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Zusammenfassung Trinkwassergewin-
nung mittels Uferfiltration gewinnt
weltweit und auch in Osterreich zu-
nehmend an Bedeutung. Entlang der
Donau existieren verschiedene Uferfil-
tratstandorte, deren Brunnen zu ver-
schiedenen saisonalen Zeitpunkten
2016 und 2017 mittels High-Through-
put-Sequencing (Ermittlung der mi-
krobiellen Zusammensetzung bzw. des
Mikrobioms) und mittels Durchfluss-
zytometrie (Gesamtzellzahl) untersucht
wurden. Dabei konnten rdumliche Un-
terschiede zwischen den Brunnenfel-
dern, saisonale Anderungen sowie ins-
besondere Einfliisse durch Hochwas-
serereignisse festgestellt werden. Die
Erweiterung der Datenbasis durch die
Hinzunahme von Sequenzierungsdaten
einer Donau-Studie zeigt interessan-
te Mdglichkeiten, vorhandenes Wissen
mit bioinformatischen Mitteln einzu-
binden und neue Erkenntnisse zu ge-
nerieren.
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Analysis of microbial changes in

Austrian river bank filtrates using
high-throughput sequencing and
flow cytometry

Abstract The production of drinking
water by means of river bank filtration
is becoming increasingly important
worldwide and also in Austria. Along
the Danube, there are various bank fil-
tration sites, whose wells were investi-
gated at different seasonal times in 2016
and 2017 by means of high-throughput
sequencing (determination of microbial
composition) and flow cytometry (total
cell count). Spatial differences between
the well fields, seasonal changes and
especially influences by flood events
could be detected. The extension of the
data set by adding sequencing data of
a previous Danube study shows inter-
esting possibilities to integrate existing
knowledge with bioinformatic tools and
to generate new findings.
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1 Einleitung

Grundwasser stellt die wichtigste natiir-
liche Ressource von Trinkwasser welt-
weit dar. Aufgrund natiirlicher Filtra-
tionsprozesse durch die Erdoberfliche
wird das Wasser gereinigt, gleichzeitig
werden Néhrstoffe durch verschiedens-
te Mikroorganismen um- und abge-
baut, sodass ein oligotrophes Wasser
entsteht (Bannick et al. 2008). Die sich
im Wasser befindenden Mikroorganis-
men stellen gemeinsam ein stabiles
Okosystem dar, welches auf das ge-
ringe Néhrstoffvorkommen sowie die
abiotischen Umstidnde angepasst ist.
Sie bilden eine autochthone Gemein-
schaft (Karczewski et al. 2017). Dabei
ist die Anzahl der Mikroorganismen im
Grundwasser im Vergleich zu denen im

Oberflichenwasser ca. um den Faktor
zehn bis 100 geringer (Pedersen 2000).

Die groBe Mehrheit (iiber 99,9 %)
der Mikroorganismen im Grundwas-
ser ist zwar lebensfihig, aber nicht
kultivierbar. Sie werden mit herk6mm-
lichen kultivierungsbasierten Verfah-
ren, die auch fiir die Beurteilung der
mikrobiellen Trinkwasserqualitdt her-
angezogen werden nicht erfasst (Raes
und Bork 2008). Inzwischen ist es an-
hand molekularbiologischer Methoden
moglich, die Gesamtheit aller Mikro-
organismen eines Okosystems (das
Mikrobiom) zu erfassen. Im Rahmen
des High-Throughput-Sequencing wer-
den Mikroorganismen aufgeschlossen
und ein fiir taxonomische Untersu-
chungen geeigneter Abschnitt der DNA
(16S-rRNA) extrahiert, vervielfaltigt und
die Nukleotid-Abfolge bestimmt. Fir
jede Probe werden auf diese Weise
mehrere zehntausende 16S-Abschnitte
(Reads) sequenziert. Nach bioinforma-
tischer Aufbereitung leitet sich daraus
die mikrobielle Zusammensetzung der
Probe in Form von Anteilen (relative
Abundanzen) einzigartiger Amplicon-
Sequenzvarianten (ASV) ab. Nach ei-
nem Datenbankabgleich mit bekann-
ten Sequenzen kann eine taxonomi-
sche Zuordnung erfolgen. Mit dieser
Methode konnen zwar keine phéno-
typischen, metabolischen Charakteris-
tika direkt bestimmt werden, jedoch
erlauben vergleichende Analysen ver-
schiedener Proben Riickschliisse auf
die Auswirkungen bestimmter Faktoren
auf die mikrobiellen Gemeinschaften
(Hou et al. 2018).

Der Prozess der natiirlichen Fil-
tration wird bei der Gewinnung von
Uferfiltraten angewendet: Durch ufer-
nahe Grundwasserférderung wird eine
Potenzialdifferenz der Wasserstinde
zwischen Oberfldchen- und Grundwas-
ser geschaffen, wodurch Oberfldchen-
wasser durch den Untergrund flieBt
und dabei filtriert wird. Grundwasser
wird mit diesem Uferfiltrat angerei-
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chert. Die im Oberflaichenwasser vor-
handenen Mikroorganismen werden
wiéhrend der Passage teilweise filtriert
und aufgehalten, teilweise gelangen
sie als allochthone (gebietsfremde) Mi-
kroorganismen in das Grundwasser
und verdndern dadurch die mikrobielle
Gemeinschaft (Hiscock und Grischek
2002). Der Anteil des Uferfiltrats am
Grundwasser bestimmt dabei malgeb-
lich die Verdnderung der mikrobiellen
Gemeinschaften, d.h. den allochtho-
nen Einfluss. Das bedeutet, dass sich
bei einer hohen Potenzialdifferenz zwi-
schen Grundwasser und Flusspegel —
bewirkt etwa durch hohe Niederschlidge
einerseits oder groBe Fordermengen
andererseits — der Anteil der mikrobi-
ellen Gemeinschaft aus dem Uferfiltrat
erhoht. Gleichzeitig verringert sich die
Dauer der Untergrundpassage und da-
mit die Filtrationsleistung, wodurch
der Effekt des allochthonen Einflusses
verstdrkt wird (Grombach et al. 2000).

Vergleichende Analysen mikrobiel-
ler Zusammensetzungen verschiedener
Uferfiltrate kénnen Hinweise auf den
Grad der Oberfldchenbeeinflussung lie-
fern und erlauben so Riickschliisse auf
Verteilungsmuster, auf die Dauer der
Beeinflussung und Erholung von allo-
chthonen Eintrdgen. Das Vorhanden-
sein bzw. die Abwesenheit bestimmter
Bakteriengruppen kann Hinweise auf
die hygienische Qualitdt und auch auf
moglicherweise auftretende technische
Probleme liefern. Die Kombination von
molekularbiologischen Ansédtzen mit
robusten quantitativen Methoden zur
Bestimmung der Gesamtkonzentration
an Zellen vertieft das mikrobiologi-
sche Bild betridchtlich. Hier kann die
Durchflusszytometrie aufgrund ihrer
schnellen und unkomplizierten Un-
tersuchungsmethode sowie der hohen
Durchsatzraten und der Moglichkeit zur
Online-Messung auch kurzzeitige Ver-
dnderungen in der Zellzahl feststellen
und so einen Hinweis auf mikrobielle
Verdnderungen liefern (van Nevel et al.
2017).

2 Material und Methoden
2.1 Untersuchungsort

Es wurden insgesamt 103 Proben an
sechs verschiedenen Uferfiltratstand-
orten entlang der Donau in Oster-
reich genommen. Insgesamt wurden
18 Brunnen zu verschiedenen Jahreszei-
ten an jeweils zwei bis fiinf Zeitpunkten
2016 und 2017 beprobt (Abb. 1). Einige

Abb. 1 Karte der Standorte der Brunnenfelder A-F und ihrer Brunnen

Proben wurden in Duplikaten oder Tri-
plikaten beprobt und untersucht, um
die Robustheit der Methode zu tiiber-
priiffen, Details dazu sind in Fiedler
et al. (2018) zu finden. Zur besseren
Ubersicht wurden solche Proben hier
gepoolt und jeweils als eine zusammen-
gefasst, sodass 71 Proben ausgewertet
wurden.

2016 wurden an 5 Standorten (A-E)
mit insgesamt 12 Brunnen je drei Pro-
ben genommen: Im Friihling (Februar/
Mirz), im Frithsommer (Mai/Juni) so-
wie im Herbst (Oktober). Der sechste
Standort (E 6 Brunnen) wurde 2017 im
Februar, zweimal im April sowie zwei-
mal im Mai beprobt. Der Standort F
wird in dieser Arbeit fiir eine detail-
liertere Betrachtung herangezogen. Die
Lage der Brunnen relativ zum Fliege-
wédsser bzw. dem Altarm im Augebiet
ist in Abb. 2 dargestellt. Der maximale
Abstand zum Altarm betrédgt etwa 80 m,
der minimale etwa 35m. Bei geringem
Wasserstand der Donau fiihrt der Alt-
arm nur sehr wenig Wasser, wodurch
sich der Abstand der Brunnen zum
nédchsten Oberflaichengewdsser deut-
lich erhoht. Bei den Brunnen handelt
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es sich um Vertikalfilterbrunnen mit
einer Tiefe zwischen 13m und 18m.

2.2 Probenahme

Die Proben fiir die molekularbiologi-
schen Untersuchungen wurden steril
in gemuffelte (5h bei 550°C), mit Alu-
miniumfolie verschlossene 5L-Glasfla-
schen abgefiillt. Weitere 50ml wurden
zur Zellzahlbestimmung mittels Durch-
flusszytometrie in sterile Zentrifugen-
rohrchen abgefiillt. Vor der Entnahme
wurden die Probenahmehdhne abge-
flimmt und das Wasser 10min laufen
gelassen. Die Proben wurden gekiihlt
bei 4°C transportiert und gelagert und
innerhalb von 24h verarbeitet. Zusétz-
lich wurden vor Ort weitere Parameter
(Temperatur, Redoxpotenzial, elektri-
sche Leitfdhigkeit) gemessen (Fiedler
et al. 2018).

2.3 Probenaufbereitung flr
Sequenzierung

Die Probenaufbereitung und Sequen-

zierung erfolgten wie bei Fiedler et al.
(2018) dargelegt. Dabei wurden die
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e

Abb. 2 Lageskizze der einzelnen Brunnen des Standorts F
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Proben {iber sterile 0,2pum PES-Mem-
branfilter mit einer Wasserstrahlpumpe
filtriert, die Filter wurden in Extrakti-
onsrohrchen des DNeasy PowerWater
Kits (Qiagen, Deutschland) {iiberfiihrt
und mit einem angepassten Proto-
koll extrahiert. Die DNA-Konzentration
wurde fluorometrisch mittels Qubit®
dsDNA HS Assay Kit (Invitrogen, OR,
USA) bestimmt. Extrahierte DNA wurde
bis zur weiteren Verwendung bei —20°C
gelagert.

Die PCR wurde in einem zweistufi-
gen Ansatz nach Herbold et al. (2015)
durchgefiihrt. Im ersten Schritt (Am-
plikon-PCR) wurden die 16S-rRNA-
Abschnitte mit den Primern S-D-Bact-
0341-b-S-17 (5'- CCT ACG GGN GGC
WGC AG- 3’) und S-D-Bact-0785-a-A-
21 (5’- GAC TAC HVG GGT ATC TAA
TCC- 3’) amplifiziert. Folgender Ansatz
wurde verwendet: 12,5ul Mastermix
(KAPA HiFi Hotstart ready mix, pe-
qlab, Deutschland), jeweils 5ul forward
und reverse Primer (2uM), sowie 3,5ul
extrahierte DNA. Die PCR wurde wie
folgt durchgefiihrt: initiale Denaturie-
rung bei 95°C fiir 5min, anschlieBend
32 bis 37 Zyklen Denaturierung bei
95°C, 30s, Hybridisierung bei 66°C,
30s und Elongation bei 72°C, 30s so-
wie ein finaler Elongationsschritt fiir
5min bei 72°C. Abhéngig von der Aus-
gangs-DNA-Konzentration wurde die
Zyklenanzahl angepasst. Um Kontami-
nationen auszuschliefRen, wurde bei
jeder PCR-Reaktion eine Negativkon-
trolle mitgefiihrt. Die PCR-Produkte
wurden mit dem peqGOLD cycle-pure
Kit (Safety line, peqlab, Deutschland)
nach einem modifizierten Protokoll
aufgereinigt und anschliefend mittels
Gelelektrophorese auf ihre Grolle und
Qualitit tiberpriift sowie die DNA-Kon-
zentration fluorometrisch bestimmt.

Im zweiten Schritt (Index-PCR) wur-
den Barcodes an die Amplicon-Pro-
dukte geheftet, um alle Proben vor der
Sequenzierung poolen zu koénnen. Da-
fiir wurden die Primer des Nextera®
XT Index Kits v2 (Illumina, CA, USA)
verwendet. Fiir jede Probe wurde eine
spezifische Kombination je eines N7xx
und S5xx Primers verwendet. Der PCR-
Ansatz bestand aus je 5ul Primer, 25 ul
Mastermix und 15ul Amplicon-PCR-
Produkt (normalisiert auf 20ng). Die
PCR-Bedingungen wurden beibehal-
ten, jedoch mit lediglich sieben Zyklen
durchgefiihrt. Aufreinigung, Gelelek-
trophorese und Konzentrationsbestim-
mung wurden wie zuvor durchgefiihrt.

Alle Proben wurden mit 10 mM TRIS
Puffer auf 12ng/wl verdiinnt und 5ul
jeder Probe in den finalen Pool pipet-
tiert. Dieser wurde mit der Illumina-
MiSeq-Methode sequenziert (Micro-
synth, Schweiz).

2.4 Durchflusszytometrie

Mittels Durchflusszytometrie (Gerét:
BD Accuri C6) wurde die Gesamtzell-
zahl (TCC) bestimmt, die die Kon-
zentration der in einer Wasserpro-
be vorkommenden Mikroorganismen
(Bakterien) beschreibt. Dazu wurden
297ul Probe mit 3ul des DNA-Farb-
stoffs SYBR®Green I versetzt, fiir 13 min
bei 37°C inkubiert und anschliefend
durchflusszytometrisch gemessen (Zu-
nabovic-Pichler et al. 2018). Die Daten
wurden mit der frei zugénglichen Ent-
wicklungsumgebung fiir statistische
Auswertung ,R“ bearbeitet (R Core
Team 2019), insbesondere mittels des
R-Pakets ,flowCore“ analysiert (Ellis
et al. 2020).

2.5 Sequenzierungsdaten der Donau

Fiir eine vergleichende Analyse der mi-
krobiellen Zusammensetzung der Ufer-
filtratproben mit Donauwasser wurden
Sequenzierungsdaten (Rohdaten) von
Savio et al. (2015) in der gleichen Form
aufbereitet wie die eigenen Sequenzie-
rungsergebnisse. Die Probenahme fand
2007 (August/September) im Rahmen
des ,Joint Danube Survey 2“ statt. Die
Sequenzierungsdaten der Donau wur-
den im Sequence Read Archive des NC-
BI (National Center for Biotechnology
Information) unter der Zugangsnum-
mer SRP045083 zur Verfiigung gestellt.

2.6 Datenauswertung

Die sequenzierten Rohdaten wurden
mit dem R-Paket DADA2 (Callahan
et al. 2016) bearbeitet, um sogenannte
Amplicon-Sequenzvarianten (ASV) zu
erhalten. Die taxonomische Zuordnung
erfolgte ebenfalls mit DADA2 (Naiver-
Bayes-Klassifikator) auf Basis der Silva-
Datenbank (Yilmaz et al. 2014) mit der
Version 138. Die Berechnung eines phy-
logenetischen Baums zur Abschitzung
der Verwandtschaftsgrade zwischen
den ASV erfolgte mit der Software QI-
IME 2 (Bolyen et al. 2019). Ein zusétz-
liches Clustering von ASV wurde mit
VSEARCH (Rognes et al. 2016) durch-
gefithrt. Alle weiteren Datenanalysen

basieren auf dem R-Paket phyloseq
(McMurdie und Holmes 2013).

Die wichtigsten Methoden zur Da-
tenanalyse umfassen dabei insbeson-
dere Ahnlichkeitsbetrachtungen zur
Auffindung von Gruppenbildungen.
Hier ist einerseits die PCoA (Principal
Coordinates Analysis bzw. multidimen-
sionale Skalierung) zu nennen, anderer-
seits das Dendrogramm auf Basis eines
hierarchischen Clusterings (R-Befehl
yhclust“ mit der Methode ,ward.D2%).
Wesentlich ist hier das Distanzmal3, auf
dem die Beurteilung der Ahnlichkeit
zwischen den Proben basiert. In der
vorliegenden Arbeit wurde -einerseits
eine phylogenetische Distanz (Weight-
ed-Unifrac) verwendet (Lozupone und
Knight 2005), die die ASV-Ahnlichkeit
einbezieht, andererseits die geldufigere
Bray-Curtis-Distanz, die keine Bezie-
hung zwischen den verschiedenen ASV
zugrunde legt. Eine weitere Darstel-
lungsform ist die Heatmap, die Proben
gegen taxonomische Einheiten in Form
einer Matrix auftrdgt und Unterschiede
in den jeweiligen Abundanzen farb-
lich darstellt. Den Berechnungen liegen
stets relative Abundanzen zugrunde.

Das (optional) zusitzliche Clustering
von ASV dient der Zusammenfassung
von nur sehr gering unterschiedlichen
ASV, indem es einen Reprédsentanten
(die Zentroid-Sequenz) aus einer Grup-
pe sehr dhnlicher Sequenzen wihlt.

3 Ergebnisse

3.1 Vergleich zwischen den
Brunnenstandorten

Die hierarchische Cluster-Analyse auf
Basis der Bray-Curtis-Distanz zeigt wei-
testgehend eine Gruppierung der ein-
zelnen Proben nach den jeweiligen
tibergeordneten Standorten (Abb. 3).
Das bedeutet, dass die Unterschiede
in der mikrobiellen Zusammensetzung
fir Proben eines Standorts geringer
sind als zwischen Proben verschiede-
ner Standorte.

Diese Gruppierung dndert sich auch
durch eine Zusammenfassung
(VSearch-Clustering mit Sequenzdhn-
lichkeit von 97%) der einzelnen ASV
nicht wesentlich, d.h., auch kleine-
re, moglicherweise standortspezifische
Variationen in den ASV sind nicht ent-
scheidend fiir die Gruppenbildung auf
Basis der Bray-Curtis-Distanz (Abb. 4).
Das Brunnenfeld F zeigt insgesamt
die deutlichsten Unterschiede zu allen
anderen Brunnenfeldern, was an der
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Abb. 3 Hierarchisches agglomeratives Clustering (,hclust” mit ,ward.D2“-Methode auf Basis der Bray-Curtis-Distanz) der einzel-
nen Proben (relative Abundanzen). Die graue Linie kennzeichnet einen méglichen ,,Cutoff zur Bildung von Gruppen
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Struktur des Dendrogramms ersichtlich
ist: Die erste Teilung trennt zwischen
dem Standort F und allen anderen. Je
nach (subjektiv) festgelegtem Cutoff zur
Gruppenbildung (graue Linie) besteht
eine gemischte Gruppe zwischen den
Standorten A, D und C.

Wiéhrend hier also eindeutig eine (er-
wartbare) Gruppierung nach Standort
sichtbar wird, besteht bei Verwendung
der Weighted-Unifrac-Distanz auch ei-
ne Tendenz zur zeitlichen Gruppenbil-
dung (Abb. 5). Hier sind insbesonde-
re die Proben aus dem Friihjahr und
Herbst 2016 interessant, da es sich hier
um nach Standort gemischte Gruppen
handelt.

In Abb. 6 sind zusitzlich zu den Ufer-
filtrat-Proben auch Proben aus der Do-
nau dargestellt. Es zeigt sich hinsicht-
lich der Uferfiltrat-Proben ein dhnliches
Bild wie etwa in Abb. 4, wenngleich die
Gruppierung entlang der Standorte we-
niger klar hervortritt. Gut zu erkennen
sind fiinf Proben, deren Zusammenset-
zung jener der Donauproben mehr zu
entsprechen scheint.

Die taxonomische Zusammenset-
zung der einzelnen Proben auf Phylum-
Ebene ist in Abb. 7 dargestellt. Hier zeigt
sich insgesamt eine eindeutige Domi-
nanz einiger Phyla (Verrucomicrobiota,
Planctomycetota, Patescibacteria und
Acidobacteriota). An standortspezifi-

schen Unterschieden ist etwa der ho-
here Anteil an Verrucomicrobiota am
Standort E zu nennen.

Die folgende Heatmap-Darstellung
(Abb. 8) der relativen Abundanzen
(wiederum Phylum-Ebene) dient der
visuellen Erfassung von Gemeinsam-
keiten zwischen Proben (horizontale
Achse) bzw. taxonomischen Einheiten
(vertikale Achse). Normalerweise wer-
den die Zeilen und Spalten mithilfe
einer Ordinations-Methode (etwa der
multidimensionalen Skalierung) nach
Ahnlichkeit zueinander gruppiert, hier
allerdings erfolgt die Anordnung nach
Standort (horizontale Achse) bzw. Hau-
figkeit des Auftretens (vertikale Achse).
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Dunkle Bereiche bedeuten ein verstérk-
tes Vorkommen. Es zeigt sich hinsicht-
lich der Zusammensetzung der Uferfil-
trat-Proben ein im Groen und Ganzen
recht homogenes Bild, das sich deutlich
von den Donau-Proben unterscheidet.
Eine interessante Beobachtung betrifft
allerdings einige Uferfiltrat-Proben aus
dem Standort E die sich deutlicher von
den restlichen Uferfiltrat-Proben unter-
scheiden und eher Eigenschaften der
Donauproben aufweisen. Dies betrifft
dabei insbesondere die Phyla Actinob-
acteriota, Bacteroidota, Cyanobacteria
und Armatimonadota.

3.2 Detailbetrachtung von
Brunnenfeld F

Aufgrund der hohen Probenanzahl (25)
und der etwa in Abb. 6 und 8 gezeigten
Besonderheiten einiger der Proben die-

ses Standorts soll dieser im Folgenden
néher betrachtet werden.

3.2.1 Hydrologie und Brunnenbetrieb

Aufgrund eines Niederschlagsereignis-
ses im Mai 2017 kam es zu einem er-
hohten Wasserstand in der Donau und
insbesondere im unmittelbar an die
Brunnen angrenzenden Altarm (Abb. 9).
Aber auch schon bei der Probenahme
am 3. Mai bestand eine Situation mit
einem deutlich erhohten Wasserstand
relativ zu den vorangegangen Probe-
nahmen Anfang April und im Februar.
Die Forderraten der einzelnen Brun-
nen sind in Abb. 10 dargestellt. Von be-
trieblicher Seite ist insbesondere fiir die
Probenahmen im April und im Mai nur
wenig Unterschied auszumachen, da in
beiden Fillen eine kontinuierliche For-
derung bestand. Fiir die Probenahmen
im Februar, bei denen nacheinander

die Brunnen 3 bis 6 beprobt wurden,
ist zwar ebenfalls stets eine Forderung
vorhanden, allerdings mit geringerer
Vorlaufzeit.

3.2.2 Chemisch-physikalische
Parameter

Untersuchungen aus dem Friithjahr
2017 zeigen trotz der rdumlichen Ndhe
der Brunnen zueinander eine deutlich
abweichende Zusammensetzung des
Brunnens 5. Sowohl die Gesamthérte
bzw. die elektrische Leitfahigkeit als
auch der Nitrat-Gehalt sind im Ver-
gleich zu den anderen Brunnen deut-
lich erhéht. So liegt die elektrische
Leitfahigkeit (bei 25°C) Anfang April fiir
die Brunnen 1 bis 4 und 6 im Bereich
zwischen 550 und 700uS/cm, aber im
Brunnen 5 deutlich tiber 900uS/cm.
Gleichermallen liegt der Nitrat-Gehalt
zu diesem Zeitpunkt in den Brunnen 1
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bis 4 und 6 im Bereich von etwa 5mg/],
im Brunnen 5 bei {iber 25mg/l. Der
TOC als MaR fiir den Organik-Gehalt
(im Bereich zwischen 0,9 und 1,5mg/l)
und die Temperatur (im Bereich von
12°C und 15°C) zeigen Anfang April
keine besonders augenscheinlichen
Unterschiede zwischen den Brunnen.
Auch bei anderen Probenahmen tritt
die Unterschiedlichkeit des Brunnens 5
hervor. Es ist daher davon auszugehen,
dass hier eine besondere hydrogeologi-
sche Situation vorliegt und ein starkerer
landseitiger Einfluss wirkt.

Die Untersuchungen vom Anfang
des Monats Mai zeigen eine Abnahme
der elektrischen Leitfdhigkeit (und der
Wasserhérte) bei den meisten Brunnen,
mit einer eher geringen Anderung bei
Brunnen 4 und einer starken Anderung
bei Brunnen 5. In Brunnen 5 ist auch
ein deutlicher Riickgang der Nitrat-
konzentration zu verzeichnen. Diese
betrdgt am 10. Mai nur noch 10mg/l.
Der Organikgehalt zeigt lediglich eine

geringe Zunahme im Vergleich zum
April. Hinsichtlich der Wassertempera-
tur sind am 10. Mai stiarkere Zunahmen
bei Brunnen 1 und 2 auffallend.

3.2.3 Sequenzierung und
Durchflusszytometrie

In der PCoA-Darstellung und dem Den-
drogramm zur Veranschaulichung der
Ahnlichkeiten zwischen den Proben las-
sen sich nun einige interessante Punkte
beobachten (Abb. 11 und 12). Die Pro-
ben aus dem Februar weisen insgesamt
eine grolle Ahnlichkeit zueinander auf,
wihrend sich im April tendenziell zwei
Gruppen abzeichnen (Brunnen 1 bis 3
und 4 bis 6). Aufgrund des recht kurzen
Abstands der Probenahmen im April
gruppieren sich die Proben fiir die je-
weiligen Brunnen nahe beieinander.
Die Probenahme am 3. Mai zeigt erst-
mals eine deutliche Unterschiedlichkeit
fiir die Brunnen 1 bis 4 relativ zu den
bisherigen Proben. Auch hier ist die

beschriebene Gruppenbildung wohl
noch vorhanden, da sich der Brun-
nen 4 wiederum eher getrennt positio-
niert. Die Probenahme am 10. Mai zeigt
schlieBllich, dass Brunnen 5 und 6 nun
ebenfalls eine Verdnderung ihrer mi-
krobiellen Zusammensetzung erfahren
haben.

Das Dendrogramm in Abb. 12 zeigt
Ergebnisse fiir zwei DistanzmalRle, ei-
nerseits die Bray-Curtis-Distanz (wie in
der PCoA), andererseits die Weighted-
Unifrac-Distanz. Im Fall von letzterer
tritt die besagte Gruppenbildung im
April deutlich weniger stark hervor.
Insgesamt beruhen die Unterschiede
zwischen den Proben wohl eher auf
zeitlichen Entwicklungen, denn auf
rdaumlichen Eigenheiten der einzelnen
Brunnen.

Die durchflusszytometrischen Ge-
samtzellzahlen (TCC) liegen fiir die
Probenahmen Anfang April in einem
fiir Uferfiltrate nicht ungewdhnlichen
Bereich von knapp 150.000 bis maximal
300.000 Zellen/ml (Zunabovic-Pichler
et al. 2018). Dabei weist Brunnen 1 die
geringsten und Brunnen 4 die héchsten
Werte auf. Die Probenahme vom 3. Mai
zeigt einen starken Anstieg der TCC
fiir die Brunnen 1 bis 4 auf maximal
600.000 Zellen/ml (Brunnen 2), wih-
rend die Brunnen 5 und 6 konstante
Werte zeigen. Am 10. Mai ist ein deut-
licher Abfall der TCC der Brunnen 1
und 2 zu verzeichnen, wihrend sich
der Anstieg fiir die Brunnen 3 und 4
fortsetzt. Brunnen 6 zeigt nun eben-
falls eine Zunahme, aber Brunnen 5 ist
weiterhin konstant. Insgesamt deuten
diese Ergebnisse auf eine relativ ge-
ringe Beeinflussung der Gesamtanzahl
an Bakterien fiir die Brunnen 6 sowie
insbesondere 5 hin. Diese Beobachtung
deckt sich auch mit den Ergebnissen
der Ahnlichkeitsbetrachtung der Se-
quenzierungsergebnisse (Abb. 11).

3.3 Vergleich der Amplicon-
Sequenzvarianten von Uferfiltrat
und Donau

Ein Vergleich des Mikrobioms im Ufer-
filtrat mit dem Mikrobiom des Do-
nauwassers zeigt zundchst eine deut-
liche Abgrenzung beider Wassertypen
voneinander (Abb. 6 und 8), wie sie
aufgrund der unterschiedlichen Um-
weltbedingungen auch zu erwarten ist.
In besagten Abbildungen ist dennoch
bereits eine Annéherung einiger Proben
des Standorts F an die Proben aus der
Donau ersichtlich. Insbesondere aus
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Abb. 6 ergibt sich, dass einige der ASV
in beiden Gruppen {iibereinstimmen.
Abb. 13 zeigt nun, welcher Anteil an der
Gesamtanzahl der Reads in den einzel-
nen Proben auf jene ASV entfillt, die in
beiden Gruppen vorhanden sind. Hier
werden fiir einige Proben iiberraschend
hohe Anteile erreicht.

In den sieben Proben des Stand-
ortes F mit einem erhohten Anteil an
gemeinsamen ASV entfallen 10% aller
Reads auf eine einzige ASV. Diese Se-
quenzvariante ist in der Donau selbst
allerdings nicht im gleichen Ausmal}
dominant, sondern ist im Gegenteil
eher selten. Die Klassifizierung auf Ba-
sis der Silva-Datenbank ordnet die Se-

quenz dem Phylum Planctomycetota
und der Familie der Isosphaeraceae
zu. Eine Online-Abfrage der Sequenz
bei der Nucleotide Collection des NCBI
ergibt 13 Treffer mit 100 % Ubereinstim-
mung, die acht verschiedenen Studien
(China, USA, Kanada und Schweiz) zu-
geordnet sind (NCBI 2018). Aus den
Titeln der Studien wird durchgehend
ersichtlich, dass eine Verbindung zu
stehenden Oberflichengewéssern be-
steht. Wenngleich dies nicht zwingend
bedeutet, dass tatsdchlich ein bedeu-
tender Eintrag von Mikroorganismen
aus dem Oberflichengewdsser — wohl
aus dem Altarm - stattgefunden hat, so

ist es doch als starkes Indiz dafiir zu
werten.

4 Diskussion

Um einen Uberblick iiber rdumliche
und zeitliche Verdnderungen und Ab-
héngigkeiten des Mikrobioms in ver-
schiedenen Uferfiltraten in Osterreich
zu erhalten, wurden entlang der Donau
sechs Uferfiltratstandorte mit insge-
samt 18 Brunnen untersucht (Abb. 1).
Dabei zeigt sich insgesamt eine rdum-
liche Trennung der sechs Standorte,
insbesondere die Standorte B und F
sind klar von den iibrigen abzugrenzen
(Abb. 3). Die rdumliche Ndhe der Brun-
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Abb. 13 Anteil der Reads einer Probe, die aus gemeinsamen Amplicon-Sequenz-

varianten stammen

nenfelder C und D zueinander sowie
standortspezifische Eigenheiten (rela-
tiv nahe Positionierung an der Donau)
konnen hier als Erkldrung fiir deren
Ahnlichkeit dienen. Brunnenfeld A be-
findet sich in deutlicher Entfernung
von den anderen Standorten, unter-
scheidet sich insgesamt aber nicht in
besonderem Ausmafl von den ande-
ren. Je nach Standort kénnen auch sehr
kleinrdumige hydrogeologische Unter-
schiede Bedeutung gewinnen, wie etwa
im Brunnenfeld F ersichtlich, wo die
Abstinde zwischen den Brunnen nur
etwa 50m betragen (Abb. 12). Hier las-
sen sich die Brunnen 1 bis 3 gut von den
Brunnen 4 bis 6 abgrenzen (Abb. 11).
Dariiber hinaus weist Brunnen 5, der
am weitesten vom Oberflichengewis-
ser entfernt ist, eine deutlich unter-
schiedliche chemische Zusammenset-
zung auf. Wenngleich sich diese che-
mische Unterschiedlichkeit nicht in der
mikrobiologischen Zusammensetzung
widerspiegelt, so ist hier die Beein-
flussung durch das Oberflaichenwasser
(den Altarm) fiir diesen Brunnen wohl
am geringsten. Die Dauer der Boden-
passage nimmt groflen Einfluss auf die
Zusammensetzung der Mikroorganis-
men.

Im jahreszeitlichen Verlauf zeigen
sich weniger starke Unterschiede in der
Zusammensetzung der Mikrobiome,
wenngleich sich eine zeitliche Grup-
pierung zumindest andeutet (Abb. 5).
Durch den Temperaturgang und an-
dere abiotische Faktoren, die sich sai-
sonal verdndern, konnen bestimmte

Bakteriengruppen in ihrem Wachs-
tum beeinflusst werden. Mit der Do-
nau besteht auch eine Gemeinsamkeit,
die gleichartiges zeitliches Verhalten
iiber verschiedene Standorte hinweg
erklarbar macht. Eine Zunahme der
relativen Anteile der Verrucomicrobio-
ta an den Standorten B und E vom
Frithjahr bis Herbst 2016 ist auffal-
lend (Abb. 7). Letztere gehdren zu den
typischen SitiBwasserbakterien (New-
ton et al. 2011) und kdénnen auf einen
verstdrkten Eintrag aus dem Oberflad-
chenwasser hindeuten, moglicherweise
verursacht durch einen saisonal ge-
dnderten hydraulischen Gradienten
zwischen Brunnen und Oberflichen-
wasser.

Innerhalb der sechs Brunnen des
Brunnenfeldes E die bereits ausfiihr-
lich in Fiedler et al. (2018) untersucht
wurden, wird ein allochthoner Einfluss
auf das autochthone Grundwassermi-
krobiom sehr deutlich (vergleiche auch
Danielopol et al. 2003 und Griebler und
Lueders 2009). Die Tatsache, dass der
Anteil jener Sequenzvarianten, die auch
in der Donau vorkommen, bei erhdh-
tem Wasserstand des Oberflichenge-
wissers stark ansteigt, zeigt recht klar,
dass die Verdnderung wohl durch al-
lochthonen Eintrag aus dem Altarm
entsteht. Auch die Zunahme der Phyla
Cyanobacteria, Actinobacteriota und
Bacteroidota, die allesamt typischer-
weise in Oberflichengewissern auftre-
ten (Iliev et al. 2017; Kim et al. 2018;
Newton et al. 2011) deutet in diese
Richtung. Es ist weniger plausibel, dass

hier eine bloRe Anderung der Umge-
bungsbedingungen im Untergrund die
Ursache ist. Die chemisch-physikali-
schen Parameter deuten auch nicht auf
einen dramatischen Wechsel hin. Das
Ausbleiben einer deutlichen Anderung
dieser Parameter, etwa der Temperatur
oder der Leitfdhigkeit, bei vermutetem
Oberflaichenwassereinfluss mag auf ei-
ne jahreszeitlich bedingte Ahnlichkeit
zwischen Grund- und Oberfldchenwas-
ser zuriickzufithren sein. Die bei er-
hohtem Wasserstand zu verzeichnende
deutliche Zunahme der Gesamtzellzahl
kann ebenso mit einem allochthonen
Eintrag erkldrt werden. Auch wenn der
Anteil an Oberflichenwasser nur ge-
ring sein sollte, ist durch die wesentlich
hohere Zelldichte im Oberflichenge-
wisser eine stdrkere Beeinflussung des
mikrobiologischen Zustandes rasch er-
reicht.

Zusammenfassend ldsst sich sagen,
dass mit der Bestimmung der taxo-
nomischen Zusammensetzung (Mi-
krobiom) durch das High-Through-
put-Sequencing ein dullerst sensitives
Werkzeug zur Beschreibung des mikro-
biologischen Zustands von Wasserpro-
ben zur Verfiigung steht. Wie dargelegt
wurde, ist es moglich, die Resultate
von zeitlich deutlich auseinanderlie-
genden Untersuchungen sinnvoll zu
vergleichen und daraus neue Erkennt-
nisse zu gewinnen. Hier konnte etwa
ein sehr starkes Indiz fiir den direk-
ten (mikrobiologischen) Einfluss von
Oberfldichenwasser in die Gewinnungs-
stellen gewonnen werden. Ein Schwer-
punkt dieser Arbeit bestand hauptsédch-
lich in der (blofen) Betrachtung von
Ahnlichkeiten zwischen Proben mittels
bioinformatischer Hilfsmittel. Damit
verbleibt insbesondere die 6kologi-
sche Interpretation, die sich mit den
Funktionen der mikrobiologischen Ge-
meinschaft beschiftigt, als zukiinftige
Herausforderung.
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