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1 Anlass und Zielsetzung des Projekts

Wailder stabilisieren das 6kologische Gleichgewicht unserer Erde. Die weltweite Nutzung und
Vernichtung der Wilder schafft daher in mehrfacher Hinsicht dkologische Probleme. Zum
einen wird damit Lebensraum vernichtet und das Aussterben von Arten stark beschleunigt.
Zum anderen stellt die Abholzung groBer Waldfldchen einen zusdtzlichen und massiven
Eingriff in das Klima und in die Stoffkreisldufe dar. Der UN-Klimarat [PCC hat ermittelt,
dass 15 bis 20 Prozent des Kohlendioxids weltweit durch die Entwaldung verursacht werden.
Die tropischen Lénder, in denen der grofite Anteil an Wald verloren geht, haben in ihren
Okosystemen auch die hochste Vielfalt an Arten, gerade dort, wo bekanntermafen der illegale
Holzeinschlag diesen Lebensraum vernichtet.

Viele Lénder, die Holz- und Holzprodukte nach Deutschland exportieren, haben direkt oder
indirekt als Transitlinder ein Problem mit illegalem Holz aus z.B. Russland, Siidostasien,
West- und Zentralafrika oder Stidamerika. So ist Indonesien fiir Deutschland der wichtigste
Handelspartner flir Holz und seine Produkte auerhalb der EU. Dabei geht die OECD (2007)
davon aus, dass rund 73 % des Holzes aus illegalem Einschlag stammen. Indonesien gehort
durch den Verlust an Wald zu den grofiten Kohlendioxid-Emittenten der Welt.

Die Européische Union hat sich zum Ziel gesetzt, den Import von illegalem Holz zu stoppen.
Durch diesen 2003 gestarteten FLEGT-Prozess (Forest Law Enforcement, Governance and
Trade), an dem sich auch Deutschland aktiv beteiligt, soll die Zerstorung von Waldregionen
u.a. in den Tropen gebremst werden. Zu diesem Zweck wurde ein Aktionsplan gegen illegalen
Holzeinschlag und gegen den Handel mit illegal eingeschlagenem Holz erarbeitet. Hierin ist
u.a. vorgesehen, Legalitdtsnachweise fiir in die EU importiertes Holz vorzuschreiben. Eine
besondere Bedeutung hat dabei ein im Oktober 2010 vom EU-Rat verabschiedetes
Holzhandelsgesetz (Verordnung (EU) 995/2010) erlangt. Nach diesem sollen beispielsweise
Importeure zukiinftig das Ursprungsland des Holzes ihrer Produkte benennen miissen.

Bis jetzt kann die deklarierte Herkunft z.B. von Behorden allerdings lediglich iiber
Begleitdokumente und noch nicht iiber ein unabhéngiges Priifverfahren verifiziert werden.
Der WWF sieht hier eine wichtige Liicke, da das Gesetz zwar vorschreibt, dass die
Importeure den Ursprung des Holzes kennen miissen, die Umsetzung und die Kontrolle der
Vorschrift aber ernsthaft nur dann durchgefiihrt werden kann, wenn es unabhingige
Verfahren zur sicheren Uberpriifung der deklarierten Holzherkunft gibt. Die hier beschriebene
Isotopenmethode kann hierzu einen international wichtigen Beitrag leisten.

Illegaler Holzeinschlag, insbesondere der Handel mit CITES-geschiitzten tropischen
Holzarten, macht die Entwicklung von eindeutigen Artidentifikationssystemen
unumginglich. Die Tatsache, dass viele geschiitzte Holzarten aufgrund &hnlicher
holzanatomischer Eigenschaften sehr leicht mit nicht geschiitzten Handelshdlzern verwechselt
werden konnen, verlangt nach Verfahren, die innerhalb groBer Teile der Holzhandelskette
einsetzbar sind. Hier stellen die Methoden des genetischen Barcodings eine besonders
interessante Moglichkeit dar, denn die DNA ist eine im Holz integrierte und falschungssichere
Informationsquelle.



2 Antragsteller und Projektpartner
Die Antragstellung erfolgte durch:
Umweltstiftung WWF Deutschland

Der WWF Deutschland ist eine unabhéngige, gemeinniitzige, iiberparteiliche und rechtsfahige
Stiftung des biirgerlichen Rechts mit Sitz in Berlin. Die Adresse lautet:

Umweltstiftung WWF Deutschland;

Reinhardtstraf3e 14

10117 Berlin

Tel. 030-311777-0

Ansprechpartner ist Johannes Zahnen, Fachbereich Wald (Tel.: 030-311777-252;
e-mail: zahnen@wwf.de)

Projektpartner:
1. TUV Rheinland Agroisolab GmbH

Die Agroisolab GmbH ist eine Ausgriindung aus dem Forschungszentrum Jiilich GmbH. Sie
entstammt der Forschungsgruppe ,,Stabile Isotope* unter der Leitung von Prof. Dr. H. Forstel,
der sich nun seit 25 Jahren mit den verschiedenen Anwendungsmoglichkeiten der stabilen
Isotope beschiftigt.

TUV Rheinland Agroisolab GmbH

Prof.-Rehm-Str. 6

52428 Jilich

Ansprechpartner ist Dr. M. Boner; Geschéftsfithrer; (Tel. +49 (2461) 931 34-19;
e-mail: markus.boner@de.tuv.com)

2. Universitit Hamburg

Institut fir Weltforstwirtschaft
Leuschnerstralie 91
D-21031 Hamburg

Ansprechpartner ist Aki M. Holtken, (Tel.: +49 (4102) 696161,
e-mail: hoeltken@holz.uni-hamburg.de oder pgd-hoeltken@vodafone.de)



In Zusammenarbeit mit:

Johann Heinrich von Thiinen-Institut
Institut fiir Forstgenetik

Sieker Landstr. 2

D-22927 GroBhansdorf

Ansprechpartner sind Dr. Bernd Degen und Dr. Matthias Fladung (Tel.: e-mail:
bernd.degen@yvti.bund.de; matthias.fladung@vti.bund.de)



3 Kurzfassung des Projekts

Ziel des hier beschriebenen Projekts ist es, die Kombination der Stabilisotopen-Methode zur
Uberpriifung der deklarierten Herkunft bei Holz mit der DNA-Analyse zur Artidentifizierung
anhand von beispielhaften Anwendungen einzufiihren. Als Initiator verfolgte der WWF das
Ziel, allen interessierten Gruppen (Unternehmen, Behdrden, NGOs etc.) eine einfache,
schnelle und verhéltnismiBig gilinstige Moglichkeit an die Hand zu geben, mit der die
deklarierten Angaben zu Herkunft und Holzart iiberpriift werden konnen.

Der Partner TUV-Rheinland Agroisolab konnte die Stabilisotopen-Methode, ankniipfend an
den Ergebnissen des Vorlduferprojektes, konkret fiir die Holzarten Teak und Mahagoni noch
weiter ausbauen und absichern. Damit konnte die praktische Anwendbarkeit der Methode fiir
die Uberpriifung der deklarierten Herkunft auch fiir Tropenhélzer belegt werden. Das
DBU-geforderte Vorlauferprojekt konzentrierte sich auf Europa und Nordwest-Russland.

Dabei folgten fiinf Arbeitsschritte aufeinander:

e Ausarbeitung der Rasterung der Konzessionen, d.h. Ausarbeitung der Probenahmen in
mindestens vier verschiedenen Regionen der Hemisphére;

e Weiterentwicklung der stabilen Isoto?en A?plikation unter Anwendung aller stabilen
Isotope der Bioelemente: D/H, 8oy 6O, ! C/lzC, BN/N und **S/*?S als auch der
Strontiumisotope *’Sr/**Sr;

e erste Messreihe zur Charakterisierung von ausgewihlten Anbauflichen; zweite
Messreihe zur Uberpriifung der Ubertragbarkeit der Ergebnisse auf andere Baumarten;

e Erweiterung der Applikation zur Darstellung von Messdaten auf Google Earth und
Einbindung von Genetik und stabilen Isotopen;

e Uberpriifung von Verdachtsproben / Blindprobentest

Am Ende des Projekts beauftragte der Deutsche Zoll beim TUV Rheinland Agroisolab GmbH
die Verifizierung der deklarierten Herkunft beschlagnahmter Teak-Proben. An diesem realen
Beispiel konnten die im Projekt erarbeiteten neuen Mdglichkeiten in der Praxis erfolgreich
erprobt werden.

Im Rahmen dieses Projekts konnte die Universitit Hamburg in Zusammenarbeit mit dem
Thiinen-Institut durch artspezifische DNA-Marker ein praxistaugliches Verfahren zur
eindeutigen Artdifferenzierung der den CITES-Schutzbestimmugen unterliegenden drei
Mahagonibaumarten Swietenia macrophylla, S. mahagoni und S. humilis und fiir Teak
(Tectona grandis) bereitzustellen. Die Rasterung und weitere Spezifizierung fiir die
Probenahme erfolgte in Zusammenarbeit mit den Projektpartnern.

Folgende Themenbereiche wurden angesprochen:

e Besondere Herausforderungen der DNA-Extraktion aus Holz und Holzprodukten



e Vorteile des Chloroplastengenoms (cpDNA) fiir den Nachweis informativer DNA-
Sequenzen zum genetischen Barcoding

e die Verwendung des vollstindig sequenzierten cpDNA-Genoms der Balsampappel
(Populus  trichocarpa) als Basis fiir das Design von neuen Primern
(Erkennungsregionen)

e die Entwicklung von Barcoding-Sequenzen sowie die Etablierung einer moglichst
schnellen und kostengiinstigen Methode zur Bestimmung geschiitzter Arten aus der
Gattung der echten Mahagonihdlzer (Swietenia macrophylla, S. mahagoni and S.
humilis) als auch von Teak (Tectona grandis)

An einem aktuellen und realen Beispiel konnten die neuen Genmarker in der Praxis an vom
Zoll beschlagnahmtem Mahagoni erfolgreich getestet werden.

Ein vom WWF Deutschland koordinierter Blindprobentest zur Uberpriifung der deklarierten
Herkunft in der letzten Projektphase verlief sehr vielversprechend.

Uber einen Stakeholderprozess wurde die Moglichkeit einer gemeinsamen Datenbank
diskutiert, damit die Messdaten des Projekts aus beiden Verfahren und moglicherweise auch
zukiinftiger Daten gemeinsam verwaltet und interessierten Gruppen zuginglich gemacht
werden konnen.

Durch eine internationale Fingerprinting-Konferenz in der letzten Phase des Projekts und
anderen kommunikativen Maflnahmen wie der Durchfiihrung eines Fachforums bei der CBD
2009 in Bonn konnten die Projektergebnisse wichtigen Stakeholdern zuginglich gemacht
werden.



4 Probennahme

Das Projekt konzentrierte sich auf zwei Holzarten:

1. Teak
2. Mahagoni (echtes Mahagoni, afrikanisches Mahagoni)

4.1 Teak (Tectona grandis)
Gattung: Tectona
Familie: Lamiaceae

Geografische Verbreitung nach Richter, RICHTER, H G und DALLWITZ, M J: Indien,
Pakistan, Sri Lanka, Birma/Myanmar, Thailand, Laos, Vietnam, Kambodscha, und tropisches
Afrika (Plantage); Teak wird in mehreren Regionen in Plantagen angebaut (Java, Afrika,
Mittelamerika)

Teak wurde als Holzart ausgewdhlt, weil es seit 2008 ein EU-Importverbot (EG) VO
194/2008) fiir Holz und andere Produkte aus Burma (Myanmar) gibt. Insbesondere Teak aus
Burma spielt aufgrund seiner als besonders hochwertig eingestuften Qualitéit eine besondere
Rolle. Interessierte Kunden in Europa sind bereit, hohe Preise fiir Teak aus diesem Land zu
bezahlen (ca. 10.000 USD/m?). Im Zeitraum des Projekts wurde dem WWF Deutschland ein
Fall bekannt, in dem ein deutsches Unternehmen mehrere m* Burma Teak per Luftfracht nach
Deutschland importierte. Das ist fiir Holz ein sehr ungewo6hnlicher Transportweg, der sich nur
durch den sehr hohen Preis erkldren ldsst.

Der WWF vermutet, dass hochwertiges Teak aus Burma {iiber Falschdeklaration des
Herkunftslandes in die EU und nach Deutschland importiert wird. Diese Vermutung wurde
zum einen durch ein deutsches Holzhandelsunternehmen bestdtigt, das dem WWF gegentiber
vertraulich zugab, dass auch nach dem EU-Importverbot das Geschift mit Burmateak nahezu
unverdandert — inzwischen aber verdeckt — weitergehen wiirde. Zum anderen bestétigte die
Beschlagnahmung von Teak durch den Zoll am Ende dieses Projekts den vom WWF
gedulerten Verdacht.

4.2 Mahagoni

1. Swietenia macrophylla (Internationale Handelsnamen: Big-Leaf Mahogany, Honduras
Mahogany, Mahogany)

2. Swietenia mahagoni (Internationale Handelsnamen: Cuban Mahogany, Mahogany, Spanish
Mahogany, West Indian Mahogany)

3. Swietenia humilis

Geographische Verbreitung nach RICHTER, H G und DALLWITZ, M J: Mexiko und
Mittelamerika sowie tropisches Siidamerika (auler Amazonas).

Mahagoni wurde als weitere Holzart ausgewihlt, weil dem WWF durch die Auswertung von
Eurostat-Zahlen bekannt wurde, dass im Zeitraum von Januar bis August 2007 fiinfmal mehr
Mahagoni aus Deutschland exportiert als importiert wurde. Und das obwohl der Import in den
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Jahren davor konstant niedrig war. Diese Zahlen sind zwar kein Beweis fiir illegale Importe,
so aber doch ein Indikator.

Schutzstatus unter CITES (Washingtoner Artenschutzabkommen): S. humilis und S.
mahagoni in Annex II; S. macrophylla in Annex III (Costa Rica)

Auch bei Mahagoni handelt es sich um eine sehr teure Holzart. Der WWF vermutet, dass
echtes Mahagoni z.B. durch Falschdeklaration der Holzart illegal nach Deutschland importiert
wird. Dazu konnen optisch verwechselbare Holzarten (meist Afrikanisches Mahagoni) zur
Falschdeklaration vorgetduscht werden. Der Verdacht, dass echtes Mahagoni illegal nach
Deutschland importiert wird, bestdtigte sich durch einen reellen Fall am Ende dieses Projekts
(siehe Kapitel 7.3)

Verwechselbare afrikanische Holzarten sind:
e Khaya spp. (internationale Handelsnahmen: Khaya, African Mahogany)

e Entandrophragma cylindricum (internationale Handelsnahmen: Sprague, Sapeli)

e Entandrophragma utile (internationale Handelsnahmen: Dawe & Sprague, Sipo)

rot = Mahagoni
orange = Afrikanisches Mahagoni
magenta = Teak

Abbildung 1: Natiirliches Verbreitungsgebiet Teak, Mahagoni, afrikanisches Mahagoni

Von Beginn des Projekts gab es das gemeinsame Verstdndnis, dass die Holzproben in
Kooperation mit Unternehmen oder mit dem Einverstdndnis der zustindigen Behdrden
gesammelt und exportiert werden sollten.

11



Region Anzahl Anzahl
Standorte Holzproben

Birma / Myanmar 15 24
Brasilien 6 31
Costa Rica 5 25
Ecuador 21 21
Ghana 339
Guatemala 2 2
Honduras 35 74
Indien 7 34
Indonesien 27 7
Java 27 124
Kongo 26 37
Laos 7 35
Mexiko 2 2
Panama 141 141
Papua-Neuguinea 4 18
Peru 70 70
Thailand 3 3
Vietnam 47 18
Summe: 1005

Abbildung 2: Wihrend des Projekts gesammelte Holzproben

Insgesamt gestaltete sich die Probensammlung als sehr schwierig. Zum Teil musste mehrere
Monate Uberzeugungsarbeit geleistet werden, bis einzelne Unternehmen fiir die Mitarbeit in
dem Projekt gewonnen werden konnten.

Auch behordliche Ausfuhrgenehmigungen nahmen zum Teil mehrere Monate in Anspruch
und setzten zusitzlich das Ausfiillen unzéhliger Formulare voraus.

Aus diesen Griinden blieb die tatséchlich gesammelte Probenanzahl von 1.005 deutlich hinter
der geplanten Probenanzahl von 2.000 Stiick zurtick.

Wihrend der letzten Projektphase erhielt das Projekt die Moglichkeit, Holzproben aus
Ecuador und Kolumbien erhalten zu konnen. Der wissenschaftliche Beirat beschloss bei
seiner letzten Sitzung, dass die Proben trotz des spédten Zeitpunkts gesammelt werden sollten,
auch wenn die Analyse der Proben innerhalb des Projekts nicht mehr sichergestellt werden
kann. Die Holzproben sollten fiir die spdtere Analyse und ggf. fiir den Aufbau einer
internationalen Datenbank zur Verfligung stehen. Bis zum Projektabschluss waren noch nicht
alle Proben eingetroffen (noch ca. 80 Proben werden erwartet).

Damit standen am Ende des Projekts iiber 1.000 Holzproben aus 18 Landern zur Verfiigung.

4.3 MTA (Material Transfer Agreement)
Das “Material Transfer Agreement” (MTA) wurde entwickelt, um beiden Vertragsseiten

(Unternehmen, das die Proben zur Verfiigung stellt und auf der anderen Seite die
Projektpartner) eine sichere Grundlage fiir die Zusammenarbeit zu geben. Im MTA wurde
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festgelegt, dass die Projektpartner die zur Verfligung gestellten Holzproben nur fiir den im

Projekt beschriebenen Zweck verwenden diirfen.

Folgende Unternehmen unterzeichneten ein MTA mit dem Projekt:

13

1.

Cooperacion para el Dessarallo Agraindustial (Panama)

. Ecoforest S.A. (Panama)
. Floresteca S.A. (Brasilien)
. Forest Finance Panama S.A. (Panama)

2
3
4
5. Reforestadora de la Cuenca Hidrografica del Rio Tapagrilla (Panama)
6.
7
8
9

Geo Forestal S.A. (Panama)

. Interholco AG (Kongo; Schweiz)
. Juan Pausa (Panama)

. Norma Betzaida Solis Batista (Panama)

10. Perum Perhutani (Indonesien)

11. Precious Woods (Costa Rica; Schweiz)



5 Uberpriifung der deklarierten Herkunft mittels Isotopenmethode
(Prof. Hilmar Forstel, Dr. Markus Boner)

5.1 Grundlagen der stabilen Isotope
5.1.1 Begriff der stabilen Isotope

Die Elemente des Periodensystems sind aus verschiedenen Atomarten (Nukliden) aufgebaut,
die zwar die gleiche Protonenzahl besitzen, aber verschiedene Neutronenzahlen aufweisen.
Dies spiegelt sich im Atomgewicht wider. Derartige Nuklide werden als Isotope bezeichnet
(griech. iso = gleich, fopos = Ort). Aus chemischer Sicht hat diese Tatsache keine weitere
Bedeutung, da letztlich die chemischen Eigenschaften nur auf die Protonen und Elektronen
des Elements zuriickzufiihren sind. Jedoch fiihrt in der Regel die erhohte bzw. eine erniedrigte
Neutronenzahl zu instabilen Elementen, die einem radioaktiven Zerfall unterliegen. Einige
wenige zeigen diesen Kernzerfall nicht, sie werden deshalb als stabile Isotope bezeichnet,
entsprechend gehoren radioaktive Elemente zu den instabilen Isotopen.

In der Natur kommen die meisten chemischen Elemente als Isotopengemische vor, lediglich
21 Elemente bestehen aus nur einem stabilen Isotop. In der Tendenz zeigen die Elemente mit
hoherer Ordnungszahl eine Zunahme an Isotopen. Bei Elementen mit niedriger Ordnungszahl,
wie zum Beispiel den ,,Bioelementen®, sind nur wenige stabile Isotope vorhanden.

Die Verteilung bzw. die Hiufigkeit der stabilen Isotope, ausgedriickt in Atomprozent, ist
besonders bei den Bioelementen nicht konstant, sondern unterliegt in der Natur geringen
Schwankungen, die auf geochemische, geophysikalische, biochemische und biophysikalische
Fraktionierungsprozesse zuriickzufiihren sind. Bei der Angabe der natiirlichen Haufigkeit der
stabilen Isotope ist deshalb auf die Angabe der Herkunft zu achten. Die erwihnte
Besonderheit der Bioelemente (nur zwei Isotope mit einem {iberwiegenden Isotop) ermoglicht
es, die natiirliche Varianz der Isotopenhidufigkeit in einer Kennzahl anzugeben, die im
Folgenden erldutert und in den weiteren Erorterungen angewendet wird.
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5.1.2 Messnotation

Die isotope Zusammensetzung der Bioelemente variiert nur in geringem Malle, so dass
Unterschiede erst auf der zweiten bzw. dritten Kommastelle der Zusammensetzung,
ausgedriickt in Atomprozent vorkommen.

Verbindung relative Haufigkeit in Atom-% | § PDB [%o]
12¢ 13c
PDB 98,8887 1,1112 0
NBS-Kalkstein 98,8899 1,1100 -1,1
Nr. 20
Teplitz, CSSR, 98,8920 1,1079 -2,9
Kalkstein
Atmosphire CO, | 98,8972 1,1027 -7,7
C3 — Zucker 98,9173 1,0826 -26,0

Abbildung 3: Die relative Haufigkeit von 2C und C in Atomprozent in Abhingigkeit von der Matrix. Am
Beispiel des Kohlenstoffs werden geringe Abweichungen des '°C Gehaltes in verschiedenen Matrizes dargestellt.

Eine Abweichung um +0,001 Atom-% entspricht etwa einer Anreicherung um 1 %eo.

Als MafBzahl dieser Variation hat sich seit iiber 60 Jahren die Delta-Notation durchgesetzt, die
die Abweichung von einem internationalen Referenzstandard (fiir '>C/'*C: PDB) angibt. Die
Isotopenzusammensetzung des internationalen Referenzstands dient als Bezugspunkt bzw.
Nullwert der Skalierung.

Am Beispiel des Sauerstoffs wird dies dargestellt:

Ryr — Rrer mit R, = [C'°0"0] /[C'°0'°0] in der Probe

5180 = ( j*moo
ref

und Rer = [C'*0®0)/[C'°0'°0] im Internationalen Standard

In der wissenschaftlichen Literatur hat sich die Angabe dieser Abweichung in Promill [%o]
durchgesetzt und wird entsprechend auch fiir die {ibrigen Bioelemente angewendet.
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5.1.3 Internationale Referenz-Standards

Als Bezugsstandards der Delta-Notation werden internationale Referenzmaterialien genutzt,
die bei der IAEA (International Atomic Energy Agency, Wien) erhéltlich sind. Diese
Primérstandards [Gonfiantini 1978] legen mit ihrer spezifischen isotopen Zusammensetzung
als Bezugspunkt die Delta-Skalierung fest.

Isotope S in [%o] Bemerkung
Primiirstandards
Fossiler Tintenfisch (Bellemnitella
B 12 americana) aus South Carolina, USA,
PDB c/°C 0
(nicht mehr erhéltlich)
%0 /0 0 Standard Mean Ocean Water
SMOW
D/H 0 (nur noch Restbesténde)
180 /160 0 Vienna-SMOW 2,
VSMOW
D/H 0 nachgemischter SMOW-Standard
CDT 34g ) 32g 0 Mlnerahscher Triolite vom Canyon Diabolo
Meteorit
IAEA-N, NN 0 Atmosphérischer Stickstoff
Sekundirstandards
IAEA-CH-7 |"C/"C 31,8 v.s. PDB Polyethylenfolie (PEF)
IAEA-CH-6 | "”C/"C -10,4 v.s. PDB Rohrzucker
*0 /%0 24,8 v.s. VSMOW
GISP Greenland Ice Sheet Precipitation
D/H -189,5 v.s. VSMOW
Fo/"o -55,5 v.s. VSMOW
SLAP D/H Standard Light Antarctic Precipitation
-428,0 v.s. VSMOW
34q /32
IAEA-S] §/78 -0,3 v.s. CDT Silbersulfid
TAEA-N-1 BN/ N +20,3 v.s. JAEA-N, Ammoniumsulfat
IAEA-N-2 PN/ MN +4,7 v.s. IAEA-N, Ammoniumsulfat

Abbildung 4: Beispielhafte Aufzdhlung verschiedener Isotopenstandards fiir die stabilen Isotope der
Bioelemente. Die Primérstandards, bis auf den atmosphédrischen Stickstoff, sind nur noch in Restbestinden
vorhanden. Der VSMOW (Vienna-Smow) stellt dabei eine Besonderheit dar, er wird von der IAEA angeglichen
am SMOW nachgemischt. Die nachfolgenden Standards wurden in internationalen Ringtests gegen diese

Primérstandards kalibriert und konnen als Alternativen bei der IAEA erworben werden.

Aus Abbildung 4 ist zu ersehen, dass zwei ,,SMOW* Standards in Gebrauch sind. Der
VSMOW st ein nachbereiteter, auf den Wert des originiren SMOW gemischter Standard.
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Hier liegt im Ubrigen eines der Hauptprobleme der Delta-Notation. Diese ,,Null**-Standards
sollten in ausreichender Menge vorliegen, so dass diese iiber einen langen Zeitraum zur
Verfiigung stehen. Leider sind verschiedene Nullstandards heute nicht mehr erhiltlich (PDB,
SMOW), so dass heute Folgestandards genutzt werden miissen.

Fir die Bestimmung der Isotopenverhidltnisse von Kohlenstoff, Stickstoff, Sauerstoff und
Schwefel reicht fiir die Kalibrierung der Analytik ein ,,Null-Standard“ aus. Die D/H
Isotopenverhiltnisse zeigen jedoch eine enorme Varianz, so dass stark abweichende Proben
bei einer Einpunktkalibrierung stark fehlerbehaftet sind. Gelost wurde dieses Problem durch
die Etablierung einer VSMOW-SLAP Skalierung [GONFIANTINI 1978]. Dabei dient der
VSMOW weiterhin als ,,Null“-Standard, daran angeglichen wurden die Messungen eines
stark abgereicherten Standards (SLAP) und eines ,,Mittel“-Standards (GISP), d.h. eines
Standards, welcher Isotopenverhéltnisse aufweist, die etwa in der Mitte zwischen SLAP und
GISP liegen.

5.1.4 Messung der stabilen Isotope

Als Methode zur Messung von stabilen Isotopen hat sich die Massenspektrometrie, neben der
NMR, besonders bewidhrt. Massenspektrometer sind in fast allen Feldern der
Naturwissenschaft etabliert und verbreitet.

Der hier untersuchte Einsatzbereich liegt in der Messung stabiler Isotope, die im
Wesentlichen mit drei Arten von Massenspektrometern durchgefiihrt wird (TIMS, ICP-MS
mit Multikollektor und IRMS), da diese die stabilen Isotope mit der ndtigen Genauigkeit und
Reproduzierbarkeit detektieren konnen. Die beiden ersteren kénnen zur Bestimmung der
hoheren stabilen Isotope eingesetzt werden.

In einer externen Zusammenarbeit mit dem Forschungszentrum Jiilich wurden entsprechend
die stabilen Isotope des Strontiums (*’Sr / **Sr) mit Hilfe von ICP-MS bestimmt.

Das Anwendungsgebiet der IRMS-Systeme (Isotope Ratio Mass Spectrometer) liegt in der
Bestimmung der ,,leichten Elemente, besonders der stabilen Isotope der Bioelemente. Zur
Detektion im Massenspektrometer ist es notwendig, die stabilen Isotope der Bioelemente (N,
CO,, SO,, H,, CO) dem Massenspektrometer in Gasform zuzufiihren, weshalb gelegentlich
der Zusatz (GIRMS = gasIRMS) verwendet wird.

Einen detaillierten Einblick iiber die Technik der IRMS und deren Besonderheiten sind in
verschiedenen Arbeiten verfiigbar [POSSER 1993].
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Folgende Geritekonfigurationen wurden fiir die Vermessung der stabilen Isotope der
Bioelemente eingesetzt.

D/H und "*0/"°0 | Hochtemperaturofen Isotopenmassenspektrometer

organisch (Gero, 1550°C) (Isoprime)

Be/Mc Elementanalysator NA 1500 | Isotopenmassenspektrometer
(Carlo Erba) (Optima)

BN/MN Semi-Elementanalysator Isotopenmassenspektrometer
Vario Isotope Cube (Elementar) (NU Instruments)

HS/2S Elementanalysator EA 3000 CN | Isotopenmassenspektrometer
(Euro Vector) (Optima)

YSr/*Sr Mikrowellenaufschluss ICP-Massenspektrometer

(Elan 6100)

Abbildung 5: Geritekombination zur Analyse der stabilen Isotope der Bioelemente und der stabilen Isotope von

Strontium.

5.2 Anwendung der Stabilen Isotope zum Nachweis der geographischen Herkunft

Die stabilen Isotope der Bioelemente bieten verschiedenste Moglichkeiten, die Herkunft
aufzuschlisseln. Die D/H und '*0/°0 Isotopenverhiltnisse liefern groBraumige
Trennvektoren. Die “C/™C und **S/*’S Isotopenverhiltnisse sind im Informationsgehalt
diffus und kénnen sowohl zur lokalen (kleinrdumig) als auch zur regionalen Differenzierung
genutzt werden. Die "N/"*N und **S/**S Isotopenverhiltnisse sind insbesondere bei Holz als
geologische Parameter aufzufassen, die in der Regel lokale Gegebenheiten beschreiben. Im
Rahmen des Projektes war die Zielsetzung, alle erwédhnten stabilen Isotope einzubinden, so
dass ein derzeit optimaler Informationsgehalt fiir einen Herkunftsnachweis zur Verfiigung
steht.

Die Grundlagen dieser Anwendungsmdglichkeiten werden im Folgenden kurz dargestellt.

5.2.1 Grundlagen der D/H und '*0/°0 Isotopenverhiiltnisse

Wasser ist ein Grundbaustein des Lebens, doch nur ein geringer Anteil des
Wasservorkommens, ca. 0,002 %, ist direkt als OberflachensiiBwasser nutzbar. Der weitaus
groBte Anteil ist mit einem Volumen von 1.37 *10° km® in den Weltmeeren zu finden. Aus
stabil-isotoper Sicht sind die Weltmeere hinsichtlich der Isotope '*0/'°O und D/H als
weitgehend homogen anzuschen. So schwanken die '*0/'°0 bzw. D/H Isotopenverhiltnisse
nur unwesentlich um Null [CRAIG 1965]. Dagegen zeigt das SiiBwasser erhebliche
Varianzen, die im '*0/'°O Isotopenwert einen Bereich von +4 bis —55 %, und im D/H
Isotopenwert einen Bereich von +40 bis —500 %o abdecken konnen.
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Die '*0/'°O Isotopenverhiltnisse sind dabei korreliert mit den D/H Isotopenverhiltnissen.
Diese Korrelation etablierte sich als ,meteoric water line“ [CRAIG 1961] mit der
mathematischen Darstellung:

oD =85"0 +10

Physikalische Grundlage dieser Varianz ist die Rayleigh-Fraktionierung, die die
Isotopenvarianz in den Niederschlagen bewirkt. Im Kern regnet das schwere Wasser friither ab
als das leichte mit einer gleichzeitigen Verarmung der Wolke an schwerem Wasser.

Der mittlere Isotopenwert im Wasser kann dabei streng korreliert sein mit der mittleren
Jahrestemperatur an einem bestimmten Ort.

Da eine direkte Korrelation der '®0/'°O und D/H Isotopenverhiltnisse der Cellulose zum
Wasser vorliegt, wurden die Isotopenverhidltnisse der Baumringe ebenfalls fiir
paleoklimatische Studien verwendet [BURK 1981, YAPP 1982].

Andererseits beeinflussen neben der Temperatur noch weitere EinflussgroBBen die
Isotopenverhiltnisse des Wassers. So ist der Kontinentaleffekt ein weiterer wichtiger Effekt,
der beschreibt, dass die '*0/'°0 Isotopenverhiltnisse im Wasser mit zunechmendem Abstand
von der Kiiste durch Abregnung stetig abgereicherte Werte annehmen [CRAIG 1956].
Weitere Einflussgroflen fiir den Grad der Abreicherung des Wassers sind in der Hohe {iber
dem Meeresspiegel (Hoheneffekt), der geographischen Breite (Breiteneffekt) und der
Niederschlagsmenge (Mengeneffekt) zu finden. Dies ergibt fir die '0/'°0 und D/H
Isotopenverhiltnisse im globalen Wasserkreislauf ein differenziertes Bild.

Die "*0/"°0 und D/H Isotopenverhiltnisse der Cellulose spiegeln zwar das Wasser wider,
jedoch unterliegen diese verschiedenen biochemischen und destillativen Fraktionierungen und
Einfliissen. So sind die '®0/'°0 Isotopenverhiltnisse der Cellulose in der Regel um +27 %o
angereichert aufgrund des Eintrages von angereichertem Sauerstoff aus dem atmosphérischen
Kohlendioxid. Die D/H Isotopenverhéltnisse in der Cellulose werden sogar noch stirker
beeinflusst. Die Signatur zum Wasser bleibt generell erhalten, jedoch mit unterschiedlichen
Offsets, die z.B. abhéngig vom Photosyntheseart (C3, C4-Pflanzen) sind [ZIEGLER 1976].

5.2.2  Grundlagen der °C/C Isotopenverhiltnisse

Der Kohlenstoff der Biomasse ist im Wesentlichen ein Produkt der Photosynthese der
Pflanzen und damit ein Resultat des atmosphérischen Kohlendioxids. Das Kohlendioxid zeigt
gegeniiber dem internationalen Referenzstandard eine Abreicherung von —8 %0 [KEELING
1995]. Dieser Wert ist nicht konstant, sondern wurde aufgrund des abgereicherteren
Prozesskohlendioxids der Industrialisierung in den letzten 200 Jahren von —6,5 %o
[LEUENBERGER 1992] stetig abgereichert.

Die Isotopenverhiltnisse des atmosphirischen Kohlendioxids werden in der Pflanze nicht
wieder gefunden, sondern die gebildete Biomasse zeigt in ihren >C/'*C Isotopenverhiltnissen
deutliche Abreicherungen. Das Mal3 der Abreicherungen variiert im Wesentlichen durch die
Art des Photosynthesesystems und durch die klimatischen Bedingungen.

Letztere ist das Gas-Wasser-Problem der Pflanzen: Werden die Stomata weit gedffnet, um
die CO,-Aufnahme fiir die Photosynthese moglichst wenig zu behindern, nimmt zwangslaufig
die Transpiration und damit die Gefahr des Austrocknens der Pflanze zu. Schliefit die Pflanze
jedoch die Stomata, um dieser Gefahr zu begegnen, so wird auch die CO;-Aufnahme
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blockiert. Die Folge ist, dass das vorhandene CO; in den Interzellularen nahezu vollstindig
umgesetzt wird, die "*C/'?C Isotopenverhiltnisse der Photosyntheseprodukte werden
angereicherter.

Deshalb zeigen Pflanzen einer Art in ariden Gebieten angereichertere “C/"*C
Isotopenverhiiltnisse in der Biomasse als in gemiBigten Gebieten [KORNER 1991,
TREYDTE 2001].

5.2.3  Grundlagen der °N/"*N Isotopenverhdltnisse

Der Stickstoffpool in der Pflanzenbiomasse und damit der Baume ist abhingig von den
Verhiltnissen zweier Stickstoffpools, denen des Bodens und der Atmosphére. Der Stickstoff
wird in der Regel als Nitrat von der Pflanze aufgenommen und schon in der Wurzel bzw. in
den Blattern durch die Nitrat-Reduktion dem Glutamatsynthese-Zyklus nutzbar gemacht.

Die Aufnahme des Nitrats zeigt keine Isotopenfraktionierungen [YONEYAMA 1989], so
dass verallgemeinert davon ausgegangen werden kann, dass die Isotopenverhéltnisse der
Pflanze die Isotopenverhéltnisse des Bodennitrats widerspiegeln [YONEYAMA 1990;
TURNER 1987].

Natiirliche Baumbestinde spiegeln hiufig abgereicherte '"N/'*N Isotopenverhiltnisse wider,
da der einzige Stickstoffeintrag durch abgereicherten Stickoxid-Fallout erfolgt.

Anthropogene Einfliisse, wie sie durch die Diingung bei Pflanzen bekannt sind [DOUGHTON
1991], duBern sich bei natiirlichen Baumbestinden ebenfalls nur durch dieses Stickoxid-
Fallout in der Pflanze [SAVARD 2009].

5.2.4  Grundlagen der*S/*S Isotopenverhiltnisse

Schwefel weist in der Natur 4 stabile Isotope auf: **S (95%), *’S (0,75%), **S (4,21%) und *°S
(0,002%). Analytisch von Bedeutung ist derzeit nur das **S/**S Isotopenverhltnis. In der
Regel binden Pflanzen die Hauptmenge des Schwefels in den Aminosduren Cystein (Cystin)
und Methionin. Dafiir wird der verfiigbare Sulfatpool des Bodens genutzt. Ahnlich wie bei der
Stickstoffassimilierung ist keine bzw. nur eine geringe Fraktionierung (< 1 %o) des biogen
gebundenen Schwefels gegen den des bioverfiigbaren Sulfats feststellbar [CHUKHROV
1980]. Daher spiegeln die Isotopenverhéltnisse des Schwefels im Holz weitgehend die
geologischen Verhiltnisse eines Ortes wider. Anthropogen konnen die Isotopenverhéltnisse
des Schwefels im Boden durch Ablagerung bzw. Auswaschung von Schwefelverbindungen
aus der Atmosphére stark beeinflusst werden. So zeigen industrielle Verbrennungsgase
angereicherte Schwefelisotopenverhéltnisse von bis zu +30 %o. Der ,,Fallout” kann anhand
der Isotopenénderung der Pflanze und des Bodens verfolgt werden [WINNER 1978,
KAWAMURA 2006].

5.2.5 Grundlagen der *’Sr/°Sr Isotopenverhiltnisse

Generell weisen die hoheren stabile Isotope kaum nutzbare Isotopenmuster zur
Riickverfolgung der Herkunft auf. Aufgrund der nur geringen Massenunterschiede der

20



hoheren stabilen Isotope kommt es in der Natur nicht zu wesentlichen kinetischen
Isotopenfraktionierungen, also zu Isotopenmustern aufgrund unvollstdndiger Prozesse. Ein
Sonderfall stellt das schwere Isotope des Strontium: *’Sr dar. Es wird in Natur aus dem
radioaktiven Zerfall des langlebigen Rubidiumisotops *'Rb gebildet. Dadurch spiegelt das
¥7Sr/*Sr Isotopenverhiltnis vereinfacht das Alter der Geologie wider, was wiederum zu
unterschiedlichen regionalen Isotopenmustern dieser Strontiumisotope in der Natur flihrt.

Entsprechend kann dies fiir eine Herkunftsbestimmung von Agrarprodukten [SWOBODA
2007] als auch Holz genutzt werden, da dieses Strontium als Spurenelement von der Pflanze
mit aufgenommen wird.

5.3 Probennahmekonzept und Probenaufbereitung
5.3.1 Konzept der Probennahme der Holzproben

Sowohl fiir Teak (Tectona grandis) als auch fiir Mahagoni (Meliaceae) wurde das identische
Probenahmeprotokoll verwendet. In der Regel war angestrebt, Bohrproben von den beiden
Baumarten aus einer Hohe von 50 cm iiber dem Erdreich zu ziehen. Im Vorprojekt: “Fichte*
wurde schon das Prinzip umgesetzt, von den verschiedenen Referenzproben mindestens 10
Jahresringe zu untersuchen. Es trdgt dem Rechnung, dass innerhalb der Jahresringe
Variationen auftreten und diese, wie in den Grundlagen dargestellt, als Index fiir den
Klimaverlauf genutzt werden kdnnen. Jedoch besteht die Arbeitshypothese, dass die Summe
von mehreren Jahresringen einen mehr oder weniger robusten Mittelwert der stabilen Isotope
fiir eine Region ergibt.

Jahresringe sind in der Regel fiir tropische Holzer nicht zu erwarten, entsprechend wurde eine
Bohrtiefe bzw. eine Lange des Bohrkerns von mindestens 10 cm vorausgesetzt.

Kombiniert mit den GPS-Koordinaten waren diese Vorbedingungen die wichtigsten Regeln
fiir die Probenahme. In vielen Beprobungsregionen, insbesondere Java, konnte dies umgesetzt
werden (sieche Abbildung 6). Zusidtzlich wurde ebenfalls angestrebt, von definierten
Beprobungsorten mehr als eine Probe zu ziehen. Ein kompletter Uberblick iiber definierte
Beprobungsorte werden folgend in den Abbildung 7 bisin Panama

Abbildung 14 dargestellt. Von den Lindern Vietnam, Indonesien, Peru, Costa Rica und
Brasilien stehen keine GPS-Koordinaten zur Verfligung.
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Abbildung 7: Probenorte von Teak in Papua-Neuguinea Abbildung 8: Probenorte von Teak in Laos
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Abbildung 11: Probenorte von Mahagoni im Kongo Abbildung 12: Probenorte von Mahagoni und
Teak in Ghana

Abbildung 13: Probenorte von Teak und Mahagoni

in Panama Abbildung 14: Probenorte von Teak in Panama
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5.3.2  Aufarbeitung der Holzproben fiir die Stabil-Isotopen-Analytik

Die grundlegende Vorgehensweise der Aufarbeitung wurde aus dem ersten DBU-Projekt zu
diesem Thema, bei dem die Holzart ,,Fichte® im Mittelpunkt stand, tibernommen. Diese wird
nachfolgend noch einmal skizziert. Jedoch bestand der Bedarf eine Optimierung der
Vorvermahlung, da die tropischen Hoélzer, insbesondere Teak und Mahagoni, im Vergleich
zur Fichte eine hohe Hérte aufweisen. So weist Teak eine Hérte nach Brinell von 63 bis 71
N/mm? gegeniiber 12 N/mm? fiir Fichte auf.

Deshalb wurde im Rahmen des Projektes die Holzaufarbeitung durch eine Schlagmiihle
Retsch SM100 erweitert. Die Holzproben werden entsprechend nach einer Trocknung bei
103°C fiir die Aufarbeitung mit der Schlagmiihle Retsch SM100 grob vermahlen. Aliqouts
von ca. 5g werden nach der Vermahlungen mit apolaren (Dichlormethan) und polaren
(Methanol) Losungsmitteln im Soxhlet tiber 5 Stunden extrahiert. Diese Vorreinigung dient
der vollstindigen Konditionierung der Holzproben, da z.B. Teak unterschiedliche Ol-Gehalte
aufweisen kann.

Nach einer weiteren Trocknung bei 103°C werden die Proben in Kugelmiihlen
feinstvermahlen, so dass eine homogene Einwaage von ca. 1 bis 2 mg gewihrleistet werden
kann. Aus dieser Probenvorbereitung werden die D/H, '*0/'°0 und "C/**C und “N/"N
Isotopenverhiltnisse ~ direkt ermittelt. Dabei stellt die Vermessung der "“N/"N
Isotopenverhiltnisse aufgrund der duflerst geringen Menge von Stickstoff (<0,1 %) eine hohe
Hiirde fiir die Vermessung der stabilen Isotope dar.

Nach dem derzeitigen Kenntnistand konnte bis zum diesen G 8

Projekt auf keine Stabil-Isotopen-Literatur verwiesen \

werden, die die Vermessung von Holzproben aufgezeigt

hat. In der Regel wurde in der Thematik der Baum-

untersuchung auf stickstoffreiche Teile des Baumes, wie :

Blitter oder Nadeln zuriickgegriffen. @ e
5 |

'Il.'!“;

Fiir die Messung der "N/"N Isotopenverhiltnisse wurde
deshalb eine neue  Generation von  Isotopen-
Massenspektrometern: NU-Horizon eingesetzt, welche
auch bei geringsten Mengen an Stickstoff eine hohe
Linearitit der Isotopenmessung gewéhrleisten.

i &= f

Dieses Isotopenmassenspektrometer wurde mit einem
Semi-Elementanalysator verbunden, der bis zu 100 mg
Probenmaterial umsetzen kann. Dies entspricht ca. der 10-
fachen Menge der Kapazitit eines ,reguldren®
Elementanalysators. Ziel war es, durch die hohere
Probenmenge eine messbare Menge an Stickstoff ins
Isotopenmassenspektrometer zu iiberfithren. Problematisch
ist jedoch, dass bei dieser hohen Verbrennungsmenge
ebenfalls unvollstindige Verbrennungsprodukte von  Abbildung 15: Schlagmiihle SM100
Kohlenmonoxid entstehen konnen, die als Isobare ebenfalls  ,y; vorzerkicinerung der Holzproben
die relevante Masse 28 von Stickstoff belegen und damit

die Messung verfidlschen. Das Kohlenmonoxid entsteht

nicht nur durch die Verbrennung, sondern auch direkt durch
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die Zerlegung von Kohlendioxid im Massenspektrometer, deshalb muss ebenfalls das gesamte
Kohlendioxid vor der Messung entfernt werden.

Diese Vorraussetzungen wurden durch die Abtrennung von Kohlendioxid mit dem
patentierten Trapping-System von der Firma Elementar gewihrleistet, als auch andererseits
durch die Nutzung gepackter Séulen zur Trennung von Kohlenmonoxid und Stickstoft.

Die Vermessung der >*S/’S Isotopenverhiltnisse war mit einer Aufkonzentrierung
verbunden, indem eine 1:2 Verreibung von Kupferoxid und Holzpulver in der Regel mit einer
Einwaagemenge von 1 g liber Nacht im Muffelofen bei 350°C unter Sauerstoffdosierung
verascht wird. Einerseits unterstiitzt das Kupferoxid als Oxidans die Verbrennung und
andererseits bindet das entstehende Schwefeldioxid den Schwefel als Kupfersulfat. Das
16sliche Kupfersulfat kann im Fortgang mit Wasser eluiert werden und nach Trocknung direkt
im Elementanalysator vermessen werden.

Die Strontiumisotope wurden nach einem Mikrowellenaufschluss mit konz. Salpetersiure aus
dem verdinnten Eluent ermittelt. Fir den Mikrowellenaufschluss wurde eine
Verbrennungstemperatur von 750°C fiir ca. 400 mg Holzprobe genutzt.

Ein Teilaspekt des Projektes war ebenfalls der Vergleich der Wasserstoff-
Isotopenverhiltnisse der gesamten Cellulose gegeniiber der nitrierten Cellulose der
Holzproben. Fiir diesen Teilaspekt wurden verschiedene Vergleichsproben geméall der
Vorschrift von Brendel [BRENDEL, 2000] aufgearbeitet.

5.4 Ergebnisse der Isotopenverhiltnisse von Teak

Fiir die Untersuchung von Teak konnten aus 14 verschiedenen Lidndern Referenzproben zur
Verfiigung gestellt werden (Abbildung 2). Insgesamt teilten sich die Referenzproben in
7 Lander aus dem asiatischen, 5 Lander aus dem amerikanischen und 2 Lénder aus dem
afrikanischen Raum auf.

Eine optimale Beprobung konnte in Java erzielt werden (Abbildung 6). Neben der nahezu
vollstindigen Abdeckung der Insel mit Referenzproben mit einem Umfang von
124 Holzproben, konnten auch noch weitergehende Informationen zur Lage, wie zum Beispiel
Abstand vom Meer, zur Verfligung gestellt werden.

Dies ermoglicht eine weitergehende detaillierte Betrachtung der Region. Von vielen anderen
Regionen konnten nur in Teilbereichen von Lindern Probenziehungen durchgefiihrt werden.
Alle Ergebnisse der Differenzierungen beziehen sich entsprechend auf diese regionalen
Herkiinfte.

Als statistisches Auswertungsmodell zur Erfassung der Moglichkeit der Differenzierung wird
die Diskriminanzanalyse (DA) verwendet. Ziel dieser Diskriminanzanalyse ist es, Variablen
bzw. Merkmale linear so zu kombinieren, dass vorgegebene unabhidngige Gruppen optimal
voneinander getrennt werden. Die Trennung erfolgt durch Erfassung einer bestimmten Anzahl
von messbaren Merkmalen dieser Objekte und durch Aufstellung einer so genannten
Trennfunktion (Diskriminanzfunktion). Das Aufstellen bzw. das Abschitzen der
Diskriminanzfunktion hat Ahnlichkeiten mit der Schiitzung einer Regressionsfunktion in der
Regressionsanalyse. Die Diskriminanzanalyse ordnet dann eine Probe aufgrund ihrer
Messwerte einer von mehreren alternativen Gruppen zu.
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Anhand der folgenden Abbildung kann dies beispielhaft dargestellt werden:

von \nach Birma Java Laos Gesamtwert % korrekt
Birma 11 3 1 15 73,33%
Java 0 128 0 128  100,00%
Laos 0 0 30 30 100,00%
Gesamtwert 11 131 31 173 97,69%

Abbildung 16: Statistische Kenndaten von Teak aus Birma, Java und Laos; Ubereinstimmung der Proben

(Zeilen) mit den Referenzen aus den Regionen (Spalten)

Insgesamt stehen 15 Proben aus der Region Birma, 128 Proben aus Java und 30 Proben aus
der Region Laos zur Verfiigung (Gesamtwert). Aus diesen Proben wird die
Diskriminanzfunktion errechnet und diese durch die nachfolgenden Zuordnung
(Clusteranalyse) der einzelnen Proben zu den drei moglichen Probenkollektiven getestet.
Dadurch konnen sich Fehlzuordnungen ergeben, d.h. 3 Proben aus dem Birmakollektiv
konnen aufgrund der Ahnlichkeit nur dem Probenkollektiv aus Java zugeordnet werden. Im
Ergebnis wird entsprechend daraus die Wahrscheinlichkeit der korrekten Zuordnung
errechnet.

5.4.1 Detailanalyse Java
5.4.1.1 D/Hund '*0/°0 Isotopenverhiiltnisse in Java

Mit einer Fliche von 127.000 km? entspricht die Ausdehnung der Insel Java ca. 1/3 der Fliche
von Deutschland. Die Insel erstreckt sich dabei im Wesentlichen zwischen dem 105° bis zu
dem 115° 6stlichen Langengrad. Die Ausdehnung zwischen den siidlichen Breitengrad
von 6° bis 8° ist gering.

Schon aufgrund dieser geringen Breitengradausdehnung ist unter Beriicksichtigung des
,Breiteneffektes keine groBe Variationen der D/H und '*0/'°O Isotopenverhiltnisse im
Wasser zu erwarten.

Direkte Wasser-Referenzen aus der
Region Java lagen leider nicht vor.
Aus diesem Grund wurde auf die [
Modelldaten der OIPC-Datenbank
zuriickgegriffen. Diese Datenbank
basiert auf Daten und Algorithmen,
erstellt von Bowen et al. [ BOWEN
2002, 2003, 2005], die geeignet
sind, die mittleren 80/'%0 und D/H
Isotopenverhéltnisse im Wasser fiir
bestimmte Orte zu interpolieren
(Abbildung 17).

Auf dieser Basis kann fir die

gesamte Region Java gefolgert

werden, dass die D/H und "*0/'®0  Abbildung 17: Errechnete D/H und '%0/'°0
Isotopenverhltnisse des Wassers Isotopenverhéltnisse von Grundwasser in der Region Java
nur in einem geringen Rahmen von

1 %o in den "*0/'°0 bzw. 9 %o in

den D/H Isotopenverhiltnissen
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schwanken.

Dem entsprechen die Ergebnisse der D/H und '*0/'°0 Isotopenverhiltnisse der Proben in Java
(Abbildung 18, Abbildung 19). Die Mittelwerte (n=>5) fiir '*0/'°0 der Cellulose weisen an den
verschiedenen Standorten mit einem R” von 0,23 nahezu keinen signifikanten geographischen
Trend zu an- oder abgereicherten Isotopenverhiltnissen entlang des Ostlichen Léngengrades
auf. Dagegen ist fiir die D/H Isotopenverhiltnisse mit einem R” von 0,53 von einer
erkennbaren Tendenz zu angereicherten D/H Isotopenverhéltnissen entlang des Ostlichen
Langengrades auszugehen (Abbildung 20).

Entlang des siidlichen Breitengrades lagen sowohl fir D/H als auch fiir '*0/'°O keine
Korrelationen vor. Jedoch kann dies ebenfalls durch die Lage dieser Referenzproben
beeinflusst sein, denn gerade in dieser Ostlichen Region sind eher zentrale Beprobungsorte zu
finden.

Den Ergebnissen kommt eine besondere Bedeutung zu, da gerade fiir diese Probenahme als
zusitzliche Information bei der iiberwiegenden Anzahl der Proben der Abstand vom Meer mit
angegeben worden war.

Damit keine Einzeleffekte iiberbewertet werden, wurde eine Clusterung der Proben {iber den
Abstand unter Mittelwertsbildung der Einzelproben des jeweiligen Clusters durchgefiihrt.
Daraus ergaben sich vier Cluster in unterschiedlichen Abstinden von der Kiiste
(Abbildung 21).

Diese vier Einzelmittelwerte werden mit dem Gesamtmittelwert normalisiert, so dass lediglich
die Abweichung betrachtet wird. AuBlerdem werden die D/H Isotopenverhéltnisse der
Cellulose ebenfalls mit einem Divisor von 8 belegt, so dass die '*0/'°0O und D/H
Isotopenverhiltnisse direkt miteinander verglichen werden kdnnen. Der Divisor 8 ist aus der
,meteoric water line* abgeleitet (Kapitel 5.2.1), der die Korrelation der D/H und
'80/'0 Isotopenverhiltnisse im Grundwasser beschreibt.

Unter Beriicksichtigung der D/H und '"*0/'°O Isotopenverhiltnisse ist dabei eine signifikante
Abreicherung zu  den  kiistenfernen ~ Regionen  gut  nachvollziehbar.  Die
BC/12C Isotopenverhiltnisse verbleiben dagegen nahezu konstant bzw. zeigen keine Tendenz
zu an- bzw. abgereicherten Isotopenverhéltnissen.

Auffallend ist die gute Korrelation R* = 0,99 der '*0/'°O Isotopenverhiltnisse zu den
D/H Isotopenverhiltnisse in der Cellulose (Abbildung 22). Die Korrelation spiegelt jedoch
nicht mehr die Korrelation der ,,meteoric water line*“ wider, sondern der Steigungsfaktor hat
sich auf 6,5 erniedrigt. Diese Verdnderung der Korrelation ist schon in verschiedenen anderen
Pflanzen nachgewiesen [DUNBAR 1983] worden.

Die '"*0/'°0 Isotopenverhiltnisse werden durch Effekte bei der Evaporation (Verdunstung)
stiarker angereichert als die D/H Isotopenverhiltnisse, sodass anstelle der Steigung 8 eine von
2,5 beobachtet wird [EPSTEIN 1977]. Fiir die Pflanze ergeben sich aufgrund der
Morphologie und der Physiologie des Wasserhaushaltes sowie der klimatischen Bedingungen
unterschiedliche Korrelationslinien zwischen der ,meteoric water line“ und der
Evaporationslinie, hier mit der Steigung 6,5 (Abbildung 22).

Daraus ist ebenfalls zu folgern, dass die '"0/'°O und D/H Isotopenverhiltnisse zwar
signifikant korreliert sind (Abbildung 22), jedoch der Informationsgehalt fiir die
geographische Herkunftsaussage unterschiedlich ist. So ist gerade diese Korrelation sehr
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Abbildung 19: '®0/'°O Isotopenverhiltnisse von Teak (Cellulose) in Java
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Abbildung 20: Abhéngigkeit der D/H und 180/'%0 Isotopenverhiltnisse von Teak (Cellulose) vom Lingengrad
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Abbildung 22: Korrelation der D/H und '0/'°0 Isotopenverhiltnisse der vier Probenkollektive unter

Beriicksichtigung des Abstandes zum Meer in Java

29



Die hdhere Anreicherung der '*0/'°0 Isotopenverhiltnisse im Vergleich zu den
D/H Isotopenverhéltnissen, insbesondere in der kontinentaleren Region von Java, kdnnte ein
Grund fiir die schlechte Korrelation der '®0/'°0 Isotopenverhiltnisse entlang der Gstlichen
Langengrade sein, weil dadurch die tendenziell vorhandene Abreicherung (siehe D/H)
iiberlagert wird.

5.4.1.2 Die 3C/°C und ¥ Sr/*°Sr Isotopenverhiltnisse in Java

Die "*C/"*C Isotopenverhiltnisse in den Referenzproben weisen im Mittel einen Wert von
-26,3 +/- 0,6 %o auf. Ein regionenspezifischer Trend liegt nicht vor (Abbildung 23), dies gilt
ebenfalls fiir den erwidhnten Kontinentaleffekt. Entsprechend kann Java nicht weitergehend
mit Hilfe der *C/"*C Isotopenverhiltnisse aufgeteilt werden, sondern der Gesamtmittelwert
von -26,3 +/- 0,6 %o reprisentiert die grundlegende Signatur fiir die gesamte Insel. Ein
dhnliches Ergebnis wurde ebenfalls fiir Strontium erhalten. Es liegt wiederum kein
regionenspezifischer Trend vor, und der Mittelwert fiir Java kann derzeit mit 0,708 +/- 0,004
bestimmt werden (Abbildung 24 — zur besseren Darstellung wurden die Isotopenverhéltnisse
mit 1000 faktorisiert).
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Abbildung 24: Isotopenverhéltnisse von Strontium (*’Sr/**Sr) in Java, faktorisiert mit 1000)
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5.4.1.3 Die "N/"N und **S/’S Isotopenverhiltnisse in Java

Die Stickstoff und Schwefel-Isotopenverhéltnisse spiegeln im Wesentlichen geologische
Gegebenheiten des Bodens wider.

Insbesondere Schwefel weist in Java eine erhebliche Variation auf, so dass eine grofle
Spannweite der **S/*’S Isotopenverhiltnisse vorliegt. Entsprechend liegen sowohl sehr
abgereicherte **S/**S Isotopenverhiltnissen von -5 %o bis hin zu signifikant angereicherten
34S /%S Isotopenverhiltnisse von bis zu 13,8 %o vor (Abbildung 25). Derartige Anreicherungen
sind insbesondere typisch fiir Holz aus Siidamerika.

Einerseits ist diese Variation fiir eine mogliche Herkunftsbestimmung hinderlich, da hiermit
kein eindeutiges, einmaliges Muster fiir Java gegeben ist. Andererseits kann Java stirker in
Gebiete aufgeteilt werden und eine kleinrdumige Zuordnung innerhalb von Java erfolgen.

Die Moglichkeit der kleintdumige Zuordnung ist auBBerdem dadurch gegeben, dass sich die
an- oder abgereicherten Signaturen ebenfalls kontinuierlich in den verschiedenen Referenzen
der jeweiligen Region widerspiegeln (siche Abbildung 25).

Eine derartige enorme Spannweite der Isotopenverhiltnisse von iiber 19 %o ist bei den "N/"*N
Isotopenverhiltnissen nicht wieder zu finden (Abbildung 26), es liegen im Gegenteil iiber die
gesamte Region von Java signifikant abgereicherte, bzw. negative “N/"N
Isotopenverhiltnisse vor. Ohne die Ausnahme der Kiistenreferenz bei Semarang mit einem
PN/MN Isotopenwert von +1,2 %o, liegt nur eine enge Spannweite von signifikant
abgereicherten '"N/'*N Isotopenverhiltnissen zwischen -2,9 %o bis -0,1 % vor. Ein
regionenspezifischer Trend liegt, bis auf die erwéhnte lokale Besonderheit, nicht vor.

Im Gesamtmittel ist in Java von abgereicherten '"N/'*N Isotopenverhiltnissen von
-1,2 +/- 0,8 %o auszugehen.

Die abgereicherten '"N/'*N Isotopenverhiltnisse ergeben damit fiir Java eine besondere
Signatur, die fiir eine Herkunftsbestimmung sehr hilfreich ist, siehe: Unterscheidung von Java
und Birma.

yakarta 7

Abbildung 25: Isotopenverhiltnisse von Schwefel (**S/**S) in Java
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Abbildung 26: Isotopenverhiltnisse von Stickstoff (""N/'*N) in Java

5.4.1.4 Schwankungsbreite der D/H und "*0/"°0 Isotopenverhdltnisse an den verschiedenen
Beprobungsorten

Eine der Vorgaben der Probenahme war die Ziehung von bis zu fiinf Referenzproben an
einem Ort. Insbesondere in Java konnte diese Vorgabe vollstindig erfiillt werden.

Diese Vorgabe ist hilfreich fiir das Abschitzen der Schwankungsbreite der
Isotopenverhiltnisse, insbesondere fiir D/H und '*0/'°0.

Die N/N und *'S/?S Isotopenverhiltnisse konnen dagegen schon lokal groBe
Schwankungen aufweisen. Diese Isotopenverhiltnisse sind gerade im Bezug eines
grofBflichigen Trennparameters interessant, wie es schon im letzten Abschnitt erldutert wurde.

Insgesamt lagen fiir Teak unter Beriicksichtigung der 26 Beprobungsorte enge D/H und
80/1%0 Verteilungen vor (Abbildung 27, Abbildung 28).

Anndhernd 50 % der Proben wiesen D/H Standardabweichungen an den Beprobungsorten
zwischen +3 bis +4 % auf Eine entsprechende Anzahl wiesen '0O/'°0
Standardabweichungen zwischen +0,2 und +£0,4 %o auf. Beriicksichtigt man den Fehler der
Reproduzierbarkeit, der fiir D/H bei £2 und fiir 80/1%0 bei +0,2 liegt, so wird leicht deutlich,
dass ein Grofteil der Proben innerhalb des Messfehlers liegt und regional sehr konstante
Isotopensignaturen zu erwarten sind.

Dabei ist die Schwankungsbreite der '*0/'°0O Isotopenverhiltnisse geringfiigig groBer als die
der D/H Isotopenverhdltnisse. Die maximale Standardabweichung der D/H
Isotopenverhiltnisse eines Beprobungsortes liegt unterhalb von +6 %o, dagegen der '*0/'°0
Isotopenverhiltnisse unterhalb von +1 %.. Setzt man die iibliche Korrelation der
,meteoric water line“ voraus, so kann unter Bezug zu den maximalen D/H
Isotopenverhiltnissen eine maximale '*0/'°0 Standardabweichung von kleiner 0,8 %o
erwartet werden. Entsprechend sind die '80/'°0O Isotopenverhiltnisse als geringfiigig
schlechter in der Aussagekraft einzuschétzen.
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Abbildung 27: Standardabweichung der D/H Isotopenverhéltnisse von Teak (Cellulose) der 26 Probenkollektive

=48
44
40
36
32
28
24
20
16
12

0 T T T T

0<>0,2 02<>04 04<>06 06<>08 08<>10
180/160(org.) v.s. VSMOW

Abbildung 28: Standardabweichung der 80/'%0 TIsotopenverhiltnisse von Teak (Cellulose) der 26
Probenkollektive
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5.4.2 Differenzierung von Teak aus Asien insbesondere Java, Birma, Laos und Indien

Neben den Referenzen aus Java wurde die Probennahme fiir Teak auf weitere Regionen und
relevante Anbauldnder aus Asien ausgedehnt.

Ein wichtiges Anwendungsbeispiel der Moglichkeiten bieten die Differenzierung und der
Nachweis von Proben aus Birma.

Gemidfl der Verordnung (EG) 194/2008 des Rates vom 25. Februar 2008 ist die Einfuhr
insbesondere von Holz aus Birma in die européische Union nicht mehr erlaubt. Altbestinde in
Deutschland kénnen jedoch vermarktet werden. Es liegt nahe, dass ein Dreiecksverkehr z.B.
iiber Laos oder Java den Absatz von Birma-Holz weiterhin in der europdischen Union
garantieren kann.

Zur Differenzierung stehen derzeit aus Laos 30 Referenzen zur Verfiigung. Aus Birma
konnten 11 Proben zur Verfiigung gestellt werden und aus Java stehen die schon erwdhnten
128 Teak-Proben zur Verfligung.

Unter Anwendung der stabilen Isotope der fiinf Elemente von Wasserstoff, Stickstoff,
Kohlenstoff, Sauerstoff und Schwefel ist dabei eine weitgehende Differenzierung gegeben
(Abbildung 28).

Beobachtungen (Achsen F1 und F2: 100,00 %)

F2 (5,65 %)

F1 (94,35 %)

® Birma 2 Java ¢ Laos o Zentroide

von\nach Birma Java Laos Gesamtwert % korrekt
Birma 11 3 1 15 73,33%
Java 0 128 0 128  100,00%
Laos 0 0 30 30 100,00%
Gesamtwert 11 131 31 173 97,69%

Abbildung 29: Differenzierung (DA) und statistische Kenndaten von Teak aus den Regionen Birma, Java und

Laos mit Hilfe der stabilen Isotope der Bioelemente
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Die in Abbildung 28 angehéngte Tabelle sagt aus, dass die Proben aus Java und Laos jederzeit
signifikant von einander zu differenzieren sind. Dagegen weisen die Proben aus Birma drei
Fehlzuordnungen zu Java und eine Fehlzuordnung zu Laos auf.

Derzeit kann von einer Differenzierungsgiite von Proben aus Birma unter Beriicksichtigung
von Laos und Java von ca. 74 % ausgegangen werden. Diese Differenzierung ist einerseits auf
die signifikant angereicherten D/H Isotopenverhiltnisse der Proben aus Birma gegeniiber
denen aus Laos zurlickzufiihren. So liegen in Birma im Mittel D/H Isotopenverhéltnisse von
-84 + 5 %o vor, gegeniiber abgereicherten D/H Werten in Laos von ca. -93 £ 5 %e.

Andererseits sind jedoch die D/H Isotopenverhiltnisse in Java und Birma weitgehend dhnlich.
Deshalb muss auf die Unterschiede der '"N/"*N Isotopenverhiltnisse hingewiesen werden. In
Java sind, wie schon vorab dargestellt, abgereicherte '"N/"*N Isotopenverhiltnisse zu
erwarten. Dagegen sind die '"N/'*N Isotopenverhiltnisse der Proben aus Birma wesentlich
positiver bzw. angereicherter (Abbildung 30). Dies kann entsprechend zur weitergehenden
Unterscheidung der beiden Lander herangezogen werden.

15N/14N [%0] v.s. AIR
]
1

0. .
17 +

24

3 Birma Java Laos

Abbildung 30: Boxplots der >N/"N Isotopenverhiltnisse von Teak in Birma, Java, und Laos
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5.4.3 Weitergehende Differenzierung von Teak aus Asien unter Beriicksichtigung von Indien
und Indonesien, Papa-Neuguinea und Vietnam

Weitet man die Differenzierung ohne Einschriankung aus, so ergeben sich zwangsldufig
Uberschneidungen der Muster (Abbildung 31). Dies kann dadurch erklirt werden, dass die
Isotopenmuster GauBverteilungen der einzelnen Regionen widerspiegeln. Dadurch ergeben
sich fiir die einzelnen Isotope Uberschneidungen zwischen den unterschiedlichen Regionen.
Ein wesentlicher Bestandteil der Isotopenanalyse und der Bewertung ist deshalb immer die
Verkniipfung mit Zusatz- bzw. Herkunftsinformationen.

Davon abgesehen ist jedoch hervorzuheben, dass zumindest 5 der 7 beprobten Lénder

signifikante Isotopenmuster aufweisen, die eine gute Differenzierung gewihrleisten
(siche Abbildung 31).
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Abbildung 31: Differenzierung (DA) und statistische Kenndaten von Teak aus 7 unterschiedlichen asiatischen

Regionen
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Neben Laos und Java ist insbesondere auf Indien hinzuweisen, welches eine
Differenzierungsgiite gegeniiber den weiteren Landern von 100 % aufweist.

Relevant fiir dieses Ergebnis sind insbesondere die **S/**S Isotopenverhiltnisse der beprobten
Region in Indien. Sie weisen mit angereicherten **S/**S Werten im Mittel von +10,7 £ 0,7 %o
ein signifikantes Muster auf. Dies ermoglicht es zum Beispiel, Proben aus der Region Indien
signifikant von Proben aus Vietnam zu differenzieren (Abbildung 32). Auch gegeniiber den
weiteren 5 asiatischen Regionen stellen diese angereicherten **S/**S Isotopenverhiltnisse eine
Besonderheit dar und sind entsprechend hilfreich fiir eine Differenzierung.
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Abbildung 32: Boxplots der **S/**S Isotopenverhiltnisse von Indien und Vietnam und anderer asiatischer

Léander

Neben diesen drei angefiihrten Regionen von Laos, Java und Indien liegen ebenfalls in
Indonesien und Papa-Neuguinea gute Differenzierungsmuster mit Wahrscheinlichkeiten von
anndhernd 78 % (Papua-Neuguinea) und 86 % (Indonesien) vor.

Engt man eine mdgliche Bewertung lediglich auf diese fiinf Linder bzw. Regionen ein, so
liegt eine sehr hohe Differenzierungsgiite von ca. 98 % vor (Abbildung 33).
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Beobachtungen (Achsen F1 und F2: 94,80 %)
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Indien e Indonesien o Java e Laos a PNG o Zentroide

von \ nach Indien Indonesien Java Laos PNG Gesamiwert % korrekt
Indien 22 0 0 0 0 22  100,00%
Indonesien 0 7 0 0 0 7 100,00%
Java 0 0 127 1 0 128 99,22%
Laos 0 0 0 29 1 30 96,67%
PNG 0 1 1 1 15 18 83,33%
Gesamtwert 22 8 128 31 16 205 97,56%

Abbildung 33: Differenzierung (DA) und statistische Kenndaten von Teak unter Einengung auf 5 Regionen aus

Asien

Derzeit problematisch bzw. fehleranfélliger verbleiben die Isotopenmuster von Vietnam und
von Birma. Beide weisen mit den unterschiedlichsten Regionen Uberschneidungen bzw.
Ahnlichkeiten auf (Abbildung 33).

Jedoch ist darauf hinzuweisen, dass durch Einengung der moglichen Herkunftsgebiete die
Differenzierung wesentlich optimiert werden kann. Um die Differenzierung zu verbessern,
konnen Einzelproben zu Mittelwerten zusammengefasst werden. Aus diesem Grund wurde
angestrebt, aus den verschiedenen Regionen jeweils fiinf Referenzen aus einer Standort zu
erhalten.

Unter Beriicksichtigung derartiger Zusammenfassungen von bis zu fiinf Proben einer Region
ergibt sich eine wesentlich bessere Differenzierungsmdglichkeit der sieben untersuchten
Regionen in Asien (Abbildung 34).

Die 52 verschiedenen Mittelwerte weisen eine gesamte Differenzierung von iiber 96 % auf.
Die Differenzierung ist fiir die fiinf schon erwédhnten Regionen, bestehend aus Laos, Java,
Indien, Papa-Neuguinea und Indonesien, nun vollstindig gegeben. Lediglich Birma und
Vietnam weisen noch einzelne fehlerhafte Zuordnungen auf.
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Beobachtungen (Achsen F1 und F2: 87,58 %)

F2 (40,13 %)
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4 Birma » Indien a Indonesien o Java ¢ Laos 4 PNG a Vietnam o Zent
von\nach Birma Indien Indonesien Java Laos PNG Vietnam Gesamtwert % korrekt
Birma 4 0 0 1 0 0 0 5 80,00%
Indien 0 5 0 0 0 0 0 5 100,00%
Indonesien 0 0 2 0 0 0 0 2 100,00%
Java 0 0 0 26 0 0 0 26 100,00%
Laos 0 0 0 0 6 0 0 6 100,00%
PNG 0 0 0 0 0 4 0 4 100,00%
Vietnam 1 0 0 0 0 0 3 4 75,00%
Gesamtwert 5 5 2 27 6 4 3 52 96,15%

Abbildung 34: Differenzierung (DA) und statistische Kenndaten von Teak unter Einengung auf 5 Regionen aus

Asien
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5.4.4 Differenzierung von Teak aus Lateinamerika insbesondere Panama, Costa Rica,
Honduras und Brasilien

Ein weiterer Schwerpunkt der Probenziehung von Teak umfasste Regionen aus
Lateinamerika. Insbesondere aus den Regionen von Honduras, Costa Rica, Panama und
Brasilien konnten Teak-Proben zur Verfiigung gestellt werden.

Unter Beriicksichtigung aller stabilen Isotope der Bioelemente konnten die mehr als
112 Referenzen anfangs nur vollstindig fiir Honduras differenziert werden. Dies ist auf die
besonderen Isotopenverhiltnisse von Wasserstoff (D/H) und Sauerstoff (‘*0/'°0) in der
Region Honduras zuriickzufiihren (Abbildung 35).
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Abbildung 35: Boxplots der D/H und '*0/'°O Isotopenverhiltnisse der Regionen: Honduras, Brasilien, Panama

und Costa Rica im Vergleich

Im Detail weist Honduras gerade in den D/H Isotopenverhéltnissen angereicherte Werte auf,
die sich signifikant von den weiteren Regionen unterscheiden und eine vollstindige
Differenzierung dieser Region ermoglichen. Eine entsprechende Anreicherung wird auch fiir
die "*0/'°0 Isotopenverhiltnissen beobachtet, jedoch fehlt die hohe Signifikanz der D/H
Isotopenverhiltnisse, so dass sich die Messwerte mit denen der drei weiteren Regionen
iiberlappen.

Die drei weiteren Regionen sind weitgehend schlechter bzw. unvollstindiger mit Hilfe der
stabilen Isotope der Bioelemente (D/H, “C/"C, “N/"N, '0/'°0, **S/*’S) abzugrenzen
(Abbildung 36). Lediglich Panama weist ein eindeutiges Isotopenmuster mit einer
Wabhrscheinlichkeit der Differenzierung von iiber 94 % gegeniiber den iibrigen Regionen auf.
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Beobachtungen (Achsen F1 und F2: 96,57 %)

F2 (15,00 %)

Abbildung 36: Differenzierung (DA) und statistische Kenndaten von Teak aus 4 Regionen von Lateinamerika

Im Zuge des Projektes hat sich herausgestellt, dass die Isotopenverhédltnisse des Strontiums
kaum eine Verbesserung der Differenzierung liefern, so dass diese hdufig nicht dargestellt
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werden.

Eine Ausnahme ist fiir die Differenzierung der vier Regionen aus Lateinamerika gegeben.
Hier liefern die Strontiumisotope gerade fiir die brasilianischen Proben eine wesentliche

Verbesserung der Differenzierung.

Dies auf die ungewohnlich angereicherten Isotopenverhéltnisse des Strontiums von
0,726 £ 0,005 gegeniiber 0,711 =+ 0,006 der iibrigen Regionen aus Lateinamerika
zuriickzufithren. Dadurch kann die Wahrscheinlichkeit der Trennung von etwa 71 % auf
94 % verbessert werden (Abbildung 37).
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Beobachtungen (Achsen F1 und F2: 96,68 %)
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von \ nach Brasilien Costa Rica Honduras Panama Gesamtwert % korrekt
Brasilien 29 2 0 0 31 93,55%
Costa Rica 0 10 0 5 15 66,67%
Honduras 0 0 16 0 16  100,00%
Panama 0 3 0 47 50 94,00%
Gesamtwert 29 15 16 52 112 91,07%

Abbildung 37: Differenzierung (DA) und statistische Kenndaten von Teak aus Lateinamerika unter

Beriicksichtigung der *’Sr / *Sr Isotope

Dies gilt jedoch nicht fiir eine Differenzierung der Proben aus Panama und Costa Rica. Auch
unter Berticksichtigung der Isotopenverhiltnisse des Strontiums verbleibt die Differenzierung
insbesondere flir Costa Rica mit 67 % unzureichend. Ein wesentliches Problem der
Differenzierung ist die kleintdumige Herkunft der Proben. Schliisselt man die verschiedenen
Probennahmen in der Region Panama auf, so ist hervorzuheben, dass Probennahmen gerade

im kleinrdumigen Abstand von lediglich 50 km zu Costa Rica vollzogen wurden
(Abbildung 38).

Abbildung 38: Orte der Probenziehung in Panama und Costa Rica
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Beriicksichtigt man diese kleinrdumige Probennahme und teilt die Referenzen in Proben aus
Panama-West und Panama-Ost auf, so ergibt sich eine wesentlich verbesserte Differenzierung
zwischen diesen Regionen (Abbildung 39).

Das Aufteilen von Panama in einen Ostlichen und westlichen Teil trigt der Grundlage
Rechnung, dass insbesondere die stabilen Isotope von Sauerstoff und Wasserstoff nur im
groBriumigen MaBstab signifikante Anderungen aufweisen. Die ,,geologischen® Isotope, wie
Stickstoff, Schwefel und Strontium, konnen, -jedoch miissen nicht zwingend, kleinrdumige
Differenzierungen gewéhrleisten. Deshalb ist es hdufig auch hilfreich die Isotopenmuster von
Regionen weiter in geographische Untergruppen aufzuteilen.

Dennoch ist auch mit dieser Aufteilung in Ost- und West-Gruppen die Differenzierung

weiterhin mit 92 % nicht ausreichend, um Proben aus den Regionen von Costa Rica und
Panama vollstindig zu trennen.
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@ Costa Rica ® Panama Ost ® Panama West o Zentroide

von \ nach Costa Rica Panama ost Panama west Gesamtwert % korrekt
Costa Rica 14 0 1 15 93,33%
Panama Ost 0 27 0 27 100,00%
Panama West 2 1 8 11 72,73%
Gesamtwert 16 28 9 53 92,45%

Abbildung 39: Differenzierung (DA) und statistische Kenndaten der regionalen Aufteilung von Teak aus

Panama und Costa Rica.

Zur Gewihrleistung der vollstindigen Trennung kann die Verkniipfung mit weiteren
chemischen Parametern bzw. Inhaltsstoffen des Holzes hilfreich sein. Eine sehr interessante
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Erweiterungsmoglichkeit bietet dabei die Nah-Infrarot-Spektroskopie (NIR). Diese Messung
ist eine schnelle und zerstorungsfreie Methode, in der zum Beispiel Feststoffe wie Holzpulver
mit Infrarotstrahlung des nahen Infrarots bestrahlt werden und die Reflexion des nicht
absorbierten Anteils vermessen wird.

Durch die Verwendung des energiereichen nahen Infrarots werden Molekiilschwingungen,
insbesondere auch von starker chemischer Bindung angeregt, wie z.B. kovalente C-H
Kohlenstoff-Wasserstoff-Bindungen. Als Grundbaustein charakterisieren sie entsprechend die
organisch chemischen und damit biochemischen Verbindungen und weiterfiihrend das
Agrarprodukt. Sie geben einen chemischen Fingerprint wieder, der zu vielen Zwecken
insbesondere der Gehaltsbestimmung eingesetzt werden kann [NICOLAI 2007] Dabei treten
in diesem Nah-Infrarot-Bereich eine Vielzahl von Grund- und Kombinationsschwingungen
auf, die zu ausgeprigten Uberlappungen der Absorbtionsbanden fithren. Das Spektrum ist
somit nicht direkt auswertbar, sondern die bendtigte Information muss anhand von
Referenzproben chemometrisch ermittelt werden. Im Gegensatz zur Stabil-Isotopen-Methode,
in der ein physikalischer Fingerprint gegeben ist, liegt in der NIR-Messung ein chemischer
vor. Es liegt nahe, dass dies ebenfalls fiir eine Herkunftsbestimmung eine gute Ergédnzung sein
kann.

Die NIR Messung liefert iiblicherweise liber das Spektrum eine Vielzahl von Parametern. So
standen 2307 Parameter aus dem Wellenzahlbereich von 3600 bis 12500 zur Verfiigung.
Daraus wurde der Wellenzahlbereich von 3800 bis 8000 ausgewertet und durch eine
Uberfiihrung in Steigungsvariablen normalisiert.

Mit Hilfe einer Hauptkomponentenanalyse (PCA) wird die Datenmenge reduziert, so dass
abschlieBend mit 10 Parametern aus der Hauptkomponentenanalyse anndhernd 90 % der
urspriinglichen Dateninformationen zur Verfligung stehen.

Diese Konzentration der Datenmenge ist notwendig, da sonst leicht die Parametervielfalt zu
Differenzierungen fiithren kann, die nur aus der hohen Anzahl der Parameter resultiert und
praktisch jedes Material von dem anderen unterschieden werden kann..

In der NIR Analyse konnten 29 Proben aus Costa Rica, Honduras und Panama analysiert
werden.

Diese 29 Proben konnten schon mit Hilfe der stabilen Isotope der Bioelemente, insbesondere
Wasserstoff, Sauerstoff und Kohlenstoff, weitgehend differenziert werden (Abbildung 40). So
liegt eine Differenzgiite von dieser eingeschrinkten Anzahl von untersuchten Proben
von 93 % vor.
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Beobachtungen (Achsen F1 und F2: 100,00 %)
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® Costa Rica ® Honduras ® Panama o Zentroide |

von \ nach Costa Rica Honduras Panama Gesamtwert % korrekt
Costa Rica 8 0 1 9 88,89%
Honduras 0 10 0 10 100,00%
Panama 1 0 9 10 90,00%
Gesamtwert 9 10 10 29 93,10%

Abbildung 40: Differenzierung (DA) und statistische Kenndaten von Teak aus Costa Rica, Honduras und

Panama ausgewihlt fiir die weitergehende Differenzierung mit NIR

Aquivalent wurden diese Proben ebenfalls mit den 3 wichtigsten Parametern aus der PCA-
NIR-Analyse ausgewertet. Diese 3 Parameter enthalten kumuliert 62 % der urspriinglichen
Information aus der NIR-Spektrospkopie. Die Beschriankung auf 3 Parameter dient in erster
Linie des direkten Vergleichs der Aussagekraft von NIR und Stabil-Isotopen-Daten.

Unter alleiniger Beriicksichtigung dieser NIR-Daten liegt keine signifikante bzw. sogar eine
wesentlich  schlechtere Differenzierung vor (Abbildung 41). So ist nur eine
Differenzierungsgiite des eingeschridnkten Datensatzes von 75 % gegeben. Insbesondere

Panama und Costa Rica weisen dabei nur eine schlechte Differenzierung zwischen
66 bis 70 % auf.

Jedoch ist hervorzuheben, dass Honduras durchaus mit Hilfe der NIR-Daten zu differenzieren
ist. Immerhin weisen die Proben eine Differenzierung von 90 % auf. Daraus kann abgeleitet
werden, dass die NIR-Analytik Moglichkeiten bietet, die Differenzierung in Kombination mit
Hilfe der stabilen Isotope zu verbessern. Das muss aber noch weiter ausgearbeitet werden, da
die Spektren selbst nur durch chemometrische Analysen ausgelesen werden konnen.
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F2 (19,49 %)
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|0 Costa Rica ® Honduras ® Panama o Zentroide |

von \ nach Costa Rica Honduras Panama Gesamtwert

% korrekt

Costa Rica 6 3 0 9
Honduras 1 9 0 10
Panama 1 2 7 10
Gesamtwert 8 14 7 29

66,67%
90,00%
70,00%
75,86%

Abbildung 41: Differenzierung (DA) und Kenndaten der NIR-Analyse der ausgewdhlten 29 Proben von Teak

aus den Regionen Costa Rica, Honduras und Panama

So kann in Kombination der drei stabilen Isotope (D/H, *C/"*C, "*0/'°0) und des wichtigsten
Parameters aus der PCA-NIR-Analyse, der 35 % der urspriinglichen Information enthielt,
eine vollstindige Trennung von Panama, Costa Rica und Honduras erreicht werden
(Abbildung 42). Die Kombination der beiden Methoden steht derzeit noch am Anfang und
muss sowohl ausgetestet, als auch fiir weitere Referenzen kalibriert werden.
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Beobachtungen (Achsen F1 und F2: 100,00 %)
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von \ nach Costa Rica Honduras Panama Gesamtwert % korrekt
Costa Rica 9 0 0 9 100,00%
Honduras 0 10 0 10 100,00%
Panama 0 0 10 10 100,00%
Gesamtwert 9 10 10 29 100,00%

Abbildung 42: Differenzierung (DA) und Kenndaten der NIR und der “C/"*C, "0/'°0 und D/H der

ausgewahlten 29 Proben von Teak aus den Regionen Costa Rica, Honduras und Panama

5.4.5 Kombination von NIR und Stabil-Isotopen-Methode

Aufgrund der Ergebnisse aus den ersten NIR-Analysen (sieche Kapitel 5.4.4) wurde die NIR-
Analytik auf verschiedene andere Beprobungsregionen von Teak ausgedehnt.

Insgesamt wurden 99 Proben aus 9 verschiedenen Ldndern aus Asien und Mittelamerika
untersucht.

Diese 99 Proben lassen sich mit den Isotopen der Bioelemente (D/H, 13 C/IZC, ISN/MN,
0/'°0 und **S/*S) in vielen Fillen nur unzureichend differenzieren. Lediglich fiir Laos
(100 %) und Honduras (100 %) als auch zweitrangig fiir Brasilien und Java liegen
vollstdndige bzw. gute Zuordnungen vor (Abbildung 43).
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von \ nach Brasilien Costa Rica Honduras Indonesien Java Laos PNG Panama Vietnam Gesamtwert % korrekt
Brasilien 12 1 0 1 0 0 0 0 0 14 85,71%
Costa Rica 3 3 0 2 0 0 1 0 0 9 33,33%
Honduras 0 0 10 0 0 0 0 0 0 10 100,00%
Indonesien 1 0 0 6 1 0 1 0 0 9 66,67 %
Java 2 0 0 0 12 0 0 0 0 14 85,71%
Laos 0 0 0 0 0 13 0 0 0 13 100,00%
PNG 0 0 0 2 0 0 6 2 0 10 60,00%
Panama 0 0 0 0 1 0 1 6 2 10 60,00%
Vietnam 0 1 1 1 0 0 0 3] 4 10 40,00%
Gesamtwert 18 5 11 12 14 13 9 11 6 99 72,73%

Abbildung 43: Kenndaten der Diskriminanzanalyse (DA) der stabile Isotope der Bioelemente von Teak aus

Lateinamerika und Asien

Auch unter Ausnutzung der 8 wichtigsten PCA-NIR-Parameter, die mehr als 85 % der
urspriinglichen  Information  enthalten, = kann  vordergriindig  keine  bessere
Differenzierungsleistung durch die NIR-Analyse erbracht werden (sieche Abbildung 44). Die
Differenzierungsgiite sank im Gegenteil auf 67 %. Erschwerend ist dabei, dass keine
deutlichen Muster auftreten. So konnten mit Hilfe der stabilen Isotope der Bioelemente
zumindest Honduras und Java jederzeit vollstindig differenziert werden. Auch lagen fiir
Brasilien und Java gute Wahrscheinlichkeiten der Differenzierung oberhalb von 85 % vor.
Eine derartige Signifikanz von regionalen Mustern liegt unter Betrachtung der verwendeten
NIR-Daten nicht vor.

von \ nach Brasilien Costa Rica Honduras Indonesien Java Laos PNG Panama Vietnam Gesamtwert % korrekt
Brasilien 11 0 1 2 0 0 0 0 0 14 78,57%
Costa Rica 0 7 1 0 0 0 0 0 1 9 77,78%
Honduras 0 2 8 0 0 0 0 0 0 10 80,00%
Indonesien 0 0 1 6 0 0 2 0 0 9 66,67 %
Java 0 B 0 0 10 1 0 0 0 14 71,43%
Laos 0 3 0 0 1 9 0 0 0 13 69,23%
PNG 2 0 2 0 0 1 8 2 0 10 30,00%
Panama 0 1 1 0 0 1 0 6 1 10 60,00%
Vietnam 0 0 2 1 0 0 0 0 7 10 70,00%
Gesamtwert 13 16 16 9 11 12 5 8 9 99 67,68%

Abbildung 44: Kenndaten der Diskriminanzanalyse (DA) der NIR-Analyse von Teak aus Lateinamerika und

Asien

Die Kombination der stabilen Isotope der Bioelemente mit den 3 wichtigsten PCA-NIR
Parametern (enthalten 62 % der urspriinglichen Information) weist jedoch ein anderes Bild
auf (Abbildung 42). So steigert die Kombination die Differenzierungsgiite erheblich auf
anndhernd 88 % (Abbildung 45).

von \ nach Brasilien Costa Rica Honduras Indonesien Java Laos PNG Panama Vietnam Gesamtwert % korrekt
Brasilien 14 0 0 0 0 0 0 0 0 14 100,00%
Costa Rica 0 7 0 2 0 0 0 0 0 9 77,78%
Honduras 0 0 10 0 0 0 0 0 0 10 100,00%
Indonesien 0 0 0 7 1 0 1 0 0 9 77,78%
Java 1 0 0 0 13 0 0 0 0 14 92,86%
Laos 0 1 0 0 0 12 0 0 0 13 92,31%
PNG 0 0 0 0 0 0 10 0 0 10  100,00%
Panama 0 0 0 0 0 0 1 8 1 10 80,00%
Vietnam 0 1 1 0 0 0 0 2 6 10 60,00%
Gesamtwert 15 9 11 9 14 12 12 10 7 99 87,88%

Abbildung 45: Kenndaten der Diskriminanzanalse (DA) der Kombination der stabilen Isotope der Bioelemente

mit der NIR-Analyse von Teak aus Lateinamerika und Asien.
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Mit Hilfe dieser Kombination aus 8 Parametern kann nun ebenfalls Brasilien vollstindig
getrennt werden. Abweichend sollte jedoch erwédhnt werden, dass diese vollstindige
Trennung auch mit Hilfe der Isotope des Strontiums erreicht werden kann, da insbesondere
Brasilien die schon angefiihrten angereicherten Isotopenverhéltnisse des Strontiums aufweist.

Auffallend ist die signifikante Verbesserung der Differenzierung von Papua Neuguinea, die
von 30 % auf 100 % gesteigert wird.

Natiirlich kann die Parameteranzahl durch die NIR Spektroskopie jederzeit drastisch erhoht
werden, jedoch besteht dabei die Gefahr, dass sich schon durch die steigende Anzahl der
Parameter eine immer feinere Differenzierung ergibt. Im Zuge weiterer Analysen konnte
getestet werden, welchen Nutzen die NIR-Analyse filir eine verbesserte Differenzierung
erbringen kann. Diese ersten Ergebnisse lassen jedoch vermuten, dass diese NIR-Analyse eine
ideale Ergéinzung zu den Stabil-Isotopen-Daten darstellt.
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5.4.6 Differenzierung von Teak aus Lateinamerika unter besonderer Beriicksichtigung von
Teak aus Ghana (Afrika)

Neben Proben aus Asien und Mittelamerika konnten ebenfalls Teakproben aus Afrika,
insbesondere Ghana, im Rahmen des Projektes zur Verfiigung gestellt werden.

Die Probenziehung war in Ghana &uferst umfangreich. So stehen derzeit 337 verschiedene
Holzproben aus Ghana zur Verfligung. Neben 70 Teakproben setzt sich der iiberwiegende
Teil aus 207 Mahagoni Proben zusammen ( u.a. sog. afrikanisches Mahagoni; Sapeli, Sipo,
und Kaya). Die weiteren Proben sind Holzproben der Familien von Malvaceae, Moraceae
und Sapotaceae.

Die 70 Teakproben aus Ghana weisen im Vergleich mit den Proben aus Mittelamerika sehr
angereicherte '*0/'°0O Isotopenverhiltnisse auf. Hiermit konnen die Proben aus Ghana
weitgehend von den Proben aus Lateinamerika getrennt werden. Lediglich mit den '*0/'°0
Isotopenmustern der Proben aus Honduras gibt es Uberlappungen und eine vollstindige
Differenzierung mit Honduras liegt damit nicht vor.

Auffallend ist jedoch, dass sich diese Signifikanz der Differenzierung nicht in den D/H
Isotopenverhiltnissen widerspiegelt (Abbildung 46).
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Abbildung 46: Boxplots der '80/'0 und D/H Isotopenverhiltnisse der Regionen: Honduras, Brasilien, Panama,

Costa Rica und Ghana im Vergleich

Unter alleiniger Berlicksichtigung der D/H Isotopenverhéltnisse konnte nur eine
unzureichende Differenzierung von den vier Regionen aus Lateinamerika gewdhrleistet
werden.

Diese unterschiedlichen Moglichkeiten der Differenzierung bzw. Aussagekraft der stabilen
Isotope des Wasserstoffs (D/H) und Sauerstoffs (**0/'°0) sind im direkten Vergleich mit den
Isotopenmustern aus Honduras vollig gegenldufig. Wie schon dargestellt, weisen nicht die
80/'°0 sondern nur die D/H Isotopenverhiltnisse der Proben aus Honduras die notwendige
Signifikanz auf, damit eine vollstindige Differenzierung von den weiteren Proben aus
Lateinamerika gewahrleistet werden kann.
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Durch diese Besonderheit ergibt sich eine direkte Losungsmdglichkeit, um eine nahezu
vollstidndige Differenzierung von Honduras und Ghana zu gewéhrleisten.

Wie schon in der Grundlage der D/H und "*0/'°0 Isotopenverhiltnisse dargestellt, liegt eine
direkte Korrelation (meteoric water line) der stabilen Isotope im Wasser vor. Diese
Korrelation wird letztlich direkt durch den Wasserhaushalt und durch die Biochemie der
Pflanze beeinflusst bzw. fraktioniert. Beriicksichtigt man, dass es sich bei beiden Landern um
echten Teak (Tectonia grandis) handelt und somit die biochemischen Voraussetzungen
identisch sind, kann ein Grund fiir diese Unterschiede im Wasserhaushalt der Baume liegen,
beeinflusst durch die Gegebenheiten der jeweiligen Region.

Ein moglicher Hinweis auf solche Unterschiede bietet der Verlauf der Niederschlagsmenge,
der exemplarisch fiir die Orte Tegucigalpa (Honduras) und Accra (Ghana) (Abbildung 47)
dargestellt wird.

250

N

o

o
L

-
a
o

Niederschlagsmenge in mm
_

(o)
o

O Honduras (Tegucigalpa) B Ghana

Abbildung 47: exemplarischer Jahresverlauf der Niederschlagsmenge in Honduras und Ghana

Die jéhrliche Gesamtniederschlagsmenge ist in diesem Zusammenhang nicht wesentlich von
Bedeutung. So weist im vorliegenden Beispiel Honduras mit 906 mm gegeniiber Ghana mit
752 mm eine hohere Niederschlagsmenge auf.

Entscheidender ist jedoch, dass der Teakbaum, wie letztendlich alle Pflanzen, einer
kontinuierlichen Versorgung mit Wasser bedarf. Bei den stetigen Wasserverlusten wird
gleichzeitig das Gewebewasser durch einen Effekt, der der Destillation entspricht, an den
schwereren Isotopen des Wasser- und des Sauerstoffs angereichert.
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Nur in drei Monaten des Jahres, von April bis Juni, ist nun die Niederschlagsmenge in Ghana
vergleichbar mit der Niederschlagsmenge von Honduras. Im Zeitraum von Mai bis Oktober
steht in der Region Honduras iiber einen lingeren Zeitraum mehr Wasser zur Verfiigung.

Dies beeinflusst letztlich die Transpiration und entsprechend besonders die Anreicherung der
'80/'0 Isotopenverhiltnisse in der Cellulose des Teakbaumes. Es ist anzunehmen, dass dies
noch durch die gegebene regionale Temperatur verstirkt wird, die im Mittel in Ghana bei
26°C und in Honduras bei 22°C liegt.

Diese Arbeitshypothese miisste sicherlich noch tiberpriift werden.

Ein Resultat aus der tendenziell stirkeren Anreicherung der '*0/'°O Isotopenverhiltnisse im
Gewebewasser und spiter ebenfalls in der Cellulose ist zwangsldaufig eine groBere
Abweichung der Korrelation der D/H und '*0/'°O Isotopenverhiltnisse von der meteoric
water line.

Setzt man nun die meteoric water line als Grundlage des Wassers in den Regionen voraus,
was die experimentelle Erfahrung bestitigt, so ist es moglich die Abweichung von dieser
meteoric water line als Korrelationszahl (Deuterium-Uberschuss = d-excess) als Umformung
von Gleichung (in Kapitel 5.2.1) zu beschreiben.

Diese Korrelationszahl (d-excess) ist gegeben durch: d-excess= ((6D —10)/8) -0
Durch Ermittlung der Korrelationszahl ldsst sich Ghana damit nahezu vollstindig von

Honduras trennen und stellt damit eine weitere Verbesserung der Differenzierung im
Vergleich zu dem schon vorher angefiihrten '®0/'°O Isotopenverhiltnisse dar. (Abbildung

48).
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Abbildung 48: Boxplot der '*0/'°0 Isotopenverhiltnisse von Teak (Cellulose) der Regionen: Ghana und

Honduras im Vergleich zum Boxplot der Korrelationszahl der '*0/'°O und D/H Isotopenverhiltnisse (d-excess)
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Unter Berticksichtigung aller stabilen Isotope der Bioelemente ergibt sich schon durch die
angeflihrte Besonderheit eine signifikante Wahrscheinlichkeit der Differenzierung fiir die
Proben aus Ghana von iiber 95 % (Abbildung 49).

Innerhalb des Probenkollektivs aus Ghana liegen unter Beriicksichtigung von 70 Proben nur
noch 3 Fehlzuordnungen zu Honduras vor. Eine Fehlzuordnung zum Cluster aus Honduras ist
bei einer Probe aus Lateinamerika gegeben. Insgesamt kann mit einer Differenzierungsgiite
von anndhernd 98 % von einer signifikanten Trennmoglichkeit der Proben aus Ghana zu
Lateinamerika ausgegangen werden.
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e Ghana ¢ Honduras e Lateinamerika © Zentroide

von\nach Ghana Honduras Lateinamerika Gesamtwert % korrekt
Ghana 67 3 0 70 95,71%
Honduras 0 16 0 16 100,00%
Lateinamerika 1 0 95 96 98,96%
Gesamtwert 68 19 95 182 97,80%

Abbildung 49: Differenzierung (DA) und Kenndaten von Proben aus Lateinamerika insbesondere Honduras im

Vergleich zu Proben aus Ghana.
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5.5 Differenzierung von Mahagoni-Arten aus Lateinamerika

Neben Teak wurden ebenfalls als zweite Variante in den Probenziehungen Mahagoni-Arten
beriicksichtigt. Im Wesentlichen konzentrierten sich die Herkiinfte der Proben aus
Mittelamerika. So wurden anndhernd 100 Proben aus Mittelamerika insbesondere Costa Rica,
Panama und Honduras in die Analyse der stabilen Isotope einbezogen.

Unter Berticksichtigung der stabilen Isotope der Bioelemente sind dhnliche Mdoglichkeiten der
Differenzierung gegeben, wie sie auch schon beim Teak aufgezeigt worden sind.

Honduras kann unter Beriicksichtigung der drei Lénder jederzeit vollstindig differenziert
werden. Zwischen Panama und Costa Rica sind wiederum signifikante Uberschneidungen

vorhanden, so dass die Differenzierung zwischen diesen beiden Regionen nur bei 65 % liegt
(Abbildung 50).

Zur Auflosung dieser Uberschneidung kann wiederum die NIR Analyse niitzlich sein,
welches jedoch im Rahmen des Projektes nicht mehr ausgetestet werden konnte.
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von \ nach Costa Rica Honduras Panama Gesamtwert % korrekt
Costa Rica 4 2 4 10 40,00%
Honduras 0 56 0 56 100,00%
Panama 3 0 27 30 90,00%
Gesamtwert 7 58 31 96 90,63%

Abbildung 50: Differenzierung (DA) und Kenndaten der stabilen Isotope der Bioelemente von Mahagoni-

Proben aus Costa Rica, Honduras und Panama im Vergleich
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5.5.1 Differenzierung von Mahagoni-Arten aus Mittelamerika besondere

Beriicksichtigung von Peru

unter

Abweichend zur Probennahme von Teak stand als vierte Region aus Lateinamerika nicht
Brasilien sondern Peru zur Verfligung. Aus dieser Region wurden 70 Proben von Mahagoni
(Swietenia macrophylla) gezogen.

Diese weisen in den D/H und '*0/'°0 Isotopenverhiltnissen im Mittel mit -83,4 %o (D/H) und
19,6 %o (**0/'°0) shnliche Werte zu Panama mit -79,3 %o und 20,4 %o auf. Tendenziell
tendiert das Probenkollektiv aus Peru jedoch zu abgereicherten Isotopenverhéltnissen und
unterscheidet sich damit signifikant von den weiteren drei Regionen aus Mittelamerika (sieche
auch die korrespondierende tendenzielle Abreicherung in Richtung Panama, Abbildung 51).

Ein wesentlicher Unterschied dieser beiden Probenkollektive ist jedoch in den ""N/"N
Isotopenverhidltnissen zu finden. Diese unterscheiden sind in Panama mit
Isotopenverhiltnissen im Mittel von 0,2 %o signifikant von den angereicherten “N/"*N
Isotopenverhiltnissen in Peru mit einem Mittelwert von +3,3 %o.

Entsprechend kann ebenfalls eine signifikante Differenzierung von 97 % fiir die Region Peru
erreicht werden (Abbildung 51).
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von \ nach Costa Rica Honduras Panama Peru Gesamtwert
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Panama 1 0 25 4 30
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Gesamtwert ) 57 31 71 164
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Abbildung 51: Differenzierung (DA) und Kenndaten der stabilen Isotope der Bioelemente von Mahagoni-

Proben aus Costa Rica, Honduras, Panama und Peru im Vergleich
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5.5.2 Weitergehende Differenzierung von Mahagoni-Arten aus Mittelamerika unter
Beriicksichtigung von Kongo, Indien und Ghana

Neben den 166 Mahagoni-Proben aus Mittelamerika wurden 37 Mahagoni-Proben aus Kongo
(Afrika), 10 aus Indien und 6 aus Java (Asien) in die Analyse der stabilen Isotope der
Bioelemente miteinbezogen. Entsprechend stehen aus diesen 6 Regionen 149 Proben zur
Verfiigung.

Mit der schon erdrterten Ausnahme von Costa Rica liegt fiir die sechs weiteren Regionen eine
nahezu signifikante Wahrscheinlichkeit der Differenzierung vor (Abbildung 52). Java und
Indien weisen dabei Isotopenmuster auf, die eine vollstindige Differenzierung gewéhrleisten.
Jedoch ist darauf hinzuweisen, dass aus diesen beiden Regionen nur eine geringe Anzahl an
Proben zur Verfiigung steht, so dass diese hohe Signifikanz nur als erster Kenntnisstand
gewertet kann.

Ebenfalls weisen die Proben aus dem Kongo eine signifikante Differenzierung von anndhernd
95 % auf. Dies entspricht dem Kenntnisstand der Teakproben aus Ghana, die ebenfalls

signifikant von Proben aus Lateinamerika zu differenzieren waren.
Beobachtungen (Achsen F1 und F2: 93,14 %)
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Costa Rica @ Honduras @ Indien @ Java ® Kongo ® Panama o Zentroide

von \nach Costa Rica Ghana Honduras Indien Java Kongo Panama Gesamtwert % korrekt
Costa Rica 3 0 3 0 0 0 4 10 30,00%
Ghana 0 30 8 0 0 5 0 43 69,77%
Honduras 0 6 48 1 1 0 0 56 85,71%
Indien 0 0 0 0 0 0 0 10 100,00%
Java 0 0 0 0 6 0 0 6  100,00%
Kongo 0 5 1 0 0 31 0 37 83,78%
Panama 1 0 0 0 2 0 27 30 90,00%
Gesamtwert 4 41 60 1 9 36 31 192 80,73%

Abbildung 52: Differenzierung (DA) und Kenndaten der stabilen Isotope der Bioelemente von Mahagoni-
Proben aus Lateinamerika (Costa Rica, Panama, Honduras), sowie Mahagoni aus Asien (Indien, Java) und

Afrika (Kongo).
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Es wurde in diesem Zusammenhang schon darauf hingewiesen, dass gerade aus Ghana
umfangreiche Proben von Mahagoni- Arten zur Verfligung gestellt werden konnten.

Aufgrund der enormen Probenanzahl war es moglich, die Proben in Probenkollektiven
bestehend aus fiinf Proben der lokalen Probenziehung zusammenzufassen. Daraus ergibt sich
die Mdglichkeit, ein robusteres Probenkollektiv zu erhalten.

Sicherlich ist im ersten Schritt interessant, ob sich dieses Probenkollektiv signifikant von
einer weiteren afrikanischen Region: Kongo unterscheiden ldsst. Dies ist mit
Wabhrscheinlichkeiten von ca. 90 % gegeben (Abbildung 53). Es liegen in der Zuordnung der
80 Proben / Probenkollektive aus dem Kongo und Ghana lediglich 6 Fehlzuordnungen vor.
Daneben sind ebenfalls die Regionen von Java und Indien gut zu differenzieren.

Beobachtungen (Achsen F1 und F2: 98,87 %)
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von \nach Ghana Indien Java Kongo Gesamtwert % korrekt
Ghana 38 2 0 3 43 88,37%
Indien 1 9 0 0 10 90,00%
Java 0 0 6 0 6  100,00%
Kongo 3 0 0 34 37 91,89%
Gesamtwert 42 11 6 37 96 90,63%

Abbildung 53: Differenzierung (DA) und Kenndaten der stabilen Isotope der Bioelemente von Mahagoni-
Proben aus Asien (Indien, Java) und Afrika (Ghana, Kongo)
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Unter Berlicksichtigung der Proben aus Mittelamerika ergibt sich ein &hnliches
Differenzierungsbild, wie es ebenfalls bei Teak vorliegt. Costa Rica und Panama sind
jederzeit vollstindig von Ghana zu differenzieren (Abbildung 54). Jedoch sind die
Uberschneidung von Proben aus Honduras und Proben aus Ghana nun signifikant. So liegen 8
Fehlweisungen von Proben / Probenkollektiven aus Ghana zu Honduras vor.

Unter Beriicksichtigung der gleichzeitigen Uberschneidung mit den Mahagoni-Proben aus
dem Kongo liegt entsprechend nur eine geringere Differenzierungsgiite vor.

Dies steht sicherlich etwas im Gegensatz zu den Moglichkeiten der Differenzierung von Teak
aus Ghana, das nahezu vollstindig von Honduras differenziert werden konnte.
Zusammenfassend sollte die Maoglichkeit der Differenzierung fiir andere Baumarten
insbesondere fiir Regionen, die zu Uberschneidungen tendieren, immer verifiziert werden.
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von\nach Costa Rica Ghana Honduras Indien Java Kongo Panama Gesamtwert % korrekt
Costa Rica 3 0 3 0 0 0 4 10 30,00%
Ghana 0 30 8 0 0 5 0 43 69,77%
Honduras 0 6 48 1 1 0 0 56 85,71%
Indien 0 0 0 10 0 0 0 10  100,00%
Java 0 0 0 0 6 0 0 6  100,00%
Kongo 0 5 1 0 0 31 0 37 83,78%
Panama 1 0 0 0 2 0 27 30 90,00%
Gesamtwert 4 41 60 11 9 36 31 192 80,73%

Abbildung 54: Differenzierung (DA) und Kenndaten der stabilen Isotope der Bioelemente von Mahagoni-
Proben aus Lateinamerika (Costa Rica, Panama, Honduras), Asien (Indien, Java), Afrika (Kongo) und unter

besonderer Beriicksichtigung von Ghana
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5.5.3 Vergleich der D/H und "*0/"°0 Isotopenverhiltnisse von Teak und Mahagoni in einer
kleinrdumigen Region von Ghana

Durch die umfangreiche Probenziehung in Ghana ist es moglich, ebenfalls einen direkten
Vergleich der '*0/'°0 und D/H Isotopenverhiltnisse von Teak und Mahagoni durchzufiihren.

Dieser Vergleich ist hilfreich, da zwar bei beiden eine Korrelation zum Wasser vorliegen
muss, diese jedoch  abhidngig vom
Wasserhaushalt des Baumes unterschiedlich
ausgepragt bzw. mit unterschiedlichen
Fraktionierungen behaftet sein kann.

Natiirlich ist ein direkter Vergleich nur
moglich, sofern beide Probenkollektive von
Teak und Mahagoni aus einer kleinrdumigen
Region stammen, so dass von einer
identischen Ausgangslage unter
Beriicksichtigung des Wassers ausgegangen
werden kann.

In Ghana kann auf zwei Beprobungsorte von
Teak und Mahagoni, die lediglich unterhalb
von 10 km  auseinander  liegen,
zuriickgegriffen werden (Abbildung 55).

Abbildung 55: Kleinrdumige Beprobungsorte (<
10 km) von Teak und Mahagoni in Ghana

In dieser kleinrdumigen Region stehen 20
Proben von Teak und 10 Proben von
Mahagoni zum Vergleich zur Verfiigung. Im
direkten Vergleich dieser beiden Probenkollektive von Teak und Mahagoni ist abzuleiten,
dass das Probenkollektiv von Mahagoni angereicherte '*0/'°O und D/H Isotopenverhiltnisse
gegeniiber dem Probenkollektiv von Teak aufweist. So weist der Median der D/H
Isotopenverhiltnisse von Mahagoni einen um 5,6 %o angereicherten Wert auf. Der *0/'°0
Isotopenwert ist um 1,4 %o angereicherter gegeniiber dem Median von Teak (Abbildung 56).
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Abbildung 56: Boxplot der '*0/'°0 und D/H Isotopenverhiltnisse von Teak und Mahagoni aus Ghana im

Vergleich (kleinrdumige Probenziehung
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Dieser Unterschied in Form einer Anreicherung der '*0/'°0 und D/H Isotopenverhiltnisse in
Mahagoni- Proben wird auch im Vergleich von Teak und Mahagoni aus anderen regionalen
Herkiinften beobachtet. So ist Mahagoni ebenfalls in Lateinamerika, insbesondere in Panama,
Costa Rica und Honduras, als auch in Java immer in Mittel angereichert gegeniiber Teak
(Abbildung 57, Abbildung 58). Die Anreicherung in den '*0/'°O und D/H
Isotopenverhiltnissen liegt im Rahmen der Werte, die ebenfalls in Ghana gemessen wurden.
So liegt im Mittel immer eine Anreicherung bei Mahagoni von 4 bis 8 %o in den D/H und 0,8
bis 1,6 %o in den '*0/'°0 Isotopenverhiltnissen vor.

Auf Grund dieser Unterschiede ist es zwangsldufig nicht moglich, Teak-Datenbanken direkt
auf neue Baumarten zu iibertragen. Da jedoch, wie am Beispiel Teak/Mahagoni ersichtlich,
eine generelle Relation besteht, kann durch Ermittlung von Vergleichswerten zweier
Baumarten in einer Region ein Parameter ermittelt werden, der die vorhandenen Datensitze

ergdnzen kann.

Fiir diesen Transferparameter scheint jedoch ein repriasentativer Vergleich immer notwendig
Zu sein.

7 T 3 x il il T x
= o 9 Q) g S Z I
3 g 4 2 5 s 3 S
20+ 3 3 & 2 5 2 3
® 3 Y Y g o
; Q 5 7 o
o &
o “r
= 456,550
7] 60293
& 60 230 69,150 57606 o123
>' 79900 % 027 78,607 -
XL 0 90400 480
-90; 9308 78,900
a % % 84579
-100 1 90750 -94,00 il
20 L

Abbildung 57: Boxplot der D/H Isotopenverhéltnisse von Teak und Mahagoni aus verschiedenen Herkiinften
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Abbildung 58: Boxplot der '*0/'°0 Isotopenverhiltnisse von Teak und Mahagoni aus verschiedene Herkiinften
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6 Artidentifizierung mittels Genmarker (Dr. Aki M. Holtken)

6.1 Einleitung

Der Handel mit illegal eingeschlagenem Holz trégt wesentlich zur weltweiten Entwaldung mit
allen daraus resultierenden sozialen, 6konomischen und 6kologischen Folgen bei. Infolge
neuer gesetzlicher Vorgaben, aber auch aufgrund steigenden offentlichen Interesses, gewin-
nen Informationen tiber die Identitét forstlicher Produkte, insbesondere von Holz, immer mehr
an Bedeutung.

Weiterer Informationsbedarf liegt unter anderem im Bereich der zweifelsfreien Bestimmung
der Holzart vor. Um sicherzustellen, dass der Holzhandel nicht die Existenz einer Art gefahr-
det, sind mehr als 40 Baumarten im Washingtoner Artenschutzabkommen gelistet (CITES =
Convention on International Trade in Endangered Species). Arten dieser Liste unterliegen
bestimmten Handelsbeschrankungen und sind, je nach Gefdhrdungsgrad, in verschiedene
Kategorien eingeteilt: In CITES I sind streng geschiitzte Arten gelistet, die unmittelbar vor
dem Aussterben stehen und deren Handel streng verboten ist. CITES II enthélt schutzbediirf-
tige Arten wie z.B. das Echte Mahagoni (Swietenia sp.), fiir die klare Ein- und Ausfuhrbe-
stimmungen gelten und ein Nachweis iiber eine Unschidlichkeit einer Bewirtschaftung fiir
deren Bestand notwendig ist. CITES III beinhaltet Arten, fiir die nur in einzelnen Lindern
besondere Bestimmungen gelten.

Zur Unterstlitzung des CITES-Vollzuges bei der Baumartenkontrolle wurde am Johann Hein-
rich von Thiinen-Institut (vTI) bereits ein visuelles System aufgebaut, dass auf computerge-
stiitzten Beschreibungen und grafischen Darstellungen makro- und mikroskopischer Struktur-
merkmale basiert. Diese Methode stoBt in vielen Fillen allerdings auf ihre Grenzen, z.B.
wenn eine artgenaue Differenzierung von Holzern innerhalb einer Gattung gefragt ist (z.B.
innerhalb der Gattung Swietenia). Aber auch zwischen taxonomisch entfernten Arten kann
sich die Bestimmung anhand struktureller Holzmerkmale als schwierig bis unmoglich gestal-
ten. (vgl. Koch et al. 2005, Schmitz-Kretschmer et al. 2006).

Dieser Umstand verlangt nach zusétzlichen, eindeutigen Bestimmungsmethoden. Hier bietet
die Information, die auf der Erbsubstanz (DNA) gespeichert ist, die Grundlage fiir die Etablie-
rung neuartiger Verfahren des Artnachweises. Denn die DNA stellt eine im Holz integrierte,
falschungssichere Datenquelle dar, welche iiber groB3e Teile der Handelskette im Holz nach-
weisbar ist.

Ziel dieses Projektes war die Entwicklung genetischer Methoden zur Holzart-Identifikation an
den Baumarten aus der Gattung der echten Mahagoniholzer (Swietenia macrophylla King, S.
mahagoni (L.) Jacq., and S. humilis Zucc.) als auch an Teak (Tectona grandis L.f.). Ein be-
sonderes Augenmerk lag dabei auf der Entwicklung einer mdéglichst schnellen und kosten-
giinstigen Methode zur zweifelsfreien Bestimmung der hier vorgesehenen Baumarten, ohne
auf eine teure Laborausstattung angewiesen zu sein (Holtken et al., eingereichte Publikation).
AuBerdem sollten wissenschaftliche Grundlagen dafiir geschaffen werden, dass fiir weitere
Baumarten in kurzer Zeit genetische Barcoding-Sequenzen zusammengestellt werden konnen.
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6.2 Konzeptioneller Hintergrund
6.2.1 Methodische Herausforderungen bei der Analyse von DNA aus Holz

In den vergangenen Jahren sind verschiedene Protokolle zur Extraktion von DNA aus Holz
publiziert worden, und zwar aus frisch geschlagenem bis hin zu diversen, weiterverarbeiteten
Holzprodukten. Die darin enthaltenen methodischen Vorgehensweisen sind stets darauf aus-
gerichtet, eine Kontamination der Probe mit fremder DNA zu vermeiden bzw. die ohnehin
schon meist fortgeschrittene Degradation der Erbsubstanz im Holz wihrend des Isolationspro-
zesses zu minimieren (De Filippis & Magel 1998, Deguilloux et al. 2002, Rachmayanti et al.
2006, Asif & Cannon 2007).

Deshalb entschieden wir uns in diesem Projekt fiir die Entwicklung solcher DNA-Marker, die
die oben beschriebenen Probleme moglichst umgehen:

(a) Die Marker sollten artspezifisch sein, d.h. geringe intraspezifische aber ausreichend
interspezifische Variation aufweisen.

(b) Die Marker sollten auf mdogliche Kontamination des Holzes mit Fremd-DNA (z.B.
durch Pilzbefall) nicht ansprechen.

(c) Aufgrund der starken Degradation der DNA in Holz sollten die DNA-Sequenzen mog-
lichst kurz sein (max. 400 Basenpaare).

(d) Aufgrund der geringen Ausbeute an Erbsubstanz in Extrakten aus Holz sollten die ge-
wiinschten Fragmente in einer Vielzahl an Kopien pro Zelle vorliegen.

Diese Eigenschaften treffen im wesentlichen auf Chloroplasten-DNA (cpDNA) zu, die im
Holz in mehrfacher Kopie pro Zelle vorliegt. Die ringformige Struktur des cp-Genoms ver-
leiht dem DNA-Molekiil dariiber hinaus mehr Stabilitét, die mit der mtDNA (mitochondriale
Erbsubstanz) bei tierischen Organismen vergleichbar ist. Diese kann auch noch in viele Jahr-
tausende alten Knochenfunden nachgewiesen und zur Analytik herangezogen werden (vgl.
u.a. Krause et al. 2006, Poinar et al. 2006, Rogaev et al. 2006). Voruntersuchungen ergaben
bereits, dass die Amplifikation kurzer cpDNA-Fragmente aus Holz meist bessere Ergebnisse
hervorbrachte als die von Kern-DNA (s. Punkte ¢ und d).

Ein weiteres wichtiges Kriterium ist die fehlende Rekombination des cpDNA-Genoms wéh-
rend der generativen Vermehrung. Bei Angiospermen, und damit bei den meisten tropischen
Baumarten, wird das ringféormige cpDNA-Molekiil meist maternal vererbt. Deshalb kann
erwartet werden, dass innerhalb der Arten weniger genetische Variation zu beobachten ist als
zwischen Arten (s. Punkt a). AuBerdem besitzen Pilze keine Chloroplasten, so dass durch
Kontaminationen, insbesondere in feucht-warmen tropischen Gebieten, keine Verfilschungen
der genetischen Analytik zu erwarten sind (s. Punkt b).

62



6.2.2 Primer-Design: Das komplett sequenzierte Chloroplasten-Genom der Westlichen
Balsam-Pappel (Populus trichocarpa Torr. & Gray) als Ausgangsbasis fiir die
Entwicklung von Barcoding-Sequenzen

In den vergangenen Jahren sind schon eine Reihe von Standard-Sequenzen aus dem Chloro-
plasten-Genom fiir das genetische Barcoding an einer Vielzahl von Pflanzenarten entwickelt
und diskutiert worden (Taberlet et al. 2007; Kress et al. 2005, Kress & Erickson 2007, Hebert
et al 2003, Hebert & Gregory 2005). So wurden schon in den friihen 90ern die Intron-
Bereiche der plastiddren trnL-trnF-Region zur Artidentifikation herangezogen (Taberlet et al.
1991).

Dennoch muss die ausschlieBliche Verwendung dieser schon entwickelten Standardsequenzen
fiir Holzproben von vorn herein als unzureichend angesehen werden:

(a) Wir haben es mit unterschiedlichem Alter und Verarbeitungsgrad des Holzes zu tun. Es ist
also mit nur sehr geringer DNA-Ausbeute, insbesondere aber mit stark degradierter Erbsub-
stanz zu rechnen. Dafiir sind die meisten der standardisierten Barcoding-Sequenzen mit bis zu
800 Basenpaaren zu lang. Erste Versuche an Holz ergaben, dass eine Amplifikation dieser
Fragmente in nur unzureichendem Mal3e gelingt.

(b) Die Auflosungswahrscheinlichkeit zwischen eng verwandten Species - und das ist bei den
drei Swietenia-Arten der Fall - ist sehr klein. Die gilt insbesondere flir kodierende cpDNA-
Bereiche, wie z.B rbcL oder matK (vgl. Taberlet et al. 2007; Muellner et al. 2011).

Aufgrund der Tatsache, dass das cp-Genom der Westlichen Balsam-Pappel (Populus tricho-
carpa Torr. & Gray) vollstdndig entschliisselt ist (Tuskan et al. 2006), steht eine sehr grofie
Menge an Information zur Verfiigung, die auf viele andere Baumarten iibertragbar ist. Dabei
wurden die genetischen Informationen der kodierenden (genischen) und der nicht-kodieren-
den (intergenischen) Bereiche des Chloroplasten-Genoms der Pappel unterschiedlich genutzt.

In den intergenischen Bereichen ist die grofite genetische Variation zwischen Arten zu erwar-
ten, so dass hier auch die groflte Wahrscheinlichkeit besteht, genetische Unterschiede zwi-
schen nah verwandten Arten zu beobachten. Die genischen Bereiche hingegen sind auch iiber
Artgrenzen hinweg eher konservativ. Hier wurden folglich die Erkennungsregionen (Primer-
ansatzstellen) fiir die Vervielfiltigung (=Amplifikation) der DNA-Bereiche festgelegt und die
entsprechenden Primer entworfen. Insgesamt wurden 22 DNA-Fragmente aus dem Large-Sin-
gle-Copy-(LSC-) Bereich des Chloroplasten in unsere Untersuchung aufgenommen, welche
auf Unterschiede hin getestet werden (Abbildung 59).

psaA-ycf13

Abbildung 59: Eine Auswahl an nicht-kodierenden cp-
DNA-Fragmenten (,,intergenic Spacer”) im LSC-Bereich
(Large Single Copy) des ringférmigen Chloroplasten-
Chromosoms, welche auf Unterschiede zwischen Arten

getestet wurden
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6.2.3 Technologie-Transfer: Anpassung der Methoden fiir einen grof3en Nutzerkreis

Um DNA-basierte Artidentifikationssysteme einem grof8eren Kreis an Nutzern zuginglich zu
machen, sollten kostengiinstige Methoden eingesetzt werden, die nur nach kurzen Einfiih-
rungsveranstaltungen durch das jeweilige Personal anwendbar sind. Kostengiinstige Barco-
ding-Verfahren diirfen keine aufwendigen Sequenzierungsarbeiten beinhalten. Unterschiede
zwischen Arten sollten demnach nach wenigen molekularbiologischen Schritten sichtbar ge-
macht werden konnen. Die grof3e Fiille an genetischen Informationen sollte im Idealfall auf
ein einzelnes diagnostisches Merkmal reduziert werden, dessen Analyse mit einer einfachen
Laborausstattung in mdglichst kurzer Zeit durchgefiihrt werden kann. Nur im Falle dringen-
den Verdachts auf illegalen Handel mit CITES-geschiitzten Holzarten sollten weitere Analy-
sen zur Bestitigung des Sachverhalts herangezogen werden. Der gesamte Prozess der Art-
identifikation sollte nur die folgenden Schritte enthalten (siehe auch Box):

DNA-Extraktion: Zu Beginn des Analyseprozesses miissen die Nukleinséduren aus den Holz-
proben isoliert werden. Im Handel verfiigbare ,,Kits*, die durch wenige Modifikationen den
speziellen Bedingungen der DNA-Extraktion aus Holz angepasst sind, vereinfachen den
Laborprozess.

— Zeitbedarf: Mindestens 4-6 h;

— Laborausstattung: Tischzentrifuge

PCR (Polymerase-Ketten-Reaktion): In diesem Schritt wird das jeweilige diagnostische
Fragment amplifiziert.

— Zeitbedarf: 2 bis 4 h;

— Laborausstattung: Thermocycler

Restriktionsverdau: Restriktionsenzyme sind schon seit Jahrzehnten wichtige Hilfsmittel der
Molekularbiologen. Diese Enzyme erkennen bestimmte Code-Muster der DNA und schneiden
sie an dieser Stelle. So konnen Unterschiede in der Sequenzabfolge zwischen einzelnen Arten
erkannt werden (hier z.B. SNPs = single nucleotide polymorphisms). Heutzutage werden ver-
mehrt sog. ,,fast-digest-Enzyme* eingesetzt, die die DNA in weniger als 15 min zerschneiden
koénnen, was den Zeitbedarf erheblich reduziert.

— Zeitbedarf: 0,5 h;

— Laborausstattung: Thermocycler wie im PCR-Schritt
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Visualisierung: Fragmentldngenunterschiede konnen auf Agarose- oder Polyacrylamid-
(PAA) -Gelen sichtbar gemacht werden.

— Zeitbedarf: 1,5 bis 3 h;

— Laborausstattung: Gelkammer und Stromquelle

Prinzip einer DNA-basierten Schnelltest-Methode
zur ldentifizierung CITES-geschiitzter Holzarten

1. DNA-Extraktion

Box:

A. Mechanische Gewebezerkleinerung

- Bohrmaschine / Skalpell

-anschlieBend Schockgefrieren der Holzfasern
in flissigem Stickstoff

- Pulverisierung in einer Retschmuhle

B. Chemischer Aufschluss

- Lysis von Zellwanden und Zellmembranen

- DNA-Reinigung: Entfernen von stérenden
Inhaltsstoffen (PCR-Inhibitoren wie z.B. pheno-
lische Substanzen (z.B. Lignine),

2. PCR = Polymerasekettenreaktion

Amplifikation von Ziel-DNA-Sequenzen: Hierfiir sind zuvor kiinstliche
DNA-Erkennungsregionen erzeugt worden (sogenannte Primer, hier griin), die
diese spezielle Sequenz erkennen. Dazwischen wird das spezifische DNA-
Fragment mit dem artspezifischen Nukleotidaustausch (hier in rot: SNP = single
nucleotide polymorphisms ) vervielfaltigt.

Art 1:
...GTTATGCCGTAAATGTTGCTAGTTAAGTTATGCCGTAAATGTTAAGTTAT
GCCGTAAATGAATTCAGTTAAGCCGTATGTTGCTAGTTAAGTTATGCTTA...

Art 2:
...GTTATGCCGTAAATGTTGCTAGTTAAGTTATGCCGTAAATGTTAAGTTAT
GCCGTAAATGCATTCAGTTAAGCCGTATGTTGCTAGTTAAGTTATGCTTA...

In nur 15 bis 50 pl Reaktionsvolumen werden die Ziel-DNA-Fragmente bis zu 236
= 68 Milliarden mal amplifiziert (kopiert). Die Kapazitat einer PCR-Maschine (C):
96 oder 384 Proben.

3. Restriktion von DNA-Fragmenten und gelelektrophoretische Trennung

Restriktionsendonukleasen erkennen spezifische Nukleotidmuster und
zerschneiden doppel- oder auch einzelstringige DNA-Molekiile genau DNA-.

an diesen Restriktionsstellen. Mittlerweile ist eine Fllle solcher Enzyme Langenstandard

mit unterschiedlichen Restriktionsstellen verfiigbar.

In unserem Beispiel zertrennt das Restriktionsenzym EcoRI die DNA
mit dem Sequenzmuster GAATTC. Das amplifizierte Fragment von Art
1 wird geschnitten und in zwei kleinere Fragmente aufgetrennt, wah-
rend das Amplifikat von Art 2 unverandert bleibt. Die so entstehenden
unterschiedlichen Fragmentlangen kénnen anschliefend elektrophore-
tisch aufgetrennt und als artspezifischer Barcoding-Marker verwendet
werden (D).
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6.3 Material und Methoden

6.3.1 Pflanzenmaterial

Zur Methodenetablierung verwendeten wir ausschlieBlich getrocknetes Blattmaterial (aus
frischen Bléttern oder aus Herbarbelegen), um eine hohe Ausbeute an DNA guter Qualitét zu
gewihrleisten. Die analysierten Proben der drei Swietenia-Arten, welche ein grofes Areal
ihrer jeweiligen Verbreitung abdecken, sind in Abbildung 60 aufgelistet. Die Teakproben
stammen aus dem Gewéchshaus des Johann Heinrich von Thiinen-Instituts (vTI) in Hamburg-
Lohbriigge als auch aus Plantagen auf Java (Indonesien).

Holzproben, an denen die Anwendbarkeit der etablierten Methoden getestet wurden, stammen
von der Firma Theodor Nagel, Hamburg. Der erste Praxistest wurde an Proben aus einer be-

schlagnahmten Holzlieferung durchgefiihrt.

Nr.

Botanischer Name

Ort der Probenentnahme

5

6
13
14
15
16
17
18
19
20
21
22
25
26
27
28
29
30
31
32
33
34
35
36
37
38
39
40
41
42
43
44
45
46
47
48
49
50
51
52
53
54
55
56
57
58
59

Swietenia mahagoni
Swietenia macrophylla
Swietenia mahagoni
Swietenia macrophylla
Swietenia macrophylla
Swietenia macrophylla
Swietenia macrophylla
Swietenia mahagoni
Swietenia mahagoni
Swietenia macrophylla
Swietenia mahagoni
Swietenia macrophylla
Swietenia macrophylla
Swietenia macrophylla
Swietenia macrophylla
Swietenia macrophylla
Swietenia macrophylla
Swietenia macrophylla
Swietenia macrophylla
Swietenia macrophylla
Swietenia macrophylla
Swietenia macrophylla
Swietenia macrophylla
Swietenia macrophylla
Swietenia mahagoni
Swietenia macrophylla
Swietenia macrophylla
Swietenia macrophylla
Swietenia macrophylla
Swietenia macrophylla
Swietenia macrophylla
Swietenia macrophylla
Swietenia macrophylla
Swietenia macrophylla
Swietenia mahagoni
Swietenia mahagoni
Swietenia humilis
Swietenia humilis
Swietenia humilis
Swietenia macrophylla
Swietenia macrophylla
Swietenia macrophylla
Swietenia macrophylla
Swietenia mahagoni
Swietenia mahagoni
Swietenia humilis
Swietenia humilis

Gewachshaus VTl Lohbriigge
Gewachshaus VTl Lohbriigge
Botanischer Garten Universitat Hamburg
Botanischer Garten Universitat Hamburg
Botanischer Garten London

Botanischer Garten Berlin

Wilhelmina Zool.-Bot.Garten Stuttgart
Wilhelmina Zool.-Bot.Garten Stuttgart
Palmengarten Frankfurt am Main
Palmengarten Frankfurt am Main
Friedrich-Schiller-Universitat Jena
Friedrich-Schiller-Universitat Jena
Botanischer Garten Universitéat Tiibingen
Botanischer Garten Universitat Tiibingen
Siidamerika

Siidamerika

Siidamerika

Siidamerika

Stidamerika

Siidamerika

Siidamerika

Siidamerika

Siidamerika

Siidamerika

Botanischer Garten Miinchen
Herkunftsversuchsflachen, Mittelamerika
Herkunftsversuchsflachen, Mittelamerika
Herkunftsversuchsflachen, Mittelamerika
Herkunftsversuchsflachen, Mittelamerika
Herkunftsversuchsflachen, Mittelamerika
Herkunftsversuchsflachen, Mittelamerika
Herkunftsversuchsflachen, Mittelamerika
Herkunftsversuchsflachen, Mittelamerika
Herkunftsversuchsflachen, Mittelamerika
Herkunftsversuchsflachen, Mittelamerika
Herkunftsversuchsflachen, Mittelamerika
Herkunftsversuchsflachen, Mittelamerika
Herkunftsversuchsflachen, Mittelamerika
Herkunftsversuchsflachen, Mittelamerika
Herbarium, Botanischer Garten New York
Herbarium, Botanischer Garten New York
Herbarium, Botanischer Garten New York
Herbarium, Botanischer Garten New York
Herbarium, Botanischer Garten New York
Herbarium, Botanischer Garten New York
Herbarium, Botanischer Garten New York
Herbarium, Botanischer Garten New York

Abbildung 60: Herkiinfte der Proben der Gattung Swietenia zur Methoden-Etablierung
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6.3.2 DNA-Isolierung

Getrocknetes Blattmaterial: Ca. 25 bis 50 mg Blattmaterial wurden mit Hilfe einer Retsch-
miihle (Typ MM 300) in einem 2,0 ml Eppendorfgefdl nach Zugabe von Stahlkugeln und
Schockgefrieren in fliissigem Stickstoff zundchst pulverisiert. Der anschlieBende Aufschluss
erfolgte nach einem modifizierten CTAB-Protokoll nach Doyle & Doyle (1987).

Holzproben: Die Behandlung von holzigen Geweben erfolgte nach den Ausfiihrungen von
Rachmayanti et al. (2006). Etwa 50 bis 100 mg Holzspane wurden wie Blattmaterial zunéchst
pulverisiert. Die DNA wurde anschlieBend mit dem DNeasy Plant Mini Kit (Qiagen, Hilgen)
extrahiert. Modifikationen bestanden darin, dass dem API1-Puffer zusitzlich PVP zugefiigt
wurde und eine Inkubation iiber Nacht erfolgte statt der im Protokoll angegebenen 1 bis 2
Stunden. Danach wurde das DNA-Isolat zusdtzlich mit Hilfe des OneStepTM PCR Inhibitor
Removal Kit (Zymo Research, USA) gereinigt.

6.3.3 PCR

Die PCR erfolgte nach Standard-Protokollen. Das Reaktionsvolumen betrug 25 pl und bein-
haltete 20 bis 50 ng Templat, 50 mM KCI, 20 mM Tris-HCI (pH 8.4), 1.8 mM MgCl2, 200
uM dNTPs, 1 Unit Taq polymerase, 0.4 uM der jeweiligen Primer und, in einigen Féllen BSA
(Rinderserum Albumin). Die PCR wurde in Thermocyclern der Firma Biometra (Gottingen)
durchgefiihrt mit einem initialen Denaturierungsschritt bei 94°C fiir 4 min, gefolgt von 30
Zyklen mit 94°C (1 min), der jeweiligen Annealing-Temperatur (45 s bis zu 1 min, 55 bis
65°C je nach Primerkombination) und 72°C (1 bis 2 min) und schlieBlich einer Elongation
von 10 min bei ebenfalls 72°C. Die PCR-Produkte wurden auf einem 1 bis 2%igen
Agarosegel mit dem UV-Floureszenzfarbstoff ,,Rotisafe* gepriift.

6.3.4 Sequenzierung und Sequenzanalyse

25 ul des PCR-Produkts wurden zunichst aufgereinigt, und zwar mit dem ,,High Pure PCR
Product Purification Kit*“ von Roche (Mannheim). Fiir die Sequenzierungsreaktionen bedien-
ten wir uns der Firma StarSeq (Mainz). Die Menge der eingesandten DNA richtete sich nach
der Lénge der einzelnen Fragmente: Fiir Fragmente bis zu 200 Basenpaare (bp) wurden 50 ng
DNA bendétigt, fiir 500 bp 100 ng und fiir bis zu 1000 bp 200 ng DNA.

Die zugesandten Sequenzen wurden auf Einzelnukleotidunterschiede (SNPs) und auf Indels
untersucht. Dabei benutzten wir die Software SeqMan 7.1.0 von DNAStar (Lasergene, GATC
Biotech, Konstanz) als auch Sequencher 4.9 (Gene Codes Corporation, Ann Arbor, USA). Die
Fragmente mit SNPs wurden anschlieend mit Hilfe des Programms NEBcutter 2.0 von New
England BioLabs Inc (Ipswich, USA) auf artspezifischen Restriktionsenzymen gepriift.

6.4 Ergebnisse Artidentifizierung mittels DNA Marker
6.4.1 Differenzierung Swietenia sp. — Tectona grandis

Zwischen Arten mit geringem Verwandschaftsgrad, z.B. bei Arten, die taxonomisch unter-
schiedlichen Familien oder gar Ordnungen angehdren, sind im Allgemeinen weniger Arbeits-
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aufwand und Kosten zu erwarten. Ein Screening verschiedener nicht-kodierender Regionen
der cpDNA und die Bestimmung der Fragmentldngen sollten hier meist geniigen, um eine
genetische Barcodingmethode zu entwickeln, die auch ohne PCR-RFLP-Technik auskommt.
In Abbildung 61 sind die am besten amplifizierenden Fragmente, sowohl fiir die Arten der
Gattung Swietenia (Familie der Meliaceae) als auch fiir Tectona grandis (Familie der
Verbenaceae, friiher der Lamiaceae), aufgefiihrt. Vier PCR-Produkte zeigen die gleichen
Fragmentldngen, wahrend an drei Amplifikaten Unterschiede von ca. 100 (trnC-petN, psaA-
ycf13) bzw. 200 Basenpaaren (trnH-psbA) festgestellt wurden.

DNA-Fragmentlangen in Basenpaaren

cpDNA-Locus Swietenia sp. Tectona grandis
tmH-psb A 350 500
trn G-psb K 550 550
psbK-psb | 600 600
rps 2-rpoC2 700 700
trn C-petN 800 900
psaA-ycf13 800 900
psb J-psb F 400 400

Abbildung 61: Ermittelte Fragmentlédngen an einer Auswahl an Amplifikations-

produkten fiir die Arten der Gattung Swietenia und fiir Tectona grandis

Ein Schnelltest mit Hilfe der PCR und der Uberpriifung der Fragmentlingen auf einem Aga-
rosegel ist in Abbildung 62 dargestellt. Swietenia sp. und Tectona grandis, und zwar sowohl
Blatt- als auch Holzprobenmaterial, konnen auf einem 1,5%igem Agarosegel eindeutig unter-

schieden werden bei einer Gellaufzeit von ca. 1,5 h.
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Spuren 1-4: Tectona grandis, Blattmaterial von verschiedenen Standorten auf Java

Spuren 5-8: Swietenia macrophylla (5, 6), S. mahagoni (7) und S. humilis (9), Blattmaterial
Spur 9: T. grandis (Holzprobe)
Spur 10: S. macrophylla (Holzprobe)

Abbildung 62: Agarosegel zur Unterscheidung von Arten der Gattung Swiefenia von Tectona grandis anhand

von Fragmentlangenunterschieden am cpDNA-Genort trnH-pshbA

Dieser methodische Ansatz sollte auch auf weitere CITES-geschiitzte Baumarten sowie ihre
Austauschholzer anwendbar sein, sofern nur geringe verwandtschaftliche Beziehungen be-
stehen. Dies ist beispielsweise filir das unter CITES II gelistete Pockholz (Guaiacum officinale
und G. sanctum, Familie der Jochblattgewdchse, Zygophyllaceae) und das davon schwer un-
terscheidbare Holz von Tabebuia heptaphylla (Familie der Trompetenbaumgewéchse, Big-
noniaceae) der Fall. Aber auch bei den Coniferen mit einer langen evolutiven Geschichte
konnten sich reine Fragmentldngenunterschiede an verschiedenen cpDNA-Sequenzen als vol-
lig ausreichend darstellen (z.B. Fitzroya cupressoides (CITES I), Thuja plicata, Sequoja sem-
pervirens).

6.4.2 Differenzierung der nah verwandten Arten Swietenia macrophylla, S. mahagoni und S.
humilis

6.4.2.1 Sequenzunterschiede

Nach der Amplifikation der ausgewéhlten nicht-kodierenden cpDNA-Regionen, wurden die
Fragmente sequenziert und im Hinblick auf Einzelnukleotidunterschiede (SNPs) untersucht.
Es konnten eine Reihe von SNPs aber auch einige Fragmentlingenunterschiede an den 22
cpDNA Sequenzen gefunden werden. Von allen untersuchten Fragmenten stellte sich der
cpDNA Locus trnH-psbA als der geeignetste Barcoding-Marker heraus. Dieser wird auch
international als eine der offiziellen Barcoding-Sequenzen empfohlen (Plant Working Group
of the "Consortium for the Barcode of Life’, CBOL).

In Abbildung 63 ist ein Teil dieser Sequenz mit dem hier entscheidenden Unterschied darge-

stellt. An Position 94 des gesamten Fragments ist das Nukleotid A (Adenin) bei S. mahagoni
durch das Nukleotid C (Cytosin) bei S. macrophylla und S. humilis ersetzt.
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« SNP
CATCCOGCCCCCCCATT OCCTOCCACGAT TTAAAAAATTTT CGAAATAAALAGGTTTCCTTTTCT.

CATCCGCCOCCCCATT CCTCCACGAT TT CAAAAATTTT GAAATAAAAAGOGTTTCCTTTTCT.

Abbildung 63: SNP (= single nucleotide polymorphism, Einzelnukleotidunterschied) am cpDNA-Locus #nH-

e

psbA (Austausch von A = Adenin bei Swietenia mahagoni durch C = Cytosin bei S. macrophylla und S. humilis)

6.4.2.2 Die Schnelltest-Methode

Das Resultat dieses Projektes, in dem 22 DNA-Sequenzen analysiert wurden, ist ein einzel-
nes, 246 Basenpaar langes Fragment der nicht-kodierenden cpDNA-Region trnH-psbA. Die
Erkennungsregion fiir das hier eingesetzte, artspezifische Restriktionsenzym Dral hat die
Sequenzabfolge TTTAAA. In unserem Fall bedeutet dies, dass das Fragment von S. mahagoni
in zwei Teile von 94 und 152 Bassenpaar Linge zerschnitten wird, das von S. macrophylla
und S. humilis aber in seiner vollen Lange erhalten bleibt. Die Visualisierung der PCR-RFLP-
Methode zur Unterscheidung von S. mahagoni von S. macrophylla / S. humilis mit Hilfe der
Polyacrylamid-Gelelektrophorese ist in

Abbildung 64 dargestellt (Prinzip siche Box).

! Abbildung 64: Visualisierung der
o PCR-RFLP-Methode zur Unterschei-

Swietenia mahagoni

?3 gw%e:e“%a ma;mphy_“a dung von S. mahagoni von S. macro-
b T wietenia mahagoni
o 14 Swietenia macrophylla .7, . .
YL e 1S Swictenia macrophylla phylla/S.humilis mit Hilfe der PAA-
- 16 Swietenia macrophylla .
17 Swictenia macrophylla  (Polyacrylamid-) Gelelektrophorese;
f— 18 Swietenia mahagoni
d 19" Swictenia mahagoni Restriktion einer Sequenz des inter-
- 5 & 20 Swietenia macrophylla
T 21 Swietenia mahagoni . . .
2 Swicteniamacrophylla  genischen Bereichs #nH-psbA mit
100bp 6 14 15 16 175220 S R255100bp £305) 13 18 191211
AN oo Hilfe der Endonuklease Dral
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7 Blindprobentest / Praxistests

7.1 Blindprobentest zur Uberpriifung der deklarierten Herkunft mittels
Isotopenmethode

Das Projekt beinhaltete die Durchfithrung eines durch den WWF organisierten Blindtests, um
die Funktionalitit der Methoden unter Beweis zu stellen.

Die besondere Herausforderung des durchgefiihrten Blindtests bestand darin, dass der Aufbau
des Tests so praxisnah wie moglich konstruiert wurde. Zum Beispiel wurde dem Labor nur
ein einzelnes Stiick Holz vom jeweiligen Standort fiir jede Fragestellung zur Verfiigung
gestellt.

Insgesamt wurden 13 der 15 Proben richtig zugeordnet.

Ein falsches Ergebnis konnte unmittelbar nach dem Test unter Zuhilfenahme von Nahinfrarot
(NIR) gelost werden (Blindprobe Nr. 3). Die besondere Schwierigkeit bei Blindprobe Nr. 3
lag darin, dass der Probenstandort in unmittelbarer Ndhe zur Grenze nach Costa Rica lag.
Dort befand sich nur 50 km vom Blindprobenstandort entfernt ein Referenzprobenstandort.
Die zweite falsche Evaluation stand mit der Tatsache in Zusammenhang, dass zum Zeitpunkt
der Analyse noch keine Analyseergebnisse der Referenzproben aus dem betreffenden Land
(Ghana) vorlagen (Blindprobe Nr. 9).

Vorgegebene
Deklaration / Auflésung: Ergebnisbericht
konstruierte tatsachliche Deklarierte TUV-Rheinland
Praxissituation Herkunft Herkunft ist... Agroisolab Bewertung
1 Teak aus Java Panama falsch " falsch "

Mahagoni aus

2 Honduras Panama falsch " falsch "
3 Teak aus Panama Panama richtig " falsch " -
4 Teak aus Panama Laos falsch " falsch "
5 Teak aus Java Laos falsch " falsch "
6 Teak aus Burma Laos falsch " falsch "
7 Teak aus Laos Laos richtig " richtig "
Teak aus Costa
8 Rica Laos falsch " falsch "

Mahagoni aus
9 Honduras Ghana falsch " richtig "
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10 Teak aus Java Indonesien richtig " richtig "

11 Teak aus Laos Indonesien falsch " falsch "

Teak aus Costa
12 Rica Indonesien falsch " falsch "

13 Teak aus Java Burma falsch " falsch "

Handler sagt: Teak
aus Java; Behorde
vermutet Burma

(Frage an Labore: Burma (nach
"wie wahrscheinlich Angaben des *
14 ist Burma") Handlers) falsch " falsch "
Fichte aus Russland (ach
Deutschland / Angaben des Y%k
15 Bayern Handlers) falsch " falsch "

Abbildung 65: Ubersicht Blindprobentest

Diese Probe wurde nicht innerhalb des Projekts gesammelt, sondern stammt von einem gekauften
Teak-Gartenstuhl von dem der Handler behauptet, dass er aus Burma stammt.

*x In diesem Fall geht es nicht um Tropenholz. Der Blindprobentest wurde zusétzlich um dieses Beispiel

erginzt, weil es bei der internationalen Fingerprintingkonferenz in Eschborn als Anwendungsbeispiel
eines existierenden deutschen Baumarkts prasentiert wurde.

Das positive Ergebnis des Blindtests unterstreicht das Potential der Stabil-Isotopenmethode
bei der Verifizierung der deklarierten Herkunft.
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7.2 Praxistest Isotopenmethode: Verifizierung der deklarierten Herkunft bei
beschlagnahmtem Teak

Im Rahmen eine Zollbeschlagnahmung von Teak wurde die Methode der stabilen Isotope
genutzt, um weitere Indizien fiir eine mdgliche Herkunft des Teaks aufzuzeigen. Es besteht
dabei der Verdacht, dass Teakholz aus Birma importiert wurde, was derzeit unter einem
Handelsembargo fillt.

Fir die Analyse konnten eine Vielzahl von Verdachtsproben von verschiedenen
Probenkollektiven / Chargen zur Verfiigung gestellt werden. Dies gewéhrleistet die Erstellung
eines robusten Mittelwerts zu Bewertung der Herkunft.

In der Priifung wurden alle stabilen Isotope der Bioelemente hinzugezogen. Daraus ergab sich
der derzeitige Kenntnisstand, dass diese Verdachtsproben hohe Ahnlichkeiten zu den
Referenzen aus Birma widerspiegeln (Abbildung 66).

Lediglich ein Probenkollektiv bestehend aus lediglich einer Verdachtsprobe konnte nicht
direkt Birma zugeordnet werden, sondern zeigt Isotopenverhiltnisse die Ahnlichkeiten mit
Java aufweisen. Da es sich um eine Einzelprobe handelt, ist eine Unschirfe durch einen
Extremwert dabei nicht ginzlich auszuschlief3en.

Im Fortlauf des Zollverfahren wurde eine mogliche alternative Herkunft festgestellt. Diese
Region war nicht Bestandteil der derzeitigen Datenbank. Mit einer direkten Referenzprobe
aus dieser Region konnte jedoch eine mdgliche Herkunft aus dieser anhand der stabilen
Isotope widerlegt werden.

Beobachtungen (Achsen F1 und F2: 90,54 %)
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Abbildung 66: Praxistest von beschlagnahmten Teakproben mit dem Verdacht der Herkunft aus

Birma/Myanmar (innerhalb rot unterlegtem Kreis)
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7.3 Praxistest DNA-Artidentifizierung bei beschlagnahmtem Mahagoni

Der erste erfolgreiche Praxistest wurde an Holzproben durchgefiihrt, welche kurz zuvor durch
die Zollbehorden beschlagnahmt worden waren. Die genaue Determinierung der Holzart wird
hier in zwei Schritten durchgefiihrt:

Zunichst wird bestimmt, ob es sich tatsdchlich um eine CITES-geschiitzte Art der Gattung
Swietenia und nicht evtl. doch um eine schwer unterscheidbare, fiir den freien Handel
zugelassene, Austauschholzart aus der Familie der Meliaceae (Mahagonigewédchse) handelt
(siche Abbildung 67). Dazu zdhlen Arten der Gattungen Khaya, Cedrela und Entandro-
phragma. Dieser Test wird mit einem neuen PCR-RFLP-Verfahren vollzogen, der in ab-
sehbarer Zeit in einer Publikation von HOLTKEN et al. (eingereicht im ‘Journal fiir Holz-
forschung’, Verlag de Gruyter) nachzulesen ist.

-— - -
- - ------ —

50bp 17 18 142 209 215 294 SW SW SW SW 37.113.2 Sa Sa Sa Cg Cg Kn Null 50bp
Ladder 1 1 1. 2 2 1 1 11 226 291 9951010 1026 1 2 Ladder
Quiagen 1: verdlnnt

Proben 17,18, 142,209, 215 und 294 beschlagnahmte Holzproben

Referenzproben:

SW 1 Swietenia macrophylla
SW1l Swietenia macrophylla
SW 226 Swietenia macrophylla
SW 291 Swietenia mahagoni
37.1 Swietenia mahagoni
13.2 Swietenia mahagoni
Sa 995 Entandrophragma sp.
Sa1010 Entandrophragma sp.
Sal1026 Entandrophragma sp.
Cgl Carapa guianensis
Cg2 Carapa guianensis

Kn Khaya sp.

Abbildung 67: PCR-RFLP an beschlagnahmten Holzproben durch den Zoll zur Identifikation der CITES-
geschiitzten Gattung Swietenia (Differenzierung zu den Austauschholzgattungen Entandrophragma, Carapa,
Khaya)
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Haben wir es mit Holz der Gattung Swietenia zu tun, wird in einem zweiten Schritt die
genaue Holzart mit Hilfe der oben beschriebenen Methoden (Kapitel 6.2.2) identifiziert. Im
vorliegenden, aktuellen Fall handelte es sich um die Holzart Swietenia mahagoni (siehe

Abbildung 68).

— o
- =
— — e - -
—

- s - - -

142 215 142 SW SW SW SW 37.1 13.2 Null
2 1 2 1 11 °226 « 291
50bp  Stock
Ladder 1: 20 50bp
verdunnt Ladder

Proben 142 und 215 beschlagnahmte Holzproben

Referenzproben:

SW1 Swietenia macrophylla
SW 11 Swietenia macrophylla
SW 226 Swietenia macrophylla
SW 291 Swietenia mahagoni
37.1 Swietenia mahagoni
13.2 Swietenia mahagoni

Abbildung 68: PCR-RFLP zur Unterscheidung von S. mahagoni von S. macrophylla mit Hilfe der Agarose-

Gelelektrophorese; Restriktion der t7rnH-psbA-Sequenz mit Hilfe der Endonuklease Dral
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8 Internationale Referenz-Datenbank

Ein Projektziel war es, liber einen Stakeholderprozess die Moglichkeit einer gemeinsamen
Datenbank zu ermitteln, damit die Messdaten des Projekts aus beiden Verfahren und
moglicherweise auch zukiinftiger Daten gemeinsam verwaltet und interessierten Gruppen
zuginglich gemacht werden kdnnen.

Wihrend des Projekts zeichnete sich ab, dass das deutsche Bundesministerium fiir Erndhrung,
Landwirtschaft und Verbraucherschutz (BMELV) den Aufbau einer internationalen
Datenbank unterstiitzen wiirde.

Der WWF diskutierte aus diesem Grund insbesondere mit dem Ministerium die
Rahmenbedingungen fiir eine internationale Referenzdatenbank und brachte vor allem die
Erfahrungen der beiden von der DBU finanzierten Fingerprintingprojekte als Empfehlungen
ein:

Informationen, die zu jedem Datensatz abgespeichert werden sollten

Die abgespeicherten Informationen der Referenzproben stellen spéter die Basis beider
Fingerprintingmethoden dar. Es ist sehr wichtig, dass diese Daten richtig sind, da es sich sonst
um einen systematischen Fehler handelt, der alle nachfolgenden Messungen bzw. Analysen in
die Irre leiten. Vor dem Hintergrund ist es aus Sicht des WWF nicht nur wichtig die Kern-
Informationen wie GPS Daten und Analyseergebnisse abzuspeichern:

e Proben Identifikationsnummer (bis jetzt wurden die ID’s ohne System von den
Probennehmern vergeben)
e Land/Region/ Ort

e GPS-Daten
e Angaben zu Unternehmen / Organisation, welche die Proben zur Verfiigung
gestellt hat

e Name Probennehmer

e Organisation fiir die der Probennehmer titig ist

e Organisation, welche die Probenahme in Auftrag gegeben hat

e Datum Probenahme

e Holzart (Angaben Probennehmer / Probenlieferant)

e Holzart (eindeutig identifiziert durch XXX; z.B. DNA Analyse vTI,
Mikroskopische Bestimmung vTI)

e Auffilligkeiten der Probe

e Bemerkungen des Probennehmers zum Probenstandort

e DNA-Analyseergebnis

e [sotopen-Analyseergebnis

e Analyseergebnis anderer Verfahren
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Informationen zum Probennehmer

Bei der angestrebten internationalen Datenbank, wird es unumginglich, dass von einer
zunehmenden Zahl an Quellen Holzproben =zur Verfiigung gestellt werden.
Privatwirtschaftliche Unternehmen konnen hier eine wichtige Rolle spielen. Wie kann man
aber sicherstellen, dass nicht auch falsche Proben bzw. GPS Daten in die Datenbank
eingespeist werden (das wire ein ,,systematischer Fehler®, der fiir viel Verwirrung sorgen
kann). Angenommen ein Unternechmen das unlautere Ziele verfolgt und eine Konzession
neben einem Schutzgebiet besitzt wiirde Proben aus dem Schutzgebiet einreichen und
behaupten, dass die Proben aus der Konzession stammen, konnte das Unternehmen spéter
illegales Holz aus dem Schutzgebiet verarbeiten und mittels Fingerprinting félschlicherweise
,belegen®, dass das Holz aus der Konzession stammit.

Aus diesem Grund ist es nach Ansicht des WWF sehr wichtig, zu jeder Holzprobe im
Datensatz auch den Namen des Probennehmers und den Namen der verantwortlichen
Organisation abzuspeichern. Stellt sich zu einem spéteren Zeitpunkt heraus, dass etwas mit
den Proben nicht stimmt, konnte man alle Referenzproben dieser Person bzw. dieser
Organisation aus der Datenbank 16schen und die Organisation fiir zukiinftige Proben bzw. fiir
den Abruf von Daten sperren. Damit hdtte man SanktionsmaBnahmen, die eine gewisse
abschreckende Wirkung hitten.

Je weiter die Datenbank wichst, umso groB3er wird die Wahrscheinlichkeit, dass Falschproben
durch weitere Referenzproben anderer Personen aus der gleichen Region nachtriglich
identifiziert werden kdnnen bzw. auffallen.

Eine weitere Moglichkeit zur Absicherung der Datenbank sind Referenz-Stichproben. Eine
unabhingige Person konnte von der fiir die Datenbank zustdndigen Institution beauftragt
werden, in Gebieten, von denen bereits Holzproben mit GPS Daten vorliegen stichprobenartig
Kontrollproben zu entnehmen. Das Ergebnis der Analyse der Stichprobe kann dann mit der
bereits in der Datenbank gespeicherten Referenzdaten abgeglichen werden. Sind die
Analyseergebnisse identisch oder zumindest sehr &hnlich, ist es ein Beleg fiir die Richtigkeit
der urspriinglich zur Verfiigung gestellten Probe/Daten.

Informationen zur Holzart

Die Bestimmung der Holzart vor Ort ist mitunter extrem schwer. Insbesondere bei
Tropenhdlzern ist die Bestimmung schwierig. Hinter den Handelsnamen verbirgt sich
teilweise eine groBere Gruppe von Holzarten. Es ist daher nicht auszuschlieBen, dass ein
Probennehmer Angaben zur Holzart macht, die absichtlich oder unabsichtlich falsch oder
ungenau sind. Die nachtrigliche Bestimmung der Holzart z.B. iiber Genmarker erscheint
daher sinnvoll.
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Ringests

Labore, die weltweit Analysen auf der Grundlage von Datensdtzen aus der Datenbank
erstellen, sollten regelmdfig an Ringtests teilnehmen, damit ein hohes Niveau bei der
Uberpriifung und Nachvollziehbarkeit der deklarierten Holzherkunft sichergestellt ist.

Motivation fiir Unternehmen oder Staaten, sich am Aufbau einer internationalen
Datenbank zu beteiligen

Mehrere Aspekte tragen dazu bei, das Vertrauen und die Akzeptenz in eine offene
internationale Datenbank zu erhdhen:

e Verwaltung der Datenbank durch eine international, von allen Interessengruppen
akzeptierte Organisation

e Sitz der Organisation im Siiden ist vorteilhaft

e Sicherheit gegen Hackerangriffe muss gewihrleistet sein

e Geregelte Zugriffsrechte (Nutzer miissen sich registrieren)

o (langfristige) Vertriage regeln, dass die Datenbank nicht kommerzialisiert werden
kann (Gebiihren fiir Datensétze decken die Kosten der Datenbankunterhaltung)

e Der Zugriff ist fiir alle Interessengruppen offen (Behorden, Unternehmen,
NGOs...)

e Vertragliche Sicherheit, dass aus dem zur Verfligung gestellten Probenmaterial
keine Patente des Erbmaterials etc. entstehen konnen, die spéter zu Ungunsten
eines Staates eingesetzt werden konnten, von denen die Proben zur Verfiigung
gestellt wurden.

Weitere Aspekte, die die Akzeptenz insbesondere bei Produzentenliindern erhéohen konnen
(und damit die Bereitschaft den Aufbau einer Datenbank zu unterstiitzen):
e Angebot fir Know-How Transfer (Hilfe beim Aufbau von Genetik- und
Isotopenlabors in den Produzentenlindern, wissenschaftliche Konferenzen und
Austausch...)

e Erhohte Akzeptanz und Interesse bei den Produzentenldndern, wenn die EU diese
Methoden zur Kontrolle an den Grenzen in Verbindung mit der EU-Gesetzgebung
einsetzt.

e Anreize in Verbindung mit Voluntary Partnership Agreements (VPA): Die
Integration von Holz-Fingerprintingmethoden in das nationale System zur
Kontrolle der Holzstrome  stirkt dieses durch die  zusétzlichen
Kontrollméglichkeiten. Aus einer EU-PM vom Juli 2010: “Head of EU Delegation
commends progress on development of innovative Wood Tracking System.... The
WTS is being developed in context of the EU-Ghana Voluntary Partnership
Agreement (VPA)....”.
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e Setzen EU-Liander selbst die Fingerprinting Methoden zur Kontrolle von
importiertem Holz ein, wird wahrscheinlich das Interesse der Produzentenlédnder
wachsen selbst {iber diese Kontrollmoglichkeiten und eigene Labors zu verfiigen.

Die vom WWF eingebrachten Empfehlungen wurden vom BMELV positiv diskutiert. Im
Grundsatz besteht Ubereinstimmung bei den gelisteten Punkten fiir eine internationale
Datenbank. Vom BMELV wurde ab 2011 die Finanzierung einer Stelle auf drei Jahre
sichergestellt, mit deren Hilfe die Grundlagen fiir eine offene internationale
Referenzdatenbank gelegt werden sollen. Nach jetzigem Stand soll die Datenbank bei
Biodiversity International in Singapur angesiedelt werden.

Auch wihrend der Internationalen Konferenz in Eschborn wurde von den Interessensgruppen
iiber das Thema Datenbank diskutiert. Empfehlungen waren:

e Zuverldssigkeit des Probenmaterials
e Zusammenfiihrung der Statistiken beider Methoden

e Zusammenfiihrung der Referenzdaten beider Methoden in einer Datenbank
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9 Konferenzen
9.1 GIZ/WWEF - Holz-Fingerprinting Konferenz; Eschborn (11/2010)

Anfang November 2010 fand eine internationale Konferenz zum Thema Holz-Fingerprinting
in Eschborn (Deutschland) statt. Die Konferenz wurde von der GIZ (vormals GTZ) und dem
WWF Deutschland organisiert. Die Konferenz wurde von der Deutschen Bundesstiftung
Umwelt (DBU) und der Européischen Union finanziell unterstiitzt.

Die Konferenz “Genetische und Isotope Fingerprintingmethoden — praktische Werkzeuge um
die deklarierte Herkunft von Holz zu verifizieren” prasentierte Ergebnisse aus zwei Projekten,
die beide zum Zeitpunkt der Konferenz kurz vor dem Abschluss standen.

1. Das DBU finanzierte, hier beschriebene Projekt mit dem Titel (“Fingerprinting von

Holz Bekdampfung des illegalen Holzeinschlags durch Einfiihrung einer Kombination
der Isotopenmethode zur Herkunftsidentifizierung von Holz und der DNA-Analyse
zur Artdifferenzierung von Holz”.

2. Ein von der GIZ durchgefiihrtes und von der EU finanziertes Projekt. Das Projekt
demonstrierte die Anwendbarkeit der Methoden auf Konzessionsebene fiir zwei
Holzarten in Kamerun (FLEGT-Voluntary Partership Agreement (VPA) Land)

Das Ziel der Konferenz war es, einem Forum die Erfahrungen und Ergebnisse aus den zwei
Projekten zur présentieren und gemeinsam zu diskutieren. Weiter sollten die Potentiale und
die zukiinftigen Voraussetzungen fiir die praktische Anwendbarkeit diskutiert werden.
Dartiber hinaus sollten die technischen Voraussetzungen fiir den Aufbau einer internationalen
Datenbank besprochen werden.

69 Teilnehmer aus 19 Landern nahmen an der Konferenz teil.

Die Projektergebnisse aus beiden Projekten erhielten sehr positive Riickmeldungen der
Teilnehmer. Fiir alle Interessensvertreter und Reprdsentanten aus Produzentenlédndern,
Kéauferlaindern, Ministerien, Wissenschaftler und Nichtregierungsorganisationen (NGOs)
brachten die Prisentationen und Diskussionen hochinteressante Neuigkeiten tiber den Stand
der Entwicklung der Fingerprintingmethoden und deren Anwendbarkeit. Die Diskussion iiber
das Anwendungsspektrum, Uberschneidung und Ausweitung in Bezug auf die neuen
gesetzlichen Bestimmungen der EU zum Ausschluss von illegalem Holz aber auch
Diskussionen iiber die Entwicklung der Methoden waren lebhaft und fruchtbar. Eine Vielzahl
an Empfehlungen fiir die praktische Anwendung und die weitere wissenschaftliche Arbeit
konnten zusammengetragen werden. Die Atmosphire am Ende der Konferenz war
ausgesprochen optimistisch, dass diese Fingerprintingmethoden eine Rolle bei der Kontrolle
der Holzstrome und beim Ausschluss von illegalem Holz spielen konnen und werden.

Eine Zusammenfassung in gedruckter Form wurde in englischer und franzdsischer Sprache
erstellt. Der Text wurde auch ins Spanische {ibersetzt.
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Die Zusammenfassung der Konferenz kann unter
http://www.wwf.de/themen/waelder/illegaler-holzeinschlag/ heruntergeladen werden.

Die wichtigsten Empfehlungen aus den Diskussionsbeitrdgen der Konferenz:
o Offentlichkeitsarbeit, um Interessengruppen einzubinden

e Unterstiitzung nationaler Kontrollmechanismen in Produzentenléndern in Verbindung
mit CITES und FLEGT. Dabei sollten Priorititen bei der Auswahl der Holzarten
festgelegt werden.

e Integration in nationale Tracking- und Monitoringsysteme
e (Capacitybuilding in Produzentenldndern

e Koordination durch regionale Organisation wie zum Beispiel COMIFAC
(zentralafrikanische Waldkommission; commission des forets d'afrique centrale)

e RegelmiBige internationale Konferenzen

e Weiterer Informationsaustausch iiber den Aufbau und die Ausgestaltung der
internationalen Datenbank

e Der groBBe Nutzen der Methoden fiir die Umsetzung der CITES Bestimmungen, sollten
dem CITES Plants Committee zuginglich gemacht werden.

e Kooperation mit internationalen Organisationen wie CITES, ITTO oder FAO

Dariiber hinaus gab es eine Reihe Empfehlungen im Bereich der Wissenschaft, um die
Weiterentwicklung der Methoden effektiv zu gestalten.

9.2 Weltbank - Potomac Forum und WRI/eia — Legal Forest Alliance Meeting (5/2011)

Am 4. Mai 2011 fand das Potomac Forum der Weltbank (WB) zum Thema illegaler
Holzeinschlag und Handel in Washington DC statt. Das Potomac Forum wurde 1982 als
Schulungsforum ohne finanzielle Interessen gegriindet. Die Konferenzen und Schulungen
decken ein breites Spektrum an Bildungsangeboten fiir US-Behorden und Industrie ab. Neben
Vertretern der Weltbank nahmen Vertreter von US-Forest-Services, Society of American
Foresters, USAID; US-Department of Justice, US-Department of State, International Wood
Products Association und andere an der Veranstaltung teil. (http://www.potomacforum.org/)

Am 5. Mai 2011 fand das Forest Legality Alliance Meeting (FLA) in Washington DC statt.
FLA ist eine gemeinsame Initiative des World Resources Institute () und der Environmental
Investigation Agency (eia) um den illegalen Holzeinschlag zu verringern.
(http://www.forestlegality.org/)
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Auf beiden Veranstaltungen war das Thema Holz-Fingerprinting integriert. Durch
verschiedene Prisentationen, Vortrdge und Diskussionen konnten die Fortschritte und der
Stand der Entwicklung im Bereich Holz-Fingerprinting durch Genmarker und
Isotopenmethode vorgestellt werden.

Dartiber hinaus gab es in vor und nach den beiden Veranstaltungen zusitzliche Treffen und
Diskussionen mit US-Behordenvertretern zum Thema Holz-Fingerprinting.

10 Veroffentlichungen und Offentlichkeitsarbeit
10.1 Presse

e 2008: Deutsche Welle

e 2008: Holzkurier

e 2008: Holz-Revue

e 2008: Stihl Magazin

e 2009: Fachforum bei der CBD in Bonn 2009

e 2010: Infoflyer iiber das hier beschriebene Projekt

e 2011: DBU Imagefilm

e 2011: Deutschlandradio-Kultur

10.2 Wissenschaftliche Veroffentlichungen

e Boner M., Hofem S., Forstel H.: Charakterisierung der geografischen Herkunft von
Teak (Tectona grandis) mit Hilfe der natiirlichen Variation der stabilen Isotope; (wird
eingereicht)

e Boner M., Hofem S., Forstel H.: Charakterisierung der geografischen Herkunft von
echtem (Swietenia macrophylla) und afrikanischem (Khaya spec.) Mahagoni sowie
anderen afrikanischen Holzarten mit Hilfe der natiirlichen Variation der stabilen
Isotope; (wird eingereicht)

e Holtken A.M., Schroder H., Wischnewski N., Degen B., Magel E. & Fladung M. (in
press): "Development of DNA-based methods to identify CITES-protected tree
species: A case study in the Meliaceae family." Holzforschung, International Journal
of the Biology, Chemistry, Physics and Technology of Wood, deGruyter.
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11 Zusammenfassung und Ausblick
11.1 Isotopen

Im durchgefiihrten Projekt konnten grundlegende Vorrausetzungen zur Entwicklung und
Etablierung von leistungsfahigen Datenbanken zur Herkunftskontrolle von Teak und
Mahagoni-Arten geleistet werden. Es stehen nun eine Vielzahl von Referenzen von mehr als
14 unterschliedlichen Regionen von Asien, Afrika und Lateinamerika zur Verfiigung. Anhand
dieser Regionen kann gezeigt werden, dass die stabilen Isotope der Bioelemente und
Strontium fiir viele Regionen signifikante bis vollstindige Differenzierungen ermdglichen.
Hervorzuheben sind dabei Regionen aus Asien wie Laos, Java und Indien oder Lateinamerika
mit Honduras und Brasilien. Auch Regionen wie Papua-Neugunia, Peru oder Kongo / Ghana
weisen eindeutige Muster der stabilen Isotope auf, die hinreichend geeignet sind, eine
Herkunftanalyse zu gewihrleisten.

Ein besonderer Vorteil der stabilen Isotope ist die Moglichkeit, auch anhand von
Einzelproben Herkunftsaussagen zu liefern. Dies konnte gerade anhand des Blindtests
aufgezeigt werden. Natiirlich steigt durch eine Einzelprobe die Fehlerrate der Zuordnung. Wie
bei jeder analytischen Methode sind auch bei den stabilen Isotopen diese ,,Unschirfen” nicht
auszuschlieBen. Es besteht jedoch einerseits die Moglichkeit diese ,,Unschirfen” zu
minimieren, indem ein robuster Mittelwert von Regionen von Verdachtsproben erstellt wird
(Beispiel: Asien-Regionen). Andererseits kann mit einer kleinriumigen Clusterungen von
Datensédtzen die Differenzierungsgiite von Regionen entscheidend verbessert werden (siche
Beispiel Panama, Costa Rica).

Diese Verknilipfungen mit geographischen Informationen stellen essentielle Bausteine fiir eine
leistungsfihige Herkunftsdatenbank auf Basis stabiler Isotope dar, da gerade diese
Informationen Kausalitidten in den stabilen Isotopenmustern aufzeigen (siehe Abhidngigkeit
der D/H Isotopenverhiltnisse vom Abstand zur Kiiste, Java) und somit fiir eine Detailanalyse
genutzt werden konnen.

Zukiinftig kann gerade der chemische Fingerprint (NIR-Analyse) eine leistungsfahige
Ergénzung zur stabilen Isotopen Analyse bringen.

Die erreichte Giite dieser ersten Herkunftsdatenbank kann sicherlich anhand des guten
Blindtests nachvollzogen werden. Aus den beiden Fehlbewertungen der Blindtests ist dabei
abzuleiten, dass AuBerreiBBer vorliegen konnen, die einem deklarierten Probenkollektiv nicht
entsprechen oder aus einer Fehlbewertung aufgrund fehlender Referenzdatensitze aus
unbekannten Regionen resultieren konnen.

Beide Probleme lassen sich sicherlich durch einen stetigen Ausbau der Datensitze beheben.

Anhand der beiden Holzarten von Teak und Mahagoni kann aufgezeigt werden, dass die
stabilen Isotope grundsitzlich die Gegebenheiten der Region insbesondere in den D/H und
0/'°0 Tsotopenverhiltnissen widerspiegeln. Die Ausprigung ist jedoch abhingig von der
Baumart, so dass eine Ubertragung von Referenzdaten auf andere Baumarten zwar moglich
ist, jedoch mit einer Konstanten angepasst werden muss.
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11.2 Artidentifizierung mittels Genmarker

In Abbildung 69 sind eine Reihe von CITES-geschiitzten Baumarten mit deren leicht
verwechselbaren Austauschholzern aufgefiihrt, fiir die dringend DNA-basierte Verfahren der
Artidentifikation bendtigt werden.

CITES-geschiitzte Holzarten Austausch-Holzarten

Wissenschaftlicher Name  Handelsname CITES-Status |Wissenschaftlicher Name Handelsname

Dalbergia retusa Cocobolo in prep. Dalbergia maritima Madagaskar Rosenholz

Dalbergia stevensonii Dalbergia spruceana Amazonas Rosenholz
Dalbergia latifolia Indisches Rosenholz

Dalbergia nigra Brasilianisches Rosenholz | Dalbergia spruceana Amazonas Rosenholz
Dalbergia latifolia Indisches Rosenholz

Machaericum scleroxylon Santos Rosenholz

Fitzroya cupressoides Patagonische Zypresse | Sequoja sempervirens Kistenmammutbaum
Thuja plicata Riesen-Lebensbaum
Pterocarpus santalinus Padouk 1l Pterocarpus indicus Amboina
Pterocarpus soyauxii Padouk

Abbildung 69: Eine Auswahl weiterer geschiitzter Baumarten und die mit ihnen leicht zu verwechselnden Aus-

tauschholzarten, fiir die eine genetische Artidentifikationsmethode sinnvoll erscheint

Die vorliegende Arbeit hat aber auch noch einen weiteren wissenschaftlichen Aspekt zu Tage
gebracht, der derzeit eingehender untersucht wird. Dabei geht es um den taxonomischen Sta-
tus der drei hier behandelten Swietenia-Arten. Insbesondere die Tatsache, dass S. macrophylla
von S. humilis mit Hilfe der Chloroplasten-DNA nicht unterschieden werden kann, konnte ein
erster Hinweis darauf sein, dass es sich hier nicht um zwei reproduktiv isolierte Arten, son-
dern woméglich nur um Okotypen derselben Art handelt. Dazu werden derzeit Untersuchun-
gen an ITS-(Internal Transcribed Spacer) Sequenzen (Kern-DNA) vorgenommen, um diese
Hypothese zu bestétigen.
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11.3 Ausblick

Die Auswertung des Blindtest sowie der Praxistest bei beschlagnahmtem Teak zur
Uberpriifung der deklarierten Herkunft demonstriert das groBe Potential der Stabil-
Isotopenmethode. Im Vergleich zum ersten von der DBU finanzierten Projekt, das sich auf
Europa und Nordwest-Russland konzentrierte, war die Herausforderung bei der Uberpriifung
der deklarierten Herkunft mittels Isotopenmethode bei diesem Projekt wesentlich
anspruchsvoller. Hintergrund ist die Tatsache, dass der globale Wasserkreislauf am Aquator
beginnt und sich jeweils zu den Polen bewegt. In Aquatorniihe gibt es in einigen Regionen
keine eindeutigen Hauptwindrichtungen, wodurch sich die Verteilung der natiirlichen Isotope
uneinheitlicher und damit die Anwendung der Isotopenmethode schwieriger als z.B. in
Deutschland gestaltet. Auch wenn sich diese theoretische Grundlage im Projekt bestitigte,
konnten trotzdem in den Tropen gute Ergebnisse erzielt werden. Die Isotopenmethode kommt
somit sowohl fiir die geméaBigte, die boreale als auch fiir tropische Regionen als Methode zur
Uberpriifung der deklarierten Herkunft in Frage.

Der beschriebene Ansatz der Entwicklung von low-budget-Methoden zur Identifikation von
Holzarten auf der Basis von Chloroplasten-DNA hat vielversprechende Ergebnisse fiir den
Vollzug internationaler Artenschutzbestimmungen (CITES) hervorgebracht. Ferner konnten
erste praktische Erfahrungen an durch den Zoll beschlagnahmtem Holz gesammelt werden.
Eine Analyse mit den hier beschriebenen Verfahren konnte eindeutig einen Versto3 gegen
CITES-Gesetze nachweisen und ermdglichte die exakte Bestimmung der Holzart. Damit ist
die Erweiterung dieser Methode auch auf weitere Baumarten sehr empfehlenswert.

Natiirlich stellen die hier beschriebenen Verfahren auch fiir alle anderen Pflanzen- (und auch
Tier-) arten eine interessante und zukunftsweisende Mdoglichkeit der behordlichen Kontrolle
dar.
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