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| Einleitung

Weltweit wurden 2005 auf 90 Millionen Hektar gentechnisch veranderte Nutz-
und Kulturpflanzen angebaut (ISAAA! 2006). Zu den wichtigsten Anbaugebieten
gehdéren vor allem die USA und Kanada, aber auch in den so genannten
Schwellenlandern wie China, Argentinien, Brasilien und Indien steigen die
Anbauflachen von gentechnisch veranderten Pflanzen kontinuierlich an. Mit ca.
60.000 Hektar kommerziell angebautem gv-Mais trat Spanien im Jahr 2006
anteilsmaBig an die Spitze innerhalb der Europadischen Union. In Deutschland
wurden in diesem Jahr lediglich auf ca. 950 ha gv-Mais (Standortregister BVL?)

kommerziell angebaut.

Rechtlich ist der Anbau von zugelassenen gv-Pflanzen in den EU-Landern
madglich. Bevor gv-Pflanzen, als Lebens- und/oder Futtermittel oder zum Anbau
zugelassen werden, ist eine begleitende Sicherheitsforschung notwendig. Diese
Sicherheitsforschung liefert unteranderem Daten, die in Zusammenhang mit der
Begutachtung von Antragen auf Inverkehrbringen nétig sind. Als ein Instrument
des Risikomanagements, dient die Umweltbeobachtung (Monitoring) nach dem
Inverkehrbringen (Tiedje et al. 1989, Kareiva et al. 1994, Bartsch & Schuphan
1998, EFSA?®). Unter dem Begriff des Monitorings versteht man nach Anhang VII
der EU-Richtlinie 2001/18/EG* die Beobachtung nachteiliger Effekte fiir die
Umwelt und die menschliche Gesundheit, die in der Umweltrisikoprifung
identifiziert wurden (fallspezifische Beobachtungen) und auch die mdglichst
frihzeitige Beobachtung eventueller unerwiinschter Effekte, die unvorhergesehen

auftreten kdénnten (allgemeine Beobachtung).

Auch 16 Jahre nach dem ersten Freisetzungsversuch in Deutschland, werden gv-
Pflanzen hinsichtlich &kologischer und ©6konomischer Folgen noch immer
kontrovers diskutiert. Ein aktueller Schwerpunkt der 6konomischen Diskussion ist
die Sicherung der Wahlfreiheit zwischen GVO-nutzender und GVO-vermeidender

Landwirtschaft (Koexistenz). Die Bewertung der &kologischen Konsequenzen

L ISAAA: International Service for Acquisition of Agrobiotech Application. www.isaaa.org

2 BVL: Bundesamt fiir Verbraucherschutz und Lebensmittelsicherheit. Zustandige
Zulassungsbehérde bei Freisetzungen und Inverkehrbringen von gentechnisch veranderten
Organismen (GVO) in Deutschland. www.bvl.bund.de

3 European Safety Authority: europdische Behdrde fiir Lebensmittelsicherheit. Sie wurde 2002 als
zentrale Behérde fir die wissenschaftliche Risikobewertung der Lebens- und Futtermittelsicherheit
in der EU eingerichtet. Seit 2005 standiger Sitz in Parma. www.efsa.europe.eu

4 2001/18/EG: Richtlinie iber die absichtliche Freisetzung von GVO in die Umwelt.
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beschaftigt Wissenschaftler aus den Fachbereichen der Molekularbiologie,

Okologie und der Landwirtschaft.

Werden in Deutschland Freisetzungsversuche mit gentechnisch veranderten
Pflanzen durchgefiihrt, so dienen diese unter anderem der Erforschung und
Entwicklung verschiedener Anwendungen, wie zum Beispiel der Resistenz-
zichtung gegen Krankheitserreger. So wurden Zuckerriben entwickelt die mit
Hilfe der Biotechnologie gegen ihre Krankheitserreger und Schadlinge resistent
sind. Es liegen inzwischen einige praktische Erfahrungen maéglicher Einfllisse auf
die Umwelt aus Freisetzungsversuchen vor (Bartsch et al. 2003a;b), so dass
beispielsweise eine wissensbasierte Risikoabschatzung fir den Anbau von
Pflanzen, die eine gentechnisch erzeugte Virusresistenz und/oder Herbizid-

resistenz besitzen, moglich ist.

Vergleichsweise wenig Erfahrungen gibt es fiir eine Umweltrisikoprifung von
Zuckerriben, die eine gentechnisch erzeugte Resistenz gegen Nematoden als
Schadling und/oder Krankheitserreger besitzen. Dabei ist die Entwicklung von
Resistenzen gegen Nematoden ein wichtiges Zuchtziel. Besonders der Rlben-
zystennematode Heterodera schachtii (Schacht 1859) fuhrt im Zuckerriben-
anbau immer wieder zu groBen wirtschaftlichen EinbuBen. Dieser Schadling ist
fir die so genannte Rubenmudigkeit verantwortlich. Die Bekampfung von H.
schachtii mit chemischen Mitteln wurde sowohl aus Kostengriinden, als auch
aufgrund o©Okotoxikologischer Bedenken in den achtziger Jahren in der
Bundesrepublik eingestellt. Der Ertragsverlust, durch H. schachtii bei haufigem
Anbau von Zuckerriiben auf der gleichen Flache, betragt unter mittel-
europadischen Bedingungen bis zu 25 Prozent (Schlang 1991a). Damit stellt H.
schachtii den wirtschaftlich bedeutendsten tierischen Schadling im Zucker-

ribenanbau dar.

Ein wichtiger Aspekt bei der Sicherheitsforschung gentechnisch veranderter
Pflanzen ist die mdgliche Verbreitung des ,Transgens™ in der Umwelt. Eine
besondere Rolle spielen dabei mdgliche Kreuzungspartner wie wildverwandte
Arten der angebauten Kulturpflanzen. Diese Wildpflanzen stellen als
pflanzengenetische Ressource ein wichtiges Schutzziel dar (Hawkes 1997,

Frankel & Bennett 1970). Ein Verlust an innerartlicher genetischer Vielfalt ware



| Einleitung

hinsichtlich zuklnftiger Nutzungsmdglichkeiten flir die Pflanzenziichtung
unerwunscht. Ein Wirkungspfad fir das Auftreten potentiell unerwinschter
Effekte resultiert aus der Verbreitung transgener Eigenschaften, wie dem
langfristigen Verbleiben von gv-Pflanzen in der Umwelt, z.B. auf brachfallenden
Landwirtschaftsflachen. Bei Zuckerriiben kann zum Beispiel die Uberwinterungs-
fahigkeit wichtig flr die Verbreitung sein (Pohl-Orf et al. 1999). Fir die bienne
Zuckerriibe ist das Uberdauern in der vegetativen Form von groBer Bedeutung,
damit im zweiten Jahr nach der Blutenbildung, die Verbreitung des Pollens und
die Bildung von Samen erfolgen kann. Neben den zweijahrigen Kulturformen gibt
es jedoch noch einjahrige Wildformen. Der monogen-dominant vererbte
einjahrige Generationszyklus der Wildformen, kann nach Hybridisierung und
Introgression bei der Produktion von Kulturribensaatgut in schossenden
Zuckerriiben wiederzufinden sein (Boudry et al. 1994, Abe et al. 1997).

Der Genfluss zwischen gv-Kulturformen und Wildformen wird zwar zu begrenzen
sein, er ist aber nicht grundsatzlich zu vermeiden. Hinsichtlich der potentiellen
Konsequenzen flr die Umwelt sollten deshalb Basisdaten der 6kologischen
Relevanz der gv-Kulturpflanzen in der betroffenen Umwelt erhoben werden, wie
z.B. geographische Verbreitung von Wild- und Kulturformen und das Auftreten
von Nematoden zur Abschatzung der Interaktion mit der Umwelt. Diese Daten
sind fur die Zulassung zum kommerziellen Anbau und flur den Aufbau einer

Umweltbeobachtung eine wichtige Vorraussetzung.

Folgende Komplexe sind Bestandteil flir die Bewertung dkologischer Auswirkung
einer potentiellen Auskreuzung gentechnisch veranderter Merkmale auf
wildverwandte Arten:
= Ausbreitung des gentechnisch Ubertragenen Nematodenresistenzgens und
die Auswirkung auf die genetische Diversitat von Wildribenpopulationen,
wenn diese empfindlich auf den Befall des Nematoden reagieren
= Faktoren die das Entkommen von ,Transgenen" von Kultur- zu Wildformen

féordern (z.B. Einjahrigkeit)

Ausgewahlt fur die Untersuchungen dieser Arbeit wurden Populationen der
Wildriibe Beta wvulgaris ssp. maritima im Po-Delta der norditalienischen

Adriakuste. Diese Wildribenpopulationen sind von besonderem Interesse, da sie
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in unmittelbarer Nahe zu Saatgutvermehrungsfeldern liegen. Zur Produktion von
Zuckerriibensaatgut ist es notwendig, dass diese Riben blihen und Samen
bilden. Diese blihende Kulturform kann gleichzeitig mit der Blite von benach-

barten Wildribenpopulationen auftreten.

Im Rahmen eines vom Bundesministerium fir Bildung und Forschung (BMBF)
geférderten Projektes wurden am Lehrstuhl flir Biologie V an der RWTH-Aachen
Untersuchungen zu Fragen der biologischen Sicherheit bei Anbau gentechnisch
veranderter Zuckerriiben durchgefihrt. Die erhobenen Daten sollen dazu
beitragen, aus der Erfassung der lokalen genetischen Diversitat und der Wirt-
Parasit-Interaktion die 6kologischen Folgen von der Verbreitung der Nematoden-

resistenzgene in Wildribenpopulationen abzuschatzen.

Dazu wurden folgende Fragenstellungen bearbeitet:

= Sind Wildformen von Beta gegenliber Nematodenbefall durch H. schachtii
anfallig und wenn ja, haben hohere Bodensalzkonzentrationen an
naturlichen Standorten von B. vulg. ssp. maritima einen Einfluss auf die
Wirt-Parasit-Interaktion von Nematoden und Ribenpflanzen?
Dazu wurde in einem Gewachshausversuch Ribenpflanzen mit
verschiedenen Salzkonzentrationen bewassert und die Empfindlichkeit
gegeniber Nematodenbefall untersucht.

= Wie hoch ist die genetische Diversitat innerhalb der lokalen Population von
B. vulg. ssp. maritima?
Hierzu sollten Polymorphismen in der DNA-Sequenz der einzelnen
Genotypen innerhalb der verschiedenen Populationen bestimmt werden.
Methodisch wurden mit Hilfe der AFLP-Analyse und der RFLP-PCR die
Verwandtschaftsbeziehungen der Populationen zueinander beschrieben. Es
wurde flur diese Untersuchungen Pflanzenmaterial der letzten 10 Jahre

ausgewertet.



[l Allgemeiner Teil

Il Allgemeiner Teil

Die Zuckerriibe (Beta vulgaris L. ssp. vulgaris var. altissima Do6ll) gehért zur
Familie der GansefuBgewachse (Chenopodiaceae). Sie stammt von der medi-
terranen Strandpflanze Beta vulgaris ssp. maritima (L.) Arcangeli, der wilden
Runkelriibe ab. Die Abkémmlinge der Stammpflanze werden heute in der
Unterart Vulgaris zusammengefasst. Zu den Verwandten der Zuckerriibe gehéren
unter anderem die folgenden Nutz- und Kulturpflanzenformen: die Rote
Ribe/Beete (Beta vulgaris L. ssp. vulgaris var. conditiva Alef.), die Runkel-
/Futterriibe (Beta vulgaris L. ssp. vulgaris var. crassa) und der Mangold (Beta

vulgaris L. ssp. vulgaris convar. vulgaris und convar flavenescens DC.) (Letschert

Zuckerribe, die Runkel-/Futterriibe, der Mangold und die Rote Ribe/Beete (Letschert
1993). Von links nach rechts, beginnend mit der Wildribe.

Alle Formen der Gattung Beta (Tranzschel 1927, Ulbrich 1934, Zosimovic 1934)
sind untereinander kreuzbar und kénnen nur durch strenge Isolierung rein
gehalten werden. Eine Sonderstellung in dieser Gattung nimmt Beta macrocarpa
(Gos.) ein, die zwar mit Beta vulgaris kreuzbar ist, aber aufgrund morpho-
logischer Merkmale als eine eigene Art eingestuft werden kann (Bartsch &
Ellstrand 1999).

Eine charakteristische Eigenschaft flr Pflanzen der Gattung Beta ist die
Zweijahrigkeit. Allerdings sind auch einjahrige Pflanzen in der Gattung Beta
vorhanden, die das dominant vererbte B Gen besitzen (Boudry et al. 1994). Das
B-Gen ist verantwortlich fur frihes Schossen (Einjahrigkeit) (Munerati 1931). Die
Pflanzen werden hauptsachlich windbestaubt und vorwiegend fremdbefruchtet
(Barocka 1985). Nach der Blite und der Fruchtbildung, die im zweiten Jahr
erfolgen, stirbt die Pflanze ab und Uberdauert als Samen.
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Die einjahrigen Wildriben blihen zwischen Juni und August. Die unscheinbaren,
grinlichen, zwittrigen Blliten sind meist zu 2-4 Knadueln vereinigt und sitzen an
einem langen beblatterten, rispigen Blitenstand. Die Blltenhille ist flnfspaltig
und ist am Grund mit dem Fruchtknoten verwachsen (Tutin et al. 1946). Bei der
Fruchtreife erharten die Blitenhdullblatter, schlieBen die Frucht ein und fallen mit
dieser ab. Der Blutenstand wird zwischen 0,5m bis zu 1m lang (Abb.2.2). Die

Blatter sind klein und fleischig und stehen Uberwiegend in einer grundstandigen

Rosette.

Abb.2.2: Die Bliten der Gattung Beta
stehen in einer Rispe. Der Blitenstand ist
eher unscheinbar und besteht aus einer
Blitenhille, die mit dem Fruchtkonten
verwachsen ist.

Die salzliebenden (halophilen) GansefuBgewachse, sind in Salzwlsten, entlang
der Meereskisten und als Ruderalpflanzen verbreitet. Zu finden sind die
Wildformen der Gattung Beta in China, Zentral- und Westasien (Knapp 1958),
entlang der Klsten des Atlantiks und auch an der Nordseeklste (Barocka 1985,
Letschert 1993). Im Ostseeraum sind die Wildformen, von der Mitte Schwedens
Uber Danemark bis hin zur deutschen Ostseekiiste verbreitet (Christensen 1996,
Driessen 1999; 2001). Sogar in Kalifornien (Bartsch & Ellstrand 1999) und
Australien (Curtis 1967) wurden Wildpopulationen der Gattung Beta gefunden.
Entsprechend ist auch das Verbreitungsgebiet der B. vulg. ssp. maritima in
kistennahen Regionen, wobei sie in sltdlichen Bereichen auch im Inland zu
finden ist (Aellen 1979, Desplanque et al. 1998). Die altesten archaologischen
Funde sind Fruchtkelche, die in einer jungsteinzeitlichen Kilstensiedlung (ca.
2000 v. Chr.) in Nordholland gefunden wurden (Lippmann 1925). Friichte der
Wild- und Kulturriibe sind aber nicht zu unterscheiden und Hinweise flr einen
Anbau als Gemisepflanze gibt es bis jetzt keine. Grabungsfunde von
Fruchtkndueln in romischen Kastellen, z.B. Novaesium (heute: Neuss) belegen,
dass der Mangold (und/oder Riben) durch die Rdmer nach Deutschland kam.

“> von Karl dem

Das erste schriftliche Zeugnis ist wohl das ,Capitulare de villis
GroBen, in dem Betas (Mangold oder Riben) benannt werden. Im 16 Jhd.

beschrieben Otto Brunsfels und Leonhardt Fuchs in ihren Herbarien, eindeutig

> In der Verordnung ,Capitulare de villis vel cutis imperialibus® werden in einer Liste 73
Nutzpflanzen beschrieben, die in den bewirtschafteten kaiserlichen Herrenhéfe zu wachsen hatten.
Diese Verordnung wurde im Jahre 812 durch den Kaiser ,Karl der GroBe" in Aachen erlassen.
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den ,weiBen oder rdémischen Mangold". Dieser steht den ,Rotriben™ mit
verdickter und ovaler Wurzel gegenlber. Es werden in der antiken Literatur rote
(teutlion) und weiBe (sicula) Formen von Beta unterschieden. Aber es fehlt die
Beschreibung einer Verdickung der Wurzel, woflir die heutige gliltige
Bezeichnung die Varietat cicla ist, daher lasst darauf schlieBen, dass bei den
Betas die in den Capitularen beschrieben werden, wohl eher um Mangold
handelt.

Die ursprungliche Zuckerribe stammt von der oberschlesischen Runkelriibe ab
und ist eine weltweit bekannte Kulturpflanze (Schiemann 1932). Mit der
Bekanntmachung der Entdeckung des Riubenzuckers am 17. November 1747
durch Andreas Sigismund Marggraf sind fast 260 Jahre vergangen. Seither
erfolgt in fabriknahen Gebieten, in meist eng gestellten Fruchtfolgen, intensiver
Zuckerriibenanbau. Diese Intensivierung férderte
schon Mitte des 19 Jahrhundert einen ertrags-
reduzierenden Schadling. Der Botaniker Schacht
berichtete 1859 erstmalig Uber kleine Faden-

wirmer (Abb.2.3), die an den Wurzeln der Riben

parasitieren. Zwolf Jahre spater wurde dieser
Abb.2.3: Der Rilbenzysten- . . .

nematode H. schachtii gehort Parasit von Schmidt systematisch zum Stamm der
zum Stamm der Nemathe-
Iminthes (Rundwirmer), dar-
unter zur Klasse der Nematoda Ehren seines Entdeckers als H. schachtii benannt.
(Fadenwirmer) und zur
Ordnung der Tylenchida.

Rundwirmer Nemathelminthes zugeordnet und zu

Er ist in ganz Europa, aber auch in weiten Teilen
Asiens und Australien verbreitet (Abb.2.4) und
stellt in vielen Ribenanbaugebieten den ertragsbegrenzenden Faktor dar. Unter
mitteleuropdischen Bedingungen koénnen die
Verluste bis zu 25 Prozent betragen. Der
Ribenzystennematode kann insgesamt etwa
200 Pflanzenarten als Nahrungsquelle nutzen
(Steele 1965, Schlang 1991b). Neben der

Zuckerribe und anderen Chenopodiaceaen

stellen Cruziferen eine weitere wichtige

Abb.2.4: Verbreitung von H.
Wirtspflanzenfamilie dar. Pro Jahr kdnnen sich  schachtii in Europa aus: KWS 2002

unter geeigneten Bedingungen 2-3 Generationen entwickeln. Die Anzahl der
Generationen und die Entwicklungsdauer werden dabei entscheidend von der

Temperatursumme und der Feuchtigkeit beeinflusst (Fichtner 1985).
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Das Schadbild, das der Ribenzystennematode erzeugt,
gleicht dem der Viruskrankheit Rhizomania®. Beide
Symptome erzeugen eine Art Rubenmudigkeit
(Abb.2.5). Hierbei kommt es hauptsachlich bei dlteren
Pflanzen mit ausgepragtem Blattwerk zu Welke-
erscheinungen. Bei stark
befallenen Pflanzen kommt
A € es zum Kimmerwuchs; die
TS duBeren  Blatter  sterben

befallsnest im Feld (KWS  dabei ab und die nach-
2002).

wachsenden Blatter besitzen

eine reduzierte Blattspreite. Wie bei Rhizomania

1

reagieren die Zuckerriiben bei Befall mit H. schachtii APP-2.6: Wurzelbart an
einer Zuckerriibe bei

durch verstarkte Bildung von Seitenwurzeln, wodurch  Nematodenbefall (KWS
2002
die Hauptwurzel stark verkirzt bleibt und sich ein so )

genannter Wurzelbart bildet (Abb.2.6).

Der Lebenszyklus von H. schachtii beginnt als Zyste im Boden, in der er bis zu
zehn Jahren (berdauern kann. Die Uberdauerungszysten sind meist
Stecknadelkopf groB und kdénnen ca. 200-500 Larven enthalten (Decker 1963,
Hilleshdg 2002). Um zu schllipfen benétigen die Larven einen Schlupfreiz durch
Wurzelexsudate der Wirtspflanzen (Gray et al. 1992). Verlassen die
geschlechtlich undifferenzierten Larven nach
dem zweiten Juvenilstadium die Zysten,
bewegen sie sich nur zentimeterweise weiter.
Dies erklart das nesterartige Auftreten der
Krankheit im Feld (Jung & Wyss 1999). Bei den
befallenen Wurzeln, werden Nahrzellen
(Syncytien) gebildet. In diesen Zellen durch-

laufen die Nematoden das dritte und vierte

Abb.2.7: Lebenszyklus von H. Larvenstadium, um dann zur Geschlechts-

schachtii mit den verschiedenen

_ differenzierung zu gelangen. Die Mannchen
Larvenstadien

halten die Wurmform bei. Die Weibchen

verbleiben im Syncytium und werden von den Mannchen aktiv aufgesucht. Nach

6 Rhizomania ist eine Infektionskrankheit an der Zuckerriibe die durch den BNYV Virus (Beet
necrotic yellow vein virus) hervorgerufen wird

8
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der Befruchtung kommt es beim Weibchen zum Anschwellen des Hinterleibes, in
dem sich die befruchteten Larven befinden. Wahrend dieses Prozesses sterben
die Weibchen ab. Die so erzeugten Zysten fallen von den Wurzeln ab und reifen
allmahlich zu dunkelbraunen, zitronenférmigen und hartwandigen Uber-
dauerungszysten heran (Abb.2.7). Diese Zysten sind auBerst widerstandsfahig
gegen Temperaturunterschiede, Chemikalien und mechanische Einflliisse. Nach
Herauslésen oder Absterben der Wirtspflanze verbleiben die Zysten im Boden
und kdénnen bei der Bodenbearbeitung und ErntemaBnahmen so leicht
verschleppt werden. Flr eine optimale Entwicklung von H. schachtii sind hohe
Bodentemperaturen, mittlere KorngréBenverteilung im Boden und eine mittlere
Bodenfeuchte Voraussetzung (KWS 2002, Fichtner 1985; 1986).

Meistens wurden chemische und/oder physikalische Methoden zur Bekampfung
von H. schachtii eingesetzt. Der gréBte Teil der chemischen Mittel zur
Bekampfung sind nicht mehr erhaltlich (Bell et al. 1996, Baron 1994). Die
einzigen in Deutschland zugelassenen Nematizide sind zur Zeit Basamid® und
Hostathion® (BBA 2000). Natirliche Feinde gegen die Riibenzystennematoden
kommen zum gréBten Teil nur im Reich der Pilze vor. Von diesen Pilzen sind bis
heute ca. 150 Arten bekannt (Durschner 1993, Dowe 1969, Balke 2001). Wie die
chemischen Mittel sind auch die eingesetzten physikalischen Methoden nur von
geringer Effizienz und undkonomisch. Die physikalischen Methoden, wie
Uberflutung, Bodenisolation und Bodenddmpfung sind nicht nur wenig effektiv,
sondern auch teuer und werden nur noch in Ausnahmefallen angewandt (Decker
1969). Daher wird durch die geringe Wirksamkeit dieser Methoden, immer mehr

auf kulturtechnische MaBnahmen zurickgegriffen.

Durch den Einsatz von Zwischenfrichten oder der Anbau resistenter Sorten kann
die Befallsdichte des Schadlings reduziert werden. Wird eine Wirtspflanze, wie
z.B. Sinapis alba (WeiBer Senf) angebaut, kommt es zwar zum Schlupfreiz der
Larven, aber ohne dass diese ihren Entwicklungszyklus beenden kdénnen und
ohne sich vermehrt zu haben, absterben (Rose 2001, Schlang 2001). Der Anbau
erweiterter Fruchtfolgen wirft haufig praktische Probleme auf und lasst sich aus
Grinden der Betriebs- und Arbeitswirtschaft oft nicht realisieren (KWS 2002).
Daher liegt es nahe, eine Zuckerribe zu zlchten, die sich auf natlrliche Weise

gegen ihre Schadlinge schitzen kann.
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Seit Beginn der EinfUhrung der Zuckerriiben in die landwirtschaftliche Nutzung,
wurde sie durch viele pflanzenzichterische MaBnahmen in ihrer Produktivitat
optimiert. Allerdings war bis vor rund zehn Jahren nur wenig Uber die Vererbung
wichtiger Eigenschaften der Zuckerribe bekannt. Bis heute wurden Uber 600
Markerloci auf den neun Chromosomen der Zuckerriibe kartiert (Pillen et al.
1992, Barzen et al. 1992, Hallden et al. 1994, Schondelmaier et al. 1996,
Schumacher et al. 1997). Zum Beispiel wurde in der Mitte von Chromosom zwei,
das Gen fir frihes Schossen (B) lokalisiert. Dieses Gen ist vor allem in der eng
verwandten Wildart B. vulg. ssp. maritima verbreitet. Es bewirkt das frihzeitige
Strecken der Sprossachse (Schossen) mit anschlieBender Bildung von Bllten-
trieben ohne vorherige Einwirkung kihler Temperaturen (Vernalisation). Diese
Eigenschaft ist flr die Wildarten wichtig, die an Standorten vorkommen, an
denen die Temperaturen im Winter relativ mild sind und eine friihe Blite einen
Vorteil darstellt. Solche Pflanzen sind auch in den Gebieten verbreitet, in denen
Zuckerribensaatgut erzeugt wird. Die spontane Einkreuzung kann hier zu
Zuckerriben mit einer Schossneigung flihren. Neben den Genen zur
Einzelfrichtigkeit (Monokarpie) und dem Restorergen, sind auch die Loci der
Resistenzgene gegen einige Krankheiten lokalisiert worden: Zu diesen
Krankheiten gehéren die Viruserkrankung Rhizomania und auch Gene flur eine
Nematodenresistenz. Diese Gene liegen auf dem Chromosom neun, welches
natlrlich bei der Wildart B. procumbens vorkommt. Fir die Zuchtung resistenter
Sorten waren langjahrige Rickkreuzungen nétig, um die negativen Eigenschaften

(z.B. kleinere Knollenbildung, schlechtere Zuckerqualitat) wieder zu verdrangen.

In neuerer Zeit, bietet nun die Gentechnik, die Moglichkeit, resistente Sorten mit
einem geringen Aufwand zu zichten. Mit Hilfe der Transformationstechnik (Dale
et al. 1993) besteht in der Pflanzenziichtung nun die Mdglichkeit, jedes beliebige
Gen von einem Organismus artibergreifend in eine Pflanzenzelle zu integrieren.
Die Gentechnik verklrzt vor allem die Entwicklung neuer Sorten ganz erheblich.
Kommerzielle Zlichtungsmethoden wilrden normalerweise 10-15 Jahre in
Anspruch nehmen und deren Entwicklung ca. 2-5 Millionen Euro kosten kann
(Blchting 1998). Bei der Zlichtung einer nematodenresistenten Zuckerribe,
dient die Wildribe B. procumbens als Quelle flir das Resistenzgen. Das so
genannte Hs1P®*! wurde isoliert und als Resistenzgen identifiziert (Jung 1997,

Kleine et al. 1997). Die so entstandene transgene Zuckerrlbe, soll sich somit von
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selbst gegen ihren Erreger erwehren kénnen. Das Prinzip hat sich allerdings bis
heute noch nicht etablieren kénnen. Es besteht die Mdglichkeit, dass durch einen
hohen Selektionsdruck durch den Nematoden, entsprechende Virulenzgene die
Resistenz Uberwinden kdnnen. Daher ware der Einsatz der gentechnisch
erzeugten nematodenresistenten Zuckerribe zeitlich begrenzt und es miussten
weiterhin Zwischenfriichte angebaut werden. Diese MaBnahme ware dann ein
Bestandteil eines Resistenzmanagements beim kommerziellen Anbau der gv-

Zuckerruben.

Neben einem anbaubegleitenden Resistenzmanagement, misste dann auch ein
anbaubegleitendes Monitorring als Vorraussetzung flir den Anbau gentechnisch
veranderter Zuckerriben erarbeitet werden. Wie schon erwahnt, ist die
Zuckerriibe mit den Verwandten der Gattung Beta frei kreuzbar. Durch die
Anwesenheit von z.B. Wildformen wie B. vulg. ssp. maritima in der Nahe von
Zuckerriibenanbaugebieten kdnnte es zu einem Genfluss der beiden Arten

kommen.

Gerade im politischen Hinblick, stellt sich daher die Frage der Koexistenz
gentechnisch veranderter Kulturpflanzen und konventionell angebauten Pflanzen
oder/und deren Wildformen. Der Genfluss zwischen den Kulturpflanzen mit ihren
wildverwandten Arten ist ein Phanomen, welches bei der Pflanzenzliichtung und
dem einhergehenden Anbau zwangslaufig auftritt. Zwolf der dreizehn weltweit
wichtigsten Kulturpflanzen sind mit ihren wildverwandten Arten kreuzbar und
kénnen fertile Nachkommen bilden (Hybride) (Ellstrand et al. 1999). Das AusmaB
des Genflusses zwischen verschiedenen Pflanzen kann sich allerdings je nach Art,
Population, Individuen oder sogar von Jahr zu Jahr enorm unterscheiden und ist
deshalb eine schwer einzuschatzende GréBe (Ellstrand 1992). Erfolgt die
Befruchtung und die Bildung eines keimfahigen Samens, so ist die F1-Generation
(Hybrid) haufig in ihrer Fruchtbarkeit reduziert. Die Bildung von Hybriden wird
von vielen Faktoren beeinflusst (Grant 1981): Dazu gehért das zeitgleiche Blihen
beider Arten, sowie die gegenseitige Kompatibilitat des Pollens. Auch die
raumliche Entfernung der Kulturpflanzen zu den Wildformen und auch
umgekehrt, spielen eine ausschlaggebende Rolle (Ellstrand & Hoffmann 1990).
Mit einhergeht natirlich auch der Verbreitungsfaktor des Pollens (Arias &

Rieseberg 1994). Wenn diese Faktoren aber alle gegeben sind, so ist selbst bei
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geringer Auskreuzungswahrscheinlichkeit ein Genaustausch unvermeidbar
(Ellstrand 1988, Kareiva et al. 1994). Besteht nun die Mdglichkeit der
Auskreuzung im Hinblick passender Umweltfaktoren, so stellt sich die Frage der
Einkreuzung des transgenen Erbgutes auf Wildarten und damit die eventuelle
Verbreitung auBerhalb der Anbauflachen. Damit verbunden sind auch die Folgen
eines solchen Szenarios, wie auch mdgliche Unterschiede im Auskreuzungs-
verhalten zwischen konventionell geziichteten und gentechnisch veranderten
Pflanzen (Bartsch & Schuphan 2002). Im Fall der Zuckerriibe wurde
nachgewiesen, dass im Auskreuzungsverhalten zwischen transgenen und

nichttransgenen Zuckerriiben keinerlei Unterschied besteht.

Unter dem Begriff Risiko versteht man das Produkt aus Wahrscheinlichkeit und
AusmalB des Auftretens von unerwilnschten und nachteiligen Wirkungen. Dass
kann je nach Sicht des Betrachters unterschiedlich bewertet werden. Bei der
Freisetzung und Kommerzialisierung der gentechnisch veranderten Pflanzen, sind
die Risiken haufig schwer zu erfassen, dementsprechend sind die Erfahrungen,
die vorliegen zu bewerten. Ein wichtiger Aspekt in der 0&kologischen
Sicherheitsforschung ist eine mogliche unkontrollierte Ausbreitung und eine
anschlieBende Veranderung der heimischen Flora (Raybould & Gray 1993).
Stellen im Zuge natirlichen Genflusses zwischen Kultur- und Wildpflanzen
Ubertragene Gene fur die Hybridform einen selektiven Vorteil dar, kénnte dies
eine Populationszunahme und Verbreitung dieser veranderten Pflanze zur Folge
haben. Speziell daraus hervorgehende neue Unkrauter kdnnen problematisch
werden, sofern aus ihrer Veranderung ein Fitnessvorteil gegenliber anderen
Unkrédutern resultiert. Eine Ausbreitung in andere Okosysteme ist dadurch
denkbar, zumal schon ein einziges Gen eine Steigerung der Fitness zur Folge
haben kann (Darmency 1994). Insbesondere Gene, die eine erhdhte
Stresstoleranz  z.B. gegenuber Frost, Salz, Trockenheit oder aber
Krankheitsresistenz bewirken. Die Bekampfung solcher Pflanzen mit Unkraut-
eigenschaften im Anbau, kann dadurch enorm erschwert werden (z.B.
Resistenzbildung gegen Herbizide). Bedeutet eine zusatzliche Eigenschaft im
natlrlichen Habitat jedoch flr eine Pflanze keinen Selektionsvorteil, wird sie sich
kaum gegen konkurrierende Pflanzen durchsetzen kénnen (Bartsch 1997).
Allerdings kann der naturliche Gentransfer zwischen Kultur- und Wildpflanzen

auch zu einem nachteiligen Effekt flr eine Hybridpflanze fihren und im
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Extremfall sogar das Aussterben der Population zur Folge haben, z.B. durch
Ubertragung von Sterilitdt oder Zwergwuchs (Ellstrand & Hoffman 1990). Zur
Abschatzung des Verhaltens transgener Pflanzen in der Umwelt und ihres
Invasionsverhaltens werden Erfahrungswerte mit Neophyten und deren

Verbreitung herangezogen (Sukopp & Sukopp 1993a).

Auch bei der Freisetzung transgener Zuckerriiben, missen mogliche Folgen von
Gentransfer und Ubertragung der Resistenzen auf Wild- oder Unkrautformen
bericksichtigt werden. Unkrautriiben als mégliche Pollenspender im Feld kénnen
eventuell als Bricke zwischen Kultur- und Wildriben dienen und so eine
Ubertragung verénderter Gene fordern. Eine mogliche unerwiinschte Folge wéren
einjahrige transgene Zuckerriben (Saeglitz 1999). Dieser Einfluss kdnnte einen

Verlust genetischer Ressourcen darstellen.

Die pflanzengenetischen Ressourcen stellen einen wichtigen Bestandteil der
Biodiversitat dar. Der Verlust der Biodiversitat gehdrt derzeit neben solchen
bedeutenden Faktoren wie Klimawandel und der gesicherten Versorgung mit
Wasser zu den zentralen Problemen der Menschheit (Hammer 1998). Im
allgemeinen wird davon ausgegangen, dass die Landwirtschaft wesentlich daran
interessiert ist, eine maximale Produktion mit wenigen ausgewahlten Organismen
durchzuflihren, daher wird sie als ein Hauptfaktor zur Reduktion der Biodiversitat
insgesamt eingeschatzt. Die Besonderheit besteht aber darin, dass sie selbst in
starkem MaBe von der Biodiversitéat abhangig ist (Hammer 1998). Die
Biotechnologie hat einen besonderen Einfluss auf den Erhalt pflanzengenetischer
Ressourcen. Auf der einen Seite ermdglicht sie eine bessere Nutzung des
Ausgangsmaterials (smart breeding); andererseits tragt sie auch zu den
Erhaltungsmoglichkeiten bei. Beide Begriffe, Biodiversitat und pflanzengenetische
Ressource, haben das gleiche Ziel mit unterschiedlichem Ursprung. Die
Biodiversitat befasst sich mit dem Erhalt der biologischen Vielfalt und der
pflanzengenetischen Ressource liegt der Erhalt der Diversitat zugrunde. Der
Vergleich der Biodiversitat zwischen Kulturpflanzen und ihren verwandten
Wildarten wird als infraspezifische Variabilitat bezeichnet. Untersuchungen haben
ergeben, dass Kulturpflanzen genetisch heterogener sind, als die verwandten
Wildarten (Hamrick & Godt 1997), die genetische Variabilitdt aber innerhalb der
Wildarten ist gréBer (Petersen et al. 1994). Dies wird auf den Grindereffekt bei
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der Domestikation zurtckgefihrt, da die Auswahl der ein neues Gebiet
besiedelnden Individuen zufallsbedingt nur einen kleinen Ausschnitt der
gesamten genetischen Variation enthalten. Daher werden diese Populationen
sowohl untereinander, als auch gegeniber der Ausgangspopulation auf
genetischer Ebene zu unterscheiden sein. Der Erhalt der genetischen Ressource
der Wildribenpopulationen ist in Europa von besonderem Interesse. Die hier
gefundenen Formen von Wild-, Unkraut- und Kulturriben, sind alle unter-
einander kreuzbar und bilden fertile Nachkommen (Boudry et al. 1993). Die
Méglichkeit der Hybridisierung besteht also und konnte auch praktisch
nachgewiesen werden (Kapteijns 1993, Raybould & Gray 1993, Bartsch & Pohl
1996). Durch die mdgliche Vermischung der Arten untereinander ist die Herkunft
und die genetische Interaktion ein wichtiger zu untersuchender Aspekt. Ebenso
sind Kenntnisse zur genetischen Variabilitat von Arten und Populationen von
Bedeutung, um moégliche Verarmung durch genetische Faktoren zu messen
(Tiedemann 2001). Zur Messung der genetischen Diversitat, bedient man sich
der Methode von molekularen Markern. Mit Hilfe der molekularbiologischen
Methode, wie z.B. den AFLPs ist es mdglich, einen oder mehrere Marker auf ihre
Variabilitdt hin zu untersuchen. Diese Variabilitat wird dann als MaB fur die zu
erwartende Variabilitdat im gesamten Erbmaterial angesehen. Auch die Herkunft
einzelner Populationen, kann anhand molekularer Marker untersucht werden.
Zum Beispiel kann durch das Vorhandensein oder Nicht-Vorhandensein des B-
Gens (Schosser-Gen) die Einteilung in Nord- und Slideuropa gemacht werden
(Boudry et al. 1994, vanDijk et al. 1997). Weitere bekannte Marker spielen im
Hinblick, der Interaktion zwischen Kulturriben und Wildriben eine Rolle. Dabei
handelt es sich zum Beispiel um die Genloci des CMS (Cytoplasmatic male
sterility). Diese Eigenschaft wurde kommerziell fir die Hybridsaatgutproduktion
entwickelt. Bei den Zuckerriben wurde das CMS von Owen (1945) entdeckt, es
wird bei der Zuckerribenzliichtung weltweit angewandt (Saumitou-Laprade et al.
1993). Dieses Cytoplasma fihrt in den meisten Fallen zur Pollensterilitat.
Besonders im Bereich der Hybridzichtung werden solche Eigenschaften
eingesetzt. Aufgehoben werden diese durch Restorergene, die im entstandenen
Hybrid die Fertilitdt wieder herstellt. Die cytoplasmatische mannliche Sterilitat
wird mitochondrial vererbt. Durch diese Eigenschaft ist es mdglich den
mdatterlichen Ursprung zu beweisen. Dieser Beweis kann durch molekular-

biologische Methoden erbracht werden.
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Il Material und Methoden

3.1 Untersuchungsgebiet

Das fur diese Arbeit im Mittelpunkt stehende Gebiet, in dem bedeutende
genetische Ressourcen von Wildribenpopulationen zu finden sind, liegt im Po-
Delta der norditalienischen Adriaklste (Abb.3.1) und hat eine GréBe von ca.
1000 km?. Im Norden wird das Gebiet durch die Stadte Padua und Venedig und
im Suden durch die Stadte Rovigo und Adria begrenzt. Das vorherrschende
Klima, mit einer Jahresdurchschnittstemperatur (Instituto Spermentale per le
Culture Industriale und Rovigo) von 13°C in der Po-Ebene und 14°C in den
Klistenebenen ist fir die Pflanzenproduktion nahezu optimal. Die hdchsten
Niederschlagsmengen fallen in den Herbst- und Wintermonaten und die
Hauptwindrichtung ist primar Ost und sekundar West. Aufgrund der glinstigen
klimatischen Verhaltnisse findet hier nicht nur der Anbau von Zuckerriben statt,
sondern auch die Saatgutproduktion der Zlchtungsfirmen. Neben den dort
angebauten Kulturriiben (B. vulg. ssp vulgaris) kommen an der Adriaklste such
deren wildverwandte Arten (B. vulg. ssp. maritima) vor. Das gleichzeitige
Vorkommen von Wildribenpopulationen, und die Produktion von Saatgut-
vermehrung, machten diesen Standort flir Untersuchungen zum Genfluss sehr
interessant. Hier stehen die blihenden Kulturriben und die blihenden Wildrtiben
in direkter Nachbarschaft zueinander. Aus diesem Grund wurden seit 1994 in
dieser Region Wildribenstandorte mit ihren vorkommenden Populationen kartiert

(Schmidt 1996).

Sl i Abb.3.1: Ubersicht tber die Fundorte von B.
vulg. ssp. maritima an der norditalienischen
Adriaklste. Die angegebenen Markierungen
stellen die Fundorte der Populationen dar und
sind in Tab.3.1. erlautert.

Mittelmeer
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3.2 Pflanzenmaterial

Von 1994 bis 2001 wurden Ende Juli jeden Jahres, an der italienischen
Adriaklste, Sammelreisen durchgefiihrt. Es wurden hauptsachlich reife Samen
der Wildriben gesammelt, die fur spatere Untersuchungen an der RWTH-Aachen

zur Verfigung standen.

Die Anzucht der Pflanzen aus den gesammelten Samen, erfolgte im
Gewachshaus. Die jeweilig bendtigten Fruchtknduel wurden zufallig ausgewahlt
und in Pikierschalen ausgelegt. Die darin angezogenen Pflanzen dienten zur
Untersuchung der Befallsempfindlichkeit gegeniiber Nematoden und zur

Gewinnung von Zellmaterial zur Untersuchung der genetischen Struktur.

Das Auftreten von Pflanzenkrankheiten und Schadlingen im Gewachshaus, wurde
je nach Befallsstarke biologisch oder chemisch behandelt. Blattlausbefall wurde
in der Regel mit den Larven der Florfliege (Chrysoperla ssp.; Neurotptera:
Chrysopdae) und der Blattlausschlupfwespe (Aphidius colemani; Hymenoptera:
Braconidae) biologisch bekampft. Ein aufkommender Mehltaubefall wurde mit

0,1%iger Saprol®-Lésung behandelt.

Im Rahmen der jahrlichen Kartierung, des Untersuchungsgebietes wurde auch
nach neuen Populationen gesucht. Die Folge war ein kontinuierlicher Anstieg
unterschiedlicher Wildribenstandorte. Aufgrund begrenzter finanzieller und
apparativer Ressourcen konnten nicht alle Standorte in die nachfolgenden
Untersuchungen mit einbezogen werden.

Die zu untersuchenden Populationen wurden anhand zweier Kriterien
ausgewahlt: 1. regionale Reprasentativitat und 2. Nahe zu den Saatgut-
zuchtfeldern. Die Tabelle 3.1 gibt eine Ubersicht dariiber, welche Populationen
fir die einzelnen Untersuchungen berlicksichtigt wurden. Weitere Informationen
zu diesen Standorten finden sich bei Bartsch et al. (2003a), Brand (1997) und
Lehnen (2000). Zu den untersuchten Populationen wurden noch weitere
Wildribenexemplare als Vergleichpopulationen mit in die Analyse einbezogen. Als
so genannte ,Outgroups™ wurden die Kulturribe LENORA und die Wildribe B.
procumbens, mit in die laufenden Untersuchungen einbezogen. Als
Vergleichspopulationen dienten Wildriiben von der deutschen Ostseekiiste und

von der Nordseekiiste. Dabei war besonders der Vergleich von unterschiedlich
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alten Wildribenstandorten interessant. Wahrend es sich bei den italienischen
Standorten schon um altere etabliertere Populationen handelt, so handelt es sich
bei den Wildriiben der deutschen Ostseekliste im Verhaltnis dazu, um sehr junge

Populationen (Driessen 2003).

Tab.3.1: Liste der in den Untersuchungen bertlicksichtigten Wildriibenpopulationen. Angegeben
sind Standort/Herkunft, verwendete Abklrzungen (Abk.), Ursprungs-Region, Jahr der
Probennahme und die Art der Untersuchungen (Nematoden-Suszeptibilitdtstest zur Bestimmung
der Empfindlichkeit gegeniber Nematoden, Bestimmung der genetischen Diversitat mit Hilfe der
Amplified Fragment Length Polymorphism-Methode (AFLP), Untersuchung der mitterlichen
Herkunft des Untersuchungsmaterials (CMS) [Wild- oder Kulturherkunft]).

Standort/Herkunft Abk. Herkunft Jahr Nematoden |AFLP |CMS

1 |Albarella Club Al Italien 1994 X X X
2 | Albarella Club Al Italien 2001 X X
3 |Albarella Hafen AH Italien 1994 X X
4 | Albarella Hafen AH Italien 2001 | X X X
5 |Ausa Corno AC Italien 2001 |X X X
6 |Bibione Bi Italien 2001 X
7 | Boccassette Bo Italien 2001 | X X X
8 |Cervia Ce Italien 1998 X X
9 |Cervia Ce Italien 1999 X
10 | Cervia Ce Italien 2001 X
11 [ Chioggia CH Italien 1994 X X
12 [ Chioggia CH Italien 2001 X X
13 | Fusina Fu Italien 1994 | X X X
14 | Fusina Fu Italien 2001 X X
15 | Grado Gr Italien 2001 X X
16 | Malamocco Ma Italien 2001 X X
17 [Numana N Italien 2001 | X X X
18 | Pellestrina Pe Italien 1994 | X X X
19 | Pellestrina Pe Italien 2001 X X
20 | Porto Levante PL Italien 1994 X X
21 | Porto Levante PL Italien 2001 | X X X
22 | Punta Sabiona PS Italien 2001 | X

23 | San Erasmo SE Italien 1996 X
24 | San Michele SM Italien 1994 X X
25 | San Michele SM Italien 2001 | X X X
26 | San Pietro SP Italien 2001 | X X

27 | San Pietro in Volta PV Italien 2001 X

28 | Scanarello Sc Italien 2001 X X
29 |Torcello T Italien 2001 |X X X
30 | Burg Tiefe BT Ostsee/De 1999 X
31 | Burger Binnensee BB Ostsee/De 1999 [X X X
32 | Dazendorf DZD |[Ostsee/De 1999 |X X X
33 | GroBenbroder Fahre GF Ostsee/De 1999 | X X

34 | Steinwarder Ufer SWU | Ostsee/De 1999 X X
35 [ Puttgarden Pt Ostsee/De 1999 X X
36 | Wulfener Hals WH Ostsee/De 1999 X X
37 | Fastensee Fa Ostsee/De 1999 X X
38 | FeEhmarnsund Fehmarn FSF Ostsee/De 1999 (X X X
39 [Helgoland H Nordsee/De X X X
40 | Lenora L Kulturribe X X X
41 | Procumbens Pr Wildribe X X X
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3.3 Wildriben/Kontrollen

Fiar alle Untersuchungen wurden als Kontrollen unterschiedliche Wildriiben aus
Italien, von der deutschen Ostsee, Nordsee, B. procumbens und eine Kultur-
ribensorte in jeden Versuch integriert. Die Kulturribensorte LENORA ist eine
Nematoden sensitive Kulturriibe und wird in den Versuchen der Nemtaoden-
Suszeptibilitatstests als Positivkontrolle eingesetzt. Das Saatgut der Kulturriibe
wurde von der Firma KWS zur Verfligung gestellt, es handelt sich dabei um nicht
pilliertes Saatgut. Weiter wurde die Kulturribe bei den genetischen
Untersuchungen als so genannte ,Outgroup" mit einbezogen. Die Wildriben der
Ostseekiiste wurden aus Sammelfahrten von Driessen (1999) und Wehres
(2001) mit einbezogen. Als Negativ-Kontrolle bei den Versuchen mit H. schachtii
wurde die nematodenresistente Wildribe B. procumbens (Jung & Wricke 1987)
von der Biologischen Bundesanstalt (Dr. Frese) aus Braunschweig zur Verfigung

gestellt. Die Wildribe der Nordsee kam von der biologischen Station Helgoland.

3.4 Untersuchungen zur 6kologischen Wechselwirkung
Nematoden/Wildruben

3.4.1 Anzucht der Pflanzen

Die Anzucht der Pflanzen erfolgte im Gewachshaus. Die jeweils bendtigten
Fruchtknauel wurden zufallig ausgewahlt und in Pikierkisten ausgelegt. Flr ein
reprasentatives Ergebnis wurden von jedem Standort mindestens 20 Pflanzen

angezogen.

Fir die Anzucht der Pflanzen betrug die Temperatur im Gewachshaus nachts
15°C und tagsiber mindestens 20°C. Die Beleuchtung folgte einem
Tag/Nachtrhythmus (16/8h) und einer Beleuchtungsstarke von 12.000 Lux.

Es wurden fur die beiden Hauptuntersuchungen madglichst dieselben Pflanzen
verwendet. Flur den molekularbiologischen Teil wurden die Blatter der Pflanzen
beprobt, die dann weiter zur Extraktion der DNA verwendet wurden (Kapitel
3.5.1). FUr den Suszeptibilitatstest mit dem Ribenzystennematoden H. schachtii

wurden die Pflanzen in Pflanztdpfe umgesetzt.
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3.4.2 Untersuchungen von Bodenproben auf H. schachtii

Diese Untersuchungen bezogen sich auf die mdgliche Anwesenheit der
Ribenzystennematoden in den Wildribenstandorten an der italienischen
Adriakiste. Dazu wurden Bodenproben in unmittelbarer Ndhe der Wildriben-
standorte genommen. Es wurden ca. 20-30 cm Boden ausgehoben und in
Gefrierboxen zwischengelagert. An manchen Stellen war diese Probennahme
problematisch, da es sich bei den Wildribenhabitaten meist um Meersaum oder
ein Hafenbecken handelt, und dort der Boden sandig oder/und steinig ist. Es
wurden daher an manchen Stellen mehrere Proben genommen und als a-d Probe
bezeichnet. Der Boden wurde auf optische Merkmale und auf seine Leitfahigkeit
hin untersucht. Falls der Nematode sich im Boden an den Wildribenstandorten
befindet, ware eine charakteristische Studie der Bodeneigenschaften von Vorteil.
Von diesem Boden wurden je 150g in Pflanztépfe geflillt. Pro Bodenprobe wurden
zwei Topfe beflllt, in die sowohl eine Senfpflanze (Sinapis alba) als
Nematodenfangpflanze und eine sensitive Kulturribe LENORA gepflanzt wurden.
Es wurden pro Bodenprobe 5 Wiederholungen getestet (Tab.3.2). Nach ca. 8-9
Wochen wurden die Pflanzen von der Erde befreit und auf mdgliche Infektionen
hin untersucht. Als Negativkontrolle wurden die Pflanzen in normale Anzuchterde
gepflanzt, bei der Positivkontrolle wurde die Erde mit Zysten der Ribenzysten-

nematoden inokuliert.
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Tab.3.2: Anzahl der untersuchten Senf- und Kulturriibenpflanzen zur Bestimmung des
Nematodengehaltes in Bodenproben von verschiedenen Wildribenstandorten. Die
Bezeichnungen a/b/c/d, stehen fir die Anzahl an Proben, die genommen wurden. Als
Positiv- und Negativkontrolle wurden der Senf (Sinapis alba) und die Kulturriibe einmal in
infizierter Erde und nicht infizierter Erde angezogen. Die infizierte Erde wurde mit jeweils
15 Zysten von H. schachtii inokuliert.

Wildriiben-Standort Probennahme-Wiederholung Senf Kulturriibe
Albarella Club a/b/c 5 5
Albarella Hafen a/b/c 5 5
Ausa corno a/b 5 5
Bibione a/b/c/d 5 5
Bocassette a/b 5 5
Cervia a/blc 5 5
Chioggia a/blc 5 5
Fusina a/b 5 5
Grado a/b 5 5
Numana a/b/c/d 5 5
Pellestrina a/blc 5 5
Pietro in Volta a/b/c/d 5 5
Porto Lavante a/b 5 5
San Erasmo a/blc 5 5
San Michele a/b 5 5
Scanarello a/blc 5 5
Torcello a/b/c 5 5
Valle Ballione a/b 5 5
Negativkontrolle - 5 5
Positivkontrolle - 5 5

3.4.3 Infektionsversuch

Als Pflanzsubstrat, fir die Versuche mit H. schachtii, wurde Untergrundldss aus
dem Tagebau Garzweiler II verwendet. Dieser wurde aus der wurzelfreien Zone
direkt aus einem Aufbruch des Tagebaugelandes entnommen und trocken

gelagert.

Die Verwendung des Ldss geschah auf Empfehlung durch Dr. Schlang (BBA,
Elsdorf) und bietet mehrere Vorteile. Aufgrund der KorngréBenverteilung lieB3 sich
der Léss nach Versuchsende gut aussieben, so dass das Auffinden und Zahlen
der Zysten enorm erleichtert wurde. Auch die hellbraune bis beige Farbung, des
Materials erleichterte das Auffinden der meist dunkelbraunen bis schwarz

gefarbten Zysten.

Der getrocknete Léss wurde Uber ein Klichensieb vorgesiebt und in Portionen zu
je 250g in Pflanztoépfe der GroBe 8x7x7cm (ca. 400ccm) eingewogen. Die
Versuchspflanzen wurden mit Pikierstdckchen aus den Anzuchtschalen vorsichtig

herausgeldst ohne das Wurzelmaterial zu beschadigen. Die Wurzeln wurden mit
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Wasser gewaschen, um Reste der Einheitserde zu entfernen. Dann wurden sie in
den eingewogenen Léss umgesetzt und sofort gegossen.
Nach zwei Tagen wurden die Pflanzen mit je 24ml Steiner-Nahrlésung’, gediingt.

Alle 14 Tage wurden die Pflanzen erneut mit der Nahrlésung nachgediingt.

Die Pflanzen wurden ausschlieBlich mit Uberdauerungszysten infiziert. Dies
erleichterte die genaue Dosierung der Infektion. Die Zysten wurden aus einer
Probe stark mit Zysten durchsetzen Untergrundldsses isoliert, die von Dr.
Schlang (BBA) zur Verfugung gestellt wurde. Das infizierte Material wurde bei
4°C in einem Kuhlraum gelagert. Zur Isolation der Zysten wurde der L&ss
portionsweise in ein Sieb mit der Maschenweite 100um gegeben und so lange
gewaschen, bis nur noch die minimalen Reste von Wurzelfasern zuritckblieben.
Diese Reste wurden mit etwas Wasser in eine Petrischale Uberfihrt und konnten

anschlieBend mit einer Lupe oder einem Binokular quantifiziert werden.

Die Zysten wurden mittels einer Federstahlpinzette aus den Proben
herausgesucht, gezahlt und bis zur Infektion der Pflanzen in Leitungswasser bei

4°C gelagert. Es wurden nur vollstandig intakte und gleichgroBe Zysten isoliert.

Die Infektion der Versuchspflanzen erfolgte mit je 15 Zysten von H. schachtii pro
Pflanze. Zur Infektion wurde unmittelbar neben dem Pflanzstangel mit einem
Pikierstdckchen ein ca. 2cm tiefes Loch in den Léss gebohrt. Die Zysten wurden
Uber eine Pasteurpipette mit etwas Leitungswasser in dieses Loch Uberfiihrt. Das
Loch wurde anschlieBend wieder geschlossen und die Pflanze je nach Behandlung

isoliert.

Die Salzbehandlung erfolgte in Anlehnung an Brand (1997, Bartsch & Brand
1998). In diesem Versuch wurden die Pflanzen mit drei verschiedenen
Salzwasser-Konzentrationen gegossen. Eine Gruppe von Pflanzen wurde wahrend
der gesamten Versuchsdauer (ca. 9 Wochen) mit reinem Leitungswasser, die
zweite Gruppe mit einer 0,5%-NaCl-Lésung und die dritte Gruppe mit 1%iger-
NaCl-Lésung gegossen. Unter Einwaage von jeweils 50g (flir 1%-Lésung) bzw.

25g Meersalz (fiur 0,5%-L6sung) wurde die Salzlésung hergestellt.

7 Zusammensetzung der Steiner-N&hrlésung siehe Anhang
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Es wurden neben den in Tab.3.1 aufgeflihrten Wildriben unterschiedlicher
Standorte, die infektionsresistente Wildriibe B. procumbens und eine sensitive
Kulturribe (LENORA) dieser GieBtechnik unterzogen. Es wurden jeweils 3 mal 10
Pflanzen der verschiedenen Standorte pro Versuch eingesetzt. Jedem Versuch

wurden 10 Kulturriiben als Kontrolle zugefligt (Tab.3.3).

Tab.3.3: Versuchspflanzenzahl zur Bestimmung der Infektiésitat von Riibennematoden
in Abhangigkeit von der Salzkonzentration des GieBwassers.

Konz. des Wassers |Wildriibe |Kontrolle
0% 10 10
0,5% 10 10
1% 10 10

3.4.4 Versuchsauswertung

Nach Versuchsende wurde der gesamte Inhalt eines Pflanztopfes in eine
Siebkaskade aus einem grdberen (500um Maschenweite) und einem feinerem
Sieb (100pum) dberfuhrt. Die Wurzeln wurden vorsichtig Uber dem Sieb mit
flieBendem Wasser abgewaschen und das Wasser weitestgehend abgeschiuttelt.
Der restliche Topfinhalt wurde durch beide Siebe gewaschen und die
verbleibenden Reste von Sand und Wurzelfasern wurden wie bei der Isolation der
Infektionszysten mit Wasser in eine Petrischale gespllt. Die oberirdischen Teile
der Rubenpflanzen wurden verworfen, das Wurzelwerk abgetrennt und mit in die
Petrischale zur Untersuchung gegeben. Der gesamte Inhalt der Schale wurde

anschlieBend mit dem Binokular untersucht.

Die Zysten wurden stets bei 4°C zundachst in Leitungswasser und dann zur

ldangeren Lagerung in leicht feuchtem Ldss im Kuhlraum aufbewahrt.

Zur besseren Darstellung der Ergebnisse wurden den Populationen mit den

dazugehdrigen Konzentrationen den Abklrzungen zugeordnet (Tab.3.4).
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Tab.3.4: Codierung der Populationen mit der zugehérigen Salzkonzentration, zur
besseren Darstellung der Ergebnisse im Saulendiagramm.

Population Sorte Region Konzentration |Abkiirzung
Lenora Kulturriibe 0% 1a
Lenora Kulturriibe 0,5% 1b
Lenora Kulturriibe 1% 1c
Helgoland Wildribe Deutschland 0% 2a
Helgoland Wildribe Deutschland 0,5% 2b
Helgoland Wildribe Deutschland 1% 2C
Fastensee Wildribe Deutschland 0% 3a
Fastensee Wildriibe Deutschland 0,5% 3b
Fastensee Wildribe Deutschland 1% 3c
Fehmarnsund Wildribe Deutschland 0% 4a
Fehmarnsund Wildribe Deutschland 0,5% 4b
Fehmarnsund Wildribe Deutschland 1% 4c
Dazendorf Wildribe Deutschland 0% 5a
Dazendorf Wildribe Deutschland 0,5% 5b
Dazendorf Wildribe Deutschland 1% 5c
BurgerBinnensee [ Wildribe Deutschland 0% 6a
BurgerBinnensee | Wildribe Deutschland 0,5% 6b
BurgerBinnensee | Wildribe Deutschland 1% 6¢C
Albarella Club Wildriibe Italien 0% 7a
Albarella Club Wildriibe Italien 0,5% 7b
Albarella Club Wildribe Italien 1% 7cC
Ausa Corno Wildribe Italien 0% 8a
Ausa Corno Wildriibe Italien 0,5% 8b
Ausa Corno Wildriibe Italien 1% 8c
Punta Sabiona Wildribe Italien 0% 9a
Punta Sabiona Wildribe Italien 0,5% 9b
Punta Sabiona Wildriibe Italien 1% 9c
Torcello Wildribe Italien 0% 10a
Torcello Wildribe Italien 0,5% 10b
Torcello Wildribe Italien 1% 10c
Bocassette Wildriibe Italien 0% 1la
Bocassette Wildribe Italien 0,5% 11b
Bocassette Wildriibe Italien 1% 11c
Pellestrina Wildribe Italien 0% 12a
Pellestrina Wildriibe Italien 0,5% 12b
Pellestrina Wildriibe Italien 1% 12¢
Fusina Wildribe Italien 0% 13a
Fusina Wildribe Italien 0,5% 13b
Fusina Wildriibe Italien 1% 13c
Numana Wildriibe Italien 0% 14a
Numana Wildribe Italien 0,5% 14b
Numana Wildriibe Italien 1% 14c
Procumbens Wildribe 0% 15a
Procumbens Wildribe 0,5% 15b
Procumbens Wildribe 1% 15c
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3.4.5 Statistische Auswertung

Die Daten wurden nach Versuchsende auf ihre Normalverteilung getestet und
anschlieBend einer Varianzanalyse unterzogen, um signifikante Unterschiede in
der Anfalligkeit der Pflanzen gegeniber dem Nematoden je nach Standort, Sorte
und Salzbehandlung aufzeigen zu kénnen.

Die Varianzanalyse (ANOVA, ANalysis Of VAriance) stellt eine Méglichkeit dar,
den Einfluss eines Faktors auf die Varianz (Streubereich einer
Haufigkeitsverteilung) der Daten zu bestimmen und damit die signifikanten
Unterschiede zwischen den Gruppen zu analysieren. Mit einem anschlieBenden so
genannten posthoc-Test® ist es méglich, zu definieren um welche Gruppen es
sich dabei handelt, die sich in ihren Mittelwertunterschieden signifikant

verhalten.

Die Vorraussetzungen einer ANOVA sind, dass die Varianz einer Zufallsvariablen
von einer oder mehrerer Gruppenvariablen erklart werden kann. Dazu missen
die Rohdaten der ANOVA normalverteilt sein, es muss eine Homogenitat in den
Varianzen vorliegen und die Messwerte und Faktoren missen unabhangig sein
und auf einer zufalligen Stichprobe basieren. Bei der F-Statistik wird mit einer
Konfidenz® Das Ergebnis der Varianzanalyse wird in der ANOVA Tabelle
dargestellt (s. Anhang). Dabei ist die wesentliche Information der p-Wert®. Er
besagt ob die Nullhypothese'! bestitigt oder verworfen wird und der Faktor

einen signifikanten Einfluss auf die untersuchte Variabel hat.

8 posthoc Test wird durchgefiihrt wenn der p-Wert <0.05 ergeben hat

° Konfidenzbereich ist der Bereich fiir eine Schatzung im Rahmen eines statistischen Modells.

10 p-Wert gibt an ob ein Resultat signifikant oder nicht signifikant ist. p ist kleinstes o das noch
signifikant ist. Falls p kleiner oder gleich o ware, wird die Null Hypothese abgelehnt, falls p gréBer
als a ware, wird die Nullhypothese nicht abgelehnt.

1 Nullhypothese ist die Annahme (iber die Wahrscheinlichkeitsverteilung einer Zufallsvariablen.
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i AusreiBer Zur graphischen Darstellung der Daten bieten
T <— perzentil sich gruppierte Box-Plots (Box- and Whiskers) an
(Abb.3.2). Dadurch erhalt man den Eindruck, wie

die Daten verteilt sind. Als Box wird das durch

<+ Median die Perzentile'® bestimmte Rechteck bezeichnet.

Es umfasst 50 Prozent der Daten. Durch die

Lange der Box ist die Streuung der Daten um den

_J_ <4— Perzentil ) . . . B
y «— AusreiBer Median Uber dem Median und die andere Halfte

_ darunter zu erkennen. Diese Streuung ist durch
Abb.3.2: Darstellung eines

einfachen Box-Plots. Mit die Differenz des oberen und unteren Perzentils
AusreiBern, Median und . . . . .
Perzentilen bestimmt. Der Median in der Box gibt durch seine

Lage einen Eindruck Uber die , schiefe®™ Verteilung
der Daten an. Die unteren und oberen Querlinien (Whiskers) geben die 10
Prozent und 90 Prozent Perzentile an, die dariber liegende Punkte sind die
AusreiBer. Eine Asymmetrie des Box-Plots deutet auf eine schiefe Verteilung hin.
Damit stellt der Median das 50 Prozent Perzentil. Bei einer 25 Prozent zu 75
Prozent Streuung spricht man von einem Quartil, dabei sind 50 Prozent der

zentralen Daten vorhanden.

Das Verfahren der Regressionsanalyse beschreibt die statistischen
Abhangigkeiten (wie z.B. die Ursache-Wirkungs-Beziehung) durch so genannte
Regressionskurven. Hierbei wird eine Variable betrachtet, die von einer oder
mehreren unabhangigen Variablen beeinflusst wird. Werden mehrere
unabhangige Variablen betrachtet, spricht man von einer multiplen linearen
Regression. Die Regressionsanalysen ermittelt das BestimmtheitsmaB*® r? den
Regressionskoeffizienten. Er ist ein MaB flr die Qualitét des berechneten
Regressionsmodells und beschreibt zu welchem Anteil ein Faktor die Variabilitat
der Daten erklart).

Fir die Varianzanalyse wurden die Daten zunachst tabellarisch erfasst
(Originaldaten siehe Anhang). Dabei wurden die Parameter wie die

Salzkonzentration, die Region, die Population, die Anzuchtkammer sowie die

12 perzentile sind Hilfsmittel zur Beschreibung der Verteilung von ordinalen und stetigen Daten
ohne irgendwelche VerteilungsmaBnahmen (wie z.B. Normalverteilung)

13 Das BestimmtheitsmaB r® gibt das Verhiltnis des Anteils der Streuung der Punkte um ein
Regressionsgeraden zur Gesamtstreuung an und stellt somit ein MaB flr die Scharfe, mit der die
Gerade bestimmt wird zur Verfigung (Sachs 2002).
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Summe der gezahlten Zysten aufgenommen und flr die statistische Auswertung

codiert (Codetabelle s. Anhang).

Mit Hilfe des Programms GENSTAT und Rgy; (Venables & Ripley 1999, Krause &
Olson 2000) wurde auf Normalverteilung und Varianzhomogenitat als
Vorraussetzung flir eine ANOVA gepriuft.

Es wurde der Einfluss folgender 5 Parameter auf die Anzahl der Zysten pro
Pflanze mittels einer ANOVA analysiert:

+ Sorten (Kultur- und Wildriben)

+ Region (Nordsee, Ostsee, Italien und der Kulturribe)

+ Populationen

+ Gewachshauskammern

+ Salzkonzentration

3.5 Methoden zur Bestimmung der genetischen Diversitat

3.5.1 DNA-Gewinnung

Bei der Probenahme zur anschlieBenden DNA-Extraktion wurden die frischen
Primarblatter beprobt, die nach 4-5 Wochen vollstandig ausgebildet sind. Bei den
Primarblattern erfolgt Wachstum vor allem durch Zellstreckung und nicht durch
Zellteilung, d.h. die Menge an genomischer DNA ist bei allen Proben miteinander
vergleichbar. Das mit einer Pinzette entnommene Blattmaterial wird in ein
ReaktionsgefaB (2ml) gegeben und in fllissigem Stickstoff schockgefroren. Die
Probe kann entweder direkt weiterverarbeitet oder bei -50°C aufbewahrt

werden.

Methoden der DNA-Extraktion
Fir die molekularen Untersuchungen wurde DNA mit Hilfe eines Plant Mini Kit der

Firma Qiagen isoliert. Fir angewandte Methoden, wie AFLP und PCR-RFLP-
Analyse sollte eine saubere DNA ohne stérende Inhaltsstoffe vorliegen. Um das
Ergebnis zu erhalten, wurde nach einigen unterschiedlichen DNA-Extraktionen
die Methode mit Hilfe des Kits von Qiagen als optimal empfunden.

Das Pflanzenmaterial wurde unter Einsatz von fllissigem Stickstoff gemoérsert und
sofort mit 500ul Lysispuffer und 4ul Rnase (100mg/ml) Uberschichtet. Die
Mischung wurde homogenisiert. Diese Suspension wurde nach dem Mischen fur
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ca. 10 Minuten bei 65°C inkubiert. Wahrend der Inkubation sollten die Proben 2-
3-mal vorsichtig invertiert werden. Das Lysat wurde nun mit 130ul Puffer
Uberschichtet, der als Detergenz fungiert und die Proteine und Polysaccharide
ausfallt. Dazu wurden die Proben 5 Minuten auf Eis gestellt. Um die ausgefallten
Stoffe aus der Lésung zu entfernen, wurden die Proben 5 Minuten bei hdchster
Stufe (ca. 13.000rpm) zentrifugiert. Es ist mdglich, dass bei einigem Pflanzen-
material das Lysat sehr viskos ist und viel Material ausfallt, daher wurde die
Suspension im nachsten Schritt mit Hilfe einer Silicagel-Membran geschert. Dazu
musste der Uberstand in eine so genannte QIAshredder S&ule (iberfiihrt werden.
Durch zweiminltige Zentrifugation wurde die Suspension durch die Saule
gedrickt. Die Saule halt die moéglichen Ausfalle und Zellbestandteile zuriick, aber
ein bisschen kann durchdringen und es kann sich ein Pellet bilden. Das Pellet darf
nicht zerstért werden, sonst musste der vorangegangene Schritt wiederholt
werden. Nun wurde die fllissige Phase in ein neues Reaktionsgefal Uberfliihrt. Bei
einer Menge von 450ul Lysat wurde ein 1,5faches Volumen von einem Puffer
zugegeben, der die DNA ausfallt. Daher wurde die Suspension vorsichtig und gut
gemischt. Von der Suspension wurden 650ul abgenommen und auf eine mini
spin Saule Uberflihrt. Diese Saule halt die ausgefallene DNA aus der Suspension
bei der einminttigen Zentrifugation von 8.000rpm zurick. Die Suspension wurde
dann verworfen und die Saule wurde mit der restlichen DNA Suspension
Uberschichtet. Zum Waschen der DNA, die sich auf der Membran befindet,
wurden 500ul Waschpuffer auf die Saule gegeben und abzentrifugiert. Dieser
Schritt wurde zweimal wiederholt. Um die Membran vom Ethanol zu befreien,
muss die Membran ca. 20 Minuten abdampfen. Danach wurden die Membranen
mit Eluationspuffer Uberschichtet und eine Minute zentrifugiert. Dieser Puffer |6st
die DNA von der Membran.

Die so gewonnene DNA wurde zur weiteren Verarbeitung bei 4°C im Kuhlschrank
gelagert oder flr einen langeren Zeitraum bei -20°C im Tiefklhlschrank

aufbewahrt.
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3.6 PCR-RFLP zur Bestimmung von CMS Markern

Das Owen Cytoplasma mannlich steriler Zuckerriben ist verknupft mit
verschiedenen Anderungen mitochondrialer DNA und einer HindIII-Schnittstelle
der cpDNA (Saumitou-Laprade et al. 1993). Desplanque et al. (2000) konnte
zudem ein strenges Kopplungsgleichgewicht zwischen verschiedenen Chloro- und
Mitotypen bei Wildriben nachweisen. Ran und Michaelis (1995) klonierten und
sequenzierten die HindIII-Schnittstelle der cpDNA mannlich steriler Zuckerriiben
und fanden heraus, dass durch den Austausch von Thymin gegen Cytosin an
Nukleotid 519 in der Genregion von petG, ycf7, psbE und psbF eine neue HindIII
—-Schnittstelle entstanden ist (Abb.3.3).

petG  orf26a ycf7 orf32 orf26b orf27 psbE psBF
Hindlll

| BN EEm [ [ I
Abb.3.3: Karte der sequenzierten cpDNA-Region. Schwarze Kastchen zeigen
kodierende Regionen an. Die Lage der polymorphen HindIII-Schnittstelle ist
eingezeichnet (Ran und Michaelis 1995).

Der gefundene Chlorotyp ist verbunden mit dem Mitotyp Swvulg bzw. CMS
(Cytoplasmatic Male Sterility). Mit Hilfe der bekannten Sequenz konnten Primer
Tab.3.5 entwickelt werden, um die Region spezifisch zu amplifizieren. Ein
anschlieBender Verdau mit HindIII erbringt den Nachweis, ob die CMS in
Verbindung stehende Schnittstelle vorhanden ist oder nicht (PCR-RFLP). Ist die
Schnittstelle vorhanden, kdnnen zwei Fragmente in einem Agarosegel sichtbar
gemacht werden.

Fir diese Untersuchung wurden 24 Populationen von B. vulg. ssp. maritima
untersucht. 19 Populationen waren italienischer Herkunft, 4 Populationen kamen
von der deutschen Ostseekliste, eine von der Nordseeinsel Helgoland und die
Wildribe B. procumbens wurde in die Untersuchungen mit einbezogen. Als
Kontrolle diente eine Kulturriibe (Tab.3.1). Im Hinblick auf mégliche Veranderung
innerhalb der Populationen wurde Material unterschiedlicher Jahre verwendet.
Dazu wurden die Proben aus den Jahren 1994 (falls Material vorhanden war) und
aus 2001 analysiert.

Fur die PCR-RFLP wurde ein modifiziertes Protokoll Tab.3.7 von Ran und
Michaelis (1995) angewendet. Es wurde die Menge an vorgelegter DNA, an die
PCR-Komponenten, die in diesem Protokoll beschrieben wurden, angepasst
(Tab.3.6).
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Tab.3.5: Sequenz der eingesetzten Primer

Primer 1

CAG TTA CAA ATA ATC CAG

Primer 2

CAC GAT ATG TGT A GA TG

Tab.3.6: PCR-Komponenten, die fir die Amplifikation verwendet wurden.

Endkonzentration Volumen pro Probe
10xTaq Puffer 1x 1,5yl
dNTP s (2mM) 200 uM 1,2yl
MgCl, (50mM) 3,5 mM 2,1ul
Primer 1 0,2 uM 0,4ul
Primer 2 0,2uM 0,4ul
Taqg-Polymerase 5u/ul) 0,5 u/pul 0,1yl
H,O add. 5,31pl
DNA 11yl
Summe 10yl

Zu 11pul PCR-Mix werden 4pul template DNA zugegeben

Tab.3.7: PCR-Bedingungen der selektiven Amplifikation

Die Amplifikation

step |Dauer [Temperatur |Vorgang

1 3’ 94°C Taq Aktivierung
2 45" 92°C Denaturierung
3 45" 43°C Annealing

4 2’ 72°C Synthese

5 35 x step 2-4

6 10’ [72°C | Auffillsystem

erfolgte nach dem in Tab.3.7 beschriebenen Protokoll. Nach der

Amplifikation wurden 5ul des Ansatzes auf einem 1,2%igem Agarose-Minigel

(gepuffert mit 1x TBE) aufgetragen, um die PCR zu Uberprifen. AnschlieBend

wurden weitere 5yl des PCR-Ansatzes mit einem Restriktionsenzym verdaut.

Tab.3.8: Restriktionsvolumen fir die Restriktion

Endkonzentration [Volumen
10 x Restriktionspuffer 1x 1pl
Enzym HindIII 3U 0,5ul
H,O add 5pl
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Die Reaktion (Tab.3.8) wurde flr
zwei Stunden in einem Thermoblock
bei 37°C verdaut. AnschlieBend

Abb.3.4:

Langenstandard ADNA/
Eco47 1 *

Markiert sind die
Banden zwischen 511
und 597 Basenpaar-
lange. Liegt die nach
der Gelelektrophorese
sichtbare Bande zwi-
schen den beiden mar-
kierten Banden, so
handelt es sich um DNA
einer Wildribe. Liegt
die gefundene Bande
unterhalb der Mar-

wurde der Verdau auf ein 2%iges
Agarosegel (gepuffert mit 1x TBE)
aufgetragen und fotografiert. Die
Visualisierung erfolgte mit Hilfe von
Ethidiumbromid. Als GréBenmarker
wurde eine 100kb Ladder ver-
wendet (Abb.3.4).

kierung, so handelt es &

sich um DNA einer %

Kulturribe. =
0.5p01ana,
Aem length gel,

TXTAE, ¥em, 1hr

3.7 Methode der AFLP

Die AFLP (Amplified Fragment Length Polymorphism)-Technik (Vos et al. 1995)
stellt eine Methode dar, die sich zur Erfassung genetischer Diversitat eignet.
Vergleicht man die AFLPs mit Techniken, wie den RFLPs oder RAPDs, so erweist
sich diese als weniger arbeitsaufwendig und besser reproduzierbar. Bei einem
Vergleich der verschiedenen Methoden zeigte die AFLP Technik einen hdheren
Polymorphiegrad als die beiden anderen Methoden (Powell et al. 1996, Milbourne
et al. 1997). Polymorphismen treten durch unterschiedlich lange amplifizierte
Fragmente auf, die mit Hilfe einer Polyacrylamid-Gel- Elektrophorese (PAGE)
aufgetrennt werden koénnen. Aus diesen Grinden stellte die AFLP-Analyse die
beste Methode im Bereich der innerartlichen Diversitat und verwandtschaftlicher
Beziehungen von B. vulg. ssp. maritima dar. Die AFLP-Technik basiert auf dem
Prinzip einer selektiven PCR von Restriktionsfragmenten, die nach dem Verdau
genomischer DNA mit Restriktions-Endonukleasen entstanden sind. Der Ablauf
der AFLP-Analyse ist folgender: Die genomische DNA wird mit zwei
verschiedenen  Restriktionsenzymen  komplett verdaut: Einem  haufig
schneidenden Enzym Msel mit einer 4-bp-Erkennungssequenz und einem selten
schneidenden Enzym EcoRI mit einer 6-bp-Erkennungssequenz. An den
entstandenen Fragmenten werden Oligonukleotid-Adapter ligiert, die eine

Erkennungssequenz flr weitere Amplifikationen der Fragmente mit speziellen
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Primern liefern. Um die Haufigkeit der aufgetretenen Fragmente zu verringern,
werden in der Praamplifikation nur diejenigen mit Adaptern ligierte Fragmente
amplifiziert, deren Sequenz auf einen um eine Base verlangerten Primer passt. In
einer zweiten selektiven Amplifikation, wird die Anzahl der amplifizierten
Fragmente erneut verringert, indem Primer eingesetzt werden, die noch um zwei
weitere Basen verlangert wurden. Hinzu kommt, dass die EcoRI-Primer mit
einem Fluoreszenz-Farbstoff markiert werden, so dass nur Fragmente unter
Beteiligung dieses Primers bei der Polyacrylamid-Gel-Elektrophorese sichtbar
gemacht werden. Es kénnen auf diese Weise mit der AFLP Technik in der Regel
bis zu 100 auswertbare Fragmente erzeugt werden. Damit steht auch eine hohe

Anzahl an nutzbaren Polymorphismen zur Verfigung.

3.7.1 Durchfuhrung der AFLP

Restriktion

In einem Doppelverdau wurde die zuvor isolierte genomische DNA mit den
beiden Restriktionsenzymen Msel und EcoRI geschnitten. Um eine optimale
Restriktion zu erreichen sollte die eingesetzte DNA-Menge nicht unter 100ng
liegen (Vos et al. 1995).

In Vorversuchen wurden durch verschiedene Ansatze mit variierenden
Enzymkonzentrationen, unterschiedlicher Inkubationsdauer und Temperatur die

Bedingungen fur die Restriktion von Riiben-DNA optimiert.

Die einzelnen Bestandteile des Restriktionsansatzes in der Pipetierreihenfolge,
sowie ihre Endkonzentration sind in Tab.3.9 aufgeflihrt. Um einen partiellen
Verdau der DNA zu vermeiden, wurden beide Restriktionsenzyme im Uberschuss

zugegeben.

Tab.3.9: Auflistung der einzelnen Komponenten der Restriktion

Endkonzentration |pro Probe
DNA 0,5ug 10-43
EcoRI 5 units 0,5ul
Msel 2 units 0,3ul
10xRL-Puffer (y+/Tango) | 5yl Sul
H,0O steril add. 50ul

Die Reaktion flir die Restriktion erfolgt in einem 1,5ml ReaktionsgefaB. Der
Reaktionsmix, mit einem Endvolumen von 50pul, wurde in der in Tab.3.9

genannten Reihenfolge der Komponenten vermischt und zur optimalen DNA-
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Menge zugegeben. Der Ansatz wurde in einem Thermoblock bei 37°C 2 Stunden
inkubiert. Um den Verdau zu beenden, wurden die Proben bei —-20°C eingefroren.
Ligation

Durch die Ligation der Adaptoren an die Schnittstellen der beiden Enzyme
wurden Anlagerungsstellen bekannter Sequenz flir die Primer der nachfolgenden
PCR-Schritte gebildet. Durch die Ligation der Adaptoren wurde eine Wieder-
herstellung der Restriktionsschnittstellen verhindert. Die genaue Basensequenz
der einzelnen Adaptoren ist in Tab.3.10 aufgelistet. Die einzelnen synthetisch
hergestellten Oligonukleotide wurden in aquimolaren Mengen vermischt, um
doppelstrangige Adaptoren zu bilden.

Tab.3.10: Oligonukleotidsequenz der Adaptoren

Bezeichnung |Sequenz Adaptor

A Eco a 5'-CTC GTA GAC TGC GTA CC-3' 5'-CTC GTA TAG ACT GCG TAT ACC
A Ecob 5'-AAT TGG TAC GCA GTC-3’ CTG ACG CAT GGT TAA-5'

A Mse a 5'-GAC GAT GAG TCC TGA G-3' 5'-GAC GAT GAG TAATGA G

A Mse b 5’-TAC TCA GGA CTC AT-3’ TAC TCA GGA CTC AT-5’

Aufgrund der erhéhten Anzahl an Fragmenten durch das Restriktionsenzym Msel,
wurde die Konzentration an Mse-Adaptoren, die zur restringierten DNA gegeben
wurden, angepasst. Zu den 50ul Restriktionsansatz wurden 10upl des
Ligationsansatzes zugegeben. Die einzelnen Bestandteile des Ligationsansatzes
sind der Tab.3.10 zu entnehmen. Die Proben wurden Uber Nacht in einem
Thermokonstantraum bei 14°C inkubiert. Nach Beendigung der Ligation wurde
die Reaktion flr 1h bei -20°C gestoppt. Zur Kontrolle der Restriktion wurden
10pl des Restriktions/Ligationsansatzes mit 8ul Langenstandard (Lambda
DNA/Eco471) auf ein 1%iges Agarosegel aufgetragen und flr etwa 90min bei
110V mit Hilfe der Gelelektrophorese aufgetrennt.
Tab.3.11: Ubersicht der Bestandteile fiir die Ligation

Endkonzentration |pro Probe
EcoRI-Adapter |5 pmol/ul 1l
Msel-Adapter |50 pmol/pl 1yl
10xRL-Puffer 1x 1pl
DNA-Ligase lu 1pl
H,O steril 6ul
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Praamplifikation
Um die Anzahl der vorhandenen DNA-Fragmente flr eine sinnvolle Auswertung

einzuschranken, wurden bei der Praamplifikation Primer mit je einer zusatzlichen
Base eingesetzt. Die genauen Basensequenzen der Primer sind der Tab.3.12 zu
entnehmen.

Tab.3.12: Basensequenzen der Primer flr die Praamplifikation

Primer+1 | Basensequenz
E+A 5'-GAC TGC GTA CCA ATT CA-3’
M+ C 5’-GAT GAG TCC TGA GTA AC-3’

Vor Beginn der Praamplifikation wurde die RL-DNA 1:10 verdinnt, da ihre
Konzentration flr den Einsatz in der PCR zu hoch war.

Zu den in Tab.3.13 beschriebenen Komponenten fur die PCR wurden zu 48,5ul
Ansatz 1,5ul der verdinnten DNA (1:10) zugegeben.

Tab.3.13: Komponenten fir die Praamplifikation

Endkonzentration |Volumen/pro Probe
10xTaqg Puffer 1x Sul
dNTP’s (2mM) 0,2 mM 5ul
MgCl, (50mM) 2,5 mM 2,54l
Primer E+1 (50ng/ul) |[1,5 ng/pl 1,5l
Primer M+1 (50ng/pl) |[1,5 ng/pl 1,5ul
Taqg-Polymerase 0,05u/pul 0,5ul
(Su/ph)

H,O add. 50ul
RL-Mix (1:10) 1,5ul
Summe 50ul

Die PCR-Reaktion lief mit Hilfe des in Tab.3.14 beschriebenen Temperatur-
programms ab.

Tab.3.14: PCR-Bedingungen der Praamplifikation

step |Dauer Temperatur

1 3’ 94°C Denaturierung
2 30" 94°C Denaturierung
3 60" 56°C Annealing

4 1’ 72°C Synthese

5 19 x Stepp 2-4

6 5’ | 72°C | Synthese

Die Gesamtdauer des Programms betrug 1h 17min. Nach Ablauf des Programms
wurde die erfolgte Amplifikation mit jeweils 10ul auf einem 1%igem Agarosegel
bei 110V (ca.90min) Uberprift.
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Selektive Amplifikation
Durch eine weitere Amplifikation wurden die spezifischen Fragmente verringert

und andere angereichert. Dazu wurden hier Primer eingesetzt, die jeweils drei
zusatzliche ausgewahlte Basen besitzen (+3 Primer). Die nachfolgende Tabelle
3.15 gibt eine Ubersicht Giber die verwendeten Primer.

Tab.3.15: Basensequenzen der Primer flir die Praamplifikation

Mse Eco

P4 GAT GAG TCC TGA GTAACAT GACTGC GTACCAATT CACT
P5 GAT GAG TCC TGA GTAACAT GAC TGC GTA CCA ATT CAC ATG
P7 GAT GAG TCC TGA GTA AACT GAC TGC GTA CCA ATT CACCTT
P12 GAT GAG TCC TGA GTA AAA C GAC TGC GTA CCA ATT CAC CGT
PU GAT GAG TCC TGA GTA AAT GAC TGC GTA CCA ATT CAC CGC

Da die DNA nach der Praamplifikation in einer hohen Konzentration vorlag, wurde
sie fUr die selektive PCR 1:20 verdinnt. Die einzelnen Bestandteile der selektiven
Amplifikation und ihre Konzentration sind in Tab.3.16 aufgefuhrt.

Tab.3.16: PCR-Komponenten der selektiven +3-Amplifikation

Endkonzentration [Volumen
10xTaqg Puffer 1x 1yl
dNTP’s (2mM) 0,2 mM 1pl
MgCl, (50mM) 2,5yl 0,5l
Primer E4+3 (10ng/pl) 0,25 ng/yl 0,25yl
Primer M+3 (50ng/pl) 0,3 ng/pl 0,3pl
Tag-Polymerase (5u/ul) | 0,02 u/pl 0,04ul
H,O add. 10yl
DNA (1:20) 2,5yl
Summe 10ul

Zu den 7,5ul des PCR-Ansatzes wurden jeweils 2,5 pl der verdiinnten DNA (1:20)

aus der Praamplifikation als template DNA zugegeben. Die selektive +3 Ampli-

fikation wurde mit dem in Tab.3.17 aufgelisteten PCR-Programm durchgefihrt.
Tab.3.17: PCR-Bedingungen der selektiven Amplifikation

step Dauer Temperatur |Vorgang

1 3’ 94°C Denaturierung
2 30" 94°C Denaturierung
3 30" 65°C Annealing

4 1’ 72°C Synthese

5 30" 94°C Denaturierung
6 30" 65°C Annealing

7 1’ 72°C Synthese

8 10 x step 5-7 mit einer Temperatur Erniedrigung von 0,7°C pro step
9 30" 94°C Denaturierung
10 30" 58°C Annealing

11 1’ 72°C Synthese

12 23 x step 9-11

13 |5’ | 72°C | Auffillsystem
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Um eine optimale Primerselektivitét zu garantieren, wurde zu Beginn der PCR
eine hdhere Temperatur fur die Anlagerung der Primer gewahlt. Diese
Annealingtemperatur wurde in den folgenden Schritten in Stufen von 0,7°C von
65°C auf 58°C herabgesetzt. Durch die niedrige Annealingtemperatur konnte
eine bessere Hybridisierung der Primer gewahrleistet werden. Das Programm

hatte eine Gesamtdauer von 1h und 55min.

3.7.2 Auswertung der DNA-Fingerprint Techniken

Bei den AFLP-Daten wurden nur solche Polyacrylamid-Gele (PAGE) ausgewertet
die in ihrem Fragmentmuster reproduzierbar waren. Daflir wurden samtliche
Reaktionen mit derselben Ausgangs-DNA mindestens zweimal wiederholt und die

Bandenmuster visuell miteinander verglichen.

Bestimmung des Polymorphiegrades

Zur Erfassung der genetischen Variabilitat wurde der Polymorphiegrad der
Bandenmuster ermittelt. Durch den Vergleich der Ubereinstimmung von
Bandenmuster einzelner Individuen kdénnen verwandtschaftliche Beziehungen

zwischen Populationen und Individuen bestimmt werden.

Zuerst wurde der Monomorphiegrad (MG) berechnet (Formel 1). Dazu teilt man
die Anzahl monomorpher Banden durch die Anzahl der insgesamt in der
jeweiligen Population gefundenen Banden. Als monomorph werden die Banden

bezeichnet, die bei jedem Individuum einer Population auftreten.

Formel 1 zur Berechnung des Monomorphiegrades (MG)

MG [(m/n)

m Anzahl monomorpher Banden

n Gesamtzahl aller Banden innerhalb
der Individuen aller Standorte

Durch den Monomorphiegrad lasst sich der Polymorphiegrad (PG) berechnen

(Formel 2). Er wird in Prozent angegeben.

Formel 2 zur Berechnung des Polymorphiegrades (PG):

[PG |[(1-MG) x 100 |

Numerische Verfahren
Die Auswertung der Banden wurde mit Hilfe des Computerprogramms Treecon;
Version 1.2 (van de Peer & de Wachter 1994) berechnet. Die Werte, die fiir das

Programm notwendig waren, wurden als 0/1er Matrix dargestellt. Danach wurde
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die Anzahl aller auftretenden Banden je nach ausgewerteter Bande eine 1 und
jeder fehlenden Bande eine 0 zugeordnet. Aus diesen Berechnungen wurden
Clusteranalysen durchgeflihrt, die in Dendogrammen graphisch dargestellt

wurden.

Die Umrechnung der Datenmatrix in eine Distanzmatrix erfolgt durch eine
Formel 3 nach Nei und Li (1979), mit der die genetischen Distanz (GD) aller
madglichen Paarbildungen erreicht wurde.

Formel 3 zur Berechnung der genetischen Distanz:

GD,, [(1 -(2ny/ (ny+ ny)) x 100

Nyk; Ny | Anzahl der ausgepragten Merkmale des jeweiligen
Individuums

Nyy Anzahl der gemeinsamen Merkmale beider Individuen

Die Distanzmatrix beschreibt die genetische Distanz eines Individuums zu allen
anderen Individuen. Dadurch ist es méglich, die durchschnittliche Distanz eines
Individuums innerhalb eines Fundortes als auch die der anderen Populationen
aufzuzeigen. Zu den genetischen Distanzen werden auch mdgliche Standard-
abweichungen ermittelt. Aus der Distanzmatrix lassen sich verschiedene
numerische Clusterverfahren herleiten. Als Ergebnis entsteht ein Dendogramm,
in dem die verwandtschaftlichen Verhaltnisse der untersuchten Populationen
graphisch dargestellt wurden. Es koénnen drei unterschiedliche Dendogramme

erstellt werden, die auf unterschiedlichen Clusterverfahren beruhen:

UPGMA (Sneath & Socal 1973)
(unweighted pair-group method using arithmetic averages)
Diese Methode verbindet die OUT’s (operational taxonomic units) durch

arithmetische Mittel der Distanzen der Mitglieder der OUT's.

Um die Daten nach populationsbiologischen Aspekten auszuwerten, wurde
zusatzlich mit dem Computerprogramm POPGENE gearbeitet. Dabei wurden flr
jede Population die Allelfrequenzen der Fragmente als MaB fur die genetische
Diversitat bestimmt (Nei 1978).
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4.1 Populationsdaten

Die natirlich vorkommenden Wildribenpopulationen der italienischen Po-Ebene
sind Uberwiegend standorttreu, variieren aber hinsichtlich ihrer PopulationsgréBBe
im Vergleich einzelner Jahre (1994-2001) erheblich (Tab.4.1). Da die
Populationen an Standorten zufinden waren, die teils auch wirtschaftlich genutzt
wurden (Tab.4.2), fielen sie in manchen Jahren PflegemaBnahmen zum Opfer
Abb.4.1. Es war zu beobachten, dass nach solchen PflegemaBnahmen sich die
Bestdnde wieder regenerieren konnten. Dies kann durch die dort im Boden
verbliebenen Samen geschehen sein oder es handelte sich um eine
Neubesiedlung. In der Tabelle 4.4 werden die Populationen ihrer Lage nach
beschrieben

Tab.4.1: Ubersicht Uber die untersuchten Populationen in der Po-Ebene (Italien) im
Zeitraum zwischen 1994 und 2001. Populationen mit mehr als 100 Individuen wurden
geschatzt. Bei der Abklrzung n.d. wurden die Populationen fir dieses Jahr nicht
detektiert.

Nr. [Standort 1994 (1995|1996 (1997|1998 (1999 [2000 | 2001
1 [Cervia Saline 0 n.d. |n.d. [200 |400 (30 |8 6

2 |Ancona (Portonovo) n.d. [n.d. |nd. |3 25 n.d. |n.d. |n.d.
3 |Numana n.d. [n.d. |n.d. 23 23 20 n.d. (24
4 [Sirola n.d. |[n.d. |n.d. n.d. [200 |n.d. |n.d. |n.d.
5 |Bocassette 70 87 >50 [20 21 5 14 100
6 |Scanarello 8 74 1 7 3 4 36 |60
7 |Porto Levante (Hafen) |3 3 6 13 32 [23 |25 |21
8 [Albarella (Hafen) 2 27 6 6 1 6 8 2

9 |Albarella (Club) >100(>100/|28 61 83 |5 55 107
10 [Rosolina Mare 1 0 n.d. n.d. |n.d. |n.d. |n.d. |n.d.
11 |Chioggia >100(30 >100 |17 (200 |n.d. |n.d. |46
12 [Pellestrina 23 30 12 12 0 n.d. |0 88
13 [Porto di Malamocco 70 n.d. [8 18 20 n.d. |20 54
14 [San Pietro in Volta n.d [n.d. [n.d. 3 n.d. |n.d. |n.d. |n.d.
15 |Alberoni Leuchtturm 35 30 12 37 70 |n.d. |n.d.

16 |Fusina 60 |89 10 124 (203 |n.d. |11 123
17 |Venedig Park nd |n.d |n.d nd |500 |n.d. |[n.d. |n.d.
18 [Cimitero San Michele |5 n.d. [>600 |46 200 [n.d. [90 170
19 [San Erasmo (Schleuse) |n.d. |n.d. |20 38 12 n.d. |n.d. (200
20 |[Murano 5 n.d. [n.d. n.d. [220 |n.d. |n.d. (30
21 [Torcello (Weg) n.d. [n.d. [>70 |180 (200 |n.d. |>100(800
22 |Punta Sabbione 10 1 1 0 0 n.d. |n.d. |0
23 |Bibione (Valpelina) n.d. [n.d. [>1200(|>500(60 n.d. [n.d. |27
24 |Ausa Corno 18 4 20 12 0 2 n.d. |66
25 |Grado Damm 50 >200(>100 |51 65 |n.d. |5 49
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® Abb.4.1: Standort Fusina, nahe
eines Gewerbegebietes und
Campingplatzes.

Tab.4.2: Kurzbeschreibung der Standorte

Standort Lage Beschreibung der Standorte im Hinblick auf
Verdanderungen

Grado geschitzter Steindeich |Einfluss durch PflegemaBnahmen, liegt in
Meeresndhe

Ausa Corno Steindeich, mit Einfluss durch PflegemaBnahmen, liegt in

Schilfbewuchs Meeresndhe

Bibione Erdreich Einfluss durch PflegemaBnahmen, kaum Einfluss
durch den Meeressaum

Torcello Feldwegrand Lage im Meeressaum, kein Einfluss durch den
Mensch

San Erasmo Kanalbéschung kaum Einfluss durch Mensch und Meeressaum

San Michele Bauplatz direkter Kontakt mit dem Meer, bis dahin kein
Einfluss durch den Menschen

Fusina Campingplatz Einfluss durch den Meeressaum, menschlicher
Einfluss durch PflegemaBnahmen

Alberoni Meerdeich standiger Einfluss durch PflegemaBnahmen

Malamocco Lagunen Ufer Nahe zum Meeressaum, kein Einfluss durch
PflegemaBnahmen

Pellestrina Steindeich geringe Einflliisse durch Mensch und Meeressaum

Chioggia Garten kein Einfluss durch PflegemaBnahmen, indirekte
Néhe zum Meeressaum

Albarella Hafen | Steindeich geringer Einfluss durch Mensch und Meeressaum+

Albarella Club |Deichwiese kein Einfluss durch PflegemaBnahmen, Nahe zum
Meeressaum

Porto Levante |Deichwiese kaum PflegemaBnahmen, direkter Meereskontakt

Boccassette Meerdeich PflegemaBnahmen durch den Mensch, indirekter
Kontakt zum Meeressaum

Cervia Sallinendeich starke PflegemaBnahmen (Nahe zu
Saatgutproduktionsfeldern, stéandiger Kontakt mit
dem Meeressaum

Numana erodierte Steilklste kaum Kontakt durch den Mensch und Meeressaum
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4.2 Auswertung der Bodenproben

Zur Charakterisierung des Bodens einzelner Standorte, wurde zunachst der pH-

Wert gemessen, die Bodenart visuell bestimmt und die Bindigkeit anhand einer

Fingerprobe geprift (Tab.4.3).

Durchweg zeigt der Boden eine sandige bis

steinige Struktur, wie er meist in der Nahe von Meeressaumen zu finden ist. Der

pH-Wert lag im Durchschnitt von 7,8 im basischen Bereich. Dies lasst sich auch

durch die Nahe des salzhaltigen Meerwassers erklaren (pH-Wert 7,8-8,2).

Tab.4.3: Charakterisierung der Bodenproben einzelner Wildribenstandorte an der
italienischen Adriakiste. a bis d gibt die Parallelen an, die von dem Boden als Proben

gezogen wurden.

Standort Bodenart Fingerprobe pH-Wert
Albarella Club a Meeressand, Muschelreste, kleine Kiesel nicht bindig 7,15
Albarella Club b Streu, viele Schwebstoffe, kleine Kiesel, graubraun nicht bindig 8,15
Albarella Club C grobkornig, viele Steinchen, grau, Schwebstoffe nicht bindig 7,86
Albarella Hafen a braun/schwarz, steinig, Schwebstoffe, Muschelreste nicht bindig 8,42
Albarella Hafen b helle Farbung, viele Steine, keine Schwebstoffe nicht bindig 9,63
Albarella Hafen [¢ feiner Sand, keine Schwebstoffe nicht bindig 8,27
Ausa corno a hell kieselig, grob, kein Meeressand, grau nicht bindig 7,40
Ausa corno b hell grau, kein Meeressand nicht bindig 8,06
Bibione a grob kérnig, grau nicht bindig 8,10
Bibione b fein, dunkelgrau, org. Riickstdande, Schwebstoffe nicht bindig 8,13
Bibione C grober Sand, keine org. Bestandteile, grau, schaumt nicht bindig 8,15
Bibione d hellgrau, fein, ein paar Kiesel nicht bindig 8,28
Boccassette a Streu, Meeressand, Muschelreste, grau, Schwebstoffe nicht bindig 7,96
Boccassette b Meeressand, wenige org. Bestahndteile, grau nicht bindig 7,85
Cervia a hellgrau, Kiesel, Steine, Streu, Schwebstoffe nicht bindig 7,38
Cervia b Steine, 16sen sich auf, Kalksteine, grau, nicht bindig 8,45
Cervia [¢ Sand, grob, Schwebstoffe nicht bindig 7,76
Chioggia a Meeressand mit Kiesel nicht bindig 7,73
Chioggia b hellbraun, Sand, Muschelreste nicht bindig 7,82
Chioggia [¢ feiner Sand, grau, Schwebstoffe nicht bindig 7,82
Fusina a Sand, grau farbt Wasser braunlich nicht bindig 7,83
Grado a Sand, grau, farbt Wasser nicht bindig 7,86
Numana a Kiesel, keine Schwebstoffe, klares Wasser nicht bindig 6,87
Numana b kalkig, Kiesel nicht bindig 6,70
Numana C kalkig nicht bindig 6,81
Numana d kalkig, weiBlich, farbt Wasser nicht bindig 7,14
Pellestrina a staubig, grau, fein, féarbt Wasser nicht bindig 7,55
Pellestrina b hellgrau, farbt Wasser nicht bindig 7,66
Pellestrina C grau, Schwebstoffe nicht bindig 7,63
Pietro in Volta a grau, feiner Sand, Streu nicht bindig 8,46
Pietro in Volta b Streu, Meeresreste, feiner Sand, grau, Schwebstoffe nicht bindig 8,49
Pietro in Volta C feiner Sand, keine Meeresreste, farbt Wasser nicht bindig 8,33
Pietro in Volta d Strandreste, kleine Kiesel, Schwebstoffe nicht bindig 7,56
Porto Levante a grauer Sand, klumpig, klares Wasser, Schwebstoffe nicht bindig 7,52
Porto Levante b grauer Sand, farbt Wasser nicht bindig 7,61
San Erasmo a Streu, klares Wasser, Schwebstoffe nicht bindig 7,72
San Erasmo b Streu, feiner Sand, Schwebstoffe nicht bindig 7,69
San Erasmo C feiner Sand, staubig nicht bindig 7,87
Cimitero San Michele a staubig, grau nicht bindig 7,95
Cimitero San Michele b staubig, klumpig, grau braun nicht bindig 8,07
Scanarello a Meeresreste, Hilsen, Streu nicht bindig 8,02
Scanarello b staubig, keine Reste von Streu nicht bindig 8,13
Scanarello C staubig, keine Reste von Streu nicht bindig 8,39
Torcello a staubig, klumpig nicht bindig 8,44
Torcello b staubig, klumpig nicht bindig 7,68
Torcello C staubig, klumpig nicht bindig 7,45
Valle Ballione a feiner Sand Streu Schwebstoffe nicht bindig 7,38
Valle Ballione b feiner Sand, grau braun nicht bindig 7,40
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4.3 Uberprufung von H. schachtii in den italienischen Bodenproben

Bei der Uberpriifung der Anwesenheit von H. schachtii in diesen Bodenproben,
wurde der Gewachshausversuch ausgewertet (Tab.4.4). Dabei wurden bis zu vier
Parallelen a bis d der Bodenproben, der verschiedenen Standorte, auf die
Anwesenheit der Rilbenzystennematoden Uberprift. Weder der Senf, als
Nematodenfangpflanze (es kommt zwar zum Schlupfreiz der Larven, aber ohne
dass diese ihren Entwicklungszyklus beenden kénnen und ohne sich verwehrt zu
haben, sie sterben ab (Schlang 2001; Rose 2001)), noch die sensitive Kulturriibe
zeigen einen Befall durch den Nematoden H. schachtii an ihren Wurzeln
(Tab.4.4). Lediglich bei den Positivkontrollen, die in Nematoden inokulierter Erde
standen, wurden bis zu 80 Zysten gezahlt.

Tab.4.4: Nach ca. 8-9 Wochen wurden die Pflanzen von der Erde befreit und auf Zysten
des Nematoden H. schachtii untersucht.

Standort Probe Senf | Kulturribe | Anzahl an Zysten
Albarella Club a/b/c 5 5 0
Ausa Corno a/b 5 5 0
Bibione a/b/c/d 5 5 0
Boccassette a/b 5 5 0
Cervia a/b/c 5 5 0
Chioggia a/b/c 5 5 0
Fusina a/b 5 5 0
Grado a/b 5 5 0
Numana a/b/c/d 5 5 0
Pellestrina a/b/c 5 5 0
San Pietro in Volta a/b/c/d |5 5 0
Porto Levante a/b 5 5 0
San Erasmo a/b/c 5 5 0
Cimitero San Michele a/b 5 5 0
Scanarello a/b/c 5 5 0
Torcello a/b/c 5 5 0
Valle Ballione a/b 5 5 0
Negativkontrolle 5 5 0
Positivkontrolle 5 60
Positivkontrolle 5 80
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4.4 Auswertung des Infektionsversuches mit H. schachtii

Einen Uberblick Uber die Infektidsitdt gibt die mittlere Anzahl der Nematoden-
Zysten pro Pflanze (zusammengefasst sind hier alle Salzkonzentrationen) in der
Abbildung 4.2. Die Saulen zeigen, dass die Wildriben B. vulg. ssp. maritima von
dem Rlibenzystennematoden H. schachtii befallen wurde, d.h. dass natirlicher-
weise keine Resistenz in dieser Wildribenart vorhanden ist. Dies zeigt deutlich
der Vergleich mit der resistenten Wildribe B. procumbens. Diese Wildribenart
besitzt bekanntlich die genetischen Vorraussetzungen fiir eine Resistenz
gegenuber H. schachtii. Der Vergleich zwischen den Wildriiben und der sensitiven
Kulturriibe zeigte, dass es teilweise einen signifikant héheren Befall durch den
Nematoden gab. Aber es zeigte sich auch ein signifikant niedrigerer Befall, durch
Heterodera. Die Verteilung zwischen dem niedrigsten Befall und der Anzahl des
héchsten Befalls lag bei den Populationen der Wildriiben. Es wurde teilweise ein
signifikant hdéherer Befall durch die Nematoden bei den Wildriben festgestellt.
Der Vergleich innerhalb der Populationen wies auf eine Reduzierung des Befalls in
Abhangigkeit von der Salzkonzentration (0,5 % zu 1 %) hin. Eine Zunahme der

Zystenanzahl war von 0%iger Salzkonzentration auf 0,5% zu verzeichnen.
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Abb.4.2: Vergleich der Summe der Mittelwerte der Zysten pro Pflanze aller Populationen
bei den verschiedenen Salzkonzentrationen. Die Abkiirzungen sind in Tab.3.4 im Kapitel
3.4.3 erlautert.
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IV Ergebnisse

Durch eine anschlieBende Varianzanalyse wurden die im Saulendiagramm
(Abb.4.2) anschaulich gemachten Ergebnisse bestatigt. Die ANOVA (Kapitel
3.4.5) zeigte, dass die funf Parameter: Sorten (Kultur- und Wildriben); Region
(Nordsee, Ostsee, Italien und der Kulturribe); Populationen; Gewachs-
hauskammern und Salzkonzentration (0%; 0,5%; 1%) die Anzahl der
Nematodenzysten pro Pflanze hoch signifikant beeinflussen (p<0.001). Abbildung
4.3 bestatigt das Ergebnis, das im Sdulendiagramm verdeutlicht wurde. Durch
die ANOVA (Darstellung als Box Plots) wurde bei einem Vergleich der einzelnen
Konzentration gezeigt, dass es eine Zunahme im Befall gibt, bei der eingesetzten

Salzkonzentration von 0,5%.
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Abb.4.3: Einfluss der drei verschiedenen Salzkonzentrationen 0%; 0,5% und 1% auf
den Infektionsgrad. Die Konzentrationen haben einen unterschiedlichen signifikanten
Einfluss auf den Befall der Nematoden. Bei der Konzentration 0,5% zeigte sich ein
deutlich starkerer Befall als bei 0% oder 1% (hier war der Befall am geringsten). Das
Perzentil der beiden Boxes der Konzentrationen 0% und 1% zeigt eine gleichmaBige
Verteilung in dem Infektionsgrad der Riiben (normalverteilt).
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Der Vergleich zwischen den Wildriben und der Kulturriibe zeigte (Abb.4.4), einen
geringflgig signifikanten Unterschied in der Befallsstarke. Die Kulturriiben hatten

pro Pflanze einen hdéheren Befall, als die Pflanzen der Wildriben.
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Abb.4.4: Vergleich des Einflusses der beiden Sorten Wildriilbe und Kulturriibe auf den
Infektionsgradgrad. Die Kulturriibe zeigte einen geringfligig signifikanten Unterschied in
der Anzahl an Zysten der Nematoden, als die Wildriibe. Das Perzentil der beiden Boxes
zeigt eine gleichmaBige Verteilung in dem Infektionsgrad der Riben (normalverteilt).

Da wahrend der Versuchsreihe die Tests in verschiedenen Gewachshauskammern
stattfanden, werden die Ergebnisse im Hinblick auf mdgliche experimentelle
Randeffekte, wie z.B. die Lage der Kammern oder klimatische Schwankungen in
den Kammern, als Einflussparameter untersucht. Es zeigte sich, dass die Riben
die wahrend der Versuchsdauer in der Gewachshauskammer 2 standen, im
Vergleich zu den dbrigen Kammern (1;3 und 4) einen signifikant héheren Befall
durch den Nematoden hatten (Abb.4.5).
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Abb.4.5: Einfluss der vier verschiedenen Anzuchtkammern, auf den Infektionsgrad des
Nematoden, auf die Pflanzen. Bei der Kammer 2 ist der Befall von Nematoden signifikant
héher als bei den Kammern 1;3 und 4. Das Perzentil der vier Boxes zeigt eine
gleichmaBige Verteilung in dem Infektionsgrad der Riben (normalverteilt).
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Abb.4.6: Vergleich der verschiedenen Regionen miteinander, wobei die Kulturriibe auch
als Region gezahlt wurde. Der Vergleich zeigte bei den Wildriiben aus Helgoland und der
Ostsee und der Kulturriibe einen signifikanten Unterschied im Befall der Nematoden zu
den Wildriben der Adriakliste (Italien). Das Perzentil der vier Boxes zeigt bei allen

Regionen eine Normalverteilung.
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IV Ergebnisse

Die Herkunft der Riben beeinflusste die Infektion durch die Nematoden.
Wildriben der italienischen Adriakliste wiesen einen groBeren Befall auf
(Abb.4.6). Die Wildriben der Ostseekliste und der Insel Helgoland, so wie die

Kulturriben, waren vergleichsweise weniger stark infiziert.

Der Vergleich der einzelnen Populationen miteinander bestatigt das Ergebnis der
Abbildung 4.6 Hier zeigten die Populationen: Fastensee, Fehmarn Sund Fehmarn,
Dazendorf und Burger Binnensee (die Wildribenpopulationen aus Deutschland)

einen geringeren Befall, als die italienischen Populationen (Abb.4.7).
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Abb.4.7: Vergleich des Einflusses des Infektionsgrades der verschiedenen Populationen
miteinander 1=Kulturriibe 2-6=deutsche Wildribe, 7-14=Wildriben der italienischen
Adriaklste. Die signifikanten Unterschiede der einzelnen Populationen zeigte sich im
Unterschied der Populationen 1-6 zu den Populationen 7-14. Wie schon die Abbildung 4.5
zeigte, sind die Wildriben der italienischen Adriakliste starker Befallen als die Wildriben
der Ostseekilste und der Kulturriibe. Aber auch innerhalb der Populationen zeigten sich
signifikante Unterschiede. So war die italienische Wildriibe aus der Population Ausa Corno
am starksten Befallen und die Wildribe der Ostsee aus der Population am geringsten
Befallen. Das Perzentil der Boxes zeigt bei sieben (H, Fa, BB, AIC, AC, PS, und Fu) eine
ungleichmaBige Verteilung in dem Infektionsgrad der RlUben an, die restlichen
Populationen zeigen eine Normalverteilung an.
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IV Ergebnisse

4.5 Genetische Charakterisierung der Wildriben B. vulg. ssp. maritima
4.5.1 PCR-RFLP zur Bestimmung von CMS-Markern

Anhand von HindIII-Restriktionsmustern mit Fragmenten unterschiedlicher Lange
konnten auf molekularer Ebene Wildribenpopulationen von Kulturriiben-
populationen unterschieden werden. Ist eine Bande zwischen 513bp und 590bp
im Gel sichtbar, so handelt es sich um eine Wildribe. Liegt die Bande unterhalb
von 511bp handelt es sich um eine Kulturribe (Abb.4.8).

Wildriben  Kulturriben Marker Wildriiben

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

Abb.4.8: Bild eines Agarosegels nach der Restriktion mit HindIII. In Spur 1-3 und 8-10
ist das unverdaute Fragment zu sehen, wie es bei Riiben vorkommt, die das Merkmal fur
CMS nicht tragen. Bei den Kulturriiben dagegen (Spur 4;5 und 7) ist eines der beiden
kleineren Fragmente zu sehen, das nach der Restriktion aufgrund der entsprechenden
Schnittstelle entsteht.

Die Uberwiegende Anzahl der untersuchten Individuen der Wildribenstandorte
stammen mitterlicherseits nicht von Zuckerriiben ab, d.h. es handelt sich mit
groBer Wahrscheinlichkeit um echte Wildriben. In keiner der untersuchten
Wildribenpopulation konnte ein Hinweis auf CMS gefunden werden, d.h. nach
der Restriktion mit HindIII entstand kein eindeutiges Fragmentmuster. CMS liegt
folglich bei diesen Individuen nicht vor. Bei den italienischen Populationen zeigte
sich bis auf einzelne Individuen des Standortes Cervia, ebenfalls kein Hinweis auf
CMS. Von der Population Cervia zeigten wahrend des Jahres 1998 (Abb.4.9) kein
Hinweis auf CMS, aber in den Jahren 1999 und 2001 deuten Fragmente die auf
die Anwesenheit von CMS hin (Abb.4.10 und 4.11). Cervia ist ein Standort, an

dem Wildriben in unmittelbarer Néahe zu Saatgutproduktionsfeldern wachsen.
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Abb.4.9: M=Markerlinie Bei den Proben die 1998 am Standort Cervia gesammelt wurden
waren alle Proben negativ (links Wildriibe). Es handelt sich um eine vollstandige

Wildribenpopulation. Als Kontrolle wurde rechts Kulturriiben gepriift, in allen Proben war
die Bande fir das CMS zu erkennen

Abb.4.10: M=Markerlinie, 1=Blindprobe, 2=negativ Kontrolle (Wildribe). Bei den Proben
die 1999 in Cervia gesammelt wurden, handelte es sich um eine Mischpopulation von
CMS positiven (3-6;13) und CMS negativen (7-12) Proben. Probe 1 Blindprobe, Probe 2
Kontrolle einer Wildriibe, Probe 3 Kontrolle einer Kulturriibe mit einer CMS-Bande.

Abb.4.11: M=Markerlinie, P=negativ Kontrolle. Bei den Proben die 2001 vom Standort
Cervia gesammelt wurden, handelt es sich um eine Hybridpopulation. Die Proben 1;2;5-8
besitzen das CMS. Bei den Proben 3 und 4 ist kein CMS vorhanden.
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IV Ergebnisse

Die Ergebnisse der Abbildungen 4.9-4.11 zeigten, dass hier ein Austausch
zwischen einer Kulturribenpopulation und einer Wildribenpopulation statt-
gefunden haben muss. Uber die Jahre 1998-2001 scheint sich das CMS in der
Wildribenpopulation teilweise etabliert zu haben. Es ist durch Einkreuzung der
Kulturribe in die Wildribenpopulation, eine Hybridpopulation entstanden. Die
restlichen Ergebnisse des CMS Nachweises sind in der Tabelle 4-5

zusammengefasst.

Tab.4.5: Ergebnisse der PCR-RFLP zur Bestimmung von CMS. Angegeben sind die
Populationen und die Jahre in denen das Samenmaterial gesammelt wurde. Als negativ
sind die Proben bezeichnet die kein CMS besitzen. Als positiv wurden die Proben
bezeichnet, bei denen CMS nachgewiesen werden konnte.

Standort Jahr |10 Individuen
Albarella Club 1994 | negq.
Albarella Club 2001 [negq.
Albarella Hafen 1994 |[negq.
Albarella Hafen 2001 | negq.
Ausa Corno 2001 | neg.
Bibione 2001 | neq.
Boccassette 2001 |neg.
Cervia 1998 |alle neg.
Cervia 1999 (6 pos.
Cervia 2001 |4 pos.
Chioggia 1994 | neq.
Chioggia 2001 | neg.
Fusina 2001 | neg.
Fusina 2001 |neg.
Grado 2001 [negq.
Malamocco 2001 [neg.
Numana 2001 | neg.
Pellestrina 2001 | negq.
Pellestrina 2001 |neg.
Porto Levante 1994 | negq.
Porto Levante 2001 | neg.
Punta Sabiona 2001 | neq.
Cimitero San Michele 1994 | neq.
Cimitero San Michele 2001 | neq.
San Pietro 2001 | negq.
San Pietro in Volta 2001 | neq.
Scanarello 2001 [negq.
Torcello 2001 [neg.
Burg Tiefe 1999 [negq.
Dazendorf 1999 [negq.
Burger Binnensee 1999 | negq.
Fehmarnsund Fehmarn 1999 | negq.
Helgoland neg.
Kontrolle Zuckerribe: Lenora pos.
Kontrolle Beta procumbens neg.
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4.5.2 Genetische Charakterisierung mit Hilfe der AFLP-Analyse

Nach der Extraktion der DNA, wurde diese flr die AFLP-Analyse prapariert. Nach

den in Kapitel 3.7 beschriebenen, technischen Schritten wurde das PCR Produkt

auf ein 8%iges PA-Gel aufgetragen und mittels eines LICOR gelelektrophoretisch

aufgetrennt und durch Laser-Technik sichtbar gemacht. Zur Auswertung der

einzelnen Gele, wurde eine spezielle Software (SAGA) verwendet. Diese Software

erlaubt dem Benutzer,

Abb.4.12: Ausschnitt aus einem
PA-Gel der italienischen Popula-
tionen N, To; Bo, SM, Pe, Fu mit
der Primenkombination P5. Es
wurden jeweils die DNA von 10
Individuen pro Population ver-
wendet. An erster und an letzter
Stelle befindet sich der Langen-
standard M (50-350bp)

die einzelnen Individuen mit den dazugehérigen

charakteristischen Banden zu vergleichen und
zu analysieren. Die zuvor
(Tab.3.15)
Populationen eingesetzt und erstellten nach
Gesamtbild

genetischen Diversitat der Proben. Es wurden

ausgewahlten

Primer wurden far alle

der Auswertung, ein der
bei 5 eingesetzten Primerpaaren insgesamt
226 Banden pro Individuum ausgewertet. Bei
der Auswertung, wurden Banden bis zu einer
GréBe von 450bp einbezogen. Bei allen
groBeren Fragmenten wurde die Detektion
auf dem Gel qualitativ schlechter und waren
stellenweise zur Auswertung nicht mehr
distinkt genug.

Die Abbildung 4.12 zeigt beispielhaft ein

Polyacrylamid Gel mit  der Primer-
kombination P4 (Tab.3.15). Die genaue
Anzahl der fir jede Primerkombination
ausgewerteten Bande wurde in Tab.4.6
aufgelistet. Es wurden dabei nur solche
Banden berlicksichtigt, die fir jede
Primerkombination mindestens einmal

reproduziert werden konnte.
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Tab.4.6: Anzahl der ausgewerteten Banden fiir jede der finf unterschiedlichen
Primerkombinationen

AFLP-Primerkombination Abklrzungen der Anzahl der ausgewerteten
Primerkombinationen | Banden/Primerkombination

EACT/MCAT P4 66

EATG/MCAT P5 44

EACT/MCTT P7 37

EAAC/MCGT P12 35

EAT/MCGC PU 22

4.5.3 Bestimmung des Polymorphiegrades

Das MaB, dass die genetische Diversitat angibt kann sowohl Uber den Grad der
vorkommenden polymorphen Banden, als auch Uber den Shannon Index
ermittelt werden. Zur Berechnung des Shannon Index wurde die 0/1 Matrix in
das Software Programm POPGENE eingegeben. Die einzelnen Werte der
verschiedenen Standorte sind der Tab.4.7 zu entnehmen. n gibt dabei die Anzahl

der Individuen pro untersuchte Population an.

Tab.4.7: Uberblick Gber die Anzahl polymorpher Banden, den Polymorphiegrad [in %] und den
Shannon Index bei den untersuchten Populationen. n gibt die Anzahl der Individuen pro
untersuchter Populationen an. Grau unterlegt sind die Populationen aus denen Samenmaterial aus
verschiedenen Jahrgdngen vorhanden war.

Population n polymorphe Banden PG(%) Shannon Index
AC 10 14 6,19 0,0693
AH 10 20 8,85 0,0358
AH1 10 10 4,42 0,0189
Alc 10 15 6,64 0,0252
Alcl 10 27 11,95 0,0272
Ce 10 27 11,95 0,0523
Bo 10 25 11,06 0,0604
Bi 10 22 9,73 0,0565
Ch 10 16 7,08 0,0397
Fu 10 23 10,18 0,0585
Ful 10 15 6,64 0,0392
Gr 10 16 7,08 0,0382
Pe 10 24 10,62 0,0609
Pel 10 43 19,03 0,0901
M 10 13 5,75 0,0330
N 10 36 15,93 0,0752
Pl 10 13 5,75 0,0298
Pl1 10 17 7,52 0,0434
Sc 10 18 7,96 0,0427
SM 10 39 17,26 0,0880
SM1 10 21 9,29 0,0439
SP 10 25 11,06 0,0621
SPV 10 23 10,18 0,0529
To 10 19 8,41 0,0514
Pg 10 19 8,41 0,0444
SwWu 10 18 7,96 0,0289
WH 10 13 5,75 0,0294
BB 10 19 8,41 0,0414
GF 10 72 31,86 0,1452
Bt 10 7 3,10 0,0199
DZD 10 12 5,31 0,0283
H 10 11 4,87 0,0199
Fa 10 5 2,21 0,0124
FSF 10 9 3,98 0,0195
Pr 10 33 14,60 0,0605
Le 10 3 1,33 0,0084
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Im Mittel liegt der Polymorphiegrad bei 9,12 Prozent, der Shannon-Weaver-
Index'* liegt im Mittel bei 0,046 (Rohdaten siehe Anhang). Durch den Shannon
Index wurde bestatigt, dass die Kulturriibe die geringste Diversitat im Vergleich
zu den Wildribenpopulationen besitzt (PG 1,3%). Von den Wildriben-
populationen zeigen die italienischen Wildriben eine hdéhere Diversitat (im Mittel
9,61 Prozent), als die Wildribenpopulationen der Ostsee (im Mittel 8,2 Prozent).
Dies wird auch durch die Mittelwerte des Shannon Index, der beiden
verschiedenen Regionen bestatigt. Der Mittelwert der italienischen Population
liegt bei 0,045 und der Shannon Index der deutschen Populationen betragt 0,04
im Mittelwert. Der Polymorphiegrad innerhalb der gesamten
Wildribenpopulationen variiert zwischen 31,86 fir den deutschen Ostseestandort

GroBenbroder Fahre und den Standort Fastensee mit 2,21 Prozent.

Vergleicht man die Werte der Populationen, die aus den verschiedenen Jahren
stammen, so kann man bei diesen Populationen (Albarella Hafen, Albarella Club,
Fusina, Pellestrina und Cimitero San Michele, Unterschiede innerhalb ihrer
genetischen Diversitat erkennen. Besonders bei der Population Cimitero San
Michele, zeigt sich ein signifikanter Unterschied der Jahre 1994 (17,26%) und
2001 (9,29%) im Polymorphiegrad.

4.5.4 Genetische Distanzen und genetische Ahnlichkeit

Nach Nei und Li (1979) wurden die genetischen Distanzen und die genetische
Ahnlichkeit anhand der Distanzmatrix ermittelt. Dabei wurden Gruppenpaare
gebildet und die genetische Distanz aller méglichen Gruppenpaare zueinander
bestimmt. Aufgrund ihres Umfangs wurde die Tabelle in zwei Vergleichstabellen
aufgeteilt und analysiert. Die Tabellen 4.8 und Tabelle 4.9, zeigen die Werte der
genetischen Distanzen zwischen den Populationen. Bei den Angaben der
genetischen Distanzen handelt es sich um relative Einheiten. Je kleiner ihr Wert
wird, umso geringer ist auch die Distanz zwischen den einzelnen Gruppen, also

Populationen, oder Individuen unterschiedlicher Standorte.

14 shannon-Weaver-Index ist eine mathematische GréBe, die in der Biometrie fiir die Beschreibung
der Biodiversitat eingesetzt wird.
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Genetische Distanzen innerhalb der italienischen Populationen. Grau markiert wurden

jeweils die héchsten und die niedrigsten Werte im Vergleich zu den jeweiligen Populationen

Tab.4.8
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IV Ergebnisse

Die Distanzen der Wildribenpopulationen der italienischen Standorte hatten mit
einem Wert von 0,0320 zwischen Albarella und Albarella Club den geringsten
Wert. Die gréBte genetische Distanz mit einem Wert von 0,3279, lag zwischen
San Pietro in Volta und Fusina. Beide Distanzen lassen sich durch die Entfernung
der Standorte erklaren (Abb.4.13). Die Werte der Populationen, die aus den
verschiedenen Jahren zeigten eine Anderung in ihrer genetischen Distanz.
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Abb.4.13: Die italienische Adriakliste mit den ausgewahlten Standorten der Wildriben-
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Tab.4.9: Genetische Distanzen der deutschen Populationen und der Referenz Popula-
tionen zueinander.

GF SWU  [Fa DZD Pg FSF BB Bt Pr H WH
GF__|**** 10.7071 10.7040 |0.7134 0.5942 [0.6493 [0.6057 [0.6475 |0.5854 |0.5758 |0.6456
SWU |0.3466 |**** 10.9426 |0.9663 |0.6743 [0.6808 [0.6681 [0.6899 [0.6033 |0.6221 |0.6797
Fa 0.3510 [0.0591 [**** 10.9527 |0.6943 |0.7198 |0.6877 |0.7308 |0.5984 [0.6276 [0.7209
DZD 10.3377 |0.0342 |0.0484 [**** 10.6552 |0.6777 |0.6470 |0.6885 |0.6006 |0.6205 |0.6803
Pg  10.5206 [0.3941 |0.3649 [0.4228 [**** 10.8471 |0.7526 |0.8321 |0.6085 |0.7824 |0.8305
FSF 10.4319 |0.3845 |0.3288 [0.3891 [0.1659 [**** ]0.8380 |0.9669 |0.5984 |0.7317 |0.9818
BB 10.5013 |0.4033 |0.3744 [0.4354 [0.2842 |0.1768 |**** 10.8382 |0.5448 10.6591 10.8436
Bt 0.4346 (0.3712 [0.3136 |0.3732 |0.1838 |0.0337 |0.1765 [**** 10.6076 [0.7139 [0.9820
Pr 0.5354 [0.5053 [0.5135 |0.5098 |0.4967 |0.5135 |0.6074 |0.4983 [**** [0.5227 [0.6069
H 0.5520 [0.4746 |0.4658 |0.4772 |0.2454 |0.3124 [0.4168 [0.3370 [0.6487 |**** 10.7283
WH ]0.4375 ]0.3861 |0.3272 |0.3852 |0.1857 (0.0184 (0.1701 [0.0181 |0.4994 |0.3171 [k***

Die Populationen der deutschen Ostseekiiste besitzen innerhalb der Standorte
eine gréBere Distanz, als die Populationen innerhalb der italienischen Standorte.
Die Werte der italienischen Populationen liegen zwischen 0.0320 und 0.3279, die

genetischen Distanzen der deutschen Standorte liegen zwischen 0.0181 und
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IV Ergebnisse

0.6487. Die grtBte Distanz innerhalb der deutschen Populationen, liegt mit
einem Wert von 0.5206, zwischen GroBenbroder Fahre und Puttgarden. Die
geringste genetische Distanz lag mit einem Wert von 0.0181 zwischen Wulfener
Hals und Burg Tiefe. Die groBte Distanz lag zwischen der Population von der

Nordsee Insel Helgoland zu der Wildribe Beta procumbens.

4.5.5 Darstellung der verwandtschaftlichen Beziehungen

Das in der Abbildung 4.14 dargestellte Dendogramm zeigt die verwandt-
schaftlichen Beziehungen der analysierten Populationen zueinander. Dieses
Dendogramm wurde mit Hilfe des Computerprogramms TREECON erstellt. In
diesem Dendogramm sind deutlich verschiedene Gruppierungen der untersuchten
Populationen zu erkennen. Im oberen Teil des Baumes, sind die Populationen der
italienischen Standorte zu finden. Darunter in einer Gruppe befinden sich die
Standorte der deutschen OstseekUste. In die Gruppe der Wildribenpopulationen
der deutschen Ostseekdiste clustert die Wildribe der deut-schen Nordsee Insel
Helgoland mit hinein. Die Kulturribe LENORA wird zwar auBerhalb der
Wildribenpopulationen (B. vulg. ssp. maritima) eingeordnet, gehoért aber ihrem
Zweig zufolge mehr zu dieser Wildriibengruppe, als zur Wildriibe B. procumbens.

B. procumbens ist hier deutlich als eine ,,Outgroup™ einzuordnen.

Die Ergebnisse der untersuchten Populationen der unterschiedlichen
Sammeljahre, zeigen in diesem Dendogramm, dass zwischen den Jahren 1994
und 2001 keine genetische Veranderung innerhalb dieser Populationen
stattgefunden hat. Alle analysierten Populationen clustern als Nachbarn

Zusammen.
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V Diskussion

V Diskussion

5.1 Suszeptibilitdt der Wildformen von Beta, speziell B. vulg. ssp.
maritima gegenuber dem Befall des Riibenzystennematoden H. schachtii

Nach den vorliegenden Ergebnissen sind Wildriben von der deutschen
Ostseekiste weniger empfindlich gegenliiber dem Ribenzystennematoden, H.
schachtii, als die Wildriben italienischer Herkunft. Dennoch war keine der
getesteten Pflanzen resistent gegeniber dem Befall der Nematoden. Weder bei
der als Kontrolle eingesetzten Kulturriibe, noch bei den Wildriben B. maritima
wurden so wenige Zysten gezahlt, dass diese Pflanzen als resistent eingestuft
werden kdnnten. Insgesamt waren die Wildriben als Gruppe signifikant geringer

befallen, als die (suzeptiblen) Zuckerriben.

Der Unterschied im Befallsgrad und die Schwankungen innerhalb der Anzahl der
Zysten zeigen, dass die Suszeptibilitat bei den Wildriben nicht gleichmaBig stark
ausgepragt ist. Es ware moglich dabei eher von einer Toleranz gegeniber dem
Ribenzystennematoden zu sprechen, als von einer Suszeptibilitat. Die Toleranz
wird definiert als die Eigenschaft einer Pflanzenart oder -sorte auf
Nematodenbefall nicht oder deutlich geringer mit Krankheitssymptomen zu
reagieren, im Vergleich zu empfindlichen Pflanzenarten- oder sorten (Heijbroek
et al. 1977, Miller 1989, Evans & Haydock 1990, Trudgill 1991). Die Ergebnisse

dieser Arbeit wiirden denen von Heijbroek (1977) entsprechen.

An der Auspragung der Toleranz sind vermutlich mehrere Gene beteiligt (Mlller
1998, Cook & Evans 1987, Wallace 1987). Die Toleranz wird unabhangig von der
Resistenz vererbt. Mesken und Lekkerker (1982) fanden in Kreuzungsversuchen
heraus, dass die Resistenz der Wildriben B. maritima nicht vollstandig ist, wie
bei der resistenten Sorte B. procumbens. Toleranz und Resistenz von
Kulturpflanzen gegenliber Nematoden beschreiben zwei unterschiedliche
Phanomene, die nicht gekoppelt sein missen (Lauenstein 1977). Aus
Kreuzungen zwischen B. vulgaris und B. vulg. ssp. maritima konnten tolerante
Genotypen selektiert werden (Heijbroek et al. 1977). Aus den Rickkreuzungen
wurde geschlossen, dass die Toleranz dominant vererbt wird. Die toleranten B.
vulgaris Linien hatten schmalere Blatter, dickere Blattadern und kleinere Stomata
(Morphologie von B. vulg. ssp. maritima). Bei héherer Strahlungsintensitat der

Sonne und hohen Temperaturen schlossen sich die Stomata schneller, damit
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blieb das typische Symptom, bei Befall durch die Nematoden, die so genannte
Ribenmudigkeit, aus. Bei mittleremm Nematodenbefall Ubertrafen diese toleranten
Linien empfindliche B. vulgaris-Sorten im Ertrag. Unter befallsfreien Bedingungen
fielen ihr Wurzelgewicht und der Ertrag aber geringer aus, es sei denn, die

Wasserverfligbarkeit wurde zum limitierenden Faktor (Heijbroek et al. 1977).

Wahrend Sorten mit monogen vererbter Resistenz zur Selektion von Pathotypen
fihren konnen, ist dies bei der Toleranz nicht der Fall. Tolerantere Pflanzen
reagieren selbst auf den Befall mit verschiedenen Nematoden der Gattung
Heterodera tolerant (Boerma & Hussey 1984). Zu beachten bleibt, dass das
leistungsfahigere Wurzelsystem der toleranten Wirtspflanze den Nematoden
besser vermehrt, so dass die Toleranz nur in Kombination mit einer wirksamen
Bekampfung sinnvoll einzusetzen ware (Koenning et al. 1992). Das Ziel in der
Zuchtung sind daher resistente Sorten mit einer hohen Toleranz. Die
Bemuhungen resistente Sorten zu zichten erweist sich allerdings als schwierig
(Ross & Brim 1966, Hartwig & Epps 1978, Anand et al. 1985). Gezlichtete
resistente Sorten fihren beim Anbau nur zu maBigem Erfolg, da es durch einen
starken Selektionsdruck auf die Nematodenpopulationen schnell zur Uberwindung
der Resistenz kommen kann (Young & Hartwig 1988). Seit 1998 kann in
Deutschland die erste nematodenresistente Zuckerribe angebaut werden
(,Nematop" Hilleshég). Hier wurde durch klassische Zlchtung die natrlich
vorkommende Resistenz der Wildribe B. procumbens in die Kulturribe
eingekreuzt. Es konnte die Vermehrung der Nematoden unterdriickt werden und
gleichzeitig wurden die naturgemaB unerwinschten Eigenschaften weitestgehend
eliminiert (z.B. zu kleiner Ribenkdrper). Da die Resistenz genetisch nicht mit
einer Toleranz gekoppelt ist, trat dennoch eine Schadigung der Wirtspflanzen
auf. Im konkreten Fall kam es zu einer Bildung von Nahrzellen, die aber nicht die
geeignete GrdBe fir die Ausbildung von Weibchen hatten, so dass sich eine
erhéhte Anzahl von Mannchen bildete. Da das Saatgut relativ teuer ist lohnt, sich
der Anbau nur bei extremen Befall. Erschwerend kommt das vergesellschaftete
Auftreten von Nematoden mit der virdsen Wurzelbartigkeit (Rhizomania) hinzu:
Zurzeit sind die nematodenresistenten Sorten nicht gegen Rhizomania tolerant
und umgekehrt (Jung 1998, Tralle & Blumenberg 1998, Miller 1998).
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Bislang wurde eine genetische Resistenz in den drei Arten der Sektion Procum-
bentes gefunden: B. procumbens, B. patellaris und B. webbiana (Jung & Wricke
1987). In der Zichtung wurde mit Hilfe der Hybridisierung das Nematoden-
resistenzgen in die Zuckerribe Ubertragen (Savitsky 1975). Durch diese
Ubertragung wurde ein diploider Hybrid erzeugt, der zusétzlich zum Kultur-
ribengenom den Chromosomenabschnitt aus der Wildribe B. procumbens
enthielt, auf dem der resistenztragende Abschnitt liegt (Savitsky 1978). Diese
Resistenz ist monogen und wird dominant vererbt (Kleine et al. 1995). Zurzeit
sind zwei qualitativ verschiedene Resistenzgene aus B. procumbens bekannt. Das
Hs1P™! bzw. das Hs2P™’ (Lange et al. 1990). Auf das Hs2P®’ Gen stieB man,
durch eine nahere Charakterisierung von vier Pathotypen. Dieses Ergebnis lief3
die Annahme zu, dass auf dem Chromosom mit dem Hs1P®?! Gen noch das
Hs2P™’ liegen muss, das einen anderen Virulenzbereich abdeckt (Miller 1992).
Mit Hilfe der Gentechnik kdénnten diese Gene gezielt in das Genom der
Zuckerriiben eingebracht werden. Uber ziichterische Aktivitdten auf diesem

Gebiet ist bislang allerdings nichts bekannt

5.2 Toleranz in der Wirt-Parasit-Interaktion B. vulg. ssp. maritima zu H.
schachtii unter Einfluss von abiotischem Stress

Eine Salzbehandlung im Boden beeinflusst signifikant den Befall mit Nematoden.
Grundsatzlich ist bei allen Ribensorten eine Abnahme der Zystenzahl bei
hochster getesteter Salzkonzentration zu beobachten. Die Abnahme der
Zystenzahl bei hohem Salzanteil im Boden kdnnte mehrere Griinde haben: 1.
Verminderte Anzahl der Zysten durch reduzierte Fitness und Aktivitat der
Nematoden und 2. Bessere physiologische Anpassung der Wildribe an

Salzstress.

Eine Pflanze, die aufgrund glinstiger Umweltbedingungen eine hohe Fitness und
damit potentiell auch héhere Abwehrkrafte besitzt, kdnnte in der Lage sein, einen
Schadling oder eine Krankheit abzuwehren. Koch (1980), konnte nachweisen,
dass der Befall mit Rhizomania bei Pflanzen mit Uberreichlicher
Nahrstoffversorgung zurlickgeht. Dies flihrte er einerseits auf die eventuelle
Hemmung der Zoosporen des virustbertragenden Vektors (Polymyxa betae)
durch ein groBes Angebot an Nahrsalzen im Substrat zurtick, zum anderen aber

auch auf die verbesserte Abwehrmechanismen der Pflanze. Ahnliches ist auch bei
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Nematoden denkbar. Resistenzmechanismen gegen H. schachtii basieren unter
anderem auf einer reduzierten Bildung des Nahrzellensystems, wodurch sich
kaum Weibchen der Nematoden bilden kénnen (Rose 2001). Da sich resistente
von anfélligen Pflanzen grundsatzlich bei Krankheitsbefall nur in der
Geschwindigkeit und der Auspragung ihrer Reaktion unterscheiden (Schldsser
1997), kdénnte eine erhdhte Fitness der Pflanzen auch eine verminderte
Anfalligkeit gegen den Nematoden zur Folge haben. Im Umkehrschluss miussten
dann unter Stress stehende Pflanzen anfélliger sein, wenn die Salzbehandlung

das Schlipfen und die Entwicklung der Nematoden nicht beeinflusst.

Fir die relative Zunahme des Befalls von 0 zu 0,5 Prozent Salz im GieBwasser
sind zweierlei Grinde denkbar. B. vulg. ssp. maritima ist ein moderater Halophyt
und besitzt eine gewisse Salztoleranz. 0,5 Prozent Salzgehalt im Boden scheint
keinen Stress bei der Pflanze auszulésen und es kommt somit auch nicht zu
einem erhdhten Abwehrmechanismus der zusatzlich zu dem Befall von
Heterodera ausgelést werden kdnnte. Als Halophyten werden gewdhnlich solche
Pflanzenarten eingeordnet, die einen Salzgehalt von 0,5 Prozent und mehr in der
Bodenlésung vertragen (Lerch 1991). Sie kdnnen ihren Salzhaushalt in
bestimmtem MaBe durch Sekretion oder Sukkulenzbildung selber regein. B. vulg.
ssp. maritima bzw. B. wvulgaris schitzen sich durch die so genannte
Halosukkulenzbildung. Die osmotische Wirkung der eindringenden Salzionen wird
durch die gleichzeitige Wasseraufnahme in den Zellen kompensiert. Die
Salzkonzentration im Protoplasma bleibt dadurch im Verhaltnis zum
Wassergehalt ausgeglichen, aber das Volumen wird vergréBert. Dies ist wegen
der quellenférdernden Wirkung der groBen Ionen-Wasserhille von Na¥,
besonders bei Chlorid-Halophyten zu beobachten. Halosukkulenten unterscheiden
sich von den vorwiegend nur wasserspeichernden, echten Sukkulenten durch
ihren wesentlich héheren Salzgehalt und dem entsprechenden, echten niedrigen

osmotischen Potential.

Die im Rahmen dieser Arbeit durchgefiihrten Salzbehandlungen entsprechen der
Realitdt an den natlrlichen Standorten von B. wvulg. ssp. maritima. Die
Untersuchungen von Brand (1997) zur Leitfahigkeit des Bodens an der
italienischen Adriaklste ergaben, dass die Leitfahigkeit allerdings stark schwankt.

Sie entsprachen im Durchschnitt 3,0 mS/cm. Dieser recht niedrige Wert ergab
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sich dadurch, dass es sich hauptsachlich um steinigen Boden handelte. Wie in
Abbildung 5.1 zu sehen ist, handelt es sich bei den typischen Standorten der B.
vulg. ssp. maritima meist um Habitate im Meeressaum und/oder in direktem
Kontakt zum Meer. Dabei handelt es sich haufig um Bdden, die von sandigem
Untergrund, Kiesel oder dicken Gesteinsbrocken gepragt sind. Trotzdem kdnnen
die Wurzeln der B. vulg. ssp. maritima bis zu zwei Meter tief in den Boden
hineinwachsen. Der tatsachliche Salzgehalt des Bodens im Wurzelbereich
entspricht also eher dem des Zeigerwertes fiir die Salzzahl (Ellenberg 1992).
Diese Zahl zeigt mit 3,4 eine mesohaline Umgebung an, die mit einem Chlorid-
Gehalt von 0,5 bis 0,7 Prozent festgelegt ist. Die gewahlten Salzkonzentrationen

fur den Resistenzversuch lagen ebenfalls in diesem Bereich.

Die Untersuchungen haben gezeigt, dass abiotische Stressfaktoren nur in
begrenztem Umfang die Empfindlichkeit gegeniber Nematoden beeinflussen.
Vergleicht man das Verhalten der Schaderreger H. schachtii mit der
Viruskrankheit Rhizomania unter mesohalinen Bedingungen, so zeigt sich ein
gegensatzlicher Unterschied. Schmidt und Bartsch (1996) zeigten, dass unter
den natlrlichen Standortfaktoren die Salzkonzentration im Boden, zu einer
deutlich biologischen Reduzierung des Krankheitsbefalls der Rhizomania flhren
kann. So zeigen die Ergebnisse dieser Arbeit vom Verhalten des Nematoden H.
schachtii unter mesohalinen Bedingungen, dass dieser auch in den natlrlichen
Habitaten von B. wvulg. ssp. maritima die Fitness ihrer Salztoleranten Wirte
beeintrachtigen kénnten. Wirde es zu einer Auskreuzung und/oder Intogression
einer gentechnisch veranderten nematodenresistenten Zuckerribe kommen, so
ware dies flir Beta vulg. ssp. maritima Populationen ein 6kologischer Vorteil,
sofern der Nematode Heterodera schachtii in diesen Habitaten naturlicherweise

vorkame (siehe 5.3.).

Die Gewachshausversuche sind auf vergleichbarem qualitativen Niveau
durchgefiihrt worden. Eine Qualitatskontrolle wurde mit Hilfe statistischer
Untersuchungen durchgefihrt, um z.B. unerwinschte Randeffekte durch
Klimaschwankungen in einzelnen Anzuchtkammern (z.B. Trockenstress) aus-
zuschlieBen. Nur in einem Fall zeigte sich ein signifikanter Unterschied in der
Befallsstarke der Nematoden hinsichtlich des Ortes im Gewachshaus, an dem der

Versuch durchgefiihrt wurde. Es ist theoretisch méglich, dass in dieser Kammer
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die Pflanzen zeitweise unter Trockenstress litten, da diese Kammer aufgrund
ihrer Randlage einer direkten Sonneneinstrahlung ausgesetzt war. Flr die

Gesamtauswertung war dieses Phanomen aber unerheblich.

5.3 Nachweis von H. schachtii in den Bodenproben der italienischen
Standorte

Generell sind Nematoden im Boden vorhanden, so auch H. schachtii. Der
RUbenzystennematode ist in Italien ein weit verbreiteter Schadling. Er ist
hauptsachlich auf den Zuckerribenanbauflachen (Greco et al. 1993) Italiens zu
finden. Auch in der in dieser Arbeit untersuchten Wildriben-Standorte bei
Venedig und Rovigo kommt er als Schadling auf den Zuckerribenanbauflachen

vor. Bei den Bodenuntersuchungen in

den Wildribenpopulationen wurden

P—— :mmﬁ keine Zysten von H. schachtii an den

Wurzeln der eingesetzten suzeptiblen

Zucker-riben gefunden. Das lieBe
den Schluss zu, das Nematoden der
Gattung H. schachtii nicht in den

Habitaten der Wildriben in Italien

Tk m zufinden sind. Ein Grund kdénnte die

Abb.5.1: Charakteristischer Standort der B. Beschaffenheit des dortigen Bodens
vulg. ssp. maritima far die italienische ) . )
Adriaklste (hier Standort Albarella Club) sein, der far die Nematoden

ungunstige Lebensraume bietet. Besonders die Standorte, die im direktem
Kontakt zum Meer liegen, bieten moglicherweise keine Nischen flr die
Nematoden. Allerdings sind die Nematoden ubiquitar verbreitet und besitzen ein
groBes Wirtsspektrum, so dass weiterflihrende Untersuchungen durchgefiihrt

werden sollten, um diese ersten Befunde zu unterstitzen.

Neben der unglnstigen Beschaffenheit des Bodens, spielt auch die Salzbelastung
fir das Uberleben der Nematoden eine Rolle. Um bei H. schachtii einen
Schlupfreiz auszulésen bendtigt man eine 5-10mM ZnCl,-Lésung (Balke 2001),
dies entspricht ungeféhr einer 0,07 bis 0,14%igen Salzlésung. Bei einer
Erhéhung der Konzentration nimmt die Anzahl der geschllpften Larven ab
(Baermann 1917, Balke 2001). Daher kdnnte man annehmen, dass nicht nur die

Beschaffenheit des Bodens unglinstige Lebensumstdnde flr die Nematoden
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darstellen, sondern auch die Salzbelastung die Lebensweise der Nematoden im

Boden beeintrachtigt.

5.4 Biodiversitat der Wildrubenpopulationen B. vulg. ssp. maritima und
deren Erhalt als pflanzengenetische Ressource

5.4.1 Erfassung und Etablierung der Wildribenpopulationen an der italienischen
AdriakUste, im Hinblick als pflanzengenetische Ressource

In der vorliegenden Arbeit, wurden die Ergebnisse vorheriger Untersuchungen
mit einbezogen, um die Populationen der italienischen Adriakiste als
pflanzengenetische Ressource zu beschreiben. In einem Langzeitmonitoring sollte
die Populationen von B. vulg. ssp. maritima in der italienischen Po-Ebene erfasst
werden, madgliche unerwlnschte Folgen einer méglichen Auskreuzung zwischen
transgenen Zuckerriben und deren wildverwandten Arten frihzeitig erkennen zu
kénnen. Dazu wurden Uber mehrere Jahre die Standorte der Wildriben an der
italienischen Adriakiste aufgesucht und Daten Uber die GréBe der Populationen
ermittelt (Lehnen 2000). Da die meisten Standorte unter standigen menschlichen
Einfluss standen (wie z.B. Rodung, UmbaumaBnahmen, Sandaufschlttungen),
lassen sich teilweise solche extreme Schwankungen in der PopulationsgréBe
erklaren. Trotz dieser Schwankungen scheinen die Wildpopulationen erstaunlich

konstant an der AdriakUliste vertreten zu sein.

Diese Daten werden in einem Langzeitmonitoring festgehalten und dienen als
Basisdaten fir das Vorkommen von pflanzengenetischen Ressourcen, damit ihre
Erhaltung fir die Zuckerribenziichtung gesichert ist. Die dabei im Fokus
stehende biologische Vielfalt (Biodiversitat) wird in drei verschiedene Ebenen
unterteilt (McNeely et al. 1990, Primack 1995): Artenvielfalt, genetische Vielfalt
und Okosystemvielfalt. Damit stellt die biologische Vielfalt ein grundlegendes
Phanomen innerhalb der belebten Natur dar. Bis heute sind von den ca. 20
Millionen weltweitvorkommenden Arten ca. 1,75 Millionen wissenschaftlich
erforscht worden. Wesentlich geringer ist die Kenntnis Uber deren genetische
Vielfalt innerhalb dieser Arten bzw. Populationen. 1992 wurde in der Rio
Konvention die Erhaltung der biologischen Vielfalt und die nachhaltige Nutzung
zum ,Schutz der Biodiversitat" international festgelegt. Unter diesen Schutz
fallen auch die agrarisch genutzten Pflanzen und deren wildverwandten Arten.
Als Folge der Intensivierung der Agrarproduktion ist — nach einem H&hepunkt
agrarischer Vielfalt um die Mitte des 19. Jahrhunderts - ein erheblicher Teil der
so genannten pflanzengenetischen Ressourcen verloren gegangen. Diese
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pflanzengenetischen Ressourcen (PGR) sind meist unzureichend erfasst,
charakterisiert und evaluiert, insbesondere fehlen Kenntnisse Uber die genetische
Vielfalt und die nétige MindestgréoBe von den vorhanden Populationen (Hawkes
1997, Hammer et. al. 1992-1994). Die Pflanzenzichtung ist auf die Nutzung der
pflanzengenetischen Ressourcen angewiesen, denn neue Pflanzensorten werden
durch Neukombination von Eigenschaften aus bereits vorhandenem Material
gewonnen. In der heutigen Zeit kdnnen die angewandten Methoden in der
Pflanzenziichtung und im landwirtschaftlichen Anbau im weitesten Sinne zur
Biotechnologie gezahlt werden. Diese Methoden stellen eine gezielte Nutzung und
die Beeinflussung biologischer Prozesse flir die menschlichen Zwecke dar. Mit
dem Fortschritt in der Molekularbiologie und der Genetik hat sich eine moderne
Technologie entwickelt, die einen bedeutenden Einfluss auf die Pflanzenzlichtung
und auch auf den Erhalt der pflanzengenetischen Ressourcen hat. Die
Auswirkungen neuer Sorten auf die biologische Vielfalt ist ein Thema mit dem
sich sowohl die konventionelle, als auch die biotechnologische Pflanzenziichtung
befassen muss. Ein wichtiger Aspekt ist das Auswilderungspotential von
Nutzpflanzen. Bis heute sind nur wenige Falle bekannt, in denen sich
Kulturpflanzen sich auBerhalb von agrarisch genutzten Flachen etablieren
konnten (z.B. Topinambur, Artischocken). Grundsatzlich ist allerdings das
Auswilderungspotential der Kulturpflanze gegeniber wildverwandten Arten umso
geringer, je hoher ihr Domestikationsgrad ist. Dennoch kénnen einzelne
genetische Eigenschaften durch das Auskreuzen auf Dauer in Wildpopulationen

gelangen (vertikaler Gentransfer).

Eine Verwilderung hat stattgefunden, wenn eine Kulturpflanze alle Merkmale
einer wilden einheimischen Art besitzt. Das heiB3t, sie wachst und vermehrt sich
Uber ihre natirlichen Fortpflanzungsorgane ohne direkte menschliche Einfllisse
und kommt mehr oder weniger haufig und regelmaBig an den bevorzugten
Habitaten vor und kann Uber mehrere Jahre and diesen Standorten wieder
gefunden werden (Sukopp & Sukopp 1993b). Wichtig ist, dass jeder potentielle
Gentransfer fallspezifisch zu betrachten ist, z.B. ob damit die Ubertragenen

Merkmalseigenschaften eventuelle Auswirkungen auf die Umwelt hatten.
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5.4.2 Verdnderungen der genetischen Diversitat der erfassten Wildribenpopulationen
an der italienischen Adriakiste

In der norditalienischen Po-Ebene wird in bedeutendem Umfang Saatgut flr den
Zuckerriibenanbau produziert. Die geographische Nahe der Saatgut-

vermehrungsflaichen zu den an der Kiste vorkommenden Wildriben-

populationen, erhéht die Méglichkeit,

/ Unkrautriibe dass es zu einem Genfluss zwischen
(Abb.5.2).

beiden Seiten kommt

Hybride, die durch zufalligen Pollen-
\ 3 austausch entstehen, stellen eine
Kulturriibe

Méglichkeit flr die Entstehung von

Wildribe

Abb.5.2.: Kultur-Unkrautriibenkomplexe
(Harlan, 1965) Unkrautriben dar. Diese Verbreitung

kann sowohl in den Saatgut-
vermehrungsgebiete, als auch in den Wildriibenpopulationen vorkommen (Evans
& Weier 1981, Santoni & Berville 1992, Horsney & Arnold 1979). Bei der
Unkrautribenentstehung handelt es sich um einen evolutiondaren Prozess, der
sich auch heute noch in der Kulturlandschaft vollzieht (DeWet & Harlan 1975). Es
soll hier diskutiert werden, ob sich langfristig Wildribenpopulationen den der
italienischen Adriakliste durch moglichen Einfluss von Kulturriben die

genetischen Diversitat verandert haben.

Das Dendogramm (Abb.4.13) zeigt die verwandtschaftlichen Verhaltnisse
innerhalb der Gattung Beta. Die Wildribe B. procumbens differenziert sich
deutlich von der Arten B. vulgaris und B. vulg. ssp. maritima. Damit wird auch
die genetischen Beziehungen der Kulturribe zur B. wvulg. ssp. maritima
verdeutlicht. Der Vergleich der Wildribenpopulationen zueinander zeigt, dass sie
zwar miteinander genetische verwandt sind, aber aufgrund ihrer geographischen
Herkunft deutlich voneinander auf genetischer Ebene differenzieren lassen. Die
genetische Diversitat innerhalb der Wildribenpopulationen (deutsche
Ostseekuste und italienische Adriakuste) wird durch den Polymorphiegrad
unterschieden. Die italienischen Wildriben besitzen einen hdheren
Polymorphiegrad, als die Wildriiben der deutschen Klsten. Dieses Ergebnis kann
durch die Klassifizierung des Alters der beiden Populationen erklart werden. Die
Wildribenpopulationen wurden 1996 erstmals als etablierte Populationen

detektiert (Christensen 1996) und daher ist es nicht madglich, eine hohe
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Diversitat wie sie von Wilmans (1993) flir Extremhabitate beschrieben wurde, zu

beobachten.

Bestatigt wird diese Vermutung allerdings bei Vergleich der genetischen
Distanzen der beiden geographisch getrennten Gruppen von Wildriben-
populationen. Die genetischen Distanzen innerhalb der italienischen Wildriben-
population waren geringer, als innerhalb der deutschen Ostseekliste. Dieses
Ergebnis liefert konkrete Hinweise darauf, dass ein Genfluss zwischen den
italienischen  Wildribenpopulationen (dber mehrere Generationen hinweg
stattgefunden haben kdnnte. Bei den Ostseeriben handelt es sich um so
genannte Metapopulationen, derer Genpool innerhalb der Populationen gering ist,
aber zwischen den Populationen gréBer wird, das heit ein genetischer Austausch
finden erst innerhalb der Populationen statt, bevor er zwischen etablierten
Populationen stattfinden kann. Damit kann man bei den Wildriben der deutschen
Ostseekiiste auch von einem so genannten Grundereffekt (Der so genannte
founder effect beschreibt die genetische Abweichung einer isolierten Populationen
oder Grinderpopulation von der Stammpopulation. Die Abweichung entsteht
aufgrund der Beschrankung des Allelbesitzes der an ihrer Griindung beteiligten
Individuen und nicht infolge unterschiedlicher Selektionsbedingungen) sprechen.
Es handelt sich hierbei um eine geringe Anzahl an Populationen mit haufig
wenigen Individuen, die in jlingerer Zeit mit Hilfe Meeresstromungen in das
Gebiet gelange sein dirften. Die genetische Diversitat solcher Populationen kann
weiterhin dadurch eingeschrankt werden, wenn unter bestimmten Bedingungen
der so genannte Flaschenhalseffekt hinzukommt (Sperlich 1998). Bei
unglinstigen Umweltbedingungen Uberleben, nur die am besten angepassten
Individuen. Individuen mit geringer individueller Anpassungsfahigkeit sterben ab.
Fir die nachfolgende Generation ware dadurch der Genpool weiter

eingeschrankt.

Bei der Untersuchung der genetischen Variabilitat einzelner Populationen (ber
verschiedene Jahre zeigten sich Schwankungen, die sich sowohl im Shannon
Index, als auch im Polymorphiegrad auftraten. Allerdings zeigte das
Dendrogramm, das diese Populationen eng nebeneinander clustern. Es ist
aufgrund der Ergebnisse allerdings kein Trend zu beschreiben, ob die genetische

Diversitat abnimmt oder zunimmt. Wahrend bei den Populationen von Albarella
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Club Pellestrina Porto Levante eine Zunahme des Polymorphiegrades zu
verzeichnen ist, nimmt dieser bei den Populationen Albarella Hafen, Fusina und
San Michele ab. Allgemeine Trends auBer einer groBen Populationsdynamik sind

nicht zu beobachten.

Bei der Auswertung der AFLP-Daten konnten zwar eine Reihe von
wildribenspezifischen Banden in den Kulturriben gefunden werden. Diese
Banden sind aber aufgrund der genetischen Herkunft der Kulturriiben zu
erklaren. Es wurden aber keine spezifischen Banden der Kulturriben in den
Wildribenpopulationen gefunden. Die geografische Streuung zwischen den
deutschen und den italienische Wildriben ist selbsterklarend und die
Heterogenitat innerhalb der Art B. vulgaris ist hinreichend oft beschrieben (Brand
1997, Jung et al. 1993, Frese 1991) und zeigt sich insbesondere durch den
unterschiedlichen Generationszyklus der Subspezies maritima (van Dijk et al.
1997, vanDijk & Boudry 1989). Vorangegangene Untersuchungen zeigten, dass
es zwar zu einem erkennbaren Genfluss von Kulturformen zu Wildribenformen
gekommen ist, der aber statistisch nicht nachweisbar war (Bartsch & Schmidt
1997, Bartsch et al. 1993; 1999). So auch in dieser Arbeit. Durch die Nahe zu
den Saatgutfeldern wurden mehrfach Unkrautpopulationen gefunden, bei denen
sowohl wildriben- bzw. kulturriibenspezifische Banden zu beobachten waren
(Pohl-Orf 1999b). Durch die hier angewandte AFLP Methode wurden aber keine
Formen ermittelt die zwischen den Wildriben und der Kulturformen genetisch

einzuordnen waren.

5.4.3 Bestéatigung der AFLP-Analyse durch CMS Nachweis in Wildformen

Durch den Einsatz des Owen-CMS in der Pflanzenziichtung, ist dies ein
zuverlassiger genetischer Marker, zum Nachweis von Kulturribeneinfluss in
Wildtypen. Die Ergebnisse zeigten deutlich, dass bei den untersuchten
Wildribenpopulationen der deutschen Ostsee und Nordseeklste kein CMS
vorhanden war, dies bestatigen auch die Ergebnisse von Driessen 2002. Bei den
untersuchten 19 italienischen Populationen, zeigte nur eine Populationen die
Anwesenheit von CMS. Bei dieser Population handelt es sich um den Standort
Cervia. Cervia liegt in der Nahe zu einem groBen Saatgutproduktionsareal.
Demnach besteht hier die potentielle Mdglichkeit zwischen einem direkten
Genfluss von Kulturribenmerkmalen zu Wildriben. 1998 Ilag hier eine

Mischpopulation zwischen Hybridriben und Wildriben vor. Das Merkmal der
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Kulturriiben hat sich bis 2001 ausgebreitet und sich als Hybridpopulation
etabliert. Dieses Ergebnis wurde, allerdings nicht in der AFLP-Analyse bestatigt.
Die Erklarung ware die Lage des CMS im Genom der Riiben. Das Probenmaterial
von 2001 war zu gering um einen differenzierten Vergleich machen zu kdénnen.
Und das Ergebnis der AFLP Analyse lasst keinen differenzierten Schluss zu, ob
sich einzelne Individuen 1998 als Hybride verhalten haben. Eine madgliche
Erklarung der Verschiebung, der vorherigen Wildribenpopulation von Cervia in
eine Hybridpopulation, liegt an der Tatsache das die Nahe der Wildriben zu den
Saatgutfeldern. Diese Population wurde aufgrund von menschlichen Einflissen
dezimiert, um auch eine Einkreuzung der Wildriibenmerkmale in Kulturriiben zu
vermeiden. Da das Owen Plasmid muitterlicherseits vererbt wird, ist es aber klar,
dass es sich bei diesen Hybriden nicht um ausgewilderte Kulturriben handelt,

sondern hier eine Auskreuzung von Merkmalen in Wildriben gegeben hat.

5.5 Folgen einer Auskreuzung und Introgression von gentechnisch
erzeugter Nematodenresistenz

Auch auf politischer Ebene ist der Verlust an biologischer Vielfalt als dringliches
Problem erkannt worden. Inzwischen, sind zahlreiche internationale Initiativen'®
auf den Weg zu ihrem Schutz gebracht worden. Eine grundlegende Basis zum
Verstandnis des Ursprungs agrarbiologischer Vielfalt lieferte der russische
Wissenschaftler Vavilov (1928) mit seiner Theorie der Ursprungs- und
Vielfaltzentren. Auf seinen Forschungsreisen in den 20iger Jahren des letzten
Jahrhunderts, identifizierte er acht groBe Genzentren!® (Hammer et al. 1997). Er
nahm an, dass diese Zentren mit den Ursprungszentren unserer Kulturpflanzen
gleichzusetzen sind. Im Laufe der Jahre wurde die so genannte ,Vavlilovsche
Theorie™ verschiedentlich korrigiert, differenziert bzw. erweitert (Harlan 1951,
Ekingen 1986). Es wird heute davon ausgegangen, dass ,Zentren genetischer
Diversitat" sich nicht nur einmal herausgebildet haben, sondern dass sie sich auf
Grund des ihnen zu Grunde liegenden dynamischen Entwicklungsprinzips

fortlaufend weiterentwickeln kédnnen (Nevers 1991). Es lassen sich die Gebiete

15 TUCN (World Conservation Union); WWF (World Wildlife Fund); WRI (World Resource Institute);
die FAO und die UNESCO engagieren sich in erheblichem Masse im Bereich des Biodiversitdt
Schutzes, der mit einer nachhaltigen Nutzung der biologischen Vielfalt verbunden wird. Die
Verabschiedung der Biodiversitat-Konvention auf dem Erdgipfel der Vereinten Nationen zu Umwelt
und Entwicklung (UNCED) im Juni 1992 in Rio de Janeiro (UNEP, 1992), schlossen die politischen
Bemulhungen ab.

16 7u den Genzentren zéhlte er Mittelamerika, Teile Perus und Chile, der Mittelmeerraum, Teile des
Nahen Ostens, Indien, das ehemalige Indochina sowie Sudchina
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mit groBer genetischer Variabilitat zwar erfassen, aber dabei handelt es sich
nicht um groBe Genzentren, sondern eher um kleinere Entstehungszentren, die
man in Primar- und Sekundarzentren'’ differenzieren kann. Auch die
Pflanzenziichtung ist auf die genetische Formenmannigfaltigkeit der
Wildpopulationen angewiesen. Damit sind solche Zentren, auch fir Zichter von
besonderem Interesse, und es werden daher in solchen Zentren Programme zur
Sammlung, Konservierung, Evaluierung, Dokumentation und Nutzbarmachung
pflanzengenetischer Ressourcen durchgefihrt. Durch die Heterogenitat des
Genpools der B. vulg. ssp. maritima Populationen an der italienischen Adriakiste
befindet sich ein Genpool der von pflanzenzlichterischem Interesse ist. Da die
Zuckerrube von den Wildriben der Art B. vulgaris ssp. maritima zichterisch
selektiert wurde, kann dieser Genpool als ein primdres Entstehungszentrum
bezeichnet werden (vonBroock et al. 2002). Daher sind die Wildriben-
populationen an der norditalienischen Adriaklste als pflanzengenetische

Ressource (PGR) schutzenswert.

Durch die Kultivierung von Wildpflanzen, veranderte der Mensch (bewusst oder
unbewusst) bestimmte Merkmale, die heute die Kulturpflanze von ihrer
urspriinglichen Wildform?*® unterscheidet. Im Gegensatz zur Vavilovschen Theorie
beschreibt Graner (2003), dass im Laufe der Domestikation nur ein kleiner Teil
der in den Wildarten vorhandene Allele in die Kulturpflanzen Ubernommen
wurden, da die meisten Entstehungsgebiete unserer Kulturpflanzen geographisch
eng umgrenzte Gebiete gewesen sein dlrften. Hieraus schlussfolgert Graner,
dass Kulturformen gegeniber ihren wilden Verwandten in ihrer genetischen
Diversitat erheblich eingeschrankt sind. Diese Erkenntnis unterstreicht lediglich
die Bedeutung des Schutzes wildlebender Pflanzenarten in ihren nattrlichen
Ursprungsgebieten zur Sicherung von pflanzengenetischen Ressourcen. Die
Diversitat der Beta-Arten ist sehr heterogen, daher ist die Erhaltung der
wildlebenden Beta Populationen mit ihrer genetische Diversitat von besonderem
Interesse. Weltweit werden Beta Arten gesammelt und in Beta-Genbanken (ex-

situ-Erhaltung) aufgenommen, da die wildlebenden genetischen Ressourcen

17 Wahrend die primaren Genzentren als Ursprungsgebiete unserer Kulturzentren gelten, werden
die sekundaren als Mannigfaltigkeitszentren bezeichnet, in denen sich die Formenvielfalt
eingewanderter Kulturpflanzen entwickeln konnte (Arche Noah 2002)

18 Mechanismen die zum Beispiel der Samenverbreitung dienten wurden wegselektioniert, aber
auch Inhaltstoffe die zur FraBabwehr dienen sollten wurden bei den Kulturpflanzen weggeziichtet.
Lediglich die GréBenzunahme von Frichten bzw. der vegetativen Pflanzenteilen sind ein wichtiges
Auslesemerkmal.
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durch Stérung, Belastung, Zerschneidung und Verlust von Habitaten stark
gefahrdet sind. Damit stellen die Wildpopulationen von B. vulg. ssp. maritima,
bei einem Monitoring von gentechnisch veranderten Zuckerriben sowohl ein
Zielorganismus der Auskreuzung, als auch ein Zielhabitat flir die genetische

Veranderung (Krankheitsresistenz) einen wichtigen Aspekt.

Aus umweltfachlicher Sicht sind die Wildriben als genetische Ressource zu
schitzen. Daneben missen aber, auch aus 0©6konomischen Interesse,
Kulturhabitate, wie agrarisch genutzte Zuckerriibenanbaugebiete, als
Verbreitungsgebiete von  Unkrautriben  berucksichtigt werden. Diese
Habitattypen kdnnen sowohl flir Deutschland, Italien und Frankreich (Driessen
2003, Bartsch 2003b, Boudry et al. 1993), als Mdglichkeit der genetischen
Interaktion via Genfluss in Betracht gezogen werden. In diesen Gebieten gibt es
Kontakt zwischen Kulturriiben, Unkrautriben und den Wildriiben der jeweiligen

Klsteregionen.

Das Auswilderungspotential von Nutzpflanzen ist im Prinzip beschreibbar. In den
Wildpopulationen an der italienischen Adriakliste konnten schon Hinweise auf
Einstdubung von Kulturpflanzen in die dortigen Wildpopulationen beobachtet
werden (Schmidt & Bartsch 1996). Auch bei den vorgelegten Untersuchungen
wurden Einstdubungen der Kulturarten in die Wildpopulationen beobachtet
(Kapitel 4.5.1).

Die Untersuchungen, die sich allein auf das Auskreuzungsverhalten
Kulturpflanzen mit ihren mdglichen Kreuzungspartnern beschaftigen, kdnnen und
dirfen, als einzelnes Ergebnis nicht herangezogen werden um einen madglichen
Okologischen Schaden zu beschreiben. Auf der einen Seite kann man annehmen,
dass, wenn Genfluss zu wildverwandten Pflanzenarten (biologisch) mdglich ist,
mit dem Auftreten von Hybriden und deren Nachfolgegenerationen gerechnet
werden muss (Parker & Bartsch 1996). Auf der anderen Seite muss auch die
Mdglichkeit in betracht gezogen werden, dass Auskreuzung nicht in allen
landwirtschaftlichen Systemen mdéglich ist (Klinger et al. 1999). Faktoren wie

landwirtschaftliche Nutzung der Flachen, Einhaltung der guten fachlichen
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Praxis!®, Anbau verschiedener Sorten, keine wildverwandten Arten die in der
Nahe zur kultivierten Flache wachsen, sind einige Beispiele die die mdgliche

Auskreuzung einschranken.

Bei der Beschreibung des 8kologischen Schadens, besser Umweltschaden?’, setzt
die Bewertung und den verantwortungsbewussten Umgang mit der Umwelt
voraus (Frese 1996, Potthast 1996, Sukopp 1996). Dazu gehdren die Zerstérung
naturlicher Lebensraume und der Verlust genetischer Vielfalt zu diesen Schaden.
Das Schutzziel sollte ein wichtiges Kriterium bei der Auswahl von

Monitoringkonzepten sein.

Daher ist ein weiterer Aspekt bei dieser Art der Untersuchungen, ob die
Verbreitung der transgenen Eigenschaften einen madglichen Umweltschaden
hervorrufen kann. Die Verbreitung dieser transgenen Eigenschaften kann
entweder im Zuge des Zuckerriibenanbaus erfolgen oder bei der Produktion von
Zuckerriibensaatgut in den Saatzuchtgebieten. Vorangegangene Untersuchungen
haben ergeben, dass die Zuckerriiben kaltere Perioden Uberdauern kénnen, und
damit im darauffolgenden Jahr blihen (Lexander 1980, Smit 1982, Sadeghian &
Johansson 1993), unabhdngig ob sie eine gentechnische Veranderung besitzen
oder nicht. In den Zuckerriibenanbaugebieten ist der Austausch von genetischem
Material, transgen oder nicht transgen sehr gering. Im Normalfall werden solche
so genannten Schosser, von den Bauern wahrend der Anbauperiode entfernt.
Anders bei den Saatgutproduktionsgebieten, hier werden Zuckerriiben angebaut
die blihen sollen um dementsprechend Samen zu produzieren. Damit kann es zu
einer Interaktion zwischen den Wildriben und den Saatzuchtriben kommen.
Kommt es zu einem Austausch von genetischem Material so kédnnen sich sowohl
auf den Saatzuchtfeldern Unkrautriiben bilden (Bartsch & Schmidt 1996; Pohl-
Orf et al. 1998) und wie es in diesen vorliegenden Untersuchungen gezeigt
wurde, vereinzelt Wildriben bilden die genetisches Material aus Kulturriiben
besitzen. Allerdings wurde nur gezeigt, dass es Uber die Jahre zu einem

Austausch gekommen ist, es steht aber noch die Frage offen, wie stabil sich

19 Empfehlung der Kommission mit Leitlinien fiir die Erarbeitung einzelstaatlicher Strategien und
geeigneter Verfahren fiir die Koexistenz gentechnisch, konventioneller und ékologischer Kulturen
(2003/556/EG)

20 ymweltschaden ist eine Schadigung geschiitzter Arten und natiirlicher Lebensrdume, d.h. jeder
Schaden der erhebliche nachteilige Auswirkungen in Bezug auf der Erreichung oder Beibehaltung
des glinstigen Erhaltungszustandes dieser Lebensraume oder Arten hat (Richtlinie 2003/35/EG).
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diese Riben in der Population Cervia etablieren. Allerdings ist es nicht von der

Hand zuweisen, dass diese Population in direkter Nahe zu den Saatzuchtfeldern

liegt, und sie sehr unter menschlichem Einfluss liegt (Rodung, Bewirtschaftung
da Saline (Abb.5.3)).

Es wurde aber andererseits bewiesen,
das bei der Bildung von Hybridriben
(Unkrautriben) die Etablierungs-
fahigkeit potentiell transgener Hybride
zwischen Wildhybriden und Unkraut-
riben unter Bezug auf die ent-

sprechenden Experimente mit nicht

gentechnisch veranderten Hybriden,
bestatigen, dass flUr diese Pflanzen

Abb.5.3: Saline bei Cervia. Die Saline liegt ) .
in unmittelbarere Nahe zu den eine Etablierung unter Konkurrenz

Zuckerribensaatgutfeldern. durch eine standorttypische Vegetation
auf Brachflachen nicht mdglich ist (Pohl-Orf 1999a). Die Interaktion von Wild-
und Kulturriben hat weitere Konsequenzen hinsichtlich einer Verbreitung
transgener Eigenschaften in den Wildribenhabitaten, die in der Nahe der
Saatgutproduktionsgebieten liegen. Auch wenn die Trennung potentiell
transgener Bestdubungspflanzen in der Saatzucht und den Wildhabitaten Uber
einige Kilometer eine relative Distanz fur eine direkte Pollenlibertragung darstellt
(Pohl-Orf et al. 1998). Diese kdnnten als eine Art Verbindungsglied fungieren,
um Distanz zu den Wildriben zu lGberbriicken. Nach einer Einstdubung von Pollen
transgener Pflanzen in die Unkrautpopulationen, kénnten Nachkommen mit
transgenen Eigenschaften ihrerseits durch Verbreitung von Pollen Einfluss auf
andere Wildribenbestande oder Saatgutproduktionspflanzen nehmen. Darliber
hinaus kdnnten sie ihre Annualitdt in die Saatgutvermehrung einschleppen. Die
Kombination von transgenen Eigenschaften und der genetische bedingten
Einjahrigkeit (Boudry et al. 1993, Abe et al. 1997) kdnnte dazu fihren, dass
Sattgut, welches weltweit vertrieben wird, geringe Mengen von Hybridsamen
enthalt, das neben der Einjahrigkeit auch transgenen Eigenschaften mit den oben
beschriebenen Madglichkeiten zur Weiterverbreitung auf Kulturflachen und an

Wildribenstandorten.
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Die diskutierten Ergebnissee zeigen, das ein Genaustausch zwischen den
Kultursorten und den Wildpopulationen, mehr als wahrscheinlich ist. Nun steht es
zu Diskussion, ob sich durch die mdgliche Einblirgerung transgener
Eigenschaften in die Wildpopulationen ein eventueller Fitnessvorteil ergibt. Da
der Nematode auch in den italienischen Zuckerribenanbaugebieten ein
ertragslimitierender Schadling darstellt, besteht die Wahrscheinlichkeit, das
Nematodenresistente Riiben hier angebaut werden kénnten. Ebenso besteht die
Wahrscheinlichkeit, dass in diesen Saatgutproduktionsfeldern es zu einer
Saatvermehrung von transgenem Material kommen kann. Da in dem
Untersuchungsgebiet kein Riibenzystennametode nachgewiesen werden konnte,
stellt eine eventuelle vorhandene Nematodenresistenz in den Wildriben-
populationen an der italienischen Adriakliste kein Selektionsvorteil dar. Die
Bewertung auf diese vorhandene Datengrundlage sollte durch zusatzliche
Untersuchungen erweitert werden, um den Aspekt einer O6kologischen
Risikoabschdtzung insbesondere im Hinblick auf die Freisetzung transgener

Zuckerriben konkretisieren zu kénnen.

Es ist das Fazit zu ziehen, dass es sich bei dem Untersuchungsgebiet um eine
komplexe Situation handelt, in der alle Interaktionen zwischen den Kultur-,
Unkraut- und Wildriben hinsichtlich der weiteren Kléarung der Hybridisier-
ungsvorgangen zu berlicksichtigen sind. Im Zuge einer weiteren 6kologischen
Risikoabschatzung missen auch solche Phdnomene wie pleiotrophe Effekte und
horizontaler Gentransfer erforscht werden. Hier gilt nicht nur den bloBen
Genaustausch zu bericksichtigen, sondern auch darum, welche Gene Ubertragen

werden und welche Auswirkungen diese auf Zielorganismen auslben.
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VI Zusammenfassung

Ziel dieser Arbeit war die Erhebung von Daten zur Beurteilung der biologischen
Sicherheit von Zuckerriiben (Beta vulgaris) die mit Hilfe der Gentechnik resistent
gegen Nematoden gezichtet werden kdénnten. Im Vordergrund steht der Schutz
der Verbreitung und genetischen Diversitat von Wildriben (Beta wvulgaris ssp
maritima), da sie als pflanzengenetische Ressource ein besonderes Schutzgut

sind.

Ausgewahlt fir die Untersuchungen dieser Arbeit wurden Wildriben aus dem Po-
Delta der norditalienischen Adriakiste. Diese Populationen sind von besonderem
Interesse, da sie in unmittelbarer Nahe zu Saatgutvermehrungsfeldern von
Zuckerriben liegen und durch Genfluss beeinflusst werden kénnten. Wildriiben
anderer geographischer Herkinfte und Zuckerriben wurden vergleichsweise
untersucht. Es wurden Gewachshausversuche zur phanotypischen Reaktion von
Riben auf Nematodenbefall unter physiologischen Salzstress durchgefiihrt um
das oOkologische Verhalten der Pflanzen an ihren natlirlichen Standorten an
Meereskiisten zu simulieren. Gleichzeitig wurden von verschiedenen
Samenherkinften  genetische Diversitdts- und  Herkunftsbestimmungen
durchgefihrt (AFLP, CMS-Nachweis).

Es wurden folgende Fragestellungen bearbeitet:

1. Sind Wildformen von Beta gegenlber Nematodenbefall durch H. schachtii
anfallig und wenn ja, haben héhere Bodensalzkonzentrationen an natirlichen
Standorten von B. vulg. ssp. maritima einen Einfluss auf die Wirt-Parasit-
Interaktion von Nematoden und Ribenpflanzen?

Es konnte gezeigt werden, dass die Wildriben keine natlrliche Resistenz

gegenlber dem Ribenzystennematoden besitzen. Im Vergleich mit Zuckerriiben

zeigte die Wildform aber eine etwas geringere Empfindlichkeit gegenltber dem

Nematodenbefall. Bei Salzkonzentration von 1%, die den natlrlichen

Standortbedingungen an Meereskiisten nahe kommen, sind Wildriben deutlich

schlechter mit Nematoden zu infizieren. Moderate Salzkonzentrationen von 0.5

% férdern dagegen den Befall. In Bodenproben von natirlichen Wildriben-

Standorten konnten keine Nematoden nachgewiesen werden. Aufgrund des

fehlenden Nachweises einer Wirt-Parasit Interaktion durch offenbare
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Abwesenheit des Parasiten sind 6kologische Effekte durch gentechnisch erzeugte

Nematodenresistenz unwahrscheinlich.

2. Wie hoch ist die genetische Diversitat innerhalb der lokalen Population von B.
vulg. ssp. maritima und gibt es Anzeichen flir Genfluss in Wild-populationen?
ErwartungsgemaB ist die genetische Diversitat in Wildriben hoéher als in
Zuckerriben. Vermutlich aufgrund der jahrhundertlangen Differenzierung sind
Wildriben der italienischen Adriakuste diverser als die erst seit kurzem
etablierter Wildriiben an der deutschen Ostseekliste. Die vorliegenden Ergebnisse
sprechen flur den so genannten ,founder effect" in Pionier-Populationen der
Wildriben. Genetischen Distanzen zwischen den Populationen sind deutlich
messbar und sprechen fir eine genetische Differenzierung durch geographische
Isolation, die nicht durch einen hohen Genfluss nivelliert wird. Genfluss durch
Samen kann dennoch zumindest flir eine italienische Wildribenpopulation

temporar nachgewiesen (CMS-Nachweis).

Die in dieser Arbeit gesammelten Erkenntnisse geben wertvolle Hinweise flir die
Umweltrisikoprifung nach der europdischen Richtlinie 2001/18/EG fur

Zuckeriben mit gentechnisch vermittelter Nematodenresistenz.

Ein Genfluss zwischen gentechnisch veranderten Kulturforen der Zuckerribe (B.
vulg. ssp. vulgaris) und Wildformen wie der B. vulg. ssp. maritima wird zwar zu
begrenzen, nicht aber grundsatzlich zu vermeiden sein. Nach den Ergebnissen
dieser Arbeit sind nematodenresistente Kulturriben nach dem derzeitigen
Wissensstand kein besonderes Risiko, da der Ribenzystennematode (H.
schachtii) in den Wildribenstandorten fehlt. Dennoch sollte im Hinblick auf die
Nutzung von Wildriben als pflanzengenetische Ressource darauf geachtet
werden, die Introgression von ,Transgenen™ zu vermindern. Ein besonderes
Augenmerk sollte deshalb auf das Management von blihenden Zuckerriiben wie
z.B. Entfernung einjahriger Unkrautriiben oder AbstandmaBnahmen bei der

Saatgutproduktion gelegt werden.
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6.1 Abstract
Hybridization within or across different species in the genus Beta has been widely

used for breeding of sugar beet (Beta vulgaris ssp. vulgaris). Interbreeding is
easy with sea beet (Beta vulgaris ssp. maritima). The genetic similarity of the
sea beet provide a useful source of genetic characters, which could then be
transferred to cultivated varieties. More complicated are inter-species crosses
with Beta procumbens, but a nematode resistant gene was recently transferred
with modern non-GMO as well as GMO breeding methods.

However, new genes with a potential impact on fitness characters have entered
the Beta vulgaris species gene pool, and natural gene flow and introgression
from cultivated sugar beet to wild sea beet plants may have important
consequences. Cultivated beet seed production areas are sometimes adjacent to
sea beet populations. It is likely that new transgenic or non-transgenic cultivars
of sugar beet may hybridize with wild beets in the seed-production areas (f.e.
nothern Italy).

In this study I used experiments to study the potential ecological role of genes
mediating resistance to an important beet pest, the nematode (Heterodera
schachtii). This nematode causes a root disease, which decreases sugar quality.
The gene of interest (Hs1P™') is widespread in Beta procumbens but so far
unknown in (Beta vulgaris ssp. maritima). Theoretically, B. maritima should be
susceptible to H. schachtii since interbreeding has not provided any source of
resistance to cultivated beet. But the potential co-existence of this nematode
species with wild B. maritima along seashores has not been studied
systematically. Detecting H. schachtii in natural habitats of B. maritima is difficult
to perform. I therefore measured the susceptibility of different B. maritima
populations under controlled nematode infestation in the laboratory at soil
conditions found in natural seashore habitats. These habitats are characterized
by moderate to high salt levels in the soil solution. If the fitness of nematodes is
negatively effected by high salt conditions, than nematode resistance genes are
of minor importance for wild B. maritima seashore populations. Our first results
show that B. maritima are susceptible to H. schachtii even under high salt
conditions, but exhibit weaker symptoms than cultivated beet. These preliminary
results suggest that nematode resistance genes may have a moderate impact on

the fitness of B. maritima, if H. schachtii is widespread in natural habits.
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7.2 Abbildungsverzeichnis

Abb.2.1: Aus der Wildribe wurden die folgenden Kultur- und Nutzpflanzen kultiviert: die
Zuckerriibe, die Runkel-/Futterriibe, der Mangold und die Rote Riibe/Beete (Letschert
1993). Von links nach rechts, beginnend mit der Wildribe. 6

Abb.2.2: Die Bliten der Gattung Beta stehen in einer Rispe
Der Blitenstand ist eher unscheinbar und besteht aus einer Blitenhlle die mit dem
Fruchtkonten verwachsen ist. 7

Abb.2.3: Der RlUbenzystennematode H. schachtii gehért zum Stamm der
Nemathelminthes (Rundwirmer), darunter zur Klasse der Nematoda (Fadenwlrmer) und

zur Ordnung der Tylenchida 8
Abb.2.4: Verbreitung von H. schachtii in Europa aus: KWS 2002 8
Abb.2.5: Befallsnest im Feld (aus: KWS 2002) 9

Abb.2.6: Wurzelbart an einer Zuckerriibe bei Nematodenbefall (aus: KWS 2002)__ 9
Abb.2.7: Lebenszyklus von H. schachtii mit den verschiedenen Larvenstadien 9
Abb.3.1: Ubersicht liber die Fundorte von B. vulg. ssp. maritima an der norditalien-

ischen Adriaklste. Die angegebenen Markierungen stellen die Fundorte der Populationen
dar und sind in Tab.3.1 erldutert. 16

Abb.3.2: Darstellung eines einfachen Box-Plots. Mit AusreiBern,
Median und Perzentilen 26

Abb.3.3: Karte der sequenzierten cpDNA-Region. Schwarze Kastchen zeigen kodierende
Regionen an. Die Lage der polymorphen HindIII-Schnittstelle ist eingezeichnet (Ran und
Michaelis, 1995). 29

Abb.3.4: Langenstandard ADNA/ Eco47 I *, Markiert sind die Banden zwischen 511 und
597 Basenpaarlange. Liegt die nach der Gelelektrophorese sichtbare Bande zwischen den
beiden markierten Banden, so handelt es sich um DNA einer Wildribe. Liegt die gefund-
ene Bande unterhalb der Markierung, so handelt es sich um DNA einer Kulturribe._31

Abb.4.1: Standort Fusina, néhe eines Gewerbegebietes und Campingplatzes. 39
Abb.4.2: Vergleich der Summe der Mittelwerte der Zysten pro Pflanze aller Populationen

bei den verschiednen Salzkonzentrationen. Die Abkirzungen sind in Tab.3.4 im Kapitel
3.4.3 erlautert. 42

Abb.4.3: Einfluss der drei verschiedenen Salzkonzentrationen 0%, 0,5% und 1% auf den
Infektionsgrad. Die Konzentrationen haben einen unterschiedlichen signifikanten Einfluss
auf den Befall der Nematoden. Bei der Konzentration 0,5% zeigte sich ein deutlich
starkerer Befall als bei 0% oder 1% (hier war der Befall am geringsten). Das Perzentil
der beiden Boxes der Konzentrationen 0% und 1% zeigt eine gleichmaBige Verteilung in
dem Infektionsgrad der Riben (Normalverteilt). 43

Abb.4.4: Vergleich des Einflusses der beiden Sorten Wildriilbe und Kulturriibe auf den
Infektionsgradgrad. Die Kulturriibe zeigte einen geringfiigigen signifikanten Unterschied
in der Anzahl an Zysten des Nematoden, als die Wildribe.

Das Perzentil der beiden Boxes zeigt eine gleichmaBige Verteilung in dem Infektionsgrad
der Ruben (Normalverteilt). 44
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Abb.4.5: Einfluss der vier verschiedenen Anzuchtkammern, auf den Infektionsgrad des
Nematoden, auf die Pflanzen. Bei der Kammer 2 ist der Befall von Nematoden signifikant
héher als bei den Kammern 1, 3 und 4. Das Perzentil der vier Boxes zeigt eine
gleichmaBige Verteilung in dem Infektionsgrad der Riben (normalverteilt). 45

Abb.4.6: Vergleich der verschiedenen Regionen miteinander, wobei die Kulturriibe auch
als Region gezahlt wurde. Der Vergleich zeigte bei den Wildriiben aus Helgoland und der
Ostsee und der Kulturriibe einen signifikanten Unterschied im Befall der Nematoden, zu
den Wildriben der Adriaklste (Italien). Das Perzentil der vier Boxes zeigt bei allen
Regionen eine Normalverteilung. 45

Abb.4.7: Vergleich des Einflusses des Infektionsgrades der verschiednen Populationen
miteinander 1=Kulturriibe 2-6 der deutschen Wildriben, 7-14 Wildriben der italienischen
AdriakUste. Die signifikanten Unterschiede der einzelnen Populationen zeigte sich im
Unterschied der Populationen 1-6 zu den Populationen 7-14. Wie schon die Abbildung 4.5
zeigte, sind die Wildriben der italienischen Adriaklste starker Befallen als die Wildriben
der Ostseekilste und der Kulturriibe. Aber auch innerhalb der Populationen zeigten sich
signifikante Unterschiede. So war die italienische Wildriibe aus der Population Ausa Corno
am starkten Befallen und die Wildribe der Ostsee aus der Population am geringsten
Befallen. Das Perzentil der vierzehn Boxes zeigt bei sieben (H, Fa, BB, AIC, AC, PS, und
Fu) eine ungleichmaBige Verteilung in dem Infektionsgrad der Riben an, die restlichen
Populationen zeigen eine Normalverteilung an. 46

Abb.4.8: Bild eines Agarosegels nach der Restriktion mit HindIII. In Spur 1-3 und 8-10
ist das unverdaute Fragment zu sehen, wie es bei Riiben vorkommt, die das Merkmal fur
CMS nicht tragen. Bei den Kulturriiben dagegen (Spur 4,5 und 7) ist eines der beiden
kleineren Fragmente zu sehen, das nach der Restriktion aufgrund der entsprechenden
Schnittstelle entsteht. 47

Abb.4.9: M=Markerlinie Bei den Proben die 1998 am Standort Cervia gesammelt wurden
waren alle Proben negativ (links Wildribe). Es handelt sich um eine vollstandige
Wildribenpopulation. Als Kontrolle wurde rechts Kulturriben gepriift, in allen Proben war
die Bande fur das CMS zu erkennen. 48

Abb.4.10: M=Markerlinie, 1=Blindprobe, 2=negativ Kontrolle (Wildriibe). Bei den Proben
die 1999 in Cervia gesammelt wurden, handelte es sich um eine Mischpopulation von
CMS positiven (3-6,13) und CMS negativen (7-12) Proben. Probe 1 Blindprobe, Probe 2
Kontrolle einer Wildriibe, Probe 3 Kontrolle einer Kulturriibe mit einer CMS-Bande. 48

Abb.4.11: M=Markerlinie, P=negativ Kontrolle. Bei den Proben die 2001 vom Standort
Cervia gesammelt wurden, handelt es sich um eine Hybridpopulation. Die Proben 1,2 5-8
besitzen das CMS. Bei den Proben 3 und 4 ist kein CMS vorhanden. 48

Abb.4.12: Ausschnitt aus einem PA-Gel der italienischen Populationen N, To; Bo, SM, Pe,
Fu mit der Primenkombination P5. Es wurden jeweils die DNA von 10 Individuen pro
Population verwendet. An erster und an letzter Stelle befindet sich der Langenstandard M

(50-350bp). 50
Abb.4.13: Die italienische Adriakliste mit den eingezeichneten Standorten der
Wildribenpopulationen. 54
Abb.4.14: AFLP-Dendogramm der UPGMA-Analyse mit Bootstrap-Werten. 56
Abb.5.1: Charakteristischer Standort der B. vulg. ssp. maritima flir die italienische
AdriakUste (hier Standort Albarella). 62
Abb.5.2: Kultur-Unkrautriibenkomplexe (Harlan, 1965). 65
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Abb.5.3: Saline bei Cervia. Die Saline liegt in unmittelbarere Nahe zu den
Zuckerribensaatgutfeldern. 72

7.3 Tabellenverzeichnis

Tab.3.1: Liste der in den Untersuchungen berlcksichtigten Wildribenpopulationen.
Angegeben sind Standort/Herkunft, verwendete Abklrzungen (Abk.), Ursprungs-Region,
Jahr der Probennahme der Samen und die Art der Untersuchungen (Nematoden-
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und Negativkontrolle wurden der Senf und die Kulturriibe einmal in infizierter Erde und
nicht infizierter Erde angezogen. Die infizierte Erde wurde mit jeweils 15 Zysten von H.
schachtii inokuliert. 21

Tab.3.3: Versuchspflanzenzahl zur Bestimmung der Infektidsitat von Riibennematoden
in Abhangigkeit von der Salzkonzentration des GieBwassers. 23

Tab.3.4: Codierung der Populationen mit der zugehoérigen Salzkonzentration,

zur besseren Darstellung der Ergebnisse im Saulendiagramm. 24
Tab.3.5: Sequenz der eingesetzten Primer. 30
Tab.3.6: PCR-Komponenten die fir die Amplifikation verwendet wurden. 30
Tab.3.7: PCR-Bedingungen der selektiven Amplifikation. 30
Tab.3.8: Restriktionsvolumen fur die Restriktion. 30
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Tab.3.13: Komponenten fiir die Préaamplifikation. 34
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Tab.3.17: PCR-Bedingungen der selektiven Amplifikation. 35
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Zeitraum zwischen 1994 und 2001. Populationen mit mehr als 100 Individuen wurden
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Tab.4.2: Kurzbeschreibung der Standorte. 39
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Tab.4.3: Charakterisierung der Bodenproben einzelner Wildribenstandorte an der
italienischen Adria-Kliste. a-d gibt die Parallelen an die von den Boden als Proben
gezogen wurden. 40

Tab.4.4: Nach ca. 8-9 Wochen wurden die Pflanzen von der Erde befreit und auf Zysten
des Nematoden H. schachtii untersucht. 41

Tab4.5: Ergebnisse der PCR-RFLP zur Bestimmung von CMS. Angegeben sind die
Populationen und die Jahre in denen das Samenmaterial gesammelt wurde. Als negativ
sind die Proben bezeichnet die kein CMS besitzen. Als positiv wurden die Proben
bezeichnet bei denen CMS nachgewiesen werden konnte. 49

Tab.4.6: Anzahl der ausgewerteten Banden fir jede der funf unterschiedlichen
Primerkombinationen. 51
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und den Shannon Index bei den untersuchten Populationen. n gibt die Anzahl der
Individuen pro untersuchter Populationen an. Grau unterlegt sind die Populationen aus
denen Samenmaterial aus verschiedenen Jahrgangen vorhanden war. 51

Tab.4.8: Genetische Distanzen innerhalb der italienischen Populationen. Grau markiert
wurden jeweils die héchsten und die niedrigsten Werte im Vergleich zu den jeweiligen
Populationen. 53

Tab.4.9: Genetische Distanzen der deutschen Populationen und Referenz Populationen
zueinander. 54
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VIl Anhang

8.1 ANOVA (Rohdaten der statistischen Auswertung)

Daten plus Resistente

> ruebe<-read.table(’'d:/bine/arbeitsgruppe/ute/utes daten R file._txt", header=T)
> attach(ruebe)

> names(ruebe)

[1] "sorte" "pop"’ "konz" "plantnr" "zysten"™ "kammer'™ ‘‘popname"

[8] "region™

fkonz<-factor(konz)

> fkammer<-factor(kammer)

> anoval<-aov(zysten~sorte+konz+kammer+region+popname)

>

\

summary(anoval)

f Sum Sq Mean Sq F value Pr(cF)
sorte 1 138 138 0.1792 0.6721473
konz 1 21148 21148 27.4400 1.854e-07 ***
kammer 1 8559 8559 11.1059 0.0008818 ***
region 3 634192 211397 274.2934 < 2.2e-16 ***
popname 10 30182 3018 3.9162 2.801e-05 ***
Residuals 1479 1139862 771

> anova2<-aov(zysten~konz+kammer+region+popname)
> summary(anova2)
Df Sum Sq Mean Sq F value Pr(cF)

konz 1 21128 21128 27.4139 1.879e-07 ***
kammer 1 8360 8360 10.8471 0.001013 **
region 4 634550 158637 205.8361 < 2.2e-16 ***
popname 10 30182 3018 3.9162 2.801le-05 ***
Residuals 1479 1139862 771

> summary . Im(anova2)

Call:

aov(formula = zysten ~ konz + kammer + region + popname)
Residuals:

Min 1Q Median 3Q Max
-84.1678 -9.9053 0.3818 16.3047 188.2140

Coefficients: (4 not defined because of singularities)
Estimate Std. Error t value Pr(>|t])

(Intercept) 71.46923 5.88671 12.141 < 2e-16 ***
konz -9.76751 1.78146 -5.483 4.91e-08 ***
kammer -0.06454 1.24046 -0.052 0.958510
regionltalien 27.83216 5.02800 5.535 3.67e-08 ***
regionKulturribe 0.33262 3.93186 0.085 0.932594
regionOstsee -1.73489 5.69546 -0.305 0.760707
regionResistente -62.91472 4.70283 -13.378 < 2e-16 ***
popnameAlC -15.63217 4.44681 -3.515 0.000452 ***
popnameBB -7.88722 4.97367 -1.586 0.113000
popnameBo -9.93998 4.44819 -2.235 0.025592 *
popnameDZD -3.05155 4.27108 -0.714 0.475050
popnameFa 0.55906 4.31411 0.130 0.896909
popnameFu -23.18425 5.08355 -4.561 5.52e-06 ***
popnameNu -10.94207 4.90661 -2.230 0.025893 *
popnamePe -21.60063 4.59221 -4.704 2.79e-06 ***
popnamePW -10.20270 4.36264 -2.339 0.019486 *
popnameTo -9.22500 4.30286 -2.144 0.032201 *

Residual standard error: 27.76 on 1479 degrees of freedom
Multiple R-Squared: 0.3785, Adjusted R-squared: 0.3718
F-statistic: 56.3 on 16 and 1479 DF, p-value: < 2.2e-16

> par(mfrow=c(2,2))
> plot(anova2)
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Residuals vs Fitted Normal Q-Q plot
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> sinresist<-read.table("d:/bine/arbeitsgruppe/ute/utes daten R file sin
resist._txt", header=T)

> attach(sinresist)

> names(sinresist)

[1] "sortel™ ""popl” "'konz1" "plantnrl" *zystenl'" “kammerl' ‘‘popnamel’
[8] "regionl™ > konzlf<-factor(konzl)

91



VIII Anhang

> kammerlf<-fac

tor(kammerl)

> anova3<-aov(zystenl~sortel+konlf+regionl+popnamel+kammerilf)
> summary(anova3l)

Df Sum Sq Mean Sq F value Pr(GF)
sortel 1 14288 14288 20.8085 5.534e-06 ***
konlf 2 193786 96893 141.1155 < 2.2e-16 ***
regionl 2 97242 48621 70.8116 < 2.2e-16 ***
popnamel 10 39257 3926 5.7174 1.910e-08 ***
kammerlf 3 22088 7363 10.7232 5.750e-07 ***
Residuals 1357 931747 687
> summary . Im(anova3)
aov(formula = zystenl ~ sortel + konlf + regionl + popnamel +

kammerl1f)
Residuals:

Min 1Q Median 3Q Max
-89.904 -6.001 4.834 11.579 172.500

Coefficients: (4 not defined because of singularities)

Estimate Std. Error

t value PrCc|t])

(Intercept) 70.0756 3.1863 21.993 < 2e-16 ***
sortelw -9.2410 4.1456 -2.229 0.025969 *
konl1f0.5 18.7380 1.7136 10.935 < 2e-16 ***
konlfl -11.2868 1.7560 -6.428 1.79e-10 ***
regionlltalien 39.3313 6.0275 6.525 9.56e-11 ***
regionlOstsee 0.9271 5.8659 0.158 0.874447
popnamelAlC -26.5709 6.0003 -4.428 1.03e-05 ***
popnamelBB 11.5725 5.9152 1.956 0.050622 .
popnamelBo 1.3744 6.0121 0.229 0.819207
popnamelDZD -3.1457 4.0314 -0.780 0.435350
popnamelFa -0.3209 4.0727 -0.079 0.937203
popnamelFu -34.8052 6.0675 -5.736 1.19e-08 ***
popnamelNu -21.3116 5.9366 -3.590 0.000343 ***
popnamelPe -11.0711 6.1059 -1.813 0.070024 .
popnamelPW -8.1426 4.1198 -1.976 0.048307 *
popnamelTo -9.7696 4.0619 -2.405 0.016296 *
kammer1f2 -8.2298 4.4414 -1.853 0.064104 .
kammer1f3 -19.3774 4.2935 -4.513 6.94e-06 ***
kammerlf4 2.5860 4.2248 0.612 0.540567

Residual standard error: 26.2 on 1357 degrees of freedom

Multiple R-Squa

F-statistic: 29.67 on 18 and 1357 DF,

red: 0.2824,

p-value: < 2

Adjusted R-squared: 0.2729
.2e-16 > anova2<-

> plot(anova2)

> zy65tra<-((zystenl+1)**0.65)

> anova3<-aov(zy65tra~sortel+konzlf+regionl+kammerlf+popnamel)
> summary(anova3)

Df Sum Sq Mean Sq F value Pr(GF)
sortel 1 311.5 311.5 18.3697 1.948e-05 ***
konzlf 2 3917.4 1958.7 115.5135 < 2.2e-16 ***
regionl 2 2101.5 1050.8 61.9682 < 2.2e-16 ***
kammerlf 3 380.2 126.7 7.4746 5.790e-05 ***
popnamel 10 881.2 88.1 5.1970 1.639e-07 ***
Residuals 1357 23010.0 17.0
> summary . Im(anova3)

aov(formula = zy65tra ~ sortel + konzlf + regionl +

popnamel)
Residuals:

Min 1Q Median 3Q Max
-15.4312 -0.6365 0.9809 1.9127 19.5798

kammerlf +

Coefficients: (4 not defined because of singularities)

Estimate Std. Error

t value PrClt)])

(Intercept) 15.62558 0.50072 31.206 < 2e-16 ***
sortelw -1.25767 0.65147 -1.931 0.05375 .

konzl1f0.5 2.60446 0.26928 9.672 < 2e-16 ***
konzl1lfl -1.68047 0.27594 -6.090 1.47e-09 ***
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regionlltalien 5.58053 0.94720
regionlOstsee 0.01928 0.92182
kammer1f2 -1.13936 0.69796 -1.
kammer1f3 -2.87549 0.67471 -4.
kammerlf4 0.40596 0.66391
popnamelAlC -3.78875 0.94294 -4.
popnamelBB 1.67392 0.92956 1
popnamelBo 0.31526 0.94478
popnamelDZD -0.43582 0.63353 -0.
popnamelFa 0.05419 0.64002
popnamelFu -4.88670 0.95349 -5.
popnamelNu -2.90085 0.93292 -3.
popnamelPe -1.36106 0.95953 -1
popnamelPW -1.28938 0.64742 -1.
popnamelTo -1.55054 0.63831 -2.
Residual standard error: 4.118 on 1357

Multiple R-Squared: 0.2481,

5.
0.

0.

0.

F-statistic: 24.87 on 18 and 1357 DF,

> plot(anovaz2)
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8.2 Rohdaten der gezahlten Nematodenzysten

KonN Zy Pop TypKonN Zy Pop Typ Kon N Zys Pop Typ Kon N Zy Pop Typ
0 1 50 AIC w 0,519 103 AIC w 0,5 2 0 AlIC w 1 20 130 Fa w
0 2 81 AC w 0,520 119AIC w 0,5 3 0 AIC w 0 1 20 Fa w
0 3 82 ACw 0 1 0 ACw 0,5 4 0 AlIC w 0 2 55 Fa w
0 4 8 ACw 0 2 0 ACw 0,5 5 0 AlC w 0 3 53 Fa w
0 5 8 ACw 0 3 0 ACw 0,5 6 0 AlIC w 0 4 56 Fa w
0 6 9 ACw 0 4 0 ACw 0,5 7 0 AlC w 0 5 58 Fa w
0 7 9% ACw 0 5 0 ACw 0,5 8 0 AlIC w 0 6 41 Fa W
0 8 92 ACw 0 6 0 ACw 0,5 9 0 AIC w 0 7 55 Fa w
0 9 93 ACw 0 7 0 ACw 05 10 O AlIC w 0 8 55 Fa w
0 10 94 AC w 0 8 0 AC w 05 11 O AlC w 0 9 56 Fa w
0 11 949 AC w 0 9 0 AC w 0,5 12 15 AIC w 0 10 56 Fa w
0 12 94 AC w 0 10 0 AlC w 0,5 13 24 AIC w 0 11 56 Fa w
0 13 9 AC w 0 11 14 AIC W 0,5 14 32 AIC w 0 12 57 Fa w
0 14 9 AC w 0 12 16 AIC w 0,5 15 87 AIC w 0 13 58 Fa w
0 15 9 AC w 0 13 17 AIC w 0,5 16 89 AIC w 0 14 59 Fa w
0 16 9 AIC w 0 14 23 AIC w 0,5 17 92 AIC w 0 15 59 Fa w
0 17 9% AIC w 0 15 30 AIC w 0,5 18 73 AIC w 0 16 60 Fa w
0 18 9 AIC w 0 16 50 AlC w 0,5 19 76 AIC w 0 17 60 Fa w
0 19 97 AIC w 0 17 28 AlC w 0,5 20 80 AIC w 0 18 71 Fa w
0 20 110AIC w 0O 18 26 AIC w 05 1 0 AlC w 0 19 72 Fa Ww
051 60 AIC w 0 19 22 ACwW 05 2 0 ACw O 20 100 Fa w
052 9 AIC w 0 20 70 AIC w 0,5 3 0 AlIC w 0,5 1 0 Fa w
053 91 ACw 051 25 Fa W 0,5 4 0 AlIC w 0,5 2 0 Fa w
054 94 ACw 052 65 Fa w 055 0O ACw 053 0 Fa w
055 9 AC w 053 64 Fa Ww 0,5 6 0 AlIC w 0,5 4 0 Fa w
056 99 AC w 054 68 Fa w 05 7 O ACw 055 0 Fa w
057 1l10AC w 055 69 Fa w 0,5 8 0 AIC w 0,5 6 0 Fa w
058 113ACw 056 63 Fa w 059 O ACw 057 0 Fa w
059 114AC w 057 65 Fa w 05 10 O AlIC w 0,5 8 0 Fa w
0,510 115AC w 058 65 Fa w 05 11 23 ACw 059 0 Fa w
0,511 116 AIC w 059 66 Fa w 0,5 12 24 AIC w 0,5 10 O Fa w
0,5 12 118AIC w 0,510 67 Fa W 0,5 13 25 AIC w 0,5 11 O Fa w
0,513 118AIC w 0,511 68 Fa w 0,5 14 44 AC w 05 12 0 Fa w
0,514 119AIC w 0,512 68 Fa w 0,5 15 87 AC w 05 13 0 Fa w
0,5 15 119AIC w 0,513 69 Fa w 0,5 16 90 AIC w 05 14 O Fa w
0,516 119AIC w 0,514 69 Fa w 0,5 17 95 AC w 05 15 0 Fa w
0,517 120AC w 0,515 70 Fa w 0,5 18 9 AIC w 0,5 16 O Fa w
0,519 120AIC w 0,517 8 Fa w 0,5 17 0 Fa w 1 15 60 FSF w
0,520 145AC w 0,518 83 Fa W 05 18 O Fa w 1 16 50 FSF w
1 1 30 ACw 0519 8 Fa w 05 19 35 Fa w 1 17 51 FSF w
1 2 61 AC w 0,520 120Fa Ww 05 20 60 Fa w 1 18 51 FSF w
1 3 62 ACw 1 1 40 Fa w 05 1 0 Fa w 1 19 51 FSF w
1 4 70 ACw 1 2 90 Fa w 0,5 2 0 Fa w 1 20 100 FSF w
1 5 71 ICw 1 3 9 Fa w 0,5 3 0 Fa w 0 1 0 FSF w
1 6 72 ACw 1 4 91 Fa Ww 0,5 4 0 Fa w 0 2 0 FSF w
1 7 72 AIC w 1 5 95 Fa w 0,5 5 0 Fa w 0 3 0 FSF w
1 8 73 ACw 1 6 89 Fa w 0,5 6 0 Fa w 0 4 0 FSF w
1 9 73 ACw 1 7 91 Fa w 0,5 7 0 Fa w 0 5 0 FSF w
1 10 74 AC w 1 8 91 Fa w 0,5 8 0 Fa w 0 6 0 FSF w
1 11 75 AICw 1 9 8l Fa w 0,5 9 0 Fa w 0 7 0 FSF w
1 12 76 AIC w 1 10 82 Fa w 05 10 O Fa w 0 8 0 FSF w
1 13 76 AIC w 1 11 92 Fa w 05 11 23 Fa w 0 9 0 FSF w
1 14 78 AIC w 1 12 92 Fa W 0,5 12 23 Fa w 0 10 21 FSF w
1 15 79 AIC w 1 13 95 Fa w 0,5 13 28 Fa w 0 11 21 FSF w
1 16 79 AIC w 1 14 96 Fa w 0,5 14 33 Fa w 0 12 27 FSF w
1 17 80 AIC w 1 15 96 Fa w 0,5 15 42 Fa w 0 13 28 FSF w
1 18 84 AIC w 1 16 96 Fa w 0,5 16 50 Fa w 0 14 28 FSF w
1 19 8 AIC w 1 17 97 Fa Ww 0,5 17 67 Fa w 0 15 60 FSF w
1 20 110AIC w 1 18 100Fa w 05 18 70 Fa w 0 16 70 FSF w
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VIII Anhang

0 1 65 To w 0519 160To w 0 2 0 To k 0,5 20 120 Le k
KonN 2y Pop TypKonN Zy Pop Typ Kon N Zys Pop Typ Kon N Zy Pop Typ
1 3 37 Le k 0,51 90 Bo W 1 1 24 Le k 0 19 101 Bo w
1 4 39 Le k 052 98 Bo Ww 0 4 0 Bo w 0,5 2 0 Bo w
1 5 44 le k 0,53 107Bo w 0 5 0 Bo w 0,5 3 0 Bo w
1 6 48 Le k 0,54 108 Bo w 0 6 0 Bo w 0,5 4 0 Bo w
1 7 48 Le k 055 109Bo w 0 7 0 Bo w 055 0 Bo w
1 8 48 Le k 056 72 Bo W 0 8 0 Bo w 0,5 6 0 Bo w
1 9 49 Le k 057 110Bo w 0 9 0 Bo w 0,5 7 0 Bo w
1 10 49 Le k 0,58 110Bo w 0 10 O Bo w 0,5 8 0 Bo w
1 11 50 Le k 0,59 110Bo w 0 11 0 Bo w 0,5 9 0 Bo w
1 12 51 Le k 0,510 110Bo Ww 0 12 0 Bo w 0,5 10 O Bo w
1 13 51 Le k 0,5 11 120Bo w 0 13 0 Bo w 05 11 O Bo w
1 14 52 Le k 0,512 111Bo Ww 0 14 0 Bo w 05 12 0 Bo w
1 15 52 Le k 0,513 112Bo w 0 15 0 Bo w 0,5 13 24 Bo Ww
1 16 52 Le k 0,514 112Bo Ww 0 16 0 Bo w 0,5 14 85 Bo W
1 17 53 Le k 0515 115Bo w 0 17 0 Bo w 0,5 15 97 Bo Ww
1 18 54 Le k 0,516 113Bo W 0 18 5 Bo w 0,5 16 97 Bo W
1 19 55 Le k 0,517 114Bo w 0 19 8 Bo w 0,5 17 103 Bo w
1 20 112le k 0,518 115Bo w 0 20 60 Bo w 0,5 18 111 Bo w
0 1 0 Le k 0519 117Bo W 0 1 81 Bo w 0,5 19 120 Bo w
0O 2 O le k 0520 140Bo w 0 2 82 Bo w 0,5 20 160 Bo w
0 3 0 Le k 1 1 66 Bo w 0O 3 83 Bo w 1 1 0 Bo W
0 4 O Le k 1 2 68 Bo w 0 4 85 Bo w 1 2 0 Bo w
0 5 0 Le k 1 3 69 Bo w 0 5 8 Bo w 1 3 0 Bo w
0 6 O Le k 1 4 72 Bo W 0 6 52 Bo w 1 4 0 Bo w
0 7 0 Le k 1 5 73 Bo W 0 7 93 Bo w 1 5 0 Bo w
0O 8 O Le k 1 6 32 Bo W 0 8 93 Bo w 1 6 0 Bo w
0 9 0 Le k 1 7 75 Bo W O 9 94 Bo w 1 7 0 Bo W
0 10 0 Le k 1 8 75 Bo W 0 10 95 Bo w 1 8 0 Bo w
0 11 0 Le k 1 9 71 Bo w O 11 96 Bo w 1 9 0 Bo W
0 12 0 Le k 1 10 75 Bo W 0 12 90 Bo w 1 10 O Bo w
0 13 0 Le k 1 11 74 Bo W 0 13 93 Bo w 1 11 O Bo w
0 14 0 Le k 1 12 76 Bo W 0 14 95 Bo w 1 12 O Bo w
0 15 0 Le k 1 13 76 Bo W 0 15 99 Bo w 1 13 0 Bo w
0 16 7 Le k 1 14 80 Bo W 0 16 96 Bo w 1 14 O Bo w
0 17 8 Le k 1 15 77 Bo W 0 17 100 Bo w 1 15 0 Bo w
0 18 12 Le k 1 16 79 Bo W 0 18 110 Bo w 1 16 54 Bo W
0 20 15 Le k 1 18 80 Bo w 1 17 60 Bo w 0,5 15 14 BB Ww
0 1 0 Bo w 1 19 82 Bo W 1 18 64 Bo w 0,5 16 55 BB W
0 2 0 Bo w 1 20 100Bo w 1 19 65 Bo w 0,5 17 55 BB W
0 3 0 Bo w O 1 0 Bo w 1 20 67 Bo w 0,5 18 60 BB w
0 4 0 Bo w 0 2 0 Bo w 0 1 50 BB w 0,5 19 60 BB w
0O 5 O Bo w 0 3 O Bo w 0 2 52 BB w 05 20 70 BB w
0O 6 0 Bo w 0 4 0 Bow 0 3 53 B w 1 1 0 BB w
o 7 O Bo w 0 5 O Bo w 0 4 58 BB w 1 2 0 BB w
0 8 0 Bo w 0 6 0 Bo w 0 5 58 BB w 1 3 0 BB w
0 9 O Bo w 0 7 0 Bo w 0 6 40 BB w 1 4 0 BB w
0 10 O Bo w O 8 O Bo w 0 7 61 BB w 1 5 0 BB w
0 11 0 Bo w 0 9 0 Bo w 0 8 62 BB w 1 6 0 BB w
0 12 0 Bo w 0 100 Bo w 0 9 62 BB w 1 7 0 BB W
0 130 Bo w O 11 0 Bo w 0 10 60 BB w 1 8 0 BB w
0 14 0 Bo w 0 12 0 Bo w 0 11 60 BB w 1 9 0 BB w
0 15 8 Bo w O 13 0 Bo w 0 12 64 BB w 1 10 O BB w
0 16 12 Bo w O 14 24 Bo W 0 13 64 BB w 1 11 O BB w
0 17 23 Bo w O 15 92 Bo W 0 14 70 BB w 1 12 O BB w
0 18 24 Bo w O 16 96 Bo W 0 15 66 BB w 1 13 0 BB w
0 19 84 Bo w O 17 97 Bo W 0 16 67 BB w 1 14 O BB w
0 20 90 Bo w O 18 99 Bo w 0 17 68 BB w 1 15 0 BB w
0 1 0 Bo w O 19 100Bo w 0 18 68 BB w 1 16 4 BB w
0 2 0 Bo w 0 20 110Bo w 0 19 68 BB w 1 17 8 BB w
0 3 0 Bo w 051 0 Bo Ww 0 20 99 BB w 1 18 9 BB w
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VIII Anhang

056 0 BB w 0 4 0O Pe w 051 8 BB w 1 19 10 BB w
KonN 2y Pop TypKonN Zy Pop Typ Kon N Zys Pop Typ Kon N Zy Pop Typ
057 0 BB w 0 5 0 pPe 05 2 83 BB w 1 20 12 BB w
058 0 BB w 0 6 0 Pe 0,5 3 85 BB w 0 1 69 Pe w
059 0 BB w 0 7 0 Ppe 05 4 8 BB w 0 2 71 Pe w
0510 0 BB w 0 8 0 Pe 0,5 5 86 BB w 0 3 72 Pe w
0511 0 BB w 0 9 0 Ppe 05 6 66 BB w 0 4 75 Pe w
0512 0 BB w 0 10 0O Pe 0,5 7 87 BB w 0 5 75 Pe w
0513 10 BB w 0 11 0 Ppe 05 8 8 BB w 0 6 25 Pe w
0514 12 BB w 0 12 0 Pe 0,5 9 89 BB w 0 7 76 Pe w
0 13 0 Pe w 1 11 43 Le k 0,5 11 100 BB w 0 9 75 Pe w
0 14 0 Pe w 1 12 43 Le k 0,5 12 100 BB w 0 10 77 Pe w
0 15 0 Pe w 1 13 45 Le k 0,5 13 95 BB w 0 11 78 Pe w
0 16 14 Pe w 1 14 60 Le k 0,5 14 98 BB w 0 12 78 Pe w
0 17 78 Pe w 1 15 49 Le k 0,5 15 90 BB w 0 13 79 Pe w
0 18 80 Pe w 1 16 50 Le k 0,5 16 91 BB w 0 14 79 Pe w
0 19 85 Pe w 1 17 50 Le k 0,5 17 91 BB w 0 15 78 Pe w
0 20 88 Pe w 1 18 51 Le k 0,5 18 91 BB w 0 16 80 Pe w
051 0 Pe w 1 19 52 Le k 05 19 95 BB w O 17 85 Pe w
052 0 Pe w 1 20 80 Le k 0,5 20 105 BB w 0 18 80 Pe w
053 0 Pe w 0 1 0 Le k 1 1 43 BB w O 19 90 Pe w
054 0 Pe w 0 2 0 Le k 1 2 46 BB w 0 20 100 Pe w
055 0 Pe w 0 3 0 Le k 1 3 46 BB w 0,5 1 83 Pe w
056 0 Pe w 0 4 0 Le k 1 4 46 BB w 0,5 2 85 Pe w
057 0 Pe w 0 5 0 Le k 1 5 47 BB w 05 3 88 Pe w
058 0 Pe w 0 6 0 Le k 1 6 30 BB w 0,5 4 90 Pe w
059 0 Pe w 0 7 0O LlLe k 1 7 5 BB w 055 91 Pe w
0510 0 Pe w 0 8 0 Le k 1 8 50 BB w 0,5 6 95 Pe w
0511 0 Pe w 0 9 0 Le k 1 9 45 BB w 05 7 95 Pe w
0512 0 Pe w 0 10 0 Le k 1 10 50 BB w 0,5 8 95 Pe w
0513 0 Pe w 0O 11 0 Le k 1 11 50 BB w 05 9 9 Pe w
0514 60 Pe w 0 12 0 Le k 1 12 51 BB w 0,5 10 96 Pe w
0515 65 Pe w O 13 0 Le k 1 13 51 BB w 05 11 96 Pe w
0516 66 Pe w 0 14 0 Le k 1 14 51 BB w 0,5 12 97 Pe w
0517 68 Pe w 0 150 Le k 1 15 52 BB w 0,5 13 98 Pe w
0,518 69 Pe w 0 16 0 Le k 1 16 50 BB w 0,5 14 98 Pe w
0519 70 Pe w 0 17 19 Le k 1 17 56 BB w 0,5 15 98 Pe w
0,520 114Pe w 0 18 20 Le k 1 18 54 BB w 0,5 16 100 Pe w
1 1 0 Pe w O 19 23 Le k 1 19 57 BB w 0,5 17 109 Pe w
1 2 0 Pe w 0O 20 50 Le k 1 20 85 BB w 0,5 18 110 Pe w
1 3 0 Pe w 051 0 Le k 0O 1 O BB w 05 19 110 pe w
1 4 0 Pe w 052 0 Le k 0 2 0 BB w 0,5 20 120 Pe w
1 5 0 Pe w 053 0 Le k 0 3 0 BB w 1 1 50 Pe w
1 6 0 Pe w 054 0 Le k 0 4 O BB w 1 2 51 Pe w
1 7 0 Pe w 055 0 Le k 0 5 0 BB w 1 3 53 Pe w
1 8 0 Pe w 056 0 Le k 0 6 O BB w 1 4 55 Pe w
1 9 0 Pe w 057 0 Le k 0 7 0 BB w 1 5 55 Pe w
1 10 0 Pe w 058 0 Le k 0 8 0 BB w 1 6 42 Pe w
1 11 0 Pe w 059 0 Le k 0 9 0 BB w 1 7 56 Pe w
1 12 0 Pe w 0510 0 Le k 0 10 O BB w 1 8 57 Pe w
1 13 0 Pe w 0511 0 Le k 0 11 O BB w 1 9 57 Pe w
1 14 0 Pe w 0512 0 Le k 0 12 0 BB w 1 10 58 Pe w
1 15 0 Pe w 0513 0 Le k 0 13 13 BB w 1 11 60 Pe w
1 16 8 Pe w 0,514 12 Le k 0 14 13 BB w 1 12 61 Pe w
1 17 10 Pe w 0,515 13 Le k 0 15 16 BB w 1 13 61 Pe w
1 18 14 Pe w 0,516 17 Le k 0 16 18 BB w 1 14 61 Pe w
1 19 18 Pe w 0,517 23 Le k 0 17 20 BB w 1 15 62 Pe w
1 20 23 Pe w 0,518 40 Le k 0 18 23 BB w 1 16 65 Pe w
0 1 51 Le k 0519 50 Le k 0 19 24 BB w 1 17 65 Pe w
0 2 52 Le k 0,520 100Le k 0 20 50 BB w 1 18 66 Pe w
0 3 53 Le k 1 1 0 Le k 0,5 1 0 BB w 1 19 68 Pe w
0 4 57 Le k 1 2 0 Le k 0,5 2 0 BB w 1 20 90 Pe w
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VIII Anhang

0 5 57 Le k 1 3 0 Le k 0,5 3 0 BB w 0 1 0 Pe w
KonN 2y Pop TypKonN Zy Pop Typ Kon N Zys Pop Typ Kon N Zy Pop Typ
0 6 12 Le k 1 4 0 Le k 0,5 4 0 BB w 0 2 0 Pe w
0 7 58 Le k 1 5 0 Le k 0,5 5 0 BB w 0 3 0 Pe w
0 8 58 Lle k 1 6 0 Le k 1 4 43 Fu w 05 2 89 Nu w
0 9 59 Le k 1 7 0 Le k 1 5 4 Fu w 0,5 3 85 Nu w
0O 10 59 Le k 1 8 0 Le k 1 6 45 Fu w 05 4 91 Nu w
0 11 60 Le k 1 9 0 Le k 1 7 45 Fu w 0,5 5 99 Nu w
0 12 40 Le k 1 100 Le k 1 8 47 Fu w 056 9 Nu w
0 13 60 Le k 1 11 0 Le k 1 9 47 Fu w 0,5 7 95 Nu w
0 14 61 Le k 1 12 0 Le k 1 10 47 Fu w 05 8 101 Nu w
0 15 62 Le k 1 13 0 Le k 1 11 47 Fu w 0,5 9 102 Nu w
0 16 59 Le k 1 14 0 Le k 1 12 48 Fu w 0,5 10 100 Nu w
0 17 60 Le k 1 15 0 Le k 1 13 49 Fu w 0,5 11 103 Nu w
0 18 64 Le Kk 1 16 0 Le k 1 14 50 Fu w 0,5 12 103 Nu w
0 19 66 Le k 1 17 5 Le k 1 15 54 Fu w 0,5 13 104 Nu w
0 20 98 Le Kk 1 18 10 Le k 1 16 56 Fu w 0,5 14 105 Nu w
0,51 70 Le k 1 19 12 Le k 1 17 56 Fu w 0,5 15 105 Nu w
0,52 66 Le Kk 1 20 15 Le k 1 18 57 Fu w 0,5 16 108 Nu w
053 79 Le k 0 1 15 Fu w 1 19 5 Fu w 0,5 17 110 Nu w
054 79 Le k 0 2 64 Fu w 1 20 9 Fu w 0,5 18 112 Nu w
055 79 Le k O 3 65 Fu w O 1 0 Fu w 0,5 19 120 Nu w
056 52 Lle k 0O 4 65 Fu w O 2 0 Fu w 05 20 150 Nu w
057 8 Le k 0O 5 65 Fu w 0 3 0 Fu w 1 1 50 Nu w
058 80 Le k 0 6 66 Fu w 0 4 O Fu w 1 2 51 Nu w
059 81 Lle k 0 7 67 Fu w 0 5 0 Fu w 1 3 65 Nu w
0510 82 Le k O 8 67 Fu w 0 6 0 Fu w 1 4 67 Nu w
0511 70 Le k O 9 68 Fu w 0 7 0 Fu w 1 5 69 Nu w
0512 80 Le k O 10 71 Fu w 0 8 O Fu w 1 6 70 Nu w
0513 83 Lle k O 11 72 Fu w 0 9 O Fu w 1 7 70 Nu w
0,514 8 Le k 0 12 73 Fu w O 10 O Fu w 1 8 70 Nu w
0515 84 e k 0 13 73 Fu w 0 11 O Fu w 1 9 71 Nu w
0516 83 Le k O 14 75 Fu w O 12 0 Fu w 1 10 71 Nu w
0517 79 Le k 0 15 76 Fu w 0 13 0 Fu w 1 11 72 Nu w
0518 80 Le k O 16 77 Fu w O 14 0 Fu w 1 12 72 Nu w
0,519 90 Le k 0 17 77 Fu w 0 15 0 Fu w 1 13 72 Nu w
0,520 110Le k O 18 8 Fu w ©0 16 17 Fu w 1 14 74 Nu w
1 1 30 Le kK 0 19 8 Fu w 0 17 72 Fu w 1 15 75 Nu w
1 2 35 Lle kK 0 20 100Fu w O 18 75 Fu w 1 16 76 Nu w
1 3 40 Le k 051 74 Fu w O 19 75 Fu w 1 17 76 Nu w
1 4 31 Le k 052 85 Fu w O 20 77 Fu w 1 18 79 Nu w
1 5 41 Le k 053 85 Fu w 05 1 0 Fu w 1 19 80 Nu w
1 6 20 Le k 054 85 Fu w 05 2 O Fu w 1 20 97 Nu w
1 7 41 le kK 055 8 Fu w 05 3 O Fu w O 1 0 Nu w
1 8 22 le kK 056 8 Fu w 05 4 0 Fu w O 2 0 Nu w
1 9 42 le kK 057 8 Fu w 055 O Fu w O 3 0 Nu w
1 10 42 le k 058 8 Fu w 056 0 Fu w 0 4 0 Nu w
059 8 Fu w 0 7 8 Nu w 058 O Fu w O 6 O Nu w
0510 99 Fu w 0 8 8 Nu w 05 9 O Fu w 0 7 0 Nu w
0511 919 Fu w 0 9 8 Nu w 05 10 O Fu w 0 8 O Nu w
0512 92 Fu w 0O 10 8 Nu w 05 11 0 Fu w 0 9 12 Nu w
0513 95 Fu w 0 11 8 Nu w 10,55 12 O Fu w O 10 23 Nu w
0,514 9 Fu w O 12 8 Nu w 0,5 13 O Fu w O 11 23 Nu w
0515 9% Fu w O 13 8 Nu w 0,5 14 6 Fu w O 12 23 Nu w
0516 98 Fu w 0 14 87 Nu w 0,5 15 10 Fu w O 13 24 Nu w
0517 98 Fu w 0 15 8 Nu w 0,5 16 8 Fu w 0 14 80 Nu w
0,518 99 Fu w 0 16 90 Nu w 0,5 17 92 Fu w O 15 83 Nu w
0,519 100Fu w O 17 93 Nu w 0,5 18 93 Fu w O 16 86 Nu w
0,520 110Fu w O 18 94 Nu w 0,5 19 9 Fu w O 17 87 Nu w
1 1 21 Fu w 0 19 96 Nu w 0,5 20 107 Fu w O 18 88 Nu w
1 2 41 Fu w 0 20 120Nu w 1 1 0 Fu w O 19 89 Nu w
1 3 42 Fu w 0,51 80 Nu w 1 2 0 Fu w O 20 100 Nu w
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VIII Anhang

8.3 Zusammensetzung und Dosierungsvorschrift der Steiner-Nahrlosung

Stammldésung A
Ca(NO3)2 X 4 H,0 882 g
KNO; 444 g
in 10 | Aqua demin. I6sen

Stammlésung B

KH,PO,4 134 g
K2SS04 154 g
MgS0O, x 7 H,0 473 g
H,SO, (0,1 n) 125 ml

in 10 | Aqua demin. I6sen

Stammlésung C

NaFe EDTA 32,85 g/l H,O

Stammlésung D

MnSO4 x 1 H,0 2000 mg/100ml H,0

HsBO,4 2690 mg/100ml heiBes H,O
ZnS04 x 7 H,O 560 mg/100ml H,0

CuS0O4 x 5 H,O 78 mg/100ml H,0

Na,MoO4 x 2 H,0 126 mg/100ml H,0

zusammen auf 1 | aufftillen, CuSO, erst am Schluss zugeben

Mengen fir 1 | gebrauchsfertige Nahrlésung

Stammlésung A 10 ml
Stammlésung B 10 ml
Stammlésung C 1 ml
Stammlésung D 1 ml

Dosierung fir 25 kg trockenen Sand 1,2 | Steiner + 0,8 H,0
Dosierung fir 25 kg feuchten Sand nur 1,2 | Steiner
Auf 250 g feuchten L&ss 12 ml
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VIII Anhang

8.4 0/1 Matrix der AFLP-Ergebnisse

Alabarella Club
0111111000011110110101111101100001110000011011011110111111111011110110110001011100001101111111010110111100000111110111
0101110110110100111111111111111000000011101111111111111110111111110111001011101111111000101111111011101011110111110100
0111101101011111011000011100000110110111101111111110111101101100010111000011011111110101101111000001111101110101110110
1101001111111111111110000000111010111111111111101111111101110010111011111110001011111110111010111101111100100111101101
0111110110000111000001101101111011111111101111011011000101110000110111111101011011110000011111011101011101101101001111
1111111111100000001110101111111111111011111111011100101110111111100010111111101110101111011111000101111011010111110110
0001110000011011011110111111111011110110110001011100001101111111010110111100000111110111010111011011010011111111111111
1000000011101111111111111110111111110111001011101111111000101111111011101011110111110000111110110101111101100001110000
0110110111101111111110111101101100010111000011011111110101100111000001111101110101110110110100111111111111111000000011
1011111111111111101111111101110010111011111110001011111110111010111101111110000111101101011111011000011100000110110111
1011111111101111011011000101110000110111111101011001110000011111011101011101101101001111111111111110000000111011111111
1111111011111111011100101110111111100010111111101110101111011111010001111011010111110110000111000001101101111011111111
1011110110110001011100001101111111010110011100000111110110010111011011010011111111111111100000001110111111111111111011
1111110111001011101111111000101111111011101011110111110100011110110101111101100001110000011011011110111111111011110110
1100010111000011011111110101101111000001111101110101110110110100111111111111111000000011101111111111111110111111110111
0010111011111110001011111110111010111101111100100111101101011111011000011100000110110111101111111110111101101100010111
0000110111111101011011110000011111011101011101101101001111111111111110000000111011111111111111101111111101110010111011
1111100010111111101110101111011111000101111011010111110110000111000001101101111011111111101111110010111101110000110111
1111010110011100000111110111010111011011010011111111111111100000001110111111111111111011111111011100101110111111100010
111111101110101111

Albarella Hafen
0111111000011110110101111101100001110000011011011110111111111011110111110100011000001111111111010110111100000111110111
0111111110111111111111111111110101101111101111111111111111111111110111011011101111111000101111111011111011110111110100
0111101101011111011000011100000110110111101111111111111111111010001100000111111111101011011110000011111011101111111110
1111111111111111111101011011111011111111111111111111111101110110111011111110001011111110111110111101111100100111101101
0111110110000111000001101101111011111111101111111111010001100000111111111101011011110000011111011101111111101111111111
1111111111100110111110111111111111111111111111011101101110111111100010111111101111101111011111000101111011010111110110
0001110000011011011110111111111011111111110100011000001111111111010110111100000111110111011111111011111111111111111111
1001101111101111111111111111111111110111011011101111111000101111111011111011110111110000111110110101111101100001110000
0110110111101111111110111111111101000110000011111111110101101111000001111101110111111110111111111111111111111001101111
1011111111111111111111111101110110111011111110001011111110111110111101111110000111101101011111011000011100000110110111
1011111111101111111111010001100000111111111101011011110000011111011101111111101111111111111111111110011011111011111111
1111111111111111011101101110111111100010111111101111101111011111010001111011010111110110000111000001101101111011111111
1011111111110100011000001111111111010110111100000111110111011111111011111111111111111111100110111110111111111111111111
1111110111011011101111111000101111111011111011110111110010011110110101111101100001110000011011011110111111111011111111
1101000110000011111111110101101111000001111101110111111110111111111111111111111001101111101111111111111111111111110111
0110111011111110001011111110111110111101111100010111101101011111011000011100000110110111101111111110111111111101000110
0000111111111101011011110000011111011101111111101111111111111111111110011011111011111111111111101111111101110110111011
1111100010111111101111101111011111100001111111010111110110000011000001111111111011111111101111011001010001110000111111
1111010110111101000111110111010111111111110111011111111111110110111110111111111111111011111111011101101110111111100010
111111101111101111

Albarella Hafen 01
0111111000011111110101111101100000110000011111111110111111111011110110010100011100001111111111010110111101000111110111
0101111111111101110111111111111100100011101111111111111110111111110111001011111011111001101111111011111011110111110000
0111111101011111011000001100000111111111101111111110111101101101000111000011111111110101101111010001111101110101111111
1111011101111111111111001000111011111111111111101111111101110010111110111110011011111110111110111101111101000111111101
0111110110000011000001111111111011111111101111011011010001110000111111111101011011110100011111011101011111111111011101
1111111111100010001110111111111111111011111111011100101111101111100110111111101111101111011111000101111111010111110110
0000110000011111111110111111111011110110110100011100001111111111010110111101000111110111010111111111110111011111111111
0100100011101111111111111110111111110111001011111011111001101111111011111011110111110000111111110101111101100000110000
0111111111101111111110111101101101000111000011111111110101101111010001111101110101111111111101110111111111111100100011
1011111111111111101111111101110010111110111110011011111110111110111101111110000111111101011111011000001100000111111111
1011111111101111011011010001110000111111111101011011110100011111011101011111111111011101111111111101001000111011111111
1111111011111111011100101111101111100110111111101111101111011111010001111111010111110110000011000001111111111011111111
1011110110110100011100001111111111010110111101000111110111010111111111110111011111111111010010001110111111111111111011
1111110111001011111011111001101111111011111011110111110010011111110101111101100000110000011111111110111111111011110110
1101000111000001111111110101101111010001111101110101111111111101110111111111110100100011101111111111111110111111110111
0010111110111110011011111110111110111101111100010111111101011111011000001100000111111111101111111110111101101101000111
0000111111111101011011110100011111011101011111111111011101111111111101001000111011111111111111101111111101110010111110
1111100111111111101111101111011111000101111111010111110110000011000001111111111011111111101111011011010001110000111111
1111010110111101000111110111010111111111110111011111111111010010001110111111111111111011111111011100101111101111100111
111111101111101111

Albarella
0111111000011111110101111101100001110000011011011110111111111011110110110001011100001101111111010110111100000111110111
0101110110110100110111111111111000100011101111111111111110111111111111001010101011111000101111111011101011110111110100
0111111101011111011000011100000110110111101111111110111101101100010111000011011111110101100111000001111101110101110110
1101001101111111111110001100111011111111111111101111111111110010101010111110001011111110111010111101111100100111111101
0111110110000111000001101101111011111111101111011011000101110000110111111101011001110000011111011101011101101101001101
1111111111100011001110111111111111111011111111111100101010101111100010111111101110101111011111000101111111010111110110
0001110000011011011110111111111011110110110001011100001101111111010110011100000111110111010111011011010011011111111111
1000110011101111111111111110111111111111001010101011111000101111111011101011110111110000111111110101111101100001110000
0110110111101111111110111101101100010111000011011111110101100111000001111101110101110110110100110111111111111000110011
1011111111111111101111111111110010101010111110001011111110111010111101111110000111111101011111011000011100000110110111
1011111111101111011011000001110000110111111101011001110000011111011101011101101101001101111111111110001100111011111111
1111111011111111111100101010101111100010111111101110101111011111010001111111010111110110000111000001101101111011111111
1011110110110001011100001101111111010110111100000111110111010111011011010011011111111111100011001110111111111111111011
1111111111001010101011111000101111111011101011110111110010011111110101111101100001110000011011011110111111111011110110
1100010111000011011111110101100111000001111101110101110110110100110111111111111000110011101111111111111110111111111111
0010101010111110001011111110111010111101111100010111111101011111011000011100000110110111101111111111111011011000110111
0000110111111101011011110000011111011101011101101101001101111111111110001100111011111111111111101111111111110010101010
1111100010111111101110101111011111000011111111010111110110000111000001101101111011111111101111011011000101110000110111
1111010110111100000111110111010111011011010011011111111111100011001110111111111111111011111111111100101010101111100010
111111101110101111

Bocassette
0111111000011011111101111101100001110010010111011010111111111010100111111001011100001101011011010111111100011111110011
0101111110011111010111111111111100010111111111111111111111110010111111111111101111111000001011110001111111000111110100
0110111111011111011000011100100101110110101111111110101001111110010111000011010110110101111111000111111100110111111110
0111110101111111111111000101111111111111111111111110101111111111111011111110010010111100011111110001111100100110111111
0111110110000111001001011101101011111111101110011111100101100000110101101101011111110001111111001101111111100111110101
1111111111110001011111111111111111111111101011111101110110100111000100101111000111111100011111000101101111110111110110
0001110010010111011010111111111010100111111001011000001100011011010111111100011111110011011111111001111101011111111111
1100010111111111111111111111111010111111111111101111111001001011110001111111000111110000111011111101111101100001110010

103



VIII Anhang

0101110110101111111110101001111110010110000011010110110101111111000111111100110111111110011111010111111111111100010111
1111111111111111111110101111111111111011111100010010111000011011110001111110000110111111011111011000011100100101110110
1011111111101010011111100100110100110101101101011111110001111111001101111111100111110101111111111111000101111111111111
1111111111101011111111110110110111100100101111000111111100011111010001101111110111110110000111001001011101101011111111
1010100111101001001001001101011011010111111100011111110011011111111001111101011111111111110001011111111111111111111111
1010111111111111101111111001001011110001111111000111110001011011111101111101100001110010010111011010111111111010100111
1110000111000011010110110101111111000111111100110111111110011111010111111111111100010111111111111111111111111010111111
1111111011111110010010111100011111110001111100001110111111011111011000011100100101110110101111111110101001111010010110
0000110101101101011111110001111111001101111111100111110101111111111111000101111111111111111111111110101101111111110011
1111100100101111000111111100011111100001101111110111110110000111001001011101101011111111101010011011100101100000110101
1011010111111100011111110011011111111001111101011111111111110001011111111111111111111111101011111111111110111111100100
101111000111111100

Cervia
0111111010011111100101101101100000110100111111001010111111111010110111010010111100001111111111011111101101000111110110
0101110111110110111111111111111000011001011110110111111010011111110111001011101111111000101001111011101110110111111001
0111111001011011011000001101001111110010101111111110101101110100101111000011111111110111111011010001111101110101110111
1101101111111111111110000110010111101101111110100111111101110010111011111110001010011110111011101101111110001111111001
0110110110000011010011111100101011111111101011011101001011110000111111111101111110110100011111011101011101111101101111
0111111111100001100101111011011111101001111111011100101110111111100010100111101110111011011111110001111110010110110110
0000110100111111001010111111111010110111010010111100001111111111011111101101000111110111010111011111011011111111111111
1000011001011110110111111010011111110111001011101111111000101001111011101110110111111010011111100101101101100000110100
1111110010101111111110101101110100101111000011111111110111111011010001111101110101110111110110111111111111111000011001
0111101101111110100111111101110010111011111110001010011110111011101101111110010111111001011011011000001101001111110010
1011111111101011011101001011110000111111111101111110110100011111011101011101111101101111111111111110000110010111101101
1111101001111111011100101110111111100010100111101110111011011111100011111110010110110110000011010011111100101011111111
1010110111010010111100001111111111011111101101000111110111010111011111011011111111111111100001100101111011011111101001
1111110111001011101111111000101001111011101110110111111100011111100101101101100000110100111111001010111111111010110111
0100101111000011111111110111111011010001111101110101110111110110111111111111111000011001011110110111111010011111110111
0010111011111110001010011110111011101101111110100111111001011011011000001101001111110010101111111110101101110100101111
0000111111111101111100110100011111011101011101111101101111111111111110000110010011101101111110100111111101110010111011
1111100010100111101110111011011111100101111110010110110110000011010011111100101011111111101011011101001011110000111111
1111010110111101000111110111010111111111110111011111111111010010001110111111111111111011111111011100101111101111100111
111111101110111011

Ausa Corno
0111111001011101100101111101101100110101110011100101111110011111101110101001011101001101011111011111011101001111110111
1111111101111110111110111111110010101011111011111111101111111111111111111010111111111001011011100001101111000111111001
0111011001011111011011001101011100111001011111100111111011101110010111010011010111110111110111010011111101111111111110
1111101111101111111100101010111110111111111011111111111111111110101011111110010110111100011111110001111110010111011001
0111110110110011010111001110010111111001111110111011100101100100110101111101111101110100111111011111111111110111101111
1011111111001010101111101111111110111111111111111011001010100111000101101111000111111100011111100101110110010111110110
1100110101110011100101111110011111101110111001011001001101011111011111011101001111110111111111111110111011111011111111
0010101011111011111111101111111111111111111010101111111001011011110001111111000111111001011101100101111101101100110101
1100111001011111100111111011101110010111010011010111110111110111010011111101111111111111110110111110111111110010101011
1110111111111011111111111111101100001011111110010110111100011111110001111110010111011001011111011011001101011100111001
0111111001111110111010100101100100110101111101111101110100111111011111111111111110101111101111111100101010101110111111
1110111111111111111111101010111111100101101111000111111100011111100101110110010111110110110011010111001110010111111001
1111101110111001011001001101011111011111011101001111110111111111111111110011111011111111001010101111101111111110111111
1111111111111010101111111001011011110001111111000111111001011101100101111101101100110101110011100101111110011111101110
1110011110010011010111110111110111010011111101111111111101111110111110111111110010100011111011111111101111111111111111
1110101011111110010110111100011111110001111110010111011001011111011011001101011100111001011111100111111011101110011111
0101110101111101111101110100111111011111111111101111101111101111111100101000111110111111111011111111111111111110101011
0111100101100111000111111100011111100101110110010111110110110011010111001110010111111001111110111011100111110101110111
1111011111011101001111110111111111111101111011111011111111001010001111111111111110111011111111011111001010111111100101
101111000110111100

Bibione
0111111001011101111101111101100100110100111011101111111111110101011110011101011001101101111111010111011100000111110001
1111011110101111111111100111110010101101111111111110110111110011111111001111100111101010101111111110101110010111111001
0111011111011111011001001101001110111011111111111101010111100110010110011011011111110101110111000001111100011111111110
1101111111111001111100101011011111111111101101111110111111110011111001111010101011111111001011100101111110010111011111
0111110110010011010011101110111111111111010101111001110101100110110111111101011101110000011111000111111111101111011111
1110011111001010110111111111111011011101101111111100111110011110100010111111111010111001011111100101110111110111110110
0100110100111011101111111111110101011110011101011001101101111111010111011100000111110001111111111011111011111110011111
0010101101111111111110110111011011111111001111100111101010101111111110101110010111111001011101111101111101100100110100
1110111011111111111101010111100111010110011011011111110101110111000001111100011111111110111111011111100111110010101101
1111111111101101110110111111110011111001111010001011111110101011100101111110010111011111011111011001001101001110111011
1111111111010001111001110101100110110111111101011101110000011111000111111111101111111011111001111100111011011111101111
1011011101101111111100111110011110101010111111111010111001011111100101110111110111110110010011010011101110111111111111
0101011110011101011001101101111111010111011100000111110001111111111011111111011110011111001010110101111111111011011101
1011111111001111100111101000101111111010101110010111111001011101111101111101100100110100111011101111111111110101011110
0111010110011011011111110101110111000001111100011111111110111111111011100111110010101101111111111110110111011011111111
0011111001111010101011111111101011100101111110010111011111011111011001001101001110111011111111111101010111100111010110
0110110111111101011101110000011111000111111111101111111111011001111100101011011111111111101101110110111111110011111001
1110100010111111111010111001011111100101110111110111110110010011010011101110111111111111010101111001110101100110110111
1111010111011100000111110001111111111011111111111101011111001010110111111111111011011101101111111100111110011110101010
111111110010111001

Grado
0111111001011100110101111101100001110000011011011110111111111010110110110001011100001101111111010110011100001111110111
0101110110110100111111110111111000100011101111110111011110111111110111001010101111111000100111111001101011110111111001
0111001101011111011000011100000110110111101111111110111101101100010111000011011111110101101111000011111101110101110110
1101001111111110111110001000111011111111110111101111111101110010101011111110001001111110011010111101111110010111001101
0111110110000111000001101101111011111111101111011011000101110000110111111101011011110000111111011101011101101101001111
1111110111100010001110111111111101111011111111011100101010111111100010011111100111101111011111100101110011010111110110
0001110000011011011110111111111011110110110001011100001101111111010110111100001111110111010111011011010011111111111011
1000110011101111111111011110111111110111001010101111111000100111111001101011110111111001011100110101111101100001110000
0110110111101111111110111101101100010111000011011111110101100111000011111101110101110110110100111111111111011000100011
1011111111110111101111111101110010101011111110001001111110011010111101111110010111001101011111011000011100000110110111
1011111111101111011011000101110000110111111101011001110000111111011101011101101101001111111111111010001000111011111111
1101111011111111011100101010111111100010011111100110101111011111100101110011010111110110000111000001101101111011111111
1011110110110001011100001101111111010110111100001111110111010111011011010011111111111111000010001110111111111101111011
1111110111001010101111111000100111111001101011110111111001011100110101111101100001110000011011011110111111111011110110
1100010111000011011111110101100111000011111101110101110110110100101111111111111000100011101111111111011110111111110111
0010101011111110001001111110011010111101111110010111001101011111011000011100000110110111101111111110111101101100010111
0000110111111101011001110000111111011101011101101101001110111111111110001000111011111111110111101111111101110010101011
1111100010011111100110101111011111100101110011010111110110000111000001101101111011111111101111011011000101110000110111
1111010110011100001111110111010111011011010011110111111111100010001110111111111101111011111111011100101110111111100010
011111100110101111

Malamocco

104



VIII Anhang

0111110001011100110101111111100101111000011011011110111111111011110110110001011101001101111111010110111100000111110111
0101110110110100111110111111111000000011101111011111011110110111110111001011101111111000101011111011101011110111110001
0111001101011111111001011110000110110111101111111110111101101100010111010011011111110101101111000001111101110101110110
1101001111110111111110000000111011110111110111101101111101110010111011111110001010111110111010111101111100010111001101
0111111110010111100001101101111011111111101111011011000101110100110111111101011001110000011111011101011101101101001111
1111011111100000001110111101111101111011011111011100101110111111100010101111101110101111011111000101110011010111111110
0101111000011011011110111111111011110110110001011101001101111111010110011100000111110111010111011011010011111111101111
1000000011101111011111011110110111110111001011101111111000101011111011101011110111110001011100110101111111100101111000
0110110111101111111110111101101100010111010011011111110101101111000001111101110101110110110100111111111101111000000011
0111011111110101111011111011110110111110111001011101111111000101011111011101011110111110001011100110101111111100101111
0000110110111101111111110111101101100010111010011011111110101101111000001111101110101110110110100111111111110111000000
0111011110111110111101101111101110010111011111110001010111110111010111101111100010111001101011111111001011110000110110
1111011111111101111011011000101110100110111111101011011110000011111011101011101101101001111111111111010000000111011110
1111101111011011111011100101110111111100010101111101110101111011111000101110011010111111110010111100001101101111011111
1111011110110110001011101001101111111010110111100000111110111010111011011010010111111111111100000001110111101111101111
0110111110111001011101111111000101011111011101011110111110001011100110101111111100101111000011011011110111111111011110
1101100010111010011011111110101101111000001111101110101110110110100110111111111111000000011111111011111011110110111110
1110010111011111110001010111110111010111101111100010111001101011111111001011110000110110111101111111110111101101100010
1110100110111111101011011110000011111011101011101101101001111011111111110000000111111110111110111101111111101110010111
0111111100010101111101110101111

Scanarello
0111110000011100110101111101100001111110011011001110111111110111001001100011111100001101111111010110111100000111110111
0101110110110100111110111111111000011111101111111111011110010111110111011111101111111000101111111111101010100111110000
0111001101011111011000011111100110110011101111111100111001101100011111000011011111110101101111000001111101110101110110
1101001111111011111110000111111011111111110111100101111101110111111011111110001011111111111010101101111100000111001101
0111110110000111111001101100111011111111001110011011000111110000110111111101011011110000011111011101011101101101001111
1111011111100001111110111111111101111001011111011101111110111111100010111111111110101011011111000001110011010111110110
0001111110011011001110111111110011100110110001111100001101111111010110111100000111110111010111011011010011110111111111
1000011111101111111111011110010111110111011111101111111000101111111111101010110111110000011100110101111101100001111110
0110110011101111111100111001101100011111000011011111110101101111000001111101110101110110110100111111111101111000011111
1011111111110111100101111101110111111011111110001011111111111010101101111100000111001101011111011000011111100110110011
1011111111001110011011000111110000110111111101011011110000011111011101011101101101001111111111110110000111111011111111
1101111001011111011101111110111111100010111111111110101011011111000001110011010111110110000111111001101100111011111111
0011100110110001111100001101111111010110011100000111110111010111011011010011111111111110100001111110111111111101111001
0111110111011111101111111000101111111111101010110111110000011100110101111101100001111110011011001110111111110011100110
1100011111000011011111110101100111000001111101110101110110110100110111111111111000011111101111111111011110010111110111
0111111011111110001011111111111010101101111100000111001101011111011000011111100110110011101111111100111001101100011111
0000110111111101011001110000011111011101011101101101001111011111111110000111111011111111110111100101111101110111111011
1111100010111111111110101011011111000001110011010111110110000111111001101100111011111111001110011011000111110000110111
1111010110011100000111110111010111011011010011110111111111100001111110111111111101111001011111011101111110111111100010
111111111110101011

Torcello
1111110100011101111101101101100001111000011111001010111110110101010110011001011001001101111011010110011100001111110001
1101001110111111111111011111110000000101001111111110111111110110111111001011101111111000111011111111101110011111110100
0111011111011011011000011110000111110010101111101101010101100110010110010011011110110101100111000011111100011101001110
1111111111111011111100000001010011111111101111111101101111110010111011111110101110111111011011101111111101000111011111
0110110110000111100001111100101011111011010101011001100101100100110111101101011001110000111111000111010011101011111111
1111111111000000010100111111111011111111011011111100101110111111100011101111110110111010111111010001110111110110110110
0001111000011111001010111110110101010110011001011001001101111011010110011100001111110001110100111011011111111111111111
0000000101001111111110111111110110111111001011101111111010111011111101101110111111110100011101111101101101100001111000
0111110010101111101101010101000110010110010011011110110101100111000010111100011101001110111101111111111111110000000101
0010111111101111111101101111110010111011111110001110111111011011101111111101000111011111011011011000011110000111110010
1011111011010101011001100101100100110111101101011001110000111111000111010011101111101111111111111100000001010011111111
1011111111011011111100101110111111100011101111101110111011111111010001110111110110110110000111100001111100101011111011
0101010110011001011001001101111011010110011100001111110001110100111011111110111111111111000000010100111111111011111111
0110111111001011101111111010111011111011101110111111110100011101111101101101100001111000011111001010111110110101010110
0110010110010011011110110101100111000010111100011101001110111111110111111111110000000101001111111110111111110110111111
0010111011111110001110111110111011101111111101000111011111011011011000011110000111110010101111101101010111100110010110
0100110111101101011001110000111111000111010011101111111110111111111100000001010011111111101111111101101111110010111011
1111101011101111101110111011111111010001110111110110110110000111100001111100101011111011010101111001100101100100110111
1011010110011100001111110001110100111011111111110111111111000000010100111111111011111111011011111100100111011111111101
11011

Fusina 01
1111111000011101100101111101110001111101111011001110111111111011100110101101111100011111111111010011111100000111111011
1101111111001110111110111111110100001011101111111111110111111111110111101011101111111001101111111111111111101111111000
0111011001011111011100011111011110110011101111111110111001101011011111000111111111110100111111000001111110111101101111
0011101111111011111100000110111011111111111101111111111101111010111011111110011011111111111111111011111110000111011001
0111110111000111110111101100111011111111101110011010110111110001111111111101001111110000011111101111011111110011101111
1111101111100001101110111111111111011111111111011110101110111111100110111111111111111110111111100001110110010111110111
0001111101111011001110111111111011100110101101111100011111111111010011111100000111111011110111111100111011111111110111
1000011011101111111111110111111111110111101011101111111001101111111111111111101111111000011101100101111101110001111101
1110110011101111111110111001101011011111000111111111110100111111000001111110111101111111001110111111111111011000011011
1011111111111101111111111101111010111011111110011011111111111111111011111110000111011001011111011100011111011110110011
1011111111101110011010110111110001111111111101001111110000011111101111011111110011101111111111111010000110111011111111
1111011111111111011110101110111111100110111111111111111110111111100001110110010111110111000111110111101100111011111111
1011100110101101111100011111111111010011111100000111111011110111111100111011111111111111100001101110111111111111011111
1111110111101011101111111001101111111111111111101111111000011101100101111101110001111101111011001110111111111011100110
1011011111000111111111110100111111000001111110111101111111001110111111111111110000011011101111111111110111111111110111
1010111011111110011011111111111111111011111110000111011001011111011100011111011110110011101111111110111001101011111111
0001111111111101001111110000011111101111011111110011101111111111111110000110111011111111111101111111111101111010111011
1111100110111111111111111110111111100001110110010111110111000111110111101100111011111111101110011010111111110001111111
1111010011111100000111111011110111111100111010111111111111110001101110100110111111011111111111011110101110111111100110
111111111111111110

Fusina
1111110000011111100101111101110001111101111011011110111111111011100110111101111101011101111111010111011100000111111011
1101111111001011111111111111110100001011111111111111110111110111110111101011101111111101001111111111111111101111110000
0111111001011111011100011111011110110111101111111110111001101111011111010111011111110101110111000001111110111101111111
0011011111111111111101000010111111111111111101111101111101111010111011111111010011111111111111111011111100000111111001
0111110111000111110111101101111011111111101110011011110111100001110111111101011101110000011111101111011111110011110111
1111111111010000101111111111111111011111011111011110101110111111110100111111111111111110111111000001111110010111110111
0001111101111011011110111111111111111000001111111100011101111111010111011100001111111011110111111100111111011111111111
0100001011111111111111110111110111111111101011101111111101001111111111111111101111110000011111100101111101110001111101
1110110111101111111110111001101011011111000111011111110101110111000001111110111101111111001111111011111111110100001011
1111111111111101111101111111111010111011111111010011111111111111111011111100000111111001011111011100011111011110110111
1011111111111111100000111111110001110111111101011101110000111111101111011111110011111111011111111101000010111111111111
1111011111011111111110101110111111110100111111111111111110111111000001111110010111110111000111110111101101111011111111
1011100110101101111100011101111111010111011100001111111011110111111100111111111101111111010000101111111111111111011111
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VIII Anhang

0111111111101011101111111101001111111111111111101111110000011111100101111101110001111101111011011110111111111011100110
1111011111010111011111110101110111000011111110111101111111001111111111111111110100001011111111111111110111110111111111
1010111011111111010011111111111111111011111100000111111001011111011100011111011110110111101111111110111001101011011111
0001110111111101011101110000111111101111011111110011111111111011111101000010111111111111111101111101111111111010111011
0111110100111111111111111110111111000001111110010111110111000111110111101101111011111111101110011010110111110001110111
1011010111011100001111111011110111111100111111111111011111010000101111111111111111011111011111111110101110111111110100
111111111111111110

Pellestrina 01
1111110001011100100101111101100000111100111011011110111111111011100110111001111001001101011111010110011101000111111111
1111111110011111111111111101110100000011111111111111110110110110111111101110111111111001001011111101111111101111110001
0111001001011111011000001111001110110111101111111110111001101111011110010011011111110101100111010001111111111111111110
0111111111111111110101000010111111111111111101101101101111111011111011111110010010111111011011111011111100010111001001
0111110110000011110011101101111011111111101110011011100111110100110101111101011001110100111111111111111111100111111111
1111111110010000101111111111111111011011011011111110111110111111100100101111110111111110111111000101110010010111110110
0000111100111011011110111111111011100110110001111000001101011111010110011101000111111111111111111001111111111111111111
0100001011111111111111110110110110111111101111101111111001001011111101111111101111110001011100100101111101100000111100
1110110111101111111110111001101100011110000011010111110101100111010000111111111111111110010111111111111111110100001011
1111111111111101101101101111111011111111111110010010111111011111111011111100010111001001011111011000001111001110110111
1011111111101110011001000111100000110111111101011001110100011111111111111111100111011111111111111101000010111111111111
1111011011011011111110111111111111100100101111110111111110111111000101110010010111110110000011110011101101111011111111
1011100110110001111000001101011111010110011101000111111111111111111001111101111111111111010000001111111111111111011011
0110111111101111101111111001001011111101111111101111110001011100100101111101100000111100111011011110111111111011100110
1100010011010011011111110101100111010001111111111111111110011111110111111111110100000011111111111111110110110110111111
1011111111111110010010111111011111111011111100010111001001011111011000001111001110110111101111111110111001101100010011
0000110111111101011001110100011111111111111111100111111111011111111101000000111111111111111101101101101111111011111011
1111100100101111110111111110111111000101110010010111110110000011110011101101111011111111101110011011100100100000110101
1111010110011101000111111111111111111001111111111011111111010000001111111101111111011011011011111110111111111111100100
101111110111111110

Pellestrina
1111111000011101100101111101110001111101111011001110111111111011110111111001111000001111111111010010111101000111111111
1111111110101111111111101111111000000011101111111111110110110110110111010111101111111000101011111101111111101111111000
0111011001011111011100011111011110110011101111111111111110001011111110000011111111110100101111010001111111111111111110
1011111111111101111110000000111011111111111101101101101101110101111011111110001010111111011111111111111110000111011001
0111110111000111110111101100111011111111101111011111100111100000111111111101001011110100011111111111111111101011111111
1111101111010000001110111111111111011011011011011101011110110111100010101111110111111110111111100001110110010111110111
0001111101111011001110111111111011110111111001111000001111111111010010111101000111111111111111111010111111111111110111
1000000011101111111111110110110110110111010111101111111000101011111101111111101111111000011101100101111101110001111101
1110110011101111111110111101111110011110000011111111110100101111010001111111111111111110101111111111111111011000000011
1011111111111101101101101101110101111011111110001010111111011111111011111110000111011001011111011100011111011110110011
1011111111101111011111100111100000111111111101001011110100011111111111111111101011111111111111111100000000111011111111
1111011011011011011101011110110111100010101111110111111110111111100001110110010111110111000111110111101100111011111111
1011110111111001111000001111111111010010111101000111111111111111111010101111111111111111100000001110111111111111011011
0110110111010111101101111000101011111101111111101111111000011101100101111101110001111101111011001110111111111011110111
1110011110000011111111110100101111010001111111111111111110101110111111111111111000000011101111111111110110110110110111
0101111011111110001010111111011111111011111110000111011001011111011100011111011110110011101111111110111101111110011110
0000111111111101001011110100011111111111111111101011110111111111111110000000111011111111111101101101101101110101111011
1111100010101111110111111110011110111111001111000001111111111010010111101000111111111111111111010111111111100000111111
1111010010111101000111111111111111111010111110111111111111100000001110111111111111011011011011011101011110110111100010
101111110111111111

San Michele
0111110000011100100101111101100000111100111011011110111111110111110001011101111000001101011111010110011100000111110111
1111110010011111111011111111110101000010111111011110111111110100111111101011111111111001001111111101111111110111110000
0111001001011111011000001111001110110111101111111100111101101010011110000011010111110101100111000001111101111111110010
0111111111101111111101010000101111110111101111111101001111111010111111111110010011111111011111111001111100000111001001
0111110110000011110011101101111011111111001111011011100111100000110111111101011001110000011111011111111100100111111111
1101111111010100101011111101111011111111010011111110101110111111100100111111110111111110011111000001110010010111110110
0000111100111011011110111111110011110110111001111000001101111111010110011100000111110111111111001001111111111111011111
0101001010111111011110111111110100111111101011111111111001001111111101111111100111110000011100100101111101100000111100
1110110111101111111100111001101010011110000011011111110101100111000001111101111111110010011111111111111101110101000010
1111110111101111111101001111111010111011111110010011111111011011111001111100000111001001011111011000001111001110110111
1011111111001111111011100111110000110111111101011001110000011111011111111100100111111111111111110101010000101111110111
1011111111010011111110101111111111100100111111110111111110011111000001110010010111110110000011110011101101111011111111
0011110110111001111100001101011111010110011100000111110111111111001001111111111111111110010100001011111101111011111111
0100111111101011101111111001001111111101111111100111110000011100100101111101100000111100111011011110111111110011110110
1110011110000011010111100101100111000001111101111111110010011111111111111111110101000010111111011110111111110100111111
1010111111111111010011111111011111111001111100000111001001011111011000001111001110110111101111111100111101101110011111
0000110111111001011001110000011111011111111100100110111111111111111101010000101111110111101111111101001100101010111111
1111100100111111110111111110011111000001110010010111110110000011110011101101111011111111001111011010100111100000110111
1110010110011100000111110111111111001001111011111111111111010100001011111101111011111111010011111110101011111111101011
001111111001111110

San Michele 01
0111110000011100100101111101100000111100111011011110111111110011100110111101111000001111111111010011111100000111110111
0111110010101111011111111111111001000111101111011110111111110100110111011011100111111000101111111101111111100111110000
0111001001011111011000001111001110110111101111111100111001101111011110000011111111110100111111000001111101110111110010
1011111101111111111110010000111011110111101111111101001101110110111011111110001011111111011111111001111100000111001001
0111110110000011110011101101111011111111011110110111101111100000111111111101001111110000011111011101111100101011111110
1111111111000100001110111101111011111111010011011101101110111111100010111111110111111110011111000001110010010111110110
0000111100111011011110111111110011110110111101111000001111111111010011111100000111110111011111001010111111111011111111
0001000011101111011110111111110100110111011011101111111000101111111101111111100111110000011100100101111101100000111100
1110110111101111111100111101101111011110000011111111110100111111000001111101110111110010101111111111011111110001000011
1011110111101111111101001101110110111011111110001011111111011111111001111100000111001001011111011000001111001110110111
1011111111001111011011110111100000111111111101001111110000011111011101111100101011111111111111111100010000111011110111
1011111111010011011101101110111111100010111111110111111110011111000001110010010111110110000011110011101101111011111111
0011110110111101111000001111111111010011111100000111110111011111001010111111111111011111000100001110111101111011111111
0100110111011011101111111000101111111101111111100111110000011100100101111101100000111100111011011110111111110011110110
1111011110000011111111110100111111000001111101110111110010101111111111101111110001000011101111011110111111110100110111
0110111011111110001011111111011111111001111100000111001001011111011000001111001110110111101111111100111101101111011110
0000111111111101001111110000011111011101111100101010111111111111111100010000111011110111101111111101001101110110111011
1111100010111111110111111110011111000001110010010111110110000011110011101101111011111111001111011011110111100000111111
1111010011111100000111110111011111001010110111111111111111010100001110111101111111111111010011011101101110111111100010
111111110111111110

Porto Levante 01
0111111000011111100101111101100100110001110011001101111111111101100101011100011001001111111111010010111100001111110011
1111111110101110111100111111111000100101101111111111110111110110110110011011100111111000100011011001111010110111111000
0111111001011111011001001100011100110011011111111111011001100111000110010011111111110100101111000011111100111111111110
1011111011001111111110001001011011111111111101111101101101110110111001111110001000110110011110101101111110000111111001
0111110110010011000111001100110111111111110110011001110001100100111111111101001011110000111111001111110111101111111110
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VIII Anhang

1111111111100010010110111111111111011111011011011101101110011111100010001101100111101011011111100001111110010111110110
0100110001110011001101111111111101100110011100011001001111111111010010111100001111110011111101111011111111111011111111
1000100101101111111111110111110110110111011011100111111000100011011001111010110111111000011111100101111101100100110001
1100110011011111111111011001100111000110010011111111110100101111000011111100111111011110111111111111101111111000100101
1011111111111101111101101101110110111001111110001000110110011110101101111110000111111001011111011001001100011100110011
0111111111110110011001110001100100111111111101001011110000111111001111110111101111111111111110111110001001011011111111
1111011111011011011101101110011111100010001101100111101011011111100001111110010111110110010011000111001100110111111111
1101100110011100011001001111111111010010111100001111110011111101111011111111111111111011100010010110111111111111011111
0110110111011011100111111000100011011001111010110111111000011111100101111101100100110001110011001101111111111101100110
0111000110010011111111110100101111000011111100111111011110111111111111111111101000100101101111111111110111110110110111
0110111001111110001000110110011110101101111110000111111001011111011001001100011100110011011111111111011001100111000110
0100111111111101001011110000111111001111110111101111111111111111111100011001011011111111111101111101101101110110111001
1111100010001101100111101011011111100001111110010111110110010011000111001100110111111111110110011001110001100100111111
1111010010111100001111110011111101111011011111111111111111100110010110111111111111011111011011011101101110011111100010
001101100111101011

Porto Levante
0111111000011111100101101101100100110001110011001101111111111101100110011100011001001101111011010110111100001111110011
1111001110101101110110111111110000100101001011111111110111110110111111101011100111100000100011011001101110110111111000
0111111001011011011001001100011100110011011111111111011001100111000110010011011110110101101111000011111100111111001110
1011101101101111111100001001010010111111111101111101101111111010111001111110101000110110011011101101111110000111111001
0110110110010011000111001100110111111111110110011001110001100100110111101101011011110000111111001111110011101011111101
1011111111000010010100101111111111011111011011111110101110011111100010001101110110111011011111100001111110010110110110
0100110001110011001101111111111101100110011100011001001101111011010110111100001111110011111100111010111111011011111111
0000100101001011111111110111110110111111101011100111111010100011011001101110110111111000011111100101101101100100110001
1100110011011111111111011001100111000110010011011110110101101111000011111100111111001110101111110110111111110000100101
0010111111111101111101101111111010111001111110001000110110011011101101111110000111111001011011011001001100011100110011
0111111111110110011001110001100100110111101101011011110000111111001111110011101011111001101111111100001001010010111111
1111011111011011111110101110011111101010001101100110111011011111100001111110010110110110010011000111001100110111111111
1101100110011100011001001111111011010110111100001111110011111100111010110111011011111111000011010100101111111111011111
0110111111101011100111111000100011011101101110110111111000011111100101101101100100110001110011001101111111111101100100
0111000110010011011110110101101111000011111100111111001110101111010110111111110000100101001011111111110111110110111111
1010111001111110101000110110011011101101111110000111111001011011011001001100011100110011011111111111011001000111000110
0100110111101101011011110000111111001111110011101011101101101111111100001001010010111111111101111101101111111010111001
1111101010001101100110111011011111100001111110010110110110010011000111001100110111111111110110011001110001100100110111
1011010110111100001111110011111100111010111111011011111111000010010100101111111111011111011011111110101110001111100110
001101100110111011

Numana
0111111000011100100101101101100100110100110011000001111111110010100111110000101000001101111011011111011100000111111011
1101111111010111111110110111110100001011111111111110010110110110111111001111101111111010011011111111111111100111111000
0111001001011011011001001101001100110000011111111100101001111100001010000011011110110111110111000001111110111101111111
0110111111101101111101000010111111111111100101101101101111110011111011111110100110111111111111111001111110000111001001
0110110110010011010011001100000111111111011010011111000010100000110111101101111101110000011111101111011111110111011111
1011011111010000101111111111111001011011011011111100111110111111101001101111111111111110011111100001110010010110110110
0100110100110011000001111111110010000111110000111000001101111011011111011100000111111011110111111101111101111011011111
0100001011111111111110010110110110111111001111101111111010011011111111111111100111111000011100100101101101100100110100
1100110000011111111100101001111100001011000011011110110111110111000001111110111101111111011111011110110111110100001011
1111111111100101101101101111110011111011111110100110111111111111111001111110000111001001011011011001001101001100110000
0111111111001010001111000010110000110111101101111101110000011111101111011111110111111111101101111101000010111111111111
1001011011011011111100111110111111001001101111111110111110011111100001110010010110110110010011010011001100000111111111
0010100111110000101100001101111011011111011100000111111011110111111101111110111011011111010000101111111111111001011011
0110111111001111101111111010011011111111111111100111111000011100100101101101100100110100110011000001111111110010100111
1100001010000011011110110111110111000001111110111101111111010111111110110111110100001011111111111110010110110110111111
0011111011111100100110111111111111111001111110000111001001011011011001001101001100110000011111111100101001111100001011
0000110111101101111101110000011111101111011111110111101111101101111101000010111111111111100101101101101111110011111011
1111101001101111111101111110011111100001110010010110110110010011010011001100000111111111011100111110000101000001101111
0110111110111000001111110111101111111101111101111011011111010000101111111111111001011011011011111110111110111111101001
101111111111111110

Chioggia
0111110001011111100101111101100100110001110011011101111111111101010110011100011001001101111111010111111101000111110001
1101001110101111111111111111110001000101001110011110111110111110111111001011101011111010111011111001001110010111110001
0111111001011111011001001100011100110111011111111111010101100111000110010011011111110101111111010001111100011101001110
1101111111111111111100010001010011100111101111101111101111110010111010111110001110111110110011100101111100010111111001
0111110110010011000111001101110111111111110101011001110001100100110111111101011111110100011111000111010011101111101111
1111111111000100010100111001111011111011111011111100101110101111101011101111101100111001011111000101111110010111110110
0100110001110011011101111111111101010110011100011001011101111111010111111101000111110001110100111011111110111111111111
0001000101001110011110111110111110111111001011101011111000111011111001001110010111110001011111100101111101100100110001
1100110111011111111111010101100111000110010011011111110101111111010001111100011101001110111111111011111111110001000101
0011100111101111101111101111110010111010111110101110111110010011100101111100010111111001011111011001001100011100110111
0111111111110101011001110001100100110011111101011111110100011111000111010011101111111111101111111100010001010011100111
1011111011111011111100101110101111100011101111100100111001011111000101111110010111110110010011000111001101110111111111
1101010110011100011001001101111111010111111101000111110001110100111011111111111110111111000100010100111001111011111011
1110111111001011101011111000111011011001001110010111110001011111100101111101100100110001110011011101111111111101010110
0111000110010011011111110101111111010001111100011101001110111111111111111101110001000101001110011110111110111110111111
0010111010111110101110111110010011100101111100010111111001011111011001001100011100110111011111111111010101100111000110
0100100111111101011111110100011111000111010011101111111111111111110100010001010011100111101111101111101111110010111010
1111100011101111100100111001011111000101111110010111110110010011000111001101110111111111110101011001110001100100100111
1111010111111101000111110001110100111010111111111111111111000100010100111011111011111011111011111100101110101111101011
101111100100111001

San Pietro
0111110001011100100101111101100100110010110011010101111111111011101100110100011001001001111111010110111101000111110101
1101001110110111111111111111110000000101001110111110111111110110111111001010101011111001101011111001111110110111110001
0111001001011111011001001100101100110101011111111110111011001101000110010011011111110101101111010001111101011101001110
1111011111111111111100000001010011101111101111111101101111110010101010111110111010111110011111101101111100010111001001
0111110110010011001011001101010111111111110111011001101001100100110111111101011011110100011111010111010011101111110111
1111111111000000010100111011111011111111011011111100101010101111101110101111100111111011011111000101110010010111110110
0100110010110011010101111111111101110110011010011001001001111111010110111101000111110101110100111011111111011111111111
0000000101001110111110111111110110111111001010101011111001101011111001111110110111110001011100100101111101100100110010
1100110101011111111111011101100110100110010010010111110101101111010001111101011101001110111111111101111111110000000101
0011101111101111111101101111110010101010111110111010111110011111101101111100010111001001011111011001001100101100110101
0111111111110111011001101001100100100101111101011001110100011111010111010011101111111111110111111100000001010011101111
1011111111011011111100101010101111101110101111110111111011011111000101110010010111110110010011001011001101010111111111
1101110110011010011001001001111111010110111101000111110101110100111011111111111111011111000000010100111011111011111111
0110111111001010101011111001101011111101111110110111110001011100100101111101100100110010110011010101111111111101110110
0110100110010010011111110101100111010001111101011101001110111111111111111101110000000101001110111110111111110110111111
0010101010111110011010111110011111101101111100010111001001011111011001001100101100110101011111111111011101100110100110
0100100111111101011001110100011111010111010011101111111111111111101100000001010011101111101111111101101111110010101010
1111101110101111100111111011011111000101110010010111110110010011001011001101010111111111110111011001101001100100110111
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VIII Anhang

1111010110011101000111110101110100111011111111111111011110000000010100111011111011111111011011111100101010101111100110
101111101111111011

San Pietro in Volta
0111110001011100100101111101100100110011110011010101111110111101010110011110011001001101111111010110011101000111110101
1101001110101111111110110111110000100101000110111110111111110110111111001010101111111001101011111111101110110111110001
0111001001011111011001001100111100110101011111101111010101100111100100010011011111110101100111010001111101011101001110
1101111111101101111100001001010001101111101111111101101111110010111011111110111010111110111011101101111100010111001001
0111110110010011001111001101010111111011110101011001111001100100110111111101011001110100011111010111010011101110111111
1011011111000010010100011011111011111111011011111100101110111111100110101111100110111001011111000101110010010111110110
0100110011110011010101111110111101010110011110011001001101111111010110011101000111110101110100111011110111111011011111
0000100101000110111110111111110110111111001011101111111011111011111001101110010111110001011100100101111101100100110011
1100110101011111101111010101100111100110010011011111110101100111010001111101011101001110111110111110110111110000100101
0001101111101111111101101111110010111011111110011010111111011011100101111100010111001001011111011001001100111100110101
0111111011110101011001111001100100110111111101011001110100011111010111010011101111110111101101111100001001010001101111
1011111111011011111100101110111111100110101111110110111001011111000101110010010111110110010011001111001101010111111011
1101010110011110011001001101111111010110011101000111110101110100111011111110111011011111000010010100011011111011111111
0110111111001011101111111011101011111101101110010111110001011100100101111101100100110011110011010101111110111101010110
0111100110010011011111110101100111010001111101011101001110111111111110110111110000100101000110111110111111110110111111
0010111011111110111010111111011011100101111100010111001001011111011001001100111100110101011111101111010101100111100110
0100110111111101011001110100011111010111010011101111111011101101111100001001010001101111101111111101101111110010111011
1111101110101111101110111001011111000101110010010111110110010011001111001101010111111011101010110011110001100100110111
1111010110011101000111110101110100111011111110111011011111000010010100011011111011111111011011111100101110111111101110
101111101110111001

Lenora
1011110100010111110011111111111000111110001001011010101111010111111101001111111111011001111001111111111110011111111101
1111110111011111111111111100000000000000000010001000011011101110111100011100010101011011001101110111111100001011110100
0101111100111111111110001111100010010110101011110101111111010011111111110110011110011111111111100111111111011111110111
0111111111111111000000000000000000100010000110111011101111000111000101010110110011011101111111000010111101000101111100
1111111111100011111000100101101010111101011111110100111111111101100111100111111111111001111111110111111101110111111111
1111110000000000000000001000100001101110111011110001110001010101101100110111011111110000101111010001011111001111111111
1000111110001001011010101111010111111101001111111111011001111001111111111110011111111101111111011101111111111111110000
0000000000000010001000011011101110111100011100010101011011001101110111111100001011110100010111110011111111111000111110
0010010110101011110101111111010011111111110110011110011111111111100111111111011111110111011111111111111100000000000000
0000100010000110111011101100000111000101010110110011011101111111000010111101000101111100111111111110001111100010010110
1010111101011111110100111111111101100111100111111111111001111111110111111101110111111111111111000000000000000000100010
0001101110111011000001110001010101101100110111011111110000101111010001011111001111111111100011111000100101101010111101
0111111101001111111111011001111001111111111110011111111101111111011101111111111111110000000000000000001000100001101110
1110100000011100010101011011001101110111111100001011110100010111110011111111111000111110001001011010101111010111111101
0011111111110110011110011111111111100111111111011111110111011111111111111100000000000000000010001000011011101110100000
0111000101010110110011011101111111000010111101000101111100111111111110001111100010010110101011110101111111010011111111
1101100111100111111111111001111111110111111101110111111111111111000000000000000000100010000110111011101000000111000101
0101101100110111011111110000101111010001011111001111111111100011111000100101101010111101011111110100111111111101100111
1001111111111110011111111101111111011101111111111111110000000000000000001000100001101110111011110001110001010101101100
110111011111110000

GroBenbroder Fahre
1011110100011110110010011011001000101110111001010010111111010101101001010111110001111111011110001111101000001111110001
1011111110010111111101011101110001101111001110111111110001110011011011111101111101000011111101100110010001101011110100
0111101100100110110010001011101110010100101111110101011010010101111100011111110111100011111010000011111111011111111110
0101111111010111011100011011110011101111111100010100110011101111011101011000011111001001100100011010111101000111101100
1001101100100010111011100101001011111101010110100101011111000111111101111000111110100000111111110111111111100101111111
0101110111000110111100111011111111000101001100111011110111110110000111110010011001000110101111010001111011001001101100
1000101110111001010010111111010101101001010111110001111111011110001111101000001111111101111111111001011111110101110111
0001101111001110111111110011010011001110111101110101100001111100100110010001101011110100011110110010011011001000101110
1110010100101111110101011010010101111100011111110111100011111010000011111111010111111111001011111110101110111000110111
1001110111111110011010011011101111011111011000011111001001100100011010111101000111101100100110110010001011101110010100
1011111101010110100101011111000111111101111000111110100000111111110101111111100101111111010111011100011011110011101111
1111001101001100110111111111110111100111110010011001000110101111010001111011001001101100100010111011100101001011111101
0101101001010111110001111111011110001111101000001111111001001111111001011111110101110111000110111100111011111111001101
0011001110111101111101100001111100100110010001101011110100011110110010011011001000101110111001010010111111010101101001
0101111100011111110111100011111010000011111111010111111110010111111101011101110001101111001110111111110001010011011111
1111111011011110011111001001100100011010111101000111101100100110110010001011101110010100101111110101011010010101111100
0111111101111000111110100000111111110111111111100101111111010111011100011011110011101111111100010100110111111111111111
0111100111110010011001000110101111010001111011001001101100100010111011100101001011111101101111010001111111000011111010
0000111111110111111111100101111111010111011100011011110011100110111100111011111111000101001101111111111111110111100111
110010011001000110

Steinwarder Ufer
1011110100011110110010011111001000111110111001010010111111010010010110111011111000100011111100100110111100010111111000
1110110111110110011011101111111000010111101111011111011100111011110111011100111100110000011100010101011011001011110100
0111101100100111110010001111101110010100101111110100100101101110111110001000111111001001101111000101111111001010111111
1101100110111011111110000101111011110111110111001110111111110111001111001000000111000101010110110010111101000111101100
1001111100100011111011100101001011111101001001011011101111100010001111110010011011110001011111100111101111111101100110
1110111111100001011110111101111101110111101111011101110111110010000001110001010101101100101111010001111011001001111100
1000111110111001010010111111010010010110111011111000100011111100100110111100010111111000111011111111011001101110111111
1000010111101111011111011100111011110111011100111100110000011100010101011011001011110100011110110010011111001000111110
1110010100101111110100100101101110111110001000111111001001101111000101111110001110110111110110011011101111111000010111
1011110111110111001110111101110111001111001100000111000101010110110010111101000111101100100111110010001111101110010100
1011111101001001011011101111100010001111110010011011110001011111100111101111111101100110111011111110000101111011110111
1101110011101111011101110011110011000001110001010101101100101111010001111011001001111100100011111011100101001011111101
0110010110111011111000100011111100100110111100010111111000111011111111011001101110111111100001011110111101111101110011
1011110111011100111100110000011100010101011011001011110100011110110010011111001000111110111001010010111111010110010110
1110111010001000111111101001101111000101111110001110111111110110011011101111111000010111101111011111011100111011110111
1110001110111111000111000101010110110010111101000111101100100111110010001111101110010100101111110100100101101110111110
0010001111110010011011110001011111100011101101111101100110111011111110000101111011110111110111001110111101110111001111
0011000001110001010101101100101111010001111011001001111100100011111011100101001011111101001001011011101111100010001111
1100100110111100010111111000111011011111011001101110111111100001011110111101111101110011101111011101110011110011000001
110001010101101100

Fastensee
1011110100011110110010011011001000101110111001010010111111011010000110111011101000100010111100100110111100010111111101
1110111111110110011011101111111000010111101111011111011100111011111111111000111011111100011100010101011011001011110100
0111101100100110110010001011101110010100101111110110100001101110111010001000101111001001101111000101111111011110111111
1101100110111011111110000101111011110111110111001110111111111110001110111111000111000101010110110010111101000111101100
1001101100100010111011100101001011111101101000011011101110100010001011110010011011110001011111100110101111111101100110
1110111111100001011110111101111101110011101111111111100011101111110001110001010101101100101111010001111011001001101100
1000101110111001010010111111011010000110111011101000100010111100100110111100010111111000101011111111011001101110111111
1000010111101111011111011100111011111111111000111011111100011100010101011011001011110100011110110010011011001000101110
1110010100101111110110100001101110111010001000101111001001101111000101111110001110111111110110011011101111111000010111
1011110111110111001110111111111110001110111111000111000101010110110010111101000111101100100110110010001011101110010100
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VIII Anhang

1011111101101000011011101110100010001011110010011011110001011111100011101111111101100110111011111110000101111011110111
1101110011101111111111100011101111110001110001010101101100101111010001111011001001101100100010111011100101001011111101
1010000110111011101000100010111100100110111100010111111001101011111111011001101110111111100001011110111101111101110011
1011111111111000111011111100011100010101011011001011110100011110110010011011001000101110111001010010111111011010000110
1110111010001000101111001001101111000101111110011010111111110110011011101111111000010111001111011111011100111011111111
1110001110111111000111000101010110110010111101000111101100100110110010001011101110010100101111110110100001101110111010
0010001011110010011011110001011111100110101111111101100110111011111110000101111011110111110111001110111111111110001110
1111110001110001010101101100101111010001111011001001101100100010111011100101001011111101101000011011101110100010001011
1100100110111100010111111001101001111111011001101110111111100001011110111101111101110011101111111111100011101111110001
110001010101101100

Dazendorf
1011110100011110110110011011001000101110111001010010111111011010010110111011101000100010111100100110111100010111111000
1110111111110110011011101111111000010111101111011111011101111011111111011100111100100000011100010101011011001011110100
0111101101100110110010001011101110010100101111110110100101101110111010001000101111001001101111000101111110011110111111
1101100110111011111110000101111011110111110111011110111111110111111111001000000111000101010110110010111101000111101101
1001101100100010111011100101001011111101101001011011101110100010001011110010011011110001011111100011101111111101100110
1110111111100001011110111101111101110111101111111101110011110010000001110001010101101100101111010001111011011001101100
1000101110111001010010111111011010010110111011101000100010111100100110111100010111111000011011011111011001101110111111
1000010111101111011111011100111011111111011100101110000000011100010101011011001011110100011110110110011011001000101110
1110010100101111110110100101101110111010001000101111001001101111000101111111001110111111110110011011101111111000010111
1011110111110111001110111111110111001111101000000111000101010110110010111101000111101101100110110010001011101110010100
1011111101101001011011101110100010001011110010011011110001011111100111101111111101100110111011111110000101111011110111
1101110111101111111101111111110010000001110001010101101100101111010001111011011001101100100010111011100101001011111101
1010010110111011101000100010111100100110111100010111111001101011111111011001101110111111100001011110111101111101110011
1011111111011111111100100000011100010101011011001011110100011110110110011011001000101110111001010010111111011010010110
1110111010001000101111001001101111000101111110011010111111110110011011101111111000010111101111011111011101111011111111
0111111111001000000111000101010110110010111101000111101101100110110010001011101110010100101111110110100101101110111010
0010001011110010011011110001011111100010101111111101100110111011111110000101111011110111110111001110111111110111011111
0010000001110001010101101100101111010001111011011001101100100010111011100101001011111101101001011011101110100010001011
1100100110111100010111111010101011111111011001101110111111100001011110111101111101110111101111111101110111111010000001
110001010101101100

Puttgarden
1011111101101111010111101101111110101010110001000010110011100010000100011010101111111101111011110101111011011111101010
1111011110111111111111101100111010010001111011001111111100111010110111111000111011111101011111110100111001101011111101
1011110101111011011111101010101100010000101100111000100001000110101010111111011110111101011110110111111010101111011110
1111111111111011001110100100111111110011111111001110101101111110001110111111100111111101001110011010111111011011110101
1110110111111010101011000100001011001110001000010001101010101111110111101111010111101101111110101011110111101111111111
1110110011101001001111111100111111110011101011011111100011101111110001111111010011100110101111110110111101011110110111
1110101010110001000010110011100010000100011010101011111101111011110101111011011111101010111100111011111111111110110011
1010010011111111001111111100111010110111111000111011111110011111110100111001101011111101101111010111101101111110101010
1100010000101100111001100001000110101010111111011110111101011110110111111010101111011110111111111111101100111010010011
1111110011111111001110101101111110001110111111100111111101001110011010111111011011110101111011011111101010101100010000
1011001110011000010001101010101111110111101111010111101101111110100011110111101111111111111011001110100100111111110011
1111110011101011011111100011101111111001111110010011100110101111110110111101011110110111111010101011000100001011001110
0110000100011010101011111101111011110101111011011111101010111101111011111111111110110011101001001111111100111111110011
1010110111111000111011111100011111110100111001101011111101101111010111101101111110101010110001000010110011100110000100
0110101010111111011110111101011110110111111010111111011110111111111111101100111010010010111111001111111100111010110111
1110001110111111100111111101001110011010111111011011110101111011011111101010101100010000101100111001100001000110101010
1111110111101110010111101101111110100011110111101111111111111011001110100100101111110011111111001110101101111110001010
1111111001111111010011100110101111110110111101011110110111111010101011000100001011001110011000010001101010101110110111
1010100011111011011101101000111101111011111111111110110011101001001011111100111111110011101011011111100011101111111001
111111010011101110

Fehmarn Sund Fehmarn
1011111100101111000111101011011010101110110000000010110011100110000000011011100010100110111011110010111010011111101001
1111111110111111111111101100111010000111011010111111011100111010110111111000111011111101011011100110010001001011111100
1011110001111010110110101011101100000000101100111001100000000110111000101001101110111100101110100111111010011111111110
1111101111111011001110100001110110101111110111001110101101111110001110111111110110111001100100010010111111001011110001
1110101101101010111011000000001011001110011000000001101110001010011011101111001011101001111110101111110111101111111111
1110110011101000011101101011111101110011101011011111100011101111110101101110011001000100101111110010111100011110101101
1010101110110000000010110011100110000000011011100010100110111011110010111010011111101011111111111011111111111110110011
1010000111011010111111011100111010110111111000111011111111011011100110010001001011111100101111000111101011011010101110
1100000000101100111001100000000110111000101001101110111100101110100111111010101111011110111111111111101100111010000111
0110101111110111001110101101111110001110111111010110111001100100010010111111001011110001111010110110101011101100000000
1011001110011000000001101110001010011011101111001011101001111110101011110111101111111111111011001110100001110110101111
1101110011101011011111100011101111111101101110011001000100101111110010111100011110101101101010111011000000001011001110
0110000000011011100010100110111011110010111010011111101010111101111011111111111110110011101000011101101011111101110011
1010110111111000111011111101011011100110010001001011111100101111000111101011011010101110110000000010110011100110000000
0110111000101001101110111100101110101111111010101111011110111111011111101100111010000111011010111111011100111010110111
1110001110111111110110111001100100010010111111001011110001111010110110101011101100000000101100111001100000000110111000
1011011111101111001011101001111110101011110111101111111111111011001110100001110110101111110111001110101101111110001110
1111110101101110011001000100101111110010111100011110101101101010111011000000001011001110011000000001101110001011011111
1011110010111010011111101010111101111011111111111110110011101000011101101011111101110011101011011111100011101111111101
101110011001000100

Burger Binnensee
0111111001011101111101111101100100110100111011101111111111110011111000001111100010100110111011110010111010011111101000
1111110110111111111111101111111010000111011010111111011100111010110111111000111011111111011011000010010001010111111001
0111011111011111011001001101001110111011111111111100100000000110111000101001101110111100101110100111111010001111011110
1111111111111011001110100001110110101111110111001110101101111110001110111111110110110000100100010001111110010111011111
0111110110010011010011101110111111111111001000000001101110001010011011101111001011101001111110100111111101111111111111
1110111111101000011101101011111101110011101011011111100011101111111101101100001001000100011111100101110111110111110110
0100110100111011101111111111110110000000011011100010100110111011110010111010011111101000111111011011111111111110111111
1010000111011010111111011100111010110111111000111011111111011011000010010001000111111001011101111101111101100100110100
1110111011111111111101100000000110111000101001101110111100101110100111111010011111011110111111101111101111111010000111
0110101111110111001110101101111110001110111111010110110000100100010001111110010111011111011111011001001101001110111011
1111111111001000000001101110001010011011101111001011101001111110101111111111111111111111111011111110100001110110101111
1101110011101011011111100011101111110101101100001001000100011111100101110111110111110110010011010011101110111111111111
0010000000011011100010100110111011110010111010011111101011111111111011111111111110111111101000001101101011111101110011
1010110111111000111011111111011011000010010001000111111001011101111101111101100100110100111011101111111111110110000000
0110111000101001101110111100101110100111111010111111011110011111111111101100111010000111011010111111011100111010110111
1110001110111111010110110000100100010001111110010111011111011111011001001101001110111011111111111101100000000110111000
1010011011101111001011101001111110101111111111111111111111111011111110100001110110101111110111001110101101111110001110
1111110101101100001001000100011111100101110111110111110110010011010011101110111111111111011000000001101110001010011011
1011110010111010011111101001111101111011111111111110110011101000011101101011111101110011101011011111100011101111111101
101100001001000100

Burg Tiefe
1011111100101111000111101011001010001110110000000010110011100010000000011011101010110110111011110010111010011111101011
1111111110111111111111101111111010000111011010111111011100111010110111111000111011111101011011000110010001001011111100
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VIII Anhang

1011110001111010110010100011101100000000101100111000100000000110111010101101101110111100101110100111111010011111011110
1111111111111011111110100001110110101111110111001110101101111110001110111111110110110001100100010010111111001011110001
1110101100101000111011000000001011001110001000000001101110101011011011101111001011101001111110100111111111101111111111
1110111111101000011101101011111101110011101011011111100011101111110101101100011001000100101111110010111100011110101100
1010001110110000000010110011100010000000011011101010110110111011110010111010011111101001111111111011111111111110111111
1010000111011010111111011100111010110111111000111011111111011011000110010001001011111100101111000111101011001010001110
1100000000101100111000100000000110111010101101101110111100101110100111111010011111010110111111111111101100111010000111
0110101111110111001110101101111110001110111111010110110001100100010010111111001011110001111010110010100011101100000000
1011001110001000000001101110101011011011101111001011101001111110100111110111101011111111111011001110100001110110101111
1101110011101011011111100011101111111101101100011001000100101111110010111100011110101100101000111011000000001011001110
0010000000011011101010110110111011110010111010011111101011111111111011111111111110111111101000011101101011111101110011
1010110111111000111011111101011011000110010001001011111100101111000111101011001010001110110000000010110011100010000000
0110111010101101101110111100101110100111111010111111111110111111111111101111111010000111011010111111011100111010110111
1110001110111111110110110001100100010010111111001011110001111010110010100011101100000000101100111000100000000110111010
1011011011101111001011101001111110101111110111101111111111111011111110100001110110101111110111001110101101111110001110
1111110101101100011001000100101111110010111100011110101100101000111011000000001011001110001000000001101110101011011011
1011110010111010011111101011111111111011111111111110111111101000011101101011111101110011101011011111100011101111111101
101100011001000100

Procumbens
1011111111110110100000100001101110001010110011000010110011100010010100000111111100000111111111100111011100010111111000
1011000000010000111001111111001000110110001011010010111000010000101110111111101111100001000001101110101011011011111111
1101101000001000011011100010101100110000101100111000100101000001111111000001111111111001110111000101111110001011000000
0100001110011111110010001101100010100100101110000100001011001100100000101011010000011011101010110110111111111101101000
0010000110111000101011001100001011001110001001010000011111110000011111111110011101110001011111101010110000000100001110
0111111100100011011000101101001011100001000010110011001000001010110100000110111010101101101111111111011010000010000110
1110001010110011000010110011100010010100000111111100000111111111100111011100010111111010001100000001000011100111111100
1000110110001011010010111000010000101100111010100001100001000001101110101011011011111111110110100000100001101110001010
1100110000101100111000100101000001111111000001111111111001110111000101111110101011000000010000111001111111001000110110
0010110100101110000100001011001110101000011000010000011011101010110110111111111101101000001000011011100010101100110000
1011001110001001010000011111110000011111111110011101110001011111101001110000000100001110011111110010001101100010110100
1011100001000010110011101010001110000100000110111010101101101111111111011010000010000110111000101011001100001011001110
0010010100000111111100000111111111100111011100010111111010010100000001000011100111111100100011011000101101001011100001
0000101100111010100011000001000001101110101011011011111111110110100000100001101110001010110011000010110011100010010100
0001111111000001111111111001110111000101111110100001000000010000111001111111001000110110001011010010111000110000101100
1110101000110000010000011011101010110110111111111101101000001000011011100010101100110000101100111000100101000001111110
0000011111111110011101110001011111101001010000000100001110011111110010001101100010110100101110000100001011001111100000
1010110100000110111010101101101111111111011010000010000110111000101011001100001011001110001001010010011111110001011110
1111100111010100010111111010100100000001000111101111111011100011011010111101111011100001000110110011111110001100000100
000110111010101101

Helgoland
1011111101101111010111101101111110101010110001000010110011100110000010011010100011101100100010000010110111011101101000
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8.5 Polymorphiegrad (Rohdata)

Population name : 1 ACI1

The number of polymorphic loci is :
The percentage of polymorphic loci
Population name : 2 Pop 2 AH1
The number of polymorphic loci is :
The percentage of polymorphic loci
Population name : Pop 3 1AH1
The number of polymorphic loci is :
The percentage of polymorphic loci
Population name : Pop 4 All
The number of polymorphic loci is :
The percentage of polymorphic loci
Population name : Pop 5 Bol

is

The number of polymorphic loci is :
is :

The percentage of polymorphic loci
Population name : Pop 6 Cel
The number of polymorphic loci is :
The percentage of polymorphic loci
Population name : Pop 7 AC1
The number of polymorphic loci is :
The percentage of polymorphic loci
Population name : Pop 8 Bil
The number of polymorphic loci is :
The percentage of polymorphic loci
Population name : Pop 9 Gr1
The number of polymorphic loci is :
The percentage of polymorphic loci
Population name : pop 10 M1
The number of polymorphic loci is :
The percentage of polymorphic loci
Population name : pop 11 Scl
The number of polymorphic loci is :
The percentage of polymorphic loci
Population name : pop 12 Tol
The number of polymorphic loci is :
The percentage of polymorphic loci
Population name : pop 13 1Ful
The number of polymorphic loci is :
The percentage of polymorphic loci
Population name : pop 14 Ful
The number of polymorphic loci is :
The percentage of polymorphic loci
Population name : pop 15 Pel
The number of polymorphic loci is :
The percentage of polymorphic loci
Population name : pop 16 1Pel
The number of polymorphic loci is :
The percentage of polymorphic loci
Population name : pop 17 SM1
The number of polymorphic loci is :

is

is

The percentage of polymorphic loci is :

Population name : pop 18 1SM1
The number of polymorphic loci is :

The percentage of polymorphic loci is :

Population name : pop 19 1PI1
The number of polymorphic loci is :

The percentage of polymorphic loci is :

Population name : pop 20 PI1
The number of polymorphic loci is :

The percentage of polymorphic loci is :

Population name : pop 21 N1
The number of polymorphic loci is :

is :

is :

is :

is :

is :

is :

is :

is :

is :

is :

is :

is :

14

16.19 %

20
8.85 %

10
4.42 %

15
6.64 %

25
11.06 %

27
11.95 %

27
11.95 %

22
9.73 %

16
7.08 %

13

:5.75 %

18

:7.96 %

19
8.41 %

15
6.64 %

23
10.18 %

24
10.62 %

43
19.03 %

39
17.26 %

21
9.29 %

17
7.52 %

13
5.75 %

36
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The percentage of polymorphic loci is :
Population name : pop 22 Chl

The number of polymorphic loci is :
The percentage of polymorphic loci is :
Population name : pop 23 SP1

The number of polymorphic loci is :
The percentage of polymorphic loci is :
Population name : pop 24 SPV1
The number of polymorphic loci is :
The percentage of polymorphic loci is :
Population name : pop 25 Lel

The number of polymorphic loci is :
The percentage of polymorphic loci is :
Population name : pop 26 GF1

The number of polymorphic loci is :
The percentage of polymorphic loci is :
Population name : pop 27 SWU1
The number of polymorphic loci is :
The percentage of polymorphic loci is :
Population name : pop 28 Fal

The number of polymorphic loci is :
The percentage of polymorphic loci is :
Population name : pop 29 DZD1
The number of polymorphic loci is :
The percentage of polymorphic loci is :
Population name : pop 30 Pgl
The number of polymorphic loci is :
The percentage of polymorphic loci
Population name : pop 31 FSF1
The number of polymorphic loci is :
The percentage of polymorphic loci
Population name : pop 32 BB1
The number of polymorphic loci is :
The percentage of polymorphic loci
Population name : pop 33 Bt1l
The number of polymorphic loci is :
The percentage of polymorphic loci
Population name : pop 34 Pr1
The number of polymorphic loci is :
The percentage of polymorphic loci
Population name : pop 35 H1
The number of polymorphic loci is :
The percentage of polymorphic loci
Population name : pop 36 WH1
The number of polymorphic loci is :
The percentage of polymorphic loci

is :

is :

is :

is :

is :

is :

is :

112

15.93 %

16
7.08 %

25
11.06 %

23
10.18 %

3
1.33 %

72
31.86 %

18
7.96 %

5
2.21 %

12
5.31 %

19
8.41 %

9
3.98 %

19
8.41 %

7
3.10 %

33
14.60 %

11
4.87 %

13
5.75 %
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8.6 Shannon Index (Rohdata)

Locus
001
002
003
004
005
006
007
008
009
010
011
012
013
014
015
016
017
018
019
020
021
022
023
024
025
026
027
028
029
030
031
032
033
034
035
036
037
038
039
040
041
042
043
044
045
046
047
048
049
050
051
052
053
054
055
056
057
058
059
060
061
062
063
064
065
066
067
068
069

Sample Size na*

360
360
360
360
360
360
360
360
360
360
360
360
360
360
360
360
360
360
360
360
360
360
360
360
360
360
360
360
360
360
360
360
360
360
360
360
360
360
360
360
360
360
360
360
360
360
360
360
360
360
360
360
360
360
360
360
360
360
360
360
360
360
360
360
360
360
360
360
360

2.0000
2.0000
1.0000
1.0000
1.0000
2.0000
2.0000
2.0000
2.0000
2.0000
2.0000
2.0000
2.0000
2.0000
2.0000
2.0000
2.0000
2.0000
2.0000
2.0000
2.0000
2.0000
2.0000
2.0000
2.0000
2.0000
2.0000
1.0000
2.0000
2.0000
2.0000
2.0000
2.0000
2.0000
2.0000
2.0000
2.0000
2.0000
2.0000
2.0000
2.0000
2.0000
2.0000
2.0000
2.0000
2.0000
2.0000
2.0000
2.0000
2.0000
2.0000
2.0000
1.0000
2.0000
2.0000
2.0000
1.0000
2.0000
2.0000
2.0000
2.0000
2.0000
2.0000
2.0000
2.0000
2.0000
2.0000
2.0000
2.0000

ne*
1.9674
1.7373
1.0000
1.0000
1.0000
1.0177
1.9877
1.8398
1.1022
1.8460
1.4218
1.3144
1.1369
1.0758
1.9441
1.9744
1.3144
2.0000
1.2462
1.3364
1.6701
1.3364
1.2675
1.6701
1.0571
1.4562
1.6036
1.0000
1.4562
1.4562
1.8031
1.8595
1.3883
1.6952
1.1803
1.6224
1.9827
1.9756
1.9459
1.5283
1.6701
1.0571
1.9059
1.2496
1.6701
1.2009
1.2496
1.9938
1.9059
1.9459
1.4562
1.6036
1.0000
1.0571
1.3846
1.3846
1.0000
1.1803
1.3846
1.3846
1.9744
1.8335
1.5133
1.8965
1.9335
1.9967
1.3246
1.5038
1.8188

h*
0.4917
0.4244
0.0000
0.0000
0.0000
0.0174
0.4969
0.4565
0.0927
0.4583
0.2967
0.2392
0.1204
0.0705
0.4856
0.4935
0.2392
0.5000
0.1975
0.2517
0.4012
0.2517
0.2110
0.4012
0.0540
0.3133
0.3764
0.0000
0.3133
0.3133
0.4454
0.4622
0.2797
0.4101
0.1528
0.3836
0.4956
0.4938
0.4861
0.3457
0.4012
0.0540
0.4753
0.1997
0.4012
0.1673
0.1997
0.4985
0.4753
0.4861
0.3133
0.3764
0.0000
0.0540
0.2778
0.2778
0.0000
0.1528
0.2778
0.2778
0.4935
0.4546
0.3392
0.4727
0.4828
0.4992
0.2450
0.3350
0.4502

I*
0.6848
0.6155
0.0000
0.0000
0.0000
0.0503
0.6901
0.6490
0.1947
0.6508
0.4732
0.4029
0.2387
0.1569
0.6787
0.6866
0.4029
0.6931
0.3488
0.4187
0.5908
0.4187
0.3667
0.5908
0.1269
0.4926
0.5639
0.0000
0.4926
0.4926
0.6375
0.6549
0.4528
0.6003
0.2868
0.5718
0.6888
0.6870
0.6792
0.5297
0.5908
0.1269
0.6682
0.3518
0.5908
0.3074
0.3518
0.6916
0.6682
0.6792
0.4926
0.5639
0.0000
0.1269
0.4506
0.4506
0.0000
0.2868
0.4506
0.4506
0.6866
0.6470
0.5224
0.6656
0.6758
0.6923
0.4103
0.5176
0.6425
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070 360 2.0000 1.3840 0.2775 0.4502
071 360 2.0000 1.9984 0.4996 0.6928
072 360 2.0000 1.4644 0.3171 0.4971
073 360 2.0000 1.8071 0.4466 0.6388
074 360 2.0000 1.8451 0.4580 0.6506
075 360 2.0000 1.9372 0.4838 0.6768
076 360 2.0000 1.7712 0.4354 0.6271
077 360 2.0000 1.9679 0.4918 0.6850
078 360 2.0000 1.6842 0.4062 0.5962
079 360 2.0000 1.3550 0.2620 0.4313
080 360 2.0000 1.7718 0.4356 0.6273
081 360 2.0000 1.4562 0.3133 0.4926
082 360 2.0000 1.8661 0.4641 0.6568
083 360 2.0000 1.7373 0.4244 0.6155
084 360 2.0000 1.3881 0.2796 0.4527
085 360 2.0000 1.5511 0.3553 0.5405
086 360 2.0000 1.3563 0.2627 0.4322
087 360 2.0000 1.9780 0.4944 0.6876
088 360 2.0000 1.5170 0.3408 0.5242
089 360 2.0000 1.2972 0.2291 0.3902
090 360 2.0000 1.0948 0.0866 0.1846
091 360 2.0000 1.0948 0.0866 0.1846
092 360 2.0000 1.7744 0.4364 0.6281
093 360 2.0000 1.2640 0.2089 0.3639
094 360 2.0000 1.3974 0.2844 0.4585
095 360 2.0000 1.6772 0.4038 0.5935
096 360 2.0000 1.4128 0.2922 0.4678
097 360 2.0000 1.3144 0.2392 0.4029
098 360 2.0000 1.6224 0.3836 0.5718
099 360 2.0000 1.0541 0.0513 0.1218
100 360 2.0000 1.8395 0.4564 0.6489
101 360 2.0000 1.8718 0.4658 0.6585
102 360 2.0000 1.1141 0.1024 0.2105
103 360 2.0000 1.0948 0.0866 0.1846
104 360 2.0000 1.4035 0.2875 0.4622
105 360 2.0000 1.4599 0.3150 0.4946
106 360 2.0000 1.6772 0.4038 0.5935
107 360 2.0000 1.0446 0.0427 0.1051
108 360 2.0000 1.8031 0.4454 0.6375
Mean 360 1.9646 1.5360 0.3180 0.4804
St. Dev 0.1852 0.3203 0.1517 0.1948

* na = Observed number of alleles

* ne = Effective number of alleles [Kimura and Crow (1964)]
* h = Nei's (1973) gene diversity

* I = Shannon's Information index [Lewontin (1972)]
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