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Anwenderfreundliche DNA-Marker zur Herkunftsidentifizierung von 

Eichenholz  
 

HILKE SCHROEDER, BERND DEGEN, BIRGIT KERSTEN 

Thünen-Institut für Forstgenetik, Großhansdorf  

 

 

Zusammenfassung 

Der illegale Holzhandel ist ein weltweit schwerwiegendes Problem, von dem auch in den gemäßigten 
Breiten diverse Baumarten stark betroffen sind. So ist z.B. das sehr wertvolle Holzsortiment der 
Weißeiche (Gattung Quercus, Sektion Quercus) stark vom illegalen Handel betroffen. Neben anderen 
Einrichtungen berichtet die EIA (environmental investigation agency, http://eia-global.org/news-
media/liquidating-the-forests) über einen alarmierenden Anstieg illegalen Holzeinschlags von 
wertvollen Laubhölzern insbesondere im Fernen Osten. Global agierende Holzhandelsunternehmen 
sind aufgrund des American Lacey Act und des europäischen FLEGT Aktionsplans verpflichtet, die 
botanische Art und Herkunft der gehandelten Hölzer zu deklarieren. Daher wuchs spätestens mit 
dem Inkrafttreten der EU-Holzhandelsverordnung im März 2013 die Nachfrage nach Methoden zum 
Art- und Herkunftsnachweis. Wenn hier optische Verfahren an ihre Grenzen stoßen, sind genetische 
Marker eine fälschungssichere Methode, um diese Lücke zu schließen. Zur Identifizierung genetischer 
Unterschiede von Weißeichen verschiedener Art und Herkunft wurden Sequenziermethoden der 
neuen Generation angewandt. Auf der Grundlage verschiedener DNA Polymorphismen in der 
plastidären DNA haben wir zunächst ein Markerset entwickelt, mit dessen Hilfe der kontinentale 
Ursprung von Eichenholz geklärt werden kann. Für die Anwendbarkeit des Markersets ist keine 
hochmoderne Ausstattung notwendig, so dass in jedem Labor diese Tests durchgeführt werden 
können. Des Weiteren haben wir ein Set von Markern zusammengestellt, um den Ursprung von 
eingeschlagenem Holz der CITES-geschützten Mongolischen Eiche (Quercus mongolica) im Fernen 
Osten eingrenzen zu können. 

Schlüsselwörter: illegaler Holzeinschlag, Quercus, molekulare Marker, Chloroplasten-DNA, 
Herkunftsidentifizierung 

 

Abstract  

User-friendly DNA-marker to identify the origin of oak timber  

Trading of illegally logged timber is worldwide a serious problem concerning also several tree species 
in temperate latitudes. Particularly, the very valuable timber assortment of the section white oak 
(genus Quercus, section Quercus) is affected. Besides other agencies the EIA (environmental 
investigation agency, http://eia-global.org/news-media/liquidating-the-forests) reported an alarming 
increase of illegal logging of valuable deciduous wood, especially in the Far East. Globally acting 
timber trading companies are obliged to declare botanical species and geographic origin of the 
traded timber because of the American Lacey Act and the FLEGT action plan. Hence, at latest with 
the entry into force of the EU timber regulation in March 2013, the demand for reliable methods for 
precise species and origin verification increased. Wood-anatomical methods do not work for species 
identification and least at all for the identification of wood origin in white oaks. Thus, molecular 
markers are the methods of choice for such a task. Next Generation Sequencing (NGS) methods have 
been applied to identify molecular polymorphisms between different oak species from different 

http://eia-global.org/news-media/liquidating-the-forests
http://eia-global.org/news-media/liquidating-the-forests
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geographic origins. Based on these plastid DNA polymorphisms, first of all we developed a marker set 
to declare the continental origin of oak timber. This marker set can easily be used without need of 
highly modern equipment, thus, it can be applied in every laboratory. Furthermore, we put together 
a set of markers to narrow down the origin of logged timber of the CITES protected Mongolian oak 
(Quercus mongolica) in the Far East. 

Key words: illegal logging, Quercus, molecular marker, chloroplast DNA, identification of origin  

 

Einleitung  

Der illegale Holzhandel ist ein weltweit schwerwiegendes Problem. In den letzten Jahren richtete sich 
die Aufmerksamkeit meist auf tropische Regionen, obwohl auch in den gemäßigten Breiten diverse 
Baumarten stark betroffen sind. Dazu zählt insbesondere das Holzsortiment  der Weißeiche (Gattung 
Quercus, Sektion Quercus). Deren Hölzer gehören aufgrund ihrer physikalischen Eigenschaften zu den 
wertvollsten ihrer Gattung und nehmen deshalb in Europa und den USA einen hohen Marktanteil ein. 
Die wichtigsten Handelshölzer dieses Sortiments sind zwei in Europa heimische Eichen, die Stiel- und 
Trauben-Eiche (Q. robur, Q. petraea), die in Ost-Asien beheimatete Mongolische Eiche (Q. mongolica) 
sowie einige in Nordamerika vorkommende Arten (v.a. Q. alba, Q. bicolor, Q. macrocarpa, Q. 
muehlenbergii).  

Verschiedene Umweltorganisationen berichten, dass der illegale Einschlag wertvoller Laubhölzer, vor 
allem im Fernen Osten, bedenklich angestiegen ist. So beträgt der Anteil illegalen Holzeinschlags am 
weltweiten Handel z.B. in Russland 22 % (Internetquelle 1, 2, DIETER ET AL. 2012). Vergleichende 
Analysen der Exportdaten für die Jahre 2004-2011 zeigen, dass in diesem Zeitraum doppelt bis 
viermal mehr Eichenholz (Q. mongolica, Mongolische Eiche) für den Export nach China eingeschlagen 
wurde (zwischen 0,7 bis 1,7 Mio. m3 pro Jahr), als gesetzlich erlaubt gewesen wäre. Abnehmer sind 
meist chinesische Produzenten für Möbel und Bodenbeläge, deren Produkte für die Märkte in den 
USA, in Europa und in Japan bestimmt sind (SMIRNOV et al. 2013). Erst 2013 ist in den USA ein 
spektakulärer Fall illegalen Holzhandels aufgedeckt worden, in den ein großes amerikanisches 
Holzhandelsunternehmen verstrickt war (Internetquelle 1). Auch erste genetische Vorunter-
suchungen bestätigen, dass in China hergestellte und als deutsche oder europäische Eiche deklarierte 
Massivholzprodukte möglicherweise ganz oder teilweise aus Q. mongolica zweifelhafter Herkunft be-
stehen (SCHROEDER et al., unveröffentlichte Ergebnisse).  

International agierende Holzhandelsunternehmen riskieren Verstöße gegen US- und EU-Gesetze 
(Lacey Act, FLEGT, Holzhandelsverordnung; DORMONTT et al. 2015), die sie zu einer genauen 
Deklaration der botanischen Art und der geographischen Herkunft des Holzes verpflichten (DEGEN 

und HÖLTKEN 2011). Als Beitrag zum globalen Waldschutz ist am 3. März 2013 in der EU die 
Holzhandelsverordnung in Kraft getreten. Sie verbietet den Import und den Handel mit illegal 
eingeschlagenem Holz und daraus hergestellten Produkten. Händler, die Holz und Holzprodukte in 
die EU einführen, müssen daher besondere Sorgfaltspflichten beachten. 

Diese neue Gesetzeslage, die erhöhte Sensibilität in der Bevölkerung und der hohe Marktanteil der 
Weißeichen sind Gründe für eine ständig steigende Nachfrage an eindeutigen Art- und Herkunfts-
nachweisen. Nicht nur staatliche Kontrollorgane und NGOs sind an solchen Verfahren interessiert, 
sondern auch private Unternehmen, die zur Sorgfaltspflicht angehalten werden. Bei den Weißeichen 
scheitern Kontrollmethoden allerdings bereits bei der Überprüfung der Holzart, denn eine 
taxonomische Differenzierung ist selbst nach mikroskopischen Untersuchungen nicht möglich 
(persönliche Mitteilung, Dr. Gerald Koch, Thünen-Institut für Holzforschung, Hamburg). Dies gilt im 
Besonderen für die Identifizierung der geographischen Herkunft des Holzes, welche von 
zunehmender Bedeutung ist, da durch den illegalen Einschlag, speziell von Q. mongolica besonders 
wertvolle Ökosysteme betroffen sind. Dazu zählen der Ferne Osten Russlands mit seinen 
Grenzgebieten zu China (z.B. Amur-Region – ein Zentrum der Biodiversität), aber auch das 
Europäische Russland bis in den südlichen Ural (Internetquelle 1). Dieser Problematik wurde mit der 
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Entwicklung von molekularen Markern zur Identifizierung der Eichenarten und der Herkunft von 
Eichen begegnet. Die Entwicklung der Marker basiert auf „Next Generation Sequencing“ (NGS)-
Methoden mit nachfolgender bioinformatischer Analyse, die zur Identifizierung von SNPs („single 
nucleotid polymorphism“) und InDels („insertion/deletion“) führte. 

 

Material und Methoden 

Die Entwicklung der Marker erfolgte an Blattmaterial. Die hierfür notwendige DNA-Extraktion 
erfolgte nach einem ATMAB-Protokoll (DUMOLIN et al. 1995, leicht modifiziert). Im weiteren Verlauf 
erfolgte die Anpassung der Marker auf Holz. Hierfür wurde ein eigens angefertigtes 
Extraktionsprotokoll verwendet (LOWE et al. 2015).  

Zwei Pools der Gesamt-DNA von je 20 Individuen von Q. robur und Q. mongolica  sowie die Gesamt-
DNA eines einzelnen Q. mongolica-Individuums (Referenzindividuum) wurden mittels NGS (Illumina; 
miSeq; GATC) sequenziert. Außerdem standen Illumina (HiSeq)-Daten von 47 Einzelindividuen von 11 
weiteren europäischen, asiatischen und amerikanischen Quercus-Arten (SCHROEDER et al. 2016) für 
die weitere Auswertung zur Verfügung.  Die anschließende bioinformatische Auswertung erfolgte mit 
Hilfe der Software CLC Genomics Workbench. Eine detaillierte Beschreibung dieser Analyse sowie der 
Markerentwicklung und -validierung für die kontinentale Unterscheidung von Weißeichen findet sich 
in SCHROEDER et al. (2016).  

Für die Entwicklung von Markern zur Identifizierung von Herkünften innerhalb von Q. mongolica 
wurde dieselbe Datengrundlage verwendet. Hierfür wurden jedoch speziell SNPs und InDels 
ausgewählt, die innerhalb von Q. mongolica Unterschiede aufwiesen. Diese wurden in einem 
MassArray Ansatz analysiert und auf ihre Qualität zur Herkunftsdifferenzierung überprüft. Die 
Auswertung der MassArray Daten erfolgte mit dem Softwareprogramm GDA_NT (DEGEN 2008).  

 

Ergebnisse 

Markerentwicklung 

Die Markerentwicklung zur Artdifferenzierung erfolgte basierend auf Chloroplasten-DNA-Sequenzen, 
da Chloroplasten-Marker erfahrungsgemäß sehr robust sind. Zur potentiellen Artdifferenzierung 
wurden solche SNPs und InDels selektiert, die in den NGS-Daten (Pools oder Einzelindividuen) einer 
(oder mehrerer) Arten jeweils mit einer Allelfrequenz von etwa 100 % im Vergleich zur Sequenz des 
Q. mongolica-Referenzsequenzindividuums vorlagen.  

Für die Entwicklung von Markern, die geographische oder Populationsunterschiede innerhalb 
Q. mongolica abbilden, wurden neben Chloroplastensequenzen auch mitochondriale Sequenzen 
verwendet. Basierend auf den NGS-Daten des Q. mongolica-Pools wurden solche SNPs und InDels als 
potentiell Herkunfts-differenzierend selektiert, bei denen mindestens zwei Allele im Pool zu 
unterschiedlichen Prozentzahlen vorhanden waren und an deren Position in der Referenzsequenz 
nur ein Allel vorlag. Die selektierten SNPs und InDels wurden dann für die weitere 
Markerentwicklung verwendet.  

 

Differenzierung des kontinentalen Ursprungs 

Für die Unterscheidung von Weißeichen aus den drei Kontinenten Asien, USA und Europa wurden 
aus ursprünglich über 700 Nukleotidvariationen schließlich fünf InDels und ein SNP ausgewählt, die in 
einem Markerset zusammengefasst wurden. Das Markerset kann mit einem Sequenzierer (Abb. 1) 
oder - in  Laboren ohne Sequenzierer - mit Hilfe eines Polyacrylamid-Gels (Abb. 2) analysiert werden.  
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Abb. 1:  Fragmentmuster der fünf Chloroplasten-Marker des Sets zur Differenzierung der Weißeichen-Herkunft 
von drei Kontinenten. Die Sequenzgrößen sind unter den Peaks angegeben. Die roten Peaks 71, 86, 88 und 101 
gehören zum SNP und InDel des Markers trnDT; blaue Peaks 112 and 120 zu trnCD; zweiten roten Peaks 130, 
135 zu trnLF; die blauen Peaks 174, 178 rechts zu psaI-ycf4; und die  grünen Peaks 179, 185 zu psbE-petL 
(SCHROEDER et al. 2016). 

 

 

Abb. 2:  Fragmentmuster des Markers trnDT auf einem Polyacrylamid-Gel. Lane 1: 50 bp ladder, lane 2-7 und 
13-14: Analyse  von Holz-DNA, deren Herkunft von den Referenz-Genotypen abgeleitet wurde, lane 9-12: 
Referenzen  aus  Nordamerika (US), Europa (EU)  und Asien (AS), lane 8: Negativkontrolle (SCHROEDER et al. 
2016).  
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Herkunftsidentifizierung innerhalb von Q. mongolica 

Die Validierung von 120 Chloroplasten (cp) und mitochondrialen (mt) SNPs, die als potentiell 
Herkunft-differenzierend selektiert wurden, erfolgte in einer Mass-Array Analyse mit 20 Individuen 
von Q. mongolica aus 10 Populationen. Hieraus ergaben sich 11 SNPs und ein InDel, die anhand von 
PCR-RFLP-Analysen überprüft wurden. Eine Kombination dieser Marker mit bereits zuvor 
erarbeiteten Markern (drei SNPs, drei InDels, zwei Mikrosatelliten) erbrachte eine Einteilung von 35 
Populationen (mit je drei Individuen) in insgesamt vier Haplotypen. Ein weiterer MassArray Ansatz 
mit 30 aufgrund ihres hohen Differenzierungspotentials ausgewählten SNPs mit 380 Individuen aus 
insgesamt 40 Populationen bestätigte die vier Haplotypen und resultierte zusätzlich in zwei weitere 
Haplotypen (Abb. 3). 

Die Ergebnisse zeigen, dass Haplotyp 2 (blau in Abb. 3) zwar der häufigste Typ ist, aber in den 
westlichen Populationen nicht auftritt. Hingegen kommt der seltene Haplotyp 1 (dunkelgrün in Abb. 
3) nur in den westlich gelegenen Populationen vor. Haplotyp 4 (gelb in Abb. 3) ist deutlich häufiger in 
den südlichen Populationen zu finden und kommt ganz im Norden nicht vor. Der in Abb. 3 rot 
dargestellte Haplotyp 3 zeigt ein eher verstreutes Auftreten, ist aber im Süden deutlich häufiger. 
Hinzu kommen zwei private Haplotypen, die jeweils nur in einer Population auftreten, wobei 
Haplotyp 5 (hellgrün in Abb. 3) zusammen mit Haplotyp 2 vorkommt, während Haplotyp 6 (hellblau 
in Abb. 3) in einer Population als einziger Haplotyp gefunden wurde. 

 

 

Abb. 3:  Haplotypenverteilung innerhalb von Q. mongolica basierend auf einer Analyse von bis zu 120 SNPs an 
380 Individuen. Erläuterung siehe Text. HT = Haplotyp  

 

Diskussion 

Es wurde ein Set von fünf InDel und einem SNP Marker entwickelt und für die Anwendung auf Holz 
optimiert, um den kontinentalen Ursprung von Weißeichen identifizieren zu können. Außerdem 
konnte eine SNP-Auswahl getroffen werden, die eine Differenzierung von Populationen innerhalb 
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von Q. mongolica ermöglicht. Alle diese Marker wurden als sehr kleine Fragmente (< 200 bp) 
optimiert, da eine Genotypisierung von DNA aus Holz und Holzprodukten aus möglichst kleinen 
Fragmenten den größten Erfolg zeigt, wie z.B. für Insekten aus einer Museumssammlung gezeigt 
werden konnte (MITCHELL et al. 2015). Auch für die Identifizierung von Haplotypen aus Holz anhand 
von Chloroplasten-Mikrosatellitenmarkern wurden explizit kleine Fragmente empfohlen (DEGUILLOUX 
et al. 2003).  

Die Auflösungskapazität für eine Differenzierung von Populationen innerhalb von Q. mongolica 
erwies sich als gering. Dies liegt offenbar an einer insgesamt geringeren genetischen Variation in den 
ausgewählten Populationen dieser Art verglichen mit den europäischen oder amerikanischen Arten. 
Für die Chloroplasten- und Mitochondriengenome wurden mit derselben Herangehensweise deutlich 
mehr SNPs und InDels innerhalb von Q. robur identifiziert als innerhalb von Q. mongolica (Daten 
nicht gezeigt). Hier spielt vermutlich auch die Lage der untersuchten Populationen am Japanischen 
Meer, also am Rand des Verbreitungsgebiets von Q. mongolica auf dem Festland eine Rolle. Im 
Vergleich dazu haben japanische Wissenschaftler 33 Populationen von Q. mongolica (var. crispula) in 
Japan mit cp-Markern untersucht und eine deutlich höhere Anzahl an Haplotypen identifizieren 
können (OKAURA et al. 2007). Interessant ist hier vor allem das Fragment trnH-psbA, das sowohl in 
unserer als auch in der japanischen Studie untersucht wurde. Interessanterweise haben wir in trnH-
psbA ein InDel gefunden, das nur in den westlich gelegenen Populationen, aber nicht in den 
japanischen Populationen vorhanden ist (OKAURA et al. 2007). Dies bestätigt die Beschränkung dieses 
InDels auf westliche Regionen. In den von uns untersuchten Q. mongolica Populationen kommen in 
diesem gesamten Fragment trnH-psbA neben dem genannten InDel nur vier weitere Nukleotid-
Varianten vor, während in der japanischen Studie diese vier plus weitere fünf Varianten gefunden 
wurden.  

Auch die Analyse der Variationen im Kerngenom zeigt, dass mehr SNPs und InDels innerhalb von 
Q. robur als innerhalb von Q. mongolica identifiziert wurden. Hier ergaben sich aus insgesamt 179 
nach Qualitätsparametern gefilterten Variationen für Q. robur 164 polymorphe Stellen (SNPs oder 
InDels) und für Q. mongolica nur 49 (Daten nicht im Detail gezeigt).  

Für die Verfolgung von illegalem Handel mit Wildtieren sind molekulare Methoden seit einigen 
Jahren gut etabliert. So wird z.B. illegaler Handel mit Papageien (GONCALVES et al. 2015) und 
Meeresschildkröten (REHMAN et al. 2015) mit DNA-Barcoding Methoden aufgedeckt und auch für die 
Identifizierung von Produkten aus geschützten Tierarten stellen molekulare Marker inzwischen eine 
wichtige Grundlage dar („Walfleisch“: BAKER et al. 2010; „Hornprodukte“: YAN et al. 2013). Ebenso 
werden DNA-Barcoding Marker für die Überprüfung der richtigen Art-Deklaration von 
Fischprodukten (Filets) verwendet (PAPPALARDO et al. 2015). Im Bereich der Botanik finden molekulare 
Marker überwiegend für die Aufdeckung von illegalem Holzeinschlag bei tropischen Baumarten 
Anwendung (HÖLTKEN et al. 2012, NITHANIYAL et al. 2014, HARTVIG et al. 2015, PAKULL et al. 2016, JARDINE 

et al. 2016), für die Identifizierung von Baumarten aus den gemäßigten Zonen sind diese Methoden 
bisher jedoch weniger etabliert. Daher bieten die hier entwickelten Marker den weltweit agierenden 
Holzhändlern die Möglichkeit, beim Handel mit Eichenarten ihrer Sorgfaltspflicht nachzukommen, 
wenn Eichenholz auf dem europäischen oder US-amerikanischen Markt gehandelt werden soll. 
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