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Zusammenfassung

Zusammenfassung

Der Handel mit gefdhrdeten Tier- und Pflanzenarten wird durch das ,Washingtoner
Artenschutzabkommen® (CITES) reglementiert. Zu den gefahrdeten Arten zdhlen auch
wichtige Handelsholzer, die nach CITES-Richtlinien geschitzt sind. Fir die Umsetzung der
Schutzregularien ist eine eindeutige Artidentifizierung unerlasslich, die die Entwicklung
und den Einsatz effektiver Bestimmungsmethoden erfordert.

Ziel der vorliegenden Forschungsarbeit war die Entwicklung eines genetischen Schnell-
tests zur Identifizierung geschitzter tropischer Wirtschaftsbaumarten sowie ihrer Substi-
tutionshoélzer in Form eines DNA-Macroarrays. Dieser Test soll die bereits vorhandenen
genetischen Nachweismethoden ergdnzen und hiermit die Effektivitdt der Kontrollen
verbessern.

Untersucht wurden folgende sechs Handelssortimente CITES-geschiitzter Arten und ihre
Substitutionsholzer: Echtes Mahagoni, Cedro, Bubinga, Pterocarpus-Arten, Ramin und
Pockholz. Zur Entwicklung des Tests wurden nicht vorhandene Barcode-Sequenzen der
ausgewahlten Holzarten erstellt und darauf basierend Sonden (= Oligonukleotide)
entwickelt. Anschliefend wurden diese Sonden auf dem Macroarray Uberprift.

Als Ergebnis dieser Methodenentwicklung konnten die Einsatzmengen der Chemikalien
reduziert und die Dauer des Verfahrens effektiv von 6,7 h auf 3,2 h verringert werden.
Zur Artidentifizierung wurde der ,internal transcribed spacer” (ITS) als Barcode-Region
gewidhlt und eine interne Datenbank aus 197 Sequenzen erstellt. Auf dieser Grundlage
und o6ffentlich zugdnglichen Datenbanksequenzen wurden 99 Sonden entwickelt und
zusammen mit 49 weiteren Oligonukleotiden auf dem Macroarray getestet. Davon
stellten sich 66 Sonden als geeignet heraus. Die Ergebnisse der Macroarray-Analysen
zeigen, dass von den 53 untersuchten Holzarten 32 mit Hilfe des entwickelten
Macroarray eindeutig identifizierbar sind. Weitere 15 Arten werden durch Gattungs-
sonden reprasentiert und auf jeweils zwei bis maximal drei Arten innerhalb einer Gattung
eingegrenzt. Flr vier Arten ist Uber die erstellten Sonden keine Identifizierung moglich
und zwei Arten konnten aus Mangel an zur Verfligung stehender DNA nicht Uberprift
werden.

Die Vorteile der Macroarray-Methode fir die Holzartenidentifizierung liegen in der

parallelen Analyse mehrerer Arten, dem Verzicht auf eine Sequenzierung der DNA und
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Zusammenfassung

eine Anwendung ohne eine vorherige Artenkenntnis. AuSerdem bietet der entwickelte
Test eine Moglichkeit der Zeit- und Kosteneinsparung im Vergleich zu derzeit
verwendeten Methoden. Die im Rahmen der Promotion erzielten Ergebnisse zeigen
erfolgsversprechend, dass der entwickelte Schnelltest durch seine Praxistauglichkeit
einen Beitrag zur Bekdmpfung des illegalen Holzhandels und der Einhaltung des Arten-

schutzes leisten kann.
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Abstract

The Convention on International Trade in Endangered Species of Wild Fauna and Flora
(CITES) regulates the trade in vulnerable animals and plants. Endangered species also
comprise important commercial timbers which are protected according to CITES
guidelines. For the implementation of the conservation regulations, a reliable species
identification is essential, which requires the development and application of effective
identification methods.

In the present study, a rapid genetic test was developed using the DNA macroarray
method for the identification of CITES protected commercial tree species originated in
the tropics and their look-alikes. This methodical approach is intended to complement
the existing genetic methods and thus improve the effectiveness of controls.

In detail, the following six commercial assortments of CITES-protected timber species and
their look-alikes were selected and investigated: True Mahogany, Cedro, Bubinga,
Pterocarpus species, Ramin and Guaiacum Wood. Developing the test, non-existent
barcode sequences of the selected wood species were created and probes
(= oligonucleotides) were designed based on these sequences. Subsequently, the probes
were checked on the macroarray. As a result of the methodical approach, the quantities
of the analytical chemicals could be reduced and the duration of the procedure
effectively decreased from 6.7 h to 3.2 h. For species identification, the "internal
transcribed spacer" (ITS) was chosen as the barcode region and an internal database of
197 sequences was developed. Based on these and additional database sequences, 99
probes were designed and tested on the macroarray together with 49 additional
oligonucleotides. In total, 66 of the 148 tested probes are proved to be suitable.

The results of the macroarray analyses reveal that of 53 wood species examined, 32 can
be clearly identified using the developed macroarray. Additional 15 species are
represented by genus probes and limited to a maximum of three species within each
genus, respectively. For four species, no identification is possible applying the probes
created and two species could not be verified due to lack of available DNA.

The advantages of the studied macroarray approach offers, (i) parallel analysis of several
species, (ii) omission of a DNA sequencing and (iii) application of the technigue without

prior knowledge of the taxa. Furthermore, the developed test provides a potential of time
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and cost savings compared to current established methods. In summary, the results of
the PhD thesis reveal that the developed rapid test can contribute to combat illegal

timber trade due to its efficient and practical applicability.
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Einleitung

1 Einleitung

Klimawandel, Landumwandlung sowie der illegale Einschlag und Handel von Holz
bedrohen die Biodiversitat und den Artenschutz auf unserem Planeten. Vor allem in
tropischen Landern sind dies treibende Krafte fur die anhaltende Walddegradierung und
Entwaldung. Schatzungen von Interpol zufolge sind 15 bis 30 % des weltweiten Holz-
handels illegal (Nellemann, 2012, INTERPOL, 2021). In den wichtigsten Herkunftslandern
tropischer Holzarten wurden die illegalen Anteile am gesamten nationalen Einschlag auf
35 % in Malaysia, 60 bis 70 % in Kamerun, Ghana, Indonesien, Republik Kongo, Papua Neu
Guinea und bis zu Uber 90 % in der Demokratischen Republik Kongo geschatzt (Hoare,
2015).

Aktuell bereitet die Ubernutzung von, im Handel als ,Rosewood” (Rosenholz)
bezeichneten Holzarten ein grofRes Problem. Sie werden im grofRen Mal3stab nach China
exportiert zur Herstellung von traditionellen Mobeln, sogenannten Hongmu-Mobeln.
Unter dem Namen ,Rosewood” werden mittlerweile nicht nur die Ublichen Dalbergia-
Arten gehandelt, sondern vermehrt auch Arten wie Kosso (Pterocarpus erinaceus),
Mukula (P. tinctorius), Red Sanders (P. santalinus) sowie Bubinga (Guibourtia spp.).
(UNODC, 2020)

Es gibt mehrere gesetzliche Regelungen, die den illegalen Handel mit Holz einddmmen
sollen. Die Wichtigste ist das , Washingtoner Artenschutzabkommen® Gber den inter-
nationalen Handel mit gefahrdeten Arten freilebender Tiere und Pflanzen, kurz CITES
(Convention on International Trade of Endangered Species of Wild Flora and Fauna).
Diese Konvention beschriankt den Handel mit wildlebenden Arten, die vom Aussterben
bedroht sind, und damit auch den Handel exponierter Holzer. Holz ist unter den von CITES
geregelten Waren eines der am meisten gehandelten im internationalen Warenverkehr.
Die oben erwdhnten ,Rosenwood“-Arten sind derzeit alle nach CITES-Anhang B (Annex
Il) geschitzt. Das bedeutet, dass ihr Handel nicht verboten, sondern unter strengen
Auflagen, die einen Fortbestand der Art garantieren sollen, moglich ist. (CITES.org)

Auf europaischer Ebene unterliegen Holzeinfuhren den Richtlinien der Europaischen
Holzhandelsverordnung (Abklrzung EUTR; Verordnung EU Nr. 995/2010). Sie verbietet

die Vermarktung von illegal eingeschlagenem Holz und verpflichtet alle Importeure (sog.




Einleitung

Marktteilnehmer), die innerhalb der EU Holz oder Holzprodukte erstmalig in Verkehr
bringen, bestimmte Sorgfaltspflichten einzuhalten. Dazu gehéren unter anderem
Informationspflichten zur Art und Herkunft des Holzes sowie Verfahren zur Einschatzung
und Reduzierung des Risikos, dass das Holz aus illegalem Einschlag stammen konnte.
Eine groRe Herausforderung bei der Umsetzung der genannten Schutzregularien ist die
eindeutige Artidentifizierung der gehandelten Holzer, was unerldsslich fur die Legalitats-
prifung des gehandelten Produktes ist (Wiedenhoeft et al., 2016, Gasson et al., 2021).
Klassischerweise wird die Holzart mikroskopisch Uber die anatomischen Struktur-
merkmale bestimmt. So ist eine Identifizierung bis auf Artebene jedoch nicht fir alle
Gattungen méglich. AuBerdem wird daflr geschultes Fachpersonal mit sehr viel
Erfahrung bendtigt. Mit dem Fortschritt in der Gentechnik werden zunehmend auch
molekularbiologische Analysen routinemallig eingesetzt. Oft sind die angewendeten
Methoden jedoch zeit- und kostenintensiv. Den Strafverfolgungsbehdrden und den
Handlern mangelt es somit an schnellen und praktikablen Instrumenten zur Uberpriifung
der Legalitat (Lowe et al., 2016, Low et al., 2022).

Das Dissertationsprojekt beinhaltet die Erarbeitung einer genetischen Methode zur
Holzartenidentifizierung, beruhend auf der Macroarray-Technologie und der DNA-
Barcode-Region ,ITS“ (internal transcribed spacer). Damit sollen sieben handels-
relevante, tropische CITES-Holzarten und ihre Substitutionsholzer schneller und kosten-
glnstiger identifiziert werden. Dabei handelt es sich um die Holzarten: Mahagoni
(Swietenia spp.), Cedro (Cedrela spp.), Bubinga (Guibourtia spp.), rotes Sandelholz und

Kosso (Pterocarpus spp.), Ramin (Gonystylus spp.) und Pockholz (Guaiacum spp.).
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2 Stand des Wissens

In diesem Kapitel werden die bisherigen Methoden der Holzartenerkennung und ihre
Grenzen beschrieben. Die Probleme in der genetischen Identifizierung werden genauer
beleuchtet. Im Speziellen wird auf die DNA-Isolierung und -Amplifizierung aus dem
Material Holz und die verschiedenen Barcode-Regionen zur Artidentifizierung
eingegangen. Es folgt eine Erlauterung, warum welche Methoden und Protokolle in der
vorliegenden Forschungsarbeit zum Einsatz kamen. AbschlieRend wird kurz die hier

verwendete Macroarray-Technologie skizziert.

2.1 Holzartenerkennung

,Timber identification (of tree species or of geographical origin) is a technical prerequisite
for monitoring and controlling wood trade or to control the chain of custody in the
context of certification.” Deguilloux et al. (2002) stellen in diesem Satz sehr gut die
Wichtigkeit der Holzartenerkennung im Holzhandel als ,technische Voraussetzung”
heraus. Eine Kontrolle des Artenschutzes kann nur erfolgen, wenn das vorliegende
Material auch einwandfrei identifiziert werden kann. Die Holzartenbestimmung ist auf
verschiedenen Wegen realisierbar. Klassischerweise werden Hoélzer anatomisch anhand
ihrer Strukturmerkmale bestimmt. Mit dem Einzug der Gentechnik kamen verschiedene
molekularbiologische Methoden hinzu. Auch chemische und physikalische Unter-
suchungen sind moglich.

Je nach Fragestellung — Taxonomie und/oder Herkunft — existieren bereits verschiedene
Methoden zur Identifizierung und Nachverfolgung von Holz. Die Holzanatomie kann
lediglich die Fragen der Taxonomie beantworten. Techniken der Genetik, Massen-
spektrometrie und NearinfraRot (NIR) Spektroskopie ermoglichen sowohl eine
taxonomische als auch eine geografische Bestimmung in verschiedenen Aufldsungen. Die
Herkunft kann auch Uber Isotopen Analysen bestimmt werden. Eine genaue Riick-
verfolgung eines einzelnen Individuums wird durch das DNA-Fingerprinting erzielt.
(Schmitz et al., 2019)

Aktuell wird zusatzlich an maschinellem Lernen auf Grundlage von mikroskopischen
Aufnahmen zur Holzartenidentifizierung geforscht (de Andrade et al., 2020, Lens et al,,

2020, Low et al., 2022).
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Die nachfolgende Grafik gibt eine Ubersicht tiber die oben genannten Methoden und ihre

Anwendungsgebiete.

Taxon ID Origin ID
Familie Art 1 L Land / Region [ Population / Konzession J [ Individuum ]
H \\7\\
Holzanatomie —

Massenspektrometrie /\ Isotopen Analyse —

NearInfraRot Spektroskopie

DNA-Barcoding -

DNA-Fingerprinting

. Phylogeographie / Populationsanalyse

Abbildung 1 Methoden der Holznachverfolgung und ihre Anwendungsunterschiede (modifiziert nach Lowe et al., 2011)

Die folgenden Kapitel beschreiben die Vorgehensweisen und Problematiken der mikro-
skopischen Analyse anatomischer Strukturmerkmale des Holzes sowie die angewandten
genetischen Methoden zur Holzartenidentifizierung. Chemische und physikalische
Methoden sind nicht Bestandteil der vorliegenden Arbeit und wurden zuvor aus Griinden

der Vollstandigkeit erwahnt.

2.1.1 Anatomische Strukturmerkmale

Die Anatomie des Holzes wird in den drei Hauptrichtungen axial, tangential und radial
betrachtet. Fir eine unbekannte Probe wird zuerst Uber eine makroskopische
Betrachtung das Handelssortiment taxonomisch bestimmt bzw. eingegrenzt. Daflr wird
der Querschnitt der Probe mit einer scharfen Klinge angeschnitten. Die klare Schnittkante
wird mit bloRem Auge oder mittels Lupe (10 — 12-fache VergroRerung) untersucht. Somit
werden die axial orientierten Gewebetypen deutlich, die wichtige diagnostische
Informationen liefern. Die Bestimmung der Art Uber die erkannten Strukturen kann mit
Hilfe von Holzatlanten oder computergestitzten Bestimmungsschlissel wie der

,macroHOLZdata” (Richter and Trockenbrodt, 1995) oder der , CITESwoodID” (Koch et
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al., 2011) realisiert werden. Beide genannten Datenbanken stehen ebenfalls als Apps flr
mobile Endgerdte zur Verfigung (Koch et al.,, 2022). Die makrokopische Holzarten-
bestimmung ist die einfachste und schnellste Methode, um ein Handelsholz
oder -sortiment zu erkennen bzw. einzugrenzen und wird routinemaRig als "erstes"
Screening-Verfahren eingesetzt. Sie wird jedoch durch zwei Faktoren limitiert, die
ProbengrofRen und den Verwandtschaftsgrad gehandelter Holzer. So muss der Quer-
schnitt der Probe grol} genug sein, um diagnostische Strukturen erkennen zu kénnen. Bei
eng verwandten Handelshoélzern sind die anatomischen Struktur oft sehr dhnlich und auf
makroskopischer Ebene nicht oder nur schwer zu differenzieren. (Koch et al. 2015)

Flr eine genauere und juristisch standhafte Bestimmung von Handelshélzern werden die
anatomischen Strukturen in der Regel mikroskopisch untersucht. Daflir werden von einer
unbekannten Holzprobe mikroskopische Schnitte mit Hilfe eines Mikrotoms in den drei
anatomischen Hauptrichtungen angefertigt. Die so entstandenen Quer-, Tangential- und
Radialschnitte werden anschlielRend mikroskopisch nach bestimmten strukturellen
Merkmalen untersucht. So kénnen bis zu 80 Merkmale diagnostiziert werden, die
international in den anatomischen Beschreibungen (Merkmalslisten) der ,International
Association of Wood Anatomists” (IAWA) standartisiert sind. Darin werden die
verschiedenen Auspragungen der Zelltypen (Gefalle, Parenchym, Fasern usw.)
beschrieben und zusatzliche Informationen Uber mineralische Einschllsse 0.3. geliefert.
Auch fur die mikroskopische Bestimmung stehen verschiedene computergestitzte
Bestimmungsschlissel zur Verfiigung, wie ,,Commercial timbers” (Richter and Dallwitz,
2000 onwards) oder ,,InsideWood” (Wheeler, 2011). (Koch et al. 2015)

Bei den in dieser Arbeit untersuchten Holzarten handelt es sich ausschlieflich um
tropische Laubholzer. Die wichtigsten Gewebetypen des Laubholzes sind die axial-
verlaufenden Gefalle, welche in verschiedenen GrofRenauspragungen und Anordnungen
vorhanden sein kénnen. Sie sind fur die Wasserleitung im lebenden Baum verantwortlich.
Zwischen diesen Gefallen befinden sich die ebenfalls axial verlaufenden Holzfasern,
welche als Stitz- und Festigkeitsgewebe dienen. Sie sind je nach Holzart in verschiedenen
Druchmessern und Zellwanddicken ausgeprdgt. Des Weiteren gibt es das axial
verlaufende Parenchym, dessen Anordnung besonders wichtig fir die Erkenung ist sowie

die in radialer Richtung verlaufenden Holzstrahlen. Letztere sind fir den Wasser- und
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Nahrstofftransport ins Innere des Baumes sowie die Speicherung von Nahrstoffen
verantwortlich. Sie sind holzartenspezifisch unterschiedlich aufgebaut. (Matyssek et al.,
2010)

Die Holzartenbestimmung auf Grundlage der anatomischen Struktur des Holzes setzt
erfahrenes Fachpersonal voraus. Eine Bestimmung bis auf Artebene ist bei sehr eng
verwandten Arten unmoglich (Deguilloux et al., 2002).

Um beispielhaft die Grenzen der Erkennung aufzuzeigen, sind folgend mikroskopische
Bilder zweier Arten der Gattung Pterocarpus dargestellt. Die Aufnahmen stammen aus
der wissenschaftlichen Holzsammlung des Thinen-Instituts fir Holzforschung, Hamburg.
GegenUlbergestellt werden die Arten P. santalinus und P. soyauxii. Beide Arten zeigen
keine signifikanten anatomischen Unterscheidungsmerkmale. P. santalinus hat einreihig
oder mehrreihig ausgepragte Holzstrahlen. Im Gegensatz dazu kommen die Holzstrahlen
von P. soyauxii ausschlielich einreihig vor (Richter and Dallwitz, 2000 onwards). Dieses
Merkmal tragt nur dann zu einer Unterscheidung beider Arten bei, wenn mehrreihige
Holzstrahlen bei P. santalinus sichtbar sind. Im folgenden Radialschnitt ist im gesamten

Ausschnitt nur ein einziger mehrreihiger Holzstrahl erkennbar.
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Abbildung 2 Mikroskopische Radialschnitte von P. santalinus (links) und P. soyauxii (rechts); HS = Holzstrahl
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2.1.2 Genetische Analyse

Die genetischen Methoden zur Bestimmung des Holzes reichen von der taxonomischen
Identifizierung der Spezies (DNA-Barcoding) bis zur Verifizierung der geografischen
Herkunft. Letztere kann sich auf die Region (Phylogeografie) aber auch auf einzelne
Konzessionen (populationsgenetische Analysen) oder die Rickverfolgung einzelner
Individuen (DNA-Fingerprinting) beziehen. (Lowe and Cross, 2011)

In der vorliegenden Arbeit wurde sich auf die taxonomische Identifizierung der Holzarten
konzentriert. Zu den Hauptschritten der molekularbiologischen Identifizierung gehéren
die Extraktion der DNA aus dem Holzmaterial, die exponentielle Vervielfaltigung
geeigneter Bereiche der DNA (sogenannter Barcode-Regionen), sowie die Sequenzierung
dieses Barcodes. Die ldentifizierung basiert auf der Individualitdt der DNA, also der
spezifischen Abfolge der vier Basen Adenin, Cytosin, Guanin und Thymin. Uber einen
Abgleich der DNA-Sequenz mit Referenzsequenzen, meist aus internationalen Daten-
banken, wird eine prozentuale Ubereinstimmung errechnet. Die Methode stéRt dann an
ihre Grenzen, wenn keine Vergleichssequenzen fir die zu identifizierende Holzart
vorhanden sind. In diesen Fallen sind Sequenzen aus einwandfrei bestimmtem Material
zu erstellen. Somit werden internationale Datenbanken wie NCBI (National Center for
Biotechnology Information) stetig erweitert. Die folgende Grafik zeigt den schematischen

Standardablauf der molekularbiologischen Holzartenidentifizierung Giber DNA-Barcoding.

Homogenisierung DNA-Extraktion DNA-Amplifizierung
(f D[ J D 0000

3unJaizuanbag

Identifizierung Datenbankabgleich

Abbildung 3 Schematische Darstellung der genetischen Holzartenidentifizierung
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Die Holzartenbestimmung ist auch Uber die Anwendung von sogenannten Taxon-Primern
in der PCR moglich. Das sind spezifische Oligonukleotide, die nur dann eine Amplifizierung
ermoglichen, wenn die DNA der Zielart vorhanden ist. Das heil3t, die Primer sind so
aufgebaut, dass sie komplementar nur zur DNA einer bestimmten Holzart passen. Der
Erfolg der PCR gibt Auskunft darliber, ob die vermutete Holzart vorhanden ist oder nicht.
Der PCR-Erfolg wiederum lasst sich durch die Gelelektrophorese visualisieren. Somit ist
eine Sequenzierung nicht mehr notwendig. Nachteil dieser Methode ist eine vorherige
Eingrenzung der moglichen Holzarten, damit die Anzahl der zu verwendenden Primer
eingeschrankt werden kann. (Moreth and Schmidt, 2000, Magnussen et al., 2007,
Hanssen et al., 2011, Wallinger et al., 2012, Wischnewski, 2014)

Fir die Umsetzung der Schutzregularien (CITES sowie EUTR) ist neben der Identifizierung
der Art auch eine Nachverfolgung der Herkunft von groRem Interesse. So mussen fir
CITES-geschitzte Arten auch Herkunftsnachweise erbracht werden, um die Legalitat zu
belegen. Eine Unterscheidung von geografischen Regionen, Populationen, Konzessionen
oder Individuen einer Art wird durch evolutiondre Prozesse in den Genen wie Mutation,
Drift, Genflow und Selektion ermoglicht (Lowe et al., 2004). Diese Ereignisse fihren auf
kontinentaler, Populations- oder individueller Ebene zu Diskontinuitaten in der
genetischen Struktur, die mit geeigneten molekularen Markern identifiziert werden
konnen (Lowe and Cross, 2011). Dazu werden sogenannte Mikrosatelliten untersucht,
auch ,simple sequence repeats” (SSR) genannt. Das sind kleine, sich wiederholende,
Basenmotive wie beispielsweise ,TAGTAGTAGTAG..”. Die Anzahl der Wiederholungen
kann sich auf den oben erwdhnten Ebenen unterscheiden und mit Hilfe statistischer
Auswertungen zur Herkunftstberprifung verwendet werden. Bei der Nachverfolgung
von Holz ist es einfacher, die Herkunft aus einem umstrittenen Gebiet auszuschliel3en, als
die tatsdchliche Herkunft zu lokalisieren, da fiir letzteres eine umfangreiche genetische
Karte des Gebietes zur Verfligung stehen oder aufgebaut werden muss. (Deguilloux et al.,
2003, Rachmayanti et al., 2006, Degen and Fladung, 2007, Degen et al., 2010, Lowe et al.,
2010, Lemes et al., 2011, Duminil et al., 2012, Jolivet and Degen, 2012, Degen et al., 2013,
Hung et al., 2017, Chaves et al., 2018, Paredes-Villanueva et al., 2019)
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2.2 DNA-Extraktion und Amplifizierung

Fir alle genetischen Methoden muss zuerst die DNA isoliert werden. Wahrend die
Extraktion der DNA aus frischem Blatt- und Kambiummaterial routinemaRig durchgefthrt
wird, gibt es bei der Isolation von DNA aus Holz immer wieder Schwierigkeiten (Deguilloux
et al., 2002, Asif and Cannon, 2005, Finkeldey et al., 2010, Jiao et al., 2012, Tnah et al.,
2012, Fatima et al., 2018, Murillo-Sadnchez et al., 2021). Der Erfolg einer DNA-Extraktion
aus Holz ist stark abhangig von der Spezies, der Gewebeart (Splint- oder Kernholz) und
des Gewebealters sowie bereits durchgeflihrter Verarbeitungsprozesse des Materials.
Sowohl die Quantitat als auch die Qualitat der DNA ist in getrocknetem Holz niedriger als
in kambialem Gewebe, Blattern oder frischem Splintholz. Zu prifende Produkte bestehen
jedoch meist aus technisch getrocknetem und verarbeitetem Kernholz.

Selbst am lebenden Baum ist die Menge an DNA im Holz gering, da es sich bei Holz
hauptsachlich um ,totes” Gewebe handelt. Die DNA-Quantitdt und -Qualitat ist
insgesamt im Splintholz groRer als im Kernholz. Dies wird durch die einfache Tatsache
gestltzt, dass sich im Splintholz noch lebende parenchymatische Zellen befinden,
wahrend im Kernholz alle Zellen bereits durch den Prozess der Kernholzbildung
abgestorben sind (IAWA, 1964). Nach dem programmierten Zelltod in der Ubergangszone
zwischen Splint- und Kernholz, der sogenannten ,transition zone”, degradieren alle
Organellen und die DNA wird durch Nukleasen fragmentiert. Das sich trotzdem DNA im
Kernholz findet liegt vermutlich daran, dass kurze DNA-Fragmente absorbiert an der
Zellwand vorliegen (Cano, 1996). Ein Zerfall dieser DNA (ber die Lagerungsdauer und die
Lagerungsumstande (feucht oder trocken) wird durch UV-Einstrahlung und Mikro-
organismen weiter beglnstigt (Murmanis et al., 1987, Vivas et al., 1997). Die Degradation
pflanzlicher DNA ist durch eine Langenfraktur der Strange charakterisiert, was zu einer
Verkirzung der vorhandenen DNA-Fragmente fihrt. Deshalb konnen aus Holz
vornehmlich nur kurze DNA-Abschnitte extrahiert und sequenziert werden (Lowe and
Cross, 2011). So zeigten Deguilloux et al. (2002), dass die erfolgreich amplifizierten DNA-
Fragmentlangen vom Splintholz (ca. 500 bp) Uber die ,transition zone” (ca. 350 bp) zum
Kernholz (< 300 bp) stetig abnahmen.

In Versuchen von De Filippis and Magel (1998) an Robinie nahm sowohl die DNA-

Konzentration als auch der Reinheitsgrad von der Borke bis zum Kern radial ab. Aber auch
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innerhalb der einzelnen Zonen (Borke, Splint, Kern) verringerte sich die DNA-
Konzentration stetig. Das bedeutet, dass die vorhandene DNA-Menge nicht nur von der
Region im Stamm des Baumes, also vom Gewebetyp selbst, sondern auch vom Alter der
Gewebe abhédngig ist. Das konnte laut De Filippis and Magel (1998) sowohl an den
dickeren Zellwénden é&lterer Gewebe und dem héheren Anteil an Nukleasen liegen, als
auch an sekunddren Metabolismen, die eine Isolation intakter Nukleinsduren
erschweren. So erhéht sich im Kernholz die Konzentration von Kerninhaltsstoffen, die fur
eine natlrliche Dauerhaftigkeit im Kernholz sorgen. Sie bestehen oft aus Tanninen,
Phenolen, Harzen, é&therischen Olen und Pigmenten, die eine Extraktion und
Amplifikation der DNA hemmen konnen (Deguilloux et al., 2002, Rachmayanti et al,,
2009).

Auch die Versuche von Deguilloux et al. (2002) an verschieden gelagerten Eichen-
stammen sowie frisch gefalltem Eichenholz ergaben, dass die isolierte DNA-Menge von
der kambialen Zone Uber den Splint, die , transition zone” bis zum Kernholz abnimmt. Die
DNA zeigte generell ein hohes Mall an Degradation, die mit der Zeit nach dem Fallen
(Trocknungsdauer) zunahm. Auch bei der Amplifizierungsrate und der GrofRe der
erfolgreich amplifizierten Fragmente, zeigte sich ein Abfall im Stamm von aulien nach
innen. Eine hohere Amplifizierungsrate konnte fir kurze und sich wiederholende Target-
Sequenzen erzielt werden. Die Versuche zeigten jedoch auch, dass die isolierte DNA aus
frischem Kambium und Splint grofRere Probleme bei der Amplifizierung aufwies. Das ist
auf groRere Mengen an PCR-Inhibitoren im kambialen Gewebe im Vergleich zum Holz
zurlckzufthren (Rachmayanti et al., 2009, Murillo-Sanchez et al., 2021).

Die Lagerung des Holzes hat ebenfalls einen Einfluss auf die Isolierbarkeit der DNA. Laut
Abe et al. (2011) haben Prozesse die nach der Ernte im Holz stattfinden einen groReren
Einfluss auf die DNA-Degradierung als die Kernholzbildung. Sie begriinden dies mit der
Beobachtung, dass in ihren Versuchen fiir alle gelagerten im Gegensatz zu frischen
Proben keine DNA Uber UV-Spektrometrie detektiert werden konnte. Sie vermuten, dass
Prozesse wie schnelle Dehydrierung, Oxidation und biologische Degradation den DNA-
Abbau beginstigen.

Weiterhin beeinflusst der Verarbeitungsstatus des Holzes den Degradationsgrad der

DNA. In Versuchen von Rachmayanti et al. (2009), fiel die Amplifizierungsrate
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verschiedener DNA-Fragmentlangen von verarbeitetem Holz aus der Familie der
DIPTEROCARPACEAE signifikant geringer aus als von frischem Holz. Bei den Verarbei-
tungsprozessen handelte es sich vornehmlich um Trocknungen und Einschnitt.

Auch zwischen den Holzarten sind die Mdglichkeiten, DNA erfolgreich aus Holz zu
extrahieren und zu amplifizieren, unterschiedlich. Vor allem die Kerninhaltsstoffe einer
Holzart sind ausschlaggebend fir eine erfolgreiche Extraktion. So ist die Isolation der DNA

von hellen Holzarten oft einfacher als von dunklen tropischen Holzern.

Seit den 1990er Jahren wurden verschiedene Extraktionsmethoden fir Holz entwickelt
und optimiert. Meist basieren diese Extraktionsprotokolle auf der Cetyltrimethyl-
ammoniumbromid (CTAB)-Methode von Doyle and Doyle (1987) oder dem kommerziel-
len DNeasy® Plant Mini Kit (Qiagen). Diese Protokolle wurden fir die Isolierung von DNA
aus lebenden, weichen Materialien wie Blattern und Nadeln erstellt. Die Optimierungen
fir Holz liegen hauptsachlich in der mechanischen Zerkleinerung des Gewebes, der
Entfernung von Kontaminationen, der Eliminierung von Inhibitoren, einer Erhdhung der
Probenmenge sowie einer Verlangerung der Dauer von DNA-Lysis und -Ausféllung.
(Finkeldey et al., 2010)

Anpassungen waren beispielsweise die Verwendung von Polyvinylpyrrolidon (PVP) und
N-Phenacylthiazoliumbromid (PTB). Die Zugabe von PVP reduziert effektiv phenolische
Inhibitoren (Rachmayanti et al., 2006). Die Zugabe von PTB wiederum fUhrt zu einer
Spaltung von Proteinvernetzungen mit reduziertem Zucker und setzt somit die DNA frei,
die moglicherweise in solchen Vernetzungen (Kondensationsprodukten) eingeschlossen
wird (Asif and Cannon, 2005). PTB wurde erstmals fiir die Isolierung von DNA aus alten
Knochen verwendet (Kelman and Kelman, 1999, Gugerli et al., 2005). Es wurde nach
einem Protokoll von Prime Organics (Asif and Cannon, 2005) oder in Kombination mit
dem Qiagen- (Tang et al., 2011) oder CTAB-Protokoll (Tnah et al., 2012) eingesetzt. In den
meisten Protokollen kommt zusatzlich Proteinase K zum Einsatz, welche Proteine
verdaut.

Die nachstehende Tabelle gibt einen zusammenfassenden Uberblick tiber die Autoren,
die erfolgreich angewendeten Extraktionsmethoden, deren Modifikationen sowie das

verwendete Material.
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Tabelle 1 Auflistung wichtiger Referenzen zu Modifikationen in den Extraktionsprotokollen fur Holz

Autor Methode Modifikation Art/Gattung Probenmaterial
Dumolin-Lapégue  Plant Mini 400 mg Holzmehl Quercus frische und getrocknete
et al. (1999) Holzproben
Deguilloux et al. Plant Mini 200 mg Holzmehl Quercus petraea 3 Wochen bis 11 Jahre
(2002) luftgetrocknete Stamme
Rachmayantietal. Plant Mini 50-100 mg DIPTEROCARPACEAE getrocknete Holzproben
(2006) Holzmehl; Zugabe
von PVP zu
Lysispuffer
Liepelt et al. Plant Mini keine Abies, Fagus, 300 —11.500 Jahre alte
(2006) Quercus, Pinus Holzproben
Rachmayantietal. Plant Mini Rachmayanti et al. DIPTEROCARPACEAE getrocknetes und
(2009) (2006) verarbeitete Holzproben
Speirs et al. (2009) Plant Mini  Zugabe von PVP, Quercus 1545 gesunkenes Schiff
Proteinase K, Chelex
(Guy et al., 2003);
5 x 20 mg auf eine
Sdule transferieren
Abe et al. (2011) Plant Mini keine Cryptomeria Xylothekproben
Jjaponica
Tangetal. (2011) Plant Mini  Vorbehandlung mit  Catalpa bungei, |uftgetrocknete, 25 bis
PTB Cunninghamia 30 Jahre alte
lanceolata, Fraxinus, Holzscheiben
Quercus
Hanssen et al. Plant Mini keine Fritzroya luftgetrocknete Aste
(20112) cupressoides,
Sequoia
sempervirens, Thuja
plicata
Tsumura et al. Plant Mini QlAshredder Maxi Shorea, Hopea Furnierproben
(2011) Spin
Holtken et al. Plant Mini keine Carapa, Cedrela, getrocknete Holzproben
(2012) Entandrophragma,
Khaya, Swietenia
Jiao et al. (2012) Plant Mini Rachmayanti et al. Cunninghamia frische Holzscheiben
(2006) lanceolata
Degen et al. Plant Mini Rachmayanti et al. Swietenia Holzbohlen
(2013) (2006) macrophylla
Jiao et al. (2014) Plant Mini Rachmayanti et al. Aquilaria sinensis frische und
(2006), Buffer Al auf ofengetrocknet
65°C erwarmt, Holzscheiben
100 mg Holzmehl,
RNase A, 1 % PVP,
Inkubation 6-8 h,
280 ul AP2,
Inkubation 2h bei -
20°C
Jiao et al. (2015) Plant Mini Jiao et al. (2014) Populus euphratica  Xylothekproben
Lee et al. (2016) Plant Mini Jiao et al. (2014) Agquilaria Holzprodukte
Yu et al. (2017) Plant Mini Tang et al. (2011) Dalbergia odorifera  luftgetrocknete
Kernholzproben
de Souza Borges Plant Mini keine Amburana cearensis, luftgetrocknete
etal. (2017) Dypterix odorata, Holzproben
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Peltogyne
confertiflora
Watanabe and Plant Mini keine Torreya nucifera Xylothekproben
Abe (2017)
Jiao et al. (2018) Plant Mini Jiao et al. (2014), Pterocarpus Xylothekproben
500 mg Holzmehl
Lendvay et al. Plant Mini 25 mg Holzmehl, Pinus subfossiles Holz
(2018) 625 pl Lysis Puffer +
Proteinase K,
Inkubation 12h bei
RT
Jiao et al. (2019 b) Plant Mini Jiao et al. (2018) Santalum Xylothekproben
Tanaka and Ito Plant Mini keine Aquilaria, Gyrinops ~ getrocknete Holzproben
(2020)
Lowe et al. (2010) CTAB keine Intsia palembanica frische Holzproben
Tnah et al. (2012) CTAB Zugabe von PTB Neobalanocarpus ofengetrocknete
heimii Holzproben
Phong et al. CTAB Porebski et al. (1997) Dalbergia frische Holzproben
(2014)
Hartvig et al. CTAB unbekannt Dalbergia frische und getrocknete
(2015) Splintholzproben
Ng et al. (2016) CTAB Murray and Gonystylus, Borke
Thompson (1980); Intsia palembanica,
2x CTAB
Fatima et al. CTAB Erhohung der Dalbergia latifolia, frische
(2018) Inkubationszeit und  Lagerstroemia Stammbohrkerne
Konzentrationen von lanceolata,
CTAB, Proteinase, Tectona grandis
RNase, Lagerung der
Proben in Wasser
Lu et al. (2020) CTAB Erhohung der Pterocarpus frische Kernholzproben
Probenmenge + erinaceus
Lysisdauer
Murillo-Sanchez et CTAB Méndez-Cea et al. Pinus pseudostrobus frische Holzproben
al. (2021) (2019)
Asif and Cannon PTB Prime Organics Gonystylus bancanus getrocknete Holzdlbel

(2005)

In der Dissertation von Wischnewski (2014) wurden verschiedene Extraktionsmethoden
an tropischen Holzarten ausprobiert. Die meisten zeigten einen Extraktions- und
Amplifizierungserfolg fur die verwendeten Splintholzproben. Allerdings war nur eine
Methode erfolgreich in der Extraktion aus Kernholz: das DNeasy® mericon™ Food Kit von
Qiagen nach leichten Modifizierungen. Laut Herstellerangaben nutzt dieses Kit
Mechanismen einer veranderten CTAB-Extraktion, die eine Isolierung degradierter DNA
ermoglicht. DNA-Fragmente bis zu einer Minimalldnge von 100 bp kdnnen isoliert und
amplifiziert werden. Eine Isolierung ist somit aus hochprozessierten Lebensmitteln mit

geringem DNA-, hohem Fett- oder Sauregehalt und hoher Inhibitorenzahl moglich
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(Qiagen, 2022). Die Veranderungen von Wischnewski (2014) zum Herstellerprotokoll
bestehen in der Verwendung von sechsmal 50 mg Holzmehl pro Probe. Diese sechs
Extrakte werden nach der DNA-Ausfédllung auf eine einzelne Saule zentrifugiert. Somit
bleiben trotz einer Erhohung der Probenmenge auf 300 mg die Verhaltnisse zu den
Chemikalien gleich. Weiterhin wurde nach der Lysis ein Prefilter (Analytik Jena)
verwendet, um eine effektive Trennung von Feststoff und Ldsung zu erreichen. Diese
Methode wurde bereits erfolgreich bei Bogun (2015) an Stauseeholzproben angewendet.
In der vorliegenden Arbeit kamen aus Grinden des oben dargelegten Erfolgs und der
einfacheren Handhabbarkeit das DNeasy® Plant Mini Kit (Qiagen) fur die meisten Proben
zum Einsatz. Bei nicht erfolgreicher Isolierung durch dieses Kit, wurde auf das DNeasy®

mericon™ Food Kit (Qiagen) zurickgegriffen.

2.3 DNA-Barcoding

Das pflanzliche Genom setzt sich aus der DNA im Zellkern (nrDNA), in den Mitochondrien
(mtDNA) sowie den Plastiden (cpDNA) zusammen und wird in dieser Weise auch
unterschieden. Die Bezeichnung ,,cpDNA” ist dahingehend irrefiihrend, dass sie die DNA
aller Plastiden beinhaltet (nicht nur der Chloroplasten). Im Holz sind die Plastiden als
Amyloplasten in  den parenchymatischen Zellen zur Speicherung von Starke
ausdifferenziert (Pizzolato, 1978).

Die Lange des pflanzlichen Genoms variiert stark zwischen den einzelnen Arten. Das erste
vollstandig sequenzierte Kerngenom eines Baumes stammt von Populus trichcarpa und
weist eine ungefahre Lange von 500 x 10° bp auf. Das entspricht einem Sechstel der Linge
des menschlichen Genoms (Tuskan et al., 2006). Kiefern hingegen kdnnen teilweise eine
Genomldnger von Uber 25.000 x 10° bp aufweisen (Ahuja and Neale, 2005). Angesichts
dieser enormen Ldangen der Genome und der rdaumlichen Verteilung von Variationen, ist
die Suche nach informativen Abschnitten zur Identifizierung der Pflanzenart unabdingbar
(Finkeldey et al., 2010). Diese informativen Abschnitte werden ,DNA-Barcodes” genannt.
Der Begriff ,DNA-Barcoding” wurde von Hebert et al. (2003) eingeflhrt. Er bezeichnet
die taxonomische Bestimmung von Organismen (ber den standardisierten Gebrauch
bestimmter Abschnitte der DNA, sogenannter Barcode-Regionen oder Markergene.
Diese Regionen sind durch verschiedene Merkmale gekennzeichnet. Ein Barcode sollte

fir eine routinemalige Amplifizierung von taxonomisch-breiten, universellen Bereichen
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flankiert werden. Zur Differenzierung von Arten muss eine hohe Variabilitdt innerhalb der
Region gewahrleistet sein. Fir die routinemalige Sequenzierung sollte der Barcode kurz
genug sein und keine Klonierung benotigen, d.h. keine Heterozygotie aufweisen. Um eine
Bearbeitung mit gédngigen, genetischer Datenanalysesystemen zu gewahrleisten, sollten
diese Abschnitte ein einfaches Sequenzalignment ermoglichen. Alignment (englisch:
Abgleich, Anordnung, Ausrichtung) bezeichnet die Gegeniberstellung und Ausrichtung
von Sequenzen mit Hilfe von Algorithmen anhand von Basenibereinstimmungen.
Weiterhin sollten keine problematischen Basenzusammensetzungen wie Mikrosatelliten
auftreten, welche die Sequenzqualitat verringern. (Hollingsworth et al., 2009)

Fir die Identifizierung von Tieren wurde das kodierende, mitochondriale Gen
,cytochrome c oxidase | (COIl) etabliert. Dieses Gen ermoglicht zum einen mittels sehr
stabiler, universeller Primer eine Amplifizierung fir fast alle tierische Lebewesen und
zeigt zum anderen die groRte Brandbreite an phylogenetischen Signalen im Vergleich zu
anderen mitochondrialen Genen (Hebert et al., 2003). Die Identifizierung von Pilzen wird
aktuell Uber den ,internal transcribed spacer” (ITS) der nrDNA realisiert. Fur die
Artbestimmung von Pflanzen gibt es bisher keinen universellen Barcode. Das
mitochondriale Gen COl ist hier als Barcode ungeeignet, da es in hoher entwickelten
Pflanzen sehr viel langsamer evolviert, als in Tieren (Kress et al., 2005). Die pflanzliche
mtDNA weist langsamere Substitutionsraten und intramolekulare Rekombinationen auf
(Mower et al., 2007). Das fuhrt schlussendlich zu geringen interspezifischen Varianzen.
Deshalb wurde mit der Suche eines Barcodes aulierhalb der Mitochondrien begonnen
(Kress et al., 2005, Chase et al., 2007). Nicht-kodierende Bereiche eigenen sich haufig
besser und werden auch haufiger fur die Identifizierung untersucht (Hummel, 2003).
,Nicht-kodierend” heilSt, dass diese Abschnitte der DNA nicht zur Synthese von
Aminosauren abgelesen werden.

Auf Grund der Dringlichkeit der Bekdmpfung des Biodiversitatsverlustes wurde 2008 eine
internationale Plattform ,international Barcode of Life”, kurz iBOL gegriindet, die
Erkenntnisse und Daten belegbarer Referenzsequenzen zu allen Pflanzenarten in ihrer
Datenbank BOLD (Barcode of Life Data Systems) blindelt. Hier werden verschiedene
Plastiden-Barcodes (rbclL, matK, trnH-psbA) sowie der ITS zur Artbestimmung hoher

entwickelter Pflanzen vorgeschlagen (iBOL, 2022).
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Fir die genetische Bestimmung von holzbildenden Pflanzen wurden verschiedene

Regionen untersucht. Die Verwendung der unterschiedlichen Barcodes ist stark abhadngig

von der Familie bzw. Gattung der untersuchten Arten. In der folgenden Tabelle sind die

wichtigsten untersuchten Barcode-Regionen fir Holzarten sowie ihre jeweilige Eignung

zur Artidentifizierung aufgelistet.

Tabelle 2 Verwendete Barcode-Regionen zur Identifizierung von Holzarten

Autor Barcode Art Differenzierung moglich?
Chen et al. (2010) psbA-trnH, matK, medizinische ITS2 zeigte die hochste
rbcl, rpoC1, ycf5, Pflanzen Diskriminierungsrate (92,7 %)
ITS2
Gao et al. (2010) ITS2 FABACEAE ITS2 zeigte eine Diskriminierungsrate
(medizinische von 80 %
Pflanzen)
Pang et al. (2010) rbcL, matK, ITS EUPHORBIACEAE  ITS zeigte die hochste
Diskriminierungsrate (100 %)
Hanssen et al. (2011) ITS Fitzroya auf Grundlage der Divergenzen
cupressoides, wurden taxonspezifische Primer
Sequoia erstellt
sempervirens,
Thuja plicata
Muellner et al. (2011) rpoC1, rpoB, MELIACEAE ITS zeigte die hochste
accD, psbB, Diskriminierungsrate (66,67 %)
psbN, psbT, trnS-
trnG, ITS
Tsumura et al. (2011)  trnL, trnL-trnF, Shorea trnL-trnF zeigte die hochste Nukleotid-
trnH-psbA-trnK, diversitat, alle Barcodes weisen eine zu
psbC-trnS geringe Divergenz zur exakten
Artidentifizierung auf
Duminil et al. (2012)  trnC-petN1R, Carapa ITS zeigte die besten

Holtken et al. (2012)

Lietal. (2012)

Aubriot et al. (2013)

Tripathi et al. (2013)

Jiao et al. (2014)

Phong et al. (2014)

Bhagwat et al. (2015)

trnH-trnK, ITS

17 cpDNA-
Barcodes

rbcl, matK, trnH-
psbA, psbK-psbl,
atpF-atpH, ITS
matK, rbcl, psbA-
trnH, ITS

rbcl, matK, trnH-
psbA, ITS

rbcl, matK, trnL-
trnF, ITS1

trnL, matK, psbA-
trnH, ITS

matK, rbcl, trnH-
psbA, ITS

Swietenia, Carapa,
Entandrophragma,
Khaya, Cedrela
Ficus

Euphorbia

tropische, indische
Baumarten
Aquilaria

8 Dalbergia-Arten
aus Vietnam

10 Dalbergia-
Arten aus Indien

Identifizierungserfolge und
Ubereinstimmungen mit der
morphologischen Bestimmung

SNPs im Bereich matK-trnK flhrten zur
erfolgreichen Differenzierung

die Kombination ITS + trnH-psbA zeigte
die hochste Diskriminierungsrate

(75 %)

ITS zeigte die hochste
Diskriminierungsrate (99,32 %)

ITS zeigte die hochste
Diskriminierungsrate (74,3 %)

ITS1 zeigte die hochste
Diskriminierungsrate

ITS zeigte die héchste
Diskriminierungsrate (100 %)

die Kombinationen matK + rbcL, matK
+ trnH-psbA zeigten die hochste
Identifizierungsrate (100 %)
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Bolson et al. (2015)

Hartvig et al. (2015)

Huang et al. (2015)

Liu et al. (2015)

Hassold et al. (2016)

Lee et al. (2016)

Ng et al. (2016)

Yu et al. (2016)

Yu et al. (2017)

Jiao et al. (2018)

He et al. (2019)

Jiao et al. (2019 a)

Jiao et al. (2019 b)

Lu et al. (2020)

Hu et al. (2022)

Liu et al. (2022)

Wu et al. (2022)

matK, trnH-psbA,
rbcL, ITS

rbcl, matK, ITS

matK, rbcl, trnH-
psbA, ITS

rbcl, matK, trnH-
psbA, ITS

matK, rbcl, trnL

matK, rbcl, rpoB,
rpoC1, psbA-
trnH, trnL-trnF,
ITS2

trnH-psbA, trnlL,
ITS

rpoC1, trnH-
psbA, ITS
7 cpDNA-
Barcodes, ITS

matK, ndhF-
rpl32, rbcl, ITS2

matK, trnH-psbA,
trnl, ITS2
7 cpDNA-
Barcodes

matK, psbA-trnH,
trnK, trnL

matK, ndhF-
rpl32, 1TS2

matK, rbcl, trnH-
psbA, ITS2

ycfl + ndhH-
rps15 + trnL-ycf2,
rbcl + matK +
trnH-psbA, ITS
cpDNA Genom,
ITS

30 bedrohte
Holzarten aus der
Mata Atlantica
Dalbergia

asiatische,
tropische
Baumarten
asiatische,
subtropische

Baumarten
Dalbergia

Aquilaria

Gonystylus

Dabergia odorifera
vs. D. tonkinensis
Dalbergia

Pterocarpus

8 Dalbergia-Arten

Pterocarpus

Santalum

Pterocarpus
erinaceus

chinesische
Holzarten

LAURACEAE

Dalbergia

ITS zeigte die hochste
Diskriminierungsrate (83 %)

ITS zeigte die héchste
Diskriminierungsrate (100 %)
ITS zeigte die hochste
Diskriminierungsrate (58,1 %)

die Kombination rbcL + matK + ITS
zeigte die hochste
Diskriminierungsrate (94,19 %)

eine Differenzierung der geografischen
Herkunft (Madagaskar oder
afrikanischer Kontinent) ist mit allen
drei Barcodes moglich, eine
Artidentifizierung nur in Subgruppen
die Kombination trnL-trnF + ITS2 zeigte
die hochste Diskriminierungsrate

(75 %)

die Kombination der drei Barcodes
zeigte die hochste
Diskriminierungsrate (90 %)
trnH-psbA zeigte die hochste
Diskriminierungsrate (100 %)

die Kombination ITS2 + trnH-psbA
zeigte die hochste
Diskriminierungsrate (100 %)

die Kombination matK + ndhF-rp/32 +
ITS2 zeigten die hochste
Diskriminierungsrate (100 %)

ITS2 + trnH-psbA zeigte die hochste
Diskriminierungsrate (100 %)

ycflb zeigte die hdchsten
Diskriminierungs- (100 %) und
Amplifizierungsraten (76,7 %)

die Kombination psbA-trnH + trnK
zeigte die hochste
Diskriminierungsrate (100 %)

ITS2 zeigte die hochsten
interspezifischen Differenzen, eine
Kombination aus allen drei Barcode-
Regionen wird vorgeschlagen

die Kombination matK+trnH-psbA+ITS2
zeigte die hochste
Diskriminierungsrate

ITS zeigte die héchste
Diskriminierungsrate (66,7 %)

folgende Barcodes werden fir
verschiedene Dalbergia-Arten
vorgeschlagen: ycfl, trnL-trnT, ndhG-
ndhl, ITS2
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Es ist festzuhalten, dass die Amplifizierungs- und Sequenzierungserfolgsraten fir
Plastiden-Barcodes hoher sind als die des ITS. Das lasst sich durch die Stabilitat der
ringformigen cpDNA im Vergleich zur linearen nrDNA erklaren. Die nrDNA wird somit
schneller degradiert. Auch liegt die cpDNA im Vergleich zur nrDNA in einer hdheren
Kopieanzahl im Holz vor (Deguilloux et al., 2002). Zwar eignen sich die bisherigen
Plastiden-Barcodes sehr gut flr phylogenetische Studien, der ITS weist jedoch in den
meisten Untersuchungen die hochste interspezifische Variabilitat auf (siehe Tab. 2).

Der ITS der pflanzlichen DNA wurde von Baldwin et al. (1995) entdeckt. Er besteht aus
den zwei nicht-kodierenden Unterregionen ITS1 und ITS2, die von den konservierten
Bereichen 18S, 5.8S und 26S flankiert werden. ITS1 und ITS2 lassen eine Unterscheidung
vieler Pflanzen auf Gattungs- und teilweise auch auf Artebene zu. Die konservierten
Bereiche (18S, 5.8S und 26S) ermoglichen eine Amplifizierung der ITS-Region durch
universelle Primer (White et al., 1990). Dieser Barcode wurde in der vorliegenden

Forschungsarbeit verwendet.

2.4 Macroarray-Technologie

Die Macroarray-Technologie gehort zu den sogenannten Plotting-Methoden und wurde
urspringlich fir Genexpressionsstudien entwickelt. Es handelt sich dabei um eine
technisch einfache Methode, die hauptsachlich in der Forschung eingesetzt wird. Darauf
basierende Testmethoden werden oft in Form von Microarrays angewendet, die
mittlerweile auch in der Forschung vermehrt eingesetzt werden. Trotzdem bietet der
Macroarray durch seine sehr geringen Investitionskosten und einfache labortechnische
Voraussetzungen weiterhin eine sehr gute Mdglichkeit zur Entwicklung von Ildentifizie-
rungstests.

Macroarrays bzw. Microarrays wurden bereits zur |dentifizierung von Fleischsorten
(Cottenet et al., 2016), Fischarten (Kochzius et al., 2010), verschiedenen Theileria- und
Babesia-Arten bei Rindern, Pilzarten der Gattung Amanita (Harper et al., 2011), pflanzlich
pathogenen Pilzen (Lievens et al., 2005 a, Zhang et al., 2008, Lievens et al., 2012) und
holzzerstdrenden Pilzen (Schmidt, 2009) entwickelt.

Die Macro/Microarray-Technologie bietet die Moglichkeit, auf zeitaufwendige und teure
Sequenzierungen zur ldentifizierung zu verzichten. Es konnen mehrere Arten gleichzeitig

in Mischprodukten identifiziert werden. Die Methode bietet vor allem Herkunftslandern
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des Holzes mit geringer Labor- und finanzieller Ausstattung oder geringem Know-How in
der Holzartenerkennung die Mdglichkeit zur Holzhandelskontrolle. Sie ist durch die
mogliche Weiterentwicklung in Form eines Microarrays auch kommerzialisierbar.

Der in dieser Arbeit verwendete Macroarray besteht aus einer Nylon Membran, auf der
mehrere spezifische Oligos aufgetragen und kovalent gebunden sind (siehe Abb. 4). Ein
Oligo ist eine kurze DNA-Sequenz mit einer Lange von ca. 20 bp und wird im Weiteren
auch als Sonde bezeichnet. Jede Sonde besitzt eine spezifische Sequenz einer Holzart.
Aus einer unbekannten Holzprobe wird die DNA extrahiert und die Barcode-Region
amplifiziert. Wahrend des Amplifizierungsprozesses werden in die kopierte Barcode-
Region Digoxigenin (DIG)-markierte dNTPs eingebaut (in Abb. 4 als Sonnen dargestellt).
Stimmen Proben-DNA und die Sequenz einer Sonde auf dem Macroarray komplementar
Uberein, hybridisieren sie. Diese Reaktion ist durch die ausgeldste Chemilumineszenz-
Reaktion am DIG-System, die einen Rontgenfilm belichten kann, nachweisbar. Anhand
des Aufbringungsmusters der Sonden auf der Membran wird sichtbar, welche spezifische

Sonde mit der Probe hybridisiert hat und gibt somit Auskunft Gber die Holzart der Probe.

DIG-markierte
Proben-DNA Detektions-
A A reaktion

Macro-Array spezifischer Hybridisierung von] Macro-Array mit
mit Oligos Oligo Oligo und Probe gebundener Probe

Abbildung 4 Schematische Darstellung eines Macroarrays

Das DIG-System ist eine nichtradioaktive Markierungsmethode fir den Nachweis von
Nukleinsduren. Digoxigenin ist ein Cardenolid Steroid, welches aus der Pflanzengattung

Digitalis (Fingerhut) isoliert wird. Es wird in Form von dUTPs (Desoxyuridintriphosphat)
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wahrend der Amplifizierung der Barcode-Region an Stelle von Thymin in die Proben-DNA
eingebaut. Im Durchschnitt wird jedes zwanzigste bis finfundzwanzigste Nukleotid durch
ein DIG-markiertes dUTP ersetzt. (Lottspeich and Engels, 2012)

Abbildung 5 zeigt den Zusammenschluss von Digoxigenin Uber einen Linker mit Uridin.

'°k°>|

Abbildung 5 Schematische Darstellung des Uridins mit DIG

Die Chemilumineszenz wird durch eine enzymatische Reaktion am DIG ausgeldst. Am DIG
bindet ein spezifischer Antikorper, dem wiederum das Enzym alkalische Phosphatase (AP)
angelagert ist. Am AP wird nach der Zugabe von CDP-Star, letzteres gespalten und es
entstehen instabile Dioxetane (siehe Abb. 6). Diese senden Licht aus, welches schluss-

endlich einen Rontgenfilm belichten kann. (Lottspeich and Engels, 2012)

CDP-Star

o Apcﬁlxx>

Abbildung 6 Schematische Darstellung der Chemilumineszenz-Reaktion (modifiziert nach Lottspeich and Engels (2012))
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3 Material und Methoden

Im Folgenden werden die verwendeten Gerdte, Chemikalien, Kits sowie digitale

Programme und Online-Dienstleistungen aufgelistet. Anschliefend wird das Proben-

material beschrieben und die einzelnen Methoden wie DNA-Extraktion, PCR der Barcode-

Region, Gelelektrophorese, Sequenzanalyse, Oligo-Design sowie die Macroarray-

Kreuztests vorgestellt.

3.1 Material

3.1.1 Gerate

Die folgende Tabelle listet alle verwendeten Gerdte sowie deren Hersteller auf.

Tabelle 3 Verwendete Gerate

Gerat Hersteller
Analysewaage Explorer
Autoklav Varioklav T25, Thermo Scientific

Belichtungskassetten

Botteltopfilter

Rontgenfilme
Gefriertrockner
Gelelektrophoresekammer
Geldokumentationssystem
Heizmagnetrihrer

Mini Hybridisierungsofen
Inkubationsofen

Kolbenhubpipetten (2,5; 10; 20;

100; 200; 1000 pl)
Kreisschiittler
Laminiergerat
Magnetrihrer
Mikrowelle

Mhle

pH-Meter

Schuttler
Spektrophotometer
Thermocycler

Thermoschdttler
Vortexer
Zentrifugen

Hypercassette™, Amersham Pharmacia Biotech UK Limited;
8 x 10 Inch

Rapid-Flow™ Bottle Top Filter, Nalgene®, ThermoFisher
scientific; 0,2 um aPES Membran, @ 75 mm + 500 ml und
@ 50 mm + 150 ml

Super RX-N, Fuji Medical X-Ray Film, Fujifilm; 13 x 8 cm
Heto Power Dry LL1500, Thermo Electron Corporation
i-MUPID Mini Gel, COSMO BIO Co., Ltd.

mit Universal-Haube I, BIO-RAD Laboratories GmbH
RH-KT/C, IKA®-Werke GmbH & Co. KG

OV 2, Biometra, Analytic Jena Company

WTB Binder, Fa. BINDER GmbH

Eppendorf Research®, Eppendorf AG

VIBRAX VXR basic, IKA®-Werke GmbH & Co. KG
V.300° Premium Linie®, Landig + Lava GmbH & Co. KG
MR 1000, Heidolph

Panasonic

MM?200, Retsch

Five Easy FE20, Mettler Toledo

Polymax 2040, Heidolph

NanoDrop 2000, Thermo Scientific

TGradient und TPersonal Thermoblock,

Biometra Biomedizinische Analytik GmbH

Heating Block Thermostat, HLC Biotech

MS2 Minishaker, IKA®-Werke GmbH & Co. KG
Heraeus Pico 17 und BIOFUGE fresco, Thermo scientific
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3.1.2 Chemikalien

Alle verwendeten Chemikalien und ihre Hersteller sind der folgenden Tabelle zu

entnehmen.

Tabelle 4 Verwendete Chemikalien

Chemikalie Hersteller
Agarose UltraPure™ Agarose, Invitrogen
Anti DIG-AP Anti-Digoxigenin-AP Fab fragments, 150 U (200 ul), Roche

Blocking Reagent
Bromphenolblau

Casein

CPD-Star®

Chloroform
DNA-Fragmentmarker
EDTA

Entwickler

Ethanol

Ethidiumbromid (EtBr)
Fixierer

Maleinsaure
Natriumacetat (NaOAc)
Natriumchlorid (NaCl)
Tri-Natriumcitratdihydrat
N-Laurylsarcosin (NLS)
Natriumdodecylsulfat (SDS)
Trisaminomethan (TRIS)
Salzsdure (HCI)
Natriumhydroxid (NaOH)
NaOH-Pellets

Deutschland Holding GmbH

Roche Deutschland Holding GmbH

Bromphenolblau, Carl Roth GmbH & Co. KG

aus Kuhmilch, Sigma-Aldrich®

Roche Deutschland Holding GmbH

Rotipuran® Chloroform > 99 % p.a., Carl Roth GmbH & Co. KG
FastGene® 100 bp Ladder, NIPPON Genetics EUROPE GmbH
EDTA analytical grade, SERVA Electrophoresis GmbH
Rontgen-Entwickler G150, Agfa-Gevaert N.V.

Rotipuran® Ethanol > 99,5 % p.a., Carl Roth GmbH & Co. KG
> 98 %, Carl Roth GmbH & Co. KG

Rontgen-Fixierer G354, Agfa-Gevaert N.V.

> 99 %, Carl Roth GmbH & Co. KG

krist. z.A., Merck KGaA

krist. reinst., Merck KGaA

>99 % p.a., Carl Roth GmbH & Co. KG

Sigma-Aldrich®

> 98,5 %, Sigma-Aldrich®

TRIS Pufferan® > 99,9 % p.a, Carl Roth GmbH & Co. KG
Merck KGaA

Carl Roth GmbH & Co. KG

Carl Roth GmbH & Co. KG

3.1.3 Kits

Alle verwendeten Kits sowie deren Hersteller sind in der nachstehenden Tabelle

aufgefihrt. Kits sind Bausdtze von Materialen und Chemikalien, die Arbeitsschritte oder

Methoden wie beispielsweise die DNA-Extraktion vereinfachen und beschleunigen,

jedoch oft mit hoheren Kosten verbunden sind.
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Tabelle 5 Verwendete Kits

Kit Hersteller

DNeasy® mericon™ Food Kit Qiagen, Hilden

DNeasy® Plant Mini Kit Qiagen, Hilden

PCR DIG Probe Synthesis mix; 10x Roche Deutschland Holding GmbH
QlAquick® PCR Purification Kit Qiagen, Hilden

Taqg PCR Core Kit Qiagen, Hilden

3.1.4 Programme und Online-Dienstleistungen

Zum Abgleich der erstellten Sequenzen wurde der Online-Service BLAST (Altschul et al,,
1990) von NCBI (National Center for Biotechnology Information) verwendet. Die
Bearbeitung der Sequenzierungsergebnisse und das Design der Oligos wurde Uber die

Software Geneious Prime (Version 2022.1) realisiert.

3.1.5 Probenmaterial

Die Untersuchungen umfassen sechs Gattungen CITES-geschitzter, handelsrelevanter
Holzarten und ihre Substitutionsholzer, sogenannte look-alike species. Die Auswahl der
Arten wurde mit der Betreuerin Frau Prof. Dr. Magel unter zur Hilfenahme der
CITESwoodID-Datenbank (Richter et al., 2014 onwards) und in Gesprachen mit Experten
des Thinen-Kompentenzzentrums Holzherkiinfte getroffen. Die Tabelle 6 zeigt die
ausgewahlten CITES-geschltzten Arten (grau hinterlegt), ihre Handelsnamen sowie den
CITES-Schutzstatus und die jeweiligen look-alike species. Mit der 19. CITES-Vertrags-
staatenkonferenz (November 2022) wurden zum Ende der vorliegenden Arbeit die
afrikansichen Populationen der Gattungen Khaya und Pterocarpus unter Schutz gestellt.
Die Listung dieser Holzer tritt mit dem 23.02.2023 vélkerrechtlich in Kraft. Weiterhin
wurde die Listung der Gattung Handroanthus mit einem Inkrafttreten zum 25.22.2024

beschlossen.

Tabelle 6 Auflistung der relevanten CITES-geschitzten Holzarten und ihrer Substitutionsholzer

Familie CITES-Art Handelsname Anhang
MELIACEAE Cedrela angustifolia Moc. & Sessé ex DC. Cedro [l
Cedrela fissilis Vell. Cedro [l
Cedrela odorata L. Cedro [l
Toona ciliate M.Roem. Kalantas, surian, toon
Toona sureni (Blume) Merr. Kalantas, surian, toon
Swietenia humilis Zucc. "echtes" Mahagoni [l
Swietenia macrophylla King in Hook. "echtes" Mahagoni [l
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Swietenia mahagoni (L.) Jacq.

Carapa guianensis Aubl.

Carapa procera DC.

Entandrophragma angolense c.DC.
Entandrophragma cylindricum Sprague
Entandrophragma utile Sprague

Leplaea cedrata (A.Chev.) E.J.M.Koenen & J.J.de Wilde

Leplaea thompsonii (Sprague & Hutch.) E.J.M.Koenen &
J.J.de Wilde

Khaya anthotheca c.nC.
Khaya grandifoliola c.oc.
Khaya ivorensis A.Chev.
Khaya nyasica Stapf ex Baker fil.
Khaya senegalensis A.Juss.
Sandoricum koetjape Merr.

"echtes" Mahagoni
Andiroba

African crabwood
Tiama

Sapeli

Sipo, utile

Bossé

Diambi, Bossé foncé

African mahogany
African mahogany
African mahogany
African mahogany
African mahogany
Sentul

| |Z3.0Z.2023
| |Z3.0Z.2023
| |23.02.2023
| |23.02.2023
| |23.02.2023

FABACEAE Guibourtia demeusei (Harms) J.Léonard Bubinga [l
Guibourtia pellegriniana J.Léonard Bubinga [l
Guibourtia tessmannii (Harms) J.Léonard Bubinga [l
Guibourtia arnoldiana (De Wild. & T.Durand) J.Léonard Mutenye
Guibourtia ehie (A.Chev.) J.Léonard Amazakoue, ovengkol
Copaifera salikounda Heckel Etimoé
Hymenaea courbaril L. Jatob3, courbaril
Pterocarpus erinaceus Poir Vene, Kosso [l
Pterocarpus santalinus Lf. Red Sanders [l
Pterocarpus indicus willd. Amboina, narra
Pterocarpus macrocarpus Kurz Amboina
Pterocarpus soyauxii Taub. Padouk [123.02.2023
THYMELAEACEAE  Gonystylus Teijsm. & Binn. Ramin Il
APOCYNACEAE Alstonia scholaris (L.) R.Br. Pulai
Dyera costulata Hook.f. Jelutong
MORACEAE Antiaris toxicaria (J.F.Gmel.) Lesch. Ako
Brosimum alicastrum Sw. Ramén
SAPOTACEAE Donella pruniformis pierre Aningré blanc
EUPHORBIACEAE  Endospermum moluccanum (Teijsm. & Binn.) Kurz Sesendok
BIGNONIACEAE  Jacaranda copaia (Aubl.) D.Don Copaia
RUBIACEAE Neolamarckio cadamba (Roxb.) Bosser Kadam
MALVACEAE Pterygota bequaertii De wild. Koto
Pterygota macrocarpa K.Schum. Koto
COMBRETACEAE  Terminalia ivorensis A.Chev. Framiré
Terminalia superba Engl. & Diels Limba
ZYGO- Guaiacum coulteri A.Gray Pockholz [l
PHYLLACEAE Guaiacum officinale L. Pockholz I
Guaiacum sanctum L. Pockholz [l
Plectrocarpa arborea (Jacq.) Christenh. & Byng Vera
LAURACEAE Chlorocardium rodiei (R.H.Schomb.) Rohwer, H.G.Richt. & Greenheart
van der Werff
BIGNONIACEAE  Handroanthus heptaphyllus (Mart.) Mattos Ipé 12511 2024
Handroanthus serratifolius (vahl) S.0.Grose Ipé [125.11.2024
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Im Rahmen der Doktorarbeit wurden 264 Proben untersucht. Sie stammen von 14
Familien, 27 Gattungen und 53 Arten. Die Proben lagen in Form von luft-, seltener auch
gefriergetrocknetem Blatt-, Ast-, Kambium- und Splint- sowie Kernholzmaterial vor.
Verwendet wurden Individuen aus den Botanischen Garten Leipzig, Utrecht und der
Wilhelma in Stuttgart. Weiterhin wurden Proben von Honolulu Botanical Gardens
(Hawai), von Herr Dr. Hawthorne und Herr Dr. Harris aus dem Herbarium der Universitat
Oxford, dem Herbarium des Meise Botanical Garden (Belgien) und von Frau Dr. Paredes-
Villanueva (Bolivien), Herr Panduh Tukat (Mitarbeiter der Fairventures Worldwide FVW
gGmbH, Indonesien) zur Verfligung gestellt. Das Thinen-Kompetenzzentrum
unterstltzte die Arbeit mit Proben aus dem LargeScaleProject und aus der
wissenschaftlichen Sammlung des Thiinen-Instituts flr Holzforschung. Weitere Proben
stammen aus den Botanische Garten Basel, Bayreuth, Berlin, Bochum, Bonn, Dresden,
Disseldorf, Erlangen, Frankfurt, Gottingen, Graz, Greifswald, Halle, Heidelberg, Hamburg,
Hohenheim, Jena, Koéln, Marburg, Nancy, Oldenburg, Osnabrick, Ttbingen, Ulm, Wien,
Wiirzburg, Zirich, von den Firmen und Instituten Max Cropp e.K., KEW DNA Bank sowie

Rob Odgen. Diese Proben wurden bereits in vorherigen Projekten beschafft.

3.2 Methoden

Aus den oben genannten Proben wurde die DNA isoliert, der ,internal transcribed
spacer” (ITS) amplifiziert und sequenziert. Die erhaltenen Sequenzen wurden mit der
NCBI-Datenbank abgeglichen und mit Hilfe der Geneious Prime Software zusammen-
geflhrt und verglichen. Auf dieser Grundlage wurden Sonden fiir den Macroarray designt
und in den anschlieRenden Macroarray-Versuchen verwendet. Bei schlechten Ergebnis-
sen wurden weitere Oligos fur die entsprechende Holzart kreiert. Das folgende Schema

zeigt den Ablauf der wichtigsten Arbeitsschritte in verkirzter Form.
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{ Probenbeschaffung ]

DNA-Extraktion Labor 1

Amplifikation des ITS-Bereiches ( NCBI-Sequenzen ]

{ Oligo-Design ]4

Macroarray-Test Labor 2

[ Evaluierung ]
|
v
Sonde reagiert Sonde reagiert
spezifisch NICHT
spezifisch

N 4

Abbildung 7 FlieRschema der Arbeitsschritte

3.2.1 DNA-Isolierung

Das verwendete Probenmaterial wurde je nach Beschaffenheit geraspelt (Aste, Splint-
und Kernholz) bzw. mit einer Mihle (Retsch MM200) fiir 1 min bei 30 s gemahlen
(Blattmaterial und Kambium). Die DNA wurde aus ca. 50 mg des generierten Mehles mit
Hilfe der Extraktionskits DNeasy® Plant Mini (Qiagen) nach Angaben des Hersteller-
protokolls extrahiert. Bei schwer zu isolierenden Proben wurden ca. 300 mg Holzmehl
eingesetzt und das DNeasy® mericon™ Food Kit (Qiagen) angewendet. Fir letzteres
wurde ein modifiziertes Protokoll nach Wischnewski (2014) verwendet. Die Protokolle

sind dem Anhang 1 und 2 zu entnehmen.
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3.2.2 Quantifizierung der Nukleinsaure-Konzentration

Reinheit und DNA-Gehalt der (aus der DNA-Isolierung entstandenen) Eluate wurden
mittels Spektrophotometer (NanoDrop 2000, Thermo scientific) bestimmt. Hierflr wurde
1 ul des Eluates auf die Linse pipettiert. Das Spektrophotometer misst die Absorptions-
raten in einem Wellenlangenbereich von 220 bis 350 nm. Nukleinsdure absorbiert Licht
bei einer Wellenldnge von 260 nm, Phenole und Kohlenhydrate hingegen bei einer
Wellenldnge von 280 nm und Proteine bei 230 nm. Die Nukleinsdure-Konzentration
konnte somit in ng*pl! ermittelt und die Reinheit des Eluats durch das Verhaltnis der
Absorptionsraten im Wellenbereich von 260 nm/230 nm und 260 nm/280 nm fest-
gestellt werden. Als rein gelten 260/230-Verhéltnisse von 2,0 bis 2,2 und 260/280-

Verhaltnisse von 1,8 bis 2,0. Geringere Werte zeigen den Grad der Verunreinigung an.

3.2.3 Amplifizierung der ITS-Region der nrDNA

Nach eingehender Literaturrecherche wurde der ,internal transcribed spacer” (ITS) als
Barcode-Region flr das weitere Vorgehen der Holzartenidentifizierung gewahlt. Der
gesamte ITS der extrahierten DNA wurde mittels PCR nach folgendem Programm (siehe
Tab. 7) und mit dem Tag PCR Core Kit (Qiagen) im Thermocycler amplifiziert. Die
Zusammensetzung des Mastermixes zeigt Tabelle 8. Es wurden die Primer [TS1.1
(Hanssen et al., 2011) und ITS4 (White et al., 1990) sowie Templatemengen von 0,5 ul

oder 1 ul eingesetzt.

Tabelle 7 PCR-Programm fir den gesamten ITS

PCR-Abschnitt Programm
Anfangsdenaturierung 94°C 4 min
Denaturierung 94°C 30s
Annealing 55°C 30s
Elongation 72°C 40s
Endelongation 72°C 7 min
Zyklenzahl 37
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Tabelle 8 Zusammensetzung des PCR-Mastermix (Qiagen)

Mastermix 1 x 12 pl Menge in [ul]
Bidest. Wasser 7,775
Q-Solution 2,500
10 x Puffer 1,250
dNTP bzw. DIG-labelt dNTPs (Roche) 0,250
Primer forward (100 pmol/ul) 0,075
Primer reverse (100 pmol/ul) 0,075
Taq 0,075

Bei fehlgeschlagener oder unsauberer Amplifizierung wurden die ITS-Bereiche ITS1 und
ITS2 getrennt voneinander mit Hilfe der Primer-Kombinationen ITS1.1 und ITS2.1 sowie
ITS3.1 und ITS4 (White et al., 1990, Hanssen et al., 2011) vervielfaltigt. In beiden
Kombinationen wurde die Annealing-Temperatur auf 56°C und die Elongationszeit auf

30 s angepasst (siehe Tab. 9).

Tabelle 9 PCR-Programm fiir die einzelnen ITS-Bereiche

PCR-Abschnitt Programm
Anfangsdenaturierung 94°C 4 min
Denaturierung 94°C 30s
Annealing 56°C 30s
Elongation 72°C 30s
Endelongation 72°C 7 min
Zyklenzahl 37

Zur Verwendung in den Macroarray-Versuchen wurden die Proben mittels spezieller
dNTPs (von Roche) mit Digoxigenin (DIG) gelabelt. Daflir wurden weiterhin die oben
aufgefihrten PCR-Programme, Mastermix-Zusammensetzungen und Primer-Kombi-
nation verwendet. Es wurden lediglich die dNTPs ausgetauscht. Zur Kontrolle wurden in
derselben PCR eine Probe sowohl mit, also auch ohne DIG amplifiziert. Falls sich Banden
nur fir die ungelabelten PCR-Produkte ergaben, wurden diese Amplifizierungsprodukte
mit dem QIAquick® PCR Purification Kit aufgereinigt und erneut mit gelabelten dNTPs

amplifiziert.
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In der folgenden Tabelle sind alle verwendeten Primer aufgefihrt.

Tabelle 10 Verwendete Primer

Primer Sequenz Referenz

ITS1.1 GAACCTGCGGAAGGATCAT  Hanssen et al. (2011)
ITS2.1 GACTCGATGRTTCACGGG Hanssen et al. (2011)
ITS3.1 GACTCTCGGCAACGGATATC Hanssen et al. (2011)
ITS4 TCCTCCGCTTATTGATATGC  White et al. (1990)

3.2.4 Agarose-Gelelektrophorese

Zur Visualisierung der Amplifizierungsergebnisse kam die Gelelektrophorese zum Einsatz.
Als Tragermaterial diente 1,5-prozentiges Agarosegel in 0,5 x TAE-Puffer (40 mM Tris,
20 mM NaOAc, 2 mM EDTA). 2,5 ul des PCR-Produkts wurden mit ca. 1 pl Ladepuffe
(0,25 % Bromphenolblau, 30 % Glycerin) gemischt, auf das Gel aufgetragen und fir
30 min unter eine Spannung von 135V gesetzt. Als Marker wurden 0,5 pl FastGene®
100 bp (Nippon Genetics Europe) eingesetzt. Das Gel wurde anschliefend 2 min in
Ethidiumbromid (15 x 10* %) gefarbt und fur 20 min im Wasserbad gewaschen. Eine

Visualisierung erfolgte mittels UV-Lichtschirm (Gel Doc™ XR+ System, Bio-Rad).

3.2.5 Aufreinigung und Sequenzierung

Zeigte das PCR-Produkt auf dem Gel saubere Banden in den erwarteten Basenpaarldangen
(ITS ca. 700 bp; ITS1 und ITS2 ca. 300 bp — 400 bp), wurde es von Eurofins Genomics
Germany GmbH (D-85560, Ebersberg) sequenziert. Daflir wurden die verbliebenen 10 pl
PCR-Produkt vorher mittels QIAquick® PCR Purification Kit (Qiagen) nach Angaben des
Herstellerprotokolls (siehe Anhang 3) aufgereinigt. Fir die Sequenzierung ist mindestens
eine Konzentration von 5 ng/ul in einer Mindestmenge von 15 pl pro Sequenzierungs-

richtung notwendig.

3.2.6 Sequenzanalyse

Die gelieferten Sequenzen wurden zuerst mit dem Online-Service BLAST (Altschul et al,,
1990) von NCBI auf ihre Ubereinstimmung mit der erwarteten Art bzw. Gattung (bei
Arten, fir die sich keine Referenzen in der Datenbank befinden) Uberprift. Zeigten sie

die héchsten Homologien mit der erwarteten Art bzw. Gattung, wurden die einzelnen
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Sequenzstlicke mit Hilfe der Software Geneious Prime zusammengeflhrt, bearbeitet und
ausgewertet. Daflr wurden die nachfolgend dargestellten Schritte durchgefiihrt (siehe
Abb. 8). Das Alignment der Sequenzen wurde Uber den Muscle5 Algorithmus (Edgar,

2004) in Geneious ausgefihrt.

~
e
Importieren von Sequenzenden Lesrichtung Sequenzabschnitte Extrahieren der
| *.ab1 Dateien abschneiden festlegen zusammenfihren fertigen Sequenz
| Y
|
[
! Y
-
Konsensus-Sequenzen aller Extrahieren der | . \ NCBI-Sequenzen der
- < Alignment |«
Holzarten einer Gruppe Konsensus-Sequenz | J selben Art

| | J

Alignment O||_g0 einzelne Konsensus
Design Probe Sequenzen

Abbildung 8 Abfolge der Arbeitsschritte in der Geneious Prime Software

Die unsauberen Sequenzenden wurden weggeschnitten, die Leserichtungen festgelegt
und die einzelnen Sequenzabschnitte eines Individuums zusammengefiihrt. Nicht
eindeutige Basen wurden gespottet und durch den IUPAC-Nucleotid-Code ausgedrickt.
Dieser Code spiegelt das gleichzeitige Auftreten von mehr als einer Base an einer Position
in der Sequenz wider (siehe Tab. 11). Aus den einzelnen, alignten Sequenzabschnitten
einer Probe wurde eine vollsténdige Sequenz generiert und extrahiert. Diese generierten
Proben-Sequenzen wurden mit bereits veroffentlichten Sequenzen derselben Art aus der
NCBI-Datenbank alignt. Somit konnten intraspezifische Varianzen innerhalb einer Art
aufgedeckt und berlcksichtigt werden. Diese Unterschiede eingeschlossen, wurde
anschlieBend eine Konsensus-Sequenz aus allen Sequenzen einer Art erstellt, um den
darauffolgenden interspezifischen Vergleich zu erleichtern. Diese Konsensus-Sequenzen
wurden wiederum in den einzelnen Handelssortimenten der CITES-geschiitzten Holzart
und ihren jeweiligen Substitutionsholzern in einem Sequenzalignment zusammen-
gefiihrt. Somit entstand eine Ubersicht, die die jeweiligen interspezifischen Unterschiede

in den Sequenzen der Arten innerhalb einer Vergleichsgruppe herausstellt.
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Tabelle 11 Basenkombination und dazugehériger IUPAC-Nucleotid-Code

Basen Universeller Code Basen Universeller Code
A+C M A+C+G Vv

A+G W A+C+T D

A+T R A+G+T H

C+G S C+G+T B

C+T Y A+C+G+T N

G+T K

3.2.7 Oligo-Design
Die in Geneious Prime erschaffene Ubersicht der Sequenzen verdeutlicht die
Unterschiede der Holzarten. An Sequenzstellen mit hoher interspezifischer Differenz
wurden Abschnitte von ca. 20 bp auf folgende Eigenschaften hin untersucht (Lottspeich
and Engels, 2012):

1) Die Sequenzabschnitte am 5’-Ende sollten mit G oder C beginnen.

2) Es sollten sich keine mehrfach hintereinander gereihten, gleichen Basen bzw.

keine wiederkehrenden Motive ergeben.

3) Der G/C-Gehalt sollte zwischen 40 % und 60 % liegen.

4) Die Schmelztemperatur sollte zwischen 55°C und 65°C liegen.
Weiterhin wurden diese kurzen Abschnitte auf das theoretische Bilden von Hairpins und
Dimeren durch den ,Primer3“-Algorithmus in der Geneious Prime Software kontrolliert.
Bei ausreichender interspezifischer Variabilitdt und Besitz der aufgefiihrten Eigen-
schaften wurden die Sequenzen dieser kurzen Abschnitte zur Herstellung von C6-
Aminolinked Oligonukleotiden (Oligos) durch biomers.net GmbH (D-89077, Ulm)
verwendet. Die erstellten Oligos dienten anschlieRend als Sonden fir die Macroarrays.

Die Oligos wurden nach folgendem Schema beschriftet:

v
Anfangsbuchstabe Wissenschaftlicher Position der ersten Base des Oligos
der Gattung Artname auf der ITS-Sequenz der Art

Abbildung 9 Beschriftungsschema der Oligos

31



Material und Methoden

Sonden, die nicht diesem Beschriftungsmuster folgen, wurden aus vorherigen Arbeiten

Ubernommen (Wegner, 2013, Matthies, 2014, Peters, 2015).

3.2.8 Macroarray

Die Macroarray-Versuche wurden in Anlehnung an das Protokoll von Lievens et al. (2012)
durchgefthrt. Das Verfahren wurde im Zuge der Abschlussarbeiten von Wegner (2013),
Matthies (2014) und Peters (2015) an die vorhandenen Laborbedingungen und die
Aufgabenstellung angepasst. In der vorliegenden Arbeit wurden Schwenk- und Rotations-
zeiten sowie Chemikalienmengen des Ausgangsprotokolls weiter optimiert, um eine
schnellere und effizientere Durchflihrung zu erreichen. Alle Schwenkprozesse wurden bei
15 rpm und Raumtemperatur (RT) und alle Rotationsprozesse im Hybridisierungsofen bei
9 rpm und 58°C durchgefiihrt. Im Hybridisierungsschritt wurde das DIG-gelabelte PCR-
Produkt (siehe Kapitel 3.2.3.) aufgebracht. Der Ablauf des optimierten Protokolls ist im
folgenden Abschnitt erldutert und bezieht sich auf eine von maximal vier gleichzeitig
bearbeitbaren Membranen. Bei einer gleichzeitigen Verwendung von vier Membranen
wurden die vorbereiteten Puffermengen dementsprechend vervierfacht. Die Schritte
werden in Tabelle 12 zusammengefasst.

Zu Beginn wurden alle notwendigen Puffer hergestellt und die gelieferten Oligos mit
0,5 M Printing Puffer angesetzt. ,H,O" steht in der folgenden Tabelle flir destilliertes

Wasser.

Tabelle 12 Auflistung der Puffer und ihre Zusammensetzung

L&sung Herstellung und Lagerung

10 mM TRIS Fir 100 ml: 0,12114 g TRIS in 100 ml H,0O |8sen, pH 8.0 einstellen
5’-C6-amino-labeled x ul (fur x siehe Oligo-Datenblatt) mit TRIS-Puffer auf eine

Oligos Konzentration von 200 uM ansetzen, bei -20°C lagern

0,5 M Printing Buffer 0,5 M NaHCOs, pH 8,4, 0,004 % Bromophenolblau (BPB)

Fir 100 ml: 4,2 g NaHCOs in 80 ml H,0 lésen, pH 8,4 mit 0,2 M
NaOH einstellen, Volumen auf 99 ml auffillen, 1 ml BPB zugeben,
filtrieren und bei 4°C lagern

Oligo-Raster 40 ul 0,5 M Printing Buffer + 10 pl Oligo in Mikrotiterplatte
pipettieren, verschliefen und bei -20°C lagern
20x SSC 3 M NaCl, 0,3 M Natriumcitrat (Tri-Natriumdihydrat), pH 7,0

Fir 800 ml: 140,3 g NaCl + 70,6 g Natriumcitrat in 650 ml H,0O
l6sen, pH 7,0 mit 1 M HCl einstellen, Volumen auf 800 ml
auffillen, filtrieren und bei RT lagern

2x SSC Flr 1 1: 200 ml 20x SSC + 900 ml H,0

6x SSC Flr 11: 333 ml 20x SSC + 667 ml H,0
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10 % NLS
N-Lauroyl Sarcosine

Fir 50 ml: 5 g NLS in 40 ml H20 I6sen, Volumen auf 50 ml
auffillen, filtrieren und bei RT lagern

10 % SDS
Sodium Dodecyl Sulfate

Fir 50 ml: 5 g SDS in 40 ml H20 l6sen, Volume auf 50 ml auffillen,
filtrieren und bei RT lagern

Blocking Buffer |
50 ml

2x SCC, 0,5 % Casein, 0,05 % Tween20

Fir 2 Membranen: 0,5 g Casein in 100 ml 2x SSC |6sen, dabei auf
80°C erhitzen, filtrieren, 50 pl Tween20 zugeben (erst wenn
Losung auf 20 - 40°C abgeklhlt ist)

Hybridization Buffer

6x SSC, 0,1 % NLS, 0,02 % SDS
Flr 11: 10 ml 10 % NLS + 2 ml 10 % SDS + 1 | 6x SSC, bei RT lagern

Prehybridization Buffer
40 ml

Hybridization Buffer, 1 % Casein
Fir 2 Membranen: 0,8 g Casein in 80 ml Hybridization Buffer
|6sen, dabei bis auf 80°C erhitzen, filtrieren

Hybridization Wash
Buffer |

6x SSC, 1 % SDS
Far 11: 10 ml 10 % SDS + 990 ml 6x SSC

5x Buffer | 0,5 M Maleinsaure, 0,75 M NacCl, pH 7,5
Flr 800 ml: 46,4 g Maleinsaure + 35,1 g NaCl in 650 ml H,0 ldsen,
pH 7,5 mit NaOH-Pellets einstellen, Volumen auf 800 ml auffillen,
filtrieren und bei RT lagern

1x Buffer | Fir 1 1: 200 ml 5x Buffer | + 800 ml H,0.

Hybridization Wash 1x Buffer 1, 0,3 % Tween20

Buffer Il 220 ml FUr 2 Membranen: 440 ml 1x Buffer | + 1,32 ml Tween20

Blocking Reagent 10x

Flr 100 ml: 10 g Blocking Reagent in 100 ml 1x Buffer | 16sen,
Losung autoklavieren und bei 4 °C lagern

Blocking Reagent 2x

Flir 2 Membranen: 176 ml 1x Buffer | + 44 ml Blocking Reagent
10x

5x Buffer I

0,5 M TRIS, 0,5 M NaCl, pH 9,5

Fir 800 ml: 48,5 g TRIS + 23,4 g NaCl in 650 ml H,0 I6sen, pH 9,5
mit 1 M NaOH einstellen, Volumen auf 800 ml auffillen, filtrieren
und bei RT lagern

Detection Buffer

Fur 1 1: 200 ml 5x Buffer Il + 800 ml H20

Die mit Printing Puffer in einer Mikrotiterplatte angesetzten Oligos wurden mit einem
Multiplotter auf die zurecht geschnittene (12 cm x 8 cm) Immunodyne ABC Membran
(Pall Europe ltd) gespottet und fir 15 min getrocknet. Wéhrenddessen wurden 40 ml
Prahybridisierungspuffer auf 58°C erhitzt. Die Membran wurde beschriftet und in einer
Schale (11 cm x 15 cm) platziert. AnschlieBend wurde die Membran fir 15 min in 55 ml
Blocking Buffer | auf einem Schiittler gewaschen. Nach dem Verwerfen des Puffers wurde
die Membran ein weiteres Mal flir 5 min in 75 ml 2xSSC gewaschen. An diesem Punkt ist
eine Lagerung der Membran in selbigem Puffer bei 4°C mdglich. Im nachsten Schritt
wurde die Membran mit Hilfe zweier Pinzetten in ein Falcontube gedreht. Die Riickseite
der Membran lag an der Wand des Falcontubes an und durfte sich nicht Gberlappen. Das

Gewinde des Falcontubes wurde im Vorhinein mit Teflonband umwickelt, um ein
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Auslaufen des Puffers bei der waagerechten Drehbewegung im Ofen zu verhindern. Der
auf 58°C erhitzte Prahybridisierungspuffer wurde zur Membran in den Falcontube
gegeben und fir 15 min im Hybridisierungsofen gedreht. In der Zwischenzeit wurden
40 ml Hybridisierungspuffer auf 65°C erhitzt. 3,4 ml des Hybridisierungspuffers wurden
zu je 1,7 ml-Teilen abgenommen und in einem 2 ml-Eppendorftube mit je 1,7 pl DIG-
gelabeltem PCR-Produkt gemischt. AnschlieRend wurde die Probe fiir 10 min im Thermo-
schittler denaturiert. Nachdem der Prahybridisierungspuffer aus dem Falcontube
verworfen wurde, erfolgte die Zugabe des vorgeheizten Hybridisierungspuffers
zusammen mit der denaturierten Probe zur Membran im Falcontube. Die Hybridisierung
fand fur 30 min im Hybridisierungsofen statt. Wahrend dieses Vorganges wurden 80 ml
Hybridisierungswaschpuffer auf 65°C erhitzt. Davon wurden 40ml nach dem
Hybridisierungsprozess und dem Verwerfen des Puffers zur Membran gegeben. Dieser
Waschschritt fand im Hybridisierungsofen fiir 10 min statt und wurde nach Verwerfen
des Puffers erneut wiederholt. Anschliefend wurde die Membran wieder in der Schale
auf dem Schttler platziert und alle weiteren Schritte fanden bei Raumtemperatur statt.
Es wurden 50 ml HWP Il fir 5 min zur Membran gegeben. AnschlieBend wurde die
Membran in 55 ml 2xBR flr 5 min inkubiert. Zum restlichen 2xBR Puffer wurde 1,1 pl Anti-
DIG-AP gemischt. Darin wurde die Membran fir 15 min geschwenkt. Auf diesen Schritt
folgten weitere drei je finfminitige Waschschritte mit HWP II. Der letzte Schiittelschritt
erfolgte 10 min in 75 ml Detektionspuffer. Davon wurden 350 ul in einem 2 ml-
Eppendorftube mit 3,5 pl CDP-Star gemischt und das Tube anschlielend lichtdicht mit
Alufolie umwickelt. Die Membran wurde auf eine zugeschnittene und geodffnete
Klarsichtfolie gebettet. Das CDP-Star-Detektionspuffergemisch wurde dort auf der
Membran mit Hilfe einer Pipette verteilt. Mehrfaches Offnen und SchlieBen der
Klarsichtfolie gewadhrleistete eine ausreichende Verteilung des CDP-Star auf der
Membran. Beim SchlieRen der Folie musste auf das Vermeiden von Luftblasen geachtet
werden. Die Membran ruhte so anschlieRend fir 5 min bei 37°C im Inkubationsofen. Im
letzten Schritt wurde ein Roéntgenfilm auf der Folie mit Membran in einer
Belichtungskassette unter Lichtausschluss platziert. Der Film wurde 1 h belichten und
anschlieBend unter Rotlicht entwickelt. Im Folgenden ist eine Kurzfassung des Protokolls

dargestellt.
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3.2.9 Manuelle Auswertung der Rontgenfilme

Die Auswertung der Rontgenfilme wurde zuerst visuell durchgefihrt (siehe Abb. 10). Der

Film wurde eingescannt (Abb. 10(a)) und ein Raster anhand der Positivkontrollen (H9-12)

auf dem Rontgenbild positioniert (Abb. 10(b)). Somit wurde die Position der

hybridisierten Sonden im Vergleich zum aufgebrachten Muster (Abb. 10(c)) erkennbar.

(a) Eingescannter Rontgenfilm

(b) ) Ausrichtung des Rasters anhand der vier Positiv-
Kontrollen (H9-H12)

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 ll 12,
A Smahago [Mahagoni|Smahago |Smacroph{ Macroph | Carapa | Carapa | Carapa |Cprocera|Entango| Entcyl |Ecylindric
ni181 fora ni649 | ylla112 |yllarevl | for3 for2 revi 50 for2 for2 um264
. . . Ced Ced
B Eutile Khaya Khaya haya243) Kivorensis| Lcedrata | Lcedrata |Lthompso|Lthompso| fissilis | odorata Cedrela
86 for2 revl Y 106 35! 459 nii35 nii457 29
forl forl
C Toona70 Gpelle Gtess Gtess [Garnoldia|GarnoldialGarnoldia| Gehie |Csalikoun|Csalikoun| Hcourb | Hcourb
221 225 579 na79 na219 | na629 44 dad1 dag3 forl for2
D Perinaceu(Psantalin | Psantalin | Pindicus | Pindicus |Pmacrocal Pindi |Psoyauxii|GonystyluGonystylu| Ramin [Gonystylu
$615 us487 us682 487 597 rpus71 [macro32 501 s48 s137 forl s422
£ Ramin | Alstonia | Aboonei [AtoxicarialAtoxicaria|1Balicastr|1Balicastr|Dprunifor|Dprunifor| Jcopaia | Jcopaia | Jcopaia
revl 481 408 149 553 um483 | um502 [ mis33 | mis512 28 510 589
E Koto [Pbequaer|Pmacrocal Limba | Limba [Tivorensis[Tivorensis| Tsuperba |Guaiacum|Gcoulteri |Gofficinal[Gua offici
forl tii175 rpa26 forl revl 111 224 219 forl 172 el72 forl
G Gua sanct|Gua sanct| Bulnesia | Bulnesia | Parborea [Chlorocar - Handroan o
forl revl forl revl 34 |dium111 | P thus211 p
" Holz Holz Holz Holz
forl for2 revl rev2

(c) Raster der aufgebrachten Sonden (H9-H12 = Positiv-Kontrollen)

Abbildung 10 Darstellung der manuellen Rontgenbildauswertung
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Eine Hybridisierung von Sonde und Probe ist als schwarzer Punkt auf dem Film erkennbar.
Die Intensitat dieser Punkte wurde in drei Kategorien eingeteilt — schwache, deutliche
und starke Reaktion. Ist im Rasterfeld kein Punkt erkennbar, hat keine Reaktion statt-
gefunden. Die abgelesenen Reaktionen wurden in einer Tabelle zusammengefiihrt, in der
die getesteten Sonden den einzelnen Versuchen und somit den einzelnen Holzarten
gegenlbergestellt wurden. Die Hybridisierungsreaktion der Sonden ist durch ,+“
(positives Signal) gekennzeichnet bzw. durch ,-“ (negatives Signal), wenn keine Reaktion
stattfand. Entspricht die Reaktion der Erwartung, ist die Zelle griin unterlegt (,richtig
positives” Signal). , Falsch positive” Signale sind rot hinterlegt und zeigen, dass fir diese
Sonde in Kombination mit jener Probe keine Reaktion erwartet wurde. Die Anzahl von ,+“

deutet auf die Intensitat des Signales hin. Die Bewertung der Hybridisierungssignale ist

im folgenden Schema veranschaulicht.

Tabelle 14 Bewertungsmatrix fur die Intensitat der Hybridisierungsreaktion

Signalstdrke Kennzeichnung Bewertung
- negativ
+ leicht positiv

++ deutlich positiv
+++ stark positiv
richtig positiv
falsch positiv
+.. nicht eindeutig
= falsch negativ

3.2.10 Automatische Auswertung der Rontgenfilme

Unter Konsolidierung einer Expertin fir Bildverarbeitung (Frau Kriiger, Dr. rer. nat. der
Informatik, spezialisiert auf Bildverarbeitung), wurde ein Prototyp zur automatischen
Bestimmung der Signalintensitdten jeder Sonde implementiert (Programmiersprache

Python).
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Folgende beschriebene Schritte (siehe Abb. 11), wurden hierfir durchlaufen:

Zuerst wurden die eingescannten Filme (Abb. 11(a)) vom Farbraum (Rot-Gelb-Blau-
Raum) in einen Grauwertebereich Uberfihrt und das Raster (weille Punkte in Abb. 11(b))
fr alle moglichen Positionen der Sonden festgelegt. AnschlieRend wurde der Film am
festgelegten Raster ausgerichtet (Abb. 11(c)). Um eine méglichst gute und vergleichbare
Ausrichtung fur jede einzelne Sonde zu erzielen, wurde ein lokaler Ausschnitt um jede
Sonde automatisch zu einem gegebenen ,Punkt-Template” ausgerichtet, indem eine
groktmogliche Ahnlichkeit zwischen Film-Ausschnitt und Template erzielt wird (Abb.
11(d)). Im Anschluss kann automatisch die Signalintensitat fir jede Sonde bestimmt
werden, indem die mittleren Grauwertintensitaten (Gl) zweier festgelegter Regionen pro
lokalem Ausschnitt gegenlbergestellt werden (Abb. 11(e)). Diese Herangehensweise
(Vergleich der Werte ,innerhalb der Sonde” (R1) mit einer lokalen Nachbarschaft (R2))
wurde gewahlt, um vergleichbare Werte (W = GI(R1) — GI(R2))) flir Sonden zu erhalten,
die in helleren oder dunkleren Bereichen desselben Films liegen. Um abschlielfend eine
Vergleichbarkeit der Signalintensitdten tber die Filme hinweg zu gewahrleisten, werden
die ermittelten Werte (W) mit dem mittleren Wert der jeweils vier Positiv-Kontrollen
(W_pK) jedes Films normalisiert:

normW =W / ((W_pK1l+ W_pK2+ W _pK3+ W_pK4)*1/4).

Dadurch entstehen Werte normW zwischen 0 und 1, wobei 1 ,Sonde misst gleiche
Signalintensitat wie Positiv-Kontrollen” bedeutet (Abb. 11(f)). Werte > 1 werden als =1

interpretiert.
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(a) Eingescannter Rontgenfilm (b) Uberfiihrung der Bildwerte in den
Grauwertebereich und Festlegung des gesuchten
Rasters (weile Punkte)

. . mittige
J @& : Ausrichtung
75 '
Template
(c) Ausrichtung des Films am festgelegten Raster (d) Automatische mittige Ausrichtung jeder Sonde,

sodass eine groRtmogliche Ahnlichkeit zu einem
Template hergestellt wird

R2

(e) Bestimmung der mittleren Grauwertintensititen  (f) Um Vergleichbarkeit zwischen Filmen herzustellen,
(Gl) von zwei festgelegten Regionen R1 und R2 pro werden die Werte aus (e) mit dem mittleren Wert der

Sonde. 4 positiv Kontrollen pro Test verglichen, sodass eine
GI(R1)-GI(R2) ergibt die ,Intensitat” der Signalstdarke ~ Normalisierung der Werte zwischen O und 1 entsteht
der jeweiligen Sonde im Vergleich zur umgebenen (mit 1 = ,gleiche Signalintensitat wie positiv
Signalstarke. Kontrollen”)

Abbildung 11 Automatisierte Messung der Hybridisierungsreaktion

Die so automatisch bestimmten Werte pro Rasterpunkt wurden in eine Tabelle Gberfihrt,
in der die Sonden den jeweiligen Proben gegeniberstehen. Dadurch ist ein Vergleich der

manuellen Einschatzung mit den automatisch generierten Werten einfach maoglich.
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3.2.11 Kreuztests

Flr jede Holzart wurden drei Versuchsdurchgange innerhalb von drei Gruppen gefahren,
um eine Vorauswahl der Oligos zu treffen. Die Versuchsgruppierungen sind in Tabelle 15
aufgestellt. Die CITES-geschiitzen Holzarten sind grau unterlegt, gefolgt von ihren

Austauschholzern.

Tabelle 15 Gruppierung der Proben zur Oligoauswahl; Holzart (Probennr.)

Gruppe 1 MELIACEAE

Gruppe 2 FABACEAE

Gruppe 3 Ramin + Pockholz

Swietenia macrophylla (183)

Swietenia mahagoni (165)
Carapa guianensis (920)
Carapa procera (Cp1)
Entandro. angolense (Ea4)
Entandro. cylindricum (Ec1)
Entandro. utile (Eu6)
Khaya anthotheca (Ka2)
Khaya grandifoliola (691)
Khaya ivorensis (911)
Khaya nyasica (688)
Khaya senegalensis (456)
Leplaea cedrata (Gc6)
Leplaea thompsonii (Gt3)
Cedrela angustifolia (947)
Cedrela fissilis (36)

Guibourtia demeusei (BRO6)
Guibourtia pellegriniana (BR12)
Guibourtia tessmannii (BR16)
Guibourtia arnoldiana (BR03)
Guibourtia ehie (Gel)
Copaifera salikounda (Cs2)
Hymenaea courbaril (945)
Pterocarpus erinaceus (BR22)
Pterocarpus santalinus (Psal)
Pterocarpus indicus (448)
Pterocarpus macrocarpus (BR24)
Pterocarpus soyauxii (Ps2)

Gonystylus bancanus (244)
Alstonia boonei (Ab2)

Antiaris toxicaria (At2)
Brosimum alicastrum (Bal)
Donella pruniformis (Chp2)
Jacaranda copaia (BR17)
Pterygota bequaertii (Pb3)
Pterygota macrocarpa (Pm1)
Terminalia ivorensis (Ti5)
Terminalia superba (Ts7)
Guaiacum coulteri (Gcol)
Guaiacum officinale (919)
Guaiacum sanctum (162)
Plectrocarpa arborea (509)
Handroanthus heptaphyllus (914)
Handroanthus serratifolius (Hs2)

Cedrela odorata (452)
Toona ciliata (Tc2)
Toona sureni (133)

Erfolgreiche, d.h. ,richtig positiv’ und ,richtig negativ” reagierende Sonden fanden
Beriicksichtigung in den weiteren Tests. ,Falsch positiv’ oder ,falsch negativ”
reagierende Sonden wurden verworfen.

Sonden, die in diesen Versuchen gut abschnitten, wurden dann im abschlieRenden
Gesamt-Kreuztest gegen Proben aller untersuchten Holzarten geprift, um Kreuz-
reaktionen mit Arten anderer Gruppen auszuschlieen. Von diesen Gesamtversuchen
wurden zwei Durchgange gefahren. Anschliefend erfolgte eine Beurteilung der Sonden.
Die Aufbringungsmuster der Sonden in den drei Gruppen sowie des Gesamtversuchs sind

in der Abbildung 12 dargestellt. Auf den Positionen H9-H12 finden sich jeweils die

Kontroll-Oligos.
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1 2 3 a 5 6 7 8 9 10 1 12 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
A il A (Gdemeus| Gpelle Gtess |Garnoldia| Gehie Gleo |Gdemeus| Gpelle i Gpelle Gtess
tax for1 | tax for2 for3 fora taxrevl | tax rev2 ni181 ni649 579 na219 a4 101 €ii169 624 na629 | eii635 221 225
o | o— P T e — amole]
tax forl | yllafor2 | yllafor3 | yllarevl | taxrev2 | ylla10 | ylla112 50 dad1 das59 da93 na79
c Carapa | Carapa | Carapa | Carapa | Carapa (Cguiar Cguianen |Cguianen | ¢ Cguianen | Cy Cguianen| c Hcourb | Hcourb | Hcourb [Hcourbaril
forl for2 for3 revl 198 5is266 | sis652 sis122 121 5is614 609 sis74. forl for2 revl 1294
D Entandro | Ent ango | Ent ango [ Entcyl [Eangolen lindrig i Eutile |Eangolen| Entcyl D i Pindicus Y Pindicus i Pindi
revl for1 for2 revli se577 | um576 | um264 | se135 ums? 33 se57 for2 5615 us487 487 501 us682 597 rpus71 us52 | macro32
Khaya | Khaya | Khaya | Khaya Eutile
£ for1 | forz | for3 | rei ["¥°2%3 T | aes | 106 | 182 86 £
F Limba Limba | Lcedrata [Lthompso| Lcedrata [Lthompso| Lcedrata [Lthompso] F
forl revl 35 nii3s. 197 nii64. 459 niias7
Ced Ced . » .
-y Cedrela |C tif | C: tif |
© b || GLeER olia544 | olia557 576 55 @
forl forl
Holz Holz Holz Holz Holz Holz Holz Holz
R Iclataz pecaar fort | forz | revt | rev2 & fort | for2 | revi | rev2
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
A Ramin | Ramin [Gonystylul A ph| Carapa | Carapa | Carapa |Cprocera [Entango| Entcyl [Ecylindric
forl revl 548 5422 s137 ni181 fora ni649 | ylla112 [yllarevi | for3 for2 revl 50 for2 for2 um264
Alstonia | Aboonei { i Eutile Khaya Khaya [Kivorensis| Lcedrata | Lcedrata Cedrela
O i 4 e umsn | amass o | | e | e ol | s e Ty | st | odorata | 55
@ Jcopaia | Jcopaia | Jcopaia [Ncadamb) ¢ |toonazo| Gpelle | Gtess | Gtess i jia| Gehie likoun|Csalikoun| Heourb | Hcourb:
mis33 | mis512 mis1 58 a21 221 225 579 na79 na219 na629 a4 dad1 da93 forl for2
B Koto Koto q Tsuperba 5 Pindicus | Pindicus [Pmacroca| ~ Pindi Ramin  [Gonystylu|
forl revl tii175 rpa26 111 224 219 5615 us487 us682 487 597 Tpus71 [ macro32 501 548 $137 forl 5422
- i i fficil fficifGua sanct{Gua i| Goffici i i e Ramin | Alstonia [ Aboonei dcari i i ifor|Dpr Jcopaia | Jcopaia | Jcop:
for1 revl for1 revl forl revl 13 €209 14 172 e172 e171 revl El 149 553 uma83 [ um502 | mis33 | mis512 28 510 589
F Bulnesia | Bulnesia | Parborea (Chlorocar| Crodiei F Koto qL rocal Limba | Limba i i i offici
forl revl 34 dium111| 207 for1 ii175 rpa26 forl revi 111 224 219 forl 172 €172 forl
G [Gua sanct|Gua sanct| Bulnesia | Bulnesia | Parborea [Chlorocar | o [Handroan| o
G |peford | lperevt [ 07 | thus211 | thusa3s. fort revi | fort revi 34 [dium111 | P thus211 | '™
® Holz Holz Holz Holz H Holz Holz Holz Holz
forl for2 revl rev2 forl for2 revi rev2
(c) Raster Gruppe ,,Ramin+Pockholz (d) Raster Gesamt-Kreuztest

Abbildung 12 Aufbringungsraster der Sonden
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4 Ergebnisse

Im folgenden Kapitel werden die Ergebnisse der DNA-Extraktion, Amplifizierung und
Sequenzierung geblndelt im Kapitel ,Erstellung der ITS-Sequenzen” betrachtet. Darin
wird zuerst auf die Gesamtheit der Proben eingegangen, um darauffolgend eine
genauere Betrachtung in den einzelnen Gruppen vorzunehmen. In den anschlieRenden
Kapiteln wird das Design der Oligos beschrieben und ihr Abschneiden in den Macroarray-
Versuchen dargestellt. Die Auswertung der Gesamt-Kreuztests wurde manuell und
automatisiert durchgefihrt. Beide Methoden werden miteinander verglichen.
AbschlieRend wird eine Bewertung Uber die Einsatzfdhigkeit der Sonden in der Praxis

vorgenommen.

4.1 Erstellung der ITS-Sequenzen

Die DNA wurde aus verschiedenen zur Verflgung stehenden Materialien wie Blatt,
Kambium, Splint aus Ast und Stamm sowie Kernholz extrahiert. Fir die Isolation wurde
das DNeasy® Plant Mini Kit (Qiagen) verwendet, im Weiteren als Kit 1 bezeichnet. Proben,
die mit dieser Methode keine Ergebnisse zeigten wurden mittels DNeasy® mericon™ Food
Kit (Qiagen) extrahiert, im Weiteren als Kit 2 bezeichnet. Die DNA-Konzentration und die
Reinheit der Eluate wurden durch Spektrophotometrie gemessen. Anschlielend wurden
aus den Extraktionseluaten der ITS amplifiziert und der Erfolg in der Gelelektrophorese
nachgewiesen. Die Abbildung 13 stellt beispielhaft zwei Gele dar. Auf dem oberen Gel
wurde zuerst der gesamte ITS in der PCR amplifiziert und das PCR-Produkt auf dem Gel
aufgetragen. Die grin unterlegten PCR-Produkte zeigten saubere Banden in der
erwarteten Lange von ca. 700 bp und wurden zur weiteren Verarbeitung verwendet. Die
anderen Proben wurden erneut amplifiziert, diesmal mittels holzspezifischer Primer
(siehe Kapitel 3.2.3). Die blau umrandeten Proben zeigen die PCR-Produkte des ITS1. Die
PCR-Produkte des ITS2 sind orange gekennzeichnet. In diesem Gel sind ebenfalls die
Proben mit sauberen Banden mit den erwarteten Ldngen von ca. 380 bp (ITS1) und ca.
440 bp (ITS2) grin unterlegt. Die Proben Ps8 und Ts4 zeigten in diesem Beispiel im ITS2

zu schwache Banden fir eine Sequenzierung.
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Proben

Eu E. utile

Ge G. ehie

Gt G. tessmannii

Ps P. soyauxii

Ts T. superba

+ Positiv-Kontrolle

1000 bp - Negativ-Kontrolle ohne Probe
500 bp Primer
100 bp ITS1.1-1TS4 ca. 700bp
I ITS1.1—Holzrev | ca. 380bp

Holz for —ITS4 ca. 440bp

PCR

Template 10 ng/ul

Laufzeit 1,;5h

Denaturierung 94°C; 30s

Annealing 55°Cbzw. 56°C;30 s

10005p Elongation 72°C;40s bzw. 30s

500 bp Zyklen 36

Gel

100 bp

Gelkonzentration 1,5%

Gelauftrag 2,5ul

Marker 0,5pul Nippon Genetics 100 bp
Spannung 135V

Zeit 30 min

Farbung Ethidiumbromid

1000 bp

500 bp

100 bp

Abbildung 13 Darstellung der Banden auf zwei Gelen am Bespiel der PCR Nr. 42 und PCR Nr. 44

Insgesamt wurden zur Erstellung neuer Sequenzen 264 Proben bearbeitet. Davon
wurden 255 Proben erfolgreich extrahiert und amplifiziert. 194 dieser Proben wurden mit
Kit 1 und weitere 61 Proben durch Kit 2 bearbeitet. Die amplifizierten Proben wurden
aufgereinigt und auler Haus sequenziert. Zusatzlich wurde die DNA weiterer acht
Proben, deren Sequenzen bereits in friiheren Arbeiten erstellt (Wischnewski, 2014) und

veroffentlicht wurden, isoliert und die DNA fir die folgenden Macroarray-Versuche
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verwendet. FUr neun Proben waren die DNA-Extraktion und die Amplifizierung nicht
erfolgreich.

Die erhaltenen Sequenzen wurden zuerst auf ihre Homologien mit der erwarteten Art
oder Gattung mit Hilfe des BLAST-Services kontrolliert. 199 der 254 erfolgreich isolierten
und amplifizierten Proben zeigten hochste Ubereinstimmungen mit den deklarierten
Arten bzw. Gattungen. EIf weitere Proben konnten zwar erfolgreich sequenziert werden,
wiesen jedoch in der Auswertung eine falsche Bestimmung des Ausgangsmaterials auf.
44 Proben ergaben in der BLAST-Analyse entweder keine Ergebnisse oder Kontamina-
tionen.

AnschlieRend wurden die einzelnen Sequenzen der beiden ITS-Bereiche und der beiden
Sequenzierungsrichtungen in der Geneious Prime Software zu einer kompletten Sequenz
des ITS zusammengeflhrt. Fir 129 Proben konnten vollstandige ITS-Sequenzen erstellt
werden. Sie wiesen Langen des ITS (ITS1 + 5.85 + [TS2) von 615 bp bis 681 bp auf. Bei 51
Proben fehlten kleine Teile (< 50 bp) des ITS1 bzw. des ITS2. GroRe Licken (> 50 bp)
ergaben sich in 17 Sequenzen und zwei Sequenzen zeigten eine sehr schlechte Qualitat,
was eine Zusammensetzung verhinderte.

Auf Basis der erhaltenen ITS-Sequenzen wurde ein Alignment der einzelnen Individuen
einer Holzart erstellt und eine Konsensus-Sequenz pro Holzart extrahiert, die intra-
spezifische Varianzen berlcksichtigte. In der folgenden Abbildung ist die erstellte
Konsensus-Sequenz am Beispiel von C. procera in der jeweils obersten Zeile dargestellt.
Die Konsensus-Sequenz wurde aus zehn in dieser Arbeit erstellten (Cp1-Cp10) und einer
Datenbank-Sequenz (FJ518880) generiert (Abb. 14).

Fir 60 Holzarten konnten Konsensus-Sequenzen auf diese Art und Weise aus dem
Vergleich der neu erstellten Sequenzen und jenen aus der NCBI-Datenbank kreiert
werden. Diese Konsensus-Sequenzen wurden schlielllich innerhalb ihrer Gruppen
einander gegenibergestellt, um interspezifische Differenzen aufzudecken. Die alignten
Konsensus-Sequenzen sind im Anschluss an das Kapitel 4.3 zusammen mit den designten
Sonden dargestellt.

Die Ergebnisse der spektrophotometrischen Messung, der Homologien der Sequenzen
und deren Basenpaarlangen werden im Folgenden getrennt nach den CITES-geschitzten

Holzarten und ihren Substitutionsholzern genauer betrachtet.
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4.1.1 MELIACEAE

In der Familie der MELIACEAE stehen zum einen die drei Arten der Gattung Swietenia
S. humilis, S. macrophylla und S. mahagoni, zum anderen alle Arten der Gattung Cedrela
unter CITES-Schutz. Fir Letztere wurden in der vorliegenden Arbeit stellvertretend die
Arten C. angustifolia, C. fissilis und C. odorata als wichtige handelsrelevante Cedro-Arten
verwendet. Mit der CITES-Vertragsstaaten Konferenz im November 2022 wurden
weiterhin alle Arten der Gattung Khaya unter CITES-Schutz (Appendix Il) gestellt, mit
einem volkerrechtlichen Inkrafttreten zum 23.02.2023. Fir diese Gattung wurden
stellvertretend die Arten K. anthotheca, K. grandifoliola, K. ivorensis, K. nyasica und
K. senegalensis untersucht. Insgesamt wurden 81 Individuen von folgenden Arten
bearbeitet (Probenanzahl):

- Carapa guianensis (8 Proben), C. procera (10)

- Cedrela angustifolia (3)

- Entandrophragma angolense (11), E. cylindricum (1), E. utile (7)

- Khaya anthotheca (2), K. grandifoliola (2), K. ivorensis (2), K. nyasica (3),
K. senegalensis (2)

- Leplaea cedrata (10), L. thompsonii (4)

- Sandoricum koetjape (3)

- Swietenia humilis (2), S. macrophylla (1)

- Toona spp. (1), T. ciliata (7), T. sureni (2)

71 dieser Proben wurden erfolgreich mittels Kit 1 bearbeitet. Sie zeigten DNA-Konzentra-
tionen zwischen 4,9 ng/ul und 593,5 ng/ul mit 260/280-Werten von 1,19 bis 2,01. Fur die
Probe 658 (C. guianensis) wurde in der Konzentration ein negativer Wert von -0,2 ng/ul
und ein 260/280-Wert von 0,2 sowie ein 260/230-Wert von 0,1 gemessen. Diese
Verhaltniswerte weisen auf eine extreme Verunreinigung mit phenolischen Bestandteilen
und Proteinen hin, die eine saubere Messung verhindern. Die 260/230-Werte zeigten
insgesamt eine starke Streuung von -6,58 bis 5,85, was ebenfalls auf eine starke
Verunreinigung einiger Eluate schlieRen lasst. Trotz dieser teilweise schlechten Werte
wurden fir alle Proben, mit Ausnahme von Sk1 (S. koetjape), saubere Banden in der PCR
erzielt und Sequenzierungen durchgefihrt.

Bei sieben Proben ergab die DNA-Extraktion mit Kit 1 keine Erfolge. Sie wurden zusatzlich
und zwei weitere Proben direkt mit Kit 2 bearbeitet. Sie wiesen DNA-Konzentrationen
von 10,9 ng/ul bis 71,8 ng/ul und 260/280-Werte von 1,65 bis 1,87 sowie 230/280-Werte
von 0,53 bis 1,15 auf. Ausnahmen bildeten die Proben BR25 (S. koetjape) und BR29
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(T. sureni). Sie zeigten grolRe Abweichungen mit negativen Konzentrationen von
-4,7 ng/ul und -1,4 ng/ul, 260/280-Werte von -6,8 und 3,13 sowie 260/230-Wert von
-0,18 und 0,09. Auch bei diesen Proben wurden trotz dieser Werte saubere Banden in
der PCR erzielt.

Die erhaltenen Sequenzen wiesen flr 71 Proben die hochsten Homologien mit den
erwarteten Arten oder Gattungen (73,62 % — 100 %) auf. Bei den Proben 658, 660 (beide
C. guianensis) und Eu4 (E. utile) handelte es sich um Fehlbestimmungen. Es ergaben sich
héchste Ubereinstimmungen mit Andira surinamensis (92,2 %), Trichilia lepidota
(80,88 %) und Harpephyllum caffrum (91,8 %). Bei weiteren sechs Proben (234, 380, 428,
Eul, BR25, BR29) wurden keine Ergebnisse oder Kontaminationen festgestellt. Probe 133
(T. sureni) hatte hochste Ubereinstimmung mit T. ciliata (98,4 %) und Probe BR30 (Toona
spp.) zeigte eine Homologie von 98,8 % mit T. ciliata und 97,4 % mit T. sureni.

Fir alle 71 Proben wurden ITS-Sequenzen zusammengefihrt. Davon hatten 44 Sequen-
zen den vollstandigen ITS1 und ITS2, mit Langen von 232 bp bis 270 bp (ITS1) und 244 bp
bis 253 bp (ITS2). Der 5.8S wies fir alle Sequenzen 162 bp auf. Bei 24 Sequenzen fehlten
kleine (< 50 bp) Sequenzabschnitte des ITS1 und/oder ITS2. Der Sequenz der Probe Ecl
(E. cylindricum) fehlten groRRe (> 50 bp) Teile des ITS1 und der Probe 963 (K. senegalensis)
im ITS2. Die jeweiligen Langen beliefen sich auf 173 bp des ITS1 der Probe Ec1 und 139 bp
des ITS2 der Probe 963. Bei der Probe 429 (E. angolense) fehlte grolRe Sticken im ITS1
(206 bp) und ITS2 (75 bp).

Durch GegenUberstellung aller Sequenzen einer Art sowohl der neu erstellten als auch
jener aus der NCBI-Datenbank wurden fir alle 21 Holzarten Konsensus-Sequenzen
erstellt. Die interspezifischen Unterschiede wurden durch die Pairwise-Distance-Analyse
prozentual bestimmt (siehe Abb. 15). Daraus ist abzulesen, dass die Ubereinstimmung
des ITS innerhalb einer Gattung hoéher ist als zwischen den Gattungen. Innerhalb der
Gattungen reichen sie von einer Ubereinstimmung von 88,7 % zwischen den beiden
Leplaea-Arten und 99,5 % zwischen den beiden Swietenia-Arten S. humilis und
S. macrophylla. Wohingegen die Ubereinstimmungen zwischen den unterschiedlichen
Gattungen von 73,2 % (L. thompsonii — K. grandifoliola) bis 93,7 % (C. angustifolia —

T. ciliata) variiert. Problematische Homologien, was eine Unterscheidung der Arten
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angeht, betrafen folgende Arten: S. humilis — S. macrophylla (99,5 %), K. anthotheca —

K. nyasica und K. senegalensis (98 % und 98,3 %), T. ciliata — T. sureni (99,2 %).
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S. humilis 84,7 83,9 81,8 89,6 86,5 89,2 89,2 89,6 77,1 75,5 79,5/82,1 82,9 83,6 83,5 82,8
S. macrophylla 84,7 83,8 81,7 89,7 86,7 89,2 89,2 89,6 77,1 75,4 79,5/ 82,2 82,9 83,7 83,5 82,9
S. mahagoni 82,9 82,5 80,4 87,2 84 87,5 87 87,4 76,3 75,4 78,3]1 81,1 81,6 82,8 82,8 82
C. guianensis 88,8 88,9 87,7 84,8 85,4 82,9 90,6 87,9 90,4 90,4 90,6 78,8 77,3 80,8| 84,3 84 84,7 854 84,7
C. procera 87,6 87,6 85,7 83,1 83,5 81,7 90,3 87 90,3 90,1 89,8 79,1 77,6 80,2| 83,9 83,3 83,9 84,5 84,7
E. angolense 84,7 84,7 82,9 84,8 83,1 91,6 89,7| 83,8 80,8 84,1 83,3 84,2 79,6 77,9 81,2| 85,3 85,1 86,2 87,6 86,8
E. cylindricum 83,9 83,8 82,5 85,4 83,5| 91,6 91,2| 82,9 80 83,2 82,4 83,2 80,5 78,8 82,1| 85,2 85,7 86,6 87,9 87,2
E. utile 81,8 81,7 80,4 82,9 81,7| 89,7 91,2 81,2 80,9 79,5 79,3 79,6| 83,9 84,3 84,8 86,1 85,8
K. anthotheca 89,6 89,7 87,2 90,6 90,3 83,8 82,9 81,2 77,5 75,7 80,1 83,2 82,8 83,4 83,8 84
K. grandifoliola | 86,5 86,7 84 87,9 87 80,8 80 78,5 74,6 73,2 76,8/ 82,5 79,7 80,1 80,8 81
K. ivorensis 89,2 89,2 87,5 90,4 90,3 84,1 83,2 80,8 77,6 76 79,8 82,8 82,1 82,9 83,9 83,2
K. nyasica 89,2 89,2 87 90,4 90,1 83,3 82,4 80,9 77 75,5 79,7| 83 82,5 82,9 83,3 83,5
K. senegalensis | 89,6 89,6 87,4 90,6 89,8 84,2 83,2 80,9 77,1 75,5 79,6] 83,1 82,5 83,5 84,2 83,6
L. cedrata 77,1 77,1 76,3 78,8 79,1 79,6 80,5 79,5 77,5 74,6 77,6 77 77,1 88,7| 82,3] 82,3 81,7 81,7 83,6 83,7
L. thompsonii 75,5 75,4 75,4 77,3 77,6 77,9 78,8 79,3 75,7 73,2 76 75,5 75,5| 88,7 80,8 80,2 79,5 80,2 81,9 81,9
S. koetjape 79,5 79,5 78,3 80,8 80,2 81,2 82,1 79,6 80,1 76,8 79,8 79,7 79,6 82,3 80,8 81,4
C. angustifolia 82,1 82,2 81,1 84,3 83,9 85,3 85,2 83,9 83,2 82,5 82,8 83 83,1 82,3 80,2 81,4
C. fissilis 82,9 82,9 81,6 84 83,3 85,1 85,7 84,3 82,8 79,7 82,1 82,5 82,5 81,7 79,5 81,2
C. odorata 83,6 83,7 82,8 84,7 83,9 86,2 86,6 84,8 83,4 80,1 82,9 82,9 83,5 81,7 80,2 81,7
T. ciliata 83,5 83,5 82,8 85,4 84,5 87,6 87,9 86,1 83,8 80,8 83,9 83,3 84,2 83,6 81,9 83,5
T. sureni 82,8 82,9 82 84,7 84,7 86,8 87,2 858 84 81 83,2 83,5 83,6 83,7 81,9 83,7

Abbildung 15 Darstellung der Pairwise-Distance-Analyse innerhalb der Gruppe der MELIACEAE

Der Vergleich der Basen bestédtigte die Ergebnisse vorheriger Abhandlungen
(Wischnewski, 2014) in der Gattung Swientenia. Die beiden Arten S. humilis und
S. macrophylla zeigten in ihren Sequenzen des ITS kaum Differenzen. Sie unterscheiden
sich in drei Basen, die jeweils unklare Positionen zwischen Cytosin und Thymin bzw.
Cytosin und Guanin betrafen und ein zusatzliches Thymin. Eine Unterscheidung ist somit
nicht moglich. Die Sequenz von S. mahagoni hingegen zeigte in mehreren Stellen
Abweichungen von den anderen beiden Arten. In der Gattung Khaya waren die
Unterschiede zwischen den einzelnen Arten sehr gering und ebenfalls hauptsachlich auf
mehrdeutige Positionen zurlckzufihren. Gleiches zeigte sich bei den beiden Toona-

Arten. Hier waren finf mehrdeutige Positionen betroffen (siehe Abb. 16).
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4.1.2 FABACEAE

In diesem Kapitel werden zum einen die Ergebnisse der CITES-geschUtzten Bubingaholzer
(G. demeusei, G. pellegriniana und G. tessmannii) und zum anderen der ebenfalls
geschitzten Pterocaprus-Arten (P. erinaceus und P. santalinus) sowie die ihrer jeweiligen
Austauschhélzer beschrieben. Mit dem 23.02.2023 ist weiterhin die Art P. soyauxii unter
CITES-Schutz (Appendix Il) gestellt. Folgende Arten von 58 Proben wurden bearbeitet:

- Copaifera salikounda (5)
- Guibourtia spp. (1), G. arnoldiana (5), G. demeusei (5), G. ehie (8),
G. leonensis (5), G. pellegriniana (3), G. tessmannii (5)
- Hymenaea courbaril (4)
- Pterocarpus erinaceus (5), P. macrocarpus (1), P. santalinus (1), P. soyauxii (10)

Es wurden fir 42 mit Kit 1 extrahierten Proben Konzentrationen zwischen 2,5 ng/ul und
276,5 ng/ul sowie 260/280-Werte von 1,1 bis 1,92 und 260/230-Werte von -4,49 bis 5,74
gemessen. Es ergab sich erneut eine groRe Abweichung des 260/230-Wertes aus dem
Toleranzbereich (0 — 2,2), was wiederrum auf eine groRe Verunreinigung der Eluate mit
Proteinen schlielRen lasst. Trotzdem war eine Amplifizierung des ITS moglich. Die Probe
BR19 (P. erinaceus) wurde daflr stark verdinnt. Sie zeigte eine sehr hohe DNA-
Konzentration von 1.181,9 ng/ul. Fir 14 Proben zeigte die Amplifikation keine Erfolge.
Diese Proben wurden anschliefend und zwei weitere direkt mit Kit 2 extrahiert. Es
wurden Konzentrationen von 6,6 ng/ul bis 199,7 ng/ul mit 260/280-Werten von 1,58 bis
1,89 und 260/230-Werten von 0,49 bis 65,1 gemessen. Die Proben BRO1 und BRO2
(G. arnoldiana) wiesen negative Konzentrationen und Reinheitswerte auf, trotzdem
ergaben sich Banden im Gelbild, die sich in der Sequenzierung jedoch als Pilz-DNA
herausstellten. 45 Proben wurden erfolgreich sequenziert und ergaben hoéchste Homo-
logien (63,24 % — 100 %) mit der erwarteten Art bzw. Gattung. EIf weitere ebenfalls
sequenzierte Proben zeigten jedoch Kontaminationen oder keine Ergebnisse im Abgleich.
Die Probe Cs1 (C. salikounda) ergab eine Homologie von 100 % mit G. ehie. Es handelte
sich somit um eine Fehlbestimmung.

Komplette ITS-Sequenzen wurden flir 17 Proben aus den einzelnen Fragmenten
zusammengefihrt. Ihre Langen beliefen sich auf 225 bp bis 257 bp fir den ITS1, 242 bp
bis 264 bp fir den ITS2 und Gesamtlangen von 631 bp bis 677 bp. Der 5.8S wies Langen
von 161 bp bis 163 bp auf. 20 Proben hatten kleine Liicken (< 50 bp) im ITS1 und/oder

ITS2. Probe BRO4 (G. arnoldiana) wies eine partiale Sequenz des ITS1 von 196 bp auf. Drei
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Sequenzen (Proben: BR0O9, Ps7, Ps8) zeigten nur den ITS1 und vier Proben (Proben: Ge4,
Ge8, BR14, Ps6) nur den ITS2.

Fir alle zwolf Holzarten wurden erfolgreich Konsensus-Sequenzen erstellt. In der
Pairwise-Distance-Analyse lieBen sich grole Unterschiede erkennen (siehe Abb. 17).
Innerhalb der Gattung Guibourtia ergaben sich Ubereinstimmungen zwischen 71,8 %
(G. demeusei — G. tessmannii und G. arnoldiana) und 92,4 % (G. pellegriniana —
G. tessmannii). In der Gattung Pterocarpus variierten die Homologien zwischen 79,8 %
(P. erinaceus — P. soyauxii) und 97,8 % (P. indicus — P. macrocarpus). Die Gattungen
untereinander wiesen eine maximale Ubereinstimmung von 80,7 % (C. salikounda —

H. courbaril) auf.
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G. pellegriniana | 74,1 924 76,1 76,6| 75,5 80,7 67,1 67 67,9 682 67,9
G. tessmannii 71,81 92,4 745 74,4 72,6 783 66 66 662 67,1 66
G. arnoldiana 71,8 76,1 74,5 913| 75,7 76,8 65 69,5 684 69,6 659
G. ehie 72,4 76,6 74,41 91,3 788 78 65,5 69,4 68,3 69,8 66,6
C. salikunda 67,6 75,5 72,6 75,7 78,8 76,4 67,8 69,5 68,2 68,9 67,2
H. courbaril 739 80,7 783 768 78 764 68,2 67,7 67,4 68 66,9
P. erinaceus 64,2 671 66 65 655 67,8 68,2 81,2 80,9 80,8 79,8
P. santalinus 63,6 67 66 69,5 69,4 69,5 67,7 81,2 92,4 91,5 86,7
P. indicus 63,1 67,9 66,2 68,4 68,3 682 67,4 80,9/ 92,4 86,6
P. macrocarpus 63,7 68,2 67,1 69,6 69,8 689 68| 80,8 91,5 86,4
P. soyauxii 62,9 67,9 66 659 66,6 67,2 66,9 79,8 86,7 86,6 86,4

Abbildung 17 Darstellung der Pairwise-Distance-Analyse innerhalb der Gruppe der FABACEAE

Bei genauerer Betrachtung der Konsensus-Sequenzen von P. indicus und P. macrocarpus
bestatigte sich eine sehr hohe Ubereinstimmung. Sie unterschieden sich in nur drei
Basenpositionen. An weiteren drei Positionen waren Unterschiede auf mehrdeutige

Basen zurtckzuflhren. Ein Motiv von 8 bp fehlte bei P. indicus (siehe Abb. 18).
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4.1.3 Ramin (Gonystylus spp.) und look-alike species

Fir eine genetische Bestimmung des CITES-geschitzten Handelssortiments Ramin und
eine Abgrenzung ahnlicher Holzer (look-alike species) wurden 108 Individuen der
folgenden Arten bearbeitet:

- Alstonia boonei (13), A. scholaris (2)

- Antiaris toxicaria (12)

- Brosimum alicastrum (3)

- Chrysophyllum africanum (10), C. subnudum (4)

- Donella pruniformis (2)

- Dyera costulata (4)

- Endospermum malaccense (2), E. moluccanum (1)

- Gambeya gigantea (2)

- Gonystylus spp. (1), G. bancanus (3), G. warburgianus (1)
- Jacaranda copaia (2)

- Neolamarckia cadamba (1)

- Pterygota spp. (4), P. bequaertii (9), P. macrocarpa (2)
- Simarouba amara (3)

- Terminalia ivorensis (10), T. superba (15)

76 Proben wurden erfolgreich mit Kit 1 extrahiert. Ihre Konzentrationen lagen zwischen
1,9 ng/ul und 544,3 ng/ul. 260/280-Werte wurden von 1,0 bis 2,38 und 260/230
von -5,88 bis 3,7 gemessen. Es zeichnete sich erneut eine starke Verunreinigung im
Absorptionsbereich von 230 nm Wellenldange ab. Acht Proben zeigten keine erfolgreiche
Amplifizierung. Sieben dieser Proben wurden zusammen mit 24 weiteren Proben mittels
Kit 2 extrahiert. FUr vier Proben konnte keine DNA extrahiert oder amplifiziert werden.
Die Konzentrationen der erfolgreich extrahierten Proben lagen zwischen 7,9 ng/ul und
210,9 ng/ul. 260/280-Werte wurden von 1,16 bis 1,87 und 260/230-Werte von 0,38 bis
1,85 gemessen. Drei Proben wiesen negative Konzentrationen und Reinheitswerte auf.
Zwei davon wurden trotzdem erfolgreich amplifiziert. Insgesamt wurden 74 Proben
erfolgreich sequenziert und ergaben hochste Homologien (61,9 % — 100 %) mit der
erwarteten Art oder Gattung. Sieben Proben waren falsch bestimmt und 21 blieben
ergebnislos oder hatten Kontaminationen.

Insgesamt wurden flr 72 der 74 Proben ITS-Sequenzen zusammengefihrt. Komplette
ITS-Sequenzen wurden fiir 65 Proben erreicht, mit Gesamtldngen von 615 bp bis 679 bp
und Einzellangen von 207 bp bis 256 bp fir den ITS1 und 233 bp bis 270 bp fir den ITS2.
Drei Proben wiesen kleine Licken (<50 bp) im ITS1 oder ITS2 auf. Die Probe 918

(A. toxicaria) besal eine Lénge des partialen ITS1 von 189 bp, Probe 73 (T. superba) von
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208 bp, Probe 135 von 160 bp und Probe 383 (P. bequaertii) des partialen ITS2 von
256 bp. Zwei Proben (Ti8, Ts4) wiesen nur Ergebnisse des ITS1 und Probe Ti7 nur fir den
ITS2 auf.

Fir 19 Holzarten wurden Konsensus-Sequenzen erstellt. Finf dieser Holzarten
entsprachen nicht der anfanglichen Zielvorgabe und wurden zusétzlich aufgenommen,
da fir sie Probenmaterial zur Verflgung stand und erfolgreich bearbeitet wurde. Es
handelt sich um die Arten A. booneii, C. africanum, C. subnudum, E. malaccense und
G. gigantea. Die Konsensus-Sequenzen der Arten A. scholaris, D. costulata, E. moluc-
canum und S. amara wurden aus Mangel an erfolgreich extrahierten Probenmaterial
komplett aus Datenbank-Sequenzen erstellt. Fir die Arten E. malaccense, E. moluc-
canum, J. copaia, P. macrocarpa und S. amara stand jeweils nur eine einzige Sequenz des
ITS zur Verflgung. Die Sequenzen fir D. costulata wies nur einen partialen ITS1 auf. Die
Ubereinstimmungen in der Pairwise-Distance-Analyse beliefen sich auf 62,8 % bis 96,7 %
(C. africanum — C. subnudum) innerhalb der Gattungen und 53,9 % bis 85,9 % zwischen

den Gattungen (siehe Abb. 19).
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Gonystylus spp. 61,3 65,8 61,0 61,7 60,3 60,2 584 67,9 58,3 57,3 58,5 58,8 62,1 58,8 58,4 63,7 53,9 55,2
A. boonei 61,3 60,5 60,1 61,0 61,0 59,9/ 84,8 60,2 57,6 60,5 62,4 63,5 60,8 58,4 61,2 56,9 56,7
A. scholaris 65,8 62,6 60,4 61,1 61,4 59,4 859 59,9 59,6 61,8 64,2 67,2 61,7 59,4 62,5 57,5 57,0
A. toxicaria 61,0 60,5 62,6 70,6 57,3 57,9 57,0 63,7 56,0 62,4 60,3 60,9 62,0 61,7 60,2 62,8 55,4 56,5
B. alicastrum 61,7 60,1 60,4 70,6 60,7 61,5 60,9 62,4 60,5 589 60,3 60,2 58,6 60,0 58,6 61,1 56,9 58,3

C. africanum 60,3 61,0 61,1 57,3 60,7 86,7 68,7 854 58,5 61,4 63,0 61,9 60,0 59,1 63,1 58,3 59,2
C. subnudum 60,2 61,0 61,4 57,9 61,5 86,3 68,4 84,9 57,9 61,4 63,6 62,2 60,3 59,6 63,7 58,7 59,8

D. pruniformis 58,4 59,9 59,4 57,0 60,9/ 86,7 86,3 66,8 84,7 57,8 60,5 62,9 61,2 59,0 58,2 61,5 58,4 59,4
D. costulata 67,9/ 84,8 85,9 63,7 62,4 68,7 68,4 66,8 66,2 64,3 67,5 72,2 73,6 66,0 63,3 68,7 60,4 61,0
G. gigantea 58,3 60,2 59,9 56,0 60,5/ 854 84,9 84,7 66,2 59,0 60,7 61,5 60,3 58,5 59,0 61,4 59,7 60,0
E. malaccense 57,3 57,6 59,6 62,4 58,9 58,5 57,9 57,8 64,3 59,0 62,8] 62,0 60,9 59,4 57,4 63,0 57,0 57,0
E. moluccanum 58,5 60,5 61,8 60,3 60,3 61,4 61,4 60,5 67,5 60,7 62,8 64,8 60,6 63,9 64,2 653 58,1 58,9
J. copaia 58,8 62,4 64,2 60,9 60,2 63,0 63,6 62,9 72,2 61,5 62,0 64,8 67,0 63,2 61,3 659 59,8 59,6
N. cadamba 62,1 63,5 67,2 62,0 58,6 61,9 62,2 61,2 73,6 60,3 60,9 60,6 67,0 59,4 59,3 62,0 57,6 57,2
P. bequaertii 58,8 60,8 61,7 61,7 60,0 60,0 60,3 59,0 66,0 58,5 59,4 63,9 63,2 59,4 84,0| 69,5 57,3 57,6
P. macrocarpa 58,4 58,4 59,4 60,2 58,6 59,1 59,6 58,2 63,3 59,0 57,4 64,2 61,3 59,3| 84,0 68,3 57,6 58,6
S.amara 63,7 61,2 62,5 62,8 61,1 63,1 63,7 61,5 68,7 61,4 63,0 653 659 62,0 69,5 68,3 59,0 61,4
T. ivorensis 53,9 56,9 57,5 55,4 56,9 58,3 58,7 58,4 60,4 59,7 57,0 58,1 59,8 57,6 57,3 57,6 59,0 84,0
T. superba 55,2 56,7 57,0 56,5 58,3 59,2 59,8 59,4 61,0 60,0 57,0 58,9 59,6 57,2 57,6 58,6 61,4 84,0

Abbildung 19 Darstellung der Pairwise-Distance-Analyse innerhalb der Gruppe Ramin und look-alike species
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Die Sequenzen zeigen, dass ausreichend Unterschiede zwischen den Arten innerhalb der
Gattungen Alstonia, Chrysophyllum, Pterygota und Terminalia vorhanden sind, die eine

Unterscheidung gewahrleisten (siehe Abb. 20).
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4.1.4 Pockholz (Guaiacum spp.) und look-alike species
Fir die Erstellung neuer Sequenzen wurden in dieser Gruppe 17 Individuen von
folgenden Holzarten verwendet:

- Chlorocardium rodiei (3)

- Guaiacum coulteri (1), G. officinale (1)

- Handroanthus heptaphyllus (4), H. serratifolius (3)
- Plectrocarpa sarmientoi (3)

- Tabebuia rosea (2)

Finf Proben wurden erfolgreich mittels Kit 1 extrahiert und amplifiziert. Es wurden
Konzentrationen von 15,7 ng/ul bis 113,4 ng/ul, 260/280-Werte von 1,6 bis 1,91 und
260/230-Werte von -5,65 bis 4,83 gemessen. Zwolf Proben wurden direkt mit Kit 2
bearbeitet und zeigten folgende Werte: Konzentrationen 12 ng/ul — 95,9 ng/ul, 260/280
1,45 — 1,69 und 260/230 0,45 — 1,19. Zwei Proben konnten nicht extrahiert oder
amplifiziert werden. Neun Proben wurden erfolgreich sequenziert und zeigten hochste
Homologien (73,7 % — 99,8 %) mit der erwarteten Art. Keine Ergebnisse in der BLAST-
Analyse wurden flr sechs Proben verzeichnet.

Fir drei Proben der Holzart H. heptaphyllus (914, 962, Hh1l) wurden komplette
Sequenzen des ITS zusammengeflihrt mit einer Lange von 649 bp. Der ITS1 zeigte eine
Lange von 227 bp bis 228 bp und der ITS2 von 259 bp bis 260 bp. Bei vier Proben fehlten
kleine Teile des ITS1 bzw. des ITS2. Eine Probe (Hs2) wies den ITS1 nur partiell (172 bp)
und eine weitere Probe (Bs2) Ergebnisse flir den ITS2, nicht aber flir den ITS1 auf.

Acht Konsensus-Sequenzen wurden erstellt. Fir C. rodiei stand nur eine Datenbank-
Sequenz zur Verfligung. Die Isolierung von DNA blieb aus dem zur Verfligung stehenden
Material erfolglos. Die Unterschiede innerhalb der Gattungen fielen zwischen 90,4 % und
95,2 % aus. Zwischen den Gattungen beliefen sich die Unterschiede auf 59,4 % bis 83,3 %

(siehe Abb. 21).
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Abbildung 21 Darstellung der Pairwise-Distance-Analyse innerhalb der Gruppe Pockholz und look-alike species

Die Unterschiede in den Sequenzen der Guaiacum-Arten fielen zwar gering aus, aber eine

Differenzierung war trotzdem maoglich (siehe Abb. 22). Im Gegensatz dazu fielen die

Differenzen in der Gattung Handroanthus so geringfligig aus, dass keine eindeutige

Unterscheidung der beiden untersuchten Arten moglich war.

59



Ergebnisse

& opg & 2
S L R T : Y Rttt & vooYVVUR &
| EEERE W ociiuse
Qo
! =q s VELUOULUL
' o I BS QubRoLLe
! [CICICICICICICIC) VOLVLLLLL YooMuVLY
<< Pt p CReCRRIR
< <L OUEGGFFF
8 N > I VULULVUUULU uuuuuggo <m<.<(((
& ! ' gl covoovoo| | 2O 0 b e s
<< < oouuououLyl | 7 Nttty Ia
, 299 DoogooUs
" |
3553ssssf| fcucSucto
I BHOVOBYY
L ettt u
< 0 et oBooReot 2
X lI : UuUUUUUULU EEEE<<<< VLOLULULULU ©-| << <<
e N D <<< VR ted v
g B Su=v U 8- <<<li< U]
B Eo=b -l vovvovvul | g vuooc<li<ll & 22 oY
FH .'0 << <<<<<<<<jll * & o= <<
2.8 - [CILILICIVIL I VULVULVLVY . b b
S<ImEE< PEEREEEE BBLLLLLL OLLLLLLS e
VLVLUOLLY LLkil BLBELLUG YYOLVLLOY o0 50
BUBUOLUL VU Y A v 22 22
YUUUUU VURVUUE <<
: : 5<u BOROUURY <<<<@EE<@ [UICIT]  [CICITI) <™ :i
~ E<BooeY <<<<L<<< QUUUEEVE FE e
g o | covsoumoll Wl <<<<<<<< I CICICICICIGITIT] << =)
L . N EJ ELUICIUIVIIVIE-& - RCICICERUICICIU] [ e o << < «<
7 | b St R fei=e FEE By
S | 9] | VLLLLLVLY VOV I VOVY OO0URBUR EE B Bl
[vI¥]v] UUULUUOU | EE<o VUUVEEVE << < <<
QU VULUUUULU YOUEVLUVU e EE
Hgi UUULULUUU VLOLVLULVLLVLLU << < ((%w
gog [ it B< A
<< VYBLLLVLY [CICRNCRCIC)
9 <<<<<<<< B <<<pEB<g << < <<
8- o ¥ - [l vovvooLL < oL << < <<
R - 2l <<<<<<<<| | 8 < o, el -
od UUUUUUULU © e B - R
e EEEEuuoo I S: [t el el e
- vu 9
s&li [y R boould == <2 < <2
u. CLLLLLLL [C]-[CILIererere] .I 2 9 o
oY) <<<<<<LL voooEECE o [
ercre) VOVLOLLY VULLLLLY Uy UU U LU
"] [ Quoe<<BL =i o0 O o0
2 o EBU - [l vovLLLLL <! uU U VU
LY Ry [ Rrietetsteteete g s M B VU U LU
o<ooEE o8 BB6oBBOG : <<l "W << 2 <<
il et < < <<
= QuugLooY o e << Uy v 0
E <<<< I 1}
<<<<<<@< 5y 22 -
“hhhiion VULVLUULU < (o]
ot 8 LI v m
iy I< :PFFFFPF v Q
N e L <L © M
o A B3I B CIUILICICIUIUIE ) v o
S<ssmEg gl vovouLULUE & 2 H<m o Y P4
SoSE u; [CICICICICIOICIT) - ooy R V) =
SomEULUY P ey sy e 5/ < ®
YCrREE-ERE <L =k v Y
piota LDl <<<<LLLL G VL = o
L = <<<<<<L< VOVLVOOUR o)
Lgcgcas CUVBVVLVY [>Tl = =
R QUUUUULU e e e T
QovvLoLY CICICICICIE I LB uLI] c
o ol Sl ol SIS CUEEEEUE =]
sl ccccssscl SR EEanEEEE | E L EERCERE 1B ~
NouLLLUY VLLLVVLLY & N FEEE<<-<y =
BOOLOOLY 2222 ivtviu vy g
Y pSS>>>SP: OOLLLLOL povoooooll
<< UULUUUUL
vovogRLg VULLVLVVLVY gooEeaee owwoo<ug 3
P LLLCLLLL VLOLVULUOLLLUL LVLULLULUULULUL [a
Sl< <<<<<<<< Sex<ccag g g
Uuooooés e e SOUMBEUR 8
2 [l SoguYoL e YOUEEEVE S
o vooeer [T -l <<<<<<<< g o VOLVLLVLLLVLLVY Q
QouOUCoY CRICCIIU & QOUBUOLOM & 2
SOLLLLLU FEEEEREE hotel> sttt G
eeteteteteiet 9152l t i piotm iuiuuuuu
BOOPOLE 56555555 VULUUVULY 2 9]
gogoougcll Woocoooocll fcigstl JOER..cR: E
[SISISIVININIY L <
OUOLOUOU P ehcteieteictct) CooRRoR Q
JJ 55575 SOl = W SoutuuCEl < Diiiiiel | o B Yeoigyy SouoReoR g
00 o ool T <<<<<<<<fll " gl <<<<<B<< | § 3 <
bub © GOGLOL G g covovooull &
i<= 5 us ;éésﬁgéé gguouuoo gggggggg 53558388 : 5
5 ; VOVLVLY
sjE  uQ YSutgooccll Wooocoucoll foccoucdcl B ocoiiicg 5
Uuu 1 U el v
QOO | O ii; VLUULULULU ugggggggw vov<EEvE S
I teter] bt utud et YuoYLLYYl VLUUUUUUU @
Gue | o oY << e @
16 8 = | uas o] ol off booooono £
& 1
UuU U uu SBSUSSES oL eeae l covesooy & $$é55$$$ & 5
ac 2 @ VOLLVLL
335 < Bs LLigooce QUUUUULY GLGOLLGY| LLIRRRE T
<< < << <<g = ] ] =
Bss 5 sl Woeesooel Wssssscs EEaE N B3tssst e
[VRNV] Y
el el L1 CICICICICICICTT) 23222224 Saaaees o
Vo Vv VUV (S[e1V] VVVLLVLLVLLY vuuvuuuuvig NP NI N
«f rr £ rrl s doo [ cocoveoll W oesoooson vl (vfvieie S
e oouU & M-S ECITICICICICICICIE S & [
“% < UUULUUUUU | b3 VLOLVUOLULULU) s- >
[SISENY) <6 GSS EEEEEEEE 22222222* vovvoLool o
ve g W Low TR ERET esEsrEs VOLLVVLVLY @
2 @ o1 ] <L << VULUULUUL| @
[CICERCERCIV) o1G) VLOLLVLVLLVLLVLLV UUUUUUUU‘ J’
Vo Vv VU oEE LVULVLUUUUY VVLLVUVLLU >
< < 54 VOLVLLLVLVY :§§=§:§< CICICICITICICIT ) 8888888% 2
< < U] |
Q55 T iR Mogecovgoll  Jiasseaacy o SooORRCRY i 3
wvo wo| | 7 R << - | VLLU | 2
AR B e e R M Bl . v 5
e it P P L ' uivietvivteoie UROROOOG Y
U U SssoNCEsS | 00B00B0| VvEVEYVOY 9]
Yy uu Pt -t EE B <<<W<<<<| MUPZoUOY g
:: :: <OLVVLVLY BE B $$$<<<<<( I =
. UOUULULU < LHOLY VLUVULUUU <
s6 &5V MamEmoou 3 geoeootl] Jertecter g
i L VLOLVULLULUUL
5. 5. - " " vLLLULLIUS g
£0 ] = w
- £ £5 = 2 20
22883 .. 3858 555, g2 2s 23 =3
_ e 0 2 5 8E 2
5258883 =REBEES =2goale o 2263 v 3288 85w
=50 ng LEgECc g ge202gg SR 506 cmEBEBEE 02258 N
3E558253 3EEELSR. S88eyus gggtees 5238253 5558855 ~
865822282 355222 3ESES8% TR SE8C8Eunus 28BS e
EEESEESS ceeoeeed SoR3LLRY 85322238 3E5522a8 3EEE6885 2
z 22338882 » 5555888, EEEEEESS EEESEEES corszzed 85335523 5
£ 888c5580 2 33382882 > 22280908 ¢® 3.3333“’"’8" EEESGSGEE EEESCESE =
€ SRmO22te T SSSESTES £ 88825588 2 g3g8eeses > 3222983888 EEESGmES ©
S il R RO S8R ETTE £ 888 1 2 35oesl a g8 9 =
§ 3352558F 5 333S55EE B o3sSfEEE 8 £EES5558 £ £EESsSid 2 g88s5588 3
ar CACICICIVE & 40 3 3335EEAS 8 33555588 g ssmScchl
ar i=JCICICIVE = 2 3 33356222 g

60



Ergebnisse

4.2 DIG-labeling PCR

Pro Holzart wurde je eine Probe mittels DIG-gelabelter dNTPs amplifiziert, um sie
anschlieBend in den Macroarray-Tests zu verwenden.

Der Amplifizierungserfolg wurde durch die Gelelektrophorese nachgewiesen. Zur
Kontrolle wurde in derselben PCR jede Probe sowohl mit als auch ohne DIG amplifiziert.
Im Gel wurden abwechselnd das ungelabelte und das gelabelte PCR-Produkt aufgetragen.
Die gelabelten Produkte zeigten im Gel etwas langere Banden im Vergleich zu den Nicht-
Markierten, da das DIG zu einem verlangsamten FlieRen der PCR-Produkte im Gel fihrt.
Eine reprdsentative Aufnahme der Gelbilder fur alle Proben ist in Abbildung 23 von den
Proben 165 (S. mahagoni) und 183 (S. macrophylla) dargestellt. Die hinteren beiden
Taschen enthalten die Negativ-Kontrollen, in denen der ,Mastermix” ohne Probe

eingesetzt wurde, um Kontaminationen in den Chemikalien ausschlieSen zu kdnnen.

165_DIG
183
183_DIG
-DIG

e
= -

1.000 bp

500 bp

200 bp

Abbildung 23 Gelbild, Auftrag ungelabelter und DIG-gelabelter PCR-Produkte im Wechsel

Fir die meisten Proben wurde der gesamte ITS amplifiziert und markiert. Wenn die
Proben keine erfolgreiche Amplifizierung des gesamten ITS-Bereiches zulieRen, wurden
die ITS-Bereiche einzeln amplifiziert und markiert. Beide Bereiche wurden anschlieRend
gleichzeitig im selben Macroarray-Test eingesetzt.

Einige Proben zeigten im Gel Banden fir die ungelabelten PCR-Produkte, jedoch keine

Banden fir die Gelabelten. Fir diese Proben wurden die ungelabelten PCR-Produkte als
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Template (1,0 ul) fur eine zweite Amplifizierung mit gelabelten dNTPs eingesetzt.
AnschlieRend ergaben sich dann auch fir diese Proben klare Banden fir die gelabelten
PCR-Produkte.

Fir 47 von 50 Holzarten wurden die ITS-Bereiche erfolgreich mit DIG markiert und
amplifiziert. Die Holzarten S. humilis, A. scholaris und C. rodiei konnten nicht erfolgreich

extrahiert oder amplifiziert werden (siehe Kapitel 4.1).

4.3 Oligo Design

Anhand des Alignments der Konsensus-Sequenzen und dem Vergleich der Arten
untereinander wurden 99 Oligos designt. Unterstitzt wurde das Design durch den
Primer3-Algorithmus innerhalb der Geneious-Prime-Software, welcher direkt beim
Erzeugen der Oligos folgende Parameter berechnete: Schmelztemperatur, bp-Lange, GC-
Gehalt, das Bilden von Hairpins und Dimeren. Anhang 4 zeigt alle Oligos und ihre
Parameter. |hre Schmelztemperaturen lagen teilweise auRerhalb des vorgeschlagenen
Bereichs (55°C — 65°C) zwischen 46,4°C und 71,9°C. Der GC-Gehalt zeigte mit 25 % —
88,2 % teilweise starke Abweichungen vom vorgeschlagenen Bereich (40 % — 60 %). Die
Langen lagen zwischen 16 bp und 23 bp. Ein Abweichen der Schmelztemperaturen und
des GC-Gehalts von den vorgeschlagenen Bereichen war durch die Limitierung
interspezifischer Varianzen notwendig, um art- oder gattungsspezifische Oligos zu
kreieren. AuBerdem handelte es sich bei den Vorgaben nur um Empfehlungen fir das
Erstellen von Primern, die hier als Anhaltspunkte genutzt wurden. Teilweise wurden
Oligos auch als ,reverse compliment” erstellt, da die Anfangsbasen eines Oligos eine
relevante Rolle bei der Bindungsfahigkeit spielen. Beginnt der Oligo mit den Basen ,,C*
oder ,G“ ist die Bindung stirker, da diese beiden Basen drei Wasserstoffbriicken-
bindungen ausbauen, im Gegensatz zu zwei bei den Basen ,,A“ und , T

Ziel war die Erarbeitung artspezifischer Oligos, die mit nur einer einzigen Art reagieren.
Gattungs- oder gruppenspezifische (zwei bis drei Arten) Oligos wurden entweder
zusatzlich eingesetzt oder die Arten wiesen kaum interspezifische Unterschiede im ITS
auf und ermdglichten somit keine Erstellung von Oligos fir eine einzelne Art. So ergaben
sich beispielsweise keine interspezifischen Differenzen zwischen die beiden Arten
S. humilis und S. macrophylla, die eine Erstellung artspezifischer Oligos ermdglicht hatte.

Die Sonden Machum tax forl, Macrophylla for2, Macrophylla for3, Macrophylla revi,
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Machum tax rev2, Smacrophyllal0 und -112 reprasentieren demnach beide Arten. Als
gattungsspezifische Oligos wurden Oligos beschrieben, die alle in den Versuchen
verwendeten (handelsrelevanten) Arten einer Gattung reprasentieren. So wurden fir die
Arten folgender Gattungen auch ,gattungsspezifische” Oligos erstellt: Carapa, Entandro-
phragma, Khaya, Cedrela, Toona, Gonystylus, Alstonia, Guaiacum, Plectrocarpa,
Chlorocardium und Handroanthus.

Die folgende Abbildung 24 zeigt das Alignment der Konsensus-Sequenzen der einzelnen
Gruppen von CITES-geschltzten Holzarten und ihren jeweiligen Substitutionshélzern.

Ebenfalls der Abbildung zu entnehmen sind alle darauf basierend designten Oligos.
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Chlorocardiumrodiei ————  AGGACCACOEGOSAACCABTOOCAGEAAGCECTECTOSCEENE- - - - - - - - CCTCE- - -- -ceTE------ ABIBAAGEBAA - - -~ —— -~~~ -~~~ -~ | B CEEAA =
Handreanthus147 .
Ipeforl

Handroanthus heptaphyllus ABCECEAGCTOBCETCETECEGEEC TAACE - AATCCCEBECGECGEC ATGCECCAAGGAA. -CCCCETTECCC - -CGETTCECEETE TG ECEEE TEGEAGTE TG G T
Handroanthus serratifolia CI{CABCECEAGC TCVBTCETEOGEEC TAACE - AA_A—Aﬁ-AAAA-AAI -CCCCEBTTECCC - -CGET TCECEETE TECECEEETEEAG GEGCET

Bulnesia forl

Plectrocarpa arborea

Abbildung 24-1 Alignment aller Konsensus-Sequenzen zusammen mit den jeweils designten Oligos
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Identity
Swietenia humilis

Swietenia macrophylla

Swietenia mahagoni

Carapa guianensis

Carapa procera
Entandrophragma angolense

Entandrophragma cylindricum

Entandrophragma utile

Khaya spp._Consensus
Khaya anthotheca
Khaya grandgifoliola

Khaya ivorensis
Khaya nyasica
Khaya senegalensis

Leplaea cedrata

3 Macrophylla for3 N
~BATEBAAAATT AAAATEACTETICEEEAACEE ABA ATCCOBTBA, AEEEA ACEE - - CCTEBAT -~~~ ccs ---me A - CBG - CCBC-

Mahagoni for4
BACCBAAAACTBAAACBACTCTCEBCAACBGAT ABA ATEe
| Cpuianensis266 .
{ Carapa rev1
3 Carapa for2
-TETAABAATECAAA ABA ACBCAAGBTTBCECCCCAABCCGTCAGGCCGABGECACETCTGCCTEEETETCACGCACCET TECCCCCCCHCCCALCCC -~ CCONCEAC - - ———

~IETAABAATEEAAA ABA ACETA A AT - - A - - - - -

y Entandro revl
- - -CC-BCTUECEEC TEGCCEAAATCCEAGCCCTCEGCEGCC - - GOE - CCEC -

BATEAAATATECAAAACEACTETCEEC A ACEEAT. ABA
Ecylindricum264 N

3 Ent cyl for2

AATIETCC AA AACBACTETICEEC A ACEBAT.

ACECA

~FASBAATATECAAA (CIEEAT.
Khaya243
3 Khaya for2

AATTGCAGAATCCCGTE,
AATTECABAATCCOETEA ACCATOEABTETTTEAACECAABTTECECCCCA

AACGGATATCTCEGCTCTCGC) ATBAABAACET AIGCE.
IA_AA- AAAA-A—AA-AIA_A-A-AAIAA-A-AA_

-BATCETAATETAAAACEACTCTCEECAACEEAT ATCTCEECTCTOEC, A-AAIAA ABCEAAATECEATACT TIBE TETEAATTECABAATCCABTIBAACCATCEAGTCTTTBAACECAAGTTECECCCCAABCCETCAGBECCEAGEECACETCTGCCTEEGTETC, -
BATCETAATCT AAAACEACTCTCEEC AACEGEAT ATCTCEGECTC TCEC. ATGAAGAACETAGCEAAATGECEATACT TG TETEAATTECAGAATCCOETIBAACCATCEAGTCTTTEAACECAAGTTECECCCCAABCCHT CAGGCCEAGGEC ACE T C TECC THGGE TG TCACEC ICCE T TECCCCCCECCCAACCCCCTCCEEGES
ATCGTAATCTAAAACBACTCTCEBECAACEBEATATCTCEBECTCTCECATCEATEAAGAACET AGCEAAATECEATACT TEETETEAATTECABAATCCABTBAACCATCEAGTCTTTEAACECAAGTTECECCCCABCCETCABECCEABGECACETCTECCTEEETETCACBCACCET TEBCCCCCCECCCAACCCCCTCCEEGEE -

Leplaea

Cedrela tifoll

Cedrela fissilis

Cedrela odorata

Toona ciliata

Toona sureni

Guibourtia

Guibourtia ehie

Copsifera salikunda

Hymenaea courbaril

Pterocarpus indicus

Gonystylus spp.

Alstonia boonei

-AAGBAAAATEEAAA ACEC AABTTECECCOT A ABCOETC ABBCCE ABEEC ACETCTECCTEEETETCACECATCETTECCCCCCEAACCE - COTCTCCBE - - - - - - - - - - - - - - - -
Lthompsonii457
- AAGBAAAATEEAAA AGEBEA A - A
Sandoricum koetjape ~ AAGSAAAATETAAA CGG, A AGBCA R -
_BAGBAAAATGTAAA CGG) A ACBCAAGTTECECCCCAABCCET CABGCCBABGGCACETCTECCTEEETETCACECATCECTECCCCTCCCCCAGCCCCCCTCEOGEE - -~~~ —— — - - BCECT R—CY A
-[AGBAAAAVIGT AAA CGBAT. A ACBCAAG T TECBCCCCAABCCET CAGGBCCBABGGECACE | CTECC GGG G TCACGCATCEC TBCCCCTCCCCCABCCCCCT TCECGEG - -~~~ — -~~~ —— - GCBCT R A
-[FAGEAAAATETAAA A ACBCAABTTECECCCCAABCCETCABBCCEABBECACETC TECCTEBE TG TCACECATCEC TECCCCNICCCCOBCCCCCCTCHOBBE - - - - - - - - - - - - - - A
- AAGEAAAATEEAAA ACBCAABTTBECBCCCCAAGCCETCABBCCGABGECACETC TECCTEEG TG TCACGCATCEC TECCCT TCCCCCAGC TCCCCTCEOGEG - - —— -~ - - - - - - - scacT R A
- AAGBAAAATEEAAA CGG AGBEA ---cc A
Guibourtia demeusei \CGG/ A AAGGCA ee--m ™
CGG) ABA A AGBGA CEEECGGE-GCG -~~~ -~~~ — R AAGA ™
Guibourtia tessmannii \CGG; ABA A ACBEA BOE-------—---—— —— AAGA EECGC - 6 -BCBAGCACCA
Guibourtia arnoldiana ATGA (CEBAT. ABA A AGBEA ATEEA BOE- - - - - -—-———— @ AATL B
ABA ACECA AAACCCEACECCOETCECAGEEC -BEE - - - -~ -~~~ - —— R -
Guibourtia leonensis A ABA AGBEA - CEEECGEGEE-GCE -~ -~ -~~~ - R AAGA ™
Csalikoundass9
CGG, ABA A ACBCAAGTTECECCCBAABCCATCABBCCEABBECACETCTEECTEEETETCACECAACETCBCCCCECCCCCCCEOACBACTCEBEBA -~~~ —~ —— — — —— —— = JR— AATA ™
AGA CGG, ABA " ACBCA OB - — - - - - R ™
Pterocarpus erinaceus ACACTEBABTET AAAACBACTETCOBECAACEBAT. ABA A ACBCAAGTTECGCCCEA. GBCTAABGECACECC TECCTEEETETCACCAATCETCBCCCCAATCCCBECBCCT - - — - - - COBBECAG -~ — -~ -~~~ . AR
Psantalinus457 N
Pterocarpus santalinus AAA (CEBAT. ABA A AGBEA TCCCC- - - -BCBCCTCTAGBCBCCEE - -~ - - -~ - -~ = - — AA
ABA ACBCA A A - - BCEBCCTETAGBCGCCEG -~ -~~~ — —— ——— R AA
Pterocarpus macrocarpus ABA ABA AGBEA A ATCCCC- - - -BCBCCTEBTAGECECCEE - -~~~ — ———— ——— R AA
Psoyauxii501 i
Pterocarpus soyauxii AAA CGG, ABA A ACBEA GGGC. A ATGA TAAABECET - - — - -~ —— - AA
Gonystylus422
AGEEAAA CGG, ABA A AGECA - - - - TETECE- - R AAA GGCG
I Abonneiws D Alstoniad81
CCEGETCEAATCTAAAACBACTCTCEBCAACEBBATATCTABGCTCTCECATCEATEAABAACET ABCAAACTIBCEATACT TBETETBAATTECABAATCCCETBAACCATCEABTTTTTBAACECAAGTTECECCCBAABCCATTABGCCEABGECACETC TECCTEEECETCACECATCECETCECCCTCCCCCCTCCTCTCCCCEEAACEEETCEAGE. -- AGCGGEEAGGGECGEAAAGTEGCC TCCCETECCA - TCOECEECCEBCCTAAACCCEABTACCTCETTCAG -BABGACGTCA
CCEATCEAATCTAAAACBACTCTCEECAACEEATATCT ABGECTCTCEC, ATEAABAAI A-AAA—AIA—AA_AIAA—AA-A-A—AA-AA—AA-A-A—A_A—_A_V-AA-A-A-A- -- CGCEEEAGEECEEAGAGTEECCTCCCETGBCCA- EOECEECCEGECCTAAACCCBABTACCTCETCEAG -BABEACETCA

Alstonia scholaris

Antiaris toxicaria

Brosimum alicastrum
Chrysophyllum africanum
Chrysophyllum subnudum

Donella pruniformis
Gambeya gigantea

Dyera costulata
Endospermum moluccanum

Jacaranda copaia
Neolamarckia cadamba
Pterygota bequaertii
Pterygota macrocarpa
Terminalia ivorensis
Terminalia superba

Guaiacum coulteri

Guaiacum officinale

Guaiacum sanctum

Chlorocardium rodiei

Handroanthus heptaphyllus
Handroanthus serratifolia

Plectrocarpa arborea

EETTCEABTETAAAA ABA A ACEEA AABCCETCEEECCEABEEC ACETCTECCTEEECETCACACACCETCECCCEEEEET ACCECEETTEE AMEEACCEEAR - - -~~~ -~~~ -~~~ - -mew A -CCBTCETEE

AAATIBECEATACTTIEETIETEAATTEC, ATCCOETIBAACCATCEAGTCTTTEAACECAABT TECECCCHE,
AA_AIA_AA-AIA_AA-A-_AA-AA—AA-A- ABBCCE ABGET Al

CCTIETCEAATECAAAA ACTECEATACT TEETETEAATTECABAATCCOETE.
_A.AA-AlAA-A_AA-AIA—A-A-AA.AA-A-AA_A.A_A_AIAA—AA-A-A_AA-AA_

TETEAAA f— . AGEGA
ATGEAA f— - —
MIBCEA, CBBAT A Jr—
Jr—
ACECA
CATAATAAABTETAA GG ABA A AGEEA
TTCAGEEAATATAAA GG ABA A AGEGA
T - -BAACEAAAACEACTETCEECAACEEAT, ABA A AGBAA IR e - A — AAT
TTCAGEEAATATIAAA AGECA ----g A
§ Crodiei207 N
ETEA ACECA -
Handroanthus211
CTCTTBAATGTCATAACEACTCTCBECAACBEATATCTCEBCTCTCRCATCBATEAABAACE T ABCEAAATECEATACT TBE TETBAAT TBCABAATCCOBTEAACCATCBAGTCT T TBAACECAAG T TECECCCEAABCCET TABBCCEABGEC ACETC TBCC TEBECETCACBCATCECETCBCCCCCCTCCCCRCTCCTCE TBAGCE - -
CTCTTEAATETCATAACEACTETCEECAACEEATATCTOEECTCTCEC ATCEATEA ABAACET ABCEAAATECEATACTTIGE TETEA ATTEC ABAATCCOETIEA ACCATCE ABTCTTTIEAAGEI A ABTTECECCOE A AGBCOETT ABECOE A BEEC ACETC TECC TEEGCETC TORCATCECETOECCCEa  TCCCOECTCOTORTEAGCS
— - AGBEA
ITS1 585

Abbildung 24-2 Alignment aller Konsensus-Sequenzen zusammen mit den jeweils designten Oligos
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identity

Swietenia humiiis

Smahagonicad

Swictenia mahagoni

Carapa

Carapa procera

Koy spp._Consensus
Khaya anthotheca

Khaya grandioliola

eroTemATET - -

Toona ciata P e J— P —
Toona s mADE! BAAAAAAA. - T ATE AT A
Guibourtia demeusel
|
Guibourtia A
uriia tessmannii A=
wnnldiana . __L ETTTAACNCATATE AR =
AT A AT AR TR - - - - - - - - - - OSSR - BA - - - - - - - - - .
Copaifera saiikunda ACEET ARTTEASEEAAS ATTES, SRS - - - - - CECEEEEEEEARA - -~~~ =~ = R ——
Symersescourbarl OEGOBCACEET ABC TEABCEEEACE ACHC TCEBECCCABTCETEOETECT - - - - - - - - - - COBCCCCCCBACEA ~ - - - - - - - - ATA
Perinaceusb1s
Pterocarpus erinaceus - AATCTCBAGECCEGCCETECECECICCCCCTCARTC -~~~ -« — — — — — - - o —
Pterocarpus santalinus - - - AATOTOEABECE ABTOE TEOECEETECEETEEEETA - - - - - - - - -~ - - ===~ - - - - - AGOBEC. —
Prerocarpus indicus - - - AATISTENANNGE ABTON THCECEE T ECEETEEMETA - - - - - - - - - = - - ===~ - -~ AT- - - - AACBEG
Plerocarpus macrocarpus. ---A A ATAA
Plerocarpus soyauxii - AATCTCBAGECCAGTCETECBCEETCCCCTCTECTA -~~~ -~ _ _—
Ramin revl

Gonystylus spp. CEATAAABCEETEETETET ATTCETEC ATTCETTIEC - - AACETCE - - - - - - B - AGAA -

-~ - -BACCGAGGEAGACCCTCEACCCTCCABCBAGCCCCCTCCCCCOBEAGEABCEC TCECCACEACCECBACCCCABGTCABBCGEGACTACCCECTEAGTTTAAGCAT,
ki _A___A___A-A—____A—_AA-A.A-AAIA_A-A

Atoxicariass3 S
.......... - ATAA

Alstonia boonei
Alstonia scholaris

Antiaris toxicaria

Brosimum alicastrum
Chrysophyllum africanum
Chrysophyllum subnudum

BACCCCAATECATCUCTTACEBEATECTTCCHAVMBCEACCCCABGTCAGGBCEEGEC TACCCECTE,
Y A_AA-A_A_A_A__A_A-A—A_AA-AI
AABCACCCEBC T T TCCECEBAGCC 1 CBA T TBCBACCCCABE I CAGBCGEBAT TACCCEC TBAGT T TAABCAT

Donella pruniformis
Gambeya gigantea

Dyera costulata
endospermum moluccanum

- --A_A-IIAAA-AI - ——__A-___A-A—_AA-AIA

AABCACCBTTTCCACAAABCCTCEATTBCECEACCCC, ATTACCCECTE,
_A-A__A_A—A-A—A_AA-AIA-AAI

-A_A_AA_AA—A__A—A-A—A—AA-A.A-AAIAA-A-A

Jacaranda copala -

Neolamarckia cadamba

Pterygota bequaertii AA A

Pterygota 7

Terminalia ivorensis AAGETTAAGEA ABG

Terminalia superba AAGETTA

Guaiacum coulteri A - -BARANCORTEONONEEIE - - - - - - -~ -~~~ --=-==========

Guaiacum officinale - -

Guaiacum sanctum - - BAVABCCETEOBCEEETE - - - - - - -~ -~~~ - -~ —m - m oo

cl ium rodiei . CCBCCEBOGCBCGGTBCCTCCCCT &

Hardroanthus heptaphyllus

| COBTCCBACBEECATCATCAATBACCCATAGBCOBCTTTEC ! TEBCBAGCACECACECA
Handroanthus serratifolia -BACCAGTEGTGE T TEAAACCTCAACTCECETECT GTCETECOGABACGEC, TTECTTECEABCACGCACE

VETCCEACEEEC ATCATCAATBACCCAABECECT -

Plectrocarpa arbores CBGECCTECEGTEET TEEAACGACCCTTECTE - - - BABAGCCETECECECGCE - - -
265

Abbildung 24-3 Alignment aller Konsensus-Sequenzen zusammen mit den jeweils designten Oligos
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4.4 Macroarray

Im Folgenden sind die Ergebnisse der Protokolloptimierung sowie der Macroarray-
Versuche beschrieben. Letztere sind aufgeteilt in Vorversuche in den einzelnen Gruppen
und den Gesamt-Kreuztest. Die Vorversuche dienten der Auswahl erfolgsversprechender
Sonden, die anschlieBend in den Gesamtversuchen validiert wurden. In diesen stehen
sich alle untersuchten Arten und ihre zuvor bewdhrten spezifischen Oligos gegeniber.
Die Gesamtversuche wurden sowohl| manuell als auch automatisiert ausgewertet. Beide

Methoden wurden miteinander verglichen.

4.4.1 Optimierung des Protokolls

Das in vorherigen Arbeiten (Wegner, 2013, Matthies, 2014, Peters, 2015) entwickelte
Macroarray-Protokoll in Anlehnung an Lievens et al. (2012) konnte in seiner zeitlichen
Dauer von 6,9 h auf 3,2 h reduziert werden. Dafiir wurden sowohl die Waschschritte als
auch die Hybridisierung selbst zeitlich verkirzt und Puffermengen sowie Schittel- und
Drehgeschwindigkeiten angepasst. Eine Holzartenidentifizierung ist somit innerhalb
eines Tages moglich, was eine praxistaugliche Anwendung sicherstellt. Anhang 5 zeigt die
Zeiten und RUttel- sowie Drehgeschwindigkeiten vom Ausgangsprotokoll in blau und die

Optimierungen in rot.

4.4.2 Kreuztests in den einzelnen Gruppen

Die Kreuztests wurden innerhalb von drei Gruppen durchgefihrt. Gruppe 1 und 2 bilden
die Arten der Familien der MELIACEAE und der FABACEAE. Die dritte Gruppe beinhaltet
die Gattungen Gonystylus (Ramin) und Guaiacum (Pockholz) mit ihren jeweiligen
Substitutionsholzern. Das Abschneiden der Oligos, also die Hybridisierungsreaktion der
Sonden, wurde in die Kategorien ,richtig positiv®, ,richtig negativ”, ,falsch positiv* und
Jfalsch negativ” aufgeteilt. ,Positiv’ bedeutet, dass die Sonden eine Hybridisierungs-
reaktion im jeweiligen Versuch zeigten. ,Negativ’ wurde das Ergebnis bewertet, wenn
die Sonden nicht erkennbar reagierten. ,Richtig” oder ,falsch” wurde das Resultat
bewertet, je nachdem ob die Reaktion der Sonde mit der jeweiligen Holzart erwartet
wurde oder nicht. Die Erwartung ist auch am jeweiligen Namen der Sonde erkennbar. Pro
Gruppe wurden drei Durchldufe gefahren, in denen jeweils eine Probe pro Holzart

getestet wurde. Nach jedem Durchgang wurden die Ergebnisse ausgewertet. Fir Arten,
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die im ersten von drei Durchgdngen keine richtigen Resultate zeigten, wurden in
zusatzlichen Durchldufen weitere Oligos designt und eingesetzt. Somit wurden insgesamt
99 neu erarbeitete Oligos verwendet. AuRerdem kamen 45, bereits in vorherigen
Arbeiten designte, Oligos zum Einsatz. Die nachstehenden Tabellen (siehe Seiten 71 bis
73) zeigen alle verwendeten Oligos und ihre Ergebnisse in den Kreuztests innerhalb der
drei Gruppen MELIACEAE, FABACEAE und ,Ramin und Pockholz”. Den Sonden in der
linken Spalte stehen die einzelnen Proben in der oberen Zeile gegeniber. Hellgrau sind
die in vorherigen Arbeiten designten Oligos und dunkelgrau die neu designten Sonden
unterlegt. Das angewendete Bewertungsschema ist ausflhrlich in Kapitel 3.2.9
aufgefihrt. Die zweite Spalte gibt eine Zusammenfassung der Bewertungen wieder. In
dieser Spalte mit ,plus” gekennzeichnete Sonden kamen in den anschlieBenden Gesamt-

Kreuztests zum Einsatz. ,Minus” steht fir Sonden, die verworfen wurden.

4.4.2.1 MELIACEAE

In der Gruppe der MELIACEAE wurden insgesamt 68 spezifische Oligos und vier
pflanzenspezifische Kontrollen verwendet. Alle vier Kontroll-Oligos schlugen bei fast allen
Proben an und bestatigten somit die Funktionsfahigkeit des Versuchsverlaufs. Ausnahme
bildete die Probe 955 (Sandoricum koetjape), bei welcher Oligo Holz for2 in allen drei
Durchldufen keine Reaktion zeigte. Auch die holzspezifischen Oligos dieser Art (Skoetjape
55, Skoetjape 576) reagierten beim Einsatz dieser Probe nicht, weshalb diese Art im
folgenden Gesamt-Kreuztest nicht weiter einbezogen wurde. Insgesamt reagierten 41
Oligos eindeutig ,falsch negativ” oder ,falsch positiv’ (in Abb. 25, Spalte ,Zsf“ rot
markiert) und wurden im folgenden Verlauf nicht weiterverwendet. Eindeutig ,richtig
positive” und ,richtig negative” Ergebnisse zeigten 19 Oligos. Acht weitere Oligos
reagierten sehr leicht (kaum erkennbar) , falsch negativ” und wurden zusammen mit den
eindeutig richtig abschneidenden Sonden im Gesamt-Kreuztest verwendet. Flir 10 der 21
Arten konnten artspezifische (nur eine einzelne Holzart) Sonden fir den Gesamt-
Kreuztest Ubernommen werden. Die Sonden ,Machrophylla revl” und
,Smacrophyllall2” reprasentierten die beiden Arten S. humilis und S. macrophylla, da
diese Arten (iber den ITS nicht zu unterscheiden waren. Ahnlich lieRen die beiden Toona-
Arten und vier der funf Khaya-Arten kein artspezifisches Oligo-Design (fir nur eine

einzelne Holzart) zu, da der ITS flr diese Arten keine ausreichenden Differenzen aufwies.
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Fir die Gattung Carapa, Khaya, Cedrela und Toona wurden gattungsspezifische Oligos
Ubernommen. Zusatzlich zeigten artspezifische Sonden in diesen Gattungen mit den
Arten C. procera, K. ivorensis, C. fissilis und C. odorata gute Ergebnisse. Durch die
Kombination der positiven Reaktion der gattungs- und der negativen Reaktion der
artspezifischen Sonden lie8 sich auch auf die Arten C. guianensis und C. angustifolia

schlieRen.

4.4.2.2 FABACEAE

In der Gruppe der FABACEAE wurden 29 spezifische Oligos verwendet. Die ebenfalls
eingesetzten, vier Kontroll-Oligos zeigten fur alle Proben , richtig positive” Ergebnisse und
bestatigten somit den korrekten Ablauf des Versuchs. Zehn Oligos reagierten eindeutig
Jfalsch positiv’ bzw. ,falsch negativ” und wurden nicht in die Gesamt-Kreuztests
einbezogen. Eindeutig ,richtig positiv’ und ,richtig negativ” schnitten sechs Oligos ab
(Gehie44, Garnoldiana79, Hcourb forl, Hcourb for2, Perinaceus615, Psoyauxii501). Sie
wurden zusammen mit vier Oligos, die leichte Fehlreaktionen zeigten (Gtessmannii579,
Garnoldiana629, Csalikounda41 und -93) und neun Oligos, die durch Kombinationen der
Sonden eine Ildentifizierung ermoéglichten, im Gesamttest verwendet. So ergab fir die
Gattung Guibourtia die Kombination der Sonden Gpellegriana221, Gtessmannii225 und
Gtessmanni579 eine Unterscheidungsmoglichkeit der Arten G. demeusei und G.
pellegriniana von G. tessmannii. Die beiden Arten G. demeusei und G. pellegriniana lieSen
keine Differenzierung durch die Oligoreaktionen zu. Fur die Gattung Pterocarpus wurden
die Reaktionen der Sonden Pindicus487 und -597, Pindimacro32, Pmacrocarpus?1,

Psantalinus487 und -682 kombiniert.

4.4.2.3 Ramin und Pockholz

In der dritten Gruppe ,Ramin und Pockholz” wurden 47 Oligos eingesetzt, 11 Sonden
zeigten eindeutig ,richtig positive” bzw. ,richtig negative” Reaktionen. 24 Oligos
reagierten leicht ,falsch positiv¥ und wurden ebenfalls in den Gesamt-Tests
weiterverwendet. 12 Oligos schnitten eindeutig ,falsch” ab und wurden vom weiteren
Verlauf ausgeschlossen. Kontroll-Oligo Holz for2 reagierte als einziger Kontroll-Oligo
negativ in allen drei Versuchen der Probe 954 (Neolamarckia cadamba) und der Ramin-

Probe 953. Die Probe 954 reagierte auch sonst mit keiner Sonde. Die Art wurde vom
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weiteren Verlauf wegen des Mangels an weiteren Proben ausgeschlossen. Probe 953
reagierte nicht mit den Ramin-Sonden, zeigte auch in der Sequenzierung eine
Fehlbestimmung und wurde im weiteren Verlauf durch die Probe 244 ersetzt. Auf Grund
dessen lieB sich keine Aussage Uber die funf Ramin Oligos (Ramin forl, - revl,
Gonystylus48, -422, -137) treffen. Sie wurden alle in den weiteren Verlauf einbezogen.
Nach dieser Auswahl standen flir 13 der 17 Arten artspezifische Sonden zur Verfligung.
Fir Ramin wurden gattungsspezifische Oligos eingesetzt, da die Arten der Gattung
Gonystylus keine Differenzierung im ITS zulieRen. Da die gesamte Gattung unter Schutz
steht, ist eine tiefergehende Unterscheidung nicht zwingend notwendig. Weiterhin
standen gattungsspezifische Sonden fir Alstonia, Guaiacum, Plectrocarpa,
Chlorocardium und Handroanthus zur Verfligung. Der Oligo Alstonia481 wurde zur
Einbeziehung der Art A. scholaris designt, fir die es keine Probe fir den Kreuztest gab.
Gleiches galt fir Chlorocardium111 fir C. rodiei. Die beiden Arten der Gattung
Handroanthus lielken, wegen Mangels an Differenzen des ITS, kein Design artspezifischer
Oligos zu. Die gattungsspezifischen Sonden der Gattungen Plectrocarpa und Guaiacum

wurden zusatzlich zu den artspezifischen Sonden eingesetzt.
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Abbildung 25 Ergebnisse der Sondenreaktionen in den einzelnen Versuchen der Gruppe der MELIACEAE; Spalte 2 Zsf:
,,I” = Sonde reagierte ,richtig positiv” in allen Versuchen und zeigte maximal eine Fehlreaktion, ,+“ = Sonde zeigte
einige schwache Fehlreaktionen, ,,I“ = Sonde reagierte eindeutig ,falsch”; Kreuztest: ,+“ = schwache Reaktion, ,++“ =
deutliche Reaktion, ,+++“ = starke Reaktion, ,-“ = keine Reaktion, griin = ,richtig positiv”, rot = ,falsch positiv”
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Abbildung 26 Ergebnisse der Sondenreaktionen in den einzelnen Versuchen der Gruppe der FABACEAE; Spalte 2 Zsf:
,,I” = Sonde reagierte ,richtig positiv” in allen Versuchen und zeigte maximal eine Fehlreaktion, ,+“ = Sonde zeigte
einige schwache Fehlreaktionen, ,,I” = Sonde reagierte eindeutig ,falsch”; Kreuztest: ,+“ = schwache Reaktion, ,++“ =
deutliche Reaktion, ,+++“ = starke Reaktion, ,-“ = keine Reaktion, griin = ,richtig positiv“, rot =, falsch positiv*
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Abbildung 27 Ergebnisse der Sondenreaktionen in den einzelnen Versuchen der Gruppe ,,Ramin und Pockholz“; Spalte
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4.4.3 Gesamt-Kreuztest

Auf Grundlage der Auswertung der oben beschriebenen Gruppen-Kreuztests wurden 81
der 144 Oligos flr einen Gesamt-Kreuztest aller verwendeten Arten ausgewahlt.
Zusatzlich wurden ebenfalls die vier Kontroll-Oligos eingesetzt. Der Gesamt-Kreuztest
wurde einmal wiederholt, um eine Replizierbarkeit zu gewahrleisten. Die folgenden
Darlegungen kbnnen anhand der Abbildung 28, 29 und 30 verfolgt werden. Die Spalten 2
bis 5 zeigen die Anzahl der ,richtig negativen” (TN), ,richtig positiven” (TP), ,falsch
positiven” (FP) sowie der ,falsch negativen” (FN) Reaktionen insgesamt pro Sonde.

Die Auswertung der Versuche wurde zum einen manuell vorgenommen, wie bereits in
den Vorversuchen veranschaulicht, und zum anderen automatisiert. Die Ergebnisse
beider Methoden wurden miteinander verglichen, um eine Evaluierung der Automati-

sierung vorzunehmen.

4.4.3.1 Vergleich manuelle und automatisierte Auswertung

In der manuellen Auswertung zeigten 98,4 % der Positionen ,richtige” Ergebnisse. Im
ersten Durchgang waren 4.134 Positionen ,richtig negativ”. Das entspricht 91,6 % des
Macroarrays. 292 Positionen reagierten ,richtig positiv’ (6,5 %). Somit entsprachen
98,1 % der Reaktionen den Erwartungen. 1,9 % zeigten ,falsche” Ergebnisse. 84
Reaktionen waren ,falsch positiv’ und zwei ,falsch negativ’. Im zweiten Durchlauf
zeichnete sich ein ahnliches Ergebnis ab. 98,6 % der Positionen reagierten ,richtig”. 4.167
Positionen waren ,richtig negativ” und 286 reagierten ,richtig positiv”. Es ergaben sich
51 ,falsch positive” Signale und zehn , falsch negative®.

Zusatzlich zum manuellen Ablesen der Hybridisierungsreaktionen vom Film, wurden die
Signale automatisiert bestimmt. Fir die automatisierten Werte wurde ein Schwellenwert
von 0,1 festgelegt. Somit wurden Reaktionen ab einer Intensitat von 0,1 gezahlt. Alle
Messungen unterhalb 0,1 wurden nicht als positive Reaktionen gewertet. Insgesamt
zeigten 96,5 % der Positionen ,richtige” Ergebnisse. Im ersten Durchgang reagierten
96,6 % ,richtig”, davon waren 4.070 Positionen ,richtig negativ” und 287 ,richtig positiv“.
,Falsch positiv” reagierten 148 Positionen und sieben reagierten ,falsch negativ®. Im
zweiten Durchlauf zeigte sich ein sehr dhnliches Ergebnis. 4.069 Positionen waren ,richtig

negativ” und 282 reagierten ,richtig positiv. Somit waren im zweiten Durchgang 96,4 %
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der Reaktionen ,richtig”. 149 Reaktionen waren ,falsch positiv’ und zwolf ,falsch
negativ”.

Weiterhin wurden die einzelnen Positionen der manuellen und der automatisierten
Auswertung einander gegenibergestellt. Hier ergab sich eine Ubereinstimmung der
beiden Auswertungsmethoden von 97,6 %. 214 Zellen zeigten Abweichungen. 183 davon
waren auf Positionen zurlckzuflhren, die in der manuellen Auswertung ein ,richtig
negatives” Ergebnis erkannten. In der automatisierten Auswertung wurde jedoch eine
schwache ,falsch positive” Reaktion detektiert. 22 Stellen zeigten das umgekehrte
Ergebnis. An acht Positionen wurde ein ,richtig positives” Signal in der manuellen
Auswertung gedeutet, wo in der Automatisierung keine Reaktion gemessen wurde, bzw.
diese Reaktion unter dem Schwellwert von 0,1 lag. Eine Zelle zeigte in der
automatisierten Auswertung eine ,richtig positive” Reaktion (0,2), die in der manuellen
Auswertung nicht erkannt wurde.

Somit waren 85,5 % der Abweichungen auf Positionen zurlickzufiihren, bei denen die
manuelle Auswertung ,richtig negative” Ergebnisse angab, wo in der Automatisierung
Werte Uber 0,1 und somit ,falsch positive” Ergebnisse gemessen wurden. Deshalb wurde
in der automatisierten Auswertung der feste Schwellenwert von 0,1 durch einen flexiblen
Schwellenwert ersetzt, der die starksten zwei Signale in jedem Versuch auswahlt
(ausgenommen die Signale der Positiv-Kontrollen). Dadurch ergaben sich folgende
Reaktionen: 8.389 ,richtig negativ”, 509 ,richtig positiv’, 47 ,falsch positiv® und 79
»falsch negativ”. Somit waren 98,6 % der Ergebnisse ,richtig”. Das ergab eine Erhéhung
um 2,1% im Vergleich zu den automatisierten Ergebnissen mit einem fixen
Schwellenwert von 0,1. Eine Gegenlberstellung der starksten zwei Signale mit den
manuellen Bewertungen zeigte eine 98-prozentige Ubereinstimmung der Reaktionen.
Diesmal wichen 194 Zellen ab und somit 20 Positionen weniger als im Vergleich der
manuellen Auswertung mit der automatisierten mit einem festen Schwellenwert von 0,1.
Die Mehrheit der Unterschiede ging in diesem Fall auf ,richtig negative” Bewertungen

durch die Betrachtung der starksten zwei Signale zurck.
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Abbildung 30 Ergebnisse der automatisierten Auswertung der Gesamt-Kreuztests mit den starksten zwei Signale eines
Versuchs
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4.5 Einschatzung der Sonden

In diesem Kapitel wird anhand der Messwerte der automatisierten Auswertung und einer
manuellen Uberpriifung eine abschlieBende Einschatzung der einzelnen Sonden zur
|dentifizierbarkeit der verwendeten Holzarten getroffen. Die Ausfiihrungen sind anhand
der Abbildung 31 nachzuvollziehen. Alle Messwerte unter 0,1 wurden aus der
Betrachtung ausgeschlossen, ebenso Werte, die Aufgrund eines unruhigen Hinter-
grundes (in Abb. 31 gelb hinterlegt) oder anderer Storfaktoren (in Abb. 31 orange
hinterlegt) zustande kamen. Da die interspezifischen Unterschiede einiger Arten
innerhalb einer Gattung (z.B. Guibourtia und Pterocarpus) teilweise sehr gering ausfallen
und somit die erstellten Oligos nicht 100 % artspezifisch reagierten, werden weiterhin
Kombinationen von Sonden vorgeschlagen, die trotzdem eine Bestimmung oder

Eingrenzung ermoglichen.

Die Sonde Smahagonil81 reagierte in beiden Durchgangen deutlich mit C. fissilis und
wurde somit als ungeeignet flir die Identifizierung eingeschétzt. Sonde Mahagoni for4
hingegen zeigte keine Fehlreaktionen. Leichte Reaktion mit B. alicastrum (0,14) und
H. heptaphyllus (0,11) wurden fir die Sonde Smahagoni649 gemessen, die sich allerdings
im zweiten Durchgang nicht bestatigten. Somit wurden die Sonden Mahagoni for4 und
Smahagoni649 als geeignet fir die Identifizierung der Holzart S. mahagoni eingeschatzt.
Die Holzarten S. macrophylla und S. humilis kénnen, wie im Kapitel 4.1.1 beschrieben,
nicht anhand des ITS-Bereiches unterschieden werden. Somit wurden Oligos erstellt, die
beide Arten reprasentieren. Die Sonde Macrophylla revl eignet sich zur Identifizierung
beider Arten. Sie zeigte nur im ersten Durchgang eine leichte Reaktion (0,11) mit
G. arnoldiana. Die Sonde Smacrophyllal12 wird fir eine Identifizierung ausgeschlossen.
Sie reagierte nur sehr schwach im ersten (0,13) und gar nicht im zweiten Durchgang mit
S. macrophylla.

Die drei gattungsspezifischen Sonden Carapa for2, Carapa for3 und Carapa revl zeigten
wiederholt sehr gute Ergebnisse. Alle drei Carapa-Sonden wurden somit als geeignet zur
Bestimmung eingeschatzt. Cprocera50 reagierte spezifisch mit C. procera und nicht mit
C. guianensis, was in Kombination mit den reagierenden Gattungs-Oligos eine Bestim-

mung beider Arten ermdglicht. Eine leichte Fehlreaktion der Sonde Cprocer50 mit
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K. ivornensis (0,16) kann in Kombination mit den Gattungs-Sonden vernachlassigt
werden.

Die drei Arten der Gattung Entandrophragma reagierten deutlich artspezifisch mit den
jeweiligen Sonden Ent ango for2, Ent cyl for2, Ecylindricum264 und Eutile86. Alle drei
Arten sind Uber ihre jeweiligen Sonden bestimmbar.

Die gattungsspezifischen Khaya-Oligos wiesen gute Ergebnisse auf. Im zweiten Durchlauf
reagierte die Sonde Khaya revl jedoch mit G. bancanus (0,21). Da die Sonden Khaya for2
und Khaya243 keine Fehlreaktionen zeigten, werden diese beiden zur Identifizierung der
Gattung Khaya vorgeschlagen. Eine Unterscheidung der Art K. ivorensis von den anderen
Khaya-Arten schien im ersten Durchgang durch eine leichte Reaktion der Sonde
Kivorensis106 moglich, wurde jedoch im zweiten Durchgang durch die Reaktion der
Sonde mit der Art K. nyasica nicht bestatigt. Eine Unterscheidung der Khaya-Arten ist im
Test also nicht moglich.

Flr die Art L. cedrata wurden die beiden Sonden Lcedrata35 und Lcedratad59 getestet,
die beide stark mit dieser Holzart reagierten und keine Fehlreaktionen mit anderen Arten
zeigten. Sie sind somit zur Identifizierung der Art L. cedrata geeignet. Im Gegensatz dazu
reagierte die Sonde Lthompsonii35 leicht mit E. utile (0,19) in beiden Durchgangen und
mit L. cedrata (0,13) im ersten Durchlauf. Lthompsonii457 zeigte im ersten Durchgang
eine Reaktion mit C. procera (0,19), die im zweiten Durchlauf keine Bestatigung fand. Da
in beiden Féllen die starksten Reaktionen mit der Art L. thompsonii (0,76 und 0,91) zu
verzeichnen waren, werden beide Sonden weiterhin als geeignet zur Identifizierung der
Art eingeschatzt.

Die CITES-geschltzten Cedrela-Arten reagierten alle drei deutlich mit der Sonde
Cedrela29, welche somit zur Identifizierung der Gattung vorgeschlagen werden.
Zusatzlich reagierten die Sonden Ced fissilis forl und Ced odorata forl deutlich art-
spezifisch. Somit ist die Art C. angustifolia Uber die Kombination der reagierenden
Cedrela29 Sonde ohne eine Reaktion der Sonden Ced fissilis forl und Ced odorata forl
bestimmbar.

Die beiden Holzarten T. ciliata und T. sureni zeigten im ITS zu geringe interspezifische
Differenzen, weshalb fir diese Arten eine gemeinsame Sonde zum Einsatz kam, Toona70.

Sie reagierte leicht mit T. sureni (0,16 und 0,24), was sie zur Bestimmung dieser Art
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qualifiziert, jedoch nicht mit T.ciliata. Somit kann nur T. sureni mit der entwickelten Sonde
identifiziert werden.

Die drei CITES-geschiitzten Guibourtia-Arten reagierten alle deutlich mit der Sonde
Gtessmannii225. Es wird zwar die eigentliche Art G. tessmannii nicht identifizierbar,
jedoch eignet sich die Sonde zur Bestimmung der Gruppe dieser drei Arten. Die beiden
Arten G. demeusei und G. pellegriniana zeigten beide deutliche Reaktionen mit der Sonde
Gpellegriniana221, im Gegensatz zu G. tessmannii, die hier nur leicht im ersten und gar
nicht im zweiten Durchgang reagierte. Uber die Kombination der beiden Sonden kann die
Holzart G. tessmannii von den beiden anderen Bubinga-Arten unterschieden werden.
Eine Bestdtigung der Holzart G. tessmannii durch die Sonde Gtessmannii579 ist wegen
mehrerer Fehlreaktionen dieser Sonde nicht moglich. Die beiden nicht geschitzten Arten
G. arnoldiana und G. ehie sind durch die eindeutigen Reaktionen der jeweiligen Sonden
Garnoldiana79 und Gehie44 identifizierbar. Auch die Sonde Garnoldiana219 zeigte gute
Ergebnisse, jedoch auch eine leichte Fehlreaktion mit G. ehie (0,12) im ersten Durchgang,
die sich im zweiten nicht bestatigte.

Fir die beiden Sonden Csalikounda4l und Csalikounda93 zeigten sich leichte bis
deutliche, artspezifische Reaktionen. Csalikounda93 reagierte jedoch zu gering im ersten
Durchlauf und nur ganz schwach (0,1) im zweiten. Deshalb wird die Sonde Csalikounda41
zur Bestimmung der Art vorgeschlagen.

Die Sonden der Holzart H. courbaril Hcourb forl und Hcourb for2 reagierten deutlich
artspezifisch und sind zur ldentifizierung dieser Art geeignet.

Die untersuchten Arten der Gattung Pterocarpus wiesen alle funf deutliche Reaktionen
mit den Sonden Psantalinus487 und Pindicus487 auf. Psantanlinus487 reagierte leicht mit
L. cedrata, was sich im zweiten Durchlauf nicht bestatigte. Beide Sonden werden als
gattungsspezifische Sonden vorgeschlagen. Sonde Perinaceus615 reagierte artspezifisch.
Auch Sonde Psoyauxii501 reagierte deutlich mit der gewlinschten Art, zeigte jedoch auch
leichte Fehlreaktionen mit B. alicastrum (0,14 und 0,18) in beiden Durchldufen und mit
H. heptaphyllus (0,13) in einem Durchgang. Da die Reaktionen mit P. soyauxii mit 0,72
und 0,7 sehr viel deutlicher waren, werden beide artspezifischen Oligos als geeignet zur
Identifizierung der jeweiligen Art eingeschatzt. Die drei Holzarten P. erinaceus,

P. santalinus und P. soyauxii reagierten alle drei positiv auf die Sonde Psantalinus682. Die
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Sonde wies nur eine sehr leichte Fehlreaktion im ersten Durchgang mit S. macrophylla
(0,1) auf, welche sich im zweiten Durchgang nicht bestatigten. Somit ist die Holzart
P. santalinus in Kombination dieser Sonde mit dem Ausbleiben einer Reaktion der zuvor
erwdhnten artspezifischen Sonden Perinaceus615 und Psoyauxii501 bestimmbar. Sonde
Pindicus597 reagierte mit den vier Arten P. santalinus, P. indicus, P. macrocarpus und
P. soyauxii, ebenso wie die Sonde Pmacrocarpus71. Diese Sonde reagierte jedoch nur
leicht auf die Arten P. santalinus und P. macrocarpus. Beide Sonden wiesen mehrere
Fehlreaktionen auf. Die Sonde Pindimacro32 reagiert auf die beiden Arten
P. macrocarpus sowie P. santalinus und leicht auf P. indicus. Eine Kombination der
Sonden Pindicus487 oder Psantalinus487 und Sonden Pindicus597, Pmacrocarpus?71
oder Pindimacro32 und ein Ausbleiben von Reaktionen der Sonden Psantalinus682 sowie
Psoyauxii501 lassen auf die beiden Arten P. indicus und P. macrocarpus schliefen. Die
zuvor erwdahnten Fehlreaktionen kénnen durch die Kombination mit den Reaktionen der
anderen Sonden ignoriert werden. Die beiden zuletzt genannten Arten konnen auf Grund
der geringen interspezifischen Unterschiede des ITS nicht voneinander differenziert
werden.

Die CITES-geschitzte Gattung Gonystylus ist Uber die eindeutigen Reaktionen der Sonden
Gonystylus48, Ramin forl und Ramin revl bestimmbar. Bei der Sonde Gonystylus422
traten leichte Fehlreaktionen mit H. heptaphyllus auf. Diese Sonde ist ebenso wie
Gonystylus137, welche nur leichte Reaktionen mit der G. bancanus Probe zeigte und viele
Fehlreaktionen, flr die Identifizierung ungeeignet. Artspezifische Sonden konnten durch
den Mangel an interspezifischen Differenzen in den ITS-Bereichen der Gonystylus-Arten
nicht kreiert werden.

Die Sonden Alstonia481 und Abooneii481 reagierten spezifisch auf die Art A. booneii und
eignen sich somit zur Identifizierung der Art. Nur Alstonia481 zeigte eine leichte Fehl-
reaktion mit G. pellegriniana (0,14). Ob eine weitere Bestimmung der Art A. scholaris Gber
den Gattungs-Oligo moglich ist, muss in zusatzlichen Versuchen mit dieser Art untersucht
werden. Das war aus Mangel an isolierbarem bzw. amplifizierbarem Probenmaterial in

dieser Arbeit nicht moglich.
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Auch die Sonden Atoxicarial49 und Atoxicaria553 reagierten deutlich artspezifisch.
Erstere wies leichte bis deutliche Fehlreaktionen in beiden Durchlaufen mit D. pruniformis
auf. Somit wird die Sonde Atoxicaria553 zur Identifizierung der Art vorgeschlagen.

Die Sonde Balicastrum483 zeigte mehrere deutliche Fehlreaktionen und wird somit fur
eine Bestimmung dieser Art ausgeschlossen. Im Gegensatz dazu wies die Sonde
Balicastrum502 nur eine leichte Fehlreaktion mit K. ivorensis (0,12) auf, die sich nur im
ersten Durchlauf, nicht aber im Zweiten zeigte. Eine Identifizierung der Art ist Uber diese
Sonde moglich.

Zur Bestimmung der Art D. pruniformis wird die Sonde Dpruniformis512, die deutlich
artspezifisch reagierte, empfohlen. Sie zeigte nur eine sehr leichte Fehlreaktion mit
G. pellegriniana (0,15). Die Reaktionen der Sonde Dpruniformis33 fielen sehr leicht aus,
zusatzlich zu mehreren Fehlreaktionen.

Alle drei Sonden flr die Art J. copaia wiesen deutliche artspezifische Reaktionen auf. Die
Sonden Jcopaia510 und Jcopaia589 reagierten in beiden Durchgdngen zusatzlich auf die
Art H. heptaphyllus. Somit wird die Sonde Jcopaia28 zur Identifizierung dieser Art
empfohlen.

Die Sonde Koto forl reagierte im ersten Durchgang deutlich auf P. macrocarpa. Diese
Reaktion blieb jedoch im zweiten Durchlauf aus. Im Gegensatz dazu zeigten die Sonden
Pbequaertiil75 und Pmacrocarpa26 jeweils deutliche, artspezifische Reaktionen. Eine
leichte Fehlreaktion der Sonde Pmacrocarpa26 wurde im zweiten Durchlauf nicht
bestatigt. Beide Sonden werden fir die Identifizierung der jeweiligen Art vorgeschlagen.
Die Sonde Limba forl reagierte deutlich auf die beiden Arten T. ivorensis und T. superba
und reagierte nur im ersten Durchlauf ganz leicht mit A. boonei (0,11). Sie eignet sich
somit zur Bestimmung der Gattung. Eindeutige artspezifische Reaktionen wiesen die
Sonden Limba revl und Tsuperba219 fiir die Holzart T. superba und Tivorensis111 sowie
Tivorensis234 fir T. ivorensis auf. Alle vier Sonden sind zur Identifizierung der jeweiligen
Art geeignet.

Die CITES-geschitzten Pockholz-Arten G. coulteri, G. officinale und G. sanctum reagierten
alle drei deutlich mit der gattungsspezifische Sonde Guaiacum forl. Diese Sonde eignet
sich somit zur Bestimmung der Gattung. Im ersten Durchgang wies die Sonde

Gceoulteril72 eine deutliche artspezifische Reaktion auf, welche im zweiten Durchlauf
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nicht auftrat. Jedoch zeigte sich in den Vorversuchen eine deutlich artspezifische
Reaktion der Sonde, weshalb sie trotzdem zur Identifizierung dieser Art vorgeschlagen
wird. Ahnliches gilt fir die Sonden Gofficinale172 und Gua offici forl, welche jedoch im
ersten Durchlauf sowohl auf die Art G. officinale, als auch auf G. coulteri reagierten. Sie
zeigten jedoch auch in den Vorversuchen Fehlreaktionen mit der Art G. sanctum und
werden deshalb als ungeeignet zur Identifizierung der Art G. officinale eingeschatzt. Die
beiden Sonden Gua sanct forl und revl reagierten beide deutlich artspezifisch in beiden
Durchlaufen. Erstere wies eine leichte Fehlreaktion mit G. officinale auf, die im zweiten
Durchgang nicht bestatigt wurde. Beide Sonden werden zur |dentifizierung der Art
G. sanctum vorgeschlagen. Durch eine Kombination der Gattungssonden und ein Aus-
bleiben der Reaktionen der spezifischen Sonden fir die Arten G. coulteri und G. sanctum,
ist auch die Art G. officinale identifizierbar.

Die Sonde Bulnesia forl wies deutliche Reaktionen mit der Art P. arborea in beiden
Durchgangen auf. Die Sonden Bulnesia revl und Parborea34 zeigten selbiges im ersten
Durchgang, jedoch blieb die Reaktion im zweiten Durchlauf aus. Auch in den zwei von
drei Vorversuchen war die Reaktion nur sehr leicht, weshalb die beiden Sonden als
ungeeignet eingeschatzt werden. Die Sonde Bulnesia forl wird zur Bestimmung der Art
vorgeschlagen.

Die Sonde Chlorocardium111 reagierte wie erwartet auf keine getestete Holzart, da fir
diese Holzart keine DNA zur Verflgung stand. Ob eine Bestimmung der Gattung
Chlorocardium durch diese Sonden gewahrleistet werden kann, muss durch zusatzliche
Versuche geklart werden.

Alle drei Handroanthus-Sonden wiesen gute Ergebnisse auf. Sie reagierten deutlich auf
die beiden getesteten Arten H. heptaphyllus und H. serratifolius. Leichte Fehlreaktionen
zeigten sich nur im ersten Durchlauf und fanden im zweiten keine Bestatigung. Alle drei
Sonden sind zur Bestimmung der beiden Arten H. heptaphyllus und H. serratifolius

geeignet.
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Diskussion

5 Diskussion

Ziel der Forschungsarbeit war die Erstellung eines neuen Holzartenidentifizierungstests
in Form eines DNA-Macroarrays. Durch diesen Test soll eine schnelle und einfache
Identifizierung CITES-geschiitzter, handelsrelevanter, tropischer Holzarten und ihrer
Austausch- bzw. Verwechselungsholzer, sog. look-alike species, ermoglicht werden. Diese
Arbeiten sind von grolRer praktischer Bedeutung fir die Kontrolle geschitzter Holzer und
Holzprodukte im internationalen Warenverkehr (Dormontt et al., 2015). Fir die
Erstellung des Tests waren verschiedene molekularbiologische Methoden notwendig. Da
fir einige Holzarten nur wenige bis keine Sequenzen zur ldentifizierung in der NCBI-
Datenbank zur Verfligung standen, wurden neue Barcode-Sequenzen erarbeitet. Als
Barcode-Region wurde nach eingehender Literaturrecherche der ITS gewahlt. Aus dem
gesammelten Probenmaterial wurde die DNA isoliert, der ITS amplifiziert und
sequenziert. Die Sequenzen wurden zusammen mit Datenbanksequenzen (wenn
vorhanden) verglichen. Auf dieser Grundlage wurde eine Konsensus-Sequenz pro Holzart
erstellt, die intraspezifische Varianzen bericksichtigt. Das vereinfachte den Vergleich der
Arten untereinander. Auf Grundlage ihrer Differenzen wurden spezifische Oligos erstellt,
die anschlielend auf dem Macroarray gegen die untersuchten Holzarten getestet
wurden. Die Macroarray-Versuche wurden manuell und automatisiert ausgewertet.
Beide Auswertungen wurden anschliefend miteinander verglichen. Die wichtigsten

Ergebnisse werden im Folgenden mit Bezug auf die aktuelle Literatur diskutiert.

5.1 Verwendetes Probenmaterial und DNA-Isolation

Die Isolierung von DNA aus frischem Pflanzenmaterial von Blattern, Knospen, Bliten,
Friichten, Kambium und jungen Asten ist heutzutage routinemaRig ber kommerzielle
Extraktionskits moglich (Finkeldey et al., 2010, Lowe and Cross, 2011, Jiao et al., 2020).
Eine Beschaffung frischen Materials von mehreren Individuen setzt jedoch eine Reise in
die Herkunftslander voraus und ist deshalb mit einem hohen Personal-, Zeit- und Kosten-
aufwand verbunden. Fir geschitzt Holzarten ist eine Beschaffung frischen Materials sehr
schwierig bis unmoglich (Jiao et al., 2020). Frisches Untersuchungsmaterial stand nur in
einem geringen Umfang in dieser Forschungsarbeit zur Verfligung. Ein GroRteil der

untersuchten Proben ging auf Blattmaterial aus Herbarbestdnden, Holzgewebe aus der
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Xylothek des Thinen-Instituts fir Holzforschung sowie auf Probenmaterial friherer
Forschungsarbeiten zurlck. Die Verwendung von Herbarmaterial zum Aufbau von DNA-
Datenbanken wurde bereits in Sarkinen et al. (2012) als geeignete DNA-Quelle bestatigt,
ebenso wie die Verwendung von Holzproben aus Xylotheken von Yu et al. (2017) und Jiao
et al. (2018).

Ein Grolteil des Probenmaterials konnte Uber das DNeasy® Plant Mini Kit (Qiagen)
extrahiert werden. Es handelt sich um eine gangige Methode zur Extraktion von DNA aus
Holz (Dumolin-Lapégue et al., 1999, Deguilloux et al., 2002, Rachmayanti et al., 2006,
Yoshida et al., 2007, Rachmayanti et al., 2009, Abe et al., 2011, Hanssen et al., 2011).
Trotzdem stellt die Extraktion eine Herausforderung dar, da sowohl die Quantitat als auch
die Qualitat der DNA im Holz gering sind (Abe et al., 2011, Lowe and Cross, 2011). Die
Quantitdt der DNA nimmt von der Borke Uber den Splint bis zum Kernholz signifikant ab,
wohingegen Inhibitoren zunehmen (De Filippis and Magel, 1998). Fiir die Isolierung von
DNA aus Holz eignet sich besonders junges, frisches Splintholz (Tang et al., 2011). Im
Kernholz hingegen kénnen Extraktstoffe wie Tannine, Harze, atherische Ole und
Pigmente eine Isolierung behindern (Deguilloux et al., 2002, Rachmayanti et al., 2009).
Aber auch die Lagerung, das Alter und eventuelle Bearbeitungsprozesse sorgen fir eine
Degradierung der DNA im Holz (Jiao et al., 2012, Tnah et al., 2012). Prozesse die nach der
Ernte im Holz stattfinden, sollen laut Abe et al. (2011) einen groReren Einfluss auf die
DNA-Degradierung als die Kernholzbildung haben. Somit gab es einige Proben, die keine
Erfolge in der Isolation und Amplifikation zeigten. Diese wurde mit Hilfe des DNeasy®
mericon™ Food Kits (Qiagen) nach einem modifiziertem Protokoll (Wischnewski, 2014)
bearbeitet, welches sich bereits in friheren Arbeiten mit alten Holzproben bewahrt hat
(Bogun, 2015). Proben die Uber eine herkdmmliche Extraktion nicht isoliert werden
konnten, zeigten Erfolge mittels dieser Methode.

Die anschlieRend gemessenen spektrophotometrischen Werte der DNA-Konzentration
und -Reinheit schienen keinen grofRen Einfluss auf die Verwendbarkeit der DNA fiir die
Amplifizierung zu haben. Sie zeigten teilweise sehr hohe Verunreinigungen an. In einigen
Fallen waren die Messwerte negativ. Dies ldsst darauf schlieen, dass eine exakte
Messung durch hohe Verunreinigungen mit inhibitorischen Substanzen und zu geringen

DNA-Mengen nicht moglich war (Rachmayanti et al., 2009, Abe et al., 2011). Trotz dieser
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augenfalligen Werte konnten meist Banden in der PCR erzielt und diese Proben
sequenziert werden. Es lasst sich aber keine Aussage Uber das verwendete Material und
die erreichten Messwerte ableiten, da dieses Phanomen sowohl bei Holzproben (Asten,
Splint- und Kernholz) als auch bei Blattmaterial (Herbarmaterial) vorkam.

Der Erfolg der DNA-Extraktion wurde somit durch die PCR-Amplifikation bewertet. Aus
neun Proben konnte keine DNA amplifiziert werden. Es handelte sich bei diesen Proben
um vier Herbarproben (Blatt), zwei Splint- und drei Kernholzproben. Das Probenmaterial
war in diesen Fallen vermutlich zu alt oder zur Konservierung behandelt (Herbarmaterial),
sodass die DNA bereits in groRem Umfang degradiert war. Eine Nachverfolgung des Alters

oder der Behandlung war in meisten Fallen der Proben nicht mdglich.

5.2 Amplifizierung

Die Amplifizierung der ITS-Region wurde mittels der Primer ITS1.1 und ITS4 (White et al.,
1990, Hanssen et al., 2011) durchgefiihrt. Beide Primer liegen in konservierten Bereichen
und amplifizieren den gesamten ITS-Bereich mit den Teilbereichen ITS1, 5.8S und ITS2
(insgesamt ca. 700 bp). Diese Primerkombination vervielfaltigt jedoch sowohl die DNA
von Pflanzen als auch von Pilzen (Baldwin et al., 1995). Um eine eventuell vorhandene
Pilz-DNA aus der Amplifizierung auszuschlieRen, wurden bei Doppelbanden im Gelbild
oder ausbleibendem, sauberem Amplifizierungserfolg die Primerkombinationen ,,ITS1.1/
ITS2.1“ und ,ITS3.1/ITS4“ (White et al.,, 1990, Hanssen et al., 2011) verwendet. Sie
amplifizieren die einzelnen ITS-Bereiche (ITS1 bzw. ITS2) mit ca. 380 bp bis 440 bp.
Versuche von Rachmayanti et al. (2009) zeigten, dass kurze DNA-Fragmente (150 bp) eine
hohere Amplifizierungsrate aufwiesen im Vergleich zu langeren Fragmenten (1.100 bp),
was ebenfalls flr den Einsatz der holzspezifischen Primer spricht.

Eine weitere Verbesserung des Amplifizierungserfolgs konnte durch unterschiedliche
Verdlnnungsstufen der Probeneluate und den Einsatz von nested-PCRs erreicht werden.
Die Verdinnung der DNA-Eluate vor dem Einsatz in der PCR fiihrt auch zu einer
Verdlinnung der Inhibitoren auf eine eventuell tolerable Konzentration fir die PCR
(Bickley and Hopkins, 1999). Der Einsatz von nested-PCRs bedeutet, dass ein PCR-Produkt
in einer zweiten PCR als Template zum Einsatz kommt. Dadurch wird eine héhere
Spezifitdat und Sensitivitat erreicht (Olatunbosun et al., 2001). Der Amplifizierungsbereich

der zweiten PCR muss innerhalb des Sequenzbereiches der Ersten liegen. Somit ist eine
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nested-PCR mit den holzspezifischen Primerkombinationen nach einer vorgestellten
Amplifizierung mit den allgemeinen ITS Primern moglich.

Fir die Sequenzerstellung wurden die Sequenzierungsergebnisse der einzelnen ITS-
Abschnitte anschlieSend zu einer Sequenz zusammengefihrt. Insgesamt wurden 197 ITS-

Sequenzen fir 51 Arten erarbeitet.

5.3 Barcode

Das internationale Konsortium ,Barcode of Life” (BOL) schlagt die Barcode-Regionen
rbcl, matK und trnH-psbA (aus cpDNA) sowie ITS (aus nrDNA) in Kombinationen fir die
Identifizierung von Landpflanzen vor. Die Amplifizierungserfolge von cpDNA-Barcodes
sind zwar hoher, jedoch zeigt der ITS die héheren Auflésungen zur Differenzierung auf
Artebene flr Holzer. Die besseren Amplifizierungsraten der cpDNA sind durch ihren
ringformigen Aufbau zu erkldren, welcher die DNA effektiver vor Abbauprozessen
schiutzt. AuRerdem liegt die cpDNA allgemein in groRerer Kopienzahl vor. (Deguilloux et
al., 2002, Jiao et al., 2012)

In der vorliegenden Arbeit wurde der ITS als Barcode verwendet, weil er bisher fir die
untersuchten Holzarten eine genauere Artidentifizierung zulasst (siehe Tab. 2 in Kapitel
2.3). Er besitzt die von Hollingsworth et al. (2009) propagierten Eigenschaften (siehe
Kapitel 2.3). Er wird von den konservierten Bereichen 18S und 26S flankiert, was eine
routinierte Amplifizierung gewéhrleistet. Zwischen den Gattungen und den meisten hier
untersuchten Arten sind die Bereiche dazwischen ausreichend variabel zur Art-
unterscheidung. Mit 700 bp ist der ITS ohne Probleme sequenzierbar. Die Anzahl
unterschiedlicher Kopien innerhalb eines Individuums ist bei Laubhdlzern sehr gering.
Weiterhin zeigt der ITS in allen Geweben des Baumes eine ausreichend hohe Kopienzahl.
(Baldwin et al., 1995)

Der ITS zeigte bereits, wie in Tabelle 2, Kapitel 2.3 dargestellt, gute Ergebnisse in der
Identifizierung von Holzarten. Es lagen jedoch auch Einschrankungen in der
Identifizierung auf Artebene innerhalb einiger Gattungen vor. So zeigten die Arten
S. macrophylla und S. humilis keine ausreichenden Unterschiede im ITS, um die beiden
Arten von einander zu differenzieren. Beide Arten waren jedoch eindeutig von
S. mahagoni zu unterscheiden. Gleiches zeigte sich auch in Sequenzvergleichen von

Holtken et al. (2012) von der matK-trnK Region der cpDNA. Das bedeutet, dass die beiden
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Arten weder Uber den ITS noch Uber die bisher untersuchten cpDNA Marker zu
unterscheiden sind.

Auch die folgenden Arten konnten Uber den ITS nicht eindeutig unterschieden werden:
alle untersuchten Khaya-Arten, T. ciliata/ T. sureni, P. indicus/P. macrocarpus,

H. heptaphyllus/H. serratifolius.

5.4 Oligo-Design

Ziel war es, Oligos sowohl aus dem ITS1 als auch dem ITS2 zu erarbeiten. Die Unterschiede
einiger Arten reichten jedoch nicht in beiden Regionen aus. Die weiterhin
vorgeschlagenen Eigenschaften fir das Oligo-Design (siehe Kapitel 3.2.7) wurden teil-
weise nicht eingehalten. Da es sich hier um Empfehlungen fiir eine erhdhte Erfolgschance
handelt, wurde ein Abweichen von den Vorschldgen zu Gunsten der Spezifitat der
Sequenz des Oligos als sinnvoll erachtet. Die Schmelztemperaturen der Oligos bewegen
sich somit zwischen 46,4°C und 71,9°C und der GC-Gehalt zwischen 25 % und 88,2 %. Eine
Abweichung von den in Kapitel 3.2.7 beschriebenen Vorgaben ist durch die Begrenztheit
der variablen Sequenzabschnitte begriindet.

Es wurden 99 Oligos designt. Zusammen mit 49 Sonden aus vorherigen Projekten wurden
insgesamt 148 getestet, inklusive vier Positivkontrollen. Davon haben sich 66 als geeignet
zur ldentifizierung herausgestellt. Diese Diskrepanz zwischen dem Oligo-Design in silico
und der eigentlichen Hybridisierung im Experiment zeigt, dass es viele Einflussfaktoren
gibt. Es sind langst nicht alle Dynamiken und Prozesse der Hybridisierung bekannt
(Kochzius et al., 2010).

In Tabelle 16 im Kapitel 5.7 sind alle erfolgreich identifizierbaren Holzarten und ihre

jeweiligen Sonden dargestellt.

5.5 Probleme bei der Auswertung der Macroarrays

Die Macroarray-Versuche waren aufgeteilt in je drei Vorversuche in drei Gruppen, um
eine Auswahl der Sonden zu treffen. Abschliefend wurden 81 dieser Sonden in zwei
Gesamt-Kreuztests validiert. Die Hybridisierungsreaktionen wurden manuell und

automatisiert ausgewertet.
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Die Auswertung wurde durch schwankend auftretende Hintergrundschattierungen
erschwert. Ein ,wolkiger” Hintergrund kann verschiedene Ursachen haben, wie das kurz-
zeitige Austrocknen der Membran wahrend des Prozesses, ein unzureichendes Waschen
oder Blocken der Membran, eine zu hohe Antikdrperkonzentration, sekundadre Kreuz-
reaktionen zwischen Antikoérper und Blockingreagent, unzureichende Auswaschung
ungebundener Antikdrper, unspezifische Antikorperbindung oder ein zu langes
Exponieren der Membran (Bio-rad, 2022). Ursachen basierend auf der Anzahl der
Waschschritte, der Konzentration des Antikdrpers und der Exponierung kdnnen
ausgeschlossen werden. Sie waren in allen Versuchsdurchlaufen gleich und nicht alle
Filme zeigten einen wolkigen Hintergrund. In der automatisierten Auswertung fihrten
diese Hintergrundschattierungen auch zu leichten Fehlmessungen (siehe Abb. 32(a)).
Zusatzlich entstanden Fehlmessungen durch Storfaktoren, die auf Artefakte
zurtckzufthren sind. Sie zeigen meist eine dunklere Auspragung, die jedoch in Form und

GroRe von einer Sondenreaktion abweichen (siehe Abb. 32(b)).

: a) Messung entsteht
b) Messung entsteht durch unruhigen
durch Stérfaktor . Hintergrund

Abbildung 32 Sondenreaktionen neben Fehlmessungen auf einem Macroarray
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Das Auftreten gering ausfallender Fehlhybridisierungen, die sich im zweiten Durchgang
nicht bestatigten, sind durch unspezifische Bindungen zu erkldren. Diese Reaktionen
waren hier in der Regel eher schwach. Eindeutige Fehlhybridisierungen wiederrum sind
auf zu dhnliche Sequenzen der Arten zuriickzufiihren. Um eine etwaige Ubereinstimmung
der Oligosequenz mit dem Genom anderer Arten so gering wie moglich zu halten, wurden
alle Oligos mit der BLAST-Funktion von NCBI auf prozentuale Ubereinstimmungen hin
untersucht. Unterschiede in den Signalstédrken, lassen sich mit den unterschiedlichen
Abstanden der Fluoreszenzmarkierung von der Bindungsstelle erklaren. Die Signalstarke
verringert sich mit der VergréRerung des Abstandes, das sogenannte ,,Position of Label”-
Problem (Peytavi et al., 2005, Zhang et al, 2005). AulRerdem entstehen solche
Unterschiede beim Auftragen der Oligos auf die Membran. Uber das Auftragen mittels
Multiplotter wird eine ungefahre Menge von 0,2 ul auf die Membran gespottet, die
jedoch nicht exakt bemessen werden kann. Somit schwanken die tatsdchlichen

Oligomengen pro Spott leicht, was wiederum die Strahlungsintensitdt beeinflusst

(Lievens et al., 2005 a).

5.6 Vorteile der automatisierten Auswertung der Hybridisierungsreaktionen

Es wurden zwei automatisierte Auswertungsvarianten mit der manuellen verglichen. Zum
einen wurde ein starrer Schwellenwert der Signale von 0,1 festgelegt und zum anderen
nur die starksten zwei Signale einbezogen. Beide Varianten zeigten eine rund 98-
prozentige Ubereinstimmung der Hybridisierungsreaktionen mit der manuellen
Auswertung. Ein starrer Schwellenwert von 0,1 hat zur Folge, dass sehr viele leichte
Fehlmessungen und Fehlreaktionen in die Auswertung einbezogen werden. Darauf
basierten 85,5 % der Unterschiede zur manuellen Auswertung. Dies betraf Positionen, an
denen der unruhige Hintergrund zu einer Messung fihrte, manuell aber keine Reaktion
erkennbar war. Es handelte sich meist um Messungen schwacher Signale zwischen 0,1
und 0,2. Insgesamt zeigten 176 Positionen in der Signalwertmessung solche Fehlerstellen.
Davon waren die Meisten auf einen sehr unruhigen Hintergrund zurtckzufihren. 23
Positionen zeigten Storfaktoren. In beiden Féllen erkannte die Automatisierung den
Unterschied zwischen Hybridisierungsreaktion und Stérfaktoren nicht. Zusatzlich wird bei
einer sehr schwachen, richtig positiven Reaktion der Sonden (unter 0,1) keine Reaktion

gemessen. Eine flexible Festlegung des Schwellenwertes, der die starksten zwei Signale
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eines Versuches misst, sorgte wiederum daflr, dass viele Fehlreaktionen aus der
Betrachtung ausgeschlossen wurden. Gleiches gilt fir die meisten Fehlhybridisierungen
mit anderen Arten, da diese ebenfalls oft geringe Signale aussenden. Diese Variante der
Auswertung ist jedoch nur sinnvoll, wenn jeweils zwei Sonden zu jeder Art vorhanden
sind. Da nicht flr alle Holzarten die gleiche Anzahl von Sonden vorlag, wird schlussendlich
eine automatisierte Auswertung mit einem starren Schwellenwert von 0,1 und manueller
Kontrolle vorgeschlagen. Eine Automatisierung der Auswertung wird als sinnvoll erachtet,
da eine weitgehende Ubereinstimmung der Ergebnisse vorlag und sie zusatzlich die
Vorteile der Objektivitdt und einen schnelleren Ablauf gewahrleistet. Durch die manuelle
Kontrolle werden Fehlmessungen durch unruhigen Hintergrund oder Artefakte
ausgeschlossen. Eine rein manuelle Auswertung bietet sich bei entsprechender

Ressourcenbegrenzung an.

5.7 Einschatzung der Sonden

Es ist festzustellen, dass 32 Arten der 53 vormals Untersuchten Uber die entwickelten
Sonden identifizierbar sind. 15 Arten kdnnen durch diesen Test in Gruppen von maximal
drei Arten eingegrenzt werden. Fir die zwei Arten A. scholaris und C. rodiei stand keine
DNA zur Verfligung. Fir die vier Arten S. koetjape, D. costulata, E. moluccanum und N.
cadamba zeigten die Tests keine ausreichenden Ergebnisse. Die nachstehende Tabelle
listet alle untersuchten Holzarten mit den jeweiligen, zur ldentifizierung fihrenden,

Sonden auf.

Tabelle 16 Uber den entwickelten Macroarray identifizierbare Holzarten und ihre Sonden

Gruppe Holzart Sonden
MELIACEAE Cedrela angustifolia Cedrela29 + negativ Ced fissilisC6forl
+ negativ Ced odrataCéforl
Cedrela fissilis Cedrela29 + Ced fissilisCoforl
Cedrela odorata Cedrela29 + Ced odorataCéforl

Toona ciliata -

Toona sureni Toona70
Swietenia humilis/
S. macrophylla

Macrophylla revl

Swietenia mahagoni Mahagoni for4, Smahagoni649
Carapa guianensis Carapa for2, Carapa for3, Carapa revl
Carapa procera Carapa for2, Carapa for3, Carapa revl

+ Cprocera50
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Entandrophragma angolense

Ent ango for2

Entandrophragma cylindricum Ent cyl for2, Ecylindricum264

Entandrophragma utile
Leplaea cedrata
Leplaea thompsonii
Khaya spp.

Sandoricum koetjape

Eutile86

Lcedrata35, Lcedratad5s9
Lthompsonii35, Lthompsonii457
Khaya for2, Khaya243

FABACEAE

Guibourtia demeusei/
G. pelleginiana
Guibourtia tessmannii
Guibourtia arnoldiana
Guibourtia ehie
Copaifera salikounda
Hymenaea courbaril

Gtessmannii225 + Gpellegriniana221

Gtessmannii225
Garnoldiana79

Gehied4

Csalikounda41

Hcourb forl, Hcourb for2

Pterocarpus erinaceus
Pterocarpus santalinus

Pterocarpus indicus/
P. macrocarpus
Pterocarpus soyauxii

Psantalinus487, Pindicus487 + Perinaceus615

Psantalinus487, Pindicus487 + Pindicus597,
Pmacrocarpus71, Pindimacro32 +
Psantalinus682

Psantalinus487, Pindicus487 + Pindicus597,
Pmacrocarpus71, Pindimacro32
Psantalinus487, Pindicus487 + Pindicus597,
Pmacrocarpus71 + Psoyauxii501

Ramin Gonystylus spp. Gonystylus48, Ramin forl, Ramin revl
Alstonia booneii Alstonia481, Abooneii481
Dyera costulata -
Antiaris toxicaria Atoxicaria553
Brosimum alicastrum Balicastrum502
Donella pruniformis Dpruniformis512
Endospermum moluccanum -
Jacaranda copaia Jcopaia28
Neolamarckia cadamba -
Pterygota bequaertii Pbequaertiil75
Pterygota macrocarpa Pmacrocarpa26
Terminalia ivorensis Tivorensis111, Tivorensis234
Terminalia superba Tsuperba219, Limba revl
Pockholz Guaiacum coulteri Guaiacum forl + Gcoulteril72

Guaiacum officinale

Guaiacum sanctum
Plectrocarpa arborea
Chlorocardium rodiei

Handroanthus heptaphyllus/

H. serratifolius

Guaiacum forl + negativ Geoulteril72
+ negativ Gua sanct revl

Guaiacum forl + Gua sanct revl
Bulnesia forl
Chlorocardium111

Handroanthus211, Ipe forl, Ipe revl
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Flr einige Arten waren Kombinationen von Reaktionen und nicht anschlagenden Sonden
notwendig, um die vorliegende Art zu identifizieren. So ist beispielsweise eine
Bestimmung der Holzart C. angustifolia durch die Kombination der positiven Reaktion der
Gattungssonde Cedrela29 und dem Ausbleiben einer Reaktion der Sonden Ced fissilis
forl und Ced odorata forl moglich. Gleiches gilt fir die Bestimmung von G. officinale. Die
Art ist Uber die Reaktion der Gattungssonde Guaiacum forl und das Ausbleiben einer
Reaktion mit den artspezifischen Sonden Gcoulteril72 und Gua sanct revl bestimmbar.
In der Gattung Pterocarpus reagierten mehrere Sonden gattungs- bzw. gruppen-
spezifisch. So stellten sich die Sonden Psantalinus487 und Pindicus487 als ungeeignet fir
einen artspezifischen Einsatz heraus, kénnen jedoch als Gattungssonden verwendet
werden. Die folgende Abbildung zeigt das Sondenreaktionsmuster flir die Arten der

Gattung Pterocarpus fir eine einfachere Interpretation.

Holzart

vy

S

S| 8

S|

Sonde ol

Q| a

Psantalinus487 o | o

Pindicus487 o | o
Perinaceus615 .

Psantalinus682 o | o

Pindicus597 .

Pmacrocarpus71 o

Pindimacro32 o

Psouyauxii501

Abbildung 33 Sondenreaktionsmuster der Pterocarpus-Arten

5.8 Vor- und Nachteile der Macroarray-Methode

Der beschriebene Holzartentest mittels Macroarray, hat verschiedene Vorteile
gegenlber herkdmmlichen Methoden. Im Vergleich zur konventionellen mikro-
skopischen Artenbestimmung ist fiir die genetische Holzartenidentifizierung keine
jahrelange Erfahrung und Expertise in der Erkennung von Holzarten notwendig. Eine

Ausbildung zur labortechnischen Assistenz befahigt zur Durchfiihrung der beschriebenen
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Methoden. Fir einige Gattungen bietet die Genetik auch eine genauere Bestimmung der
Art, die Uber die Mikroskopie nicht moglich ist.

Bei der Macroarray-Technologie handelt es sich um eine ,low-tech” Methode, die
hauptsachlich in der Forschung zum Einsatz kommt. Sie ist glinstiger in den Investitions-
und Durchfihrungskosten als herkdmmliche genetischen Identifizierungsmethoden wie
die Sequenzierung und kann in Regionen mit geringer materieller und finanzieller
Ausstattung eingesetzt werden. Sie bietet sich vor allem dort an, wo es keine
kommerziellen Sequenzierungsangebote gibt. Da mittlerweile die Weiterentwicklung der
Methoden eine Sequenzierung innerhalb von wenigen Stunden ermoglichen, relativiert
sich die zeitliche Einsparung durch einen Macroarray. In diesem Punkt wlrde eine
Weiterentwicklung des Tests auf die Ebene eines Microarrays eine Kommerzialisier-
barkeit und Beschleunigung mit sich bringen. Allerdings sind Macroarrays im Vergleich zu
Microarrays sensitiver, da sie auf Grund ihres Aufbaus eine groRBere Menge an Oligos pro
Spot aufweisen (Cho and Tiedje, 2002). Weitere Vorteile der Methode zeigen sich
gegenlber der Bestimmung durch den Einsatz spezifischer Primer in der PCR. Hierflr ist
eine vorherige Eingrenzung der Holzarten notwendig, um eine Auswahl der
einzusetzenden spezifischen Primer zu ermaoglichen. Auch im Einsatz einer Multiplex PCR
mit mehreren Primerkombinationen ist die Anzahl der Holzarten begrenzter. In der
Macroarray-Methode hingegen kdnnen alle Holzarten, fur die Oligos auf der Membran
vorhanden sind, ohne eine vorherige Vermutung der Holzart oder -gattung bestimmt
werden. Theoretisch kann durch die Array-Technologie auf eine unbegrenzte Anzahl an
Holzarten gleichzeitig getestet werden (Lievens and Thomma, 2005 b). Eine Begrenzung
findet nur durch die GroRe der Membran und die Anzahl der vorhandenen Oligos statt.
Weiterhin kénnen mehrere Holzarten in Mischprodukten identifiziert werden. Auch die
in dem angewandten Protokoll verwendeten Chemikalien sind unbedenklich, besonders
im Vergleich mit radioaktiven Markierungsmethoden in anderen Macroarray-Protokollen
(Stocker and Schlumberger, 2019).

Der Macroarray soll jedoch nicht als vollstandiger Ersatz zur Mikroskopie oder
herkdmmlicher genetischer Methoden verstanden werden, sondern das Repertoire der
Bestimmungsmethoden erweitern. Der in dieser Arbeit entwickelte Macroarray eignet

sich vor allem fir die Fragestellung: Steht das vorliegende Holz unter CITES-Schutz oder
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handelt es sich um ein Austauschholz und wenn ja, um welches? Ist die Deklarierung
richtig? Je nach Veranderung der Fragestellung kann der Macroarray durch das
Aufbringen verschiedener Oligos angepasst werden. Wenn beispielweise die
Herkunftsregion des Holzes von Interesse ist, konnen die Sonden durch Oligos aus
anderen Barcode-Regionen erstellt werden. Fir solche Zwecke miussen allerdings
dementsprechende Datenbanken vorhanden sein bzw. aufgebaut werden.

Fir alle genetischen Methoden bleibt das anfangliche Vorgehen gleich. Zuerst wird die
DNA aus der vorliegenden Probe isoliert und anschliefend die gewiinschte Barcode-
Region amplifiziert. Ist dies nicht moglich, weil die Inhaltsstoffe, die Behandlungen des
Holzes oder das Alter eine Extraktion behindern, so ist nur eine Bestimmung Uber die

anatomischen Strukturmerkmale moglich.

5.9 Ausblick

Der hier entwickelte Macroarray-Test zur Identifizierung von CITES-HOlzern und ihren
Substituten ist ein weiterer Schritt zu einem praktikablen Werkzeug fir die Kontrolle des
Holzhandels. Um den Test in der Praxis anwenden zu kdnnen, sollte eine umfangreichere
Methodenvalidierung mit Blindproben aus dem Holzhandel durchgefihrt werden.
Folgende Faktoren missen dabei bericksichtigt werden: Spezifitdt, Empfindlichkeit,
Reproduzierbarkeit, Genauigkeit der Ergebnisse, Zuverlassigkeit des Nachweises (Lievens
and Thomma, 2005 b). Die Proben sollten aus verschiedenen geografischen Regionen
stammen. Somit kann eine stichhaltige juristische Verwendung sichergestellt werden.
Weiterhin muss fir die Anwendung die Kompatibilitdt des Sonden Musters geklart sein.
Der hier erarbeitete Test ist fur die Identifizierung von 47 handelsrelevanten, tropischen
Holzarten entwickelt wurden. Fir Fragen der Legalitat, die Uber eine Artbestimmung
hinausgehen, missten Sonden aus geeigneten Barcode-Regionen designt werden. Das ist
beispielsweise wichtig, wenn die genaue geografische Herkunft des Holzes von Interesse
ist, die Ruckschlisse auf das Herkunftsland (CITES Appendix IlI) zuldsst. Diese
Fragestellung ist von besonderer Bedeutung, da die EU auch individuelle, regionale
Einfuhrverbote fir CITES-HOlzer erlassen hat, z.B. Guibourtia demeusei aus Kamerun oder
Pterocarpus erinaceus aus Nigeria (BfN, 2022). Fur geografische Rickschlisse steht
immer der Aufbau von Referenzdatenbanken an erster Stelle. Eine Kombination

mehrerer Barcode-Regionen wirde somit eine Ausweitung der Fragestellung
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ermoglichen. Die Einbeziehung von cpDNA Markern in den Test ist die Voraussetzung fir
einen Herkunftsnachweis.

Der Test ermoglicht durch seine sehr geringen Investitionskosten eine Anwendung in
Herkunftslandern mit einfacher Labor- und geringer finanzieller Ausstattung. So ist auch
ein Aufbau von und die Durchflihrung in mobilen Laboren im Feld vorstellbar.

Ein Ausbau des Tests fir weitere Holzarten, die mit Blick auf den kommerziellen
Holzhandel ebenfalls von starker Ubernutzung und illegalem Handel betroffen sind, wird
vorgeschlagen. Beispielsweise ist die die Gattung Dalbergia (Palisanderholzer) von hoher
Relevanz. Alle Arten dieser Gattung stehen unter CITES-Schutz (Appendix Il, D. nigra
Appendix 1). Eine Unterscheidung der verschiedenen Arten ist sehr schwierig und

holzanatomisch nur mit sehr viel Erfahrung moglich.
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7 Anhang

Anhang 1 DNeasy® Plant Mini (Qiagen) Extraktionsprotokoll

Vorgehensweise Hinweise
Einwaage von 50 mg Holzmehl je Probe in 2 ml Eppendorf-

Tubes

Zugabe von 600 pl AP1 Puffer, vortexen, 10 min bei 65 °C Zelllyse

im Thermoblock
Zugabe von 200 pl P3 Puffer, vortexen, 5 min bei -20 °C im Ausféllen von Proteinen

Gefrierschrank herunterkihlen und Zuckern
Zentrifugation fir 5 min bei 13.000 rpm

Uberfiihrung auf QiaSchredder-Saule, Zentrifugation fur 2 Entfernung von
min bei 13.000 rpm Zelltrimmern
500 pl Uberstand in 2 ml Eppendorf-Tube Gberfiihren

Zugabe von 750 pl AW1 Puffer (mit Ethanol), sehr vorsichtig DNA-Fallung
mischen

650 ul der DNA-Losung auf DNeasyMiniSpin-Saule geben, Bindung der DNA an die
Zentrifugation fir 1 min bei 8.000 rpm Saule

Filtrat verwerfen, restliche DNA-Losung auf die Sdule geben,

Zentrifugation fir 1 min bei 8.000 rpm

Filtrat verwerfen, Zugabe von 500 pl AW2 Puffer, Zentri- Waschen der DNA
fugation flr 30 sek bei 8.000 rpm

Wiederholung Schritt 10

Filtrat verwerfen, Saule fir 1 min bei 13.000 rpm trocken

zentrifugieren

Saule auf neues 1,5 ml Eppendorf-Tube setzen, 30 — 50 pl

AE auf die Mitte der Saule geben, Inkubation flir 5 min bei

Raumtemperatur

Zentrifugation fir 1 min bei 10.000 rpm, erstes Eluat Losen der DNA von der
entsteht Sdule

Wiederholung Schritt 13 und 14, zweites Eluat entsteht
Eluate bei 4 °C aufbewahren
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Anhang 2 DNeasy® mericon™ Food Kit (Qiagen) Extraktionsprotokoll

Vorgehensweise Hinweise
Einwaage von 200 mg Holzmehl je Probe in 2 ml Eppendorf-

Tubes

Zugabe von 1,5 ml Food Lysis Puffer und 2,5 ul Proteinase K Zelllyse

Solution, vortexen, 30 min bei 60 °C und 1.000 rpm im
Thermoschittler inkubieren
5 min bei -20 °C im Gefrierschrank herunterkthlen

Zentrifugation fir 5 min bei 10.000 rpm

700 pl Uberstand und 500 pl Chloroform in einem neuen
Eppendorf-Tube mit Pipette mischen (Unterm Abzug!)

Zentrifugation fir 15 min bei 17.000 rpm Separierung der Phasen
1 ml PB Puffer und 250 ul obere, wassrige Phase vorsichtig DNA-Fallung
in neuem Eppendorf-Tube mischen

600 pl Losung auf QIAquickSpin-Saule geben, Zentri- Bindung der DNA
fugation fir 1 min bei 17.000 rpm an Saulenmembran

Filtrat verwerfen, restliche Losung auf Sdule geben,

Zentrifugation fir 1 min bei 17.000 rpm

Filtrat verwerfen, Zugabe von 500 pl AW2 Puffer, Waschen der DNA
Zentrifugation fir 1 min bei 17.000 rpm

Filtrat verwerfen, Saule fir 1 min bei 17.000 rpm trocken

zentrifugieren

Saule auf neues 1,5 ml Eppendorf-Tube setzen, 100 ul EB Losen der DNA von
auf die Mitte der Saule geben, Inkubation fir 1 min bei Bindungsmembran
Raumtemperatur

Zentrifugation fir 1 min bei 17.000 rpm, erstes Eluat

entsteht

Wiederholung Schritt 12 und 13, zweites Eluat entsteht
Eluate bei 4 °C aufbewahren
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Anhang 3 QlAquick® PCR Purification Kit (Qiagen) Aufreinigungsprotokoll

Vorgehensweise
PCR-Produkt + 5-faches Volumen PB zusammenmischen
Probe auf QlAquick-Saule geben

Zentrifugation fir 30 sec. bei 8.000 rpm

Probe erneut auf QlAquick-Saule geben

Zentrifugation fir 30 sec. bei 8.000 rpm

Filtrat verwerfen
600 pl PE mit Ethanol dazugeben
Zentrifugation fir 30 sec. bei 8.000 rpm

Filtrat verwerfen
Zweiter Waschschritt mit 600 pl PE
Zentrifugation fir 30 sec. bei 8.000 rpm

Filtrat verwerfen

Trockenzentrifugieren fir 1 min bei 13.000 rpm

Saule auf neues 1,5 ml Eppendorf-Tube setzen

Zugabe von 30 ul EB

Inkubation fir 2 min bei Raumtemperatur

Zentrifugation fir 1 min bei 10.000 rpm

Eluate bei 4 °C aufbewahren

XXVII



Anhang

7'6€ L'ty 8T 8L G‘s9 D11971022090999010 ¢ yT9sIsusueIng)
SUON  BUON 0z  00F 0Cs D1OVOIVVYVYYIILYVOWYLID T 99zsisusueing)
19 8UON 8T  C'TL €19 9929)10022J10101VD T ggTsisusueng)
1'6¢ SvS 8T  ¢'€8 6°89 099)19099)019099VD T y/sisusueing) sisuaupbinb pdpin)
SUON  BUON 8T  T'T9 8'6S 1290VIOVOVOVOIVYDD T geTedele)
S'6 L'YS 0Tt S'S TS DY 9I9OVVOVYVOVIVLIDLIVOD T TA3J edese)
SL 0'vv 0z 009 T'1T9 1D101V9D11DVOVODID9D T ¢Joy edesed
S'6 L'vS T 9Ly ¥'6STLS DOLVVYOVVIOADLLIDIIDIOD T zJoj edie)
€61 9'sy 0z 0SS 009 JOLVYOILVYOLODIOVYDID T TJ04 edeted ‘dds ndpin)
9, 579 6T  ¥'89 79 J109)999011009119VD ¢ 6791uoseyews
SUON  BUON 6T  T'€9 179 JLVVOVYOOVYIIDIOIDD T TgTIUOSRYRWS
SUON  BUON /T 90L S‘19 J9IDIVOIVYOVIOVID T ZTiuogeyews
. . , , , 0y DOVOVOILOIIIOIVYD ¢ TASJ xejuodeyep
o1 gty 0L 90c 09 O119)9990V9D1010D) T A3 xeyuodeyeln
SUON  BUON 0T  0°0S L'LS JVOIVYVYOLOVYVYOIIVOD T 104 luogeyen
SUON  6EE 6T 975 v'LS JDIOVVYOOVOIVYYILYYD T €40} juodeyeN
suon  suoN 08T TT9 cac Oy 9O09I9OLIDILIDIIVD T gJojxeyuodeyep
DLVVOVYDOVYIDDIODD T TJ0jxeyuodeyeln Jjuoboyow pIUIIMS
1°9¢ 9’99 8T  ¢'e8 S99 J0221992000V99901D T ZTTe|Aydosoews
SUON  £0F 8T  £'99 L'T9 JDIVOIVVYOVIOOIVYID T oteliAydosoews
g0s  ouoN 04T  z'gg 589 0y J19999999v29I9I99 ¢ TA2J e|jAydosoely
D29292912022000VO ¢ ZASJ XeIWNYORIN
€01 6'SE €T T'6E 995 D1OVOIVYVYVYLIOVYYVYYOILYOD T €404 e||Aydotoe ojjAydosopw pluIBIMS
suoN  g6E 0Tz TS - 0y 920VOOIDIOOLIDILLLIIVY T 404 ejjAydouoey pun
L1YVYVYVYOOVYIIOI9II199D T TJ0J XeWnyoe | sijiwny pjuddIMs
Jowng uidiey [dq]  [%]  [D.] wl (€<--,G Jawlid Sl aweN 0310 Uy
y8ual 2o

U14eyosuasi3 a4yl pun UapUOS J919PUIMISA Sunisiiny v Sueyuy

XXIX



Anhang

SUON  ¥'9¢ 8T  8'/L 589 292290091151090v09 T /6Te1RIPaD]
QUON  BUON  0Z 0SS €09 199999y911091911V919 T Gge1elpaT D}DIP3D PID|AIT
UON  ¥T¥ 8T  L'99 L'T9 VO9D1D10999191091D ¢ 979SISUBIONY
81T ‘59 6T '8 6TL D999)9119299909001) ¢ GOHSISUBIONLY
S‘Sy €S 6T  ¥'89 T°€9 D10929)OVOVOODIVYLD T Z8TSISUBIOADY
SUON TS 0z 099 979 JLVYVYOIIIVOOODLIHODOYD T 90TSISUSJOALY sisuaion; bAobyy
6'ST  ®UON 0T 0S¢ S‘6Y DVVVYVIDLVVYLIODIYODLLD T cpzehdeyy
6'ST  SUON Q7T S'st 6/S DY 9IOOVVOVVYOILYOIVLIVOVL T TA24 eAeyy
SUON  BUON  0Z  0°0S T°LS DOVOVOOOIVVYILYVYYOD T €104 eAeyy
6'ST  SUON ww 60v 8'SS VVYIOLVVIODLVOILIDLIDDD T 7104 eAeyy
UON  €£'e¥ ¢ WAS 879 JOVIOLIVOIIVOLODIOWYD T TJoj eAeyy "dds pAoyy
1C¢ 4 8T T'tL ¥'€9 99292J1DD09L1DDI1ID T 9893113
1C 9Ly 0z 009 019 9OOOHVYOIVIVIOLLYOLIOVD T €€9(1In3 313 bwbpiydoipubiu3g
SUON  §'8¢ 12 9Ly 795 DLVOD1DIDVVOOVYVYOOLLD ¢ 9/5WnoLIpui|Ad3
SUON  dUON 61 V'LV §‘sS OOVVVYVIILOLIYVYOOVYYDD T y9zwnoLIpul|Ad3
UON  £9¢ 09T  §'/8 L'S9 09)1922292020019 T £8uwndlIpuljAd3
0TZ  dUON 00 0'SS 685 DY J19D1VOIIVIIVYIILLLD T TA24 [Ad 3u3
SUON  3UON T 60v 58S VYVVYIOLOLVYOIVYODDLOLL T 7 104 |Ad 3 wnoupuliA> bwbpiydoipubiul
UON  0'6¥ 0z 00§ 095 DLVOD1DDIVVVOVVYYOYDD ¢ L/S3sud|odues
UON  Z'ov 0cz 099 L'€9 DDOVVYOIVYIVYODOIOOYD T GETasuajo8uey
€ L'€E LT G‘9/ €79 D10121920909V999) T (7) 7o} 08ue ju3
UON 6tV 8T  L'99 L'T9 52992IIIVVOIVYIVYD T TJojo3ue U3 asuajobup pwbpiydoipupiug
g‘ce 609 08T £'99 g9 DY OVOIOIIOVIIOODLILY ¢ TASJ 0JpueIu3 ‘dds pwbpiydoipupiug
'y TV 6T  ¥'89 8'¢€9 D11921022090919191) ¢ 609e4320.4d)
SUON  BUON 0Tz  00L L'S9 VOI9919I0D10000101VD T TZTRI2204d)
SUON  3UON LT 59/ L79 J1921Y99I99999190 T 0Gets204d) 042204d DADID)
LTE 8CL 8T €'es 0'69 929990119)10220909 ¢ 7G9sisuaueind)
Jawig uidiley [dq]  [%]  [2.] wl \€<--,G Jawld Sl aweN 031|0 Uy
ydus1 29

XXX



Anhang

SUON €8¢ 0t 0L L'S9 DVOD1D92DD1920L190VD T Tiepunoijes) ppunoyijps biajipdo)
UON  BuoN QT  T'T9 WA DJOLVVYOOIVOVOLIIVD T TOTSISUBUO3|D SISuUau0a| bi34noging
SUON  BUON 0T  0°0S SLS DOIVIIIIVIVYVYOLILIOL T EIRED) 31ya piuNogINo
SUON  8‘Sg 8T 00§ T'€S DODIIVVIVVYVYLIOVIOVD ¢ 679eueIp|OUIED
€0¢ ®UON 0Tz 009 819 DD29)90OVIOVOLILYVYYD T 6TCeueIpjoUIED
SUON  6'GY 6T  6°/S 885 9OIVIIIIVVOVYOILLLD T 6/eueIp|OUIED DUDIP|OUID DIIINOGIND
0TZ ®UON 0T 099 €v9 99IHIIIOVOVYIVYYOILD ¢ 6/GIUURWSS31D
0'1¢ 8CS 6T  9CS T°LS VOVVOOILVOIVVYOOVLIDD T GZTUURWSSa1D /IUUDWISS3] DI14NOQIND
67 S‘Sy 0z 0oL 9'G9 OVIIIO9DIIIOIVYOILYD ¢ pr9euelulds|ado
SUON  BUON 0T 099 ‘59 VODIIIIOIVOIVYIVIVILD ¢ Z8peueluds|ado
SUON  BUON 8T  ¥'vb v'Es VVYVIODIVVIODLIVYOD T  Tggeueluuds|edo puplulbajjad p13anoging
L'6 0'LE 0z 009 v'€9 J1D9091D911VIVYOIVID ¢ GE9lasnawapo
0'ST  ®UON 0Tz 009 0°€9 OOVVVIIVVYVYIVOIOOIOVD T SEPENIEINEsl))
SUON  BUON 8T  ¥'v¥ L'0S DVIODIODLIVLIVIVIVD T 9g1asnawapo 19snawap p134Nogino
69 9Ly 6T  C'€9 €79 999)OIVIVIOLYVYOLOVD T yeelel|in] D3DJ12 DUOO
9°0¢ ralo) 9T  0'SL 979 V229299 100919VD) T 0/euoo] 'dds buooy
6'ST 6°9¢ 6T  T'€9 v'79 JOVVIIOOLIVOIOIVIVID T 7404 B1RIOPO PAD D}0JOPO D[21P3D
7'se  ®uoN /T G9/ 9'%9 JDOYVYOOOOIOIOIVD T T404 sljissly pad sljisstf bja1pad
L'0€ 559 8T  8'/L L'99 JOV99IHIIID9I9ILID ¢ £SGeljoysndue)
1CT 107 6T L€l 999 Dy OVYDHIDIODOVOOIVIVYOID ¢ vy Seljogasnsued pijofizsnbup pjapa)
S8 1°9% LT L'%9 165 9IVIOIVVYOLODIIVYD T 62e[24paD 'dds pjapa)
6'S 9UON  0CZ 00§ 895 OVOILD1IDOVYIVYYOLLD ¢ 9/52deN130%S
€9 W4 0c 0'sL 9'99 D999I1IDJLD99ILIOVLD T GGadefa0ys adp[190) wnalopuns
€'e SUON 0T  0'SS 519 VYVOVIOOOIOOOLIOLIVD ¢ LSpluosdwoyn
6°C¢ €'6¢ 0z 099 9'%9 19V91090109VY9I10901D T y9luosdwoyi
SUON /'€ 0z  0'SS 8'6S 199999VY91VIOIVLIVOLD T Geluosdwoyy] Jiuosdwoyy pap|da]
UON  BUON 0T  0°0S €65 VYVVYOIODOIVOLLIOIOVD ¢ 6S5e1RIPaD]
Jowng uidiey [dq]  [%]  [D.] wl (€<--,G Jawlid Sl aweN 0310 Uy
ydual 2o

XXXI



Anhang

6°LT WA 0t 0S L'6S LVOVIOVVYIIOLIIVYLIOOY T Tsiwiogiunidg siwJofiunid pjjauoq
SUON  dUON 12 TS 569 D99D1JJ1OVOLIVVYYYIILD ¢ zoswnuisedlegT
19 3UON 0T 09 7279 9911999010191 110VID ¢ €8pwnuisedlegT winJIspaIj0 Wnwisolg
QUON  BUON 0T 0S 6°LS 1OVOVYODILVIOLIDVOOLID ¢ £GGelIedIX0lY
SUON  BUON 0T 0S €69 VI9DOIVOVOIVVIVYYVYYD T 6 TelIeIIX01Y DIID2IXO] SIIDIIUY
SUON  BUON 0T g9 ¥'79 HOVOOOIOVOLLYOOVOILD ¢ g0pIauooqy 1au00q DIUO]S|Y
68T dUON 0T 09 709 JDVOIVILOIVOOVOOVILLD ¢ T8eIUOIS|Y ‘dds pjuois)y
QUON  BUON 0T 0S €89 1VVOVOLI99IDIOIOVIID ¢ zzysniAisAuog
SUON  BUON 0T ST v'9v IDVVOVIVOLLIVVYVYVYIVYYD T LETSNIAIsAuoD
SUON  BUON 0T 09 €19 J9911999119919VDILYD T gysnjAisAuon snupoupbq snjA3sAuo
Ty 719 6T  9'CS 985 DY JDVIOLYVOIVVYIOLLIOIVD ¢ TASJ Ulwey
S'LT L'VE 17 TLS 609 DVIVIIDILDLLOIVYOVIVD T TJ04 Ulwey ‘dds snjifsAuoo
L'9C  ®UON 0T 0S 65 V1VV1IDD9D99DIILIVVILY ¢ T0G!IXNeAosd 1xnoAos sndin204ald
70T v'6¢ 3T €'es 7’89 922919922200910V9DD ¢ T/sndiedoloewd snd.ip20420uW Sndip20.43ld
8'T¢ 9'9% 0c 009 979 DDODLVOILYIODOIVYIVYD ¢ L6GSN2Ipuld
QUON  BUON  0Z 0SS 19 DDDDLVVIIIIOLLIODIVYY ¢ L8%Snalpuld Snalpul sNAipI0Jald
4’ LTy 8T  8'/L 89 192122999091909vV9) T geoseWIpUld  0J00W “d/SNlpul SNAipI0J3ld
6CC 9% 8T 'tL 79 J9D1VOIIVIOOIOVOLD ¢ 789snuijeluesd
SUON  BUON  0Z 009 ¥'19 DDDDLVVIIIIOLLIODIVYD ¢ /8psnuieiuesd
6'S 8TV 8T  8'/L 999 92100999)919091910 T zGsnuljeluesq snulipIuDS Sndip2043ald
SUON  SUON 8T  L'99 119 JOVOLLDODIODIOOVIVO ¢ GT9snadeULIRd $Na2pulIa sNdin20431d
SUON /L€ 8T  v'vv 86V V1IOVIOVIODLIVODI1D T 76¢|1480JN00H
'8 3UON  0Z 0SS 079  D¥ 9D1DOVOVVIVYVYOIIOOLY ¢ TASJ 0Jn0d WAH
8'6¢ v'ES 2z 00S 0'8S OIV1IDOIVIOVIOVIOILIVDD T 7404 g4nod WAH
SUON  dUON 6T  9'CS 78S 1VOIOLVYOVIVYOOYYIDD T TJ404 g4nod WAH [140G4n00 DaLUSWAH
19 SUON 3T 119 909 LV99I9D1II9LIVIOVD ¢ 65GePUNOYIESD
19 v'St 8T  L'99 909 DVOOODILVIIOOLIYODD T €6epunoijes)
Jawig uldiiey  [dq] (%]  [D.]wl ,€<--,G Jawld Sl aweN 03|10 uy
ydus1 29

XXXII



Anhang

UON  6'ZF 06T  ¥'89 ¥'S9 529IIIVOIVVYOVIOOVIY T yTwnoueso
. , , , , 0y 10D11V99D1190011000 T TA3J 10Ues eng
S61 o8y 00c 009 € J99OVVYOOIVYOIILVYVYOOY T TJ0J 10UeS eNY Wn3ouDS WnIpIOND
0y 3UON 6T  TCP S8 DY 10DLIVODLLIODLLID1D T C/T3JeunIyoD
% 3UoN 8T  68¢ 605 DY 1DD11VOOLII9DIIIDL T T/T3[euIy0D
3UON  9Sy 0Z 0SS 865 JVVIOODIDIOVOIVYYYDD T 60¢C3[eUII440D
€e 9'sg 0Z 099 L'€9 DY 121901999VV292001010 ¢ TA3J 1DIYjo BN
SUON  BUON  0C  0°0S 565 D9)DOVOVVYVYOIVYVYIOLYY T TJ04 1d1jj0 BN ajpuidiffo wnapon9
L0T S'LE 6T  ¥'Lv 8¢S DY 1DDLIVOOVLIIODLLIDDD T TLT133N029
3UON  99¥ 6T  ¥'89 569 929IIIVOIVVYOVIOOILY T €T1493n02D 1423]n02 WnopivN9
L9 S'0¢ 6T  6LS 809 DY JOVVII99DLIIDI9IIIV ¢ TA3J wnoeleng
SUON 699 8T 199 569 1122209V909VOVOI0Y T TJ04 Wnoejeno ‘dds wnooipno
SUON  BUON Q7 0€ 1'6Y 1OVVYVIVVIVOIOOVYDLLD T 6Tzequadns] 0gJadns pijoUILIIS
SUON  BUON Q7 1 7'6¥ ODVVVIDLOVVYVIVILVIVD T ¥ TTSISUBIOAIL
SUON  BUON Q7 59 779 1D1V99IVVYOIOVIIIIIVD T TTTSISUSIOAIL SISUSIOA] DIDUIWIS |
SUON  BUON Q7 SS WA JVODLVOVLIDO9D991D11D ¢ TAJ equil]
€C 5‘g¢ 8T  T'19 8°LS JD1DV.I99VVYIIDIOWYD T 7404 eQUIIT dds pjjouiwia |
86¢  9UON  0¢ SS 709 OVOVODLLLLIODODVYOVDD T 9zediedoioeud 0di020420W D106AIA1H
SUON  BUON Q7 0S v'LS D190VIOVOVVYOVYIOVVYYD T G/Tisenbagd 117420nb3aq P}0bAISIH
UON  BUON 6T  7'€9 665 DY OVDIIOVYODOVOIVOVYD T TA3J 010
3UON  €T¥ 0]4 St 6'7S JOVOOVYVYYVYYOVYYYOIL1DD T 7404 030 ‘dds p10bAua14
SUON  BUON Q7 0S 585 1VVOL1919100VVOIOLIIVD T TZequepedN DQUIDPDI DIYIIDWD[OIN
€t 9¢ 0C 0L £'99 29)DOIVVIIIVOILYOIVD ¢ 635e1edoor
6'6C gey 0]4 59 7's9 19VIOVODIOILDIIIDIYDD ¢ oTGeledoor
SUON  BUON Q7 St 9'sg DODLVIVIDLIVILIVVYIOOY T gzeledoor DIDd0d DPULIDIDS
UON  6/E 0z 09 7’79 JVVYOIVOIOOIDIILOVOLY ¢ zrSsiwdogunidg
3UON  TpE 0]4 0S 1.8 O1DVIIOVIOVLIOIVIOVL T gesiwlogunidg
Jowng uiditey [dg]  [%]  [D.] WL €<—,G Jowlid Sl aweN 03110 uy
ydual 29

XXXII



Anhang

€e SUON 0z 099 0's9 J9291920J100991VVYYD T 8EpSnylueolpuey
SUON  3UON oc  oov S‘eg VVLIVOLOLVYYOLIDID1I9DD T TTZSnyiueospuey
SUON  3UON 0c  0'st g‘sg JDOVYOIVVILOVVYYYOOVYYD T ZpISnyiueolpuey
1L 09t 0z 009 T°€9 OD1VIOLOIVOLIOIIOOIIY T TAJ d|
'y SUON 0t 0'st L'8S VYILOVVYYVYOOVYIDOIOLY T 740} ad| "dds snyjupoipunH
88 dUON 0z  0'SS 029 VOVIOIOILOIVYDLIOIVID T L0T131poID 121p0J WNip4p2040jYD)
SUON  BUON 0z 099 0'v9 JOVYVYOIVIIILOVIIVYOID T TTWwnipJed0o|yd ‘dds wnippoo.iojyn
9‘GT  SUON 8T  00S 7'es 9999IIVVVLLIOLIOVD T yeealogled
SUON  T'/9 6T 7'e9 809 Y V11D1D1012229201090 ¢ TA3J eIsau|ng
SUON  8/Y 6T 9CS 895 VOOILVYVIIILYVYOOVYDD T 7404 eISauINg 0310qJD DAIDPI0.193]d
Jawig uidiey [dg]  [%] @ [D.Jwl ,€<--,G Jawld Sl aweN o310 uy
Yydua1 Do

XXXIV



Anhang

Yy e 69
uw STeT SZIv awuwns
J3SSEAN "1S9p 1Y U3|eYds0104 |W 005 |W 009 T 0T us|nds/usyasem
J9SSEAN "1S9p + JOxI4 depoy 14 us|eydsolod | W TeE +|W 60T | |WT6E +|W 60T € S 8unJaixi4
J9SSEMN "1S9p 1Y ua|eydsolo4 W 00S |W 00S T T usydsem
13SSBAN "159p + 12d0|aAs( yepoy 1Y Ua|eyasolod | |W TEE +|W 60T | W TIEE+|W 60T | ST ST gunppimug
UBIQUWBIA Jne wiijuadiuoy 14 21139558y |1UNQ o€ o€ Suniyoiaquiipuadiugy
aljo4n|y MW 1dd3 Ul JeIs-dad + da BIVAS usjosuoneqmiul | g’ + M oge Mg'e+mose S S 1B1S-ddD HW uoiegniul
dd 14| ST | 6 49[1NY3S Jne 9|eyss W 0S [CERSI) oT 0T uoia1ed
Il dMH 4] ST | 6 J9[1NYDS Jne 5|eydS W 0S WSS S 0T € Usyosem
Il dMH 4] ST | 6 J9[1NYDS Jne S|eydS W 0S WSS S 0T ¢ UsYaosep
Il dMH 4] ST | 6 J9[1NYDS Jne S|eydS W 0S WSS S 0T T USYdsem
dV-91Q-1UY + XZ ¥g ST | 6 Jsmnyds jne sjeyds | M T + WG MTT+WSS | ST | 0z | 49dioynuy Hw uaxdo|g
XT ¥4 4] ST | 6 J9[1NYDS Jne 5|eydS WSS WSS S ST us>20|g sa1lamz
Il dMH 4] ST | 6 J9[1NYDS Jne 5|eydS W 0S |W SgS S S Usydsem
| dMH | 2.85/2.59| 6 | 9 U9J0'gAH W1 agnjuodleq |W Oy W oy oT 0¢ ¢ Uayasem
| MdH | 2.85/2.59| 6 9 U940°gAH Wi agnjuod|e4 W oY W ot 0T 0c T Usydsep
9904d aMa1NeUSpP + dH | 2.85/2.59| 6 | 9 USJ0'qAH Wi agnuodjed | |W '€ + |W g€ |W p°E + W 9¢g o€ 0cT gunJa|sipligAH
dH + PNpold-Ydd }29el-91a 2,66 Janyosowayl, wriddy | jw e + M e W y'e+My'e 8 01 dunJaunieuspuagold
Jagnds3unJsisiplagAyedd 2.85| 6 9 U940°gAH Wi agnjuod|e4 W oY W ot ST 09 3unJaisiplgAyedd
JSSX¢ 14| ST | 6 49[1NY3S Jne 9|eyss [CERSYA WSS S ST Usyasem
| J94nd 8upypolg 14 ST | 6 J9[1NYDS Jne 5|eyds WSS WSS ST ST us20|g so1s43
4913019 BINIA + UBIQUISIA 14 yasiels ajeyds Mo Mzo ST o€ uelquia Jap uanods
|ela1e|\ pun 8unsgn ‘dwa] | [wdd] uoip|eay J3p WO uswin|oA [ulw] 1197 Sue8ion

S||030304d-Ar4sROIDR|A SOp USdunuaIwidO G Sueyuy

XXXV



Eidesstattliche Erklarung

Hiermit erkldre ich an Eides statt, dass die vorliegende Dissertationsschrift von mir
selbstandig verfasst wurde und ich keine anderen als die angegebenen Hilfsmittel benutzt

habe.

Ort, Datum Unterschrift



