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Der Text von ISO 21286:2019 wurde vom Technischen Komitee ISO/TC 190 �Soil quality� der 
Internationalen Organisation für Normung (ISO) erarbeitet und als EN ISO 21286:2020 durch das 
Technische Komitee CEN/TC 444 �Prüfverfahren für die umweltbezogene Charakterisierung fester Matrices� 
übernommen, dessen Sekretariat von NEN (Niederlande) gehalten wird. 

Das zuständige deutsche Normungsgremium ist der Unterausschuss NA 119-01-02-04 UA �Biologische 
Verfahren� im DIN-Normenausschuss Wasserwesen (NAW). 

Für die in diesem Dokument zitierten Dokumente wird im Folgenden auf die entsprechenden deutschen 
Dokumente hingewiesen: 

ISO 11267 siehe DIN EN ISO 11267 
ISO 11268-1 siehe DIN EN ISO 11268-1 
ISO 11268-2 siehe DIN EN ISO 11268-2 
ISO 17512-1 siehe DIN ISO 17512-1 
ISO 17512-2 siehe DIN ISO 17512-2 
ISO 21285 siehe DIN EN ISO 21285 

 
Aktuelle Informationen zu diesem Dokument können über die Internetseiten von DIN (www.din.de) durch 
eine Suche nach der Dokumentennummer aufgerufen werden. 

Nationaler Anhang NA 
(informativ) 
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Der Text von ISO 21286:2019 wurde vom Technischen Komitee ISO/TC 190 �Soil quality� der 
Internationalen Organisation für Normung (ISO) erarbeitet und als EN ISO 21286:2020 durch das 
Technische Komitee CEN/TC 444 �Prüfverfahren für die umweltbezogene Charakterisierung fester Matrices� 
übernommen, dessen Sekretariat von NEN gehalten wird. 

Diese Europäische Norm muss den Status einer nationalen Norm erhalten, entweder durch Veröffentlichung 
eines identischen Textes oder durch Anerkennung bis Oktober 2020, und etwaige entgegenstehende 
nationale Normen müssen bis Oktober 2020 zurückgezogen werden. 

Es wird auf die Möglichkeit hingewiesen, dass einige Elemente dieses Dokuments Patentrechte berühren 
können. CEN ist nicht dafür verantwortlich, einige oder alle diesbezüglichen Patentrechte zu identifizieren. 

Entsprechend der CEN-CENELEC-Geschäftsordnung sind die nationalen Normungsinstitute der folgenden 
Länder gehalten, diese Europäische Norm zu übernehmen: Belgien, Bulgarien, Dänemark, Deutschland, die 
Republik Nordmazedonien, Estland, Finnland, Frankreich, Griechenland, Irland, Island, Italien, Kroatien, 
Lettland, Litauen, Luxemburg, Malta, Niederlande, Norwegen, Österreich, Polen, Portugal, Rumänien, 
Schweden, Schweiz, Serbien, Slowakei, Slowenien, Spanien, Tschechische Republik, Türkei, Ungarn, 
Vereinigtes Königreich und Zypern. 

Anerkennungsnotiz 

Der Text von ISO 21286:2019 wurde von CEN als EN ISO 21286:2020 ohne irgendeine Abänderung 
genehmigt. 

Europäisches Vorwort 
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ISO (die Internationale Organisation für Normung) ist eine weltweite Vereinigung nationaler 
Normungsinstitute (ISO-Mitgliedsorganisationen). Die Erstellung von Internationalen Normen wird 
üblicherweise von Technischen Komitees von ISO durchgeführt. Jede Mitgliedsorganisation, die Interesse an 
einem Thema hat, für welches ein Technisches Komitee gegründet wurde, hat das Recht, in diesem Komitee 
vertreten zu sein. Internationale staatliche und nichtstaatliche Organisationen, die in engem Kontakt mit ISO 
stehen, nehmen ebenfalls an der Arbeit teil. ISO arbeitet bei allen elektrotechnischen Normungsthemen eng 
mit der Internationalen Elektrotechnischen Kommission (IEC) zusammen. 

Die Verfahren, die bei der Entwicklung dieses Dokuments angewendet wurden und die für die weitere Pflege 
vorgesehen sind, werden in den ISO/IEC-Direktiven, Teil 1 beschrieben. Es sollten insbesondere die 
unterschiedlichen Annahmekriterien für die verschiedenen ISO-Dokumentenarten beachtet werden. Dieses 
Dokument wurde in Übereinstimmung mit den Gestaltungsregeln der ISO/IEC-Direktiven, Teil 2 erarbeitet 
(siehe www.iso.org/directives). 

Es wird auf die Möglichkeit hingewiesen, dass einige Elemente dieses Dokuments Patentrechte berühren 
können. ISO ist nicht dafür verantwortlich, einige oder alle diesbezüglichen Patentrechte zu identifizieren. 
Details zu allen während der Entwicklung des Dokuments identifizierten Patentrechten finden sich in der 
Einleitung und/oder in der ISO-Liste der erhaltenen Patenterklärungen (siehe www.iso.org/patents). 

Jeder in diesem Dokument verwendete Handelsname dient nur zur Unterrichtung der Anwender und 
bedeutet keine Anerkennung. 

Für eine Erläuterung des freiwilligen Charakters von Normen, der Bedeutung ISO-spezifischer Begriffe und 
Ausdrücke in Bezug auf Konformitätsbewertungen sowie Informationen darüber, wie ISO die Grundsätze der 
Welthandelsorganisation (WTO, en: World Trade Organization) hinsichtlich technischer Handelshemmnisse 
(TBT, en: Technical Barriers to Trade) berücksichtigt, siehe www.iso.org/iso/foreword.html. 

Dieses Dokument wurde vom Technischen Komitee ISO/TC 190, Soil quality, Unterkomitee SC 4, Biological 

characterization erarbeitet. 

Rückmeldungen oder Fragen zu diesem Dokument sollten an das jeweilige nationale Normungsinstitut des 
Anwenders gerichtet werden. Eine vollständige Auflistung dieser Institute ist unter 
www.iso.org/members.html zu finden. 

Vorwort 
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Die Identifizierung von Prüfarten beruht derzeit üblicherweise auf morphologischen Merkmalen. Dies bringt 
jedoch nicht immer eindeutige Ergebnisse, weil 

a) nur wenige taxonomische Experten verfügbar sind; 

b) eng verwandte Arten sich durch einige wenige, leicht übersehene Merkmale unterscheiden können, und 

c) was noch wichtiger ist, da mehrere Testarten Komplexe von kryptischen Arten sind. 

Ein gutes Beispiel dafür ist der Kompostwurm Eisenia fetida/andrei (in ISO 11268-1, ISO 11268-2 und 
ISO 17512-1 verwendet), bei dem morphologische Eigenschaften allein möglicherweise nicht ausreichen, um 
zwischen beiden Arten zu unterscheiden [5], [36]. Ein anderes, wohlbekanntes Beispiel ist die Raubmilbe, 
Hypoaspis (Geolaelaps) aculeifer) [50], die mit H. miles verwechselt werden kann, die in der biologischen 
Schädlingsbekämpfung häufig eingesetzt wird [31]. 

Die fehlerhafte Identifizierung von Arten, die Verwendung einer Morphospezies, die eigentlich ein Komplex 
kryptischer Arten ist, oder die Durchmischung von Arten in Laborkulturen können für die Zuverlässigkeit 
der ökotoxikologischen Prüfungen ein ernsthaftes Problem darstellen. Geschwister-Arten in einem 
morphologischen Komplex können ökologische, verhaltensbezogene und physiologische Unterschiede 
aufweisen und sich auch in ihrer Reaktion auf Giftstoffe unterscheiden (z. B. [2], [17], [35], [40]). Dies scheint 
auch der Fall zu sein beim Springschwanz Folsomia candida (in ISO 11267 und ISO 17512-2 verwendet), bei 
dem in natürlichen Populationen von F. candida und in Laborstämmen genetische Differenzen in 
erheblichem Umfang festgestellt wurden [9], [19], [41]. Zwar wurden bei verschiedenen Laborstämmen nur 
geringe Unterschiede in der Empfindlichkeit gegenüber bestimmten Chemikalien gefunden [12], [9], in 
anderen Studien wurden aber signifikante Veränderungen im Phenmedipham-Vermeidungsverhalten und 
unterschiedliche Eignungsreaktionen auf Cadmiumbelastung zwischen genetisch differenzierten Stämmen 
erkannt [14], [30]. Auch wenn zwei Arten in ähnlicher Weise auf Giftstoffe reagieren, kann ferner das 
Vorhandensein beider Arten in einer Laborkultur zur Produktion steriler Hybriden führen, die das Ergebnis 
der Reproduktionsprüfungen verfälschen [36]. 

Durch die Identifizierung von Arten mittels DNA-Barcoding können diese Probleme beseitigt und 
sichergestellt werden, dass die für Tests verwendeten Arten oder Stämme korrekt charakterisiert sind. 
Dadurch kann die Qualitätssicherung verbessert werden, da die Ergebnisse aus unterschiedlichen 
ökotoxikologischen Labors wesentlich zuverlässiger und besser vergleichbar sind. Für Eisenia 

fetida/E. andrei wurde diese Arbeit, einschließlich eines internationalen Ringversuchs, bereits durchgeführt 
([36], siehe Anhang A). Die Ergebnisse dieses Ringversuchs lassen sich wie folgt zusammenfassen: 

� Das DNA-Barcoding ist ein zuverlässiges und praktisches Verfahren für die Identifizierung von 
Eisenia-Arten. 

� Nur 17 von 28 Ökotoxikologie-Labors erzielten mittels morphologischer Methoden die richtige 
taxonomische Zuordnung. In den meisten Labors mit falscher oder unbekannter Zuordnung wird mit 
E. andrei gearbeitet. 

� Das Vorhandensein eines kryptischen Artenpaars in E. fetida ist eine plausible Hypothese. 

� Wichtig ist, dass Regenwürmer für ökotoxikologische Prüfungen regelmäßig anhand von 
DNA-Barcoding identifiziert bzw. neu identifiziert werden. 

Einleitung 

DIN EN ISO 21286:2020-09 

Full document details: DIN EN ISO 21286:2020-09

http://www.avadocuments.com/doc/din-en-iso-21286-2020-09
http://www.avadocuments.com/doc/din-en-iso-21286-2020-09


EN ISO 21286:2020 (D) 

7 

Für andere Arten von Invertebraten, die in der Bodenökotoxikologie eingesetzt werden, sowie für Pflanzen 
liegen sehr wahrscheinlich ähnliche Erfahrungen und Empfehlungen vor. Das DNA-Barcoding hat sich als 
nützlich für die Identifizierung von Proben und die Abgrenzung von Spezies in vielen Organismengruppen, 
einschließlich anderer Regenwürmer [13], [37], Enchytraeen [16], Milben [15], Collembolen [32], 
Mollusken [42], Nematoden [28] und Pflanzen [8] erwiesen. 
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1 Anwendungsbereich 

Dieses Dokument beschreibt ein Protokoll für die Identifizierung ökotoxikologischer Testorganismen 
(hauptsächlich Invertebraten und Pflanzen) auf Artenebene mit Hilfe des DNA-Barcodings. Dieses Protokoll 
kann von Labors verwendet werden, die das DNA-Barcoding für die weitgehende Standardisierung des 
Labor- und Datenanalyse-Workflows einsetzen, damit diese Labors im Einklang mit üblichen Standards und 
Leitfäden arbeiten. 

Dieses Dokument soll keinen bestimmten Stamm für jedes Prüfverfahren, sondern das präzise 
Dokumentieren der verwendeten Arten/Stämme vorgeben. 

ANMERKUNG 1 Dies bedeutet nicht, dass das DNA-Barcoding parallel zu jedem Prüfungsdurchgang durchgeführt 
werden muss, sondern nur regelmäßig (z. B. einmal jährlich, zum Beispiel bei Prüfungen von Referenzstoffen) und 
immer, wenn eine neue Kultur angelegt oder einer vorhandenen Kultur neue Individuen hinzugefügt werden. 

Dieses Dokument hat nicht das Ziel, die morphologisch-basierte Identifizierung von Arten zu kopieren oder 
zu ersetzen. Das DNA-Barcoding wird vielmehr als ein ergänzendes Instrument zur Identifizierung 
vorgeschlagen, wenn die Morphologie keine schlüssigen Ergebnisse liefert oder für die Diagnose kryptischer 
Arten. Damit wird sichergestellt, dass die Ergebnisse verschiedener Ökotoxikologie-Labors sich auf die 
gleiche Art oder den gleichen Stamm beziehen. 

Dieses Dokument ist anwendbar für die Identifizierung unreifer Formen ohne morphologische 
Diagnosemerkmale (Eier, Larven, Jugendstadium), sowie für die durchgängige Identifizierung von Proben, 
die in Feldüberwachungsstudien gesammelt wurden und bei denen zahlreiche Organismen 
unterschiedlicher Taxa klassifiziert werden. 

ANMERKUNG 2 Grundsätzlich können alle Arten, die üblicherweise für ökotoxikologische Prüfungen verwendet 
werden, durch DNA-Barcoding analysiert werden. Neben den Regenwürmern Eisenia fetida und E. andrei sind weitere 
Beispiele landbewohnender Arten Lumbricus terrestris, L. rubellus, Allolobophora chlorotica, Aporrectodea rosea und 

A. caliginosa, Dendrodrilus rubidus, Enchytraeus albidus und E. crypticus (Haplotaxida); Folsomia candida, F. fimetaria, 

Proisotoma minuta und Sinella curviseta (Collembola); Hypoaspis aculeifer und Oppia nitens (Acari); Aleochara bilineata 

und Poecilus cupreus (Coleoptera); Scathophaga stercoraria, Musca autumnalis (Diptera) oder Pardosa sp. (Arachnida). 
Nematoden oder Schnecken und sogar Pflanzen können dieser Liste auch hinzugefügt werden. 

2 Normative Verweisungen 

Es gibt keine normativen Verweisungen in diesem Dokument. 

3 Begriffe 

Für die Anwendung dieses Dokuments gelten die folgenden Begriffe. 

ISO und IEC stellen terminologische Datenbanken für die Verwendung in der Normung unter den folgenden 
Adressen bereit: 

� ISO Online Browsing Platform: verfügbar unter http://www.iso.org/obp 

� IEC Electropedia: verfügbar unter http://www.electropedia.org/ 

3.1 
Amplikon 
spezifisches DNA-Produkt, das durch PCR (3.5) mit einem PCR-Primer Paar (3.6) erzeugt wird 

3.2 
DNA-Barcode 
einzigartiges Muster der DNA-Sequenz, durch das jede Art gekennzeichnet wird 
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