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Zielsetzung und Anlass des Vorhabens

Die Anwendung von Wildpflanzensaatgut fiir Naturschutzzwecke hat sich in den letzten 10 Jahren mit Férderung durch
das Bundesnaturschutzgesetz (BNatschG) und das Europaische Saatgutrecht (EU-Richtlinie 2010/60) stark erhdht.
Aufgrund der heutigen groRen Nachfrage besteht jedoch die Gefahr, dass ebenfalls Saatgut unbekannter Herkunft (z.B.
aus Niedriglohnlandern) in diesen Markt eingebracht und als heimisch bzw., regional deklariertes Wildpflanzensaatgut
verkauft wird. Fir eine Uberpriifung solcher unbekannten Herkiinfte gab es bis heute keine analytische
Vorgehensweise.

Das Projekt ist als ein ,Proof of Concept” angelegt. Es soll dabei die Moglichkeit verifiziert werden, die Herkunft von
krautigem Saatgut mit analytischen Methoden riickverfolgbar zu gestalten. Das analytische System soll dabei moglichst
praxisnah eingesetzt werden, indem z.B. die Rickfiihrung der Herkunftsbestimmung auf eine vorher festgelegte
Gebietsdefinition (siehe auch DBU Vorlauferprojekt 23931) erreicht wird.

Zusammenfassung der Arbeitsschritte

In zwei Probennahmen im Jahr 2016 und 2017 wurden gemdR einem vorgegebenen Probenraster innerhalb von
Deutschland 4 bis 7 Arten gezogen. Insgesamt standen 431 Referenzen aus Deutschland zur Verfiigung.

Des Weiteren wurden 25 auslandische (europaische) Proben insbesondere im Jahr 2017 hinzugezogen.

Alle Proben wurden vorsortiert, getrocknet, entfettet und feinvermahlen. Das Pulver wurde sowohl fiir die Analyse
der stabilen Isotope der Bioelemente (COHNS) eingesetzt als auch nach Equilibrierung fiir Nah-Infrarot-Messungen
(NIR) genutzt.

Zusatzlich wurde an der Art Tragopopon ebenfalls die Konzentration von finf Elementen (Rb, Sr, Ba, Mn, Ti) bestimmt.
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Kurzergebnisse und Diskussion

Die groRraumigen Trennfaktoren des Wassers werden in den krautigen Pflanzen nur unzureichend widergespiegelt.
Es Uberlagern die Effekte der Temperatur insbesondere saisonale Effekte und Luftfeuchtigkeit. Dies unterbindet
eine regionale Differenzierung.

Der Einfluss der Hohe hat signifikante Auswirkungen auf die Isotopenverhiltnisse von D/H und 80/®0. Dies ist in
einer Herkunftsanalyse entsprechend zu beriicksichtigen.

Der Einfluss des Erntezeitpunktes hat keine signifikanten Auswirkungen auf die Isotopenverhéltnisse von D/H und
180/160'

Die 3C/*2C Isotopenverhiltnisse liefern eine Indikation der klimatischen Aufwachsbedingungen der Pflanze. Eine
jahresiibergreifende Anwendung ist zwar moglich, jedoch ist immer die Ubertragbarkeit mit Referenzen zu priifen.
Die N/*N und 3S/3’S Isotopenverhiltnisse liefern jahresiibergreifende Differenzierungsméglichkeiten der
Herkunft von krautigem Saatgut.

Die Stabil-Isotopen-Signaturen als auch das NIR Profiling sind nicht hinreichend geeignet eine signifikante
Differenzierung der vordefinierten Regionen (DBU Projekt: 23931) zu gewahrleisten. Erst durch die Kombination
beider Methoden sind Anwendungsmaglichkeiten (z.B. Festuca, Lotus) zur Differenzierung der Regionen innerhalb
eines Referenzierungsjahres gegeben.

Das NIR Profiling ist stark abhangig vom Erntejahr und nicht auf das Folgejahr Gibertragbar. Dagegen sind die Stabil-
Isotopen-Daten robuster (siehe auch Stickstoff / Schwefel).

Jahresiibergreifende Differenzierung der Regionen konnte weder mit einer Einzelmethodik, Kombination von
Stabilen Isotope und NIR, noch mit zusatzlichen Parameter aus der Element-Bestimmung von fiinf Elementen (Rb,
Sr, Ba, Mn, Ti) erreicht werden.

Eine Verifizierung der lokalen (Feld) Herkunft ist eine Mdglichkeit die stabilen Isotope in Kombination mit
Elementanalytik (Rb, Mn) effektiv und aussagekraftig einzusetzen

Eine Modellierung der *¥0/**0 und D/H Isotopenverhiltnisse ist moglich bzw. kann fiir die verschiedenen Arten
entwickelt werden. Daraus resultiert eine Moglichkeit diese Isotopensignaturen unabhangig von lberlagernden
Einflissen (Temperatur, Luftfeuchtigkeit) darzustellen und einen regionalen Bezug auszuarbeiten.

Die Einbindung modellierter 20/*0 Daten erzielt eine Optimierung der lokalen (Feld) Differenzierung.
Differenzierung von 31 lokalen Orten zeigt 80 % Differenzierungswahrscheinlichkeit.

Die Stabil-Isotopen-Methode liefert nach dem derzeitigen Kenntnisstand gute Moglichkeiten ausléndische
Saatgutproben nachzuweisen. Der Nachweis ist jedoch nicht abschlieRend, d.h. Herkunft von Saatgut aus Landern
wie England bzw. Tschechien sind alleine mit den stabilen Isotopen wahrscheinlich nicht nachzuweisen. Eine
Ausdehnung der Analytik ist entsprechend notwendig.

Offentlichkeitsarbeit und Prisentation

Das Projekt war durch die Einbindung eines Beirates mit Mitgliedern aus der Saatgut-Branche als auch behordlichen
Vertretern darauf ausgelegt Informationstransfer der analytischen Maoglichkeiten zu gewahrleisten.

Des Weiteren wurden die Ergebnisse auf einem Saatgut-Seminar (29-08-2018) in Wetzlar interessierten Vertretern
der Branche, Verbande, Behorde vorgestellt und diskutiert. Darauf aufbauend ist der Leitfaden (Anhang) aufgesetzt
worden. Neben weiterer Veréffentlichungen (Planung: peer reviewed paper in 2019), ist es geplant die entwickelten
Methoden nun in Beispielprojekten bzw. Verifizierungsanalyse weiter bekanntzumachen. Aufgrund der Ergebnisse
der auslandischen Saatgutproben ist ebenfalls eine Vorstellung auf einer europdischen Saatgut-Konferenz in Planung.

Fazit

Das direkte Ziel der Herkunftsiiberpriifung der vordefinierten Regionen (nach DBU: 23931) kann nicht gewahrleistet
werden bzw. ist nur in Ausnahmen moglich. Eine Fokussierung der Herkunftsanalyse auf lokale (Feld) Differenzierung
ist jedoch ein effektiver Ansatz Herkunftsiiberprifungen im Saatgut durchzufiihren bzw. unbekannte Proben auf
wenige Herkunftsmoglichkeiten einzuschranken.

Abschliefend ist insbesondere die Stabil-Isotopen-Methode in vielen Fallen geeignet auslandisches (europaisches)
Saatgut von deutschem Saatgut zu unterscheiden.
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Aufgabenstellung

Grinlandflachen in Europa sind stark betroffen von der vorherrschenden intensiven
Landnutzung, der damit einhergehenden Degradierung natlrlicher Lebensrdaume und zeigen
einen enormen Verlust in der Biodiversitat (Durka 2016). Um dem Verlust des Lebensraums
»,Grasland” entgegen zu wirken, hat sich die Europdische Union dazu verpflichtet, bis 2020
15 % des degradierten Okosystems zu restaurieren (De Vitis et al., 2017). Der Einsatz von
regional angepasstem Saatgut ist essentiell, um die Erfolgschance auf die Wiederherstellung
des natlrlichen Lebensraums zu verbessern sowie die damit einhergehende regionale
Biodiversitdat und das oOkologische Gleichgewicht (kein Eintrag von invasiven Spezies)
wiederherzustellen.

Auf Grund der genetischen Anpassung der Pflanzen und damit der regional gezogenen
Pflanzensamen an die spezifischen, standortbezogenen Bedingungen (Klima,
Zusammensetzung des Bodens, Wasserressourcen) erhoht die Verwendung regionalen
Saatguts die Erfolgschance auf eine zeitlich gesehen stabile Renaturierung mit einer fiir die
Region natiirlichen Artenvielfalt. Quantitative Studien hierzu haben zum Beispiel gezeigt, dass
im Mittel regional angepasste Pflanzen bis zu 10 % mehr Blitenstiande und 7 % mehr
Biomasse im Vergleich zu ortlich und somit genetisch entfremdeten Pflanzen produzieren
(Bucharova et al., 2017). Diese standortbezogenen Faktoren werden allgemein unter dem
Begriff ,Fitness” zusammengefasst, welche als ,Performance” der Pflanze in
unterschiedlichen Lebensrdaumen aufgefasst wird. Der Rahmen fir eine erfolgreiche
Restaurierung  der  Graslandflichen mit  regionalem  Saatgut sowie eine
naturschutzvertragliche Produktion von Wildsamen in Deutschland wurde in einem von der
DBU geforderten Vorldufer- Projekt ,Entwicklung und praktische Umsetzung
naturschutzfachlicher Mindestanforderungen an einen Herkunftsnachweis fiir gebietseigenes
Wildpflanzensaatgut krautiger Pflanzen” (2010) erarbeitet (Abbildung1).

Diese Vorarbeit des DBU Projektes von 2010 war besonders wichtig, da das
Bundesnaturschutzgesetz fiir Deutschland festlegt, dass ab Maé&rz 2020 nur noch
heimisches/regionales Saatgut bei der Renaturierung von Graslandflichen zum Einsatz
kommen darf (Abbandonato et al., 2018). Die groRte Hirde bei der Rekultivierung
degradierten Graslands mit regionalem Saatgut liegt jedoch bereits bei der bloRen
Verfligbarkeit von qualitativ hochwertigem, regional authentischen (zertifizierten) und
kosteneffizienten Saatgut (Abbandonato et al., 2018; Mainz und Wieden, 2018). Die , heutige”
regionale Wildpflanzensamenproduktion ist nicht in der Lage den Bedarf an regionalem
Saatgut zu decken. Um der Bundesnaturschutzgesetzverordnung ab 2020 zu entsprechen,
miusste die Produktion in den Jahren von 2016 bis 2020 schatzungsweise um ein 10faches
gesteigert werden (http://ser-insr.org/webinars/2016/11/17/native-seed-production-in-
germany). Die Kombination aus der limitierten Menge an regionalem Saatgut, dem Vorhaben
der EU 15 % des degradierten Okosystems bis 2020 zu restaurieren sowie den
Einschrankungen des Bundesnaturschutzgesetzes ab 2020 ausschlieBlich heimisches Saatgut
zu verwenden, forciert unweigerlich den Eintrag von regional entfremdeten Wildsamen.
Darliber hinaus besteht eine dauerhafte Gefahr des Eintrags von kostenglinstigerem,
qualitativ fragwirdigen, auslandischen Saatgut aus einem weitestgehend unkontrollierten
europdischen Markt (Abbandonato et al., 2018). Neben der offensichtlichen Gefahr invasiver
Neophyten, greift das auslandische Saatgut auf einen vollig entfremdeten Genpool zurtick,
dessen Folgen fiir das regionale Okosystem nicht einschatzbar sind.
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Auf Grund der angespannten Marktsituation bei regionalem Saatgut ist es umso wichtiger fiir
den Erfolg der Renaturierungsbemuihungen die Marktflisse anhand von unabhéngigen/nicht
verfalschbaren Parametern zu kontrollieren. Qualitatssiegel wie das ,VWW-Regiosaaten®“
kénnen grundsatzlich als Richtlinie flir regionale Wildsamen dienen, falschungssicher sind
diese Siegel jedoch nicht. Fehldeklarationen treten vor allem dann auf, wenn mit
Marktengpassen zu rechnen ist und sich dadurch ein finanzieller Vorteil ergibt.

Im Wesentlichen bieten sich zwei ,,technische” Moglichkeiten der Herkunftskontrolle an; der
genetische sowie der isotopenchemische Nachweis. Wichtig ist, dass beide Methoden einen
unterschiedlichen Ansatz verfolgen und in ihrer Aussagekraft nicht austauschbar, sondern
erganzend zueinander zu betrachten sind. Wahrend sich die Herkunftsiberpriifung anhand
von genetischen Markern ausschlielich mit der genetischen Identitat (genetische Herkunft)
beschaftigt, kann die Isotopenanalytik Aufschluss (iber den wirklichen Wuchsort
(geographische Herkunft) einer Pflanze/Pflanzensamens geben. Der Wuchsort kann
unabhangig von der genetischen Identitdt (Genotyp) betrachtet werden. Erste Erkenntnisse
zu einem potentiellen Sicherungssystem der Herkunft von Saatgut stammen aus einer auf
Literatur-Recherchen basierten Machbarkeitsstudie, bei der neben der im Fokus liegenden
genetischen auch isotopenchemische Nachweismoglichkeiten der Herkunft von
Pflanzensamen eruiert wurden (Durka, 2009). An dieser Stelle setzt nun das Vorhaben des
DBU Projektes zu dem bis dato unterschatzten Potential der isotopenchemischen
Herkunftsiiberprifung in Kooperation mit der Agroisolab GmbH und dem VWW an.
Zielsetzung dieses ,,Proof of Concept” Projektes ist es, die isotopenchemischen Méglichkeiten
zu verifizieren und die Herkunft von ,Wiesen“-Saatgut mit analytischen Methoden
rickverfolgbar zu gestalten. Hierbei steht vor allem die praxisnahe Einsatzmoglichkeit im
Vordergrund, sodass der ,regionale Begriff“ angelehnt wurde an die Gebietsdefinitionen wie
sie z.B. im DBU Vorlduferprojekt erarbeitet worden sind. Als Leitfaden des Projektes dient
entsprechend die Einteilung der Region gemal folgendem Muster:
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Abbildung 1: Karte der vordefinierten Saatgut-Regionen (DBU
Projekt: 23931)

Zur analytischen Beschreibung der vordefinierten Gebiete ist es notwendig diese anhand von
Referenzproben zu beschreiben. Dazu werden aus den Referenzen chemische / physikalische
Herkunftssignaturen ermittelt, die sowohl durch die natirliche Umgebung als auch
anthropogene Faktoren hinterlassen worden sind.

Entsprechend ergeben sich zwei wesentliche Arbeitsschritte, die in diesem Projekt
durchgefihrt worden sind:

Erarbeitung eines rdumlichen Probenkatasters (Referenzproben), Entwicklung von
analytischen Differenzierungsmaoglichkeiten, die als Anwendung-Guidelines genutzt werden
kénnen.

Im Zuge des Projektes wurde die Herkunftsiiberprifung auf zwei Kriterien aufgeteilt, indem
einerseits die regionale Herkunftsiiberprifung verifiziert (definierte Herkunftsgebiete) und
andererseits das Projekt auf eine landerspezifische Herkunftsprifung ausgedehnt wurde.
Das Projekt wurde Uber zwei Jahre ausgelegt, um magliche jahresabhdngige Schwankungen
erkennen und quantifizieren zu kénnen. Dies erlaubt an ersten Modellierungen zu arbeiten,
welche es ermoglichen insbesondere jahresabhangigen Faktoren zu negieren.
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Begleitender Beirat zum Projekt

Die zielgerichtete Losung der Fragestellung ist hinreichend komplex, da z.B. die Auswahl der
Testproben, die Art und Durchfiihrung der Probennahme insbesondere der ausgewahlten
Lokalitaten, die Aufarbeitung der Proben und die eingesetzte Analytik Auswirkungen auf die
Gute der Herkunftsdifferenzierung haben kann.

Entsprechend wurde ein wissenschaftlicher Beirat im Projekt implementiert, indem die
Ausrichtung des Projektansatzes, die wissenschaftlichen Fortschritte und die Probleme
diskutiert wurden.

Ein weiteres Ziel war der schnelle und zielgerichtete Wissenstransfer von erarbeiteten
Erkenntnissen aus dem Projekt.

Der Beirat wurde entsprechend aus fachkundigen Experten der 6ffentlichen Hand bzw. der
Niedersachsischen Landesbehoérde fur Strallenbau und Verkehr (Dr. M. Asseburg), der
Hochschule Osnabriick (Prof. Dr. K. Kiehl), der Hochschule Anhalt (Dr. A. Kirmes) und dem
Helmholtz-Zentrum fir Umweltforschung (Dr. W. Durka) sowie des Projektgebers DBU (Dr.
M. Hempel) besetzt.

Die begleitende Diskussion der Forschungsergebnisse im Beirat war fiir die Durchfiihrung des
Projektes sehr hilfreich. So wurde im Zuge des Projektes der Fokus insbesondere auf den
Nachweis von auslandischem Saatgut erweitert und in der zweiten Probennahme Runde
entsprechend vertieft.

Insgesamt wurden im Projekt zwei Beiratssitzungen am 15.03.2017 und 12.04.2018 bei der
DBU in Oldenburg durchgefiihrt.
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Probennahme

Probennahme-Konzept

Fiir eine kleinrdumige Analyse wurde die Fliche der BRD 40 gleichgroBen Quadraten
(Abbildung 2) zugeordnet. In jeder dieser Rasterflachen sollte mindestens eine Probennahme
je Art moglichst nah am Zentrum stattfinden.

In 2017 und 2018 wurden zuséatzlich zur Rasterfeldbeprobung 25 Proben auslandischer
Herkunft gezogen.

Die Probennahme in 2017 wurde ebenfalls
durch die Fragestellung des Hoheneffektes auf
die Isotopenverhaltnisse erweitert. i
Entsprechend ~ wurden  innerhalb  der e henab ) S
deutschen Herkunft insgesamt an 4 Stellen = <% . N
(Schwarzwald, Rhon, Frankische Schweiz, = «f
Taunus) Hohentransekte besammelt, um zu
prifen, ob innerhalb einer Region durch
klimatische Unterschiede auch Unterschiede
in den Analysewerten zu finden sind. ,
Ebenso wurde der Einfluss unterschiedlicher =%~
Sammelzeiten geprift.

frn 24 "2_%, pOreed

Probennahme - Durchfiihrung

Die Gewinnung der Samen erfolgte durch 6rtliche Fachleute, Gberwiegend durch Sammlung.
Ein kleiner Teil des Saatgutes stammt auch aus Anbaukulturen zertifizierter Saatgutvermehrer
des VWW.

Es war nicht moglich, alle Pflanzenarten innerhalb jedes Rasterfeldes zu sammeln. Das lag
Uberwiegend daran, dass die jeweilige Art dort nicht aufgefunden werden konnte, zu einem
kleinen Teil waren auch organisatorische und personliche Griinde Ursache fir fehlende
Proben. Die insgesamt erzielte Verteilung Gber die Rasterfelder geben die Abbildungen x und
y im Anhang wieder.

Die Proben wurden immer von Hand gesammelt und in unterschiedlichen Reinigungsstufen
an die Geschaftsstelle des VWW geschickt. Dort wurden die Proben registriert und aufbereitet
oder zur Reinigung an eine beauftragte Stelle weitergeleitet. Vorgegeben war eine
Mindestmenge reiner Samen von 2 cm?, welches in der Regel erreicht wurde. Das Saatgut
wurde nicht auf baulich verdnderten Standorten, entlang von Verkehrswegen oder auf
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hochintensiven landwirtschaftlichen Flachen gesammelt, um chemische Storeinfllisse zu
vermeiden. Auch Uberflutungen, Bewisserungen oder Beschneiungen sollten vermieden
werden.

Probenpriifung

Alle Proben durchliefen eine Sichtprifung auf Vitalitdt, Reifegrad, Menge, Reinheitsgrad und
Artzuordnung. Die erhobenen Daten wurden dabei in artbezogenen Tabellen abgelegt und
fur die weitere Auswertung verfligbar gehalten. Bei der Artzuordnung ist allerdings anhand
der Samen nicht jede Art erkennbar, z. B. ldsst sich nicht erkennen, ob es sich um
Horstrotschwingel- oder Auslduferrotschwingel handelt. Auch kann nicht ausgeschlossen
werden, dass es sich in Einzelfdllen um weitere Kleinarten handelt, wie Blauliche Wiesenrispe
(Poa humilis) oder Kleinképfiger Bocksbart (Tragopogon minor). Einzelne Proben wurden als
Fehlbestimmung aussortiert. Hierflir wurden unsicher bestimmte Proben auch an das
spezialisierte Labor bei "Appels Wilde Samen" geschickt (Abbildung 3 Bocksbart ungereinigt,
gereinigt).

Probenaufbereitung

Alle Proben wurden soweit gereinigt, dass sie mit verkaufsfertiger Handelsware in der
Qualitat Gbereinstimmen. Die Reinigung wurde in Kleingeraten oder von Hand durchgefiihrt.
Die Arbeit wurde auf mehrere Orte mit Experten flr Saatgutreinigung verteilt. Der hierfir
kalkulierte Zeitaufwand wurde erheblich (iberschritten, da die Saatgutlieferungen in groRer
Heterogenitat erfolgten. Bei den Grasern musste z.T. das Korn noch von den Stangeln
getrennt (gedroschen) werden, z.T. mussten einzelne Fehlarten zwischen den Zielarten
herausgelesen werden, bei vielen Samen musste mit aufwandiger Windsichtung Spreu und
Saatkorn getrennt werden. Der erhdhte Aufwand kam auch dadurch zustande, dass viel
weniger Vermehrungsbetriebe Proben einreichen konnten, als vorgesehen war, da viele
Betriebe in ungeeigneter Randlage in den Rasterfeldern liegen. Die Vermehrungsbetriebe
verfugen i.d.R. Gber eine professionelle Saatgutaufbereitung und (ibernehmen den Grof3teil
der Reinigungsarbeiten somit selbst.

Probendaten

Neben den Analysedaten wurden zur Interpretation der Ergebnisse auch zahlreiche Daten zur
Probengewinnung mit erhoben. Hierzu zdhlen z.B. Standortmerkmale wie
Bodenwasserversorgung, Nutzung, Diingung, Geologie, Hohenlage usw. Diese Daten wurden
Uber ein einheitliches Erhebungsprotokoll erfasst.

Grundlagen der Analytik

Die Stabilen Isotope der Bioelemente

Die stabilen Isotope haben sich in den letzten Jahren als eine der leistungsfahigsten
Moglichkeiten etabliert, die Herkunft von Agrarrohstoffen und Lebensmitteln nachzuweisen.
Ahnlich dem genetischen Fingerabdruck kann durch die Nutzung verschiedener stabiler
Isotope ein physikalischer Fingerabdruck erstellt werden.
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Die derzeit genutzten stabilen Isotope, insbesondere Wasserstoff, Kohlenstoff, Stickstoff,
Sauerstoff und Schwefel bieten dabei unterschiedliche Informationen zur geographischen
Herkunft. So ist seit langem bekannt, dass sich das Wasser regional in den
Isotopenverhaltnissen des Wasserstoffs und Sauerstoffs unterscheidet [Craig 1961]. Heute
liegen Modelle dieser weltweiten regionalen Verteilung vor [West 2010]. Pflanzen und Tiere
nutzen dieses Wasser und spiegeln die Isotopenverhiltnisse des regionalen Wassers in ihrem
Gewebewasser wider. Diese Wassersignatur wird jedoch in der Pflanze nicht direkt
wiedergegeben, sondern ist im Wesentlichen abhdngig vom Wasserhaushalt der Pflanze
[Sternberg 2009]. Es ist deshalb notwendig, Herkunftsdatenbanken auf Basis von Referenzen
aufzubauen. Als Gedachtnis bleiben die Wassersignaturen ebenfalls in der Organik erhalten.
So kann die Herkunft anhand der Isotopensignaturen des Wassers bis in die Lipide, z.B.
Olivendl aufgezeigt werden [Angerosa 1999].

Diese Moglichkeiten der Wassersignaturen der Stabilen Isotope werden in der forensischen
Analytik weitreichend genutzt. So wurden auf Basis der 180/10 und D/H Isotopenverhiltnisse
des menschlichen Haares Herkunftskartierungen (Abbildung 3) amerikanischer Birger
vollzogen [Ehleringer 2008].

&2H (Hair)
775
I -84 - -80
] -8e--85
[]-94--90
] -99--95
I -104 - -100
I 109 - 105
114 --110
B -9 --115
B 24 - 120
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B 4115
[ 131-14
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B 112
B o111
| R
SR
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Abbildung 3: Verteilung der Isotopenverhaltnisse im Haar amerikanischer Biirger.

In der Regel sind diese Isotope als groBraumige Trennfaktoren anzusehen.

Die weiteren Isotope des Stickstoffs und des Schwefels spiegeln anthropogene und
geologische Einflisse wider, welche eine kleinrdumige Differenzierung ermdéglichen. So
beeinflusst der eingesetzte Diinger die Isotopenverhaltnisse des Stickstoffs in der Pflanze
[Bateman 2007]. Die Isotopenverhaltnisse des Schwefels spiegeln die lokalen geologischen
Isotopenverhaltnisse wider und kdonnen insbesondere zur kleinrdumigen Differenzierung
genutzt werden [Boner 2004]. Die Isotopenverhiltnisse des Kohlenstoffs sind im Gewebe mit
dem Wasserhaushalt der Pflanze gekoppelt und verweisen dadurch auf die klimatischen
Gegebenheiten der Region [Korner 1991]. Die Kombination dieser Isotope ermdglicht es
heute, die Herkunft einer Vielzahl von Produkten zu (iberprifen [Kelly 2005]. Entsprechend
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existieren heute ebenfalls verschiedene Herkunftsdatenbanken wie etwa von Wein, Spargel,
Holz (WWF/DBU, ITTO) und Guidelines ihrer Anwendung (z.B. UNODC-Guide: Elfenbein).

Die stabile Isotope Methode ist eine der wenigen Analysemdglichkeiten, die zur
Herkunftsanalyse vor Gericht anerkannt ist [Camin 2017].

Im Rahmen des ,Wasserzeichen“-Projektes der BLE (Bundesamt fir Landwirtschaft und
Erndhrung) wurde ebenfalls aufgezeigt, dass die Kombination der Isotope geeignet ist, die
kleinrdumige regionale Herkunft am Beispiel von landwirtschaftlichen Agrarprodukten (z.B.
Getreide) aus Hessen nachzuweisen (BLE-Projekt: Wasserzeichen, Forderkennzeichen:
2819102513, in Publikation).

Nah-Infrarot-Spektroskopie — das chemische Fingerprinting

Zunehmend liegen heute Publikationen vor, Herkunftsaussagen mit der Nah-Infrarot-Technik
(NIR) zu vollziehen. Anhand von Haselnlissen [Roberto 2014], Tee [Si-Min 2014] und Olivendl
[Galtier 2007] bis hin zu Holz [Sandak 2011] konnten schon gute Ergebnisse einer
Herkunftsdifferenzierung aufgezeigt werden.

Die NIR-Analyse basiert auf der Auswertung eines chemischen Fingerprints der Probe. Sie
verfolgt den Ansatz, dass Pflanzen in ihrer Wuchsumgebung durch Klima, Hydrologie, Boden
und Nahrstoffsituation bis hin zu Stressfaktoren beeinflusst werden und dies in der
chemischen Zusammensetzung widerspiegeln.

Einerseits ist die NIR im Gegensatz zur Stabil-Isotopen-Methode preiswerter, andererseits ist
in der Regel die Ubertragbarkeit dieser Signaturen ins Folgejahr wesentlich schwieriger, da
kleine Anderungen in den Umweltbedingungen signifikante Auswirkungen auf die
Differenzierung haben bzw. eine Differenzierung verhindert wird.

Dennoch stellt der chemische Fingerprint eine interessante Erganzung zu den Signaturen der
stabilen Isotope dar und wurde in diesem Projekt erstmalig als Kombination eingesetzt.

ICP-MS — Die Elemente als Indikator der Geologie

Als Erganzung der beiden Methoden der Stabil-Isotopen und Nah-Infrarot-Spektroskopie
wurden exemplarisch weitergehende Parameter gepriift.

So wurden Konzentrationen von Rubidium, Strontium, Barium, Mangan und Titan in den
Samen analysiert, welche wiederum eine geologische Signatur des lokalen Ortes
widerspiegeln. Diese funf Elemente wurden in verschiedenen Studien zur
Herkunftsbestimmung [Giaccio 2008] immer wieder als moglicher Differenzierungsparameter
benannt und entsprechend fir das Projekt ausgewahlt.

Die ICP-MS Analyse erfolgte nach einem Mikrowellenaufschluss gemafll DIN EN 15763 in
einem Partnerlabor.

Material und Methoden

Isotopenmassenspektrometrie (IRMS)

Im Projektzeitraum vom 17.05.2016 bis zum 30.11.2018 konnten insgesamt 229 Proben fiir
das Jahr 2016 und 227 Proben fiir das Jahr 2017 fiir die Messungen zur Verfligung gestellt
werden.
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Die verschiedenen Proben teilen sich dabei in verschiedene Arten auf (siehe Tabelle 1). Im
zweiten Probenjahr wurde die Artenanzahl auf 4 Leitarten von Poa, Festuca, Lotus und
Tragopogon reduziert. Ziel war es einerseits eine hohere Informationsdichte zu erzielen und
andererseits aufgeworfene Fragestellungen insbesondere des Hoheneffektes und der
variablen Erntezeitpunkte aufzudecken.

Art 2016 Detail 2017 Detail
Poa 36 P. angustifolia: 28 41 P. angustifolia: 11
P. pratensis: 8 P. humilis: 2
P. pratensis: 28
Festuca 34 F. rubra: 33 35 F. rubra: 33
F. ovina: 1 F. nigresceus: 2
Lotus 40 L. corniculatus 52 L. corniculatus
Tragopogon 47 T. pratensis: 79 84 T. pratensis: 81
T. dubius: 2
T. porrifolius: 1
Pimpinella 28 P. saxifraga 3 P. saxifraga
Knautia 40 K. arvensis 2 K. arvensis
Corylus / / 10 C. avellana
Prunella 4 Prunella vulgaris
Gesamt 229 227

Tabelle 1: Ubersicht {iber die Erntejahre und die verschiedenen gezogenen Arten.

Alle vorbereiteten Proben wurden nach einer Feinstvermahlung in einer Kugelmuihle (Retsch)
mit Hilfe einer Soxhlet-Extraktion entfettet (Dichlormethan). Im Anschluss wurden die
stabilen Isotopenverhaltnisse analysiert.
Zur Bestimmung dieser stabilen Isotopenverhiltnisse wird die Stabil-Isotopen-
Massenspektrometrie (IRMS) verwendet.

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

Einen detaillierten Einblick Gber die Technik der IRMS und deren Besonderheiten sind in
verschiedenen Arbeiten verfiigbar (Posser 1993).

Folgende Geratekonfigurationen wurden fir die Vermessung der stabilen Isotope der
Bioelemente eingesetzt (

Tabelle 2).
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Isotope Elementanalysator/Verbrennung Isotopenmassenspektrometer
D/H (org.) Hochtemperaturofen (Hekatech, 1550° C) Isoprime, Elementar

180/1%0 (org.) Hochtemperaturofen (Hekatech, 1550° C) Isoprime, Elementar

B¢/ Elementanalysator NA 1500 (Carlo Erba) Horizon, NU-Instruments
N/N Elementanalysator NA 1500 (Carlo Erba) Horizon, NU-Instruments

345 /32 Elementanalysator EA 3000 CN (Euro Vector) Horizon, NU-Instruments

Tabelle 2: Ubersicht {iber die eingesetzte Analytik

Die Werte der stabilen Isotopenmessung werden in der Regel als Verhaltniszahl [%o] in Bezug
zu einem internationalen Standard angegeben. Die Isotopenzusammensetzung des
internationalen Referenzstands dient als Bezugspunkt bzw. Nullwert der Skalierung.
Entsprechend verweisen positive Isotopenwerte auf hohere Anteile (angereichert) am jeweils
schweren Isotop und negative Isotopenwerte auf erniedrigte Anteile (abgereichert).

Als MaBzahl der Isotopenverhéltnisse hat sich seit iber 60 Jahren die Delta-Notation
durchgesetzt, welche die Abweichung von einem internationalen Referenz-Standard angibt.
Die Isotopenzusammensetzung des internationalen Referenzstandards dient als Bezugspunkt
beziehungsweise Null-Wert der Skalierung. Exemplarisch wird dies am Beispiel des
Kohlenstoffs dargestellt:

Rpr — Rrer mit R, = [C'®0] /[C'®0] in der Probe

j *1000
Rref

s0- |

und R.er = [C'*0]/[C'°0] im Internationalen Standard

Zur Kalibrierung der Isotopenmassenspektrometer (IRMS) werden die nachfolgend
aufgefuhrten internationalen Standards der IAEA (International Atomic Energy Agency) und
der USGS (United States Geological Survey) verwendet (Tabelle 3).

Element IAEA Standards

D/H(org.) IAEA-CH7, NBS22, USGS54

180 /160 (org.) IAEA-601, IAEA-602, USGS-54

B3¢/ IAEA-CH7, IAEA-C7, USGS-54, USGS61
BN/YN IAEA-N1, IAEA-N2, USGS61

34g /32g IAEA-S1, IAEA-S2, IAEA-S3

Tabelle 3: Ubersicht iiber die zur Analytik eingesetzten internationalen Standards

Nah-Infrarot-Spektroskopie (NIRS)

Die Nah-Infrarot-Spektroskopie ist einerseits eine einfach einzusetzende Methode, so wird
die Reflexion einer Probe (z.B. Pulver) in dem Wellenldngenbereich von 780-2500 nm
vermessen.

Andererseits ist die Reproduzierbarkeit der Gesamt-Spektren eine nicht zu unterschatzende
Hirde. Anders als in typischen Anwendungen der Vermessung von definierten
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Wellenlangenbereichen, ist im Fingerprinting mehr oder weniger das Gesamtspektrum
interessant.

Zwangslaufig ist es damit notwendig, ein sehr reproduzierbares Spektrum zu erhalten. So
haben insbesondere die Temperatur und die Restfeuchtigkeit der Probe einen enormen
Einfluss auf das Spektrum.

Entsprechend ist eine Trocknung lber 2 Tage in Vakuum und eine weitere Equilibrierung der
Probe mit definierter Luftfeuchtigkeit wichtig [Sandak 2011]. Im Projekt wurden die Proben
entsprechend bei einer definierten Luftfeuchtigkeit von 10 % nach der Trocknung Gber einen
Zeitraum von 5 Tagen equilibriert. Danach wurden die Spektren an drei unterschiedlichen
Tagen bei konstanten Probentemperaturen von 22 °C vermessen.

Des Weiteren bendtigen NIR-Spektren noch Korrekturen aufgrund von Streustrahlung bzw.
unterschiedlicher PartikelgroRen der Messproben. Dies wurde durch die SNV Korrektur
(Standard Normal Variate Transformation) der Spektren durchgefiihrt. Uber die 1. Ableitung
wurde insbesondere die Baseline-Korrektur vollzogen.

In der Auswertung wurde nur der Wellenlangenbereich von 2000 bis 2500 nm beriicksichtigt.
Dieser umfasst die Kombinationsschwingungen von S-H, C-H und N-H.

Insgesamt liegen damit 251 Parameter aus einer NIR-Messung vor, welche mit einer PCA
(Hauptkomponentenanalyse) auf unter 10 Variablen reduziert werden. Dies ist notwendig,
damit eine Uberinterpretation der Statistik vermieden wird, d.h. die Anzahl der Variablen
sollte nicht die Anzahl der Referenzen lbersteigen.

Bei der NIR-Analyse ist immer zu berticksichtigen, dass sie einen Fingerprint der chemischen
Zusammensetzung widerspiegelt.

Diese chemische Zusammensetzung ist einerseits abhdngig von Umweltfaktoren,
andererseits abhangig von der Pflanzenart. Die Pflanzenart ist dabei der Giberwiegende Faktor
fir die chemische Zusammensetzung. Entsprechend wird die NIR Analytik ebenfalls genutzt
fiir die Unterscheidung von Spezies insbesondere bei Heilkrautern [Wang 2015].

So kénnen ebenfalls leicht die vier Arten Tragopogon, Festuca, Knautia und Lotus mit Hilfe
der NIR Analytik unterschieden werden (Abbildung 4).
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Abbildung 4: Beispiel der Differenzierung von krautigen Pflanzenarten mit NIR Profiling

Daraus ergibt sich die zwingende Konsequenz, dass NIR-Analytik zur Herkunftsanalyse nur in
der eigenen / identischen Pflanzen-Art genutzt werden kann. Eine Ubertragung auf andere
Pflanzenarten ist entsprechend nicht moglich.

Statistik

Neben der PCA (Hauptkomponentenanalyse) wurde die Diskriminanzanalyse zur
Uberpriifung der Herkunftsdifferenzierung verwendet. Des Weiteren wurden mit Isoscapes
[West 2010] Vorhersagemodelle der raumlichen Verteilung der Isotope aufgestellt.
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Ergebnisse und Diskussion

In der folgenden Betrachtung wird insbesondere auf die Art Tragopogon beispielhaft
eingegangen.

Die weiteren Arten unterscheiden sich in den Ergebnissen nicht wesentlich von dieser Art. Sie
werden jedoch immer wieder zur Bestitigung einbezogen. Weiterfiihrende Ubersichten wie
z.B. eine regionale Gesamtdifferenzierung bzw. die Verifizierung von EinflussgroBen und die
Differenzierung der einzelnen Arten sind ebenfalls im Anhang verfligbar.

Die Isotopenverhdltnisse von *¥0/'°0 und D/H zur regionalen Differenzierung

Als Vorgabe der regionalen Differenzierung wurde die erarbeitete Gebietsverteilung aus dem
Vorlauferprojekt DBU-23931 angewendet.

Aufgrund der eingeschrankten Anzahl der Referenzproben wurde die Differenzierung auf
Basis der groRrdaumigeren Kennzeichnung der Regionen zurlickgefiihrt, d.h. es wurde die
Differenzierung auf Basis folgender Regionen getestet (Abbildung 5).

NW: Nordwestdeutsches Tiefland

NO: Nordostdeutsches Tiefland Qo i
MD: Mitteldeutsches Flach- und Higelland = e
WB: Westdeutsches Berg- und Higelland . e ’
SO: Sudost- und ostdeutsches Bergland 1 ot NO
SW: Sudwestdeutsches Berg- und Hugelland mit Oberrheingraben NW -
SD: Stiddeutsches Berg- und Hiigelland Baite L. »
AV: Alpen- und Alpenvorland - 2 : o
2 5 -
“¢ — '?? ) 2
|, 550 21 1 :_
™ 3 A ’6
7 5 . " ’; ﬁ\
—— L1z

Abbildung 5: Karte der vordefinierten Saatgut-Regionen
(DBU Projekt: 23931)

Diese Produktionsraume wurden nicht auf Basis moglicher isotopischer Vorgaben entwickelt,
sondern sie reprasentieren eine Aufteilung aufgrund von naturrdumlichen Gegebenheiten
wie Bodenkriterien, mittlerer Temperatur im Juli, mittlerem Jahresniederschlag und
atlantischem bzw. kontinentalem Klima. Entsprechend muss die Anwendung der stabilen
Isotope immer Unschérfe aufweisen.

Indirekt spiegeln jedoch ebenfalls insbesondere die D/H und 80/%0 Isotopenverhéltnisse die
Temperatur und Niederschlagsbedingungen wider, jedoch sind in den Abregnungsmustern
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des Wassers sowohl der Kontinentaleffekt [Araguas-Araguas 2000] als auch der H6heneffekt
mit einzurechnen.

Des Weiteren verlieren Pflanzen (iber die Stomata stetig Wasser, welches wiederum zu einer
Fraktionierung bzw. Anreicherung der Isotopenverhaltnisse des Gewebewassers fihrt.

Entsprechend spiegelt die Pflanze nur indirekt die Isotopenverhaltnisse des Umgebungs-
wassers wider.

Im Idealfall liegen vergleichbare D/H und *¥0/*®0 Isotopenmuster im Gewebewasser der
Pflanze zum mittleren Isotopenwert des Regenwassers vor, wie es z.B. im Spargel gegeben
ist. In diesem Fall fehlen die blattspezifischen Fraktionierungseffekte und eine direkte
Korrelation zum Grundwasser ist gegeben (Abbildung 6).

d180 tissue water [UKG-mean](%:) .
58
70
72

Abbildung 6: Muster der 180/160 Isotopenverhiltnisse im Gewebewasser von Spargel (Agroisolab
Datenbank)

Gut nachzuvollziehen sind die abgereicherten 180/%0 Isotopenverhiltnisse in
sudlicher/6stlicher Richtung, was den typischen Grundwassermustern in Deutschland
entspricht [Forstel 1984].

Diese Musterung ist ebenfalls in den *0/*0 und D/H Isotopenverhiltnissen der Organik
wiederzufinden, jedoch sind dabei weitere Fraktionierungseffekte zu bericksichtigen. So
kann in den 0/®0 Isotopenverhiltnissen immer von einer Anreicherung von +27 +/- 4 %o
ausgegangen werden [Schmidt 2001].

Trotz weiterer biochemischer Fraktionierungen spiegeln die Isotopenverhaltnisse der Organik
diesen Trend im Grundwasser wider (Abbildung 7).

Seite 18 von 61



Vorw . Ogroisolob

D dry mass [UKG-mean](%)
107

7
=
19
10

2

Abbildung 7: Muster der D/H Isotopenverhiltnisse in der Organik von Spargel (Agroisolab Datenbank)

In den krautigen Pflanzen ist die Situation jedoch deutlich schwieriger.

Es ist einerseits zu beachten, dass lediglich das Grundwasser zeitlich konstante ¥0/%*0 und
D/H Isotopenverhiltnisse liefert. Oberflachenwasser zeigt jahreszeitliche Einflisse, bedingt
durch die Winter- und Sommertemperaturen und damit abgeleitete angereicherte 20/'%0
bzw. D/H Niederschlage im Sommer [Dawson 1991].

Dieser jahreszeitliche Effekt wird erst ab einer Tiefe von 60 cm [Brodersen 2000] vollstandig
kompensiert und der konstante Durchschnittswert des Grundwassers erreicht.

Flachwurzelnden Pflanzen kénnen damit wahrend der Vegetationsperiode unterschiedlich
angereicherte Wasserpools zur Verfligung stehen [Allison 1982].

Des Weiteren sind die schon erwdhnten Anreicherungen des Blattwassers durch
Transpirationsverluste (Kapitel: Pflanzenphysiologische Modelle zur Wachstumsort-
Vorhersage von Saatgut) zu bertlicksichtigen. Die Anreicherung wird im Wesentlichen durch
die Lufttemperatur und Luftfeuchtigkeit bestimmt. Die isotopische Zusammensetzung des
vorhandenen Oberflaichenwasserpools bildet die Grundlage zur Anreicherung. Daraus
ergeben sich typische Korrelationslinien der 20/1®0 zu den D/H Isotopenverhiltnissen, wie
sie von Dunbar beschrieben wurden [Dunbar 1983].

Im Vergleich der Korrelation der 80/°0 zu den D/H Isotopenverhiltnissen der Organik ist
dabei auffallend, dass die Korrelation der beiden Arten Pimpinella und Lotus unterschiedlich
zu den 4 weiteren Arten (Knautia, Poa, Tragopogon und Festuca) sind.

Dabei sind die D/H Isotopenverhaltnisse dieser beiden Arten gegeniliber den 4 weiteren Arten
um ca. +34 %o verschoben (Abbildung 8).

Seite 19 von 61



Agroisolo

Scatter plot(Y1 vs X1)
30 P "
2 22 24 26 28 30 L 34 36
Pimpinella
gimpinella Pimpinella
Pimpinella Pimpinella Pimpinella o
. , . Pimpinella Pimpinella
-40 Pimpinella e Fimping P
P pimpinella Pimpinella < Pimpinta
o pimpinella Ty Pimphella o
. .
pimpinellaPimpinella  Pimgingnella Lotus
Lotus Lotus T e pithiHidla oPim o
-50 Lotys us Lotus
. Lotus Lotus® LO%ttus | . Pimy o 0 >
o . sy = 2,0704x - 108,92
Lot®s g .
] . © . oS Lotus Lotus
o
o ° Lotus .
. Lotus
-60
; Labtpsp,s . ©
o) s Bt o
= .
n reat
> 70 Poa Festuca estuca
] ° o Festuca
(7] © o
. Festuc;
2 o Fragopogon  Poa  Tragopogon Poa
- knautia o o Festura
Knautia o
I 80 T Knautia <" etuca P o Festuca
- ragapogon
o Prunella Tragopogon 7538%9030" Knautia © o ° pofoa Festuca
5 L i o i F stuca o o
5 L eI ° .
i Knl Prasty estoTs 0a
S TroBswREkh SR st PO e o °
(=] 90 o® raopogon Oué o Festuca o Q
o S W oo o 1,5283x - 132,58
m o ; o 3 Poa = -
128OPOEON € Tragopogon oEoTOEoT auggaiiﬁﬂ\?:@a o Co phRautia Festuca y ’ ’
. TREOROR0 a0
Tragdogon & BOPOgS T’gﬁggﬂgﬁ(’)ﬂ Poa PoaFest@ao poa ©
100 < ragopogon,© Poa ofestuca © © Festuca ©
o o o Festuzga
EEoRaEon Festuca
T{agopogon Tra Tragopogon Knautia oo
o © Tragopogon o °
o o TragopogSn P o Festuca
3
Tragopogon Knfltia %
110 ” 5 Festuca
°
Festuca
o
-120
o
180/1600rg [%.] v.5. VSMOW

Abbildung 8: Korrelation der D/H und 20/°0 Isotopenverhiltnisse von 6 untersuchten krautigen Arten.

Diese Verschiebung ist derzeit nicht durch die zu erwartende Wasser-Fraktionierung durch
Transpirationsverluste zu erklaren. Es ist eher von einer biochemischen Verschiebung
auszugehen. So konnte nachgewiesen werden, dass 50 % des Wasserstoffs wahrend der
Cellulose-Synthese durch Wasserstoff des Gewebewassers ausgetauscht werden kann [Yakir
1990].

Daraus ergibt sich die Konsequenz, dass insbesondere die Wasserstoffisotopenverhéltnisse
dieser beiden Arten nicht direkt mit den weiteren Arten (Knautia, Poa, Tragopogon und
Festuca) vergleichbar sind und immer gesondert bewertet werden missen bzw. in einer
Herkunftsdatenbank nicht mit den weiteren Arten verglichen werden sollten.
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Insgesamt haben die beschriebenen Fraktionierungseffekte insbesondere bei den
untersuchten sechs krautigen Arten enorme Auswirkungen auf die D/H und '20/€0
Isotopenverhaltnisse. So kénnen
beispielhaft bei Festuca und Tragopogon m*
in den 0/'0 Isotopenverhiltnissen |
keine Ahnlichkeit zu den bekannten | =
Grundwassermustern in  Deutschland [
aufgezeigt werden (Abbildung 9a und 9b).

Bis auf angereicherte 20/°0 Isotopen-

verhéltnisse in Ostdeutschland liegen

ebenfalls in den beiden Arten kaum
Differenzierungsmuster vor. i

Abbildung 9a: ¥0/%0 Isotopenwerte der Organik in
Festuca

£ 38

Auffallend sind insbesondere die
signifikante Abreicherung der !20/%0
Isotopenverhaltnisse in den stidwestlichen g™

276

Regionen von Deutschland, d.h. in den | =

28

Regionen SW und WB (WB: Westdeutsches | "
Berg- und Hugelland, sw: B
Sidwestdeutsches Berg- und Higelland mit

Oberrheingraben).

GemalB dem Grundwassermuster sind hier
angereicherte Werte zu erwarten.

Abbildung 9b: ¥0/°0 Isotopenwerte der Organik in
Im Folgejahr 2017 andert sich dagegen im  Tragopogon

direkten Vergleich diese Musterung der
180/160 |sotopenverhéltnisse in Deutschland
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Vergleich der Durchschnittstemperaturen in  pyrchschnittstemperatur in Deutschland im Jahr 2016
Deutschland insbesondere in der

Wachstumsperiode im  Monat  April

(www.wetterkontor.de).
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Im Jahr 2016 lagen insbesondere in den
Regionen SW und WB (WB: Westdeutsches
Berg- und Huiigelland, SW: Stidwestdeutsches
Berg- und Higelland mit Oberrheingraben) im

Mittel zu niedrige
Durchschnittstemperaturen vor. Diese
Temperatursenke hat entsprechende
Auswirkungen auf die 80/1e0
Isotopenverhéltnisse  mit  entsprechend

abgereicherten 0/%0 Werten.

Dagegen sind die
Durchschnittstemperaturen im Folgejahr
2017 in Gesamtdeutschland zu warm
(Abbildung 12), so dass ebenfalls

angereicherte ¥0/%0 Isotopenwerte in den
Proben der beiden Arten vorliegen (Abbildung
11a und 11b). Entsprechend sind die
Isotopenmuster von 80/%€0 nicht direkt von
Jahr zu Jahr Gbertragbar.

Ein dhnliches Ergebnis lag ebenfalls in den
D/H Isotopenverhéltnissen vor (Anhang,
Abbildung 28a bis d). Es ist damit bei den
Isotopenverhaltnissen von Sauerstoff und

Wasserstoff ~ von einem variablen,
jahresabhangigen Isotopen-Muster
auszugehen, was entsprechend die

jahrestibergreifende Differenzierungs-
moglichkeit nahezu unterbindet.

Die hohe Variabilitdt der 180/**0 und D/H
Isotopenverhaltnisse drickt letztlich die
kurze Vegetationszeit der krautigen Pflanzen
aus. Denn im Vergleich zu langjahrigen
Pflanzen, wie z.B. Holz bildet sich kein
Jahresmittel aus, welches zum Beispiel in den
Jahresringen des Holzes widergespiegelt
wird. Die krautigen Pflanzen unterliegen

einer kurzen Vegetationsperiode und
reagieren entsprechend auf die
kurzzeitigen Umweltbedingungen (z.B.

Klimawechsel).
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31.2

agroisolan
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;

Abbildung 11a: 180/160 Isotopenwerte der Organik in
Festuca

180 [IDW](%) 2017

Abbildung 11b: 180/160 Isotopenwerte der Organik
in Tragopogon
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2017
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= Die grofiridumigen Trennfaktoren des Wassers werden in den krautigen Pflanzen nur
unzureichend widergespiegelt. Es iiberlagern die Effekte der Temperatur insbesondere
saisonaler Effekte und Luftfeuchtigkeit.

Einfluss des Héheneffektes auf die D/H und 20/*°0 Isotopenverhidiltnisse

In der Hohe Gber N. N. liegt eine weitere EinflussgrofRe auf die Isotopenverhaltnisse des
Wassers und weiterfihrend auf die Isotopenverhaltnisse in der krautigen Pflanze vor. Da die
Regenwolke in hohere Atmosphadrenschichten aufsteigt und somit die Kondensation durch
die niedrigere Temperatur beglinstigt wird, sind ebenfalls abgereicherte Isotopen-
verhéltnisse im Regenwasser gegeben.

Als besonders gravierend sind dabei topographische Einschnitte beispielsweise Gebirgszlige
zu bewerten, da sie unterschiedliche Isotopenverhaltnisse im Wasser auf den durch die
Erhebung getrennten Seiten bewirken [Araguas-Araguas 2000].

Die Anreicherung der Pflanze durch die Transpiration (siehe oben) wirkt dabei der
Abreicherung des Regenwassers nicht entgegen, sondern katalysiert letztlich die
Abreicherung insgesamt noch, da die Temperatur stetig abnimmt und die relative
Luftfeuchtigkeit ansteigt.

Dieser Hoheneffekt ist ebenfalls in den untersuchten krautigen Arten nachweisbar (Abbildung
13)

So wurde in den Probenstandorten der Frankischen Schweiz (iber einer Hohe von 217 m an
drei Probenstandorten Proben der Tragopogon gesammelt.

-60,0 T T T T T 29,0
£
28,5
-65,0
L 28,0
-70,0
» 27,6
‘.\ L 275
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~~—
-75,0 ~_
— - 27,0
B 762 _ ~
~~o_ \\\~\
S o - ‘\\~
-80,0 < ] 26,5
S~o - ‘~\\‘~
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-100,0 24,0
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Abbildung 13: Einfluss der Hohe auf die D/H und 20/¢0 Isotopenwerte von Tragopogon am Beispiel von

Proben aus der Frankischen Schweiz.
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Diese Proben weisen in den 20/'0 Isotopenverhiltnissen (ber die Héhendifferenz
signifikante  Abreicherungen auf. Diese Abreicherungen sind grofRer als die
Isotopenverhaltnisse des Bodenwassers dies vermuten lassen. So weist diese Region bei einer
Héhe von 230 m einen errechneten '80/1°0 Isotopenwert im Wasser von -8,0 %o (OIPC
Datenbank: The online Isotopes in Precipitation Calculator, Purdue University, Indiana) auf.
In der Hohe von 550 m ist lediglich eine Abreicherung von 0,5 %o zu erwarten, d.h. es liegt
lediglich ein Wasserwert von -8,5 %o vor.

Die '80/1®0 Isotopenverhiltnisse der Organik reichern sich jedoch um -2,1 %o ab, d.h. Gber
100 m ca. -1 %.. Dies ist entsprechend auf die fehlende bzw. geringere
Transpirationsfraktionierung zuriickzufiihren.

Ein dhnliches Ergebnis kann ebenfalls im Beprobungsort an der Rhon aufgezeigt werden
(Abbildung 14).

-60,0 T T T T T T T T T 29,0

28,5
-65,0

%~28\,O L 28,0
-70,0 <

—— L 275

-75,0 -

- - 27,0

-80,0 Rl 26,5

%o
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B 180/160 ® D/H ===-- Linear (180/160) ====- Linear (D/H)

Abbildung 14: Einfluss der Hohe auf die D/H und 20/¢0 Isotopenwerte von Tragopogon am Beispiel von
Proben aus der Rhon.

Insbesondere die 80/®0 Isotopenverhiltnisse reichern sich wiederum signifikant Gber die
Hohendifferenz von 334 m ab. Die Abreicherung ist mit -2,2 %o im Vergleich zur Frankischen
Schweiz jedoch geringer. So ist die Abreicherung tiber 100 m lediglich -0,6 %.o.

Unter Berticksichtigung, dass die D/H Isotopenverhiltnisse weniger anreichern als die 20/*€0
Isotopenverhdltnisse erklart dies ebenfalls die geringe Abreicherung der D/H
Isotopenverhaltnisse an der Rhon im Vergleich zur Frankischen Schweiz.
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Zusammenfassend muss daraus geschlossen werden, dass Hohenunterschiede von mehr als
100 m insbesondere in den 80/1°0 Isotopenverhiltnissen signifikante Auswirkungen in den
krautigen Gewachsen haben.

=>» Der Einfluss der Héhe hat signifikante Auswirkungen auf die Isotopenverhdiltnisse von D/H
und 80/*¢0. Dies ist in einer Herkunftsanalyse entsprechend zu beriicksichtigen

Einfluss der Erntezeitpunkte auf die D/H und *80/*¢0 Isotopenverhdltnisse

Aufgrund des méglichen  Fraktionierungseffekts in den 0/®%0 und D/H
Isotopenverhaltnissen liegt es nahe, dass ebenfalls die Erntezeitpunkte Auswirkungen auf
diese beiden Isotopenverhaltnisse haben. In der zweiten Projektphase wurde entsprechend
dieser Einfluss an verschiedenen Probenstandorten verifiziert.

So wurde die Art Tragopogon am Beprobungsort nahe Husum (Region NW, Nord-
Westdeutsches Tiefland) tiber einen Zeitraum von 39 Tagen jeweils viermal beprobt.
Insbesondere die D/H Isotopenverhéltnisse weisen unter Bericksichtigung der
Reproduzierbarkeit von +/- 2 %o sehr konstante D/H Isotopenverhéltnisse auf. Lediglich am
Anfang der Beprobung liegt eine geringe Abweichung zum angereicherten D/H
Isotopenverhaltnis vor.

Die 80/1%0 Isotopenverhiltnisse weisen zwar eine hohere Schwankung auf, aber unter der
Berlicksichtigung der Reproduzierbarkeit von 0,2 %o ist keine direkte Tendenz gegeben.
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WD/H #180/160

Abbildung 15: Einfluss des Zeitpunktes der Ernte auf die D/H und 80/°0 Isotopenwerte von Tragopogon am
Beispiel von Proben aus der Region Husum (Region NW).
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Diese Konstanz konnte ebenfalls an 2 weiteren Arten festgestellt werden (Anhang, Abbildung
29). Dieses Ergebnis ist einerseits auffallend, da die 80/®0 und D/H Isotopenverhiltnisse
gerade in krautigen Pflanzen einer sehr hohen Variabilitat unterliegen. Andererseits ist jedoch
zu bericksichtigen, dass in den Zeitpunkten der Beprobung insbesondere einer spaten
Probennahme im Juli die Vegetationsperiode der Pflanze voriber ist, d.h. die Samen sind
vollstiandig angelegt worden und werden nicht mehr auf- bzw. abgebaut. Die 80/*¢0 und D/H
Isotopenverhaltnisse der Samen kdénnen sich entsprechend kaum noch verandern.

Die geringe Abweichung bei der ersten Probenziehung am 16.06.2017 kann entsprechend

eine noch geringe Auswirkung einer Biosynthese sein, die zum Ende des Monats Juni
vollstandig abgeschlossen ist.

=> Der Einfluss des Erntezeitpunktes hat keine signifikanten Auswirkungen auf die
Isotopenverhidiltnisse von D/H und *40/*¢0.
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Die 13C/*2C Isotopenverhiiltnisse als Klima/Boden-Index

In der Pflanze wird der 3C/'2C Isotopenwert einerseits durch den Photosynthese-
Mechanismus (C3/C4 Pflanze) vorgegeben und andererseits die Variabilitdt der 3C/*2C
Isotopenverhaltnisse durch klimatische Bedingungen direkt beeinflusst. Die Grundlage ist das
Gas-Wasser-Problem der Pflanzen: Werden die Stomata weit gedffnet, um die CO,-Aufnahme
fir die Photosynthese moglichst wenig zu behindern, nimmt zwangslaufig die Transpiration
und damit die Gefahr des Austrocknens der Pflanze zu. SchlieRt die Pflanze jedoch die
Stomata, um dieser Gefahr zu begegnen, so wird auch die CO;-Aufnahme blockiert. Die Folge
ist, dass das vorhandene CO; in den Interzellularen nahezu vollstandig umgesetzt wird, die
13C/12C Isotopenverhiltnisse der Photosynthese Produkte werden angereicherter.

Deshalb zeigen Pflanzen einer Art in ariden Gebieten angereichertere 3C/'%C
Isotopenverhaltnisse in der Biomasse als in gemaRigten Gebieten [Clay 2001].

Des Weiteren spielt entsprechend die Pufferqualitat des Bodens fir das Gas-Wasser-Problem
eine entscheidende Rolle. So ist im sandigen Boden in Ostdeutschland eher ein Wasser-
Dilemma zu erwarten als in Ton- bzw. Losshaltigen Boden in Westdeutschland.

Ahnliche Ergebnisse sind ebenfalls in den s owms-ms: — .
B¢/ Isotopenverhiltnissen der = s A

266

268

Pflanzenart Festuca gut nachvollziehbar

272

(Abbildung 16a und 16b).

-27.6
-27.8

Jahresibergreifend weisen die westlichen
Regionen insbesondere WB
(Westdeutsches Berg- und Hiigelland) und
NW  (Nordwestdeutsches  Tielfand) ; ]

tendenziell abgereicherte 13¢/12C \iim;gm\f M;fﬂw\
Isotopenverhaltnisse auf. Dagegen sind ‘ o

o~ R
die Festuca-Proben aus Ostdeutschland  Abbildung 16a: Muster der 13C/12C Isotopenwerte in
Festuca des Erntejahres 2016

(NO) in der Tendenz immer angereichert.
Ahnliche Ergebnisse liegen auch im Detail )
vor, so weist die Region um Freiburg (SW) | ) [—
auffallend angereicherte Werte auf.

Grundsatzlich sind die Bc/2c
Isotopenverhaltnisse in ihrer
Aussagekraft  als  Herkunftsindikator
immer nur als Tendenzen zu
interpretieren. Regenmengen, P
topographische Besonderheiten oder, { \ .
Nahrstofflimitierungen im Boden mit ‘ w%ﬂr\ﬁé ’“"fﬁdﬂ% R
resultierender eingeschrankter Photo-  Abbildung 16a: Muster der 13C/12C Isotopenwerte in
syntheseleistung kénnen diese  Festuca des Erntejahres 2017

Tendenzen leicht beeinflussen. So sind die

Ergebnisse von Tragopogon zwar ahnlich, jedoch andererseits in der Kausalitat unklarer
(siehe Anhang, Abbildung 30).
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=>» Die 3C/C Isotopenverhiiltnisse liefern eine Indikation der klimatischen
Aufwachsbedingungen der Pflanze. Eine jahresiibergreifende Anwendung ist zwar méglich,
jedoch immer zu priifen.

Die lokalen Isotopenverhiiltnisse von 3*S/3?S und *>’N/**N

In der Regel folgen die 3%S/32S und *N/XN lIsotopenverhéltnisse keinen groRridumigen
Mustern. Einerseits bestimmt die lokale Geologie die beiden Isotopenverhaltnisse,
andererseits werden insbesondere die N/*N Isotopenverhiltnisse durch anthropogene
Einflisse in Form von Diingung beeinflusst.

So kénnen z. B. die > N/**N genutzt werden, um zwischen 6kologischem und konventionellem
Anbau zu unterscheiden [Bateman 2007].

Auch der Schwefelpool des Bodens ist nicht frei von anthropogenen Einfllissen. Neben
Diingungseintragen kann der Schwefelpool durch Ablagerung bzw. Auswaschung von
Schwefelverbindungen aus der Atmosphdre signifikant verandert werden. So zeigen
industrielle Verbrennungsgase angereicherte Schwefelisotopenverhaltnisse von bis zu +
30 %o. Der ,Fallout” kann anhand der Isotopenverdanderung der Pflanze und des Bodens
verfolgt werden [Winner 1978].

Die Aufnahme des Nitrats (*°N/'*N) zeigt keine Isotopenfraktionierungen [Yoneyama 1989],
so dass verallgemeinert davon ausgegangen werden kann, dass die Isotopenverhéltnisse der
Pflanze die Isotopenverhiltnisse des Bodennitrats widerspiegeln [Yoneyama 1990]. Ahnlich
wie bei der Stickstoffassimilierung ist ebenfalls keine bzw. nur eine geringe (< 1 %o)
Fraktionierung des biogen gebundenen Schwefels gegen den des bioverfligbaren Sulfats
bekannt [Chukhrov 1980].

Die Pflanzen bilden somit die Gegebenheit des Bodens direkt ab.

Im Rahmen des Projektes haben sich beide Isotope als sehr hilfreiche Parameter zur
Differenzierung entwickelt.

So weisen die Festuca-Proben jahresiibergreifend in den beprobten Jahren von 2016 und
2017 signifikant abgereicherte '°N/'*N Isotopenverhiltnisse in Ostdeutschland auf
(Abbildung 17a und 17b). Eine dhnliche Tendenz liegt ebenfalls in den Festuca-Proben aus der
Region Freiburg vor.
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Dagegen sind die BN/YN
Isotopenverhéltnisse in der Region von
Schleswig-Holstein signifikant
angereichert. Dies ist ebenfalls auch im
Mitteldeutschland gegeben und spiegelt
sich insbesondere in den Proben von
Tragopogon sehr gut wider (Abbildung,
Anhang). Diese Proben von Tragopogon
bestatigen ebenfalls die abgereicherten
N/MN Isotopenverhiltnisse in
Ostdeutschland. Eine Erklarung kann
wiederum in den Bodenverhaltnissen
liegen, die aufgrund des Sandbodens

arm an biogenen Stickstoff sind. a1 (oW - 2017

Die jahresibergreifende Musterung der
BN/YN Isotopenverhaltnisse ist
hilfreich einen Herkunftsnachweis zu
flhren.

So sollten  Festuca-Proben  aus
Ostdeutschland, d.h. aus der Region NO
mit der Unterregion 22 immer
abgereicherte N/*N Isotopenwerte
aufweisen.

Aufgrund der jahresergreifenden
Ahnlichkeit der *N/¥N Isotope wurde
ebenfalls die direkte Korrelation der
Beprobungsorte gepriift.

Es wurden in den Probenziehungen zwar
nicht immer die exakten Probenorte im
Folgejahr wieder beprobt, jedoch lagen
genligend ahnliche Probenpunkte haufig
im Umkreis von 100 m vor.

Im Vergleich der N/AN
Isotopenverhaltisse am gleichen
Beprobungsort des Jahres 2016 und
2017 ist bei den Proben von Festuca eine

agroisolan
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Abbildung 17a: Muster der >°N/**N Isotopenwerte in
Festuca des Erntejahres 2016

Abbildung 17a: Muster der >°N/*N Isotopenwerte in
Festuca des Erntejahres 2017

2017: 15N/14{;N - Isotope in Festuca

50
2016: 15N/14N - Isotope in Festuca

Abbildung 18: Vergleich der >°N/*N Isotopenwerte in
Festuca des Erntejahres 2016 und 2017 am gleichen
Beprobungsort

hohe Korrelation mit einen R? von 0,8 hoch festzustellen (Abbildung 18)
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Derartig gute Korrelationen lagen auch
bei den Arten Tragopogon mit R = 0,79
und Poa mit R? = 0,78 vor (Anhang,
Abbildung 31 a/b). Alle drei Arten wiesen
eine gute jahresiibergreifende
Korrelation auf. Es sollte erwahnt
werden, dass ebenfalls die Art Lotus
jahrestibergreifend gesammelt wurde.
Diese zeigt jedoch als stickstofffixierende
Pflanze einen sehr konstanten negativen
N/MN Isotopenwert in den
verschiedenen beprobten Regionen.
Der N/¥N Isotopenwert st
entsprechend als weiterer Parameter zur
Herkunftsiiberprifung nicht geeignet.

Die Isotopenverhiltnisse von 345/32S
zeigen dhnliche Ergebnisse.

So wiesen die Proben von Tragopogon
jahresubergreifend in Schleswig-Holstein
signifikant angereicherte 34S/3’S Werte
von Uber 7 %o auf (Abbildung 19 a & b).
Derartige  Anreicherungen  konnten
ebenfalls in Thiringen
jahrestibergreifend nachgewiesen
werden. Dagegen wiesen Proben aus
Bayern und Nordrhein-Westfalen
jahrestbergreifend signifikant
abgereicherte 345/325 Isotopen-
verhadltnisse unterhalb von +3 %o auf.

Die  Korrelation des Ortes der
Probennahmen des Jahres 2016 und
2017 im Rahmen von 100 m ist dhnlich zu
den N/¥N Isotopenverhiltnissen und
entsprechend sehr hoch.

So weisen die Proben von Tragopogon
insgesamt mit eine RZvon 0,86 eine hohe
jahresiibergreifende Ahnlichkeit in den

agroisolan
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Abbildung 19a: Muster der 345/32S Isotopenwerte in
Tragopogon des Erntejahres 2016
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Abbildung 19b: Muster der 345/32S Isotopenwerte in
Tragopogon des Erntejahres 2016

R?*=0,8647

2017: 345/32S - Isotope in Tragopogon

00 20 a0 60 80 100 120 140

2016: 345/32S - Isotope in Tragopogon

Abbildung 20: Vergleich der 345/32S Isotopenwerte in
Tragopogon des Erntejahres 2016 und 2017 am gleichen
Beprobungsort

345 /325 |sotopenverhiltnissen auf (Abbildung 20).

Ahnliche Ergebnisse sind ebenfalls wieder fiir Poa mit R? = 0,88 und Lotus mit R?=0,88
festzuhalten (Anhang, Abbildung 32 a bis c) Lediglich Festuca wies eine geringere Ahnlichkeit
der Beprobungsorte mit einen R? = 0,65 auf.
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= Die BN/AN und  ¥s/P%s Isotopenverhidiltnisse liefern  jahresiibergreifende
Differenzierungsmdglichkeiten der Herkunft von krautigem Saatgut.

Differenzierung der vordefinierten Saatgutregionen mit Hilfe der stabilen Isotope

Eine signifikante Differenzierung der
vordefinierten Region ist insbesondere ‘
aufgrund der fehlenden Moglichkeiten der
D/H und *0/%*0 Isotopenverhiltnisse
nicht moglich.

F2(2352%)

In der Regel liefern die D/H und ¥0/*0
Isotopenverhaltnisse eine erste
grobraumige Differenzierung, so dass die
lokalen Isotopenverhiltnisse von >N/!4N
und 3%S/32S eine Detaildifferenzierung
gewshrleistet. So sind zwar die °N/*N
Isotopenverhdltnisse von Bayern und
Schleswig-Holstein ahnlich in
Tragogopon, die D/H und !0/*0 Isotopenverhiltnisse sollten jedoch eine
Vordifferenzierung aufgrund der unterschiedlichen Isotopenverhéltnisse des Wassers liefern.
Dies ist jedoch aufgrund der dargestellten Probleme derzeit leider nicht moglich.

[+AV eMD +NO «NW <SD ©SW eWB o Centroids |

Abbildung 21: Diskriminanzanalyse der D/H, 20/*¢0,
13¢c/12¢, 1SN/YN und 34S/32S Isotopenverhiltnisse am
Beispiel Tragopogon des Jahres 2016.

Entsprechend ist die Gesamtdifferenzierung der vordefinierten Regionen alleine auf Basis der
stabilen Isotope mit 43 untersuchten Proben des Jahres 2016 leider unzureichend (Abbildung
21) und die Differenzierungswahrscheinlichkeit liegt lediglich bei 51 % (Tabelle 4).

from \ to AV MD NO NW SD SW WB Total % correct
AV 3 0 1 0 1 0 1 6 50,00%
MD 0 2 1 0 1 0 0 4 50,00%
NO 0 0 4 2 1 0 1 8 50,00%
NW 0 0 0 6 1 0 0 7 85,71%
SD 3 0 1 1 1 0 0 6 16,67%
SW 0 0 1 0 0 2 1 4 50,00%
WB 0 0 2 1 1 0 4 8 50,00%
Total 6 2 10 10 6 2 7 43 51,16%

Tabelle 4: Statistik der Diskriminanzanalyse der Stabil-Isotopen-Signaturen zur Differenzierung der
verschiedenen vordefinierten Regionen von Tragopogon des Erntejahres 2016

Ahnliche Ergebnisse lagen bei allen untersuchen Arten des Jahres 2016 vor (Anhang, Tabelle
16 a bis e). So wies Poa eine Differenzierungswahrscheinlichkeit von 52 %, Knautia von 50 %,
Festuca von 45 % und Lotus von 44 % auf. Lediglich Pimpinella zeigte eine bessere
Differenzierungswahrscheinlichkeit von 66 %.

Insgesamt ist diese Differenzierung unzureichend um die vordefinierten Regionen
abzugrenzen.
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Es wurden in der Verifikation der Regionen bewusst nicht die Unterregionen hinzugezogen.
Dies wirde durchaus zu besseren Ergebnissen fiihren, die jedoch mehr auf die rudimentare
Anzahl von Proben pro Region zuriickzuflihren waren. Dieses Ergebnis hat ebenfalls im Jahr
2017 Bestand. So lagen die Differenzierungswahrscheinlichkeiten nur im Rahmen von 40 bis
53 % (Anhang, Tabelle 17 a bis d)

Entsprechend kann die alleinige Anwendung der Isotopenmethode keinen belastbaren
Nachweis der vordefinierten Regionen erbringen.

Das NIR Fingerprinting mit der Nutzung der chemischen Zusammensetzung als weiteres
Differenzierungsmerkmal der Region kdnnte eine hilfreiche Ergdanzung sein, diese fehlende
Differenzierungswahrscheinlichkeit zu verbessern.

Die  NIR Methode alleine liefert dabei ebenfalls keine hinreichende
Differenzierungsmaoglichkeit. So lag die Differenzierungswahrscheinlichkeit der untersuchten
Tragogopon Proben aus dem Jahr 2016 etwas hoher, jedoch ebenfalls nur bei 65 % (PCA = 8
Parameter, Tabelle 5). Die hohere Anzahl der Proben ist nur aufgrund von Dreifach-
Messungen an verschiedenen Tagen zurlickzufiihren. Diese Probenmessungen werden
ebenfalls in der Statistik einzeln betrachtet.

from \ to AV MD NO NW SD SW WB Total % correct
AV 13 1 2 0 2 0 0 18 72,22%
MD 0 6 3 0 0 0 0 9 66,67%
NO 2 0 15 0 2 2 3 24 62,50%
NW 0 0 0 9 0 0 3 12 75,00%
SD 0 0 3 2 10 0 0 15 66,67%
SW 0 0 3 1 0 1 4 9 11,11%
WB 1 2 3 1 0 0 22 29 75,86%
Total 16 9 29 13 14 3 32 116 65,52%

Tabelle 5: Statistik der Diskriminanzanalyse der NIR Paramenter nach Datenreduktion auf 8 Parameter (PCA)
zur Differenzierung der verschiedenen vordefinierten Regionen von Tragopogon des Erntejahres 2016

Die weiteren Arten wie Festuca mit 68 % (PCA = 7 Parameter), Lotus mit 76 % (PCA= 7
Parameter) und Knautia mit 61 % (PCA = 8 Parameter) wiesen ebenfalls eine bessere
Differenzierung im Vergleich zur Isotopenanalytik auf.

Die Verkniipfung der finf Parameter der Isotopenmessung mit den weiteren 8 Parametern
der NIR-Messungen erbringt jedoch eine deutliche Verbesserung der Differenzierungs-
wahrscheinlichkeit. So steigt die Differenzierungswahrscheinlichkeit auf 77 % (Tabelle 6) an.

from \ to AV MD NO NW SD SW WB Total % correct
AV 13 2 2 0 1 0 0 18 72,22%
MD 0 6 3 0 0 0 0 9 66,67%
NO 1 0 21 0 2 0 0 24 87,50%
NW 0 0 0 12 0 0 0 12 100,00%
SD 0 0 2 0 11 0 2 15 73,33%
SW 0 0 0 0 0 6 3 9 66,67%
WB 0 2 1 3 0 2 20 28 71,43%
Total 14 10 29 15 14 8 25 115 77,39%

Tabelle 6: Statistik der Diskriminanzanalyse der NIR Parameter nach Datenreduktion auf 8 Parameter (PCA)
zur Differenzierung der verschiedenen vordefinierten Regionen von Tragopogon des Erntejahres 2016
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Eine leichte Verbesserung kann erreicht werden, wenn Regionen vereinigt werden. Mit einer
Neudefinition einer West-Region von SW und WB steigt die Gesamtdifferenzierung der
Tragopogon-Proben des Jahres 2016 auf
ca. 80 % (Abbildung 22).

Observations (axes F1and F2: 70,45 %)

Durchaus interessant sind jedoch die

Ergebnisse der Proben von Festuca. Die fow PB4 o .
. . ' 11,°
Kombination von NIR und | o .. e o, .
n L ' Sa— l.. L] + o
Isotopenanalytik brachte hier eine sehr B s AT BTN e 0wt e
o . ® O West(svwB) o 4 °
o~ o LY o

hohe Differenzierungswahrscheinlichkeit
von uber 96 %. Dies kann entsprechend . . .,
als signifikant angesehen werden.

Diese Signifikanz konnte im Folgejahr T 0.20%)
2017 nicht mehr erreicht werden. Die

| @AV eMD eNO eNW eSD e West(SW-WR) O(‘pntrnirkl

Differenzierungswahrscheinlichkeit  1ag  appildung 22: Diskriminanzanalyse der D/H, ¥0/0,
dabei auf dem Niveau der weiteren drei  *3C/*2C, 5N/*N und 3%S/32S Isotopenverhiltnisse am
Arten. Entsprechend ist diese Signifikanz Beispiel Tragopogon des Jahres 2016. Zusammenlegung von

. . Regionen (SW+WB
derzeit als Ausreifler zu werten. g ( )

Die Proben von Lotus wiesen in Kombination von NIR und stabilen Isotopen im Jahr 2016
ebenfalls eine hohe Differenzierungswahrscheinlichkeit von 90 % auf. Diese war ebenfalls im
Folgejahr nicht mehr zu erreichen. Im Folgejahr erbrachte die Kombination von NIR und
stabilen Isotopen ebenfalls nur noch 69 %.

Dieser Trend zur schlechteren Differenzierung im Jahr 2017 war ebenfalls bei Tragopogon zu
beobachten. Im Jahr 2017 betrug die Differenzierungswahrscheinlichkeit ebenfalls nur noch
69 % statt 77 % im Jahr 2016.

Der Verlust an Differenzierungswahrscheinlichkeit war bei allen untersuchten Arten eine
Kombination von fehlenden Diskriminierungsmoglichkeiten insbesondere im NIR
Fingerprinting. So betrug die Differenzierungswahrscheinlichkeit der vordefinierten Regionen
von Tragopogon unter Berlcksichtigung von NIR Signaturen (PCA = 8 Parameter) nur noch 44
% statt 65 % im Vorjahr 2016. Entsprechende Verluste lagen auch bei Festuca (PCA = 8
Parameter): 52 % (2017) statt 68 % (2016) und Lotus (PCA = Parameter): 51 % (2017) statt 76
% (2016).

Dies zeigt wie verdnderbar bzw. anfillig chemische Fingerprinting-Signaturen innerhalb
unterschiedlicher Erntejahre sind, dagegen sind die Isotopensignaturen im Vergleich deutlich
konstanter.

Eine jahresibergreifende Differenzierung war entsprechend nicht moglich. In diesem Fall
gingen die Differenzierungswahrscheinlichkeiten auf unter 60 % zuriick (Anhang, Tabelle 18).

Kausal ist dies insbesondere auf die Veranderung der NIR-Fingerprinting zurlickzufiihren. Die
chemische Zusammensetzung andert sich immer geringfligig in den Jahren aufgrund
unterschiedlicher Umwelteinfliisse. Entsprechend sind chemische Fingerprinting Datenséatze
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immer zu aktualisieren, was z.B. in der praktischen Umsetzung schon heute in der Fruchtsaft-
Branche (z.B. durch SGF) gemacht wird.

Zur weiteren Verbesserung der Differenzierung wurde das Projekt im Jahr 2017 um die
guantitative Messung der fiinf Elemente (Rb, Ba, Sr, Mn, Ti) kostenneutral (Eigeninitiative
Agroisolab) erweitert.

Insgesamt wurde die Konzentration dieser fiinf Elemente in 100 Proben von Tragopogon
quantifiziert.

Eine signifikante Verbesserung lag auch mit diesem neuen Parametersatz nicht vor. Insgesamt
erbrachte die Kombination aus Stabil-Isotopen-Messung mit der Elementbestimmung eine
Differenzierungsmoglichkeit von Tragopogon des Erntejahres 2017 von lediglich 64 %. Im
Vergleich war die Kombination aus Stabil-Isotopen-Analytik und NIR mit 69 % weiterhin
effektiver.

Des Weiteren waren die neuen Parameter in der Gesamtbetrachtung der beiden Erntejahre
2016 bis 2017 schlussendlich  ebenfalls nicht hilfreich. So stieg die
Differenzierungswahrscheinlichkeit nur von 58 % auf 61 % an, was keinem signifikanten
Anstieg gleichkommt.

In der weiterflihrenden Evaluierung der Moglichkeiten war jedoch die Kombination aus Stabil-
Isotopen-Analytik und Elementanalyse mit einem kleinrdumigen Differenzierungsansatz sehr
interessant.

=> Die Stabil-Isotopen-Signaturen als auch das NIR Profiling sind nicht hinreichend geeignet
eine signifikante Differenzierung der vordefinierten Regionen (DBU Projekt: 23931) zu
gewdhrleisten. Erst durch die Kombination beider Methoden sind
Anwendungsméglichkeiten (z.B. Festuca, Lotus) zur Differenzierung der Regionen innerhalb
eines Referenzierungsjahres gegeben.

=> Das NIR Profiling ist stark abhéngig vom Erntejahr und nicht auf das Folgejahr iibertragbar.
Dagegen sind die Stabil-Isotopen-Daten robuster (siehe auch Stickstoff / Schwefel).

=> Jahresiibergreifende Differenzierung der Regionen konnte weder mit einer Einzelmethodik,
Kombination von Stabilen Isotope und NIR, noch mit zuséitzlichen Parameter aus der
Element-Bestimmung von fiinf Elementen (Rb, Sr, Ba, Mn, Ti) erreicht werden.
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Neues Konzept — Verifizierung der lokalen Herkunft

Nach dem derzeitigen Stand des Wissens kann eine effektive Uberpriifung der vordefinierten
Regionen nur durch umfangreiche Jahresreferenzen erreicht werden. Ein einmaliger Aufbau
einer Herkunftsdatenbank kann nicht erfolgreich sein, da insbesondere das Fingerprinting
Muster der NIR in den verschiedenen Erntejahren immer Anderungen unterworfen ist.

Selbst bei einer umfangreichen aktuellen Referenzdatenbank besteht weiterhin die
Problematik, dass die Trennleistungen der verschiedenen vordefinierten Regionen in der
Regel nicht signifikant (> 95 %) sein wird.

Weiterhin ist eine jahrliche Referenzierung der Anbaugebiete in der praktischen Umsetzung
immer kosten- und zeitintensiv. Dies ist in der Regel bis heute ein groBes Problem fir
ganzheitliche Methoden, die alleinig auf chemisches Fingerprinting (NIR, NMR) ausgelegt
sind.

Eine Losung der Probleme kann ein lokaler Ansatz bieten, d.h. es wird nicht mehr auf
Regionen geprift, sondern auf die moégliche lokale Herkunft.

Dies wurde entsprechend anhand des Beprobungsrasters (siehe Abbildung 2) gepriift und am
Beispiel von Tragopogon verifiziert.

Dabei wurden alle Proben jahresiibergreifend einbezogen. Es wurden jedoch die Probenorte
verworfen, die nur einmalig beprobt wurden sowie deren Distanz bzw. Héhe gravierend
unterschiedlich waren.

Dieser Ansatz ist méglich, da insbesondere die >N/N/ und 34S/32S Isotope haufig eine
jahrestbergreifende Signatur liefern und lokale Unterschiede gegeben sind. Zusatzlich
wurden zur Differenzierung die 3C/*2C Isotope genutzt, die zwar nur geringe Méglichkeiten
bieten aber aufgrund der besonderen Bodenstrukturen insbesondere in Ostdeutschland
durchaus hilfreich fiir eine Differenzierung sind. In der Evaluierung der untersuchten finf
Elemente sind derzeit nur Mangan (Mn) und Rubidium (Rb) hilfreich fiir eine lokale
Differenzierung.

In der Kombination dieser 5 Parameter konnte bei 31 zusammengefassten Probenstandorten
des Jahres 2016 bis 2017 fir mehr als die Halfte eine gute Differenzierung von bis zu 100 %
erreicht werden (Tabelle 7), d.h. diese spezifischen Ortsignaturen gewahrleisten immer eine
jahresiibergreifende Riickverfolgung auf die Ortlichkeit.
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from\to |R1 R10 R11 R13 R14 R15R16 R17 R18 R19 R2 R20 R21 R22 R23 R25 R26 R28 R29 R3 R30 R31 R33 R34 R35 R37 R39 R4 R40 R8 R9|Total| % correct
R1 6 1.0 0 0OOOOOO0OO0OOTOTO OO OO OUOOOOOT®OOT® OO OO OOTO0OO0 0 o0 7] 85,71%
R10 0 3 0 0O 0OOO O OOOOOOOO OO OT OO OO OO OOUOOOOT®OTOTO0OO0 O 3| 100,00%
R11 0 01 0 0 0 0 O OOOOOOO OO OO OO OO OOOT11T 0 O0O0O0OO0OO0OTO0OTGQO0O0 2| 50,00%
R13 0 o0 0 2 0 0 0O O OO0OO0OOOOTG OO OO OO OO OOTOOUO OO OOOTOO0OO0OO0 O 2| 100,00%
R14 0 o0 0 0 2 0 0 0O OO0OO0OOO0OO0OOOU OO OO OO OOO OO OO OO OOTUOTOO0OO0OO0 o0 2| 100,00%
R15 0 o0 0 0 01 0 0 0OO0OOOO0OO0OOOO OO OO OO OO 2 00000 0 0 0 0 3] 33,33%
R16 0 100O0O0O10O0O0OO0OOOOOOOOUOOOOOTUOOTOOO0OO0O O0 0 2 50,00%
R17 00 0O0OOOT11O0O0OOUO0O0OT1IO0O0TQO0TUO0CO0OTUO0OOTQOOTD ODTUOTO OTUOTUOTOTO0OO0 O 2 50,00%
R18 0o o0 00OOOO3O0O0O0OO0O0OO0OTO0ODO0OTUO0DO0OOOOTD OO OO OTUOTUOTO OO O0 O 3| 100,00%
R19 0 o0 0O0OOOOTOS4O0O0O0O0OO0OO0OO0OTUO0OO0OOTOO OO OO OO OTUOTOTO OO O0 O 4] 100,00%
R2 00 00OOOOOO?2O00O0OO0OTO0ODODOOOOTOOT® OO OO OO OO OO0OO0O O0 O 2| 100,00%
R20 0o o0 00O0OOOOOOO?20O0O0OO0OO0OSO0OO0OOTOOOTOUOOTUOTOTO0OO0O O0 O 2| 100,00%
R21 0 0 0 0 0 0 O OOOUOOU O 3O0O0O0O0TUO0O0DO0OTUO0DO0OTO0OOTUOTQOTQOTO0OO0OOo0 O 3| 100,00%
R22 0 0 0 0 0 0 OO OOOOOTI100O0O0OO0OOOTI11IO0O0OO0OO0OTO0OTO0OTO0OO0 O 2] 50,00%
R23 0 o0 0 00 0 O OOOOOOTO?Z2001 2 000 000 1 0 0 0 0 0 6] 33,33%
R25 0 0 0 0 00 OOOOOOOOTI1 31 00 0 0 0 0 0000 0 0 0 0 5| 60,00%
R26 0 0 0 0 0 0 OO OOOOUOOTU OO OO OZ2 000000 O0O0OO0OO0OTO0OTGO0OTO0OO0 2| 100,00%
R28 0 o0 0 00 0O O10O0O0OO0OOOTI11O0O0OTGO0ODOO OO OO OO OO OTUOTUOTQOTUOTO0OO0O O 2] 0,00%
R29 1 00 00O OOOOOOOOOOOOO?2W0O0O0O0OOTO0OO0OO0OTQO0OTUO0OTGO0OSOUQO0 3 66,67%
R3 0o o0 0O0OOOOOOOO OO ODOO OO OO OO OO 3W0O0O0OO0OO0OTUO0OO0OO0 O0O 0O 09 3| 100,00%
R30 0o o0 00OOOOOOOO OO ODOOTOO OO OO OO OTZ2 0 0O0O0OO0OO0OTO0OTO0OO0 O 2| 100,00%
R31 00 00OOOOOOOOTI1O0?2H0WO0O0O0OO0OTO0OO0OSQO0OTO0OO0OTO0OTI1IO0 0 0 0 4 0,00%
R33 0o 0 00OOOOOOOOTODOOTOO OO OO OO OOTOTZ2 0 000 0 0 0 0 2| 100,00%
R34 0 o0o0O0O11H0O0O0OO0OTO0ODO0OTO0ODOOTOOODOOOTO OO OTZ2 000 0 0 0 0 3 66,67%
R35 0 0 0 0 0 0 0OOOOOOOTUOO OO OO OO OO OOTUO OO OO OO 3000010 4 75,00%
R37 0 0 0 00 0 OOOOOOOOI 10W0WO0O0OOTOTI1IO0O0OO0OT1IO0 0 0 0 0 3] 33,33%
R39 0 0 0 0 0 0 O OOOOOUOOTU OO OO OO OO OO OOTO OO OO OO OO OOQOTZ2 0 0 0 0 2| 100,00%
R4 1 0 00 O0OOOOOOOOOOOOOOOOTOOOODOUOODOOTI1ITIMO0 o000 2] 50,00%
R40 0 0 0 0 O O O OOOOOOTUOO OO OO OO OO OOTO OO OTUO OO OO OOTQ OO 2 0 0 2| 100,00%
R8 0 0 0 0 0 0 0O 0O 0O0OOOOTOOOU OO OO OO OOTOTUO OO OO OOU OO OOQ OO OTI1I 20 3] 66,67%
R9 0 0 0 0O 0 0 00 O0OO0OO0O OO O O0ODO0O OO0 O0O D0 0O O0 0 0 0 0 0 0 0 0 2 2| 100,00%
Total g§ 5 1 2 2 2 1 1 4 4 2 2 5 1 7 3 3 1 4 3 2 5 2 2 3 2 3 1 3 3 2 8 70,79%

Tabelle 7: Statistik der Diskriminanzanalyse der 3C/*%C, *N/**N und 3%S/32S Isotope zur Differenzierung der
Beprobungorte (n=31) in Kombination mit den Konzentrationsmengen von Rubidium und Mangan.

Andere Beprobungsorte zeigen kein klares Muster und gehen in der Zuordnung in weiteren
Beprobungsorten auf (z.B. R31). Es ist jedoch zu bericksichtigen, dass in der Regel eine
Eingrenzung in der Praxis auf wenige Herkunftsorte moglich sein sollte. Entsprechend kann
die Auswahlmoglichkeit sicherlich auf unter 10 Beprobungsorte reduziert werden; dadurch
steigt die Differenzierungsmaoglichkeit auf Gber 95 % an (Tabelle 8).

from\ to R1 R10 R11 R13 R14 R16 R17 R19 R2 Total | % correct
R1 6 1 0 0 0 0 0 0 0 7 85,71%
R10 0 3 0 0 0 0 0 0 0 3 100,00%
R11 0 0 2 0 0 0 0 0 0 2 100,00%
R13 0 0 0 2 0 0 0 0 0 2 100,00%
R14 0 0 0 0 2 0 0 0 0 2 100,00%
R16 0 0 0 0 0 2 0 0 0 2 100,00%
R17 0 0 0 0 0 0 2 0 0 2 100,00%
R19 0 0 0 0 0 0 0 2 0 2 100,00%
R2 0 0 0 0 0 0 0 0 2 2 100,00%
Total 6 4 2 2 2 2 2 2 2 24 95,83%

Tabelle 8: Statistik der Diskriminanzanalyse der 3C/**C, *>N/*N und 3%5/32S Isotope zur Differenzierung der
Beprobungorte (n=9) in Kombination mit den Konzentrationsmengen von Rubidium und Mangan.
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Abbildung 23: Diskriminanzanalyse der 3C/*2C, *>N/**N und 34S/32S Isotope zur Differenzierung der
Beprobungorte (n=9) in Kombination mit den Konzentrationsmengen von Rubidium und Mangan.

Eine weitere Verbesserung kann durch die Modellierung der D/H und *20/%0

Isotopenverhaltnisse als groBraumiger Trennfaktor erreicht werden.
Diese stehen aufgrund der hohen jahresiibergreifenden Variabilitat nicht zur Verfligung.

Unter Bericksichtigung, dass malgeblich die Temperatur und die Luftfeuchtigkeit
insbesondere die Isotopenverhiltnisse der 180/%0 Isotope beeinflusst, sollte es mdglich sein
unter Berlcksichtigung moglicher Herkunftsorte diese Parameter mit klimatischen Daten zu
modellieren bzw. zu korrigieren, was im Rahmen einer weitergehenden Doktorarbeit (Florian
Cueni) an verschiedenen Pflanzenprodukten (z.B. Getreide, Beeren) vertiefend getestet und
ausgearbeitet wird und im folgenden Kapitel auch fiir Saatgut erlautert wird.

=> Eine Verifizierung der lokalen (Feld) Herkunft ist eine Méglichkeit die stabilen Isotope in
Kombination mit Elementanalytik (Rb, Mn) effektiv und aussagekrdiftig einzusetzen.
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Pflanzenphysiologische Modelle zur Wachstumsort-Vorhersage von Saatgut

Ziel des folgenden Kapitels ist es, aufzuzeigen, wie mit Hilfe von in der Wissenschaft
etablierten pflanzenphysiologischen Modellen und des Kalibrierens dieser durch die in dem
Projekt gesammelten und gemessenen Proben, prazise Vorhersagekarten mit den stabilen
Isotopen des Wassers (62H, §180) berechnet werden kénnen.

Es ist allgemein bekannt, dass Pflanzen fir die Photosynthese Kohlenstoffdioxid (CO;) aus der
Umwelt aufnehmen und daraus mit, von in den Wurzeln aufgenommenem Wasser, Energie
in Form von Zucker produzieren. Diese Aufnahme des CO: findet in den Blattern durch
sogenannte Spaltoffnungen (Stomata) statt, welche sich meist an der Unterseite der Blatter
befinden. Somit ist die Pflanze direkt an die Umwelt gekoppelt, denn durch die offenen
Stomata diffundiert nicht nur CO; in die Pflanze, sondern auch Wasser aus der Pflanze. Dieser
Prozess, der Verdunstung von Wasser Uber die Spaltoéffnungen der Pflanze wird (stomatére)
Transpiration genannt. Die Transpiration wird hauptsachlich von der Dampfdruckdifferenz
(Englisch: vapour-pressure deficit, VPD) zwischen dem Dampfdruck im Blattinnern [berechnet
aus relativer Luftfeuchtigkeit (100 %) und Blatttemperatur] und dem Umgebungsdampfdruck
getrieben. Der Dampfdruck wird aus der lokal vorliegenden relativen Luftfeuchtigkeit
(Blattinneren resp. Umgebungsluft) und der jeweiligen Temperatur berechnet. Die relative
Luftfeuchtigkeit ist wiederum das relative Verhaltnis des momentanen Dampfdrucks und des
Sattigungsdampfdrucks basierend auf der zugehérigen Lufttemperatur und dem
atmospharischen Druck. Somit ist in warmen, trockenen Gebieten die potentielle
Transpiration von Pflanzen am hochsten. Um nicht auszutrocknen und um das
Kavitationsrisiko (Abriss der Wassersaule im Xylem) zu vermindern, konnen Pflanzen der
Transpiration entgegenwirken, indem sie die stomatire Offnung und somit den Verlust des
Wassers aus den Blattern regulieren. Weshalb an heilRen, trockenen Tagen Pflanzen ihre
Stomata oft schlieBen und somit die tatsachliche Transpiration verringern. Das SchlieBen der
Stomata steht jedoch im Konflikt mit der Aufnahme von CO; fir die Photosynthese.
Sogenannte CAM und C4-Pflanzen umgehen diesen Trade off durch zeitliche respektive
raumliche Trennung von C-Assimilation und C-Fixierung.

Die Transpiration aus den Stomata fihrt zu einer Fraktionierung der Isotope des Wassers und
einer Anreicherung der schweren Isotope (180 und 2H) in den Zellen um die Stomata. Durch
Diffusion vermischt sich das durch die Transpiration isotopisch angereicherte Wasser mit dem
restlichen Blattwasser, wodurch dieses gegenliber dem lokalen Niederschlagswasser
isotopisch schwerer ist. Verringerte Transpirationsraten, z.B. durch das SchlieBen der Stomata
bei zu hohem Dampfdruckdefizit, fliihren zu starker angereichertem Blattwasser in direktem
Vergleich zu einer Pflanze mit hoherer Transpiration.

Die isotopische Anreicherung des Blattwassers als Resultat der Transpiration wurde im Jahre
1965 das erste Mal beschrieben (Gonfiantini et al. 1965). Im selben Jahr beschrieben Craig
und Gordon (1965) ein mathematisches Modell zur Berechnung der isotopischen
Anreicherung durch Evaporation an der Oberflache eines Wasserkdrpers. Dieses Modell, das
«Craig & Gordon Model», kann auch dazu verwendet werden, um die isotopische
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Anreicherung von Wasser am Ort der Transpiration im Blatt (Stomata) zu beschreiben
(Dongmann et al. 1974; Farquhar and Lloyd 1993) und wurde bereits in vielen
pflanzenphysiologischen Studien erfolgreich angewandt (Kahmen et al. 2008, 2011; West et
al. 2008; Bogelein et al. 2017). Die wichtigsten Inputparameter fir das Modell sind: (1) die
isotopische Zusammensetzung des Niederschlags, (2) die relative Luftfeuchtigkeit, (3) die
Lufttemperatur und (4) die Hohe Gber Meer am Wachstumsort der Pflanze.

Das Modell unterscheidet in zwei Fraktionierungsfaktoren zwischen Sauerstoff und
Wasserstoff und beschreibt mathematisch die bei Transpiration beobachtete starkere
Anreicherung von schwerem Sauerstoff gegenliber Deuterium. Die beiden
Fraktionierungsfaktoren sind die sog. Gleichgewichts-Isotopenfraktionierung (equilibrium
isotope fractionation, €+), abhangig von der Temperatur (Majoube 1971) und die kinetische
Fraktionierung (kinetic isotope fractionation, €k) (Farquhar et al. 1989).

In der Anwendung des Modells stellte sich jedoch heraus, dass das Craig & Gordon Model die
isotopische Anreicherung des Blattwassers nur direkt am Ort der Transpiration (Stomata)
beschreibt und das gesamte Blattwasser in Wirklichkeit weniger angereichert ist als vom
Modell angenommen. Zur Korrektur dieser Uberschitzung der isotopischen Anreicherung
wurden zwei Modellerweiterungen beschrieben. Zum einen der «Péclet-effect» welcher
verschiedene Gradienten der Anreicherung im Blattwasser annimmt (Farquhar and Lloyd
1993; Kahmen et al. 2011), zum anderen das «Two-Pool model» welches das gesamte
Blattwasser als eine Mischung von Craig-Gordon-angereichertem Wasser und isotopisch
verarmten Xylem-, respektive Niederschlagswasser beschreibt (Yakir and DeNiro 1990; Roden
and Ehleringer 1999). In diesem Ausblick wird das Craig & Gordon Modell mit dem
einfacheren, aber trotzdem ebenso genauen Two-Pool Modell korrigiert (Cernusak et al.
2016; Bogelein et al. 2017).

Somit konnen die isotopischen Anreicherungsprozesse, die dazu flihren, dass sich das
Blattgewebewasser gegeniber dem lokalen Niederschlagswasser unterscheidet,
mathematisch beschrieben werden. Getrieben werden die Prozesse hauptsachlich von
Temperatur und relativer Luftfeuchtigkeit am Wachstumsort der Pflanze. Essenziell fir die
Vorhersage des Standorts einer Pflanze, (iber deren dort produzierten Samen ist jedoch der
Fakt, dass das angereicherte Blattwasser iber das Phloem bis zu sich entwickelnden Organen,
wie z.B. Samen transportiert wird (Cernusak et al. 2016). Daher werden organische
Substanzen (u.a. Zellulose, Zucker, Starke und Lipide) in einem gegeniiber dem lokalen
Regenwasser angereichertem Umfeld gebildet, welches isotopisch eine Mischung zwischen
angereichertem Blattwasser und unangereichertem Xylemwasser ist (Cernusak et al. 2016).

Bei der Synthese von organischen Substanzen (z.B. Zellulose) kommt es zudem zu einem
weiteren Fraktionierungsschritt, der sog. biosynthetischen Fraktionierung (ebio). Diese wurde
fur das Sauerstoffisotop (180) bei viele Substanzen als konstante Anreicherung iber dem
Blattwasser §180-Wert beschrieben (Schmidt et al. 2001). So zum Beispiel bei Sauerstoff in
Zellulose, welcher +27%o0 t 4 angereicherter als das Blattwasser beobachtet wird. Dies wird
hauptsachlich der isotopischen Gleichgewichtsfraktionierung zwischen der Carbonylgruppe
und dem Wasser zugeschrieben (Sternberg et al. 1986). Barbour et al. (2004) und Cernusak
et al. (2005) haben diesen fiir Wasserpflanzen etablierten Fraktionierungsfaktor von +27%o
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fir Landpflanzen, am Beispiel von Baumwolle, verfeinert und um einen speziesspezifischen
Korrekturterm (pexpx) erweitert (Munksgaard et al. 2017).

Wie aus der oben beschriebenen Theorie hervorgeht, ist es fir die Herkunftsbestimmung von
Wildpflanzen-Samen anhand der stabilen Isotope des Wassers mafigebend, dass (1) zur
Berechnung der Anreicherung des Blattwassers durch das Craig & Gordon Modell dieses
prazise kalibriert wird, (2) der Anteil der beiden Wasserpools fiir das Two-Pool Modells
berechnet wird und (3) der Korrekturterm pexpx sowie €bio fiir 6180 der Zellulose definiert
wird.

Zur prazisen Kalibrierung des Modells kann auf das sehr umfangreiche Daten-Set des von der
DBU geforderten Wildsamenprojekts zuriickgegriffen werden. Mit Hilfe der erhobenen Daten
wurden am Beispiel von Tragopogon die Isotopenwerte des Sauerstoffs (6180) der Zellulose
der Samen fiir das Modell auf das Jahr 2016 kalibriert und auf Basis des Datensatzes von 2017
getestet (Abbildung 24). Daraus ist ersichtlich, dass durch eine prazise Kalibrierung der
Modellparameter, die gemessenen 180-Werte sehr genau berechnet und reproduziert
werden kdnnen.

Measured vs Modeled 2016 Measured vs Modeled 2017
y =0.9919x + 0.0744
R?=0.9156 hd y = 0.9269x + 2.0939 .
R? =0.9024 1
.".. ot
8 b
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[T} o -
. ‘4 :
w @
}H rl 3 L 3
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.
Measured 50 Cellulose Measured §%0 Cellulose

Abbildung 24: Modellierte §180-Werte (Two-Pool korrigiertes Craig & Gordon Modell mit artspezifischen
Modellparametern) gegeniiber den gemessenen §180-Werten der Samen von Tragopogon.

Das durch Punktmessungen kalibrierte Modell zur Berechnung der 180-Werte von Samen
bildet die Basis zur Berechnung von Vorhersagekarten. Als Inputparameter dienen nun
anstelle von einzelnen Messungen, Rasterkarten der Inputparameter, Isotopenwerte des
Niederschlags, relative Luftfeuchtigkeit, Lufttemperatur und Hohe Gber Meer (Abbildung 25).
Diese Rasterkarten werden von verschiedenen Institutionen zum Download bereitgestellt
(z.B. Waterisotopes.org, Climate Research Unit). Dabei bilden das digitale Hohenmodell und
die durchschnittlichen Isotopenwerte des Niederschlags den statischen Teil des Modells, die
Lufttemperatur und relative Luftfeuchtigkeit den dynamischen Teil, welcher von Jahr zu Jahr
verandert wird. Dies fuhrt zu einem sehr dynamischen und hoch anpassbaren Modell,
welches sich den zwischenjahrlichen klimatischen Veranderungen anpasst und daher die
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Vorhersage durch den lokalen Parameter Sauerstoff entscheidend verbessert. Somit kdnnen
nun zum Beispiel die beobachteten Differenzen zwischen dem Jahr 2016 und 2017
beschrieben werden.

static part j

\

Two-Pool modified
Craig & Gordon Model
adjusted for Cellulose

\dynamic part

Abbildung 25: Schematische Darstellung zur Berechnung von Vorhersagekarten fiir Zellulose 6180 am Beispiel
von Tragopogon im Jahr 2016. Die statischen Inputparameter des Modells sind die 6180-Isotopenwerte des
Niederschlags und ein digitales Hohenmodell, die dynamischen sind die relative Luftfeuchtigkeit und die
Lufttemperatur des modellrelevanten Monats, hier Mai 2016.

Nichtsdestotrotz ist es sehr wichtig, dass das Modell jahrlich durch spezifische
Referenzproben (berprift, verbessert und angepasst wird und damit die prazise
Vorhersagegenauigkeit durch die Sauerstoff-Isotopenwerte der Zellulose gewahrleistet ist.

=>» Eine Modellierung der *30/*°0 und D/H Isotopenverhiiltnisse ist méglich bzw. kann fiir die
verschiedenen Arten entwickelt werden. Daraus resultiert eine Moglichkeit diese
Isotopensignaturen  unabhdngig von iberlagernden  Einfliissen  (Temperatur,
Luftfeuchtigkeit) darzustellen und einen regionalen Bezug auszuarbeiten.
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Neues Konzept Il — Verifizierung der lokalen Herkunft mit modellierten ¥0/*¢0O Werten

Die Modellierung der Tragopogon-Daten erlaubt es einen nahezu jahresunabhdngigen
180/1%0 Isotopenwert zu berechnen. Dieser kann in die lokale Differenzierung eingebunden
werden und liefert in Kombination mit den drei weiteren Isotopenwerten von (*3C/2C,
SN/4N, 345/32S) und den Werten der Elementbestimmung von Rubidium und Mangan eine
Differenzierungsrate von annahernden 80 %.

from \ to| R1 R10 R11 R13 R14 R15 R16 R17 R18 R19 R2 R20 R21 R22 R23 R25 R26 R28 R29 R3 R30 R31 R33 R34 R35 R37 R39 R4 R40 R8 R9|Total [ % correct
R1 6 1.0 0 0O0OO OOOOOOOOOOOOOOOOOUOOOOTUOTGO0OTDO 71 8571%
R10 0 3 00O0O0O0OOOO0OO0OO0OO0OO0OOOTOOOOOOOOTOOOTUOTQOTQODTQOO 3| 100,00%
R11 0o o0 2 0O0O0OO0OO0OO0OO0OO0OO0OOOODOTUOOOOOOOOTOOQ OO OTUOTGOTQOTQOO 2| 100,00%
R13 000 2 00 0O0O0O0O0OO0OO0OOOOOOOOOOOOOODOOUOO0OO0OO0OO 2| 100,00%
R14 0o o0 0020 0O0O0O0O0OO0OO0OO0OOOTOOOOOOOOTODOOUOTQ OO ODO0OO 2| 100,00%
R15 0o o0 o00O0O010O0O0O0OO0OO0OO0ODO0ODO0OTUO0OOOOOODODTZ?2O0O0O0UOTUO0OTO0OTQO0OTUO0SO0 3 33,33%
R16 o o0 o0 0O0O0 2 00O0O0OO0OO0OO0ODO0OO0OOODOO0OODOOODODOOUOTQ OTU OO0OO 2| 100,00%
R17 0o o0 o0 0O0OOUO?20O0UO0OO0OO0OO0OO0OTO0OSOOOO0OOOOOTOOOTUOTQ OTQ O0ODTQO0OO 2| 100,00%
R18 0o o0 o0 0O0O0O0OOUO?2O0O0O0O0DO0ODO0OTO0OO0DOO0OO0OOOOTI1TO0OOQO0OO0OTUO0OTO0OTQO0OTQO0OO0 3| 66,67%
R19 0 o0 00 O0O0O0OO0OO0OODSA4QO0O0O0O0O0OO0OO0ODO0ODO0OOUO0ODOTO0OOOQ OO OO OTUOTQ OT® O0OO0OO 4{ 100,00%
R2 1 00 0 O OOOOOT11O0O0OTUOOOOOOUOOOOUOUOOTOTGOTGOO O 2| 50,00%
R20 0o o0 o0 0O0OO0OWOTUOOOO?200O0OO0OO0OO0OO0OO0OOOOO0OTO0ODO0OO0OTUO0OTQO0OTQODTUO0OOQO 2| 100,00%
R21 0 o0 o0 0O0O0O0OOTUOOOOOSZS3O0O0O0O0O0O0OO0OO0OO0O0DDQO0ODO0ODO0OTUO0OTG0COSQO0OO0OoO0 3| 100,00%
R22 0o o0 o0 0O0O0O0OOUOOOOOOTI11O0O0OO0OO0OO0OOOOTI11IO0OTO0OOQO0OO0OTUOTQOTQOTQO0OSOQO0 2| 50,00%
R23 0 o0 0 0 O0O0O0OOTUOOODOOOO® ODS5DO0OODO0DOWO0UOO0OTQODCDOOOO0ODOOSO0OTI1I 0 o0 o0 00 6| 83,33%
R25 0 o0 o0 0O0O0O0OOTUOOODOOOOD OODOS 310HO0O0O0OT1O0O0O0O0 00000 5| 60,00%
R26 0o o0 o0 0O0O0O0OOSUOOOODOOOODOODLODOTZ?2 O0O0O0O0O0OO0OTUO0OOQO0ODO0OTUO0OTG0OTQGOo0ODTO0OOoOo0 2| 100,00%
R28 0 o0 o0 0O0O0O0OO0ODO0ODODODOCOCSODOODLODCOODLI I O0OO0OO0OO0OO0OT11ODO0O0O0 0000 2| 50,00%
R29 1 00 0 O OO OOOOUOOOOOOO?=20W000UO0UO0OO0OO0OTGO0OTQO0OTO0 O 3| 66,67%
R3 0o o0 o0 0O0OOOTU OOODOOOO®ODOOSOODODOS3O0O0O0OO0OO0OO0OTUO0OTUO0OTOQO0TUO0O0 3| 100,00%
R30 0 o0 o0 0O0O0O0OO0OO0OOODOOOOODOCOODOLOOTZ2 00000 0 00 00 2| 100,00%
R31 0o o0 o0 0O0O0O0OO0OOODOOTI 10 200O0O0OO0OO0OTI1IUO0O0OO0OO0OTGO0OTQO0OTOUO0OTQO0OO0 4  25,00%
R33 0o o0 o0 0O0OOOTU OOODOTUOOO®OODOOSOODODLOOODOT?2 00000000 2| 100,00%
R34 0 o0 0 0 O0OO0OOO0OOOOOOO ODOOSODOODO OO ODOO OTS3O0O0OUO0O0O0TO0O0 3| 100,00%
R35 0o o0 o0 0 O0O0O0O0OO0OD©OODCOODSODOCODODODOODOO OO OO OO OO OO OT S3WO0OOUO0OOQO0OSU O0ODTI1IO 4  75,00%
R37 0o o0 o0 0O0O0OWOUOOOOOOOWODTI1IO0O0OO0OO0OTOOOTI1IWO0OTUG0TQUO0ODTI1IO0O0O0TO0O0 3 33,33%
R39 0 o0 o0 0 O0O0O0OO0OO0OO0OOODODOCSODOODOCOODOLOO OO OO OO OO OO ODOTZ2 0000 2| 100,00%
R4 1 00 0 O OO OOOOOOOOOOOOWOTOOOUOGOOTUOT1TO0 0 o0 2| 50,00%
R40 0o o0 o0 0O0OOWOTUOOOOTUOOODOTOSOODODOOOOOOODODODOTQ OTZ2 00 2| 100,00%
R8 0 o0 o0 0 O0OO0OO0OO0OOODODOCSODOODLODOOODOLOOODOO OO OOD ODOOTQ OT® O0ODS3oO0 3| 100,00%
R9 0O 0 0 00 0O 0O OO O0ODO0OO0OO0O O0OO0OO0O 0O O0OO0OO0O 0O O0OO0OO0 0 O0O00 0 2 2| 100,00%
Total 9 4 2 2 2 1 2 2 2 4 1 2 4 1 8 3 3 1 2 3 2 6 3 4 3 2 2 1 2 4 2 89 7978%

Tabelle 9: Statistik der Diskriminanzanalyse der 3C/*%C, *N/**N und 3%S/32S Isotope zur Differenzierung der
Beprobungsorte (n=31) in Kombination mit den Konzentrationsmengen von Rubidium und Mangan und
modellierten 80/1°0 Isotopenwerten

Die praktische Umsetzung des Konzeptes kann einerseits durch einen direkten
Referenzabgleich (z.B. im Rahmen einer Ausschreibungs-Anforderung) und andererseits
durch die Anlage von Referenzproben im Rahmen einer Vorabbeprobung bzw. Eigen-
Referenzierung durch den Saatgutbetrieb erfolgen.

Im zweiten Fall werden diese Eigenreferenzen des Betriebes lediglich aufbewahrt und im
Bedarfsfall zielorientiert analysiert (Referenzen sind in der Regel als Abgleich kostenfrei). So
konnen derartige Konzepte effektiv und kostenglinstig umgesetzt werden. Dies wird z.B. im
Lebensmittelbereich schon heute genutzt, z.B. im Rahmen von Isotrace fir Hilhnereier (KAT).

In jedem Fall ist eine zielgerichtete Analytik mit wichtigen Meta-Daten (z.B. mogliche
Herkunft) zum Einsatz der Stabil-Isotopen-Methode in Kombination mit NIR oder der
Element-Analytik  wichtig eine belastbare Herkunftsverifizierung  durchzufiihren.
Entsprechend ist im Anhang ein Probennahme-Leitfaden hinterlegt worden.

Seite 42 von 61



Vv agroisolco

=> Die Einbindung modellierter 0/°0O Daten erzielt eine Optimierung der lokalen (Feld)
Differenzierung. Differenzierung von 31 lokalen Orten zeigt 80 %
Differenzierungswahrscheinlichkeit.

Nachweis der Herkunft von ausléndischem Saatgut

Generell war das Projekt als ein Proof of Concept einer méglichen Uberpriifung der regionalen
Herkunft von deutschem Saatgut angelegt. Andererseits ist der Nachweis einer auslandischen
Herkunft fiir die Absicherung von Saatgut ebenfalls wichtig und wurde entsprechend in der
internen Diskussion des Beirates in der Weiterentwicklung empfohlen.

Entsprechend wurde in der Probennahme des Jahres 2017 ebenfalls ausldndisches Saatgut
hinzugenommen. Bis zum November 2018 konnten dabei insgesamt 26 auslandische Proben
dem Projekt zugefiihrt werden.

Im Fokus der Uberpriifung stand die Verifizierung der vier Datensitze von Tragopogon,
Festuca, Poa und Lotus. Zwar lagen auch drei auslandische Proben von Pimpinella und Knautia
aus dem Jahr 2017 vor, jedoch kann aufgrund der fehlenden Referenzen des Jahres 2017 nicht
ausgeschlossen werden, dass eine mogliche Inkompatibilitat der Datensatze von 2016 zu den
Datensitzen von 2017 (siehe D/H und 80/'°0 Problematik) entsprechend falsche
Schlussfolgerung gezogen werden.

Bei den vier aufgezeigten Datensatzen von Tragopogon, Festuca, Poa und Lotus ist durch die
jahresubergreifende Probennahme dieses Problem nicht gegeben. Insgesamt standen 22
Proben von 8 europaische Liandern
zur Verfugung: d.h. Tschechien,
Niederlande, Serbien, Luxemburg,
Spanien, Italien, Portugal und UK mit
Schottland. Unter Beriicksichtigung
des derzeitigen Datensatzes von
Tragopogon konnte die Herkunft
der auslandischen Proben
weitgehend nur mit den stabilen
Isotopen der Bioelemente (COHNS) _ :
abgrenzt werden (Tabelle 10). So F1(62,96 %)
zeigte eine Diskriminanzanalyse,
dass sich die Testproben aus ltalien,
Luxemburg, Schottland signifikant
vom deutschen Cluster unterscheidet (siehe auch Abbildung 26). Es darf darauf hingewiesen
werden, dass fur eine Centroid-Bildung des Diskriminanzanalyse immer 2 Proben benétigt
wird. Entsprechend wurden Einzelproben gedoppelt.

Centroids (axes F1 and F2: 86,09 %)

o /,/ Portugal \\ /,//*’*'\x\

T r\ . o /)/ Italien \\

UK L\ \ /
- “/ Del@cl,lahﬁ\\ ) A o )

L T

/" schottland . P —

F2 (23,12 %)
£y o IS & ~ - o = ~ w IS
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Abbildung 26: Diskriminanzanalyse der stabilen Isotope
(COHNS) der deutschen und auslédndischen Proben.
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from \ to Deutschland Italien Luxemburg Portugal Schottland England Total % correct
Deutschland 72 1 0 0 0 1 74 97,30%
Italien (n=1) 0 2 0 0 0 0 2 100,00%
Luxemburg (n=1) 0 0 2 0 0 0 2 100,00%
Portugal (n=2) 1 0 0 1 0 0 2 50,00%
Schottland (n=1) 0 0 0 0 2 0 2 100,00%
England (n=1) 2 0 0 0 0 0 2 0,00%
Total 75 3 2 1 2 1 84 94,05%

Tabelle 10: Statistik der Diskriminanzanalyse der stabilen Isotope der deutschen und ausldndischen Proben
von Tragogopon

Die abgeleiteten Differenzierungen werden dadurch jedoch nicht geandert.

In den beiden Proben aus Portugal konnte nur eine Probe weiterhin Portugal zugewiesen
werden. Die weitere Probe aus Portugal zeigt unter Berlcksichtigung der stabilen
Isotopensignaturen eine Uberlappung mit dem deutschen Cluster. Die Testprobe aus UK wies
ebenfalls eine Ahnlichkeit mit dem deutschen Cluster auf und wurde entsprechend falsch
zugeordnet.

In der Praxis wiirden diese beiden Proben entsprechend nicht erkannt werden.

Ein dhnliches Ergebnis lag ebenfalls bei den auslandischen Testproben von Festuca vor
(Tabelle 11). Bei dieser Art konnte ebenfalls die Testprobe aus England nicht von den Proben
aus Deutschland differenziert werden. Die weiteren Proben von Luxemburg, Schottland und
Tschechien waren dagegen sicher von den deutschen Proben zu differenzieren und damit
eine auslandische Herkunft nachweisbar.

from \ to Deutschland England  Luxemburg Schottland Tschechien Total % correct
Deutschland 28 2 1 1 0 32 87,50%
England (n=1) 2 0 0 0 0 2 0,00%
Luxemburg (n=1) 0 0 2 0 0 2 100,00%
Schottland (n=1) 0 0 0 2 0 2 100,00%
Tschechien (n=1) 0 0 0 0 2 2 100,00%
Total 30 2 3 3 2 40 85,00%

Tabelle 11: Statistik der Diskriminanzanalyse der Stabilen Isotope der deutschen und auslandischen Proben
von Festuca

Die Problematik der englischen Proben setzt sich ebenfalls bei Lotus fort (Tabelle 12)

from \ to Deutschland England Italien Luxemburg Niederlande Serbien Spanien  Tschechien | Total % correct
Deutschland 37 0 0 1 1 0 1 0 40 92,50%
England (n=1) 1 0 0 0 1 0 0 0 2 0,00%
Italien (n=1) 0 0 2 0 0 0 0 0 2 100,00%
Luxemburg (n=1) 0 0 0 2 0 0 0 0 2 100,00%
Niederlande (n=3 0 1 0 0 2 0 0 0 3 66,67%
Serbien (n=1) 0 0 0 0 0 2 0 0 2 100,00%
Spanien (n=1) 0 0 0 0 0 0 2 0 2 100,00%
Tschechien (n=2) 2 0 0 0 0 0 0 0 2 0,00%
Total 40 1 2 3 4 2 3 0 55 85,45%

Tabelle 12: Statistik der Diskriminanzanalyse der Stabilen Isotope der deutschen und auslandischen Proben
von Lotus
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So sind Proben aus Italien, Luxemburg, Serbien und Spanien signifikant von den deutschen
Proben zu differenzieren. Eine der drei niederlandischen Proben wurde zwar nicht den
deutschen Referenzen zugeordnet, konnte aber gleichsam nicht dem niederldndischen
Cluster zugeordnet werden. Dennoch wiirde diese Probe weiterhin fiir eine Herkunft aus
Deutschland falsifiziert werden.

AbschlieBend standen von Poa insgesamt zwei Testproben aus Schottland und Luxemburg zur
Verfligung.

from\ to Deutschland Luxemburg Schottland Total % correct
Deutschland 40 1 0 41 97,56%
Luxemburg (n=1) 0 2 0 2 100,00%
Schottland (n=1) 2 0 0 2 0,00%
Total 42 3 0 45 93,33%

Tabelle 13: Statistik der Diskriminanzanalyse der Stabilen Isotope der deutschen und auslandischen Proben
von Poa

Die Testprobe aus Luxemburg war wieder von Deutschland zu trennen (Tabelle 13). In diesem
Fall wies jedoch die Testprobe aus Schottland Ahnlichkeiten zu den deutschen Referenzen auf
und konnte nicht getrennt werden.

Die guten, artibergreifenden Differenzierungsmoglichkeiten der vier Test-Proben aus
Luxemburg sind insbesondere auf die signifikant abgereicherten 34S/32S Isotopenverhiltnisse
von bis zu -11,6 %o zurlickzufiihren. Diese abgereicherte Signatur ermdoglicht eine Abgrenzung
von den deutschen Referenzen.

Insbesondere die sudlandischen Proben von Italien, Spanien und Portugal (mit einer
Einschrankung) zeigen dagegen signifikant angereicherte 30/°0 Isotopenverhiltnisse von
Uber +30 %o, welches ebenfalls hilfreich ist eine Differenzierung von Deutschland zu
gewadhrleisten.

Insbesondere das Problem der englischen Proben lasst sich jedoch nur durch eine
Ausdehnung der Analytik 16sen. So ist die NIR Analytik eine gute Mdglichkeit diese Liicke zu
schlieRBen.

Es muss jedoch darauf hingewiesen werden, dass zur Verifizierung dieser Moglichkeit eine
groRere Anzahl von englischen Testproben nétig ist, um eine Uberinterpretation der Werte
zu vermeiden.

Zum Austesten wurden deshalb die NIR-Parameter von Uber 251 auf 2 reduziert.

So reichen bei Lotus diese 2 zusatzlichen Parameter der NIR-Analyse aus die Herkunft der
beiden englischen Proben (NIR = Dreifachmessung an unterschiedlichen Tagen) von den
deutschen Referenzen abzugrenzen. Es gab lediglich noch eine Fehlzuordnung von sechs
Mess-Signaturen (Tabelle 14).
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from\to |[Deutschland England Italien Spanien Total % correct
Deutschland 117 3 0 3 123 95,12%
England (n=2) 1 5 0 0 6 83,33%
Italien (n=1) 0 0 3 0 3 100,00%
Spanien (n=1) 0 0 0 3 3 100,00%
Total 118 8 3 6 135 94,81%

Tabelle 14: Statistik der Diskriminanzanalyse der Stabilen Isotope und NIR (PCA: 2 Parameter) der deutschen
und auslandischen Proben von Lotus.

Ahnliche Méglichkeiten weisen ebenfalls Festuca und Poa auf. In beiden Fillen reichte eine
Einbindung von 2 NIR Parameter (nach PCA) aus, die Differenzierung zu gewahrleisten.

Dagegen war im Fall der englischen Testproben von Tragopogon auch unter Einbindung von
NIR-Daten keine Trennung moglich.

Eine weitere Moglichkeit ist die Einbeziehung von Konzentrationen der Elemente wie z.B.
Rubidium und Mangan, was jedoch nicht mehr im Projekt getestet werden konnte.

Insgesamt kann schon derzeit abgeleitet werden, dass schon auf Basis der stabilen Isotope
Proben auslandischer Herkunft nachzuweisen sind. Es ist derzeit nicht zu kldaren, welche
Uberlappung zwischen den auslindischen Herkiinften und Deutschland existieren, hierzu ist
eine grofRere Anzahl an auslandischen Testproben notwendig.

Es kann jedoch aufgezeigt werden, dass die Differenzierung der auslandischen Proben
auffallend robust ist. So weisen die Testproben von Lotus auch unter der Einbeziehung der
Referenzen aus 2016 weiterhin gute Abgrenzungen auf (Tabelle 15).

from \ to D-2016 D-2017  Italien Luxemburg Niederlande Serbien Spanien  Tschechien England Total % correct
D-2016 18 17 0 0 0 2 0 0 0 37 48,65%
D-2017 13 24 0 1 1 0 1 0 0 40 60,00%
Italien (n=1) 0 0 2 0 0 0 0 0 0 2 100,00%
Luxemburg (n=1) 0 0 0 2 0 0 0 0 0 2 100,00%
Niederlande (n=3) 0 0 0 0 2 0 0 0 1 3 66,67%
Serbien (n=1) 0 0 0 0 0 2 0 0 0 2 100,00%
Spanien (n=1) 0 0 0 0 0 0 2 0 0 2 100,00%
Tschechien (n=2) 1 1 0 0 0 0 0 0 0 2 0,00%
England (n=1) 0 1 0 0 1 0 0 0 0 2 0,00%
Total 32 43 2 3 4 4 3 0 1 92 56,52%

Tabelle 15: Statistik der Diskriminanzanalyse der Stabilen Isotope der deutschen und auslandischen Proben
von Lotus mit jahresiibergreifenden deutschen Referenzen aus den Jahren 2016 und 2017

Insgesamt kann davon ausgegangen werden, dass insbesondere slidlandische Proben gut
nachzuweisen sind.

=> Die Stabil-Isotopen-Methode liefert nach dem derzeitigen Kenntnisstand gute
Médglichkeiten auslédndische Saatgutproben nachzuweisen. Der Nachweis ist jedoch nicht
abschlieflend, d.h. Herkunft von Saatgut aus Lédndern wie England bzw. Tschechien sind
alleine mit den stabilen Isotopen wahrscheinlich nicht nachzuweisen. Eine Ausdehnung der
Analytik ist entsprechend notwendig.
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Nach dem derzeitigen Kenntnisstand kann der Nachweis der Herkunftsiiberprifung der
vordefinierten Regionen (nach DBU: 23931) mit Hilfe der stabilen Isotope und dem NIR
Profiling nicht gewdhrleistet werden bzw. ist nur in Ausnahmen maoglich.

Mit einer Anderung der Fragestellung bzw. mit einem angepassten systemischen Ansatz
insbesondere der Archivierung von Referenzproben, kénnen jedoch schon mit den
derzeitigen analytischen Moglichkeiten signifkante lokale (Feld) Differenzierungen
durchgefihrt werden. Im optimalen Ansatz werden dazu jahrlich Referenzproben der Felder
hinterlegt und in der spateren Uberpriifung ein Abgleich vollzogen.

Verbesserungen der Differenzierung koénnen insbesondere durch Modellierung der
klimatischen Bedingungen erzielt werden. Diese Ausarbeitung von Vorhersage-Modellen sind
von entscheidender Wichtigkeit auch ohne Referenzproben die D/H und !20/%0
Isotopenverhaltnisse in Pflanzen inkl. Saatgut vorhersagen zu kdnnen.

Diese Modelle werden im Rahmen des europaischen ,Plant-Hub“ Projektes in
Zusammenarbeit mit der Universitat Basel derzeit von der Agroisolab entwickelt.

Davon abgesehen ist der Nachweis von auslandischen Saatgut insbesondere mit Hilfe der
stabilen Isotope jederzeit moglich.

Die Ausdehnung auf weitere Parameter wie z.B. die Elementaranalyse von Rubidium und
Mangan ist insbesondere fiir eine ortliche Differenzierung hilfreich.

Derzeit wurden nur finf Elemente (Rb, Sr, Ba, Mn, Ti) analysiert. Es ist wahrscheinlich, dass
die Ausdehnung auf weitere Elemente weitere Verbesserungen in der Verifizierung
insbesondere der lokalen Herkunft erbringt. So konnte in der Kombination von bis zu 55
Elementen mit den stabilen Isotopen von D/H, 3C/*2C und >N/**N hohe Differenzierungs-
auflésungen in Produkten wie Wein und Tee erreicht werden (Watling et al. 2010).

Es muss jedoch eingeschrankt werden, dass die Uberwiegende Differenzierung in dieser
Arbeit auf Landerebene vollzogen wurde. Eine sehr kleinrdumige bzw. eine
jahrestibergreifende Differenzierung wurde nicht ausgetestet.

Dennoch ist die Ausdehnung der analytischen Parameterzahl ein zielfihrender Weg sich der
schlussendlichen Fragestellung der Verifizierung der vordefinierten Region weiter
anzundhern.

Entsprechend ist es zu empfehlen den derzeitigen Wissenstand in einem weiteren Projekt mit
weiteren analytischen Parametern (inkl. Genetischer Moglichkeiten) auszubauen.
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Anhang:
Abbildung 27:

a) Orte der Probennahme der sieben verschiedenen Arten in 2016
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b) Orte der Probennahme der vier verschiedenen Arten in 2017
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Abbildung 28b: D/H Isotopenwerte der Organik in Tragopogon im Jahr 2016
H Al \(/W ) T

dD [IDW](%) 2016

Organi_k in Festuca im Jahr 2017
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Abbildung 29: Ernteeffekte am Beispiel von Lotus und Poa

a) Ortder Probennahme von Lotus: Region am Ammersee (AV : Alpen / Alpenvorland)

Lotus
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b) Ort der Probennahme von Poa: Region Wittenberge (NO: Norddeutsches Tiefland)
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Abbildung 30a: Muster der 3C/*?C Isotopenwerte in Tragopogon des Erntejahres 2016
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Abbildung 31: Korrelation der >N/*N Isotopenverhiltnisse in den Jahren 2016 bis 2017

a) Tragopogon
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Abbildung 32: Korrelation der 34S/32S Isotopenverhiltnisse in den Jahren 2016 bis 2017
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Tabelle 16: Statistik der Differenzierung der vordefinierten Regionen mit Hilfe der stabilen Isotope (COHNS)
im Jahr 2016

a) Poa
from\ to AV MD NO NW SD SW WB Total % correct
AV 2 0 2 0 1 0 0 5 40,00%
MD 1 1 1 0 0 0 0 3 33,33%
NO 0 1 3 2 0 0 1 7 42,86%
NW 2 0 1 2 0 0 0 5 40,00%
SD 0 0 1 0 6 0 0 7 85,71%
SW 0 0 0 1 0 1 0 2 50,00%
WB 0 0 1 0 1 0 3 5 60,00%
Total 5 2 9 5 8 1 4 34 52,94%
b) Knautia
from\ to AV MD NO NW SD SW WB Total % correct
AV 3 0 1 0 1 0 0 5 60,00%
MD 1 0 1 0 2 0 0 4 0,00%
NO 2 1 2 0 1 1 0 7 28,57%
NW 0 0 1 5 0 0 1 7 71,43%
SD 0 0 2 2 4 0 0 8 50,00%
SW 0 0 0 1 1 2 0 4 50,00%
WB 0 0 0 0 1 0 4 5 80,00%
Total 6 1 7 8 10 3 5 40| 50,00%
c) Festuca
from\ to AV MD NO NW SD SW WB Total % correct
AV 0 0 0 0 1 0 2 3 0,00%
MD 0 1 1 1 1 0 0 4 25,00%
NO 0 2 5 0 1 0 1 9 55,56%
NW 0 0 1 2 0 1 0 4 50,00%
SD 0 0 1 0 4 0 0 5 80,00%
SW 0 0 0 0 0 1 1 2 50,00%
WB 0 0 3 1 0 0 2 6 33,33%
Total 0 3 11 4 7 2 6 33 45,45%
d) Lotus
from \ to AV MD NO NW SD SW WB Total % correct
AV 0 0 0 0 3 0 2 5 0,00%
MD 0 0 0 1 1 0 2 4 0,00%
NO 0 0 2 1 0 0 1 4 50,00%
NW 0 0 0 2 0 0 2 4 50,00%
SD 0 0 0 0 6 1 1 8 75,00%
SW 0 0 0 0 1 1 1 3 33,33%
WB 0 0 1 0 1 1 5 8 62,50%
Total 0 0 3 4 12 3 14 36 44,44%
e) Pimpinella
from \ to AV MD NO SD SW WB Total % correct
AV 3 0 0 1 0 0 4 75,00%
MD 0 1 1 0 0 0 2 50,00%
NO 1 0 2 0 0 1 4 50,00%
SD 0 0 0 5 1 1 7 71,43%
SW 0 0 0 2 1 0 3 33,33%
WB 0 0 1 0 0 6 7 85,71%
Total 4 1 4 8 2 8 27 66,67%

Tabelle 17: Statistik der Differenzierung der vordefinierten Regionen mit Hilfe der stabilen Isotope (COHNS)
im Jahr 2017
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a) Poa
from \ to AV MD NO NW S SD SO SW WB Total % correct
AV 2 o o [o] [o] o o [o] 2 4 50,00%
MD [o] 2 o 1 [o] o o 1 1 5 40,00%
NO o 2 7 o (o] (] (] o (o] 9 77,78%
NwW o 1 2 2 o 1 (] (o] o 6 33,33%
S [o] o 2 [o] [o] o o [o] [o] 2 0,00%
SD o (] 1 1 o 1 (] (o] o 3 33,33%
SO o 1 2 (o] (o] (] (] (o] o 3 0,00%
sw 1 o o [o] [o] o o 3 [o] 4 75,00%
WB 2 o] 1 1 o] o] o] o 2 6 33,33%
Total 5 6 15 5 o 2 (] 4 5 42 45,24%
b) Lotus
from \ to AV 1 MD NO NwW SD SO sSw UK WB Total |% correct
AV 4 1 o o o (] o (] (] o 2 7| 57,14%
E o) 2 o (] o (] o) (] (] o (] 2| 100,00%
1 o (] 2 (] o (] o) (] (] o (] 2| 100,00%
MD 1 o o 1 1 1 o o o o o 4| 25,00%
NO o (o] o 1 2 (] o (] 1 o 1 5| 40,00%
NwW o) (] o 1 o) 4 o (] (] 1 2 8| 50,00%
SD o (] o) (] o) (] o (] (] o 2 2 0,00%
SO o o o o o 2 o (o] (o] o 1 3 0,00%
sw o o o (o] o 2 o o 1 o 1 4| 25,00%
UK o) (] o) (] 1 (] o (] (] 1 (] 2| 50,00%
wWB 3 (] o) (] 2 (] 1 (] (] o) 2 8| 25,00%
Total 8 3 2 3 6 9 1 0 2 2 11 47| 40,43%
c) Festuca
from \ to AV MD NO NwW S SD SO sw UK WB Total % correct
AV 1 1 1 (o] (o] (o] (o] (o] (o] (o] 3 33,33%
MD (o] 1 2 (o] (o] (o] 1 (o] (o] (o] q 25,00%
NO o o 8 1 o o o o o o 9 88,89%
NW (o] (o] 1 aq (o] (o] (o] (o] (o] (o] 5 80,00%
S o o o o 2 o o o o o 2 100,00%
SD (o] 1 (o] (o] (o] (o] (o] 1 (o] 1 3 0,00%
sO o 1 o o o o 2 o o o 3 66,67%
sw (o] (o] (o] (o] (o] 2 (o] (o] (o] (o] 2 0,00%
UK o o o o o o o (o] 2 (o] 2 100,00%
wWB o) 1 1 o) o o) o) o) o) 1 3 33,33%
Total 1 5 13 5 2 2 3 1 2 2 36 58,33%
d) Tragopogon
from \ to AV MD NO NW S SD SO SW UK WB Total |% correct
AV 1 0 0 1 0 0 0 0 0 2 2 6| 16,67%
| 0 2 0 0 0 0 0 0 0 0 0 2| 100,00%
MD 0 0 0 3 1 0 0 1 0 0 1 6 0,00%
NO 2 1 1 5 0 0 1 0 0 0 1 11 45,45%
NW 0 0 1 1 13 0 0 0 0 0 2 17| 76,47%
S 0 0 0 0 0 2 0 0 0 0 0 2| 100,00%
SD 1 0 0 0 2 0 0 1 0 0 4 8 0,00%
SO 0 0 0 0 1 0 0 1 0 0 1 3| 33,33%
sw 0 0 0 1 2 1 1 0 0 0 3 8 0,00%
UK 0 0 0 0 0 0 0 0 0 2 0 2| 100,00%
wWB 0 0 0 1 1 0 0 0 0 0 14 16| 87,50%
Total 4 3 2 12 20 3 2 3 0 4 28 81| 49,38%
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Tabelle 18: Statistik der jahresiibergreifende (2016-2017) Differenzierung der vordefinierten Regionen mit
Hilfe der stabilen Isotope (COHNS) und NIRS Signaturen (PCA, 7 bis 8 Parameter)

a) Poa
from \ to AV MD NO NW S SD SO SW WB Total | % correct
AV 15 1 0 2 0 5 0 1 2 26 57,69%
MD 3 12 5 0 0 1 0 0 0 21 57,14%
NO 0 4 25 5 0 0 4 0 4 42 59,52%
NW 0 5 4 23 0 0 0 0 1 33 69,70%
S 0 0 0 0 3 0 0 0 0 3 100,00%
SD 8 0 1 0 0 17 1 0 3 30 56,67%
SO 0 0 5 2 0 1 3 0 1 12 25,00%
SW 0 0 6 0 0 0 0 3 2 11 27,27%
WB 7 2 9 0 0 1 0 2 12 33 36,36%
Total 33 24 55 32 3 25 8 6 25 211 53,55%
b) Lotus
from \ to AV E | MD NO NW SD SO SW UK WB Total % correct
AV 20 3 0 0 0 1 9 0 0 0 5 38 52,63%
E 0 3 0 0 0 0 0 0 0 0 0 3 100,00%
| 0 0 3 0 0 0 0 0 0 0 0 3 100,00%
MD 8 0 0 5 6 1 0 0 0 0 3 23 21,74%
NO 0 0 0 4 16 3 0 1 0 0 4 28 57,14%
NW 2 0 0 4 3 23 0 0 3 0 1 36 63,89%
SD 7 0 0 2 0 1 18 0 0 0 1 29 62,07%
SO 0 0 0 1 1 1 0 5 0 1 1 10 50,00%
N 4 0 0 0 3 2 0 0 8 1 0 18 44,44%
UK 0 0 0 0 0 0 0 0 0 6 0 6 100,00%
WB 4 0 0 3 9 0 0 0 2 0 23 41 56,10%
Total 45 6 3 19 38 32 27 6 13 8 38 235 55,32%
c¢) Tragopogon
from \ to AV | MD NO NW S SD SO SW UK WB Total % correct
AV 24 0 0 7 2 0 0 0 3 0 3 39 61,54%
| 0 3 0 0 0 0 0 0 0 0 0 3| 100,00%
MD 2 0 9 6 3 0 0 0 1 1 5 27 33,33%
NO 5 1 2 38 3 0 5 0 0 0 8 62 61,29%
NW 2 0 5 5 50 0 1 0 1 1 8 73 68,49%
S 0 0 0 0 0 3 0 0 0 0 0 3| 100,00%
SD 3 0 1 3 4 0 14 3 1 0 9 38 36,84%
SO 0 0 0 0 3 0 0 6 0 0 0 9 66,67%
SwW 4 0 3 1 5 0 6 0 8 0 3 30 26,67%
UK 0 0 0 0 0 0 0 0 0 3 0 3| 100,00%
WB 0 0 3 10 10 0 3 1 1 0 58 86 67,44%
Total 40 4 23 70 80 3 29 10 15 5 94 376 58,24%
d) Festuca
from \ to AV MD NO NW S SD SO SW UK WB Total % correct
AV 0 1 5 3 0 0 0 0 0 0 9 0,00%
MD 0 6 3 0 0 0 0 0 1 3 13 46,15%
NO 0 3 19 2 0 1 1 0 0 0 26 73,08%
NW 0 3 5 8 0 0 0 0 0 0 16 50,00%
S 0 0 1 2 0 0 0 0 0 0 3 0,00%
SD 0 0 3 0 0 8 0 0 0 1 12 66,67%
SO 0 3 0 0 0 0 4 0 0 0 7 57,14%
SW 0 0 0 0 0 0 0 3 0 0 3 100,00%
UK 0 0 3 0 0 0 0 0 0 0 3 0,00%
WB 0 2 0 0 0 0 2 0 0 5 9 55,56%
Total 0 18 39 15 0 9 7 3 1 9 101 52,48%

Seite 57 von 61



agroisolan

Leitfaden zum Probenversand von Pflanzensamen

Welche Fragestellung soll beantwortet werden?
Beispielhaft:
Stammt die Wildsamenprobe von der deklarierten Wildsamenproduktionsstdtte? (Direkte
Referenz notwendig!)
Es liegt undeklarierte Ware vor. Kann eine Herkunft aus Deutschland bestdétigt/ausgeschlossen
werden? (Nur bei im Rahmen des DBU Projektes kartierten Gattungen - Festuca, Knautia, Lotus,
Pimpinella, Poa und Tragopogon)

Welche Informationen sind liber die Verdachtsprobe vorhanden?
Je genauer die Informationen zu einer Verdachtsprobe angegeben werden, desto
Zielgerichteter und somit aussagekrdftiger kann eine Herkunftsiiberpriifung mittels stabiler
Isotope durchgefiihrt werden.
Essentiell ist die Genauigkeit der Herkunftsangabe zu der Verdachtsprobe (z.B. Land, Region,
Betrieb, Feld).
Welche Art liegt vor? — Auf Basis der erhobenen Datenscéitze des von der DBU gefdrderten
Kooperationsprojektes zwischen der Agroisolab GmbH und dem VWW kénnen wir
gattungsspezifisch (Festuca, Knautia, Lotus, Pimpinella, Poa und Tragopogon) grofirdumige
Herkunftsiiberpriifungen ohne direkte Referenz anbieten. Abweichende Gattungen sind von
diesem Herkunftsnachweis ausgeschlossen.
Bei abweichenden Gattungen bieten wir ein bereits bewdhrtes Prinzip des direkten
Abgleichs mit Referenzproben an.

Ist es moglich zu der Verdachtsprobe eine authentische Referenz mit ,identischer”

deklarierter Herkunft zur Verfiigung zu stellen?
Eine authentische Referenzprobe erméglicht eine sichere Herkunftsuntersuchung der
Verdachtsprobe. So kann zum Beispiel festgestellt werden, ob regional entfremdetes Saatgut
unter zertifiziertem Siegel auf den Markt gelangt. Dadurch wird nicht nur der Abnehmer von
Saatgut geschiitzt, sondern auch der jeweilige Saatgutbetrieb, der sich liber einen Abgleich der
Isotopensignaturen vor Produktfilschungen schiitzen kann. Ein Qualitétssiegel zeichnet ein
Produkt zwar aus, macht es aber nicht fdlschungssicher.
Die Isotopenanalyse der Referenzprobe ist kostenlos!
Neben Verdachts- und Referenzproben ist es mdglich Datenbankproben einzusenden. Im
Rahmen eines Projektes kénnen zum Beispiel die vorkommenden Isotopensignaturen eines
Betriebes kartiert werden und bei zukiinftigen Verdachtsproben zum Abgleich herangezogen
werden.

Allgemeine Informationen:
Das zu analysierende Saatgut sollte nach Gattung/Art sortiert sein und frei von
Verunreinigungen.
Das zu untersuchende Saatgut muss reif sein.
Probenmenge: Eine Probenmenge von 2 g ist ausreichend. Gréf3ere Probenmengen
erleichtern die Aufarbeitung. Wenn die vorhandene Menge der Verdachtsprobe den Richtwert
von 2 g unterschreitet, bitten wir um vorherige Abklédrung.
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Begleitdokument zum Probenversand

Auftraggeber:
Ansprechpartner:

Anschrift:

Steuer-ID:
Tel./Fax:
E-Mail:

agroisolan

Adresse fiir den
Probenversand:

Agroisolab GmbH
Prof.-Rehm-Str. 6
D-52428 Jiilich
Deutschland

Ergebnisbericht: |:| Deutsch |:| Englisch
Gewdlinschte Analyse/Frage:
Deklarierte Zusatzliche
Externe Gattung/ Herkunft/Wildsamen- Informationen
Probe Proben- Art der betrieb (Datum der Status
kennzeichnung Samen (z.B. Land, Region, PLZ, Probenziehung,
Koordinaten) Verantwortlicher, etc.)

1
[] verdachts- /Testprobe
[] Referenzprobe
] patenbankprobe

2
] verdachts- /Testprobe
[] Referenzprobe
] patenbankprobe

3
[] verdachts- /Testprobe
[] Referenzprobe
[] patenbankprobe

4
[] verdachts- /Testprobe
[] Referenzprobe
] patenbankprobe

Anmerkung: Je genauer und vollstandiger die Informationen zur ,Wildsamen“-Verdachtsprobe angegeben werden, desto
besser kann das Potential der Herkunftspriifung mittels Stabilisotopenanalyse ausgeschopft werden
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