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Nationales Vorwort

Dieses Dokument (prEN 17805:2021) wurde vom Technischen Komitee CEN/TC 230 ,Wasseranalytik"
erarbeitet, dessen Sekretariat von DIN (Deutschland) gehalten wird.

Das zustdndige deutsche Normungsgremium ist der Arbeitsausschuss NA 119-01-03 AA
»Wasseruntersuchung (CEN/TC 230, ISO/TC 147)“ im DIN-Normenausschuss Wasserwesen (NAW).

Um Zweifelsfille in der Ubersetzung auszuschliefien, ist die englische Originalfassung beigefiigt. Die
Nutzungsbedingungen fiir den deutschen Text des Norm-Entwurfes gelten gleichermafien auch fiir den

englischen Text.

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

ISO 7027-2:2019 siehe DIN EN ISO 7027-2:2019-06

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

Nationaler Anhang NA
(informativ)

Literaturhinweise

DIN EN ISO 7027-2:2019-06, Wasserbeschaffenheit — Bestimmung der Triibung — Teil 2: Semi-quantitative
Verfahren zur Beurteilung der Lichtdurchldssigkeit (1ISO 7027-2:2019); Deutsche Fassung EN I1SO 7027-2:2019
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Europaisches Vorwort

Dieses Dokument (prEN 17805:2021) wurde vom Technischen Komitee CEN/TC 230 ,Wasseranalytik"
erarbeitet, dessen Sekretariat von DIN gehalten wird.

Dieses Dokument ist derzeit zur CEN-Umfrage vorgelegt.
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Einleitung

Die Uberwachung von Organismen ist der Schliissel zur Beurteilung des Zustands aquatischer Okosysteme
und wird von nationalen und internationalen Rechtsvorschriften wie der Wasserrahmenrichtlinie der
Europaischen Union (2000/60/EG) gefordert. Es wurde eine Reihe von Methoden zur Uberwachung von
Organismen in der aquatischen Umweltbeschrieben, die zu einer breiten Palette von Europdischen Normen
gefiihrt haben (z. B. EN 14011:2003, EN 14757:2005, EN 15460:2007). Diese Ansatze erfordern jedoch das
Einfangen und/oder Sammeln der interessierenden Organismen, was ein mithsamer und zeitaufwandiger
Prozess sein kann.

Die Moglichkeit, das Vorhandensein von Organismen nachzuweisen und/oder die relative Haufigkeit (z. B.
[1]) in aquatischen Umgebungen durch die Analyse von Umwelt-DNA (eDNA) zu quantifizieren, bietet ein
neuartiges Mittel zur Uberwachung der biologischen Vielfalt in einem breiten Spektrum von taxonomischen
Gruppen, einschliefllich Mikroorganismen, Pflanzen und Tieren ([2][3]). Mit diesem Ansatz lasst sich die
organismische Vielfalt untersuchen, ohne dass Organismen direkt isoliert und gefangen werden miissen, und
es wird erwartet, dass er eine Schliisselrolle fiir das kiinftige Biomonitoring spielt, das auf zeitlich und
rdumlich hoch aufgeldste Artenverzeichnisse abzielt [4]. Obwohl wiederholt iiber die Leistungsfahigkeit des
eDNA-Ansatzes berichtet wurde [5], besteht ein grofder Bedarf an einer Standardisierung der Anwendung
der eDNA-basierten Bewertung der aquatischen Biodiversitat ([6][7]). Es ist jedoch zu beachten, dass das
eDNA-basierte Biomonitoring derzeit nicht die Moglichkeit bietet, bestimmte Populationsparameter (z. B.
Individuengrofie, Geschlecht) zu ermitteln, die mit herkdmmlichen Probenahmeverfahren gewonnen
werden kénnen.

Dieses Dokument enthalt eine Anleitung zur Gewinnung und Aufbewahrung von eDNA aus Wasserproben
und behandelt damit den ersten und entscheidenden Schritt fiir jede weitere eDNA-basierte Analyse der
biologischen Vielfalt. Ein spezifischer technischer Bericht fiir die routinemafdiige Probenahme von
benthischen Kieselalgen aus Fliissen und Seen, der fiir Metabarcoding-Analysen angepasst wurde, ist
CEN/TR 17245:2018.
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1 Anwendungsbereich

Dieses Dokument legt Verfahren fiir die Probenahme, den Fang und die Konservierung von Umwelt-DNA
(eDNA) in Gewdssern fest, die von Organismen stammen, die sich in einem Gewdsser aufhalten oder
aufgehalten haben, das Gewésser besucht haben oder deren DNA durch irgendeinen Mechanismus in das
Gewdsser gelangt ist. Dieses Dokument behandelt auch Verfahren zur Vermeidung von Probenkonta-
minationen und zur Sicherstellung der DNA-Qualitat, Schliisseleigenschaften des Filtrationsverfahrens und
der Ausriistung sowie Berichtsstandards.

Dieses Dokument befasst sich nicht mit der Gewinnung von eDNA aus Biofilmen, Sedimenten oder dhnlichen
Probenarten und geht nicht auf die Gestaltung der Probenahme ein.

WARNUNG — Anwender dieses Dokuments sollten mit den Protokollen fiir Wasserprobenahmen zur
Bewertung der biologischen Vielfalt vertraut sein. Dieses Dokument gibt nicht vor, alle unter
Umstinden mit der Anwendung des Verfahrens verbundenen Sicherheitsprobleme anzusprechen. Es
liegt in der Verantwortung des Arbeitgebers, geeignete Gesundheits- und Sicherheitsmaf3nahmen zu
treffen.

2 Normative Verweisungen

Es gibt keine normativen Verweisungen in diesem Dokument.

3 Begriffe

Fiir die Anwendung dieses Dokuments gelten die folgenden Begriffe.

[SO und IEC stellen terminologische Datenbanken fiir die Verwendung in der Normung unter den folgenden
Adressen bereit:

— ISO Online Browsing Platform: verfligbar unter https://www.iso.org/obp
— IEC Electropedia: verfiigbar unter https://www.electropedia.org/

Anmerkung 1 zum Begriff: Nicht alle unten aufgefiihrten Definitionen sind notwendigerweise auf alle Studien
anwendbar. Es sind nur diejenigen erforderlich, die fiir die Ziele der jeweiligen Studie relevant sind.

3.1

Kreuzkontamination

unbeabsichtigte Ubertragung einer beliebigen Quelle von und/oder DNA von einer Probe auf eine andere
Probe

3.2

Dekontamination

Verfahren zur Entfernung von DNA-Quellen und/oder -Spuren aus Materialien, die mit der Probe in Kontakt
kommen konnten

3.3

geschlossene Filtereinheit

Filtergerat, bei dem die Filtermembran eingekapselt ist und bei dem der Zu- und Abfluss fiir Transport und
Lagerung verschlossen werden kann

Anmerkung 1 zum Begriff: Die auf dem Filter enthaltene eDNA wird in der Regel extrahiert, ohne den Filter aus der
Filterkapsel zu entfernen, wodurch das Risiko einer Kontamination der Proben erheblich verringert wird.
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Umwelt-DNA

eDNA

Material, das z. B. von toten oder lebenden Organismen stammt und einzelstrangige (ss) und doppel-
strangige (ds) DNA-Fragmente von Kern- und mitochondrialer/plastischer DNA von Eukaryoten sowie
Plasmid-DNA von Prokaryoten umfasst

Anmerkung 1 zum Begriff: Die Aufnahme von DNA aus verschiedenen Quellen wie einzelligen oder kleinen

mehrzelligen Organismen oder Gewebepartikeln (z. B. abgestof3ene Zellen, Fakalien) und Gameten von mehrzelligen
Organismen

3.5
Leerwert der Feldausriistung
Probe, die aus der Aufbereitung von ziel-DNA-freiem Wasser durch alle verwendeten Gerdte und Verfahren

gewonnen wird, die an der eDNA-Probenahme beteiligt sind, um sicherzustellen, dass die Gerdte und
Verfahren keine Kontaminationen verursachen

3.6

geschlossene Filtereinheit

Systeme, bei denen eine Filtermembran wahrend des Filtrationsvorgangs in einem festen Gehause geschiitzt
ist

Anmerkung 1 zum Begriff: Die Filter werden zur eDNA-Extraktion aus dem Gehduse entfernt. Das Gehduse kann
geoffnet und der Filter zur Konservierung und spéateren Verarbeitung entfernt werden.

3.7

Lysispuffer

Pufferlésung zur Konservierung der in der Probe vorhandenen DNA und zum Lysieren/Aufbrechen der
Zellen als erster Schritt der DNA-Extraktion

3.8

interne Positivkontrolle

IPC

bekanntes Fragment einer synthetischen DNA, das eine amplifizierbare und quantifizierbare Sequenz
enthalt, die in der Probe nicht natiirlich vorkommt

Anmerkung 1 zum Begriff: Die [PC kann der Probe oder dem Konservierungs-/Lysepuffer in einer bekannten
Konzentration zugesetzt werden, um die Effizienz der DNA-Konservierung, DNA-Extraktion, DNA-Amplifikation und
DNA-Identifizierung zu tiberpriifen.

3.9

offene Filtereinheit

Filtrationsgerat, aus dem die Filtermembran zur weiteren Verarbeitung von Hand entfernt werden muss,
einschliefllich Filtrationstiirme (Labor) und Filtrationsrucksacke

3.10

Vorfilter

Filtermembran, Netz- oder Schlauchsieb mit einer grofderen Porengrofie als die Hauptfiltermembran (zum
Auffangen der eDNA), durch die das Wasser zunachst geleitet wird, um grofiere Sediment-, Pflanzen- oder
Algenpartikel zu entfernen und so das Wasservolumen zu vergrofdern, das vor der Sattigung des Hauptfilters
gefiltert werden kann

3.11
Probenkontamination
Vorgang, bei dem wéhrend der Probenahme ungewollt exogene DNA in die Probe eingebracht wird

Anmerkung 1 zum Begriff: DNA, die bereits vor der eDNA-Probenahme im Wasser vorhanden ist, gilt nicht als
Kontamination
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3.12
Ziel-DNA
jede Quelle und/oder Spur von DNA der untersuchten Art/Taxa

4 Grundlagen

Eine reprdsentative Wasserprobe aus dem untersuchten Wasserkérper wird nach einem geeigneten
Probenahmeplan entnommen, um eDNA aus der Wasserprobe zu gewinnen und abzutrennen. Wahrend des
gesamten Verfahrens wird eine (Kreuz-)Probenkontamination mit Ziel-DNA vermieden und die Integritat
der eDNA sichergestellt.

Bild1 gibt einen Uberblick iiber die wichtigsten Schritte und Uberlegungen fiir die
eDNA-Wasserprobenahme.

Vorbereitung vor Geldndearbeit:
Probenahmedesign (7.5)
Ausriistung und
Konservierungsmittel (6)
Dekontamination der Ausriistung (8.4)

\

Wasserprobenahme
Kontaminationsvorsichtsmafinahme (8)
Wesentliche Informationen und
Gelandeaufzeichnungen (7)

A

Nein
Filtration vor Ort > Auflerhalb des Geldndes

Ja

\i
Transport
Lagerungsbedingungen (5.5)

Y
Zeit
Bearbeitung innerhalb 12 h bis 24 h

\

Nein | Geschlossene/Offene Filtration
Gelandeleerwert verpflichtend

Geschlossene Filtration

Ja

\ \

DNA-Konservierung
Losung, einfrieren oder trocknen (5.4, 6.3), IPC empfohlen

Y

Transport- und Lagerungsbedingungen (5.5)

ANMERKUNG  Die Zahlen in Klammern beziehen sich auf den jeweiligen Abschnitt/Unterabschnitt.

Bild 1 — Wichtige Schritte und Uberlegungen fiir die eDNA-Wasserprobenahme
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5 Allgemeines Verfahren

5.1 Allgemein

Es muss Wasser gesammelt werden, um eDNA durch Filtration oder andere Verfahren aufzufangen und
abzutrennen. Die Wahrscheinlichkeit, eDNA von dem/den Zielorganismus(en) zu gewinnen, ist positiv
korreliert mit

— der Anzahl der Proben je Wasserkorper,
— der rdumlichen Reprasentativitat der Proben,
— dem Volumen des gefilterten Wassers, und

— dem optimalen Zeitpunkt der Probenahme bzw. der optimalen Jahreszeit im Hinblick auf die
eDNA-Ausscheidungsraten, die Haufigkeit, die Stoffwechselaktivitit und die Fortbewegung des
Organismus/der Organismen.

5.2 Probenahme

Je nach den verschiedenen Anwendungen/Zielen jeder eDNA-Erhebung sind die am besten geeigneten
Probenahmebedingungen und das Design von Fall zu Fall zu bewerten, um Wasserproben zu erhalten, die
reprasentativ fiir den Wasserkorper und die zu iiberwachenden Organismen sind. Dazu konnten
hydrologische, meteorologische, saisonale/zeitliche und biologische/6kologische Schwankungen gehdren.

Dies ist besonders wichtig bei lentischen (nicht fliefenden) Gewassern, da die eDNA oft ungleichmafiig
verteilt ist, wenn das Wasser nicht gut gemischt ist. Reprasentative Probenahmen kénnen durch die
Zusammenfithrung von Teilproben, die an verschiedenen Stellen des Wasserkorpers entnommen wurden,
oder alternativ durch kontinuierliche Probenahmesysteme, die sich durch den Wasserkérper bewegen und
dabei Wasser ansaugen, erreicht werden. Bei der Untersuchung tiefer Gewasser und bei der Suche nach
Organismen, die in tiefen Gewdssern leben, kann es erforderlich sein, Wasser aus der Tiefe zu entnehmen.

Um die Wahrscheinlichkeit des Erfassens der Ziel-DNA zu maximieren, ist bei der Planung, wo und wann
Proben und Teilproben zu entnehmen sind, Folgendes zu berticksichtigen:

1) Merkmale des Gewdssers, einschliefilich seiner Grofde, Tiefe, Stromung und der Verteilung von
Mikrohabitaten sowie der Zu- und Abfliisse des Gewadssers.

2) Biologie aller Zieltaxa, einschliefilich Habitatpraferenzen und Lebenszyklus. Die Nachweiswahrschein-
lichkeit fiir einzelne Arten kann erhéht werden, indem die Probenahme zeitlich so gelegt wird, dass sie
mit Zeiten intensiver Aktivitat (z. B. Laichzeit) zusammenfallt. Esist auch wichtig zu berticksichtigen, ob
sich die Zieltaxa zum Zeitpunkt der Probenahme wahrscheinlich im Wasserkorper aufhalten,
insbesondere im Fall von amphibischen oder wandernden Arten.

5.3 Vorbereitung der Ausriistung vor der Feldarbeit

Vor der Feldarbeit mlissen die Sammelgefifde und die Ausriistung gereinigt werden, um eine Kontamination
zu vermeiden (ausfiihrliche Anweisungen siehe 8.4).

5.4 Auffangen des Wassers und Gewinnung der eDNA

Fiir das Sammeln und Filtern von Wasser werden verschiedene Systeme verwendet. Bei einigen wird das
Wasser zundchst in einem Sammelbehalter gesammelt, wo es gemischt und dann am Ufer gefiltert wird; bei
anderen Systemen wird das Wasser direkt gefiltert, wahrend es aus dem Gewdsser entnommen wird. Wenn
das Wasser nicht direkt im Gewasser gefiltert wird, kann die Filtration am Ufer oder im Labor durchgefiihrt
werden.
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