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Zusammenfassung

Es werden die Anforderungen, Vorziige und Beschrdnkungen genetischer Methoden sowie
der Stabilisotopen-Methode zur Kontrolle von forstlichem Vermehrungsgut beschrieben. Um
eine Einfuhrung der Stabilisotopen-Methode in die Praxis der Herkunftskontrolle zu errei-
chen, wird vorgeschlagen, die Sammlung von Dokumenten, die Probenaufarbeitung und
-haltung sowie die Auswertung der Analysendaten einer Prufstelle zu tGbertragen, die spezia-
lisierten Laboren Vorgaben fir die Durchfiihrung der Analysen macht und die Plausibilitat
der Werte kontrollieren kann. Diese Prifstelle erarbeitet aus den Ergebnissen einen
Prafbericht fur private Zertifizierer oder die amtliche Kontrolle. Da der grenziiberschreitende
Verkehr von forstlichem Vermehrungsgut eine bedeutende GroRe ist wird die Etablierung
eines Netzwerkes von nationalen und europdischen Prifstellen vorgeschlagen, deren
wichtigste Aufgabe es ware, Referenzproben und Analysendaten standardisierter Methoden
verfiighar zu machen.
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Prospects for an improved control of forest reproductive material:
Conclusions from the research work

Abstract

The requirements, benefits and limitations of genetic methods and the stable-isotope-method
for the control of forest reproductive material are described. In order to introduce the stable-
isotope-method in the practice of control of forest reproductive material it is proposed to
establish a control lab which collects documents, makes provisions for sample processing and
analysis in specialised labs including control of plausibility of the analysed data. In addition
this lab will be responsible for the evaluation of analytical data and will elaborate test results
for private certifiers or the official control. Since the cross-border movement of forest
reproductive material became a significant size the establishment of a network of national and
European control labs would be benefical. This network should provide and maintain
reference samples and analytical data of standardised methods.
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Genetische Analysen oder Stabilisotope ?

Forstliches Vermehrungsgut wird in seiner
Qualitat entscheidend durch seine geneti-
schen Eigenschaften und somit vom Erbgut
der Sameneltern gepragt. Zusétzlich ergeben
sich durch unterschiedliche Wachstums- und
Standortsbedingungen im Vermehrungsgut
biochemische Unterschiede. Bei Pinaceaen
gut beschrieben und fiir die Unterscheidung
von Herkinften bedingt geeignet sind u. a.
die Terpene als Klasse der sekundéren
Inhaltsstoffe  (BARADAT et al. 1992;
ARRABAL et al. 2005).

Zu den biochemischen Merkmalen, die sich
zur Bestimmung der geografischen Herkunft
bei Lebensmitteln (Weinen) als tauglich
erwiesen haben, zahlen, wie von KLIMMEK
(2003) gezeigt, neben den Stabilisotopen
auch der Asche-, Zucker- und Sé&uregehalt,
der Gehalt flichtiger Verbindungen, der
Gehalt von Sekundarstoffen und der Gehalt
seltener Erden, die mit multivariaten
statistischen Verfahren, also nicht einzeln
sondern in ihrem Zusammenspiel, bewertet
werden. Im Vergleich der einzelnen Para-
meter lieferte das Stabilisotopenpaar D/H;
die hochsten F-Werte und damit die beste
Erklarung fur die Herkunft von Weinen aus
Ubersee.

Aspekte der Auswahl genetischer Marker fur
den Herkunftsnachweis wurden von KON-
NERT (2006) kritisch gewdirdigt. Grundsatz-
lich stehen Isoenzymmarker und DNA-
Marker zur Auswahl. Basiert eine Beweis-
fihrung auf dem Vergleich von Allelhdufig-
keiten in einer fraglichen Probe mit den
Allelhdufigkeiten von bekannten Populatio-
nen darf nicht aulRer acht gelassen werden,
dass sich die Gene bei jeder Abblute neu
ordnen und zusatzlich auch Drift- und Selek-
tionseffekte, etwa durch Pflanzensortierung,
den Vergleich beeinflussen. Die Verfugbar-
keit von Referenzproben, die nach den
Grundsétzen des ZuF-Verfahrens gewonnen
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werden und die Dokumentation aller Schritte
des Produktionsprozesses samt der bewegten
Saatgut- und Pflanzenmengen sind deshalb
eine unabdingbare Vorraussetzung fiir einen
Vergleich der Allelhdufigkeiten und die
Bewertung genetischer Abstdnde zwischen
Untersuchungseinheiten.

Der Mindestumfang von Referenzproben
orientiert sich an den Mengen, fir die ein
Stammzertifikat erteilt wurde, und an den
Nachweisverfahren, die zur Uberpriifung der
Authentizitdt eingesetzt werden. GILLET
(1999) berechnete an einem Genort mit drei
verschiedenen Genotypen fir eine quali-
fizierte Schatzung genotypischer Werte einer
Buchenbestandesernte einen Mindeststich-
probenumfang von 499 Samen. Stehen
hochvariable Marker (z. B. Mikrosatelliten)
zur Verflgung, kann sich der Mindeststich-
probenumfang in den meisten Fallen redu-
zieren. Es bleibt aber zu beachten, dass die
Wiederholbarkeit der Bestimmung privater
und seltener Allele entscheidend vom
Stichprobenumfang abhéngt.

Um dies zu demonstrieren, wurden aus einer
Grundgesamtheit (Z05) mit definierten
Allelhdufigkeiten (fur 7 Isoenzymgenorte)
jeweils finfmal je 50 und je 200 Individuen
mit Zuriicklegen gezogen. Im Ergebnis
(Tab. 1) zeigte sich, dass bei allen
Ziehungen der Anteil der privaten Allele der
Grundgesamtheit in den Stichproben nicht
mehr nachzuweisen war. Die geringfiigiger
verdnderten Ubrigen Parameter (Number of
observed allels, Na; number of effective
allels, Ne) und die Heterozygotie (He) sind
in Tabelle 1 kursiv dargestelit.

Nicht zuletzt aufgrund der statistischen
Anforderungen von Vergleichen genetischer
Hé&ufigkeiten riicken DNA-basierte Abstam-
mungsanalysen (DEGEN 2005) ins Blickfeld.
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Tabelle 1: Verlust privater Allele und Anderung (kursiv) der Parameter Na, Ne und der Heterozygotie
(He) durch zuféllige Ziehung von 50 bzw. 200 Individuen aus 470 Bucheckern. Es wurden
7 Isoenzymloci pro Individuum analysiert (IDH, 6-PGDH, AAT, PGM, SKDH, MDH-A,
MNR) und die genetischen Parameter mit Hilfe des Programms Gene-Alex Vers. 6

berechnet.

Table 1: Loss of private alleles and change (in italics) of the parameters Na and Ne as well as
heterozygosity (He), by random drawing of 50 or 200 individuals out of 470 beech nuts.
Seven isozyme loci per individual were analysed. Genetic parameter were calculated by
use of the programme Gene-Alex Vers. 6.

Population N Na| Na Freq. Ne Private He
(7 Genorte) >= 5% Allele
Gesamtheit Z05| 470 2,714 1,857 1,447 0,143| 0,274
Ziehung 1 200 2,571 1,857 1,428 0,000 0,268
Ziehung 2 200 2,571 1,714 1,453 0,000| 0,272
Ziehung 3 200 2,571 1,857 1,463 0,000 0,276
Ziehung 4 200 2,429 1,857 1,440 0,000 0,275
Ziehung 5 200 2,571 1,857 1,443 0,000| 0,276
Ziehung 6 50 2,429 1,857 1,415 0,000 0,262
Ziehung 7 50 2,429 1,571 1,450 0,000| 0,267
Ziehung 8 50 2,429 1,714 1,424 0,000| 0,252
Ziehung 9 50 2,429 1,857 1,452 0,000 0,281
Ziehung 10 50 2,571 2,000 1,453 0,000| 0,282

Sie basieren auf dem Vergleich genetischer
Merkmale der potentiellen Eltern mit den
Nachkommen. Da sich die genetische
Abstammung nie d&ndert, sind solche
Analysen auch dann anzuwenden, wenn
Eltern und Nachkommen sich in unter-
schiedlichen ontogenetischen Phasen befin-
den. Bei Buche kann die Abstammung einer
Saatgutpartie von einem Elternbaum wider-
legt werden, wenn sich im Knospengewebe
eines fraglichen Elternbaumes andere Allele
finden als in den Schalen der Samen, da das
Gewebe der Schale wie das Knospengewebe
nur die genetische Information des Mutter-
baumes enthalt.

Soll die Abstammung einer Bestandesernte
in dieser Form mit hochvariablen, kern-

kodierten Markern unzweifelhaft
nachgewiesen werden, mussten (fast) alle
beteiligten  Mdtter bekannt und die
Genotypen den jeweiligen Bestanden

zuzuordnen sein. Dies wird in der Regel nur
auf Samenplantagen oder in sehr kleinen

Bestdnden mit vertretbarem Aufwand zu
beweisen sein.

Eine frequenzbasierte Zuordnung beliebiger
Stichproben kann mithilfe des Programmes
GeneClass Version 2.0.h (°INRA/CIRAD
2003) erfolgen (s. WypukoL et al. S. 67).

Maternale Marker (cp-DNA-Marker bei
Laubb&umen) konnen insbesondere dann
eingesetzt werden, wenn sich bei der Vertei-
lung der Allele groRraumige, nattirliche oder
menschengemachte, regionale Unterschiede,
z. B. durch Pflanzung, ergeben. Wenn es
sich um benachbarte autochthone Bestande
handelt, sind Unterschiede viel weniger zu
erwarten.

Wahrend der genetische Nachweis der
Authentizitdt von Einzelbaumernten  mit
hochvariablen Markern statistisch meistens
gut abzusichern ist, muss fur die Unter-
scheidung von Bestandesernten ein erheblich
groRRerer Aufwand betrieben werden. Basie-
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ren die Unterschiede zwischen Bestdnden
auf der Existenz seltener und / oder privater
Allele wird ggf. ein unverhéltnismafiig
groRer Aufwand erforderlich.

Die Schwierigkeit des Nachweises gene-
tischer Merkmale steigt zudem mit dem
Grad der Auskreuzung, bei hoherem
Ploidiegrad und bei zu bericksichtigender
interspezifischer Hybridisierung. Mit der
Entwicklung und Erprobung neuer DNA-
Marker als auch durch Kombination kern-
codierter und extrachromosomaler Marker
sind in Zukunft weitere Fortschritte beim
Herkunftsnachweis zu erwarten.

Die Analytik von Stabilisotopen kann sich
schon heute fir Zwecke der Zertifizierung
als sehr vorteilhaft erweisen. Zu berlicksich-
tigen sind allerdings gleichfalls die beste-
henden Unterschiede zwischen Reifejahren,
d. h. es missen Referenzproben jedes Reife-
jahres verfligbar sein.

Wie bei genetischen Analysen durch die
Anwendung zahlreicher Marker ein Multi-
locus-Genotyp definiert werden kann, bietet
die Diskriminanzanalyse bei Stabilisotopen
die Mdglichkeit, die Untersuchungsergeb-
nisse der verschiedenen Elemente in einem
multivariaten Test zu nutzen. Zudem ist es
mdoglich, die Analysenwerte unbekannter
Proben mit den Gruppenmerkmalen zu
vergleichen, die an Referenzproben erhoben
wurden, um dann eine Aussage Uber die
Gruppenzugehdrigkeit machen zu kénnen.

Aufwendige Untersuchungen, die durch
Kontrollstellen veranlasst werden, machen
aber nur dann Sinn, wenn fir eine reprasen-
tative Probenahme, die auch bezeugt wurde
(Vier-Augenprinzip), garantiert  werden
kann. Vor Gericht konnte sonst die
Richtigkeit der Probenahme angezweifelt
werden.

Um die Gruppenmerkmale eines Bestandes
zu erfassen, sollten moglichst alle
Einzelbaumernten (R2, nach ZiF) unter-
sucht werden. Ist durch einen genetischen

Vergleich der Knospen von Einzelbdumen
mit ihren Saatgutproben die Abstammung
aus dem bezeichneten Bestand abgesichert,
kann eine reprasentative Mischung der R2-
Proben flr den Vergleich der Stabilisotopen-
Muster mit anderen Teilmengen der
stammzertifizierten Bestandesmischung (R1-
, R3-Proben oder Handelssaatgut) dienen.

Die Merkmale einer gut gemischten
Bestandesabsaat waren in den gepriften
Fallen (Buche, Erle; siehe GEBHARDT S. 51)
schon mit funf zufallig gezogenen Einzel-
proben hinreichend beschrieben. Auch bei
Uberpriifung der R1- und R3-Proben sollte
eine mehrfache Ziehung von Einzelproben
erfolgen. Jede Einzelprobe sollte moglichst
homogen aufgearbeitet sein. Dabei ist zu
beruicksichtigen, dass grof3friichtige Samen
aus sehr unterschiedlichen  Geweben
bestehen und deshalb eine Abtrennung des
zu untersuchenden Gewebes (z. B. Embryo
von Samenschale) notwendig ist.

Da sich Anzuchtflachen in Vermehrungs-
betrieben im Stabilisotopen-Muster und
-Gehalt unterscheiden kdnnen, besteht auch
die Mdglichkeit, die Abstammung von gene-
tisch gleichem Material (Klonen) aus ver-
schiedenen Anzuchten nachzuweisen. Wie
in einer Gegenuberstellung der genetischen
und der Stabilisotopen-Methodiken zusam-
mengefasst, ist diese Maoglichkeit bei
Anwendung genetischer Methoden nicht
gegeben (Tab. 2).

Stabilisotopen-Analytik kann Teil einer
Kette der Zertifizierung werden (Abb. 1),
wie sie durch die Zertifizierungssysteme
ZUF und FfV beschrieben ist. Sie setzt die
Gewinnung von Referenz- oder Kontroll-
proben nach den systemeigenen Modalitaten
und Formalismen voraus. Aufgrund der
gesetzlichen Vorgaben muss sowohl fiir eine
Anmeldung und Freigabe der Ernte als auch
fir die Einrichtung einer Sammelstelle, die
Ernteaufsicht und Erntekontrolle (Mindest-
baumzahl, Artreinheit etc.) gesorgt sein.
Referenz- und amtlich gewonnene Proben
(Kontrollproben) koénnen mit den verflg-
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Tabelle 2: Methodenvergleich
Table 2:  Comparison of methods

Stabilisotopen-Methode

Genetische Methoden

Beschaffung reprasentativer
Saatgutproben

5 x 30= 150 Samen/Partie

Probenumfang hangt von der
Menge des Erntegutes ab.
Untersucht werden zwischen
100-150 Samen je Partie oder
1 Knospenprobe je Einzelbaum

Dokumentation (Stammzertifikat)

gleicher Aufwand

gleicher Aufwand

Vergleichs-/Ruckstellproben

fiir den Kontrollfall, ja

fir den Kontrollfall, ja

Lagerung von Proben

keine Kihlung erforderlich,
aber Lufttrocknung

Kuhlung/Gefriertrocknung oder
Lufttrocknung erforderlich

Aufarbeitung von Proben

Trocknen und Pulverisieren
genigt im Regelfall

zusatzlich Extraktion erforderlich

Mindestaufwand
je Probe

5 Mischproben zur Analyse

variabel, 10 bis 150

Zeitaufwand flr Analysen
(ohne Probenvorbereitung)

vergleichsweise gering, da
weitestgehend automatisiert

hoch, da vor der Fragment-
trennung PCR-Reaktionen
erforderlich sind

Methodenentwicklung und
Methodenanpassung

vergleichsweise wenig
aufwendig bzw.
abgeschlossen

aufwendig, soweit keine
serienmalig verwendbaren
Marker etabliert sind (bei vielen
Baumarten aber gegeben)

Anzahl unterscheidbarer
Saatgutpartien
S. 60)

sehr hoch schon mit =*C und
>N (siehe Beispiel Roterle

abhéangig von Art und Anzahl
untersuchter Loci, meist aber
hoch

Uberpriifung der Identitat bzw.
Abstammung von Samen und
Pflanzen bzw. Pflanzenteilen

bisher nicht moéglich

in vielen Fallen im Ausschluss-
verfahren sehr gut moglich

Differenzierung der Baumarten
und/oder Klone

nur in einigen Fallen (rel.
unscharf) moglich

mit art-/klonspezifischen
Markern sehr gut méglich

Charakterisierung des
Anzuchtortes von vegetativem
Vermehrungsgut

unter bestimmten
Vorraussetzungen mdglich

unmoglich

baren Dokumenten und den von den
Zertifizierungsstellen geforderten Angaben
einer Prufstelle zugeleitet werden. Eine
GPS-gestltzte Probennahme, wie sie von
HULLER & GEBHARDT (S. S. 111) beschrie-
ben wurde, ware dabei vorteilhaft. Die ersten
Stufen der Probenaufarbeitung bis zu einem
fein pulverisierten, lagerféhigen, idealer-
weise gefriergetrockneten Material sollten,
ebenso wie die Probenkennzeichnung von
dieser Prifstelle erster Kategorie
vorgenommen werden, die sowohl die
Probenhaltung als auch den Versand der
anonymisierten Proben an ein oder mehrere
spezialisierte Labore zweiter Kategorie

ubernimmt. Aufgabe der Prifstelle erster
Kategorie wére es dann, die Ergebnisse der
spezialisierten Labore auf ,gute Labor-
praxis®, Plausibilitdit und Ubereinstimmung
zu prifen und dem  Auftraggeber
(Zertifizierungsring, amtliche Kontrolle)
einen Prifbericht auszuhdndigen, der eine
statistische Auswertung der Ergebnisse
beinhaltet. Mit der Gefriertrocknung des
Probenmaterials bleiben die Optionen
genetischer Untersuchungen offen, zudem
ist eine Lagerung bei Zimmertemperatur
ohne kostenintensive Kuhlung mdglich. Eine
Uberpriifung der guten Laborpraxis eines
Stabilisotopen-Labors wird mdglich, wenn
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Pruflabor (1) bereitet Proben
fur das Stabilisotopen-Labor
(1) vor und lagert sie.

Gewinnung von Referenz-/Kontroll-

proben nach gesetzlichen Vorgaben § %// A
und Vorgaben der Zertifizierungs- Q}&
systeme.

~ > f D Stabilisotopenlabor (I1) bearbeitet anonymisierte 6
@ Qf, Q3J Proben und sendet Bericht an Priflabor (1). 6 6 o)

1

Priiflabor (1) prift ,gute Labor-
praxis” sowie Plausibilitat und
erstellt Prifbericht

&

d

Abb. 1:
forstlichem Vermehrungsgut
Fig. 1:
forest reproductive material

Protokolle erstellt werden, die zeitgenaue
Analysendaten sowohl von anonymen
Proben als auch von mehrfach wiederholten
Festsubstanzen bekannter Zusammensetzung
(nach jeder 10. Probe Leucin/Acetanilid)
samt der analysierten Mengen, der
Einwaagegenauigkeit und der angewendeten
Rechenwege wiedergeben. Um sich die
Option einer Uberpriifung durch ein zweites
Stabilisotopenlabor offenzuhalten und auch
die im FettkOrper gespeicherte Information
zu nutzen, sollte per se keine Fettextraktion
der Proben vor der massenspektrometrischen
Analyse erfolgen. Eine Teilung der Proben
in A- und B-Proben ist deshalb nach der
Gefriertrocknung und Pulverisierung zu
empfehlen.

In Féllen, in denen Gruppenmerkmale der
R1- und R3-Proben nicht (bereinstimmen
oder von den (theoretischen) Mittelwerten
der R2 abweichen misste eine Bestétigung
der Ergebnisse durch eine Zweitunter-

Einflhrung der Stabilisotopen-Analytik in die Praxis der Zertifizierung / Kontrolle von

Introduction of the analysis of stable isotopes in the practice of certification / Control of

suchung veranlasst werden und somit auf
eingelagertes  Probenmaterial ~ wiederholt
zurlickgegriffen  werden. Gegebenenfalls
mussten  zusatzliche genetische  Unter-
suchungen veranlasst werden.

Préadestiniert fur die Arbeiten der Prufstelle
und damit eines Labors 1. Kategorie sind
staatliche Einrichtungen, die fur die
Integritdt und Kontinuitat der notwendigen
Bearbeitung, Proben- und Datenhaltung,
garantieren konnen. Vorteilhaft ware die
Beherrschung eines groRen Instrumen-
tariums an Prifmethoden einschliellich
Keimprufung, genetischer Analysen und
Bestimmung botanischer Merkmale (Alters-
bestimmung etc.). In Zusammenarbeit mit
Kontrollbeamten, dem Zoll und der Bundes-
anstalt fir Landwirtschaft und Erndhrung
sollten Schulungen zur Probenahme und
zum besseren Verstandnis der Methoden als
auch ein Austausch von Informationen, die
den grenziberschreitenden Verkehr betref-
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fen, erfolgen. Ein bundesweit agierendes
Netzwerk von Institutionen, die mit
Herkunftskontrolle bei forstlichem Vermeh-
rungsgut im weiteren Sinne befasst sind,
konnte ggf. durch die Bund-Lander-Arbeits-
gruppe ,,Forstliche Genressourcen und Forst-
saatgutrecht (www.genres.de/fgrdeu/blag/)
weiter belebt und gepflegt werden. Zentrales
Anliegen des Netzwerkes muss neben dem
Austausch ~ von  Referenzproben  die
Standardisierung ~ der  anzuwendenden
Methoden sein. In die Bemihungen zur
Standardisierung der Methoden sollten auch
private Zertifizierer eingeschlossen werden.

Sehr vorteilhaft wére es, Saatgutprif-
anstalten und andere mit Herkunftsfragen
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