetrik und bezieht die phylogenetische Beziehung zwischen den OTUs
starker mit ein. Daher bevorzugten wir gewichtete, normalisierte UniFrac-Unahnlichkeitswerte (Lozupone et al., 2010; Chang, Luan
und Sun 2011; Lozupone und Knight 2005) anstelle von DPCoA als eine mogliche Alternative. Wahrend NMDS fiir Ordination
mittels der UniFrac Distanzen verwendet werden kann, aber wegen Einschrankungen in den Phyloseq-Implementierungen und
mangelnder Konvergenz bei Verwendung von nur zwei Achsen begrenzt einsetzbar ist, verwenden wir als Alternative auch ein
Ordination, die auf parametrischem PcoA (MDS, multidimensionale Skalierung) basiert.

Die Alpha-Diversitdt pro Probe wurde mit dem phyloseq-Wrapper plot_richness erhalten, der eingesetzt wurde, um eine
Rohschatzung der beobachteten OTU-Reichhaltigkeit zu berechnen, sowie zwei verschiedene Schatzwerte flur die rarefizierte
Reichhaltigkeit (Chaol und ACE) und drei alternative Diversitatsbewertungen zu berechnen, die nicht nur Reichhaltigkeit, sondern
auch Gleichformigkeit der OTU-Verteilung (Shannon, Simpson und InvSimpson) bericksichtigt. Obwohl die Normalisierung der
Daten einen relativ geringen Einfluss auf die Ordinationsergebnisse hat (sie wird die durch die Verwendung der gewahlten
Entfernungsmetrik gepuffert), sind die Alphadiversitat-Schatzwerte stark von den Unterschieden der Sequenzierungsintensitat
beeinflusst. Dieser Effekt ist besonders stark im 16S-Datensatz zu beachten, der eine viel groRere Anzahl von OTUs enthélt (Tabelle
2).

Fir Diversitatsabschatzungen haben wir uns gegen die Verwendung von normalisierten Prozentsdtzen oder normalisierten
Pseudoreads entschieden, die eine unkontrollierte numerische Abweichung einfiihren. Stattdessen haben wir jedoch die rohen
Sequenzierungswerte verwendet. Um durch ungleichmaRige Samplingintensitat hervorgerufene Fehler zu Gberwinden, haben wir



zwei alternative Ansatze gewabhlt. Fur die Beschreibung haben wir bevorzugt Schatzmethoden fiir die OTU-Vielfalt die Berechnung
von Chaol und ACE Indices vorgezogen, die Vergleiche unabhangig von der Samplingintensitat der Probenahme abhangen.

Bei der Modellierung von Unterschieden in der Diversitdt zwischen den untersuchten Umgebungsgradienten haben wir uns
entschieden, die Abtastintensitit (Gesamtzahl der Ablesevorgdnge pro Stichprobe) als Kovariate im Rahmen von mixed effect
Modellen (Modellen mit gemischten Effekten) einzufiihren. Die Verwendung von Modellen mit gemischten Effekten ermoglichte
uns eine Kontrolle der Lokalitat als zufélligen Effekt. Lineare Mischeffektmodelle wurden dabei so verwendet, wie sie in der
Funktion Imer des R package Ime4 v1.1-21 implementiert sind (Bates et al., 2015). Um die Signifikanz des Einflusses des
Umgebungsgradienten auf die Ergebnisse zu testen, haben wir einen Anova-Test verwendet. Hierbei werden Null-Modelle, bei
denen die Abtastintensitdt und die Stichprobenlokalitaten als zufillige Effekte beriicksichtigt wurden, mit den vollstandigen
Modellen verglichen. Vor dem Ausfiihren der linearen Modelle verwendeten wir den Shapiro-Wilk-Test (Shapiro & Wilk 1965), um
die Normalitat der Verteilung der Reichhaltigkeits- und Diversitatswerte in den Proben zu testen, den Bartlett-Test zur Kontrolle
der Homogenitat der Varianz (Bartlett 1937) und Wilcoxon's Rangsummentest (Wilcoxon 1945), um einen Testwert zu erhalten fir
erste nicht gerichtete Schatzung der Bruttodifferenz der Mittelwerte zwischen den verschiedenen Positionen im Gradienten.

Um die unterschiedliche Haufigkeit von OTUs und verschiedener taxonomischen Gruppen zwischen den verschiedenen
Abschnitten des Gradienten zu untersuchen, verwendeten wir das in Bioconductor Package Edge v3.9 (Robinson, McCarthy und
Smyth 2010) eingefiihrte methodische Rahmenkonzept, das auf negativen Binomialmodellen basiert um auf Muster von
differentiellen Unterschieden zwischen den Proben zu stoRBen. Diese Methoden wurden als Teil des Bioconductor-Pakets PathoStat
v1.10.0 weiterentwickelt, jedoch haben wir eine modifizierte Version der zusatzlichen Skripts von phyloseq verwendet, die unter
https://joey711.github.io/phyloseq-extensions/edgeR.html verflgbar ist.

Ausgehend von Phyloseqg-Objekten erhielten wir normalisierte OTU-Matrizen mit der Funktion transform_sample_counts. Diese
wurden mithilfe der Funktion phyloseq_to_edgeR konvertiert, in der calcNormFactors zur Normalisierung von Faktoren mithilfe
der Relative Log Expression (RLE) -Methode verwendet wurde (Anders & Huber 2010). Die enthaltenen OTUs wurden verwendet
um eine Ad-hoc-Varianz des Schwellenwerts zu ermitteln, der auf der Basis der Schatzung der Kerndichte fir die
Reprasentationsabweichung zwischen den Stichproben ausgewahlt wurde. Die Ubliche tendenzielle Streuung (McCarthy, Chen und
Smyth 2012) der OTUs im gesamten Datensatz wurde unter Verwendung eines negativen binomialen Wahrscheinlichkeitsrahmens
geschatzt, wie er in der Funktionsschdtzung Disp implementiert ist. Die Abundanzenunterschiede zwischen den oberen und
unteren Anteilen des Gradienten wurden mit der Funktion exactTest untersucht. Die genauen Testergebnisse wurden mit der
Funktion topTags visualisiert. Die vorgestellten differenziellen Abundanzmethoden gestalten sich methodisch relativ einfach. Sie
konnten in der langfristigen Weiterfiihrung des Projektes erweitert und kompliziert werden, um etwa mit linearen Modelle eine
Zeitreihenanalyse durchzufiihren, die fiir die Langzeitliberwachung relevant ware.

d. Datenspeicherung und Verfligbarkeit

Die Rohdaten, sowie die verarbeiteten Datenmatrizen werden im Nationalparkzentrum auf einer Festplatte gespeichert. Alle fur
die Datenverarbeitung und statistische Auswertungen verwendeten Skripts werden als elektronische Erganzung auf der Festplatte
mit den Datenmatrizen sowie als Anhang zum Methodenhandbuch zur Verfiigung gestellt.
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Abbildung 3. Einzigartigkeit der OTUs
in der ITS Datenmatrix (chimare
Sequenzen wurden ausgeschlossen).
Jeder Punkt entspricht einem OTU,
das entsprechend der Anzahl an reads
in allen Samples aufgetragen wurde in
Relation zur Anzahl der Samples in
denen diese OTU vorhanden war. Die
blau punktierte Linie reprasentiert
den Medianwert der Samples in
denen individuelle OTUs gefunden
wurden.

Abbildung 4. Dichteprofile der
Sequenzierung des ITS Gen
Datensatzes. Die Farbcodes trennen
OTUs, die in einzelnen Samples
gefunden wurden, von jenen die in
mehr als einem Sample vorhanden
waren.
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Abbildung 6. Einzigartigkeit der OTUs
in der 16S Datenmatrix (chimére
Sequenzen wurden ausgeschlossen).
Jeder Punkt entspricht einem OTU,
das entsprechend der Anzahl an reads
in allen Samples aufgetragen wurde in
Relation zur Anzahl der Samples in
denen diese OTU vorhanden war. Die
blau punktierte Linie reprasentiert den
Medianwert der Samples in denen
individuelle OTUs gefunden wurden.

Abbildung 7. Dichteprofile  der
Sequenzierung des 16S rRNA Gen
Datensatzes. Die Farbcodes trennen
OTUs, die in einzelnen Samples
gefunden wurden, von jenen die in
mehr als einem Samples vorhanden
waren.



Qualitatssicherung

a. Feldarbeit

Bei den Feldarbeiten wurde entsprechend der best practice darauf geachtet, dass bei der Probennahme keine Kontaminationen
aus umgebenden Bodenanteilen eingeschleppt werden, Entnahmewerkzeuge wurden zwischen den Probenahmen sorgfiltig
gereinigt und die Proben wurden aureichend gekiihlt bzw. eingefroren, um mikrobielle Veranderungen nach der Probenahme

auszuschlieRen.

b. Laborarbeit

Die Laborarbeiten wurden routineméRig nach best practice, wie in der Molekularbiologie tblich, und mit den nétigen Kontrollen

durchgefihrt.

C. Datenverarbeitung

Die Qualitatssicherung in der Datenanalyse ist bereits implizit in der Darstellung der Analyseschritte fur dieses Modul geschildert
worden und wird daher hier nicht mehr im Detail wiederholt. Wichtige Schritte sind hier die Ausfilterung von Sequenzen
unzureichender Qualitat, chimdren Sequenzen, sowie unzureichend sequenzierter Proben.

Interpretation der wichtigsten Erhebungsparameter

Zum gegenwadrtigen Zeitpunkt lassen sich noch keine Langzeit-Aussagen mit den in der Pilotphase einmalig erhobenen Daten
anstellen. Erst die wiederholte Beprobung wird zeigen, in wie weit sich im Laufe des Langzeitmonitorings Verschiebungen in der
Bodengemeinschaft einstellen werden. Die durch die Pilotphase gewonnenen Daten bilden die Datengrundlage fur kinftige
Vergleiche. Wir schlagen vor die Beprobung alle 4 Jahre und dann wieder konzertiert mit der Probenahme durch die anderen
Module des Langzeitmonitorings durchzufiihren. Was sich aber anhand der vorliegenden Erhebung der mikrobiellen
Diversitatmuster anhand der erstellten OTU-Tabellen sagen lasst, ist, das es deutliche Unterschiede zwischen den Standorten als
innerhalb der Gradienten gibt. Dies ist fur die Pilze deutlicher als fir die Bakteriengemeinschaften festgestellt worden, letztere
scheinen hingegen in ihrem OTU-Reichtum gegen die pessimalen Bereiche der Gradienten abzunehmen. Weitere Interpretationen
sind dem Endbericht zu entnehmen.

Qualitatssicherung



Abbildung 1. Schematische Darstellung der analytischen Pipeline. Die Skript Dateien werden vom
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Anhang

a. Vorlagen digitale Datenverarbeitung. Pipeline 16S

Die folgende Pipeline ist fiir die Analye der bakteriellen 16S rRNA Gene vorgesehen.













b. Vorlagen digitale Datenverarbeitung. Pipeline ITS

Die folgende Pipeline ist fur die Analye der pilzlichen ITS Gene vorgesehen.













Verarbeitung im Programm R


































Vorlagen digitale Datenverarbeitung. Datenanalyse mit R und Markdown















































































LINZ
O

MUNCHEN

@,
Kufst! SALZBURG

INNSBRUCK
O

BREGENZ
Q

ZURICH

TAUERN
AUTOBAHN

O GRAZ

BRENNER
AUTOBAHN

ilach O\ AGENFURT

LJUBLJANA

UDINE

MILANO

Tel

WIEN
O

Nationalpark
Hohe Tauern

n

Medeninhaber und Herausgeber, Verleger:
Nationalparkrat Hohe Tauern

Kirchplatz 2, 9971 Matrei
.:+43 (0) 4875 / 5112 | E-Mail: nationalparkrat@hohetauern.at

www.hohetauern.at





