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Abb. 44: Zornia glochidiata (Habitus) Diese Pflanze wurde auf dem eingezäunten ICRISAT-
Versuchs-Gelände (kontrollierte Beweidung, Sandboden) gesammelt und hat eine Wuchshöhe
von ca. 40 cm.

Abb. 45: Zornia glochidiata (Habitus) Diese Pflanze wurde am Standort T4 (hoher Be-
weidungsdruck, Lateritboden) entnommen und hat eine Wuchshöhe von etwa 20 cm.
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Tab. 30:  Auswahl von sechs polymorphen Primern für die RAPD-Analyse bei Z. glochidiata

Primer Basensequenz RAPD-Marker monomorph polymorph
1 A-10 5`-GTGATCGCAG-3` 7 2 5
2 B-07 5`-GGTGACGCAG-3` 14 6 8
3 B-17 5`-AGGGAACGAG-3` 10 8 2
4 T-12 5`-GGGTGTGTAG-3` 6 1 5
5 T-13 5`-AGGACTGCCA-3` 9 6 3
6 Z-10 5`-CCGACAAACC-3` 10 7 3

                                                         gesamt 56 30 26

Tab. 31:  Spezifische RAPD-Marker bei Zornia glochidiata
Für Burkina und Tahoua wurden je ein standortspezifischer Marker, für T4 ein spezifischer
Marker für die beiden Sammeljahre 1994 und 1995 identifiziert. (1) bedeutet, der Marker ist
vorhanden; (0) der Marker fehlt, ist aber in allen anderen Standorten vorhanden. Angegeben
sind der Name des Primers (z.B. Y-16) und die Molekulargewichtsgröße des Markers (in bp).

Standort RAPD-Marker vorhanden (1) nicht vorhanden (0)
T4  1995 A-10-1410 0
T4  1994 B-07-577 1
Burkina B-07-1611 1
Tahoua Z-10-546 1

4.4.1 Clusteranalyse bei Zornia glochidiata

Die Berechnung der genetischen Ähnlichkeit wurde mit dem Assoziationskoeffizient nach

DICE (1945) durchgeführt. Dieser Dice-Index variierte von 0.871 bis 1.0 und betrug im Mittel

0.947.

Mittels einer Clusteranalyse wurden die Dice-Indices der 80 Individuen aus 10 Standorten

nach der UPGMA-Methode statistisch ausgewertet und die Ergebnisse in einem Dendrogamm

graphisch dargestellt. Abb. 46 verdeutlicht, daß die genetische Variabilität bei Z. glochidiata

sehr groß ist und, im Unterschied zu Brachiaria, eine Auftrennung einzelner Standorte nicht

oder nur unvollständig stattfindet. Obwohl für T1 und T3 jeweils drei Sammeljahre (15

Individuen pro Standort) ausgewertet wurden, können die Sammeljahre nicht diskriminiert

werden. Gleiches gilt für T2 und Burkina, hier wurden jeweils zwei Sammeljahre ausgewertet.

Es werden hingegen mehrere kleine Cluster gebildet, von denen sich aber nur zwei deutlich

abgrenzen und nur Individuen aus einem Standort zeigen. Diese sind T3-1995 und T4-1994.

Ein weiteres Cluster kann für den Standort H3-1994 beobachtet werden, allerdings fehlt hier

ein Individuum. Die restlichen Standorte und Sammeljahre werden nicht in separate Cluster

aufgegliedert und sind im Dendrogramm verstreut angeordnet.

Da für T1 und T3 jeweils drei Sammeljahre 1993, 1994 und 1995 gesammelt wurden, werden

diese Standorte im folgenden getrennt analysiert.
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Abb. 46:  UPGMA-Dendrogramm von Zornia glochidiata
Es wurden 80 Individuen aus 10 Standorten und drei Sammeljahren ausgewertet.

                                                         Genetische Ähnlichkeit (Dice-Index)
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4.4.2 RAPD-Untersuchungen am Standort T1

T1 befindet sich auf einem lateritischen Plateau der Brousse tigreè südwestlich von Niamey.

Abb. 11 zeigt ein Bild des Standortes T1. Es wurden 15 Individuen aus den drei

Sammeljahren 1993–1995 ausgewählt und eine Clusteranalyse durchgeführt. Abb. 47 zeigt ein

Dendrogramm des Standortes T1. Trotz der hohen genetischen Variabilität innerhalb dieses

Standortes, ist eine leichte Abtrennung des Sammeljahres 1995 sichtbar, die Individuen aus

1993 und 1994 werden hingegen nicht voneinander diskriminiert.

Abb. 47:  UPGMA-Dendrogramm des Standortes T1 bei Z. glochidiata
Es wurden jeweils 5 Proben der Sammeljahre 1993, 1994 und 1995 untersucht.

Nähere Informationen über den Grad der genetischen Variabilität innerhalb und zwischen den

drei Stichproben wurden über eine Varianzanalyse (WINAMOVA) ermittelt. Dazu wurden für

die Sammeljahre drei Gruppen definiert und die Varianzkomponenten innerhalb und zwischen

diesen Gruppen berechnet. In Tab. 32 sind die Ergebnisse der Varianzanalyse zusammen-

gefaßt. Danach lag der Anteil einzelner Sammeljahre an der Gesamtvarianz zwischen 24 %

und 44 %. Dies bedeutet, daß alle drei Sammeljahre einen starken Einfluß auf die Variabilität

der Stichprobe am Standort T1 nehmen. Die Gesamtvarianz läßt sich zu 46.12 % auf

genetische Unterschiede zwischen den einzelnen Sammeljahren und zu 53.88 % auf

individuelle Unterschiede innerhalb der Sammeljahre zurückführen. Auf der Basis dieser

                                                                         Genetische Ähnlichkeit (Dice-Index)

             1       0.99       0.98     0.97      0.96      0.9 5
              +---------+----------+----------+----------+----------+
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T1 1993 Z111
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RAPD-Daten können am Standort T1 keine Sammeljahre eindeutig diskriminiert werden.

Zum einen ist die Anzahl der untersuchten Individuen sehr niedrig, zum anderen erklärt sich

die Gesamtvarianz fast zu gleichen Teilen auf genetische Unterschiede zwischen als auch

innerhalb der Sammeljahre. Weiterhin konnten keine spezifischen RAPD-Marker gefunden

werden, die eine Charakterisierung einzelner Sammeljahre ermöglicht.

Tab. 32:  Ergebnisse der Varianzanalyse des Standortes T1 bei Z. glochidiata
Es wurden drei Sammeljahre 1993, 1994 und 1995 mit insgesamt 15 Individuen untersucht.

  n-1 =  Freiheitsgrad
  Sum of Squares (SQ) =  Summe der Abweichungsquadrate vom Mittelwert
  Varianz (SQ/ n-1) =  Varianzkomponente aus Sum of Squares / Freiheitsgrad
  Varianz (%) =  Anteil in % an der Gesamtvarianz innerhalb von Populationen

Gruppen n-1 Sum of Squares Varianz (SQ/n-1) Varianz (%)
T1                 1993 4 4.40 1.10 44.00
T1                 1994 4 3.20 0.80 32.00
T1                 1995 4 2.40 0.60 24.00
zwischen Gruppen 2 8.80 4.40 46.12
innerhalb Gruppen 12 10.00 0.83 53.88

4.4.3 RAPD-Untersuchungen am Standort T3

Der Standort T3 befindet sich wie auch T1 auf einem lateritischen Plateau der Brousse tigreè

südwestlich von Niamey. Es wurden 15 Proben aus den drei Sammeljahren 1993–1995

ausgewählt und eine Clusteranalyse durchgeführt. Abb. 48 zeigt ein Dendrogramm des

Standortes T1. Es findet, ähnlich wie bei T1, eine Abtrennung des Sammeljahres 1995 statt,

die beiden anderen Sammeljahre 1993 und 1994 werden nicht getrennt gruppiert.

Es wurde eine Varianzanalyse durchgeführt, dazu für die Sammeljahre drei Gruppen definiert

und die Varianzkomponenten innerhalb und zwischen diesen Gruppen berechnet. In Tab. 33

sind die Ergebnisse dieser Varianzanalyse zusammengefaßt. Danach lag der Anteil einzelner

Sammeljahre an der Gesamtvarianz zwischen 28.2 % und 35.9 %. Dies bedeutet, daß die drei

Sammeljahre einen gleichgroßen Einfluß auf die Variabilität der Stichprobe am Standort T3

haben. Die Gesamtvarianz läßt sich mit 50.76 % auf genetische Unterschiede zwischen den

Sammeljahren und zu 49.24 % auf individuelle Unterschiede innerhalb der drei Sammeljahre

zurückführen. Damit ist, ähnlich wie bei T1, anhand der RAPD-Daten keine Diskriminierung

der drei Sammeljahre möglich.

Zusammenfassend kann für die Futterpflanze Zornia glochidiata festgestellt werden:
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Die genetische Variabilität ist sehr groß. Obwohl von den insgesamt 56 identifizierten RAPD-

Markern 26 (46 %) polymorph sind, können die Standorte nicht klar diskriminiert werden. Der

Anteil standortspezifischer Marker ist gering (2 für T4 und 2 für Burkina und Tahoua). Eine

Auftrennung zweier bzw. dreier Sammeljahre ist nicht möglich. Dies unterscheidet Z.

glochidiata deutlich von den Brachiaria-Arten. Allerdings wurden für Zornia nur 6 Primer

und 56 RAPD-Marker, bei Brachiaria aber 10 Primer und 111 RAPD-Marker untersucht

wurden.

Abb. 48:  UPGMA-Dendrogramm des Standortes T3 bei Z. glochidiata
Es wurden jeweils 5 Proben der Sammeljahre 1993, 1994 und 1995 untersucht

Tab. 33:  Ergebnisse der Varianzanalyse des Standortes T3 bei Z. glochidiata
Es wurden drei Sammeljahre 1993, 1994 und 1995 mit insgesamt 15 Individuen untersucht.

  n-1 =  Freiheitsgrad
 Sum of Squares (SQ) =  Summe der Abweichungsquadrate vom Mittelwert
 Varianz (SQ/ n-1) =  Varianzkomponente aus Sum of Squares / Freiheitsgrad
 Varianz (%) =  Anteil in % an der Gesamtvarianz innerhalb von Populationen

Gruppen n-1 Sum of Suares Varianz (SQ/n-1) Varianz (%)
T3                 1993 4 4.40 1.10 28.20
T3                 1994 4 5.60 1.40 35.90
T3                 1995 4 5.60 1.40 35.90
zwischen Gruppen 2 16.00 8.00 50.76
innerhalb Gruppen 12 15.60 1.30 49.24

                                                             Genetische Ähnlichkeit (Dice-Index)

              1           0.98         0.96         0.94         0.92
              +------------+------------+------------+------------+

  T3 1995 Z299
  T3 1995 Z301
  T3 1995 Z302
  T3 1995 Z300
  T3 1995 Z303
  T3 1994 Z150
  T3 1994 Z153
  T3 1993 Z146
  T3 1994 Z149
  T3 1993 Z144
  T3 1993 Z148
  T3 1993 Z145
  T3 1993 Z147
  T3 1994 Z152
  T3 1994 Z151
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5. Diskussion

Im Rahmen des Forschungsprojektes „Patterns of genetic diversity in wild forage species and

in situ conservation in the Sahel“ wurden in der vorliegenden Arbeit folgende Untersuchungs-

schwerpunkte definiert:

- Die Etablierung von Versuchsprotokollen, die eine optimale Untersuchung der ausge-

wählten Zielarten mit der RAPD-Analyse ermöglichen. Darunter wird neben der

Sammlung und Lagerung die Aufbereitung und Analyse von Blattproben verstanden.

- Die Auswertung der genetischen Daten mit Hilfe statistischer Methoden. Folgende

Fragestellungen stehen dabei im Vordergrund: Besteht ein Zusammenhang zwischen dem

regionalen Verteilungsmuster ausgewählter Zielarten und ihrer genetischen Diversität;

Unterscheiden sich Arten in ihrem genetischen Muster in Abhängigkeit edaphischer und

klimatischer Prozesse? Verändert sich das genetische Muster über mehrere Sammeljahre

hinweg?

Zunächst wird die in den molekulargenetischen Untersuchungen eingesetzte RAPD-PCR

diskutiert, wobei besonders auf die Probleme und Grenzen dieser empfindlichen Analyse-

technik eingegangen wird (1). Im Anschluß werden Futterpflanzen in der Sahelzone im

allgemeinen und die beiden Zielarten Brachiaria und Zornia im besonderen erörtert (2).

Schließlich soll diskutiert werden, ob und inwieweit die hier beschriebenen Ergebnisse im

Ressourcenschutz afrikanischer Futtergräser eingesetzt werden können (3).

(1) RAPD-Technik

Die RAPD-PCR-Technik wurde von WILLIAMS et al. (1990) und WELSH & MC

CLELLAND (1990) zeitgleich entwickelt und gehört heute zu den am häufigsten ange-

wendeten molekulargenetischen Analysemethoden. Durch die einfache und schnelle

Versuchsdurchführung kann die RAPD-PCR universell eingesetzt werden und erreicht somit

die unterschiedlichsten Arbeitsbereiche der modernen Molekulargenetik (TINGEY et al.

1992; HADRYS et al. 1992).

Die hier untersuchten, wildwachsenden Futterpflanzen Brachiaria und Zornia wurden bisher

nicht molekulargenetisch untersucht. Es gibt nur wenige Versuchsprotokolle zur DNA-
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Extraktion von getrockneten Pflanzen. In den meisten bisher durchgeführten molekular-

genetischen Untersuchungen konnte man auf frisches Pflanzenmaterial zurückgreifen, so daß

ausreichende Voruntersuchungen möglich waren. Aus diesem Grund stand hier zunächst die

Erarbeitung eines DNA-Extraktionsprotokolls im Vordergrund.

Da zu Beginn der praktischen Arbeiten noch kein getrocknetes Pflanzenmaterial aus der

Sahelzone zur Verfügung stand, wurden erste Vorversuche mit einheimischen Gräsern

durchgeführt. Im Oktober 1994 konnten dann mit ersten Blattproben der fünf Zielarten

Brachiaria, Zornia, Alysicarpus, Cenchrus und Dactyloctenium DNA-Extraktionen durch-

geführt werden. Die besten Ergebnisse wurden bei den Gattungen Brachiaria und Zornia

erzielt, so daß zunächst nur diese beiden Pflanzen mit RAPD-Markern analysiert wurden.

Basierend auf der RAPD-Prozedur von WILLIAMS et al. (1990) wurde für die beiden

Pflanzenarten ein Standardprotokoll erstellt, das reproduzierbare und informative Marker

erzeugte. Dieses Protokoll wich in einigen Punkten vom Originalprotokoll ab. So wurden im

einzelnen die Konzentrationen für Magnesiumchlorid (MgCl2), der pH-Wert des PCR-Puffers,

die Konzentration der Pflanzen-DNA, die Anzahl der Reaktionszyklen sowie die Annealing-

temperatur des PCR-Profils geringfügig geändert. Neben der besonderen Auswahl der Taq-

DNA-Polymerase stellen die o. g. Faktoren In vielen RAPD-Studien bei Pflanzen, Bakterien

und Pilzen stellen die o.g. Faktoren wichtige Variablen der RAPD-PCR dar (WILLIAMS et

al. 1993; MACPHERSON et al. 1993; DEVOS & GALE 1992).

Die Einstellung der optimalen DNA-Konzentration ist stark von der jeweiligen Pflanzenart

abhängig. So werden im allgemeinen Konzentrationen zwischen 1-500 ng DNA pro PCR-

Reaktion verwendet. MUNTHALI et al. (1992) beispielsweise untersuchten DNA von Reis

und Bananen mit RAPD-Markern und stellten fest, daß die optimale DNA-Konzentration bei

Reis 170 ng und für Bananen 7 ng pro Reaktion betrug. DEVOS & GALE (1992) fanden bei

RAPD-Untersuchungen an Weizen heraus, daß zu niedrige DNA-Konzentrationen (< 5ng) in

der Regel zu variablen, nicht reproduzierbaren Bandenmuster führten, da die Wahr-

scheinlichkeit der Bildung neuer Primer-Template-Komplexe mit der DNA-Menge korreliert

ist (WILLIAMS et al. 1993, WEISING et al. 1995). Zu hohe Konzentrationen hingegen

führten zu unspezifischen Bandenmuster bzw. höher molekularen Fragmenten, die nach

Anfärbung des Agarosegels mit Ethidiumbromid dann als „Schmier“ sichtbar wurden. In der

vorliegenden Arbeit konnten mit DNA-Konzentrationen von 10-50 ng reproduzierbare

Ergebnisse erzielt werden. Damit liegt dieser Wert im Bereich derer anderer RAPD-

Untersuchungen bei Gräsern (Panicum sp., M`RIBU & HILU 1994; Panicum virgatum,

GUNTER et al. 1996; Stylosanthes, KAZAN et al. 1993; Buchloè, HUFF et al. 1993).
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Neben der Konzentration spielt in der RAPD-PCR die Qualität der DNA eine wichtige Rolle.

Bei Brachiaria und Zornia führten stark verunreinigte DNA zu keinem oder sehr variablem

Bandenmuster. Erst nach wiederholtem Aufreinigen und Verdünnen der DNA-Proben konnten

die Ergebnisse reproduziert werden.

MgCl2 (Magnesiumchlorid) beeinflußt die Polymeraseaktivität und stabilisiert den Primer-

Template-Komplex, führt aber bei unterschiedlichen Konzentrationen oft zu nicht

reproduzierbaren Bandenmuster (WILLIAMS et al. 1991, 1993; WOLFF et al. 1993). Die

optimale MgCl2-Konzentration ist abhängig von der Auswahl des Primers und der DNA,

wobei Konzentrationen >5mM in der Regel die Polymeraseaktivität hemmen, da es zu

Interaktionen mit freien Nukleotiden kommt (ROLFS et al. 1992). Die hier beschriebenen

RAPD-Analysen wurden mit 2.5 mM MgCl2 durchgeführt und entsprachen damit den

Protokollen von WILLIAMS et al. (1990) und WEISING et al. (1995).

Der Einsatz von Taq-DNA-Polymerasen verschiedener Hersteller führt oft zu unterschied-

lichen RAPD-Bandenmuster, wodurch eine Reproduzierbarkeit nicht mehr möglich ist.

Untersuchungen von SCHIERWATER & ENDER (1993) und MEUNIER & GRIMAULT

(1993) bestätigen dies, wobei sich die RAPD-Bandenmuster in Intensität, Größe und Anzahl

der Fragmente stark voneinander unterscheiden. Die Ursachen dafür liegen wahrscheinlich in

der unterschiedlichen Hitzestabilität einzelner Polymerasen. Das RAPD-Profil des Thermo-

cyclers nimmt dabei einen entscheidenden Einfluß auf die Aktivität des Enzyms ein. So

beträgt die Halbwertszeit der Taq-DNA-Polymerase 40 min bei 95°C und 130 min bei 92.5 °C

(INNIS et al. 1990).

Die Annealing-Temperatur betrug für beide Futterpflanzen Brachiaria und Zornia 40°C und

lag damit deutlich über den Werten anderer RAPD-Untersuchungen. So konnten KAZAN et

al. (1992) Stylosanthes-Gräser aus Australien mit 37°C, M`RIBU & HILU (1994)

verschiedene Panicum-Arten und HUFF et al. (1993) das Büffelgrass Buchloè mit nur 36°C

untersuchen. Annealing-Temperaturen unter 38°C führten allerdings bei Brachiaria und

Zornia zu stärkerem Hintergrund bzw. nicht reproduzierbaren Bandenmuster. Dies steht im

Einklang mit Untersuchungen an Sojabohnen von WILLIAMS et al. (1990), die bei leichten

Temperaturänderungen um +/- 1°C  bei einer Annealing-Temperatur von 36 °C Unterschiede

in der Anzahl und Intensität der RAPD-Fragmente beobachteten.

Kommen in einer RAPD-Analyse verschiedene oder mehrere Thermocycler des gleichen Typs

zum Einsatz, sind ebenfalls Unterschiede im Bandenmuster die Folge (HOELZEL 1990;

MACPHERSON et al. 1993). Die Ursache dafür liegt in den unterschiedliche Aufheiz- und

Abkühlraten der Thermocycler. In der vorliegenden Arbeit wurden die RAPD-Analysen von

Brachiaria auf einem luftgekühlten Thermocycler (Hybaid Omnigene) durchgeführt, der für
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das gleiche RAPD-Profil etwa 60 min länger benötigte als ein mit einem Peltier-Element

ausgestatteter Thermocycler (MJ-Research PTC-200), der für Zornia-Analysen eingesetzt

wurde.

Die einfache und schnelle Durchführung der RAPD-Technik ermöglicht die Untersuchung

großer Individuenzahlen bei gleichzeitiger hoher Ausbeute an molekulargenetischen Markern.

Die viel diskutierte mangelnde Reproduzierbarkeit von RAPD-Markern stellt dabei zunächst

einen entscheidenden Nachteil dar (WEEDEN et al. 1992). In vielen Veröffentlichungen

(siehe oben) wurde deshalb darauf hingewiesen, nicht auf bereits bestehende RAPD-

Protokolle zu vertrauen, sondern für jedes RAPD-Experiment ein optimales Versuchs-

protokolls zu erarbeiten, damit die Ausbeute und Reproduzierbarkeit der RAPD-Analyse

gewährleistet ist. Durch Wiederholung der RAPD-Analyse unter gleichen Reaktionsbeding-

ungen kann somit die Fehlerrate auf ein Minimum reduziert werden.

Die Auswahl geeigneter Primer war für Brachiaria einfacher durchzuführen als für Zornia.

Die meisten der insgesamt 100 für Brachiaria getesteten Primer konnten die fünf untersuchten

Arten differenzieren. Für die RAPD-Analysen der fünf Brachiaria-Arten wurden letztlich 10

Primer ausgewählt werden, die polymorphe und reproduzierbare Bandenmuster lieferten. Für

Zornia gestaltete sich die Suche nach informativen Primern insofern schwieriger, da nur eine

Art untersucht wurde. Ein Großteil der insgesamt 120 getesteten Primer konnte nicht für

weitere Versuche eingesetzt werden, da oft kein Bandenmuster sichtbar war oder keine

polymorphen RAPD-Marker produziert wurden. Deshalb wurden hier zunächst nur 6 Primer

ausgewertet.

Entscheidend in einer RAPD-Analyse sind aber nicht die Anzahl eingesetzter Primer, sondern

die Ausbeute an informativen und polymorphen RAPD-Markern. Jeder Primer besteht aus

einer willkürlich gewählten „random“-Basensequenz, die so gewählt wurde, daß sie möglichst

nicht zu spezifischen DNA-Abschnitten (z.B. Gene, Restriktionsschnittstellen) komplementär

ist. Berechnet man die genetischen Variabilität einer Population, sollten deshalb alle

amplifizierten RAPD-Marker zunächst unabhängig voneinander behandelt werden. Primer

werden erst dann in die Berechnungen mit einbezogen, wenn eine Charakterisierung bzw.

Identifizierung einer Population oder Pflanzenart gefordert ist. RAPD-Untersuchungen

anderer natürlicher Pflanzenpopulationen zeigten, daß nicht mehr als 10 Primer notwendig

sind, um ausreichend informative RAPD-Marker zu erhalten. So konnten z.B. HILU et al.

(1997) mit 8 Primer fünf verschiedene Hirse-Arten der Gattung Digitaria differenzieren,

wobei insgesamt 112 polymorphe RAPD-Marker erzeugt wurden. M`RIBU et al. (1994)

setzten 11 Primer bei vier Hirse-Arten der Gattung Panicum ein. Hierbei konnten aus 294

Markern für jede Art im Durchschnitt 33 spezifische RAPD-Marker identifiziert werden.
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HUFF et al. (1993) differenzierten vier Populationen des Büffelgrass Buchloè aus Mexiko und

Texas anhand von 7 Primer und 98 polymorphen RAPD-Markern. SHAH et al. (1994) fanden

mit 9 Primern 41 polymorphe RAPD-Marker bei der Ölpalme Elaeis in verschiedenen

Ländern West- und Zentralafrikas. In Brachiaria wurden mit 10 Primer insgesamt 250 RAPD-

Marker identifiziert, davon waren 248 polymorph und zwei monomorph. Jeder Primer

amplifizierte zwischen 14 und 35 RAPD-Marker.

Die Auswertung der fünf Brachiaria-Arten ergab zwischen 65 und 111 Markern. Der Anteil

polymorpher Marker betrug bei B. xantholeuca 81 %, B. nidulans  63 %, B. orthostachys 62

%, B. ramosa 30 % und B. lata 31 %. Aufgrund der unterschiedlich großen Stichprobenzahlen

sind diese Werte nicht ohne Einschränkung miteinander vergleichbar. B. xantholeuca zeigt

zwar die höchste genetische Variabilität, stellt aber auch gleichzeitig mit 188 Individuen die

größte Stichprobe innerhalb der Gattung Brachiaria dar. B. ramosa und B. lata hingegen sind

mit 6 bzw. 4 Individuen die kleinsten Stichproben und weisen die niedrigste genetische

Variabilität auf. Damit ist offensichtlich bei Brachiaria die Anzahl polymorpher Marker mit

der Stichprobenzahl korreliert, wobei die genetischen Unterschiede auf dem Individuenlevel

den größten Einfluß auf die genetische Variabilität der Stichprobe nehmen. An dieser Stelle

wird auf eine weitere Fehlerquelle der RAPD-PCR hingewiesen, die besonders dann von

Bedeutung ist, wenn z.B. wie hier verschiedene Arten einer Gattung verglichen werden.

RAPD-Fragmente liefern nur eine begrenzte Sequenzinformation. Im Unterschied zu RFLP-

Marker ist bei RAPD-Markern nur die Anfang- und die Endsequenz des Amplicons bekannt.

Dies kann z.B. bedeuten, daß zwei RAPD-Marker, die in einem Agarosegel die gleiche

Wanderungsgeschwindigkeit aufweisen, in der Auswertung als genetisch identisch bewertet

werden, obwohl sie sich an zwei unterschiedlichen Stellen des Genoms befinden. Weiterhin

erhält man keinerlei Information über die Basensequenz zwischen den beiden Primerenden.

Um diesen Fehler und damit resultierende Fehlinterpretationen so klein wie möglich zu

halten, können solche RAPD-Marker isoliert und als Sonde in einer DNA-DNA-Hybridi-

sierung eingesetzt werden. Damit ist eine Differenzierung unterschiedlicher Loci möglich

(WILLIAMS et al. 1993). In einer RAPD-Studie untersuchten THORMANN et al. (1994) die

Verwandtschaftsbeziehungen dreier Brassica-Arten zueinander und fanden heraus, daß

genetisch identische Amplicons nur bei sehr nahe verwandten Arten auftreten, so z.B. bei

Brassica rapa (A-Genom) und der allotetraploiden Art Brassica juncea (AB-Genom). Bei

Brassica oleracea und Brassica napus (C-Genom und AC-Genom) wurden hingegen keine

Hybridisierungen gleich großer DNA-Fragmente beobachtet. Die Wahrscheinlichkeit, daß

Amplicons gleichen Molekulargewichtes genetisch identisch sind, schätzen WILLIAMS et al.

(1993) mit 10 % ein. Um diesen Fehler möglichst gering zu halten, können Agarosegele oder
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Polyacrylamidgele mit größerem Auftrennungsvermögen eingesetzt werden. Dadurch ist es

möglich, DNA-Fragmente zu differenzieren, bei denen sich das Molekulargewicht um nur

wenige Basen unterscheidet (ROLFS et al. 1992). In der vorliegenden Arbeit wurden mit Hilfe

spezieller Software (RFLPscan) die RAPD-Bandenmuster ausgewertet. Hierbei war durch das

zusätzliche Auftragen eines DNA-Längenstandards auf jedes Agarosegels eine exakte

Bestimmung des Molekulargewichtes einzelner Marker möglich.

(2) Futterpflanzen in der Sahelzone

In der Sahelzone gibt es eine ganze Reihe von Futterpflanzen, die unter den dortigen

natürlichen Verhältnissen und ohne Zutun des Menschen gedeihen. Dazu gehören einjährige

und ausdauernde Gräser und Kräuter, sowie Sträucher und Bäume, deren Blätter und Früchte

für die Ernährung der Tiere von Bedeutung sind. Das Gedeihen der Futterpflanzen hängt im

wesentlichen von der Niederschlagsmenge und deren Verteilung innerhalb der Regenmonate

ab. BARTHA (1970) unterscheidet hierbei verschiedene Gruppen von Futterpflanzen, die sich

in der Regenperiode und der trockenen Jahreszeit in ihrer Anpassung an Hitze und

Wasserstreß unterscheiden. So beschreibt er Futterpflanzen, die während der Regenmonate ein

starkes Wachstum aufweisen, aber verhältnismäßig rasch verholzen bzw. ihre Blätter am Ende

der Regenzeit verlieren (z.B. Sesbania leptocarpa); andere Futterpflanzen zerfallen sofort zu

Beginn der Trockenzeit und stehen den Tieren als Trockenweide nicht mehr zur Verfügung

(Panicum laetum, Dactyloctenium aegyptium). Da es in der Sahelzone im allgemeinen nicht

üblich ist, die Weiden während der Regenzeit zu mähen und viele Nomaden ihr Vieh in den

Norden des Sahels getrieben haben, findet die Abweidung des Grünfutters nicht in vollem

Umfang statt. Es bleiben somit wertvolle Futterpflanzen ungenutzt stehen und vertrocknen mit

Beginn der Trockenzeit. Besser geeignet hierfür sind Futterpflanzen, die am Halm abtrocknen

und dann als Trockenweide die gesamte Trockenzeit hindurch die Ernährung der Tiere sichern

(Aristida mutabilis, Zornia glochidiata, Brachiaria sp.). Dazu gehören auch solche Pflanzen,

die einen großen Teil oder sogar die ganze Trockenzeit über grün bleiben, allerdings werden

diese meistens schon zu Beginn der Trockenperiode abgefressen (Tephrosia purpurea).

Um den Energiewert einer Pflanze zu berechnen, wurden von BARTHA (1970) Futter-

pflanzen im Sahel zum Zeitpunkt der vollen Blüte gesammelt, getrocknet und Rohprotein,

Rohfaser, Rohfette, Mineralien und andere Inhaltstoffe untersucht und aus diesen Daten für

jede Pflanzenart eine Testzahl berechnet. Unberücksichtigt blieben hierbei wichtige Kriterien

wie z.B. der Flächenertrag, Verhalten gegenüber zunehmender Trockenheit oder starker

Beweidung, die Akzeptanz und Verträglichkeit während der Futteraufnahme. Nach diesen

Berechnungen zeigten Pflanzen aus der Familie der Poaceae die höchsten Werte, beginnend
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mit Brachiaria ramosa, Panicum laetum und Cenchrus biflorus, gefolgt von Aristida stipoides

und Aristida pallida. Bei der Futteraufnahme standen die drei erstgenannten Arten ebenfalls

an der Spitze der Beliebtheit bei den Tieren. BARTHA betont allerdings, daß diese Staffelung

nur während der Regenzeit bzw. zum Zeitpunkt der Blüte ihre Gültigkeit hat. In der

Trockenperiode nimmt die Qualität der Futterpflanze rapide ab und erreicht nur noch sehr

niedrige Testzahlen. Andererseits bildet z.B. die Blüte bei Cenchrus biflorus nach der

Samenreife Stacheln aus und wird deshalb vom Vieh gemieden. Aufgrund des wesentlich

höheren Eiweißanteils liegen die Testzahlen für Leguminosen deutlich höher und

verdeutlichen damit ihre besondere Bedeutung als Bestandteile der Weiden. In einem

Vergleich mit Angaben der DLG (Deutsche Landwirtschafts-Gesellschaft) stehen der

Weißklee (Trifolium repens), die weiße Süßlupine (Lupinus albus) sowie der Rotklee

(Trifolium pratense) qualitativ an der Spitze deutscher Weideleguminosen, wobei sich

letztgenannter etwa auf der Höhe der afrikanischen Gräser Brachiaria ramosa und Panicum

laetum befindet. Afrikanische Futterleguminosen können aber ohne weiteres mit dieser

Futterqualität mithalten, so erreichen sie mit Sesbania leptocarpa und Indigofera aspera

Testzahlen über denen des Weißklees und mit Crotularia podocarpa Testzahlen in der Höhe

der weißen Süßlupine. Zornia glochidiata liegt qualitativ etwas und Alysicarpus ovalifolius

deutlich unter dem Rotklee. Als qualitativ niedrig werden von BARTHA (1970) die im Sahel

weit verbreiteteten Futtergräser Andropogon gayanus, Aristida stipoides und Schoenefeldia

gracilis eingestuft.

In der vorliegenden Arbeit wurden insgesamt 309 Pflanzenproben verschiedener Brachiaria-

Arten und 80 Pflanzenproben von Zornia glochidiata mit RAPD-Markern untersucht. Da eine

Bestimmung der Brachiaria-Arten im Gelände zeitaufwändig war und zu diesem Zeitpunkt

noch keine molekulargenetischen Daten zur genauen Identifizierung vorlagen, wurden ein Teil

der gesammelten Blattproben von Prof. Scholz (FU Berlin) morphologisch und gleichzeitig in

Giessen molekulargenetisch untersucht. Mit Ausnahme zweier Pflanzenproben aus Diffa-I,

stimmten die Gruppierungen aus der Clusteranalyse mit den Ergebnissen von Scholz

übereinstimmten. Nun war es möglich, 307 der 309 gesammelten und untersuchten

Pflanzenproben in fünf Brachiaria-Arten (B. xantholeuca, B. nidulans, B. orthostachys, B.

ramosa und B. lata) einzuordnen. B. nidulans wurde von Scholz neukombiniert und mit den

vier Brachiaria-Arten in die Gattung Urochloa eingeordnet (KUSSEROW et al. 1999b).

Scholz diskutiert hierbei alle in den Tropen verbreiteten Arten der Gattung Brachiaria.

Die hohe Übereinstimmung zwischen der morphologischen und molekulargenetischen

Untersuchung zeigte, daß die RAPD-Methode generell dazu geeignet ist, nah verwandte
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Pflanzenarten zu diskriminieren. Mit Hilfe polymorpher RAPD-Marker können Pflanzen-

proben nachträglich taxonomisch eingeordnet werden, die im Gelände durch Verbiß keine

morphologischen Unterscheidungsmerkmale mehr aufweisen. An dieser Stelle sei nochmals

auf die Problematik der Pflanzensammlungen im Gelände hingewiesen. An den meisten

Standorten wurden die erforderlichen 10 Individuen nicht gefunden, nach der molekular-

genetischen Analyse stellte sich zudem heraus, daß neben den beiden (gut zu

unterscheidenden) Arten B. xantholeuca und B. ramosa noch weitere drei Arten gesammelt

wurden. Dies reduzierte den Stichprobenumfang pro Art zusätzlich.

Zu Beginn der Projektplanung durch das IPGRI-Rom aus der 2. Hälfte der 80er Jahre waren

zunächst keine molekulargenetischen Analysen vorgesehen, vielmehr sollten die

Futterpflanzen mit biochemischen Markern (Isozymanalyse) untersucht werden.

Da sich zu Beginn der 90er Jahre in der Molekulargenetik die PCR-Technik und mit ihr die

RAPD-Methode etablierte, wurde diese Analysetechnik mit den o.g. Fragestellungen in das

Gesamtprojekt aufgenommen. Hierbei wurde die Anzahl der zu unter• suchenden Standorte

beibehalten und die Stichprobengröße mit 10 bzw. 20 Individuen pro Standort festgelegt.

Einige der Standorte konnten in den geplanten vier Jahren 1993-1996 nicht beprobt werden,

da sie als Ackeranbauflächen genutzt wurden. Weiterhin wurden insbesondere 1995 im Sahel

(Region Tahoua) sowie in der Region um Sokolo/Niono in Mali keine Pflanzenproben mehr

entnommen werden, da hier mit einer militärischen Konfrontation bewaffneter Tuareg-Banden

zu rechnen war. Daher wurden die meisten Testflächen in den Südsahel gelegt.

Welche Aussagen können nun hinsichtlich der genetischen Diversität der ausgewählten

Standorte getroffen werden? Können unterschiedliche edaphische und klimatische

Parameter am Standort mit genetischen Markern charakterisiert werden? Kann die

Dynamik einer Pflanzenpopulation innerhalb weniger Untersuchungsjahre anhand von

RAPD-Markern beschrieben werden?

Die RAPD-Analysen zeigen, daß die beide Futterpflanzen Brachiaria und Zornia über eine

große genetische Variabilität verfügen, die es ihnen ermöglicht, auf die unterschiedlichen

klimatischen Einflüsse der Sahelzone schnell und individuell zu reagieren. Die genetische

Zusammensetzung einer Pflanzenpopulation im Sahel ist im besonderen Maße abhängig vom

jährlichen Niederschlag, dem Bodenprofil und dem Samenvorrat. LE HOURÈOU (1989)

unterscheidet nach CISSÈ (1986) trockenresistente Arten nach unterschiedlichen Keim- und

Wachstumscharakteristiken. Dazu zählen u.a. die Festigkeit der Samenschale, die Keimge-
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schwindigkeit, Länge der vegetativen bzw. reproduktiven Wachstumsphasen, Samen-

produktion, Anzahl der nötigen Keimimpulse, Trockenresistenz der Samen. Danach tendieren

Arten, die in relativ trockenen Jahren (charakterisiert durch unregelmäßigen und spärlichen

Niederschlag, unterbrochen von längeren Trockenperioden) am Standort dominant waren, zur

Ausbildung von weichen Samen, die schnell keimen und einen kurzen generativen Zyklus

aufweisen. Umgekehrt entwickeln Arten, die sich in Jahren mit ausreichendem Niederschlag

am Standort ausbreiten konnten, Samen mit harter Schale aus, die eine langsame Keimphase,

einen längeren Reproduktionszyklus und nur eine geringe Trockenresistenz aufweisen. Dieser

Prozeß würde u.a. erklären, daß es am Standort aufgrund in der Höhe unterschiedlich stark

schwankende Jahresniederschläge zur Ausbildung von „temporären Genotypen“ kommt. Als

eine Ursache dafür kann ein zeitlich verzögertes Auskeimen des Samens diskutiert werden, im

Falle von Brachiaria xantholeuca, auch eine ein- bis mehrjährigen Samenruhe. Ähnliches ist

bei Brachiaria nidulans am Standort Zinder zu beobachten. Die beiden Standorte I und II  sind

hier durch die Piste etwa 10 m voneinander getrennt, die Blattproben wurden im Abstand von

4 Wochen gesammelt und konnten mit RAPD-Marker diskriminiert werden. Im Gegensatz

dazu findet man am Standort H4 (B. xantholeuca) bei 50 Individuen diese Differenzierung

nicht. Beide Standorte unterscheiden sich deutlich in ihrer geographischen Lage und der

jährlichen Niederschlagsmenge (H4 = 584.6 mm; Zinder = 365.1 mm).

Erst durch Messungen des tatsächlichen Niederschlages vor Ort, sowie einer genauen

Abschätzung des Weidedrucks während der Regenzeit können nähere Angaben zur

Veränderung und Dynamik einer Pflanzenpopulation erstellt werden. Nach LE HOURÈOU

(1986) nimmt die Niederschlagswahrscheinlichkeit im Sahel ausgehend von der südlichen

Sahelischen-Sudanischen Übergangszone (400-600 mm Jahresniederschlag) über die

Sahelzone „senso stricto“ (200-400 mm Jahresniederschlag) zur Saharo-Sahelischen

Übergangszone (100-200mm Jahresniederschlag) kontinuierlich ab. Der mittlere Variations-

koeffizient (C.V.) fällt entsprechend von 43 % über 34.5 % auf 28.5 % und beschreibt damit

die Zunahme des Streßes für die Pflanzen in ariden Gebieten.

Weiterhin müssen für die 34 untersuchten Standorte verschiedene Bodentypen diskutiert

werden. Sand- und Lateritböden unterscheiden sich u.a. durch ihr Abflußverhalten, wonach

Sandböden aufgrund des größeren Porenvolumens für eine bessere Durchlüftung und damit

schnelleren Aufnahme des Oberflächenwassers geeignet sind. Da die wenigen Niederschläge

im Sahel oft als kurze, heftige Regenschauer niedergehen, kann ein Sandboden aufgrund der

geringen Wasserspeicherkapazität nur einen Teil des Wassers binden. Bei z.T. stark

verkrusteten Lateritböden führt verstärkter oberirdischer Abfluß des Regenwassers nicht zu

einer wirklichen Durchfeuchtung des Bodens. Aufgrund der Komplexität verschiedener
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Bodentypen und der hochdiversen RAPD-Muster konnten keine Korrelationen beobachtet

werden.

Nach morphologischen Kriterien geht Scholz sowohl bei Brachiaria als auch bei Zornia von

Fremdbefruchtung (Windbestäubung) aus, damit stellen die geographischen Verteilungs-

muster der untersuchten Standorte wichtige Größen bei der Beurteilung der genetischen

Diversität dar (das Vieh trägt zu einem kleinen Prozentsatz zur Verbreitung der Samen bei

(Darmpassage)).

Anhand der vorliegenden Daten kann eine Korrelation zwischen dem Niederschlag und der

genetischen Diversität verschiedener Standortpopulationen diskutiert werden. Vergleicht man

die Standorte H1, H2 und H4 der feuchteren Sahelo-Sudanischen Übergangszone mit den

Standorten H10, H11 und H13 der trockeneren Sahelzone „senso stricto“, so können erstere

nicht oder nur sehr schwach, letztere hingegen sehr gut voneinander diskriminiert werden. Am

Beispiel dieser beiden Gruppen können Ökotypen diskutiert werden, die im Umkreis von 50

km liegen.

Standorte wie Sevarè in Mali und Ouahigouya in Burkina Faso, die 700 km bzw. 500 km von

Niamey entfernt sind, zeigten deutliche Unterschiede im genetischen Muster und konnten

durch den Besitz standortspezifischer Markern klar von den restlichen Standorten

diskriminiert werden werden.

Können anhand der molekulargenetischen Daten Testgebiete ausgewählt werden, die

für eine in situ Konservierung geeignet sind?

Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit sind erste wichtige Ergebnisse im Hinblick einer in

situ Konservierung pflanzengenetischer Ressourcen. Einschließlich der biochemischen Daten

von I. Salifou liegen nun erste Informationen über die Verbreitung und die genetische

Diversität von Futterpflanzen aus dem Sahel vor. Sie dienen als Basis für weiterführende

Projekte. B. nidulans und B. orthostachys zeigen eine hohe Standortspezifität, B. xantholeuca

weist hingegen eine eher regionale Homogenität auf. Dies bedeutet bezüglich einer in situ

Konservierung die Berücksichtigung vieler Standorte. Zornia glochidiata hingegen zeigte

generell eine hohe individuelle genetische Heterogenität, damit kann hier ein breites

genetisches Spektrum schon mit wenigen Standorten gesichert werden.

Neben den nun vorliegenden Untersuchungen der genetischen Diversität wurden innerhalb des

Gesamtprojektes weitere Teilaspekte bezüglich einer in situ Konservierung erarbeitet.
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Frau A. Perschon (TU Berlin) führte dazu eine bodenökologische Bewertung von 25

verschiedenen Lokalitäten Westafrikas unter Berücksichtigung ihrer Eignung als Pflanzen-

standort durch (in KUSSEROW 1997). Danach konnten wichtige Standorteigenschaften wie

der pH-Wert, Stickstoff-, Phosphat- und organischer Kohlenstoffgehalt und Mineralstoffgehalt

für die Beurteilung der Böden herangezogen werden. Weiterhin wurden die physikalischen

Eigenschaften wie Korngrößenverteilung, Steingehalte und Gründigkeit der Böden analysiert.

Diese Parameter sind entscheidend für den Wasserhaushalt des Bodens. Sie bestimmen, wie

gut der Boden das Wasser speichern und den Pflanzen anschließend wieder zur Verfügung

stellen kann. Damit ist auch die Möglichkeit der Nährstoffaufnahme verknüpft, denn ohne

Wasser findet kein Transport zu den Pflanzenwurzeln statt. Somit sollte ein Pflanzenstandort

mit mäßiger Nährstoffversorgung und einem guten Wasserhaushalt sicher besser beurteilt

werden als ein Standort mit guten Nährstoffverhältnissen und sehr geringen Wassergehalten.

Der pH-Wert lag zwischen 4.7 und 7.0 und wurde als besonders günstig bewertet, da er u.a.

die Aufnahme von Phosphat begünstigt, der ansonsten als Calciumphosphat fixiert und für die

Pflanzen dann nicht verfügbar ist (SCHEFFER & SCHACHTSCHABEL 1992). Als

problematisch wurden Standorte eingeschätzt, an denen der pH-Wert kleiner 5.5 gemessen

wurde, da dies in Verbindung mit hohen Aluminiumwerten zu einer Pflanzentoxidität führen

kann. Dies betraf die Standorte T1, T2, T3, Ouagadougou (Standorte mit Z. glochidiata)

sowie H1 und Ouahigouya (Standorte mit B. xantholeuca). Stickstoff- und Phosphatgehalte

wurden nach landwirtschaftlichen Klassifikationsmaßstäben als sehr gering eingestuft. An den

meisten Standorten wurden Werte unter 1g/m2 Phosphat gemessen. Da in ariden bis

semiariden Gebieten mit Niederschlägen von 200-600 mm der Humusgehalt des Bodens sehr

gering ist (<1%; BLANCKENBURG & CREMER 1971) bestätigten die Meßwerte für

Stickstoff und lagen zwischen 14 und 115 g/m2. Im Vergleich dazu werden in Mitteleuropa in

der Pflanzenproduktion Höchsterträge bei einer Stickstoffversorgung von 120 kg/ha erzielt

(SCHEFFER & SCHACHTSCHABEL 1992). Gleiches gilt für die Analyse der organischen

Substanz im Boden, die deutlich unterhalb einem Prozent lag.

Weiterhin wurden von Fr. L. Creemers (FU Berlin) im Zeitraum von 3 Monaten in drei

ausgewählten Dörfern (Tera, Damari, Tamou) sozioökonomische Analysen durchgeführt

(KUSSEROW 1997). Diese Dörfer liegen auf einer Nord-Südlinie, die eine Ausdehnung von

ca. 140 km hat. Der Schwerpunkt ihrer Untersuchung umfaßte u.a. Fragen zur Veränderung

der Vegetation, zum Thema Tierhaltung und der Sensibilisierung der Bevölkerung in Bezug

auf einen Ressourcenschutz. Unter dem Begriff „In situ Konservierung“ verstehen FORD-

LLOYD & JACKSON (1986; in NDAMBUKI 1991) eine „conservation and protection of

genetic resources in their natural habitat“. Das heißt, die betroffene Bevölkerung soll aktiv in
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das Ressourcenschutzprogramm eingebunden werden (IWANAGA 1995), zumal ihre Felder

und Weiden in dieser Zeit nicht oder nur kontrolliert beweidet werden können.

Fr. Dr. K. Küppers (Uni Frankfurt) führte pflanzensoziologische Untersuchungen an 20

Testflächen durch und konnte 73 Vegetationsaufnahmen in insgesamt vier verschiedene

Gesellschaften gruppieren (KUSSEROW 1997). Dazu zählen zunächst die Gehölzstreifen der

Brousse tigreè mit 11 Gehölzarten und 47 krautige Arten; die Freiflächen der Brousse tigreè

mit 27 Gräsern und Kräuter. Die dritte Einheit wird von alten Brachflächen auf Sand und

Dünenvegetation eingenommen. Hier wurden in der Krautschicht insgesamt 50, in der

Strauchschicht 2-3 Arten angetroffen. Die Vegetation der Straßenränder ist die vierte Einheit,

hier wurden insgesamt 64 Arten gezählt. Als Testfläche wurde das ICRISAT-Gelände

herangezogen, wobei innerhalb einer kontrolliert beweideten Testfläche 18-25, außerhalb

dieser nur 12-13 Arten gefunden wurden.

Fr. Dr. H. Kusserow (FU Berlin) untersuchte mit Hilfe von Satellitenaufnahmen die

Vegetationsveränderungen der letzten 23 Jahre (1973-1996) einer 160 km x 160 km großen

Fläche südlich von Niamey (Hier befinden sich die Standorte T1, T2, H1-H6 und ICRISAT).

Sie konnte vier große Einheiten definieren: 1) Plateauflächen, 2) Täler, 3) der Niger und mit

den im Überschwemmungsgebiet angelegten Reisanbaugebieten und 4) degradierte Gebiete,

die sich durch eine spärliche Vegetation und einige landwirtschaftliche Flächen auszeichnen.

Die Auswertungen der Satellitenaufnahmen zeigten eine deutliche Auflichtung der Vegetation

in den vergangenen Jahren bedingt durch Abholzungen zur Anlage von Feldern und zum

Feuerholzbedarf. Dadurch erfolgte eine erhebliche Verkleinerung des für Futterarten zur

Verfügung stehenden Areals. Die hier untersuchten Futterpflanzen wurden deshalb

vorwiegend am Rande von Hirsefelder gefunden. Weiterhin konnte eine Zunahme an

degradierten Böden beobachtet werden, wo die Sandauflage durch Wind und

Wasser wegtransportiert wurde. Die Folgen sind versiegelte und verkrustete Böden, die zu

immer größeren vegetationslosen Flächen heranwachsen.

Zusammenfassend kann festgestellt werden:

Die hier vorgestellten RAPD-Ergebnisse stellen in Verbindung mit den biochemischen

Analysen, den Bodendaten, den sozioökonomische und pflanzensoziologische Unter-

suchungen sowie den Satellitenauswertungen eine solide Grundlage für weiterführende

Forschungsprojekte auf dem Gebiet des Ressourcenschutzes im Sahel dar. Die hier

untersuchten Futterpflanzen besitzen eine hohe genetische Variabiltät, die es ihnen

ermöglicht, in relativ kurzer Zeit auf wechselnde Klimaeinflüsse reagieren, um so den Bestand

der Population zu sichern. Das Untersuchungsgebiet erstreckte sich über ca. 2000 km Ost-
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West-Ausdehnung in der Sahelzone und stellt in der o. g. Kombination ein Pilotprojekt dar.

Da der Großteil der untersuchten Standorte mit RAPD-Markern differenziert werden konnte,

verteilt sich somit die genetische Variabilität über das gesamte Untersuchungsgebiet hinweg

und sollte deshalb im Zuge einer in situ Konservierung berücksichtigt werden.

Für die Bevölkerung stellen diese Futterpflanzen eine wichtige Nahrungsressource dar. Der

potentielle Wert, den diese Pflanzen besitzen, wird insbesondere bei einigen Brachiaria-Arten

deutlich, die verstärkt in den 70er Jahren in Lateinamerika eingeführt und heute im großen Stil

kultiviert werden. Allein in Brasilien werden heutzutage mehr als 50 Mio. ha Grünland mit

Brachiaria Pflanzen angebaut (MILES 1996).
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6. Zusammenfassung

Brachiaria und Zornia gehören zu den wichtigsten wildwachsenden Futterpflanzen in der

Sahelzone Westafrikas. Durch den Besitz von Hitze- und Trockenresistenzen sind sie optimal

an die extremen Klimate angepaßt, und können große Niederschlagsschwankungen während

Regenzeit überstehen. Extensiver Ackerbau und Überweidung zerstören jedoch große Teile

der für den Menschen nutzbaren Gebiete im Sahel (Verknappung der Futterpflanzen). Diese

Gebiete sind nur bedingt für den Ackerbau geeignet und die angelegten Hirsefelder werden

nach einigen Jahren wieder aufgegeben. Die Folgen sind zunehmende Desertifikations-

prozeße. Aufgrund der besonderen Bedeutung für die Bevölkerung und der Pflanzenzüchtung

wurde in einem internationalen Projekt eine umfassende Standortbeschreibung dieser

Futterpflanzen durchgeführt. Damit wurde eine solide Grundlage für weiterführende Projekte

geschaffen, so z. B. die Errichtung von Schutzzonen im Zuge einer in situ Konservierung.

In der vorliegende Arbeit wurden in einem ca. 2000 km großen Untersuchungsgebiet die

genetischen Diversität von Brachiaria und Zornia untersucht. Dazu wurden 34 Standorte

ausgewählt und über mehrere Jahre Pflanzenproben entnommen und mit RAPD-Markern

analysiert. Für Brachiaria konnten 309 Individuen aus 25 Standorten mit 10 Primern

untersucht werden. Ein Teil dieser Pflanzenproben wurde morphologisch bestimmt (Prof.

Scholz, FU Berlin) und hierbei fünf Brachiaria Arten (B. xantholeuca, B. nidulans, B.

orthostachys, B. ramosa, B. lata) identifiziert. Die RAPD-Ergebnisse der gleichen Blattproben

zeigten in der Clusteranalyse eine Auftrennung in 5 Gruppen, die eine 100 %ige Überein-

stimmung mit der morphologischen Bestimmung und damit eine Charakterisierung dieser

Brachiaria Artern anhand von RAPD-Markern möglich machte. Die fünf Brachiaria Arten

zeigten eine hohe genetische Variabilität, die meisten Standorte konnten mit RAPD-Marker

charakterisiert werden. An einigen Standorten war eine Differenzierung von zwei bzw. drei

Sammeljahren möglich, der Begriff des „temporären Genotypen“ soll hier genannt werden.

Für B. xantholeuca konnten Standorte im Umkreis von 50 km aufgrund ihrer hohen

genetischen Ähnlichkeit zu Ökotypen zusammengefaßt werden. B. xantholeuca weist somit

eine hohe regionale Homogenität, B. nidulans und B. orthostachys hingegen eine hohe

Standortspezifität.

Zornia wurde mit 80 Pflanzenproben und 6 Primern untersucht. Die genetische Variabilität

war sehr groß und zeigte eine hohe interindividuelle Heterogenität. Dadurch war weder eine

Differenzierung der Standorte noch der drei Sammeljahre möglich.
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Um ein tieferes Verständnis der beobachteten Regional- und Jahreseffekte zu erhalten, sind

weitere umfangreiche molekulargenetische Untersuchungen nötig. Dazu könnten RAPD-

Analysen der drei Futterpflanzen Alysicarpus, Dactyloctenium und Cenchrus beitragen.
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A Adenin
AMOVA analysis of molecular variance
bp  Basenpaar(e)
C Cytosin
CIAT Centro Internacional de Agricultura Tropical
CTAB Cethyltrimethylammoniumbromid
DNA Desoxyribonucleic Acid (Desoxyribonukleinsäure)
dNTP`s äquimolare Mischung der 2`-Desoxyribonucleosidtriphosphate dATP, dGTP,

dCTP, dTTP
EDTA Ethylendiamintetraacetat
FAO Food and Agriculture Organisation of the United Nations
g Gramm
G Guanin
GTZ Deutsche Gesellschaft für Technische Zusammenarbeit
h Stunde
HCl Salzsäure
IBPGR International Board for Plant Genetic Resources, jetzt IPGRI
ICRISAT International Crops Research Institute for the Semi-Arid Tropics
IPGRI International Plant Genetic Resources Institute
kb Kilobasenpaar(e)
M molar
mg Milligramm
MgCl2 Magnesiumchlorid
min Minute
ml Milliliter
mM millimolar
NaCl Natriumchlorid
nm Nanometer
PCR Polymerase Chain Reaction (Polymerase Kettenreaktion)
RAPD Random Amplified Polymorphic DNA
RFLP Restriction Fragment Length Polymorphism (Restriktion-Fragment-Längen-

Polymorphismus)
RNAase A Ribonuklease A
SDS Sodiumdodecylsulfat
T Thymin
Taq Thermophilus aquaticus
TE Tris-EDTA
Tris Tris-(hydroxymethyl-)aminomethan
U Unit (Einheit)
UPGMA Unweighted Pair-Group Method using Arithmetic averages
UV ultraviolettes Licht
Vol. Volumen
µg Mikrogramm
µl Mikroliter
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CTAB-Extraktionspuffer
(DOYLE & DOYLE, 1990)

2 %            CTAB
1.4 M NaCl
20 mM EDTA
100 mM Tris HCl pH 8.0
0.2 % 2-Mercaptoethanol

Ansatz:
4 g CTAB
16.36g NaCl,
1.49 g EDTA
20 ml Tris / HCl
0.4 ml 2-Mercaptoethanol

mit Bidest auf 200 ml auffüllen

SDS-Extraktionspuffer
(EDWARDS, 1991)

0.2 M Tris / HCl pH 7.4
0.25 M NaCl
25 mM EDTA pH 8.0
0.5 % SDS

Ansatz:
10 ml 1M Tris / HCl pH 7.4
2.5 ml 5M NaCl
2.5 ml SDS 10 %
2.5 ml 0.5 M EDTA pH 8.0
32.5 ml Bidest

λ-Marker (DNA-Konzentration)

375 ng / µl stock solution

Ansatz:
10 µl λ- Marker
75 µl Dye
290 µl Bidest

Einsatz: 1µl = 10 ng DNA

DNA-Längenstandard

50 µl DNA Ladder (BRL)
50 µl Dye
150 µl Bidest

Einsatz: 1µl pro Lane

dNTP-Mix

10 mM dATP
10 mM dCTP
10 mM dGTP
10 mM dTTP

Ansatz:
10 µl dATP
10 µl dCTP
10 µl dGTP
10 µl dTTP
460 µl Bidest

Dye DNA-Farbstoff (6 x)

0.25 % Xylencyanol
0.25 % Bromphenolblau
30 % Glycerol

Ansatz:
0.25 g Xylencyanol
0.25 g Bromphenolblau
30 ml Glycerol
70 ml Bidest

TAE-Puffer (50 x)

2 M Trisacetat
0.05 M EDTA

Ansatz:
242 g Tris
1 ml Essigsäure
18.6 g EDTA
mit Bidest auf 1 Liter auffüllen
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PCR-Puffer

10 mM Tris / HCl pH 9.0
50 mM KCl
2.5 mM MgCl2
0.1 % Triton X-100

Ansatz:
100 µl Tris / HCl 100 mM
100 µl KCl 500 mM
50 µl MgCl2 50 mM
1 µl Triton X-100
749 µl Bidest

Primer

Einsatz: 1µl (5 pmol) pro Ansatz

Proteinase K

10 mg / ml Bidest
Konzentration: 10 µg/ml bei 37-56°C.

RNAse (Ribonuclease A)

10 mg / ml in 10 mM Tris / HCl
pH 7.5 und 15 mM NaCl

Ansatz:
10 mg RNAse A
10 µl Tris 1M
15 µl NaCl 1M
965 µl Bidest
15 min bei 100 °C im Wasserbad erhitzen
und dann langsam abkühlen

TBE-Puffer (10x)

0.9 M Trisborat
0.02 M EDTA

Ansatz:
108 g Tris
55 g Borsäure
7.44 g EDTA
mit Bidest auf 1 Liter  auffüllen

TE-Puffer

10 mM Tris / HCl pH 8.0
1 mM EDTA pH 8.0

Ansatz:
0.242 g Tris
0.074 g EDTA
mit Bidest auf 200 ml auffüllen, mit HCl
einen pH 8.0 einstellen


