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~Without the exceptional powers possessed by grasses to grow again after being eaten
almost down to the roots, a large number of animal species, including nearly all farm
animals could not have evolved. It is possible to argue that the astounding success of
Homo sapiensas a species is ultimately due to the power possessed by grass to grow
again after being eaten down by animals”

(HYAMS 1971)
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1. Einleitung

Typische Merkmale der Sahelzone sind Trockenheit, abnehmende Niederschlage, geringe
natlrliche Ressourcen. Die Lander in dieser Region gehéren zu den Armsten in der Welt.
GroRRe Teile der Staaten Niger, Mali, Tschad und Mauretanien sind von der Wiste Sahara
bedeckt. 50 % der Flache des Staates Niger erhalt weniger als 100 mm Niederschlag im Jahr
(ANNUAIRE METEROLOGIQUE DU NIGER 1994). Ein schmaler Streifen im Stden des
Landes ist durch eine hohe Bevolkerungsdichte und intensive Landnutzung gekennzeichnet,
wobei Viehzucht und TrockenfeldbalPgnnisetum glaucunund Sorghum bicolor die
wichtigsten Lebensgrundlagen darstellen. Extensiver Ackerbau und Uberweidung zerstoren
jedoch grof3e Teile der fur den Menschen nutzbaren Gebiete im Sahel (Verknappung der
Futterpflanzen). Da diese Gebiete nur bedingt fir den Ackerbau geeignet sind, werden die
angelegten Hirsefelder nach einigen Jahren wieder aufgegeben. Die Folgen sind zunehmende
DesertifikationsprozeRe (MENSCHING 1990). Wildwachsende Futterpflanzen wie z.B.
Brachiaria, Zornia, Alysicarpus Dactylocteniumund Cenchrusstellen in diesen Gebieten ein
wichtiges Futterpotential dar, das im FaM&enchrusauch vom Menschen direkt als
Nahrungsquelle genutzt wird (IBPGR 1984). Diese Pflanzen sind durch den Besitz von Hitze-
und Trockenresistenzen optimal an die extremen Klimate der Sahelzone angepalit. Sie stellen
somit wichtige pflanzengenetische Ressourcen in der Pflanzenzichtung dar (MILES et al.
1996).

Im Rahmen des vom BMZ (Bundesministerium fur wirtschaftliche Zusammenarbeit)
finanzierten und in Zusammenarbeit mit dem IPGRI (International Plant Genetic Resources
Institute) / Rom und dem ICRISAT (International Crops Research Institute for the Semi-Arid
Tropics) / Niamey am Botanischen Garten und Botanischen Museum Berlin / Dahlem (Herrn
Prof. Greuter) ausgefiihrten Forschungsprojei®asterns of genetic diversity in wild forage
species and in situ - conservation in the Sahelirde ein Unterprojekt mit der Universitat
GielRen abgeschlossen. Dieses Projekt wurde am Institut fur Pflanzenbau und Pflanzen-
zuchtung Il unter der Leitung von Herrn Prof. Dr. W. Kdhler durchgefuihrt. 1993-1996 wurden
von der Projektleiterin Fr. Dr. H. Kusserow in Mali, Burkina Faso und Niger insgesamt 44
Testflachen eingerichtet und Uber mehrere Jahre Blattproben der ausgewahlten Zielarten
gesammelt, nach Giel3en gebracht und dort mit molekulargenetischen Markern analysiert.
Weitere Blattproben und Samen (soweit moglich) wurden am ICRISAT in Niamey unter der
Leitung von Herrn |. Salifou mit biochemischen Methoden (Isozymanalyse) untersucht
(KUSSEROW 1997).
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Innerhalb des Gesamtprojektes wurden folgende Fragen und Untersuchungsschwerpunkte

definiert:

1. Inwieweit besteht ein Zusammenhang zwischen dem regionalen Verteilungsmuster
ausgewabhlter Zielarten und ihrer genetischen Diversitat; Unterscheiden sich Arten in
ihrem genetischen Muster in Abhangigkeit edaphischer und klimatischer Prozesse?

Verandert sich das genetische Muster tiber mehrere Sammeljahre hinweg ?

2. Was leisten die eingesetzten Untersuchungstechniken (biochemische und moleku-
largenetische Analysen) in Bezug auf oben angegebene Fragestellung; erganzen sie sich,
ist eine zu bevorzugen oder zu gering auflésend, um Unterschiede interpretieren zu
kénnen? Hier steht die Etablierung von auf die Zielarten angepalfdten Analysetechniken im

Vordergrund.

3. Vegetationsklassifizierung ausgewahlter Gebiete mit dem Ziel der Definition von
Pflanzengesellschaften. Uber die Vergesellschaftung der Zielarten lassen sich
Erkenntnisse Uber Veranderungen des Gesamtbestandes ableiten (Bearbeitung Fr. Dr. K.
Klppers, Uni Frankfurt/ Main).

4. Monitoring (Luft und Satellitenbilder) von Pflanzengesellschaften, Untersuchung von
Anderungen der Landoberflaiche (Vegetation-Bodenkomplexe) und Abschatzungen der
Gefahrdung einzelner Gebiete (Bearbeitung Fr. Dr. H. Kusserow, FU Berlin; Fr. A.
Oestreich, FU Berlin; Fr. A. Perschon, TU Berlin).

5. Erarbeitung ethnobotanischer Daten und Untersuchungen zu Weidepraktiken der
einheimischen Bevdlkerung in Hinblick auf eie situ-Konservierung ausgewahlter

Zielarten (Bearbeitung Fr. L. Creemers, FU Berlin).

In der vorliegenden Untersuchung wurden die Punkte 1 und 2 bearbeitet und mit Hilfe
molekulargenetischer Methoden (RAPD-PCR) die genetische Variabilitat der beiden
wildwachsenden FutterpflanzeBrachiaria und Zornia aus der Sahelzone / Westafrika

analysiert.
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Die GattungBrachiaria wurde erstmals von TRINIUS (1834) beschrieben und in die
UnterordnungPanicum eingeordnet. GRISEBACH definierte 18%rachiaria als neue
Gattung innerhalb der Familiroaceae(Gramineag, die heute aus etwa 100 verschiedenen
Arten besteht. 1919 wurden von STAPF 56 afrikanische Arten neu klassifiziert, 1940 folgte
von PILGER eine weitere Revidierung fur insgesamt 50 Arten weltweit. CLAYTON and
RENVOIZE (1986) stellterBrachiaria zusammen mit den Gattungéhtochloa Eriochloa

und Panicumin die UnterfamiliePaniceae 1987 revidierte WEBSTER die systematische
Einteilung einiger australischeBrachiaria-Arten und transferierte sie in die Gattung
Urochloa 1992 wurden von MORRONE und ZULOAGA weiteBrachiaria-Arten aus
Siudamerika in die Gattungrochloaaufgenommen.

Aufgrund morphologischer Gemeinsamkeiten videachiaria-Arten zuPanicum stellt der

Royal Botanic Garden in Kew, London, die GattuBgachiaria in die Familie Panicum
(MILES et al. 1996). RENVOIZE et al. (1996) untersuchtenBd@chiaria-Arten weltweit

und konnten 83 davon auf der Basis von morphologischen Merkmalen (Infloreszenz) in 9
Gruppen einordnen. Danach lieRen sich afrikanidgfaehiaria-Arten morphologisch von
PanicumArten trennen, bei amerikanischen Arten war dies nur teilweise moglich. Vier der
funf in der vorliegenden Arbeit untersucht®rachiaria-Arten wurden von RENVOIZE et al.
(1996) in zwei Gruppen eingeteilt:

Gruppel:
Untergrupdea:  B. orthostachys B. lata
Untergrupde:  B.ramosa

Gruppell: B. xantholeuca

SCHOLZ hingegen definiert (KUSSEROW et al. 1999; im Druck) fir die fanf hier
untersuchterBrachiaria-Arten drei morphologische Gruppen, die er der Gattungchloa
zuordnet. Danach stehen im Unterschied zu RENVOIZE éfrakhloa xantholeucaind U.
orthostachysn der ersten Gruppé). ramosaund U. nidulansin der zweiten undJ. lata in

der dritten GruppeB. nidulans(= U. nidulang stellt eine neue Klassifizierung dar, die von
SCHOLZ (in KUSSEROW et al. 1999) erstmals beschrieben wird (8taghiaria findet

man an den unterschiedlichsten Habitaten, z.B. in feuchten Savannen Sud-amerikas wie auch
in den Tropen- und Subtropen Afrikas. Die Gattung ist morphologisch sehr heterogen und
man kann zwischen bodendeckenden und aufsteigenden Formen mit einer Hohe von Uber 2 m

unterscheiden.



1. Einleitung 4

Gruppe la: Urochloa xantholeuca

Ib Urochloa orthostachys

Gruppe lla: Urochloa ramosa
b Urochloa nidulans
Gruppe lll Urochloa lata

Die funf in dieser Arbeit untersuchten Arten sind einjahrig, davorBiskxantholeucaam
haufigsten im Sahel Westafrikas vertreten (LE HOUEROU 1989).

Einige andere Arten gehdren zu den wichtigsten tropischen Futtergrasern in Zentral- und
Sudamerika. Sieben aus Afrika eingefiihrte perennierende ABear(ecta, B. brizantha, B.
decumbens, B. dictyoneura, B. humidicola, B. mutica, B. ruziemsislen heute in Sud-
amerika als Futterpflanzen eingesetzt (KELLER-GREIN et al. 1996). Allein in Brasilien gibt
es ca. 40 Mio. ha Anbauflachen, die zu 85 % Busecumbensind B. brizanthabestehen

(DO VALLE & MILES 1994). Brachiaria decumbensndB. brizanthasind apomiktisch und
deshalb in der Pflanzenziichtung von besonderem Interesse. CIAT in Kolumbien arbeitet seit
einigen Jahren an der Erforschung des Apomixis-Gens, u.a. mit dem Ziel der Einklonierung in
andere Kulturpflanzen (TOHME et al. 1996; PESSINO et al. 1997). Dies wurde bereits bei
den Getreidearten Perlhirse, Mais und Weizen erfolgreich durchgefuhrt (CARMAN 1992).
Neben Apomixis findet man beB. decumbensund B. brizantha besondere Schatten-
toleranzen, sie werden deshalb oft als Bodendecker in Kokos- und Gummiplantagen
Sudostasiens eingesetzt (SHELTON et al. 1987). Nachteilig wirkt sich hingegen die
Anfalligkeit gegeniber dem ,Spittlebug”-KéafeH@moptera: Cercopidgeaus, der jahrlich

grof3e Teile der Ernte vernichtet (VALERIO et al. 1996).

Seit Anfang der 50er Jahre wurden etwa 1000 Samen von insgesamt 33 bekannten
BrachiariaArten in Samenbanken gesammelt, wobei die 6konomisch wichtigsten Burten
brizantha (40 %) undB. decumbens, B. humidicola, B. nigropedata, B. juhatd B.
ruziziensis am starksten vertreten sind (KELLER-GREIN et al. 1998)ten aus der
Sahelzone wurden bisher nur wenig gesammelt, bisher sind sie weder molekulargenetisch

noch biochemisch untersucht worden.

Zornia glochidiata(Reichb. Ex DC.) ist eine annuelle Futterpflanze und gehort in die Familie
PapilionaceagLeguminosen). Es werden auch die Synonymiiarticulata(G. Don) undZ.
diphylla verwendet (IBPGR 1984). Sie ist im gesamten Sahel, Sudan bis in die feuchten

Tropen verbreitet, wachst auf sandigen und lateritischen Bdden (Brousse tigree), wobei sie
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nach LE HOUEROU (1989) mindestens 200 mm Niederschlag pro Jahr benétigt. Sie erreicht
eine Hohe von etwa 50 cm, eignet sich sehr gut fur Silage, weniger jedoch fur Heu, da sie im
Trockenzustand sehr brichig wird (BARTHA 1970; IBPGR 1984). Zoania mehrere
Keimimpulse bendtigt, findet man sie in der Regel erst in der Hauptregenzeit oder in der
unmittelbaren N&he von Bohrléchern bzw. Brunnen. Die Keimung kann durch Anritzen der
Samen beschleunigt werden. Keimungstests im Labor (ICRISAT, Niamey) zeigten, dald
Samen von Lateritplateaus geringere Ausbeuten (10%) lieferten als solche von Sandstandorten
(30%) (KUSSEROW 1997). Nebedornia glochidiata findet man die aus Sudamerika
eingefiihrte ausdauernde latifolia, in feuchteren Gebieten wie Athiopien, Somalia, Kenia
und Tansania hingegen die ausdauerndeZAdpiculata(IBPGR 1984). Es gibt bisher keine
molekulargenetischen oder biochemischen Untersuchungen dieser Futter-pflanze.

Seit einigen Jahren beobachtet man u.a. in der Sahelzone eine drastische Abnahme pflanzen-
genetischer Ressourcen, d.h., groBe Weideareale gehen durch den extensiven Anbau von
Hirsefeldern verloren und werden durch Desertifikationsprozesse zerstort (MENSCHING
1990). Seit der UNCED-Konferenz in Rio 1992 und der Internationalen Technischen
Konferenz der FAO uber pflanzengenetische Ressourcen in Leipzig 1996 wurde ein “Global
Plan of Action” verabschiedet, der u. a. vorsieht, durch eRresitu- und in situ
Konservierung wichtige pflanzengenetische Ressourcen zu erhalten. Zu diesen bedrohten
Pflanzen werden mittlerweile auch die wildwachsenden Gréser und Leguminosen der Sahel-
zone gezabhlt, die durch den Besitz von Hitze- und Durreresistenzen fur die Pflanzenzichtung
von grof3em Interesse sind (MC CUSKER 1991; MILES et al. 1996).

Molekulare Marker, wie z.B. RFLP-Marker (Restriction Fragment Length Polymorphism)
werden seit Anfang der 80er Jahre erfolgreich in der Untersuchung von Pflanzenpopulationen
eingesetzt (BOTSTEIN et al. 1980, BURR et al. 1983). Obwohl diese Methode sehr viel
aufwendiger und teurer als die Isozymanalyse ist, und teilweise noch auf radioaktive
Chemikalien angewiesen ist, erweist sie sich als wesentlich ergiebiger, was die Anzahl
auswertbaren Markern anbelangt. Trotzdem werden Isozyme weiterhin als biochemischer
Marker zur Analyse der genetischen Variabilitat in Pflanzenpopulationen eingesetzt. Durch
die Auftrennung der Proteine im elektrischen Feld und anschlieBender Anfarbung der
allelischen Varianten kdnnen Polymorphismen sichtbar gemacht und ausgewertet werden. Der
neuere Einsatz von Celluloseacetatgelen (WYNNE et al. 1991) vereinfacht die Laborarbeit
erheblich und findet trotz geringerer Markerausbeute wieder verstarkte Anwendung. So

konnten innerhalb des Projektes (Durchfuhrung I. Salifou, ICRISAT, Niger) mit nur 6
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Enzymsystemen nahezu alle UntersuchungsstandoriBrdehiaria xantholeucalifferenziert
werden (KUSSEROW 1997). Diese Ergebnisse stellen die ersten Untersuchungen
wildwachsender Futterpflanzen aus der Sahelzone mit Hilfe von Isozymmarkern dar.
Bisherige Analysen beschaftigten sich hauptsachlich mit den wichtigen Kulturpflanzen Hirse
(TOSTAIN et al. 1987; WARWICK 1987; WERTH et al. 1984), Mais (GOODMAN &
STUBER 1980), Sojabohne (BLOGG & IMRIE 1982), Cassava (OCAMPO et al. 1993),
Zuckerrohr (GLASZMAN et al. 1988), tropischem Getreide (ASIEDU 1992) und Kuherbse
(VAILLANT et al. 1993).

Ebenso konzentrieren sich digntersuchungemmit RFLP-Marker vorwiegendauf 6kono-
misch wichtige Futterpflanzen. Sdkonnten PESSINO et al. 1997 nach einer Kreuzung
zwischeneiner apomiktischenund einer allogamenBrachiaria-Art zwei RFLP- und einen
RAPD-Markerin derF1-Generatiomdentifizieren,die mit demApomixis-Merkmalgekoppelt

sind. Weitere Apomixis-Markerkonntenvon LUBBERS et al. (1994) und GUSTINE et al.
(1997) bei verschiedenerPenniseturrArten identifiziert werden,so dafd man heute davon
ausgeht,dal’ sich das Apomixis-Genauf einem ,single-locus” befindet und von dort die
Aposporiesteuert.

Die zur Zeit am haufigstenverwendetermolekularenMarker stellen die RAPD(Random
Amplified PolymorphicDNA)-Marker dar. Diese Technik wurde zeitgleichvon WELSH &
MCCLELLAND und WILLIAMS et al. 1990 entwickelt. Durch den Einsatzvon 9-10 bp
langen, zuféllig ausgewahltenDNA-Sequenzen(Primer) werden genomischeRegionen
amplifiziert, die ,inverted repeats” aufweisen.Das Ergebnisist ein Bandenmusteraus
unterschiedlichgroenDNA-Fragmentendas fir den untersuchterOrganismuscharakter-
istischist undals ,,DNA-Fingerprint” bezeichnetverdenkann.RAPD-Markersind dominante
Marker,d.h.in DiploidenzeigenHomozygoteund HeterozygotelasgleicheBandenmuster.

Durch die einfacheund schnelleVersuchsdurchfuhrungind RAPD-Marker besondersur
Untersuchungernvon gréf3eren Pflanzenpopulationgeeignet. HUFF et al. untersuchten
(1993) natirlicheBuffelgrass-Populatione(Buchloedactyloide$ in Mexiko und Texasund
konnten mit nur siebenRAPD-Primervier Populationendifferenzieren,die regional und
okoklimatischvoneinandegetrenntsind. HUFF et al. betonendal3aucheine Stichprobevon

nur 12 Individuen fir populationsgenetischdJntersuchungenausreichendsein kann.
Entscheidendhierbei ist der Einsatz geeigneterPrimer. Fur die Analyse der genetischen
Variation innerhalbregionalerPopulationerschlagerHUFF et al. jeweils 25 Individuenvor.

In einer weiterenUntersuchungdieser Arbeitsgruppe(PEAKALL et al. 1995) wurden die
gleichen Populationenmit Allozym-Markern untersuchtwobei lediglich die beidenregio-

nalenBiotypenklar differenziertwerdenkonnten.
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RAPD-Untersuchungen liefern nicht zuletzt aufgrund der héheren Anzahl an Markern mehr
genetische Variation als Allozyme, dies zeigten auch Untersuchungétiibei (WILKIE et

al. 1993),Apium (YANG & QUIROS 1993),Brassica(HU & QUIROS 1991),Hordeum
(DAWSON et al. 1993)TheobromgRUSSELL et al. 1993) un8tylosanthe$KAZAN et al.

1993). Obwohl die Auflosung der genetischenStruktur durch das Dominanzverhalten
eingeschrankist, werdenRAPD-Markerin den unterschiedlichstesebieteneingesetztso

z.B. bei der Erstellunggenetische&Karten wichtiger Kulturpflanzen(Sojabohne WILLIAMS

etal. 1990; Tomaten KLEIN-LANKHORST etal. 1991;SorghumTAO etal. 1993;Weizen,
DEVOS & GALE 1992), in der Virusresistenzzichtung (Gerste, ORDON et al. 1998,
SCHIEMANN et al. 1998) oder zuHybrididentifizierung (Mais, WELSH et al. 1991;
SonnenblumeMOSGES & FRIEDT 1994; KOHLER 1997;Alfalfa, GJURIC & SMITH

1996, YU & PAULS 1993). Weiterhin zeigten RAPD-Untersuchungenbei Erbsen
(RATNAPARKHE et al. 1995),Linsen(SHARMA et al. 1995)und Erdnu3(HALWARD et

al. 1991),dalRdie genetischdiversitatinnerhalbderwildwachsendemrten wesentlich hdher

als in Kulturpflanzen ist.

Es gibt zur Zeit keine genetischen Analysen von Futtergrasern aus der Sahelzone. Von
groRerem Interesse waren bisher vielmehr Ertrags- und Futterwertanalysen (NG et al. 1991,
LE HOUEROU 1989; GLATZLE 1990, MILES et al. 1996). M'RIBU & HILU (1994) und
HILU (1994) untersuchten vier verschieddP@nicum Getreidearten aus Europa, Asien und
Nordamerika mit RAPD-Marker und konnten diese mit 11 Primer voneinander differenzieren.
Ebenso wurden von GUNTER et al. (1996) 14 Populationen des Prariegrasiesim
virgatumin Nordamerika mit 5 Primer identifiziert. PEAKALL et al. (1993) und HUFF et al.
(1995) untersuchten natirliche Buffelgras-Populatiomarcifloé dactyloidgsaus Texas und
Mexiko mit Allozym- und RAPD-Marker. Als Ergebnis konnten sie mit Hilfe von RAPD-
Markern regionale und individuelle Unterschiede verschiedener Populationen feststellen.
Weitere molekulargenetische Untersuchungen bei Futterpflanzen fiihrten KAZAN et al.
(1992) und (1993) beiStylosanthesdurch. Hier konnten mit Hilfe der RAPD-PCR
unterschiedliche Linien charakterisiert werden, die zuvor taxonomisch nicht eindeutig

zugeordnet werden konnten.

Die beiden in der vorliegenden Arbeit untersuchten einjahrigen PflaBesrhiaria und

Zornia sind wildwachsende Gréaser bzw. Leguminosen, die fur die Viehhalter der Sahelzone
eine wichtige Futterquelle darstellen. Durch Uberweidung sowie Uberstockung der
Viehherden in Verbindung mit Durreperioden hat sich jedoch die Vegetation der Sahelzone in

den letzten Jahrzehnten dahin verandert, daf3 gro3e Weideflachen zunehmend degradieren und
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nur noch geringe Futterertrage bringen (LE HOUEROU 1989). Durch diese extremen
Bedingungen verschwinden viele wichtige, ausdauernde Graser und Leguminosen und werden
durch einjahrige, robustere Pflanzen ersetzt, die meistens vom Vieh verschméht werden und
sich dadurch ungehindert ausbreiten konrigmachiaria und Zornia stellen zwei wichtige
Vertreter wildwachsenderFutterpflanzendar, wobeiBrachiaria mit mehrerenArten im
gesamterSahelvertreten istZornia zeichnetsich u.a. durch minimale Bodenanspriichaus,

man findet sie deshalb besondewuf den verkrustetenLateritplateausdie fir die meisten

andererf-utterpflanzerkeineLebensgrundlagdarstellen.
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2. Regionaler Uberblick

2.1 Allgemeines

Unter dem Begriff Sahelzone wird ein ca. 6000 km langes und 400 - 600 km breites Gebiet
sudlich der Sahara bezeichnet, dal’3 sich vom Atlantischen Ozean bis zum Horn von Afrika
quer durch den afrikanischen Kontinent erstreckt (Abb. 1). Mit ca. 4,5 Mib. datspricht

dies ungefahr einer Flache, die 13 mal so grol3 wie die von Deutschland (3503)06t.km

Das Wort ,Sahel* kommt urspringlich aus dem Arabischen, wo es ,Ufer‘ oder ,im
Kistenbereich liegend* bedeutet und wurde erstmals von CHEVALIER (1900) in das
wissenschatftliches Vokabular aufgenommen. In die Schlagzeilen der Weltpresse kam der
Sahel allerdings erst durch die Dirrekatastrophen in den Jahren 1969-73, als mehrere Jahre
hintereinander die Niederschlage katastrophal niedrig ausfielen und fir Mensch und Tier
dramatische Folgen hatten (MENSCHING 1974).

An der Sahelzone haben die Staaten Niger, Mali, Tschad und Sudan Anteil. In Mauretanien

gehort nur die sudliche, in Senegal und Burkina Faso nur die nérdliche Hélfte zum Sahel.
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Abb. 1: Die Sahelzone in Afrika

Das Untersuchungsgebiet erstreckt sich Uber ca. 2000 km Ost-West-Ausdehnung in die
Lander Niger, Mali und Burkina Faso hinein (schraffiert; verandert nhach LE HOUEROU
1989).



2. Regionaler Uberblick 10

2.2 Klima

Der Sahel ist naturgeographisch eine klimatisch-vegetationsmaRige Ubergangszone von der
vollariden Sahara zu den wechselfeuchten tropischen Savannen (KRINGS 1982). Die
Sahelzone war in ihrer Geschichte wiederholten Klimaschwankungen ausgesetzt. Es
wechselten sich feuchte und trockene Phasen voneinander ab (Abb. 2). Vor ca. 18000 Jahren
hatte sich die Wuste weit nach Suden vorgearbeitet. Die Vegetation ging stark zurtick und
Sanddiinen breiteten sich im Sahel aus. Als sich vor 8000 Jahren das Klima wieder veranderte
und die Niederschlage zunahmen, konnte sich die Vegetation nach Norden hin ausbreiten und
die Wuste bis auf kleine, isolierte Gebiete zurlickdrangen. Der Tschadsee war um ein
Vielfaches grofRer als heute, und droht in den kommenden Jahren vollig auszutrocknen
(KRINGS 1982). Vor 2000 Jahren wurde das Klima wieder trockener, Flisse und Seen
bildeten sich stark zuriick und der Regenwald schrumpfte auf einen schmalen Kistenstreifen.
Die Wiste breitet sich seither wieder in Richtung Stiden aus (LEISINGER 1992). Der Niger-
FluR bildet im Sudosten Malis ein grof3es Binnendelta aus, das fur die Bevodlkerung eine
wichtige Lebensgrundlage darstellt. Nach LE HOUEROU (1989) befand sich dieses Delta zu
Beginn des letzten Jahrtausends noch etwa 150-200 km weiter nordlich.

vk 18 (MK Jahren wor 2000 Jahren

7 ] Tuchadses I __.__! Wiilrste - I':l."_L'.I'H'I.'-..'I]-\.I

Abb. 2: Die klimatische Entwicklung der Sahara und Sahelzone seit 18000 Jahren.
Die Sahara hat ihre alte Grol3e wieder erreicht, ist aber deutlich nach Norden verschoben. (aus
LEISINGER 1992)
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Das Klima im Sahel wird durch den Wechsel zwischen einer 9-monatigen Trockenzeit und
einer 3-monatigen Regenzeit (Juli-September) bestimmt. Dabei nimmt die Niederschlags-
menge von Norden nach Sdden kontinuierlich ab. Die Regenzeit dauert in der Saharo-
Sahelischen Ubergangszone 15-30 Tage, in der Sahelzone 30-90 Tage und der Sudano-
Sahelischen Ubergangszone 90-120 Tage (LE HOUEROU 1989). Charakteristisch fiir den
gesamten Sahel ist aber die hochst ungleiche Verteilung und Intensitat der Niederschlage
wahrend der Regenzeit, da die Regenschauer nicht flachenhaft, sondern als lokal begrenzte
Gewitterschauer niedergehen. Das bedeutet, dal3 zwischen zwei Niederschlagen an einem
Standort mehrere Wochen vergehen kénnen. Damit sind die Pflanzen einem extremen
Trockenstrel3 ausgeliefert und die Gefahr des Verdorrens ist sehr gro3. Die Variabilitat des
jahrlichen Niederschlages steigt mit der Trockenheit, also von Sid nach Nord. Der
Variationskoeffizient (C.V.) liegt beispielsweise am Sudrand der Sahara bei Gber 80 %, in der
Saharo-Sahelischen Ubergangszone bei 45 % und der Sudano-Sahelischen Ubergangszone bei
25 % (LE HOUEROU 1989). Die Niederschlagsmengen variieren sehr stark von Jahr zu Jahr.
Seit Ende der 60er Jahre liegen sie weit unter dem langjahrigen Mittel (Abb. 3). Die Folgen
sind eine Verknappung der Wasserressourcen, die zu einer Reduktion der Vegetation und
damit zu MiBernten in den Jahren 1971-1974 bzw. 1982-1984 fuhrten. Dadurch kam es

insbesondere fur die Tuareg-Stamme im Nordsahel zu hohen Viehverlusten.
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Abb. 3: Abweichung der Niederschlage vom langjahrigen Mittel fir den gesamten Sahel-
raum seit 1900 (verandert nach LEISINGER 1992).
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LE HOUEROU (1980) teilt das Gebiet siidlich der Sahara anhand der Isohyeten
(Verbindungslinie zwischen MefRstationen mit gleichem mittleren Jahresniederschlag) in

mehrere Zonen ein (Abb. 4):

» Sahara <100 mm Niederschlag/Jahr

» Sahel 100 - 600 mm Niederschlag/Jahr
» Sudan 600 - 1000 /1100 mm  Niederschlag/Jahr
» Guinea 1000/ 1100 - 1500 mm  Niederschlag/Jahr
» Agquatorialer Regenwald 1500 - 3000 mm Niederschlag/Jahr

Weiterhin definiert LE HOUEROU (1989) speziell fiir die Sahelzone drei 6koklimatische

Zonen:
» Saharo-Sahelische Ubergangszone 100 - 200 mm  Niederschlag/Jahr
» Sahelzone ,senso stricto" 200 - 400 mm  Niederschlag/Jahr

» Sudano-Sahelische Ubergangszone 400 - 600 mm  Niederschlag/Jahr

Saharo-Sahelische Ubergangszone
Dieser Vegetationstyp ist gekennzeichnet durch eine Grasflur mit verstreuten Baum- und
Buschgruppen, in der vorwiegend die xeromorphen Armcum turgidumStipagrostis sp

Aristida pallidaundAcacia raddianavorkommen.

Sahelzone ,senso stricto*
Die Vegetationsformation ist eine Dornbuschsavanne, die sich in eine annuelle Krautschicht
(dominierende Vertreter sind hig€enchrusund Zornia) und eine Baum-Strauchschicht

(Acacia sp.Balanites aegyptiac&Commiphora africanpgliedert.

Sudano-Sahelische Ubergangszone

Die Artenzusammensetzung zeichnet sich durch eine Zunahme an feuchtliebenden Pflanzen
aus. Der Anteil perennierender Artefn@ropogon gayanidsn der Krautschicht ist hdher als

in der Sahelzone. Als weitere Arten sind vertret@mstida mutabilis Schoenefeldia gracilis

sowie die funf ZielartenCenchrus biflorus, Zornia glochidiataAlysicarpus ovalifolius
Brachiaria und Dactyloctenium aegyptiunmNeben verschiedenehcaciaArten findet man

unter der Baum- und Strauchschicht vor allem Vertreter der Gatantpretum(C. micran-

thum C. nigricans Guiera senegalengisDiese Vegetationsformation nennt man auch eine
Combretaceen-Savanne.
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Abb. 4: Okoklimatische Zonen der Sahelzone (verandert nach LE HOUEROU 1989).

Oft sind die Mel3stationen im Niger Uber 100 km voneinander entfernt. Aufgrund der hohen
lokalen Niederschlagsvariabilitaét weichen die Mel3werte vor Ort stark von den ermittelten
Isohyeten ab. In einer Untersuchung von TAUPIN (1997) wurde die Niederschlagsvariabilitat
in Niamey / Niger 1994 und 1995 auf einer Flache von 1 g@messen. Es kamen insgesamt

25 Melgerate zum Einsatz, die Unterschiede von bis zu 15 % in der Niederschlagsmenge
registrierten. Niederschlagsmessungen in Niamey-Airport und Niamey-City zwischen 1993
und 1995 kamen zu &hnlichem Ergebnis (ANNUAIRE METEROLOGIQUE DU NIGER
1995). Beide Melf3stationen sind ca. 5 km voneinander entfernt. 1993 wurden in Niamey-City
19 % mehr Niederschlag gemessen als in Niamey-Airport. In den beiden darauf folgenden
Jahren 1994 und 1995 sind die Unterschiede deutlich geringer und betragen 5.5 % fir 1994
und 6.4 % fur 1995 (Tab. 1). Ebenso wurden an der selben Mel3station von 1993 bis 1995
grof3e Niederschlagsschwankungen festgestellt. Am Niamey-Airport wurden 1993 426.5 mm
Jahresniederschlag gemessen, dieser Wert stieg im Folgejahr 1994 um 65.8 % auf 707.1 mm
an, sank aber im darauf folgenden Jahr 1995 wieder um 23.5 % auf 540.8 mm. Fir Niamey-
City fielen diese Schwankungen etwas niedriger aus, so daf3 hier 1994 31.4 % mehr
Niederschlag als 1993 und 1995 24.2 % weniger Niederschlag zu verzeichnen waren. Abb. 5
verdeutlicht diese Problematik anhand der Niederschlagsdaten von Niamey-City der letzten 90
Jahre. Zu Beginn der 70er und Anfang der 80er Jahre lagen die Werte weit unter dem Mittel

und fuhrten zu groRen EinbuRRen in der Landwirtschaft und zu Engpassen in der Ernahrung.
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Tab. 1: Niederschlagsvariabilitat in Niamey in den Jahren 1993-1995.

Niamey-City und Niamey-Airport sind 5 km voneinander entfernt. Angegeben sind die
mittleren jahrlichen Niederschlage und die prozentuale Anderung von Jahr zu Jahr bzw.
zwischen den beiden Mefl3stationen. (ANNUAIRE METEROLOGIQUE DU NIGER 1995)

1993 1994 1995
i +65.8 % -23.5%
MEMEY 426.5 mm “» 707.1 mm “» 540.8 mm
Airport
I+ 19 % I 55 % I 6.3%
City 508.4 mm |[4————p| 668.4 mm [&——p| 506.3 mm

Vergleicht man die Niederschlagsdaten mehrere Standorte Uber einen langeren Zeitraum mit-
einander, so kann im Niger eine Verschiebung der Isohyeten in siddstliche Richtung und

damit ein starker Niederschlagsriickgang beobachtet werden. Abb. 6 zeigt einen Vergleich
zweier MeR3perioden (1950-1980 und 1981-1995) fur den Staat Niger. Der Sudwartstrend ist
im Westen weniger stark ausgepragt als im Osten Nigers. Lag die 350 mm Isohyete noch 1990
oberhalb Tahouas, ist sie in den folgenden funf Jahren deutlich sudwarts gewandert. Durch
menschliche Eingriffe (u.a. Stauung der Zuflisse in Nigeria) wird die Austrocknung des

Tschadsee weiter beschleunigt, der heute nur noch einen Bruchteil seiner urspringlichen

GrolRRe besitzt.
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HerwurT und Ausfiibning: A Cessraich

Abb. 5: Niederschlagsdaten aus Niamey-City der letzten 90 Jahre (1905-1995)
Angegeben ist der jahrliche Niederschlag. Die Mel3daten fir 1911 und 1920 fehlen.
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Abb. 6: Vergleich der Isohyeten der Periode 1950-1990 (obere Grafik) und 1981-1995
(untere Grafik) (aus KUSSEROW und OESTREICH 1998).
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2.3 Bdden

Im Norden des Sahels an der Grenze zur Wuste findet man sog. ,Rohbéden”, bestehend aus
Kies, Geroll oder groben Sanden, weiterhin verfestigte rétliche Dinenbdden, die eine dichte
Grasbedeckung aufweisen (KRINGS 1982). Im Bereich der Trocken- und Feuchtsavannen des
sudlichen Sahels herrschen trockene tropische Rotlehmbdden vor, die sich fir den Anbau von
Hirse eignen. Diese Bbden sind der Gefahr der Laterisierung ausgesetzt, ein Prozel3, der weite
Gebiete des Sahels und sudlich davon erfal3t hat. Infolge hoher Verdunstungsraten wahrend
der heiBen Jahreszeiten werden durch das aufsteigende Bodenwasser Eisenoxid an die
Oberflache abgegeben und dort angereichert. Durch zunehmende Abholzung bilden sich
betonharte ,Eisenkrusten-Plateaus”, die fur den Ackerbau nicht mehr genutzt werden kdnnen.
Auf diesen Lateritkrusten haben sich bestimmte Vegetationsmuster ausgebildet. Diese
Strauchformationen, die aus dem Flugzeug betrachtet an ein Tigerfell erinnern, werden
.Brousse tigree* genannt (KUSSEROW & HAENISCH 1999).

Die ausgewahlten Testflachen weisen sowohl Sand- als auch Lateritbéden auf. In einer
bodendkologischen Bewertung (PERSCHON 1996) der ausgewahlten Standorte wurden
neben pH-Wert, Phosphat-, Stickstoff- und organische Kohlenstoffwerte sowie eine Reihe von
Kationen (H, AlI*, Na, K*, C&", Mg) untersucht. Insbesondere der pH-Wert stellt eine
wichtige Grol3e bei vielen Bodenprozessen dar. (SCHEFFER und SCHACHTSCHABEL
1992). Hierbei wirkt sich die Bodenaciditat direkt oder indirekt aus auf

die Verfuigbarkeit von Nahrstoffen
die Nitrifikation
das Auftreten toxisch oder antagonistisch wirkendé&r Ahd Schwermetall-lonen

das Bodengeflige

VVVVY

die Lebensbedingungen der Bodenorganismen

Fur die untersuchten Testflachen wurden pH-Werte zwischen 4.7 und 7.0 ermittelt. Neutrale
bis schwach saure Bodenreaktionen sind in der Regel gunstig fir das Pflanzenwachstum. Dies
gilt insbesondere fur Phosphat, das in diesem pH-Bereich kaum als Calciumphosphat fixiert
und somit gut verfugbar ist (SCHEFFER und SCHACHTSCHABEL 1992). Aul3er Phosphat
ist Stickstoff sehr haufig limitierender Faktor fur das Pflanzenwachstum. BREMAN &
DEWIT (1983) stellten in Analysen in der Sahelzone fest, dal3 oberhalb der 300 mm Isohyete
ein Mangel an Stickstoff und Phosphat den Ertrag der dortigen Naturweiden erheblich starker

begrenzt als ein Wassermangel.



2. Regionaler Uberblick 17

Nach landwirtschaftlichen Klassifikationsmafistaben sind die von PERSCHON (1996)
ermittelten Werte flir Phosphor, Stickstoff und Kohlenstoff sehr gering. Zu héh&VAtte
konnen hingegen in Verbindung mit pH-Werten unterhalb 5.5 zu einer Pflanzentoxizitat
fuhren und damit den Pflanzenbestand auf nur wenige widerstandsfahige Arten reduzieren
(FOY et al. 1978). Dies gilt insbesondere fiir die Lateritplateaus der Brousse tigree, hier

wurden die hochsten AlWerte gemessen.

2.4 Flora und Vegetation

Die Flora der Sahelzone zeichnet sich durch eine geringe Artenzahl von ca. 1500 bliihenden
Pflanzen auf einer Flache von 4.5 Mio. %raus (LE HOUEROU 1989). Die hier
vorkommenden Arten gehdren zum paleotropischen Florenreich, wobei folgende Familien am
haufigsten vertreten sind:Poaceae (Ordnung Poale9; Fabaceae Mimosaceage
Caesalpiniacea¢OrdnunglLeguminosag CapparidaceadOrdnungCapparale$, Malvaceae
(OrdnungMalvaleg; CombretaceadOrdnungMyrtaleg. Es gibt etwa 40 endemische Arten
(WHITE 1983). In Abhangigkeit der Niederschlage bildet sich ein Nord-Sud-Gradient in der
floristischen Zusammensetzung von der sudlichen Sahara zur Sudanzone aus.

Die Zusammensetzung der Kraut- und Grasschicht ist in hohem Malie abhangig von den
jahrlichen Niederschlagen, die grof3en Einflul3 auf die Samenproduktion und den Samenvorrat
im Boden nehmen. Eine Art kann somit an einem bestimmten Standort fir ein oder mehrere
Jahre dominant und dann im folgenden Jahr vdllig ohne besonderen Grund von der
Oberflache verschwinden (LE HOUEROU 1989). Diese Dynamik ist sehr kompliziert und bis
heute nicht vollig geklart. Offensichtlich gibt es Interaktionen zwischen dem Niederschlag
und der Samenproduktion. So legen einige Arten unter bestimmten Bedingungen (geringe
Niederschlage) eine Samenruhe von einen bis mehreren Jahren ei@erzdBrus biflorus

(pers. Mitteilung I. Salifou). Entsprechend haben diese Samen eine dinne Samenschale und
konnen bei ausreichendem Niederschlag schnell wieder keimen und neue Samen bilden.
Dactylocteniumund Zornia hingegen haben eine dickere Samenschale und sind deshalb
unempfindlicher gegeniiber Wassermangel (DE VRIES & DJIETEYE 1982; CISSE 1986).
Dies bedeutet fur die Zusammensetzung der Pflanzengesellschaft, dal3 sich z.B. letztgenannte
Arten schon nach den ersten Niederschlagen vor der eigentlichen Regenzeit durch ihr friheres

Auskeimen einen Konkurrenzvorteil verschaffen kdnnen.
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2.5 Landwirtschaft

Der Grol3teil der Bevolkerung (Niger und Mali >80 %, Burkina Faso >90 %; LEISINGER
1992) lebt im landlichen Raum und ist fur ihren Lebensunterhalt auf landwirtschaftliche
Arbeit angewiesen. Neben dem Hirseanbau ist die Viehhaltung die dominierende
Wirtschaftsform in der Sahelzone. Hierbei haben sich verschiedene Formen der Viehhaltung
entwickelt. So findet man in den trockenen Gebieten des Nordsahels nur noch nomadische
Viehhaltung (Pastoral Nomadism), wobei durch h&ufigen Ortswechsel dem Vieh die jeweils
bestmdéglichen Weidegriinde und Wasserstellen zuganglich gemacht werden. Wahrend der
Regenzeit wandern die Nomaden mit ihren Herden nordwarts zu den grof3en Weiden, auf
denen vorwiegend annuelle Graser, u.a. die funf hier beschriebenen Zielarten, wachsen. Mit
dem Beginn der Trockenzeit ziehen die Viehhalter wieder zurtick in den Suden der Sahelzone.
Eine besondere Art der Viehhaltung beschreibt die Transhumanz, einer nur saisonalen
Herdenwanderungen, wobei die Herdenbesitzer sef3haft sind und meist noch Ackerbau
betreiben (&hnlich der Almwirtschaft in Mitteleuropa) (GLATZLE 1990). Seminomadismus
schlie3lich umfalit eine Vielzahl von Zwischenformen, insbesondere solche, bei der durch
moderne Veranderungen ehemals reine Nomaden (pure nomads) ganz oder teilweise sel3haft
geworden sind. Bei der stationaren Tierhaltung werden die Tiere das ganze Jahr nahe der
Siedlung gehalten, wobei meist Ernterlickstande als Futter dienen. Das Vieh wird nach der
Hirseernte auf die Felder gelassen und somit noch als Dungproduzent nutzbar gemacht
(SCHLEICH 1985). Oft werden auch Futterpflanzen innerhalb von Hirsefeldern stehen-
gelassen und bei ausreichender Gro3e geerntet und verfittert oder auf dem Markt verkauft.

Zu den wichtigsten Nahrungsmittel in der Sahelzone gehéren die PerlResaigetum
glaucunm und die SorghumhirseS6rghum vulgane Neben Hirse sind die Exportkulturen
Erdnul3 und Baumwolle (,cash-crops”) von gro3er Bedeutung, bendtigen aber héhere Nieder-

schlage und werden tberwiegend in der nordlichen Sudanzone angebaut (KRINGS 1982).

2.6 Desertifikation

Die Desertifikation beschreibt eine schwere Degradationsform von Okosystemen in den
Trockengebieten der Erde. Insbesondere durch die Durren in der Sahelzone in den 70er Jahren
ist man auf dieses Thema aufmerksam geworden. Das Ausmald der Desertifikation ist bis
heute nur schwer zu ermitteln. So geht MABBUTT (1984) von insgesamt 1.5 bis 2 Milliarden
ha Flache aus, die bereits desertifiziert sind. DREGNE (1983) errechnete hingegen uber 3
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Milliarden ha Flache aus, wobei jahrlich etwa 20 Mio. ha landwirtschaftlich genutzte Flache
hinzukommen.

Der Begriff ,Desertifikation* (AUBREVILLE 1949) stammt aus dem Lateinischen ,desertus
facere” und bedeutet wistmachen, verwisten. Im Rahmen der UN-Konferenz tUber Umwelt
und Entwicklung (UNCED) in Rio de Janeiro, Brasilien, wurde 1992 die folgende Definition
fur Desertifikation festgelegt: “Desertification is land degradation in arid, semi-arid and dry
sub-humid areas resulting from various factors, including climatic variations and human
activities® (UNEP 1993). Eine weitere Definition gibt MENSCHING (1990): Die
Desertifikation ist eine ,...Ausbreitung wistenéhnlicher Verhaltnisse in Gebiete hinein, in
denen sie zonal-klimatisch eigentlich nicht existieren sollten“. Das bedeutet, dal3 im
Gegensatz zur Durre, der Mensch an der Desertifikation ursachlich beteiligt ist.
MENSCHING spricht hier von ,man-made desert‘. Insbesondere wéahrend Dirreperioden
wirkt sich der Einflu@ des Menschen besonders drastig auf die Vegetation aus. Die
Vegetationsschicht bezeichnet GRAINGER (1992) als degradiert, wenn sich tUber langere Zeit
die Vegetation am Standort andert und sich dadurch die Nutzung durch den Menschen
verschlechtert. So bilden sich zunachst punktuell bis flichenhaft nicht bewachsene Flachen in
einer ansonsten geschlossenen Vegetation aus. Als Folge zu starker Uberweidung ist eine
Zunahme der nicht freBbaren Pflanzenanteile in der natiirlichen Vegetation zu beobachten.
Damit verbunden ist eine Vernichtung wichtiger perennierender Graser, z.B. einige Arten der
GattungenArista und Andropogon anstelle derer einjahrige weniger nahrhafte Graser treten
(LE HOUEROU 1989). Zudem findet eine Abnahme der Vegetationsdichte und eine
Anderung des Verteilungsmusters der Gehdlzgesellschaft statt (KUSSEROW 1992, 1994).
Weitere Indikatoren sind das Absenken des oberflachennahen Grundwasserspiegels, vor allem
im Einzugsbereich der Brunnen und der periodisch wasserfiihrenden Talungen (Marigot)
(MENSCHING 1990). Die verstarkte Vegetationszerstorung wird durch Bodenerosion
gefordert, wobei feine Partikel ausgeblasen und weggeschwemmt werden und ein verkrusteter
Horizont zurickbleibt. Dadurch kénnen Samen nicht mehr in den Boden eindringen und
auskeimen (HAHN und KUSSEROW 1998).

Abb. 7 zeigt eine Aufnahme aus der Region Tahoua (September 1994). Ein Grol3teil der
Wurzeln dieses Strauches wurde bereits durch Wind und Wasser freigelegt. Im offenen
Gelande findet man meist nur an windgeschitzten Stellen (unter Bischen und Strauchern)
eine Gras- und Krautschicht. Abb. 8 zeigt eine Aufnahme eines lateritischen Plateaus aus der
Region Tillaberi (30 km sudlich von Niamey) wahrend der Regenzeit 1994. Hier kdnnen vom

Wind mitgefihrte Samen auskeimen.
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Abb. 7:

Folgen der Bodenerosion in der
Region Tahoua (September
1994). Diese Aufnahme entstand
wéahrend der Regenzeit, in der
eine geschlossene Grasbedek-
kung =zu erwarten ist. Der
sandige Boden ist um ca. 60 cm
abgetragen der Wurzelhorizont
von Guiera senegalensidrei-
gelegt.

Abb. 8:
Bodenerosion in der Néhe von
Tillaberi, etwa 35 km nérdlich
von Niamey (September 1994).
Ein Autowrack bietet Schutz
gegen Wind- und Wassererosion.
Es reichern sich feine Boden-
partikel an, die wiederum vom
Wind mit gefihrten Samen als
Substrat dienen.
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3. Material und Methoden

3.1 Auswahl der Untersuchungsflachen

Es wurden durch die Projektleiterin Fr. Dr. Ku3erow in Niger, Mali und Burkina Faso 34
Untersuchungsflachen ausgewahlt (Tab. 2), die folgende Kriterien erfillen sollten:

(1) Die Flachen sollen einen Niederschlagsgradienten aufweisen

(2) Die Flachen sollen von unterschiedlicher Bodenbeschaffenheit sein

(3) Die Flachen sollen raumlich voneinander getrennt sein

Zur Unterstitzung wurden neben topographischen Karten insbesondere Satellitendaten
herangezogen. Auf der Basis dieser Daten wurden zwei morphologische Einheiten als fir

diese Landschaft typisch ausgewiesen:

> Brousse tigreé- Formation auf den Plateauflachen (Abb. 9 und Abb. 10)
Die Brousse tigreé beschreibt ein besonderes Vegetationsmuster, wobei sich
vegetationslose Flachen mit linienférmig angelegten Baum-Busch-Komplexen abwechseln

und vom Flugzeug aus betrachtet wie ein Tigerfell aussehen.

> Sandige Taler - Krautgrasflur in der Umgebung von Hirsefeldern am Pisten- oder
StralRenrand (Abb. 9 und Abb. 10)

> Als Vergleich wurde eine Testflache innerhalb des umz&aunten und kontrolliert beweideten

ICRISAT-Gelandes (Sadoré, Niamey) angelegt.

Die Auswahl der Untersuchungsflachen wurde dadurch erschwert, daf? die Plateauflachen oft
als Weide und die Taler fur die Anlage von Hirsekulturen genutzt werden. Ein 1994
angelegter Teststandoftl§, Tillaberi) wurde im folgenden Jahr 1995 in eine Ackerflache
umgewandelt und konnte deshalb nicht mehr weiter untersucht werden. Die Testflachen
wurden deshalb in der unmittelbaren Umgebung von Hirsekulturen angelegt, denn hier
werden nur wenige Tiere zur Weide zugelassen und die Bauern halten meist einen Abstand
von 1 m -1.5 m zwischen ihren Feldern und der Piste ein. Neben dem Einsatz von GPS-Daten
wurde der Kilometerstand notiert und vor allem durch Training eine Wiederauffindbarkeit der
Testflachen auch in der Regenzeit gewahrleistet. Aufgrund der Sicherheitslage (militarische

Konflikte der Staaten Mali, Niger mit Tuareg-Stdmmen) mufdten fir die Anlage der
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Testflachen iberwiegend Gebiete in der sahelo-sudanischen Ubergangszone (geplant war die

Sahelzone ,senso stricto”) ausgewahlt werden.

Abb. 9: Lage der Standorfel-T4 H1-H6 undICRISATsudlich von Niamey 4). T1-T4sind
Testflachen auf Lateritplateaud1-H6 sind sandige Flachen am Pistenrd@RISATIst ein
eingezauntes Testflache innerhalb des ICRISAT-Gelandes. (Néhere Beschreibung der Test-
flachen siehe Tab. 2)
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Abb. 10: Geographische Lage der

34 Teststandorte in Niger, Burkina
Faso und Mali. (Beschreibung der
Testflachen in Tab. 2 und Abb. 9).
1-11 = T1-T4, H1-H6, ICRISAT
12 = H10

13 = H11

14 = H13

15 = |becetene

16 = Tahoua

17 = Maradi

18 = Maradi-Zinder

19 = Burkina

20 = Zinder |

21 = Zinder Il

22 = Takieta

23 = Hamdara

24 = Palmen

25 = Goure

26 = Diffal

27 = Diffa Il

28 = Niono |

29 = Niono Il

30 = Quagadougou

31 = Gao

32 = Toukounous

33 = Sevare

34 = Quahigouya
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Tab. 2: Beschreibung der 34 Teststandorte in Niger, Mali und Burkina Faso.

Angegeben sind die geographische Lage und GroRe der Standorte (vergl. dazu Uber-
sichtskarten in Abb. 4, Abb. 9, Abb. 10), die Vegetationszusammensetzung, pH-Wert der
Bdden, Einflisse des Menschen auf den Standort, die nachstgelegene Niederschlags-
meRstation und die nach LE HOUEROU (1989) definierten koklimatische Zonen. Die
Angaben zur Vegetationsbestimmung stammen von Fr. Dr. Kuppers (Uni Frankfurt), die
Bodenanalysen wurden von Fr. Perschon (TU Berlin) und die GPS-Daten von Fr. Dr.
Kusserow zur Verfligung gestellt.

(Sud.-Sah.-Zone = Sudano-Sahelische Ubergangszone; Sah.-Sah.-Zone = Saharo-Sahelische
Ubergangszone; nach LE HOUEROU, 1989) ([1] — [34] Standortbezeichnungen aus Abb. 10)

Standort GPS-Daten Beschreiburg
- Laterit-Plateau (Brousse tigree), pH= 5.2

- in der Nahe von Damari (ICRISAT), 2m x 5m
groRe Testflache, (Abb. 11), Uberweidung
und Holzeinschlag sehr stark

- Strauchschicht:Combretum micranthumC.
Sud.-Sah.-Zone nigricans, Acacia pennata, Guiera senega-
T1 ) [1] ) lensis

- Krautschicht: Borreria scabra, Triumfetta
pentandra, Cassia nigricans, Panicum
laetum, Microchloa indica, Tripogon
minimus

- Zielarten:Zornia glochidiata

- Nachste MeRstation: ICRISAT (3 km)
Mittlerer jahrlicher Niederschlag: 542 mm
(Mel3periode 1982-1996)

- Laterit-Plateau (Brousse tigree), pH=5.4
- 8.7 km westlich von Kobadi, 3m x 3m groR,
Uberweidung und Holzeinschlag sehr stark

Vegetation ahnlich wid 1.
T2 SUd'-?;}h'_Zone - Zielarten:Zornia glochidiata

- Nachste Mel3station: Torodi (13 km)
- Mittlerer jahrlicher Niederschlag: 548.6 mm
(Mel3periode 1981-1995, ohne 1994)

- Laterit-Plateau (Brousse tigree), pH= 4.7

- an der Piste von Say nach Kobadi, 3m x|8m
groRe Testflache, Uberweidung und Holzein-
schlag nicht so stark wie bdil und T2
dadurch dichtere Vegetation

- Zielarten:Zornia glochidiata
- Nachste Mel3station: Say (17 km)

- Mittlerer jahrlicher Niederschlag: 546.6 mm
(Mel3periode 1982-1995)

13°11'55“N / 02°14'23°0

13°13'54“N / 01°47'41“0O

13°04°03°'N /02°13°34°0

T3 Sud.-Sah.-Zone
[3]
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Standort

GPS-Daten

Beschreibumg

T4

12°50°07°'N/02°10°50"0

Sud.-Sah.-Zone
(4]

Laterit-Plateau (Brousse tigree)

10 km nordlich von Tamou, dichtester Bau
und Buschbestand im Vergleich Za-T3

Zielarten:Zornia glochidiata,
Néachste Mel3station: Tamou (12 km)

Mittlerer jahrlicher Niederschlag: 660 m
(Mel3periode 1984-1993, ohne 1991)

H1

13°13°'35"°'N/01°49'43°0

Sud.-Sah.-Zone
(5]

Am FulRe eines Laterit-Plateaus

4.4 km westlich von Kobadi, 6m x 16m grg
Testflache, Hirsefelder

Krautschicht: Zornia glochidiata einige
Brachiaria xantholeucg1995) undCenchrus
biflorus (1996)

Sandboden pH: 4.7
Nachste Melstation: Torodi (13 km)

Mittlerer jahrlicher Niederschlag: 584.6 m
(Mel3periode 1981-1995, ohne 1984)

H2

13°12°40°'N/01°52°21°0

Sud.-Sah.-Zone
(6]

Testflache an der Piste, von Kobadi
Richtung Say (Abb.12), 1m x 10m grof3

Krautschicht: Sida cordifolia, Melochia

corchorifera, Ipomea vagans

Alle finf Zielarten

Sandboden pH: 5.9

Nachste Melstation: Torodi (13 km)

Mittlerer jahrlicher Niederschlag: 584.6 m
(Melperiode 1981-1995, ohne 1984)

H3

13°11'52°'N /01°53'42°0

Sud.-Sah.-Zone
[7]

m-

m

Re

m

m

Testflache an der Piste, 4.1 km 0&stlich von

Kobadi, 3m x 10m grof3, auf beiden Sei
der Piste Hirsefelder

Alle funf Zielarten
Sandboden
Nachste Melstation: Torodi (13 km)

Mittlerer jahrlicher Niederschlag: 584.6 m
(Melperiode 1981-1995, ohne 1984)

H4

13°12°33"°'N/01°52°27°0

Sud.-Sah.-Zone
(8]

Testflache an der Piste, 1.5 km &stlich
Kobadi, 5m x 10m grof3, an einem Marigot
Umgebung Hirsefelder. Vegetation wg.

Alle funf Zielarten

Sandboden pH: 5.9

Néachste Mel3station: Torodi (13 km)
Mittlerer jahrlicher Niederschlag: 584.6 mm
(Mel3periode 1981-1995, ohne 1984)

ten

m

vVon
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Standort

GPS-Daten

Beschreibumg

H5/H 6

13°05'39"°'N/02°17°14°0O

Sud.-Sah.-Zone
[9]/ [10]

Testflache am rechten und linken Rand
Piste, 8 km westlich von Kobadi in Richtu
Say, 1m x 8m bzw. 0.5m x 5m grof3, umge
von Hirsefeldern.

Alle finf Zielarten
Sandboden pH: 5.4H6) und 6.2 H6)
Nachste Mel3station: Say (8 km)

der

ng
ben

Mittlerer jahrlicher Niederschlag: 545.6 mm

(Melperiode 1982-1995)

ICRISAT

13°13°'29"°'N/02°16°337°0

Sud.-Sah.-Zone
[11]

Testflache auf dem ICRISAT-Gelande
Damari, 40 km sudlich wvon
kontrolliert beweideter Standort

Alle Zielarten
Sandboden

Nachste Melstation: ICRISAT (1 ki
Mittlerer jahrlicher Niederschlag: 542 mm

(Melperiode 1982-1996)

H 10

14°55°33"'N/05°28'21"°O

Sahelzone
[12]

Laterit-Plateau, 22 km norddstlich v
Tahoua, 2.5m x 25m grol3e Testflache, in
Umgebung Hirsefelder.

Baum-Strauchschicht:
Bauhinia rufescens,
Calotropis procera.

Krautschicht wird dominiert vornCenchrus
biflorus, sonst die restlichen vier Zielarten

Lateritboden pH: 6.2
Nachste Mel3station: Tahoua (25 km)

Acacia nilotica,
Ziziphus maurita

Niamey,

in

on
der

Mittlerer jahrlicher Niederschlag: 332.5 mm

(MefR3periode 1981-1995)

H11

14°52°15"°N / 05°03'40°O

Sahelzone
[13]

Erodierter Boden mit isolierter Sandauflage,

18 km westlich von Tahoua
Zielarten:Brachiaria
Nachste Mel3station: Tahoua (18 km)

Mittlerer jahrlicher Niederschlag: 332.5 mm

(MelR3periode 1981-1995)

H 13

14°25'25"°'N /050626 C

Sahelzone
[14]

Laterit-Plateau,
Tahoua, Vegetationszusammensetzung
H10, Sandboden

N&chste Mel3station: Tahoua (18 km)

81 km sidwestlich von

wie

Mittlerer jahrlicher Niederschlag: 332.5 mm

(MeR3periode 1981-1995)
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Standort

GPS-Daten

Beschreibumg

Ibecetene

15°25'56"°'N / 05°56°10"°O

Sahelzone
[15]

80 km nordéstlich von Tahoua in Richtung

Agadez,
Testflache, ehem. Ranch zur Nutztierhaltu

Sandboden
Nachste Mel3station: Tahoua (80 km)

10m x 20m groRRe eingezaunte

Mittlerer jahrlicher Niederschlag: 332.5 mm

(Melperiode 1981-1995)

Tahoua

14°52°56" "N / 05°31°'137°0

Sahelzone
[16]

Laterit-Plateau, 5m x 10m grof3e Testflache
GTZ-Aufforstungsgebiet

Krautschicht: Cenchrus
Dactyloctenium  aegyptium,
ovalifolius  Einige  Arten, die
normalerweise nicht vorkommeRennisetun
pedicellatum (typisch  far
Schoenefeldia gracilis, Aristida adscensio
Panicum laetum, Andropogon fastigia
(feuchte Bodden)Brachiaria jubata (sandige
Boden)

Boden-pH: 5.8
Nachste Mel3station: Tahoua (32 km)

biflorus,
Alysicarpus
hier

Sudanzone);

(

Mittlerer jahrlicher Niederschlag: 332.5 mm

(Melperiode 1981-1995)

Burkina

12°36°49" N/1°34°03" O

Sud.-Sah.-Zone
[19]

Testflache am  StraBenrand, 150
stuidwestlich von Niamey in Burkina Faso

Sandboden

Zielarten:B. xantholeuca, Zornia glochidiat
Néachste Mel3station:

Mittlerer jahrlicher Niederschlag: 700 mm
(Mel3periode 1986-1996)

Maradi

13°32°06 "N/ 07°37°03°0

Sud.-Sah.-Zone
[17]

km

D

Testflache am StraRenrand, 55.6 km 6stlich
von Maradi in Richtung Zinder, 12m x 50m

gro3, grenzt an Hirsefeld. Offene st
beweidete Krautschicht aus vorwiege
Zornia glochidiata weniger haufig di
anderen vier Zielarten

Sand-Boden
Boden-pH: 6.1
Nachste Mel3station: Maradi (55.6 km)

Mittlerer Jahrlicher Niederschlag: 434.5 n
(Melperiode 1982-1995)

ark
>nd

C
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Standort

GPS-Daten

Beschreibumg

Maradi

Zinder

13°41°49°N/09°19°02°0

Sahelzone
[18]

Testflache am StraRenrand, 153.5 km 0s
von Maradi in Richtung Zinder, 4 m x 26
grof3, von Hirsefeldern umgeben

Krautschicht:Sesbania pachycarpalndigo-
fera astragalina Schoenefeldia graciljsSida
cordifolia, Cassia mimosoides Ipomea
vagans

Alle funf Zielarten

Sandboden

Boden-pH: 6.6

Nachste Mel3station: Zinder (75 km)

tlich
m

Mittlerer jahrlicher Niederschlag: 365.1 mm

(Melperiode 1982-1995)

Zinder
[ + 11

13°41°03°'N /09°3848°0

Sahelzone
[20] / [21]

Testflache am StraRenrand, 80 km dstlich
Zinder in Richtung Goure, Sandboden, 7r
25m grol3 (Abb. 13). Zwei Standorte | und
die durch die StraRe voneinander getre
sind.

Krautschicht: Aristida mutabilis, Cenchrus

ciliaris

Zielarten:B. xantholeuca, Cenchrus biflory
Alysicarpus ovalifolius

Sandboden

Boden-pH: 6.2

Nachste Melstation: Zinder (80 km)

von

n X
Il,

2nnt

IS,

Mittlerer jahrlicher Niederschlag: 365.1 mm

(Melperiode 1982-1995)

Takieta

13°43°02°'N/8°37°07 0

Sahelzone
[22]

Testflache am StralRenrand, 34 km westlich

von Zinder in Richtung Maradi
Vegetationszusammensetzung &iader

Zielarten:B. xantholeuca, Cenchrus biflort
Alysicarpus ovalifolius

Sandboden
Nachste Melstation: Zinder (34 km)

IS,

Mittlerer jahrlicher Niederschlag: 365.1 mm

(Melperiode 1982-1995)
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Standort

GPS-Daten

Beschreibumg

Hamdara

13°40°42°N /9°28°22°0

Sahelzone
[23]

Testflache am StraRenrand, 58.5 km 06sf
von Zinder in Richtung Gouré

Vegetationszusammensetzung &iader

Zielarten:B. xantholeuca, Cenchrus biflort
Alysicarpus ovalifolius

Sandboden
Nachste Mel3station: Zinder (58.5 km)

Mittlerer jahrlicher Niederschlag: 365.1 m
(Melperiode 1982-1995)

Palmen

13°40°59°'N / 09°50°39"°0O

Sahelzone
[24]

Testflache am StraRenrand, 350 km wes
von Diffa, Palmen in Dinensenken

Vegetationszusammensetzung &iader
Zielarten:B. xantholeuca

Sandboden

Nachste Mel3station: Zinder (102 km)

Mittlerer jahrlicher Niederschlag: 365.1 m
(Melperiode 1982-1995)

Goure

13°46°44°N/10°3948°0O

Sahelzone
[25]

Testflache am StraRenrand, 55 km dstlich
Goure in Richtung Diffa, weite Dinenlan
schaft mit Palmengruppen in den Tal
(Abb. 14)

Zielarten:Cenchrus biflorusB. xantholeuca
Alysicarpus  ovalifolius und Aristida
mutabilis

Sandboden
Boden-pH: 7.0
Nachste Mel3station: Gouré (55 km)

Mittlerer jahrlicher Niederschlag: 269.6 m
(Melperiode 1981-1995)

Diffa
I+ 1l

13°14°37°'N/12°27°197°0

Sahelzone
[26] / [27]

2 Testflachen am StraRenrabdifa | etwa 21
km nordl. undDiffa Il 16 km stidwestl. vo
Diffa entfernt, 18 m x 22 m gro®(ffa Il),

Zielarten:Brachiaria xantholeuca.
Sandboden

Boden-pH: 6.9

Néachste Mel3station: Diffa (16 km)
Mittlerer jahrlicher Niederschlag: 275 mm
(Mel3periode 1982-1996)

lich

IS,

m

tlich

m

von
d-
ern

m
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Standort

GPS-Daten

Beschreibumg

Niono |

14°16°37 "N/ 05°57°32"°0

Sud.-Sah.-Zone
[28]

Testflache in der ,Centre du Sahel“—Mg¢
station, 2m x 1m grof3

Zielarten:B. ramosa

Sandboden

Néachste Melstation: Niono (1 km)
Mittlerer jahrlicher Niederschlag: 522 mm
(Melperiode 1951-1995)

Niono Il

14°14°37"°N / 06°00°08"O

Sud.-Sah.-Zone
[29]

Testflache in einem Garten in einer hollg
Siedlung (,Joesoefs Garten”), etwa 8 km
Niono | entfernt

Zielarten: Brachiaria lata,
ovalifolius, Zornia glochidiata
Sandboden

N&achste Mel3station: Niono (8 km)
Mittlerer jahrlicher Niederschlag: 522 mm
(MefR3periode 1951-1995)

Alysicarpu

Ouaga-
dougou

12°48°29" N /1°32°37" O

Sud.-Sah.-Zone
[30]

Testflache am Stral3enrand

Zielarten: Zornia glochidiata

Nachste Mel3station:

Mittlerer jahrlicher Niederschlag: 753 mm
(Mefl3periode 1986-1996)

Gao

15°07°04" N/3°31°017°0

Sah.-Sah.-Zone
[31]

Testflache am StraRenrand, 129 km wes
von Gao in Richtung Mopti

Offene Trockensavanne micacia raddiana
Leptadenia pyrotechnica und Balanites
aegyptiaca

Zielarten: Brachiaria xantholeuca, Cenchr
biflorus

Sandboden

Néachste Mel3station: Gao (129 km)
Mittlerer jahrlicher Niederschlag: 172 mm
(Melperiode 1981-1995)

Toukou-
nous

14°32°33"°'N/3°1844" O

Sahelzone
[32]

Eingezauntes Farmgelande

Sandboden

Alle Zielarten

Nachste Mel3station: Filingué

Mittlerer jahrlicher Niederschlag: 316 mm

D
7]
1

C

nd.
yon

12)

tlich

US

(Mel3periode 1982-1996)
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Standort

GPS-Daten

Beschreibumg

Sevare

15°07°04 N/ 3°31°01" W

Sahelzone
[33]

Laterit-Plateau, Testflache am Stral3enr:
106 km nordostlich von Sevare in Richtu
Gao

Vegetation sehr sparlich (u.d.eptadenis
pyrotechnica

Zielarten:Brachiaria xantholeuca
Nachste Mel3station: Mopti (106 km)
Mittlerer jahrlicher Niederschlag: 467 mm
(Melperiode 1982-1996)

Ouabhi-
gouya

13°51°47" N/ 1°59'50™ O

Sud.-Sah.-Zone
[34]

Testflache am Pistenrand, 60 km &stlich
Ouahigouya in Richtung Djibo, umgeben v
Hirsefeldern.

Alle Zielarten

Sandboden

Néachste Mel3station: Ouahigouya (60 km)
Mittlerer jahrlicher Niederschlag: 630 mm
(Mel3periode 1986-1996)

and,
ng

1

von
on
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Abb. 11: StandorTl, in der Brousse tigree, 45 km sudlich von Niamey (22.09.1995; Photo
H. Kusserow)

Abb. 12: Standond2, Testflache am Pistenrand, 50 km stdwestlich von Niamey (23.09.1996;
Photo H. Kusserow)
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Abb. 13: StandoiZinder, Testflache am StralRenrand (13.09.1996; Photo H. Kusserow)

Abb. 14: StandorGoure Testflache am Stral3enrand (01.09.1995; Photo H. Kusserow)
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3.2 Auswahl der Pflanzen-Stichproben

Die Probenentnahme erfolgte nach folgenden Kriterien: Es sollten viele Standorte ausgewahlt
und, wenn moglich, jeweils 5-10 Individuen pro Pflanzenart gesammelt werden. An einigen
Standorten wurden fir populationsgenetische Analysen jeweils 20 Individuen gesammelt.
Neben der rdumlichen Komponente (verschiedene Standorte) wurde zusatzlich die zeitliche
Komponente untersucht, indem an ausgewdahlten Standorten im Zeitraum von drei Jahren
Pflanzenproben entnommen wurden. Hier stellte sich die Frage, ob mit Hilfe von RAPD-
Markern unterschiedliche Sammeljahre differenziert werden konnen.

Das Auswahlverfahren der Blattproben erfolgte, vorausgesetzt es waren ausreichend Pflanzen
vor Ort, nach einer Zufallsmethode (GUARINO et al. 1996), wobei nach zwei Schritten rechts
eine Blattprobe und nach weiteren zwei Schritten links eine Blattprobe entnommen wurde.
Zusatzlich wurden von diesen Pflanzen, soweit vorhanden, Samen entnommen und fir die
Isozymanalyse (Bearbeitung I. Salifou) im ICRISAT, Niamey, bereitgestellt. Aufgrund des
hohen Beweidungsdruckes und der Grol3e des Untersuchungsgebietes (2000 km Ost-West-
Ausdehnung) war es nicht immer mdglich, zum Zeitpunkt der Samenreife am Standort zu
sein. Deshalb wurde in der Isozymanalyse neben Samen auch Blattmaterial derselben Pflanzen

eingesetzt.

In Diskussion mit Prof. M. Saadou (Universitat Niamey) wurden aus 12 im Sahel vor-

kommenden Futterpflanzen funf ausgewahlt, die folgende Kriterien erfillten:

- sie stellen fir die ansassige Bevolkerung wichtige Futterpflanzen dar
- sie sind weit verbreitet

- sie sind im Geladnde leicht zu identifizieren

Im Zeitraum 1993-1996 wurden ca. 2000 Pflanzenproben der folgenden Futterpflanzen

gesammelt, mit Silicagel getrocknet und nach Giessen gebracht:

Brachiaria spp.
Zornia glochidiata
Alysicarpus ovalifolius
Dactyloctenium aegytium
Cenchrus biflorus




3. Material und Methoden 35

Neben molekulargenetischen und biochemischen Analysen wurden Erkenntnisse tber die Art
und Verteilung der Vegetation mit Schwerpunkt auf die krautigen Vertreter erarbeitet (Fr. Dr.
Kippers, Uni Frankfurt). Zur Vegetationsklassifizierung dieser Gebiete, mit dem Ziel der
Definition von Pflanzengesellschaften, wurde ein Pflanzenherbar angelegt. Die Auswertung
von Luft- und Satellitenbilder von Pflanzengesellschaften bzw. die Untersuchung von Ander-
ungen der Landoberflache (Vegetation-Bodenkomplexe) sollte eine Abschatzung der
Gefahrdung dieser Gebiete ermdglichen. Fr. Dipl. Geogr. L. Cremers (FU Berlin) fiihrte eine
Befragung Uber die Weidepraktiken der einheimischen Bevolkerung im Hinblick auiheine

sit- Konservierung der genannten Zielarten durch.

3.3 Arbeitsmethoden

3.3.1 DNA - Extraktionsmethoden

Es wurden Vorversuche mit einheimischen Graskealiym multiflorum Echinochloa crus-

galli) und einer LeguminoseT(ifolium pratensg durchgefiihrt. Hierbei sollte zunachst eine
DNA- Extraktionsmethode etabliert werden, die sich auf die afrikanischen Pflanzenproben
anwenden lie. Dazu wurden die Testpflanzen mit Silicagel (ZHANG & TAO 1989)
getrocknet. Nach 10 Tagen und dreimaligem Wechseln des Gels konnte das Blattmaterial mit
verschiedenen Extraktionsmethoden bearbeitet werden. Dabei mul3te die Methode schnell und
problemlos durchzufiihren sein, denn es sollten insgesamt 400 afrikanische Pflanzenproben
extrahiert und fur PCR-Versuche gereinigt werden. Zwei DNA-Extraktionsmethoden standen

am Ende der Vorversuche zur Auswahl:

a) CTAB-Extraktionsmethode (DOYLE & DOYLE 1990), leicht modifiziert

Puffer: 0.1 M Tris/HCI pH8.0
1.4 M NacCl
0.02 M EDTA pH 8.0
4 % CTAB
0.2 %  Mercaptoethanol

b) SDS-Extraktionsmethode (EDWARDS et al. 1991), leicht modifiziert

Puffer: 0.2 M Tris/HCI pH7.4
0.25 M NaCl
0.025M EDTA pH 8.0
05 % SDS
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Versuchsdurchfiuihrung:

1. 500 bis 1000 mg Blattmaterial werden mit etwas Quarzsand und Stickstoff gemorsert, das
feine Pulver in 12 ml Greiner-Plastikrohrchen Uberfuhrt und 4 ml vorgewarmten CTAB-
Extraktionspuffer (bzw. SDS-Extraktionspuffer) sowie 40 pl Proteinase K zugegeben.
Dieser Ansatz wird fur 45 min bei 65 °C im Wasserbad inkubiert. Proteinase K ist ein
hitzebestandiges Enzym, das Uber einen grof3en pH-Bereich (7.4 -11.5) hinweg arbeitet und
fur die Denaturierung von DNAsen zustéandig ist, die wahrend der Extraktion aus den
Zellen freigesetzt werden und die DNA empfindlich schadigen kdonnen.

2. Es werden 4 ml Chloroform / Isoamylalkohol (24:1) zugegeben und vorsichtig die beiden
Phasen gemischt. Es folgt eine 15 minutliche Zentrifugation (4500 g Heraeus Minifuge),
wobei sich die beiden Phasen wieder voneinander trennen. Dabei bildet sich in der
Ubergangszone eine sogenannte feste Interphase, in der sich denaturierte Proteine,
Polysaccharide und Zellreste befinden. Die obere walrige Phase besteht aus Extraktions-
puffer und DNA, die untere organische Phase aus Chloroform, gelésten bzw. denaturierten
Proteinen und Polysacchariden. Am Réhrchenboden hat sich der Quarzsand und weiteres
Zellmaterial abgelagert.

3. Die obere wéalrige Phase wird in ein neues Greiner-Réhrchen Uberfihrt und Punkt 2
wiederholt. Danach sollte die Interphase verschwunden bzw. nur noch sehr schwach zu
sehen sein. Die obere waldrige Phase hat nun ihre typische grine Farbung verloren und wird
vorsichtig in ein neues Greiner-Réhrchen tberfuhrt. Hierbei ist besonders darauf zu achten,
dald keine Bestandteile aus der Interphase und keine Flussigkeit aus der unteren
organischen Phase mit Gbertragen werden.

4. Es werden nun 2 Volumen (ca. 8 ml) Ethanol (96 %) zugegeben, vorsichtig durchmischt
und die DNA ( evtl. tber Nacht bei 4 °C) ausgefallt.

5. Durch Zentrifugation fir 30 min (Heraeus Minifuge) wird samtliche DNA als Pellet am
Boden des Rohrchen konzentriert. Der Uberstand wird dekantiert und das Pellet mit 4 ml
Ethanol (70 %) vorsichtig gewaschen. Dabei sollte es sich vom Boden I6sen.

6. Nach erneuter Zentrifugation fir 10 min und Dekantieren des Ethanols la3t man die DNA
etwas lufttrocknen, damit Reste des Ethanols noch verdunsten kénnen. Das DNA- Pellet
wird nun mit 1-2 ml TE-Puffer aufgenommen und Uber Nacht bei Raumtemperatur gelést.
Durch Zugabe von 3 pl RNAse/ml DNA-L6sung wird sdmtliche RNA innerhalb einer

Stunde verdaut. Die DNA kann nun eingefroren oder im Kihlschrank aufbewahrt werden.
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7. Untersuchungen in der PCR- bzw. RAPD-Technik zeigten, dal3 das erzeugte Bandenmuster
stark von der DNA-Konzentration abhangig sein kann, insbesondere zu hohe Konzen-
trationen fuhren oft zu nicht reproduzierbaren Ergebnissen (TINGEY et al. 1992).

Aus diesem Grund wurde die DNA entsprechend verdinnt und die Konzentration mit Hilfe
eines DNA- MarkersX-Marker) bestimmt. Fur eine RAPD- PCR- Reaktion sind 10-15 ng
DNA notwendig (WILLIAMS 1990).

Die SDS-Methode unterscheidet sich in der Versuchsdurchfihrung nicht von der CTAB-
Methode. Letztere zeigte b&ornia glochidiatakeine zufriedenstellenden Ergebnisse, die
SDS-Methode hingegen arbeitete fur beide Pflanzen problemlos. Fir alle weiteren

Extraktionsversuche wurde deshalb die SDS-Methode verwendet.

3.3.2 Die Polymerase Ketten Reaktion (PCR)

Die Entwicklung der Polymerase Ketten Reaktion (polymerase chain reaction) durch MULLIS
(1986) ist eine der bedeutendsten Erfindungen in der Molekularbiologie der letzten Jahrzehnte
und hat mittlerweile weltweite Anwendung gefunden. Der wesentliche Fortschritt dieser
Technik besteht in der Einfachheit und Schnelligkeit, jeden DNA- Bereich des Genoms in
theoretisch unbegrenzter Menge amplifizieren zu kénnen. Dabei sind nur geringe Mengen
DNA notwendig und die technischen Voraussetzungen gering. Die Erbinformation DNA
(Desoxyribonukleinsaure) besteht aus zwei komplementaren Strangen, die zu einer
Doppelhelix aufgewunden sind. Die vier beteiligten Basen Adenin, Guanin, Cytosin und
Thymin sind Uber Wasserstoffbrickenbindungen mit den komplementdren Basen des
Gegenstranges verbunden. Die Information der DNA ist durch die Basenabfolge der DNA
kodiert und die Gro3e kann dabei erheblich variieren. So haben Baktesigre(ichia col

eine GenomgrofRe von 4 x*1Basenpaaren (bp), das haploide Genom des Menschefi I3x 10

und das der PflanzeAl{ium cepg 1,5 x 10° bp (KRAWCZAK & SCHMIDTKE 1994).

Die PCR-Reaktion findet heute in sog. Thermocyclern statt, welche die Reaktionsproben in
kurzester Zeit aufheizen und abkihlen kénnen. Zunéachst speichert man ein Temperaturprofil
ab, das aus einem Zyklus mit drei Reaktionsschritten besteht. Der Reaktionsmix wird zu
Beginn auf 94 °C erhitzt. Bei dieser Temperatur werden die Wasserstoffbriickenbindungen
geldst und die doppelstrangige DNA zerféllt in ihre beiden Einzelstrange (Denaturierung), das
anschlieBende schnelle Abkihlen auf 36-60°C verhindert, dal® die Strange wieder miteinander

verschmelzen. Bei dieser Temperatur (Annealing) kommen Primer zum Einsatz, die
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komplementar an die beiden Einzelstrdnge binden und sog. Hybridmolekile bilden. Dazu
wird vorher die richtige Annealing-Temperatur eingestellt, die wiederum von der Lange und
Nukleotidabfolge des Primers abhangt. Ein Primer besteht aus einer kurzen einzelstrangigen
DNA- Sequenz, die man entweder synthetisch herstellt oder experimentell durch Isolierung
des gewiinschten DNA-Abschnitts, z.B. aus einem Gen, erhalt. Man verwendet zwei
verschiedene Primer, die die Anfangs- bzw. Endsequenz des gewilnschten Fragments
kodieren. Nach der Annealing-Phase wird der Reaktionsmix auf 72°C erhitzt. Nun folgt der
wichtigste Schritt der PCR, die Primerelongation. Der durch das Primer-Annealing
entstandene, doppelstrangige Bereich dient nun als Startpunkt fir die DNA-Polymerase, mit
deren Hilfe der Einzelstrang zum Doppelstrang aufsynthetisiert wird. Die DNA-Polymerase
ist ein Enzym, das aus dem hitzestabilen Bakterimarmus aquaticugewonnen wird, das

bei 72°C sein Temperaturoptimum hat. Dieses Enzym baut Nukleotidtriphosphate (ANTPS)
komplementar in 5'-3'-Richtung ein und vervollstandigt somit den Doppelstrang. Als Produkt
erhalt man zwei neue doppelstrangige DNA-Molekiile, deren Lange durch die 5'-Enden der
Primer festgelegt sind. Durch erneutes Erhitzen werden diese Doppelstrange in Einzelstrange
zerlegt und die Primer kénnen nach wiederholtem Abkihlen an die Enden dieser neuen
Matrizen anbinden. Durch die Wiederholung dieses Zyklus (30-40 mal) aus Denaturierung,
Annealing und DNA-Synthese kommt es jedesmal zur Verdopplung der DNA und damit in
einer “Kettenreaktion” zu einer exponentiellen, selektiven etviad @0fachen Anreicherung

der durch die Oligonukleotide flankierten DNA-Sequenz (WINK und WEHRLE 1994). Damit
erlaubt die PCR eine schnelle, hochsensitive Detektion und Amplifizierung von speziellen
DNA-Abschnitten. Als Ausgangsmaterial ist theoretisch eine einzige Kopie der zu unter-

suchenden DNA ausreichend.

3.3.3 Random Amplified Polymorphic DNA (RAPD)

Eine abgewandelte Form der PCR ist die sogenannte RAPD-Methode, die 1990 gleichzeitig
von WILLIAMS et al. und WELSH & MCCLELLAND entwickelt wurde. Diese genetischen
Marker sind DNA- Fragmente, die mit nur einem Primer amplifiziert werden. Der Primer ist
ein Oligonukleotid von 9-10 bp Lange und besteht aus einer zufélligen DNA-Sequenz, die nur
durch den GC-Gehalt von Uber 50 % bestimmt ist. Da der Primer sehr kurz ist, gibt es im
untersuchten Genom mehrere Bindungsstellen. Statistisch findet man daher etwd alle 10
Basen einen komplementaren Bindungsort. Liegen nun zwei solcher Hybridisierungsstellen in
entgegengesetzter Richtung und in einer Entfernung unterhalb 5 kb, kann mit Hilfe der PCR

der dazwischen liegende DNA-Bereich amplifziert werden. Befinden sich nun innerhalb des
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Genoms mehrere dieser Bereiche, was in der Regel auch vorkommt, werden diese auch
amplifiziert. Da diese DNA-Abschnitte zwischen den beiden Primerbindungsorten meistens
unterschiedlich lang sind, werden in einer PCR-Reaktion unterschiedlich lange DNA-
Fragmente amplifiziert, die man im Anschlul3 auf einem Agarose-gel auftrennen und
auswerten kann. Trotz der Einfachheit dieser Methode, sind die Fehlerquellen ungleich grofier
als bei der konventionellen PCR. RAPD-Marker verhalten sich in der Regel dominant im
Vergleich zu codominanten Isozym- oder RFLP-Markern (LYNCH & MILLIGAN 1994).
Dies bedeutet, daf? sich eine Homo- oder Heterozygotie nicht ohne weiteres erkennen laft. In
einem diploiden Organismus kdnnen somit beide Allele nicht getrennt analysiert werden, da
die genetische Information der amplifizierten DNA-Fragmente nicht bekannt ist, mit der
Ausnahme, dal3 alle RAPD-Marker sogenannte ,inverted repeats” darstellen, d.h. am Anfang
und Ende des Fragments besitzen sie die gleiche (komplementére) Primersequenz (10 bp). Bei
Homozygotie der Ziel-DNA wird von beiden Allelen das gleiche Amplifikationsprodukt
gebildet, wohingegen bei Heterozygotie nur ein Produkt gebildet wird. Erst durch den Einsatz
von RAPD-Sonden in der RFLP-Technik kénnen auch verschiedene Allele differenziert
werden. Dies gilt auch fur die Komigration gleich grol3er DNA-Fragmente im Agarosegel.
Vergleicht man das Bandenmuster zweier Individuen miteinander, so kbnnen Banden, die im
Agarosegel als identisch bewertet werden, trotzdem unterschiedlicher genetischer Natur sein.
Untersuchungen haben gezeigt, dal? die Einhaltung der Solltemperatur und die
Temperaturverteilung innerhalb des Heizblocks groReren Schwankungen unterliegen kann
(HOELZEL 1990; LINZ 1990). Insbesondere bei der Verwendung von Mikrotiterplatten in
der RAPD-Analyse ist eine homogene Temperaturverteilung notwendig. Durch den Einsatz
von Deckelheizungen und hochwertigen Heizblocken werden diese Anforderungen
weitgehend erfillt. Inzwischen werden flr viele Thermocycler speziell geformte
Reaktionsgefal3e angefertigt, die durch ihr dinnwandiges Material einen optimalen Kontakt
mit dem Heizblock gewahrleisten. Trotz dieser Fortschritte findet man Variationen im RAPD-
Muster, verwendet man das gleiche Temperaturprofil auf verschiedenen Thermocyclern (HE
et al. 1994; MACPHERSON et al. 1993; MEUNIER & GRIMONT 1993; PENNER et al.
1993).

Weitere Fehlerquellen kdnnen das Ergebnis wesentlich beeinflussen. Wird z.B. die
Annealing-Temperatur zu niedrig angesetzt, kann der Primer unspezifisch an nicht komple-
mentare Stellen (z.B. an nur 8 statt 10 komplementére Basen) des Genoms binden und damit
zur  Amplifikation unerwiinschter DNA-Fragmente fuhren. MgGleréndert die
Syntheseeigenschaften der DNA-Polymerase, wobei zu hohe Konzentrationen zu

unspezifischen DNA-Fragmenten fuhrt. Gleiches gilt fur die Primerkonzentration, hohe
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Konzentrationen produzieren zusatzlich kleinere DNA-Fragmente. Abb. 15 zeigt den Einflufd
unterschiedlicher Reaktionseinstellungen auf das RAPD-Bandenmuster.

Verunreinigte DNA kann die Aktivitat der DNA-Polymerase einschranken. Dadurch sind u.U.
bestimmte Bereiche des Genoms nicht zuganglich und werden deshalb bei der Amplifikation
nicht bericksichtigt. Die dadurch fehlenden DNA-Fragmente fihren dann bei der Auswertung
zu Fehlinterpretationen. Eine andere Fehlerquelle stellt die DNA-Polymerase dar. Dieses
Enzym wird heute synthetisch hergestellt und besitzt keine Reparaturfunktion, um den neu
synthetisierten Strang noch einmal zu Uberprtfen und falsch eingebaute Basen auszutauschen.
Tritt wahrend einer PCR-Reaktion dieser Fehleinbau in den ersten Reaktionszyklen auf, so
wird der Fehler nicht erkannt und pflanzt sich somit exponentiell fort. Das Ergebnis ist ein
DNA-Produkt mit einer falsch eingebauten Base. Die GesamtfehlerhdufigkeiT adpr

Polymerase betragt bei 30 Zyklen etwa 0,25 %, das entspricht einer Fehlereinbaurate von 1,2

x 10* oder 1/12000 pro Nukleotid und Zyklus (SAIKI et al. 1988; SWATSCHEK 1992).
Dieser Fehler kann z.B. durch den Einsatz mehrere DNA-Molekile als Matrize minimiert
werden. Weiterhin fihrt die Verwendung von DNA- Polymerasen verschiedener Anbieter zu
unterschiedlichen Ergebnissen (Abb. 16). Das bedeutet, dal3 vor Beginn der RAPD-Analysen
eine sorgfaltige Auswahl des Puffersystems nach qualitativen und finanziellen Kriterien
getroffen werden mul3 (SNOWDON & LANGSDORF 1998). Letzteres gilt insbesondere bei
der Auswahl des Enzyms DNA-Polymerase und dem Kauf eines Thermocyclers. Die RAPD-
Analysen vorBrachiaria spp undZornia glochidiatawurden mit einem eigens hergestellten
Puffer durchgefuhrt. Weiterhin konnte fiir beide zu untersuchenden Pflanzen der gleiche
Reaktionsmix benutzt und die gleichen Temperaturprofile im Thermocycler eingestellt
werden. Die RAPD-Versuche fiBrachiaria wurden auf einem Thermocycler der Marke
Hybaid Omnigeneind furZornia glochidiataauf dem Thermocycler der MarkéJ Research
PTC-200durchgefuhrt.

Das Probenvolumen einer PCR-Reaktion betrug 25 pl und setzte sich folgendermaf3en
zusammen:

21yl PCR-Puffer

1 pl  Primer-L6sung

1 pl  genomische DNA (in TE gel6st; 10-50 ng / pl)
1 pl dNTP-Mix

1 pl DNA-Polymerase (1 pl = 1U)



3. Material und Methoden 41

1 2 345 6 7 8 9 Abb. 15 EinfluR unterschiedlicher Reaktions-
parameter auf das RAPD-Bandenmuster. Lane 1-3
und 7-9 wurden jeweils mit drei unterschiedlichen
MgCl,-Konzentrationen (2.5, 3.5, 4.5 mM) ampli-
fiziert, wobei in Lane 7-9 zusatzlich die Primer-
und DNA-Konzentration halbiert wurde. Lane 4-6
zeigt den Einsatz verschiedener DNA-Polymerase-
konzentrationen (0.5, 1.0, 1.5 U). Alle Reaktionen
wurden mit der Pflanzenprobe Z-111 vd@ornia
glochidiataund dem Primer B-17 durchgefuhrt.

Abb. 16: RAPD-Bandenmuster bekornia,

mit DNA-Polymerasen verschiedener Hersteller.
Der Versuch wurde mit dem Standardprotokoll
und den mitgelieferten Puffersystemen durch-
gefuhrt, mit Ausnahme von Lane 6 (Hier wurde
der eigens angesetzte Puffer eingesetzt). Lane 1
und 8 sind Langenstandardmarker (BRL).
Folgende Puffer- Polymerase- Systeme wurden
verwendet: Lane 2 = Boehringer; Lane 3 = AGS;
Lane 4 = BRL; Lane 5 = Pharmacia; Lane 6 =
Pharmacia + eigener Puffer; Lane 7 = Supertag.

1 2 3 4 5 6 7 8

Samtliche Versuche wurden in Mikrotiterplatten (Fassungsvermoégen fir 96 Reaktionen)
durchgefuhrt. Um eine Verdunstung des Puffers wahrend der Aufheizphasen zu vermeiden,
wurden alle Proben mit 50 pl Mineral6l Gberschichtet.

Das Temperaturprofil setzte sich folgendermafl3en zusammen:
1 min 94 °C (Denaturierung)

1 min 40 °C (Annealing)

2 min 72 °C (DNA-Synthese)

40 x wiederholen, dann

10 min 72 °C (DNA-Synthese)

abkihlen auf 4 °C
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Nach der PCR-Reaktion wurden die Proben im Kuhlschrank aufbewahrt oder gleich auf ein
Agarosegel aufgetragen. Dazu wurde der gesamte Probenansatz (25 pl) mit Dye (1:6)
angefarbt. Dieser Farbstoff enthalt 30 % Glycerol, das sich an die DNA bindet und aufgrund
der hoéheren Dichte beim Auftragen der Proben im Agarosegel ein Wegdiffundieren in den
walrigen Puffer verhindert. Weiterhin befinden sich in diesem Farbstoff Bromphenolblau und
Xylencyanol, die den Verlauf der Elektrophorese sichtbar machen. Hierbei bilden das
Bromphenolblau eine dunkelblaue Elektrophoresefront, die etwa einem 400 bp grof3en DNA-
Fragment entspricht und das Xylencyanol eine hellblaue Front von etwa 4000 bp. Da sich
innerhalb einer RAPD-PCR die meisten DNA-Fragmente zwischen diesen beiden Molekular-
groRen befinden, konnte so das Ende der Elektrophorese leichter abgeschatzt werden. Dies ist
besonders dann wichtig, wenn unterschiedliche Agarosekonzentrationen zum Einsatz
kommen und sich dadurch die Dauer der Elektrophorese verandert. In der Regel verwendet
man in der RAPD-Analyse Agarosekonzentrationen von 1.4-2.0 % (1.4—-2.0 g/100 ml), wobei
eine hohere Konzentrationen eine langere Laufzeit bedeutet.

Aus dem Proben-Dye-Gemisch wurden nun jeweils 10 pul auf ein Agarosegel aufgetragen,
zusatzlich einen DNA-Langenstandard (BRL, 100 bp-Ladder), damit man nach Beendigung
der Elektrophorese die Grolie der einzelnen Fragmente bestimmen konnte. Dieser Marker
wurde in der ersten und letzten Lane des Gels aufgetragen, denn die spatere Auswertung mit
der daflr entwickelten Software RFLPscan bendtigte pro Gel zwei Langenstandards. Nach der
gelelektrophoretischen Auftrennung wurde das Gel mit Ethidiumbromid angeféarbt, wobei sich
der Farbstoff an die DNA anlagert und bei Bestrahlung mit UV-Licht orangefarbenes Licht
emitiert. Samtliche Agarosegele wurden nach der Anfarbung mit einer Polaroid S/W- Kamera

photographiert.

3.34 Datenauswertung

Die Photos wurden mit Hilfe eines Hand- bzw. Tischscanners bei 400 dpi Auflésung in den
Computer eingescannt. Mit entsprechender Graphiksoftware wurden die Bilder fur eine

Auswertung mit der Spezialsoftware RFLPscan vorbereitet (Invertieren und Ausrichten).
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3.3.4.1 RFLPscan

Das Programm RFLPscan (SCANALYTICS 1994) wurde fur die Auswertung von RFLP-,
RAPD- und Isozymdaten entwickelt. Hierbei werden zunachst das Photo eingelesen und das
RAPD-Bandenmuster gescreent. Das Programm erkennt die Anordnung der Banden, markiert
diese und ordnet jeder Bande ein Molekulargewicht zu (Abb. 17). Der Anwender muf3 nun
entscheiden, welche dieser Banden er auswerten will, denn aufgrund der hohen
Erkennungsrate des Programmes werden meist zu viele Banden identifiziert. Die Ursache
dafur ist, da® die Auftrennung des Bandenmusters im Agarosegel nicht immer ,optimal
verlauft. Oft werden sog. ,smiling lanes” gebildet oder die Banden werden unterschiedlich
stark amplifiziert. Agarosegele unterscheiden sich in der Regel durch ihre unterschiedliche
Lauflange des Bandenmuster. Erst durch das Auftragen eines Molekulargewicht-Langen-
standards ist eine genaue GrofRenbestimmung der Banden mdéglich. Ein weiterer Vorteil des
Programmes RFLPscan ist die Erstellung einer 1/0-Matrix. Die Auswertung dieser Daten
erfolgt auf der Basis der An- oder Abwesenheit der entsprechenden Molekular-
gewichtsgrof3en. Ist die Bande bei Individuum A vorhanden, wird sie mit 1 gewertet, fehlt sie
hingegen bei Individuum B, wird eine 0 zugeordnet. Um Verwechslungen mit gleich grof3en
MolekulargewichtsgroRen aus RAPD-Analysen anderer Primer zu vermeiden, wurde pro

Agarosegel nur das RAPD-Bandenmuster eines Primers aufgetragen.
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Abb. 17: RFLPscan Software zur Auswertung der RAPD-Daten.

Bandenmuster mit

zwei Molekulargewichtsmarkern (Lane 1 und 12); Zur besseren Auswertung wurde das

Abgebildet ist ein Screenshot des Programmes. Bild oben links: RAPD

Wertes und der Bandenintensitat.

Bild unten links: Fur jede Bande wird das Molekulargewicht berechnet. Bild unten Mitte:
Berechnung des Similarity-Index (simple matching) und der Anzahl polymorpher Banden.

Bild unten rechts: Berechnung einer 1/0-Matrix.

Polaroid-Photo invertiert. Bild oben rechts: Angabe des RF
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3.3.4.2 Distanz- und AhnlichkeitsmaRe

Die genetische Diversitat bezeichnet die Vielfalt bzw. Mannigfaltigkeit in der genetischen
Zusammensetzung von Organismengruppen auf derselben oder auf unterschiedlichen
Organisationsstufen. Sie ist das Ergebnis der Evolution und daher die Konsequenz der
Wirkung der verschiedenen Evolutionsfaktoren, insbesondere von Mutation, Selektion,
Zufallsdrift und Migration sowie der Vermehrungsstruktur von Populationen. Auch der
Einflud des Menschen durch Domestizierung und gezielte Auswahl in der Zichtung spielt
dabei eine wichtige Rolle (SPERLICH 1988; HINTUM 1995). Die Charakterisierung der
genetischen Diversitat kann auf der Ebene von Individuen, Populationen, Arten oder auch
hinsichtlich héherer taxonomischer Einheiten erfolgen (PONS et al 1998). Die genetische
Diversitat beschreibt das Ausmald an Unterschieden im gesamten genetischen Material
(genomische und zytoplasmatische DNA) der untersuchten Organismengruppe. Bei der
eingeschrankten Materialauswahl ist die Erfassung und Erhaltung der genetischen Variation
fur eine Genbank oder fur einen Pflanzenziichter von besonderer Bedeutung. Ziel der
Konservierung genetischer Ressourcen ist eine vollstandige, zumindest eine reprasentative
Auswahl der vorhandenen genetischen Variation einer Pflanzenart.

Um einer solchen Zielvorstellung gerecht zu werden, genigt es nicht, die genetische Variation
innerhalb und zwischen den einzelnen Gruppen aufzuzeigen. Eine Struktur ist oft nicht von
vornherein bekannt und zudem kann nicht vorausgesetzt werden, dal3 eine vermutete
Gruppierung den ,wahren” genetischen Strukturen im Untersuchungsmaterial entspricht.

Es ist also sinnvoll und notwendig, bei der Analyse der experimentellen Ergebnisse Methoden
anzuwenden, die eine Charakterisierung des Materials entsprechend der Zielvorstellung
gestatten.

Genetische Distanzen driicken genetische Unterschiede / Ahnlichkeiten zwischen Individuen
oder Populationen durch eine einzige Zahl aus, die in der Regel zwischen 0 (kein Unterschied)
und 1 (maximaler Unterschied) liegt (DICE 1945). Die Analyse der genetischen Diversitat
anhand von RAPD-Marker wird auf der Basis von binéren Daten durchgefuhrt. Hierbei liegt
fur jedes Individuum ein Vektor von Nullen und Einsen vor, der das Vorhandensein (1) oder
Fehlen (0) des beobachteten Merkmals, z.B. einzelner Banden auf einem Agarosegel,
charakterisiert. Fiir die Berechnung von Ahnlichkeiten bzw. Distanzen wurden zwei

Koeffizienten verwendet.
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Der Ahnlichkeitskoeffizient Sxy

Sy bezeichnet den Ahnlichkeitskoeffizienten (Dice-Index, DICE 1945), der auf der Anzahl
gemeinsamer Banden beruht, dessen Wertebereich zwischen 0 (keine gemeinsamen Banden)
und 1 (gemeinsame Banden) liegt. Da jeder Primer pro Individuum eine bestimmte Anzahl an
Banden produziert, kdnnen diese Daten als Binardatei bearbeitet werden. Der Dice-Index ist
identisch mit der genetischen Distanz nach NEI & LI (1979) Somit berechnet sich der
AhnIichkeitskoeffiziens(ywie folgt:

n,
Sy = 3

n +n, +2n,

xundy  bezeichnen die beiden zu vergleichenden Individuen
Nxy Anzahl gemeinsamer Banden

ny und i, Anzahl Banden der Einzelindividuen

Im Unterschied zum Tanimoto Ahnlichkeitsmal (Jaccard-Index) werden beim Dice-Index die
Anzahl gemeinsamer Banden doppelt gewertet. Damit Sfgléin qualitatives Ahnlichkeits-

mal} dar, das besonders das Ausmal} der genetischen Konservierung widerspiegelt. Zudem ist
der Dice-Algorithmus identisch mit der genetischen DistanzSg)-nach NEI & LI (1979),

die in der statistischen Auswertung von RAPD-Daten breite Anwendung gefunden hat (HUFF
et al. 1993, MOSGES & FRIEDT 1994, SKROCH et al. 1992, OROZCO-CASTILLO et al.
1994, LYNCH & MILLIGAN 1994, TAO et al. 1993, TOHME et al. 1996, M'RIBU & HILU

1994, CLARK & LANIGAN 1993, YU & PAUL 1993, SHAH et al. 1994).

Die quadrierte euklidische DistanzD

Der KoeffizientD bezeichnet die quadrierte euklidische Distanz, d.h. der Abstand zwischen
zwei Individuen ist die Quadratwurzel aus der Summe der quadrierten Wertedifferenzen tber
jeder Variablen. Hierbei werden gemeinsame Banden nicht berticksichtigt. Nach HUFF et al.
(1993) sind die genetische Distanz nach NEI & LI und die euklidische Difdanahezu
austauschbab stellt ein quantitatives Mal} fir die Unahnlichkeit zweier Individuen dar und

ist wie folgt definiert:
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D = Z k(nkx - nky)2

X, Y stehen fir die beiden zu vergleichenden Individuen,

k Anzahl vergleichbarer Banden jedes Individuums

Ny, Ny  Anzahl Banden jedes Individuums

Die quadrierte euklidische Distariz wurde zur Errechnung der Varianzkomponenten mit

dem WINAMOVA Programm von EXCOFFIER (1992) verwendet.

3.3.4.3 Clusteranalyse

Mit dem Programm SPSS fir Windows 6.1.3 wurden verschiedene hierarchische
agglomerative Clusterverfahren gerechnet und miteinander verglichen (BAVERAGE,
WAVERAGE). In beiden Fallen erhélt man die gleiche Clusteranordnung, so daf die Dar-
stellung aller Clusteranalysen auf den am weitestverbreiteten UPGMA-Algorithmus
(BAVERAGE, ,unweighted pair-group method using arithmetic averages") beschrankt
werden kann (SNEATH & SOKAL 1973). Mit Hilfe dieses Algorithmus wird wahrend einer
Clusteranalyse versucht, relativ homogene Fallgruppen oder Variablen zu identifizieren und
diese dann in separate Cluster eingeordnet. Diese Cluster werden dann agglomerativ zu einem
hierarchisches Cluster aufgebaut und in einem Dendrogramm grafisch dargestellt. Individuen
mit ahnlichem genetischen Datensatz konnen dann in einem gemeinsamen Cluster angeordnet
werden. Die Position bzw. die mehr oder weniger starke Abgrenzung dieser Cluster innerhalb
des Dendrogramms beschreibt dann die genetische Struktur bzw. die genetische Diversitat von

Populationen.

3.3.4.4 Varianzanalyse

N&ahere Informationen Uber den Grad der genetischen Variabilitat innerhalb und zwischen
Populationen wurden Uber eine AMOVA (Analysis of Molecular Variance) ermittelt. Dazu
wurde das Softwareprogramm WINAMOVA Version 1.55 (EXCOFFIER 1992) verwendet.

Als Datenbasis diente die quadrierte euklidische Diskari2ie Varianzs’ ist die Summe der

Abweichungsquadrate (SQ = sum of squares) aller MelRwerte einer Verteilung von ihrem

Mittelwert, dividiert durch den Freiheitsgrad (n-1):
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sx—n e 1DZ(>§ X)*

wobei n = Stichprobenumfang
n-1 = Freiheitsgrad
Xi = MeRwert
X = arithmetisches Mittel der MeRwerte

Die Varianz beschreibt eine Methode zum Prufen der Nullhypothese mehrerer gleicher
Gruppenmittelwerte in der Grundgesamtheit (Gesamtstichprobe). Je groRRer die Streuung
zwischen den Gruppenmittelwerten bzw. je kleiner die Streuung innerhalb der Gruppen ist,
desto grofRer ist die Vermutung, dal3 es einen Unterschied der Gruppenmittelwerte in der
Grundgesamtheit gibt. Dabei wird die fur die Gruppenmittelwerte geschétzte Stichproben-

varianz mit derjenigen innerhalb der Gruppen verglichen.

3.3.4.5 Hauptkoordinatenanalyse

Ausgangspunkt einer Hauptkoordinatenanalyse (principle coordinates analysis) ist eine
Vielzahl von Variablen, von denen nicht a priori bekannt ist, ob und in welcher Weise sie
miteinander korreliert sind. Mit Hilfe der Hauptkoordinatenanalyse werden Gruppen von
Variablen untersucht, die durch eine ,Hintergrundvariable” (BROSIUS 1989) charakterisiert
werden kdnnen. Solche ,Hintergrundvariablen” werden auch Faktoren genannt. Ziel der
Hauptkoordinatenanalyse ist es, den Grad der Komplexitdt, der durch eine Vielzahl von
Variablen dargestellt wird, durch mdglichst wenige Faktoren wiedergeben zu kénnen.
Ausgangsbasis fur eine Hauptkoordinatenanalyse ist die Distanzmatrix, die Uber den Dice-
Index Sy) fur alle Individuen berechnet wurde. Der Vorteil der Hauptkoordinatenanalyse
liegt in der besseren graphischen Darstellung grofRer Individuenzahlen, wohingegen
individuelle genetische Unterschiede in einer Clusteranalyse deutlicher werden.

Die Interpretation der Faktoren ergibt sich aus der Relation, die sie zu den
Beobachtungsvariablen haben, fur die sie die Hintergrundvariable darstellen. Diese Daten
lassen sich aus der Faktorenmatrix entnehmen. Hierbei zeigen grol3e Faktorladungen eine
grol3e, kleine eine kleine Bedeutung eines Faktors fur die entsprechende Variable an. Ein
Faktor lalt sich dann leicht interpretieren, wenn einige Variablen, die gleiche Parameter

aufweisen, (Standort, Niederschlag, Sammeljahr) hoch auf ihn laden und die anderen
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gleichzeitig nur gering. Umgekehrt ist ein Faktor schwer zu interpretieren, wenn er zu allen

Variablen eine gleich hohe Korrelation zeigt.

3.3.4.6 Diskriminanzanalyse

Ausgehend von der Herkunft der Individuen besteht grundsétzlich die Mdglichkeit, jedes
Individuum einer geographischen Gruppe zuzuordnen. Diese Gruppierung kann anschliel3end
mit einer Diskriminanzanalyse der genetischen Marker geprift werden.

In der vorliegenden Arbeit wurden unterschiedliche Standorte derselben Pflanzenart mit
RAPD-Markern untersucht. Da einige dieser Standorte sehr nah, andere hingegen sehr weit
voneinander entfernt waren und verschiedenen o6koklimatischen Zonen angehdren, wurde
geprift, ob die Individuen eines oder mehrerer Standorte einem gemeinsamen Okotyp
zugeordnet werden konnen. Als Datenbasis wurde eine 1/0-Matrix der RAPD-Daten erstellt
und mit den Softwareprogrammen SPSS 7.5 und NTSYS 2.0 die Diskriminanzfunktionen
berechnet. Es wurde keine Schatzung der Diskriminanzfunktion mit Hilfe einer zweiten bzw.
einer Teilstichprobe durchgefiihrt, da aufgrund der geringen Individuenzahlen ein betracht-

licher Informationsverlust entstehen und damit das Ergebnis stark beeinflussen kénnte.
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4, Ergebnisse

1993-1996 wurden an den ausgewahlten Standorten in Niger, Mali und Burkina Faso
insgesamt 2000 Individuen der funf Zielar(@machiaria sp., Zornia glochidiata, Alysicarpus
ovalifolius, Cenchrus biflorus, Dactyloctenium aegyptium gesammelt, mit Silicagel
getrocknet und nach Giessen gebracht. Fir einen Telil dieser Pflanzen wurden neben Samen
Blattproben entnommen und von |. Salifou im ICRISAT biochemisch (Isozymanalyse)
untersucht (KUSSEROW 1997).

Zunachst wurden mit einheimischen Wildkrautern und an einigen Blattproben der Zielarten
verschiedene DNA-Extraktionsmethoden (SDS- und CETAB-Extraktionsmethode) getestet.
Die SDS-Methode zeigte bei allen funf Zielarten die besten Resultate. Nach der DNA-
Extraktion wurden mit 80 (bdBrachiaria) bzw. 20 (beiZornia) Primern erste PCR-Versuche
durchgefuhrt und die Qualitat der DNA Uberprift. Im Anschluf3 konnten 309 Pflanzenproben
von Brachiaria sp.und 80 vorZornia glochidiatamit 10 bzw. 6 ausgewahlten polymorphen
Primern untersucht werdeAlysicarpus ovalifoliusCenchrus biflorusund Dactyloctenium
aegyptiumwurden in der vorliegenden Arbeit nicht mit RAPD-Markern untersucht.

Kapitel 4.1 beschreibt erste Ergebnisse der RAPD-Analys8iaaihiaria, in Kapitel 4.2

wird ein Vergleich einer morphologischen Bestimmung verschiedgramhiaria-Arten mit

den hier ermittelten molekulargenetischen Daten vorgenommen. Kapitel 4.3 behandelt
Einzelergebnisse verschiede®eachiaria-Arten und Kapitel 4.4 erste Ergebnisse vwrnia
glochidiata

4.1 RAPD-Untersuchungen beBrachiaria

Ziel dieser RAPD-Untersuchungen war es, anhand von Stichproben aus verschiedenen
regionalen Standorten, sowie Standorten mit unterschiedlicher Niederschlagsbilanz, die
genetische Variabilitat verschiedemrachiaria-Arten zu untersuchen. Insgesamt wurden 309
Individuen aus drei Jahren (1994-1996) von 25 Standorten bearbeitet. Tab. 3 zeigt dazu eine
Auflistung der gesammelten Pflanzenproben (siehe auch Abb. 9, Abb. 10 und Tab. 2).

In Vorversuchen wurden die optimalen Reaktionsbedingungen (Puffer, Temperaturprofil, u.a.)
fur die RAPD-Analyse eingestellt und die Auswahl der Primer vorgenommen. Es wurden
verschiedene Primer-Sets (A, B, T, Y, Z) der Firma Operon mit insgesamt 100 Primern
getestet und davon 10 fiur weitere Analysen ausgewahlt. Die restlichen Primer zeigten

entweder kein oder ein nur schlecht zu interpretierendes Bandenmuster. Oft waren dabei die
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Banden verschwommen, sehr schwach oder konnten im zweiten Versuchsansatz nicht
reproduziert werden. Abb. 18 zeigt dazu ein RAPD-Profil, das mit dem Primer-Set A erzeugt

wurde.

1 2 3 4 5 6 7 8 910 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20

A A A A

Abb. 18: RAPD-Bandenmuster mit 20 verschiedenen Primern (Testset A). Die mit Pfeilen
markierten Primer (Lane 1 = A-01, Lane 4 = A-04, Lane 7 = A-07, Lane 18 = A-18) wurden in
der RAPD-Analyse voBrachiaria sp.eingesetzt.

Die zehn ausgewahlten Primer amplifizierten insgesamt 250 RAPD-Marker, davon waren 248
polymorph und zwei monomorph (Tab. 4). Die Grol3e der Banden variierte von 288 bp (bp =
Basenpaare) bis 2050 bp mit einem Mittelwert von 906 bp. 80 % der RAPD-Fragmente hatten
eine Grol3e zwischen 800 bp und 1300 bp (Abb. 19).

Der mittlere Ahnlichkeitsindex (Dice-Index) lag bei 0.601, wobei die Werte zwischen 0.108
und 1.0 schwankten. Aufgrund des niedrigen Dice-Index und der hohen Anzahl polymorpher
RAPD-Marker innerhalb der Gesamtstichprobe wurde eine morphologische Bestimmung
vorgenommen und mit den Ergebnissen der RAPD-Analyse verglichen (Prof. Scholz, FU
Berlin). Erste Hinweise zu der Annahme, dal3 ndbexantholeucanoch weitereéBrachiaria-

Arten gesammelt wurden zeigten sich bereits nach der Auswertung der ersten 70 Individuen
aus dem Sammeljahr 1994. Hier wurden zuvor von der Projektleiterin ein Individuum der Art
B. ramosadieser Stichprobe hinzugefligt, um im ,Blindversuch® zu testen, ob eine Differen-
zierung beider Arten mit RAPD-Markern mdglich ist. Die Auswertung dieser Untersuchung
wurde Uber eine Clusteranalyse vorgenommen. Hierbei zeigte sich eine Auftrennung in drei

statt der erwarteten zwei Cluster, die jeweils &rechiaria-Art charakterisieren sollten.
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Tab. 3: 309Brachiaria-Individuen aus 25 Standorten in Niger, Mali und Burkina Faso. Es
wurde in drei aufeinanderfolgenden Jahren (1994-1996) gesammelt. Die Standorte werden in
Tab. 2 nadher beschrieben. Die Codenummern kennzeichnen die geographische Lage der
Standortes in Abb. 9 und Abb. 10. Fir die StanddAeH5, H10 und Maradi wurden Proben

aus drei, fuDiffa-I, Gouré ICRISAT ToukounousNiono-I und Niono-IlI und Zinder-1 aus

zwei Sammeljahren ausgewertet.

Standort Code Proben-Nr. Individuen | Sammelahr
H1 [5] B09- B13 5 1994
H2 [6] B14- B21 8 1994
B22- B41 20 1994
H 4 (8] B121- B130 10 1995
B298- B307 (4.09.96) 10 1996
B318- B327 (5.10.96) 10 1996
B42- B44 3 1994
H5 [9] B210- B219 10 1995
B288- B297 10 1996
B45- B49 5 1994
H 10 [12] B233- B242 10 1995
B520- B529 10 1996
H 11 [13] B50- B52 3 1994
H 13 [14] B53- B55 3 1994
Diffa-| [26] B151- B160 10 1995
Diffa-ll [27] B408- B417 10 1996
Goure [25] B161- B170 10 1995
B398- B407 10 1996
ICRISAT [11] B56- B60 5 1994
B510- B519 10 1996
B61- B62 2 1994
Maradi [17] B181, B183- B190 9 1995
B353- B357 5 1996
Maradi —Zinder | [18] B358- B367 10 1996
Toukounous [32] B243, B244, B246- B247, B25]L 5 1995
B490- B499 10 1996
Gao [31] B111- B120 10 1995
Zinder-| [20] B71- B8O 10 1994
B388- B392, B394- B397 9 1996
Zinder- [21] B171- B180 10 1996
Sevarée [33] B273- B277 5 1995
Ibecetene [15] B339- B343, B345- B347 8 1996
Takieta [22] B368- B369, B371- B377 9 1996
Palmen [24] B434- B438 5 1996
Hamdara [23] B378- B387 10 1996
Ouahigouya [34] B83- B92 10 1995
Niono-| (28] | B69 1 1994
B93- B97 5 1995
Niono-Il [29] | B0 1 1994
B98- B100 3 1995
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Tab. 4: 10 ausgewahlte Primer fir die RAPD-AnalyseBrachiaria. Es wurden insgesamt

250 RAPD-Marker identifiziert, wobei zwei monomorph ( d.h. diese Marker werden in allen
untersuchten Pflanzenproben amplifiziert) und 248 polymorph (d.h. diese Marker werden
nicht in allen untersuchten Pflanzenproben amplifiziert) waren. Durchschnittlich produzierte
jeder Primer 25 RAPD-Marker.

Primer Basensgquenz RAPD-Marker | monomorph polymorph
1 A-01 5 -CAGGCCCTTC-3° 14 1 13
2 A-04 5-AATCGGGCTG-3° 23 23
3 A-07 5 -GAAACGGGTG-3° 23 23
4 A-18 5 -AGGTGACCGT-3° 35 35
5 B-08 5 -GTCCACACGG-3 26 26
6 B-18 5 -CCACAGCAGT-3’ 22 1 22
7 T-06 5 -CAAGGGCAGA-3 26 26
8 Y-02 5 -CATCGCCGCA-3 28 28
9 Y-16 5 -GGGCCAATGT-3 23 23
10 Y-20 5 -AGCCGTGGAA-3 30 30
gesamt 250 2 248
40
N = 250
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Abb. 19: Histogramm der Fragmentgré3en aus 250 RAPD-Markern. Es wurden 10 Primer bei
309 Brachiaria-Individuen eingesetzt. Die Fragmentgrof3en variieren zwischen 288 bp und
2050 bp, mit einem Mittelwert von 906 bp (1kbp = 1000 bp).
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4.2 Morphologische Bestimmung verschiedendsrachiaria-Arten

Eine morphologische Bestimmung der Gatt@ngchiaria erfordert viel Erfahrung und ist im
Gelande nur mit erheblichem Aufwand durchfiihrbar. Die morphologische Zuordnung ist
zudem in der Literatur uneinheitlich; siethe ANDREWS 1956; CLAYTON 1972; SCHOLZ
1978; CLAYTON & RENVOIZE 1982; RENVOIZE et al. 1996; PHILLIPS 1995;
VELDKAMP 1996; PEYRE DE FABREGUES 1976; LEBRUN et al. 1972; KUSSEROW et

al. 1999 (in Vorb).

Um die urspringlich al8rachiaria xantholeucagesammelten Individuen taxonomisch zu
bestimmen, wurden nach der fiir die Analyse nétigen Blattentnahme alle 1995 und 1996
gesammelten Pflanzen in einem Pflanzenherbar getrocknet und nach Berlin gebracht. Dort
wurden sie von Prof. Scholz taxonomisch bestimmt. Von den insgesamt 163 Blattproben
wurden 34 in Giel3en mit RAPD-Markern untersucht. Hierzu wurden zwei Primer (A-01 und
Y-20) ausgewahlt, die in Vorversuchen reproduzierbare Bandenmuster lieferten. Die
Ergebnisse beider Analysen wurden in Tab. 5 zusammengestellt.

Scholz ordnete die 163 ausgewahlten PflanzenBiacthiaria-Arten zu:

xantholeuca
nidulans
orthostachys

ramosa

W W o w w

lata

Die 34 in Giessen untersuchten Pflanzenproben entsprachen mit zwei Ausnahmen seiner
Einteilung in funf Arten. Dies wurde in einer Clusteranalyse (Abb. 20) bestétigt, wobei jeder
BrachiariaArt ein Grundbandenmuster zugeordnet werden konnte. Zwei Individuen (B159
und B160 au®iffa-1) wichen von diesen funf Grundbandenmustern deutlich ab und bildeten
ein separates Cluster innerhalb der BrtorthostachysNach Angaben von Prof. Scholz
waren diese beiden Blattproben in sehr schlechtem Zustand und konnten nicht einwandfrei
bestimmt werden. Die Einordnung in die Brtnidulansist deshalb nicht gesichert.

Das RAPD-Bandenmuster dieser beiden Proben in Abb. 21 zeigt eine groRere Ahnlichkeit zu
B. orthostachysals zu B. nidulans Bei ndherer Betrachtung des Dendrogramms fallt

allerdings auf, dal3 die Abtrennung beider Proben innerhalB.dethostachy<lusters sehr
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frih stattfindet, d.h. bei einem Dice-Index von 0.66. Im Vergleich dazu weBlen
xantholeuca und B. nidulanschon bei einem Dice-Index von 0.62 voneinander getrennt.

Damit ist eine klare Zuordnung dieser beiden Proben in eine der funf Arten nicht moglich.

Tab. 5: Vergleich der

morphologischen und molekulargenetischen Analyse von 34
Brachiaria-Individuen aus 22 Standorten der Sammeljahre 1995 und 1996. Zwei Individuen

ausDiffa-l (B159 und B160) wurden in der molekulargenetischen An@ysethostachysin
der morphologischen Analy& nidulanszugeordnet (siehe Markierung).

Probennr.| Jahr Standort RAPD-Analyse morpholog. Analyse
1 B81 1995 | Ouagadouwgou B. xantholeuca B. xantholeuca
2 B82 1995 | Ouagadouwjou B. lata B. lata
3 B93 1996 | Niono-I B. ramosa B. ramosa
4 B94 1996 | Niono-I B. ramosa B. ramosa
5 B95 1996 | Niono-I B. ramosa B. ramosa
6 B96 1996 | Niono-I B. ramosa B. ramosa
7 B98 1995 | Niono-ll B. lata B .lata
8 B99 1995 | Niono-ll B. lata B. lata
9 B100 1995 | Niono-ll B. lata B. lata
10 B106 1995 | Kolo B. xantholeuca B. xantholeuca
11 B119 1995 | Gao B. nidulans B. nidulans
12 B151 1995 | Diffa-l B. nidulans B. nidulans
13 B159 1995 Diffa-I B. orthostacls B. nidulans
14 B160 1995 Diffa-I B. orthostacls B. nidulans
15 B163 1995 | Gourée B. orthostagys B. orthostacts
16 B164 1995 | Gourée B. orthostagys B. orthostacts
17 B181 1995 | Maradi B. xantholeuca B. xantholeuca
18 B182 1995 | Maradi B. nidulans B. nidulans
19 B210 1995| H5 B. xantholeuca B. xantholeuca
20 B253 1995 | Burkina B. xantholeuca B. xantholeuca
21 B277 1995 | Sevare B. xantholeuca B. xantholeuca
22 B338 1996 | Ibecetené B. nidulans B. nidulans
23 B342 1996 | Ibecetené B. orthostagh B. orthostacts
24 B362 1996 | Maradi— Zinder B. xantholeuca B. xantholeuca
25 B373 1996 | Takieta B. xantholeuca B. xantholeuca
26 B378 1996 | Hamdara B .nidulans B. nidulans
27 B388 1996 | Zinder-I B .nidulans B. nidulans
28 B398 1996 | Gourée B. orthostagys B. orthostacts
29 B410 1996 | Diffa-ll B. xantholeuca B. xantholeuca
30 B419 1996 | Belou Hourou B. nidulans B. nidulans
31 B429 1996 | Tire Place B. nidulans B. nidulans
32 B434 1996 | Palmen B. nidulans B. nidulans
33 B457 1996 | H8 B. orthostacis B. orthostacts
34 B499 1996 | Toukounous B. nidulans B. nidulans
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Genetische Ahnlichkeit (Dice-Index)
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Abb. 20: UPGMA-Dendrogramm mit Hrachiaria-Individuen (Primer A-01 und Y-20). Die
Zuordnung der funBrachiaria-Arten wurde auf der Basis der morphologischen Bestimmung
von Scholz durchgefuhrtB( orth.= B. orthostachys; B. rans B. ramosa

81 106 181 210 253 277 362 373 410 163 164 342 398 457 159 160 93 94 95 96 119 151 182 338 378 388 419 429 431949909832

B. xantholeuca B. orthostachyﬁ B.ramosa B. nidulans B. lata

Abb. 21: RAPD-Bandenmuster der 34 getest@esichiaria-Proben mit Primer A-O1 Die
funf Arten zeigen ein charakteristisches Bandenmuster, wobei die PBi&hund B160
(Pfeil) die groRte Ahnlichkeit zB. orthostachysufweisen.
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4.3 RAPD-Untersuchungen bei finBrachiaria-Arten

Das Ergebnis der morphologischen und molekulargenetischen Untersuchung zeigte, daf3 mit
Ausnahme zweier Individuen, fur die funf hier untersuctBeachiaria-Arten ein Grund-
bandenmuster vorliegt, dal’ zur Artbestimmung geeignet ist.

Insgesamt wurden 309 Individuen vdrachiaria mit RAPD-Markern untersucht. Die
RAPD-Daten wurden in eine 1/0-Matrix Gberfuhrt und statistisch ausgewertet. Es wurde eine
Clusteranalyse durchgefiihrt und als Distanzmald der Dice-Index verwendet. Die Berechnung
des Dendrogramm in Abb. 22 wurde mit der UPGMA-Methode durchgefihrt. Die Darstellung
ist vereinfacht dargestellt und zeigt nur die Auftrennung der Proben in finf Cluster, die den
funf BrachiariaArten entsprechen. Die beiden Proben B159 und B16Mites| werden
innerhalb desB. orthostachy<Llusters eingeordnet. B&. xantholeucawird der Standort
SevargMali) abgetrennt.

Genetische Ahnlichkeit (Dice-Index)

1 087 070 053 036 0.19
+

+ + + + +
B.ramosa
6 Individuen |
B.lata
4 Individuen |
2 Individuen |

(Diffa-1 B159, B160)

B.orthostachys

28 Individuen |
81 Individuen | -
B.nidulans
183 Individuen |
. B.xantholeuca

5 Individuen T
( Sevare )

Abb. 22: UPGMA-Dendrogramm mit 30Brachiaria-Individuen (vereinfacht dargestellt),
basierend auf dem Dice-Index, der mit 10 Primern ermittelt wurdeB FanthostachysindB.
xantholeucawerden jeweils zwei Cluster berechnet.
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Tab. 6 zeigt die Aufteilung der 309 Individuen in die f@méchiaria-Arten auf der Basis der
Clusteranalyse. Es wurde fir jede Art der Dice-Index berechneB.F&antholeucavurde
aufgrund der Bbtrennung v@evarezwei Indices berechnet.

24 (22 %) der insgesamt 111 RAPD-Marker Beixantholeucasind fiir Sevarestandort-
spezifisch. Der Dice-Index erhoht sich hier von 0.946 Gewarg auf 0.955 (ohné&evarg

und stellt somit den héchsten Wert zwischen den Bia€hiaria-Arten dar. Einen wesentlich
starkeren Einflul3 auf den Dice-Index zeigen die beiden Proben B159 und Blbiffatls

die in Abb. 22 in daB. orthostachy€lusters eingeordnet werden, allerdings dort wieder sehr
frih abgetrennt werden und ein eigenes Cluster bilden. Der Dice-Index erhéht sich von 0.874
(ohneDiffa-l) auf 0.896 (miDiffa-l) und stellt damit die beiden niedrigsten Werte dar.

Die beiden ArterB. ramosaund B. lata sind mit 6 bzw. 4 Individuen vertreten und zeigen

innerhalb der Clusteranalyse die groRte genetische Ahnlichkeit zueinander.

Tab. 6: Mittlere Dice-Indices der fuBirachiaria-Arten. B. orthostachyzeigt mit 0.874 den
niedrigsten und. xantholeucgohneSevarg mit 0.955 den héchsten Ahnlichkeitsindex.

(* = mittlerer Dice-Index deBrachiaria-Art, # = Mittelwert aus den Dice-Indices der funf
Brachiaria-Arten)

Arten Individuen RAPD-Marker Dice-Index
B. xantholeucdmit Sevar¢ 188 111 *0.946
B. xantholeucgohneSevarg 183 87 0.955

B. orthostachys 30 79 *0.874

B. orthostachyg¢ohne B159 und B160) 28 65 0.896
B. nidulans 81 81 *0.912
B. ramosa 6 70 *0.949

B. lata 4 79 *0.926
Brachiaria sp.(Gesamtstichprobe) 309 250 #0.921

Es wurde eine Hauptkoordinatenanalyse durchgefiihrt und die drei Eigenvektoren in einen 3D-
Blot in Abb. 23 abgetragen. Die berechneten Gruppierungen entsprechen denen der
Clusteranalyse in Abb. 22. Es werden vier Gruppen gebildet, wobei eine Gruppe zwei Arten
(B. ramosaund B. lata) enthalt. Die beiden Proben aD#fa-I (B159 und B160) werdeB.
orthostachysugeordnet.
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Brachiaria-Arten:

B B jata

® B ramosa

A B orthostachys

B. nidulans

® B. xantholeuca

Abb. 23: 3D-Blot der Eigenvektoren aus der Hauptkoordinatenanalyse. Die 309 untersuchten
Individuen aus funBrachiaria-Arten wurden in 4 Gruppen angeordnet, wdBelata undB.

ramosa eine gemeinsame Gruppe darstellen. Die beiddfa-1-Proben B159 und B160
befinden sich in deB. orthostachysGruppe. In der Grafik werden mehrere Proben Uber-
einander geblottet.

Die Gesamtstichprobe setzt sich zusammenBwista= 4 ProbenB. ramosa= 6 ProbenB.
orthostachys= 30 ProbenB. nidulans= 81 ProbenB. xantholeuca 188 Proben
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4.3.1 Brachiaria xantholeuca

B. xantholeucdst ein im Sahel und den stdlich angrenzenden Regionen haufig verbreitetes
Futtergras. SCHOLZ (in KUSSEROW et al. 1999) stellt die Bxeichiaria xantholeucanit
Verbreitungsgebiet sudlich der Sahelzone in die Gatturgrhloa ein und nennt sidJ.
xantholeuca Im weiteren Verlauf der vorliegenden Arbeit wird fir diese Art der Name
Brachiaria xantholeuc&®eibehalten. Abb. 24 und Abb. 25 zeigen den Habitus dieser Pflanze.
Beide abgebildeten Pflanzen wurden auf dem ICRISAT-Geldnde in Sadore, Niamey
gesammelt. Diese Testflache ist eingezaunt und wird kontrolliert beweidet. Man findet hier
Exemplare, die bis zu 45 cm Hohe heranwachsen kdnnen. AufRerhalb dieser Weideflachen
sind die Pflanzen aufgrund hohen Weidedrucks stark verbissen und erreichen oft nur eine
Hoéhe von 10 cm. Auf der Basis der Clusteranalyse in Abb. 22 konnten 188 Individuen aus 14
StandorterB. xantholeucazugeordnet werden (Tab. 7). Fir die StandbieH5, H10 und

Maradi wurden die drei Sammeljahre 1994-1996 ausgewertet. Am Staidavurde 1996

an zwei Terminen Proben entnomm&RISATwurde fur die beiden Jahre 1994 und 1996

ausgewertet.

Tab. 7: 188B. xantholeucalndividuen aus 14 StandorteBevarebefindet sich in Mali,
Ouahigouyan Burkina Faso, die restlichen Standorte in Niger (vgl. Tab. 2, Abb. 9, Abb. 10).

Proben-Nr. Standort Individuen Jahr Beschreiburg
B09- B13 H1 5 1994 Pistenrand

B14- B21 H2 8 1994 Pistenrand

B22- B41 H4 20 1994 Piste, Nahe Mayot
B121- B130 H4 10 1995 Piste, Nahe Mayot
B298- B307 H4 (4.09.1996) 10 1996 Piste, Nahe Mayot
B318- B327 H4 (5.10.1996) 10 1996 Piste, Nahe Mayot
B42- B44 H5 3 1994 Pistenrand

B210- B219 H5 10 1995 Pistenrand

B288- B297 H5 10 1996 Pistenrand

B45- B49 H10 5 1994 Brachflache
B233- B242 H10 10 1995 Brachflache
B520- B529 H10 10 1996 Brachflache

B50- B52 H11l 3 1994 Dayradierte Flache
B53- B55 H13 3 1994 Pistenrand

B56- B60 ICRISAT 5 1994 eigezaunt

B510- B519 ICRISAT 10 1996 eimgezaunt

B61- B62 Maradi 2 1994 Stralenrand
B181, B183- B190 Maradi 9 1995 StralRenrand
B353- B357 Maradi 5 1996 Stralenrand
B358- B367 Maradi- Zinder 10 1996 Stralenrand
B368, B369, B371- B377 Takieta 9 1996 StralRenrand
B83- B92 Ouahgouya 10 1995 Pistenrand

B273- B277 Sevare 5 1995 Pistenrand

B409, B410, B414- B417 Diffa-ll 6 1996 Stralenrand
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Abb. 24: Brachiaria xantholeucaHabitus mit reifen Samen

Abb. 25: Brachiaria xantholeucaHabitus vor der Samenreife mit einer Wuchshdhe von ca.
45 cm
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Die RAPD-Analyse der 188 Individuen wurde mit 10 verschiedenen Primern durchgefihrt,
wobei insgesamt 111 Marker identifiziert und ausgewertet wurden. Davon waren 90
polymorph (81 %) und 21 monomorph (19 %). Die Primer amplifizierten zwischen 3 und 14
polymorphe RAPD-Marker (Tab. 8). Besonders informativ waren die Primer A-04, A-07, A-
18, B-18, Y-02, Y-16 und Y-20, die insgesamt 14 standortspezifische Marker identifizierten,
mit denen vier der 14 Standorte charakterisiert werden konnten (Tab. 9). Abb. 26-29 zeigen
RAPD-Bandenmuster mit standortspezifischen Markern der vier Standoiffe-11,
OuahigouyaSevareundMaradi.

Tab. 8: Polymorphe und monomorphe RAPD-MarkeBheiantholeuca
Die Markerausbeute bei 188 Individuen lag zwischen 3 und 14 polymorphen RAPD-Markern.

polymorph = RAPD-Marker werden nicht in allen untersuchten Individuen amplifiziert
monomorph = RAPD-Marker werden in allen untersuchten Individuen amplifiziert)
Primer A-01| A-04 | A-07 | A-18 | B-08 | B-18 | T-06 | Y-02 | Y-16 | Y-20| §
polymorph 3 10 6 14 12 12 6 12 7 8 90
monomorph 3 2 3 3 2 2 0 1 2 3 21
gesamt 6 12 9 17 14 14 6 13 9 111 111

Tab. 9: Standortspezifische RAPD-Marker an vier Standorten Biorantholeuca Die

Primer A-04, A-07, A-18, B-18, Y-02, Y-16 und Y-20 produzierten insgesamt 14 RAPD-
Marker, die fur den jeweiligen Standort spezifisch waren. Angegeben sind der Name des
Primers (z.B. Y-16) und die Molekulargewichtsgrof3e des Markers in bp.

(1) bedeutet, dieser Marker wird nur am angegebenen Standort amplifiziert

(0) bedeutet, dieser Marker fehlt nur am angegebenen Standort

Standort RAPD-Marker RAPD-Marker ist am Standort
anwesend (1) abwesend (0)

Diffa-Il Y-16-1300 0
Diffa-l Y-16-1331 1

Ouahigouya Y-20-800 1

Sevaré A-04-610 0
Sevaré A-04-620 1

Sevaré A-18-521 1

Sevaré A-18-740 1

Sevaré B-18-575 1

Sevaré B-18-700 1

Sevaré B-18-728 1

Sevaré B-18-1683 1

Sevaré Y-02-974 0
Maradi A-07-1226 1

Maradi A-18-1800 1
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1 2 3 4 5 6

1683 bp

974 bp
fehlt

a) Sevare b) Sevare

Abb. 26: Standortspezifische RAPD-MarkeiSavare Die Individuen B273-B277 wurden
mit den Primern Y-02 (a) und B-18 (b) amplifiziert.

a) Lanel = Langenstandard (BRL ladder)
Lane 2-6 = (B273-B277). Der Marker Y02-974 fehlt bei diesen funf Individuen
b) Lane1l = Langenstandard (BRL ladder)
Lane 1-6 = (B273-B277). Die vier Marker B18-1683, B-18-728, B-18-700, B-18-575

werden nur irBevareamplifiziert.

12 3 4 S5 6 7 8 9 10 11

1331 bp

—

1300 bp
fehlt

e e

8 O #x *x  *  #  #H #H #

Abb. 27: Standortspezifische RAPD-MarkerDiffa-11. Die Individuen B408-B417 wurden
mit dem Primer Y-16 amplifiziert (B408, B411-B413B= nidulan3. Der Marker Y-16-1331
wird nur am StandomDiffa-1l amplifiziert, wohingegen der Marker Y-16-1300 hier fehilt.

Lane 1 = Langenstandard (BRL ladder)

Lane 2, 5-7 B408; B411-B418 (nidulans )

Lane 3, 4, 8-11 B409, B410, B414-B4H. kantholeuca }#
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11
——
o
e
e—
L
— <4—
e 800 bp

Abb. 28: Standortspezifische RAPD-Marker @uahigouya.10 Individuen (B83-B92)
wurden mit dem Primer Y-20 amplifiziert. Der Marker Y20-800 ist fir diesen Standort
charakteristisch.

Lane 1 = Langenstandard (BRL ladder)

Lane2 =B83 Lane3 =B84 Lane4 =B85 Lane5 =B86 Lane6 =B87

Lane7 =B88 Lane8 =B89 Lane9 =B90 Lane10=B91 Lane 11 =B91

1226 bp

Abb. 29: Standortspezifische RAPD-Marker Maradi 1994. Die Individuen B61-B70
(verschiedendrachiaria-Arten) wurden mit dem Primer A-07 amplifiziert. Der Marker A-
07-1226 wird nur am Standdviaradi (B61 und B62) amplifiziert.

Lane 1-2 = B61, B62Maradi 1994,B. xantholeucayf
Lane 3-10 = B63HK. nidulan$, B64-B68 B. xantholeucg B69 B. ramosa, B70 B. lata)
Lane 11 = Langenstandard (BRL ladder)
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1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14

* *

Abb. 30: Standortspezifische RAPD-Marker Maradi 1994. Die Individuen B59-B70

(verschiedendrachiaria-Arten) wurden mit dem Primer A-18 amplifiziert. Der Marker A-

18-1100 wird nur am Standdvtaradi (B61 und B62) amplifiziert.

Lane 1+11 = Langenstandard (BRL ladder)

Lane 2,3,6-10 = B59, B6(B( xantholeucp B63 B. nidulan3, B64-B68 B. xantholeucp
B69 B. ramosg, B70 B. lata)

Lane 4+5* = B61, B62Nlaradi 1994,B. xantholeucpa

4.3.1.1 Clusteranalyse bd8. xantholeuca

Die Berechnung der genetischen Ahnlichkeit wurde mit dem Assoziationskoeffizient nach
Dice (1945) durchgefiihrt. Dieser Dice-Index variierte Bexantholeucavzon 0.769 bis 1.00

und betrug im Mittel 0.946. Mittels der Clusteranalyse unter Verwendung der UPGMA-
Methode wurden die paarweise berechneten Ahnlichkeiten (Dice-Indices) graphisch
dargestellt. Hierbei wurden mehrere Cluster berechnet, wobei einige davon bestimmten
Standorten zugeordnet werden konnten. Tab. 10 faf3t die Ergebnisse dieser Clusteranalyse
zusammen. Danach wurden 10 Cluster mit insgesanB. Zantholeucandividuen néaher
beschrieben. Da die restlichen 118 der insgesamt 188 untersuchten Individuen nicht oder nur
unvollstandig nach Standorten gruppiert wurden und verstreut im Dendrogramm liegen,
wurden sie in der folgenden Auswertung zunachst nicht beriicksichtigt:

Ouahigouyain Burkina Faso (Cluster 1) un&evarein Mali (Cluster 1l) werden zuerst

abgetrennt. Beide Standorte sind geographisch voneinander und den restlichen Standorten
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isoliert. Die Entfernung zwischeB8evaréund Ouahigouyabetrdgt 170 km Luftlinie, zum
nachsten Standok4 sind es etwa 350 km Luftlinie. Die friihe Abtrennung SevareProben
(B273-B277) vom Gesamtcluster ergibt sich daraus, dal’ 28 % der ermittelten RAPD-Marker
(25 der 111 RAPD-Marker) nur am Standdvarenachgewiesen werden konnten.

9 dieser 25 RAPD-Marker waren fBevaréstandortspezifisch und werden in allen funf hier
untersuchten Individuen amplifiziert (Tab. 9). FOuahigouyakonnte im Unterschied zu
Sevarenur ein standortspezifischer RAPD-Marker identifiziert werden, der in Abb. 28
dargestellt ist.

Die Individuen der Sammeljahre 1994 und 1995Masadi wurden in die Cluster liind 1V
eingeordnet, 1996 bildete kein eigenes Cluster. Méradi-1994 wurden zwei spezifische
RAPD-Marker gefunden, die in Abb. 29 und Abb. 30 beschrieben werden.

Cluster V zeigt den Standomiffa-1l 1996, fur den ein standortspezifischer RAPD-Marker
gefunden wurde (Abb. 27). Cluster VI enthalt neun von insgesamt zehn Individuen aus
Takietal996, die zehnte Probe unterscheidet sich deutlich vom Staradeetaund wird im
Dendrogramm nach den beiden ersten ClusternSawaréund Ouahigouyaabgetrennt. In
Cluster VII wurden neun von zehn Individuen adaradi-Zinder eingeordnet, eine Probe
liegt aul3erhalb dieses Clusters. Cluster VIII beschmaibtdrei Proben den Standadrll.
Cluster IX enthalt die beiden Sammeljahre 1994 und 1996HE&neine Trennung beider
Jahre findet nicht statt. Die Proben &&1995 bildet kein eigenes Cluster. Schlief3lich zeigt
Cluster X den StandolfCRISATF1994, das Sammeljahr 1996 hingegen wirdhdi0-1996 zu

einem gemeinsamen Cluster zusammengefaldt. Die restlichen 118 Individuen werden nicht
gemal ihren Standorten in separate Cluster gruppiert, sondern befinden sich verstreut im
Dendrogramm. Zu diesen Standorten zahteh H2, H4, H13 und H5-1995, H10-1994,
Maradi-1996, ein Probe (B360) ataradi-Zinder1996 und eine aukakieta1996 (B377).

Es wurden fir die 14 Standorte v@n xantholeucadie mittleren Dice-Ahnlichkeitsindices
berechnet und miteinander verglichen. Tab. 11 zeigt, dal3 die Abweichungen vom Gesamt-
mittelwert (0.980) aller 188 Individuen nur gering sind. Hi3 konnte keine genetische
Variabilitat festgestellt werden, d.h., es gab keine polymorphen Marker und somit war der
Dice-Index gleich 1.0. Die niedrigsten Indices wurden in den Standelaeadi (0.954) und
Sevarg0.940), die hdchsten iH13 (1.0),H1 (0.996) undH2 (0.995) berechnet.

Die drei Standortéll, H2, H4 (insgesamt 63 Individuen) sowitl0, H11,H13 (insgesamt 31
Individuen) sind im Unterschied zu den restlichen Standorten weniger als 50 km voneinander
entfernt. Deshalb wurden sie jeweils zu einer Gruppe zusammengefal3t und ein gemeinsamer

Dice-Index berechnet (Tab. 11). Da die Stichprobenzahl in den jeweiligen drei Standorten



4. Ergebnisse 67

sehr unterschiedlich ist, sind Vergleiche des berechneten Dice-Index mit dem Gesamtindex
nur eingeschrankt moglich. In Kap. 4.3.1.8 wurde deshalb fir beide Gruppen eine Diskrimi-

nanzanalyse durchgefuhrt.

Tab. 10: Ergebnisse der ClusteranalyseBoeiantholeuca

Oberer Teil: 70 der 188 Proben wurden in 10 Cluster eingeordnet, die Einzelstandorte
beschreiben. Fivlaradi wurden zwei der drei Sammeljahre ausgewertet (ClustendllV),

bei H5 sind die beiden Sammeljahre in ein Cluster zusammengefal3t (Cluster 1X). In den
beiden Clustern IV und VIl fehlen jeweils eine Probe (B377 und B360). Der Code bezieht
sich auf die Beschreibung der einzelnen Standorte in Tab. 2. UntereHT,efl2, H4, H13,
H5-1995 undH10-1994 wurden nicht in separaten Clustern aufgetrennt.

Cluster Proben-Nr. Anzahl Standort Code | Jahr
I B83- B92 10 Ouahigouya [34] 1995
Il B273- B277 5 Sevare [33] 1995
11 B61, B62 2 Maradi [17] 1994
v B181, B183- B190 9 Maradi [17] 1995
\ B409, B410, B414- B417 6 Diffa-II [27] 1996
Vi B368, B369, B371- B376 8 Takieta [22] 1996
Vi B358, B359, B361- B367 9 Maradi- Zinder | [18] 1996
VI B50- B52 3 H11 [13] 1994
IX B42- B44, B289- B297 3/10 H5 [9] 1994/96
X B56- B60 5 ICRISAT [11] 1994
70
Cluster Proben-Nr. Anzahl Standort Code | Jahr
B09- B13 5 H1 [1] 1994
B14- B21 8 H2 [6] 1994
B22- B41, B121- B130, B298- B32Y 50, H4 [8] 1994-96
B210- B219 10 H5 [9] 1995
B45- B49 5 H10 [12] 1994
B233- B242 10 H10 [12] 1995
B520- B529 10 H10 [12] 1996
B53- B55 3 H13 [14] 1994
B510- B519 10 ICRISAT [11] 1996
B353- B357 5 Maradi [17] 1996
B360 1 Maradi- Zinder | [18] 1996
B377 1 Takieta [22] 1996
118
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Tab. 11: Mittlere Dice-Indices fur 14 Standorte Beachiaria xantholeucaH13 zeigte keine
genetische Variabilitat, die RAPD-Bandenmuster der drei Proben waren mit allen 10
getesteten Primern identisch. FHit, H2 undH4 sowieH10, H11 undH13 wurde jeweils ein
gemeinsamer Dice-Index berechnet. Der Code bezieht sich auf die Standortbeschreibungen in
Tab. 2.

Standort Code Individuen Sammeljahr Dice-Index
H1 [5] 5 1994 0.996
H2 [6] 8 1994 0.995
H4 [8] 50 1994, 1995, 1996 0.985
H1, H2, H4 [5,6,8] 63 1994, 1995, 1996 0.986
H5 [9] 23 1994, 1995, 1996 0.979
H10 [12] 25 1994, 1995, 1996 0.979
H11 [13] 3 1994 0.990
H13 [14] 3 1994 1.000
H10, H11, H13 [12,13,14] 31 1994, 1995, 1996 0.977
Ouahigouya [34] 10 1995 0.975
Maradi [17] 16 1994,1995, 1996 0.954
Maradi-Zinder [18] 10 1996 0.985
Diffa-1l [27] 6 1996 0.989
Takieta [22] 8 1996 0.987
Sevarée [33] 5 1995 0.940
ICRISAT [11] 15 1994, 1996 0.978
Mittelwert aller Dice-Indices 0.980

4.3.1.2 Diskriminanzanalyse beB. xantholeuca

Nachdem die Clusteranalyse klare Hinweise auf eine geographische Substrukturiefng der
xantholeucaStichproben zeigte, wurden die verschiedenen Gruppierungen in einer Diskrimi-
nanzanalyse Uberprift. Dazu wurden in den entsprechenden Standorten die Sammeljahre
zusammengefal3t und insgesamt 14 Gruppen definiert. In Abb. 31 wurden die beiden ersten
Diskriminanzfunktionen in einem Koordinatensystem abgetragen. Danach konntéfy die
Standorte 11, H2, H4, H5, H10, H11, H)3sowie ICRISAT nicht voneinander abgetrennt
werden, sondern bildeten eine dicht zusammengelagerte WoWMeCl(ster®). Eine
Diskriminierung einzelner Standorte war somit nicht moglich. Anders hingegen verhielten
sich die Standorte, die westlich von Niameeyaréund Ouahigouya und 6Ostlich von
Tahoua KMaradi, Maradi-Zinder, Takietaund Diffa-1l) gelegen sindMaradi und Maradi-

Zinder werden sichtbar vomH-Cluster” abgetrennt und befinden sich an dessen oberem und
unterem Ende. Der 50 km weiter Ostlich gelegene Stafiddieta (von Maradi-Zinder aus
gesehen) wird wesentlich deutlicher voRrCluster" abgetrennt. Letzteres gilt auch Riffa-

Il, der ca. 500 km vorMaradi entfernt ist. Die beiden Standorfevarein Mali und
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Ouahigouyain Burkina Faso konnten ebenfalls sehr gut diskriminiert wer@emahigouya

liegt etwa 500 km Sevareetwa 700 km (Luftlinie) von Niamey entfernt (vgl. dazu Abb. 10).
Damit konnten 6 der 14 Standorte genetisch charakterisiert und differenziert werden. Die
Standorte innerhalb des "H-Clusters" (zwei Gruppdn H2, H4, H5, ICRISATund H10,

H11, H13 konnten mit Hilfe der Diskriminanzanalyse nicht differenziert werden.

20 .
® Ouahigouya
15 _ ® Sevare
Ouahigouya
A Diffa-1l
S 10 + A Maradi-Zinder
]
S | Maradi-Zinder A Maradi
.E @ A Takieta
S H‘ _ ® ICRISAT
£ 04 - Maradi
g m H13
% 5. %Tal‘(ieta s H11
2 GO . Hi0
I3\ e
-10 Diffa-Il u H5
Sevaré m H4
-15
s H2
-20 . . . . . . . . m H1
-15 -10 -5 0 5 10 15 20 25 30
1. Diskriminanzfunktion

Abb. 31: Ergebnis einer Diskriminanzanalyse der 14 Standori®. aiastholeuca

H-Standorte sowielCRISAT wurden mit Quadraten, Standorte im westlichen Teil
(Ouahigouyaund Sevar¢ mit Punkten und Standorte im ostlichen Té#atadi, Maradi-
Zinder, Takietaund Diffa-11) des Untersuchungsgebietes mit Dreiecken markiert; siehe dazu
Abb. 10; In der Grafik werden mehrere Proben Ubereinander geblottet)

4.3.1.3 Varianzanalyse beB. xantholeuca

N&ahere Informationen Uber den Grad der genetischen Variabilitat innerhalb und zwischen
einzelnen Standortstichproben konnten Uber eine Varianzanalyse ermittelt werden. Dazu
wurde das Softwareprogramm WINAMOVA (EXCOFFIER, 1992) verwendet und auf der

Basis der quadrierten euklidischen Distanzen fir jeden der 14 Standorte (Gruppen) die

Varianzkomponenten berechnet. Tab. 12 fal3t die Ergebnisse dieser Varianzanalyse



4. Ergebnisse 70

zusammen. Danach wurden innerhalb der einzelnen Gruppen Varianzen zwischen 0.0 %
(H13) und 18.8 % Naradi) berechnet, der Mittelwert lag bei 37.54 %. Dies bedeutet, daf
37.54 % der Gesamtvarianz auf genetische Unterschiede auf Individuenlevel und 62.46 % auf
dem Standort- oder Populationslevel erklart werden konmié&B.zeigte keine Varianz, da
samtliche RAPD-Marker monomorph waren. Die hochsten Varianzen wurden bei Standorten
berechnet, in denen mehrere Sammeljahre zur Auswertung vorlagen. Diese sind die Standorte
H4, H5, H10 und Maradi mit jeweils drei Sammeljahren 1994-1996. Die Varianzwerte
schwankten hier zwischen 11.65 #45) und 18.80 %Nlaradi). H4 stellte mit insgesamt 50
Individuen die groéfRte Standortstichprobe dar und zeigte mit 18.63 % Macddi (16
Individuen) den zweith6chsten Varianzwert. Standorte mit nur einem oder zwei

Sammeljahren zeigten deutlich niedrigere Varianzen zwischen 0.43 % und 8.18 % schwanken.

Tab. 12: Ergebnisse der VarianzanalyseBbhedantholeucaEs wurden insgesamt 14 Gruppen
(= Standorte) mit 188 Individuen untersucht. Mehrere Sammeljahre eines Standortes wurden

zusammengefalit.

n-1 = Freiheitsgrad (Individuenanzahl — 1)

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
Gruppe (Standort) n-1 | Sum of Suares | Varianz (SQ/n-1) |Varianz (%)
H1 1994 4 0.80 0.200 0.43
H2 1994 7 1.75 0.250 0.94
H4 1994-1996 49 34.62 0.706 18.63
H5 1994-1996 2 21.65 0.984 11.65
H10 1994-1996 24 23.68 0.986 12.74
H11 1994 2 3.33 1.665 1.79
H13 1994 2 0.00 0.000 0.00
Maradi 1994-1996 15 34.93 2.328 18.80
Maradi-Zinder 1996 9 6.80 0.755 3.66
ICRISAT 1994/1996 14 15.20 1.085 8.18
Takieta 1996 8 11.33 1.416 6.09
Diffa-1l 1994/1996 5 3.00 0.600 1.61
Ouahgowya 1995 9 12.30 1.366 6.62
Sevare 1995 4 16.40 4.100 8.82
Zwischen Grppen 13 304.52 23.425 62.46
Innerhalb Grppen 174 185.80 1.068 37.54

Da die Standortél4, H5, H10 und Maradi jeweils mit drei Sammeljahren analysiert wurden
und im Unterschied zu den restlichen Standorten hohe Varianzen aufzeigten, wurde im

folgenden eine mdgliche Substrukturierung dieser Standorte untersucht.
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4.3.1.4 RAPD-Untersuchungen am Standoit4

H4 befindet sich 1.5 km 6stlich von Kobadi, etwa 44 km von Niamey entfernt (Abb. 10). Der
Standort liegt am Stral3enrand, in der Nahe befindet sich ein zeitlich wassergefllter Marigot,
umgeben von Hirsefeldern. Die nachste Mel3station liegt in Torodi (13 km sidlich) und weist
einem mittleren jahrlichen Niederschlag von 584.6 mm auf. Es wurden 50 Individuen aus drei
Sammeljahren 1994-1996 untersucht. Die Sammlung 1996 wurde zweimal, im Abstand von
vier Wochen (I = 4.09.96 und Il = 5.10.96), durchgefiihrt. Der mittlere Dice-Ahnlichkeits-
index betrug fur die Gesamtstichprobe 0.985. Insgesamt wurden hierbei 54 RAPD-Marker
ausgewertet, wovon 11 (20.3 %) polymorph waren. Es wurde auf der Basis der Dice-Indices
eine Clusteranalyse durchgefiihrt. Abb. 32 zeigt ein Dendrogramm des Stahidonesbei

keine Auftrennung nach Sammeljahren stattfindet. Die beiden Sammlungen 1996 werden
nicht voneinander getrennt. Eine Varianzanalyse bestatigt das Ergebnis der Clusteranalyse.
86.67 % der Varianz erklarten sich aus der genetischen Variabilitat innerhalb und 13.33 %
zwischen den vier Stichproben (1994, 1995, 2 x 1996). Eine Differenzierung unterschiedlicher
Sammeljahre anhand von RAPD-Markern konnte am Stardibrsomit nicht festgestellt

werden.
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B298-B307, 4.09.96; Il = B318-B327, 5.10.96).

UPGMA-Dendrogramm von Standatd. Es wurden 50 Individuen aus drei

Sammeljahren 1994-1996 untersucht. 1996 wurden im Abstand von 4 Wochen zweimal

Proben gesammelt (|

Abb. 32:
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4.3.1.5 RAPD-Untersuchungen am Standott5

H5 befindet sich 5.5 km westlich von Say, etwa 60 km stdlich von Niamey. Der Standort liegt

am StraRenrand und ist umgeben von Hirsefeldern. Die nachste Mef3station befindet sich in
Say (8 km 0&stlich) und weist einen mittleren jéahrlichen Niederschlag von 545.6 mm auf. 23

Individuen aus drei Sammeljahren 1994-1996 wurden mit 52 RAPD-Markern untersucht,

davon waren 8 (15.3 %) polymorph. Der mittlere Dice-Ahnlichkeitsindex betrug 0,979.

Abb. 33 zeigt ein UPGMA-Dendrogramm aus der Clusteranalyse. Die Sammeljahre 1995 und
1996 werden mit einer Ausnahme (B211) in zwei getrennten Clustern eingeordnet, die

Individuen aus 1994 hingegen auf diese beiden Cluster verteilt. Eine Varianzanalyse des
Standortesd5 zeigte, dald 65 % der Gesamtvarianz durch die genetische Variabilitat zwischen

den drei Sammeljahren erklart wird, 35 % werden auf genetische Unterschiede auf dem
Individuen-level zurickgefuhrt. Damit ist am Standét® im Unterschied zuH4 eine

Differenzierung verschiedener Sammeljahre zu beobachten.

Genetische Ahnlichkeit (Dice-Index)
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Abb. 33: UPGMA-Dendrogramm von Standdtb. Es wurden 23 Individuen aus drei
Sammeljahren 1994-1996 untersucht. # = Sammeljahr 1995, * = Sammeljahr 1996.
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4.3.1.6 RAPD-Untersuchungen am Standott10

H10 befindet sich auf einem lateritischen Plateau, etwa 25 km nordéstlich von Tahoua, 545
km (Luftlinie) von Niamey entfernt. Die nachste Mel3station liegt in Tahoua und weist einen
mittleren j&hrlichen Niederschlag von 332.5 mm auf. 25 Individuen aus drei Sammeljahren
1994-1996 wurden mit 51 RAPD-Marker ausgewertet, wovon 7 (13.7 %) polymorph waren.
Der mittlere Dice-Ahnlichkeitsindex lag mit 0,829 vergleichsweise nieétig< 0.985;H5 =

0.979). Abb. 34 zeigt ein Dendrogramm aus der Clusteranalyse. Es werden drei Cluster
gebildet. Die beiden Sammeljahre 1995 und 1996 werden in getrennte Cluster eingeordnet,
funf Individuen aus 1994 bilden kein eigenes Cluster, ahnlich wie bei Stard8oiDie
Varianzanalyse unterstiitzt das Ergebnis der Clusteranalyse, denn 73 % der Gesamtvarianz
werden durch genetische Unterschiede zwischen den Sammeljahren und 27 % durch die
genetische Variabilitat auf Individuenlevel erklart. Damit kann, wie schoRl®auch fir den

StandortH10 eine Differenzierung verschiedener Sammeljahre beobachtet werden.

Genetische Ahnlichkeit (Dice-Index)

1 0.99 098 0.97 0.96 0.95
oo ee RE—— - SR S S +

* B528 1996

* B529 1996

* B520 1996

* B526 1996

* B527 1996

* B522 1996

* B524 1996 :|

* B521 1996

* B525 1906

* B523 1096
B47 1994
B48 1994
B46 1994

# B241 1995

HFHEFHFEHTFHH

93]

NN

HWWH

OOWN

PR

©O©OW©OW©

©OOW©

g1010101
HEEEEEEEpEN

B49 1994 ]

Abb. 34: UPGMA-Dendrogramm von Standdtfil0. Es wurden 25 Individuen aus den
Sammeljahren 1994-1996 untersucht. # = Sammeljahr 1995; * = Sammeljahr 1996
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4.3.1.7 RAPD-Untersuchungen am Standomlaradi

Der StandortMaradi befindet sich 55.6 km &stlich von Maradi am StralRenrand auf
Lateritboden. Die Testflache ist von Hirsefeldern umgeben. Die nachste Mel3station liegt in
Maradi und weist einen mittleren jahrlichen Niederschlag von 434.5 mm auf. Es wurden 16
Individuen aus drei Sammeljahren untersucht und 54 RAPD-Marker ausgewertet. Davon
waren 13 (24 %) Marker polymorph. Der mittlere Dice-Ahnlichkeitsindex lag bei 0.954 und
damit innerhalb der 14 Standorte v8n xantholeucaam niedrigsten. Abb. 35 zeigt die
Ergebnisse einer Clusteranalyse, die auf der Basis der Dice-Indices durchgefiihrt wurde.
Danach werden drei Cluster gebildet und somit drei Sammeljahre voneinander getrennt.
Maradi zeigt im Vergleich zu den dréi-StandorterH4, H5 und H10 die hdchste Anzahl
polymorpher Marker. Die deutliche Auftrennung im Dendrogramm kommt durch RAPD-
Marker zustande, die fir die einzelnen Sammeljahre spezifisch sind. Fur die beiden Proben
B61 und B62 aus 1994 konnten zwei spezifische RAPD-Marker identifiziert werden (Abb.
29).

Eine Varianzanalyse unterstitzt die Ergebnisse der Clusteranalyse. 90 % der Gesamtvarianz
geht auf genetische Unterschiede zwischen den drei Sammeljahren zurtick, nur 10 %
beschreiben die genetische Variabilitat innerhalb der Sammeljahre. Damit zeigt der Standort

Maradi, wie schorH5 undH10, eine deutliche Differenzierung der Sammeljahre.

Genetische Ahnlichkeit (Dice-Index)
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Abb. 35: UPGMA-Dendrogramm von StandMtaradi. Es wurden 16 Individuen aus drei
Sammeljahren untersucht. # = Sammeljahr 1995; * = Sammeljahr 1996
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Tab. 13 fal3t die Ergebnisse der Varianzanalysen der vier Stafidpiitts, H10 und Maradi
zusammen. Trotz der vergleichsweise hohen Individuenzahl konnte4fikeine Differen-
zierung der drei Sammeljahre festgestellt werden. Mit 11 polymorphen RAPD-Marker wird
zwar der zweithochste Wert erreicht (hochster Wgradi mit 13 Marker), doch 86 % der
genetische Variabilitat konnten auf individuelle Unterschiede im Bandenmuster zuriickgefuhrt
werden. Der Dice-Ahnlichkeitsindex liegt fé#4 mit 0.985 innerhalb der vier untersuchten
Standorte am hochsten. Die Anzahl untersuchter IndividuerH6eH10 und Maradi ist
deutlich niedriger als beil4, es findet aber eine Differenzierung einzelner Sammeljahre statt.
1995 und 1996 konnen anhand der RAPD-MarkeHeund H10 diskriminiert werden, fur
Maradi ist sogar eine Auftrennung dreier Sammeljahre mdglich (Abb. 35). In Tab. 13 fallt
auf, daf3 bei Standort4 der hochste Niederschlag mit dem héchsten Dice-Index korreliert ist
und diese Werte tb&t5 undMaradi bis zum Standofti10 in gleicher Weise abnehme4

und H5 sind etwa 50 km (Luftlinie) voneinander entfernt und werden in die Sudano-
Sahelische Ubergangszone eingeordnet. In der NaheHvobefindet sich zusatzlich ein
Marigot. Beide Standorte unterscheiden sich nur minimal im Dice-Index sowie um etwa 40
mm Jahresniederschlag, eine Differenzierung unterschiedlicher Sammeljahre findet aber nur
bei H5 statt. H10 ist aufgrund eines Jahresniederschlags von 200-400 mm in dieser
Untersuchung der einzige Standort in der Sahelzone und zeigt mit 0.829 den niedrigsten Dice-
Index. Am deutlichsten ist die Auftrennung nach Sammeljahren am Stavidatli, dazu

werden auch 13 polymorphen Marker ausgewertet.

Tab. 13: Varianzanalyse der Standdi#te H5, H10 undMaradi fur B. xantholeuca
(* Der mittlere jahrliche Niederschlag wurde nicht am Standort sondern an der n&chst
gelegenen Mel3station gemessen (vergl. Tab. 2)

H4 H5 H10 Maradi

Individuenanzah{1994-1996 50 23 25 16

Mittlerer jahrlicher Niederschtp(mm)* | 584.6 545.6 332.5 434.5

Mittlerer Dice-IndexX 0.985 0.979 0.829 0.954

RAPD-Marker 54 52 51 54

davamolymormh 11 8 7 13

davon monoiptor 43 44 44 41
Varianz zwischen den Sammairen(%)| 13.33 64.93 72.78 90.00
Varianz innerhalb der Samnpathre(%)| 86.67 35.07 27.22 10.00
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4.3.1.8 Vergleich der StandortéH1, H2, H4 und H10, H11, H13

Da die Standortédl, H2, H4 bzw. H10, H11, H13 jeweils nur max. 50 km voneinander
entfernt sind, wurde geprift, ob ein jeweils gemeinsamer Okotyp beschrieben werden konnte.
Es wurde fir beide Gruppen der mittlere Dice-Ahnlichkeitsindex berechnet, der mit 0.986 fir
die GruppeH1-H4 und 0.979 fir die Gruppd10-H13nur gering vom Gesamtindex aller 14
Standorte (0.980) abweicht. Dies verdeutlicht, dal3 die genetischen Unterschiede innerhalb
dieser Gruppen gering sind. Es wurde deshalb eine Diskriminanzanalyse durchgefihrt und
zusatzlich der Stando#5 als dritte Gruppe definiert, so dald insgesamt 117 Individuen
untersucht wurden. Tab. 14 zeigt die Ergebnisse dieser Analyse. Danach werden die
Individuen in der Gruppe 1 zu 100 %, in Gruppe 2 zu 77.4 % und in Gruppe 3 zu 95.7 %
diskriminiert. In Abb. 36 wurden die beiden Diskriminanzfunktionen in einen 2D-Blot
abgetragen, wonach eine deutliche Trennung der drei Gruppen sichtbar wird. Gruppe 2 zeigt
die grofdte Streuung und weicht mit 7 von 31 Individuen von der vorhergesagten
Gruppeneinteilung ab.

Die StandorteH1-H4 und H5 werden nach LE HOUEROU (1989) der Sudano-Sahelischen
Ubergangszone (400-600 mm Jahresniederschlag) zugeordnet und sind etwa 50 km (Luftlinie)
voneinander entfernt. Nach Tab. 14 weichen die Niederschlage nur um 40 mm voneinder ab.
H10, H11 und H13&ingegen werden der Sahelzone ,senso stricto (200-400 mm mittlerer
Jahresniederschlag) zugeordnet. Anhand der genetischen Daten kénnen hier zwei Okotypen

beschrieben werden, die sich in zwei unterschiedlichen okoklimatischen Zonen befinden.

Tab. 14: Ergebnisse der Diskriminanzanalyse der Stan#ttir{el4, H5 und H10-H13 Es

wurden 117 Individuen aus insgesamt sieben Standorten zu drei Gruppen zusammengefal3t.
Angegeben sind die vorhergesagten Gruppenzugehdrigkeiten durch die Anzahl und den
Prozentsatz von Individuen je Gruppe.

Vorhergesagte Gruppenzugehorigkeit
Individuen / Prozent
Gruppe H J H Gesamt
PP H1, H2, H4 | H10, H11, H13 H5 esa
H1, IEZ, H4 63 /100 % 0/0% 0/0% 63 Individuen
H10, qu’ H13 3/9.7% 24 1 77.4 % 4/12.9% | 31 Individuer
|_||:|5 1/43% 0/0% 22/95.7 % | 23 Individuen
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1. Diskriminanzfunktion
v = H1, H2, H4 (Gruppel 63 Individuen)
m = H10, H11, H13 (Gruppeld 31 Individuen)
0= H5 (Gruppel 23 Individuen)

Abb. 36: Ergebnisse der Diskriminanzanalyse der Standtitel2,H4 H5 und H10-H13
Abgetragen sind die beiden Diskriminanzfunktionen, die 63.6 % und 36.4 % der
Gesamtvarianz erklaren (siehe Tab. 14). Einige Koordinatenpunkte werden Ubereinander
projeziert.
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4.3.2 RAPD-Untersuchungen beiBrachiaria nidulans

Taxonomisch wurde diese Art bisher der GattiPgnicum zugeordnet undP. nidulans
genannt. SCHOLZ (in KUSSEROW et al. 1999) ordPehidulansin die GattundJrochloa

ein und nennt sie nud. nidulans Im weiteren Verlauf der vorliegenden Arbeit wird fur diese
Art der NameBrachiaria nidulansbeibehalten.

Anhand der Clusteranalyse in Abb. 22 konnten 81 Individuen aus 8 StanBomégtulans
zugeordnet werden. Tab. 15 zeigt eine Auflistung der untersuchten Individuen, wobei fir
Zinder-1 und Toukounousl995 und 1996 Pflanzenproben gesammelt wurden. Der Standort
Zinder-l liegt am gegenuberliegenden StralRenrand Zioer-1l, etwa 10 m entfernt. Die
Probenentnahme am Standdinder-II erfolgte vier Wochen nach der Sammlung am Standort
Zinder-l. Zu diesem Zeitpunkt regnete es an diesem Staridiffid-| liegt 21 km ndrdlich und
Diffa-1l 16 km sudostlich von der Stadt Diffa entfernt.

Tab. 15: Standorte und ProbenauswahlBonidulans

81 Individuen aus 8 Standortezinder-l1 und Toukounousvurden 1995 und 1996 beprobt.
Zinder-1 und Zinder-II liegen 10 mpDiffa-l1 und Diffa-1l etwa 37 km (Luftlinie) auseinander.
Mit Ausnahme vonGao (Mali) befinden sich die restlichen Standorte in Niger (vgl. Uber-
sichtskarte Abb. 10).

Proben-Nr. Standort Probenzahl | Samme]ahr
B71- B8O Zinder-I 10 1995
B388- B392, B394- B397 Zinder-I 9 1996
B171- B180 Zinder-lI 10 1995
B151- B158 Diffa-I 8 1995
B408, B411- B413 Diffa-ll 4 1996
B243, B244, B246, B247, B251 Toukounous 5 1995
B490- B499 Toukounous 10 1996
B111- B120 Gao 10 1995
B378- B387 Hamdara 10 1996
B434- B438 Palmen 5 1996

Die RAPD-Analyse wurde mit zehn Primern (Tab. 4) durchgefuhrt und insgesamt 81 RAPD-
Marker identifiziert. 51 dieser 81 Marker (63 %) waren polymorph und 30 (37 %) mono-
morph. Die Primer amplifizierten jeweils zwischen 6 und 11 RAPD-Markern. Besonders
informativ waren die Primer A-07, A-18, B-08, B-18 und Y-16, die zusammen 13

standortspezifische RAPD-Marker identifizieren und 6 der 8 Standorte charakterisieren
konnten (Tab. 17). FuEZinder-I und Zinder-l1l wurden keine standortspezifischen RAPD-

Marker gefunden.
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Tab. 16: Anteil polymorpher und monomorpher RAPD-Markemheaiidulans
Angegeben sind die 10 eingesetzten Primer und die Anzahl amplifizierter Banden.

Primer A-01| A-04| A-07| A-18| B-08| B-18| T-06| Y-02| Y-16| Y-20| ¥

polymorph 2 1 5 9 8 5 7 4 9 1| 51
monomorph 5 6 2 2 1 3 2 4 0 5| 30
gesamt 7 7 7 11 9 8 9 8 9 6| 81

Tab. 17: Standortspezifische RAPD-Marker Benidulans

Die Primer A-07, A-18, B-08, B-18 und Y-16 amplifizierten insgesamt 13 standortspezifische
RAPD-Marker. (1) bedeutet, der Marker ist vorhanden, (0) der Marker fehlt, ist aber an allen
anderen Standorten vorhanden. Angegeben sind der Name des Primers (z.B. Y-16) und die
Molekulargewichtsgréf3e des Markers in bp (z.B. -1010).

Standort RAPD-Marker RAPD-Marker ist am Standort
Anwesend(1) abwesen(D)

Diffa-I Y-16-1010 1

Diffa-ll A-07-1400 0
Diffa-l B-18- 955 0
Gao A-07-1364 1

Gao A-18-1456 1

Gao B-08-2000 1

Gao Y-16-1200 1

Hamdara A-18- 521 0
Hamdara A-18-1000 1

Hamdara B-18- 800 1

Palmen A-07-1256 0
Palmen A-07-1300 1

Palmen B-18- 634 0

4.3.2.1 Clusteranalyse bdsrachiaria nidulans

Die Berechnung der genetischen Ahnlichkeit wurde mit dem Assoziationskoeffizient nach
Dice (1945) durchgefihrt. Dieser Dice-Index variierte von 0.86 bis 1.00 und betrug im Mittel
0.912. Er lag somit deutlich unter dem Wert Brxantholeucg0.946).

Mittels der Clusteranalyse wurden die paarweise berechneten Ahnlichkeiten (Dice-Indices)
graphisch dargestellt. Das Dendrogramm in Abb. 37 zeigt eine deutliche Abtrennung nahezu
aller 8 Standorte voneinander. Im oberen Abschnitt des Dendrogramms werden zunéchst die

drei Standort&inder-l, Zinder-11 und Diffa-I in einem gemeinsamen Cluster angeordnet, das
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sich nochmals in weitere Cluster unterteilt, die den einzelnen Standorten entsprechen. Drei
Individuen auginder-l werden in daZinder-II Cluster eingeordnet.

Das anschlieBende Cluster besteht aus den beiden Sammeljahren 1995 und 1996 des
StandortesToukounous die deutlich voneinander getrennt wurden. Hierbei zeigte die
Stichprobe aus 1996 als einzige keine genetische Variabilitdt, d.h., es wurden keine
polymorphen RAPD-Marker gefunden. Im Anschluf’3 an Taskounou<luster werden die
restlichen Standort&ag Diffa-1l, Palmenund Hamdarain voneinander getrennten Clustern
gruppiert.

Damit konnten, mit Ausnahme von drei Individuen &iisder-l, sdmtliche Standorte und
Sammeljahre bdB. nidulansanhand von RAPD-Markern voneinander diskriminiert werden.
Angesichts der relativ groRen Anzahl an standortspezifischen RAPD-Markern (13 von 51 =
25.5 %) zeigB. nidulanseine hohe Standortspezifitat, die um so deutlicher wird, je weiter
zwei Standorte voneinander entfernt sifshder-l undZinder-I11 liegen nur 10 m voneinander
entfernt und werden in der Clusteranalyse nicht klar voneinander getrennt. Die D#fden
Standorte werden hingegen deutlich diskriminiert, sind aber auch 37 km voneinander entfernt.
Somit kann fUrB. nidulansein raumliches Verteilungsmuster beschrieben werden, das sich
anhand molekulargenetischer Daten definieren laf3t. Dies bedeutet, dal3 sich das genetische
Muster zweier Standorte bereits in einer Entfernung von 37 km so stark unterscheidet, daf3 mit
Hilfe von RAPD-Markern eine Differenzierung und die Definition von Standorttypen mdglich

ist.

Neben diesem raumlichen Verteilungsmuster konnten am Stamdakounousdeutliche
Unterschiede zwischen den beiden Sammeljahren 1995 und 1996 gefunden werden. Der
StandortZinder-1 trennte ebenfalls die beiden Sammeljahre 1995 und 1996 voneinander, die
genetische Variabilitdt innerhalb beider Stichproben ist aber gréRer wi€obkbunous,
wodurch die Trennung im Dendrogramm nicht so deutlich ausgeprégt ist (Abb. 37).

Fir die beiden Standort&@oukounousund Zinder-l1 wird hier der Begriff ,temporare
Standorttypen” eingefuhrt und damit ein Standort beschrieben, der auf der Basis von RAPD-

Daten eine Diskriminierung verschiedener Sammeljahre erlaubt.
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Genetische Ahnlichkeit (Dice-Index)
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Hamdara 1996 B382
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Hamdara 1996 B378
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Abb. 37: UPGMA-Dendrogramm vdd. nidulans
Es wurden 81 Individuen aus 8 Standorten mit 10 Primern untersucht (vergl. Tab. 15)
Angegeben sind der Standort, das Sammeljahr und die Probennummer.
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4.3.2.2 Hauptkoordinatenanalyse beBrachiaria nidulans

Die Hauptkoordinatenanalyse bietet eine weitere Mdglichkeit, die raumliche Populations-
struktur graphisch darzustellen. Sie ermoglicht im Unterschied zur Clusteranalyse eine bessere
Beurteilung der quantitativen Differenzierung innerhalb einer Population. In Abb. 38 sind
entlang der x- und y-Achse die 1. und 2. Hauptkoordinate aufgetragen. Die Stichprobe enthéalt
81 Individuen aus 8 Standorten, wobei #inder-I und Toukounouszwei Sammeljahren

(1995, 1996) untersucht wurden. Die Ergebnisse der Hauptkoordinatenanalyse bestéatigen die
Auftrennung im Dendrogramm der Abb. 37. Mit Ausnahme vomder-l und Zinder-I|

werden die restlichen 6 Standorte voneinander getrennt dargestellt. Im Unterschied zur
Clusteranalyse wird jetzt die Streuung der Individuen innerhalb eines Standortes deutlicher
(z.B. beizinder-lundzinder-II).

Eine Abtrennung beider Sammeljahre wurde am Stand@iottkounousbeobachtet. Im
Unterschied zu den beideBinder Standorten ist hier die Streuung geringer. Fur die
ToukounousStichprobe aus 1996 konnten keine polymorphen RAPD-Marker amplifiziert und
somit keine genetische Variabilitat festgestellt werden.

2
] STANDORT
]
]
¥ A zinder 111996
1 -
‘ A A sinder 1996
A
A A zinder 11995
0+ A
Toukounous 1996
Toukounous 1995
19 Palmen 1996
® Hamdara 1996
e
24 @ ® B Ga01995
Diffa 11 1996
-3 . . . . . ® Diffa 11995
4 3 2 -1 0 1 2

Abb. 38: Hauptkoordinatenanalyse der 81 Individuen®onidulans Die zehn Stichproben
stammen aus acht Standorten, Finder-l und Toukounouswvurden je 2 Sammeljahre aus
1995 und 1996 ausgewertet. Einige Koordinatenpunkte sind Ubereinander projiziert.
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4.3.2.3 Diskriminanzanalyse beBrachiaria nidulans

Nachdem die Clusteranalyse und die Hauptkoordinatenanalyse klare Hinweise auf eine
geographische Substrukturierung dBr nidulans Stichproben zeigten, wurden nun die
verschiedenen Gruppierungen in einer Diskriminanzanalyse geprift. Dazu wurden 10
Gruppen definiert, die den 10 Stichproben aus 8 Standorten entspraché&mdsgirl und
Toukounousvurden entsprechend den beiden Sammeljahren jeweils zwei Gruppen definiert.
Mit Ausnahme des Standortedamdara wurde in der Diskriminanzanalyse die 10
Gruppierungen zu 100 % bestéatigt. Adamdara wurden je 10 % der Individuen den
StandortenDiffa-Il und Toukounous 199&ugeordnet, so dal3 noch 80 % der Individuen
klassifiziert werden konnten. Die Gesamtvarianz betrug 79.4 % und verteilte sich auf die

beiden Diskriminanzfunktionen mit 65.4 % und 14 %.

4.3.2.4 Varianzanalyse beBrachiaria nidulans

N&ahere Informationen Uber den Grad der genetischen Variabilitat innerhalb und zwischen
einzelnen Standorttypen / Populationen wurden Uber eine Varianzanalyse ermittelt. Dazu
wurde das Softwareprogramm WINAMOVA (EXCOFFIER, 1992) verwendet.

Tab. 18 zeigt die Ergebnisse einer Varianzanalyse von 81 IndividueB. anidulans Es
wurden entsprechend den Standorten acht Standorttypen definiert und die Varianzkompo-
nenten sowohl innerhalb, zwischen und fir die einzelnen Gruppen berechnet.

Innerhalb der einzelnen Gruppen lagen die Varianzen zwischen 1.68f&sl} und 49.70 %
(Zinder-I), der Mittelwert lag bei 25.7 %. Dies bedeutet, dal3 25.7 % der Gesamtvarianz auf
individuelle genetische Unterschiede zuriickzufiihren sind. 74.3 % konnen durch Standort-
oder Populationsunterschiede erklart werdeiffa-1 und Diffall zeigten mit 1.68 % und

2.88 % die niedrigsten Varianzen. Den grof3ten Anteil der Gesamtvarianz tragen die beiden
Sammeljahre vorZinder-I mit 49.70 %. Die beiden Sammeljahre ausukounousweisen
deutlich niedrigere Abweichungsquadrate dilsder-1 auf, wobei die Varianz innerhalb des
Standortes bei 17.78 % liegt.

Abschliel3end kann festgestellt werden, @afhidulanseine Futterpflanze ist, die in hohem
Mal3e an ihre Umwelt angepalit ist. Alle Standorte wurden zwar mit nur wenigen Individuen
untersucht, zeigten aber deutliche Unterschiede im genetischen Muster und konnten anhand

weniger RAPD-Marker voneinander diskriminiert werden. Aufgrund der hohen
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Standortspezifitdt wurden 13 standortspezifische Marker identifiziert, dies sind 25 % der 51
polymorphen RAPD-Marker. Fir die beiden Standdbeder-l und Toukounouskonnten

zwei Sammeljahre differenziert werden.

Tab. 18: Ergebnisse der VarianzanalyseBoaiidulans
Es wurden acht Standorte mit insgesamt 81 Individuen untersucht. Die beiden Sammeljahre

ausToukounousindZinder-lwurden jeweils zu einer Gruppe zusammengefallt.

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 (%)

Gao 1996 9 11.00 1.22 10.55

Diffa-I 1995 I 1.75 0.25 1.68

Diffa-II 1996 3 3.00 1.00 2.88

Zinder-I 1995 / 1996 18 51.78 2.87 49.70

Zinder-II 1996 9 3.40 0.37 3.26

Toukounoud 995 / 1996 14 18.53 1.32 17.78

Hamdara 1996 9 11.10 1.23 10.65

Palmen 1996 4 3.60 0.90 3.45
zwischen den Gruppep 7 293.72 42.00 74.30
innerhalb der Gruppen 73 104.17 1.42 25.70

4.3.3 Brachiaria orthostachys

Brachiaria orthostachyCLAYTON, 1966) ist eine wildwachsende Futterpflanze, deren
Verbreitung nach SCHOLZ (1978) auf die Sahelzone beschrankt ist, wohind&gen
xantholeucaauch sudlich der Sahelzone vorkommt. Beide Arten lassen sich phanotypisch
anhand der Ahrchen deutlich voneinander unterscheiden.

Ein Vergleich der morphologischem Bestimmungen mit den Daten aus der RAPD-Analyse
(Tab. 5) fuhrte bis auf zwei Ausnahmen zu identischen Ergebnissen. Die beiden Individuen
B159 und B160 aubBiffa-I konnten weder von SCHOLZ noch anhand molekulargenetischer
Marker eindeutig einerBrachiaria Art zugeordnet werden. Dies lag einerseits am
Probenmaterial selbst, das aufgrund der schlechten Qualitat eine nur eingeschréankte morpho-
logische Bestimmung zuliel3 (Scholz ordnet sie unter VorbBhalidulanszu). Zum anderen
konnte die RAPD-Analyse diese beiden Proben in keiner der funf untersuchten Arten
zuordnen. In der Clusteranalyse in Abb. 22 wiesen diese Proben die hochste AhnlicBkeit zu
orthostachysuf und wurden deshalb zusammen mit 28 weiteren Proben ausgewertet. Tab. 19

zeigt eine Zusammenstellung der Individuen und Standorte.
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Insgesamt konnten mit 10 Primern 79 RAPD-Marker identifiziert werden, von denen 49 (62
%) polymorph und 30 (38 %) monomorph waren (Tab. 20). Die Primer amplifizierten
zwischen 4 und 13 RAPD-Marker. Besonders informativ waren hier die Primer A-04, A-18,
T-06, Y-02, Y-16 und Y-20, denn sie konnten 23 standortspezifische RAPD-Marker
identifizieren. Dies entspricht 49 % aller polymorpher MarkerBbeairthostachysVon diesen

23 Markern waren 18 auiffa-I, 4 ausGoure und ein Marker autheceteng(Tab. 23).B.
xantholeucazeigte im Vergleich dazu 17 uld nidulansl3 standortspezifische Marker.

4.3.3.1 Clusteranalyse bd8. orthostachys

Die Berechnung der genetischen Ahnlichkeit wurde mit dem Assoziationskoeffizient nach
Dice (1945) durchgefihrt. Der Dice-Index variierte zwischen den einzelnen Individuen von
0.712 und 1.0 und lag im Mittel bei 0.874. Im VergleichBzuxantholeucg0.946) undB.
nidulans(0.914) ist dies der niedrigste Wert Gberhaupt.

Die paarweise berechneten Ahnlichkeiten (Dice-Indices) wurden mittels einer Clusteranalyse
graphisch aufgetrennt. Abb. 39 zeigt ein Dendrogramm der 30 Individudh aubostachys.
Aufgrund der hohen Anzahl von 24 standortspezifischen Markern findet eine deutliche
Auftrennung der drei Standor@oure Ibeceteneund Diffa-l statt. Die beiden Sammeljahre
1995 und 1996 auSourewerden voneinander getrennt. Die z\&ffa-1 Individuen werden

im Dendrogramm friih abgetrennt und zeigen nur wenig Ahnlichkeit zu den restlichen Proben.

Dies erklart sich durch die hohe Anzahl standortspezifischer Marker (Tab. 21).

Tab. 19: Standorte und ProbenauswahlBoarthostachys

Es wurden 30 Individuen aus drei Standorten analySie@arewurde 1995 und 1996 beprobt.
In Diffa-l wurden 1995 insgesamt 10 Individuen gesammelt, acht davon wBrdedulans
(siehe Tab. 15), zwd. orthostachy$B159 und B160) zugeordnet.

Proben-Nr. Standort Individuenzahl Samme]ahr
B159 - B160 Diffa- 2 1995
B161 - B170 Goure 10 1995
B398 - B407 Goure 10 1996
B339 - B343, B345 - B34V Ibecetene 8 1996
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Tab. 20: Polymorphe und monomorphe RAPD-MarkeBbe@irthostachys

In der RAPD-Analyse wurden 10 Primer eingesetzt, die insgesamt 79 Marker identifizierten,
davon waren 49 polymorph und 30 monomorph. Der Primer B-18 amplifizierte keine
polymorphen Marker.

Primer A-01| A-04 | A-07 | A-18 | B-08 | B-18 | T-06 | Y-02 | Y-16 | Y-20| }

polymormph 2 1 4 7 6 0 4 11 5 9 49
monomoph 3 5 3 4 2 4 3 2 4 1 30
gesamt 5 6 7 11 8 4 7 13 9 10 70

Tab. 21: Standortspezifische RAPD-Marker Beachiaria orthostachys

Fur Diffa-l wurden 18 Marker (75 %), fiteoure4 und furlbeceteneein Marker 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. A-04) und die
Molekulargewichtsgrof3e des Markers (z.B. 770 in bp). * bezeichnet die standortspezifischen
Marker unter Ausschlul? des Standoiéi$a-I.

S RAPD-Marker RAPD-Marker ist am Standort
anwesend(1) abwesen(D)

Diffa-| A-04-770 1

Diffa-| A-04-1079 0
Diffa-| A-18-544 1

Diffa-| A-18-779 1

Diffa-| T-06-335 1

Diffa-| T-06-388 1

Diffa-| T-06-635 1

Diffa-| T-06-1100 0
Diffa-| Y-02-777 1

Diffa-| Y-02-1152 1

Diffa-| Y-02-1247 1

Diffa-| Y-02-1300 0
Diffa-| Y-16-720 0
Diffa-| Y-16-1010 1

Diffa-| Y-16-1139 1

Diffa-| Y-20-700 1

Diffa-| Y-20-720 0
Diffa-| Y-20-847 1

Goure A-18-521 * 0
Goure A-18-532 * 1

Goure A-18-966 * 0

Goure A-18-1200 * 1

Ibecetene A-18-1265 * 1
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Abb. 39: UPGMA-Dendrogramm mit 30 Individuen vBnorthostachys

Es wurden 79 RAPD-Marker ausgewer@burewurde 1995 und 1996 beprobt.
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4.3.3.2 Hauptkoordinatenanalyse beB. orthostachys

Die Hauptkoordinatenanalyse bietet eine weitere Moglichkeit, die rdumliche Populations-
struktur graphisch darzustellen. Dies ermdglicht im Unterschied zur Clusteranalyse eine
bessere Beurteilung der quantitativen Differenzierung innerhalb einer Population. In Abb. 40
sind entlang der drei Achsen die 1., 2. und 3. Hauptkoordinate aufgetragen. Die Stichprobe
besteht aus 8 Individuen ailsecetene 10 ausGouré-1995 10 ausGoure-1996und 2 aus
Diffa-1-1995 Es konnten alle vier Stichproben deutlich voneinander getrennt werden. Die
beidenDiffa-1 Proben werden in keine der drei Gruppen eingeordnet und befinden sich in der
Mitte des Koordinatensystems.

Ibecetenel996 (8 Individuen)
Goure1995 (10 Individuen)
Goure1996 (10 Individuen)
Diffa-I (2 Individuen)

COqp ®

Abb. 40: Hauptkoordinatenanalyse \Brachiaria orthostachys

30 Individuen aus drei Standorten wurden auf der Basis von 49 RAPD-Markern untersucht.
Abgetragen sind die ersten drei Hauptkoordinaten, die 80 % der Gesamtvarianz erklaren.
Einige Koordinatenpunkte werden Ubereinander projeziert.



4. Ergebnisse 90

4.3.3.3 Diskriminanzanalyse beB. orthostachys

Die Ergebnisse der Clusteranalyse und der Hauptkoordinatenanalyse zeigen, dal3 die
Einordnung der beideiffa-Proben in die ArtB. orthostachysnicht eindeutig ist. Die
morphologischen Untersuchungen von SCHOLZ (Tab. 5) ergaben eine Zuordnung beider
Individuen zuB. nidulans Mit Hilfe der Diskriminanzanalyse wurde die Zugehdrigkeit der
Diffa-Proben zuB. nidulansbzw. B. orthostachydiberprift. Die RAPD-Daten beider Arten
wurden zusammengefal3t und insgesamt 111 Individuen untersucht. Abb. 41 zeigt in einem
Scatter-Blot die ersten beiden Diskriminanzfunktionen, die mit 97 % und 3 % die
Gesamtvarianz der 111 Individuen erklaren. Die beibéfa-Proben werden keiner der
beidenBrachiaria-Arten eindeutig zugeordnet. Damit kann auch mit den hier vorliegenden

RAPD-Daten keine nahere Bestimmung durchgefuhrt werden.

30
A
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-20 -10 0 10 20 30 40
1. Diskriminanzfunktion

A = Diffa-l (2 Individuen)

m = B.nidulans (81 Individuen)

e = B. orthostachys (28 Individuen)

Abb. 41: Diskriminanzanalyse mit 111 Individuen &rachiaria nidulans(81), Brachiaria
orthostachys(28) und dem StandoRiffa-1 (2). Abgetragen sind die beiden Diskriminanz-
funktionen, die zusammen 100 % (97 % und 3 %) der Gesamtvarianz erklaren.
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Auf der Basis dieser Ergebnisse und der morphologischen Untersuchungen von SCHOLZ
wird davon ausgegangen, daf3 die beiden gesammelten Individuen zur Gathichgaria
gehoren, mit hoher Wahrscheinlichkeit aber nicht einer der funf hier untersuchten Arten
angehoren.

Nachdem eine Zuordnung der beid@iffa-Individuen in eine der beideBrachiaria-Arten

nicht moglich war, wurden die RAPD-Daten der restlichen 28 Individuen neu berechnet. Es
konnten insgesamt 65 RAPD-Marker (vorher 79) ausgewertet werden, davon waren 31
polymorph (48 %; vorher 63 %) und 34 monomorph. Der mittlere Dice-Index stieg von
vormals 0.874 auf 0.896, lag aber im Vergleich zu den andBranhiaria-Arten am
niedrigsten (vgl. Tab. 6). Die Anzahl der standortspezifischen Marker reduzierte sich von 23
auf 5 (Tab. 20) und lag deutlich unter den AngabenBoxantholeucg17) undB. nidulans

(13). Diese funf standortspezifischen Marker waren ausreichend, um die beiden Sammeljahre

1995 und 1996 auSouresowielbecetenaroneinander zu unterscheiden.

4.3.3.4 Varianzanalyse beB. orthostachys

Es wurde fur die Standor@oure Ibecetenaund die beideiffa-Proben eine Varianzanalyse
durchgefuhrt. Ziel dieser AMOVA (Analysis of Molecular Variance) war es, die genetische
Variabilitat innerhalb und zwischen den Standorten bzw. den beiden Sammeljahren von
Goureé zu ermitteln. Insgesamt wurden 30 Individuen untersucht. Tab. 22 zeigt die Ergebnisse
der Varianzanalyse. Danach konnten 66.1 % der Gesamtvarianz auf die genetische Variabilitat
zwischen und 33.9 % innerhalb der drei Standorte zuriickgefuihrt werden. Den gréf3ten Anteil
an der Gesamtvarianz tragen die beiden Sammeljahr@@ug Innerhalb dieses Standortes
wurden 20 Individuen ausgewertet. Es traten sehr hohe Abweichungsquadrate (sum of
squares) auf, die zu einer Varianz von 43.4 % fuhrten. Ein ahnlich hoher Wert trat aBch bei
nidulans(49.7 %) auf, betrachtet man die beiden Sammeljahr&waler-I1.

Zusammenfassend werden die RAPD-ErgebnissB.bmithostachysvie folgt bewertet:

Es wurden zwei Standort&ouréund Ibecetengausgewertet, die geographisch etwa 600 km
voneinander entfernt sind, aufgrund des Jahresniederschlags klimatisch in die Sahelzone
,SENso stricto” eingeordnet werddhecetendiegt etwa 80 km nérdlich von Tahoua innerhalb
einer grof3en Tierzuchtfarm (Rinderzucht, Milchwirtschaft Abb. 10), wo lateritische Béden
und nur sparliche Vegetation vorherrschen. Der mittlere jahrlichen Niederschlag liegt bei
332.5 mm aufweist.
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Tab. 22: Ergebnisse der VarianzanalyseBharthostachys
Es wurden die drei Standorteouré lbeceteneund Diffa-I mit insgesamt 30 Individuen
untersucht. Die beiden Sammeljahre @asiréwurden zu einer Gruppe zusammengefalit.

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
Gruppe n-1 Sum of Squares | Varianz (SQ/n-1) | Varianz (%)
Goure 1995/1996 19 79.650 4.19 43.4
Ibecetene 1996 7 8.625 1.23 12.7
Diffa- 1995 1 0.000 0.00 0.0
Zwischen den Gropen 2 98.525 49.26 66.1
Innerhalb den Gropen 27 88.275 3.27 33.9

Gouré befindet sich hingegen in einer offenen Diunenlandschaft mit dichter Grasflur im
Sudosten Nigers. Der mittlere jahrliche Niederschlag liegt hier bei 269.6. mm. Beide
Standorte kdnnen mit Hilfe von standortspezifischen RAPD-Markern charakteri-siert werden.
FiUr Goureéist, wie schon fur die beiden Standafieder-1 und Toukounouswus B. nidulans

eine Differenzierung zweier Sammeljahre mdoglich. Deshalb werden auch hier die beiden
Stichproben aus 1995 und 1996 als ,temporare Standorttypen® bezeichnet.

Der StandortDiffa-I zeigt gro3e Abweichungen zu den Bandenmustern Goare und
IbecetendAbb. 40) und kann deshalb deutlich von diesen diskriminiert werden. Aufgrund der
hohen Anzahl standortspezifischer Marker nehmen die b&d&Proben innerhalb der Art

B. orthostachy®ine Sonderstellung ein. Eine eindeutige Zuordnung zu dieser oder einer der

anderen vieBrachiaria-Arten ist mit Hilfe der vorliegenden RAPD-Daten nicht mdglich.

434 Brachiaria ramosaund Brachiaria lata

Die beiden ArterB. ramosaund B. latawurden in der vorliegenden Arbeit als Testpflanzen
eingesetzt und werden deshalb hier kurz vorgestellt (ZielpflanzeBwaantholeuca Zu

Beginn der molekulargenetischen Untersuchungen sollte getestet werden, ob mit der RAPD-
Methode eine Differenzierungen mehrerer Arten der Futterpfl@naehiaria moglich ist.

Dazu wurden nur wenige Pflanzenproben dieser beiden Arten gesammelt. (Eigentlich sollte
hier nurB. ramosauntersucht werden). Da sich aber die beiden Arten morphologisch sehr
ahnlich sind, konnte wahrend der Sammlung keine eindeutige Zuordnung der Pflanzenproben
erfolgen. In einem ,Blindversuch® wurden Blattproben \Bnramosazusammen mit 6.

xantholeucaBlattproben mit RAPD-Markern untersucht und konnten in einer Clusteranalyse
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differenziert werden. Im weiteren Verlauf der molekulargenetischen Untersuchungen konnten
mit Hilfe der morphologischen Bestimmungen von SCHOLZ (Tab. 5) insgesamt flunf
Brachiaria Arten, darunter aucB. lata eindeutig charakterisiert werden.

Brachiaria ramosa ist eine wildwachsende Futterpflanze, die im UnterschiedBzu
xantholeucamehr feuchte, lehmige Bbdden bevorzugt. Der Stanbidoho-lI weist einen
mittleren jahrlichen Niederschlag von 522 mm auf und wird deshalb klimatisch der Sudano-
Sahelischen Ubergangszone zugeordnet. Im Geldnde kdBinteamosa gut von B.
xantholeucaB. nidulansund B. orthostachysinterschieden werden. Es wurden insgesamt 6
Individuen aus 1994 und 1995 gesammelt (Tab. 23), mit 10 Primern untersucht und 70
RAPD-Marker ausgewertet. 21 (30 %) Marker waren polymorph und 49 (70 %) monomorph.
Die 10 eingesetzten Primer amplifizierten zwischen 4 und 14 RAPD-Markern. 5 dieser Primer
produzierten keine polymorphen Marker. Besonders informativ waren die Primer A-07, A-18,
T-06 und Y-02, denn sie amplifizierten insgesamt 7 artspezifische Marker (Tab. 24). Damit ist
nun eine eindeutige ldentifizierung vdh ramosaPflanzen mdglich. 11 der insgesamt 21
polymorphen Markern werden nur von Primer Y-20 amplifiziert.

Die Berechnung der genetischen Ahnlichkeit wurde mit dem Assoziationskoeffizient nach
DICE (1945) durchgefuhrt. Dieser variierte zwischen 0.837 und 1.0 und lag im Mittel bei
0.949. Damit liegt er auf gleicher Hoéhe wie Beixantholeucd0.946), inB. nidulanslag der
Dice-Index bei 0.914 und irB. orthostachysbei 0.874. Die paarweise berechneten
Ahnlichkeiten wurden mittels einer Clusteranalyse graphisch aufgetrennt. Abb. 42 zeigt ein
Dendrogramm der 6 Individuen aMéono-I. Hierbei werden die beiden Sammeljahre in zwei
Cluster aufgetrennt. Obwohl fir das Sammeljahr 1994 nur eine Pflanzenprobe ausgewertet
werden konnte, ist die Abtrennung zum Sammeljahr 1995 sehr deutlich. Aufgrund der

geringen Individuenzahl wurden keine weiteren statistischen Auswertungen durchgefthrt.

Tab. 23: Standort und Probenauswahl Bonamosa

Proben-Nr. Standort Individuenzahl Samme]ahr
B69 Niono-I 1 1994
B93 — B97 Niono-I 5 1995

Tab. 24: Polymorphe und monomorphe RAPD-MarkeBbachiaria ramosa
In der RAPD-Analyse wurden mit 10 Primern 6 Individuen untersucht und insgesamt 70
Marker amplifiziert.

Primer A-01| A-04 | A-07 | A-18 | B-08 | B-18 | T-06 | Y-02 | Y-16 | Y-20| }
polymormph 0 0 0 0 1 3 3 3 0 11 | 21
monomoph 4 6 9 4 6 6 3 4 4 3 49

gesamt| 4 6 9 4 7 9 6 7 4 14 | 70
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Tab. 25: Artspezifische RAPD-Marker i&i ramosa
Anhand dieser 7 Marker ist eine eindeutige IdentifizierungBammosaPflanzen maglich.

Standort RAPD-Marker

Niono-I A-07-875

Niono-I A-18-726

Niono-I A-18-932

Niono-I T-06-418

Niono-I T-06-800

Niono-I Y-02-662

Niono-I Y-02-1233

Genetische Ahnlichkeit (Dice-Index)

1 0.95 0.90 0.85
+ + + +

Niono-l 1995 B95

Niono-l 1995 B96 :|_
Niono-l 1995 B97
Niono-I 1995 B94
Niono-l 1995 B93
Niono-l 1994 B69

Abb. 42: UPGMA-Dendrogramm vdd. ramosa
Es wurden 6 Individuen aus den beiden Sammeljahre 1994 und 1995 ausgewertet.

Brachiaria lata wurde mit vier Individuen untersucht. Anhand der Clusteranalyse in Abb. 5
und den morphologischen Untersuchungen von Scholz (Tab. 5) konnten diese vier Pflanzen-
proben, die im Gelande zunéchst falschlicherweisdalmmosabestimmt wurdenB. lata
zugeordnet werden. Die 10 eingesetzten Primer amplifizierten jeweils zwischen 5 und 12
RAPD-Marker. Von den insgesamt 79 RAPD-Marker waren 25 (31 %) polymorph und 54 (69
%) monomorph (Tab. 27). Zwei Primer (T-06, Y-16) amplifizierten keine polymorphen
Marker. Besonders informativ waren die Primer A-01, A-18, B-08, T-06, Y-02, Y-16 und Y-
20, die insgesamt 13 artspezifische Marker amplifizierten (Tab. 28). Wie schBnraenosa
beobachtet, konnte auch hier der Primer Y-20 mit 11 die hochste Anzahl polymorphe Marker
amplifizieren (Tab. 27). Anhand dieser RAPD-Daten ist nun auch eine eindeutige Identi-
fizierung vonB. lataPflanzen moglich.

Die Berechnung der genetischen Ahnlichkeit wurde mit dem Assoziationskoeffizient nach
DICE (1945) durchgefiihrt. Der Dice-Index variierte zwischen den einzelnen Individuen von
0. und 1.0 und lag im Mittel bei 0.926. Damit liegt dieser Wert deutlich unter def.\lata
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(0.949) undB. xantholeuca in B. nidulans lag der Dice-Index bei 0.914 und iB.
orthostachysbei 0.874. Die paarweise berechneten Ahnlichkeiten wurden mittels einer
Clusteranalyse graphisch aufgetrennt. Abb. 43 zeigt ein Dendrogramm der 4 Individuen aus
Niono-Il. Hierbei werden die beiden Sammeljahre in zwei Cluster aufgetrennt. Obwohl hier
nur vier Individuen ausgewertet werden kénnen, fallt auf, daf3, ahnlich wie Enosagine
Pflanzenprobe deutlich abgetrennt wird. Aufgrund der geringen Individuenzahl wurden keine

weiteren statistischen Auswertungen durchgefuhrt.

Tab. 26: Standort und Probenauswahl Boachiaria lata

Proben-Nr. Standort Individuenzahl Sammeljahr
B70 Niono-l 1 1994
B98 — B100 Niono-II 3 1995

Tab. 27: Polymorphe und monomorphe RAPD-MarkeBoéata

Primer A-01 |A-04 |A-07 |A-18 |B-08 | B-18 | T-06 | Y-02 | Y-16|Y-20| %

polymorph 1 1 1 2 3 4 0 2 0 11| 25
monomorp 6 7 6 4 5 8 5 6 6 1| 54
gesamt 7 8 7 6 8 12 5 8 6 12| 79

Tab. 28: Artspezifische RAPD-Marker [iachiaria lata
Anhand dieser 13 Marker ist eine eindeutige IdentifizierungB/data Pflanzen maglich.

Standort RAPD-Marker
Niono-lI A-01-1158
Niono-lI A-18-456
Niono-lI A-18-909
Niono-lI B-08-783
Niono-lI T-06-500
Niono-lI T-06-728
Niono-lI T-06-835
Niono-lI T-06-957
Niono-lI Y-02-590
Niono-lI Y-02-685
Niono-lI Y-16-547
Niono-lI Y-16-610
Niono-lI Y-20-685
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Genetische Ahnlichkeit (Dice-Index)
1 0.95 0.9 0.85 0.8

+ + + + +
1 t 1 1 t

Niono-Il 1995 B100
Niono-Il 1995 B98 —,
Niono-Il 1995 B98
Niono-Il 1994 B70

Abb. 43: UPGMA-Dendrogramm von 4 Individuen &idata.
Es wurden 4 Individuen aus den beiden Sammeljahre 1994 und 1995 ausgewertet.

4.4 Zornia glochidiata

Eine weitere wichtige wildwachsende Futterpflanze im SaheEashia glochidiata Im
Unterschied zWBrachiaria xantholeucavachst diese einjahrige Leguminose auch auf stark
laterisierten Béden (Man findet hier u.Bxrachiaria distichophyllaund vereinzelB. ramosa.

Die Vegetation dieser Standorte ist bandformig ausgerichtet und zeigt das typische Muster der
Brousse tigree (KUSSEROW & HAENISCH 1999). Abb. 44 und Abb. 45 zeigen den Habitus
von Zornia glochidiata

Es wurden 80 Individuen aus 10 Standorten und drei Sammeljahren ausgewahlt und mit sechs
verschiedenen Primern analysiert (Tab. 29 und Tab. BD)4 ( T1 siehe Abb. 11) sind
Standorte auf lateritischen Plateaus studwestlich von Niamey (Abb. 9), die restlichen Standorte
befinden sich auf Sandbdden. Insgesamt konnten 56 RAPD-Marker ausgewertet werden,
davon waren 26 (46 %) polymorph und 30 (54 %) monomorph. Die Primer amplifizierten
zwischen 6 und 14 RAPD-Marker. Besonders informativ waren hierbei die Primer A-10, B-07
und Z-10, die RAPD-Marker identifizierten, die fur einen Standort bzw. ein Sammeljahr
spezifisch waren. Tab. 31 zeigt eine Auflistung dieser Marker. Am Stahdi&dnnte fur die

beiden Sammeljahre 1994 und 1995 je ein spezifischer RAPD-Marker identifiziert werden,

fir Burkinaund Tahouawurde jeweils ein standortspezifischer Marker gefunden.
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Tab. 29: Auswahl der Standorte und PflanzenproberZzeonia glochidiata

T1 und T3 wurden drei JahreT2 und T4 zwei Jahre beprobt. Informationen Uber die
geographischen Lage und Beschreibung der Standorte im Untersuchungsgebiet siehe Abb. 9,
Abb. 10. und Tab. 2.

Standort Individuen Samme]ahr Proben-Nr.
T1 5 1993 Z111- 7115
T1 5 1994 Z116- 72120
T1 5 1995 2279- 7283
T2 5 1994 Z134- 7138
T2 5 1995 2289- 7293
T3 5 1994 Z144- 7148
T3 5 1995 Z149- 7153
T3 5 1996 Z299- 2303
T4 5 1994 Z2169- 7173
T4 5 1995 Z309- 2313
H2 5 1994 Z7-711
H3 5 1994 Z217-721
Tahoua 10 1994 Z81- 785, Z179- 7183
Maradi 3 1994 Z184- 7186
Burkina 1 1994 2187
Burkina 5 1995 2249- 7253
Ouagadowou 1 1994 2188
Gesamt 80
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Abb. 44:Zornia glochidiata(Habitus) Diese Pflanze wurde auf dem eingezaunten ICRISAT-
Versuchs-Gelande (kontrollierte Beweidung, Sandboden) gesammelt und hat eine Wuchshéhe
von ca. 40 cm.

L

Abb. 45: Zornia glochidiata (Habitus) Diese Pflanze wurde am Standb#t (hoher Be-
weidungsdruck, Lateritboden) entnommen und hat eine Wuchshdhe von etwa 20 cm.
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Tab. 30: Auswahl von sechs polymorphen Primern fur die RAPD-Analyse bchidiata

Primer Basensgquenz 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 l#rnia glochidiata

Far Burkina und Tahouawurden je ein standortspezifischer Marker, Tdrein spezifischer
Marker fur 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 Molekulargewichtsgrof3e 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 bezornia glochidiata

Die Berechnung der genetischen Ahnlichkeit wurde mit dem Assoziationskoeffizient nach
DICE (1945) durchgefihrt. 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, dal’ die genetische Variabilitat gkichidiata

sehr grof3 ist und, im Unterschied Brachiaria, eine Auftrennung einzelner Standorte nicht
oder nur unvollstandig stattfindet. Obwohl fid und T3 jeweils drei Sammeljahre (15
Individuen pro Standort) ausgewertet wurden, kdnnen die Sammeljahre nicht diskriminiert
werden. Gleiches gilt fiF2 undBurking 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. Dies&3i#®5 und T4-1994

Ein weiteres Cluster kann fur den Standd8-1994beobachtet werden, allerdings fehlt hier

ein Individuum. Die restlichen Standorte und Sammeljahre werden nicht in separate Cluster
aufgegliedert und sind im Dendrogramm verstreut angeordnet.

Da furT1und T3 jeweils drei Sammeljahre 1993, 1994 und 1995 gesammelt wurden, werden

diese Standorte im folgenden getrennt analysiert.
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Genetische Ahnlichkeit (Dice-Index)

1 098 096 094 092 0.90

T3 199527299

T3 19957301 :l

T3 19957302

T3 1995 Z300 _ l—
T3 19957303

T4 1994 7171

T4 1994 7173 :I_|—|

T4 1994 7169

T4 1994 7170 —, l_
T4 1994 7172

H3 1994 718

H3 1994 720

H3 1994 717

H3 1994 719

T3 1994 7149
Burkina 1995 7250
Burkina 1995 7253
T4 1995 7309
T4 19957313
Tahoua 1994 7182
Tahoua 1994 7183
H10 1994 782
Burkina 1995 7249
Burkina 1994 7187
T2 19957289
T2 19957291
T1 1995 7282
T1 1995 7283
T1 1995 7281
T1 19957279
T2 1994 7135
T2 1994 7137

H2 1994 709
T2 1994 7134
H2 1994 707

T4 1995 7310
T3 1994 7150
T3 1994 7153
T1 1994 7119
T1 1994 7120
T1 1993 7113
T1 19937114
T1 1994 7118
T1 1993 7115
H2 1994 708
T3 1993 7146
T1 19937111
T1 19957280
T4 19957311
T4 1995 7312
Tahoua 1994 7180
Tahoua 1994 7181
Tahoua 1994 7179
Maradi 1994 7184
Maradi 1994 7186
Ouaga. 1994 7188
Maradi 1994 7185
H2 1994 711
H3 1994 721
H10 1994 785
T2 19957293
T1 1994 7117
T3 1993 7148
T1 1994 7116
T3 1993 7144
T3 1993 7145
T3 1993 7147
T1 1993 7112
T3 1994 7152
H10 1994 783
H10 1994 784
T2 19957290
Burkina 1995 7251
Burkina 1995 7252
T2 1994 7136
T2 1994 7138
H2 1994 710
T2 19957292
T3 1994 7151
H10 1994 781

Abb. 46: UPGMA-Dendrogramm vadfornia glochidiata
Es wurden 80 Individuen aus 10 Standorten und drei Sammeljahren ausgewertet.

ey
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4.4.2 RAPD-Untersuchungen am StandorT1

T1 befindet sich auf einem lateritischen Plateau der Brousse tigreé sidwestlich von Niamey.
Abb. 11 zeigt ein Bild des Standortékl. Es wurden 15 Individuen aus den drei
Sammeljahren 1993-1995 ausgewahlt und eine Clusteranalyse durchgefuhrt. Abb. 47 zeigt ein
Dendrogramm des Standort€4. Trotz der hohen genetischen Variabilitat innerhalb dieses
Standortes, ist eine leichte Abtrennung des Sammeljahres 1995 sichtbar, die Individuen aus

1993 und 1994 werden hingegen nicht voneinander diskriminiert.

Genetische Ahnlichkeit (Dice-Index)
1 0.99 098 097 096 0.9 5

+ + + + + +

T1 1995 7282
T1 1995 72283
T1 1995 7281
T1 1995 7279
T1 1995 7280
T11994 7116
T11994 7117 1
T1 1993 7112
T11994 7119
T1 1994 7120
T11993 7113
T11993 7114
T11994 7118
T11993 7115
T11993 7111

L | |

(I

Abb. 47: UPGMA-Dendrogramm des Standoifé$eiZ. glochidiata
Es wurden jeweils 5 Proben der Sammeljahre 1993, 1994 und 1995 untersucht.

Néahere Informationen Uber den Grad der genetischen Variabilitat innerhalb und zwischen den
drei Stichproben wurden Uber eine Varianzanalyse (WINAMOVA) ermittelt. Dazu wurden fur
die Sammeljahre drei Gruppen definiert und die Varianzkomponenten innerhalb und zwischen
diesen Gruppen berechnet. In Tab. 32 sind die Ergebnisse der Varianzanalyse zusammen-
gefal3t. Danach lag der Anteil einzelner Sammeljahre an der Gesamtvarianz zwischen 24 %
und 44 %. Dies bedeutet, dal3 alle drei Sammeljahre einen starken Einflul3 auf die Variabilitat
der Stichprobe am Standoitl nehmen. Die Gesamtvarianz lait sich zu 46.12 % auf
genetische Unterschiede zwischen den einzelnen Sammeljahren und zu 53.88 % auf

individuelle Unterschiede innerhalb der Sammeljahre zurtckfliihren. Auf der Basis dieser
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RAPD-Daten konnen am Standorii keine Sammeljahre eindeutig diskriminiert werden.
Zum einen ist die Anzahl der untersuchten Individuen sehr niedrig, zum anderen erklart 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 ermdglicht.

Tab. 32: Ergebnisse der Varianzanalyse des Standdrtesi 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 Quares| 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 Grppen 2 8.80 4.40 46.12
innerhalb Grppen 12 10.00 0.83 53.88

4.4.3 RAPD-Untersuchungen am Standort3

Der Standorfl 3 befindet sich wie auciil auf einem lateritischen Plateau der Brousse tigree
sudwestlich von Niamey. Es wurden 15 Proben aus den drei Sammeljahren 1993-1995
ausgewahlt und eine Clusteranalyse durchgefuhrt. Abb. 48 zeigt ein Dendrogramm des
StandortesT'l. Es findet, ahnlich wie béil, eine Abtrennung des Sammeljahres 1995 statt,

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

Es wurde eine Varianzanalyse durchgefihrt, dazu fur die Sammeljahre drei Gruppen definiert
und die Varianzkomponenten innerhalb und zwischen diesen Gruppen berechnet. In Tab. 33
sind die Ergebnisse dieser Varianzanalyse zusammengefal3t. Danach lag der Anteil einzelner
Sammeljahre an der Gesamtvarianz zwischen 28.2 % und 35.9 %. Dies bedeutet, daf} die drei
Sammeljahre einen gleichgroRen Einflul3 auf die Variabilitdt der Stichprobe am SftaBdort
haben. Die Gesamtvarianz lafl3t sich mit 50.76 % auf genetische Unterschiede zwischen den
Sammeljahren und zu 49.24 % auf individuelle Unterschiede innerhalb der drei Sammeljahre
zuriickfuhren. Damit ist, ahnlich wie b&l, anhand der RAPD-Daten keine Diskriminierung

der drei Sammeljahre moglich.

Zusammenfassend kann fur die Futterpflabamia glochidiatafestgestellt werden:
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Die genetische Variabilitat ist sehr grof3. Obwohl von den insgesamt 56 identifizierten RAPD-
Markern 26 (46 %) polymorph sind, kdnnen die Standorte nicht klar diskriminiert werden. Der
Anteil standortspezifischer Marker ist gering (2 Té¥ und 2 furBurkina und Tahoug. Eine
Auftrennung zweier bzw. dreier Sammeljahre ist nicht méglich. Dies unterschéidet
glochidiata deutlich von derBrachiaria-Arten. Allerdings wurden fuZornia nur 6 Primer

und 56 RAPD-Marker, beBrachiaria aber 10 Primer und 111 RAPD-Marker untersucht

wurden.

Genetische Ahnlichkeit (Dice-Index)

1 0.98 0.96 0.94 0.92
+ + + + +

T3 1995 7299
T3 1995 7301 _J
T3 1995 72302
T3 1995 72300
T3 1995 Z303
T3 1994 7150
T3 1994 7153 _J
T3 1993 7146
T3 1994 7149
T3 1993 7144
T3 1993 7148
T3 1993 7145
T3 1993 72147
T3 1994 7152
T31994 7151

Abb. 48: UPGMA-Dendrogramm des Standoif8%eiZ. glochidiata
Es wurden jeweils 5 Proben der Sammeljahre 1993, 1994 und 1995 untersucht

Tab. 33: Ergebnisse der Varianzanalyse des Stand@tesi 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)
Varianz (%)

= Varianzkomponente aus Sum of Squares / Freiheitsgrad
= 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 Grppen 2 16.00 8.00 50.76
innerhalb Grppen 12 15.60 1.30 49.24
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5. Diskussion

Im Rahmen des ForschungsprojektBstterns of genetic diversity in wild forage species and
in situ conservation in the Sah&burden in der vorliegenden Arbeit folgende Untersuchungs-

schwerpunkte definiert:

- Die Etablierung von Versuchsprotokollen, die eine optimale Untersuchung der ausge-
wahlten Zielarten mit der RAPD-Analyse ermoglichen. 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 ausgewahlter Zielarten und ihrer genetischen Diversitét;
Unterscheiden sich Arten in ihrem genetischen Muster in Abhéngigkeit edaphischer und
klimatischer Prozesse? Verandert sich das genetische Muster tiber mehrere Sammeljahre

hinweg?

Zunachst 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 Anschlul3 werden Futterpflanzen in der Sahelzone im
allgemeinen und die beiden Zielart&machiaria und Zornia im besonderen erértert (2).

SchlieB3lich soll diskutiert werden, ob und inwieweit die hier beschriebenen Ergebnisse im

Ressourcenschutz afrikanischer Futtergraser eingesetzt werden kénnen (3).

(1) RAPD-Technik

Die RAPD-PCR-Technik wurde von WILLIAMS et al. (1990) und WELSH & MC
CLELLAND (1990) zeitgleich entwickelt und gehd6rt heute zu den am héaufigsten ange-
wendeten molekulargenetischen Analysemethoden. Durch die einfache und schnelle
Versuchsdurchfuhrung 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 FutterpflarBexchiaria 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 durchgefiuihrten molekular-
genetischen Untersuchungen konnte man auf frisches Pflanzenmaterial zuriickgreifen, so dal3
ausreichende Voruntersuchungen moglich waren. Aus diesem Grund stand hier zunéchst die
Erarbeitung eines DNA-Extraktionsprotokolls im Vordergrund.

Da zu Beginn der praktischen Arbeiten noch kein getrocknetes Pflanzenmaterial aus der
Sahelzone zur Verfiigung stand, wurden erste Vorversuche mit einheimischen Grasern
durchgefuhrt. Im Oktober 1994 konnten dann mit ersten Blattproben der finf Zielarten
Brachiaria, Zornia, Alysicarpus, Cenchrusd DactylocteniumDNA-Extraktionen durch-
gefuhrt werden. Die besten Ergebnisse wurden bei den Gattirgehiaria und Zornia

erzielt, so daf3 zunachst nur diese beiden Pflanzen mit RAPD-Markern analysiert wurden.
Basierend auf der RAPD-Prozedur von WILLIAMS et al. (1990) wurde fir 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 fur Magnesiumchlorid (Mp@er pH-Wert des PCR-Puffers,

die Konzentration der Pflanzen-DNA, die Anzahl der Reaktionszyklen sowie die Annealing-
temperatur des PCR-Profils geringfligig geandert. Neben der besonderen AuswEdudrder
DNA-Polymerase stellen die 0. g. Faktoren In vielen RAPD-Studien bei Pflanzen, Bakterien
und Pilzen stellen die 0.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
abhangig. 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, daf? die optimale DNA-Konzentration bei
Reis 170 ng und fir Bananen 7 ng pro Reaktion betrug. DEVOS & GALE (1992) fanden bei
RAPD-Untersuchungen an Weizen heraus, dafld zu niedrige DNA-Konzentrationen (< 5ng) in
der Regel zu variablen, nicht reproduzierbaren Bandenmuster fuhrten, 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
fihrten zu unspezifischen Bandenmuster bzw. hoéher molekularen Fragmenten, die nach
Anfarbung 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 GraserRafhicum sp. M'RIBU & HILU 1994; Panicum virgatum
GUNTER et al. 1996StylosanthesKAZAN et al. 1993 Buchloé HUFF et al. 1993).
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Neben der Konzentration spielt in der RAPD-PCR die Qualitdt der DNA eine wichtige Rolle.
Bei Brachiaria und Zornia fuhrten stark verunreinigte DNA zu keinem oder sehr variablem
Bandenmuster. Erst nach wiederholtem Aufreinigen und Verdinnen der DNA-Proben konnten
die Ergebnisse reproduziert werden.

MgCl, (Magnesiumchlorid) beeinflul3t die Polymeraseaktivitat und stabilisiert den Primer-
Template-Komplex, fuhrt aber bei unterschiedlichen Konzentrationen oft zu nicht
reproduzierbaren Bandenmuster (WILLIAMS et al. 1991, 1993; WOLFF et al. 1993). Die
optimale MgC}-Konzentration ist abhangig von der Auswahl des Primers und der DNA,
wobei Konzentrationen >5mM in der Regel die Polymeraseaktivitit hemmen, da es zu
Interaktionen mit freien Nukleotiden kommt (ROLFS et al. 1992). Die hier beschriebenen
RAPD-Analysen wurden mit 2.5 mM Mg£ldurchgefuhrt und entsprachen damit den
Protokollen von WILLIAMS et al. (1990) und WEISING et al. (1995).

Der Einsatz vornTagDNA-Polymerasen verschiedener Hersteller fiihrt oft zu unterschied-
lichen RAPD-Bandenmuster, wodurch eine Reproduzierbarkeit nicht mehr mdglich ist.
Untersuchungen von SCHIERWATER & ENDER (1993) und MEUNIER & GRIMAULT
(1993) bestatigen dies, wobei sich die RAPD-Bandenmuster in Intensitat, Grof3e und Anzahl
der Fragmente stark voneinander unterscheiden. Die Ursachen dafir liegen wahrscheinlich in
der unterschiedlichen Hitzestabilitéat einzelner Polymerasen. Das RAPD-Profil des Thermo-
cyclers nimmt dabei einen entscheidenden Einflul3 auf die Aktivitat des Enzyms ein. So
betragt die Halbwertszeit d€agDNA-Polymerase 40 min bei 95°C und 130 min bei 92.5 °C
(INNIS et al. 1990).

Die Annealing-Temperatur betrug fur beide FutterpflanBeachiaria und Zornia 40°C und

lag damit deutlich tber den Werten anderer RAPD-Untersuchungen. So konnten KAZAN et
al. (1992) Stylosanthe$sréaser aus Australien mit 37°C, M'RIBU & HILU (1994)
verschieden@anicumArten und HUFF et al. (1993) das Buffelgrdaschloemit nur 36°C
untersuchen. Annealing-Temperaturen unter 38°C fihrten allerding®rbehiaria und
Zornia zu starkerem Hintergrund bzw. nicht reproduzierbaren Bandenmuster. Dies steht im
Einklang mit Untersuchungen an Sojabohnen von WILLIAMS et al. (1990), die bei leichten
Temperaturdnderungen um +/- 1°C bei einer Annealing-Temperatur von 36 °C Unterschiede
in der Anzahl und Intensitat 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 dafur liegt in den unterschiedliche Aufheiz- und
Abkuhlraten der Thermocycler. In der vorliegenden Arbeit wurden die RAPD-Analysen von

Brachiaria auf einem luftgekuhlten Thermocyclédybaid Omnigeng durchgefiihrt, der fur
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das gleiche RAPD-Profil etwa 60 min langer bendtigte als ein mit einem Peltier-Element
ausgestatteter ThermocyclevlJ-Research PTC-200 der fir Zornia-Analysen eingesetzt
wurde.

Die einfache und schnelle Durchfihrung der RAPD-Technik ermdglicht die Untersuchung
grof3er Individuenzahlen bei gleichzeitiger hoher Ausbeute an molekulargenetischen Markern.
Die viel diskutierte mangelnde Reproduzierbarkeit von RAPD-Markern stellt dabei zunachst
einen entscheidenden Nachteil dar (WEEDEN et al. 1992). In vielen Veroffentlichungen
(siehe oben) wurde deshalb darauf hingewiesen, nicht auf bereits bestehende RAPD-
Protokolle zu vertrauen, sondern fur jedes RAPD-Experiment ein optimales Versuchs-
protokolls zu erarbeiten, damit die Ausbeute und Reproduzierbarkeit der RAPD-Analyse
gewabhrleistet ist. Durch Wiederholung der RAPD-Analyse unter gleichen Reaktionsbeding-
ungen kann somit die Fehlerrate auf ein Minimum reduziert werden.

Die Auswahl geeigneter Primer war fBrachiaria einfacher durchzufiihren als fidornia

Die meisten der insgesamt 100 Bnachiaria getesteten Primer konnten die finf untersuchten
Arten differenzieren. Fur die RAPD-Analysen der f@n&chiaria-Arten wurden letztlich 10
Primer ausgewahlt werden, die polymorphe und reproduzierbare Bandenmuster lieferten. Fur
Zornia gestaltete sich die Suche nach informativen Primern insofern schwieriger, da nur eine
Art untersucht wurde. Ein Grof3teil der insgesamt 120 getesteten Primer konnte nicht fir
weitere Versuche eingesetzt werden, da oft kein Bandenmuster sichtbar war oder keine
polymorphen RAPD-Marker produziert wurden. Deshalb wurden hier zunéachst 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 willkirlich gewahlten ,random“-Basensequenz, die so gewahlt wurde, dal3 sie moglichst
nicht zu spezifischen DNA-Abschnitten (z.B. Gene, Restriktionsschnittstellen) komplementér
ist. Berechnet man die genetischen Variabilitit einer Population, sollten deshalb alle
amplifizierten RAPD-Marker zunachst unabhéngig 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 naturlicher Pflanzenpopulationen zeigten, daf3 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 funf verschiedene Hirse-Arten der GattDigjtaria differenzieren,

wobei insgesamt 112 polymorphe RAPD-Marker erzeugt wurden. M'RIBU et al. (1994)
setzten 11 Primer bei vier Hirse-Arten der Gatt@amnicumein. Hierbei konnten aus 294

Markern fir jede Art im Durchschnitt 33 spezifische RAPD-Marker identifiziert werden.
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HUFF et al. (1993) differenzierten vier Populationen des Buffel@askloeaus 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 Olpalfleeis in verschiedenen
Landern West- und Zentralafrikas. Bnachiariawurden 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 funBrachiaria-Arten ergab zwischen 65 und 111 Markern. Der Anteil
polymorpher Marker betrug b&. xantholeuca81 %, B. nidulans 63 %,B. orthostachy$2

%, B. ramosa30 % undB. lata31 %. Aufgrund der unterschiedlich grof3en Stichprobenzahlen
sind diese Werte nicht ohne Einschrankung miteinander vergleiddbaantholeucazeigt

zwar die hochste genetische Variabilitéat, stellt aber auch gleichzeitig mit 188 Individuen die
groRte Stichprobe innerhalb der GattiBrgchiaria dar.B. ramosaundB. lata hingegen sind

mit 6 bzw. 4 Individuen die kleinsten Stichproben und weisen die niedrigste genetische
Variabilitat auf. Damit ist offensichtlich b&rachiaria die Anzahl polymorpher Marker mit

der Stichprobenzahl korreliert, wobei die genetischen Unterschiede auf dem Individuenlevel
den grofl3ten Einflul auf die genetische Variabilitdt 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, dal 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
erhalt man keinerlei Information Uber die Basensequenz zwischen den beiden Primerenden.
Um diesen Fehler und damit resultierende Fehlinterpretationen so klein wie moglich zu
halten, kbnnen solche RAPD-Marker isoliert und als Sonde in einer DNA-DNA-Hybridi-
sierung eingesetzt werden. Damit ist eine Differenzierung unterschiedlicher Loci moglich
(WILLIAMS et al. 1993). In einer RAPD-Studie untersuchten THORMANN et al. (1994) die
Verwandtschaftsbeziehungen dreiBrassicaArten zueinander und fanden heraus, daf3
genetisch identische Amplicons nur bei sehr nahe verwandten Arten auftreten, so z.B. bei
Brassica rapa(A-Genom) und der allotetraploiden ABrassica junceaAB-Genom). Bei
Brassica oleraceaind Brassica napugC-Genom und AC-Genom) wurden hingegen keine
Hybridisierungen gleich grof3er DNA-Fragmente beobachtet. Die Wahrscheinlichkeit, dal3
Amplicons gleichen Molekulargewichtes genetisch identisch sind, schatzen WILLIAMS et al.

(1993) mit 10 % ein. Um diesen Fehler mdglichst gering zu halten, kénnen Agarosegele oder



5. Diskussion 109

Polyacrylamidgele mit grolierem Auftrennungsvermdgen eingesetzt werden. Dadurch ist es
maoglich, 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
zusatzliche Auftragen eines DNA-Langenstandards auf jedes Agarosegels eine exakte

Bestimmung des Molekulargewichtes einzelner Marker maglich.

(2) Futterpflanzen in der Sahelzone

In der Sahelzone gibt es eine ganze Reihe von Futterpflanzen, die unter den dortigen
natlrlichen Verhaltnissen und ohne Zutun des Menschen gedeihen. Dazu gehdéren einjahrige
und ausdauernde Graser und Krauter, sowie Strducher und Baume, deren Blatter und Friuchte
fur die Erndhrung der Tiere von Bedeutung sind. Das Gedeihen der Futterpflanzen hangt 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
Wasserstrel3 unterscheiden. So beschreibt er Futterpflanzen, die wahrend der Regenmonate ein
starkes Wachstum aufweisen, aber verhaltnisméaRig rasch verholzen bzw. ihre Blatter am Ende
der Regenzeit verlieren (z.Besbania leptocarpaandere Futterpflanzen zerfallen sofort zu
Beginn der Trockenzeit und stehen den Tieren als Trockenweide nicht mehr zur Verfiigung
(Panicum laetumDactyloctenium aegyptimbDa es in der Sahelzone im allgemeinen nicht
ublich ist, die Weiden wahrend der Regenzeit zu m&hen und viele Nomaden ihr Vieh in den
Norden des Sahels getrieben haben, findet die Abweidung des Grinfutters nicht in vollem
Umfang statt. Es bleiben somit wertvolle Futterpflanzen ungenutzt stehen und vertrocknen mit
Beginn der Trockenzeit. Besser geeignet hierfur sind Futterpflanzen, die am Halm abtrocknen
und dann als Trockenweide die gesamte Trockenzeit hindurch die Ern&hrung der Tiere sichern
(Aristida mutabilis Zornia glochidiata, Brachiaria sp. Dazu gehoren auch solche Pflanzen,

die einen grofRen Teil oder sogar die ganze Trockenzeit Uber grin bleiben, allerdings werden
diese meistens schon zu Beginn der Trockenperiode abgefréspémgsia purpurega

Um den Energiewert einer Pflanze zu berechnen, wurden von BARTHA (1970) Futter-
pflanzen im Sahel zum Zeitpunkt der vollen Blite gesammelt, getrocknet und Rohprotein,
Rohfaser, Rohfette, Mineralien und andere Inhaltstoffe untersucht und aus diesen Daten fur
jede Pflanzenart eine Testzahl berechnet. Unbericksichtigt blieben hierbei wichtige Kriterien
wie z.B. der Flachenertrag, Verhalten gegenuber zunehmender Trockenheit oder starker
Beweidung, die Akzeptanz und Vertraglichkeit wahrend der Futteraufnahme. Nach diesen

Berechnungen zeigten Pflanzen aus der FamiliePdaceaedie hochsten Werte, beginnend
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mit Brachiaria ramosaPanicum laetunundCenchrus biflorusgefolgt vonAristida stipoides

und Aristida pallida. Bei der Futteraufnahme standen die drei erstgenannten Arten ebenfalls
an der Spitze der Beliebtheit bei den Tieren. BARTHA betont allerdings, daf3 diese Staffelung
nur wahrend der Regenzeit bzw. zum Zeitpunkt der Blute ihre Giltigkeit hat. In der
Trockenperiode nimmt die Qualitat der Futterpflanze rapide ab und erreicht nur noch sehr
niedrige Testzahlen. Andererseits bildet z.B. die Blute ®@enchrus biflorusnach der
Samenreife Stacheln aus und wird deshalb vom Vieh gemieden. Aufgrund des wesentlich
hoéheren EiweilRanteils liegen die Testzahlen fir Leguminosen deutlich hdher und
verdeutlichen damit ihre besondere Bedeutung als Bestandteile der Weiden. In einem
Vergleich mit Angaben der DLG (Deutsche Landwirtschafts-Gesellschaft) stehen der
WeilRklee Trifolium repeny, die weilRe SuRlupineL@pinus albuy sowie der Rotklee
(Trifolium pratensg qualitativ an der Spitze deutscher Weideleguminosen, wobei sich
letztgenannter etwa auf der Hohe der afrikanischen GEisehiaria ramosaund Panicum

laetum befindet. Afrikanische Futterleguminosen kénnen aber ohne weiteres mit dieser
Futterqualitdt mithalten, so erreichen sie 18&sbania leptocarpaind Indigofera aspera
Testzahlen Uber denen des Weil3klees undCnuitularia podocarpalestzahlen in der Hohe

der weil3en SuBlupin&ornia glochidiataliegt qualitativ etwas undlysicarpus ovalifolius
deutlich unter dem Rotklee. Als qualitativ niedrig werden von BARTHA (1970) die im Sahel
weit verbreiteteten FuttergrasAndropogon gayanudAristida stipoidesund Schoenefeldia

gracilis eingestuft.

In der vorliegenden Arbeit wurden insgesamt 309 Pflanzenproben verschiBdacieiaria-

Arten und 80 Pflanzenproben va@ornia glochidiatamit RAPD-Markern untersucht. Da eine
Bestimmung deBrachiaria-Arten im Gelénde zeitaufwandig war und zu diesem Zeitpunkt
noch keine molekulargenetischen Daten zur genauen Identifizierung vorlagen, wurden ein Tell
der gesammelten Blattproben von Prof. Scholz (FU Berlin) morphologisch und gleichzeitig in
Giessen molekulargenetisch untersucht. Mit Ausnahme zweier Pflanzenprob®&iffads
stimmten die Gruppierungen aus der Clusteranalyse mit den Ergebnissen von Scholz
Ubereinstimmten. Nun war es moglich, 307 der 309 gesammelten und untersuchten
Pflanzenproben in funBrachiaria-Arten (B. xantholeuca, B. nidulans, B. orthostachys, B.
ramosa und B. lafaeinzuordnenB. nidulanswurde von Scholz neukombiniert und mit den
vier Brachiaria-Arten in die GattungUrochloa eingeordnet (KUSSEROW et al. 1999b).
Scholz diskutiert hierbei alle in den Tropen verbreiteten Arten der Ganaatpiaria.

Die hohe Ubereinstimmung zwischen der morphologischen und molekulargenetischen

Untersuchung zeigte, dal3 die RAPD-Methode generell dazu geeignet ist, nah verwandte
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Pflanzenarten zu diskriminieren. Mit Hilfe polymorpher RAPD-Marker kénnen Pflanzen-
proben nachtraglich taxonomisch eingeordnet werden, die im Gelande durch Verbil3 keine
morphologischen Unterscheidungsmerkmale mehr aufweisen. An dieser Stelle sei nochmals
auf die Problematik der Pflanzensammlungen im Gelande hingewiesen. An den meisten
Standorten wurden die erforderlichen 10 Individuen nicht gefunden, nach der molekular-
genetischen Analyse stellte sich zudem heraus, dalR neben den beiden (gut zu
unterscheidenden) Arted. xantholeucaund B. ramosanoch weitere drei Arten gesammelt
wurden. Dies reduzierte den Stichprobenumfang pro Art zusatzlich.

Zu Beginn der Projektplanung durch das IPGRI-Rom aus der 2. Hélfte der 80er Jahre waren
zunachst 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 untere suchenden Standorte
beibehalten und die Stichprobengrof3e 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 Ackeranbauflachen 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 militarischen Konfrontation bewaffneter Tuareg-Banden

zu rechnen war. Daher wurden die meisten Testflachen in den Stidsahel gelegt.

Welche Aussagen kénnen nun hinsichtlich der genetischen Diversitat der ausgewahlten
Standorte getroffen werden? Koénnen 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, daf} die beide FutterpflarBeachiaria und Zornia tiber eine

grof3e genetische Variabilitat verfligen, die es ihnen ermdglicht, auf die unterschiedlichen
klimatischen Einflisse der Sahelzone schnell und individuell zu reagieren. Die genetische
Zusammensetzung einer Pflanzenpopulation im Sahel ist im besonderen MalRe abhangig vom
jahrlichen Niederschlag, dem Bodenprofil und dem Samenvorrat. LE HOUREOU (1989)
unterscheidet nach CISSE (1986) trockenresistente Arten nach unterschiedlichen Keim- und

Wachstumscharakteristiken. Dazu z&hlen u.a. die Festigkeit der Samenschale, die Keimge-
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schwindigkeit, Lange der vegetativen bzw. reproduktiven Wachstumsphasen, Samen-
produktion, Anzahl der nétigen Keimimpulse, Trockenresistenz der Samen. Danach tendieren
Arten, die in relativ trockenen Jahren (charakterisiert durch unregelméafiigen und spéarlichen
Niederschlag, unterbrochen von langeren 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 langeren Reproduktionszyklus und nur eine geringe Trockenresistenz aufldieisen

Prozel3 wirde u.a. erklaren, dal3 es am Standort aufgrund in der Hohe unterschiedlich stark
schwankende Jahresniederschlage zur Ausbildung von ,temporéren Genotypen“ kommt. Als
eine Ursache dafur kann ein zeitlich verzégertes Auskeimen des Samens diskutiert werden, im
Falle vonBrachiaria xantholeucaauch eine ein- bis mehrjahrigen Samenruhe. Ahnliches ist
beiBrachiaria nidulansam StandorZinderzu beobachten. Die beiden Standomedll 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 Standdd (B. xantholeuca bei 50 Individuen diese Differenzierung

nicht. Beide Standorte unterscheiden sich deutlich in ihrer geographischen Lage und der
jahrlichen Niederschlagsmenge4 = 584.6 mmZinder= 365.1 mm).

Erst durch Messungen des tatsachlichen Niederschlages vor Ort, sowie einer genauen
Abschatzung des Weidedrucks wahrend der Regenzeit kénnen néhere Angaben zur
Veranderung und Dynamik einer Pflanzenpopulation erstellt werden. Nach LE HOUREOU
(1986) nimmt die Niederschlagswahrscheinlichkeit im Sahel ausgehend von der sudlichen
Sahelischen-Sudanischen Ubergangszone (400-600 mm Jahresniederschlag) (ber die
Sahelzone ,senso stricto® (200-400 mm Jahresniederschlag) zur Saharo-Sahelischen
Ubergangszone (100-200mm Jahresniederschlag) kontinuierlich ab. Der mittlere Variations-
koeffizient (C.V.) féllt entsprechend von 43 % Uber 34.5 % auf 28.5 % und beschreibt damit
die Zunahme des Strel3es fir die Pflanzen in ariden Gebieten.

Weiterhin mussen fir die 34 untersuchten Standorte verschiedene Bodentypen diskutiert
werden. Sand- und Lateritbdden unterscheiden sich u.a. durch ihr Abflul3verhalten, wonach
Sandbdden aufgrund des groReren Porenvolumens flr eine bessere Durchliftung und damit
schnelleren Aufnahme des Oberflachenwassers geeignet sind. Da die wenigen Niederschlage
im Sahel oft als kurze, heftige Regenschauer niedergehen, kann ein Sandboden aufgrund der
geringen Wasserspeicherkapazitat nur einen Teil des Wassers binden. Bei z.T. stark
verkrusteten Lateritboden fuhrt verstarkter oberirdischer AbfluR des Regenwassers nicht zu

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

Nach morphologischen Kriterien geht Scholz sowohlIBryechiaria als auch beZornia von
Fremdbefruchtung (Windbestaubung) aus, damit stellen die geographischen Verteilungs-
muster der untersuchten Standorte wichtige Grof3en bei der Beurteilung der genetischen
Diversitat dar (das Vieh tragt zu einem kleinen Prozentsatz zur Verbreitung der Samen bei
(Darmpassage)).

Anhand der vorliegenden Daten kann eine Korrelation zwischen dem Niederschlag und der
genetischen Diversitat verschiedener Standortpopulationen diskutiert werden. Vergleicht man
die StandorteH1, H2 und H4 der feuchteren Sahelo-Sudanischen Ubergangszone mit den
StandorterH10, H11 und H13 der trockeneren Sahelzone ,senso stricto”, so kbnnen erstere
nicht oder nur sehr schwach, letztere hingegen sehr gut voneinander diskriminiert werden. Am
Beispiel dieser beiden Gruppen kénnen Okotypen diskutiert werden, die im Umkreis von 50
km liegen.

Standorte wieSevarén Mali undOuahigouyan 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.

Kdnnen anhand der molekulargenetischen Daten Testgebiete ausgewdahlt werden, die

fur eine in situ Konservierung geeignet sind?

Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit sind erste wichtige Ergebnisse im Hinblickreiner

situ Konservierung pflanzengenetischer Ressourcen. Einschliel3lich der biochemischen Daten
von |. Salifou liegen nun erste Informationen Uber die Verbreitung und die genetische
Diversitat von Futterpflanzen aus dem Sahel vor. Sie dienen als Basis fur weiterfihrende
Projekte. B. nidulans und B. orthostachys zeigen eine hohe Standortspezifitat, B. xantholeuca
weist hingegen eine eher regionale Homogenitat auf. Dies bedeutet bezlglich einer in situ
Konservierung die Berlcksichtigung vieler Standorte. Zornia glochidiata hingegen zeigte
generell eine hohe individuelle genetische Heterogenitat, damit kann hier ein breites
genetisches Spektrum schon mit wenigen Standorten gesichert werden.

Neben den nun vorliegenden Untersuchungen der genetischen Diversitat wurden innerhalb des

Gesamtprojektes weitere Teilaspekte beziiglich einer in situ Konservierung erarbeitet.
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Frau A. Perschon (TU Berlin) fihrte dazu eine bodenotkologische Bewertung von 25
verschiedenen Lokalitaten Westafrikas unter Beriicksichtigung ihrer Eignung als Pflanzen-
standort durch (in KUSSEROW 1997). Danach konnten wichtige Standorteigenschaften wie
der pH-Wert, Stickstoff-, Phosphat- und organischer Kohlenstoffgehalt und Mineralstoffgehalt
fur die Beurteilung der Boden herangezogen werden. Weiterhin wurden die physikalischen
Eigenschaften wie Korngré3enverteilung, Steingehalte und Grindigkeit der Béden analysiert.
Diese Parameter sind entscheidend fiir den Wasserhaushalt des Bodens. Sie bestimmen, wie
gut der Boden das Wasser speichern und den Pflanzen anschlieBend wieder zur Verfiigung
stellen kann. Damit ist auch die Moglichkeit der N&hrstoffaufnahme verkntpft, denn ohne
Wasser findet kein Transport zu den Pflanzenwurzeln statt. Somit sollte ein Pflanzenstandort
mit maRiger Nahrstoffversorgung und einem guten Wasserhaushalt sicher besser beurteilt
werden als ein Standort mit guten Nahrstoffverhaltnissen und sehr geringen Wassergehalten.
Der pH-Wert lag zwischen 4.7 und 7.0 und wurde als besonders glinstig bewertet, da er u.a.
die Aufnahme von Phosphat begunstigt, der ansonsten als Calciumphosphat fixiert und far die
Pflanzen dann nicht verfugbar ist (SCHEFFER & SCHACHTSCHABEL 1992). Als
problematisch wurden Standorte eingeschétzt, an denen der pH-Wert kleiner 5.5 gemessen
wurde, da dies in Verbindung mit hohen Aluminiumwerten zu einer Pflanzentoxiditat fihren
kann. Dies betraf die Standorfd, T2, T3, Ouagadougou(Standorte mitZ. glochidiatg

sowie H1 und Ouahigouya(Standorte miB. xantholeuca Stickstoff- und Phosphatgehalte
wurden nach landwirtschaftlichen KlassifikationsmaRstéaben als sehr gering eingestuft. An den
meisten Standorten wurden Werte unter fgMhosphat gemessen. Da in ariden bis
semiariden Gebieten mit Niederschlagen von 200-600 mm der Humusgehalt des Bodens sehr
gering ist (<1%; BLANCKENBURG & CREMER 1971) bestatigten die Melwerte fur
Stickstoff und lagen zwischen 14 und 115 g/im Vergleich dazu werden in Mitteleuropa in

der Pflanzenproduktion Hochstertrage bei einer Stickstoffversorgung von 120 kg/ha erzielt
(SCHEFFER & SCHACHTSCHABEL 1992). Gleiches qilt fur 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
ausgewahlten Dorfern (Tera, Damari, Tamou) sozioOkonomische Analysen durchgefiihrt
(KUSSEROW 1997). Diese Dorfer liegen auf einer Nord-Sudlinie, die eine Ausdehnung von
ca. 140 km hat. Der Schwerpunkt ihrer Untersuchung umfalite u.a. Fragen zur Veranderung
der Vegetation, zum Thema Tierhaltung und der Sensibilisierung der Bevélkerung in Bezug
auf einen Ressourcenschutz. Unter dem Beghtfsjtu Konservierung* verstehen FORD-
LLOYD & JACKSON (1986; in NDAMBUKI 1991) eine ,conservation and protection of
genetic resources in their natural habitat®. Das heifl3t, die betroffene Bevolkerung 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 kdnnen.

Fr. Dr. K. Kippers (Uni Frankfurt) fuhrte pflanzensoziologische Untersuchungen an 20
Testflachen durch und konnte 73 Vegetationsaufnahmen in insgesamt vier verschiedene
Gesellschaften gruppieren (KUSSEROW 1997). Dazu z&hlen zunéchst die Gehdélzstreifen der
Brousse tigree mit 11 Gehoélzarten und 47 krautige Arten; die Freiflachen der Brousse tigree
mit 27 Grasern und Krauter. Die dritte Einheit wird von alten Brachflachen auf Sand und
Dunenvegetation eingenommen. Hier wurden in der Krautschicht insgesamt 50, in der
Strauchschicht 2-3 Arten angetroffen. Die Vegetation der Stral3enrander ist die vierte Einheit,
hier wurden insgesamt 64 Arten gezahlt. Als Testflache wurde das ICRISAT-Gelande
herangezogen, wobei innerhalb einer kontrolliert beweideten Testflache 18-25, auf3erhalb
dieser nur 12-13 Arten gefunden wurden.

Fr. Dr. H. Kusserow (FU Berlin) untersuchte mit Hilfe von Satellitenaufnahmen die
Vegetationsveranderungen der letzten 23 Jahre (1973-1996) einer 160 km x 160 km grof3en
Flache sudlich von Niamey (Hier befinden sich die StanditteT2, H1-H6und ICRISAT).

Sie konnte vier gro3e Einheiten definieren: 1) Plateauflachen, 2) Taler, 3) der Niger und mit
den im Uberschwemmungsgebiet angelegten Reisanbaugebieten und 4) degradierte Gebiete,
die sich durch eine spéarliche Vegetation und einige landwirtschaftliche Flachen 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 fiir Futterarten zur
Verfligung stehenden Areals. Die hier untersuchten Futterpflanzen wurden deshalb
vorwiegend am Rande von Hirsefelder gefunden. Weiterhin konnte eine Zunahme an
degradierten Bdden beobachtet werden, wo die Sandauflage durch Wind und
Wasser wegtransportiert wurde. Die Folgen sind versiegelte und verkrustete Boden, die zu

immer grél3eren vegetationslosen Flachen heranwachsen.

Zusammenfassend kann festgestellt werden:

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

Analysen, den Bodendaten, den sozio6konomische und pflanzensoziologische Unter-
suchungen sowie den Satellitenauswertungen eine solide Grundlage fur weiterfihrende
Forschungsprojekte auf dem Gebiet des Ressourcenschutzes im Sahel dar. Die hier
untersuchten Futterpflanzen besitzen eine hohe genetische Variabiltat, die es ihnen
ermdglicht, in relativ kurzer Zeit auf wechselnde Klimaeinflisse reagieren, um so den Bestand

der Population zu sichern. Das Untersuchungsgebiet erstreckte sich tber ca. 2000 km Ost-
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West-Ausdehnung in der Sahelzone und stellt in der 0. g. Kombination ein Pilotprojekt dar.
Da der Grof3teil der untersuchten Standorte mit RAPD-Markern differenziert werden konnte,
verteilt sich somit die genetische Variabilitdt Uber das gesamte Untersuchungsgebiet hinweg
und sollte deshalb im Zuge einarsitu Konservierung bericksichtigt werden.

Fur die Bevdlkerung stellen diese Futterpflanzen eine wichtige Nahrungsressource dar. Der
potentielle Wert, den diese Pflanzen besitzen, wird insbesondere bei &réganaria-Arten
deutlich, die verstarkt in den 70er Jahren in Lateinamerika eingefuhrt und heute im grof3en Stil
kultiviert werden. Allein in Brasilien werden heutzutage mehr als 50 Mio. ha Grinland mit
Brachiaria Pflanzen angebaut (MILES 1996).
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6. Zusammenfassung

Brachiaria und Zornia gehdren zu den wichtigsten wildwachsenden Futterpflanzen in der
Sahelzone Westafrikas. Durch den Besitz von Hitze- und Trockenresistenzen sind sie optimal
an die extremen Klimate angepaldt, und kdnnen grof3e Niederschlagsschwankungen wéahrend
Regenzeit iberstehen. Extensiver Ackerbau und Uberweidung zerstoren jedoch groRe Teile
der fir den Menschen nutzbaren Gebiete im Sahel (Verknappung der Futterpflanzen). Diese
Gebiete sind nur bedingt fir den Ackerbau geeignet und die angelegten Hirsefelder werden
nach einigen Jahren wieder aufgegeben. Die Folgen sind zunehmende Desertifikations-
prozel3e. Aufgrund der besonderen Bedeutung fir die Bevolkerung und der Pflanzenzichtung
wurde in einem internationalen Projekt eine umfassende Standortbeschreibung dieser
Futterpflanzen durchgefiihrt. Damit wurde eine solide Grundlage fur weiterfihrende Projekte
geschaffen, so z. B. die Errichtung von Schutzzonen im Zugeieisitn Konservierung.

In der vorliegende Arbeit wurden in einem ca. 2000 km grol3en Untersuchungsgebiet die
genetischen Diversitat voBrachiaria und Zornia untersucht. Dazu wurden 34 Standorte
ausgewahlt und tUber mehrere Jahre Pflanzenproben entnommen und mit RAPD-Markern
analysiert. FurBrachiaria konnten 309 Individuen aus 25 Standorten mit 10 Primern
untersucht werden. Ein Teil dieser Pflanzenproben wurde morphologisch bestimmt (Prof.
Scholz, FU Berlin) und hierbei funBrachiaria Arten B. xantholeuca, B. nidulans, B.
orthostachys, B. ramosa, B. latdentifiziert. Die RAPD-Ergebnisse der gleichen Blattproben
zeigten in der Clusteranalyse eine Auftrennung in 5 Gruppen, die eine 100 %ige Uberein-
stimmung mit der morphologischen Bestimmung und damit eine Charakterisierung dieser
Brachiaria Artern anhand von RAPD-Markern mdglich machte. Die fBrdchiaria Arten

zeigten eine hohe genetische Variabilitét, die meisten Standorte konnten mit RAPD-Marker
charakterisiert werden. An einigen Standorten war eine Differenzierung von zwei bzw. drei
Sammeljahren mdglich, der Begriff des ,temporaren Genotypen* soll hier genannt werden.
Fir B. xantholeucakonnten Standorte im Umkreis von 50 km aufgrund ihrer hohen
genetischen Ahnlichkeit zu Okotypen zusammengefaRt weRlexantholeucawveist somit

eine hohe regionale Homogenit®, nidulansund B. orthostachyshingegen eine hohe
Standortspezifitat.

Zornia wurde mit 80 Pflanzenproben und 6 Primern untersucht. Die genetische Variabilitat
war sehr grof3 und zeigte eine hohe interindividuelle Heterogenitat. Dadurch war weder eine

Differenzierung der Standorte noch der drei Sammeljahre méglich.
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Um ein tieferes Verstandnis der beobachteten Regional- und Jahreseffekte zu erhalten, sind
weitere umfangreiche molekulargenetische Untersuchungen nétig. Dazu kdnnten RAPD-

Analysen der drei Futterpflanzétysicarpus DactylocteniunundCenchrusbeitragen.
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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 (Desoxyribonukleinsaure)

dNTP's  &aquimolare 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 fur Technische Zusammenarbeit

h Stunde

HCI Salzsaure

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

MgCl, Magnesiumchlorid

min Minute

mi 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-L&ngen-

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

Mg Mikrogramm

pl Mikroliter



Chemikalienverzeichnis

132

Chemikalienverzeichnis

CTAB-Extraktionspuffer
(DOYLE & DOYLE, 1990)

2 % CTAB
14 M NaCl
20 mM EDTA

100 mM Tris HCI pH 8.0
0.2 % 2-Mercaptoethanol
Ansatz:

4 g CTAB

16.369 NacCl,

149 ¢ EDTA

20 ml Tris / HCI

04 ml 2-Mercaptoethanol

mit Bidest auf 200 ml auffillen

DNA-Langenstandard

SDS-Extraktionspuffer
(EDWARDS, 1991)

0.2 M Tris /HCl pH 7.4

0.25 M NacCl

25 mM EDTA pH 8.0

05 % SDS

Ansatz:

10 ml 1M Tris /HCI pH 7.4
25 ml 5M NaCl

25 ml SDS 10 %

25 ml 0.5 M EDTA pH 8.0
32.5 ml Bidest

50 ul DNA Ladder (BRL)
50 ul Dye

150 ul Bidest

Einsatz: 1pl pro Lane
dNTP-Mix

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

Ansatz:

10 dATP

10l dCTP

10 dGTP

10 dTTP

460 pl Bidest

Dye DNA-Farbstoff (6 x)

0.25 % Xylencyanol
0.25 % Bromphenolblau
30 % Glycerol
Ansatz:

0.25 g Xylencyanol
025 g Bromphenolblau
30 ml Glycerol

70 mi Bidest

A-Marker (DNA-Konzentration)

375 ng/pl stock solution

Ansatz:

10 A- Marker
75 pl Dye
290 pl Bidest

Einsatz: 1pl = 10 ng DNA

TAE-Puffer (50 x)

2 M Trisacetat
0.05 M EDTA

Ansatz:

242 ¢ Tris

1 mi Essigsaure
186 g EDTA

mit Bidest auf 1 Liter auffullen
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PCR-Puffer

10 mM Tris /HCI pH 9.0
50 mM KCI
25 mMm MgChb

133
TE-Puffer
10 mM Tris / HCI pH 8.0
1 mM EDTA pH 8.0
Ansatz:
0.242 ¢ Tris
0.074 ¢ EDTA

mit Bidest auf 200 ml auffillen, mit HCI
einen pH 8.0 einstellen

01 % Triton X-100
Ansatz:

100 ul Tris / HCI 100 mM
100 ul KCI 500 mM

50 ul MgCL50 mM

1 pl Triton X-100

749 ul Bidest

Primer

Einsatz: 1ul (5 pmol) pro Ansatz

Proteinase K

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

RNAse Ribonuclease A)

10 mg/ mlin 10 mM Tris / HCI
pH 7.5 und 15 mM NaCl

Ansatz:

10 mg RNAse A
10l Tris 1M
15 ul NaCl 1M
965 pl Bidest

15 min bei 100 °C im Wasserbad erhitze

und dann langsam abkihlen

TBE-Puffer (10x)

09 M Trisborat

0.02 M EDTA

Ansatz:

108 g Tris

55 ¢ Borsaure

7.44 ¢ EDTA

mit Bidest auf 1 Liter auffillen




