Richtlinie zur Probenahme und Probenbe-
. . Umwelt
| arbeitung Bundesamt
UMWELTPROBENBANK . .
DES BUNDES Dreikantmuschel (Dreissena polymorpha)
Quaggamuschel (Dreissena rostriformis bugen-
sis)
Diana Teubner, Julian Hans, Isabelle Junk, Roland Klein,
Martin Paulus
Universitat Trier, FB VI — Biogeographie
Universitatsring 15, D-54286 Trier

Inhaltsverzeichnis
1 Umweltprobenbank des BUNUES ......c.uuuiiiiiiiiiiiiiieie et e et e e e e e aaenes 2
2 Zielsetzung dieser RICNTIINIE ..........uiiiiiiii e 2
3 FUNKLION der ProbDeNart.......coooiiieiiee e e e e e e eaaaens 2
4 ZIelKOMPArtIMENTE ..ot e e e e e e e e e e e e e e e earraaas 3
5 Festlegungen fur die Probenahme.. ... 3

5.1 ArtBESHIMMUNG .ot e e e e e st e e e e e e s s et e e e e e e e e e nnneaneees 3

5.2 Auswahl und Abgrenzung der Probenahmeflachen .............ccccooiiiiiiiiiiiiiiciic, 4

5.3 Auswahl der Individuen und Stichprobengrof3e ............eueueumi e 5

5.4  Probenahmezeitraum und -hAUFIGKEIT............eeiiiiiiiii e 5

5.5 Gebietsbezogener Probenahmeplan ......... ... 5
6 Durchfihrung der Probenahme ........ccooooiiiiiieiiii e 6

6.1 Erforderliche Ausristung und ReinigungsVorschriften..........cccooueeiiiiiiiii i 6

6.2 ProbenaNmMeteChNIK ........coo i 7
7 Biometrische ProbencharakteriSierung..........uecoiiiieeiiiiiiiiiee e e e 9
ST I =Y - {1 TSP 10

Anhang: Checkliste zur Vorbereitung und Durchfiihrung der Probenahme
Probendatenblatter

Verfahrensrichtlinien fiir Probenahme, Transport, Lagerung und chemische Charakterisie-
rung von Umwelt- und Humanproben

Stand: Juli 2024, V 3.0.0




1 Umweltprobenbank des
Bundes

Die Umweltprobenbank des Bundes (UPB) ist ein
Instrument der Umweltbeobachtung des Bundes-
umweltministeriums unter fachlicher und administ-
rativer Koordinierung des Umweltbundesamtes
(UBA). Die UPB sammelt 6kologisch reprasenta-
tive Umweltproben sowie Humanproben, lagert sie
ein und untersucht sie auf umweltrelevante Stoffe.

Grundlage des Betriebs der UPB sind spezifische
Verfahrensrichtlinien sowie die Konzeptionen der
UPB (Umweltbundesamt 2008, 2014, 2023).

Die Langzeitlagerung erfolgt unter Bedingungen,
die eine Zustandsverénderung oder einen Verlust
chemischer Eigenschaften Uber einen Zeitraum
von mehreren Jahrzehnten weitestgehend aus-
schlieRen. Damit stellt das Archiv Proben fir die
retrospektive Untersuchung solcher Stoffe bereit,
deren Gefahrdungspotential fir die Umwelt oder
die menschliche Gesundheit heute noch nicht be-
kannt ist.

Umfassende Informationen zur UPB sind unter
www.umweltprobenbank.de verfugbar.

2 Zielsetzung dieser Richtlinie

Die Probenahme ist der erste und wichtigste Schritt
zur Sicherung der Proben- und Datenqualitat. Sie
erfolgt nach fachlich begrindeten und standardi-
sierten Methoden, um Kontaminationen zu mini-
mieren und den Verlust von chemischen Informati-
onen zu vermeiden. Der besonders hohe Anspruch
an Qualitatssicherung ergibt sich aus der aul3erge-
woéhnlichen Bedeutung der Proben als Archivmate-
rial. Reprasentativitdt und Reproduzierbarkeit der
Proben sind Voraussetzung fur die Vergleichbar-
keit der Untersuchungsergebnisse in Zeit und
Raum.

Die vorliegende Richtlinie stellt die Fortschreibung
der Fassung von Teubner et al. (2018) dar.

Der Transport und die weiterfuhrende Probenbear-
beitung, die Lagerung sowie die chemische Cha-
rakterisierung hat nach den gultigen Richtlinien der
UPB zu erfolgen.

3 Funktion der Probenarten

Die Dreikant- oder Wandermuschel Dreissena po-
lymorpha (Pallas, 1771) und die Quaggamuschel
Dreissena rostriformis bugensis (Andrusov, 1897)
sind invasive Arten, die aus der Pontokaspis (Son
2007) stammen. Der taxonomische Status der
Quaggamuschel wurde vielfach diskutiert und ge-
andert (u.a. Rosenberg und Ludyankskiy 1994,
Stepien et al. 2014). In dieser Richtlinie wird, dem
Vorschlag von Karatayev und Burlakova (2022) fol-
gend, der von den meisten Wissenschaftlern ak-
zeptierte Name Dreissena rostriformis bugensis fr
die Quaggamuschel genutzt.

Wahrend die Dreikantmuschel bereits im spéaten
18. Jahrhundert ihren Verbreitungsraum vergro-
Rerte (Kinzelbach 1992), begann die Quaggamu-
schel erst in den 1940er Jahren ihre Expansion
(Orlova 2014). Der erste Nachweis der Quaggamu-
schel fir Westeuropa stammt von einer UPB-Pro-
benahmeflache aus dem Jahr 2004 (Paulus et al.
2014). Die Einschleppung der Quaggamuschel in
Gewasser, die bereits von Dreikantmuscheln be-
siedelt sind, fuhrt haufig zu einem starken RUck-
gang der Dreikantmuschelpopulation (Ram et al.
2012, Strayer et al. 2019) innerhalb von vier bis
zwolf Jahren, ohne dass die Dreikantmuschel voll-
standig verdrangt wird (Karatayev und Burlakova
2022).

Dreikant- und Quaggamuscheln filtrieren ihre Nah-
rung aus dem Wasser. Sie besteht Uberwiegend
aus Phyto- und Zooplankton (Kissman et al. 2010)
sowie planktonische Bakterien (Cotner et al. 1995,
Makhutova et al. 2012) und Detrituspartikeln
(Makhutova et al. 2012). Quaggamuscheln haben
eine hohere Filtrationsrate als Dreikantmuscheln
(Haltinger et al. 2023); nach Diggins (2001) filtrie-
ren sie sogar bis zu 37% schneller.

Beide Dreissena-Arten sind durch die kontinuierli-
che Durchstromung der Mantelhdhle mit Wasser
sowie durch die groRe Oberflache der Kiemen in
der Lage, eine breitgefacherte Palette von organi-
schen und anorganischen Stoffen sowohl in parti-
kularer als auch in geléster Form aus dem Wasser
aufzunehmen und zu akkumulieren. Deshalb kon-
nen sie zum Nachweis der Bioverfugbarkeit von
Substanzen in der Umwelt eingesetzt werden. Dar-
Uber hinaus kénnen Dreissena-Muscheln auch als
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nattrliche eDNA (environmental desoxyribonucleic
acid)-Filter fur z.B. Biodiversitatsmonitoring ge-
nutzt werden (Weber et al. 2022).

Die Dreikantmuschel wird aufgrund hoher Popula-
tionsdichten als Monitoringorganismus in verschie-
denen Landern eingesetzt (Balogh et al. 2022,
Bashnin 2019, Benito et al. 2017, Kerambrun et al.
2016, Pastorino et al. 2021, Shoults-Wilson et al.
2015). Die Quaggamuschel wird zwar auch als Mo-
nitoringorganismus genutzt (Bai und Acharya
2018, Baldwin et al. 2020, Evariste et al. 2018), ist
aber aufgrund ihrer erst kurzen Expansionszeit ins-
besondere in Westeuropa noch nicht als solcher
etabliert. Die Verfugbarkeit der jeweiligen Art ent-
scheidet letzten Endes daruber, welche von beiden
Arten in einer Monitoringstudie eingesetzt wird.

In der Umweltprobenbank des Bundes vertreten
Dreikant- und Quaggamuscheln die Stufe der lim-
nischen Konsumenten erster Ordnung.

Folgende Grunde sprechen fur die Eignung der Ar-
ten als Bioindikatoren:

e Sie besitzen eine weite Verbreitung.

e Durch die sessile Lebensweise der adulten
Muscheln ist eine hohe Standorttreue bei
mehrjahriger Lebensdauer garantiert.

e Sie treten oft in hohen Populationsdichten und
Biomassen auf.

e Sie akkumulieren geldste und partikulare
Stoffe durch Filtration aus dem umgebenden
Medium.

e Sie besitzen eine groRe Okologische Valenz:
Sie kommen in Still- und FlieBgewassern un-
terschiedlicher Trophiegrade vor, ertragen
Brackwasser und Uberstehen kurzfristiges Tro-
ckenfallen.

e Sie sind leicht zu manipulieren, d.h. sowohl fir
aktives Monitoring (Exposition mit Jungmu-
scheln besiedelter Substrate) als auch fur To-
xizitats- und Wirkungstests geeignet.

e Sie dienen einer Reihe von zum Teil auch wirt-
schaftlich genutzten Fischarten als Nahrung,
wozu auch der Brassen zahlt, der ebenfalls
eine Probenart der UPB ist.

4 Zielkompartimente

Als Probe wird der Weichkdrper der Dreikant-/
Quaggamuschel einschlie8lich des enthaltenen
Atemwassers und des Darminhaltes verwendet.
Atemwasser und Darminhalt verbleiben als Pro-
benbestandteile in den Muscheln, da eine Hélte-
rung der Muscheln zur Abgabe des Atemwassers
bzw. zur Darmentleerung nicht praktikabel ist und
mit einem Kontaminationsrisiko fiir die Proben ver-
bunden ware.

5 Festlegungen fir die
Probenahme

5.1 Artbestimmung

In den Probenahmegebieten der UPB erreichen die
Dreikantmuscheln Langen von bis zu 40 mm und
Quaggamuscheln von bis zu 35 mm. Die typische
Lebensdauer von Dreikant- und Quaggamuscheln
betragt drei bis funf Jahre bzw. vier bis flinf Jahre
(Karatayev und Burlakova 2022).

Dreikant- und Quaggamuscheln sind sich sehr
ahnlich, so dass eine grol3e Verwechslungsgefahr
besteht. Beide Arten sind sehr variabel in Form,
Farbe und Muster der Schalen. Die Farben reichen
von weifd Uber braun bis fast schwarz. Die Schalen
kénnen dabei einfarbig sein, mehr oder weniger
stark ausgepréagte Streifen oder Zickzacklinien auf-
weisen.

Verschiedene Untersuchungen zeigen, dass das
Akkumulationsverhalten von Dreikant- und Quag-
gamuscheln unterschiedlich ist und dass es auch
kein eindeutiges Muster fur bestimmte Schadstoff-
gruppen gibt (Evariste et al. 2018, Kerambrun et al.
2018, Potet et al. 2016, Mathews et al. 2015, Sché-
fer et al. 2012, Rishman und Somers 2005). Daher
ist es erforderlich, beide Arten sicher zu unterschei-
den und fur Schadstoffuntersuchungen zu trennen.

Als Schlisselmerkmal zur Artunterscheidung kann
nach Teubner et al. 2016 der Ubergang von der
ventralen zur dorsalen Schalenseite herangezogen
werden, der bei der Dreikantmuschel gewinkelt und
bei der Quaggamuschel gerundet ist. Bei der Drei-
kantmuschel ist hier eine sicht- und fuihlbare ante-
rior-posteriore Langskante ausgebildet (Teubner et

S.3von 19




al. 2016, siehe auch Martens et al. 2007, Ram et
al. 2012). In Abb. 1 sind die wichtigsten auf3eren

Schalenmerkmale zur Unterscheidung von Drei-
kant- und Quaggamuschel dargestellt.
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Abb. 1. Wichtige Unterscheidungsmerkmale von Dreikant- und Quaggamuschel

Bei kleinen Muscheln besteht zudem eine Ver-
wechslungsmadglichkeit mit der aus Nordamerika
stammenden Brackwassermuschel oder Brack-
wasser-Dreiecksmuschel Mytilopsis leucophaeata
(Conrad, 1831), die in Brack- bis StuBwasser vor-
kommt. M. leucophaeata besiedelt hauptsachlich
Flussmiundungen (Kennedy 2011). Die Brackwas-
sermuschel erscheint langlicher als die Dreikant-
und Quaggamuschel und ihr Schalenwirbel
(Umbo) ist rundlich, wohingegen er bei den beiden
anderen Arten zugespitzt ist (Pathy und Mackie
1993). Sie ist dunkelbraun, kann aber auch Streifen
aufweisen (Verween et al. 2010). Sicherstes mor-
phologisches Unterscheidungsmerkmal ist jedoch
ein dreieckiger bis abgerundeter Zahn (Apophyse)
im Schaleninnern unterhalb des Schalenwirbels
bei M. leucophaeata (Abb. 2), der D. polymopha
und D.r. bugensis fehlt (Pathy und Mackie 1993).

g

Abb. 2: Aufenansicht (links) und Innenteilan-
sicht (rechts) der rechten Schalen-
héalfte von M. leucophaeata aus dem
Nord-Ostsee-Kanal (U = Umbo, A =
Apophyse)

5.2 Auswahl und Abgrenzung der
Probenahmeflachen

Die Probenahmeflachen mussen reprasentativ fiir
das Okosystem bzw. den jeweiligen Gebietsaus-
schnitt sein. Das bedeutet, dass sie nicht in unmit-
telbarer Nahe lokaler Emittenten liegen durfen.

Bei der Auswahl der Expositionsstellen fiir besie-
delte und unbesiedelte Substrate (Kapitel 6.1) ist
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besonders auf eine sichere und mdglichst sto-
rungsfreie Lage zu achten. Nattrliche Storfaktoren,
wie zu starke Stromung oder Verschlammungsge-
fahr, sollten ebenso vermieden werden wie maogli-
che Stérungen durch Schifffahrt oder Vandalismus.
Des Weiteren ist ein guter Wasseraustausch sowie
eine gesicherte Erreichbarkeit der Expositions-
stelle auch unter unglnstigen Witterungs- und
Wasserstandsbedingungen wichtig.

Fur die Probenahme vom Ufersubstrat sind bei der
Auswahl und Abgrenzung der Probenahmeflachen
eine ausreichende Gr6R3e, Dichte und Stabilitat der
Population fir eine langfristig gesicherte
Probengewinnung wichtig.

Wenn mdglich, sollte eine dauerhafte Nutzung und
der Zugang zu den Expositionsstellen in Abhangig-
keit vom Schutzstatus und den Eigentumsverhalt-
nissen der Probenahmeflachen vertraglich abgesi-
chert werden.

5.3 Auswahl der Individuen und
StichprobengroRe

Aus Grinden der Vergleichbarkeit der Proben
muss fiir das Probenkollektiv eine einheitliche Ziel-
gruppe (Art, Alter, GroRRe) definiert werden, die ne-
ben der Verfugbarkeit der Muscheln auch eine aus-
reichend hohe Probenmenge garantiert. Beim Ein-
satz von besiedelten und unbesiedelten Substra-
ten (Kapitel 6.1) ist das Alter des Probenkollektivs
durch die vorgegebenen Zeitrdume fir die Besied-
lung und Exposition festgelegt. Bei Muschelbe-
standen, die von nicht exponierten Substraten be-
probt werden, scheidet das Alter als Selektionskri-
terium aus, da es nicht hinreichend genau be-
stimmt werden kann.

Ein geeignetes Kriterium zur Reduzierung der na-
turlichen Variabilitat ist die Schalenlange der Mu-
scheln. Dabei ist zu bericksichtigen, dass das
Wachstum der Muscheln je nach Gewasser unter-
schiedlich ist und daher Angaben zur Langenstruk-
tur der Zielpopulation stets gebietsbezogen festzu-
legen sind. Aus biologischen Grunden sollten
adulte Muscheln ab dem 2. Lebensjahr beprobt
werden. Aus praktischen Griinden werden mdog-
lichst grof3e Muscheln angestrebt. Um den Weich-

korper in gefrorenem Zustand von der Schale tren-
nen zu kénnen (siehe Kapitel 6.2), sollte die Scha-
lenlange mindestens 12 mm betragen.

Einen fir alle Stoffe giltigen Mindeststichproben-
umfang zur Feststellung von zeitlichen und raumli-
chen Konzentrationsunterschieden gibt es nicht.
Fir die Betrachtung eines spezifischen Stoffes
kann der Mindeststichprobenumfang statistisch
(z.B. durch Power-Analyse) geschéatzt werden.
Aufgrund der niedrigen Weichkdrpergewichte wird
fur die UPB ein Stichprobenumfang von 100 Indivi-
duen empfohlen. Fur die in der UPB geforderte
Probenmenge ist eine deutlich héhere Anzahl an
Muscheln notwendig. In Abhéangigkeit von der
GroRe der Muscheln sind zur Gewinnung von
1000 g Weichkdrpergewicht durchschnittlich 2000
Dreikantmuscheln bzw. 1500 Quaggamuscheln er-
forderlich. Um auch bei kleinen Muscheln die n6-
tige Menge an Weichkdrpern gewinnen zu kdénnen,
mussen insgesamt etwa 3 bis 4 kg Rohmuscheln
beprobt werden.

5.4 Probenahmezeitraum und
-haufigkeit

Die Laichzeit der Muscheln ist durch eine starke
physiologische Dynamik und Schwankungen der
Biomasse geprégt und deshalb fir eine reprodu-
zierbare Probenahme nicht geeignet. Sie dauert in
warmen polymiktischen Gewdassern etwa von
Mai/Juni bis August/September (Karatayev und
Burlakova 2022). Die Probenahme sollte daher
nach der Laichzeit ab Mitte September bis Ende
Dezember durchgefihrt werden (Klein et al. 1995).

5.5 Gebietsbezogener
Probenahmeplan

Auf der Grundlage der Probenahmerichtlinie mis-
sen fur die einzelnen Probenahmegebiete bzw. -
flachen spezifische Festlegungen getroffen wer-
den, die in einem gebietsbezogenen Probenahme-
plan dokumentiert sind. Dies betrifft u.a.:

e lLage und Abgrenzung der Probenahmefla-
chen,
e zu sammelnde Grof3enklasse,
o erforderlicher Stichprobenumfang,
e Probenahmezeitraum,
e zustandige Genehmigungsstellen.
S.5von 19




Bei der Erstellung und Fortschreibung der gebiets-
bezogenen Probenahmepléne ist das Ziel einer
langfristigen und kontinuierlichen Probenahme zu
berlicksichtigen.

6 Durchfihrung der
Probenahme

Alle bei der Probenahme und biometrischen Pro-
benbeschreibung erhobenen Daten sind in den
entsprechenden Probendatenbléttern (s. Anhang)
zu vermerken. Zu jeder Probenahme ist zudem ein
Protokoll mit folgendem Inhalt anzufertigen:

e an der Probenahme beteiligte Personen,

e chronologischer Ablauf der Probenahme,

e die der Probenahme zugrundeliegende Ver-
sion der Probenahmerichtlinie und des ge-
bietsbezogenen Probenahmeplanes sowie

e Abweichungen von der Probenahmerichtlinie
und dem gebietshezogenen Probenahmeplan.

Zur Probengewinnung fur die UPB werden vor-
zugsweise mit jungen Dreikant- oder Quaggamu-
scheln besiedelte sowie in den Probenahmefla-
chen vorexponierte Plattenstapel verwendet (siehe
Kapitel 6.1). Ist dies nicht moglich, weil es z. B. kein
geeignetes Gewasser fur die Besiedelung gibt,
werden residente Muschelpopulationen beprobt.
Wenn méglich, wird unbesiedeltes Substrat (z. B.
unbesiedelte Plattenstapel) an den Probenah-
meflachen ausgebracht, auf dem sich die residen-
ten Muscheln ansiedeln kénnen. Falls es keine ge-
eigneten Expositionsstellen gibt oder nicht geni-
gend Muscheln von dem exponierten Substrat ge-
wonnen werden kénnen, werden residente Mu-
scheln vom Ufersubstrat abgesammelt.

6.1 Erforderliche Ausristung und
Reinigungsvorschriften

Fir die Gelandearbeit:

Besiedlungssubstrat:

e Platten aus additivfreiem Polyethylen (PE),
30 x30cm,

¢ Edelstahlgewindestébe (12 mm) mit Edelstahl-
muttern,

e Schraubenschlissel,

e Rohrhilsen aus Polytetrafluorethylen (PTFE),
PE oder Edelstahl als Abstandshalter, 7 cm

e Edelstahl-Drahtseil,

e Edelstahl-Seilklemmen und -Schrauben,

e Spezial-Drahtschere,

e PE-Kisten mit Deckeln fiir den Transport der
besiedelten Plattenstapel,

e wo notwendig Netze (Maschenweite ca.
10 mm) zum Schutz der Muscheln vor Fress-
feinden.

Neben PE und PTFE kdnnen auch andere Sub-
strate verwendet werden. Wichtig ist, dass keine
Bestandteile des Substrates freigesetzt und im Mu-
schelweichkérper akkumuliert werden.

Probenahme:

e Probendatenblatter,

o Waage (Messbereich mindestens 5 kg, Able-
sung auf 1 g),

e Edelstahldrahtkérbe mit maximal 8 mm Ma-
schenweite,

e EdelstahlgefaRe mit Deckeln und Spangen,

e kleine Platten oder Folien aus PTFE oder Flu-
orethylenpropylen (FEP),

o Kryobehélter zum raschen Tiefkiihlen und La-
gern der Proben in der Gasphase uber Flus-
sigstickstoff (LIN),

e Schutzbekleidung fir den Umgang mit flissi-
gem Stickstoff,

e Probenahme von exponiertem Substrat:

o Edelstahl- oder PTFE-Spatel,
e Probenahme von Ufersubstrat
o Schutzbekleidung fir das Arbeiten im
Wasser
o Sicherungsseile / Rettungswesten

Fir die Laborarbeit:

e Probendatenblatter,

¢ Reinluftarbeitsplatz mit Partikel- und Aktivkoh-
lefilterung,

e Schutzbekleidung fur den Umgang mit flissi-
gem Stickstoff,

e Edelstahlbehalter mit Deckel und Spangen,

e Laborwaage (Ablesung auf 1 g) zur Ermittlung
der Weichkoérpereinwaage,

e Laborwaage (Ablesung auf 0,001 g) zur Ermitt-
lung biometrischer Parameter,

e Messschieber (Ablesung auf 0,1 mm),
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o Flussigstickstoff,

e Isolierbehdlter,

e saugfahiges Laborpapier,

o Edelstahl-Pinzetten, Edelstahl-Skalpelhalter
mit Klingen,

e puderfreie Laborhandschuhe.

Die Reinigung der ProbengefalRe und -gerate er-
folgt in einer Laborspiilmaschine mit chlorfreiem In-
tensivreiniger im ersten Reinigungsgang. Nach
Kalt- und Hei3spilung (90 — 95°C) erfolgt eine
Neutralisation mit 30%iger Phosphorsaure in war-
mem Wasser. AnschlieRend erfolgen Heil3- und
Kaltspulgdnge mit deionisiertem Wasser. Nach
dem Spilen werden die GefaRe bei mindestens
120°C im Trockenschrank mindestens eine Stunde
nachbehandelt (zur Sterilisation). Anschliel3end
kihlen die GefalBe im geschlossenen Trocken-
schrank ab. Bei Kunststoffen entféllt die Sterilisa-
tion.

6.2 Probenahmetechnik

Einsatz von besiedeltem Substrat

Die Polyethylenplatten werden zu einem Platten-
stapel mit Abstanden von ca. 7 cm zwischen den
einzelnen Platten verschraubt.

Zur Besiedlung werden die gereinigten Plattensta-
pel zu Beginn der Laichzeit in einem sauberen, gut
Uberwachten Gewasser mit einer stabilen Drei-
kant- oder Quaggamuschelpopulation exponiert
(Abb. 3).

Die Plattenstapel hangen frei im Wasser in einer
Tiefe von 2 — 3 m und haben dabei keinen Kontakt
zum Gewasserboden, zu moglicherweise kontami-
nierten Materialien oder Oberflachen. Zur Befesti-
gung werden Edelstahl-Drahtseile verwendet, die
mittels Schrauben und Edelstahl-Seilklemmen an
geeigneten Befestigungsmdglichkeiten verankert
werden.

Die Besiedlung durch frei im Wasser driftende Ve-
liger-Larven erfolgt im spéaten Frihjahr. Mannliche
und weibliche Gameten werden von den Dreikant-
muscheln ab Wassertemperaturen von 12°C bis
15°C (Borcherding 1991, Boeckman und Bidwell
2014, Kashian und Ram 2014) abgegeben. In po-
lymiktischen mitteleuropéischen Gewassern wird

diese Temperatur in der Regel im Mai oder Juni er-
reicht. Nach Karatayev und Burlakova (2022) pflan-
zen sich die Quaggamuscheln in polymiktischen
Gewassern wahrscheinlich zur gleichen Zeit fort.

Schifffahrtszeichen oder
entsprechende Pfahle

Hochwasserlinie

Mittelwasserlinie

Niedrigstwasserlinie

Abb. 3 Beispiel fur die Befestigung der Plat-
tenstapel im Gewasser

Im Herbst werden die mit Jungmuscheln besiedel-
ten Plattenstapel entnommen und zu den vorgese-
henen Probenahmeflachen transportiert. Zur Ver-
meidung von Fralverlusten durch Wasservogel
und Fische kénnen die Plattenstapel mit Netzen mit
ca. 10 mm Maschenweite umspannt werden, bevor
sie an geeigneten Stellen befestigt werden. Die
Plattenstapel missen mindestens ein Jahr vor der
Probenahme an der Probenahmeflachen exponiert
werden. Hiermit wird gewahrleistet, dass die Mu-
scheln im zu untersuchenden Gewasser ihre
Hauptwachstumsphase durchlaufen und damit
auch dessen Lebensbedingungen und Belastungs-
niveau widerspiegein.

Der Transport der Plattenstapel erfolgt in Kisten
aus Polyethylen mit Deckel (hohe Luftfeuchte). Da-
bei durfen die Temperaturen nicht unter 0°C und
nicht wesentlich ber 20°C liegen. Je héher die
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Temperaturen, umso kirzer sollte die Transport-
zeit sein, wobei sie generell 2 Tage nicht Uber-
schreiten sollte.

Zur Exposition im zu untersuchenden Gewésser
werden die besiedelten Plattenstapel an Pféahlen,
Stegen oder geeigneten Schwimmbojen befestigt.
Die Plattenstapel kénnen sowohl einzeln als auch
miteinander verbunden ausgebracht werden. Es ist
darauf zu achten, dass die Platten nicht im anaero-
ben Bereich hangen und keinen Kontakt zum Ge-
wassergrund, zu mdoglicherweise kontaminierten
Materialien oder Oberflachen haben. In FlieRge-
wassern sollten die exponierten Substrate nicht in
der vollen Stromung hangen.

Zur Probenahme werden die Plattenstapel gebor-
gen und auseinandergeschraubt. Die mit ihren
Byssusfaden angehefteten Muscheln werden mit-
tels eines PTFE- oder Edelstahlspatels von den
Plattenoberflachen vorsichtig abgeldst und in ei-
nem Edelstahlkorb aufgefangen. Die Maschen-
weite des Korbes sollte maximal 8 mm betragen.

In dem Edelstahlkorb werden die Muscheln mit Ha-
bitatwasser manuell von &uflieren Verunreinigun-
gen befreit. Leere Schalen und ggf. verletzte Mu-
scheln werden soweit moglich von Hand ausgele-
sen. Das den Muscheln anhaftende und von diesen
abgegebene Wasser wird vor dem Einfrieren so-
weit wie mdglich entfernt. Danach werden die Mu-
scheln in vorher gewogene Edelstahlgefale tber-
fuhrt. Nach jeder Schicht von ca. 2 bis 3 cm Hbhe
wird eine diinne Platte oder Folie aus PTFE oder
FEP dazwischen gelegt. Diese vereinfacht die spa-
tere Entnahme der tiefgefrorenen Muscheln im La-
bor. Nach der Beflllung werden die Edelstahlbe-
héalter gewogen, das Muschel-Gesamtgewicht be-
stimmt und dann sofort in der Gasphase Uber Flis-
sigstickstoff tiefgefroren, um die Muscheln schnell
abzut6ten und verénderungsfrei zu lagern.

Probenahme residenter Dreikant-/ Quag-
gamuscheln

Steht kein geeignetes Besiedlungsgewasser zur
Verfugung oder kann durch den Einsatz besiedel-
ter Plattenstapeln keine ausreichende Proben-
menge gewonnen werden, werden residente Drei-
kant-/ Quaggamuschel-Populationen beprobt. Um
das Alter der Muscheln bei der Probenahme bes-

ser abschatzen zu kénnen, wird im Frihjahr Be-
siedlungssubstrat aktiv an geeigneten Expositions-
stellen ausgebracht. Als Besiedlungssubstrat kon-
nen die bereits beschriebenen Stapel aus Po-
lyethylenplatten verwendet werden. Die Proben-
ahme erfolgt nach eineinhalb Jahren, so dass die
Muscheln ihre Hauptwachstumsphase durchlaufen
haben und damit die Lebensbedingungen und das
Belastungsniveau widerspiegeln.

Gibt es keine geeigneten Expositionsstellen fur das
Besiedlungssubstrat oder kdnnen nicht gentigend
Muscheln von diesem gewonnen werden, werden
natirliche oder nicht durch Oberflachenbehand-
lung kontaminierte Hartsubstrate nach Dreikant-/
Quaggamuscheln abgesucht (z.B. Steinschittun-
gen, Felsen, unbehandeltes Holz oder Agglomera-
tionen von Dreikant-/Quaggamuscheln, sogenann-
ten Drusen). Nicht geeignet sind Eisen, Stahl,
Kunststoff, Asphalt oder impragniertes Holz. Die
Art des besammelten Substrates ist zu dokumen-
tieren. Die GroR3e der Flachen richtet sich nach der
Dichte des Vorkommens der Dreikant- oder Quag-
gamuscheln.

Die Muscheln der Zielpopulation werden manuell
von geeigneten Flachen gewonnen, in Edelstahl-
drahtkérben gesammelt und im Habitatwasser ge-
reinigt. Die weitere Behandlung erfolgt analog der
von den Platten abgesammelten Muscheln.

Aufarbeitung im Labor

Der fur die Weichkorper bestimmte Edelstahlbehal-
ter wird vorgewogen, mit der zugehdrigen Proben-
identifikation gekennzeichnet und in einem Kryobe-
halter Uber Flussigstickstoff vorgekuhlt.

Als Probe wird der gesamte Inhalt der Muschel-
schalen inklusive Atemwasser gewonnen. Das
Atemwasser kdnnte nur durch Auftauen der Mu-
scheln entfernt werden, was den Anforderungen
der UPB widerspricht.

Die Trennung von Schale und Weichkdorper inklu-
sive Atemwasser geschieht im Labor an einem
Reinluft-Arbeitsplatz mit Partikel- und Aktivkohlefil-
terung (Clean-Bench) im gefrorenen Zustand,
ohne dass die Weichkdrper inklusive Atemwasser
wahrend der Sektion auftauen. Hierfur wird jeweils
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ein Teil der Rohmuscheln vorsichtig aus dem Pro-
bengefall entnommen und in einen Uber Flis-
sigstickstoff gekuhlten Edelstahlbehélter Uberfuhrt.

Dann werden ca. 10 Rohmuscheln zum oberflach-
lichen Antauen auf die Arbeitsflache gelegt. Wenn
der auf den Schalen gebildete Reif abzutauen be-
ginnt, werden die Schalen mit einem Skalpell oder
einer spitzen Pinzette geoffnet. Fest gefrorene
Weichkoérper inklusive Atemwasser werden mit ei-
ner Pinzette enthommen; angetaute oder bescha-
digte Weichkorper werden verworfen. Die sezier-
ten Weichkorper werden fur die Dauer der Sektion
aller Muscheln in einem mit Flissigstickstoff gefill-
tem Edelstahlgefal zwischengelagert.

Nach Abschluss der Sektion werden die Weichkor-
per in das vorgeklhlte Probengefal? ohne Flis-
sigstickstoff Gberfiihrt und die Probeneinwaage
wird ermittelt.

7 Biometrische
Probencharakterisierung

Die biometrische Probencharakterisierung wird fir
jede Probenahmetechnik (siehe Probendatenblatt
2.1 und 2.2) an jeweils 50 gefrorenen Muscheln im
Labor durchgefihrt. Bestimmt werden Lange,
Breite und Hohe der Schalen sowie das Frischge-
wicht der ganzen Muschel mit Atemwasser, das
Frischgewicht des Weichkdrpers sowie das der
Schale.

Da die Bestimmung des Weichkorper-Frischge-
wichtes eingefrorener Muscheln erheblichen
Fehlerrisiken unterliegt, muss zur Vermeidung sys-
tematischer und zur Minimierung zufalliger Fehler
die folgende Standardisierung des Verfahrens ein-
gehalten werden:

Zur Bestimmung des Frischgewichts mit Atemwas-
ser werden Muscheln im gefrorenen Zustand ein-
zeln aus dem Probenbehdlter entnommen, mit
saugfahigem Laborpapier von anhaftendem Reif
und ggfs. anhaftenden Verunreinigungen befreit
und sofort gewogen (Ablesung auf 0,001 g).

Die Muscheln werden auf Laborpapier mit der
Schalenéffnung nach unten ausgelegt. Entspre-
chend der Tab. 1 wird die Auftauzeit zur Bestim-

mung des Weichkorpergewichts ermittelt. Wah-
rend des Auftauens werden die Lange, Breite und
Hohe der Schalen mit einem Messschieber (Able-
sung auf 0,1 mm) gemessen.

Als Weichkdrpergewicht wird das Gewicht des
Weichkoérpers zu dem Zeitpunkt definiert, zu dem
der Muschelkdrper vollstéandig aufgetaut und das
Atemwasser ausgelaufen ist, die Verluste an Ge-
webeflussigkeit aber minimal sind.

Die Zeit von der Entnahme aus dem Lagergefal
bis zum vollstandigen Auftauen ist von der Grol3e
der Muschel sowie von der Umgebungstemperatur
abhéngig. Die Auftauzeit ist zu dem Zeitpunkt er-
reicht, an dem die rasche Gewichtsabnahme durch
Auslaufen des aufgetauten Atemwassers in eine
wesentlich langsamere Gewichtsabnahme uber-
geht, die durch Verdunstung des Gewebewassers
verursacht wird. Bei einer Raumtemperatur von
20 — 22°C wurden folgende Auftauzeiten in Rela-
tion zum Frischgewicht mit Atemwasser empirisch
ermittelt (Tab. 1).

Tab. 1: Auftauzeit in Abhangigkeit vom
Frischgewicht mit Atemwasser fiir die
Bestimmung des Weichkorperge-

wichts
thsgr:gveavglsceﬁt[g't Auftauzeit [min]
0,2 22
0,4 25
0,6 28
0,8 30
1,0 34
1,4 38
1,6 40
2,0 42
2,5 45
3,0 48
3,5 50
4,0 54
4,5 55
5,0 56
6,0 60

Nach der gewichtsabhéngigen Auftauzeit (Tab. 1)
wird das Weichkorpergewicht bestimmt. Dafir wird
der Weichkorper mit Skalpell und Pinzette aus der
Muschelschale enthommen, in einer vorgewoge-
nen Schale aufgefangen und zur Vermeidung von
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Verdunstungsverlusten sofort gewogen (Ablesung
auf 0,001 g). Danach wird die Muschelschale
ebenfalls gewogen (Ablesung auf 0,001 g).

Nach Abschluss der biometrischen Charakterisie-
rung werden diese Muscheln verworfen.

In den archivierten Muschelproben der UPB, die fir
die chemische Charakterisierung und retrospektive
Untersuchungen bereitgestellt werden, ist das
Atemwasser enthalten. Deshalb sind die Konzent-
rationen von Inhaltsstoffen der UPB-Proben ge-
geniber den Ergebnissen anderer Untersuchun-
gen, bei denen die Muscheln oft im frischen Zu-
stand seziert werden, verdinnt.

Mit den hier erhobenen Parametern kann jedoch
der durchschnittliche Atemwassergehalt jeder
Probe ermittelt und die Ergebnisse entsprechend
umgerechnet werden.
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Checkliste zur Vorbereitung und Durchfiihrung der Probenahme

Probenart

Dreikantmuschel (Dreissena polymorpha) / Quaggamuschel (D.
rostriformis bugensis)

Zielkompartimente

Weichkérper, tiefgefroren prapariert inklusive Atemwasser und Darmin-
halt

Probenindividuen

Muscheln der im gebietsbezogenen Probenahmeplan festgelegten Gro-
Renklasse (ab 12 mm Schalenlange)

Stichprobenumfang mindestens 100 Individuen

Probenmenge fiir die| fur eine Probenmenge von 1.000 g Weichkdrper ist die Enthahme von 3
UPB bis 4 kg Rohmuscheln erforderlich

Probenahmezeitraum Mitte September bis Ende Dezember

Probenahmehaufigkeit

1 Probenahme pro Jahr

Erforderliche Ausriistung
fur den Einsatz von be-
siedelten/unbesiedeltem
PE-Plattenstapeln

e Platten aus additivfreiem Polyethylen, 30 x 30 cm

o Edelstahlgewindestabe (12 mm) und -Muttern, Schraubenschlissel

e Rohrhilsen aus PTFE, PE oder Edelstahl als Abstandshalter, 7 cm

e Edelstahl -Drahtseil zur Befestigung

e Edelstahl-Seilklemmen und Schrauben, Spezial-Drahtschere

e Netze mit Maschenweiten ca. 10 mm zum Schutz der besiedelten
Platten vor Fressfeinden der Muscheln

e PE-Kisten mit Deckel zum Transport von besiedeltem Substrat

Erforderliche Ausrlistung
fur die Probenahme (PN)

e Probendatenblatter

e Waage (Messbereich mindestens 5 kg, Ablesung auf 1 g)

e Edelstahldrahtkérbe mit maximal 8 mm Maschenweite

e Schutzbekleidung fir den Umgang mit flissigem Stickstoff

¢ PN von Plattenstapeln: Spatel aus Edelstahl oder PTFE

e PN von Ufersubstrat: Schutzbekleidung fir das Arbeiten im Wasser
Sicherungsseile / Rettungsweste

Probenverpackung

e Edelstahlbehalter mit Deckel und Spangen
e kleine Platten oder Folien aus PTFE oder FEP

Probentransport und
-zwischenlagerung

Kryobehalter zum raschen Tiefkiihlen und Lagern der Proben in der Gas-
phase Uber flissigem Stickstoff (LIN)

Erforderliche Ausriistung
fur die Laborarbeit

e Probendatenblatter

¢ Reinluftarbeitsplatz mit Partikel- und Aktivkohlefilterung
e Schutzbekleidung fir den Umgang mit flissigem Stickstoff
e Edelstahlbehalter mit Deckel und Spangen

e Laborwaage (Ablesung auf 1 g)

e Laborwaage (Ablesung auf 0,001 g)

e Messschieber (Ablesung auf 0,1 mm)

o |solierbehélter fur ProbengeféalRe mit Flissigstickstoff

o Flussigstickstoff

e Edelstahl-Pinzetten, Edelstahl-Skalpellhalter mit Klingen
e saugfahiges Laborpapier

e puderfreie Laborhandschuhe
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Biometrische Proben-
charakterisierung an 50
Muscheln je Probenah-
metechnik

Schalenlange, -breite, -héhe (Ablesung auf 0,1 mm)
Frischgewicht mit Atemwasser (Ablesung auf 0,001 g)
Weichkérpergewicht (Ablesung auf 0,001 g)
Schalengewicht (Ablesung auf 0,001 g)

S. 14 von 19




UMWELTPROBENBANK DES BUNDES

Probendatenblatt 1: Entnahmestelle(n)
Dreikantmuschel (Dreissena polymorpha) / Quaggamuschel (D. rostriformis bugensis)

Identifikation:

‘ Probenart

Probenzustand
Entnahmedatum (MM/J3J)
Probenahmegebiet (PNG)
Gebietsausschnitt (GA)
Probenahmeflache (PNF)

Zusatzangabe

Probenahmeflache (Klartext):

Beprobte Entnahmestellen (ES) (Nummer der ES und Bezeichnung):

Anmerkungen:

Probenahmeleiter:

Notizen:
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UMWELTPROBENBANK DES BUNDES

Probendatenblatt 2.1: Probenzusammensetzung Rohmuscheln
Dreikantmuschel (Dreissena polymorpha) / Quaggamuschel (Dreissena rostriformis bugensis)

Identifikation: X
Probenahmetechnik Substrattyp Nummer | PN-Datum Nummer Edel- Gewicht [g] Prioritat Aufar-
ES stahlgefaR (ESG) beitung
[0 Einsatz von besiedeltem Substrat O Polyethylen-Platten ESG leer
O Sonstiges:
ESG voll
Datum Dauer [Monate]
Rohmuscheln
O Einsatz von besiedeltem Substrat O Polyethylen-Platten ESG leer
O Sonstiges:
ESG voll
Datum Dauer [Monate]

Rohmuscheln

Probenahme residenter Muscheln von | O Polyethylen-Platten
i - ESG leer
O exponiertem Substrat O steiniges Natursubstrat
O Ufersubstrat O steiniges Kunstsubstrat ESG voll
O Holz
Rohmuscheln
O Sonstiges:
Probenahme residenter Muscheln von | O Polyethylen-Platten
. o ESG leer
O exponiertem Substrat O steiniges Natursubstrat
O Ufersubstrat O steiniges Kunstsubstrat ESG voll
O Holz
Rohmuscheln
O Sonstiges:
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Dreikantmuschel (Dreissena polymorpha) / Quaggamuschel (Dreissena rostriformis bugensis)

UMWELTPROBENBANK DES BUNDES

Probendatenblatt 2.2: Probenzusammensetzung

Identifikation: X I
. . Nummern
Probenahmetechnik Substrattyp Nummer ES | PN-Datum Nummer ESG Gewicht [g] . .
Biometrie
O Einsatz von besiedeltem Substrat O Polyethylen-Platten ESG leer
O Sonstiges:
ESG voll
Datum Dauer [Monate]
Weichkdrper
O Einsatz von besiedeltem Substrat O Polyethylen-Platten ESG leer
[0 Sonstiges:
ESG voll
Datum Dauer [Monate]
Weichkdrper
Probenahme residenter Muscheln von | O Polyethylen-Platten
0 exponiertem Substrat O steiniges Natursubstrat ESG leer
O Ufersubstrat O steiniges Kunstsubstrat ESG voll
O Holz
) Weichkdrper
O Sonstiges:
Probenahme residenter Muscheln von | O Polyethylen-Platten
O exponiertem Substrat O steiniges Natursubstrat ESG leer
O Ufersubstrat O steiniges Kunstsubstrat ESG voll
O Holz
. Weichkdorper
O Sonstiges:
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UMWELTPROBENBANK DES BUNDES

Probendatenblatt 3: Probenbeschreibung
Dreikantmuschel (Dreissena polymorpha) / Quaggamuschel (D. rostriformis bugensis)

Identifikation: _  /x/ (|
PN-Technik: Expositionsdauer:
Nr. | Wiegetermin Frischgewicht mit |L&nge Breite Hoéhe Weichkdrper- | Schalengewicht
Weichkorper Atemwasser gewicht
__:__UYhr |__,___ g mm (__,_mm __,_mm |(__,_ _ _ g _.___9
Nr. von Nr. bis Datum: TT.MM.JJ Bearbeiter(in) Unterschrift
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UMWELTPROBENBANK DES BUNDES

Probenahmeprotokoll
Dreikantmuschel (Dreissena polymorpha) / Quaggamuschel (D. rostriformis bugensis)

Probenahmegebiet: Identifikation:

Zugrundeliegende Fassung der Probenahmerichtlinie

Zugrundeliegende Fassung des Probenahmeplanes

1. Ziel der Probenahme:

2. Tatsachlicher Probenahmezeitraum:

Beginn Ende Leitung Bemerkungen

Datum | Uhrzeit | Datum | Uhrzeit

3. Teilnehmer: Interne

Externe
4. Checkliste zum Probenahmeplan und zur Probenahmerichtlinie: eingehalten
|:| 4.1 Probenahmezeitraum |:| 4.6 Probenahmetechnik/Fangmethode
|:| 4.2 Probenahmeflache und Entnahmestelle (Auswahl/Abgrenzung) |:| 4.7 Probenmenge
|:| 4.3 Auswahl der Probenindividuen und Stichprobengrée D 4.8 Datenerhebung
|:| 4.4 Technische Vorbereitungen |:| 4.9. Transport und Zwischenlagerung
L]

4.5 Reinigungsvorschriften fur Verpackungen

Nummer, Art und Grund der Abweichung als Klartext:

Bemerkungen:

Protokollfiihrer Datum Unterschrift
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