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Ausgangssituation:

Haselnlisse sind fiir die deutsche Lebens-
mittelwirtschaft ein wichtiger Rohstoff.
Deutschland zadhlt weltweit zu den grofdten
Importeuren von Haselnuss, das Import-
volumen umfasst einen Wert von ca. 1,2
Mrd. €. Fur die Industrie sind dabei zwei ver-
schiedene Haselnussarten von Bedeutung,
die Gemeine Hasel (Corylus avellana) und
die Lambertshasel (Corylus maxima). Bota-
nisch gesehen ist die Haselnuss die Frucht
des Haselnussstrauchs. Die Haselnuss wird
vor allem in den Landern rund um den 45.
Breitengrad angebaut. In Europa wird sie im
Mittelmeerraum in Italien und Spanien, aber
auch in Frankreich kultiviert, zudem in der
Schwarzmeerregion der Tilrkei sowie dem
Kaukasus. 2017 betrug die Weltproduktion
tber eine Million Tonnen. Hauptanbauland
ist die Turkei mit 675.000 t im Jahr 2017.

Nach der Ernte werden die Haselniisse zu-
nachst getrocknet. Dabei wird der Feuch-
tigkeitsgehalt auf 4-6 % reduziert und damit

die Lagerbestandigkeit erhoht. Etwa 90 %
der weltweiten Ernte wird geschéalt und in
der Lebensmittelindustrie eingesetzt. Wie-
terverarbeitet werden Haselnusse Uberwie-
gend in der SiRwarenindustrie in Schoko-
ladenprodukten, Pralinen, Keksen, SuRig-
keiten, Feingeback und Eiscreme. Hierbei
kommt der Schokoladenindustrie bei weitem
die groRte Bedeutung zu, da hier Schatz-
ungen zufolge 85 % der Haselnlsse weiter-
verarbeitet werden.

Von den weltweit rund 400 bekannten Sor-
ten sind lediglich 20 fur die Wirtschaft von
Bedeutung. Sortenunterschiede liegen hier-
bei u.a. in den o6kologischen Ansprichen,
Krankheitsresistenzen, = Verwendungsmaog-
lichkeiten, Aromaprofilen und den Ertréagen.
Bevorzugte Sorten der SiuBwarenindustrie
sind z.B. die Tonda Gentile Romana, welche
sich durch ein besonderes Aromaprofil (u.a.
grin, fruchtig, erdig, Popcorn-ahnlich, Kaf-
fee-dhnlich sowie fettig) auszeichnet oder
die Tonda Gentile Trilobata, welche sich
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sehr gut flir die gro3technische industrielle
Rostung eignet. Haufig korrelieren Sorten
mit den entsprechenden Herkunftslandern.
Dies ist vor allem in den oOstlichen Anbau-
gebieten der Fall.

Bisher sind keine Methoden in der Routine-
analytik etabliert, anhand derer die Her-
kunfts- oder Sortenbestimmung von Hasel-
nussen erfolgt. Auch Angaben zu geschutz-
ten geografischen Angaben (g.g.A.) oder
geschitzten Ursprungsbezeichnungen (g.U.)
kénnen bisher nur aufgrund der Doku-
mentationspflicht anhand der Frachtpapiere
Uberpruft werden.

Angesichts der Tatsache, dass die Anbau-
flachen nicht mit dem Volumen der ge-
handelten Haselnlisse korrelieren, ist zu
vermuten, dass ein nicht geringer Teil der
Ware zum Schaden der verarbeitenden In-
dustrie falsch deklariert ist oder mit
minderwertiger Rohware gestreckt wird. Die
Verwendung von Surrogaten, also nicht-
authentischer Ware, ohne die gewilnschten
technofunktionellen oder molekularen
Eigenschaften kann jedoch die Produkte
negativ beeinflussen und erhebliche wirt-
schaftliche Schaden verursachen.

Ziel des Forschungsvorhabens war es daher,
mit Hilfe des genetischen Fingerabdrucks
und den davon abgeleiteten molekularbio-
logischen Bestimmungsmethoden einen Bei-
trag zur Qualitatssicherung zu leisten und
eine Sortenbestimmung fiir Haselnlsse zu
ermoglichen. Hierfur sollten zunachst die
Chloroplastengenome verschiedener Sorten
sequenziert und auf Sequenzunterschiede
hin untersucht werden. Anschlie3end sollten
auf Basis identifizierter Einzelbasenaustau-
sche oder Inserts (= eingefligte DNA-Se-
quenz) targeted-Methoden entwickelt wer-
den. Zudem sollten auch variable Bereiche
des Kerngenoms auf Unterschiede unter-
sucht werden. Des Weiteren sollten non-
targeted-Methoden in die Analyse einbe-
zogen werden, um ein moglichst breites
Spektrum an Methoden fir die Sortendif-
ferenzierung heranziehen zu konnen.

Forschungsergebnis:

Im Laufe des Projektes wurden sowohl non-
targeted- als auch targeted-Ansatze fiir die
Sortendifferenzierung von Haselnlissen her-
angezogen. Zu Beginn wurden parallel zu
den Sequenzierungsarbeiten zwei non-
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targeted-Methoden etabliert. Zunachst erfol-
gte die RAPD-PCR (randomly amplified poly-
morphic DNA). Hierbei ist mit lediglich sechs
Primern eine Differenzierung von neun
verschiedenen Haselnusssorten anhand von
identifizierten Unterschieden innerhalb der

generierten Bandenmuster (fingerprints)
maoglich. Als zweite Methode wurde die Mi-
krosatelliten-Analyse (SSR = simple se-

quence repeats) herangezogen. Uber diesen
Ansatz konnen 13 Haselnusssorten durch die
Analyse von 13 Primerpaaren differenziert
werden. Da eine parallele Analyse von zwei
Primerpaaren moglich ist, kann die
benodtigte Analysenzeit um die Halfte
reduziert werden.

Fur die Entwicklung einer targeted-Methode
sollten Sequenzunterschiede identifiziert
werden. Hierfir wurden verschiedene
variable Bereiche auf dem Kerngenom
analysiert. Zum einen wurden die ITS-
Bereiche (internal transcribed spacer),
welche i.d.R. fir die Artendifferenzierung
herangezogen werden, und zum anderen die
WRKY-Gene, welche variable Introns
enthalten, untersucht. Hierbei konnten
jedoch keine Sequenzunterschiede identi-
fiziert werden. Hauptaugenmerk lag auf dem
Chloroplastengenom. Dieses wurde von 13
verschiedenen Proben und darunter 12
unterschiedlichen Haselnusssorten sequen-
ziert und auf Sequenzunterschiede hin
untersucht. Es konnten zwei Inserts mit einer
Lange von je ca. 100 bp sowie sechs SNPs
(single nucleotide polymorphism = Einzel-
basenaustausch) identifiziert und validiert
werden. Auf Basis dieser Ergebnisse konnen
20 Haselnusssorten aus sieben Landern in
drei Gruppen unterteilt werden.

Eine Gruppe bilden die georgischen Hasel-
nussproben. Die zweite Gruppe besteht aus
den européischen Haselnlissen sowie der
turkischen Sorte Cakildak. Die dritte Gruppe
wird aus allen anderen tirkischen Proben
und den aserbaidschanischen Haselnissen
gebildet. Zwei tlirkische Sorten (Tombul und
Karayagli), welche sich in ihren morpho-
logischen Merkmalen auf3erst stark dhneln
und nur sehr schwer zu differenzieren sind,
konnten bisher nicht eindeutig zugeordnet
werden. Auf Basis eines Inserts wurde eine
Methode mittels Kapillargelelektrophorese
(CGE) fiir die Untersuchung von Mischungen
entwickelt. Damit konnen Mischungen von
europaischen Proben inklusive der Sorte
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Cakildak und nicht-européaischen Proben bis
zu einer Beimengung von 5 % quantifiziert
werden. Die ldentifizierung ist bereits mittels
Polymerasekettenreaktion (PCR) und Agaro-
segelelektrophorese (AGE) maoglich. Auf der
Basis eines SNPs innerhalb eines Inserts
wurde eine Hochauflosende Schmelzpunkt-
analyse (HRMA) entwickelt. Damit kdnnen
Haselnlisse aus Georgien von allen anderen
untersuchten Sorten unterschieden werden.

Wirtschaftliche Bedeutung:

Die Haselnuss ist ein fiur die deutsche
Lebensmittelindustrie  wirtschaftlich sehr
relevantes Importgut. Deutschland ist vor
Frankreich und Italien der fiihrende
Importeur von Haselniissen. Im Jahr 2016
wurden knapp 62.000t Haselnlisse mit
einem Wert von rd. 490 Mio. € importiert.
Die Preise auf dem Weltmarkt sind sehr stark
abhangig von dem jeweiligen Herkunftsland.
So liegt der Preis fir tirkische Haselnlisse
bei 2.370 €/Tonne und bei georgischen Ha-
selniissen nur bei 1.041 €/Tonne. Im Ver-
gleich dazu kosten italienische Haselnlsse
2.802 €/Tonne. Dieser Aspekt kann die
Motivation zur Streckung teurer Ware durch
gunstigere Rohstoffe erhohen. Daher ist das
identifizierte Insert ein wichtiger Marker fur
die ldentifizierung von Vermischungen, z.B.
italienischer und georgischer Haselnusse.
Zudem konnen diese auch mittels CGE
quantifiziert werden. Ein weiterer Punkt,
weshalb die Methodenentwicklung fiir den
Nachweis der Sorte bzw. Herkunft
wirtschaftlich relevant ist, sind Auslobungen
bzgl. der geschiitzten geographischen Her-
kunftsangaben. In der Datenbank der EU
sind zwei g.U. und drei g.g.A. eingetragen.
Hierbei spielen die Anbaugebiete, aber auch
die Sorte eine entscheidende Rolle. So ist
die g.g.A. Nocciola di Giffoni der Sorte
Tonda di Giffoni und die g.g.A. Nocciola del
Piemonte bzw. Nocciola Piemonte der Sorte
Tonda Gentile Trilobata vorbehalten. Hier
konnen die entwickelten non-targeted-
Methoden (RAPD-PCR und SSR-Analyse) flr
eine Authentizitdtsbestimmung eingesetzt
werden.

Bisher kann die Herkunft und Sorte von
Haselnissen nur anhand der Frachtpapiere
Uberpruft werden. In der Routineanalytik
existieren keine etablierten Methoden fir die
Sortendifferenzierung. Die Streckung von
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Haselnlissen oder Haselnusspasten mit
anderen Nussen, konnen bereits nach-
gewiesen werden, wie es z.B. im Rahmen
der von Interpol und Europol koordinierten
Operation OPSON VI der Fall war. Eine
Streckung  hochwertiger  Niisse oder
Rohstoffe durch minderwertige Ware der
gleichen Art kann bisher nicht nachgewiesen
werden. Es konnen lediglich morpho-
logische Unterschiede herangezogen wer-
den. Diese stellen jedoch keinen ver-
lasslichen und beweissicheren Marker dar.
Daher kdnnen die erzielten Ergebnisse einen
essentiellen Beitrag zur Qualitatssicherung
sowohl durch die verarbeitende Industrie,
als auch Dienstleistern (Handelslaboratorien)
leisten. Der Handel kann vor finanziellen
Schaden geschiitzt werden, da falsch
deklarierte minderwertige Ware identifiziert
werden kann. Des Weiteren kdnnen die
Ergebnisse dazu beitragen, die Erwartung
der Verbraucher durch eine gleichbleibend
hohe Qualitat bzgl. Aroma und Geschmack
der Produkte zu erfiillen. Dies schiitzt Handel
wie Produzenten vor Imageschdden und
weiteren moglichen finanziellen Verlusten.
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