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nubilalis

Verbreitung des Maisziinslers O. nubilalis in Deutschland
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Effekte der Primerkonzentration auf die RAPD-Muster eines gering
(Roth-A 16) und eines stark polymorphen Primers (Roth-A 03)

Stabilitdt der RAPD-Muster des Primers Roth-A 16 in Abhdngigkeit von
der Menge der Template-DNA und der Reproduzierbarkeit der PCR-
Bedingungen

Effekt der Annealingtemperatur auf das RAPD-Muster des Primers
Roth-A 16

Effekt der Touch-Down-PCR auf die RAPD-Muster der Primer Roth-
A 03 und Roth-A 09

Spezifischer PCR-Nachweis von Mais-DNA mit den Primern hm3 und
hm4 bei unterschiedlichen Mengen von Template-DNA

Spezifischer PCR-Nachweis von Mais-DNA mit den Primern hm3 und
hm4 in der Template-DNA von L1-Larven und deren Fizes
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RAPD-Muster der Primer OPF-03, OPB-01, OPD-11 und Roth 180-08
von fiinf Einzeltieren des Maisziinslers O. nubilalis aus vier Standorten
MVSP-basierte Auswertung der RAPD-Muster (Nei & Li-Koeffizient)
von fiinf Einzeltieren des Maisziinslers O. nubilalis von jeweils vier
verschiedenen deutschen Standorten mit den Primern OPA-07, OPB-01,
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OPD-11, OPF-03, und Roth 180-08

RAPD-Muster der Primer Roth 180-08, OPA-07 und OPC-15 von
verschiedenen Mischungen aus Einzeltier-DNA-Extrakten
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Mischungen aus DNA-Extrakten von Tiergruppen (20 Tiere)
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RAPD-Muster der Primer OPC-15 und OPF-03 von Larven aus jeweils
einem Maissténgel = Probe D

Darstellung der Feldbeprobung in Gusow (Oderbruch) und Spickendorf
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RAPD-Muster der Primer OPD-11, OPC-15 und OPF-03 von drei
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Teilflache E
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Personen (Auswertung 1 & 2)

MVSP-basierte Auswertung der RAPD-Muster (Nei & Li-Koeffizient)
von fiinf O. nubilalis-Standorten tiber die Jahre 1999, 2000, 2001 unter
Angabe der Bootstrapwerte >50 (100 Wiederholungen) durch zwei
Personen (Auswertung 1 & 2)

Haufigkeiten der Bandenverteilung iiber alle O. nubilalis-Standorte aus
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MVSP-basierte Auswertung der RAPD-Muster (Nei & Li-Koeffizient)
von drei O. nubilalis-Standorten mit jeweils drei Wiederholungen aus
den Jahren 1999, 2000 und 2001 unter Angabe der Bootstrapwerte > 50
(100 Wiederholungen)

MVSP-basierte Auswertung der RAPD-Muster (Nei & Li-Koeffizient)
von sechs O. nubilalis-Standorten aus den Jahren 1999 und 2000 unter
Angabe der Bootstrapwerte >50 (100 Wiederholungen) durch zwei
Personen (Auswertung 1 & 2)

MVSP-basierte Auswertung der RAPD-Muster (Nei & Li-Koeffizient)
von 40er-Gruppen des Maisziinslers O. nubilalis unter Angabe der
Bootstrapwerte >50 (100 Wiederholungen) durch zwei Personen
(Auswertung 1 & 2)

Amplifizierung der ITS-1-Fragemente von O. nubilalis, Plodia
interpunctella und Ephestia kuehniella

RFLP von den ITS-1-Fragementen der E- und Z-Rasse von O. nubilalis
mit fiinf Restriktionsenzymen

Spaltprodukte der ITS-1-Fragmente durch die Enzyme Haelll und Rsal
zwischen den Rassen Z und E und innerhalb einer Rasse zwischen den
verschiedenen Standorten von O. nubilalis

Konformation der DNA-Doppelhelix und TGGE-Gel von den ITS-1-
Fragmenten von O. nubilalis mit dem f~GC-Primer

Schematische Darstellung der Sequenzunterschiede im ITS-1-Bereich
zwischen E- und Z-Rasse von O. nubilalis

Optimierung der Annealing-Temperatur von 60 °C — 68 °C fiir die
Primer ecb.ez2f/2r zur Unterscheidung der Z- und E-Rasse von O.
nubilalis

Bindung der beiden Primerpaare 8f und 926r bzw. 799f und 1492r auf
der 16S rDNA

T-RFLP-Profile von der mit den Larven von O. nubilalis assoziierten
bakteriellen 16S rDNA aus verschiedenen Larvenbereichen

Diagramm der T-RF-Profilen des 693 bp groBen Fragments der
bakteriellen 16S rDNA in der Template-DNA von O. nubilalis (8
Standorte) nach Spaltung mit dem Restriktionsenzym Hhal
Schematischer Vergleich der Nukleotidabfolge von der 18S rDNA
zwischen MARCON et al. (1999) und den Ergebnissen aus dieser Arbeit
(LIEBE)

Langjahriges Mittel der Hauptwindrichtung von den drei Befallsgebieten
Oderbruch, Halle und Pocking des Maisziinslers O. nubilalis aus den
Jahren 1991 bis 2001 der Monate Juni und Juli
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Sequenz, G/C-Gehalt und Schmelztemperatur der 30 getesteten RAPD-Primer
Thermocycler-Programm fiir die RAPD-PCR auf einem PTC 200
(Heizdeckeltemperatur: 105 °C)

Sequenz, G/C-Gehalt und Schmelztemperatur der fiir Mais spezifischen
Primer

PCR-Ansatz zum spezifischen Nachweis von Mais-DNA innerhalb der
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ARTVERZEICHNIS

Artname Erstbeschreiber Reich Ordnung Familie
Bacillus thuringiensis Berliner Bakterien Bacillales Bacillaceae
Escherichia coli Bakterien Enterobacteriales ~ Enterobacteriales
Klebsiella pneumoniae Bakterien Enterobacteriales  Enterobacteriaceae
Thermus thermophilus Manaia et al. Bakterien Thermales Thermaceae
Xanthomonas campestris Dowson Bakterien Xanthomonadales ~ Pseudomonaceae
Artemisia vulgaris Linnaeus Pflanzen Asterales Asteraceae
Brassica napus Linnaeus Pflanzen Capparales Brassicaceae
Cannabis sativa Linnaeus Pflanzen Urticales Cannabaceae
Elymus caninus Linnaeus Pflanzen Cyperales Poaceae
Humulus lupulus Linnaeus Pflanzen Urticales Cannabaceae
Juniperus excelsa M.-Bieb Pflanzen Pinales Cupressaceae
Juniperus procera Hochst Pflanzen Pinales Cupressaceae
Picea glauca Moench Pflanzen Pinales Pinaceae
Pseudotsuga menziesii Mirbe Pflanzen Pinales Pinaceae
Saccharum spontaneum Linnaeus Pflanzen Cyperales Poaceae
Zea mays Linnaeus Pflanzen Poales Poaceae
Alternaria dauci Groves & Skolko Pilze Hyphomycetales Dematiaceae
Aspergillus spp. Pilze Eurotiales Trichocomaceae
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Artname Erstbeschreiber Reich Ordnung Familie
Beauveria bassiana Balsamo Pilze Hyphomycetales Murorales
Beauveria brongniartii (Saccardo) Petch Pilze Hyphomycetales Murorales
Hypoxylon truncatum Schwein.: Fr. J. H. Mill Pilze Xylariales Xylariaceae
Neurospora crassa Guénebaut Pilze Sordariales Sordariaceae
Penicillium spp. Pilze Eurotiales Trichomaceae
Septoria tritici Roberge, Berk. & M.A. Curtis Pilze Pleosporales Pleosporaceae
Acropora spp. Tiere Scleractinia Acroporidae
Acyrthosiphon pisum Harris Tiere Homoptera Aphididae
Aedes aegypti Linnaeus Tiere Diptera Culicidae
Aedes formosus Peckham Tiere Diptera Culicidae
Aeolothrips intermedius Bagnall Tiere Thysanoptera Aeolothripidae
Agapeta zoegana Linnaeus Tiere Lepidoptera Cochylidae
Agathis spp. Tiere Hymnoptera Braconidae
Agriotes spp. Tiere Coleoptera Elateridae
Agrotis segetum Denis & Schiffermiller Tiere Lepidoptera Noctuidae
Anopheles arabiensis Patton Tiere Diptera Culicidae
Anopheles gambiae Tiere Diptera Culicidae
Anopheles nuneztovari Gabaldon Tiere Diptera Culicidae
Anthocharis sara, Lucas Tiere Lepidoptera Pieridae
Anthonomus grandis Boheman Tiere Coleoptera Curculionidae
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Artname Erstbeschreiber Reich Ordnung Familie
Aphis gossypii Glover Tiere Homoptera Aphididae
Aporia crataegi Linnaeus Tiere Lepidoptera Pieridae
Attacus ricini Hutton Tiere Lepidoptera Acrctiidae
Autographa californica Speyer Tiere Lepidoptera Notuidae
Bactrocera cucurbitae Coquillett Tiere Diptera Tephritidae
Bemisia tabaci Gennadius Tiere Homoptera Aleyrodidae
Boloria aquilonaris Stichel Tiere Lepidoptera Nymphalidae
Bombyx mori Linnaeus Tiere Lepidoptera Bombycinae
Cephus cinctus Norton Tiere Hymnoptera Cephidae
Chrysoperla carnea Sephens Tiere Neuroptera Chrysopidae
Coleomegilla maculata De Geer Tiere Coleoptera Coccinellidae
Daktulosphaira vitifoliae Fitch Tiere Homoptera Phylloxeridae
Danaus plexippus Linnaeus Tiere Lepidoptera Nymphalidae
Diabrotica barberi Smith & Lawrence Tiere Coleoptera Chrysomelidae
Diabrotica virgifera LeConte Tiere Coleoptera Chrysomelidae
Diaeretiella rapae Mclintosh Tiere Hymenoptera Braconidae
Diprion pini Linnaeus Tiere Hymenoptera Diprionidae
Drosophila melanogaster Meig. Tiere Diptera Drosophilidae
Elatobium abietinum Walker Tiere Homoptera Aphididae
Encarsia formosa Gahan Tiere Hymenoptera Aphelinidae
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Artname Erstbeschreiber Reich Ordnung Familie
Ephestia kuehniella Zeller Tiere Lepidoptera Pyralidae
Epirrita spp. Tiere Lepidoptera Geometridae.
Eretmocerus mundus Mercet Tiere Hymenoptera Aphelinidae
Eriborus terebrans Gravenhorst Tiere Hymenoptera Ichneumonidae
Euphydryas editha bayensis Sternitzky Tiere Lepidoptera Nymphalidae
Frankliniella occidentalis Pergande Tiere Thysanoptera Thripidae
Galleria mellonella Linnaeus Tiere Lepidoptera Pyralidae
Globodera spp. Tiere Tylenchida Heteroderidae
Helicoverpa zea Boddie Tiere Lepidoptera Noctuidae
Heliothis virenscens Fab. Tiere Lepidoptera Noctuidae
Hemileuca oliviae Cockerell Tiere Lepidoptera Saturniidae
Hyles lineata Hubner Tiere Lepidoptera Sphingidae
Inachis io Linnaeus Tiere Lepidoptera Nymphalidae
Lydella thompsoni Herting Tiere Diptera Tachinidae
Lymantria dispar Linnaeus Tiere Lepidoptera Lymantriidae
Macrocentrus grandii Goidanich Tiere Hymenoptera Braconidae
Marchalina hellenica Gennadius Tiere Homoptera Margarodidae
Melanargia galathea Linnaeus Tiere Lepidoptera Satyridae
Melanoplinae spp. Tiere Orthoptera Acrididae
Meloidogyne chitwoodi Golden, O"Bannon, Santo & Finley Tiere Tylenchida Heteroderidae




Artverzeichnis

Artname Erstbeschreiber Reich Ordnung Familie
Naupactus leucoloma Boheman Tiere Coleoptera Curculionidae
Naupactus peregrinus Buchanan Tiere Coleoptera Curculionidae

Naupactus tucumanensis Tiere Coleoptera Curculionidae
Nosema pyrausta Paillot Tiere Microspora Nosematidae
Oleria onega Hewitson Tiere Lepidoptera Nymphalinae
Orius insidiosus Say Tiere Heteroptera Anthocoridae
Orius majusculus Reuter Tiere Heteroptera Anthocoridae
Oscinella frit Linnaeus Tiere Diptera Chloropidae
Ostrinia nubilalis Hubner Tiere Lepidoptera Pyralidae
Parnassius bremeri Bremer Tiere Lepidoptera Papilionidae
Parnassius nomion Shaufuss Tiere Lepidoptera Papilionidae
Pediculus humanus Linnaeus Tiere Phthiraptera Pediculidae
Phyllocnistis citrella Stainton Tiere Lepidoptera Gracillariidae
Pieris brassicae Linnaeus Tiere Lepidoptera Pieridae
Pieris rapae Linnaeus Tiere Lepidoptera Pieridae
Platyptilia sp. Tiere Lepidoptera Pterophoridae
Plodia interpunctella Hubner Tiere Lepidoptera Pyralidae
Plutella xylostella Linnaeus Tiere Lepidoptera Plutellidae
Podarcis muralis Laurenti Tiere Squamata Lacertidae
Prionoxystus robiniae Peck Tiere Lepidoptera Cossidae
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Artname Erstbeschreiber Reich Ordnung Familie
Proclossiana eunomia Esper Tiere Lepidoptera Nymphalidae
Pseudomonas spp. Tiere Eubacteriales Pseudomonaceae
Rachiplusia ou Guenée Tiere Lepidoptera Noctuidae
Sitobion avenae Fabricius Tiere Homoptera Aphididae
Spodoptera frugiperda JE Smith Tiere Lepidoptera Noctuidae
Thrips tabaci Lindeman Tiere Thysanoptera Thripidae
Trialeurodes vaporariorum Westwood Tiere Homoptera Aleyrodidae
Trichogramma spp. Tiere Hymnoptera Chalcidoidea
Trioxys pallidus Haliday Tiere Hymenoptera Aphidiidae
Tiere;
Vairimorpha necatrix Kramer Protozoa Microsporida Burenellidae
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Einleitung

1 EINLEITUNG
1.1 Biologie, Schadwirkung und Bekampfung des Maiszunslers Ostrinia nubilalis
1.1.1 Biologie von O. nubilalis

Der Maiszlnsler Ostrinia nubilalis, der von 1917 bis 1960 unter dem Namen Pyrausta
nubilalis Huabner gefihrt wurde (BRINDLEY & DICKE, 1962), gehért zu den
Kleinschmetterlingen aus der Familie der Pyralidae (Abb. 1) und findet sich, mit

Ausnahme von Australien, auf allen Kontinenten (GUNTHER et al., 1994).

Zum Wirtspflanzenspektrum gehoren tber 200 Pflanzenarten, darunter viele Wildgraser
und —krduter, Gemeiner Hopfen Humulus lupulus, Hanf Cannabis sativa, Gemeiner Beiful}
Artemisia vulgaris und hauptsachlich die Kulturpflanze Mais Zea mays (LOSEY et al.,
2001). In Deutschland kommt O. nubilalis in den zwei optisch nicht unterscheidbaren
Rassen Z und E vor, die sich in einem reziproken Mischungsverhaltnis der beiden Isomere
eines Sexualpheromons der weiblichen Individuen unterscheiden. Die E-Rasse kommt
hauptséchlich am Beifull A. vulgaris und wildem Hopfen H. lupulus und die Z-Rasse

uberwiegend am Mais vor.

Abb. 1:  Entwicklungsstadien des Maisziinslers O. nubilalis Hiibner: a) Puppe, b) ménnlicher
Falter, c¢) weiblicher Falter, d) Eigelege, ) Larve im 5. Entwicklungsstadium (nicht
malstabgerecht)

Die im Herbst die Maisernte Uberlebenden etwa 3 cm grofRen Larven des fiinften
Entwicklungsstadiums (L5) Uberwintern in den Maisstoppeln (Abb. 1e). Hierbei kénnen
sie Temperaturen bis -25 °C Uberleben, die z. B. in Brandenburg auftreten kdnnen. Die
Puppenruhe dauert eine bis drei Wochen und findet von Mai bis Juni des darauffolgenden
Jahres statt (Abb. 1a). Die nur nachts fliegenden braunen Falter (Abb. 1) beginnen schon
24 Stunden nach dem Schlupf mit der Eiablage, die sich auf etwa sieben Tage erstreckt
(BURGSTALLER, 1974). Es werden 5 bis 50 Eier pro Gelege dachziegelartig an der
Unterseite der Maisblatter platziert (Abb. 1d) (ANDALORO et al., 1982). Daraus schllpfen

nach eigenen Beobachtungen in Abhangigkeit von der Temperatur nach ca. 4 bis 9 Tagen
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die 1 —2 mm groRen Eilarven (L1). Diese fressen sich oft in kurzer Zeit zum mannlichen
Blutenstand, der sog. Fahne, durch, was zum charakteristischen Abknicken der Fahne fiihrt
(Abb. 2). Durch den spéateren Fral3 an den Blattern und den Kolben und vor allem im
Maisstangel erfolgt eine Behinderung der Wasser- und Nahrstoffversorgung sowie des
Assimilattransportes. Weiterhin wird durch den Minierfrall (Abb. 2) die mechanische
Stabilitdt des Stangels zunehmend geschwacht, dies fihrt bei starkem Wind zum
Abknicken der Pflanzen.

Abb. 2:  Sichtbare Schadigungen von Maispflanzen durch den Maisziinsler O. nubilalis:
Abbrechen der Fahne als erstes Anzeichen des Befalls (linkes Bild), spater folgt eine
Rotférbung der Blatter und das Umbrechen der Stdngel durch Minierfra3 der Larven
im Stangel (Oderbruch, 2002)

Das Ursprungsgebiet von O. nubilalis liegt nach ZwOLFER (1928b) wahrscheinlich in den
asiatischen Steppengebieten. Aus Europa kommend wurde O. nubilalis zwischen den
Jahren 1909 und 1914 wahrscheinlich von Ungarn oder Italien nach Nordamerika
eingeschleppt (SMITH, 1920). Dort breitete sich der European corn borer schnell tiber viele
Bundesstaaten aus und entwickelte bi- und multivoltine Generationen. Auch in Europa
kann O. nubilalis in Sldspanien, Griechenland und Suditalien drei Generationen/Jahr
(multivoltin), in Norditalien, Nordspanien und Sudfrankreich zwei Generationen/Jahr
(bivoltin) erreichen. In Deutschland hingegen entwickelt O. nubilalis nur eine
Generation/Jahr (univoltin).

Die Ausbreitung von O. nubilalis Gber ganz Europa begann sicherlich vor Beginn des
20. Jh. und wurde durch sein umfangreiches Wirtspflanzenspektrum begunstigt. Bereits
1926 erstellte WILKE (1926) eine detaillierte Auflistung des Vorkommens von O. nubilalis
in Europa. In dieser Aufzéhlung wurde deutlich, dass auch bereits in Deutschland eine
weite Ausbreitung von O. nubilalis stattgefunden hatte (von studlichen Gebieten Baden-

Warttembergs bis in den nordlichen Teil des heutigen Mecklenburg-Vorpommerns).
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Dieses Vordringen von O. nubilalis erfolgte ,,unauffallig® an Mais, Hanf und an anderen
Wirtspflanzen (HUGGER, 1998). Erst mit dem intensiven Maisanbau erfolgte eine
explosionsartige Vermehrung. Da zu dieser Zeit noch keine Unterscheidung der E- und Z-
Rasse vorgenommen wurde, kann nur vermutet werden, dass es sich bei den an Mais
befindlichen Zinslern von O. nubilalis um die Z-Rasse handelte. Als Erster vermutete
ANDERSEN (1943) Anfang der 40er Jahre, dass es sich bei seinen Untersuchungen zu O.
nubilalis an Hopfen um zwei Rassen handelt. Zwélfer (1928b) nimmt an, dass der Zinsler
seine Né&hrpflanzenpraferenz im Laufe der Zeit gedndert hat, indem er ein an Mais
angepasstes (co-evolutives) Verhalten zeigte. Die Entstehung grofRer Befallsgebiete der Z-
Rasse in Deutschland geht sicherlich auf einen nach 1950 verstarkten Kornermaisanbau
mit Hybridsorten und die Ausweitung des Silomaisanbaus als Folge der Konzentration der
Tierhaltung zuriick. Hohe, schadigende Populationsdichten von O. nubilalis stellen somit
in erster Linie das Ergebnis der Vermehrung vorhandener Populationen dar. Diese hohen
Abundanzen trugen und tragen wiederum zur weiteren Ausbreitung der Z-Rasse von O.
nubilalis in ndrdlichere Maisanbaugebiete bei, wie z. B. nach Mecklenburg-Vorpommern

und Niedersachsen.

Abb. 3:  Verbreitung des Maiszlnslers O. nubilalis in Deutschland (Quelle: ANONYMUS,
1998a); die schwarze Linie zeigt die heutige Verbreitungsgrenze (pers. Mitt.
LANGENBRUCH, 2003)

Es gibt mindestens vier grof3e, seit vielen Jahren etablierte Befallsgebiete in Deutschland
(Abb. 3): Das erste und alteste deutsche Befallsgebiet erstreckt sich den Rhein entlang von
Karlsruhe tiber Freiburg bis an den Bodensee. Durch eine Einwanderung aus Osterreich ins
untere Inntal kam es zu einem zweiten Befallsgebiet im slidostdeutschen Raum, z. B. um
Pocking (LANGENBRUCH et al., 2000). Das dritte Befallsgebiet befindet sich im
westdeutschen Raum von Wurzburg bis zum Hessischen Ried und Bonn als nérdliche

Grenze. Ein viertes ausgedehntes Befallsgebiet liegt in Nordostdeutschland im Oderbruch

3



Einleitung

(LANGENBRUCH & KLEESPIES, 1998). Die erst seit wenigen Jahren beobachteten Schaden
im Maisanbau in Thiringen, Sachsen und Sachsen-Anhalt sowie im sidlichen
Brandenburg bilden ein neues Befallsgebiet, das vor allem eine Folge des seit Mitte der
90er Jahre intensivierten pfluglosen Anbaus der dem Mais folgenden Kulturen,

insbesondere von Weizen, in diesen Bundeslandern ist.

1.1.2 Schadwirkung von O. nubilalis

Mais (Zea mays) gehort weltweit zu den wichtigsten Nahrungs- und Futtermittelpflanzen.
Jahrlich werden ca. 600 Mio.t Kérnermais erzeugt, davon etwa 40 % in den USA. In
Deutschland wurden im Jahr 2001 Gberwiegend Silomais und Corn-Cob-Mais (CCM) auf
insgesamt 1,133 Mio. ha sowie Kornermais auf 0,397 Mio. ha angebaut (ANONYMUS,
2002a); die Uberwiegende Nutzung erfolgt als Futtermittel fur Rinder, Schweine und
Gefligel. Demzufolge hat der Mais eine groRe 6konomische Bedeutung. Dem stehen
Ertragsverluste von weltweit durchschnittlich 38 % gegeniiber (OERKE & STEINER, 1996),
die durch Krankheiten (11 %), Unkrduter (13 %) und tierische Schaderreger (14 %)
verursacht werden. OERKE & STEINER (1996) stellten fest, dass ihre Schatzungen von
Produktionsverlusten bei Mais mit denen von CRAMER (1967) weitgehend
Ubereinstimmen. Das hei8t, in einem Zeitraum von 30 Jahren hat sich die
Ertragswirksamkeit des Pflanzenschutzes kaum verbessert. Zu den weltweit bedeutendsten
Schaderregern im Maisanbau gehort O. nubilalis. Weitere wichtige Schadlinge sind die
Fritfliege Oscinella frit, Drahtwirmer (Larven von Agriotes-Arten) und der Westliche

Maiswurzelbohrer Diabrotica virgifera virgifera.

Unter den von OERKE & STEINER (1996) geschatzten j&hrlichen Ertragsverlusten durch
tierische Schaderreger von weltweit 14 % vernichtet allein O. nubilalis ca. 7 % der Ernten
(THoMmAS et al. 2000), das entspricht ungefahr 68 Mio. t. HUGGER (1998) gibt an, dass eine
Larve pro Pflanze einen Ertragsverlust von 4 % verursacht. Schatzungen von ZELLNER
(1994) geben bei einer Befallsstarke von zwei bis drei Raupen pro Pflanze Ertragsverluste
im langjahrigen Mittel von 10 % bis 30 % an. Durch den Fral} im Maisstdngel und spater
am und im Kolben entstehen Eintrittspforten fir Sekundarinfektionen mit verschiedenen
Pilzarten. Diese kdnnen giftige Stoffwechselprodukte, sogenannte Mykotoxine, bilden, die
fur Tier und Mensch gleichermaRen ein gesundheitliches Risiko darstellen. Zu den
wichtigsten Mykotoxinen bei Mais gehdren Aflatoxine und Ochratoxin A, die
hauptséchlich nach der Ernte, sowie Deoxynivalenol, Zearalenon und Fumonisine, die

bereits auf dem Feld entstehen. Diese Stoffwechselprodukte werden von verschiedenen
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Pilz-Arten gebildet: Aflatoxine durch Aspergillus-Arten, Ochratoxin A durch Aspergillus-
und Penicillium-Arten, Fumonisine, Deoxynivalenol, Zearalenon durch Fusarium-Arten
(DANICKE & VALENTA, 1999; ANONYMUs, 2003a). Indirekte und direkte
PflanzenschutzmalRnahmen gehdren somit zu den wichtigsten Voraussetzungen fir die
okonomische Produktion von gesundem Mais und tragen damit wesentlich zum

Verbraucherschutz und zur Tiergesundheit bei.

1.1.3 Bekdmpfung von O. nubilalis

Die effektivste indirekte Malinahme zur Abwehr von Schaden durch O. nubilalis ist das
Pfligen der Maisstoppel unmittelbar nach der Ernte. Diese Malinahme konkurriert jedoch
heute oft mit bodenkonservierenden Anbauverfahren zur Erhaltung und Mehrung der
Bodenfruchtbarkeit. Damit treten direkte Verfahren wie der chemische und biologische
Pflanzenschutz zur Abwehr von O. nubilalis in den Mittelpunkt. Eine weitere wichtige
Bekampfungsstrategie, namlich der Anbau insektenresistenter Sorten, konnte bisher von
den Landwirten nicht beriicksichtigt werden, weil die konventionelle Ziichtung solche
Sorten nicht zur Verfiigung stellen konnte. Erst mit der gentechnischen Ubertragung der
cry-Gene (cry steht fir crystal) des insektenpathogenen Bacillus thuringiensis in
Maissorten (sog. Bt-Mais) gelang der Durchbruch. Fir integrierte Pflanzenschutzstrategien
zur Bekadmpfung von O. nubilalis stehen damit mehrere indirekte und direkte
Bekampfungsmalnahmen zur Verfligung.

Der Wirtspflanzenresistenz und dem biologischen Pflanzenschutz kommen bei der
Minimierung der Anwendung chemischer Pflanzenschutzmittel (PSM) im Rahmen des
integrierten Pflanzenschutzes zentrale Rollen zu (BURTH et al., 2002; FREIER et al., 1999).
Nach FREIER et al. (1999), die eine vorwiegend auswirkungsorientierte und weniger
handlungsorientierte Bewertung eines Pflanzenschutzsystems fordern, missen auch
insektenresistente Sorten einer kritischen Betrachtung hinsichtlich kurz- und langfristiger
Risiken unterzogen werden. Hierbei ist es unerheblich, ob diese Sorten konventionell
gezuchtet oder gentechnisch verandert wurden. Im Mittelpunkt dieser Arbeit steht deshalb
die Bewertung der Selektion resistenter O. nubilalis-Populationen als Folge des Anbaus
von Bt-Mais und die sich daraus ergebende Notwendigkeit zur Entwicklung eines

Insektenresistenzmanagements (IRM) und der dazugehdrigen Monitoringmethoden.

Aufgrund der schédlichen Auswirkungen von O. nubilalis auf die Maisqualitat als

Nahrungs- und Futtermittel ist seine gezielte Bekdmpfung von groRer wirtschaftlicher
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Bedeutung. Hierflr stehen folgende vorbeugende und direkte Bekdmpfungsmaoglichkeiten

zur Verfligung:

1. Mechanische Bekdmpfung: Die wichtigste vorbeugende Mallnahme zur

Verhinderung hoher Populationsdichten im Folgejahr ist das Schlegeln der Stoppel
und ein ca. 30 cm tiefes Unterpfligen der Maisreste, welches die Anzahl der
Uberwinternden Larven um bis zu 99 % verringern kann (SCHRODER, 2000). Nach
eigenen Beobachtungen im Oderbruch, wo das Pfliigen aus bodenphysikalischen
Grinden nach der Maisernte im Herbst oft sehr schwierig oder unmdglich ist,
wurden auf vielen Feldern nicht einmal die Stoppel geschlegelt. Offenbar wird die
Bedeutung dieser mechanischen Bekampfungsmalinahme fur den néchstjahrigen

Maisanbau immer noch unterschétzt.

2. Chemische Bekdmpfung: Bei den synthetischen Pflanzenschutzmitteln standen und

stehen Pyrethroide, Phosphorsdureester und Methylcarbamate zur Verfligung. Fur
das Jahr 2002 war in Deutschland nur das Pyrethroid Baythroid 50 (Cyfluthrin)
zugelassen (ANONYMuUS, 2002b). Bei optimalem Applikationszeitpunkt sind
Wirkungsgrade von 70 % — 90 % erreichbar. Der Behandlungsindex fir Insektizide
in Mais, der von RORBERG (pers. Mitt., 2003) auf Grundlage der Umfrage NEPTUN
berechnet wurde, betragt 0,03, d. h. nur 3 ha von 100 ha werden mit Insektiziden
und der zugelassenen Aufwandmenge behandelt. Die Bestimmung des optimalen
Ausbringungszeitpunktes fur alle Insektizide erfolgt mittels Licht- oder
Pheromonfallen. Die Bek&mpfungsmaflinahme wird jedoch oft zu einem friheren
Termin, bei dem O. nubilalis den Héhepunkt der Eiablage noch nicht erreicht hat,
durchgefihrt, damit die Ubliche Applikationstechnik den dann 1 m — 1,5 m hohen
Mais nicht schadigt. Alternativ wére der Einsatz von Stelzenfahrzeugen denkbar,
die allerdings nur selten zur Verfigung stehen. Ein negativer Aspekt der
chemischen Bekampfung ist die Belastung der Umwelt. Da die Insektizide nicht
selektiv wirken, konnen Nutzlinge dezimiert oder zumindest zeitweilig die

Diversitat der Arthropodengesellschaften vermindert werden.

3. Biologische Bekdmpfung: Biologische Gegenspieler von O. nubilalis sind

Parasitoide und Krankheitserreger. Zu den Parasitoiden gehdren Wespen der Arten
Macrocentrus grandii, Eriborus terebrans, Trichogramma spp. und die Fliege
Lydella thompsoni. Zu den Krankheitserregern zahlen die parasitischen Einzeller
(Protozoen, Mikrosporidien) wie Nosema pyrausta, Vairimorpha necatrix, der Pilz



Einleitung

Beauveria bassiana, das Bakterium Bacillus thuringiensis sowie Viren, die zuvor
aus Autographa californica und Rachiplusia ou isoliert wurden (SHOWERS et al.,
1996). Von allen bekannten Gegenspielern von O. nubilalis haben sich innerhalb
der Parasitoide nur die Eiparasiten der Gattung Trichogramma und bei den
Krankheitserregern das Bakterium B. thuringiensis in der Praxis durchgesetzt. Die
winzige Schlupfwespe Trichogramma spp. legt ihre Eier in die Gelege von O.
nubilalis, deren Inhalt von den Larven der Schlupfwespe aufgebraucht wird
(ANONYMuUS, 1988; KRIEG & FRANZ, 1989). In Deutschland wurden im Jahr 2002
auf ca. 11000 ha Trichogrammen eingesetzt. Diese wurden bisher meist als
Kértchen mit aufgeklebten Parasitenpuppen, sog. Trichogramma-Kartchen,
ausgebracht. Fir die Anwendung auf grofRen Flachen ist jedoch ein hoher
personeller Aufwand erforderlich. Seit 2001 werden daher TrichoKugeln mit
Stelzenschleppern oder Agrarflugzeugen ausgebracht. Die erzielten Wirkungsgrade
lagen dabei in Versuchen deutlich tGber 80 % (http://www.amw-nuetzlinge.de). Der
Einsatz von Trichogramma spp. ist teurer und stark witterungsabhéngig, aber die

Wirkung kann h&ufig besser als eine Insektizidbehandlung sein.

Biologische PSM sind aus den Sporen und Kiristallen des B. thuringiensis
entwickelt worden. In Deutschland sind die beiden Préparate Dipel 2 X und Dipel
ES zugelassen (ANONYMUS, 2002b), die finf verschiedene Kristalltoxine Cry1A(a),
Cry1lA(b), CrylA(c), Cry2A, Cry2B enthalten (TABASHNIK et al., 1997). Wegen
ihrer geringen Wirksamkeit missen die Praparate mehrfach bei engen zeitlichen
Spritzterminen angewandt werden und verursachen damit hohe Kosten. Daher
konnten sie sich in der Praxis nicht durchsetzen und die 6kologischen Vorteile von
B. thuringiensis im integrierten Pflanzenschutz bei Mais nicht genutzt werden. Die
gentechnische Nutzung der Kiristalltoxine von B. thuringiensis fiir die Ziichtung

resistenter Sorten war deshalb ein erwarteter Schritt.

4. Resistente/Tolerante Sorten: Bisher ist es nicht gelungen, tber klassische Ziichtung

Sorten mit hoher Resistenz gegen O. nubilalis zu entwickeln. Im Mittelpunkt der
klassischen Zichtung steht die allelochemische Verbindung DIMBOA (2,4-
didydroxy-7-methoxy-2H-1,4-benzoxazin-3(4H)-one) (SMiTH, 1989). Sie wird von
bestimmten Sorten nach mechanischer Verletzung der Blatter gebildet und tbt eine
repellente Wirkung auf O. nubilalis-Larven aus. Die Ziuchtung toleranter Sorten,
den sog. OS-Hybriden, wird aus Kroatien (Osijek) berichtet (RAsPuDIC et al.,
2002). Fur den Maisanbau in deutschen Befallsgebieten von O. nubilalis spielen
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jedoch diese Sorten keine Rolle. In der aktuellen Beschreibenden Sortenliste des
Bundessortenamtes sind fur Mais keine Hinweise auf Resistenz oder Toleranz bei
den Sorten gegentiber O. nubilalis aufgefiihrt (ANONYMUS, 2002c). Gegenuber
diesen klassischen Ansétzen zur Resistenz- und Toleranzziichtung hat sich die
gentechnische Entwicklung von resistenten Sorten auf der Grundlage von B.
thuringiensis-Genen rasant entwickelt. Der Anbau von gentechnisch veranderten
Maissorten (sog. Bt-Mais), in denen innerhalb der Pflanze das bekannte Bt-Toxin
gebildet wird, welches die Zinslerlarve abtotet, stellt somit eine bedeutende
Alternative zu den bisherigen Bekdmpfungsmalinahmen dar. Bis 2003 war jedoch
der kommerzielle Anbau von Bt-Mais in Deutschland nicht zugelassen. Nur ein
begrenzter Anbau fir die biologische Begleitforschung fand in Deutschland seit
2001 statt.

1.2 Maiszunslerresistenter Bacillus thuringiensis (Bt)-Mais

Mittels der Gentechnik wurden sog. Bt-Toxingene, welche aus dem gram-positiven
Bodenbakterium Bacillus thuringiensis Berliner (Bacillaceae) stammen, ins Genom der
Maispflanze eingebaut. Neben einem Bt-Gen enthalten die meisten Bt-Maissorten noch
Selektionsmarker wie die Phosphinothricin-Acetyl-Transferase (PAT) (bar-Gen) und die
5-Enolpyruvylshikimate-3-Phosphate Synthase (EPSPS), die der Pflanze Resistenz gegen
das Unkrautbekdmpfungsmittel Glufosinat bzw. Glyphosat verleihen. Weitere
Selektionsmarker sind die Antibiotikaresistenzen fur Kanamycin und Neomycin (nptll-
Gen) sowie fir Ampizillin (bla-Gen) (CARPENTER et al., 2002). Das bla-Gen, das z. B. im
Konstrukt Bt176 enthalten ist, fihrt zur Selektion der transformierten Bakterien, die den
gewinschten Genaufbau im Plasmid beherbergen. Da der Promotor des bla-Gens im Mais
nicht erkannt wird, findet dort auch keine Expression statt. Bei dem Konstrukt Mon810
befindet sich kein Antibiotikaresistenzgen in der Bt-Pflanze, da die entsprechende
Gensequenz nptll nur zur Selektion der Bakterien wahrend der Herstellung des
Plasmidvektors benutzt wurde. In naher Zukunft werden keine Bt-Pflanzen mit
Antibiotikaresistenzgenen mehr zugelassen, um das Risiko einer Resistenzentwicklung bei

Human- und Tierpathogenen Uber einen horizontalen Gentransfer auszuschlief3en.

Durch die Einfuhrung synthetischer, an die pflanzliche codon-usage angepasster Bt-Gene
werden die Nukleotidunterschiede (z. B. unterschiedlicher G/C-Gehalt) zwischen Pflanze
und Bakterium minimiert, was zu einem erhéhten Expressionsniveau des Toxins in den

Pflanzen fiihrt. PERLAK et al. (1991) konnten dadurch einen 100fach héheren Toxingehalt
8
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(Cry1ADb) bei transformierten Tomaten erhalten. Das Toxin liegt in den Pflanzen verkirzt,
aber noch nicht aktiviert, vor. Das Toxin besitzt bei Bt176 eine molekulare Masse von 72,6
kDa, bei Mon810 von 92 kDa; das aktive Toxin ist 66,7 kDa gro3 (pers. Mitt. JEHLE,
2003).

Das Protoxin des Bakteriums wird von den Larven aufgenommen und im basischen Milieu
des Mitteldarmes (pH 9 bis 11) durch proteolytische Spaltung ins aktive Toxin Uberflhrt.
Das Toxin bindet nach der Durchdringung der peritrophen Membran an spezifische
Rezeptoren, die sich an der Membran der Mitteldarmepithelzellen befinden (VAN RIE,
2000; HONEE & VISSER, 1993). Dies fuhrt zur Induktion von Poren im Mitteldarmepithel
und zu vakuolisierten Mitteldarmepithelzellen (Abb. 4), die durch den eintretenden
Wasserstrom lysieren (KNOWLES, 1994). Durch die eintretende Darmperforierung wird der
Elektrolyt- und pH-Gradient zerstort und die Aufnahme von Aminoséuren verhindert. Eine
groRBe Anzahl an Larven sterben daher infolge von Toxamie innerhalb von fiinf Tagen.
Erstes Anzeichen ist oft ein einsetzender Fral3stop bereits nach 24 Stunden, gefolgt von

Abb. 4:  Geschadigtes Mitteldarmepithel einer O. nubilalis-Larve 30 Stunden nach
Aufnahme des Bt-Toxins (a & b) im Vergleich zu einer gesunden Larve (¢ & d); (Lu
= Darmlumen, Md = Mitteldarmepithelzellen, Mg = Malpigische Geféale, perM =
peritrophe Membran, RN = Regenerationsnest; (Histologie: D. LIEBE, Foto: K.
BRIESEMANN, Kamera: Axioplan 2 von Zeiss, VergroRerung: a, ¢) 200 x; b, d)
1000 x)

einer Paralyse und Diarrhd (Abb. 5). Bei geringen Toxindosen ist die Schadigung des

Mitteldarmes reparabel, bei hohen Dosen folgt dem Fra3stopp der Tod der Larven.
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Abb.5: Durch CrylAb erkrankte Larve von O. nubilalis (Schlaffsucht): die Larve verklebt
aufgrund der Diarrh6 am Blatt und verliert infolge der L&hmung ihren Halt

Mit der Zerstérung der Darmwand konnen weiterhin Mikroben aus dem Darm in die
Leibeshohe des Insekts eintreten, sich vermehren und somit die Zahl der sterbenden
Larven erhéhen (Septikédmie).

Die spezifische Wirkung des Bt-Toxins auf Schmetterlingslarven ist im Sinne des
integrierten Pflanzenschutzes (NEEMANN & BRAUN, 1997), da nur sehr wenige
Nichtzielorganismen miterfasst werden. Fir den Menschen und andere Warmbluter stellt
das Bt-Toxin kein Risiko dar, da an der Oberflache der Zellen des Verdauungstraktes sich
keine Rezeptoren fur das CrylAb Protein befinden. Weiterhin besitzt das Protein kein
signifikantes Allergierisiko, weil es keine Charakteristiken bekannter Allergene aufweist
(Anonymus, 2001a).

Die Bt-Toxine werden in zwei Gruppen unterteilt: Cry (crystal)- und Cyt (cytolytic)-
Toxine. KRIEG (1986) stellte den Bacillus thuringiensis entsprechend seiner Pathogenitét in
drei Pathotypen A — C (A Lepidopteren, B Nematoceren: Dipteren und C Coleopteren:
Chrysomeliden) zusammen. Er erkannte, dass eine Korrelation zwischen Pathogenitat
(Virulenz) und taxonomisch relevanten Eigenschaften, wie z. B. der Kiristalltyp oder
Serotyp, nicht sicher ist. HOFTE & WHITELEY (1989) fiihrten eine Klassifizierung der 6—
Endotoxine anhand der Nucleotidsequenz ihrer Gene und ihrem Wirkungsspektrum ein.
Die Toxingene werden in vier Hauptgruppen (Cryl - IV) eingeteilt, die das gleiche
Wirkspektrum und die gleichen Strukturmerkmale besitzen. Es werden folgende Klassen
unterteilt: Cryl - wirksam gegen Lepidopteren, Cryll - wirksam gegen Lepidopteren- und
Dipteren, Crylll - wirksam gegen Coleopteren, CrylV - wirksam gegen Dipteren. Da mit
noch weiteren Toxingenen gerechnet wird, ist diese Klasseneinteilung nur vorlaufig. 1993
wurde das Bacillus thuringiensis delta-Endotoxin Nomenklatur Komitee gegriindet, um die

Systematik, die urspringlich von HOFTE & WHITELEY (1989) erstellt wurde, zu
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uberarbeiten. Nach dieser neuen Nomenklatur werden keine Klammern und rémischen
Zahlen mehr verwendet. Von den Uber 100 verschiedenen Cry-Genen, die bisher kloniert
und charakterisiert wurden (CRICKMORE, 2002), sind nur wenige gegen bestimmte

Schédlinge wirksam.

Seit den 90er Jahren wurden einige Bt-Maissorten von verschiedenen Firmen mit

unterschiedlichen  Konstrukten entwickelt. Die folgende Tabelle zeigt eine

Zusammenstellung der auf dem auBereuropdischen Markt befindlichen Bt-Maissorten
(ANONYMuUS, 2002d).

Tab. 1: Zusammenstellung der fir die Zichtung zur Verfigung stehenden Bt-Maiskonstrukte
mit Resistenz gegen den Maiszlnsler O. nubilalis
Konstrukt Hersteller Art des Kristall-Toxins und Bt- | Kopplung mit weiteren Genen als
Unterart Trait oder Marker
Bt 176 Syngenta CrylAb Phosphinothricin-N-Acetyl-
Seeds, Inc. B.t. subsp. kurstaki Transferase (PAT) von Streptomyces
hygroscopicus
Bt 11 Syngenta Seeds | CrylAb Phosphinothricin-N-Acetyl-
Inc. B.t. subsp. kurstaki Transferase (PAT) von Streptomyces
viridochromogenes
CBH-351 Aventis Cry9C Phosphinothricin-N-Acetyl-
CropScience B.t. subsp. tolworthi Transferase (PAT) von Streptomyces
hygroscopicus
DBT418 Dekalb CrylAc Phosphinothricin-N-Acetyl-
Genetics B.t. subsp. kurstaki Transferase (PAT) von Streptomyces
Corporation hygroscopicus
Mon80100 [ Monsanto CrylAb Keine
Company B.t. subsp. kurstaki
Mon802 Monsanto CrylAb 5-Enolpyruvyl-shikimat-3-Phosphat
Company B.t. subsp. kurstaki Synthase (EPSPS)
Mon809 Pioneer Hi- CrylAb 5-Enolpyruvylshikimate-3-phosphat
Bred B.t. subsp. kurstaki Synthase (EPSPS)
International
Inc.
Mon810 Monsanto CrylAb -
Company B.t. subsp. kurstaki HD-1
TC1507 Mycogen; CrylF Phosphinothricin-N-Acetyl-
Pioneer B.t. var. aizawai Transferase (PAT) von Streptomyces
viridochromogenes
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Innerhalb der EU sind nur die Maiskonstrukte Bt176, Mon810 und Btll in Verkehr
gebracht worden (SAEGLITZ & BARTSCH, 2003). Ein kommerzieller Anbau findet zur Zeit

allerdings nur in Spanien statt.

Mais mit den Toxin-Typen Cry1lAb, CrylAc, CrylF und Cry9C hat eine Resistenz gegen
O. nubilalis (ANDOW & HUTCHISON, 1998). Die Toxinmenge und der Ort der Produktion
sind bei den verschiedenen Bt-Konstrukten unterschiedlich. So wird bei Btl1l, CBH351
und Mon810 das Toxin in allen Pflanzenteilen, hingegen bei Bt176 und DBT418 nicht in
der Wurzel, im Mark, in den Kdrnern und in der Seide produziert (pers. Mitt. Herr Dr.
MULLEDER (MONSANTO), 2000; HUGGER, 1998). Unter den aufgefiihrten Bt-Konstrukten
werden am haufigsten Bt176 und Mon810 unter den Namen NaturGard™ (Firma Syngenta)

bzw. YieldGard® (Firma Monsanto) in der Praxis eingesetzt.

Gentechnisch verénderter Bt-Mais wurde in den USA im Jahr 2002 auf ca. 10 Mio. ha
(34% der Gesamtanbauflache von Mais) angebaut. Darunter befinden sich viele
Konstrukte, die in der EU nicht zugelassen sind. In Spanien, das als einziges EU-Land seit
1998 Bt-Mais anbaut, betragt der Anteil fur insektenresistenten Bt-Mais ca. 4 % bis 5 %.
Insgesamt wurden im Jahr 2002 ca. 25000 ha Bt-Mais in Spanien angebaut. Dem
gegeniber betrug die Anbauflache in Deutschland nicht mehr als 500 ha Bt-Mais, der nicht
fur den kommerziellen Verbrauch eingesetzt werden darf (http://www.transgen.de). Allein
im Oderbruch wurden im letzten Jahr auf groRen zusammenhdngenden Feldflachen
insgesamt ca. 200 ha Bt-Mais im Rahmen der Sortenzulassungsprifung und fur

wissenschaftliche Fragestellungen angebaut.

Da beim Anbau von Bt-Mais nicht ausgeschlossen werden kann, dass auch
Nichtzielorganismen geschédigt werden konnen, wurden innerhalb des vom BMBF
geforderten Verbundprojektes mdogliche Einflisse des Bt-haltigen Pflanzenmaterials
(Bestandsabfall) einschlieBlich der Wurzeln auf mikrobielle Bodenaktivitat sowie auf
bodenbewohnende saprophage Organismen (Collembolen) untersucht. Dabei stellte sich
heraus, dass Collembolen beim Abbau der Pflanzenriickstande nicht geschadigt werden
(pers. Mitt. MUCHER, 2003). In anderen Arbeiten wurden ebenfalls keine negativen
Auswirkungen bei den rduberischen Wanzen Orius majusculus (ZWAHLEN et al., 2000) und
Orius insidiosus (PILCHER et al., 1997) und Bienen festgestellt. Eine erhohte
Larvalmortalitat bei den Florfliegen Chrysoperla carnea konnte jedoch durch das
Verflttern von subletal durch Bt-Mais geschadigten O. nubilalis-Raupen ermittelt werden

(HILBECK et al., 1998). Weiterhin ist bei anderen Schmetterlingsarten, wie z. B. beim
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amerikanischen Monarchfalter Danaus plexippus (Losey et al.,, 1999) und bei
europdischen Schmetterlingsarten, wie dem groen und kleinen Kohlweillling Pieris
brassicae, Pieris rapae, der Kohlmotte Plutella xylostella, dem Pfauenauge Inachis io die
toxische Wirkung von Bt-Mais Pollen nachgewiesen worden (FELKE & LANGENBRUCH,
2001, 2002). Jedoch wurden bei den Erdeulen Agrotis segetum keine negativen
Auswirkungen festgestellt. Die negativen Effekte bei den Lepidopteren treten
hauptséchlich durch die Aufnahme des Pollens auf. Bei dem Konstrukt Bt176 liegt die Bt-
Konzentrationen 1,1 pug/g — 7,1 pg/g Pollen und bei den Kontrukten Bt11l und Mon810
betragt der Wert von 0,09 pg/g Pollen (SEARS et al., 2001). Durch eine gezielte Bt-
Expression in bestimmten Pflanzenorganen, die den Pollen ausschlieft, kénnten diese
potentiellen negativen Auswirkungen auf Nichtzielorganismen eliminiert werden. Die
meisten Laborergebnisse haben jedoch kaum 6kologische Relevanz, weil sie nicht auf das
Freiland Ubertragbar sind. So findet eine Koinzidenz zwischen dem Pollenflug und dem
Raupenfra von Nichtziel-Organismen &uRerst selten und in bedeutend geringeren Mengen
als im Labor statt. Weiterhin fihren klimatische Bedingungen wie Regen und Wind zu
einer kurzen Ablagerung des Pollens auf der Maispflanze und den Nichtziel-Organismen
stehen dartiber hinaus eine Reihe von Alternativpflanzen anstelle des Mais zur Verfugung.

1.3 Insektenresistenzmanagement (IRM) von Bt-Mais

Der Anbau von Bt-Mais kann zur Selektion resistenter Tiere von O. nubilalis fuhren. Ein
nachhaltiger Anbau von Bt-Mais erfordert daher ein Insektenresistenzmanagement (IRM)
mit dem Ziel, die Entwicklung resistenter Populationen zu verhindern oder zumindest zu

verzogern.

Die Anpassung von O. nubilalis an Bt-Mais ist gekennzeichnet durch ein Uberleben der
unempfindlichen, d. h. resistenten Individuen, und eine Weitergabe der genetisch fixierten
Resistenzeigenschaften an die Nachkommen (STEINBRINK et al., 1989). Durch Mutationen
kénnen sich Resistenzgene entwickeln, die einen Selektionsvorteil gegenuber den
empfindlichen Individuen vermitteln. Diese Resistenzentwicklung ist definiert durch die
Anzahl von Jahren, die erforderlich ist, um die Resistenzallelfrequenz von 0,001 auf 0,03
zu erhdhen (ONSTAD & GUSE, 1999). Bei O. nubilalis ist bisher nur im Labor gegen das Bt-
Préparat Dipel ES, das mehrere Protoxine besitzt (HUANG et al., 1999), und gegen CrylAc
und z. T. gegen CrylAb (BoLIN et al., 1999) eine Resistenz erzeugt worden. Resistente
Tiere von O. nubilalis erfordern 30- bis 60-mal mehr Toxin gegenuber nicht-resistenten

Maiszlnslern zur Abtétung von 50 % der Tiere (WiTKowsKI et al., 1997). Im Freiland
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wurden bisher keine resistenten Tiere von O. nubilalis gefunden. Modellrechnungen fur
die Bedingungen in den USA ergaben (GouLD et al., 1997), dass bei Heliothis virenscens
(Noctuidae) innerhalb von zehn Jahren eine Resistenzentwicklung im Feld mit 4 %
Refugien auftreten konnte. Flr ein effizientes Resistenzmanagement ist daher die
Erfassung der Ausgangsallelfrequenz von grofler Bedeutung. Eine Methode zur
theoretischen Bestimmung der Ausgangsallelfrequenzen lieferte ANDOW & ALSTAD (1998)
mit einem F2-Screening. Dabei werden Weibchen im Feld gefangen, die Nachkommen
getrennt aufgezogen (Halbgeschwisterlinien) und diese F1-Genertion untereinander
gekreuzt. Das Toxizitatsscreening wird jedoch erst mit den F2-Larven durchgefiihrt. Mit
95 % Wahrscheinlichkeit ist bei mindestens 100 Halbgeschwisterlinien eine Resistenzallel-
Haufigkeit von weniger als 102 und bei mindestens 1500 Halbgeschwisterlinien eine
Resistenzallel-Haufigkeit von weniger als 10* anzunehmen, wenn keine Resistenz
gefunden wird. ANDOW et al. (1998) bestimmten an Bt-Pflanzen bei einer amerikanischen
Ostrinia nubilalis-Population fur 81 Halbgeschwisterlinien eine Ausgangsallelfrequenz
von kleiner 1,5 x 10 mit einer Wahrscheinlichkeit von 95 %, da sie keine iiberlebenden
Larven fanden. Die Resistenz kann durch verschiedene Mechanismen hervorgerufen

werden (MULLER, 2001a; TABASHNIK, 1994):

> Anderungen an der Darmmembran und deren Rezeptoren und dadurch
bedingte verringerte Bindungsaffinitat der Toxine an die Darmmembran;

» Verénderung des pH-Wertes im Darm;

> Anderung der Enzymausstattung im Mitteldarm mit den Folgen einer

verénderten Spaltung des Protoxins.

Die erste Resistenz gegen Bt-Spritzmittel wurde bei der Kohlmotte Plutella xylostella im
Jahre 1988 im Feld festgestellt (TABASHNIK et al., 1997). Weiterhin wurden im Labor bei
verschiedenen Lepidopteren, Coleopteren und Dipteren Resistenzen erfolgreich provoziert
(TABASHNIK, 1994).

Um die Resistenzentwicklung im Feld zu verzdgern und gleichzeitig den Schaden durch
Insektenfral} unter der Toleranzschwelle zu halten, ist ein Resistenzmanagement in den
USA entwickelt worden, welches das Ziel verfolgt, Resistenzgene im Genpool einer
Population niedrig zu halten und eine ausreichende Anzahl an empfindlichen Larven zu
gewahrleisten. Fir das Resistenzmanagement konnen mehrere Strategien eingesetzt
werden, wobei die Kombination von ,,high dose* und Refugien-Strategie am hdufigsten

angewandt wird.
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>

Die ,,high dose* Strategie besagt, dass Bt-Mais mindestens 25fach hoher
konzentriert sein sollte als bendtigt wird, um 99 % der Larven des anfalligsten
Stadiums abzutéten (GouLD & TABASHNIK, 1998). ONSTAD & GUSE (1999)
definieren in ihrem Modell die hohe Toxindosis, bei der 100 % der homozygot
empfindlichen und heterozygot resistenten Individuen des ersten
Larvenstadiums sterben. Bei homozygot resistenten Tieren von O. nubilalis des
empfindlichen ersten Larvenstadiums nehmen sie eine Mortalitit von 25 % an.
Andere Autoren definieren die ,,high dose** als Konzentration, bei der 99 % der
heterozygoten Individuen abgetdtet werden (ANONYMUS, 1999). Voraussetzung

fiir diese Strategie ist eine rezessive Vererbung der Resistenz.

Wenn die Resistenz autosomal dominant vererbt wird, schlagt diese Strategie
fehl, wie Untersuchungen von HUANG et al. (1999) mit Dipel ES zeigten. Dann
wére eine ,,refuge/low dose* Strategie nach ANDOW & HUTCHISON (1998)
empfehlenswert, weil dadurch die scharfe Selektion der resistenten Larven mit
hoher Expressionsstarke verhindert und gleichzeitig ein Uberleben der Larven
gesichert wird, die die Resistenz nur schwach auspragen (geringe
Expressionsstarke). Dies konnte die Entwicklung von O. nubilalis durch den
geringen Fitnesswert verlangsamen, so dass die anfélligen Schédlinge lberleben

und gleichzeitig ihr Schaden begrenzt wird (BLATTER & WOLFE, 1996).

Die Refugien-Strategie beinhaltet, dass neben Bt-Mais auch einige Felder mit
anfalligem Mais als Refugien angebaut werden. Die wenigen uberlebenden
(resistenten) Tiere von den Flachen mit Bt-Mais stellen dann nur einen sehr
geringen Anteil an der gesamten Population eines Befallsgebietes dar, weil eine
Kreuzung mit anfélligen Tieren aufgrund des rezessiven Erbgangs wieder
Anféllige ergibt und damit die Resistenzentwicklung insgesamt stark verzogert
wird. Hierbei stehen die Anbauflache des anfélligen Mais und die Entfernung
zu den Bt-Feldern zur Diskussion. Obwohl die tberwiegende Anzahl von O.
nubilalis 800 m und nur wenige Uber 3,2 km fliegen kénnen (SHOWERS et al.,
2001), sollten die Refugien nicht weiter als ca. 300 m vom Bt-Mais entfernt sein
(STEWART et al., 1999) und eine RefugiengrélRe von 20 % bis 30 % ohne bzw.
40% mit Insektizidanwendung besitzen (ANONYMuS, 1998b). Als
VorsorgemalRnahme wird jedoch nach ANDOW & HUTCHISON (1998) eine
Refugienflache von ca. 50 % empfohlen. Die Refugien-Strategie kommt an ihre
Grenzen, wo Bt-Mais nach Bt-Mais nachgebaut wird. Der Verzicht auf diesen
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Nachbau von Bt-Mais stellt daher eine wichtige Voraussetzung fir ein

erfolgreiches IRM dar.

» Eine Begrenzung der Verfligbarkeit des 3-Endotoxins durch entwicklungs- oder
gewebespezifische Expression des Gens im Mais verringert den

Selektionsdruck.

» Der Einbau mehrerer unterschiedlicher Bt-Gene in eine transgene Pflanze (sog.
,.gene stacking® oder Pyramidisierung) kann zu einer starken Verzégerung der

Resistenzentwicklung fuhren (MULLER, 2001a; ANONYMUS, 1999).

» Auch eine Sortenmischung, die den Vorteil einer leichten Saatausbringung und
Refugienkontrolle zur Folge héatte, konnte ein Prinzip des IRMs sein.
Untersuchungen von SHELTON et al. (2000) haben jedoch an Bt-resistenten
Kohlmotten Plutella xylostella gezeigt, dass eine separate Refugien-Flache
effizienter ist als eine Sortenmischung, die von RAUSHER (2001) positiv
bewertet wurde. Bei Sortenmischungen kdnnen empfindliche Larven leicht von
anfalligen zu resistenten Pflanzen wechseln, wo sie anschlieRend sterben. Damit
wird der Anteil Uberlebender sensitiver Tiere verringert und somit dem

Resistenzmanagement entgegengewirkt.

» Ein wechselnder Anbau von Bt-Sorten mit unterschiedlichen Toxingenen kann
verhindern, dass die Nachkommen resistenter Larven an Bt-Pflanzen mit
anderem Toxin Uberleben. Des Weiteren kann durch eine Mischung von
Pflanzen mit unterschiedlichen Bt-Toxinen einer moglichen Entwicklung von

Kreuzresistenzen vorgebeugt werden (MCGAUGHEY, 1994).

Noch problematischer ist die Entwicklung von Kreuzresistenzen gegen mehrere Bt-Toxine
bei Zielorganismen. Beobachtungen bei Plutella xylostella haben erste Anzeichen von
einer Kreuzresistenz aufgezeigt. Versuche von TABASHNIK et al. (1997) ergaben, dass ein
einziges Gen die Resistenz gegen vier Toxine bewirken kann. Solch eine Kreuzresistenz
wirde dazu fuhren, dass Bt-Sorten ihre Wirkung verlieren und dann wieder zu
konventionellen Methoden, wie der Bodenbearbeitung, dem Einsatz von Schlupfwespen

und Pflanzenschutzmitteln, zurlickgegriffen werden musste.

Zur Uberwachung der Effizienz des IRMs missen geeignete Monitoring-Methoden
eingesetzt werden. Neben der Aktualisierung der Werte fur die Empfindlichkeit von O.
nubilalis fur Bt-Toxine auf Grundlage der vor dem Anbau ermittelten Basisempfindlichkeit

(LCsp) dienen populationsgenetische Informationen der Abschatzung von Gendrift, d. h.
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der Vermischung von Populationen und der Ausbreitung von Resistenzgenen in

benachbarte Befallsgebiete.

14 Genetische Charakterisierung von Insektenpopulationen

Bevor eine genetische Charakterisierung von Insektenpopulationen durchgefiihrt wird,
muss zundchst einmal der Begriff ,,Population® definiert werden. Unter einer Population
wird eine Gruppe von Organismen derselben Art bezeichnet, die ein mehr oder weniger
genau definiertes geographisches Gebiet besetzt, einen gemeinsamen Genpool besitzt und
von Generation zu Generation Fortpflanzungskontinuitat aufweist. Die Population
wiederum setzt sich aus kleinen lokalen panmiktischen Populationen zusammen, die als

Deme, Subpopulationen oder Lokalpopulationen bezeichnet werden.

Zur genetischen Charakterisierung von Insektenpopulationen stehen sowohl Marker von
Genprodukten (Proteinmarker) als auch DNA-Marker zur Verfligung. Bei den
Proteinmarkern unterscheidet man zwischen  Alloenzymen  (unterschiedliche
Substratspezifitdt, aber vom gleichen Genort) und Isoenzymen (identische
Substratspezifitat, aber unterschiedliche Genorte), die in vielen Insektengruppen bspw.
innerhalb der Lepidopteren flir Hemileuca oliviae (DUBACH et al., 1988) und Spodoptera
frugiperda (PASHLEY et al., 1985) fir populationsbiologische Studien herangezogen
wurden. Alloenzyme, die seit 1966 ein breites Anwendungsgebiet in allen Tier- und
Pflanzengruppen erreichten, sind meist billiger und schneller zu testen als DNA-Marker
(LOXDALE & LusHAI, 1998), aber sie sind dennoch kritischer zu bewerten, da duf3ere
Einflusse ihre Expression verandern kdnnen (LINNERT & ODENBACH, 1997). Gegenwartig
nimmt die DNA-Technik dank der Entwicklung der Polymerase Kettenreaktion
(Polymerase Chain Reaction, PCR) und der Verwendbarkeit unterschiedlicher
Ausgangsmaterialen (Alkoholfixierung, Lufttrocknung, Fossilien) eine bedeutendere
Stellung im Gebiet der Populationsgenetik gegeniiber den Enzymen ein (LEWIN, 1994). Fir
molekulare Populationsstudien bei Insekten werden spezifische und unspezifische
Abschnitte der genomischen DNA (Zellkern) und DNA der Mitochondrien (mtDNA)
herangezogen. Gene, die flr ribosomale RNA (rDNA) kodieren und die mitochondriale
DNA (mtDNA) eignen sich besonders gut zur Charakterisierung auf Artebene, da sie im
Laufe der Evolution wesentlich geringeren Verénderungen unterworfen waren als andere
DNA-Bereiche (TAYLOR, 1986; JORGENSEN & CLUSTER, 1989; KREITMAN, 1991 zitiert in:
HERING, 1997).
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Die mtDNA ist einer der besten Marker fir phylogenetische Beziehungen von nahe
verwandten Gruppen von Insekten (DESALLE et al., 1978; BECKENBACH et al., 1993 zitiert
in: Kim et al., 1999). So untersuchten Kim et al. (1999) die mtDNA von sieben Ostrinia-
Arten aus Japan und einer Art aus Nordamerika. Es zeigte sich, dass die COIl Sequenz die
phylogenetischen Beziehungen der Ostrinia-Arten gut charakterisiert. Allerdings stimmten
diese nicht mit der taxonomischen Klassifikation der Ostrinia-Arten mittels Beschreibung

der Tiben Uberein.

Innerhalb der genomischen DNA befindet sich die ribosomale DNA (rDNA), die in
variable Bereiche u. a. die Internal Transcribed Spacer (ITS-1 und -2) und in hoch
konservierte kodierende Bereiche (5,8S rDNA, 18S rDNA und 28S rDNA) gegliedert wird.
Die ITS-1 und -2-Abschnitte dienen ebenfalls als molekulare Marker fur intra- und
interspezifische Beziehungen von nahe verwandten Arten der Insekten und Arthropoden
(PORTER & COLLINS, 1991; PASKEWITZ et al., 1993 zitiert in: CLARK et al., 2001).

Wie die Zusammenstellung von SILVA & Russo (2000) zeigt, wurden in dem Zeitraum von
1979 — 1997 im Bereich der Populationsbiologie 54 % der verdffentlichten Untersuchungen
mit mitochondrialer DNA, 41 % mit genomischer DNA und 5 % mit Chloroplasten-DNA
durchgefiihrt. Der Anteil auf rDNA basierender Untersuchungen innerhalb der
genomischen DNA wurde nicht angegeben. Es kann jedoch davon ausgegangen werden,

dass die rDNA einen nicht unerheblichen Anteil in der Populationsbiologie ausmacht.

Unter den zahlreichen Methoden fir populationsgenetische Untersuchungen wurde die
RFLP mit 44 % am hdufigsten eingesetzt, gefolgt von 18 % Sequenzierung, 14 % RAPD-
PCR, 10 % Fingerprinting, 8 % Mikrosatelliten, 5 % Variable Number of Tandem Repeats
(VNTR) und 1 % Denaturierung. Zur Technik der Denaturierung zéhlen die Single-Strand
Conformation Polymorphism (SSCP), die Denaturing Gradient Gel Electrophoresis
(DGGE), Temperature Gradient Gel Electrophoresis (TGGE), und Heteroduplexing. Seit
Ende der 90er Jahre wurden verstarkt die Methoden der Amplified Fragment Length
Polymorphisms (AFLP), Sequence-Specific Oligonucleotides (SSO) und Mikrosatelliten
fir populationsgenetische Studien herangezogen. Neben den Alloenzymen kénnen nur die
Restriction Fragment Length Polymorphism (RFLP) und Mikrosatelliten-Methoden
homozygote von heterozygoten Fragmenten unterscheiden (SILVA & Russo, 2000). Alle
anderen Marker (RAPD, AFLP u. a.) sind dominant und kénnen damit diesen Unterschied

nicht aufzeigen.
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Die PCR st eine in vitro-Technik, mit der gezielt Desoxyribonucleeinsaure-(DNA)-
Abschnitte mit Hilfe von Primern aus einem heterogenen Gemisch amplifiziert, d. h.
vervielféltigt, werden koénnen. Ein Reaktionszyklus der PCR ist durch drei aufeinander
folgende Schritte gekennzeichnet: Denaturierung der DNA durch Erhitzen auf ca. 92 °C -
94 °C; nach schneller Temperatursenkung auf ca. 50 °C — 60 °C hybridisieren die Primer
mit den komplementdaren Sequenzen der Einzelstrange (Primerannealing); anschlieRend
werden die Einzelstrange bei ca. 72° C mit Hilfe einer hitzestabilen DNA-Polymerase zur
doppelstrdngigen DNA erganzt (DNA-Amplifikation oder Primerextension); durch
30fache bis 40fache Wiederholung dieses Reaktionszyklus werden DNA-
Vervielfaltigungen von 10° bis 10° erreicht. Es gibt drei unterschiedliche Fingerprinting-
Methoden, die durch eine zufallige Amplifikation verschiedene PCR-Fragmente erzeugen.
Der Unterschied zwischen den Methoden besteht in den variablen Nukleotidlangen der
eingesetzten Primer. Bei der RAPD-PCR von WILLIAMS et al. (1990) werden Primer mit
einer Lange von 10 — 12 Basen und mit einem G/C-Gehalt von mindestens 50 %
verwendet. Eine von WELSH & MCCLELLAND (1990) beschriebene Technik wird als AP-
PCR (arbitrarily primed) bezeichnet, die sich durch langere Primer (z. B. 20 Basen oder
Universal-Primer M13 mit 17 Basen) auszeichnet. Die dritte als DAF-PCR (DNA
amplification fingerprinting) von CAETANO-ANOLLES et al. (1991) beschriebene Methode
verwendet Primer mit einer L&nge von 5 bis 8 Basen. Bei allen drei Methoden fihrt ein
Abstand der Primer auf einem DNA-Strang von groRer 2 kb bis 3 kb zu einem Abbruch der
Amplifikation durch die Polymerase (WILKERSON et al., 1993), so dass die PCR-

Fragmente meist GréRen zwischen 0,1 kb bis 2 kb erreichen.

Durch die PCR-Amplifikation kénnen genetische Polymorphismen aufgedeckt werden, die
sich durch das Vorliegen mehrerer Ausfertigungen einer genetischen Struktur (LINNERT &
ODENBACH, 1997), d. h. durch die An- bzw. Abwesenheit von spezifischen Fragmenten,
auszeichnen. Diese kénnen durch Punktmutationen an einer oder mehreren Positionen der

Primer-Bindungsstellen, durch Inversionen, Insertionen oder Deletionen auftreten.

Die RAPD-PCR war bei den hier vorliegenden Untersuchungen zur Populationsgenetik
von O. nubilalis die dominierende Methode, da sie gegeniber anderen PCR-Methoden
viele Vorteile besitzt und bei einer Vielzahl von Pflanzen und Tieren fir
populationsgenetische Analysen eingesetzt wird. So wurden RAPD-Primer bspw. bei
Bakterien wie Xanthomonas campestris (SMITH et al., 1994), bei Pilzen wie Hypoxylon
truncatum (YOON & GLAWE, 1993) und Beauveria brongniartii (CRAVANZOLA et al.,
1997), bei Pflanzen wie Picea glauca (CARLSON et al., 1991) und Juniperus procera
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excelsa (ADAMS et al., 1993), bei Vertebraten wie Fische (SCHEIDER et al., 1997) und bei

Invertebraten wie die Nemathelminthen Globodera spp. (PASTRIK, 1995; PASTRIK et al.,

1995) und vielen Insektenarten verwendet. In der Referenz-Liste (1S Web of Science) sind

beim Screening ,,RAPD-PCR* 735 Eintrége registriert worden. Innerhalb der Insekten sind

bei den folgenden Ordnungen besonders viele RAPD-Arbeiten durchgefihrt worden, flr

die beispielhaft einige aufgefiihrt werden:

>

Homoptera z. B. die WeiRe Fliege Bemisia tabaci - ein wirtschaftlich bedeutender
Schédling und Vektor von Pflanzenvirosen (Mova et al., 2001; LimA et al., 2000;
DeE BARRO & DRIVER, 1997; Wu et al., 2002), Blattlause wie Acyrthosiphon
pisum (HOMMEL & PACHOLSKY, 1996);

Diptera z. B. Stechmiicken wie Aedes aegypti, A. formosus (BALLINGER-
CRABTREE et al., 1992), Anopheles gambiae, A. arabiensis (WILKERSON et al.,
1993);

Hymenoptera z. B. Wespen wie Trichogramma spp. (BARNAY at al., 2001),
Cephus cinctus (Lou et al., 1998) und Trioxys pallidus (EDWARD & Hoy, 1995) ;
Lepidoptera z. B. den Schwammspinner Lymantria dispar (REINEKE, 1998;
GRASER et al., 1995), den Maisziinsler Ostrina nubilalis (PORNKULWAT et al.,
1998) und die Ddorrobstmotte Plodia interpunctella (Dowby & MCGAUGHEY,
1996);

Coleoptera z. B. Naupactus leucoloma, N. peregrinus, N. tucumanensis
(HARDWICK et al., 1997).

Die RAPD-PCR unterscheidet sich von einer spezifischen PCR durch die Verwendung nur

eines RAPD-Primers mit 9 oder 10 Basen mit einer niedrigen Annealingtemperatur von

35 °C -39 °C statt zweier verschiedener Primer mit einer Anzahl von 18 — 30 Basen und

einer Annealingtemperatur von 50 °C — 55 °C (BowbDITCH et al., 1993). Die Abbildung 6
zeigt schematisch den Ablauf der RAPD-PCR.
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1. Annealing an Template-DNA (PCR-Primarprodukte; 2x)
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Abb. 6: Schema der RAPD-PCR

Die RAPD-PCR eines komplexen Genoms produziert eine Anzahl von 2 — 10 anonymen
aber meist gut reproduzierbaren Banden mit einer Grofle von 400 bp— 2000 bp
(BowbITCH et al., 1993). Die Technik der RAPD-PCR ist leicht und schnell zu erlernen
und anzuwenden. Sie bendétigt keine Sequenzinformation, geringe DNA-Mengen, ist relativ
kostengunstig und wird als genetischer und taxonomischer Marker von Eu- und
Prokaryonten benutzt (TINGEY & Turo, 1993). Sie gibt aber allerdings wenig bis keine
Auskunft (ber die Phylogenie von verschiedenen Taxa, da die konservierten DNA-
Abschnitte wie die mtDNA und rDNA nur ungeniigend von RAPD-Primern erfasst
werden. Die Fingerprints bei der RAPD-PCR werden auf Gattungs-, Art- und
Individuenebene angewendet (HADRYS et al., 1992). So wurde mit der RAPD-PCR bei der
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Kéfergattung Naupactus zwischen Arten und Populationen differenziert (HARDWiICK et al.,
1997), bei den Schwammspinnern Lymantria dispar zwischen Rassen und Populationen
(GRASER, 1996), bei der Mickengattung Aedes zwischen Unterarten und Populationen
(BALLINGER-CRABTREE et al., 1992) und bei dem Maisziinsler O. nubilalis zwischen
Okotypen (PORNKULWAT et al., 1998). Bei der WeiRen Fliege Bemisia tabaci wurde
festgestellt, dass Biotypen einer Art keine engere genetische Ahnlichkeit gegeniiber
anderen Arten besitzen und daher ein Einsatz der RAPD-PCR firr eine hohere
Klassifikation der Insekten nicht sinnvoll ist (GAWEL & BARTLETT, 1993). Weiterhin wird
die RAPD-PCR fur Verwandtschaftsanalysen und zum Monitoring nattrlicher Feinde von
Schédlingen eingesetzt (Hoy, 1994).

Die RAPD-PCR kann alle Arten von Mutationen, wie Substitution, Insertion, Deletion und
Inversion, erfassen. Mutationen konnen im Bereich der Primerbindungen, durch
Verhinderung der Primeranlagerung, als auch auflerhalb dieser als eine Form des
Polymorphismus sichtbar werden. Durch die niedrigen Annealingtemperaturen kann es
leicht zur Ausbildung von Sekundarstrukturen innerhalb der Einzeltrang-Template
kommen, die die Bindung der Primer oder die Elongation der Tag-Polymerase verhindern
konnen. Die amplifizierten PCR-Fragmente geben weder Auskunft uber die Quantitat der
Sequenz noch dartiber, ob es sich um heterozygote oder homozygote Allele handelt.
RAPD-Fragmente sind daher dominante Marker (BLACK, 1993). Es ist jedoch theoretisch
mdoglich, anhand der unterschiedlichen Menge der Amplifikationsprodukte zwischen
Homozygotie (zwei Kopien) und Heterozygotie (eine Kopie) zu unterscheiden (BUSCHER
& ZYPRIAN, 1994). Die Codominanz der Allele wird nur selten aufgedeckt, so fand bspw.
WiLLIAMS et al. (1990) nur vier codominante Marker von 88 RAPD-Polymorphismen im

Genom des Pilzes Neurospora crassa.

Im Vergleich zu der Alloenzym-Elektrophorese wird mit der RAPD-PCR eine groRRere
genetische Variation erfasst (BLACK, 1993; BLACK et al., 1992). So wurde bei der
Bestimmung der genetischen Variation zwischen geographisch verschiedenen
Schmetterlings-Populationen von Boloria aquilonaris eine gréflere Mutationsrate mit der
RAPD-PCR gegentber den Alloenzymen nachgewiesen (VANDEWOESTIINE & BAGUETTE,
2002). Anderseits ist die RAPD teurer und dauert langer als die Alloenzym-Elektrophorese
(DE BARRO & Driver, 1997).

Die RAPD-PCR deckt gegentiber der alteren RFLP-Technologie vier bis sechsmal mehr
Polymorphismen auf und ist 10fach effektiver in der Zeit (TINGEY & TUFO, 1993). SUN et
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al. (1999) zeigten mit den drei Methoden Isoenzym-Elektrophorese, RAPD-PCR und
Mikrosatelliten-Methode zur Untersuchung der genetischen Diversitat der Graminee
Elymus caninus, dass die RAPD-PCR mehr Variationen als die Isoenzyme aufzeigt, jedoch
Mikrosatelliten den hochsten Grad an Polymorphismus erbringen.

1.5  Zielsetzung

In Vorbereitung auf einen erwarteten Anbau von Bt-Mais in Deutschland wurden im
Programm ,,BioMonitor* des Bundesministeriums fur Bildung und Forschung (BMBF)
mehrere abgestimmte Projekte der Biologischen Bundesanstalt fir Land- und
Forstwirtschaft Berlin und Braunschweig (BBA) und der Rheinisch-Westfélischen
Technischen Hochschule (RWTH) Aachen im Zeitraum von 1999 bis 2002 unter den
Kennzeichen  BEO/0312165 bzw. BEO/0312175  gefordert  (http://www.ptj-
jahresbericht.de). Auf der Grundlage von mehreren lokalen O. nubilalis-Populationen aus
verschiedenen deutschen Befallsgebieten bestanden die Projektziele beider Partner 1. in
der Ermittlung der Basisempfindlichkeit von O. nubilalis fur das CrylAb Toxin und 2. in
der Bestimmung der genetischen Ahnlichkeit von ausgewahlten Lokalpopulationen.

Die Ergebnisse der umfangreichen Biotests zur Basisempfindlichkeit wurden in der hier
vorgelegten Dissertation nicht aufgenommen. Sie wurden in Kooperation mit der
Arbeitsgruppe von Dr. Langenbruch vom Institut fur Biologischen Pflanzenschutz der
BBA in Darmstadt durchgefiihrt und werden in einer gemeinsamen Publikation

veroffentlicht.

Fir molekulargenetische Fragestellungen zur genetischen Ahnlichkeit von Populationen
und Rassen stehen generell mehrere molekulargenetische Methoden auf der Grundlage der
PCR zur Verfligung (siehe Kapitel 1.4). An der RWTH Aachen wurde die AFLP-Methode
und am Institut fir integrierten Pflanzenschutz der BBA in Kleinmachnow die RAPD-
Technik in den Mittelpunkt der Untersuchungen gestellt, um sie spater in einer

gemeinsamen Auswertung zusammen zu fuhren.

In der vorliegenden Arbeit werden auf der Grundlage der RAPD-Muster folgende Fragen

zur Populationsgenetik von O. nubilalis beantwortet:

1) Stellen Befallsgebiete von O. nubilalis in Deutschland isolierte Populationen mit
einem gemeinsamen Genpool dar? Wird die genetische Ahnlichkeit von O.
nubilalis-Populationen durch Genfluss veréndert?
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2) Welche mdogliche Ausbreitung zwischen den Populationen Uber Migration kénnte

eine Bt-Resistenz von O. nubilalis nehmen? Welche Monitoringmethoden sind zur

Beobachtung dieser Ausbreitung notwendig?

3) Welche Schlussfolgerungen ergeben sich aus den RAPD-Untersuchungen fur das

Far

IRM und sein Monitoring?

die eigentlichen Untersuchungen zur Generierung von RAPD-Mustern der

ausgewahlten lokalen Populationen mussten spezielle methodische Voraussetzungen erst

abgeklart werden:

>

Welche DNA-Extraktionsmethode ist einfach durchfihrbar, gut reproduzierbar
und fuhrt zu guten PCR-Ergebnissen?

Welche Reaktionsbedingungen missen eingestellt werden, um optimale
Ergebnisse in der RAPD-PCR zu erhalten? Wie grol? muss die Anzahl an RAPD-
Markern sein, um die genetischen Unterschiede zwischen den Herkiinften genau
zu erfassen?

Welche FeldgroRe und welcher Feldbereich sind fur eine reprasentative Auswahl
an Individuen erforderlich, um eine Lokalpopulation ausreichend zu beschreiben?
Koénnen fir die populationsgenetischen Untersuchungen auch Tiere aus
bestehenden Laborzuchten herangezogen werden, oder reprasentieren sie dann
nur noch einen Teil der urspringlichen genetischen Vielfalt? Welchen Einfluss
haben Geschwister in einer ausgewdhlten lokalen Populationsprobe auf die
RAPD-Muster?

Welche in der PCR eingesetzte Template-DNA aus Einzeltieren oder Tiergruppen
flihrt zu charakteristischen RAPD-Mustern der Lokalpopulation?

Wie veréndert sich das RAPD-Muster bei einer Mischung von Larven der E-und
Z-Rasse gegeniber Larven aus der Z-Rasse?

Zur genetischen Charakterisierung der lokalen O. nubilalis-Populationen und —Rassen aus

Deutschland sind aufler der RAPD-PCR weitere molekulargenetische Methoden fir

folgende Fragestellungen herangezogen worden:

>

Gelingt mit dem Internal Transcribed Spacer-Restriction Fragment Length-
Polymorphism (ITS-RFLP), der Temperature Gradient Gel Electrophoresis
(TGGE) und mit der Sequenzierung des ITS-1-Fragments eine Unterscheidung
der beiden O. nubilalis-Rassen Z und E?
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»  Tragen Untersuchungen zu den im Darm von O. nubilalis assoziierten
Bakteriengesellschaften mit Hilfe des Terminal Restriction Fragment Length-
Polymorphism (T-RFLP) zur Verifizierung der mit der RAPD-PCR ermittelten
genetischen Ahnlichkeiten der Populationen bei?

Aufgrund der grol3en Gefahr einer Resistenzentwicklung bei hohem Selektionsdruck durch
den Bt-Mais ist ein weiteres, aber eher strategisches Ziel, tber RAPD- oder AFLP-Muster,
Uber ITS-Sequenzen vor und nach einer Resistenz-Selektion resistenzspezifische
Fragmente zu detektieren, die dann zu resistenzspezifischen Primern weiterentwickelt
werden kdnnen. Somit kénnen die in dieser Arbeit entwickelten Differenzierungstechniken
bei einem Auftreten resistenter Tiere einen Beitrag zur Auffindung von Resistenzmarkern

leisten.
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2 MATERIAL und METHODEN
2.1  Herkunft der lokalen O. nubilalis-Populationen

Fir die Gewinnung der DNA sind aus verschiedenen deutschen Maisanbaugebieten, in
denen schon seit Beginn des 20. Jh. Mais angebaut wird, Larven von O. nubilalis
gesammelt worden. Die Standorte befinden sich sowohl in den alten siidlich gelegenen O.
nubilalis-Befallsgebieten, als auch in Gebieten, in denen sich O. nubilalis erst vor wenigen
Jahren, z. B. um Bonn, etabliert hat. Bei der Auswahl der deutschen Standorte wurden
besonders die starken Befallsgebiete beriicksichtigt und die Larven von O. nubilalis aus
diesen Gebieten in die populationsgenetischen Untersuchungen einbezogen. Die Tab. 2
zeigt eine Ubersicht iiber die ausgewihlten Standorte in Deutschland. Sie enthilt eine
kurze Charakteristik iiber deren Lage, Umfang und Nutzungsrichtung des derzeitigen
Maisanbaus im jeweiligen Bundesland sowie den potentiellen Gefdhrdungsgrad fiir den O.
nubilalis-Befall, der unter den verschiedenen klimatischen, geographischen und

anbautechnischen Bedingungen von KLUGE et al. (1999) kalkuliert wurde.

Tab. 2: Maisanbau und potentielle O. nubilalis-Gefdhrdung der ausgewdéhlten deutschen

Standorte
Maisanbau [1000 ha]
Standort Bundesland Kérner- Silomais | Cefahrdungsklasse
nach KLUGE et al.
& CCM-
(1999)
Mais
Oderbruch Brandenburg 16,2 95,2 stark
Halle Sachsen-Anhalt 21,9 59,3 stark
Niedernberg Bayern 117.2 285.4 stark
Pocking stark
Hessisches Hessen 5,8 24,0 sehr stark
Bonn Nordrhein-Westfalen 35,4 126,8 sehr stark
Freiburg sehr stark
Bodensee Baden-Wiirttemberg 71,8 68,1 stark
Karlsruhe mittel — stark

(ANONYMUS, 2003b)
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Mais Prozent zur AF

Mais Prozent zur AF ac-a3
0-08 - a3i-103
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Abb. 7:  Intensitit des Maisanbaus in Deutschland im Jahr 2003 (pers. Mitt. ENZIAN, 2004)

Da die Grenzen einer Population bzw. Lokalpopulation teilweise von der Absicht des
Forschers und dem Ziel der Untersuchung entsprechend willkiirlich festgelegt werden
konnen (BEGON et al., 1991), wurden die in der vorliegenden Arbeit ausgewdhlten
Standorte als Lokalpopulationen bezeichnet. Welche Lokalpopulationen zu einer
Population =~ zusammengefasst ~ werden  konnen, sollen die  nachfolgenden
molekularbiologischen Arbeiten zeigen. In der Abb. 8 sind alle Lokalpopulationen der Z-
Rasse, die in dieser Arbeit verwendet wurden, in einer Karte eingezeichnet und ihre
jeweilige topographische Lage ist in einer darunter befindlichen Tabelle zusammengefasst.
Fiir die Untersuchung des Einflusses der E-Rasse auf die RAPD-Muster der Z-Rasse ist
zusétzlich eine Teilpopulation der E-Rasse vom Standort Bonn aus Beifuss Artemisia

vulgaris gesammelt worden.
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Abb. 8:  Geografische Lage der ausgewihlten 11 Sammelstandorte fiir O. nubilalis-Larven,
davon neun in Deutschland (1-9), einer in Polen (10) und einer in Frankreich (11)

Die klimatische Charakterisierung der ausgewéhlten deutschen Standorte in Bezug auf
Temperatur- und Niederschlagswerte beziehen sich auf die drei Untersuchungsjahre von
1999 — 2001 (Abb. 9) und langjihrige klimatische Mittelwerte (Tab. 3). Fiir die
Charakterisierung der Standorte in Polen und Frankreich wurden nur die langjéhrigen

klimatischen Mittelwerte herangezogen. Bei diesen Standorten ist zu beachten, dass
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gegeniiber den deutschen Standorten andere Zeitperioden und eine andere Zeitdauer fiir die
Klimadaten zur Verfiigung standen.
Tab. 3: Langjéhrige Temperatur- und Niederschlagsmittelwerte der Sammelstandorte unter

besonderer Beriicksichtigung der Monate Juni bis September fiir den Falterflug und die
Larvenentwicklung sowie November bis Februar fiir die Diapause der Larven

Temperatur [°C] Niederschlag [mm] Messstation
Standorte | Jahre
sahr | Y I xien | Jahr xi-nn |V Name NN
IX IX
1961- .
Oderbruch 1990 8,6 16,5 0,8 563,0 41,8 | 55,5 | Lindenberg | 98 m
1961-
Halle 1990 8,5 16,2 1,1 4552 | 29,0 | 48,9 Artern 164 m
. 1961- Passau-
Pocking 1990 8,0 159 | -2,9 936,6 72,7 | 92,1 Oberhaus 409 m

Hessisches | 1961- 102 | 178 | 2.8 667,6 | 45,2 | 66,7 | Mannheim | 96 m

Ried 1990
. 1961- .

Niedernberg 1990 9,1 16,8 0,5 602,2 46,8 | 56,5 | Wiirzburg | 268 m
1961-

Karlsruhe 1990 10,3 17,8 2,8 769,8 60,7 | 68,9 Karlsruhe | 112 m

. 1961- .

Freiburg 1990 10,7 18,2 3,3 954,8 63,0 | 96,6 Freiburg | 269 m
1961-

Bonn 1990 9,7 16,1 3,7 828.3 66,0 | 74,3 Aachen 202 m
1961-

Bodensee 1990 6,1 13,7 | -1,2 1831,3 | 132,3 | 194,4 | Oberstdorf | 810 m
1951-

Przemysl 1960 8,0 17,1 -1,0 658,8 36,5 82 Przemysl | 237 m

. 1931- Toulouse-
Monbequi 1960 12,7 19,7 6,1 658,8 53,3 | 55,8 Blagnac 152 m

Quelle: Klimadaten von Deutschland von MULLER-WESTERMEIER (1996); Przemysl von BAUCUS
& KALB (1982); Monbequi von KALB & NOLL (1990)

Die klimatischen Bedingungen der untersuchten Lokalpopulationen aus den jeweiligen
Jahren sind in der Abbildung 9 dargestellt. Sie decken sich nur zum Teil mit den

Klimadaten aus dem langjdhrigen Mittel.
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Abb. 9:
2000 und 2001

Mittleres Jahresklima an den deutschen O. nubilalis-Standorten in den Jahren 1999,
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Deutsche Lokalpopulationen
Oderbruch (12 m iiber NN):

Das Oderbruch, das von allen Standorten den tiefsten Lagepunkt besitzt, ist durch ein stark

kontinental  beeinflusstes  Binnenlandklima, mit einer haufig auftretenden
Vorsommertrockenheit gekennzeichnet. Es hatte gegeniiber den anderen untersuchten
deutschen Standorten in den Jahren 1999 — 2001 ganzjdhrig die geringsten Niederschldge
und nach Pocking die zweitniedrigsten Temperaturen zu verzeichnen. Dies bestitigt sich
auch in den langjdhrigen klimatischen Mittelwerten. Von 1965 — 1975 wurde das Moor in
diesem Gebiet umgebrochen und ein intensiver Maisanbau besonders von Silomais
betrieben. Schon nach wenigen Jahren konnte der schwere Alluvialboden (Schwemmland)
nicht mehr gepfliigt werden. Auch heute wird nach der Maisernte, hauptsédchlich wegen des
vorhandenen tonigen Bodens, kaum gepfliigt. Ab dem Jahr 1985 wurden die ersten Ziinsler
von O. nubilalis im Oderbruch registriert und zwei Jahre spiter gezielte Untersuchungen
durchgefiihrt, die von POPKO (1988) verdffentlicht wurden. Der Anteil befallener Pflanzen
lag durchschnittlich bei 10,6 %.

Halle (76 m iiber NN):

Der Standort Halle, der ebenfalls zur kontinentalen Region z&hlt, war in den drei
untersuchten Jahren durch harte Winter, teilweise heiBe Sommer und eine ganzjdhrig
niedrige Niederschlagsmenge gegeniiber den anderen Standorten - ausgenommen
Oderbruch - gekennzeichnet. Die langjdhrigen Mittelwerte sind mit dem Standort
Oderbruch vergleichbar, wobei die Niederschlagsmenge in dieser Region etwas hoher war.
Auch in diesem Gebiet wird hdufig ein pflugloser Maisanbau, bedingt durch eine
Kostenoptimierung der Betriebe und spezielle Férdermalnahmen der Bundesldnder aus
Okologischen und Okonomischen Griinden (Erosionsminderung, Dieseleinsparung),

betrieben. Ahnlich wie im Oderbruch wird bedeutend mehr Silo- als Kérnermais angebaut.

Pocking (325 m iiber NN):

Die Region Pocking ist durch ein kontinentales Klima charakterisiert, welches dhnlich
hohe Niederschlagsmengen wie die alten siiddeutschen Befallsgebiete erreicht. Es besal3
von allen Standorten die geringste Jahresmitteltemperatur, die mit der Region Oderbruch
vergleichbar ist. Die langjdhrigen Temperaturmittelwerte konnen mit den Standorten
Oderbruch und Halle verglichen werden. Die langjéhrigen Niederschlagsmengen sind
jedoch eher mit dem Standort Freiburg zu vergleichen. Die Boden sind steinig, leicht

erwarmbar und stellen einen idealen Maisstandort dar. Im Bezirk des
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Landwirtschaftsamtes Rothalmiinster wird O. nubilalis ausschlieBlich mechanisch durch

Schlegeln der Stoppeln und durch sauberes Unterpfliigen des Pflanzenmaterials bekampft.

Hessisches Ried (162 m iiber NN):

Das Hessische Ried ist durch milde Winter und warme Sommer charakterisiert. Es zihlt zu
den regenarmen Regionen Deutschlands mit einer relativ hohen Verdunstung. Die
Temperaturen waren in den Jahren 1999 - 2001 nur minimal hdéher als in Niedernberg.
Bedeutend hoher fielen die Niederschlagsmengen gegeniiber Niedernberg aus und waren
besonders im siidlichen Bereich um mehr als das Doppelte hoher als in der kontinentalen
Region um Oderbruch und um Halle. Die langjdhrigen Mittelwerte weisen bei den
Temperaturen im Vergleich zu Karlsruhe eine starke Ahnlichkeit auf. Die
Niederschlagsmengen, die im langjéhrigen Mittel niedriger sind als in Karlsruhe, zeigten in
den drei Untersuchungsjahren ein umgekehrtes Verhéltnis. In der Landwirtschaft wird
hauptsichlich Ackerbau aber auch Gemiisebau betrieben. Die Feldflichen sind meist sehr
klein und stark zersplittert. Beim Maisanbau handelt es sich iiberwiegend um Silomais.
Uber die Bekimpfungsmoglichkeit im Hessischen Ried liegen keine Daten vor, es kann
aber davon ausgegangen werden, dass zum Teil Insektizide und Trichogramma spp.
eingesetzt werden. Nach der Maisernte erfolgt kaum eine mechanische Bekdmpfung. Dies
tragt dazu bei, dass sich das Hessische Ried nach KLUGE et al. (1999) in die sehr starke

Gefihrdungsklasse einordnet.

Niedernberg (155 m {iber NN):

Der Standort Niedernberg ordnet sich von allen untersuchten Standorten bei den
Temperatur- und Niederschlagsverhéltnissen im Mittelfeld ein, d. h. es hatte gegeniiber den
alten siiddeutschen Befallsgebieten niedrigere Temperaturen und Niederschlidge, aber
bedeutend hohere als die Standorte Oderbruch, Halle und Bonn. Der Boden ist sandig und
besteht aus Schotter und z. T. aus L6B. Er wird nach der Maisernte in diesem Gebiet
iiberwiegend gepfliigt. Bei 16 % der Ackerfliche, die mit Getreide angebaut wird, handelt

es sich um Kornermais.

Karlsruhe (112 m {iber NN):

Der Standort Karlsruhe hat neben Freiburg das hochste Jahresmittel der Lufttemperatur.
Die Sommer waren stets warm, die Winter mild und die Niederschlagsmenge fiel niedriger
als beim Standort Pocking, aber bedeutend hoher als bei den Standorten Oderbruch und
Halle aus. Die langjdhrigen Temperaturmittelwerte sind mit den Standorten Hessisches
Ried und Freiburg vergleichbar. Bei den langjidhrigen Niederschlagsmengen wird eher eine

Zwischenstellung zwischen den zuvor benannten Standorten eingenommen. Im gesamten
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Bundesland Baden-Wiirttemberg besteht ein ausgewogenes Verhéltnis beim Anbau von
Korner- und Silomais, d. h. 71,8 % Ko&rnermais und 68,1 % Silomais (Tab. 2). Nach
KLUGE et al. (1999) nimmt Karlsruhe eine mittlere bis starke O. nubilalis-

Gefahrdungsklasse ein.

Freiburg (203 m {iber NN):

Freiburg war durch heile Sommer, milde Winter und ganzjéhrig hohe Niederschlige
gekennzeichnet. Die langjdhrigen Klimawerte zeigen die hochsten Temperatur- und
Niederschlagsmengen gegeniiber den anderen untersuchten Standorten. Lediglich am
Standorte Bodensee ist eine noch hohere Niederschlagsmenge zu verzeichnen. Die
wichtigste Ackerkultur stellt der Kérnermais auf mittlerweile rund 40 % der Ackerfliche
dar. Meist werden, wie im Hessischen Ried, kleine Maisflichen bestellt. Durch die
Schéiden von O. nubilalis entstehen Ernteausfélle von iiber 20 %, das damit die Einteilung

zum sehr stark gefdhrdeten Maisziinslergebiet nach KLUGE et al. (1999) rechtfertigt.

Bonn (160 m iiber NN):

Der Standort Bonn zeichnete sich durch milde Winter und warme bis heile Sommer aus,
die jedoch kiihler waren als an den Standorten Karlsruhe und Freiburg. Ganzjihrig waren
nur geringe Niederschldge, dhnlich der Standorte Oderbruch und Halle, zu verzeichnen, die
im langjdhrigen Mittel jedoch bedeutend hohere Werte aufzeigten. Die langjdhrigen
Temperaturmittelwerte sind mit den Standorten Hessisches Ried und Karlsruhe zu
vergleichen. Neben Bayern und Niedersachsen wird in diesem Gebiet der hochste
Maisanbau betrieben. Im Jahre 2002 ist jedoch in ganz Nordrhein-Westfalen ein leichter
Riickgang der Maisanbaufliche festgestellt worden. Bei der Bestellung der Maisfelder

iiberwiegt der Anbau von Silomais.

Bodensee (443 m iiber NN):

Der Standort Bodensee, der von allen Standorten am hdochsten liegt, zeichnete sich im
Sommer durch kiihlere Temperaturen gegeniiber den anderen siiddeutschen Standorten
Freiburg und Karlsruhe aus. Im Winter herrschten kiihle Temperaturen mit vielen
Frosttagen, dhnlich wie beim Standort Oderbruch. Im Sommer wurden &hnlich hohe
Niederschlagsmengen wie in Freiburg, im Winter jedoch niedrigere als in Freiburg und
Karlsruhe erreicht. Die langjdhrigen Klimawerte geben die niedrigsten Temperaturen und
die hochsten Niederschlagsmengen gegeniiber allen anderen untersuchten Standorten an.
Der Maisanbau erfolgt meist auf kleinen Flachen, bei denen in traditionellen

Befallsgebieten des Kornermais-Anbaus Ernteausfille von iiber 20 % eintreten konnen.
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Europaische Lokalpopulationen

Des Weiteren wurden im Jahr 2002 zwei auslidndische Lokalpopulationen beriicksichtigt,
die zum einen aus dem polnischen Przemysl (Gebiet Rzeszow) nahe der ukrainischen
Grenze, und zum anderen aus dem franzdsischen Ort Monbequi (50 km norddstlich von
Toulouse und ca. 25km siidostlich von Montauban) stammten. Die klimatische

Charakterisierung dieser beiden Standorte bezieht sich nur auf ein langjdhriges Mittel.

Przemysl (279 m iiber NN):

Der Standort Przemysl zeichnet sich durch niedrige Jahresmitteltemperaturen &hnlich der
Standorte Oderbruch, Halle und Pocking aus. Die Niederschlagsmenge liegt hoher als bei
den Standorten Oderbruch und Halle, aber groBtenteils niedriger als in den siidlichen
Bereichen Deutschlands. Uber den ersten sichtbaren Befall durch O. nubilalis im
stidostlichen Teil Polens konnte keine Literaturquelle herangezogen werden, allerdings
beschrieb KANIA (1968) von den Jahren 1954 - 1967 ein verstirktes Auftreten von O.
nubilalis im stidwestlichen Teil Polens. Dieses ist jedoch mit groBer Wahrscheinlichkeit
unabhingig von dem 0Ostlichen Gebiet entstanden und geht eher auf Befallsgebiete in der

Ukraine zuriick.

Monbequi (153 m {iber NN):

In dem franzdsischen Standort Monbequi nahe der Stadt Toulouse treten bedeutend hdhere
Jahresmitteltemperaturen auf als in allen anderen untersuchten deutschen Standorten, die
sich besonders durch die hohen Temperaturen im Winter auszeichnen. Die jéhrlichen
Niederschlagsmengen sind mit den Standorten Hessisches Ried und Niedernberg zu
vergleichen. Der Standort Monbequi liegt ebenfalls in einem alten Befallsgebiet, in dem
bereits um 1915 starke Schiden im Maisanbau auftraten (RIVES, 1919 zitiert in: WILKE,
1926).

2.2 Probenentnahme an den Standorten

Die Probenentnahme der O. nubilalis-Larven von den verschiedenen Flichen an den
einzelnen Standorten erfolgte nach unterschiedlichen Methoden. Im Oderbruch sind in
zwei aufeinander folgenden Jahren 1999 in Golzow und 2000 in Seelow auf jeweils einem
groen Feld von ca. 30 ha bzw. 70 ha O. nubilalis-Larven gesammelt worden. Im Jahr
2001 erfolgte in Gusow die Larvensammlung auf einem kleinen Feld von ca. 2,2 ha. Die

Abbildung 10 zeigt die Distanzen der einzelnen Standorte zueinander und gibt die Grofe
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der Beprobungsfliche fiir den Gesamtstandort Oderbruch iiber einen Zeitraum von drei

Jahren an.

In den anderen deutschen Standorten fand die Beprobung jedes Jahr auf mehreren kleinen
Feldern von ca. 0,5 ha-10ha statt. Die Larven von den einzelnen Feldern wurden
anschliefend zusammengefiihrt und aus dieser Grundgesamtheit sind 20 Larven von O.
nubilalis fir die populationsgenetischen Untersuchungen herangezogen worden. Auf den
ausgewidhlten Feldern wurde iiberwiegend Silo- und Kornermais angebaut. Nur im
Oderbruch des Jahres 2001 wurde auf dem von uns beprobten Feld der Mais als Corn-Cob-
Mix (CCM) geerntet.

Die Sammeltermine erfolgten bei den Standorten Oderbruch, Halle, Hessisches Ried,
Pocking, Bonn, Niedernberg und den beiden auslédndischen Standorten in den Monaten
September und Oktober iiberwiegend in den Stoppeln. Bei den Standorten Bodensee,
Karlsruhe und Freiburg sind wiahrend der Sommermonate Juni und Juli im Maisbestand
Falter von O. nubilalis gefangen und im Labor vermehrt worden. Die Folgegenerationen
(Larven), der im Feld gesammelten Falter, wurden fiir die DNA-Extraktion verwendet. In
den siidlichen Standorten Deutschlands wurde ein geringer bis mittlerer O. nubilalis-Befall
beobachtet, in den nordostlichen Standorten hingegen ein mittlerer bis starker Befall

registriert.

Abb. 10: Lage und mit GPS ermittelte Entfernung der Sammelstellen am Standort Oderbruch
in den Jahren 1999 (Golzow), 2000 (Seelow) und 2001 (Gusow)

35



Material und Methoden

Angaben zur detaillierten Lage der Flachen, zur FeldgroBe (bis auf die siiddeutschen
Standorte), zur Art des Maisanbaues, sowie zu den verschiedenen Sammelmethoden sind

im Anhang 1 aufgefiihrt.

Als Ausgangsmaterial flir die populationsgenetischen Untersuchungen wurden die Larven
von O. nubilalis im letzten Larvenstadium (L5) ausgewéhlt. Fiir die tiberwiegend nordlich
gelegenen Gebiete (Oderbruch, Halle, Niedernberg, Hessisches Ried, Bonn, Pocking)
wurde jeweils im Herbst der Jahre 1999, 2000 und 2001 ein umfangreiches Probenmaterial
mit einer Anzahl von jeweils ca. 200 — 1400 Larven von O. nubilalis pro Population in den
Maisfeldern gesammelt. Die BBA in Darmstadt sammelte O. nubilalis-Larven von den
Standorten Niedernberg, Hessisches Ried und Pocking. Fiir spezielle molekularbiologische
Untersuchungen stellte sie weiterhin die E-Rasse (in Beiful3 Artemesia vulgaris
gesammelt) aus den Gebieten Lintel, Gottingen, Bonn, Hessisches Ried und Halle zur

Verfligung.

Die Probenentnahme erfolgte durch das Aufschneiden der unteren Pflanzenstingel, in
denen Bohrlocher und FraBmehl sichtbar waren. Ein Grofteil der Larven wurde fiir die
Zucht und die spiteren Biotests eingesetzt. Der Rest bestehend aus min. 20 Larven pro
Population wurde bei —70 °C fiir die genetischen Tests eingefroren. Auch bei den beiden
Lokalpopulationen aus Polen und Frankreich wurden im Herbst L5-Larven auf den Feldern

gesammelt.

Larven von O. nubilalis aus den alten siidwestdeutschen Gebieten (Karlsruhe, Freiburg,
Bodensee) und aus der Lokalpopulation Bonn stellte die Universitit Aachen zur
Verfligung. Im Sommer wurden diese als Falter mittels Lichtfallen gefangen oder als Eier
von den Maisblittern abgesammelt. Nach Etablierung der verschiedenen
Lokalpopulationen im ersten Jahr, erfolgte in den beiden folgenden Jahren eine
Auffrischung der bestehenden Zucht durch neue Tiere aus dem Freiland. Da jedoch erst die
nachfolgende Generation in die RAPD-PCR einging, handelte es sich bei den Larven von
O. nubilalis aus dem siidlichen Teil Deutschlands ausschlieBlich um Labortiere. Bei der
Lokalpopulation Bonn hingegen sind die Maisziinsler als L5-Larven im Feld gesammelt
worden. Bei den O. nubilalis-Larven aus den Laborzuchten handelte es sich um
unterschiedliche Folgegenerationen des Vorjahrs, die ebenfalls das L5-Stadium erreicht

hatten.

Von insgesamt fiinf deutschen Standorten (Oderbruch, Halle, Niedernberg, Hessisches

Ried, Pocking) standen O. nubilalis-Larven in drei aufeinanderfolgenden Jahren von 1999
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— 2002 fiir die genetischen Tests zur Verfligung. Bei den Standorten Bonn (Jahr: 1999,
2001) und Karlsruhe (Jahr: 1999, 2000) wurden jeweils nur zwei Jahre beprobt. Bei den
restlichen beiden Standorten Freiburg (2001) und Bodensee (2000) sind die
Lokalpopulationen nur von einem Jahr fiir genetische Tests herangezogen worden. Fiir die
Lokalpopulationen aus den franzésischen und polnischen Gebieten sind die O. nubilalis-

Larven aus dem Jahr 2002 fiir die populationsgenetischen Tests eingesetzt worden.

2.3  Extraktion, fluorometrische Messung und Elektrophorese der DNA
2.3.1 Praparation der Larven und Extraktion von DNA

Alle Chemikalien, Puffer, Losungen und Gerite, die bei der Extraktion, bei den PCR-
Methoden einschlieBlich Elektrophorese, TGGE, ITS, T-RFLP und Sequenzierung
verwendet wurden, sind im Anhang 2 und 3 aufgelistet. Grundlage der DNA-Extraktion
war das Protokoll nach DELLAPORTA et al. (1983), welches fiir die O. nubilalis-Extraktion
modifiziert wurde. Als Referenzproben wurden Mais-DNA und Kalbs-Thymus-DNA
eingesetzt. Die Extraktion wurde bei allen 20er-Gruppen (Mischung aus 20 Larven)
durchgefiihrt, die in die populationsgenetischen Untersuchungen fiir die

Untersuchungsjahre eingingen.

Weiterhin sind auch fiir gesonderte Fragestellungen FEinzeltiere und bestimmte
Korperabschnitte einzelner Individuen und Fézes-Proben nach dem gleichen Verfahren
extrahiert worden. Bei den Korperabschnitten handelte es sich um das Kopfsegment, die
drei Thorax- und Abdomensegmente eines Individuums, sowie um einzelne Darmproben
von anderen O. nubilalis-Larven. Es ist anzumerken, dass die in der
Extraktionsbeschreibung aufgefiihrten Gewebemengen von 25 mg — 35 mg bei diesen
Extraktionen unterschritten wurden. Dies hatte jedoch keine Konsequenzen auf das RAPD-
Muster, da eigene Untersuchungen einen weiten Toleranzbereich der Template-
Konzentration zeigten. Bei der DNA-Isolierung von Einzeltieren hingegen wurden die
Gewebemengen eingehalten, teilweise auch durch Einsatz des gesamten Tieres. Die

einzelnen Extraktionsschritte werden in dem folgenden Abschnitt beschrieben:

1. Gewinnung des mittleren Larventeils mit einer Grofle von ca. 25 mg — 35 mg mit
Hilfe eines Skalpells von den bei — 70°C gelagerten Larven; Aufbewahrung dieser
Larvenstiicke bei —20°C bis zur weiteren Verarbeitung; bei Tiergruppen-
Extraktionen Sammlung der Larvenstiicke einer Populationsprobe in einem

Reaktionsgefal;
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2. Uberfiihrung der Larventeile in einen Mérser; Zerkleinerung des mit fliissigem
Stickstoff vorgekiihlten Larvengewebes mit Quarzsand (30 mg/Larve) durch ein
Pistill zu feinem Pulver; Uberfiihrung der Pulver-Probe mit einem vorher gekiihlten
Spatel in ein 1,5 ml Reaktionsgefal3, Lagerung der Proben auf Eis;

3. Zugabe von 750 pl Extraktionspuffer und gutes Durchmischen der Losung mittels
Vortex; Zugabe von 50 pul 20 % SDS; vorsichtiges Schiitteln (ca. 25x) und
anschlieBend 10 min. Inkubierung im Wasserbad bei 65 °C;

4. Zugabe von 250 ul 5 M KAc-Losung (4 °C); erneute Mischung der Losung durch
Schiitteln der ReaktionsgefiBe; Uberfiihrung der Proben fiir 20 min auf Eis, dabei
bildet sich ein weiller Niederschlag von Kalium-dodecylsulfat;

5. 20 min Zentrifugation bei 14 000 g und 4 °C; Abnahme des klaren Uberstands mit
der enthaltenen DNA und Uberﬁihrung in ein neues 1,5 ml Reaktionsgefdl3; erneute
Zentrifugation und Abnahme des Uberstandes;

6. Erste DNA-Fallung bei —20 °C mit 500 ul Isopropanol (-20 °C) fiir 30 min;

7. Zentrifugation bei 14 000 g und 4 °C fiir 20 min; Verwerfung des Uberstandes und
anschlieBende Trocknung das DNA-Pellets in der Vakuumzentrifuge fiir fiinf bis
acht Minuten; Losung des DNA-Pellets in 100 pl TE-Pufter;

8. Zweite DNA-Fillung durch Zugabe von 10 pul 3 M NaAc (4 °C) und 250 pl reines,
gekiihltes Ethanol; Lagerung der Proben iiber Nacht bei —20 °C oder fiir mind. 2 h
bei —70 °C;

9. Sedimentation der ausgefillten DNA durch Zentrifugation bei 14 000 g und 4 °C
fiir 30 min; Verwerfung des Uberstandes und Waschen des DNA-Pellets mit
70 %igem Ethanol; Entfernung des restlichen Ethanols vom DNA-Pellet nach
5 min Zentrifugation;

10. Losen der DNA in 100 ul 1x TE-Puffer und Autbewahrung der gelosten DNA bei
—20°C;

11. DNA-Messung mittels Fluorimeter und Einstellung der DNA-Menge auf 1 ng/ul
fiir die anschlieBende PCR.

2.3.2 Fluorometrische DNA-Messung

Die Bestimmung der DNA-Quantitit erfolgte durch eine Fluoreszenzmessung und/oder
Auftragung der extrahierten DNA mittels Agarosegelelektrophorese. Im letzten Falle wird
auBBerdem die Qualitdt der DNA auf dem Gel sichtbar, da hochmolekulare von gescherter

oder niedermolekularer DNA visuell unterschieden werden kann. Fir die
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Konzentrationsbestimmungen der DNA wurde das Fluorimeter DyNA Quant 200 (Hoefer)
benutzt. Das Gerdt wurde zundchst mit Kalbsthymus-DNA kalibriert. Der Nullabgleich
erfolgte mit der Farbstofflosung Hoechst 33258 in 1x TNE-Puffer. Der Vorteil dieser
Methode gegeniiber einer photometrischen Messung liegt in der Nichtbeeinflussung der
Messergebnisse durch mitextrahierte RNA, da der DNA-interkalierende Farbstoff Hoe
33258 nicht an RNA-FEinzelstringe bindet.

Fiir eine semi-quantitative Abschitzung der DNA-Menge erfolgte die Auftragung der
Template-DNA zusammen mit verschiedenen bekannten Mengen der Thymus-DNA auf
einem 1 %igen Agarosegel. Nach einer dreistiindigen Elektrophorese in 1x TAE-Puffer
wurde die DNA mit Ethidiumbromid gefarbt. Durch den Vergleich mit unterschiedlichen
Konzentrationen der Thymus-DNA kann neben der DNA-Qualitdt (Scherung der DNA)
auch eine Abschitzung iiber die Quantitit der untersuchten DNA getroffen werden. Dies

erfolgt mit Hilfe des Programms ScanPack ™ 3.0 (1997).

2.3.3  Elektrophorese von DNA in Agarosegelen

Fiir die Auftrennung der genomischen DNA wie auch der PCR-Produkte wurde eine
horizontale Elektrophorese in Agarosegelen verwendet. Dazu ist jeweils ein 2 %iges Gel
mit 1X TAE-Puffer hergestellt worden, um einen GréBenbereich von 100 bp — 2000 bp
(MANIATIS et al., 1989) auswerten zu konnen. Die Agaroselosung wurde bei einer
Temperatur von 60 °C bis 65 °C in ein mit Tesafilm umklebtes Geltablett (19,5 cm
x 15 cm) blasenfrei eingegossen. Es wurden zwei Gele mit jeweils 36 Slots (Vorgel) und
20 Slots (Hauptgel) hergestellt. Die Gelkammer (Pharmacia Biotech) wurde mit 1x TAE-
Puffer so befiillt, dass die Geloberfliche mit ca. 3 mm - 5 mm Puffer {iberschichtet war.
Um eine Erwiarmung des Gels vorzubeugen, wurde der TAE-Puffer bei einer Temperatur
von 14 °C gekiihlt. Dieser Kiihlungseffekt wurde durch eine gleichméBige Zirkulation des

Puffers mittels eines Magnetriihrers verstérkt.

Die mit 6x Gelladungspuffer im Verhiltnis 1:5 versetzten PCR-Proben wurden
anschliefend in die Geltaschen {iibertragen. Fiir die Bestimmung der BandengroBBe und
einer guten Auswertung der Bandenproben sind die dufleren Seiten des Gels mit dem
100 bp-Marker Gibco (3 pl) beladen worden, der eine Auftrennung in 100 bp-Schritten
aufzeigte (fette Banden bei 600 bp, 1500 bp und 2072 bp; siche Anhang 7). Das Gel wurde

drei Stunden einer Spannung von 150 V ausgesetzt. Der im Gelladungspuffer enthaltene
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Farbstoff Bromphenolblau markierte den 300 bp-Bereich, der nach drei Stunden ca. 1 cm

vom Gelende an der Anodenseite entfernt war.

Nach Beendigung der Elektrophorese wurde das Gel in 500 ml Firbelosung mit 4 pg/ml
Ethidiumbromid fiir 30 min auf einer Wippe bewegt. AnschlieBend wurde das Gel fiir 30
min in einer 1 mM Magnesiumsulfat-Lésung entfarbt. Damit wurde {iberschiissiges
Ethidiumbromid, welches unspezifisch den Hintergrund anfirbt, entfernt. Mit dem Biodoc
Analysesystem (Biometra) wurden die bei 312 nm illuminierten Gele aufgenommen und

die Bilder zur weiteren Bearbeitung digitalisiert.

2.4 PCR-Techniken
2.4.1  Reaktionsbedingungen der RAPD-PCR

Um eine Kontamination durch Aerosole wéhrend der Pipettierung zu verhindern, wurden
fiir alle PCR-Ansitze Sterilfilter-Spitzen verwendet. Die PCR-Arbeiten begannen mit einer
halbstiindigen UV-Bestrahlung aller Reaktionsgefie, um Verunreinigungen zu
minimieren. Fiir die Durchfilhrung der RAPD-PCR mussten die einzelnen
Reaktionskomponenten optimiert werden, um konstante Amplifikationsprodukte und somit
reproduzierbare RAPD-Ergebnisse zu gewiéhrleisten. Alle Optimierungen sind mit Larven
von O. nubilalis aus dem Oderbruch durchgefiihrt worden. Erschwert wird die
Optimierung durch die gegenseitige Beeinflussung mehrerer Reaktionskomponenten. Nur
wenn alle Komponenten optimal aufeinander abgestimmt sind, wird die
Reproduzierbarkeit gewihrleistet (WINK & WEHRLE, 1994). Der Einstieg in die RAPD-
PCR beriicksichtigte die Erfahrungen, die in der BBA vorliegen (PASTRIK et al., 1995). Fiir
die populationsgenetischen Arbeiten an O. nubilalis wurden folgende Versuchsparameter

variiert:

a) Mg-Konzentration (2,5 mM - 5 mM);

b) Polymerase-Typ (AmpliTaq, Stoffelfragment) und Polymerase-Konzentration (2 U
— 6 U; mit und ohne Q-Solution* von Qiagen);
(*Q-Solution ist ein kommerzielles Reagenz von Qiagen fiir die PCR; es
modifiziert das Schmelzverhalten fiir GC-reiche Template-DNA);

¢) dNTP-Konzentration (100 uM — 300 pM);

d) Primer-Konzentration (0,1 uM — 0,4 uM), Auswahl aus 30 Primern;

e) Menge genomischer DNA (0,2 pg — 50 ng);

f) Thermocycler-Programm (verschiedene Annealingtemperaturen);
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g) Touch-Down-PCR (Erniedrigung der Annealingtemperatur wéihrend des PCR-
Laufs);
h) Testung auf Stérungen der RAPD-PCR durch RNA im DNA-Extrakt.

Die Ergebnisse aus den einzelnen Optimierungen wurden zusammengefasst und daraus die
Reaktionsbedingungen fiir alle auszufiihrenden RAPD-PCR festgelegt. Die Amplifizierung
wurde in einem Reaktionsvolumen von 25 pl mit folgenden Reagenzien durchgefiihrt

(Tab. 4):

Tab. 4: Optimierte Reaktionsbedingungen der RAPD-PCR

Reagenz Stammldsung Finale Konzentration
Polymerasepuffer 10 x Ix

MgCl, 25 mM 4 mM
dNTPs 10 mM 200 pM
Primer 10 uM 0,2 uM
Taq-Polymerase 10U 5U

H,O - auf 23 pl auffiillen
DNA-Probe 1 ng/plng/pl 2 ng

Bei dem Wasser handelte es sich um DNA- und RNA-freies, doppelt destilliertes Wasser
der Firma Fluka. Die fertigen Proben wurden gemischt, kurz zentrifugiert und in den

Thermocyler {iberfiihrt.

Bei den RAPD-Versuchen wurden letztendlich 20 von insgesamt 30 getesteten Primern fiir
alle populationsgenetischen Untersuchungen eingesetzt. Dabei handelt es sich sowohl um
polymorphe Primer (hohe Variation der RAPD-Muster zwischen den verschiedenen
Standorten) als auch um monomorphe Primer. Die Tabelle 5 zeigt eine Ubersicht der
verwendeten Primer mit deren Nukleotidsequenz, G/C-Gehalt und Tm-Wert
(Schmelztemperatur). Die Sequenzen der ersten acht Primer wurden von Operon
Technologies INC, die restlichen Primer von der Carl Roth GmbH in entsprechenden Kits
angeboten. Die Synthese der ersten zehn Primer erfolgte von MWG-Biotech AG, die
letzten zehn Primer von der Carl Roth GmbH.
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Tab. 5: Sequenz, G/C-Gehalt und Schmelztemperatur der 30 getesteten RAPD-Primer
Nr. Primer Sequenz (5°-3) G/C-Gehalt [%] Tm [°C]
1 OPA-05 AGG GGT CTT G 60 32
2 OPA-07 GAA ACG GGT G 60 32
3 OPB-01 GTT TCG CTC C 60 32
4 OPB-08 GTC CACACG G 70 34
5 OPC-15 GACGGATCAG 60 32
6 OPC-18 TGA GTG GGT G 60 32
7 OPD-11 AGC GCCATTG 60 32
8 OPF-03 CCT GAT CACC 60 32
9 Roth180-08 CGC CCT CAGC 80 36
10 Roth280-08 GGC CACAGCG 80 36
11 Roth-A 02 TGC CGA GCT G 70 34
12 Roth-A 03 AGT CAGCCAC 60 32
13 Roth-A 09 GGG TAA CGCC 70 34
14 Roth-A 10 GTG ATCGCA G 60 32
15 Roth-A 11 CAATCGCCGT 60 32
16 Roth-A 12 TCG GCG ATA G 60 32
17 Roth-A 16 AGC CAGCGA A 60 32
18 Roth-A 18 AGGTGACCGT 60 32
19 Roth-A 19 CAA ACGTCGG 60 32
20 Roth-A 20 GTT GCG ATCC 60 32
21 Roth-A 01 CAGGCCCTTC 70 34
22 Roth-A 04 AAT CGG GCT G 60 32
23 Roth-A 05 AGG GGTCITG 60 32
24 Roth-A 06 GGT CCCTGA C 70 34
25 Roth-A 08 GTG ACGTAGG 70 32
26 Roth-A 13 CAGCACCCAC 70 34
27 Roth-A 14 TCT GTG CTG G 60 32
28 Roth-A 15 TTC CGA ACCC 60 32
29 Roth-A 17 GACCGCTTGT 60 32
30 OPF-01 ACG GATCCT G 60 32
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Der Tm-Wert gibt an, bei welcher Temperatur 50 % der Oligonucleotide gebunden
werden. Die optimale Annealingtemperatur liegt ca. 5 °C unter dem errechneten Tm-Wert.
Es wird jedoch eine Annealingtemperatur oberhalb der Tm eingesetzt, da bei hoheren
Temperaturen die Bildung unspezifischer Fragmente verringert wird. Die
Schmelztemperatur wird wie folgt berechnet: Tm = 4x (G + C) + 2x (A + T) (MULLER,
2001b). Bei allen RAPD-Primern wurde eine Annealingtemperatur von 38 °C in der

RAPD-PCR eingestellt.

Sdmtliche PCR-Versuche wurden mit dem Thermocycler PTC-200 von Biozym
durchgefiihrt, der eine Autheizrate von 3 °C/s und eine Blockhomogenitit von + 0,3 °C/s
besitzt. Um Kondensationseffekte wihrend der PCR zu verhindern, wurde eine konstante
Deckeltemperatur von 105 °C eingestellt, die das aufwendige Uberschichten der Proben

mit Mineraldl ersetzte.

Das Temperatur/Zeit-Profil wurde von SCHRADER (1996) iibernommen und anhand der
Literaturquelle von PORNKULWAT et al. (1998) verdandert. Um die Hybridisierungsrate aller
Primer mit unterschiedlichen Tm-Werten abzudecken, ist die Autheizrate (Ramp) beim
Ubergang vom Annealing- zum Amplifikationsschritt auf 0,3 °C/s reduziert worden. Das

in der Arbeit verwendete Thermocycler-Programm ist in Tabelle 6 aufgefiihrt.

Tab. 6: Thermocycler-Programm  fir die RAPD-PCR  auf einem PTC 200
(Heizdeckeltemperatur: 105 °C)

Schritt Temperatur [°C] Zeit [min] Ramp [°C/s]
Initial-Denaturierung 94 2:30
10 Zyklen
Denaturierung 92 1:00
Annealing 38 0:30 0,3
DNA-Amplifikation 72 1:00
30 Zyklen
Denaturierung 92 0:20
Annealing 38 0:15 0,3
DNA-Amplifikation 72 1:00
Abschluss
Final-Extension 72 8:00
Kiihlung 4 o0
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Alle DNA-Proben eines Jahres wurden pro Reaktionsansatz mit jeweils einem Primer
bearbeitet. Dabei wurden fiir jede DNA-Probe zwei Wiederholungen angesetzt. Proben mit
variierenden RAPD-Mustern (z. B. geringer Bandenintensitit) sind nicht in die

Auswertung eingegangen.

Nach der PCR wurden die Reaktionsansitze von 25 pul mit 5 pl 6x Gelladungspuffer (1:1,
v/v) vermischt und jeweils 5 ul auf einem Vor- oder Ubersichtsgel (36er Kamm)
aufgetragen. Damit konnte die Reproduzierbarkeit der einzelnen DNA-Proben innerhalb
eines Standorts iberpriift werden. Die Probe mit den kriftigsten Banden wurde
anschliefend mit einem Volumen von 10 ul auf ein 2 %iges Gel aufgetragen, welches
doppelt so grofle Geltaschen gegeniiber dem Vorgel besal. Dies fiihrte zu einer besseren
Qualitit der DNA-Banden. Wenn eine DNA-Probe in beiden Reaktionsansitzen misslang,
wurde die gesamte PCR wiederholt. Somit konnten iiber alle DNA-Proben konstante

Reaktionsbedingungen pro Primer gewihrleistet werden.

2.4.2  Aufnahme und statistische Auswertung der RAPD-Muster
2421 Erstellung eines Dendrogramms

Um Genotypen mittels molekulargenetischer Marker, wie z. B. bei der RAPD-PCR, nach
ihren genetischen Distanzen zu gliedern, werden Clusteranalysen durchgefiihrt. Unter einer
Clusteranalyse versteht man ein Verfahren zur Klassifikation von Objekten. Die durch
mehrere Merkmale beschriebenen Objekte werden nach ihrer Ahnlichkeit in homogene
Gruppen, den sog. Clustern, eingeteilt. Ziel der Gruppierung ist es, dass Objekte, die
derselben Gruppe zugewiesen werden, sich moglichst wenig, Objekte aus verschiedenen
Gruppen hingegen sich stirker voneinander unterscheiden. Das Clusteranalyseverfahren
wird dort eingesetzt, wo Objekte durch viele Einzelmerkmale beschrieben und/oder eine
Reihe von Objekten untersucht werden, die mit einfachen Mitteln nicht mehr zu
iiberblicken sind (STEINHAUSEN & LANGER, 1977; DEICHSEL & TRAMPISCH, 1985). Die
Darstellung der Clusteranalyse im Dendrogramm hat die Funktion einer
Datenstrukturierung, nicht jedoch die der Schitzung spezieller Parameter einer Population

(STEINHAUSEN & LANGER, 1977).

In dieser Arbeit wurden alle Clusteranalysen auf der Grundlage einer 0/1-Matrix mit dem
Programm MVSP Version 3.1 (KOVACH, 1999) berechnet. Die Ahnlichkeiten zwischen
den Lokalpopulationen werden durch einen Ahnlichkeitskoeffizienten (similarity

coefficient) bzw. ein Distanzmal3 (dissimilarity coefficient) erfasst. Die Auswertung
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basierte auf der Berechnungsgrundlage des im Programm MVSP angegebenen

Ahnlichkeitskoeffizienten nach NEI & L1 (1979).

2Nyy

(Nxy *+ Nx) + (Nxy + Ny)

NLc; =

cij gibt die Ahnlichkeit bzw. Distanz des i-ten Elements mit dem j-ten Element
wieder; i und j stellen hier verschiedene O. nubilalis-Standorte dar.

ny,, Anzahl gemeinsamer Merkmale der Organismen x und y,

ny  Anzahl der Merkmale in x,

ny, Anzahl der Merkmale iny.

Zur Ermittlung des Ahnlichkeitskoeffizienten wurde fiir jeden RAPD-Primer bei jeder
untersuchten Population das Vorhandensein bestimmter Banden tabellarisch nach dem
bindren System (1 oder 0, d. h. Bande vorhanden bzw. nicht vorhanden) dargestellt. Der
Ahnlichkeitskoeffizient und das DistanzmaB werden oft wechselweise verwendet. Ihr

Zusammenhang ist:

DistanzmaR = 1 — Ahnlichkeitskoeffizient (NL)

Daher konnen auch alle paarweisen Distanzen zwischen Genotypen aufgrund des
Distanzmafes (unterschiedlich je nach Markertyp, z. B. ,,Nei & Li*) nach NEI (1972)
ermittelt werden. In allen in dieser Arbeit dargestellten Clustern ist auf der x-Achse der
Ahnlichkeitskoeffizient dargestellt. Von der Vielzahl der bestehenden Clustermethoden
wurde der UPGMA-Algorithmus (unweighted pair-group method using arithmetic
averages) fiir die RAPD-Auswertungen herangezogen (SOKAL & MICHENER, 1958;
SNEATH & SOKAL, 1973). Die Entscheidung mit dieser Cluster-Methode zu arbeiten, ergab
sich durch die allgemein anerkannte Verwendung in vergleichbaren Literaturarbeiten. Bei
dieser = Methode wird zundchst das  Objektpaar mit dem  niedrigsten
Ahnlichkeitskoeffizienten zu einem Cluster zusammengefiihrt und dieser fungiert bei der
weiteren Berechnung als Einzelwert. Um die Ahnlichkeitskoeffizienten zweier Cluster zu
errechnen, wird der Mittelwert der Ahnlichkeitskoeffizienten ihrer Variablen zueinander

verwendet. Die errechneten Werte sind jedoch keine Mal3zahlen fiir Verwandtschaften.
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2.4.2.2  Validierung der Dendrogramme

Um die Aussagen der erstellten Dendrogramme zu bestitigen bzw. auf Zuverldssigkeit zu
tiberpriifen, wurden verschiedene Validierungen vorgenommen. Die -einfachste
Validierung ist durch eine randomisierte Eingabe im Programm MVSP durchgefiihrt
worden, die mit der gleichen vorhandenen Datengrundlage beliebig oft wiederholt werden
kann. Zusitzlich wurden weitere anerkannte Validierungsverfahren, wie der Bootstraptest

und der Permutationstest, herangezogen.

Zur Uberpriifung der Daten, die in den Clustern verarbeitet wurden und die richtige
Gruppierung reprisentieren, wird ein Wahrscheinlichkeitswert ermittelt, welcher die
genetische Ahnlichkeit der verschiedenen Standorte mit den wahren Verhiltnissen
abschitzt (HILLS & BULL, 1993). FELSENSTEIN (1985) schlidgt vor, den statistischen
Bootstraptest von EFRON (1979, 1982, 1987) zur Uberpriifung der Konfidenzgrenzen von
inneren Zweigen in phylogenetischen Analysen zu verwenden. Bei diesem Verfahren wird
die Datenmatrix zuféllig modifiziert. Es werden unabhédngige Stichproben
(Pseudomatrizen) aus den vorhandenen Daten einer Matrix gewonnen, indem zufillige
Positionen gezogen und zurlickgelegt werden. Dieser Prozess der Erstellung von
Pseudostichproben wird 100 — 1000-mal wiederholt. Nun kann die Héaufigkeit des
urspriinglich erstellten Baumes gemessen und dessen Relevanz abgeschétzt werden. In
dieser Arbeit wurde fiir alle Clusteranalysen das Bootstrap-Verfahren mit Hilfe des
Softwareprogramms SIMSTAT v. 2.07 fiir Windows (Copyright 1996, Provalis Reseach)
angewandt, da nur dieses mit dem Programm MVSP harmoniert. Der Bootstraptest ist mit
100 Pseudostichproben durchgefiihrt worden. AnschlieBend wurde per Hand die
Hiufigkeit der Zuordnung von zwei und mehreren Standorten analysiert und diese
Prozentwerte auf die Aste des Clusters iibertragen. Ein vertrauenswerter realistischer Wert
liegt zwischen 60 % — 80 %. Alle Werte, die sich dariiber befinden, sind sehr gut

abgesichert, fiir alle Werte darunter ist die Datenmenge nicht angepasst.

Da reale Datensétze, die mehrere Wiederholungen enthalten, eine bessere Bewertung der
Validierung ermoglichen als kiinstlich erzeugte Datensdtze, wie z. B. beim Bootstraptest,
wurde fiir einen gesonderten Versuch der Permutationstest in Zusammenarbeit mit der
Universitdt Magdeburg durchgefiihrt. Dieser Test basierte auf drei Jahreswiederholungen
von den drei ausgewihlten Standorten Oderbruch, Hessisches Ried und Pocking mit den
drei Primern OPB-01, OPC-15 und OPF-03. Die mit Hilfe von MVSP ermittelten

Ahnlichkeitskoeffizienten wurden auf der Grundlage einer gemeinsamen RAPD-PCR und
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einer  simultanen  Gelauftragung  ermittelt.  AnschlieBend  wurden  diese
Ahnlichkeitskoeffizienten in ein an der Universitit Magdeburg entwickeltes Programm
(pers. Mitt. KrROPF, 2003) fiir den Permutationstest eingesetzt und daraus der P-Wert

ermittelt.

2423 Manteltest und F-Statistik

Mittels der Software XLSTAT 7.0 wurde fiir die Korrelation zwischen der genetischen
Ahnlichkeit (Matrix Y) einerseits und der geographischen Distanz, den geographischen
Hohendifferenzen sowie den Niederschlags- und Temperaturdifferenzen (Matrix X)
andererseits der Manteltest (MANTEL, 1967) durchgefiihrt. Ist der Signifikanzwert P groBer
als a (0,05), dann wird die Null-Hypothese angenommen, wonach die Objekte der Matrix
Y nicht korreliert sind mit den Abstdnden in Matrix X.

Bei der Auswertung zur Auswahl der Template-DNA (Probenentnahme), dem Vergleich
zwischen den Geschwistern und dem Vergleich innerhalb und zwischen den
Lokalpopulationen anhand von Einzeltier- und Tiergruppen-DNA-Extrakten ist der Anteil
der gemeinsamen RAPD-Banden bestimmt worden. Dieser Wert wird analog zur Arbeit
von CHAPCO et al. (1992) als F-Wert benannt. Der F-Wert pro Variante wurde iiber alle
Banden der verwendeten Primer gemittelt und zusammen mit der Standardabweichung
angegeben. Der F-Wert kann Werte zwischen 0 und 1 annehmen, wobei mit steigendem F-
Wert immer mehr Banden zwischen den Proben iibereinstimmen. Neben dem Anteil
gemeinsamer RAPD-Banden (F-Wert=p) kann auch die Heterozygositit fiir die
Bewertung der Populationsstrukturen herangezogen werden. Bei ihr gehen jedoch im
Vergleich zu den F-Werten keine monomorphen Banden in die Auswertung ein. Innerhalb
einer Art mit einer hierarchischen Populationsstruktur kann die Heteozygositit auf

verschiedenen Ebenen berechnet werden:

e Hg = durchschnittliche Heterozygositidt aller Organismen in einer zufillig
paarenden Subpopulation bzw. Lokalpopulation; Formel nach HARTL & CLARK
(1997); pij = Anteil gemeinsamer RAPD-Banden

Hs :ZZZPU (1- pij)
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e Hy = durchschnittliche Heterozygositit aller Individuen/Populationen der gesamten
Art; Formel nach HARTL & CLARK (1997), pij = Anteil gemeinsamer RAPD-

Banden

ZZpU— 22
j 1t

n. n.

Aus diesen Heterozygositits-Werten wird der in Anlehnung an WRIGHT (1943) eingefiihrte
Fixierungsindex Fst nach der Formel Fst = (Ht - Hs)/Ht ermittelt. Der Fsr-Wert
quantifiziert die Zunahme der Homozygositit bzw. Abnahme der Heterozygositit aller
Subpopulationen (Lokalpopulationen) bezogen auf die gesamte Art. Fsr kann ebenfalls
Werte zwischen 0 und 1 annehmen, wobei fiir Fst = 0 keine Populationsstruktur existiert
und sich damit alle Subpopulationen im Hardy-Weinberg-Gleichgewicht (HWG) befinden,
d. h. panmiktisch (Population mit Zufallspaarung) sind und Fsr=1 eine sehr starke
Populationsstruktur aufweist. Fiir die berechneten Fsp-Werte schlug WRIGHT (1978)

folgende Interpretation vor:
» 0-0,05 geringe genetische Differenzierung;
» 0,05 —0,15 mittlere genetische Differenzierung;
» 0,15-0,25 groB3e genetische Differenzierung;
» >0,25 sehr groBe genetische Differenzierung.

Aus den Fsr-Werten kann pro Generation ein Relativwert fur migrierende Individuen
(Nm) durch die Formel Nm = % (1/Fst —1) abgeschiitzt werden. Dabei bedeutet Nm =
0,25 — ein Migrant in jeder 4. Generation, Nm = 0,5 — ein Migrant in jeder 2. Generation,
Nm = 1 — ein Migrant in jeder Generation, Nm = 2 — zwei Migranten in jeder Generation
und Nm = 4 — vier Migranten in jeder Generation (panmiktische Population). Bei der
Schitzung dieses Nm-Wertes muss beachtet werden, dass dabei von einem theoretischen
Drift-Genfluss-Gleichgewicht ausgegangen wird (WRIGHT, 1978). Dieses liegt aber in

vielen natiirlichen Populationen nicht vor.
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2.4.3 Reaktionsbedingungen der spezifischen PCR

Wihrend die RAPD-PCR genomische DNA beriicksichtigt, erfassen andere Analysen
spezifische Sequenzen. Hierzu gehoren die 16S rDNA von Bakterien mittels T-RFLP, der
ITS-1-Bereich von O. nubilalis und das high mobility group protein des Mais.

2.43.1  Mais-DNA in der Template-DNA von O. nubilalis

Ein wichtiger Aspekt war die Priifung, ob in den verschiedenen DNA-Extrakten von O.
nubilalis Mais-DNA nachweisbar ist. Fiir diese PCR-Reaktionen wurden die in Tab. 7
beschriebenen maisspezifischen Primer hm3 und hm4 (MWG Biotech-AG) verwendet, die
das high mobility Gruppen-Protein des Mais nachweisen (ZIMMERMANN et al., 1998). Die

Reaktionsbedingungen der PCR sind in der Tabelle 8 aufgefiihrt.

Tab. 7: Sequenz, G/C-Gehalt und Schmelztemperatur der fiir Mais spezifischen Primer

Primer Sequenz (5°-3") G/C-Gehalt[%] Tm[°C]
hm3 GAA ATC CCT GAG CGA GTC GGT A 54,5 68
hm4 GCG ATGGCCTTGTTG TACTCG A 54,5 68

Tab. 8: PCR-Ansatz zum spezifischen Nachweis von Mais-DNA innerhalb der genomischen
Template-DNA von O. nubilalis

Reagenz Stammlésung Finale Konzentration
Stoffelpuffer 10 x I x
Mg Cl, 15 mM 1,5 mM
dNTPs 10 mM 200 uM
Primer hm3 100 uM 0,5 uM
Primer hm4 100 uM 0,5 uM
Tag-Polymerase 5U 1U
DNA-Probe 1 ng/ul 2ng

Die Thermocycler-Bedingungen, die von ZIMMERMANN et al. (1998) ibernommen wurden

sind nach folgendem Schema eingestellt worden:
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Tab. 9: Thermocycler-Programm der spezifischen PCR zum Nachweis von Mais-DNA auf
einem PTC 200 (Heizdeckeltemperatur: 105 °C)

Schritt Temperatur [°C] Zeit [min]

Initial-Denaturierung 95 4:30

40 Zyklen
Denaturierung 95 1:30
Annealing 60 1:50
DNA-Amplifikation 72 1:50

Abschluss
Final-Denaturierung 72 4:15
Kiihlung 4 00

Der Nachweis der Mais-DNA erfolgte mit L5-Larven vom Feld und mit L1 und L5-Larven
aus der Zucht. Als positive Referenzprobe wurde aus Maisbléttern extrahierte DNA fiir die
spezifische PCR eingesetzt. Die Auswertung der maisspezifischen PCR erfolgt visuell auf
einem 2 %igen Agarosegel mit einer Markerspur und einer positiven Mais-Kontrolle als
Vergleichsbasis. Wenn eine Bande bei 175 bp sichtbar wurde, dann ist davon auszugehen,

dass Mais-DNA in der PCR-Probe vorhanden war.

2.4.3.2 ITS-1-Fragmente von O. nubilalis

Innerhalb der ribosomalen DNA (rDNA) sollte der ITS-1 (Interner Transkribierender
Spacer) Bereich von O. nubilalis untersucht werden. Dieser Spacer trennt die Gene fiir die
18S und 5,8S rRNA, die als tandemartig wiederholte Gengruppen in der rtDNA zufinden
sind. Nach der Amplifikation des ITS-1 Bereiches konnen mit Hilfe von
Restriktionsenzymen, der TGGE und der Sequenzierung Unterschiede innerhalb dieser
Sequenz aufgedeckt werden. Mit den Primern ITS-f und ITS-r (Tab. 10) nach MARCON et
al. (1999) wurde von verschiedenen lokalen O. nubilalis-Populationen und Rassen der ITS-
1-Bereich amplifiziert (Abb. 11).
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ETS 18S ITS1 - ITS2 285 IGS

> -
Primer Primer
ITS-f ITS-r

Abb. 11: Schematische Darstellung der ITS-Bereiche (ETS = external transcribed spacer,
ITS =internal transcribed spacer, 1GS =inter genetic spacer, f=forward, r=
reverse)

Tab. 10:  Sequenz, G/C-Gehalt und Schmelztemperatur der spezifischen Primer fiir die
Amplifizierung des ITS-1-Fragmentes

G/C-Gehalt Tm

Primer Sequenz (5°-3) Hersteller
[%0] [°C]
ITS-f TTG ATT ACG TCC CTG CCC TTT 47,6 62 MWG
ITS-r ACG AGC CGA GTG ATC CAC CG 65,0 66 MWG

Die PCR wurde unter folgenden Bedingungen fiir einen 25 pl Ansatz durchgefiihrt:

Tab. 11:  PCR-Ansatz zur Amplifikation der ITS-1-Region der IDNA

Reagenzlésung Stammldsung  Finale Konzentration
Puffer 10 x Ix
MgCl, 15 mM 1,5 mM
dNTPs 10 mM 200 uM
Primer-Mix (Primer 1+ 2) 10 uyM 1 uM
Tag-Polymerase 5U 1,25U
Template-DNA 1 ng/ul 2,0 ng

Die Reaktionsbedingungen fiir die PCR sind in der Tabelle 12 aufgefiihrt.
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Tab. 12:  Thermocyler-Programm der PCR zur Amplifikation der ITS-1-Region auf einem PTC
200 (Heizdeckeltemperatur: 105 °C)

Schritt Temperatur [°C] Zeit [min]
35 Zyklen
Denaturierung 95 0:45
Annealing 52 1:00
DNA-Amplifikation 72 2:00
Abschluss
Kiihlung 4 0

Nach der PCR wurden die ITS-1-Proben in einem 2,0 %igen und 2,5 %igen Agarosegel
elektrophoretisch aufgetrennt und anschlieBend mit Ethidiumbromid angefarbt. Zur
GroBenorientierung wurde auf dem Gel ein 100 bp-Marker (Gibco) eingesetzt. Die
Identifikation des ITS-1-Fragmentes erfolgte visuell auf dem Agarosegel mit Hilfe des
Biodoc-Systems und einer spéteren genauen Bestimmung der DNA-Bandengroe durch

das Programm ScanPack ™ 3.0.

244 RFLP-Analyse von ITS-1-Fragmenten

Das PCR-Produkt mit dem enthaltenen ITS-1-Fragment wurde mit Restriktionsenzymen
gespalten, um Fragmente unterschiedlicher GroBe zu erhalten. Bei der Auswahl der
Restriktionsenzyme wurde auf die Erfahrung von Restriktionsspaltungen bei ITS-
Fragmenten von Nematoden zuriickgegriffen (pers. Mitt. BURGERMEISTER, 2003).
Folgende Enzyme sind fiir die RFLP (Restriktions-Fragment-Langen-Polymorphismus)
mit allen Standorten der Z- und E-Rasse erprobt worden: Hinfl, BsuRI (Haelll), Alul,
Mspl und Rsal. Da nur fiir die Enzyme Haelll und Rsal Restriktionsschnittstellen in den
505 bp-Fragmenten gefunden wurden, sind mit diesen beiden Enzymen jeweils flinf

Standorte der Z- und E-Rasse von O. nubilalis getestet worden (Tab. 13).
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Tab. 13: Charakterisierung und Konzentration der in der RFLP verwendeten
Restriktionsenzyme (MBI Fermentas)

Stammldsung Finale

Enzym Herkunft Erkennungssequenz Konzentration

Rhodopseudomona  5"...GT|AC...3’

Rsal 10 U/ul 1,1 U/ul
sphaeroides 3. CAITG...5"
_ . 5"...GG|CC...3’

Haelll  Bacillus subtilis R 10 U/ul 1,1 U/ul
3"...CC1GG...5

Die Reaktionsbedingungen fiir die RFLP sind in der Tabelle 14 aufgefiihrt.

Tab. 14:  Reaktionskomponenten fiir die RFLP von DNA des Maisziinsler O. nubilalis mit den

Enzymen Rsal und Haelll

Reagenzl6sung Stammlésung Finale Konzentration
Reaktionspuffer 10 x I x
Enzym 10 U/ul 1,1 U/ul
ddH,O - 6,5 pl
Template-DNA - 2,0 pl vom ITS-1-Fragment

Die Spaltprodukte der ITS-1-Fragmente wurden nach dem Restriktionsverdau auf ein
2 %iges Agarosegel aufgetragen und nach der Elektrophorese mit Ethidiumbromid unter
UV-Licht sichtbar gemacht. Im Anschluss daran erfolgte durch die computergestiitzte
Anwendung des Programms ScanPack™ 3.0 eine genaue GroBenbestimmung der

einzelnen Fragmente.

245  TGGE-Analyse von ITS-1-Fragmenten

Da bei der ITS-RFLP nur Unterschiede innerhalb der Restriktionsschnittstelle detektiert
werden, konnen auBerhalb dieses Bereiches weitere Unterschiede in der Sequenz
vorliegen. Solche Unterschiede konnen z. B. mit der TGGE (Temperatur Gradienten Gel
Elektrophorese) erfasst werden, die einzelne Punktmutationen innerhalb der ITS-Sequenz
aufzeigen kann. Gegeniiber der konventionellen Elektrophorese, bei der Molekiile nach
threr Grofe oder Ladung aufgetrennt werden, bietet die TGGE die Mdoglichkeit,

gleichlange Molekiile mit unterschiedlicher Sequenz nach Anderungen in ihrer
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Konformation aufzutrennen (HEUER et al., 2001). Die DNA-Molekiile gelangen bei ihrer
Wanderung durch das Gel in immer stirker denaturierende Bedingungen bis das
Aufschmelzen einer groBeren Domine die Beweglichkeit im Gel stark einschriankt
(BACKHAUS, 1995). Die Phase stark eingeschrinkter Wanderung aufgrund eintretender
sterischer Hinderung setzt sequenzabhingig bei unterschiedlichen Temperaturen ein und
bewirkt die Auftrennung unterschiedlicher Sequenzen der gleichlangen PCR-Produkte.
Durch die Verlangerung der DNA-Molekiile an einem Ende mit G/C reichen Sequenzen
(GC-Klammer) wird ihr vollstindiges Aufschmelzen wihrend der TGGE verhindert
(NUBEL et al., 1996). Bei kurzen analysierten Sequenzen, die eine einzige Schmelzdoméne
enthalten, konnen dann nahezu alle Sequenzunterschiede detektiert werden. Es gibt zwei
Arten der TGGE, die perpendiculare TGGE und die parallele TGGE. Die perpendiculare
TGGE dient der Abschidtzung des Schmelzbereiches. Die auf dem Gel sichtbare sigmoide
Kurve kennzeichnet durch das starke Abknicken der Kurve den Bereich der
charakteristischen Schmelztemperatur des DNA-Molekiils. Dieser Temperaturbereich wird

dann fiir die parallele TGGE iiber die ganze Léinge des Gels gespreizt.

Fiir die PCR wurde ein ITS-1-Fragment-Amplifikat auf 1:10 verdiinnt und davon 1 ng in
die PCR eingesetzt (Tab. 11) und mit jeweils einer GC-Klammer (Primer ITS—f und Primer
GC-r; Primer ITS-r und Primer GC-f) versehen. Die Reaktionsbedingungen der PCR sind
in der Tabelle 12 ersichtlich. Die Sequenzstruktur der GC-reichen Primer, ithr G/C-Gehalt

und ihre Schmelztemperatur sind in Tab. 15 zusammengestellt.

Tab. 15:  Sequenz, G/C-Gehalt und Schmelztemperatur der ITS-1-Primer mit GC-Klammer
(ITS-1-spezifische Sequenz fett gekennzeichnet)

G/C-Gehalt Tm

Primer Sequenz (57-3") [%] [°C]
ITS-f-GC CGC CCG GGG CGC GCC CCG GGC GGG GCG 80,3 > 175
GGG GCA CGG GGG GTT GAT TAC GTC
CCTGCCCTTT
ITS-r-GC CGC CCG GGG CGC GCC CCG GGC GGG GCG 86,7 > 175
GGG GCA CGG GGG GAC GAG CCG AGT
GAT CCA CCG

54



Material und Methoden

Das  Polyacrylamidgel (45ml 7M  TGGE-Stammlésung, 200 ul 0,01 %
Ammoniumpersulfat, 77,7 ul TEMED) wurde in eine aus zwei Glasplatten bestehende und
mit einer Folie beschichtete Form gegossen. AnschlieBend wurde das ausgehértete Gel auf
eine Keramikplatte mit regulierbaren Temperaturgradienten iiberfiihrt. Nach Uberfiihrung
des Mops-Puffers in die Elektrophoresekammer wurde ein Vorlauf fiir 15 min mit 500 V,
34 mA und 16 W durchgefiihrt. Anschlieend wurde in jede Geltasche eine Mischung von
5ul DNA-Losung und 1,1 ul Gelladungspuffer eingefiillt. Die elektrophoretische
Auftrennung erfolgte fiir ca. 3 h bei gleicher Spannung und Stromstarke und gleichzeitiger

Inbetriebnahme von zwei Wasserbadern mit der jeweils gewiinschten Temperatur.

Bei der perpendicularen TGGE wurde ein Gradient von 30 °C — 60 °C eingestellt. Der
daraus ermittelte optimale Temperaturgradient von 37 °C — 42 °C wurde in der linearen
TGGE fiir die Primer mit GC-Klammer beriicksichtigt. Mit einer Referenzprobe wurde
eine perpendiculare TGGE (Temperaturgradient senkrecht zur Laufrichtung der Probe) und
mit neun Z-Rasse- und sechs E-Rasse-Isolaten eine parallele TGGE (Temperaturgradient
in Laufrichtung der Probe) durchgefiihrt. Bei der Z-Rasse handelte es sich um die
Lokalpopulationen Oderbruch, Halle, Niedernberg, Freiburg, Bonn, Bodensee und
Karlsruhe. Fiir die Untersuchung von Lokalpopulationen der E-Rasse wurden die Standorte
Halle, Hessisches Ried, Bonn, Goéttingen, Lintel und Niedernberg herangezogen. Zur
Erzielung optimaler Sequenzunterschiede wurden die zwei GC-reichen Primer und

verschiedene Temperaturgradienten ausgetestet.
Nach der Beendigung des Trennungsverfahrens wurde eine Silberfarbung durchgefiihrt:

1. Fixierung des Gel fiir 3 min in 150 ml Fixierungslosung;
15 min in 150 ml Féarbel6sung;

2 min unter destilliertes Wasser waschen;

20 min in 150 ml Entwicklerlosung;

5 min in Fixierlosung;

5 min in destilliertes Wasser waschen;

A o

7 min in 250 ml Konservierungslosung geben.

AnschlieBend wird das Gel im Wéarmeschrank bei einer Temperatur von 50 °C — 55 °C
getrocknet. Nach Auftrennung der PCR-Produkte auf dem Polyacrylamidgel ist durch
visuelle Betrachtung der gefdarbten Fragmente eine Aussage in Hinsicht auf
Gemeinsamkeiten und Unterschiede zwischen den verschiedenen Herkiinften und Rassen

getroffen worden. Die Losungen fiir die Silberfiarbung befinden sich im Anhang 3.
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2.4.6 Sequenzierung von ITS-1-Fragmenten

In Zusammenarbeit mit der Firma CONGEN Biotechnologie GmbH wurden die
amplifizierten ITS-1-Fragmente von mehreren Standorten sequenziert. Bei dieser Art der
Sequenzierung werden 2°,3’-Dideoxynucleotid-Triphosphat (ddNTP) eingesetzt, die
entsprechend der vier unterschiedlichen Nukleotide mit vier verschiedenen
Fluoreszenzfarbstoffen endmarkiert sind. Mit Hilfe eines Cyclesequencing-Ansatzes
werden unterschiedlich lange einzelstrdngige PCR-Produkte synthetisiert, die anschlieBend
nach dem Prinzip der Sanger-Kettenabbruchmethode (SANGER et al., 1977) sequenziert

werden.

Zu den sieben ausgewdhlten Standorten der Z-Rasse zdhlten: Oderbruch, Hessisches Ried,
Niedernberg, Freiburg, Pocking, Karlsruhe und Bodensee. Bei der E-Rasse wurden die drei
Standorte Lintel, Gottingen und Bonn untersucht. Weiterhin wurden ITS-1-Fragmente von
zwei ausliandischen Lokalpopulationen der Z-Rasse, aus Frankreich (Region Toulouse) und
Polen (Przemysl), sowie zwei Einzeltiere des Standortes Oderbruch (Z-Rasse) untersucht.
Jede Probe wurde in zwei verschiedenen Ansétzen jeweils einmal mit dem forward bzw.
dem reverse Primer sequenziert. Fiir die Sequenzierungsreaktion wurde das ,,ABI PRISM
“BigDye ® Terminator v.1.1 Cycle Sequencing Kit“ (PE Applied Biosystems, Weiterstadt)
verwendet. Der Kit enthielt neben Puffer und MgCl,, AmpliTaq® Polymerase,
Desoxynukleotide und fluoreszenzmarkierte Didesoxynukleotide fiir die Termination (Tab.

16). Fiir die Sequenzierungsreaktion wurden die bekannten ITS-Primer verwendet.

Tab. 16: PCR-Ansatz fiir das Cyclesequencing fiir lange Fragmente ab 300 bp

Reagenzltsung Stammlésung Endkonzentration
Terminationsmix ABI PRISM®Big Dye® 20 %
Primer 10 uM 5uM

DNA-Messung mit Hilfe eines
DNA-Probe Spectrophotometers 10 ng pro 100 bp
Wasser - auf 20 pl auffiillen

Das Temperaturprofil mit 25 Zyklen bestand aus der initialen Denaturierung bei 95 °C fiir
10 s, Annealing bei 50 °C fiir 5 s und der DNA-Amplifikation bei 60 °C fiir 4 min. Danach
wurden die Proben auf 4 °C gekiihlt.

Nach der Reinigung der PCR-Produkte von {iiberschiissigen Primern, Nukleotiden und

Terminatoren mit Sephadex G-50 (Pharmacia) (siche Anhang 3) wurden die Proben in
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einer Vakuumzentrifuge eingedampft und die Pellets anschlieBend mit 15 ul TSR-Puffer
(PE Applied Biosystems) erneut in Losung gebracht. Nach 2 min Denaturierung bei 93° C
wurden die gereinigten PCR-Produkte in den Sequenzierer ABI Prism 310 Genetic

Analyzer tliberfiihrt.

Die fluoreszenzmarkierten DNA-Fragmente wurden mit einer kurzen Kapillare, dem
POP 6-Polymer (PE Applied Biosystems) bei einer Temperatur von 50 °C, einer
Injektionszeit von 30 s bei einer Spannung von 2,5 kV (wéhrend des Laufs 12,2 kV, 6 nA)
und einer Laufzeit von iiber 90 min pro Probe elektrophoretisch nach ihrer GroBe
aufgetrennt. Die Auswertung der Verldufe erfolgte sowohl mit dem forward als auch mit
dem reverse Primer. Damit konnten Sequenzungenauigkeiten innerhalb einer Probe
abgeglichen werden, die gerade am Anfang oder Ende eines Sequenzierungslaufes
auftreten. Die Auswertung der Sequenzierungsldufe erfolgte mit dem Programm MT
Navigator 1.0.2b3 (Perkin-Elmer). Das Alignment zwischen den verschiedenen Herkiinften
wurde mit dem Programm Bioedit 5.0.9 (Tom Hall, Department of Microbiology, North
Carolina State University, USA) ausgefiihrt. Die Sequenzdaten wurden als Datei abgelegt.

247 T-RFLP der O. nubilalis-assoziierten Mikroflora

Bei der T-RFLP-Analyse (Terminale Restriktions-Fragment-Analyse) werden genetische
Fingerabdriicke von komplexen Lebensgemeinschaften erstellt. Zundchst werden die
amplifizierten Genabschnitte der PCR mit Hilfe eines Restriktionsenzyms
sequenzspezifisch geschnitten. Bei der Auftrennung der Fragmente wird nicht das
komplette Fragmentmuster aufgetrennt, sondern nur das terminale Restriktionsfragment,
das durch den fluoreszenzmarkierten Primer markiert wurde. Das Ziel war mit Hilfe der T-
RFLP, einen Vergleich der Mikroflora zwischen den ausgewéhlten O. nubilalis-Standorten
aufzuzeigen. Eine weitere Uberlegung bestand darin, anhand der identifizierten
Bakterienspektren einen Verwandtschaftsgrad (monophyletische Gruppen) in Beziehung
zu den verschiedenen lokalen O. nubilalis-Populationen herzustellen. Bei der Priifung der
Bakterienzusammensetzung in den verschiedenen lokalen O. nubilalis-Populationen ist die
T-RFLP in Kooperation mit dem Institut fiir Primirproduktion und Mikrobielle Okologie
am Zentrum fiir Agrarlandschafts- und Landnutzungsforschung (ZALF) in Miincheberg
durchgefiihrt worden. Dort wurden seit mehreren Jahren Erfahrungen in der
Charakterisierung von mikrobiellen Gesellschaften in der Rhizo— und Phyllosphére

gesammelt.
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Folgende Reaktionsschritte wurden in der T-RFLP durchgefiihrt:

1. Amplifikation der 16SrDNA, dabei ist nur der Primer 1492r mit dem
Fluoreszenzfarbstoff 6-FAM (Wellenldnge 535nm) markiert; bei dem
Langenstandard wurde der ROX-Farbstoff (Wellenldnge 615 nm) verwendet;
Reinigung der PCR-Produkte mit dem Quiaqick PCR Reinigungskit;

Spaltung der PCR-Produkte mit Restriktionsenzymen;

Reinigung der DNA durch Féllung;

Versetzung der Proben mit dem Standard fiir die Kapillar-Elektrophorese;

A

Auswertung der terminalen Restriktionsfragmente (T-RF-Profile).

Fiir die PCR-Reaktion wurden bakterienspezifische Primer (Tab. 17) verwendet, die neben
der 16S rDNA theoretisch auch mitochondriale DNA vervielfdltigen (LANE, 1991 zitiert
in: CHELIUS & TRIPLETT, 2001), jedoch eukaryotische und Chloropasten-DNA

ausschlieBen (CHELIUS & TRIPLETT, 2001).

Es wurden zwei verschiedene T-RFLP-Analysen durchgefiihrt. In der ersten Untersuchung
wurden die verschiedenen Korperregionen Kopf, Thorax (bestehend aus Pro-, Meso- und
Metathorax), Abdomen und Darm analysiert, in der zweiten Untersuchung wurden acht
Lokalpopulationen (20er-Tierproben) auf ihr Bakterienspektrum analysiert. Zwei von

diesen Lokalpopulationen stammten aus Laborzuchten der Universitit Aachen.

Tab. 17:  Sequenz, G/C-Gehalt und Schmelztemperatur der bakterienspezifischen Primer fiir die

T-RFLP
Primer Sequenz (5°-3") G/C-Gehalt [%0] Tm [°C]
799f AAC MGG ATT AGATACCCK G 42,1 -52,6 54 -62
1492r TAC GGY TACCTT GTT ACG ACTT 40,9 - 45,5 62 - 64

Erklarung: M= A oder C; K=Goder T; Y =C oder T

Fiir einen 50 pl-Ansatz wurden folgende PCR-Reagentien und Konzentrationen eingesetzt:
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Tab. 18: PCR-Ansatz fiir die T-RFLP bei bakterieller (DNA

Reagenzl6sung Stammldsung Finale Konzentration
Polymerasepuffer 10 x I x
Mg Cl, 25 mM 1,75 mM
dNTPs 20 mM 200 uM
Mix von 2 Primern 50 uM 0,5 uM
Taqg-Polymerase 5U 25U
Template-DNA 1 ng/ul 2,0 ng

Die Thermocycler-Bedingungen wurden von CHELIUS & TRIPLETT (2001) {ibernommen
(Tab. 19).

Tab. 19:  Thermocyler-Programm der PCR zur T-RFLP auf einem PTC 200
(Heizdeckeltemperatur: 105 °C)

Schritt Temperatur [°C] Zeit [min]
Initial-Denaturierung 95 3:00
30 Zyklen
Denaturierung 94 0:20
Annealing 53 0:40
DNA-Amplifikation 72 0:40
Abschluss
Final-Extension 72 7:00
Kiihlung 4 0

Nach der Reinigung der PCR-Produkte mit dem Qiaquick PCR Reinigungskit (Qiagen)
wurde fiir die Analyse der verschiedenen Korperteile von O. nubilalis-Larven eine
Spaltung mit dem Restriktionsenzym Taql und fiir den Vergleich der ausgewihlten O.
nubilalis-Standorte (20er-Gruppen) das Restriktionsenzym Hhal (Tab. 20) verwendet.
Beide besitzen eine 4-bp-Erkennungsregion. Die Reaktionskomponenten und ihre

jeweiligen Konzentrationen sind in Tab. 21 aufgelistet.
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Tab. 20:  Charakterisierung und Konzentration der verwendeten Restriktionsenzyme

Hhal und Taql
Enzym  Herkunft Erkennungssequenz ~ Stammldsung zentrat
Konzentration
Hhal Haemophilus 5'...GCGJC...3 20 000 U/ml 10U
haemolyticus 3"...C1GCG...5'
Taql Therr.nus 5...TCG|A...3 20 000 U/ml 10U
aguaticus 3"...A1GCT...5’

Tab. 21:  Reaktionskomponenten fiir die RFLP von bakterieller rDNA mit den Enzymen Hhal

und Taql
Reagenzlésung Stammldsung Finale Konzentration
NE Buffer 4 10 x 1x
BSA 100 x 1x
Enzym 20 000 U/ml 10U
Template-DNA - 3,0 ul PCR-Produkt

AnschlieBend wurde eine Fillung und Reinigung der DNA mit 75 % Isopropanol, eine
Trocknung unter Vakuum-Bedingungen, Resuspension mit 20 ul HPLC-Wasser
durchgefiihrt und 0,5 pl eines verdiinnten internen Léngenstandards (GenScan 500 Rox —
bei 20er-Pop., GenScan 1000 Rox — bei verschiedenen Korperregionen, Applied
Biosystems, Weiterstadt) zugegeben. Nach Denaturierung fiir 2 min bei 95 °C und
Uberfiihrung der Proben auf Eis wurden diese einer denaturierenden Fragmentanalyse
durch die Kapillarelektrophorese mit dem POP 6-Polymer (PE Applied Biosystems) im
Sequenzierer ABI PRISM 310 unterzogen. Dort wurden die Fragmente in einer kurzen
Kapillare bei einer Temperatur von 60 °C, einer Injektionszeit von 20 s bei 2 kV und einer
Laufzeit von 80 min bei 15kV pro Probe nach ihrer Grofe aufgetrennt. Bei der
graphischen Darstellung im Densitogramm gibt die x-Achse die Fragmentgrofe und die y-
Achse die Fragmentmenge an.

Die Auswertung der entstandenen T-RF-Profile erfolgte mit der Analysesoftware
GeneScan®3.1.2 (PE Applied Biosystems). Durch den zeitgleichen Lauf des internen
Langenstandards mit den untersuchten Proben wird eine korrekte GroBenermittlung
ermdglicht. Eine Quantifizierung ist durch die unterschiedlich starken Fluoreszenzsignale
moglich, die Aussagen iiber die relative Abundanz eines bestimmten T-RFs in Bezug auf

die Summe der Fluoreszenzsignale aller Fragmente innerhalb einer Probe ermdglichen.

60



Ergebnisse

3 ERGEBNISSE

Zunachst war es notwendig, fir alle populationsgenetischen Untersuchungen die DNA-
Extraktionsmethode, die PCR-Bedingungen und die Zusammensetzung der Template-DNA

auszuwéhlen und zu optimieren.

3.1 DNA-Extraktion (Template-DNA)

Die Extraktion erfolgte nach der leicht modifizierten Methode von DELLAPORTA et al.
(1983). Die aus 20 mg - 30 mg Larvenmaterial extrahierte DNA war wenig geschert (Tab.
22), so dass fir die weiteren Tests auf hochmolekulare DNA zurlickgegriffen werden
konnte. Die Qualitat der aus O. nubilalis-Larven extrahierten DNA erreichte das Niveau
der als Vergleich eingesetzten gereinigten Kalbs-Thymus-DNA (Tab. 22). Die Ausbeuten
an DNA lagen trotz eines standardisierten Protokolls, mdglicherweise aufgrund
unterschiedlicher Fettgehalte der Larven, in einem weiten Bereich zwischen 8,8 ng/ul —
78,6 ng/pl. Bei einer Probe aus Niedernberg im Jahr 1999 wurde sogar nur 4 ng/pul DNA
gewonnen. Sowohl die fluorometrische Quantifizierung der DNA als auch die
Abschédtzung der DNA Uber den Vergleich mit einer definierten Menge Thymus-DNA
fuhrten zu vergleichbaren Messergebnissen. Fir die RAPD-PCR wurden aus der
Stammldsung Arbeitslosungen von 2 ng/ul hergestellt. Damit war die Menge an DNA

einer Extraktion ausreichend fur alle PCR-Untersuchungen.
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Tab. 22:  Fluorometrisch gemessene Template-DNA-Menge (5 ul) und entsprechende
Elektrophorese-Banden von verschiedenen lokalen O. nubilalis-Populationen aus den
Jahren 1999, 2000 und 2001 im Vergleich mit DNA anderer Herkunft

Standort Jahr DNA-Gehalt Bande in 1,2 % Agarose
[ng/5 pi]
Oderbruch 1999 131 a
Halle 1999 63 b 4
Niedernberg 1999 20 :
Hessisches Ried 1999 44 b 4
Karlsruhe 1999 55 =z
Pocking 1999 91 =
Bonn 1999 138 ;9
Oderbruch 1 2000 87 -
Oderbruch 2 2000 303 e 1
Halle 2000 50 2
Niedernberg 2000 48 =
Hessisches Ried 2000 73 e
Karlsruhe 2000 130 e =
Pocking 2000 64 =
Bodensee 2000 155 e %
Oderbruch 1 2001 47 L |
Oderbruch 2 2001 50 =
Halle 2001 52 L
Niedernberg 2001 119 E 3
Hessisches Ried 2001 162 e =
Freiburg 2001 138 E 3
Pocking 2001 89 =
Bonn 2001 79 =
Ephestia kiihnella 2000 393 &
Plodia interpunctella 2000 218 &
Thymus 1 -- 250 e 4
Thymus 2 -- 125 a
Thymus 3 -- 63 E
Thymus 4 -- 31 |

Zum Vergleich wurden bei einigen Proben erneute Extraktionen des gleichen
Ausgangsmaterials durchgefihrt. Hierbei zeigten sich Unterschiede in den RAPD-Mustern
bei einem der beiden eingesetzten Primern (OPB-08, OPC-15) zwischen den Extraktionen
einer Ausgangsprobe. Wahrend beim Primer OPB-08 in beiden Extraktionen das gleiche
RAPD-Muster erzielt wurde, ergaben sich beim Primer OPC-15 Unterschiede (Abb. 12).
Eine Verdopplung der Ausgangsmenge von 30 mg auf 60 mg fuhrte bei beiden Primern zu
keinen Unterschieden in den RAPD-Mustern. Daraus kann gefolgert werden, dass geringe
Unterschiede in der Qualitdit der DNA bei verschiedenen Extraktionen aus einer
Ausgangsprobe von einigen Primern widergespiegelt werden. Bei Verwendung einer
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grofRen Anzahl an Primern sind keine starken Auswirkungen auf das Gesamtergebnis zu

erwarten.
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Abb. 12: Effekte von unabhéngigen Extraktionen des selben Ausgangsmaterials bei

unterschiedlichen Template-Mengen auf die RAPD-Muster des Primers OPC-15 (1
—4 =1. 20er Gruppe, 5 -8 = 2. 20er Gruppe; 1, 2, 5, 6 = 1. Extraktion, 3, 4, 7, 8 =
2. Extraktion; 1, 5 = 30 mg Ausgangsmaterial und 2 ul Template unverdinnt, 2, 6
= 30 mg Ausgangsmaterial und 2 ul  Template mit 1ng/ul, 3, 7 = 30 mg
Ausgangsmaterial und 2 pl Template mit 1 ng/ul, 4, 8 = 60 mg Ausgangsmaterial
und 2 pl Template mit 1 ng/pl; a, b = Wiederholungen; M = 100 bp -Marker)

YooN et al. (1993) vermuten, dass sich mitextrahierte RNA als Primer an einen DNA-
Einzelstrang binden konnte. In einem Test wurde ein mdglicher stérender Effekt der RNA
als Template oder Primer auf die RAPD-Muster hinterfragt. Hierfir dienten
Untersuchungen mit isolierter DNA und RNA aus einem Agarosegel. Die Ergebnisse
zeigen, dass nur mit DNA RAPD-Muster erzeugt wurden, wahrend bei Verwendung der
RNA diese auch aufgrund der sehr geringen Reverse-Transkriptase-Aktivitat des
Stoffelfragmentes ausblieben (Abb. 13). Bei Verwendung des DNA/RNA-Gemisches ohne
Primer, d. h. die RNA Molekiile sollten die Funktion des Primers (ibernehmen, blieb die

Bildung von PCR-Banden aus.

A B bal. B
DNA wmiy == B ' DNA RNA DNA RNA DNA
- _
A ’ L
das B & .

Abb. 13: Einfluss von RNA auf die RAPD-Muster des Primers OPA-07 (A = RNA und DNA
im Agarosegel, B = Trennung von DNA und RNA aus dem Agrarosegel, C =
RAPD-PCR mit DNA und RNA)
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Fur die Bewertung der Lagerstabilitait von DNA bei 4 °C wurden am Beispiel von DNA-
Extrakten aus Plodia interpunctella und Ephestia kuehniella mit den drei Primern OPA-07,
OPB-08 und OPC-15 im Abstand von einem Jahr RAPD-Muster erzeugt und verglichen.
Hierbei konnten keine fir die Auswertung nachteiligen Unterschiede festgestellt werden
(Abb. 14).

OPC-15 OPA-05 OPB-08
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Abb. 14: Reproduzierbarkeit der RAPD-Muster mit den der Primern OPC-15, OPA-05, OPB-
08 (1 = Ephestia kuehniella, 2 = Plodia interpunctella; a = Jahr 2000, b = Jahr 2001,
M = 100 bp —Marker)

Fazit: Die Extraktion von O. nubilalis-DNA nach einem modifizierten Protokoll von
DELLAPORTA et al. (1983) fuhrte zu ausreichenden Mengen hochmolekularer und
lagerstabiler DNA. Die Verwendung von DNA aus einer neuen Extraktion des gleichen
Ausgangsmaterials kann allerdings zu geringfligigen Modifikationen in den RAPD-
Mustern beitragen.

3.2 RAPD-Analyse der genomischen von O. nubilalis-DNA
3.2.1  Optimierung der Reaktionsbedingungen fir die RAPD-PCR

Die einzelnen Reaktionsparameter wurden zundchst basierend auf den mit Nematoden
gewonnenen Erfahrungen von PASTRIK et al. (1995) (ibernommen und nachfolgend eigene
Optimierungen fur die RAPD-PCR mit O. nubilalis-DNA vorgenommen. Folgende

Parameter wurden ber(cksichtigt:

a) MgCl,-Konzentration;
b) Polymerase-Arten und —Konzentrationen;
c) dNTP-Konzentration;
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d) Primer-Auswahl und —Konzentration;
e) DNA-Menge;
f) Thermocycler-Programm.

a) MgCl,-Konzentration

Magnesiumchlorid (MgCly) ist ein essentieller Co-Faktor fur die DNA-Polymerase, da die
Magnesium-lonen mit den dNTPs einen léslichen Komplex bilden, der fiir die Extension
der PCR-Produkte ausschlaggebend ist. Fir die Optimierung wurden Konzentrationen
zwischen 2,5 mM — 6 mM getestet. Die besten Ergebnisse wurden zwischen 4 mM und
5mM erzielt. Hohere Konzentrationen (5 mM und 6 mM) beginstigten vor allem die
Bildung grolRer PCR-Banden ab 1 300 bp. Fur die PCR-Arbeiten wurde die Konzentration

von 4 mM ausgewahlt.

b) Polymerase-Arten und -Konzentrationen

Neben dem in RAPD-Untersuchungen h&ufig verwendeten und daher von uns favorisierte
Polymerase Stoffelfragment (Applied Biosystems) wurde die Polymerase AmpliTaq
(Qiagen) mit und ohne Q-Solution (Qiagen) verwendet. Bei der Q-Solution handelt es sich
um ein innovatives PCR-Additiv, das die Amplifikation schwieriger DNA-Templates
durch Beeinflussung des Schmelzverhaltens der DNA erleichtert. Deshalb wurde auch das

Stoffelfragment mit der Q-Solution getestet.

Beide Polymerasen mit und ohne Q-Solution haben gute RAPD-Muster erzeugt.
Unterschiede zwischen beiden Polymerasen bestanden in einer starkeren Amplifikation
kleiner (ab 400 bp) beim Stoffelfragment bzw. groRer (ab 2 000 bp) Banden bei der
AmpliTaq (Abb. 15). Die Zugabe der Q-Solution brachte bei der AmpliTag-Polymerase,
aber nicht bei der Polymerase Stoffelfragment, eine Verbesserung. Fir die weiteren
Untersuchungen wurde aufgrund der besseren Amplifikation der kleineren Banden die
Polymerase Stoffelfragment ohne Q-Solution ausgewahlt.
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Stoffelfragment AmpliTag
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Abb. 15: Effekte der Polymerasen Stoffelfragment und AmpliTag mit und ohne Q-Solution
auf die RAPD-Muster des Primer OPD-11 (1 = ohne Q-Solution, 2 = mit Q-Solution;
a, b = Wiederholungen; M = 100 bp-Marker)

In einem weiteren Test zur optimalen Konzentration der Polymerase Stoffelfragment ergab
sich aus dem Bereich von 2U bis 6 U eine optimale Konzentration ab 5U pro

Reaktionsgemisch (25 pl).

¢) dNTP-Konzentration

Die vier 2"-Desoxynukleotid-5"-triphosphate (dNTP) werden generell in einem Bereich
von 50 uM - 500 uM angewandt. Der in dieser Arbeit getestete dNTP Bereich lag
zwischen 100 uM - 300 uM. Die besten RAPD-Muster wurden bei den Konzentrationen
von 150 uM bis 300 uM erreicht. Fir alle anschlieBenden PCR-Reaktionen wurde mit
einer dNTP-Konzentration von 200 puM gearbeitet.

d) Konzentration und Auswahl der RAPD-Primer

Bei den 30 getesteten RAPD-Primern handelt es sich um 10 Basen groRe Oligonukleotide,
die generell in einem Konzentrationsbereich von 0,1 uM - 1 uM eingesetzt werden. In den
Arbeiten zur Optimierung wurden Konzentrationen zwischen 0,1 pM — 0,4 uM mit den
Primern Roth-A 16 und Roth-A 03 geprift. Bei Primer Roth-A 16 stellten sich optimale
RAPD-Muster ab 0,3 uM ein. Demgegenuber zeigte der Primer Roth-A 03 bei 0,1 uM sein
bestes Ergebnis. Dieser Primer fihrte in der PCR zu einer Vielzahl von eher
unspezifischen PCR-Produkten, die bei den drei htheren Konzentrationen ein starkes, die
Auswertung behinderndes Hintergrundrauschen verursachte. Da angestrebt wurde bei allen
Primern mit einheitlichen Mengen an Reaktionskomponenten zu arbeiten, kam eine

Primer-Konzentration von 0,2 uM zur Anwendung (Abb. 16).
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Roth-A16 Roth-A 03
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Abb. 16: Effekte der Primerkonzentration auf die RAPD-Muster eines gering (Roth-A16) und
eines stark polymorphen Primers (Roth-A 03) (1 =0,4 uM, 2 =0,3 uM, 3 =0,2 uM, 4
= 0,1 uM; a, b = Wiederholung; M = 100 bp -Marker)

Von den 30 getesteten Primern sind die Primer 1 bis 20 ausgewahlt worden (Tab. 5), die
hinsichtlich Anzahl und Intensitat der PCR-Banden die besten Ergebnisse zeigten.

e) Konzentration der Template-DNA

Die Ermittlung der optimalen Menge an Template-DNA pro Reaktionsgemisch erfolgte
mit dem Primer OPA-16 und einem Konzentrationsbereich von 50 ng bis 0,4 pg DNA.

1. PCR 2. PCR

T rrtT

= RE-.

- ﬂﬂ-—-::-

- “letsiztet =
—

“HEs EEEC l "

= CLLIEE

(RRRA I

—.—.—-.—-.—d—.

n-o--

""-----H------
e — — — G S — S —

M 12345678 91011121314151617 18 M 1 2 3 4 5 6 7 8 9 101112 1314 151617 18

Abb. 17: Stabilitat der RAPD-Muster des Primers Roth-A16 in Abhangigkeit von der Menge
der Template-DNA und der Reproduzierbarkeit der PCR-Bedingungen (1 = 50 000
pg, 2 = 25000 pg, 3=12500 pg, 4 =6250pg, 5=3125pg, 6 =1 563 pg, 7 =781
pg, 8 =391 pg, 9 =195 pg, 10 =98 pg, 11 =49 pg, 12 =24 pg, 13 =12 pg, 14 =
6 pg, 15=3pg, 16 =1,5pg, 17 =0,8 pg, 18 = 0,4 pg; M = 100 bp-Marker)

In allen Fallen wurde die gleiche Template-DNA (Standort Pocking 1999) verwendet. Der
Versuch wurde zweimal durchgefiihrt. In beiden Versuchen blieben die RAPD-Muster
zwischen 400 bp — 900 bp Uber einen breiten Konzentrationsbereich von 50 ng bis 98 pg
fast konstant. Bei Anwendung von DNA-Mengen kleiner 98 pg wichen die RAPD-Muster
in beiden Versuchen erheblich voneinander ab (Abb. 17). Wé&hrend im ersten Versuch
PCR-Banden im Bereich von 500 bp - 800 bp erhalten blieben, groRere Banden
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verschwanden und kleinere hinzu kamen, zeigten die Muster im zweiten Versuch ab ca.
49 pg (Abb. 17, 2. PCR Spur 11) eine viel starkere Abnahme der Musterhomogenitét.

Fur den Vergleich der verschiedenen lokalen O. nubilalis-Populationen wurde bei allen
PCR-Reaktionen mit einer DNA-Konzentration von 2 ng pro Reaktionsgemisch gearbeitet.
Da die fluorometrische DNA-Messung keine hohe Genauigkeit besitzt, lasst die gewahlte
DNA-Konzentration nach oben und unten ausreichend Spielraum, um den Einfluss der
DNA-Menge auf die RAPD-Muster auszuschlielRen.

f) Thermocycler-Programm

Das Temperatur/Zeit-Profil fir die PCR wurde zundchst aus SCHRADER (1996)
ubernommen und nach PORNKULWAT et al. (1998) modifiziert (Tab. 6). Die Optimierung
konzentrierte sich einzig auf die Annnealing-Temperatur. Der ausgewéhlte Gradient lag
zwischen 36 °C und 44 °C. Im gesamten getesteten Temperaturbereich blieb das RAPD-
Muster konstant (Abb. 18), daher wurde die von SCHRADER (1996) angewandte

Annealingtemperatur von 38 °C beibehalten.
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Abb. 18: Effekt der Annealingtemperatur auf das RAPD-Muster des Primers Roth-A16 (M =
100 bp -Marker; zwei Wiederholungen pro Temperatur)

Zur Reduzierung unspezifischer Bindungen der Primer bei 38 °C wurde die in MULLER
(2001b) beschriebene Touch-Down-PCR getestet. lhr Prinzip beruht auf einer sukzessiven
Herabsetzung der Annealing-Temperatur wéhrend der ersten Zyklen. Daflr wurde
folgende Einstellung vorgenommen: innerhalb der ersten 15 Zykln eine Herabsetzung der
Anfangstemperatur von 53 °C auf 38 °C (1°C pro Zyklus). Diese Modifikation im
Thermocycler-Programm flihrte zu keiner VVerbesserung der RAPD-Muster (Abb. 19).
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Roth -_A 03 Roth -A 09

Abb. 19: Effekt der Touch-Down-PCR auf die RAPD-Muster der Primer Roth-A 03 und Roth-
A 09 (1 = Niedernberg, 2 = Halle, 3 = Oderbruch; a = ohne Touch-Down-PCR, b =
mit Touch-Down-PCR; M = 100 bp -Marker)

Zur thermischen Schonung der Tag-Polymerase wurde angestrebt, die Initial-
Denaturierungszeiten niedrig zu halten. Es wurden Untersuchungen mit Zeitspannen von
2,5 min und 4 min durchgefihrt und dabei festgestellt, dass bei der kiirzeren Denaturierung
keine Verschlechterung der RAPD-Muster eintrat. In den folgenden PCR-Ansétzen wurde

deshalb die kirzere Zeit eingestellt.

Fazit: Folgende PCR-Parameter wurden als optimal fir einen Reaktionsansatz von 25 pl
ermittelt: 5 U Stoffelfragment, 1x Stoffelpuffer, 4 mM MgCl,, 200 uM dNTPs, 0,2 uM
Primer und 2 ng Template-DNA. Alle DNA-Proben wurden parallel mit einem Primer

amplifiziert und anschlielend auf einem Agarosegel aufgetrennt.

3.2.2 Einfluss von Nichtziel-DNA auf die RAPD-Muster

Bei der RAPD-PCR konnen sowohl vor als auch wahrend der PCR-Arbeiten
Verunreinigungen mit unerwinschter DNA auftreten. So kdnnen bei der Extraktion von O.
nubilalis in der enthaltenen Template-DNA Pflanzen-DNA (z. B. aus Mais) und Mikroben-
DNA (z. B. aus Bakterien) vorhanden sein. Bei der anschlielenden PCR kann Nichtziel-
DNA (ber Wasser, Luft (Aerosole) und durch die Polymerase in das Reaktionsgemisch
gelangen. Durch UV-Bestrahlung der Oberflachen in der PCR-Box sowie durch die
Verwendung gestopfter Pipettenspitzen und anderer vorbeugender MaRnahmen konnten
die  Verunreinigungen vermindert werden. Die Uber das insektenpathogene
Mikrosporidium (Nosema spec.) mdglicherweise verursachte Verunreinigung der
Template-DNA blieb unberucksichtigt.
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3221

Mais-DNA

Der Nachweis von Mais-DNA in der Template-DNA von O. nubilalis erfolgte mit den

Primern hm3 und hm4 (Tab. 7), die eine spezifische Bande mit einer Grofie von 175 bp

amplifizieren. Hierfur wurden folgende Varianten getestet, wobei aus Mais extrahierte
DNA als Positivkontrolle diente:

V1)
V2)

V3)
V4)

V/5)

L5-Larven vom Feld nach der Maisernte;

L5-Larven aus der Zucht auf kiinstlichem Medium (u. a. mit
MaisgrieR);

L1-Larven aus der Zucht an Maispflanzen;

L1-Larven aus der Zucht an Maispflanzen, aber zwei/zehn Tage ohne
Futter,;

Fazes von Larven aus der Zucht an Maispflanzen.

Fur die Ermittlung der Nachweisgrenze von Mais-DNA wurden folgende Verdunnungen
getestet (ng/pl): 8,6 x 103, 8,6 x 10%,4,3x 10%,2,2x10* 1,1 x10* 1,1 x 10% 0,6 x 108
und 0,3 x 10 Noch bei einer Konzentration von 0,3 x 10°® ng/ pl war eine deutliche
Bande bei 175 bp sichtbar (Abb. 20).
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Abb. 20: Spezifischer PCR-Nachweis von Mais-DNA mit den Primern hm3 und hm4 bei
unterschiedlichen Mengen von Template-DNA
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Abb. 21: Spezifischer PCR-Nachweis von Mais-DNA mit den Primern hm3 und hm4 in der
Template-DNA von L1-Larven und deren Féazes (1, 2 = Mais-DNA; 3, 4, 5 = Larven 5
d am Mais (V3); 6, 7, 8 = Larven 5 d am Mais und anschlieend 2 d ohne Futter (V4);
9, 10, 11 = Larven 10 d am Mais (V3); 12, 13, 14 = Larven 10 d am Mais und
anschliefend 2 d ohne Futter (V4); 15, 16 = 1 d alte Fézes von mehreren Larven (V5);
17, 18 = 3 d alte Fézes von mehreren Larven (V5); 19, 20 = 1 d alte Fazes vom
Einzeltier (V5))
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In den Varianten V1 und V2 ist keine Mais-spezifische Bande amplifiziert worden. Der
Nachweis der spezifischen Mais-Bande von 175bp gelang dagegen sehr gut in den
Varianten V3 und V4 sowie etwas schwécher in der Variante V5 (Abb. 21).

Fazit: Mais-DNA war in geringsten Mengen nachweisbar. Die in den spateren
populationsgenetischen Untersuchungen mit der RAPD-PCR eingesetzten L5-Larven
verfligten jedoch im Gegensatz zu jlngeren Larvenstadien nicht (ber nachweisbare

Mengen von Mais-DNA im Darm, die die RAPD-Muster hétten verfalschen kdnnen.

3.2.2.2 Darmmikroben-DNA

Der Darm von O. nubilalis wird von Mikroben besiedelt. Nach der Extraktion der O.
nubilalis-DNA verunreinigt die Mikroben-DNA die Template-DNA, weil der Darm nicht
entfernt wurde. Die moglicherweise dadurch verursachten Anderungen im RAPD-Muster
kdnnen zu ungenauen Schlussfolgerungen fiihren. Diese Fragestellung wurde in einem
Experiment mit Einzeltieren aus dem Oderbruch hinterfragt. Hierfir wurden folgende
DNA-Varianten (Kdrperabschnitte) in den PCR-Untersuchungen eingesetzt: DNA-
Extraktion aus dem Kopf, aus dem Thorax und aus dem Abdomen sowie aus isolierten

Larvendarmen.

OPA-07 OPF-03 Roth 180 08
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Abb. 22:  Einfluss der gewebespezifischen Herkunft von Ziel-DNA auf das RAPD-Muster der
Primer OPA-07, OPF-03 und Roth 180-08 (1 — 6 = Larven; a = Kopf, b = Thorax, ¢
= Abdomen, d = Darm, e = Korperteil ohne Darm; M = 100 bp Marker)

Die RAPD-Muster aller vier Varianten zeigten keine bis geringe Variabilitat. Insbesondere
die RAPD-Muster der Kopf-DNA, die von allen Varianten am geringsten mit Nichtziel-
DNA kontaminiert sein sollte, enthielten wenige zusatzliche Banden im Bereich >1500 bp
(Abb. 22). Bei vier Proben (Abb. 22 OPA-07 2a; OPF-03 2a; Roth 180-08 1a) wurden im
Kopf-Bereich zusatzliche Banden amplifiziert. Diese fur RAPD-Muster eher seltenen

Bandengroflen konnten Qualitatsunterschiede der Template-DNA aufzeigen, die auf
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starkere Wirkungen korpereigener Agentien (z. B. DNAasen) im Darm und Hamocoel
wahrend der Extraktion oder auf konkurrierende DNA-Kopien in der PCR zurtickzufthren
sind. Die wichtigste Aussage wurde jedoch aus dem Vergleich von einer Probe aus dem
Darm und dem restlichen Korperteil ohne Darm getroffen. In fast allen Proben, mit
Ausnahme der Probe Abb. 22 3d beim Primer Roth 180-08, sind in diesen Darmproben
keine zusatzlichen Banden amplifiziert worden. Da bei einer Larve im Darmbereich eine
zusétzliche Bande von ca. 1500 bp des Primers Roth 180-08 (Abb. 22 3d) amplifiziert
wurde, die jedoch auch bei einer anderen Larve im Kopf-DNA-Extrakt auftrat (Abb. 22
2a), handelt es sich wahrscheinlich nicht um bakterielle DNA. Daher kann fur die
populationsgenetischen Untersuchungen auf eine aufwendige Eliminierung des Darmes

oder auf eine Extraktion von speziellen Kérperabschnitten (z. B. Kopf) verzichtet werden.

Dass dennoch Bakterien-DNA im DNA-Extrakt der Larven enthalten war, wurde auf Basis
der 16S rDNA nachgewiesen. Die mit Hilfe der T-RFLP durchgefihrte Charakterisierung
der Bakterien-DNA von verschiedenen Lokalpopulationen wird im Abschnitt 3.5

dargestellt.

Fazit: Die RAPD-Muster von DNA aus O. nubilalis-Proben mit und ohne Darm zeigten
keine Unterschiede. Deshalb wurden Auswirkungen der Nichtziel-DNA (z. B. aus
Bakterien, bzw. aus Mais) im Darm von O. nubilalis auf die RAPD-Muster als gering

eingestuft. Eine spezielle Praparation der L5-Larven ist daher nicht notwendig.

3.2.2.3 Sonstige Nichtziel-DNA

Durch Bakterien-DNA in der Polymerase und durch Luft- und Wasserkontaminationen mit
DNA kann es wéhrend der PCR zu Verunreinigungen mit Nichtziel-DNA kommen. Diese
Kontaminationen wurden bei Negativ Kontrollen sichtbar, bei denen die PCR ohne Zugabe
von Template-DNA ausgefiihrt wurde. Die Tabelle 23 zeigt die unterschiedlichsten
Starken von Nichtziel-DNA-Banden, die mit allen 20 Primern tber zwei Jahre auftraten.
Banden von gleicher GroRe, die bei der Wasser-Probe und bei allen O. nubilalis-
Standorten auftraten, blieben ohne Auswirkung auf den Wert der Distanzmatrix.
GleichgrolRe Banden, die in der Wasserprobe und bei einigen O. nubilalis-Herkiinften
auftraten, waren schwierig zu bewerten. Aufgrund des Uberschusses der Ziel-DNA (ca.
2 ng/Reaktionsgemisch) sollte eine Amplifikation von Kopien der ,,sonstigen Nichtziel-
DNA* im RAPD-Muster nicht zu erkennen sein.

Die in den Negativ-Kontrollen amplifizierten Banden wurden hinsichtlich ihres Auftretens
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in den RAPD-Mustern der Ziel-DNA bewertet. Folgende Aussagen konnten auf der
Grundlage der Tab. 23 getroffen werden:

» Bei 15 Negativ-Kontrollen (OPA-05 in 2000, OPB-08 2000, OPF-03 2001, Roth
280-08 2001, Roth-A 02 2001, Roth-A 03 2000, Roth-A 09 2000, Roth-A 10 2000,
Roth-A 12 2000, Roth-A 18 2000 und 2001, Roth-A 19 2000 und 2001 und Roth-A
20 2000 und 2001) sind keine Verunreinigungen, d. h. keine Banden festgestellt

worden.

» PCR-Banden in den Negativ-Kontrollen des Primers Roth 280-08 aus dem Jahr
2000 und des Primers Roth-A 12 aus 2001 traten in den RAPD-Mustern von O.
nubilalis nicht auf. Bei drei Wasser-Proben (OPA-07 Jahr 2000, OPF-03 Jahr 2000,
Roth 180-08 Jahr 2000) waren jedoch alle in der Tabelle 23 dargestellten Varianten
in den RAPD-Mustern aufgetreten.

» In 18 von 40 mdglichen Wasserproben waren PCR-Banden vorhanden, die nicht
bei O. nubilalis auftraten. PCR-Banden, die in der Wasserprobe und bei O.
nubilalis amplifiziert wurden, traten in neun Proben auf. In 18 Proben sind PCR-
Banden im Wasser und bei vielen O. nubilalis-Larven sichtbar geworden. Die in 11
Negativ-Kontrollen amplifizierten PCR-Banden traten bei allen O. nubilalis-Larven

auf.

» Bei der Auswertung der Negativ-Kontrollen konnte keine Zuordnung zwischen der
Anzahl der PCR-Banden und dem Polymorphiegrad der Primer nachgewiesen
werden. Dies wird deutlich, wenn ein Vergleich zwischen den zwei polymorphen
Primern Roth-A 20 und OPF-03 angestellt wird. Wahrend der Primer OPF-03 in
dem Jahr 2000 viele und amplifikationsstarke Banden in der Nichtziel-DNA
hervorbrachte, wies der Primer Roth-A 20 in beiden Jahren keine einzige
Verunreinigung auf. RAPD-Muster der Nichtziel-DNA von einem Primer aus zwei
Jahren waren wenig Ubereinstimmend, was auf eine Zufalligkeit der

Verunreinigung schlielen lasst.

» Interessant waren die unterschiedlichen RAPD-Muster der Wasser-Proben
zwischen den von MWG-Biotech AG und von Carl Roth GmbH bezogenen
Primern (Tab. 23). Bei den MWG-Primern (Primer 1 bis 10) wurden in den
Negativ-Kontrollen deutlich mehr PCR-Banden nachgewiesen und des Weiteren

auch deutlich mehr Banden pro Negativ-Kontrolle amplifiziert als bei den Roth-
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Primern. Daraus kénnen folgende Schlussfolgerungen gezogen werden:

1. Die unterschiedlichen Verunreinigungen zwischen den MWG- (Primer 1 bis

10) und Roth-Primern (Primer 10 — 20) waren moglicherweise auf eine
unterschiedliche Verunreinigung bei der Primerherstellung zurtickzufiihren.
Da die Primer von zwei verschiedenen Firmen (MWG und Roth) bezogen
wurden, ist nicht auszuschlieRen, dass die bestehenden Sequenzunterschiede
oder Unterschiede im Herstellungsverfahren die Leistung der Primer

beeinflussen.

Die von Operon entwickelten Primer-Sequenzen, die durch die MWG-
Biotech AG hergestellt wurden, erfullen die RAPD-spezifischen
Anforderungen besser als die Roth-Sequenzen. Dadurch werden nicht nur
viele Fragmente der Ziel-DNA, sondern auch ein groRer Teil der Nichtziel-
DNA, wie z. B. prokaryontische DNA, vervielfaltigt. Dies kann allerdings
bei geringen Mengen an Ziel-DNA gegenuber der Nichtziel-DNA die

Auswertung der Ziel-DNA erschweren.

Tab. 23: Bewertung der Nichtziel-DNA-Banden im Vergleich zu den O. nubilalis-Banden (0 =
nicht bei ECB; 1 = bei einem ECB; 2 bis n-1 = bei vielen; alle = bei allen ECB)

Vorkommen der Nichtziel-

Nichtziel-DNA-Banden nach PCR DNA-Banden in den O.

Primer | Jahr und elektrophoretischer Trennung nubilalis-Proben
0 1 2 bisn-1| alle
OPA-05 | 2001 ! X X
OPA-07 | 2000 k| : 3 X X X X
2001 X X
OPB-01 | 2000 1 } X X X
2001 i i . X
OPB-08 | 2001 l X
OPC-15 | 2000 | | X X
R 1
2001 111 x| x X
OPC-18 | 2000 | | X X X
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Vorkommen der Nichtziel-
orimer | Jahy | Nichtziel-DNA-Banden nach PCR DNA-E_?nI(?Ier;mSen 0.
und elektrophoretischer Trennung nNubrlalis-rroben
0 1 |2bisn-1| alle
2001 L & X | X
OPD-11 | 2000 l l X X X
2001 I I l ‘ X X
OPF-03 | 2000 Il "| | x | x X X
Roth . .
180-08 | 2000 || X X X
2001 | l | l l X X X X
Roth T
5008 | 2000 |1 X
Roth-A 02 | 2000 «
Roth-A 03 | 2001 X X X
Roth-A 09 | 2001 X X
Roth-A 10 | 2001 | X
Roth-A 11 | 2000 | X
2001 X
Roth-A 12 | 2001 T X
Roth-A 16 | 2000 il x | x X
2001 ! x | x X

Fazit: Wéhrend der PCR-Arbeiten konnten weitere unbeabsichtigte Verunreinigungen mit
geringsten Mengen Nichtziel-DNA nicht ausgeschlossen werden. Sie wurden Uber eine
stets mitlaufende Nullvariante identifiziert. Eine Beeinflussung der RAPD-Muster der Ziel-
DNA war jedoch gering, da im Reaktionsansatz das Verhéltnis von Ziel- zu Nichtziel-
DNA deutlich zugunsten der O. nubilalis-DNA ausfiel.
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3.2.3  Untersuchungen zur Zusammensetzung der Template-DNA

Fur die Zusammenstellung einer Populationsprobe (sog. Template-DNA) standen
prinzipiell drei Moglichkeiten zur Verfligung (Abb. 23):
1. Extraktion der DNA aus einzelnen Larven (Abschnitt 3.2.3.1)
2. Poolen der unter 1. gewonnenen Einzeltier-DNA-Extrakte zu einer Mischprobe
(Abschnitt 3.2.3.2)
3. Extraktion der DNA von mehreren Larven gleichzeitig (Abschnitt 3.2.3.3)

In einer weiteren Versuchsserie wurde der Frage nachgegangen, ob bei der gemeinsamen
Extraktion von DNA aus zuféllig gesammelten Larven Geschwister und die Dauer einer
Laborzucht die RAPD-Muster modifizieren kénnen (Abschnitt 3.2.3.4).

Maiszunsler-Larven

DNA-Extrakt aus DNA-Extrakt aus

Einzeltieren (E) Tiergruppen (G)

Mischungen von I

DNA-Extrakten aus
Einzeltieren (M)
I I
Einfluss von fremder Vergleich von DNA -
10, 15, 20, 2
DNA auf die RAPD - Extrakten aus 20 Larven 5,10, 15, 20, 25 und 35
. . Larven
Muster Einzeltieren
- Kapitel 3.2.3.3
Kapitel 3.2.3.1
Kopf, Mischungen von M 1. Mischung: E1 -20 G1,G2G3 1. Mischung: G1+G 2
Thorax, 5, 10, 15, 20, 25, M 2. Mischung: E 21 -40 2. Mischung: G2+ G3
Abdomen, 30, 35, 40, 45 M 3. Mischung: E1 - 10, 3. Mischung: G1+G 3
Darm Larven E21-30 4.Mischung: G1+G2+G3
Kapitel 3.2.2.2 Kapitel 3.2.3.2 Kapitel 3.2.3.2 Kapitel 3.2.3.3 Kapitel 3.2.3.3

Abb. 23: Bestimmung der optimalen Template-DNA fiir die Hauptuntersuchungen zur
genetischen Ahnlichkeit der ausgewahlten Lokalpopulationen von O. nubilalis

Die hier durchgefiihrten PCR-Analysen basierten auf dem im Abschnitt 2.4.1

beschriebenen PCR-Protokoll und Thermocycler-Programm.

3.2.3.1 Einzeltier-DNA-Extrakte

Far die Untersuchungen mit Einzeltieren wurden von den Standorten Oderbruch, Halle,

Hessisches Ried und Pocking aus dem jeweiligen Gesamtpool verfugbarer Larven von funf
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L5-Larven die DNA extrahiert. Die PCR erfolgte mit den Primern OPA-07, OPB-01,
OPD-11, OPF-3 und Roth 180-08.

Die meisten Banden im RAPD-Muster waren bei allen Standorten und Primern
individuenspezifisch (Abb. 24). Artspezifische Banden, d. h. Banden, die bei allen 20
Einzeltieren auftraten, wurden nur in geringer Anzahl beobachtet (Abb. 24).
Populationsspezifische Banden, d. h. Banden, die bei allen funf Einzeltieren eines
Standortes auftraten und bei anderen Standorten selten waren, wurden ebenfalls nur in
geringer Anzahl beobachtet (Abb. 24). Artspezifische Banden entstanden bei den Primern
OPA-07, OPB-01 und OPD-11; typische populationsspezifische Banden flr die Standorte
Oderbruch und Halle bei Primer OPA-07, Pocking und Oderbruch bei Primer OPB-01 und
flr den Standort Hessisches Ried bei Primer OPD-11 (Abb. 24). Die Primer OPF-03 und
Roth 180-08 zeigten weder art- noch populationsspezifische Banden.
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Abb. 24: RAPD-Muster der Primer OPF-03, OPA-07, OPB-01, OPD-11 und Roth 180-08 von
fiinf Einzeltieren des Maiszunslers O. nubilalis aus vier Standorten (Spuren 1 — 5 =
Einzeltiere aus dem Oderbruch, 6 — 10 = aus Halle, 11 — 15 = vom Hessischen Ried,
16 — 20 = aus Pocking; a = artspezifische Banden; O = Oderbruch, H = Halle, HR =
Hessisches Ried, P = Pocking; O, H, HR, P = populationsspezifische Banden)
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Fur diese vier Standorte mit je funf Einzeltieren wurde der Anteil gemeinsamer RAPD-
Banden ermittelt und Gber alle Standorte ein Mittelwert gebildet. Dieser lag bei 46 %, d. h.
im Umkehrschluss dass innerhalb einer Lokalpopulation (intrapopulationsspezifisch) ein
durchschnittlicher genetischer Unterschied von 54 % existierte (Tab. 24). Zwischen den
vier Lokalpopulationen (interpopulationsspezifisch) wurde nur eine genetische Ahnlichkeit

von 34 % ermittelt.

Tab. 24:  Anteil gemeinsamer RAPD-Banden (F) von jeweils fiinf Einzeltieren pro O.
nubilalis-Standort mit den Primern OPA-07, OPB-01, OPD-11, OPF-03 und Roth
180-08
. F Oderbruch Halle Hessisches Ried | Pocking Mittelwert
intrapop.
MW 0,45 0,49 0,50 0,41 0,46
+SD 0,26 0,27 0,25 0,25 0,04
F interpop. 0,34

MW = Mittelwert; SD = Standardabweichung; intrapop. = intrapopulationsspezifisch; interpop. =
interpopulationsspezifisch; Berechnung von MW und SD im Anhang 8a

Neben den F-Werten wurden die Hs-Werte von allen Lokalpopulationen berechnet und
daraus ergab sich ein Fixierungsindex von 0,212 (Tab. 25), d. h. das zwischen den
Lokalpopulationen ein genetischer Unterschied von 21,2 % besteht und 78,8 % genetische
Variation auf die Einzeltiere zuriickzufuhren sind. Damit ist zwischen den lokalen O.
nubilalis-Populationen eine grolle genetische Differenzierung anzunehmen. Die daraus
resultierende Mutationsrate von 0,929 gibt eine Migration von ca. einem Migranten pro

Generation an.

Tab. 25:  F-Statistik zwischen vier Lokalpopulationen von O. nubilalis (Einzeltier-DNA-
Extrakte, flnf Primer)

Subpopulation Hs Ht Fst, Nm
Oderbruch 0,287 N=5
Halle 0,283 L =96

HR 0,293 Ht-0,345 £ 0,132
Pocking 0,223 Fst=0,212
MW = SD 0,272 £ 0,032 Nm = 0,929

N = Anzahl der Einzelindividuen; L = (Loci) Zahl der polymorphen Banden; Hs = Heterozygositat
einer Lokalpopulation; Hr = Heterozygositét der Art; Fst = Fixiierungsindex Nm = Migration; MW
= Mittelwert; SD = Standardabweichung; Berechnung von MW und SD im Anhang 8b
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Eine clusteranalytische Auswertung der einzelnen RAPD-Muster mit dem Programm
MVSP fihrte zu keiner Zuordnung der Einzeltiere zu ihren Standorten (Abb. 25).
Insbesondere die Larven aus dem Hessischen Ried sind innerhalb des Dendrogramms weit
voneinander getrennt, am besten gelang die Gruppierung bei den Einzeltieren der Standorte
Pocking und Oderbruch (Abb. 25).

UPGMA

0.28 04 052 064 076 0.88 1
Nei & Li's Coefficient

Abb. 25:  MVSP-basierte Auswertung der RAPD-Muster (Nei & Li-Koeffizient) von fiinf
Einzeltieren des Maisziinslers O. nubilalis von jeweils vier verschiedenen deutschen
Standorten mit den Primern OPA-07, OPB-01, OPD-11, OPF-03, und Roth 180-08
(O = Oderbruch; H = Halle; HR = Hessisches Ried; P = Pocking)

Fazit: Die RAPD-Muster der Einzeltiere waren unterschiedlich. Eine Zuordnung zu ihren
Standorten war nicht mdglich. Fir die populationsgenetischen Untersuchungen wurde
deshalb auf eine Template-DNA von Einzeltieren verzichtet und stattdessen DNA-

Mischungen von mehreren Larven eingesetzt.

3.2.3.2 Poolen von Einzeltier-DNA-Extrakten

Die Untersuchungen bertcksichtigten DNA-Extrakte aus 40 einzelnen L5-Larven (Proben
1 bis 40; eingestellt auf 1 ng DNA/ul) aus dem Gesamtpool an Larven vom Standort
Oderbruch. Ausgehend von diesen 40 einzelnen DNA-Proben wurden Mischungen aus
Probe 1 bis Probe 5, 1-10, 1-15, 1-20, 1-25, 1-30, 1-35 und 1 - 40 hergestellt und
mit den Primern Roth 180-08 und OPA-07 RAPD-Muster erzeugt. Fur den dritten Primer
OPC-15 wurden weitere funf Tiere (Proben 41 bis 45) hinzugenommen und weitere
Mischungen aus Probe 45 — Probe 40, 45 - 35, 45 - 30, 45 - 25, 45 - 20, 45 - 15, 45 - 10,
45-5, 45-1 hergestellt und getestet. Alle Mischungen wurden in der PCR mit
2 ng/Reaktionsgemisch eingesetzt. Das bedeutet, dass mit zunehmender Anzahl von DNA-

Proben im Gemisch die Anzahl der DNA-Kopien je Probe bzw. je Larve abnahm.
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Abb. 26: RAPD-Muster der Primer Roth 180-08, OPA-07 und OPC-15 von verschiedenen
Mischungen aus Einzeltier-DNA-Extrakten (1 = Larven 1-5,2=1-10,3 =1 - 15,
4=1-20,5=1-256=1-30,7=1-358=1-40,9=1-45;1a= Larven45-
40, 2a = 45 - 35, 3a = 45 - 30, 4a = 45 - 25, 5a =45 - 20, 6a = 45 - 15, 7a = 45 -
10,8a = 45-5,9a = 45-1; M = 100 bp-Marker)

Bei allen eingesetzten Primern und unabh&ngig von der Mischung wurde eine grofe
Anzahl Ubereinstimmender Banden in den RAPD-Mustern beobachtet (Abb. 26). Zwischen
einer zunehmenden Anzahl an Einzeltier-DNA-Extrakten in der Template-DNA und der
Anzahl Banden im RAPD-Muster bestand kein direkter Zusammenhang; vielmehr kamen
primerabhdngig Banden hinzu oder gingen verloren oder identische Banden traten
unterschiedlich stark auf. Bei allen drei Primern stellte sich erst bei einer DNA-Mischung
von 20 bis 25 Larven nach der Extraktion eine Uniformitadt der RAPD-Muster ein. Ein
Vergleich von Mischungen mit gleicher Anzahl an Larven, aber mit anderen Individuen,
zeigte ebenfalls ab 20 bis 25 Larven pro Template-DNA Ubereinstimmende RAPD-Muster
(Abb. 26, OPC-15 1a - 9a).

Da sich herausgestellte, dass Mischungen von Einzeltier-DNA-Extrakten ab 20 bzw. 25
Larven konstante und gut reproduzierbare RAPD-Muster zeigen, wurde weiter hinterfragt,
ob die Reprdasentativitat einer Probe fur eine Lokalpopulation auch tber mehrere 20er-
Mischungen aus derselben Lokalpopulation erhalten bleibt. Hierfiir wurden beispielhaft fur
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das Oderbruch drei Mischungen mit jeweils 20 Einzeltier-DNA-Extrakten mit den Primern
OPA-07 und Roth180-08 untersucht. Folgende drei Mischungen wurden angesetzt:
Mischung E1: Larven 1 bis 20, E2: 21 - 40, E3: 1 — 10 und 31 - 40. Die Ergebnisse zeigten,
dass mit Primer OPA-07 fur alle Mischungen einheitliche und mit Primer Roth 180-08
gering abweichende RAPD-Muster amplifiziert wurden (Abb. 27).

OPA-07 Roth 180-08
_..- ——u- h-g!i-i EEE“-’!“ =_=RES

Gla G1b G2a G2b G3a G3b Ela Elb E2a E2b E3aE3b M M Gla G1b G2a G2b G3a G3b Ela E1b E2a E2b E3a E3

o
<

Abb. 27: RAPD-Muster der Primer OPA-07 und Roth 180-08 von Mischungen aus Einzeltier-
und Tiergruppen-DNA-Extrakten (G = Gruppen, E = Einzeltiere; 1 = Larven 1 - 20,
2=21- 40,3=41-60;a, b =Wiederholungen; M = 100bp-Marker)

Eazit: Mit der Mischung von mehreren Einzeltier-DNA-Extrakten in einer Template-DNA
konnten individuenspezifische Banden zugunsten von art- und populationsspezifischen
Banden in den RAPD-Mustern verdrangt werden. Ab 20 Einzeltier-DNA-Extrakten pro
Template-DNA  traten  konstante RAPD-Muster auf. Eine zufriedenstellende
Reproduzierbarkeit der RAPD-Muster fir eine Lokalpopulation war jedoch nicht gegeben.

3.2.3.3  Poolen von Einzeltieren vor der gemeinsamen DNA-Extraktion

Bei der Poolung von Einzeltieren aus dem Oderbruch vor ihrer gemeinsamen DNA-
Extraktion wurde ebenfalls zundchst die Anzahl der O. nubilalis-Larven bestimmt, die als
einheitlich extrahierte Gruppe die Lokalpopulation gut reprasentiert. Dazu sind DNA-
Extrakte aus 5 bis 25 Larven (fiinf Gruppen G1 - G5 mit insgesamt 75 Larven) hergestellt
worden; zusatzlich wurde ein weiterer Extrakt aus 10 Larven zu dem Extrakt aus 25
Larven zugefuhrt, so dass ein Extrakt aus 35 Larven entstand (G6). Alle Proben wurden

mit dem Primer OPC-15 untersucht.

Die Ergebnisse zeigten, dass bei der Extraktion von mindestens 20 Larven reproduzierbare
populationsspezifische und/oder artspezifische RAPD-Muster entstanden (Abb. 28). Die

Unsicherheit, ob populations- oder artspezifisch ergab sich aus dem Umstand, dass der
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aufwendige Test nur mit der Lokalpopulation aus dem Oderbruch durchgefiihrt werden

konnte.

-
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Abb. 28: RAPD-Muster des Primers OPC-15 von DNA-Extrakten aus Tiergruppen (G) und
Mischungen von DNA-Extrakten aus Einzeltieren (E) (1 =Larven1-5,2=1-10, 3
=1-15,4=1-20,5=1-25,G6=1-35,E6=1-30; M= 100bp-Marker)

Fur den Vergleich der DNA-Extrakte aus Tiergruppen mit den Mischungen der DNA-
Extrakte aus Einzeltieren (E1 bis E3) (Abschnitt 3.2.3.2) wurden drei Gruppen von je 20
Tieren und damit 60 Einzeltiere verwendet (Abb. 27). In dieser Untersuchung (Einzel- und

Tiergruppen) wurden insgesamt 60 O. nubilalis-Larven aus dem Oderbruch untersucht.

Der Vergleich hat gezeigt, dass sowohl Mischungen von DNA-Extrakten aus Tiergruppen
als auch aus Einzeltieren keine vollstandig bereinstimmenden RAPD-Muster lieferten
(Abb. 28). Es gab nicht nur erwartete Unterschiede im RAPD-Muster zwischen den
gemischten Extrakten aus Tiergruppen und Einzeltieren, sondern auch innerhalb dieser
Gruppen. Diese Unterschiede im RAPD-Muster waren jedoch primerabhangig: Primer
OPA-Q7 flhrt bei allen sechs Mischungen zu einheitlichen RAPD-Mustern; Primer Roth
180-08 manifestierte Unterschiede zwischen allen Mischungen, wobei diese zwischen den
Mischungen der Einzeltier-Extrakte (E1, E2, E3) deutlich starker hervortraten als zwischen
den Mischungen der Tiergruppen-Extrakte (G1, G2, G3).

Aus dem Vergleich der beiden prinzipiellen Mdoglichkeiten zur Herstellung einer
représentativen Template-DNA fir eine Lokalpopulation geht hervor, dass bei
Verwendung von Primern, die starker die polymorphen Banden in den RAPD-Mustern
betonen, konstante populationsspezifische Muster bei Extrakten aus Tiergruppen ab 20
Larven schneller erreicht werden als bei Mischungen aus Einzeltier-Extrakten.

SchlielRlich wurde in einem weiteren Test mit den Primern Roth 180-08 und OPA-07
hinterfragt, ob eine Mischung von zwei bis drei Extrakten aus je 20 Tieren die

Ubereinstimmung der RAPD-Muster weiter stabilisiert. Bei allen drei 40er-Mischungen

82



Ergebnisse

und der 60er-Mischung zeigte sich eine ausgepragte Uniformitat in den RAPD-Mustern
(Abb. 29). Die noch bestehenden geringen Unterschiede zwischen den drei 20er-

Mischungen wurden aufgehoben.

Roth 180-08 OPA-07

a iy TEETE L@
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Abb. 29:  RAPD-Muster der Primer Roth 180-08 und OPA-07 von verschiedenen Mischungen
aus DNA-Extrakten von Tiergruppen (20 Tiere) (1 — 3 = je ein Extrakt, 4 — 6 =
Mischungen aus 2 Extrakten, 7 = aus drei Extakten; a, b = Wiederholungen; M =
100bp-Marker)

Der Vergleich der RAPD-Muster von DNA aus Tiergruppen mit der DNA aus Einzeltieren
hat gezeigt, dass mit zunehmender Anzahl individueller DNA im Template das
Hintergrundrauschen in den RAPD-Mustern primerabhéngig zunahm und damit
Schwierigkeiten bei der Auswertung der Muster zu beflirchten waren. Daher musste ein
Kompromiss zwischen der Représentativitat der Template-DNA fiir die Lokalpopulation
einerseits und der Praktikabilitdt der PCR, inkl. der visuellen Auswertung, andererseits
gefunden werden. Dieser Kompromiss lag schlie3lich bei DNA-Extrakten aus 20 Larven

pro Lokalpopulation.

Fazit: Die technisch gunstigere Variante zur Erzielung reproduzierbarer RAPD-Muster der
Template-DNA fihrte Gber eine Mischung von 20 Larven aus dem Feld vor der Extraktion.
Dieses Verfahren wird deshalb fir Untersuchungen zur genetischen Variabilitdt von

Lokalpopulationen in Verbindung mit mindestens 15 Dekamerprimern empfohlen.

3.234 Geschwisterlarven

Bei der Beriicksichtigung von 20 Larven flr eine Template-DNA kann bei geringem Befall
nicht ausgeschlossen werden, dass sich unter den gesammelten Larven auch Geschwister
befinden. Damit konnte die Représentativitat der Template-DNA flr die Lokalpopulation
beeintrachtigt werden, da bei Larven von gleichen Eltern dhnlichere RAPD-Muster zu
erwarten sind als bei nicht verwandten Tieren. Werden allerdings die 20 Larven aus einem

Pool von Tieren genommen, die zuvor von einem groRen Feld gesammelt wurden, dann
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sollte die zufallige Auswahl von Geschwisterlarven in der Probe eher unwahrscheinlich
sein. Anders liegt jedoch die Situation, wenn die 20 Larven aus einer einjahrigen Zucht
oder aus einer Dauerzucht ausgewahlt werden, da hier die Grundgesamtheit der
Lokalpopulation deutlich unter der des Freilandes liegt bzw. langjéhrige Inzucht- und
Selektionseffekte auftreten kénnen. Fir diese Untersuchungen wurden jeweils zwei bis
drei  Geschwistergruppen isoliert und ihre L5-Larven zu folgenden Proben

zusammengestellt:

Probe A: Labortiere der F1-Generation aus dem Oderbruch (Feld);

Probe B: Labortiere der F3-Generation aus dem Oderbruch (einjahrige Zucht);

Probe C: Labortiere der F20- bis 30-Generation aus Darmstadt (Dauerzucht)
und

Probe D: Larven aus einem Maisstangel vom Feld aus dem Oderbruch.

Bei jeder Probe wurden von zwei bzw. drei Geschwistergruppen jeweils finf Larven
separat extrahiert und mit den Primern OPC-15 und OPF-03 die RAPD-Muster hergestelit.
Die Ergebnisse wurden verifiziert tber einen Test mit Larven, die in nur einem
Maisstdngel auf einem Feld im Oderbruch gefunden wurden (Probe D). Es ist davon
auszugehen, dass es sich bei Larven aus einem Sténgel eher um Geschwister handelt als
bei Larven aus verschiedenen Stangeln. Von den Proben A, B und C wurden sowohl die
RAPD-Muster der funf Einzeltiere innerhalb einer Geschwistergruppe als auch die RAPD-
Muster zwischen den Geschwistergruppen verglichen. Hierfir wurde der Anteil
gemeinsamer RAPD-Banden in den zu vergleichenden RAPD-Mustern der Einzeltiere
ermittelt und daraus der Mittelwert berechnet, d. h. bei einem Mittelwert von 1 wirden alle
amplifizierten Banden bei allen Einzeltieren auftreten. Aufgrund des geringen

Stichprobenumfangs musste auf eine statistische Absicherung verzichtet werden.

Die RAPD-Muster der Geschwister in den jeweiligen Proben brachten primerunabhéngig
grolRere Gemeinsamkeiten (Anzahl identischer Banden) gegenlber den Ergebnissen mit
nicht verwandten Einzeltieren hervor (Abschnitt 3.2.3.1). Es zeigte sich, dass bei der Probe
A die Variabilitat der RAPD-Muster innerhalb und zwischen den drei Geschwistergruppen
etwas starker war als bei der Probe B mit zwei Geschwistergruppen, aber deutlich hoher
als bei Probe C mit ebenfalls drei Geschwistergruppen (Tab. 26).
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Tab. 26:  Anteil gemeinsamer RAPD-Banden (F) von finf Einzeltieren pro Geschwistergruppe
(Primer OPC-15 und OPF-03)

Probe A Probe B Probe C

F G G G
Gl | G2 | G3 Gl | G2 Gl | G2 | G3
1-3 1-3 1-3
MW | 0521|069 |051|057(059|0,64|0,62|0,78|0,75(0,71| 0,75
+SD |0,27 (0,27 |0,25|0,07/0,31|0,30 |0,03|0,25|0,28 | 0,25 | 0,02

MW = Mittelwert; SD = Standardabweichung; G = Gruppe; Berechnung von MW und SD im
Anhang 8c
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Abb. 30: RAPD-Muster der Primer OPC-15 und OPF-03 von Geschwistern der F1 aus dem
Feld, aus der F2 bis F3 einer einjahrigen Zucht und aus einer Dauerzucht (1, 2, 3 =
verschiedene Geschwisterpaare; a — e = verschiedene Larven; M = 100bp-Marker)

Die groRere genetische Ahnlichkeit zwischen Geschwistern aus einer Dauerzucht (Probe
C) kann darauf hinweisen, dass suboptimale Umweltbedingungen, das Ausbleiben der
Diapause, Inzucht und andere Selektionseinflisse die genetische Variabilitat verringern.
Damit sind Larven aus einer langeren Laborzucht nicht mehr reprasentativ fir das
genetische Herkunftsgebiet, wahrend eine kurze Haltung unter Laborbedingungen die

Représentativitat nicht beeintrachtigt.

Die Verifizierung der Ergebnisse mit ,,mdéglichen Geschwistern aus dem Freiland* (Probe
D) hat gezeigt, dass Larven aus dem gleichen Sténgel vermutlich keine Geschwister sind.
Die jeweiligen RAPD-Muster zeigten mit 0,48 von allen Proben die geringsten Mittelwerte
fiir die genetische Ahnlichkeit (Tab. 27a). Hierbei ist zu beachten, dass bei einer geringen
Anzahl von Larven der Anteil gemeinsamer RAPD-Banden hoher bewertet wird als bei

einer groReren Anzahl an Larven. Daher wurde fiir einen verbesserten Vergleich zwischen
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den Proben A und D bei der Probe A nur die ersten drei und die letzten drei von fiinf
Vollgeschwistern fur die Auswertung beriicksichtigt (Tab. 27b). Durch diese Modifikation
stieg die genetische Ahnlichkeit bei beiden Proben von 0,57 auf 0,63 an. Die beiden
zusatzlichen Larven, die eine Art Aulengruppe darstellten, zeigten dhnlich starke
Unterschiede in den RAPD-Mustern wie die Larven aus der Probe D (Abb. 31).

Tab. 27:  a) Anteil gemeinsamer RAPD-Banden (F) von drei Einzeltieren pro Stangel (Primer
OPC-15 und OPF-03); b) zur besseren Bewertung der MW von a) — Anteil
gemeinsamer RAPD-Banden (F) von jeweils drei Geschwister-Larven aus dem Feld
anhand der gleichen Primern

a)
Probe D
= 1. Stangel 2. Stangel Mittelwert vom
n=23Larven n=3Larven |1.und 2. Stangel
MW 0,48 0,47 0,48
+ SD 0,22 0,19 0,01
b)
= ersten drei von insgesamt funf letzten drei von insgesamt funf
Larven Larven
Feld- 1.-3. 1.-3.
tiere 1.G 2.G 3.G G 1.G 2.G 3.G G
MW 0,58 0,72 0,59 0,63 0,61 0,74 0,55 0,63
+SD 0,29 0,27 0,27 0,08 0,25 0,27 0,24 0,10

MW = Mittelwert; SD = Standardabweichung; G = Gruppe; Berechnung von MW und SD im
Anhang 8d
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Abb. 31: RAPD-Muster der Primer OPC-15 und OPF-03 von Larven aus jeweils einem
Maisstdngel = Probe D (1- 4 = verschiedene Stangel; a - ¢ = unterschiedliche
Larven; M = 100bp-Marker)

Fazit: RAPD-Muster von einzelnen Geschwisterlarven zeigten eine groRere Anzahl
ubereinstimmender Banden als die Muster von einzelnen Nichtgeschwistern, insbesondere
dann, wenn die Larven aus einer Laborzucht stammten. Es kann jedoch davon

ausgegangen werden, dass bei einem zuféllig geringen Anteil von Geschwisterlarven in
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einer 20er-Mischprobe vom Feld geschwisterspezifische Banden ebenso in den
Hintergrund treten wie individuenspezifische gegeniiber den populations- und

artspezifischen Banden.

3.2.3.5  GrofRe und Abstand der Sammelgebiete

Die reprasentative Probenentnahme von 20 Larven ist ein entscheidendes Kriterium, um
eine Lokalpopulation sicher charakterisieren und mit anderen Lokalpopulationen
vergleichen zu kénnen. Daher wurde in einem gesonderten Versuch den Fragen nach der
minimalen FeldgroRe und der Auswahl des Feldbereiches nachgegangen. Dazu sind im
Jahre 2001 in Gusow (Oderbruch) auf einer Flache von 2,2 ha funf verschiedene Parzellen
mit einer GréRe von 187 m® bis 319 m* abgesteckt worden, aus denen nach der
Zusammenfihrung aller Larven pro Parzelle jeweils 20 O. nubilalis-Larven in die
molekulargenetischen Untersuchungen eingingen (Abb. 32 A). Die vier Eckpunkte der
Parzellen und die Eckpunkte des gesamten Feldes wurden mit Hilfe des GPS-Gerétes Leica
GS 50 aufgenommen. Ein dhnlicher Versuch wurde auch in Spickendorf (Halle) auf einer
Flache von ca. 2 ha durchgefuhrt, indem vier benachbarte Parzellen nach dem gleichen
Verfahren wie im Oderbruch beprobt wurden (Abb. 32 B). Auf eine genaue Berechnung
der Teilflachen in Spickendorf mit Hilfe des GPS-Gerates wurde verzichtet. Jede

Teilflache hatte eine GroRe von etwa 200 m?.

ca. 20 ha

Feld B

Abb. 32: Darstellung der Feldbeprobung in Gusow (Oderbruch) und Spickendorf (Halle)
(A = Luftbildaufnahme von Gusow, B = schematische Darstellung von Spickendorf)

Bei der Wahl der Probenentnahme von den Teilflachen wurden folgende Varianten

ausgewabhlt:
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Variante 1: Larven aus einer kleinen Teilflache ,,E“ (el - e4) von ca. 260 m* aus
Gusow;

Variante 2: Larven aus mehreren kleinen Teilflachen ,,A* (al — a4) bis ,,E* (el -
e4) des gesamten Feldes aus Gusow bzw. ,A“ - ,D“ aus
Spickendorf;

Variante 3: Vergleich der Proben von den Teilflichen mit den Proben vom
ganzen Feld ,,G* aus Gusow (Feld A bis E) und Spickendorf (Feld A
bis D).

In Variante 1 wurde gepruft, ob Unterschiede in den RAPD-Mustern zwischen drei
Template-DNA-Extrakten aus je 20 Larven auf einer Teilflache von ca. 260 m? existierten.
In der PCR wurden die polymorphen Primer OPD-11, OPC-15 und OPF-03, die eine hohe
Anzahl an Banden amplifizierten, ausgewéhlt (Abb. 33). Um eine Aussage Uber die
Ahnlichkeit der genetischen Muster zwischen den Teilflachen zu treffen, ist vergleichbar
mit der Auswertung zwischen den Geschwistern (Kapitel 3.2.3.4) tber alle Varianten der
Anteil gemeinsamer RAPD-Banden ermittelt worden. Zwischen den drei Proben der
Teilflache ,,E“ bestanden bei allen drei Primern wenige Unterschiede in den RAPD-
Mustern. Mit 76 % erreichten die DNA-Extrakte des Feldstlicks ,,E* einen hohen Wert fiir

die Bandenibereinstimmung (Tab. 28).

In der Variante 2 wurden DNA-Extrakte der 20-Tiergruppen von vier (Spickendorf) bzw.
finf Teilflachen (Gusow) fir die Analyse zur Berechnung der genetischen Ahnlichkeiten
herangezogen. Diese PCR-Untersuchungen sind mit den gleichen Primern wie bei Variante

1 durchgefuhrt worden.

OPD-11 OPC-15 OPF-03
[ - M = -
= =S=EER=E cmEEE=

— — i — g, S

M12 3 MMI1 23 M M12 3 M

Abb. 33: RAPD-Muster der Primer OPD-11, OPC-15 und OPF-03 von drei verschiedenen
20er-Tiergruppen vom Standort Gusow (Oderbruch), Teilflaiche E (1 - 3 =
unterschiedliche 20-Tier-Proben; M = 100bp-Marker)
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Abb. 34:  RAPD-Muster der Primer OPF-03 und OPC-15 von Teilpopulationen der einzelnen
Feldflachen und der Gesamtflache eines Feldes an den Standorten Oderbruch und
Halle (1 = Oderbruch, 2 = Halle; A — E = unterschiedlichen Teilflachen, G =
Gesamtflache; M = 100bp-Marker)

Tab. 28: Anteil gemeinsamer RAPD-Banden (F) der 20er-Tiergruppen-DNA-Extrakte von
verschiedenen Teilflachen der Standorte Oderbruch und Halle (Primer OPD-11, OPC-
15 und OPF-03)

F Gusow (Oderbruch) Spickendorf (Halle)
Teilflache LE LA bis E“ | A“ bis,,G* | ,A“bis,D* | ,,A” bis ,,G*
Anzahl 33 52 52 33 34
Banden
MW 0,76 0,61 0,62 0,64 0,59
+ SD 0,27 0,34 0,33 0,29 0,28

MW = Mittelwert; SD = Standardabweichung; Teilflachen A - E = mit GPS bestimmten Eckpunkte
der Teilflachen (al - e4); Berechnung von MW und SD im Anhang 8e

Die RAPD-Muster von 20 Tiergruppen der Teilflachen ,,A“ bis ,,E* bzw. ,A“ bis ,,D*
zeigten untereinander eine héhere genetische Variabilitat als die RAPD-Muster innerhalb
der Teilflache ,,E* (Tab. 28, Abb. 34). Des Weiteren wurde eine Clusteranalyse von den
DNA-Extrakten der verschiedenen Teilflachen aus Gusow und Spickendorf erstellt, bei der
zusétzlich der uberwiegend monomorphe Primer OPB-01 hinzugenommen wurde (Abb.
35). Dadurch zeigten sich im Dendrogramm héhere Ahnlichkeiten im RAPD-Muster im
Vergleich zu der Auswertung mit nur drei polymorphen Primern. Die am weitesten innen
befindlichen Feldstiicke ,,D* und ,E“ des Standortes Oderbruch wiesen die grofRte
Ubereinstimmung auf und charakterisieren durch die enge Gruppierung zu ,,G* das
Gesamtfeld am besten. Die Teilflachen ,,A* und ,,B*, die sich beide am Feldweg befanden,
bildeten mit der Teilflache ,,C“, das in der N&he eines Baumgurtels lag, genetisch ahnliche
Gruppen. Auch die DNA-Extrakte von benachbarten Teilflachen aus Spickendorf zeigten
eine hohere genetische Ubereinstimmung als zwischen den weiter entfernten Teilflachen.
Die zwei Teilflachen ,,A* und ,,B*, die sich beide in der Ndhe des Feldwegs befanden,

bildeten die engste Gruppierung, von der sich wiederum die Teilflache ,,C* abgliederte.
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Die Teilflache ,,D*, die an eine StralRe angrenzte, wich von den anderen Teilflachen stark

ab, charakterisierte aber wiederum das Gesamtfeld ,,G* am besten (Abb. 35).

UPGMA
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Abb. 35: MVSP-basierte Auswertung der RAPD-Muster (Nei & Li-Koeffizient) von den
Teilflachen- (A - E) und Gesamtflachenpopulationen (G) der Standorte Oderbruch
und Halle aus dem Jahr 2001 mit den Primern OPC-15, OPD-11, OPF-03 und OPB-
01

In der Variante 3 wurde schlieBlich untersucht, ob Unterschiede im RAPD-Muster
zwischen den DNA-Extakten vom gesamten Feld zu den verschiedenen Teilflachen
existierten. Fur diesen Vergleich wurden zweimal von jeder Teilflache jeweils vier Larven
entnommen, vor der Extraktion gepoolt und mit dieser 20er-Mischprobe (G1, G2) eine
RAPD-PCR mit den zwei polymorphen Primern OPC-15 und OPF-03 durchgefihrt (Abb.

36).
OPF-03
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Abb. 36: RAPD-Muster der Primer OPC-15 und OPF-03 von DNA-Extrakten aus 20 Tier-
Proben aus zwei Gesamtflachen (G1, G2) bzw. funf Teilflichen (A — E) (M =
100bp-Marker)

Die RAPD-Muster der beiden DNA-Extrakte von der Gesamtflache (G1, G2) zeigten eine
genetische Ahnlichkeit von 87 % (Tab. 29). Eine geringere genetische Ahnlichkeit von
57 % wurde zwischen den DNA-Extrakten der finf Teilflachen erzielt (Tab. 29). Der
geringere F-Wert der Teilflachen ,,A* bis ,,E* in Tab. 29 im Vergleich zur Tab. 28 ergibt
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sich durch eine neue Berechnung des F-Wertes bei der Einbeziehung der Gesamtflachen
(G1, G2).

Tab. 29:  Anteil gemeinsamer RAPD-Banden (F) von zwei Gesamtflachen (G1, G2) und
Teilflachen (A - E) des Standortes Gusow (Oderbruch) (Primer OPC-15 und OPF-03)

F Gl+G2 »A“ bis ,,E*
Anzahl Banden 19 32
MW 0,87 0,57
+SD 0,23 0,31

MW = Mittelwert; SD = Standardabweichung; Berechnung von MW und SD im Anhang 8f

Fur den Standort Spickendorf wurde nur ein DNA-Extrakt der Gesamtflache als Vergleich
zu den DNA-Extrakten der Teilflachen herangezogen.

Die DNA-Extrakte von den Teilflachen und jeweils ein DNA-Extrakt des gesamten Feldes
von beiden Standorten wurden fir die Erstellung des Dendrogramms ausgewertet. Die
Clusteranalyse spiegelt einerseits die Standortcharakteristik wieder, zeigt aber auch
andererseits, dass zwischen den beiden Standorten Oderbruch und Halle eine hohe
genetische Ahnlichkeit besteht (Abb. 35). Die Proben aus Gusow gruppieren sich stirker

zusammen als die Proben aus Spickendorf.

Der DNA-Extrakt der Gesamtflache vom Standort Oderbruch, der sich aus den Larven der
DNA-Extrakte von den Teilflachen zusammensetzte, wird am besten durch die mittleren
Teilflachen ,,D* und ,,E* gegenuber den Randflachen ,,A“ und ,,.B* charakterisiert. Durch
die detaillierte Betrachtung der Ahnlichkeitskoeffizienten der einzelnen Teilflachen nach
NEI & LI (1979) wird jedoch deutlich, dass das Gesamtfeld am besten durch die mittlere
Teilflache ,,E* beschrieben wird (Tab. 30). Diese Teilflache ,,E“ hat zur Gesamtflache den
hichsten Ahnlichkeitskoeffizienten von 0,84. Da aus Zeitgriinden nur ein DNA-Extrakt
von jeder Teilflache untersucht wurde, bestand keine Mdglichkeit die Koeffizienten einem

statistischen Verfahren zu unterziehen.
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Tab. 30:  Ahnlichkeitskoeffizienten zwischen den einzelnen Teilflachen und in Beziehung zum
Gesamtfeld Gusow (Oderbruch) (Primer OPC-15 und OPF-03)

Teilflache A B C D E G1
A 1,00
B 0,78 1,00
C 0,70 0,77 1,00
D 0,81 0,83 0,84 1,00
E 0,80 0,75 0,79 0,87 1,00
Gl 0,79 0,80 0,73 0,81 0,84 1,00

A=(@l-a4),B=(bl-b4),C=(cl-c4),D=(dl-d4),E=(el-ed); GL=A-E; al—e4 =mit
GPS bestimmte Eckpunkte der Teilflichen

Fazit: Beim Vergleich von Teilflachen eines 2 ha grolRen Feldes stimmte die Teilflache in
der Mitte des Feldes am besten mit den RAPD-Mustern des gesamten Feldes Uberein.
Durch Mischungen von DNA-Extrakten der Teilflachen wurden die Unterschiede
zwischen den Teilflachen eliminiert und &hnliche RAPD-Muster erzeugt. Fur eine
représentative  Probenentnahme wird empfohlen, jeweils funf Larven aus vier
verschiedenen Teilflachen im Kernbereich eines Feldes mit einer Gesamtfeldgréfie von

mindestens 2 ha zu einer Mischprobe von 20 Larven zu vereinigen.

3.3 Auswertung der RAPD-Muster fiir die Bewertung der genetischen Ahnlichkeit

von lokalen O. nubilalis-Populationen der Z-Rasse

Eine Population beschreibt die Gesamtheit der Individuen einer Art in einem tiberwiegend
von anderen Artangehorigen isolierten Gebiet (reproduktive Isolation). Durch die
Ausbreitung von O. nubilalis (Migration) zwischen nicht vollstdndig isolierten
Populationen erfolgt ein Austausch von Erbfaktoren, der so genannte Genfluss. Dieser
Genfluss kann iiber die genetische Ahnlichkeit der O. nubilalis-DNA in Form von RAPD-
Mustern abgeschatzt werden. Des Weiteren konnen durch die RAPD-Muster auch dhnliche
Selektionsbedingungen, wie klimatische, topographische oder anbautechnische Faktoren,
aufgezeigt werden. Zunéchst war es das Ziel, durch die RAPD-PCR die genetischen
Ahnlichkeiten in Form von Clusteranalysen aus allen detektierten Banden fiir
artspezifische, rassenspezifische und populationsspezifische Merkmale darzustellen
(quantitativer Ansatz). Fir den artspezifischen Vergleich wurden neben O. nubilalis die
beiden Arten Plodia interpunctella und Ephestia kuehniella herangezogen. Die
rassenspezifische Differenzierung erfolgte zwischen der Lokalpopulation Bonn (E-Rasse)
und zehn Lokalpopulationen der Z-Rasse. Besonderes Augenmerk wurde auf die

Erstellung einer Status-quo-Analyse von lokalen Z-Populationen vor der Einfihrung des
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Bt-Mais gerichtet. Auf der Grundlage dieser Status-quo-Analyse konnten in einigen Jahren
nach dem Anbau von Bt-Mais DNA-Marker fiir sich entwickelnde Bt-Resistenz-Gene
detektiert werden, die als Resistenzmarker dienen koénnen. Weiterhin wurden einzelne
charakteristische RAPD-Banden, SO genannte Markerbanden, zur

Populationsidentifizierung und —differenzierung herangezogen (qualitativer Ansatz).

Die von der Kandidatin vorgenommene Auswertung der RAPD-Muster (Auswertung 1)
wurde von einer zweiten Person wiederholt (Auswertung 2), um subjektive Einfliisse bei
der Zuordnung von einzelnen Banden zu beriicksichtigen. Die Berechung der genetischen
Distanzen wurde nach Erstellung der 0/1-Matrix (Exceltabellen) mit Hilfe des Programms

MVSP vorgenommen.

Fiir die Bewertung der MVSP-Ergebnisse wurden Bootstrapwerte unter SIMSTAT v. 2.07
fiir Windows ermittelt, die mit jeweils 100 Pseudostichproben durchgefiihrt wurden. Ab
einem Bootstrapwert von 60 % wird von einer hohen Absicherung ausgegangen
(Darstellung in Schriftschnitt fett). Die Bootstrapwerte von 50 % bis 60 % zeigen nur eine
Tendenz der genetischen Ahnlichkeit und wurden daher in allen Dendrogrammen nicht mit
dem Schriftschnitt ,.fett dargestellt. Da Bootstrapwerte von 50 % - 60 % nicht abgesichert
werden konnen, wurde auf ihre Angabe verzichtet. Des Weiteren wurde unter SAS ein
Permutationstest durchgefiihrt, der die genetische Eigenstidndigkeit von Lokalpopulationen

tiberpriifen sollte.

3.3.1  Vergleich von lokalen O. nubilalis-Populationen der Z-Rasse mit zwei Arten
aus anderen Gattungen der Familie Pyralidae sowie mit einer Mischung aus
E- und Z-Rasse

Im Material- und Methodenteil sind die AuB3engruppen Plodia interpunctella und Ephestia
kuehniella vorgestellt worden, die in den Jahren 2000 und 2001 mit in die PCR-
Untersuchungen eingingen. Das Ziel des Einsatzes dieser Auflengruppen bestand in der
Uberpriifung der RAPD-Methode. Es sollte eine sichere Erkennung der Maisziinsler-Art
gegeniiber anderen Arten der gleichen Familie Pyralidae aufgezeigt werden. Des Weiteren
wurde bei der Lokalpopulation Bonn eine gleichmifBige Mischung von Larven aus der E-
und Z-Rasse hergestellt, um den Einfluss der E-Rasse auf die Muster der Z-Rasse
darzustellen. Die Auswertung der Dendrogramme mit den Auengruppen erfolgte nur von

der Kandidatin. Die Auswertung der RAPD-Muster bei Hinzunahme eines DNA-Extraktes
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der E-Rasse zu einem DNA-Extrakt der Z-Rasse wurde jedoch von einer zweiten Person

wiederholt.
Jahr 2000 Jahr 2001
UPGMA . UPGMA .
P. interpunctella P. interpunctella
L E. kuehniella 68 E. kuehniella
100 Karlsruhe 100 ——— Freiburg
Bodensee Pocking
Pocking Halle
Oderbruch 2 62| | 5o Oderbruch 2
52 Halle 66 Oderbruch 1
79 Oderbruch 1 Niedernberg
72 Niedernberg Hessisches Ried
Hessisches Ried Bonn
004 02 036 052 068 084 i 02 036 052 068 084 1
Nei & Li's Coefficient Nei & Li's Coefficient
Abb. 37:  MVSP-basierte Auswertung der RAPD-Muster (Nei- & Li-Koeffizient) von

verschiedenen O. nubilalis-Populationen und Populationen der Aufengruppen
Plodia interpunctella und Ephestia kuehniella von zwei Jahren unter Angabe der
Bootstrapwerte von > 50 (100 Wiederholungen); 0/1-Tab. im Anhang 8g

Die RAPD-Muster der zwei AuBengruppen wiesen sowohl 2000 als auch 2001 starke
Unterschiede zu den RAPD-Mustern der O. nubilalis-Populationen auf (Abb. 37). Diese
Abgrenzung wurde mit dem hochsten Bootstrapwert von 100 % bestétigt. Dabei wurde
weiterhin deutlich, dass sich die Gattung Plodia genetisch stirker von der Gattung Ostrinia
abhebt, als die Gattung Ephestia.

Die in beiden Auswertungen erzielte deutliche Abgrenzung der Lokalpopulation Bonn von
allen anderen Lokalpopulationen (Abb. 45) ist dadurch zu erkléren, dass sie aus einer
mengenmifig gleichverteilten Mischung von Larven der Z- und E-Rasse besteht. Dieser
rassenspezifische Unterschied konnte in Auswertung 1 mit einem Bootstrapwert von 82 %
gesichert werden. Die Sonderstellung der Lokalpopulation Bonn zeigte sich auch in der
Auswertung 2, die jedoch einen geringeren Bootstrapwert von 56 % aufwies. Die
Population Bonn muss daher ebenfalls als AuBengruppe betrachtet werden. Dieses
Ergebnis fiihrte zu dem Schluss, dass bei der Auswahl von lokalen Populationsproben der

Z-Rasse ein moglicher Anteil an E-Rasse auszuschlieBen ist!

Fazit: Die RAPD-Muster von O. nubilalis waren im Vergleich mit zwei anderen Arten aus
der Familie der Pyralidae hoch artspezifisch und erfiillten damit eine wichtige
Vorraussetzung fiir die Verwendung auf Populationsebene. Bedeutende Anteile von DNA
der E-Rasse in einer Mischprobe modifizierten die populationsspezifischen RAPD-Muster

der Z-Rasse. Um auszuschlieBen, dass DNA von Larven der E-Rasse die Tiergruppen-
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DNA-Extraktion verunreinigen, muss das Probenmaterial im zentralen Bereich eines

Maisfeldes gesammelt werden.

3.3.2  Vergleich von mehreren deutschen Lokalpopulationen aus den Jahren 1999,
2000 und 2001 sowie die Validierung von zwei DNA-Proben aus einer
Lokalpopulation

Die populationsgenetischen Untersuchungen wurden im wesentlichen mit DNA-Proben
von den finf Hauptstandorten Oderbruch, Halle, Niedernberg, Hessisches Ried und
Pocking iiber die Jahre 1999, 2000 und 2001 durchgefiihrt. Die jahrlichen Wiederholungen
waren notwendig, um die zeitliche Stabilitét der genetischen Gruppierung der Populationen
zu Uberpriifen. Des Weiteren wurden in den Jahren 2000 und 2001 fiir den Standort
Oderbruch eine zweite lokale Populationsprobe zur Absicherung der Standortcharakteristik

herangezogen.

3.221  Jahr 1999

Im Jahr 1999 standen Larven aus den fiinf Hauptstandorten und dem Standort Karlsruhe

fiir die populationsgenetischen Untersuchungen zur Verfiigung.

Auswertung 1 Auswertung 2
UPGMA Oderbruch UPGMA Oderbruch

Pocking Karlsruhe
Halle Pocking
Karlsruhe Halle
Hessisches Ried Hessisches Ried

100 Niedernberg 72 Niedernberg

0.4 05 06 07 08 09 1 064 07 076 082 08 094 1
Nei & Li's Coefficient Nei & Li's Coefficient

Abb. 38: MVSP-basierte Auswertung der RAPD-Muster (Nei- & Li-Koeffizient) von allen
untersuchten O. nubilalis-Standorten aus dem Jahr 1999 unter Angabe der
Bootstrapwerte von > 50 (100 Wiederholungen) durch zwei Personen (Auswertung 1
& 2); 0/1-Tab. im Anhang 8i

In der Auswertung 1 ergab sich eine enge genetische Ahnlichkeit (Verwandtschaft)
zwischen den Standorten Hessisches Ried und Niedernberg, die durch einen Bootstrapwert
von 100 % gestiitzt wurde (Abb. 38). Diese Gruppierung wurde in der Auswertung 2 mit
einem ebenfalls hohen Bootsrapwert von 72 % bestitigt (Abb. 38). Alle anderen
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Gruppierungen in beiden Auswertungen konnten durch zu geringe Bootstrapwerte nicht

abgesichert werden.

Das Dendrogramm der Auswertung 1 (Abb. 38) wurde bei der Bestimmung der

Bootstrapwerte in 20 von 100 Fillen erzeugt.

3.3.22  Jahr 2000

Im zweiten Jahr wurde zu den sechs Standorten des Vorjahres eine Lokalpopulation vom

Bodensee hinzugenommen.

Auswertung 1 Auswertung 2
upemA Karlsruhe UPGMA Karlsruhe

Bodensee 98498{ Bodensee
Niedernberg Pocking

50 Hessisches Ried Hessisches Ried
Pocking Niedernberg
Halle 50 Oderbruch

96 Oderbruch 100 Halle
052 0.6 068 076 084 092 1 052 06 068 076 084 002 1
Nei & Li's Coefficient Nei & Li's Coefficient

Abb. 39: MVSP-basierte Auswertung der RAPD-Muster (Nei- & Li-Koeffizient) von allen
untersuchten O. nubilalis-Standorten aus dem Jahr 2000 unter Angabe der
Bootstrapwerte von > 50 (100 Wiederholungen) durch zwei Personen (Auswertung 1
& 2); 0/1-Tab. im Anhang 8i

Im Jahr 2000 wurde in beiden Auswertungen eine neue Gruppierung der Standorte
Oderbruch und Halle sichtbar. Diese groBe genetische Ahnlichkeit wurde mit
Bootstrapwerten von 96 % in Auswertung 1 und 100 % in der Auswertung 2 abgesichert.
(Abb. 39).

Die Gruppierung Hessisches Ried und Niedernberg wurde bei der Auswertung 1 erneut
dargestellt, konnte aber durch den niedrigen Bootstrapwert von 50 % nicht abgesichert
werden. In der Auswertung 2 wurde diese Gruppierung nicht erzielt. Stattdessen gliederte
sich die Lokalpopulation Niedernberg mit einem Bootstrapwert von 50 % zwischen die
Gruppe Oderbruch/Halle auf der einen Seite und die Lokalpopulation Hessisches Ried auf

der anderen Seite.

Die Lokalpopulationen Karlsruhe und Bodensee hoben sich in beiden Dendrogrammen
deutlich von den anderen Lokalpopulationen ab. In der Auswertung 1 konnte nur ein

geringer Bootstrapwert ermittelt werden, wohingegen in Auswertung 2 diese Gruppierung
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durch den hohen Bootrapwert von 98 % abgesichert wurde. Das Dendrogramm der

Auswertung 1 erschien bei der Auswertung der Bootstrapwerte in 9 von 100 Féllen.

Weiterhin wurde mit der RAPD-PCR fiir den Standort Oderbruch eine Validierung von
zwei lokalen Populationsproben vorgenommen. Dabei ergab sich fiir das Jahr 2000 eine
hohere genetische Ahnlichkeit zwischen einer lokalen Oderbruch-Population und der
Lokalpopulation Halle mit einem Bootstrapwert von 79 % gegeniiber der zweiten lokalen
Oderbruch-Population (Abb. 37). Die Lokalpopulation Oderbruch 2 setzte sich mit einem
geringen Bootstrapwert von 52 % von der Gruppe Oderbruch/Halle ab. Dennoch blieb die
Gruppe Oderbruch/Halle erhalten.

3.3.23  Jahr 2001

Im Jahr 2001 wurden die Standorte Karlsruhe und Bodensee wegen fehlendem

Probenmaterial durch die Standorte Freiburg und Bonn ausgetauscht.

Auswertung 1 Auswertung 2
UPGMA UPGMA
Niedernberg Freiburg
Hessisches Ried 65 Niedernberg
Bonn Bonn
Pocking 60 Hessisches Ried
51 Halle Oderbruch

97 Oderbruch 100 Halle

Freiburg Pocking

052 0.6 068 076 084 092 1 052 06 068 076 08 092 1
Nei & Li's Coefficient Nei & Li's Coefficient

Abb. 40: MVSP-basierte Auswertung der RAPD-Muster (Nei- & Li-Koeffizient) von allen
untersuchten O. nubilalis- Standorten aus dem Jahre 2001 unter Angabe der
Bootstrapwerte von > 50 (100 Wiederholungen) durch zwei Personen (Auswertung 1
& 2); 0/1-Tab. im Anhang 8i

Zwischen den Lokalpopulationen Oderbruch und Halle wurde die hochste genetische
Ahnlichkeit erzielt (Abb. 40). Aufgrund der im Vergleich mit dem Vorjahr wiederholt
erzielten Gruppierung und der Validierung beider Auswertungen mit Bootstrapwerten von
97 % (Auswertung 1) bzw. 100 % (Auswertung 2), kann diese Gruppe als abgesichert
angesehen werden. Da in der Auswertung 2 noch zwei weitere Gruppierungen durch einen
hohen Bootstrapwert abgesichert wurden, kann dieses Dendrogramm wahrscheinlich die
genetischen Ahnlichkeiten zwischen den Lokalpopulationen besser erfassen als in
Auswertung 1. Der zweite relativ hohe Bootstrapwert von 65 % zeigte sich bei der
Separierung der Lokalpopulation Freiburg von allen anderen Lokalpopulationen. In der

Auswertung 1 konnte durch einen niedrigen Bootstrapwert von 51 % nur eine Tendenz
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dieser Abgliederung aufgezeigt werden. Bei dem dritten hohen Bootstrapwert der
Auswertung 2 handelte es sich um die Gruppierung Bonn und Hessisches Ried mit einem
Wert von 60 %. Im Vergleich dazu gliederte sich in der Auswertung 1 die Lokalpopulation
Bonn von der Gruppe Niedernberg/Hessisches Ried mit einem geringen Bootstrapwert von

< 50% ab.

Auch in diesem Jahr wurde eine zweite lokale Oderbruch-Population in die Auswertung
einbezogen. Mit einem Bootstrapwert von 66 % konnte der Standort Oderbruch diesmal
durch die Gruppierung der Lokalpopulationen 1 und 2 abgesichert werden. Von dieser

Gruppierung gliederte sich der Standort Halle mit einem Bootstrapwert von 60 % ab.

Fazit: In zwei von drei Untersuchungsjahren konnte eine groBe genetische Ahnlichkeit
zwischen den Lokalpopulationen Oderbruch und Halle iiber hohe Bootstrapwerte gesichert
werden. Die Gruppe Hessisches Ried/Niedernberg wurde im Jahr 1999 in beiden
Auswertungen abgesichert, in den anderen Jahren war nur eine Tendenz in der genetischen
Ahnlichkeit zwischen diesen beiden westdeutschen Lokalpopulationen erkennbar. Die
Abspaltung der siidwestdeutschen Lokalpopulationen Karlsruhe, Bodensee und Freiburg
sowie der siidostdeutschen Lokalpopulation Pocking von den nordlicher gelegenen
Lokalpopulationen konnte in der Auswertung 2 mit hohen Bootstrapwerten gesichert

werden.

3.3.3  Vergleich von deutschen lokalen O. nubilalis-Populationen Uber einen

Zeitraum von zwei und drei Jahren

Da bei den RAPD-Auswertungen aus jeweils einem Jahr aufgrund der geringen
Bootstrapwerte wenig gesicherte Ergebnisse gewonnen wurden, war das nichste Ziel,
Dendrogramme zu erstellen, welche alle 0/1-Matrixen von zwei und drei Jahren enthalten.
Dabei wurden folgende vier Varianten untersucht: a) gemeinsame Verrechnung der 0/1
Matrixen von 20 Primern aus drei Jahren von den fiinf deutschen Hauptstandorten
(Abschnitt 3.3.3.1); b) als Wiederholung getrennte Verrechung der 0/1 Matrixen von den
drei deutschen Lokalpopulationen Oderbruch, Hessisches Ried und Pocking von drei
Jahren mit drei Primern und gleichzeitige Durchfiihrung des Permutationstestes (Abschnitt
3.3.3.2); ¢) gemeinsame Verrechnung der 0/1 Matrixen aus den Jahren 1999 — 2000 von
den fiinf deutschen Hauptstandorten und Karlruhe (Abschnitt 3.3.3.3); d) DNA-
Mischungen von 20-Tiergruppen-DNA-Extrakten aus zwei Jahren von jeweils neun

deutschen Lokalpopulationen (Abschnitt 3.3.3.4). Die Varianten b) und d) basieren auf
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neuen RAPD-Muster-Auswertungen, d. h. es wurde jeweils eine erneute Gelelektrophorese

durchgefiihrt.

3.3.3.1  Clusteranalyse der Lokalpopulationen Oderbruch, Halle, Hessisches Ried,
Niedernberg und Pocking tber die Jahre 1999, 2000 und 2001

Fir die Erstellung des Dendrogramms wurden die 0/1 Matrixen von filinf
Lokalpopulationen aus drei Jahren zusammen in einer Excel-Tabelle untereinander

angeordnet und unter MVSP verrechnet.

Auswertung 1 Auswertung 2
UPGMA UPGMA
Hessisches Ried Hessisches Ried
100 Niedernberg & Niedernberg
Pocking Pocking
%0 Oderbruch Halle
100 Halle 100 Oderbruch

064 07 076 08 08 094 1 064 07 076 08 088 094 1
Nei & Li's Coefficient Nei & Li's Coefficient

Abb. 41: MVSP-basierte Auswertung der RAPD-Muster (Nei- & Li-Koeffizient) von fiinf O.
nubilalis-Standorten iiber die Jahre 1999, 2000 und 2001 unter Angabe der

Bootstrapwerte > 50 (100 Wiederholungen) durch zwei Personen (Auswertung 1 &
2); 0/1-Tab. im Anhang 8]

In beiden Auswertungen zeigte sich eine hohe genetische Ahnlichkeit zwischen den
Standorten Oderbruch und Halle sowie dem Hessischen Ried und Niedernberg (Abb. 41).
Die Lokalpopulation Pocking zeigte keine eindeutige Zuordnung zu den anderen beiden
Gruppen. Die Ahnlichkeit der Lokalpopulation Pocking zur Gruppe Oderbruch/Halle
konnte nicht abgesichert werden. Auffillig war, dass sich die Lokalpopulation Pocking in
der Auswertung 1 bei allen 100 Pseudodendrogrammen nie mit einer anderen
Lokalpopulation gruppierte. In beiden Auswertungen wurden, auBler beim Standort
Pocking, hohe Bootstrapwerte erzielt. Die Gruppierung der Lokalpopulationen Oderbruch
und Halle erreichten in beiden Auswertungen einen Bootstrapwert von 100 %, trotz der
von allen anderen Lokalpopulationen abweichenden Oderbruch-Probe aus dem Jahr 1999.
Die Lokalpopulationen Hessisches Ried und Niedernberg zeigten in der Auswertung 1
einen Bootstrapwert von 100% und in der Auswertung 2 einen von 73 %. Das
Dendrogramm der Auswertung 1 wurde bei der Bestimmung der Bootstrapwerte in 48 von

100 Fillen erzeugt.
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Fiir jedes erstellte Dendrogramm der Auswertung 1 wurde eine Haufigkeit der

Bandenverteilung graphisch dargestellt (Abb. 42).

160 @ 1999

140 I m 2000
= 100 02001
% 100 = O gesamt
&
= 80 )
° so @l
e —
o | H
< 20

ol 1) 8

1 2 3 4 5 6 7

Haufigkeit der Banden uber alle Standorte

Abb. 42: Héufigkeiten der Bandenverteilung iiber alle O. nubilalis-Standorte aus den Jahren
1999, 2000 und 2001 (1 = polymorph, d. h. insgesamt eine Bande bei allen 7
Standorten; 7 = monomorph, d. h. Bande bei allen Standorten vertreten); Excel-Tab.
Anhang 8k

Als ,,monomorphe Banden* werden diejenigen Banden eines Primers bezeichnet, die in
allen Lokalpopulationen auftreten. Demzufolge sind ,,polymorphe Banden* jene Banden,
die sich in mindestens einer Lokalpopulation zu den anderen Lokalpopulationen
unterscheiden. In den drei Jahren 1999 —2001 sind in die populationsgenetischen
Auswertungen stets mehr polymorphe (durchschnittlich 147 Banden/Jahr) als monomorphe
Banden (durchschnittlich 32 Banden/Jahr) eingegangen. Weiterhin ist eine deutliche
Abnahme der Bandenanzahl von den stark polymorphen zu den schwach polymorphen
Banden zu erkennen (Abb. 42). Durch die hohe Anzahl an stark polymorphen Banden
gegeniiber den schwach polymorphen und monomorphen Banden ist ein gewisses Potential
fiir populations- und gruppenspezifische Marker vorhanden. Als gruppenspezifische
Marker werden jene Banden bezeichnet, die bei mehreren Lokalpopulationen auftreten und
moglicherweise eine Population darstellen. Da sich die monomorphen Banden fiir die
Erstellung der Dendrogramme, basierend auf den Distanzmaflen nach NEI & L1 (1979), nur
im Ahnlichkeitskoeffizienten ausprigen und keinen Einfluss auf die Struktur des
Dendrogramms ausiiben, ist ihre Anzahl von geringerer Bedeutung fiir die
populationsgenetische Auswertung als die polymorphen Banden. Die Leistung eines
Primers, d. h. die Anzahl auswertbarer Banden, zeigte sich sowohl bei den polymorphen

als auch bei den monomorphen Banden.
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3.3.3.2  Clusteranalyse der Lokalpopulationen Oderbruch, Hessischen Ried und
Pocking jeweils Uber die Jahre 1999, 2000 und 2001

Neben den jdhrlichen Auswertungen sollte gepriift werden, ob eine geringe Anzahl an
Primern mit hohem Polymorphiegrad ausreichend ist, um die genetische Ahnlichkeit
innerhalb einer Lokalpopulation iiber einen Zeitraum von drei Jahren abzubilden.
Beispielhaft wurden die drei Lokalpopulationen Oderbruch, Hessisches Ried und Pocking
mit jeweils drei Jahreswiederholungen ausgewéhlt und mit den polymorphen Primern
OPC-15 und OPF-03 sowie dem weniger polymorphen Primer OPB-01 untersucht. Die
DNA-Proben wurden in einer gemeinsam angesetzten PCR und der parallelen Auftragung

auf ein Agarosegel bearbeitet (Abb. 43).

UPGMA
Oderbruch 1999

Hessisches Ried 1999

4‘_‘ Hessisches Ried 2000
Hessisches Ried 2001

Oderbruch 2001

62 Oderbruch 2000

Pocking 2001
54 Pocking 2000
Pocking 1999

052 06 068 076 084 0092 1

Nei & Li's Coefficient

Abb. 43:  MVSP-basierte Auswertung der RAPD-Muster (Nei & Li-Koeffizient) von drei O.
nubilalis-Standorten mit jeweils drei Wiederholungen aus den Jahren 1999, 2000 und
2001 unter Angabe der Bootstrapwerte > 50 (100 Wiederholungen); 0/1-Tab. im
Anhang 8l

Innerhalb eines Standortes sind zwischen den drei Jahren teilweise erhebliche Unterschiede
im RAPD-Muster zu erkennen. Die grof3ten jéhrlichen Divergenzen sind bei dem Standort
Oderbruch sichtbar. Trotz der jéhrlichen Schwankungen innerhalb eines Standortes gelang
eine gemeinsame Gruppierung aller standortspezifischen Lokalpopulationen aus den
einzelnen Jahren, ausgenommen die Probe Oderbruch aus dem Jahr 1999. Ein hoher
Bootstrapwert mit 62 % wurde jedoch nur bei den Lokalpopulationen Oderbruch 2000 und
2001 erzielt und ein geringer Bootstrapwert von 54 % bei den Lokalpopulationen Pocking
1999 und 2000. Daher kann nur die Tendenz aufgezeigt werden, dass trotz der
unterschiedlichen RAPD-Muster in den verschiedenen Jahren die Standortcharakteristik
beibehalten wird, aber nicht durch hohe Bootstrapwerte grof3er als 60 % bei einer Auswahl
von drei Primern abgesichert werden kann. Warum sich die Probe Oderbruch 1999 von den

anderen lokalen Oderbruch-Populationen und allen weiteren Standorten separierte, kann
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nicht erkldrt werden. Die Besonderheit dieser Lokalpopulation (Jahr 1999) zeigte sich
bereits bei fritheren Analysen (Abb. 38).

Das Dendrogramm der Abb. 43 kann weiterhin eine Aussage zur genetischen Ahnlichkeit
zwischen den

die

innerhalb einer Lokalpopulation (intrapopulationsspezifisch) und

verschiedenen  Lokalpopulationen  (interpopulationsspezifisch) treffen.  Fiir

intrapopulationsspezifische Auswertung wurde der Anteil gemeinsamer RAPD-Banden,

einschlieBlich monomorpher Banden, innerhalb einer Lokalpopulation mit jdhrlich einer

Wiederholung in einem Zeitraum von drei Jahren ermittelt. Fiir die

interpopulationsspezifische Auswertung wurde der Anteil gemeinsamer RAPD-Banden pro

Jahr (1999-2001) bzw. iiber drei Jahre von den drei Lokalpopulationen berechnet.

Tab. 31: Anteil gemeinsamer RAPD-Banden (F) der Primer OPB-01, OPF-03 und OPC-15
innerhalb und zwischen den 20-Tiergruppen-DNA-Extrakten der Lokalpopulationen
Oderbruch, Hessisches Ried und Pocking mit jeweils drei Wiederholungen (1999,
2000, 2001)

F intrapopulationsspezifisch interpopulationsspezifisch
Oderbruch | Hessisches | Pocking 1999-
] 1999 2000 2001
(1999,2000, | Ried (1999, | (1999, 2001
(O,HR,P) | (O,HR,P) | (O, HR, P)
2001) 2000, 2001) | 2000, 2001) (O, HR, P)
MW 0,69 0,71 0,69 0,54 0,66 0,64 0,46
+ + + + + + + +
SD 0,28 0,28 0,32 0,28 0,29 0,28 0,32
MW = Mittelwert; SD = Standardabweichung; O = Oderbruch; HR = Hessisches Ried;

P = Pocking; Berechnung der MW und SD im Anhang 8m

Wie aus Tabelle 31 ersichtlich wird, betriigt die genetische Ahnlichkeit innerhalb einer
lokalen O. nubilalis-Population ca. 70 % und zwischen den Lokalpopulationen pro Jahr
54 % — 66 %. Die interpopulationsspezifische Ahnlichkeit ~ zwischen den
Lokalpopulationen iiber drei Jahre betrug nur noch 46 %. Der gro3e Unterschied zwischen
der intra- und interpopulationsspezifischen Auswertung des Standortes Oderbruch,
gegeniiber den anderen beiden Standorten, wurde durch die lokale Populationsprobe aus

dem Jahre 1999 erhalten.

Neben den F-Werten (Ahnlichkeiten) wurden die Hs-Werte (Heterozygositit) von allen

Lokalpopulationen berechnet, bei denen jedoch keine monomorphen Banden
berticksichtigt wurden. Aus den Hs- und Hp-Werten ergab sich ein Fixierungsindex Fgr

von 0,425 (Tab. 32), d. h. dass 43 % genetische Variationen auf die Lokalpopulationen und
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57 % auf jdhrliche Einfliisse zuriickgehen. Daraus ergibt sich nach WRIGHT (1978) eine
grole genetische Differenzierung zwischen den lokalen O. nubilalis-Populationen. Die
daraus resultierende Migrationsrate (Nm) von 0,338 gibt eine geringe Migration von ca.
einem Migranten in jeder 4. Generation an.

Tab. 32:  F-Statistik zwischen den Lokalpopulationen Oderbruch, Hessisches Ried und Pocking

von O. nubilalis anhand von Tiergruppen-DNA-Extrakten iiber die Jahre 1999, 2000
und 2001 von drei Primern (OPB-01, OPF-03 und OPC-15)

Lokal-
. Hs HT‘ FST, Nm
populationen
Oderbruch 0,244 N=3a20Larven
HR 0,200 L=40
Pocking 0,156 Hr-0,348 + 0,114
Fst-0,425
MW % SD 0,200 £ 0,044
Nm = 0,338

N = Anzahl der Gruppen; L = (Loci) Anzahl der polymorphen Banden; Hs = Heterozygositit der
Lokalpopulation; Ht = Heterozygositét der gesamten Art; Fsr = Fixierungsindex; Nm = Migration;
Berechnung von MW und SD im Anhang 8n

Die 0/1-Matrixen dieser drei Lokalpopulationen wurden einem Permutationstest
unterzogen, der mit Hilfe eines an der Universitdit Magdeburg entwickelten Programms
(pers. Mitt. Dr. KROPF) durchgefiihrt wurde. Die genetischen Unterschiede zwischen den
drei Lokalpopulationen (Oderbruch, Pocking und Hessisches Ried) konnten im
Permutationstest mit einem P = 0,028 gesichert werden. Somit kann jeder der drei O.
nubilalis-Standorte als eigenstindig betrachtet werden. Eine dhnliche Tendenz zeigte sich
auch im Dendrogramm, mit Ausnahme der Oderbruch-Probe 1999. Die Lokalpopulationen
Oderbruch und Pocking wiesen gegeniiber dem Hessischen Ried eine hohere genetische
Ahnlichkeit auf. Ein Permutationstest sollte nur durchgefiihrt werden, wenn mehrere
Jahreswiederholungen von RAPD-Mustern innerhalb eines Standortes auf einem
gemeinsamen Agarosegel vorliegen. Da in der vorliegenden Arbeit nur bei fiinf Standorten
drei Jahreswiederholungen zur Verfiigung standen, wurden aus Zeitgriinden drei
ausgewdhlte Standorte einer weiteren Untersuchung unterzogen. Auf eine Auswertung der
RAPD-Muster iiber verschiedene Agarosegele wurde verzichtet, weil diese ungenau und

damit fehlerhaft sind.
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3.3.3.3  Clusteranalyse der Lokalpopulationen Oderbruch, Halle, Hessisches Ried,
Niedernberg, Pocking und Karlsruhe tber die Jahre 2000 und 2001

Die Erstellung des Dendrogramms erfolgte nach dem gleichen Auswertungsschema von
Abschnitt 3.3.3.1, wobei fiir diese Auswertung die Lokalpopulationen der fiinf

Hauptstandorte und die Lokalpopulation Karlsruhe von zwei Jahren herangezogen wurden.

UPGMA
Karlsruhe
80 Hessisches Ried
100 Niedernberg
Pocking
Oderbruch
98 Halle
04 05 06 07 08 0,9 1

Nei & Li's Coefficient

Abb. 44: MVSP-basierte Auswertung der RAPD-Muster (Nei & Li-Koeffizient) von sechs O.
nubilalis-Standorten aus den Jahren 1999 und 2000 unter Angabe der Bootstrapwerte
von > 50 (100 Wiederholungen) durch zwei Personen (Auswertung 1 & 2); 0/1-Tab.
im Anhang 8o

In dem Dendrogramm von Abb. 44 wurden hohe Bootstrapwerte von 98 % und 100 % fiir

die Gruppen Oderbruch/Halle bzw. Hessisches Ried/Niedernberg ermittelt. Die
Lokalpopulation Pocking konnte erneut aufgrund des geringen Bootstrapwertes < 50 %
nicht zur Gruppe Oderbruch/Halle abgesichert werden. Die Lokalpopulation Karlsruhe
zeigte zur Gruppe Hessisches Ried/Niedernberg eine hohe genetische Ahnlichkeit mit

einem Bootstrapwert von 80 %.

3.3.34  Clusteranalyse von neun deutschen Lokalpopulationen mit jeweils einer
40er-Gruppe

Es wurde gepriift, ob die genetischen Beziechungen zwischen den Lokalpopulationen aus
jeweils einem Jahr &hnlich deren aus einer Mischung von zwei Jahren sind. Daher wurden
fiir alle neun Standorte, die innerhalb der drei Jahre untersucht wurden, je ein 20er-
Tiergruppen-DNA-Extrakt einer Lokalpopulation aus zwei Jahren zu einem 40er-
Tiergruppen-DNA-Extrakt gemischt und diese DNA-Mischung mit den ersten zehn
Primern aus Tabelle 5 in der RAPD-PCR untersucht. Die Tabelle 33 listet die
verschiedenen DNA-Mischungen der 40er-Gruppen auf, die sich aus den jéhrlich

gewonnenen DNA-Extrakten zusammensetzen. Zur Absicherung der Auswertung 1 wurde
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die Auswertung der RAPD-Muster durch eine zweite Person wiederholt (Auswertung 2)
(Abb. 45).

Auswertung 1 Auswertung 2
UPGMA UPGMA
Bonn Bonn
Monbequi 56 Freiburg
Hessisches Ried Bodensee
Pocking Karlsruhe
82 Przemysl Monbequi
Niedernberg Hessisches Ried
Halle Niedernberg
100 Oderbruch Przemysl
Karlsruhe Pocking
84 Bodensee Halle
Freiburg 89 Oderbruch

052 06 068 076 084 002 1 052 06 068 076 084 092 1
Nei & Li's Coefficient Nei & Li's Coefficient

Abb. 45: MVSP-basierte Auswertung der RAPD-Muster (Nei & Li-Koeffizient) von den 40er-
Gruppen des Maisziinsler O. nubilalis unter Angabe der Bootstrapwerte von > 50
(100 Wiederholungen) durch zwei Personen (Auswertung 1 & 2); Monbequi =
Frankreich, Przemysl = Polen, restlichen Standorte — Deutschland; 0/1-Tab. im
Anhang 8h

Tab. 33:  Zusammensetzung der DNA-Proben zu einem 40er-Tiergruppen-DNA-Extrakt

(20 Larven/Jahr)
Standort Zusammensetzung
Oderbruch 2000 und 2001
Halle 2000 und 2001
Hessisches Ried 2000 und 2001
Niedernberg 2000 und 2001
Pocking 2000 und 2001
Bonn 1999 und 2001
Karlsruhe 1999 und 2000
Freiburg 2001 und 2001
Bodensee 2000 und 2000

Es bestitigte sich erneut eine enge Gruppierung der Standorte Oderbruch und Halle, die die
hochsten Bootstrapwerte von 100 % (Auswertung 1) und 89 % (Auswertung 2) erreichten
(Abb. 45). Die Gruppierung Hessisches Ried und Niedernberg trat nur in Auswertung 2
auf, jedoch mit einem Bootstrapwert unter 50 %. Die Lokalpopulationen Karlsruhe,
Bodensee und Freiburg bildeten im Dendrogramm eine gemeinsame Gruppe, die sich
genetisch klar von den anderen deutschen Lokalpopulationen abgrenzte. Einen hohen
Bootstrapwert von 84 % erreichte nur die Gruppierung Bodensee und Karlsruhe in
Auswertung 1. Diese Gruppierung wurde auch in der Auswertung 2, jedoch mit einem

Bootstrapwert < 50 %, bestétigt.
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Fazit: Der Vergleich der RAPD-Muster von den einzelnen Jahren und iiber mehrere Jahre
fiihrte zu einer robusten und plausiblen Zuordnung der Lokalpopulationen zu vier
Gruppen: norddeutsche Gruppe (Oderbruch, Halle), siidostdeutsche Gruppe (Pocking),
westdeutsche Gruppe (Hessisches Ried, Niedernberg, Karlsruhe) und stidwestdeutsche

Gruppe (Karlsruhe, Freiburg, Bodensee).

3.34  Vergleich von deutschen Lokalpopulationen mit Lokalpopulationen aus

Polen und Frankreich

Um eine Aussage iiber die genetischen Ahnlichkeiten der einzelnen deutschen lokalen O.
nubilalis-Populationen zu weiteren europdischen Lokalpopulationen zu treffen, wurden
jeweils ein Ostlich und ein westlich gelegenes Gebiet auBlerhalb Deutschlands fiir eine
zusétzliche RAPD-PCR gewihlt. Bei diesen beiden Standorten handelte es sich jeweils um
eine Lokalpopulation aus Polen und aus Frankreich. Dabei wurde untersucht, welches der
folgenden Kriterien das RAPD-Muster stirker beeinflusst: Standortbedingungen,
geographischer Ursprung oder Migration zwischen den Lokalpopulationen. Eine klare
geographische Gliederung der drei Populationspools (Deutschland, Frankreich, Polen)

wurde nicht erwartet.

Die beiden zusitzlichen europdischen O. nubilalis-Standorte sind als Mischung von zwei
20er-Gruppen zu einer 40er-Gruppe aus dem Jahr 2002 in die Untersuchungen der 40er-
Tiergruppen-Extrakte von deutschen lokalen O. nubilalis-Populationen eingegangen (Tab.
33).

Aufgrund der geringen Bootstrapwerte < 50 % von Auswertung 1 und 2 in Abb. 45 kénnen
die nachfolgenden Aussagen nur eine schwache Tendenz der genetischen Ahnlichkeiten
beschreiben. In beiden Dendrogrammen wurde ersichtlich, dass sich die auslidndischen
Lokalpopulationen in die Populationsbeziehungen der deutschen lokalen O. nubilalis-
Populationen einordnen (Abb. 45). Die Lokalpopulation Przemysl (Polen) fiigte sich am
besten in die deutsche Populationsstruktur ein, wohingegen die Lokalpopulation Monbequi
(Frankreich) sich zwischen den nordostdeutschen, westdeutschen und siidostdeutschen
Lokalpopulationen auf der einen Seite und den stidwestdeutschen Lokalpopulationen auf
der anderen Seite eingliederte. Dabei zeigte sie weiterhin eine geringere genetische

Ahnlichkeit zu den siidwestdeutschen Lokalpopulationen.

Zwischen den Standorten Pocking und Przemysl wurde in Auswertung 1 eine hohe

genetische Ahnlichkeit ersichtlich, die einen Bootstrapwert von 40 % erreichte. Zusétzlich
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wurden in 28 % der Bootstrapwerte indirekte Gruppierungen sichtbar, d. h. dass die beiden
Lokalpopulationen Pocking und Przemysl mit jeweils einer anderen Lokalpopulation eine
Gruppe bildeten, von der sich wiederum eine dieser Lokalpopulation abgliederte. Im
Dendrogramm der Auswertung 2 zeigte sich ebenfalls eine hohe genetische Ahnlichkeit

zwischen diesen Lokalpopulationen, die jedoch keine gemeinsame Gruppierung ergab.

Von der grolen Gruppe Oderbruch, Halle, Hessisches Ried, Niedernberg, Pocking und
Przemysl spaltete sich in beiden Auswertungen der Standort Monbequi mit einem geringen

Bootstrapwert ab.

Fazit: Die RAPD-Muster der ausldndischen Lokalpopulationen gliederten sich aufgrund
der dhnlichen genetischen Konstitution in die RAPD-Muster der deutschen
Lokalpopulationen ein. Dabei zeigte die ostpolnische Lokalpopulation eine hohe
genetische Ahnlichkeit zu der siidostdeutschen Lokalpopulation Pocking. Die
siidfranzosische  Lokalpopulation nahm eine Zwischenstellung zwischen den
sidwestdeutschen Lokalpopulationen und allen anderen nordlicher gelegenen
Lokalpopulationen ein. Die hohe Anzahl an Lokalpopulationen (11) in der Cluster-Analyse
und die geringe genetische Ahnlichkeit zwischen den Lokalpopulationen fiihrte allerdings

zu einer Vielzahl von Bootstrapwerten < 50 %.

3.35  Auswertung der RAPD-Muster auf populations- und gruppenspezifische
DNA-Banden

Die GroBe der amplifizierten DNA-Banden aus den Jahren 1999, 2000 und 2001 lag
zwischen 200 bp und 2000 bp. Die Primer Roth-A 09, OPC-18, Roth-A 10, OPF-03 und
Roth-A 20 deckten besonders deutlich die Unterschiede zwischen den Lokalpopulationen
auf. Alle 20 Primer hatten im Durchschnitt iiber die Jahre 1999 — 2001 80,8 % polymorphe
auswertbare Banden amplifiziert. Zur Erkldarung der Tabelle 34 werden die beiden Primer
Roth-A 18 und Primer Roth-A 20 genauer vorgestellt: Der Primer Roth-A 20 zeigte nur
polymorphe Banden mit 100 %, wogegen der Primer Roth-A-18 etwa nur zur Hilfe
polymorphe Banden erzeugte. Der Mittelwert charakterisiert den Polymorphiegrad des
Primers. Ein stark polymorpher Primer zeichnet sich durch eine hohe Zahl variabler
Banden zwischen den Lokalpopulationen aus. Die Standardabweichung (+ SD) gibt die
Varianz der Polymorphiegrade eines Primers iiber drei Jahre an. Durch die unterschiedlich
zusammengesetzten Lokalpopulationen der einzelnen Jahre variierte auch die Anzahl der

ausgewerteten Banden pro Primer zwischen den einzelnen Jahren. Weiterhin war der
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Primer Roth-A 03 so stark polymorph, dass nur ein Bruchteil seiner Banden ausgewertet
werden konnte. Daher bezieht sich der Polymorphiegrad der Tabelle 34 nur auf die
ausgewerteten polymorphen Banden und nicht auf die insgesamt amplifizierten Banden.

Pro Primer wurden 3 bis 13 Banden ausgewertet (siche Anhang 6).

Tab. 34:  Prozentuale Polymorphiegrade der ausgewéhlten 20 RAPD-Primer iiber die Jahre
1999, 2000, 2001

Primer MW in % +SDin % Bandengrolie [bp]
Roth-A 18 52,8 41,1 910-1500
Roth-A 12 55,6 9,6 600-1900
Roth-A 02 64,8 30,6 520-1300
Roth-A 11 72,7 32,8 550-1800
OPB-01 73,4 17,3 300-1700
OPA-07 75,0 8,3 200-1700
Roth 180-08 76,3 11,0 400-1900
OPB-08 77,5 12,3 400-2072
OPD-11 79,0 21,4 380-1900
Roth-A 03 79,4 18,0 490-1800
Roth-A 19 82,3 15,7 400-1900
Roth-A 16 84,7 5,4 590-1700
Roth 280-08 85,0 13,2 370-2072
OPC-15 87,7 14,7 300-2072
OPA-05 88,6 11,5 600-1500
Roth-A 09 91,9 7,3 400-1800
OPC-18 94.4 9,6 450-1500
Roth-A 10 96,7 5,8 750-1500
OPF-03 97,6 4,1 300-1600
Roth-A 20 100,0 0,0 750-2072

MW = Mittelwert; SD = Standardabweichung

Interessant sind die Primer, die PCR-Banden bei nur einer oder zwei Lokalpopulation(en),
sogenannte diagnostische Banden (populationsspezifische Markerbanden), amplifiziert
haben. Diese diagnostischen Banden kdnnen herangezogen werden, um bspw. die weitere

Ausbreitung von O. nubilalis zu untersuchen. Bei der Bestimmung der
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populationsspezifischen Banden wurden jene ausgewihlt, die eine hohe Intensitit in jedem
Jahr aufzeigten. Dabei wurde die Anforderung gestellt, dass diese Markerbande mindestens
in zwei von drei untersuchten Jahren eindeutig amplifiziert wurde. Von allen untersuchten
Standorten in Deutschland konnten nur die drei Standorte Halle, Karlsruhe und
Niedernberg populationsspezifische Banden aufzeigen, die bei allen anderen Standorten

nicht vorhanden waren (Tab. 35).

Tab. 35:  Charakterisierung von diagnostischen Banden einzelner lokaler O. nubilalis-

Populationen
Name der Bande Standort Bandengrolie [bp] Primer
KB1 Karlsruhe, Bonn ca. 1800 OPA-05
HRNI Hel\slfi:dc;“rfigiged’ ca. 2072 OPB-08
N1 Niedernberg ca. 1990 OPC-15
N2 Niedernberg ca. 1300 Roth-A 12
N3 Niedernberg ca. 950 ' Roth-A 16
K1 Karlsruhe ca. 1050 Roth-A 20
H1 Halle ca. 1000 Roth180-08

' — in einer von drei Amplifizierungen dhnlich dem HR

Neben den diagnostischen Banden KBI, NI1-N3, KI und HI1 konnten auch zwei
gruppenspezifische Markerbanden KB1 und HRN1 identifiziert werden. Die Bande HRN1
bestdtigt die Gruppenbildung Hessisches Ried/Niedernberg.

Fazit: Bei fiinf von neun Lokalpopulationen konnten auf der Grundlage von siecben RAPD-
Primern  diagnostische Banden fiir Lokalpopulationen oder Gruppen von

Lokalpopulationen in den RAPD-Mustern identifiziert werden.

3.3.6  Charakterisierung von Lokalpopulationen zu einer Gruppe

Anhand der dreijdhrigen RAPD-Ergebnisse konnen die untersuchten deutschen

Lokalpopulationen zu vier Gruppen zusammengefasst werden:

1. Nordostdeutschland (Oderbruch, Halle),

2. Siidostdeutschland (Pocking),

3. Westdeutschland (Hessisches Ried, Niedernberg, Bonn) und
4. Sidwestdeutschland (Karlsruhe, Freiburg, Bodensee).

109



Ergebnisse

Da bei allen Gruppen hohe bis mittlere genetische Ahnlichkeiten ermittelt wurden, die

» auf mittleres Niveau des Genflusses durch Migration,
» auf  dhnliche  natiirliche und  ackerbauliche  (anthropogene)
Selektionsbedingungen und/oder

» auf einen gemeinsamen Ursprung

zurlickgefiihrt werden konnen, sollte gepriift werden, ob diese Gruppen jeweils eine

Population darstellen.

Die verschiedenen Gruppen werden in dem folgenden Abschnitt beziiglich dieser drei

Punkte wie folgt charakterisiert:

Die nordostdeutsche Gruppe mit den Lokalpopulationen Oderbruch und Halle besitzt
neben der hochsten genetischen Ahnlichkeit im Vergleich zu den anderen drei Gruppen
anndhernd gleiche Umweltbedingungen und wird durch keine grof3e Barriere zwischen den
beiden Lokalpopulationen topographisch getrennt. Beide Standorte, die sich im Flachland
befinden (Tab. 3), zeichnen sich durch die niedrigsten Jahresmitteltemperaturen von ca.
8,5 °C und jéhrlichen Niederschlagsmengen von ca. 500 mm gegeniiber allen anderen
Standorten aus (Tab. 3). Allerdings ist durch die groBe Distanz von 200 km und durch
einen geringen bis mittleren Maisanbau zwischen diesen Standorten nur ein geringer
Genfluss zu erwarten. Daher missen die beiden Lokalpopulationen als isolierte
Populationen betrachtet werden. Geographisch (> 240 km) wie auch genetisch stehen sie
der westdeutschen Gruppe nahe. Topographisch werden sie von der westdeutschen Gruppe

durch die Rhon und den Thiiringer Wald getrennt.

Die stidostdeutsche Gruppe, reprasentiert durch den Standort Pocking, stellt ein weiteres
Befallsgebiet dar, das sich genetisch auch von allen anderen Standorten abhebt. Hierbei
konnte die geographische Distanz von iiber 300 km sowie geographische Barrieren eine
Rolle spielen. Zu der nordostdeutschen Gruppe bildet besonders das Erzgebirge eine starke
Barriere. Aufgrund der &hnlich niedrigen Temperaturverhiltnisse (Tab. 3) zur
norddeutschen Gruppe und den dhnlich hohen Niederschlagswerten zur siidwestdeutschen
Gruppe nimmt der Standort Pocking klimatisch gesehen eine Zwischenstellung ein. Zur
stidwestdeutschen Gruppe wirkt das Alpenvorland, besonders die Schwébische Alb
isolierend, die Donauebenen hingegen verbindend. Die Friankische Alb stellt zur
westdeutschen Gruppe eine Barriere dar. Die genetische Ahnlichkeit zu den nordost- und

westdeutschen Gruppen deutet auf einen gemeinsamen Ursprung hin.
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Die westdeutsche Gruppe mit den Lokalpopulationen Hessisches Ried und Niedernberg
besitzt zur nordostdeutschen Gruppe eine hdhere und zur siidwestdeutschen Gruppe eine
geringere genetische Ahnlichkeit. Die Lokalpopulationen der westdeutschen Gruppe
zeichnen sich ebenfalls durch &hnliche klimatische Verhiltnisse aus. So haben sie eine
Jahresmitteltemperatur von 9 °C — 10 °C, die gegeniiber den norddeutschen Standorten um
1°C-2°C hoher und gegeniiber den siidostdeutschen Standorten um ca. 1°C
(ausgenommen Bodensee) niedriger liegt. Auch bei den Niederschlagsmengen mit 600 mm
— 700 mm (Tab. 3) nehmen diese Lokalpopulationen eine Zwischenstellung ein. Die Werte
sind geringer als bei den siid- und siidostdeutschen Standorten, aber hoher als bei den
norddeutschen Standorten. Innerhalb der Gruppe unterscheiden sich die beiden
Lokalpopulationen in der Hohenlage, da das Hessische Ried im Flachland und Niedernberg
ca. 170 m NN hoher liegt. Bedingt durch diese Hohenlage werden die geringen
klimatischen Verhéltnisse verursacht. Trotz der geringen Entfernung von 100 km zwischen
den Lokalpopulationen ist aufgrund des geringen Maisanbaues zwischen ihnen kein starker
Genaustausch moglich. Daher kann auch bei dieser Gruppe von zwei isolierten
Populationen ausgegangen werden. Die Gruppe wird zu den siidwestdeutschen Standorten
einerseits durch den Odenwald getrennt, anderseits steht sie jedoch durch die Rheinebene
mit ihnen in Verbindung. Weiterhin besitzt die Lokalpopulation Hessisches Ried eine hohe
genetische Ahnlichkeit zum Standort Bonn, die mit den geographischen und klimatischen

Verhiltnissen (Jahresmitteltemperatur ca. 10 °C) in Einklang steht.

Die sudwestdeutsche Gruppe mit den Lokalpopulationen Karlsruhe, Freiburg und
Bodensee zeichnet sich durch eine mittlere bis grofle Distanz von 120 km bis 170 km aus.
Sie besitzt zu allen anderen Gruppen eine geringe genetische Ahnlichkeit. Innerhalb dieser
Gruppe wird deutlich, dass nicht immer ein eindeutiger Zusammenhang zwischen der
genetischen Variabilitdt und den geographischen, topographischen und klimatischen
Verhiltnissen besteht. So bildeten die Lokalpopulationen Karlsruhe und Bodensee stets
eine gemeinsame Gruppe im Dendrogramm, obwohl sie untereinander eine groflere
geographische Distanz als zum Standort Freiburg aufweisen (Tab. 36). Weiterhin trennen
sie hohe Gebirgskdmme des Schwarzwaldes und der Schwébischen Alb von mindestens
700 m NN. Einerseits bildet die Rheinebene zwischen Karlsruhe und Freiburg eine gute
Verbindung zwischen den Lokalpopulationen, anderseits stellt jedoch der schmale
Hochrhein zwischen Basel und Bodensee keine gute Kontaktzone zwischen den
Maisanbaugebieten dar, weil kein kontinuierlicher Maisanbau stattfindet. Weiterhin

werden sie durch grundsétzlich verschiedene klimatische Bedingungen charakterisiert. Der
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Standort Bodensee besitzt die niedrigsten Temperaturen (Jahresmitteltemperatur 6,1 °C)
und die hochsten Niederschlagsmengen (Jahresmittelniederschlag 1831 mm). Die
Standorte Karlsruhe und Freiburg hingegen haben dhnliche Jahresmitteltemperaturen von
10 °C — 11 °C und mittlere Jahresniederschlagsmengen von 770 mm — 950 mm (Tab. 3).
Da in Baden-Wiirttemberg neben Bayern der grofite Maisanbau zu verzeichnen ist (Tab. 2)
und sich viele Maisfelder zwischen den untersuchten Standorten befinden, ist eine starke
Migration von O. nubilalis moglich. Das intensive Pfliigen der Maisfelder, welches
kleinere Populationsstirken von O. nubilalis zur Folge hat, erlaubt jedoch nur einen
geringen Genfluss zwischen den lokalen Populationen. Somit kann die genetische
Ahnlichkeit dieser Gruppe stirker auf den gemeinsamen Ursprung zuriickgefiihrt werden.
Durch die Separierung der Lokalpopulationen nahmen mit der Zeit die genetischen
Unterschiede zwischen ihnen zu. Aufgrund des geringen Genflusses miissen auch diese
Lokalpopulationen als drei isolierte Populationen angesehen werden. Die gemeinsamen
Merkmale der Gruppe heben sich jedoch deutlich von allen anderen deutschen
Populationen ab. Diese Separierung wird einerseits durch die groflen genetischen
Distanzen (Abb. 45) und geographischen Distanzen von mehr als 200 km und durch
deutlich andere klimatische Bedingungen wie hochste Niederschlagsmengen (Tab. 3)

gegeniiber den anderen Gruppen gestiitzt.

Neben den geografischen, topografischen und klimatischen Bedingungen spielen auch
Unterschiede im Maisanbau eine Rolle bei der Charakterisierung der Gruppen. In den
siiddeutschen  Befallsgebieten (Bayern, Baden-Wiirttemberg) ist der grofite
Kornermaisanbau mit 50,1 % von ganz Deutschland zu verzeichnen, und in den
siidwestdeutschen Befallsgebieten (Baden-Wiirttemberg) besteht auch ein ausgewogenes
Verhéltnis zwischen Kdrner- und Silomais. In den anderen Regionen Deutschlands wird
hingegen liberwiegend Silomais angebaut. Durch den spéteren Erntetermin des Kornermais
haben Larven von O. nubilalis aus siidlichen Gebieten Deutschlands eine ldngere
Zeitspanne sich in den unteren Stdngelbereich einzubohren, um sich auf die Diapause
vorzubereiten. Aufgrund dieser hoheren Uberlebensraten steigt die genetische Variabilitit
in diesen Regionen an. Dem gegeniiber miissen Larven in Gebieten, in denen hauptsichlich
Silomais angebaut wird ein Verhalten entwickeln, das einen schnelleren
Entwicklungszyklus fordert. Dies ist notwendig, damit schon frithzeitig Larven in den
unteren Teil des Stdngels abwandern und damit eine ausreichende Anzahl an Individuen

die Maisernte iiberlebt. Die starke genetische Abgrenzung der siidwestdeutschen Standorte
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zu allen anderen deutschen Standorten kann auch durch diesen regional verschiedenen

Maisanbau verstiarkt worden sein.

Da die Lokalpopulationen Oderbruch und Halle die geringsten genetischen Ahnlichkeiten,
aber die hochsten geographischen Distanzen aufweisen, kann daraus nur gefolgert werden,

dass alle Lokalpopulationen isolierte Populationen mit einem geringen Genfluss darstellen.

Die vier Gruppen von Lokalpopulationen sind daher eher auf einen gemeinsamen
Ursprung und dhnliche klimatische, geographische, topographische und ackerbauliche
MaBnahmen als auf Migration zuriickzufiihren. Diese Theorie wird weiterhin durch den
Permutationstest und den Fgr-Werten gestiitzt, die eine gute Isolierung der

Lokalpopulationen aufzeigten.

Bei der Untersuchung der beiden Lokalpopulationen aus Polen und Frankreich zeigten
diese eine hohe genetische Ahnlichkeit zu allen deutschen Population mit Ausnahme der
stidwestdeutschen Populationen. So wies die Lokalpopulation aus Siidpolen eine hohe
genetische Ahnlichkeit mit 76 % zu der Lokalpopulation Pocking auf. Klimatisch
betrachtet besitzt sie eine &hnlich niedrige Jahresmitteltemperatur wie die
nordostdeutschen =~ Populationen = und die  Lokalpopulation  Pocking,  aber
Niederschlagswerte, die eher vergleichbar sind mit den westdeutschen Populationen. Die
Lokalpopulation aus Frankreich gliederte sich zwischen den siidwestdeutschen
Populationen und allen anderen deutschen Lokalpopulationen einschlieBlich der polnischen
Lokalpopulation ein. Von den klimatischen Bedingungen ist nur der langjéhrige mittlere
Niederschlagswert mit den  westdeutschen  Populationen  vergleichbar.  Die
Jahresmitteltemperatur ist hingegen mit ca. 13 °C bedeutend hoher als bei allen deutschen
Standorten. Aufgrund der groBlen geographischen Distanzen dieser Standorte zu den
deutschen Standorten ist ein Genfluss auszuschlieBen. Daher sind die genetischen

Ahnlichkeiten ebenfalls auf einen gemeinsamen Ursprung zuriickzufiihren.

Um die Beziehungen von allen deutschen Populationen untereinander zu ermitteln, wurde
mit Hilfe des Manteltestes (MANTEL, 1967) eine Korrelation zwischen der genetischen
Ahnlichkeit und der geographischen Distanz dieser Lokalpopulationen gepriift (Tab. 37).
Die genetischen Ahnlichkeitswerte wurden bei den 40er-Gruppen durch eine Mittelung der
Werte von Auswertung 1 und 2 erhalten. Die Ergebnisse zeigten, dass keine Korrelation

zwischen der genetischen Ahnlichkeit und der geographischen Distanz besteht (Tab. 37).

Des Weiteren wurde ein Zusammenhang zwischen der genetischen Ahnlichkeit und den

topographischen und klimatischen Verhéltnisse (nach dem gleichen Schema wie in Tab. 36
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dargestellt) untersucht. Dabei konnte keine Korrelation zwischen der genetischen
Ahnlichkeit und den Hoéhenunterschieden- sowie Temperaturdifferenzen vom Sommer,
Winter und iiber das ganze Jahr ermittelt werden. Zwischen den Niederschlagsdifferenzen
und den genetischen Ahnlichkeiten wurde jedoch eine negative Korrelation ermittelt, die
sowohl im Sommer und Winter als auch tliber das ganze Jahr erreicht wurde (Absicherung
mit P = 0,029 - 0,049). Das bedeutet, dass die genetische Ahnlichkeit zwischen allen
Lokalpopulationen zunimmt, wenn die Niederschlagsdifferenz zwischen ihnen abnimmit.
Diese Beziehung ist allerdings nicht robust, da mit den fiinf Lokalpopulationen Oderbruch,
Halle, Hessisches Ried, Niedernberg und Pocking, keine Korrelation erstellt werden
konnte (Tab. 37b). Dies lag an der geringen Variation bei den Niederschlagsmengen
zwischen den Standorten. Erst bei acht Lokalpopulationen mit entsprechender
Variationsbreite konnte bei drei Parametern (Niederschlagsdifferenz von Sommer, Winter
und Jahr) eine Korrelation hergestellt werden. Somit konnte eine negative Korrelation
zwischen der genetischen Ahnlichkeit und dem klimatischen Merkmal Niederschlag nur
mit einer ausreichenden Anzahl an Lokalpopulationen festgestellt werden.

Tab. 36: Berechnung der Korrelation mittels Manteltest zwischen den Nei- und Li-

Koeffizienten (Mittelwert der Auswertung 1 und 2) von der 40er-Gruppe der O.
nubilalis-Standorte und ihre jeweiligen geographischen Distanzen in km (fett

dargestellt)
Oder- Niedern- | Hessisches Karls- Boden- Frei-
Halle ) Pocking
bruch berg Ried ruhe see burg
Oder-
0,864 | 0,696 0,705 0,676 0,749 0,596 | 0,602
bruch
Halle 200 0,709 0,712 0,636 0,719 0,590 | 0,622
Niedern-
o 440 240 0,718 0,646 0,711 0,607 | 0,647
erg
Hessisches
Ried 540 310 100 0,655 0,720 0,644 | 0,663
ie
Karlsruhe 590 390 140 400 0,673 0,708 | 0,650
Pocking 470 350 300 400 380 0,627 | 0,647
Bodensee 660 480 240 260 170 330 0,657
Freiburg 690 500 260 210 120 430 120
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Tab. 37: Manteltest mit acht und fiinf Standorten mit jeweils acht verschiedenen Parametern

bei einer Irrtumswahrscheinlichkeit von o = 0,05

a) acht Standorte mit jeweils einer 40er- | b) fiinf Standorte mit jeweils einer 20er-
Gruppe von einem Jahr bzw. zwei Gruppe tiber drei Jahre
Jahren
Merkmale r P Merkmale r P
Distanz -0,191 0,253 Distanz -0,314 0,219
Hohe -0,270 0,206 Hohe 0,003 0,497
Temp So -0,389 0,095 Temp So 0,295 0,211
Temp Wi 0,244 0,181 Temp Wi 0,285 0,346
Temp Jahr -0,336 0,118 Temp Jahr 0,193 0,384
Nied So -0,465 0,037 Nied So 0,328 0,251
Nied Wi -0,425 0,049 Nied Wi 0,432 0,199
Nied Jahr -0,461 0,029 Nied Jahr 0,432 0,165

So = Sommer, Wi = Winter, r = Korrelationskoeffizient, P = Signifikanzwert; Manteltest im
Anhang 8p

Fazit: Die genetische Ahnlichkeit der Populationen innerhalb jeder der vier Gruppen ist
auf einen gemeinsamen Ursprung und geographische, topographische, klimatische und

ackerbauliche Verhiltnisse zuriickzufiihren.

Da keine robuste Korrelation zwischen den klimatischen (Temperatur, Niederschlag),
topographischen (Hohe) und geografischen (Distanz) Bedingungen in Verbindung mit den
genetischen Ahnlichkeiten gefunden wurde, miissen alle Lokalpopulationen als
eigenstidndige Populationen definiert werden, die eher auf einen gemeinsamen Ursprung

als auf einen hohen Genfluss und/oder klimatische Verhéltnisse zuriickzufiihren sind.

3.4 Analyse von ITS-1-Fragmenten der rDNA
3.4.1  Amplifikation von ITS-1-Fragmenten

Die rDNA enthélt die Gene, die fiir ribosomale RNA kodieren und damit fiir die Bildung
der Ribosomen im Cytoplasma verantwortlich sind. Die drei konservierten rDNA-
Abschnitte 18S, 5,8S und 28S hat man sich zunutze gemacht, um spezifische Primer zu
entwickeln, die in diesen Regionen binden und die ,,Internal Transcribed Spacer (ITS)“-
Bereiche amplifizieren. Die beiden ITS Bereiche (ITS-1 und -2) sind nicht konserviert und

konnen damit einen hohen Grad an Polymorphismus besitzen, der sich durch die

115



Ergebnisse

unterschiedliche Basenabfolge der Sequenzen auch in der Lange ausprédgen kann. Beide
ITS-Bereiche sind haufig verwendete DNA-Segmente bei Populationsstudien und
phylogenetischen Gruppierungen nahe verwandter Arten (SCHLOTTERER, 1998). Basierend
auf der Arbeit von MARCON et al. (1999) wurden die Primer ITS-f und ITS-r verwendet,

die bei O. nubilalis ein ca. 505 bp groRes Fragment erzeugten.

Die Primer binden auf einem Teil der konservierten ribosomalen 18S und 5,8S-rDNA, der
somit im Amplifikationsprodukt enthalten ist (Abb. 11). Folgende Varianten wurden fir

die Untersuchung des ITS-1-Fragmentes gepruft:

» zwei Aullengruppen Ephestia kuehniella und Plodia interpunctella;

» von der Z-Rasse die Lokalpopulationen Oderbruch, Halle, Niedernberg,
Hessisches Ried, Pocking, Freiburg, Bonn, Karlsruhe, Bodensee, Przemysl
(Polen) und Toulouse (Frankreich);

» von der E-Rasse die Lokalpopulationen Halle, Hessisches Ried, Gottingen
und Bonn;

» zwei Einzeltiere der Lokalpopulation Oderbruch.

Das ITS-1-Fragment wies deutliche Unterschiede zwischen den drei Arten innerhalb der
Familie Pyralidae auf. So sind bei Plodia interpunctella neben dem starken 505 bp-
Fragment drei weitere schwache Fragmente mit einer Grof3e von ca. 430, 570 und 1290 bp
erzeugt worden und bei Ephestia kuehniella nur ist ein kleineres Fragment mit ca. 350 bp.
(Abb. 46).

Bei allen Lokalpopulationen der Z- und E-Rasse sowie bei den zwei Einzeltieren von O.
nubilalis wurde ein einheitlich groRes Fragment mit einer GroRe von 505 bp amplifiziert
(Abb. 46 zeigt nur die Z-Rasse). Aufgrund der einheitlichen Grolie des ITS-1-Fragments
bei allen O. nubilalis-Varianten (Lokalpopulationen und Rassen), konnte auf der Basis der
FragmentgroRe keine Differenzierung vorgenommen werden. Daher war es das néchste
Ziel, mogliche Unterschiede in der Sequenz mit Hilfe von Restriktionsenzymen zu

detektieren.
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3 4 5 6 7 8 9 1011 M

Abb. 46:  Amplifizierung der 1TS-1-Fragmente von O. nubilalis, Plodia interpunctella und
Ephestia kuehniella (1 = Plodia interpunctella, 2 = Ephestia kuehniella; Ostrinia
nubilalis: 3 = Bodensee, 4 = Karlsruhe, 5 = Bonn, 6 = Pocking, 7 = Freiburg, 8 =
Hessisches Ried, 9 = Niedernberg, 10 = Halle, 11 = Oderbruch; M = 100bp-Marker)

Fazit: Innerhalb der rDNA konnte ein fur O. nubilalis spezifisches PCR-Produkt von ca.
505 bp amplifiziert werden. Aufgrund der einheitlichen Grol3e dieses ITS-1-Fragments bei
allen Lokalpopulationen und Rassen, konnte jedoch auf der Basis der FragmentgroRe keine

Differenzierung vorgenommen werden.

34.2 Differenzierung von ITS-1-Fragmenten mittels RFLP

Fur die Restriktionsspaltungen wurden, in Anlehnung an die Untersuchungen dber O.
nubilalis von MARCON et al. (1999) bzw. uber Wurzelgallennematoden von SCHMITZ et al.
(1998), funf Restriktionsenzyme ausgewahlt. Die nach der ITS-RFLP erhaltenen
Fragmente wurden elektrophoretisch aufgetrennt und ihre GréRe mit Hilfe des Programms
Scan Pack 3.0 abgeschétzt. Von den flnf eingesetzten Restriktionsenzymen schnitten nur
die beiden Enzyme Haelll und Rsal das 505 bp-Fragment (Abb. 47). Mit dem Enzym
Haelll wurden zwei Fragmente mit einer GroRe von ca. 420 bp und 90 bp ermittelt. Das
Enzym Rsal erzeugte Fragmente zwischen 100 bp und 200 bp. Daher wurden nur mit
diesen beiden Enzymen jeweils funf Lokalpopulationen von der Z- und E-Rasse getestet
(Abb. 48).
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Abb. 47: RFLP von den ITS-1-Fragmenten der E- und Z-Rasse von O. nubilalis mit finf
Restriktionsenzymen (1 = E-Rasse, 2, 3 = Z-Rasse; M = Marker; Enzyme: Rsal, Msp,
Alu, Haelll, Hinfl)
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Abb. 48:  Spaltprodukte der 1TS-1-Fragmente durch die Enzyme Haelll und Rsal zwischen
den Rassen Z und E und innerhalb einer Rasse zwischen verschiedenen Standorten
von O. nubilalis (1, 6 = Halle, 2, 7 = Hessisches Ried, 3 = Karlsruhe, 4 = Freiburg,
5 = Pocking, 8 = Bonn, 9 = Géttingen, 10 = Reglingenhausen; 1 — 6 = Z-Rasse, 7 —
10 = E-Rasse; Enzyme: Haelll, Rsal)

Da mit diesen beiden Enzymen zwischen allen getesteten Lokalpopulationen und Rassen
von O. nubilalis keine Unterschiede festgestellt wurden, war das nachste Ziel eine TGGE

durchzufihren, die Punktmutationen auBerhalb dieser Restriktionsstellen detektieren kann.

Fazit: Fur das 505bp groe ITS-1-Fragment zeigte die RFLP mit finf
Restriktionsenzymen keine Unterschiede zwischen Lokalpopulationen und Rassen von O.
nubilalis.

3.4.3 Differenzierung von ITS-1-Fragmenten durch die TGGE

Mit Hilfe der TGGE konnen aufgrund des unterschiedlichen elektrophoretischen
Laufverhaltens verschiedener Sequenzen Punktmutationen im 505 bp-Fragment zwischen
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Lokalpopulationen und Rassen aufgezeigt werden. Bei der Durchfihrung der
perpendicularen TGGE (Abb. 49A) ist ein optimaler Temperaturbereich fir die
Denaturierung von Doppelstrdngen bei ca. 40 °C ermittelt worden. Fir die daraus
resultierende parallele TGGE ist ein Temperaturgradient von 37 °C — 42 °C eingestellt
worden (Abb. 49B). Alle parallelen TGGE-Gele wurden mit neun Lokalpopulationen der
Z- und sechs Lokalpopulationen der E-Rasse durchgefuhrt (siehe Abschnitt 2.4.5).

GC-reward

GC-forward

1234567891011
A B

Abb. 49:  Konformation der DNA Doppelhelix (A) und TGGE-Gel von den ITS-1-Fragmenten
von O. nubilalis mit f-GC-Primer (B) (1 = Oderbruch, 2, 9 = Halle, 3 = Niedernberg,
4, 10 = Hessisches Ried, 4 = Freiburg, 5 = Pocking, 6 = Bonn, 7 = Karlsruhe, 8 =
Bodensee; 1 — 9 = Z-Rasse, 10 — 11 = E-Rasse; *1 = zusatzlicher ITS-1-Typ fir die
sidwestdeutsche  Gruppe, *2 =fehlender ITS-1-Typ bei E-Rasse; Pfeile
kennzeichnen das Abknicken der Hauptbanden)

Die verschiedenen linearen TGGE-Analysen (Primer ohne bzw. mit GC-Klammer)
ergaben eine unterschiedliche Anzahl an auftrennbaren Banden. Bei der Verwendung von
Primern ohne GC-Klammer sind weniger Fragmente (mind. ca. 5) als mit GC-Klammer
(mind. ca. 8) aufgetrennt worden. Weiterhin bestanden bei der Amplifizierung zwischen
forward und reverse Primer mit GC-Klammer quantitative Unterschiede. Mit dem forward-
GC-Primer wurden mehr Banden als beim reverse—GC-Primer aufgetrennt. Bei der
linearen TGGE des 505 bp-Fragments ohne GC-Primer und beim Einsatz des reverse-GC-
Primers wurden keine Sequenzheterogenitdten zwischen den Lokalpopulationen und
Rassen festgestellt. Bei der Amplifikation des 505 bp-Fragments mit einer GC-Klammer
am forward-Primer sind unterschiedliche Sequenzheterogenitdten zwischen den
Lokalpopulationen und Rassen sichtbar geworden (Abb. 49B). Dabei ist eine zusatzliche
Variante des ITS-1-Typs bei den Lokalpopulationen Karlsruhe und Bodensee innerhalb der
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Z-Rasse (Abb. 49*1) sowie eine fehlende Variante des ITS-1-Typs bei der E-Rasse (Abb.

49*2) gegeniber allen Lokalpopulationen der Z-Rasse sichtbar geworden.

Da teilweise eine starke, undeutliche Hintergrundfarbung im PAA-Gel bestand und
unterschiedliche Einflussfaktoren die Mobilitdt der Schmelzdoménen in der Weise
beeinflussen kodnnen, dass Sequenzunterschiede nicht erfasst werden, wurde eine
Sequenzierung angestrebt. Des Weiteren kann in grofRen Molekilen die Ausdehnung und
Lage von Schmelzdomanen das Erfassen von Sequenzunterschieden stark beeinflussen, so

dass nur ein Teil von ihnen erfasst werden kann.

Fazit: Die Lokalpopulationen Karlsruhe und Bodensee (Z-Rasse von O. nubilalis) zeigten
durch eine zusatzliche Variante des |ITS-1-Typs gegeniber den restlichen
Lokalpopulationen Sequenzheterogenitaten im ITS-1-Fragment, die moglicherweise auch
durch einzelne Individuen hervorgerufen wurden. Die Rassen unterschieden sich im ITS-1-
Fragment durch das Auftreten einer neuen (Z-Rasse) oder durch den Fortfall (E-Rasse)

einer Variante.

3.4.4  Differenzierung von ITS-1-Fragmenten durch Sequenzierung

Alle 505 bp groRen ITS-1-Fragmente der Tiergruppen-DNA-Extrakte, die jedoch eine
unterschiedliche Genomherkunft besitzen konnen, gingen nach der Kettenabbruch-
Methode von SANGER et al. (1977) in die Bestimmung der Nukleotidabfolge ein. Bei der
von einer Amplifizierung ausgehenden Sequenzierung werden nur die Fragmente
analysiert, die am hdaufigsten vorhanden sind und damit die gesamte Lokalpopulation
charakterisieren. Es kann jedoch davon ausgegangen werden, dass noch weitere
Unterschiede zwischen den Lokalpopulationen bestehen, wie aus den TGGE-Ergebnissen
deutlich wurde. Insgesamt wurden zehn lokale O. nubilalis-Populationen aus Deutschland
und je eine Lokalpopulation aus Polen und Frankreich in die Sequenzierung einbezogen.
Von den zehn deutschen O. nubilalis-Populationen sind drei der E-Rasse zuzuordnen.
AuBerdem wurde DNA aus zwei Einzeltieren der deutschen lokalen Z-Population
Oderbruch sequenziert, um stichprobenhaft die Mdoglichkeit individuelle Unterschiede

innerhalb einer Lokalpopulation abzuschatzen.

Die Sequenzierung konnte keine Unterschiede zwischen den verschiedenen
Lokalpopulationen der Z-Rassen aus Deutschland, Frankreich und Polen aufzeigen (Abb.
50).
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Zwischen den Lokalpopulationen und den Einzeltieren der Lokalpopulation Oderbruch
zeigte sich in Position 296 eine Abweichung. Die beiden Einzeltiere hatten an dieser Stelle
ein  A-(Adenin) Nukleotid, bei den Lokalpopulationen hingegen konnte keine
Unterscheidung zwischen einem A- oder C-(Cytosin) Nukleotid getroffen werden, daher
die Bezeichnung ,,M* (Anhang 4).

Zwischen den beiden Rassen Z und E konnten zwei Sequenzunterschiede im ITS-1-
Fragment ermittelt werden (Abb. 50). Diese Nukleotidunterschiede bestehen an Position
233 und 242. Bei der ersten Position handelte es sich bei der E-Rasse um eine Deletion des
A-Nukleotids, an der zweiten Position um eine Substitution des Nukleotids T- bzw.
K=(G/T) bei der E-Rasse durch ein C-Nukleotid bei der Z-Rasse. Das Alignment aller

Lokalpopulationen ist im Anhang 4 ersichtlich.

ITS-1
18S 5,8S
_> <_
ITS-f ITS-r
Position ..233 ... .. 242 ...
Z-Rasse LA ..C..
E-Rasse T . TIK L

Abb. 50: Schematische Darstellung der Sequenzunterschiede im ITS-1-Bereich zwischen E-
und Z-Rasse von O. nubilalis

Die mit den Restriktionenzymen Rsal und Haelll erhaltenen Fragmente (Abschnitt 3.4.2)
konnten nach der Sequenzierung genau ermittelt werden. Das Enzym Rsal hat auf dem
505 bp-Fragment vier Restriktionsstellen (Position 171 bp, 295 bp, 311 bp, 346 bp) und
erzeugt daher finf Fragmente mit den GroéRen 198 bp, 131 bp, 124 bp, 35 bp und 16 bp.
Haelll hat auf der sequenzierten rDNA nur eine Restriktionsstelle (Position 68 bp) und
erzeugt Fragmente von 95 bp und 409 bp (Vergleiche zu Punkt 3.4.2).

Fazit: Die ITS-1-Fragmente der neun lokalen O. nubilalis-Populationen der Z-Rasse aus
Deutschland, Frankreich und Polen zeigten eine tGbereinstimmende Sequenz. Zwischen den
Lokalpopulationen der E-Rasse und den Lokalpopulationen der Z-Rasse wurden jedoch

zwei Sequenzunterschiede festgestellt.
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3.45  Versuche zur Differenzierung von Z- und E-Rasse mit ITS-1-spezifischen

Primern

Aufgrund der Sequenzunterscheide zwischen der E-und Z-Rasse an den Positionen 233 bp
und 242 bp wurde das Primerset ecb.ez.2f/2r in Zusammenarbeit mit der Firma CONGEN
entwickelt, das eine rassenspezifische Unterscheidung ermdglichen sollte (Tab. 38). Dieses
Primerset konnte dazu dienen, Tiergruppen-DNA-Extrakte der Z-Rasse auf
Verunreinigung durch die E-Rasse zu untersuchen. Ein weiteres Anwendungsgebiet ist in
der Rassenbestimmung an zukinftig geschadigten Kulturpflanzen zu sehen. Die zwei
rassenspezifischen Nukleotidunterschiede werden von dem reversen Primer erfasst. Die
Primer wurden so entwickelt, dass ein 144 bp groRes Fragment nur bei der E-Rasse
amplifiziert wird. Dieses Primerset wurde unter den gleichen PCR- und Thermocycler-

Bedingungen wie bei der ITS-1-Amplifizierung getestet.

Bei der Optimierung der Annealingtemperatur wurde ein hoher Temperaturgradient von
60,2 °C — 68,0 °C eingestellt. Die erhdhte Annealingtemperatur sollte eine Primerbindung
nur noch bei hoher Sequenziibereinstimmung erlauben. Dabei zeigte sich, dass bei einer
Temperatur von 66,0 °C ein quantitativ geringes Amplifikationsprodukt bei der Z-Rasse
entstand (Abb. 51). Bei steigender Temperatur variierte jedoch die Menge der

Amplifikationsprodukte unabhéngig von der Rasse.

Rasse E Z E Z E Z E Z E Z E Z
100 bp| s — _
200bp - CHNEGERGE R  CEMEDGEGE  ——— S ———
300 bp| == . o : —

Annealing 60,2°C 61,3°C 63,5°C 66,0°C 67,4°C 68,0°C

Abb. 51: Optimierung der Annealing-Temperatur von 60 °C — 68 °C fiir die Primer ecb.ez2f/r
zur Unterscheidung der Z- und E-Rasse von O. nubilalis

Zur spezifischen Unterscheidung von O. nubilalis von anderen Arten oder Gattungen
wurde zusatzlich noch ein O. nubilalis-spezifisches Primerset ecb.ez.3f/3r entwickelt (Tab.
38). Dieses Primerset amplifiziert eine Bande von 166 bp bei der Z-Rasse und 165 bp bei
der E-Rasse bei einer Annealingtemperatur von 60 °C. Es kann zum Nachweis der Art
Ostrinia nubilalis im Darmtrakt von Pradatoren dienen, da mit Hilfe des Suchalgorithmus
von ALTsCHUL et al. (1997) fur die Sequenzdatenbank BLAST keine
Sequenzibereinstimmung mit anderen Arten ermittelt wurde und der forward-Primer nur

bei O. nubilalis binden kann.
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Tab. 38:  Sequenz, G/C-Gehalt und Schmelztemperatur der 1TS-1-spezifischen Primer

Primer Sequenz (5°- 3") G/C-Gehalt | Tm [°C]
ech.ez.2f AGAGGAAGTAAAAGTCGTAACAAGG 40,0 58,2
ech.ez.2r CCTTCGATCAAAACTTTTGTTTG 34,8 58,9
ech.ez.3f GATCATACAATAATCCAGACACAAAC 34,6 57,2
ech.ez.3r CGGATGAATTTGTCATTTTACG 36,4 57,9

Es wird vorgeschlagen, dass dieses Primerset bei Begleituntersuchungen zu Bt-Mais
angewendet werden kann, um bei Magen/Darm-Untersuchungen zur Nahrungspravalenz
bspw. bei Vogeln oder Insekten, wie z. B. bei den Marienkdfern (Coccinellidae),
Schwebfliegenlarven (Syrphidae) oder der Blumenwanze Orius insidiosus (REH, 1985;
ATTIA, 1985), O. nubilalis zu identifizieren. Dafur mdissten jedoch noch weitere
Validierungen zur PCR erfolgen.

Fazit: Fir die Entwicklung von spezifischen Primern zur Differenzierung der E-und Z-

Rasse waren die Sequenzunterschiede im ITS-1-Fragment zu gering.

3.5 Populationsgenetische  Analysen der mit O. nubilalis-assoziierten
Darmmikroflora mittels T-RFLP

O. nubilalis beherbergt im Darm verschiedene Arten von Mikroorganismen, zu denen auch
Bakterien gehoren. Mit Hilfe der T-RFLP konnen genetische Fingerabdriicke einer
komplexen Lebensgemeinschaft, wie der von Bakterien, erstellt werden. Aus diesen sollte
untersucht werden, ob ein mdglicher Zusammenhang zwischen den Bakterienarten und den
O. nubilalis-Populationen existiert, der standort- oder ernédhrungsbedingt sein kénnte. So
ware es moglich die in der vorliegenden Arbeit definierten Gruppen von lokalen

Populationen durch eine &hnliche Darmflora von O. nubilalis zu bestatigen.

In einer Voruntersuchung wurden zwei verschiedene Primerpaare getestet, die jeweils
einen anderen Teilbereich der 16S rDNA amplifizierten. Das Primerpaar 799f und 1492r
analysiert den hinteren Bereich der 16S rDNA und amplifiziert ein Fragment von 735 bp.
Dieser Bereich zeigte ein grolieres Fragmentspektrum als das Primerpaar 8f und 926r (Liu
et al., 1997), welches den vorderen Bereich der 16S rDNA beschreibt. Fur die
nachfolgenden Untersuchungen wurde deshalb mit dem Primerpaar 799f und 1492r
gearbeitet. Die Abb. 52 zeigt die unterschiedlichen Primerbindungsstellen der zwei
Primerpaare auf der 16S rDNA.
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Abb. 52: Bindung der beiden Primerpaare 8f und 926r bzw. 799f und 1492r auf der 16S rDNA
(Angaben Uber die prozentuale Fragmentlange in Bezug auf die Gesamtlange von
1500 bp)

Bei der Restriktionsspaltung wurden die Enzyme Taql und Hhal eingesetzt. Die DNA der
verschiedenen Korperregionen wurden mit dem Enzym Tagl gespalten. Das Enzym Hhal
zeigte ein hoheres bakterielles Heterogenitatsspektrum als Tagl, das sich in der Anzahl der
Fragmente ausdriickte. Daher wurde fur die Analyse der acht lokalen O. nubilalis-

Populationen mit dem Enzym Hhal gearbeitet.

DNA aus Kopf, Thorax und Abdomen der einen Larve sowie dem Darm einer anderen
Larve zeigten nach der Spaltung mit dem Tagl-Enzym ein einheitlich gro3es Fragment von
40 bp und bei der DNA von Thorax, Abdomen und Darm weitere gréRere Fragmente bis
zu ca. 200 bp mit geringer Abundanz. Die Fragmentzahl nahm vom Kopf-DNA-Extrakt zu

dem DNA-Extrakt des Abdomens und des Darmbereiches erwartungsgemald zu (Abb. 53).

terminale Restriktionsfragmente [bp]
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Abb. 53: T-RFLP von der mit den Larven von O. nubilalis assoziierten bakteriellen 16S rDNA
aus verschiedenen Larvenbereichen (A = Kopf, B = Thorax, C = extrahierter Darm,
D = Abdomen)
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Bei der Priifung der 20er-DNA-Extrakte auf das Bakterienspektrum wurden die sechs
lokalen Feldpopulationen Oderbruch, Halle, Niedernberg, Hessisches Ried, Bonn und
Pocking und zwei Laborpopulationen Karlsruhe und Freiburg untersucht. Die spezifische
PCR ergab eine Bande von ca. 735 bp. Aus den terminalen Restriktionsfragment (T-RF)-
Profilen wurde ein Diagramm erstellt, das neben der Diversitét die relative Abundanz der
Bakterienarten darstellt (Abb. 54). Die relative Abundanz kennzeichnet die Anzahl der
Individuen (Individuendichte) einer oder mehrerer Art(en) bezogen auf eine bestimmte
Flachen- oder Volumeneinheit. Fir die Darstellung der relativen Abundanz wurden die
Fragment-Peakhthen verwendet, die durch den Quotienten aus jeder Fragment-Peakhdhe
zur Gesamt-Peakhdhe aller Fragmente einer Lokalpopulation berechnet wurden (DUNBAR
et al., 2001). Bei dieser Berechnung wurden unspezifische Fragmente <50 bp nicht
beriicksichtigt und alle Fragmente, die kleiner als 1 % zu der Gesamtfragment-Peakhthe
waren, wurden eliminiert. Somit sind unbedeutende Fragmente, die moglicherweise durch

das T-RF-Profil entstanden sind, nicht in die Bewertung eingeflossen.

Zwischen allen Feld- und Laborpopulationen konnte ein Uberwiegend einheitliches
Bakterienspektrum aufgezeigt werden (Abb. 54). Nach der Spaltung des Enzyms Hhal
erzielten alle DNA-Extrakte ein einheitliches starkes Fragment mit einer GrofRe von
381 bp. Aullerdem wurden bei allen Lokalpopulationen flinf kleine Fragmente mit einer
GroRe von 51 bp, 69 bp, 71 bp, 398 bp und 407 bp ermittelt (Abb. 54). Die Original-
Elutationsdiagramme befinden sich im Anhang 5.

60% O Oderbruch W Halle
N N @ Niedernberg [ Hessisches Ried
8 50% | Pocking O Freiburg
S 40% W Karslruhe O Bonn ]
2 30% -
‘“2’ 20% -
8 10% |
(2 0% A _,_A:-::-:-=_,_I:.:E.:.:|_,—|:|_,_ . |_| | .
51 69 71 379 381 398 404 407
Fragmentlange in bp

Abb. 54: Diagramm der T-RF-Profilen des 693 bp groRen Fragments der bakteriellen 16S
rDNA in der Template-DNA von O. nubilalis (8 Standorte) nach der Spaltung mit
dem mit dem Restriktionsenzym Hhal

Neben den sechs einheitlich erzeugten Fragmenten wurden bei den Standorten Oderbruch
und Bonn noch ein zusétzliches Fragment mit einer Lange von 404 bp ermittelt. Die

Lokalpopulation aus Bonn zeigte aulRerdem noch ein Fragment von 379 bp.
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Bei den zwei Standorten Oderbruch und Halle wurde eine echte Wiederholung mit einer
zweiten 20er-Gruppe durchgefihrt, um die Reproduzierbarkeit der Methode zu
analysieren. Bei beiden Oderbruch-Populationen ist ein identisches Spektrum erzielt
worden, das somit auf eine gute Reproduzierbarkeit der Methode hinweist. Die beiden
Lokalpopulationen aus Halle zeigten jedoch einige geringe Unterschiede, die bei der Probe
2 auf eine geringe Ausbeute der PCR-Produkte zurlickzufuihren ist. Die Auswertung deutet
bei der Probe 2 von Halle auf eine geringe Menge PCR-Produkt, die bei dieser T-RFLP-
Untersuchung zum Einsatz kam (Vergleich: 1. Probe Gesamt-Fragment-Peakhohe 9032; 2.
Probe 1756 im Anhang 5).

Fazit: Mit Hilfe bakterienspezifischer Primer und der T-RFLP konnte in den DNA-
Extrakten von O. nubilalis bakterielle DNA von verschiedenen Arten nachgewiesen
werden. Durch das Uberwiegend einheitliche Bakterienspektrum bei allen
Lokalpopulationen von O. nubilalis bestand keine Beziehung zwischen den

Bakteriengesellschaften des Darmes und der Herkunft der O. nubilalis-Population.
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4 DISKUSSION
4.1  Optimierung der RAPD-PCR fur populationsgenetische Erhebungen

Unter dem Programm ,,BioMonitor® wurde vom BMBF das Projekt zur Untersuchung der
genetischen Variabilitdt von O. nubilalis zwischen verschiedenen deutschen Populationen
iiber einen Zeitraum von 1999 bis 2001 gefordert. Die genetische Variabilitit wurde mit
Hilfe der RAPD-PCR ermittelt. Diese eignet sich gut zur Unterscheidung von genetisch
dhnlichen Individuen (WILLIAMS et al., 1993) und wird sowohl zwischen Arten als auch
innerhalb einer Art zwischen Populationen (BLACK, 1993; HARDYS et al., 1992) eingesetzt.
Eigene RAPD-Untersuchungen innerhalb der Familie Pyralidae mit O. nubilalis-
Populationen und den AuBengruppen Plodia interpunctella und Ephestia kuehniella
zeigten eine gute Separierung dieser Arten. Ahnliches wurde bei AFLP-Untersuchungen
von Populationen des Schwammspinners Lymantria dispar beobachtet, bei denen die
gleichen AuBengruppen eingesetzt wurden (REINICKE, 1998). Auch bei RAPD-
Untersuchungen der Weillen Fliege Bemisia tabaci zeigten die Populationen dieser Art
eine bedeutend hohere genetische Ahnlichkeit als zu der Art Trialeurodes vaporariorum,
die als AuBBengruppe eingesetzt wurde (WU et al., 2002). Die RAPD-PCR fordert ein hohes
MaB an Standardisierungen und internen Kontrollen, um reproduzierbare Ergebnisse zu
erhalten (ELLSWORTH et al., 1993). Hierzu gehoren u. a. die Parameter Extraktion, dNTPs,
Primer, Konzentration der Ziel-DNA und Polymerase, die in den folgenden Abschnitten

diskutiert werden.

41.1 Extraktion von DNA

Die ideale Extraktionsmethode sollte ein geringes Ausgangsmaterial bendtigen,
kostengiinstig und fiir viele nachfolgenden Anwendungen, wie PCR, RFLP u. a,
anwendbar sein (REYES et al., 1997). Daher wurde die Dellaporta-Methode ausgewdhlt, die
mit der Mikroextraktionsmethode fiir pflanzliche und tierische DNA von REYES et al.
(1997)  vergleichbar ist. Die urspriinglich fiir Pflanzen-DNA  entwickelte
Extraktionsmethode nach DELLAPORTA et al. (1983) z. B. fiir Wachholder (ADAMS et al.,
1993) ist ein héufig angewandtes Verfahren zur DNA-Extraktion verschiedener
Organismen, z. B. von Nematoden (PASTRIK et al., 1995) und von Insekten (GRASER et al.,
1995). Die extrahierte O. nubilalis-DNA bestand ausschlieBlich aus hochmolekularer
DNA. Im Gegensatz zu der O. nubilalis-DNA enthielt die Nematoden-DNA auch

niedermolekulare, fragmentierte DNA (PASTRIK, 1995).
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Es gibt Hinweise darauf, dass mitextrahierte RNA negative Auswirkungen auf die
Amplifikation von RAPD-Mustern besitzt (YOON et al., 1993; ELLSWORTH et al., 1993).
Nach Vermutungen von YOON et al. (1993) konnte RNA als Primer fungieren. In eigenen
RAPD-Untersuchungen konnten ohne Einsatz eines Primers keine Banden amplifiziert
werden, obwohl RNA enthalten war. Allerdings ist es weiterhin denkbar, dass sich
einzelne RNA-Stringe an die DNA binden und somit die Anlagerung von Primern
verhindern. Diese Tatsache hitte jedoch nur Auswirkungen auf die Menge der PCR-
Produkte. Als weitere Komplikation wurde vermutet, dass groBe Mengen an RNA Mg-
Ionen an sich binden kénnen (ROCHE, 2002), die damit der PCR nicht mehr zur Verfiigung
stehen. Durch die in dieser Arbeit eingesetzte hohe Magnesium-Konzentration von 4 mM
und eine ausreichende Amplifizierung der RAPD-Muster kann dieses Argument
vernachlissigt werden. Es ist auch vorstellbar, dass andere Kationen, z. B. vom Puffer
(K+), sich bevorzugt an die RNA heften und damit ausreichend Mg-lonen fiir die PCR
vorhanden sind. In unseren Untersuchungen wurde auf eine RNAse Behandlung verzichtet,
da auch aus anderen RAPD-Arbeiten, z. B. der Nematodenarbeit von PASTRIK (1995),
Vergleiche von Behandlungen mit/ohne RNAse vorlagen und in diesen gleiche RAPD-
Muster erzielt wurden. Damit konnten Untersuchungen von YOON et al. (1993) nicht
bestétigt werden, die eine Verbesserung der RAPD-Ergebnisse durch RNAse-Behandlung
wihrend der Extraktion beschrieben. DERAGON & LANDRY (1992) zeigten, dass eine DNA-
Extraktion mit CsCl-Reinigung, d. h. eine Eliminierung der RNA, zu keiner Verbesserung
der RAPD-Ergebnisse fiihrte. Gleichzeitig ist darauf hinzuweisen, dass diese Arbeit eine
Status quo-Analyse der genetischen Ahnlichkeiten von O. nubilalis darstellt. Damit wird
die Moglichkeit geschaffen, einen genetischen Vergleich zwischen Tieren vor und nach

einem Selektionsdruck durch den Anbau von Bt-Mais zu erhalten.

Zusammenfassend ist festzustellen, dass die Extraktion nach der Dellaporta-Methode mit
jederzeit verfiigbaren Substanzen und Materialien eine konstante und ausreichende

Isolierung von O. nubilalis-DNA gewahrleistet.

4.1.2  Optimierung der Reaktionsbedingungen in der RAPD-PCR

Die in dieser Arbeit durchgefiihrten Optimierungsschritte fiir Primer, dNTPs, Magnesium
und Polymerasen folgten den Angaben von WILLIAMS et al. (1993); BLACK (1993);
ELLSWORTH (1993); CoBB & CLARKSON (1994); BASSAM et al. (1992); MEUNIER &
GRIMONT (1993) und DEVOS & GALE (1992). Da nach MEUNIER & GRIMONT (1993) die
RAPD-PCR nur dann eine zuverldssige Methode ist, wenn genau definierte Bedingungen
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konstant eingehalten werden und keine verschiedenen Thermocyler benutzt werden,

wurden alle PCR-Reaktionen mit dem gleichen Thermocyler durchgefiihrt.

a) Magnesium

Die Magnesium-Konzentration beeinflusst das RAPD-Muster, indem sie die
Bindungsaffinitidt der Primer, die Aktivitdt und Spezifitit der Polymerase, die Trennung
der Stringe bei der Denaturierung und die Bildung von Primer-Artefakten beeinflusst. In
eigenen PCR-Optimierungen konnten bei einer Konzentration <3 mM nur wenige Banden
amplifiziert werden, wohingegen hohere Konzentrationen die Bildung groBerer Banden ab
1 300 bp begiinstigte. COBB & CLARKSON (1994) sowie DEVOS & GALE (1992) gaben
ebenfalls an, dass sich bei niedrigen Magnesium-Konzentrationen die Anzahl der
Amplifikationsprodukte reduziert. Allerdings fiihrten zu hohe Konzentrationen bei ihnen
zu einer Vielzahl nicht auswertbarer Banden. Die in dieser Arbeit verwendete Magnesium-
Konzentration von 4 mM sorgte fiir eine optimale Aktivitit der Polymerase
(Stoffelfragment) und wurde auch in anderen PCR-Arbeiten, z. B. bei O. nubilalis
(PORNKULWAT et al., 1998) oder beim Schwammspinner Lymantria dispar (GRASER et al.,
1995), eingesetzt, die ebenfalls mit dem Stoffelfragment arbeiteten. GAWEL & BARTLETT
(1993) verwendeten hingegen bei den Untersuchungen von Biotypen der Weillen Fliege
Bemisia tabaci eine geringere Magnesium-Konzentration von 3 mM. Bei entomologischen
RAPD-Untersuchungen mit anderen Polymerasen werden héufig Magnesium-

Konzentrationen von 0,5 mM — 3,5 mM eingesetzt.

b) dNTPs

Die optimale dNTP-Konzentration hidngt von der Magnesium- und der Primer-
Konzentration ab. Eine zu hohe Konzentration reduziert freie Magnesium-lonen und
beeinflusst damit die Polymeraseaktivitit und das Primerannealing. Die Vorversuche
zeigten, dass im Bereich von 150 pM — 250 uM kaum Verdnderungen in den RAPD-
Mustern auftraten. Die Konzentration von 100 uM fiihrte zu einer geringen Menge
amplifizierter DNA und die hochste Konzentration von 300 uM  zeigte
Intensitétssteigerungen besonders fiir Banden kleiner als 800 bp. Auch in der Arbeit von
WILLIAMS et al. (1993) wurden bei geringen dNTP-Konzentrationen < 100 uM nur
schwache Banden amplifiziert. Anderseits zeigten COBB & CLARKSON (1994) bei hohen

dNTP-Konzentrationen eine zunehmende Amplifikation von nicht trennbaren Banden.

Die in der vorliegenden Arbeit verwendete dNTP Konzentration von 200 uM wurde auch

in anderen RAPD-Arbeiten, z. B. bei Heuschrecken (Melanoplinae spp. — CHAPACO et al.,
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1992), bei Weillen Fliegen (Bemisia tabaci — DE BARRO & DRIVER, 1997) und Léusen wie
der Sitkatfichtenlaus (Elatobium abietinum — SIGURDSSON et al., 1999) oder der Griinen
Gurkenlaus (Aphis gossypii —VANLERBERGHE-MASUTTI & CHAVIGNY, 1998) und beim
Schwammspinner (Lymantria dispar — REINEKE, 1998), unabhéngig vom Polymerase-Typ,

verwendet.

c) RAPD-Primer

Primerauswahl in Bezug auf die Primeranzahl

In der vorliegenden Arbeit wurden von insgesamt 30 getesteten Decamer-Primern
diejenigen 20 Primer fiir die populationsgenetischen Untersuchungen ausgewdhlt, die eine
hohe Anzahl an auswertbaren Banden mit einem geringen Hintergrundrauschen lieferten.
Den Vorschlag von BOwWDITCH et al. (1993) eine groe Anzahl an RAPD-Primern zu
testen, um jene auszuwihlen, die die meisten gut auswertbaren Banden produzieren, wurde
in einigen Arbeiten umgesetzt. So sind bei populationsgenetischen RAPD-Untersuchungen
von der Sitkatfichtenlaus Elatobium abietinum 27 von 40 RAPD-Primern (SIGURDSSON et
al., 1999), von der Stechmiicke Aedes aegypti und A. formosus 3 von 40 Primern, von der
Reblaus Daktulosphaira vitifoliae (DOWNIE, 2000) 17 von 30 Primern, von Brassica napus
6 von 100 Primern (MAILER et al., 1994) und von PORNKULWAT et al. (1998) 10 von 120
Primern fiir alle O. nubilalis-Larven der drei amerikanischen Okotypen ausgewihlt
worden. In den Anwendungen der RAPD-PCR variiert die Primeranzahl in der Literatur
erheblich. Diese reicht abhéingig von der Versuchsfrage von einem Primer, z. B. bei der
Identifikation von A- und B-Biotypen der Weillen Fliege Bemisia tabaci (MARTINEZ et al.,
2000), bis zu 40 Primern bei den Populationen des Schwammspinners Lymantra dispar
(GRASER et al., 1995).

Primerauswahl in Bezug auf den Polymorphiegrad der Primer

Bei der Primer-Auswahl sollte ein mdglichst hoher Polymorphiegrad bevorzugt werden,
der u. a. durch einen hohen GC-Gehalt von 60 % — 90 % erreicht werden sollte (CLARK &
LANIGAN, 1993; WILLIAMS et al., 1993). In dieser Arbeit konnte zwischen dem GC-Gehalt
(15 Primer 60 %, drei Primer 70 % und zwei Primer 80 %) und der Bildung polymorpher
Banden keine Beziehung hergestellt werden. So zeigten die beiden Primer Roth 180-08
und Roth 280-08 mit einem GC-Gehalt von 80 % einen gleich groen Polymorphismus
wie die anderen Primer mit geringeren GC-Gehalten. Anderseits wird im Beipackzettel von
Perkin Elmer darauf hingewiesen, dass der GC-Gehalt ca. 50 % betragen sollte, um die

Spezifitit zur Template-DNA zu maximieren.
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In der vorliegenden Arbeit wurden pro Primer ca. 9 Banden ausgewertet. Demgegeniiber
gibt WILLIAMS et al. (1993) als Durchschnittswert nur 5,3 amplifizierte Banden pro RAPD-
Primer an. Neben den in der vorliegenden Arbeit ausgewerteten Banden wurde noch eine
bedeutend hohere Anzahl an Banden amplifiziert, aber nicht fiir die Auswertung
herangezogen. Diese nicht auswertbaren Banden hatten gegeniiber den auswertbaren
Banden eine geringe Intensitit und/oder ein starkes Hintergrundrauschen. In der Arbeit von
HERING (1997) wird gegeniiber den in dieser Arbeit verwendeten Decamer-Primern darauf
hingewiesen, dass bei ldngeren Primern von 15 bp —21 bp durchschnittlich mehr Banden

amplifiziert werden.

Primerkonzentration

Die Primerkonzentration kann ebenfalls einen erheblichen Einfluss auf die Ausbeute
haben. Die Priifung des getesteten Konzentrationsbereiches orientierte sich an der Bildung
langer Amplifikationsprodukte, die wie ELLSWORTH et al. (1993) angeben, durch eine
geringe Primerkonzentration von 0,1 uM — 0,4 uM erreicht wird. Die in dieser Arbeit
ausgewdhlte Primer-Konzentration von 0,2 uM befindet sich in dieser empfohlenen
Konzentrationsspanne. Die Schmelztemperatur (Tm) berechnet sich aus dem GC-Gehalt

des Primers und gibt die Temperatur an, bei der 50 % der Oligonukleotide gebunden sind.

Annealing-Temperatur

Als optimale Annealing-Temperatur wird eine um 5°C unter der Tm liegenden
Temperatur empfohlen. Die in dieser Arbeit verwendeten Primer besitzen eine theoretische
Tm von 32 °C — 36 °C (Tab. 5). Da eine grofle Temperaturspanne zwischen Denaturierung
und Annealing und eine Tm weit unter 40 °C die Bildung nicht auswertbarer Banden
fordert, ist die theoretische Tm nicht mit der praktischen Tm zu vereinbaren. Die in der
vorliegenden Arbeit ausgewéhlte Annealing-Temperatur von 38 °C befindet sich in einem
Bereich, der im Vergleich zu anderen entomologischen Arbeiten von 35 °C (Parasitoide
Eretmocerus mundus, Encarsia formosa der Weilen Fliege Bemisia tabaci - KIRK et al.,
2000; Stechmiicke Anopheles spp. — WILKERSON et al., 1993; Weille Fliege Bemisia tabaci
— LIMA et al., 2000 und Koniferen Pseudotsuga menziesii und Picea glauca — CARLSON et
al., 1991) bis 40 °C (WeiBle Fliege — WU et al., 2002; DE BARRO & DRIVER, 1997) gut
abgedeckt wird.
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d) Konzentration der Ziel-DNA (Template)

Fiir die Erzielung von konstanten RAPD-Mustern ist neben den Optimierungen der PCR-
Komponenten eine standardisierte DNA-Menge unumgénglich, die von ELLSWORTH et al.
(1993) fiir alle RAPD-Analysen empfohlen wird. Fiir die Ermittlung dieser optimalen
Template-Menge wurden zwei identische Untersuchungen durchgefiihrt, die zu zwei
unterschiedlichen Ergebnissen fiihrten. Wéahrend im ersten Versuch bei Konzentrationen
zwischen 50 ng und 0,4 pg eine kontinuierliche Abnahme der gréf8eren Banden und eine
qualitative Zunahme der kleinen Banden sichtbar wurden, trat im zweiten Versuch ein
erratisches RAPD-Muster unter 50 pg auf. Dieser Unterschied konnte damit erklart
werden, dass im zweiten Versuch Nichtziel-DNA im Verdiinnungsmedium Wasser oder in
den PCR-Reagentien enthalten war, welches in Konkurrenz zu der Template-DNA trat. Bei
der Konzentrationsabnahme der Ziel-DNA ist ab 50 pg ein Punkt erreicht worden, bei dem
die Nichtziel-DNA fiir die Amplifikation ihrer Sequenzabschnitte bevorzugt wurde. Eine
starke Verdnderung des RAPD-Musters bei verschiedenen DNA-Konzentrationen wurde
auch in der Nematoden-Arbeit von PASTRIK (1995) beschrieben. Er erhielt im Bereich von
20 ng bis 0,5 mg konstante RAPD-Muster. Ober- und unterhalb dieses Bereiches traten
erhebliche Anderungen im RAPD-Muster auf. Im Vergleich dazu kann im ersten Versuch
der vorliegenden Arbeit von einem PCR-Ansatz ausgegangen werden, der absolut frei von
Nichtzie-DNA war. In diesen eigenen zwei Versuchen zeigte sich, dass der
Konzentrationsbereich von 20 x mehr oder weniger als 2 ng bei einem Reaktionsmix von
25 ul (0,08 ng/ul) konstante RAPD-Muster lieferte und daher fiir alle PCR-Reaktionen
eingesetzt wurde. In anderen RAPD-Arbeiten mit Insekten-DNA wurden auch z. T.
geringere aber jedoch meist hohere DNA Mengen verwendet. Bei der Kéaferart Naupactus
spp. wurde eine dhnliche DNA-Konzentration von 0,1 ng/ul eingesetzt (HARDWICH et al.,
1997). Eine 25fach hohere DNA-Menge wurde bei den Heuschrecken zweier Subfamilien
der Acrididae (CHAPCO et al.,, 1992) und der Sitkatfichtenlaus Elatobium abietinum
(SIGURDSSON et al., 1999) gefunden und eine 50-fache beim Schnabelkerfe Marchalina
hellenica (MARGARITOPOULOS et al., 2003). In der vorliegenden Arbeit wurden auch bei
einer 25fach hoheren Konzentration gut voneinander trennbare Banden erhalten.
Demgegeniiber wiesen WILLIAMS et al. (1993) darauf hin, dass hohe DNA-
Konzentrationen zu unklaren, verschmierten Banden fithren kénnen. Ein umgekehrtes
Verhiltnis wurde bei der Reblaus Daktulosphaira vitifoliae sichtbar, bei der qualitativ
bessere Banden bei einer hoheren Konzentration von 1,5 ng/ul DNA gegeniiber 1 ng/ul

entstanden (DOWNIE, 2000).
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e) Polymerase

Bei der Auswahl der Polymerase wurde von Anfang an das Stoffelfragment der Tag-DNA-
Polymerase (Applied Biosystems) favorisiert, da auch in anderen Arbeiten zur RAPD-PCR
gute Erfahrungen mit dieser Polymerase erzielt wurden und viele Vorteile gegeniiber
anderen Polymerasen bestehen. So wurde bspw. bei dem Nematoden Meloidogyne
chitwoodi (HEGEMANN, 1997), beim Schwammspinner Lymantria dispar (GRASER et al.,
1995) und bei O. nubilalis (PORNKULWAT et al., 1998) ebenfalls das Stoffelfragment

eingesetzt.
Das Stoffelfragment wurde durch die folgenden Vorteile favorisiert:

Das Stoffelfragment besitzt eine zweifach hohere Thermostabilitit gegeniiber der
AmpliTag-Polymerase (SOBRAL & HONEYCUTT, 1993), die sich nach iiber 35 Zyklen auch
bei der finalen Extention durch eine hohe Aktivitit auszeichnet. Diese Eigenschaft ist
ebenfalls hilfreich, wenn wie in der vorliegenden Arbeit mit unbekannter DNA-Sequenz
gearbeitet wird, die mdglicherweise Sekundirstrukturen und einige G/C-reiche Abschnitte
besitzt und dafiir hohere Denaturierungstemperaturen notwendig sind (ANONYMUS,
2001b). Nach den Voruntersuchungen in dieser Arbeit stellte sich jedoch heraus, dass eine
allgemein verwendete Denaturierungstemperatur von 92 °C ausreichend ist. Weiterhin
zeigten Untersuchungen von BASSAM et al. (1992), dass bei Magnesium-Konzentrationen
von 2 mM — 8 mM nahezu einheitliche Muster mit dem Stoffelfragment aufgezeigt werden
konnten. Dies kann eine Ursache dafiir sein, dass bei den Untersuchungen von SOBRAL &
HONEYCUTT (1992) mit Saccharum spontaneum (Gramineae) von 41 verwendeten Primern
(mit verschiedenen optimalen Magnesium-Konzentrationen) die AmpliTag-Polymerase bei
30 %, die Pfu-Polymerase bei 34 % und das Stoffelfragment bei nur 2,8 % der Primer

keine Amplifikationsprodukte lieferten.

Das Stoffelfragment zeigte in der Arbeit von SOBRAL & HONEYCUTT (1993), dass es eine
hohere Anzahl an Bindungspldtzen und Polymorphismen pro Primer gegeniiber der
AmpliTaq hervorbringt. Somit koénnen mehr informative Sequenzabschnitte der
unbekannten DNA gesammelt werden. Dies bestitigte sich auch in der vorliegenden
Arbeit, bei der jeder Primer zwischen 53 % und 100 % auswertbare polymorphe Banden
erzeugte (Tab. 34).

Weiterhin zeichnet sich das Stoffelfragment durch eine zehnfach geringere Prozessivitét
gegeniiber der AmpliTaqg-Polymerase aus. Das bedeutet, dass in einer grofleren Zeitspanne

eine geringere Anzahl an Nukleotiden angefiigt werden, bis die Polymerase von der DNA-
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Kette abdissoziiert (MUHLHARD, 2002) und somit kiirzere Produkte gegeniiber anderen
Polymerasen liefert (BASSAM et al., 1992). Dadurch stehen die fiir die RAPD-PCR
interessanten und typischen DNA-Bereiche von 100 bp — 1000 bp (ANONYMUS, 2001b)

mehr Polymerase-Molekiile zur Verfiigung.

SOBRAL & HONEYCUTT (1992) vermuten, dass die Sensibilitdt fiir Fehlpaarungen zwischen
Primer und Template beim Stoffelfragment grofer ist als bei der AmpliTaq- und Pfu-
Polymerase. Dadurch kann eine fehlerhafte Basenpaarung (Mismatching) der Primer durch
die Polymerase erkannt werden und zu einem Synthesestopp fithren. Dies trdgt somit dazu
bei, dass seltene mutierte Allele von unspezifischen Primerbindungen unterschieden
werden konnen (LAWYER et al., 1993). Kritisch zu betrachten ist, dass das Stoffelfragement
keine Exonucleaseaktivitit (LAWYER et al., 1993) und daher keine Korrekturfunktion

besitzt.

In den Voruntersuchungen der vorliegenden Arbeit wurden das Stoffelfragment und die
AmpliTag-Polymerase mit und ohne Q-Solution getestet. Dabei zeigte sich, dass mit der
Q-Solution die AmpliTaq bessere Amplifikationsprodukte lieferte als das Stoffelfragment
und ohne Q-Solution umgekehrte Verhiltnisse bestanden. Auch GAWEL & BARTLETT
(1993) beobachteten - allerdings ohne Q-Solution - bei der Weillen Fliege Bemisia tabaci,
dass die Polymerasen AmpliTaq und Stoffelfragment ein unterschiedliches RAPD-Muster
produzieren. Da die Q-Solution ein undeklariertes PCR-Additiv ist, das von den Firmen
evtl. zukiinftig nicht mehr vertrieben wird und somit fiir spitere Vergleichsuntersuchungen

nicht mehr zur Verfiigung steht, wurde auf den Einsatz der Q-Solution verzichtet.

Die in der vorliegenden RAPD-Arbeit ausgewéhlte optimale Polymerase-Konzentration
von 0,2 U/pl findet sich auch in anderen Literaturarbeiten wieder. So geben z. B. BASSAM
et al. (1992) bei den zwei Bakterienarten Escherichia coli und Klebsiella pneumoniae an,
dass bei Konzentrationen zwischen 0,2 U/ul und 0,4 U/ul klare und konstante RAPD-
Muster mit dem Stoffelfragment entstanden. RAPD-Arbeiten iiber den Schwammspinner
Lymantria dispar (GRASER et al., 1995) und iiber Nematoden (PASTRIK, 1995) wurden mit

der gleichen Konzentration von 0,2 U/ul Stoffelfragment durchgefiihrt.

413  PCR-Verunreinigungen mit Nichtziel-DNA

PCR-Verunreinigungen konnen durch Kontaminationen der verwendeten Chemikalien
und/oder durch die Luft (Aerosole) entstehen. Obwohl stets eine saubere Arbeitsweise

angestrebt wurde, konnen dennoch unbeabsichtigt Verunreinigungen nicht vollig
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ausgeschlossen werden. Durch PCR-Ansidtze ohne Ziel-DNA konnten die infolge von
Verunreinigungen amplifizierten Banden nach Anzahl und Gr6Be im Vergleich zu den O.
nubilalis-Banden ausgewertet werden (Tab. 23). In der vorliegenden Arbeit wurden in
60 % aller durchgefiihrten PCR-Reaktionen DNA-Verunreinigungen in unterschiedlichster
Starke amplifiziert. Die Herkunftsquellen der PCR-Verunreinigungen mit Nichtziel-DNA
konnten nicht ermittelt werden. Eine Kontamination durch PCR-Reagenzien, die iiber
verschiedene Anbieter bezogen wurden, ist nicht auszuschlieBen. Eine héufige
Verunreinigung von PCR-Reagenzien stellt die Polymerase dar. Wie BOTTGER (1990)
formulierte, wird die ,,natiirliche* Kontamination der Tag-Polymerase besonders durch den
Einsatz von universellen Primern aufgedeckt. MEUNIER & GRIMONT (1993) gaben an, dass
jede von ihnen getestete Tag-Polymerase mit Nichtziel-DNA kontaminiert war. Diese
Moglichkeit ist auch bei der Polymerase Stoffelfragment nicht auszuschlieBen. Da im
Puffer kein Rinderserumalbumin vorhanden war, das hiufig mit DNA kontaminiert ist
(ROLF et al., 1992 zitiert in: HERING, 1997), wird die Kontamination des Puffers als gering
eingestuft. Negativ-Kontrollen finden in vielen entomologischen RAPD-Arbeiten
Anwendung, so z. B. bei der Heuschrecke Melanoplinae spp. (CHAPCO et al., 1991), bei
der gleich drei verschiedene Negativ-Kontrollen getestet wurden. Neben dem Fehlen von
Template-DNA wurde auch der Nichteinsatz von Primer und Polymerase untersucht und
bei allen drei Negativ-Kontrollen keine Amplifikationsprodukte erhalten. Es ist allerdings
fraglich, welcher Sinn bei den letzten beiden Arten der Negativ-Kontrollen besteht. In
keiner bekannten Arbeit wurde auf eine Amplifizierung von Nichtziel-DNA hingewiesen,

die bei RAPD-Primern nie auszuschlief3en ist.

4.1.4  Reproduzierbarkeit der RAPD-Muster

Trotz der Kritik aus anderen RAPD-Arbeiten (SILviA & Russo, 2000; BLACK, 1993)
wurde meist eine gute Reproduzierbarkeit der RAPD-Muster innerhalb eines PCR-
Ansatzes und zwischen verschiedenen PCR-Ansitzen erzielt. In der vorliegenden Arbeit ist
innerhalb eines PCR-Ansatzes die Reproduzierbarkeit der RAPD-Muster durch eine zweite
Probe der gleichen Template-DNA {berpriift und bestitigt worden. Die gute
Reproduzierbarkeit zwischen zwei PCR-Ansdtzen wurde durch die DNA der zwei
AuBengruppen iiber einen Zeitraum von zwei Jahren aufgezeigt. Kontrollwiederholungen
der gleichen DNA-Probe in einem zweiten PCR-Ansatz werden auch in anderen RAPD-
Arbeiten durchgefiihrt, so bei der Griinen Gurkenlaus Aphis gossypii (VANLERGERGHE-

MASUTTI & CHAVIGNY, 1998) und bei der Schmetterlingsart Boloria aquilonaris
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(VANDEWOESTINE & BAGUETTE, 2002). Auch bei den Schwammspinner-Populationen
wurden reproduzierbare RAPD-Muster erhalten (REINICKE, 1998). WILKERSON et al.
(1993) weisen darauf hin, dass die RAPD-Muster auf Reproduzierbarkeit tiberpriift werden
miissen, bevor die Primer fiir die Auswertung herangezogen werden. Die gute
Reproduzierbarkeit der RAPD-Muster in der vorliegenden Arbeit ist auch darauf
zuriickzufiihren, dass kein Wechsel von Thermocyclern, Polymerasen u. a. vorgenommen

wurde.

4.2 Reprasentativitat einer Populationsstichprobe

Der Anspruch einer Stichprobe liegt darin, dass mit einer mdglichst geringen Anzahl an
Individuen die Population ausreichend charakterisiert wird und ein Einfluss von Nichtziel-
DNA anderer Organismen auf die RAPD-Muster der Ziel-DNA auszuschlieBen ist. Wenn
in Voruntersuchungen ein Einfluss von Nichtziel-DNA auf die RAPD-Muster der Ziel-
DNA nachgewiesen wird, dann muss deren Konzentration durch selektive Extraktion

(gewebe- oder organspezifisch) minimiert werden.

4.2.1  Verunreinigungen der Template-DNA
4211  Mais-DNA

Zu den Verunreinigungen, die in der O. nubilalis-DNA auftreten kdnnen, zéhlen die Mais-
DNA und die Mikroben-DNA. Fiir das Vorhandensein von Mais-DNA wurde eine
spezifische PCR durchgefiihrt. Dabei zeigte sich, dass weder bei den Larven vom Feld
noch vom Labor Mais-DNA nachgewiesen werden konnte. Daraus kann gefolgert werden,
dass die im Herbst auf den Maisfeldern gesammelten L5-Larven ihren Darm in
Vorbereitung auf die Diapause bereits vollstindig entleert hatten. Entgegen den Befunden
von ENGEL (1971) zitiert in: BURGSTALLER (1974), bei dem Raupen bis zum Beginn des
Winters weiterfraBen, zeigten Untersuchungen von BURGSTALLER (1974), dass nach
Darmpréparationen von 200 im Herbst gesammelten Larven keine Nahrungsreste gefunden
wurden. Somit kam auch er zu dem Schluss, dass die Raupen im Freiland ihre
Nahrungsaufnahme im Kornermais spédtestens bis Anfang November beenden. Diese
Schlussfolgerungen sind auch auf unsere Ergebnisse iibertragbar, wenngleich die Larven
fiir diese Arbeit auf der Stoppel des Silomaisfeldes im September eingebracht wurden. Bei
L1-Larven, die in der vorliegenden Arbeit mit Mais gefiittert wurden, konnte die Mais-

DNA gut nachgewiesen werden. Daher kann davon ausgegangen werden, dass in den
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DNA-Extrakten von O. nubilalis, die weit vor der Diapause gesammelt werden, Mais-
DNA vorhanden ist, die allerdings nicht zwangsldufig Stérungen im RAPD-Muster
verursachen muss. Storungen im RAPD-Muster sind erst ab einem bestimmten Verhéltnis
zwischen Nichtziel-DNA und Ziel-DNA zu erwarten. So zeigte HEGEMANN (1997) dass
sich das RAPD-Muster von Nematoden-DNA ab einer 10 %igen Verunreinigung durch
Kartoffel-DNA dnderte. Bei dem Didtmedium fiir die Labor-Zucht (Darmstadt-Probe), das
u. a. aus Maisgrie3 bestand, kann nach den erhaltenen Ergebnissen davon ausgegangen

werden, dass es keine intakte Mais-DNA enthielt.

42.1.2 Mikroben-DNA

Eine weitere Verunreinigung der Template-DNA war im Darm von O. nubilalis durch
Mikroben-DNA, besonders von Bakterien, gegeben, da der Darm vor der Extraktion der
Larven nicht entfernt wurde. In der vorliegenden Arbeit wurden RAPD-Untersuchungen
mit Template-DNA vom Darm und aus anderen Korperteilen durchgefiihrt. Die
Vermutung, dass die Kdperbereiche des Magen-Darm-Traktes aufgrund der Mikroflora
mehr RAPD-Banden amplifizierten als der Kopfbereich konnte nicht bestétigt werden.
Somit war eine spezielle Pridparation der L5-Larven von O. nubilalis, wie sie bei
PORNKULWAT et al. (1998) durchgefiihrt wurde, nicht notwendig. Stattdessen produzierte
die DNA des Kopfes primer- und individuenabhédngig im hoheren Basenpaarbereich
(>1500 bp) zusétzliche Banden (1 bis 4 Banden). Da nach diesem Ergebnis nicht davon
ausgegangen wurde, dass es sich bei den zusétzlichen RAPD-Banden im Kopfbereich um
bakterielle DNA handelt, kann geschlussfolgert werden, dass die Amplifikation von
groBeren Abschnitten der Ziel-DNA von der DNA-Qualitit beeinflusst wird. Die
unterschiedliche DNA-Qualitdt kann von Enzymen verursacht werden, die im Darmbereich
vorhanden sind und bereits bei der Extraktion eine DNA geringer Qualitdt (z. B. DNA-
Scherung) liefern. Um einer moglichen Kontamination durch pflanzliche- oder tierische
DNA zu entgehen, wurde in anderen Arbeiten {iber Lepidopteren, z. B. bei Parnassius
nomion und Parnassius bremeri (ZAKHAROV, 2001) und bei den O. nubilalis-
Untersuchungen an der RWTH Aachen mittels AFLP (pers. Mitt. SAEGLITZ, 2002), DNA
aus dem Thorax adulter Tiere extrahiert. Auch beim Schwammspinner Lymantria dispar
wurden aus unterschiedlichen Gewebeteilen (Kopf, Thorax, Abdomen, Fliigel) von
Imagines identische RAPD-Muster und keine zusitzlichen Banden im Kopfbereich erzeugt
(REINEKE, 1998). Bei den Schmetterlings-Larven konnte, durch die groBe tdgliche

Aufnahme von pflanzlichen Produkten, eine groBere Anzahl an verschiedenen Enzymen
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und eine hoéhere Anzahl von Fremd-DNA vorhanden sein als bei Faltern, da diese kaum

noch Nahrung zu sich nehmen.

Einen erheblich groBeren Einfluss auf das RAPD-Muster konnen die in groerer Anzahl
vorkommenden Endosymbionten in einigen Insektenarten ausiiben. So leben in den
Mottenldusen (Aleyrodina, Weille Fliege), in Blattliusen (Aphidina) oder in anderen
Insektenarten Endosymbionten im Mitteldarm oder in speziellen Organen (Mycetome).
Kritisch anzumerken ist, dass in vielen RAPD-Arbeiten iiber diese Insektenarten eine
mogliche Beeinflussung des RAPD-Musters durch Endosymbionten nicht untersucht wird.
MARUTHI et al. (2001) geben an, dass Endosymbionten das RAPD-Muster beeinflussen,
halten es aber fiir unwahrscheinlich, dass einige Nichtziel-Banden das ganze Ergebnis
verdndern konnen. HOMMEL & PACHOLSKY (1996) konnten in ihren Untersuchungen iiber
das Blattlausgenom von Acyrthosiphon pisum nachweisen, dass Banden der
Endosymbionten in der Misch-DNA amplifiziert werden. Sie schitzten den Anteil der
Endoymbionten-DNA jedoch nicht iiber 5 % und kamen zu dem Schluss, dass die RAPD-
Primer vor allem an der im Gemisch dominierenden Blattlaus-DNA ansetzen. Eine Reihe
von Insektenarten kann weiterhin durch endoparasitisch lebende Insekten (Parasitoide)
befallen sein, die z. B. bei Blattldusen erst nach dem 6.Tag der Parasitierung im RAPD-

Muster zu erkennen sind (BLACK et al., 1992).

4.2.2  Zusammensetzung der Template-DNA
4221 Einzeltiere

Eine O. nubilalis-Population setzt sich aus vielen Individuen zusammen. Eine Schétzung
fiir das Oderbruch konnte wie folgt aussehen: Im Kerngebiet des Oderbruchs werden
jahrlich mindestens 5 000 ha Silo-, CCM- und Koérnermais mit 50 000 bis 100 000
Pflanzen/ha angebaut. In den letzten Jahren wurde auf diesen Flichen hédufig ein mittlerer
O. nubilalis-Befall von mindestens 50 % beobachtet; daraus folgt eine Anzahl von 25 000
bis 50 000 iiberwinterungsfahigen Larven/ha oder eine Population im Oderbruch von 125
bis 250 Mio. Larven. Fiir die Bestimmung der populationsgenetischen Ahnlichkeit von
verschiedenen Befallsgebieten Deutschlands bestand die Schwierigkeit darin, eine
reprasentative und handhabbare Anzahl an Individuen aus einer Population fiir die
Extraktion auszuwihlen. Dabei war zu berlicksichtigen, dass sich die RAPD-Muster
einerseits aus vielen populationsspezifischen Banden und andererseits aus wenigen

individuen- und artspezifischen Banden zusammensetzen. Fiir die populationsgenetischen

138



Diskussion

Untersuchungen konnen Einzeltier-DNA-Extrakte oder eine Poolung von mehreren
Einzeltier-DNA-Extrakten herangezogen werden. Bei den DNA-Extrakten der Einzeltiere
wurden aufgrund der hohen Heterogenitét der individuellen RAPD-Muster nur wenige art-
und populationsspezifische Banden erzeugt. Demgegeniiber konnten HARDWICK et al.
(1997) keine Unterschiede zwischen den Individuen innerhalb von zwei Kiferarten der
Gattung Naupactus festgestellen. Im Dendrogramm der vorliegenden Arbeit wurde
aufgrund der hohen intraspezifischen Heterogenitét keine eindeutige Zuordnung der fiinf
Einzeltiere zu ihren jeweiligen Standorten aufzeigt. PORNKULWAT et al. (1998) hingegen
konnten eine Zuordnung von fiinf Einzeltier-DNA-Extrakten von O. nubilalis zu ihren
jeweiligen Okotypen (uni-, bi-, multivoltin) vornehmen. Im Unterschied zu PORNKULWAT
et al. (1998), die zehn Primer einsetzten und 21 auswertbare mono- und polymorphe
Banden amplifizierten, wurden in dieser Arbeit mit nur fiinf Primern 97 mono- und
polymorphe Banden erzeugt. Von den in der vorliegenden Arbeit eingesetzten fiinf
Primern stimmten vier (OPA-07, OPB-01, OPF-11, OPF-03) mit denen von PORNKULWAT
et al. (1998) iiberein. Da trotz der hoheren Anzahl an ausgewerteten Banden keine
eindeutige Zuordnung der Einzeltiere zu ihren jeweiligen Standorten hergestellt werden
konnte, kann geschlussfolgert werden, dass bei der RAPD-PCR eine Analyse von
Populationen mit groBer genetischer Ahnlichkeit innerhalb eines Okotyps mit Einzeltieren
schwer durchfiihrbar ist. Wie jedoch Untersuchungen zwischen Populationen der Z- und E-
Rasse von MEISE (pers. Mitt., 2003) zeigten, war ab einer Anzahl von fiinf Primern keine,
aber schon bei zehn Primern gréBtenteils eine gute Zuordnung zwischen den Standorten
innerhalb einer Rasse erkennbar. Bei einem Einsatz von 20 Primern wurde die beste
standortspezifische Zuordnung erzielt. Dem gegeniiber wurde in einer RAPD-Arbeit {iber
die Charakterisierung von chinesischen Populationen der Weillen Fliege Bemisia tabaci
keine klare Zuordnung der einzelnen Individuen zu einer Population hergestellt (WU et al.,
2002). Von den zehn untersuchten Populationen wurden pro Population ebenfalls fiinf
Individuen eingesetzt, die sich nicht nur im Standort, sondern auch von der besiedelten
Kulturpflanze unterschieden. Einige Populationen charakterisierten den B-Biotyp, der sich
deutlich von zwei anderen Biotypen (Guangxi und Fujian) abgrenzte. Innerhalb des
Biotyps B hatten sich standortspezifische Merkmale noch nicht manifestiert. Dies konnte
u. a. damit zusammenhdngen, dass der Anbau der Kulturpflanzen in Gewéchshdusern
stattfand, und sich damit umweltrelevante Merkmale der Standorte nur in geringem Mafle
in den Genotypen wiederspiegeln kdnnen. Kritisch zu betrachten ist auch hier die geringe

Anzahl von vier Primern mit nur 39 Banden und die geringe Individuenzahl pro
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Population. So geben CLARK & LANIGAN (1993) nach Computer-Simulationen fiir die
RAPD-Analysen an, dass bei einer Individuenzahl kleiner 10 die grofte
Schwankungsbreite bei der Anzahl der Banden pro Individuum existiert. Auch bei
Blattldusen der Art Sitobion avenae, mit denen STILMANT et al. (1997) arbeiteten, konnte
bei einer Anzahl von zehn Primern mit 80 Banden keine vollstindige Zuordnung von neun
Einzeltieren zu einer Subpopulation aufgezeigt werden. Aber auch die zu jeweils einer
Population gehorenden drei Subpopulationen, welche weniger als 1 km voneinander
entfernt waren, zeigten keine gute Separierung. Diese Nichtzuordnung der
Subpopulationen wurde damit erklért, dass es sich bei diesen um Metapopulationen
handelt, die bedingt durch die geringe geographische Distanz einen starken genetischen
Austausch aufzeigten. Weiterhin konnte auch hier die geringe Primer- und damit
Bandenanzahl dazu beigetragen haben, dass sich die Einzeltiere einer Population nicht
zusammengruppieren lieBen. Allerdings konnte zwischen Populationen, die eine Distanz
grofler 50 km besallen, eine bessere Zuordnung der Einzeltiere vorgenommen werden.
Sogar in einer AFLP-Arbeit von REINEKE (1998), die zur Bestimmung der genetischen
Variation zwischen vier Schwammspinner-Populationen 414 Fragmente auswertete, liel3
sich auch nicht bei allen Populationen eine standortspezifische Zuordnung anhand von

Einzeltieren aufzeigen.

Es bleibt offen, ob auch in der vorliegenden Arbeit bei einer hoheren Anzahl an Primern
und damit Banden sowie einer hoheren Anzahl an Individuen eine populationsgenetische
Analyse mit Einzeltieren moglich gewesen wire. Dies hitte jedoch einen wesentlich
groBeren  Arbeitsaufwand (mehr Extraktionen, PCR-Ansidtze, Gelelektrophoresen)
erfordert. STILMANT et al. (1997) untersuchten Einzeltiere von S. avenae, waren aber
dennoch gezwungen die Einzeltiere einer Population zu gruppieren und mittels des
Steinhaus-Koeffizienten die Clusteranalysen durchzufiihren. Es stellt sich damit generell
die Frage, warum nicht bereits bei der Extraktion eine Poolung von Einzeltier-DNA
vorgenommen wurde. Des Weiteren ist eine Auswertung iiber mehrere Gele ungenauer als
innerhalb eines Gels, da Gelelektrophoresen nie hundertprozentig identisch laufen.
Zusammenfassend ist festzustellen, dass in anderen entomologischen PCR-Arbeiten, bei
einer ausreichenden Anzahl an Primern und damit polymorphen Banden, eine klare
Zuordnung von genetisch nahestehenden Einzeltieren zu Biotypen, Rassen und
geographisch weit entfernten Populationen erfolgte. Innerhalb einer Rasse oder eines
Biotyps ist es schwieriger, bei einer geringen Anzahl an Primern (fiinf bis flinfzehn) eine

Standort— bzw. Populationsspezifitit anhand von wenigen Einzeltieren zu treffen.
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4.2.2.2 Poolung von Einzeltieren

Der néchste Schritt fiir eine optimale Charakterisierung der Population war eine Poolung
der DNA-Extrakte von Einzeltieren nach einer Extraktion, bei der schon ab einer Anzahl
von fiinf bis zehn Individuen anndhernd gleiche RAPD-Muster fiir jede Gruppe erzielt
wurden. In Abhingigkeit vom Primer konnte ab einer Mischung von 20 — 25 Einzeltier-
DNA-Extrakten vollstindige Uniformitdt der RAPD-Muster erreicht werden. Eine noch
schnellere und einfachere Eliminierung von individuellen Banden und eine Gewinnung
von populationsspezifischen Banden gelang bei einer Poolung von Einzeltieren vor der
Extraktion. DNA-Extrakte von jeweils 20 gepoolten Larven lieferten einheitliche RAPD-
Muster. In den meisten entomologischen RAPD-Arbeiten wird fiir Populationsstudien mit
Einzeltieren gearbeitet. In einigen Arbeiten wurde ebenfalls eine Poolung von Einzeltieren
vorgenommen, so bei der Sitkatfichtenlaus Elatobium abietinum — 25 Individuen
(SIGURDSSON et al., 1999), bei der Miicke Anopheles gambiae und A. arabiensis —
5 Individuen (WILKERSON et al., 1993), beim Fransenfliigler Aeolothrips intermedius —
100 Individuen (BAYAR et. al., 2001) und bei der Weilen Fliege Bemisia tabaci—
20 Individuen (CERVERA et al., 2000). Kritisch anzumerken ist, dass in der vorliegenden
Arbeit bei den Einzeltier-DNA-Extrakten, bei denen gut abgrenzbare Banden erzeugt
wurden, im Vergleich zu den Tiergruppen-DNA-Extrakten teilweise eine starke
Hintergrundfirbung auftrat. Dies ist mit der Uberlappung vieler individueller Banden der
Einzeltier-DNA-Extrakte innerhalb eines Tiergruppen-DNA-Extraktes bei stark
polymorphen Primern zu erkldren. Dadurch wird die Auswertung der RAPD-Banden
erschwert. Da jedoch in dieser Arbeit 20 Primer eingesetzt wurden, konnte eine
ausreichende Bandenzahl fiir die Auswertung erhaltenen werden. Auch in den
Untersuchungen von WILLIAMS et al. (1993) wird darauf hingewiesen, dass ein komplexes
Genom mehr Bindungspldtze fiir einen Primer besitzt und damit eine groBe Anzahl an
Banden produziert. Die in der vorliegenden Arbeit beschriebenen qualitativen
Unterschiede zwischen Einzel- und Tiergruppen-DNA-Extrakten scheinen jedoch nicht auf
alle Insektenarten und molekularbiologischen Methoden zuzutreffen. Ein Beispiel dafiir
kann bei der Weillen Fliege Bemisia tabaci angefiihrt werden, bei der die AFLP-Muster
von 20 gepoolten Einzeltier-DNA-Extrakten die gleiche Qualitit wie die von nicht

gepoolten Einzeltier-DNA-Extrakten (CERVERA et al., 2000) erreichte.
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4223 Variabilitdat durch Geschwister und bei Inzucht

Um den Einfluss von Geschwistern und einer zunehmenden Inzucht auf die RAPD-Muster
von O. nubilalis zu untersuchen, wurden jeweils von drei Geschwistergruppen je fiinf
Individuen von einer F1-Generation, einer F3-Generation und einer langjdhrigen
Laborpopulation getestet. Bei der Untersuchung von Geschwistern zeigte sich, dass diese
im Vergleich zu Nichtgeschwistern ein dhnlicheres RAPD-Muster aufwiesen. Bei dem
Vergleich der genetischen Ahnlichkeit von Geschwistern und Nichtgeschwistern wurde
deutlich, dass die Geschwister (F1-Generation) die héchste Ahnlichkeit mit 57 % (Tab. 26)
gegeniiber Nichtgeschwistern mit 46 % (Tab. 24) besalen. Auch REINICKE (1998) zeigte
bei den Schwammspinnern Lymantria dispar, dass die zehn Vollgeschwister die hochste
Ahnlichkeit gegeniiber den Nichtgeschwistern der gleichen Population besaBen. Bei der
parasitischen Wespe Trioxys pallidus wurden bei allen Nachkommen, sowohl der
haploiden Ménnchen als auch der diploiden Weibchen, {iberwiegend homogene RAPD-
Muster erzeugt (HOy, 1994). Der grofite Variabilititsfaktor war die unterschiedliche
Bandenintensitit. Die in der vorliegenden Arbeit untersuchten Geschwister vom Feld (F1)
zeigten erstaunlicherweise eine hohe Variation der individuellen RAPD-Muster und sind
daher zur Populationscharakterisierung geeignet. Obwohl in der vorliegenden Arbeit eine
hohe genetische Variabilitit von jeweils drei Larven aus einem Stingel vom Feld
nachgewiesen und somit keine eindeutige Geschwisterzugehdrigkeit ermittelt wurde, ist
eine Probensammlung von Larven aus verschiedenen Stingeln fiir eine bessere

Représentativitit der Population vorzuziehen.

Des Weiteren wurde anhand von nur zwei Primern gezeigt, dass die RAPD-Muster bei
zunehmender zeitlicher Haltung der Tiere im Labor immer einheitlicher wurden. So
erhdhte sich die genetische Ahnlichkeit von 57 % bei der F1-Generation iiber 62 % bei der
F3-Generation auf 75 % bei einer {iber mehrere Jahre bestehende Laborzucht (Tab. 26).
Somit verschwanden durch die zunehmende Inzucht nicht nur individuelle, sondern auch
populationsspezifische Banden. Inzucht wird als eine Paarung von Individuen bezeichnet,
die eine engere Verwandtschaft besitzen als der Durchschnitt der Population (STOCKER &
DIETRICH, 1986). Mit steigender Inzucht wéchst die Wahrscheinlichkeit, dass immer mehr
Genorte eines Individuums homozygot werden und damit eine Abnahme der
genotypischen Variabilitit in der Population eintritt. Das Ausmal} der Inzucht und damit
der Homozygotie wird umso groBer je kleiner die Populationsgrofie ist (CZIHAK et al.,
1992). BLAck et al. (1992), die mit Blattlausparasiten Diaeretiella rapae arbeiteten,

konnten keine Unterschiede im RAPD-Muster zwischen Individuen einer sehr alten
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Laborzucht finden und vermuteten daher eine starke Inzucht. HAYMER (1995) zeigte bei
der Melonenfliege Bactrocera cucurbitae ebenfalls anhand von nur zwei RAPD-Primern,
dass ein Verlust an genetischer Variabilitdt zwischen verschiedenen Populationen nach
sechs Generationen im Labor erfolgte. Beim Schwammspinner hingegen konnte nach einer
Generation noch keine genetische Homogenisierung von Individuen unterschiedlicher
Herkunft beobachtet werden (REINICKE, 1998). Etwas anders verhélt es sich bei
Laborzuchten, die regelméBig (mindestens 1x Jahr) mit Tieren aus freilebenden
Populationen aufgefiillt werden. Eine solche Mischpopulation aus Labor- und Feldlarven
ging bei den Standorten Bodensee, Karlsruhe und Freiburg in die RAPD-Untersuchungen
ein. Durch die stindige Zufiihrung von neuem heterogenem Material ist der Entstehung
einer Inzucht entgegengewirkt worden. Dennoch sind die Larven einseitigen und
konstanten abiotischen Bedingungen im Labor ausgesetzt. Daher ist es empfehlenswert, fiir
populationsgenetische Untersuchungen stets Individuen aus natiirlichen Populationen
einzusetzen, da die auf sie einwirkenden Umwelteinfliisse einen hoheren Grad an

genetischer Variabilitdt erwarten ldsst.

4224  FeldgroRe, Auswahl des Feldbereiches und Entwicklungsstadium der
Probanden bei der Probensammlung

Bei den Untersuchungen zur Feldgrofle und der Auswahl des Feldbereiches fiir eine
reprasentative Stichprobe der Population zeigte sich, dass die RAPD-Muster innerhalb
einer Teilfliche von ca. 200 m? — 300 m” eine hohere genetische Ahnlichkeit aufwiesen als
zwischen verschiedenen Teilflachen gleicher GroBe. Dies konnte darauf zurlickzufiihren
sein, dass in einem Feld mehrere Mikrohabite existieren und Larven in einem eng
begrenzten Bereich einem &hnlichen Mikroklima ausgesetzt sind. So kommt auch Den
BOER (1998) in seinen Untersuchungen zu dem Ergebnis, dass sich in einer scheinbar
homogenen Umwelt wichtige Umweltfaktoren, wie z. B. die Temperatur, liber kurze
Distanzen &dndern und sich damit die Individuen aus verschiedenen Mikrohabitaten
unterscheiden. Das bedeutet, dass von den vielen schliipfenden Larven nur wenige
iiberleben, die am besten an das Mikroklima angepasst sind. Eine weitere Moglichkeit, die
zu dhnlichen Genotypen innerhalb eines Mikrohabitates fithren, konnte durch eine
besonders hohe Verwandtschaft (Geschwister) hervorgerufen worden sein. Da jedoch die
F-Werte (Tab. 27) bei den Individuen aus einem Stidngel kleiner waren als bei den
Geschwistern vom Feld (F1), kann eine geschwisterliche Zugehorigkeit bei den Individuen

aus einem Stdngel nahezu ausgeschlossen werden. Gleichwohl muss davon ausgegangen
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werden, dass Larven sich weniger horizontal als vertikal bewegen und somit in einem

kleineren Gebiet ein hoherer Verwandtschaftsgrad zu erwarten ist.

Weiterhin ergab sich zwischen der gepoolten Probe des gesamten Feldes und dem mittig
gelegenen Feldbereich die hdchste genetische Ahnlichkeit. Dies kann eine Folge von
unterschiedlichen Einfliissen der Randbereiche auf die sich spéter etablierenden inneren
Feldbereiche sein. So beschrieb LORENZ (1993), dass aufgrund des Befalls am Feldrand
spatschliipfende Weibchen zunehmend die inneren Feldbereiche fiir ihre FEiablage
aufsuchen, da befallene Pflanzen repellente Wirkstoffe und Larven Exkremente abgeben,
die unattraktiv fiir eierablegende Weibchen sind. Durch die Vermischung dieser
unterschiedlichen Randeinfliisse, die durch den Zuflug verschiedener Teilpopulationen und
durch eine zunehmende Eiablage von den @uBleren zu den inneren Feldbereichen erfolgt,
wird das Gesamtfeld am besten durch das Zentrum des Feldes charakterisiert. Weiterhin
kann die genetische Ahnlichkeit auch durch klimatische Selektionsbedingungen an Eiern
oder jungen Larven hervorgerufenen werden. Zu den Unterschieden im Mikroklima zdhlen
u. a. Luftfeuchtigkeit und extreme Temperaturschwankungen. So beschrieb LORENZ
(1993), dass tiefere Maisbestinde eine hohere Attraktivitit gegeniiber den Weibchen
auslosen, da die Luftfeuchtigkeit von den Randbereichen des Feldes zur Feldmitte
zunimmt. Auch nach BURGSTALLER (1974) fiihren Anbauflichen mit einer starken
Verunkrautung zu einem verminderten Befall der Maispflanzen, da eine hdhere
Luftfeuchtigkeit in der Krautschicht besteht, die als alternativer Ort zur Eiablage von
Bedeutung sein konnte. Als weitere Beeinflussung der Population werden von LORENZ
(1993) neben den makro- und mikroklimatischen Gegebenheiten Krankheiten
(Mikrosporidien) und natiirliche Feinde, wie Nematoden, Arthropoden, Voégel und
Saugetiere, angegeben. Es ist zu empfehlen, die Stichprobensammlung nicht ausschlielich
in einem Randbereich durchzufiihren, sondern eine Mischung aus verschiedenen
Feldbereichen vorzunehmen oder bei einem starken Befall sich auf den mittleren
Feldbereich zu konzentrieren. Je groler das Maisfeld und dessen Befall mit O. nubilalis ist,
desto kleiner kann die beprobte Flidche fiir populationsgenetische Untersuchungen
ausgewdhlt werden. Auch bei der parasitischen Wespe Diaeretiella rapae wurden aus
verschiedenen Feldbereichen und von jeder Pflanze im Abstand von 10— 20 Schritten
jeweils nur ein Tier gesammelt, um eine reprisentative Stichprobe des gesamten Feldes zu
erhalten und damit Nachkommen eines Weibchens (Geschwister) in der Probe

auszuschlieBen (VAUGHN & ANTOLIN, 1998).
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Eine weitere Moglichkeit der Probensammlung anstelle des Sammelns von Larven besteht
in der Entnahme von Eiern auf Maispflanzen oder durch Falterfange mittels Lichtfallen.
Das Absammeln der Eier im Feld setzt eine Gleichverteilung der Eier voraus, um eine
groe Heterogenitdt der Genotypen zu erhalten. Das Aufstellen von mehreren
weitverteilten Lichtfallen auf den Feldern ist, beziiglich der Stichprobensammlung,
vergleichbar mit dem Sammeln der L5-Larven in verschiedenen Feldbereichen. Wenn
jedoch Mais nach Mais angebaut wird, ist die Wahrscheinlichkeit bei den ersten
Falterfaingen sehr grof, dass es sich um Individuen im unmittelbaren Umfeld der
Lichtfallen handelt und damit eine genetische Variation der Population vermindert wird.
Auch die Wahl des richtigen Zeitpunktes fiir den Falterfang ist zu beachten. Nach LORENZ
(1993) besteht nur ein kurzer Zeitraum fiir das gleichzeitige Auftreten beider
Pheromonrassen bei einer zeitlichen Differenz im Schlupfbeginn von ca. zwei bis drei
Wochen. Daher ist nur zum Flughohepunkt der Z-Rasse ein Einflug von spét schliipfenden
Faltern der E-Rasse in die Lichtfallen nahezu auszuschlieBen. Weiterhin sind Lichtfallen
von einer batteriebetriebenen Stromversorgung abhéngig, die nahezu tédglich erneuert
werden muss und demzufolge hohe Kosten verursacht. Diese Erneuerung kann allerdings
auch durch zustidndige Personen der Schaderregeriiberwachung vorgenommen werden. Ein
Fangen der Falter mittels Lichtfallen ist bei einem geringen bis mittleren O. nubilalis-
Befall zu empfehlen, weil dadurch eine schnellere Probenentnahme durchgefiihrt werden
kann. Bei einem starken O. nubilalis-Befall ist das Sammeln der L5-Larven im Herbst
vorzuzichen, da es weniger Kosten verursacht und bei gleichméBiger Probenentnahme iiber

das gesamte Feld eine groBBere genetische Variation der Population erfasst wird.

4.2.25  Einfluss der DNA der E-Rasse auf die Template-DNA der Z-Rasse

Bei der Stichprobensammelung ist eine Erfassung von Larven der E-Rasse nicht
auszuschliefen. Um diesen Einfluss von Larven der E-Rasse auf die RAPD-Muster von
Larven der Z-Rasse nachzugehen, wurde eine Mischung der 20er-Tiergruppen-Extrakte
von der E- und Z-Rasse untersucht. Dabei zeigte sich eine starke Differenzierung der
Mischpopulation aus E- und Z-Rasse zu den Populationen der Z-Rasse. Somit wiesen die
RAPD-Muster schon bei einer 50 %igen genetischen Verdnderung in der Template-DNA
eine klare rassenbezogene Differenzierung auf. Eine Differenzierung zwischen Arten
zeigte ZAKHAROV (2001), der anhand der RAPD-PCR bei Hybriden der
Schmetterlingsarten Parnassius nomion und Parnassius bremeri eine eindeutige

Separation gegeniiber den Ausgangsarten aufzeigen konnte. Aus den in dieser Arbeit
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erzielten Ergebnissen ist bei weiteren Stichprobensammlungen zu beachten, dass nur
Feldbereiche, die mehr als 100 m vom Feldrand entfernt sind, beprobt werden. Dies ist
wichtig, da nach dem Schlupf der Larven eine horizontale Verbreitung der Larven von
stark befallenen zu unbefallenen Pflanzen (BURGSTALLER, 1974) erfolgt. Dabei kdnnen
Larven der E-Rasse 50 m — 100 m ins Maisfeld einwandern (LANGENBRUCH et al., 1985).
Dies bestitigten Arbeiten von WELLING (1984) und HOSANG (1985), die im Ruhrgebiet in
den Jahren 1983 - 1985 eine Besiedlung des Mais von Populationen der E-Rassen aus
norddeutschem  Beiful beobachteten. Bei dann ausschlieBlich randstindiger
Probenentnahme kann dies eine Auswirkung auf die Charakterisierung der Z-Population

zur Folge haben.

423  Uberprifung der RAPD-Ergebnisse durch Nutzung weiterer DNA-

analytischer Techniken

Der Schwerpunkt der Arbeit bestand in der Ermittlung von genetischen Ahnlichkeiten der
deutschen O. nubilalis-Populationen mittels RAPD-PCR und die sich daraus ergebenden
Schlussfolgerungen fiir das Insektenresistenzmanagement. Um diese RAPD-Ergebnisse zu
stiitzen, wurden genetische Analysen der rDNA sowohl von O. nubilalis als auch von
dessen Darmbakterien durchgefiihrt. Bei der Analyse der eukaryontischen rDNA von O.
nubilalis wurde schrittweise vorgegangen: Amplifikation des ITS-1-Fragments, RFLP,
TGGE und Sequenzierung. Die prokaryontische rDNA wurde mit Hilfe der T-RFLP
analysiert. Die Analysen der eukaryontischen rDNA zeigten, dass es nicht moglich war,
eindeutige und abgesicherte Unterschiede zwischen den O. nubilalis-Populationen anhand
des ITS-1-Fragments mit Hilfe der ITS-RFLP, TGGE und Sequenzierung festzustellen.
Auch anhand des Bakterienspektrums mittels T-RFLP konnte kein Zusammenhang zu den
Gruppierungen der lokalen O. nubilalis-Populationen hergestellt werden. Eine
Unterscheidung zeigte sich jedoch bei der Sequenzierung zwischen den beiden

okologischen Rassen (Okotypen) von O. nubilalis.

4231 ITS-1-Fragmente von O. nubilalis

Das ITS-1-Fragment hat eine oder mehrere Schnittstellen fiir 40 % der in den
Vorversuchen getesteten Restriktionsenzyme. In der Arbeit von MARCON et al. (1999), die
mit Einzeltier- statt mit Tiergruppen-DNA-Extrakten von O. nubilalis arbeiteten und die

genetische Variation zwischen Populationen, Rassen und Arten anhand des ITS-1-
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Fragments untersuchten, konnten von den getesteten Restriktionsenzymen 60 % eingesetzt
werden. Die Fragmente, die in der vorliegenden Arbeit mit den Enzymen Rsal und Haelll
erhalten wurden, variierten in der Anzahl und Lange im Vergleich zu den Fragmenten von
MARCON et al. (1999). Bei dem Enzym Haelll wurden nur geringe Unterschiede in den
Fragmentldngen von 4 bp — 13 bp bestimmt (Tab. 39). Das Enzym Rsal zeigte bei der
RFLP nur drei sichtbare Fragmente. Erst nach der Sequenzierung konnten vier
Restriktionsschnittstellen und damit fiinf Fragmente ermittelt werden. Im Vergleich zu
MARCON et al. (1999) bestehen bei den drei groBen Fragmenten Ladngenunterschiede
zwischen 2 bp und 25 bp (Tab. 39). Diese Unterschiede lassen sich teilweise durch die
verschiedenen Auswertungsarten der beiden Arbeiten erkldren, indem MARCON et al.
(1999) seine Restriktionsfragmente (RF) mit einer Genauigkeit von 2bp auf dem
MetaPhor®-Gel bestimmte, hingegen in dieser Arbeit die genaue Lénge des RFs erst nach

der Sequenzierung ermittelt wurde.

Tab. 39:  Anzahl und Lange der ITS-1-Restriktionsfragmente von MARCON et al. (1999) und den
in der vorliegenden Arbeit

Enzym MARCON et al. (1999) LieBE (2004)
173 bp, 138 bp, 122 bp, 198 bp, 131 bp, 124 bp,
Rsal 35 bp, 16 bp 35bp, 16 bp
=484 bp =504 bp
Haelll 422 bp, 99 bp =521 bp 409 bp, 95 bp =504 bp

Zwischen den Gattungen Ostrinia, Ephestia und Plodia konnten Unterschiede in der GrofBe
der ITS-1-Fragmente aufgezeigt werden. Ebenso wurden zwischen den Gattungen des
Mais (BUCKLER & HOLTSFORD, 1996) und von O. nubilalis (MARCON et al., 1999),
zwischen den Arten bei Acropora spp. (Cnidaria) (ODORICO & MILLER, 1997) und bei O.
nubilalis (MARCON et al., 1999), zwischen den Arten und ihren Untergruppen bei
Diabrotica spp. (Coleoptera) (CLARK et al., 2001) und zwischen den Linien bei
Hymenoptera (SILVA et al., 1994) eine unterschiedliche GréBe der ITS-Fragmente
(Sequenzheterogenititen) aufgedeckt. In der vorliegenden Arbeit war es jedoch nicht
moglich, Unterschiede in ITS-1-Fragmenten mittels PCR-RFLP zwischen den O. nubilalis-
Populationen und Rassen zu erhalten. Ahnliche nicht vorhandene Differenzierungen im
ITS-1-Fragment mittels PCR-RFLP wurden auch zwischen den Populationen des siidlichen
Wurzelmaisbohrers Diabrotica spp. gefunden (SZALANSKI & OWENS, 2003). Dagegen

konnten ROEHRDANZ et al. (2003) Sequenzunterschiede im ITS-1-Fragment bei
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Populationen des noérdlichen Wurzelmaisbohrers Diabrotica barberi feststellen.
ABDULLAHI et al. (2003) konnten bei der Weillen Fliege Bemisia tabaci zeigen, dass die
zwei Cassava-Populationen (befallen Maniok-Pflanzen) und die Nicht-Cassava-
Populationen (befallen andere Pflanzen) Unterschiede in der ITS-1-Sequenz besitzen.
Somit wirkte sich bei der Weillen Fliege B. tabaci im Unterschied zu den O. nubilalis-

Rassen die Spezifitit der Wirtspflanzen im ITS-1-Fragment aus.

4.2.3.2 TGGE der ITS-1-Fragmente

Bei der anschlieBenden TGGE, die iiberwiegend fiir Untersuchungen von
Mikroorganismen-Gesellschaften (GOMES et al., 2001; ENGELEN et al., 1995; MUYZER &
SMALLA, 1998) oder von Populationen ohne weitere Charakterisierung ihrer einzelnen
Mitglieder (MUYZER, 1999) herangezogen wird, wurde das ITS-1-Fragment eingesetzt.
Nach den Empfehlungen von ETSCHEID & RIESNER (1998) fiir populationsgenetische
Untersuchungen mittels TGGE wurden zundchst Tiergruppen-DNA-Extrakte eingesetzt,
die bei diesen DNA-Mischungen seltene Mutationen von 1:100 aufdecken konnen. Erst
wenn diese Mischprobe interessante Sequenzunterschiede aufzeigt, sollten Einzeltiere
jeder Population untersucht werden. Durch die verschiedenen TGGE-Analysen (mit und
ohne GC-Klammer; GC-Klammer beim forward und reverse Primer), die eine
unterschiedliche Bandenanzahl lieferten, konnte ecine unterschiedliche Anzahl an
Sequenzheterogenititen zwischen den untersuchten Lokalpopulationen erkannt werden.
Allerdings zeigte nur der forward-Primer mit GC-Klammer eine unterschiedliche Anzahl
an ITS-1-Typen zwischen den Lokalpopulationen der Z-Rasse und zwischen beiden
Rassen. So wurde bei der E-Rasse eine Variante des ITS-1-Typ weniger, hingegen bei den
stidwestdeutschen Lokalpopulationen (Bodensee und Karlsruhe) eine zusitzliche Variante
gegeniiber allen anderen Populationen, erhalten. Diese TGGE-Ergebnisse stiitzen die
RAPD-Ergebnisse, bei denen sich die E-Rasse schon in einer Mischung mit der Z-Rasse
deutlich von Populationen der Z-Rasse abgliederte. Ebenso distanzierten sich die
stidwestdeutschen Lokalpopulationen in der RAPD-PCR von allen untersuchten
Lokalpopulationen. Da jedoch eine starke undeutliche Hintergrundfarbung bestand, konnte
die unterschiedliche Mobilitdt der Schmelzdoménen auch durch die Reinheit und die Art
des PCR-Produktes beeinflusst worden sein (BACKHAUS, 1995). Da nach Hoy (1994) die
meisten Insekten zwischen 200 (z. B. Drosophila melanogaster (INDIK & TARFTOF, 1980))
und 500 rRNA-Gene besitzen, kann vermutet werden, dass bei einem optimalen

Schmelzverhalten der verschiedenen Schmelzdoménen noch weitere Varianten des ITS-1-
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Typs und/oder unterschiedliche Nukleotidabfolgen innerhalb der gleichen Varianten bei O.
nubilalis bestehen. Bei der Kleiderlaus Pediculus humanus konnte nicht nur zwischen
Individuen (50 ITS-2-Typen), sondern auch innerhalb eines Individuums (2 - 17 ITS-2-
Typen) eine unterschiedliche Anzahl von Variationen des ITS-2-Typs ermittelt werden
(LEO & BAKER, 2002). Zur Validierung der TGGE-Ergebnisse wurde eine Sequenzierung
mit allen ITS-1-Typen der Tiergruppen-DNA-Extrakte von deutschen, franzdsischen und
polnischen Populationen durchgefiihrt.

4.2.3.3  Sequenzierung der ITS-1-Fragmente von Populationen der Z-Rasse

Die Sequenzierung des 505 bp-Fragments ergab, dass hier keine Sequenzunterschiede
zwischen den verschieden Z-Populationen bestehen. Die Daten wurden anschlieBend mit
der von MARCON et al. (1999) publizierten Sequenz in der Datenbank NCBI Sequence
Viewer Acession-Number AF077013 verglichen. Dabei zeigten sich an drei verschiedenen
Stellen im konservierten 18S rDNABereich Unterschiede gegeniiber den Sequenzdaten
nach MARCON at al. (1999), die O. nubilalis-Populationen aus Italien und Amerika
untersuchten (Abb. 55).

ITS-1
18S 5,8S
_> 4_
ITS-f ITS-r

Position 24 53/54 64/65 233 242
Liebe Z-Rasse R ..CG.. ..CA.. AL ..C..
Liebe E-Rasse e ..CG... ..CA.. e
Marcon Z-Rasse .G ..GC... .. AC.. AL
Marcon E-Rasse .G ..GC... .. AC.. WA

Abb. 55: Schematischer Vergleich der Nukleotidabfolge von der 18S rDNA und der ITS-1-
Sequenz zwischen MARCON et al. (1999) u. den Ergebnissen aus dieser Arbeit (LIEBE)

In der vorliegenden Arbeit wurde bei Position 24 eine Deletion des G-Nukleotids
gegeniiber MARCON at al. (1999) festgestellt. Bei den anderen beiden
Sequenzunterschieden handelte es sich um Inversionen in den Positionsbereichen 53 bp -
54 bp (CG—GC) und 64 bp — 65 bp (CA—AC). Da jedoch die in der vorliegenden Arbeit

ermittelte Sequenzabfolge von O. nubilalis mit den sieben Arten Attacus ricini, Galleria
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mellonella, Bombyx mori, Hyles lineata, Anthocharis sara, Prionoxystus robiniae und
Platyptilia sp. tibereinstimmte, die mit Hilfe des Suchalgorithmus von ALTSCHUL et al.
(1997) fiir die Sequenzdatenbank BLAST ermittelt wurde, ist nicht davon auszugehen,
dass zwischen verschiedenen Arten weniger Sequenzunterschiede bestehen als innerhalb
einer Art. Daher ist es moglich, dass die Unterschiede zu den hier vorgelegten Sequenzen

auf einen technischen Fehler von MARCON et al. (1999) zuriickzufiihren sind.

4.2.3.4  Vergleich der ITS-1-Sequenz von Einzeltieren und Tiergruppen

Obwohl in der Arbeit von MARCON et al. (1999) Einzeltier-DNA-Extrakte statt
Tiergruppen-DNA-Extrakte sequenziert wurden, waren keine signifikanten Unterschiede
zwischen den Alignments ermittelt worden. Nur an der Position 296 bp wurde in der
vorliegenden Arbeit ein Unterschied zwischen den Sequenzen der Einzeltier-DNA-
Extrakte (A-Nukleotid) zu den Tiergruppen-DNA-Extrakte (M-Nukleotid) festgestellt.
Somit kann dies ein Hinweis darauf sein, dass bei O. nubilalis einzelne
Nukleotidpositionen variabel sind, wenn ein technischer Fehler bei der Sequenzierung
auszuschlieBen ist. Dieser Sequenzunterschied scheint nur bei einer geringen Anzahl an
Individuen zu bestehen, da das Restriktionsenzyms Rsal einheitlich bei allen Tiergruppen-
DNA-Extrakten drei Fragmente hervorbrachte, obwohl sich die Sequenzheterogenitét in
der Schnittstelle befand. Intraspezifische Variation der ITS-1 Region wurde auch in
anderen Tierstimmen bspw. bei Nemathelminthen (CHERRY et al., 1997) und Phthiraptera
(LEO & BARKER, 2002) nachgewiesen und sogar innerhalb eines Individuums, wie Klon-

Untersuchungen von LEO & BARKER (2002) zeigten.

4.2.3.5  Vergleich der ITS-1-Sequenz von E- und Z-Rasse

Zwischen der E- und Z-Rasse wurden gegeniiber den Untersuchungen von MARCON et al.
(1999) zwei Sequenzunterschiede im ITS-1-Fragment detektiert (Abb. 55). Da in der
vorliegenden Arbeit keine Klonierung vorgenommen wurde, ist die Sequenz der relativ
haufigsten Variante des ITS-1-Typs dargestellt worden. Das bedeutet, dass z. B. bei der Z-
Rasse die meisten ITS-1-Typen an Position 242 bp ein C-Nukleotid besitzen, wohingegen
die E-Rasse iiberwiegend ein T-Nukleotid besitzt. Da sich diese Punktmutationen nicht im
Bereich der Restriktionsschnittstellen befinden, konnten sie bei der ITS-RFLP nicht

sichtbar werden. Je nach relativer Haufigkeit von moglicherweise vorliegenden anderen
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Varianten konnen jedoch Heterogenitidten durch uneindeutige Sequenzpositionen schwer

oder gar nicht erkannt werden.

Nach statistischen Schitzungen von MARCON et al. (1999), die einen fixierten
Nukleotidunterschied nach ca. 30 000 Jahren in einem 500 bp ITS-1-Fragment annehmen,
konnten sich die E- und Z-Rasse vor iiber 60 000 Jahren voneinander getrennt haben.
Diese zeitliche Trennung ist jedoch nur anzunehmen, wenn MARCON et al. (1999) davon
ausgegangen sind, dass sich die Pheromonédnderung gleichzeitig mit einer
Nukleotidveranderung im 500 bp-ITS-1-Fragment ereignete. Andernfalls hdtten sich die
Rassen statistisch gesehen vor iiber 90 000 Jahren getrennt (unter der Bedingung, dass die
Pheromonédnderung in dem gleichen Zeitfenster entstanden ist wie die Verdnderung im
ITS-1-Fragment), da der Unterschied der Pheromonverhéltnisse zwischen der Z-Rasse mit
97:3 und der E-Rasse mit 1:99 (LINN et al., 2003) vermutlich vor der Mutation im 500 bp-
ITS-1-Fragment entstanden ist. Als dritte Variante konnte sich zuerst das ITS-1-Fragment
verdndert haben, wenn sich eine Population so stark separierte, dass einerseits eine
Vermischung der Genotypen nicht mehr mdglich war, aber anderseits sich noch keine
Rassentrennung vollzog. Aus diesen Ergebnissen kann geschlussfolgert werden, dass sich
die E-und Z-Rasse weit vor der Einflihrung des Mais nach Europa im 15. Jh. getrennt
haben. Es muss somit eine andere evolutiondre Kraft als die des Maisanbaues fiir die
Aufspaltung der Rassen bestanden haben. Nach LORENZ (1993) liegt der Selektionsdruck
fiir die E-Rasse auf einem frithen Schlupf, um die FraBzeit fiir ein groBes Larvengewicht
zu maximieren und damit einer geringeren Winter-Mortalitit entgegen zu wirken. Die
geschitzte statistische Zeitangabe von MARCON et al. (1999) kann jedoch nur bei einer
Mischung aller ITS-1-Typen angewendet werden, da bei Klonierungen der ITS-Fragmente
bedeutend mehr Unterschiede erwartet werden. Anderseits ist es jedoch fraglich, ob
Sequenzunterschiede einzelner Varianten fiir die zeitliche Ermittlung der Rassen-
Entstehung einzusetzen sind. So konnten bei der Kopflaus Pediculus humanus, durch eine
groe Anzahl an Sequenzunterschieden zwischen verschiedenen Tieren und sogar
innerhalb eines Tieres anhand von klonierten ITS-2-Fragmenten, keine phylogenetischen
Informationen zu den Populationen ermittelt werden (LEO & BARKER, 2002). Die O.
nubilalis-Populationen hingegen, die noch keine vollstindige Trennung im kurzen
evolutiondren Zeitfenster vollzogen haben, kénnen ohne Klonierung nur dominierende

Sequenztypen aufzeigen.
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4.2.3.6 Unterscheidung der E- und Z-Rasse anhand von méglichen Primern und

Enzymen

Aufgrund der zwei Nukleotid-Unterschiede zwischen der E- und Z-Rasse wurde versucht
rassenspezifische Primer zu entwickeln, denn nur die Z-Rasse, die vorrangig im
konventionellen Mais vorkommt, kann fiir das IRM berticksichtigt werden. Dadurch wére
eine aufwendige Pheromonbestimmung bei Faltern nicht mehr notwendig und auch Larven
konnten somit der Rasse zugeordnet werden. Diese Zuordnung ist notwendig, um eine
Verunreinigung der Probenentnahme mit Tieren aus der E-Rasse auszuschlieBen.
Weiterhin konnte bei einem Befall anderer Kultursorten durch den Maisziinsler die Rasse
schnell identifiziert werden. Leider konnte das entwickelte Primerpaar ecb.ez.2f/2r die
geringen genetischen Divergenzen nicht fiir eine spezifische PCR nutzbar machen. Neben
der Tag-Polymerase konnte auch durch den Einsatz der Polymerase Stoffelfragment,
welches moglicherweise eine hohere Sensibilisierung von Fehlpaarungen zwischen Primer

und Template besitzt, keine selektive Amplifikation erzielt werden.

Eine andere Moglichkeit der rassenspezifischen Unterscheidung ist der Einsatz von
Restriktionsenzymen, die durch die Nukleotidunterschiede an den Positionen 233 und 242
eine  unterschiedliche  Spaltung  ergeben  miissten. = Daher  wurde  ein
Restriktionsstellenscrening mit dem nicht frei verfiigbaren Programm Genetics Computer
Group (GCG) mit Unterstiitzung des Max-Planck-Instituts fiir Molekulare
Pflanzenphysiologie in Golm durchgefiihrt, das eine passende Restriktionsabfolge
ermittelte (pers. Mitt. Prof. HEYER, 2003). Das entsprechende Restiktionsenzym mit der
Bezeichnung Tth1111I (Klasse II S) wurde aus dem Bakterium Thermus thermophilus
Stamm 11 gewonnen und besitzt die Erkennungssequenz CAARCA(N);1/9. Dieses Enzym
schneidet auf dem forward-Strang der Erkennungssequenz nach 11 Nukleotiden und auf
dem reverse-Strang nach 9 Nukleotiden. Durch die Verwendung der Primer ecb.ez.2f
(Position 109) und ecb.ez.3r (Position 373) wird eine 264 bp lange Bande amplifiziert. Das
Enzym Tth111II konnte nur die Bande der E-Rasse schneiden und damit eine
Rassenunterscheidung ermoglichen, die fiir die Untersuchung der Ausbreitung und fiir die
Probensicherheit von Bedeutung sein kann. So konnte bspw. bei einem Okonomisch
bedeutenden Befall einer bisher noch nicht von O. nubilalis geschiadigten Kulturpflanze,
die darauf adaptierte Rasse ermittelt werden. Bei der RFLP wiirden zwei dhnlich lange
Fragmente mit einer Lénge von 130 bp und 134 bp entstehen. Da im ITS-1-Fragment der
Z-Rasse gegeniiber der E-Rasse ein zusidtzliches A-Nukleotid existiert, ist keine

Restriktionsspaltung moglich. Leider ist das Enzym Tth111II zurzeit nicht kommerziell
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erhéltlich (ROCHE, 2000), so dass keine RFLP durchgefiihrt werden konnte. Auch fiir die
zweite Position 242 bp wurde ein Restriktionsenzym gefunden, das jedoch bisher weder
einen Namen besitzt noch kommerziell verfiigbar ist. Es ist durch die Erkennungsregion
ACW*GA charakterisiert (Roche, 2000) und wiirde nur die Bande der Z-Rasse spalten, da
nur dieses am zweiten Erkennungsnukleotid ein C-Nukleotid enthélt. Die beiden
erwdhnten Restriktionsenzyme konnten durch die unterschiedlichen Spaltungen zwischen
den Rassen eine Differenzierung ermoglichen, wenn diese hergestellt werden bzw.

kommerziell erhéaltlich sind.

Auch die bei der TGGE enthaltene Variante zwischen der E- und Z-Rasse (Abb. 49 ITS-
Typ 2*) konnte fiir die Entwicklung von rassenspezifischen Nachweisverfahren
herangezogen werden. Dazu miisste diese Variante nach weiteren Optimierungen zur

Trennung der Variantenvielfalt isoliert und anschlieBend sequenziert werden.

4.2.3.7  Spezifische Primer zum Nachweis von O. nubilalis

Das in dieser Arbeit entwickelte Primerpaar ecb.ez.31/3r amplifiziert eine kurze Bande von
166 bp bei der Z-Rasse und 165 bp bei der E-Rasse. Es kann zum Nachweis der Art
Ostrinia nubilalis im Darmtrakt von Pradatoren dienen. So konnten bereits HOOGENDOORN
& HEIMPEL (2001) Untersuchungen zur Nahrungspriferenz an Kéfern der Art
Coleomegilla maculata vornehmen. Anhand ihrer eigenen entwickelten Primersets konnten
sie zeigen, dass das kiirzeste ITS-1-Fragment von O. nubilalis mit einer Grofie von 150 bp
noch 12 Stunden nach der Aufnahme der O. nubilalis-Larven durch die Kifer

nachgewiesen werden konnte.

4.2.3.8 T-RFLP der bakteriellen rDNA von O. nubilalis

Ergédnzend zur Untersuchung der O. nubilalis-DNA wurde eine Analyse der bakteriellen
DNA mit Hilfe der T-RFLP durchgefiihrt. Es sollte gepriift werden, ob die Diversitit der
Bakteriengesellschaften im Darm von O. nubilalis zu einer Gruppierung der Populationen
fiihrt, die moglicherweise die Ergebnisse aus der RAPD-PCR zur Gruppierung der
Populationen stiitzt. Dafiir wurde bakterielle 16S rDNA ausgewdhlt, die meist als
molekulares Chronometer, d. h. als Molekiil bezeichnet wird, dessen Sequenz sich mit der
Zeit zufillig verandert. Im Gegensatz zu dem untersuchten Spacerbereich (ITS-1)
zwischen den ribosomalen 18S und 5,8S Abschnitten von O. nubilalis wurde hierbei der

ribosomale 16S-Bereich der Prokaryonten amplifiziert. Eine vereinfachte Ubersicht der
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rDNA zwischen Pro- und Eukaryonten ist in der Tabelle 40 zusammengestellt

(ANONYMUS, 1994).

Tab. 40:  Ubersicht der rDNA bei Pro- und Eukaryonten (untersuchte rDNA-Bereiche wurden

fett dargestellt)
Eukaryonten (Cytosomen) Prokaryonten
(24-)28S (21-)23S
(16-)18S 16S (ca. 1 500 bp)
5,85 (180 bp)
5S (120 bp) 58

Das prokaryontische 16S rDNA-Molekiill wird fiir folgende Untersuchungen haufig
eingesetzt:
» als phylogenetischer Genmarker, um evolutiondre Beziehungen der
Mikroorganismen aufzuzeigen (WOESE, 1987; LUDWIG et al., 1998 zitiert
in: HORrz, 2000);
» zur Charakterisierung von Bakteriengesellschaften innerhalb eines
Umweltmediums, z. B. bei der Wurzel des Mais (CHELIUS & TRIPLETT,
2001; GOMES et al., 2001);
» zur Charakterisierung von spezifischen Bakteriengesellschaften in

verschiedenen Umweltmedien (LIU et al., 1997).

Es ist davon auszugehen, dass der O. nubilalis-Darm von Mikroben besiedelt wird, da der
Darm vieler Insekten eine gro3e Diversitit der Mikroflora besitzt (BIGNELL, 1984). Dabei
kann es sich um ubiquitdre oder um spezielle Bakterien handeln, die iiber den Fraf} im
Stangel und von den Maisblittern aufgenommen werden. Diese Bakterien stammen von
der Rhizosphdre und zeigen in dieser bei dlteren Maispflanzen eine hohere Diversitét als
bei jiingeren Pflanzen (GOMES et al., 2001). Sie durchdringen das Wurzelgewebe, gelangen
ins Xylem und werden anschlieBend durch das Gefi3system der Pflanze transportiert, um
dieses systemisch zu kolonisieren (GERMAINE et al., 2004). Einmal im Stdngel
angekommen sind sie in der Lage, hohe Zellzahlen pro Gramm Frischgewicht zu erreichen.
Aufgrund des im Maisstdngel lebenden O. nubilalis nehmen die Larven mit der Nahrung

die bakterielle Diversitit auf.

Durch die Amplifizierung von mehreren Fragmenten der bakteriellen rDNA mit Hilfe der
Primer 799f und 1492r konnte ein Bakterienspektrum nachgewiesen werden. Fiir die
Untersuchungen wurden die Enzyme Taql und Hhal eingesetzt. Auf den Einsatz weiterer

Enzyme wurde verzichtet, da bereits Liu (1997) zeigte, dass durch den gleichzeitigen
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Einsatz der Enzyme Hhal und MSPI kaum weitere Fragmente hinzukamen. Die
Untersuchungen beinhalteten erstens die Bestimmung der Bakterienspektren von
verschiedenen Korperabschnitten und zweitens einen Vergleich der Bakterienspektren in
Abhingigkeit von der Herkunft der Population. Zur Bestimmung der Bakterienspektren
von verschiedenen Kdérperabschnitten von O. nubilalis wurde sowohl der Darm als auch
darmfreies Gewebe erfasst. In allen Korperabschnitten wurde ohne Restriktionsspaltung
ein ca. 735 bp-Fragment amplifiziert. LANE (1991) und CHELIUS & TRIPLETT (2000)
konnten bei ihren Untersuchungen zur Bakterien-Gesellschaft der Wurzeln des Mais noch
ein zusétzliches grofBeres Fragment amplifizieren. Dabei handelte es sich um die mt(DNA)
des Mais. Damit wurde in den vorliegenden Untersuchungen wiederholt bestétigt, dass
keine intakte Mais-DNA im Darm von O. nubilalis vorlag. Weiterhin zeigte ein Screening
der 14 535 bp langen mitochondrialen O. nubilalis-DNA in der Datenbank NCBI Sequence
Viewer Accession-Number NC 003367, dass der forward-Primer 799f keine
Bindungsstellen besaB3 und beim reversen Primer 1492r nur 12 bp von 22 bp im mt-DNA-
Bereich von 1434 bp — 1446 bp iibereinstimmten. Dadurch konnte ebenfalls keine
mt(DNA) von O. nubilalis amplifiziert werden. Die Untersuchungen zeigten weiterhin,
dass die DNA aus dem Kopf-Bereich nur ein starkes terminales Restriktions-Fragment (T-
RF) von ca. 40 bp besal. DNA aus den anderen Korperabschnitten hingegen, besonders
dem Darmbereich, wiesen mehrere kriftige Fragmente im Bereich von 38 bp bis 50 bp auf.
Da CHELIUS & TRIPLETT (2000) beim Fragment 735bp keine Sequenzen von
Mitochondrien, Chloroplasten und Eukaryonten nachwiesen, nahmen sie eine hohe
Spezifitit des Primers 799f fiir bakterielle Sequenzen an. Daher kann es sich bei allen
amplifizierten Fragmenten der Korperabschnitte nur um ubiquitire Bakterienart(en)
handeln. Auch Collembolen besitzen nicht nur im Darm, sondern auch in anderen
Korperregionen Bakterien, wie molekularbiologische Untersuchungen der 16S rRNA

zeigten (CZARNETZKI et al., 2003).
Bei der Bewertung der T-RFs miissen folgende Punkte beachtet werden:

» Eine Population bzw. Art muss mindestens mit 1 % in der Gesamtprobe vorhanden
sein, um in einem Fingerprint detektiert zu werden (SMALLA, 2004).

» Die Diversitit der Bakterienarten kann mit Hilfe der Fragmentflachen (Breite der
Bande) oder Fragmenthohen (Intensitit der Bande) abgeschitzt werden. Dabei
erweist sich meist die Fragmenthohe als ein besserer Auswertungsparameter

(DUNBAR et al., 2001), da es sich hierbei um eine gut reproduzierbare Grof3e
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handelt. Die Fragmentflichen hingegen kdnnen unterschiedliche Anfangsbreiten
besitzen und damit Schwankungen bei der Bewertung hervorrufen.

» Hinter jedem Peak (Fragment) verbirgt sich mindestens eine Bakterienart. Somit
konnen auch mehrere meist monophyletische Gruppen hinter einem Peak erfasst
werden (HORz, 2000).

» Innerhalb eines T-RFs diirfen die relativen Abundanzen (quantitative Aussagen)
zwischen den verschiedenen O. nubilalis-Populationen nicht iiberbewertet werden,
da die Ausgangsmenge der Bakterien-DNA in der Template-Probe nicht bekannt
war. Lediglich die O. nubilalis-DNA mit einer Menge von 0,08 ng/ul war bekannt.
Die unterschiedlichen DNA-Mengen der Bakterien zwischen den Populationen
konnen durch die einzeln durchgefiihrten Extraktionen und einer unterschiedlichen
Menge von Darmgewebe zwischen den verschiedenen Tieren entstanden sein. LiU
et al. (1997) weisen darauf hin, dass dies die sichtbare Abundanz zwischen den
verschiedenen Populationen verzerrt. HORz et al. (2000) geben an, dass
Mengenverhéltnisse von 1:100 dazu fiihren konnen, dass die um ein Hundertstel
geringere DNA-Komponente nicht mehr detektiert werden kann. Weiterhin muss in
Betracht gezogen werden, dass eine unterschiedliche Anzahl aktiver Operons fiir
die rDNA zu verschiedenen Bandenintensitdten fithren kann (KLAPPENBACH et al.,
2000). Daher gingen in der vorliegenden Arbeit Fragmente, die kleiner als 1 %
waren, nicht in die Auswertung ein.

» Die geringe Anzahl der T-RFs kann auch eine Folge von einer nicht speziellen
Bakterien-Extraktion sein. Somit war keine komplette Lysis aller Bakterienzellen

garantiert (AVANISS-AGHAJANI et al., 1994).

In den Untersuchungen zum Vergleich der Bakterienspektren in Abhéngigkeit von der
Herkunft der Population wurden acht O. nubilalis-Populationen herangezogen. Zwei der
acht Populationen stammten aus einer Laborzucht. Die T-RFLP-Analyse ergab drei
Bakterienfragmente mit groBen Abundanzen und drei mit geringeren Abundanzen, die bei
allen Populationen vertreten waren. Nur die Populationen aus dem Oderbruch und Bonn
zeigten ein bzw. zwei populationsspezifische Fragmente, die jedoch wenig Riickschliisse
auf eine Standort- bzw. Gruppenspezifitit geben. Da die Populationen vom Feld und aus
dem Labor das gleiche T-RFLP-Muster aufzeigten, kann es sich nur um héaufige und
ubiquitdre Bakterienarten handeln. Es liegt daher die Vermutung nahe, dass bei den L5-
Larven, durch die Entleerung des Darmes vor dem Beginn der Diapause bzw. die geringe

Kontamination des kiinstlich hergestellten Mediums, nur ubiquitdre Bakterienarten erfasst
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wurden. Weiterhin konnte auch, durch die fiir Bakterien untypische Dellaporta-Extraktion,
eine geringere Anzahl an Bakterienarten extrahiert worden sein. Um die Mureinstruktur
der Bakterienzellwénde gut aufzuldsen, wird héufig das bakteriolytische Enzym Lysozym
verwendet, welche in der Dellaporta-Extraktion fehlt. Auch die Besiedlung der
Wirtspflanzen und ihrer Organe beeinflusst die Darmflora von O. nubilalis dahingehend,
dass in den Stingeln und Bléttern im Vergleich zu der Rhizosphire und den Wurzeln
(BARAC et al., 2004; GERMAINE et al., 2004) eine geringere Mikrobenanzahl vorhanden ist.
Somit nehmen die in den Stingeln fressenden O. nubilalis-Larven nur eine geringe Anzahl
an Mikroben auf. Hingegen zeigten Untersuchungen von FREDERICK & CAESAR (2000) an
den Schmetterlingslarven Agapeta zoegana eine groBBere Anzahl der Bakterienfragmente
und eine hohere Abundanz der Bakterien bei den Feldtieren gegeniiber den Labortieren
mittels DGGE. Diese Larven erndhren sich allerdings im Boden von organischem Material
und nehmen durch die stirkere Wechselwirkung von Umwelt und Flora bedeutend mehr
Mikroorganismen als die O. nubilalis-Larven auf. Auch SMALLEY & OURTH (1979)
konnten zwischen diapausierenden Feldtieren und Labortieren an den Kiferlarven
Anthonomus grandis, die sich vergleichbar mit O. nubilalis von oberirdischen
Pflanzenteilen erndhren, klare Unterschiede im Fragment-Muster der Mikroorganismen
aufzeigen. Aufgrund der in der vorliegenden Arbeit nicht erfolgten Erfassung von
standortspezifischen Bakteriengesellschaften konnte die Gruppierung der lokalen O.
nubilalis-Populationen anhand von Bakterienspektren nicht gestiitzt werden. Wie jedoch in
der Arbeit von CERVANTES et al. (2002) gezeigt wurde, sind zwischen den weit entfernten
Standorten Mexiko und Deutschland deutliche Unterschiede in der Diversitit von
Mikrobengesellschaften in der Mais-Rhizosphire bei gleichen Maissorten belegt worden.
Da bekannt ist, dass Bakterien der Rhizosphire den Stingel der Maispflanze besiedeln
(GERMAINE et al., 2004), konnen diese von O. nubilalis-Larven aufgenommen und damit
Teil ihrer Darmflora werden. Wenn die O. nubilalis-Larven weit vor der Diapause fiir die
T-RFLP-Untersuchungen herangezogen werden, dann kdnnte auch zwischen Standorten
geringerer Entfernung (innerhalb Deutschlands) mdglicherweise eine Standort- und damit
Populationsspezifitit aufgezeigt werden. Die DNA dieser Larven steht jedoch dann nicht
fiir die RAPD-PCR zur Verfligung, da die Mais-DNA als Verunreinigung der Template-
DNA die RAPD-Muster von O. nubilalis primerabhingig verfalschen kann. Bei den
Untersuchungen von FREDERICK & CAESAR (2000) ist es gelungen, anhand der
Bakterienspektren von den im Boden lebenden Schmetterlingslarven Agapeta zoegana, die

Standortspezifitidt zwischen den Standorten Montana und Colorado nachzuweisen.
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4.3 Bedeutung der populations- und rassenspezifischen Analysen fir die
Abschatzung von Ursprung und Ausbreitung sowie der Gendrift von O.

nubilalis

In der vorliegenden Arbeit wurde die derzeitige genetische Variabilitdt der lokalen
deutschen O. nubilalis-Populationen erfasst. Diese genetische Variabilitét, die eine Basis
der Selektion auf Bt-Resistenz darstellen kann, stellt eine wichtige Voraussetzung fiir das
Uberleben von Populationen dar, wenn groBflichig Bt-Mais angebaut wird. Anhand dieser
genetischen Variabilitdt kann eine Resistenzausbreitung abgeschitzt werden. Da bisher
noch keine Untersuchungen von O. nubilalis-Populationen mit Hilfe der RAPD-PCR
vorliegen, konnte keine vergleichende Literatur herangezogen werden. In bisherigen
molekularbiologischen Arbeiten iiber O. nubilalis wurden Biotypen mit Hilfe der RAPD-
PCR (PORNKULWAT et al., 1998), Populationen und Rassen mittels ITS-I und II und
mitochondrialer DNA (MARCON et al., 1999; COATES et al., 2001 aus: Datenbank
AF349036) sowie von der Gattung Ostrinia die mtDNA (KM et al., 1999) untersucht. In
der Arbeit von KiM et al. (1999) stellte sich heraus, dass die taxonomische Klassifikation
anhand der mtDNA nicht mit der Morphologie der Tibia iibereinstimmte. Fiir die
Charakterisierung der genetischen Variabilitdten der O. nubilalis-Populationen wurden mit
den Larven molekulargenetische Analysen, von kodierenden und nichtkodierenden
Bereichen der DNA mittels RAPD-PCR und von nichtkodierenden Bereichen der rDNA
(ITS-1-Fragment), durchgefiihrt.

431  Artder Auswertung von RAPD-Mustern und ihre Validierung

Neben den in der vorliegenden Arbeit und hdufig in der Literatur angewendeten
Ahnlichkeitskoeffizienten nach NEI & L1 (1979) werden dhnliche Algorithmen
angewendet, die ebenfalls den relativen Anteil gemeinsamer Banden benutzen, um die
genetische Distanz zu berechnen. Dazu gehoren der DICE-Koeffizient (DICE, 1945), der z.
B. beim Blattfleckenpilz Septoria tritici (SCHNIEDER et al., 1996) berechnet wurde und der
Band-Sharing-Index (LYNCH, 1990), der z. B. bei der Mauereidechse Podarcis muralis
(MULLER et al., 2002) angewandt wurde. FEin weiterer hdufig eingesetzter
Ahnlichkeitskoeffizient ist der Jaccard-Koeffizient, der in der vorliegenden Arbeit im
Vergleich zum Nei- & Li-Koeffizienten mit 93 % identische Dendrogramme erzeugte.
Auch LOMBARD et al. (1999) erreichten in ihrer AFLP-Untersuchung eine hohe
Korrelation von 99,6 % zwischen den Koeffizienten nach Jaccard und Nei & Li. In der
vorliegenden Arbeit wurden in allen Dendrogrammen hohere Ahnlichkeitskoeffizienten
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nach Nei & Li gegeniiber Jaccard ermittelt. Von 14 Dendrogrammen war die Variabilitét
der Ahnlichkeitskoeffizienten, d. h. die Spanne der Ahnlichkeitskoeffizienten zwischen
den Populationen, innerhalb eines Dendrogramms bei Jaccard mit 0,288 + 0,161

geringfiigig hoher als bei Nei & Li mit 0,260 + 0,179.

Die Ergebnisse der Cluster-Analyse, die einem Bootstrap-Verfahren unterzogen wurden,
erreichten Werte zwischen 10 % und 100 % (angegeben nur Werte > 50 %). Grundlage
dafiir waren 100 Pseudostichproben. In anderen Arbeiten wurde auf ein Bootstrap-
Verfahren verzichtet, wie z. B. bei SIGURDSSON et al. (1999), LiM et al. (1999),
BALLINGER-CRABTREE et al. (1992), HARDWICK et al. (1997), MARGARITOPOULOS et al.
(2003), PORNKULWAT et al. (1998), GALLUSSER et al. (2002b) und VANLERBERGHE-
MASUTTI & CHAVIGNY (1998). Andere wiederum geben 500 Wiederholungen z. B. bei
KM et al. (1999), 1000 Wiederholungen z. B. bei NAGARAJU & GOLDSMITH (2002), MOYA
et al. (2001) oder 2000 Wiederholungen bei KIRK et al. (2000) an. Die, wie in der
vorliegenden Arbeit, verwendeten 100 Pseudostichproben sind z. B. beim Schmetterling
Phyllocnistis citrella (ALVAREZ & Hoy, 2003), der Schlupfwespe Trichogramma spp.
(THOMSON et al., 2003) und der Miicke Anopheles nuneztovari (Posso et al., 2003)
durchgefiihrt worden. Um sichere Schlussfolgerungen zu treffen, sollten nach HEDGES
(1992) 2000 Bootstrap-Wiederholungen durchgefiihrt werden, damit die Fehlerquote 1 %
betrdgt. In der vorliegenden Arbeit erfolgten, neben dem Bootstrap-Verfahren, dreijéhrige
Wiederholungen der fiinf Hauptstandorte und jeweils eine wiederholte Auswertung der
Dendrogramme durch eine zweite Person (Auswertung 2). Eine &dhnliche Art der

Absicherung wurde in keiner entomologischen RAPD-Arbeit gefunden.

4.3.2 Bewertung der RAPD-Ergebnisse in Bezug auf Rassenunterscheidung

Bei der zusammenfassenden Bewertung aller deutschen Populationen aus drei
verschiedenen Jahren mit Hilfe der RAPD-PCR konnen folgende Aussagen getroffen
werden: Die Rassen von O. nubilalis grenzen sich, wie die RAPD-PCR und die
Sequenzierung des ITS-1-Fragments zeigten, genetisch deutlich voneinander ab. Dies
bestitigen auch Untersuchungen von MEISE (pers. Mitt., 2003), der durch RAPD-PCR-
Analyse von je zwei Lokalpopulationen der E- und Z-Rasse (jeweils 5 Einzeltiere) eine
Trennung der beiden Rassen aufzeigen konnte. Demgegeniiber konnten MARCON et al.
(1999) mittels Sequenzierung des ITS-1-Fragments keine Rassenunterscheidung von O.
nubilalis vornehmen. REINICKE et al. (1999) wiesen darauf hin, dass eine Rassendiagnose
mittels RAPD-PCR bei heterozygoten natiirlichen Schwammspinner-Populationen nur
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bedingt einsetzbar ist, da diese Methode keine Unterscheidung zwischen homo- und

heterozygoten Individuen zulésst.

4.3.3 Quialitative Bewertung der RAPD-Ergebnisse

Fir das Heranziehen charakteristischer Merkmale von Lokalpopulationen wurde ein
»qualitativer Ansatz durchgefiihrt. Die RAPD-Muster iiber drei Jahre zeigten fiir sechs
Lokalpopulationen spezifische Markerbanden, sogenannte diagnostische Banden.
Besonders auffillig war dabei die hohe Anzahl populationsspezifischer RAPD-Banden bei
der Lokalpopulation Niedernberg. Dies konnte damit erkldrt werden, dass in diesem Gebiet
vor langerer Zeit eine erhohte Hybridisierung der Z-Rasse mit der E-Rasse stattgefunden
hat und ein Teil der genetischen Konstitution der E-Rasse sich noch heute in der Z-Rasse
wiederfindet. Die Mdglichkeit der Hybridisierung beschreibt auch LANGENBRUCH et al.
(1985), indem er ein Vorkommen von Hybriden in den USA und in Italien zitiert. Auch
LORENZ (1993) betont die Moglichkeit der Hybridisierung von Z- und E-Rasse, die jedoch
aufgrund der kurzen Zeit des gleichzeitigen Auftretens von Faltern beider Rassen fiir die
Populationsstruktur scheinbar ohne Bedeutung ist. Auch beim Fransenfliiglers Aeolothrips
intermedius wurde bei der Bestimmung der genetischen Variation innerhalb einer
Population und zwischen den Populationen bei einem Primer eine populationsspezifische
Bande fiir den ungarischen Standort Valké identifiziert, der sich von dem ebenfalls
ungarischen Standort Nagykovacsi unterschied (BAYAR et al., 2001). KRAUS et al. (1998)
konnten ebenfalls mit einem Primer eine Unterscheidung der Thrips-Populationen
Frankliniella occidentalis zwischen Standorten in der Schweiz und in Australien
vornehmen, indem nur bei der Schweizer Population eine Bande bei ca. 1750 bp auftrat.
Keine diagnostischen Banden fanden sie zwischen den Populationen von Thrips tabaci.
DOWNIE (2000) zeigte mit zwei Primern wirtspflanzenspezifische Banden der Reblduse

Daktulosphaira spp.

4.3.4 Quantitative Bewertung der RAPD-Ergebnisse

Neben dem ,,qualitativen* Ansatz wurde ein ,,quantitativer Ansatz durchgefiihrt, der eine
Auswertung der RAPD-Muster iiber die Berechnung der genetischen Ahnlichkeiten aller
Banden vornahm. Die RAPD-Untersuchungen konnten aufzeigen, dass die Einzeltiere
innerhalb einer Lokalpopulation untereinander eine hohe genetische Variabilitdt

besaBlen. So wiesen die Einzeltiere innerhalb einer Lokalpopulation eine genetische
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Ahnlichkeit von 46 % auf, wihrend Tiergruppen einer Lokalpopulation Ahnlichkeitswerte
um 70 % besallen. Die Reduzierung der hohen genetischen Variabilitit zwischen
Individuen wird durch eine Mischung von mehreren individuellen Template-DNAs erzielt.
Somit sollte eine Lokalpopulation durch Mischung von 15 bis 40 Individuen beschrieben
werden. Bei einer zu hohen Anzahl an Individuen besteht die Gefahr, nur noch
artspezifische Banden zu erhalten. GALLUSSER et al. (2002b) wiesen ebenfalls darauf hin,
dass bei den sieben Populationen der Schmetterlingsart Oleria onega, durch die grofe
Heterogenitét zwischen den Einzeltieren, eine Zugehorigkeit der Einzeltiere zu ihren
jeweiligen Populationen nicht moglich war. Fiir ihre Einzeltieruntersuchungen
verwendeten sie, im Gegensatz zu der vorliegenden Arbeit, 2 - 18 statt fiinf Individuen pro

Population und sieben statt fiinf Primer.

Die jéhrlichen genetischen Variabilititen bei den in der vorliegenden Arbeit untersuchten
Lokalpopulationen Oderbruch, Hessisches Ried und Pocking konnte auf ungerichtete
Mutationen und Rekombinationen oder eine gerichtete Selektion zuriickzufiihren sein. Da
innerhalb eines Standortes iiber alle drei Jahre keine erheblichen klimatischen
Schwankungen (Abb. 9) bestanden, haben diese scheinbar nur einen geringen Einfluss auf
die genetische Variabilitdt ausgeiibt. Die Erstellung der Dendrogramme hat gezeigt, dass
aufgrund der jéhrlichen Variabilititen eine sichere Auswertung der RAPD-Muster nur iiber
eine groBe Anzahl an Banden und iiber einen mehrjdhrigen Zeitraum gegeben ist. Dies
zeigt der Vergleich zwischen den Dendrogrammen der einzelnen Jahre zu der
Gesamtauswertung liber die Jahre 1999 — 2001. Wiahrend die beiden auswertenden
Personen (Auswertung 1 und 2) in den einzelnen Jahren nur dhnliche Dendrogramm-
Strukturen erhielten, wurden bei der Gesamtauswertung (alle drei Jahre zusammen)
identische Dendrogramme erzielt. In der Literatur wurde keine RAPD-Arbeit mit zwei
unabhingigen Auswertungen gefunden. Die jdhrlichen Verdnderungen in der genetischen
Populationsstruktur blieben jedoch in den meisten Fillen (Ausnahme Oderbruch 1999)
ohne Auswirkung auf den Vergleich zwischen den Populationen, da die genetische
Variabilitdit innerhalb der Lokalpopulationen geringer war als zwischen den
Lokalpopulationen (Tab. 41). Dies wird sowohl durch die F-Werte (Finga, Finter), die die
Ahnlichkeit ausdriicken und auch homogene Banden erfassen, als auch durch die Hg- und
HrWerte, die die Heterozygositit aufzeigen, ausgedriickt. Die Tabelle 41 stellt die

Ergebnisse aus den Abschnitten 3.2.3.1 und 3.3.3.2 zusammen.
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Tab. 41: F-Statistik von  Ostrinia  nubilalis -  Vergleich der intra- und
interpopulationsgenetischen Ahnlichkeit zwischen Einzeltieren aus einem Jahr und
Tiergruppen aus drei Jahren basierend auf den Angaben in Tab. 24 und 31

Objekt Fintra F inter Ht Hs Fst
Eu:lzezltéere 0,46 0,34 0,345 0,272 0212
Tiergruppen | 0,46° bzw.
3G, n= 20 0370 0,613 0,348 0’200 0’425

Fintra: Anteil gemeinsamer Banden in einer Population; F jhr: Anteil gemeinsamer Banden in einer
Art; Ht: durchschnittliche Heterozygositit einer Art; Hs: durchschnittliche Heterozygositét einer
Lokalpopulation; Fst: Fixierungsindex, gibt die Abnahme der Heterozygositdt aller
Lokalpopulationen ~bezogen auf die gesamte Art an; '=Mittelwert von allen
intrapopulationsspezifischen Werten aus Tab. 31; * = Einfluss der Jahre; > = ohne Einfluss der Jahre

Die geringere genetische Variabilitit innerhalb einer Lokalpopulation im Vergleich zu
verschiedenen Lokalpopulationen wird sowohl bei den Einzeltieren als auch den
Tiergruppen deutlich. So nimmt die Bandendhnlichkeit zwischen den Einzeltieren von
46 % auf 34 % und bei den Tiergruppen von 70 % auf 61 % (ohne Einfluss der Jahre) bzw.
46 % (Einfluss der Jahre) ab (Tab. 41). Die Hr-Werte sind sowohl bei den Einzeltieren als
auch bei den Tiergruppen grofler als die Hs-Werte. Eine ebenfalls hohere genetische
Ahnlichkeit innerhalb einer Population gegeniiber verschiedenen Populationen wurde auch
bei der Weillen Fliege Bemisia tabaci (ABDULLAHI et al., 2003), der Griinen Gurkenlaus
Aphis gossypii (VANLERBERGHE-MASUTTI & CHAVIGNY, 1998), dem Grashiipfer
Melanoplinae spp. (CHAPCO et al., 1992) und bei der Blattlaus Sitobion avenae (STILMANT
et al, 1997) festgestellt. Demgegeniiber zeigten der Schmetterling Oleria onega
(GALLUSSER et al., 2002b), die Miicke Anopheles nuneztovari (Posso et al., 2003) und die
Kiefernbuschhornblattwespe Diprion pini (BAUMANN et al., 2003) innerhalb einer
Population eine groBere Variabilitit als zwischen den Populationen. Dies erklirten die
Autoren damit, dass eine hohe Genflussrate zwischen den Populationen besteht. Auch die
Reblaus Daktulosphaira vitifoliae wies zwischen den Standorten eine geringere
Variabilitit auf als zwischen verschiedenen Weinstocken oder Weinsorten innerhalb eines
Standortes (DOWNIE, 2000). Bei der Brackwespe Agathis spp. wurde die hdhere
Variabilitdt innerhalb einer Population gegeniiber verschiedenen Populationen mittels
mtDNA ermittelt, die moglicherweise eher auf eine derzeitige Kolonisierung zwischen den
grofBen Lokalpopulationen basiert als auf einen hohen Genfluss (ALTHOFF & THOMPSON,
2001).

162



Diskussion

Neben dem Anteil gemeinsamer Banden (F) wurden in der vorliegenden Arbeit auch die
Heterozygositaten durch den Fgr-Wert sowohl von Einzeltieren als auch von Tiergruppen

(gepoolte Tiere vor der Extraktion) ermittelt:

Einzeltiere: Fst-Werte 0,212 bei einer Anzahl von 20 Individuen, vier
Populationen, 5 Individuen/Population, 5 Primer mit 96 Banden
Tiergruppen: Fst-Werte 0,425 bei einer Anzahl von 60 Individuen, drei

Populationen, 20 Individuen/Population, 3 Primer mit 40 Banden

Die Fsr-Werte zeigten bei den Einzeltieren eine grofle Differenzierung und bei den
Tiergruppen eine sehr groBe Differenzierung zwischen den Populationen. Dies bedeutet,
dass die Populationen durch die geographische Separation allgemein einen geringen
Genfluss besitzen. Weiterhin machen die um 50 % geringeren Fsr-Werte der Einzeltiere
gegeniiber den Tiergruppen deutlich, dass die Analyse von Einzeltieren wegen ihrer
hoheren individuellen Variabilitit eine geringere Populationsdifferenzierung aufzeigt als
die von Tiergruppen. Da die Hr-Werte zwischen den Einzeltieren aus einem Jahr nahezu
identisch sind mit den Hp-Werten der Tiergruppen aus verschiedenen Jahren (Tab. 41),
scheint der jdhrliche Einfluss auf die Fst—Werte gering zu sein. In kaum einer RAPD-
Arbeit wurde die genetische Variabilitét iber mehrere Jahre untersucht. Beim Parasitoiden
Diaeretiella rapae wurden die Fsr-Werte tiber zwei Jahre (VAUGHN & ANTOLIN, 1996) und
beim Schmetterling Helicoverpa zea mittels Alloenzym-Analyse iiber drei Jahre bestimmt
(HAN & CAPRIO, 2002). Dabei wurde bei D. rapae eine geringe Heterozygositit von 0,066
— 0,073 und bei H. zea eine noch geringe Heterozygositit von 0,0002 bis 0,0072 iiber die
Generationen bzw. Jahre ermittelt. Diese Ergebnisse sind mit dem Ergebnis aus der
vorliegenden Arbeit insofern schwer zu vergleichen, da die Fsr-Werte jdhrlich ermittelt
wurden und nicht wie in der vorliegenden Arbeit nur einen Fsr-Wert iiber alle drei Jahre

berechnet wurde.

In keiner entomologischen RAPD-Arbeit wurde ein Fs-Wert mit Tiergruppen aufgezeigt,
da stets nur Einzeltiere die Grundlage bildeten. Daher ist es schwierig, die Ergebnisse der
Tiergruppen mit den Fsr-Werten aus der Literatur zufriedenstellend zu vergleichen. Einen
dhnlich hohen Fsr-Wert von 0,469 allerdings anhand von Einzeltieren zeigte Marchalina
hellenica (MARGARITOPOULOS et al., 2003). Die ermittelten Fsr-Werte der Einzeltiere sind
am dhnlichsten mit dem Fixierungsindex (Fsr) der Schmetterlingsart Boloria aquilonaris
von VANDEWOESTUNE & BAGUETTE (2002) mit 0,163, die pro Population 6 — 26
Individuen testen (Tab. 42). Auch die genetische Diversitét iiber alle RAPD-Loci mit 0,402
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+ 0,214 ist mit der genetischen Diversitit von O. nubilalis von 0,345 + 0,132 vergleichbar.
Das bedeutet, dass bei Boloria aquilonaris ca. 40 % und bei O. nubilalis ca. 35 % der Loci
sich zwischen allen RAPD-Genotypen der Populationen unterscheiden. Eine andere
Schmetterlingsart Oleria onega zeigte durch einen bedeutend héheren Fixierungsindex von
0,328 eine sehr grofle genetische Differenzierung zwischen den Populationen, obwohl
anderseits eine geringere Variabilitit zwischen den Populationen als innerhalb einer
Population vorlag (GALLUSSER et al, 2002b). Weitere Beispiele fiir die Bestimmung des
Fixierungsindexes bei entomologischen RAPD-Arbeiten sind in der Tab. 42 aufgefiihrt, bei
der Aphis gossypii den geringsten und Bemisia tabaci den groBten Fixierungsindex
aufwiesen. Da die Empfehlung von LYNCH & MILLIGAN (1994), mindestens 100
Individuen pro Population zu testen, weder in der vorliegenden Arbeit noch in den von
Tab. 42 erfiillt wurde, sind diese Fsr-Werte einerseits mit Vorsicht zu betrachten.
Anderseits konnte durch eine zu hohe Anzahl an Individuen, die Populationsspezifitit
vermindert werden. Daher ist in den Voruntersuchungen zu testen, welche Mindestzahl an
Individuen erforderlich ist, um die Population ausreichend zu erfassen. So zeigten die in
der vorliegenden Arbeit durchgefiihrten Optimierungen (3.2.3.2), dass bei einer Poolung
von Einzeltier-DNA-Extrakten sich das RAPD-Muster ab 20 Larven kaum &ndert und
damit die Populationsspezifitidt erfasst wurde. Eine weitere Empfehlung von LYNCH &
MILLIGAN (1994), eine gleiche Anzahl an Individuen zwischen den zu vergleichenden
Populationen einzusetzen, wurde in der vorliegenden Arbeit beriicksichtigt. In der Literatur
wird jedoch auch diese Empfehlung, wie in Tab. 42 deutlich wird, kaum angenommen.
Weiterhin geben LYNCH & MILLIGAN (1994) an, dass fiir die Erstellung des Fsr-Wertes bei
RAPD-Untersuchungen zwei bis zehnfach mehr Individuen benétigt werden als bei
Alloenzym-Untersuchungen, da die Bestimmung der Genfrequenz bei dominanten
Markern ungenauer ist als bei codominanten Markern. Die Erfassung der Mutationsrate ist
jedoch bei der RAPD-PCR mit 10 — 10 pro Locus und Generation hoher als bei den
Alloenzymen mit 10° - 10 (LOUGHEED et al., 2000).
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Tab. 42: Fgr-Werte aus RAPD-Untersuchungen verschiedener Insektenarten

Art N P N/P | Primer | Banden Fst Literaturquelle
Boloria VANDEWOESTIINE &
aquilonaris 110| 8 | 6-26 4 0,163

) BAGUETTE, 2002
(Lepidoptera)
Oleria onega 7 aus 2- GALLUSSER et al.
(Lepidoptera) 80 2 18 7 22 0,328 2002b ’

Arten
Diprion pini BAUMANN et al.,
(Hymenoptera) 140| 5 28 9 17 0,159 2003
Anopheles ca
nuneztovari 119 3 ' 10 65 0,035-0,08 | Posso et al., 2003
) 40
(Diptera)
Bemisia tabaci 0,49 (&) -
(Homoptera) 336| 6 56 11 112-163 0.54 (%) MOYA et al., 2001
Marchalina 9-— MARGARITOPOULOS
hellenica 75 6 3 35 0,469
16 et al., 2003
(Homoptera)
Daktulosphaira 30-
vitifoliae 10 |3-6 13 48 0,052 DOWNIE, 2000
60
(Homoptera)
Aphis qossvbii 360 20- 0,0367 VANLERBERGHE-
(Igom(? terﬁ';’ s Gy |3 37 0,018 MASUTTI &
p 900 CHAVIGNY, 1998

N = Anzahl der Einzelindividuen; P = Population; Fsr = Fixierungsindex, gibt die Abnahme der
Heterozygositit aller Lokalpopulationen bezogen auf die gesamte Art an; (3) — Ménnchen; (Q) —
Weibchen

Eine noch groBere Anzahl an Fsr-Werten finden sich in populationsgenetischen Arbeiten
mittels Alloenzym-Elektrophoresen, z. B. bei Schmetterlingen wie Epirrita spp. (WYNNE
et al., 2003), Spodoptera frugiperda (PASHLEY et al., 1985) und Helicovera zea, H.
virescens (HAN & CAPRIO, 2002). Diese sind jedoch nur zu 55 % mit den Fsr-Werten aus
RAPD-Untersuchungen vergleichbar, wie eine Zusammenstellung der genetischen
Diversitidt von 11 Verdffentlichungen in der Arbeit von VANDEWOESTIINE & BAGUETTE
(2002) zeigte. Bei den restlichen Prozenten waren die Fsp-Werte bei der RAPD-PCR
iiberwiegend grofer als bei den Alloenzymen. Die genetische Diversitit (Mutationsrate)
war mit einer Mehrheit von 67 % bei den RAPD-Loci hoher als bei den Alloenzym-Loci.
Weiterhin ist zu beachten, dass Alloenzyme (funktionelle Enzyme) stérker konserviert sind
und daher bei Populationsstudien hédufig mehr die ,historische” Situation als den
derzeitigen aktuellen Zustand représentieren, so bspw. bei den Schmetterlingen der
Gattung Epirrita (WYNNE et al., 2003) und bei Boloria aquilonaris (VANDEWOESTIINE &

BAGUETTE, 2002). Die RAPD-PCR hingegen kann einerseits mehr die derzeitige
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genetische Situation (VANDEWOESTUNE & BAGUETTE, 2002) charakterisieren und
anderseits auch fiir phylogenetische Analysen eingesetzt werden (WILLIAMS et al., 1993),

so z. B. bei Blattlausen (PUTERKA et al., 1993) und Miicken (KAMBHAMPATI et al., 1992).

4.3.5  Metapopulationen von O. nubilalis

Anhand der RAPD-Ergebnisse von neun Populationen und aufgrund von &hnlichen
geographischen, topographischen, klimatischen und ackerbaulichen Bedingungen konnten
vier Gruppen identifiziert werden. Im Folgenden soll die Frage diskutiert werden ob es sich
bei diesen Gruppen von Lokalopulationen um Metapopulationen handelt. Die
Metapopulation ist neben der Lokalpopulation und der geographischen Population eine von
drei Beschreibungen der Populationsstruktur zur Charakterisierung der rdumlichen
Okologie (HANSKI & GILPIN, 1991). Die Metapopulationsdkologie ordnet sich zwischen
der theoretischen und der landschaftlichen Okologie ein und stellt eine vereinfachte Form
der landschaftlichen Okologie dar (HANSKI, 1998). Metapopulationen sind Gruppen von
lokalen Populationen, die Individuen iiber ungiinstige Habitate austauschen (BAGUETTE et
al., 2000). Dadurch wird eine bessere Fihigkeit zum Uberleben lokaler Populationen
erlangt. Nach REICH & GRIMM (1996) ist ,,eine Metapopulation eine (regionale) Population

von (lokalen) Populationen, wobei folgende Bedingungen erfiillt sein miissen:

1. die lokalen Populationen besitzen eine eigene Dynamik, d. h. sie sind von
anderen lokalen Populationen abgrenzbar;

2. wenigstens einige der lokalen Populationen sind so klein oder so bedroht, dass
frither oder spéter mit ihrem Aussterben zu rechnen ist;

3. die lokalen Populationen bzw. Habitate stehen durch dispergierende Individuen
miteinander in Wechselwirkung;

4. dispergierende Individuen miissen in der Lage sein, infolge Aussterbens einer
Lokalpopulation leer gewordene Habitate wiederzubesiedeln bzw. neu
entstandene Habitate zu besiedeln, d. h. Populationen aufzubauen, die ihrerseits

Kolonisatoren bereitstellen konnen.*

Zul. Bei der Einteilung der lokalen Populationen in Metapopulationen diirfen
klimatische Gegebenheiten zwar dhnlich sein, aber nicht synchronisieren (CONRADI, 2000).
So liegen, wie im Ergebnisteil 3.3.6 beschrieben, zwischen den Lokalpopulationen zwar
dhnliche klimatische Verhéltnisse vor, aber dennoch weist jeder Standort seine eigene

Charakteristik auf. Diese grenzt sich durch eigene geographische, topographische,
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klimatische und ackerbauliche Merkmale von anderen Lokalpopulationen ab. Die
Lebensrdume von O. nubilalis werden {iberwiegend durch fragmentierte
Kulturlandschaften, wie Maisanbauregionen, mit eigener Dynamik beschrieben, die durch
Gebiete mit geringem Maisanbau getrennt werden. Daher handelt es sich bei den lokalen
O. nubilalis-Populationen iiberwiegend um diskrete Habitatinseln, die damit als
Metapopulation angesprochen werden kdnnen. Zwischen den Populationen Freiburg und
Karlsruhe hingegen befindet sich eine mehr kontinuierliche Kulturlandschaft mit starkem

Maisanbau (Abb. 7), so dass hier keine eindeutige Metapopulation vorliegen diirfte.

Zu 2. Fir eine genaue Analyse der Metapopulation bei kleinen Populationen in
fragmentierten Gebieten ist die Populationsgro3e zwischen verschiedenen Standorten und
das Geschlechterverhiltnis von einer Generation zur ndchsten Generation von Bedeutung
(SCHTICKZELLE et al., 2002). Da es sich bei den untersuchten O. nubilalis-Populationen um
groBBe Individuenzahlen handelt, sind diese Angaben fiir die Persistenz von geringer
Bedeutung. Daher wurden diese Daten in der vorliegenden Arbeit nicht erhoben. Fiir den
Standort Oderbruch kann von einer Populationsgrofle von mehreren Millionen Tieren
ausgegangen werden. Bei den anderen etablierten Populationen sind geringere
Individuenzahlen von mehreren hunderttausend Individuen anzunehmen, da durch kleinere
Maisfelder und starkes Pfliigen ein Anstieg der Abundanz begrenzt wird. Damit wird
deutlich, dass es sich bei O. nubilalis um eine zur Massenvermehrung neigende
(gradierende) Art handelt. Da jedoch zwischen groBen und sicheren Habitaten (mainlands),
wie z. B. Oderbruch und Halle, kleine, unsichere Habitate (islands) existieren, die durch
intensives Pfliigen aussterben konnen, handelt es sich bei den O. nubilalis-Populationen
per Definition nach REICH & GRIMM (1996) um Metapopulationen. Bei dem kalifornischen
Scheckenfalter Euphydryas editha bayensis wurde eine unterschiedliche Dynamik
beschrieben. Ein sehr grofles Habitat (mainland) von iiber 500 000 Individuen zeigte im
Untersuchungszeitraum kein Aussterben der lokalen Population, wohingegen kleinere
Populationen aus island-Habitaten von 10—400 Individuen mehrmals verschwanden
(GRIMM & REICH, 1996). Solche unterschiedlichen Dynamiken fiir mainland- und island-

Populationen treten wahrscheinlich auch bei O. nubilalis auf.

Da das Konzept der Metapopulation aus Sicht des Naturschutzes entwickelt wurde und
somit nur vom Aussterben bedrohte Arten untersucht, konnte dies fiir Schddlinge wie dem
O. nubilalis modifiziert werden, um Effekte von insektenresistenten Wirtspflanzen zu

untersuchen. So konnen bei einem groBflichigen Anbau von Bt-Mais weitere Populationen
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aus island-Habitaten zwischen den mainland-Habitaten aussterben, da die Anzahl der

migrierenden Individuen erheblich abnimmt.

Zu 3. Die Berechnung der Fgr-Werte ergab eine groBe bis sehr groBe genetische
Differenzierung der lokalen Populationen aus verschiedenen Metapopulationen. Daraus
wurde ein Relativwert fliir migrierende Individuen (Nm) abgeschitzt, der zwischen den
Lokalpopulationen einen geringen Genfluss mit 1 Migranten/Jahr bzw. 1 Migranten in
jeder 4. Generation angibt und damit die Anforderung an das Metapopulationskonzept
erflillt. Bei der Migration (aktive Verbreitung) spielt die Mobilitét der jeweiligen Art eine
grof3e Rolle. So kénnen O. nubilalis-Falter Entfernungen von tiberwiegend 200 m (wenige
von 800 m bis zu 3,2 km) pro Nacht zuriicklegen (SHOWERS et al., 2001). Da jedoch in den
Untersuchungen von ZWOLFER (1928) starke Unterschiede in den Befallsstarken zwischen
den Populationen auftraten, folgerte er, dass die Hauptmasse der Ziinsler kaum weite
Strecken zurilicklegen (CAFFREY & WORTHLEY, 1922 zitiert in: ZWOLFER, 1928a). Seine
Schlussfolgerungen, dass O. nubilalis eine geringe Migration hat, decken sich mit den
Migrationswerten aus der vorliegenden Arbeit. Allerdings konnte die tatsdchliche
Migration hoher als die berechnete sein, da nach VANDEWOESTUNE & BAGUETTE (2002)
und Posso et al. (2003) hohe Mutationsraten bei RAPD-Markern zu geringeren Fgr-
Werten fiihren. So bilden Flugstrecken der O. nubilalis-Falter von 32 km nach FLACKE
(1982) und von 23 km — 49 km in wenigen Néchten nach SHOWERS et al. (2001) keine
grofBen Ausnahmen von nur wenigen Individuen. Die GroBe der Falter ist meist kein guter
Indikator fiir die Mobilitdt, wie zwischen den Schmetterlingsarten Melanargia galathea
(kleiner, fliegt ldngere Distanzen) und Aporia crataegi von BAGUETTE et al. (2000)
festgestellt wurde. Vielmehr spielen zufdllige Verfrachtungen durch Luftstromungen, wie
Isotherme, eine Rolle (SHOWERS et al., 1995). Ein weiterer passiver Verbreitungsvorgang
erfolgt durch die Hauptwindrichtung. In Deutschland besteht zur Zeit des Falterfluges
meist eine (nord)westliche Windrichtung. Fiir drei Populationen wurde die
Hauptwindrichtung im Juni/Juli aus den Jahren 1991 - 2001 dargestellt (Abb. 56). Daraus
wird deutlich, dass eine Migration von Faltern aus dem Oderbruch in die Region um Halle
selten moglich ist. Daher ist eher eine Migration von Halle in das Oderbruch anzunehmen.
Die Population Pocking wird aufgrund der (nord)westlichen Hauptwindrichtung einen

geringen Genfluss zu anderen deutschen Populationen ausiiben.
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Abb. 56: Langjahriges Mittel der Hauptwindrichtung von den drei Befallsgebieten Oderbruch,
Halle und Pocking des Maisziinslers O. nubilalis aus den Jahren 1991 bis 2001 der
Monate Juni und Juli

Im ersten Punkt der Metapopulationsbedingung wurde der Lebensraum von O. nubilalis als
fragmentiertes Habitat dargestellt. In der Arbeit von MENNECHEZ et al. (2003) konnte
gezeigt werden, dass fragmentierte Habitate des Schmetterlings Proclossiana eunomia eine
hohere Ausbreitung erméglichen als kontinuierlich besiedelte Gebiete und das weibliche
Tiere langere Distanzen zuriicklegten. Deshalb konnte auch fiir O. nubilalis angenommen
werden, dass durch die fragmentierten Habitate eine stirkere Ausbreitung beglinstigt wird.
Die Populationen von O. nubilalis stehen einerseits durch aktive und passive
Verbreitungswege miteinander in Wechselwirkung, werden aber anderseits durch die
teilweisen groflen Entfernungen zwischen den Feldern mit geringem Maisanbau an einer

bedeutenden Migration gehindert.

Zu 4. Die bisher von O. nubilalis besiedelten Regionen sind potentiell in der Lage
Kolonisatoren bereitzustellen. Da O. nubilalis in der Lage ist andere Habitate zu erreichen

und auch bei fehlendem Maisanbau zunéchst kleine Populationen an anderen Pflanzenarten
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zu etablieren, kann nicht von einer source-sink-Situation gesprochen werden (GRIMM &
REICH, 1996). Bei dieser erreichen zwar Individuen andere Habitate, aber es gelingt ihnen
dort nicht Populationen zu etablieren. Da O. nubilalis Kolonisatoren fiir zukiinftige grof3e
Populationen bei einem zunehmenden Maisanbau bereitstellt, sind die Gruppen der

Lokalpopulationen als Metapopulationen anzusprechen.

Da alle Bedingungen nach REICH & GRIMM (1996) erfiillt werden, konnen die vier

Gruppen der neun Populationen zu vier Metapopulationen zusammengefasst werden.

4.3.6 Manteltest

Ob die Ursachen der hohen genetischen Ahnlichkeiten zwischen allen Lokalpopulationen
(Totalpopulation) auf geographische, topographische und/oder klimatische Gegebenheiten
zurlickzufiithren sind, sollte der Manteltest (Mantel, 1967) zeigen. Anhand der RAPD-
Ergebnisse wurde daher versucht, nach der Theorie der Isolation durch Distanz (WRIGHT,
1943) einen Zusammenhang zwischen den genetischen Ahnlichkeiten aller
Lokalpopulationen und ihren geographischen Distanzen herzustellen. Dabei zeigte sich,
dass kein signifikanter Zusammenhang zwischen der genetischen und geographischen
Distanz besteht. Auch bei der parasitoiden Brackwespe Agathis spp. konnte kein
Zusammenhang zwischen der Isolation von Populationen und der geographischen Distanz
gefunden werden, die durch eine groBe rdumliche Verteilung der Populationen erklért
wurde (ALTHOFF & THOMPSON, 2001). Demgegeniiber konnte eine geringe Korrelation
zwischen geographischer und genetischer Distanz mit r = -0,17, P = 0,003 bei der Reblaus
Daktulosphaira vitifoliae (DOWNIE, 2000) und eine hohe Korrelation mit r = 0,666,
P <0,01 bei dem Schmetterling Boloria aquilonaris (VANDEWOESTIINE & BAGUETTE,

2002) gefunden werden.

Weiterhin konnte in der vorliegenden Arbeit keine Korrelation zwischen der genetischen
Ahnlichkeit und der topographischen Hohe in NN sowie der Temperaturdifferenz mittels
Manteltest aufgezeigt werden. Demgegeniiber konnte LORENZ (1993), durch die
Bestimmung des Schlupftermins von O. nubilalis-Populationen, die Bildung von
Temperaturrassen nachweisen, da die Postdiapauselarven aus kiihleren Klimagebieten eine
geringere Warmesumme zum Schlupf bendtigten. In der vorliegenden Arbeit konnte eine
negative Korrelation mit r = -0,43 bis -0,47 zwischen den Niederschlagsdifferenzen
(Sommer, Winter, Jahr) und den genetischen Ahnlichkeiten ermittelt werden. Das bedeutet,

dass die genetische Ahnlichkeit zwischen den Populationen mit groBerer
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Niederschlagsdifferenz abnimmt. Bei der Eliminierung des Standortes Bodensee, der hohe
Niederschlidge und grofle genetische Unterschiede zu den anderen Populationen aufwies,
konnte diese Korrelation nicht aufrechterhalten werden. Daraus kann gefolgert werden,
dass kein zwingender Zusammenhang zwischen den Niederschldgen und den genetischen
Ahnlichkeiten besteht. Somit konnen die hohen genetischen Ahnlichkeiten zwischen allen
Lokalpopulationen nicht durch geographische und klimatische Verhéltnisse gestiitzt

werden, sondern eher durch einen gemeinsamen Ursprung.

Eine weitere Moglichkeit - hoher Genfluss - wurde durch die ermittelten Fsr-Werte
ausgeschlossen. Demgegeniiber kamen MARCON et al. (1999), die ITS-1- und mtDNA-
Untersuchungen von O. nubilalis-Populationen durchfiihrten, zu der Vermutung, dass die
hohe genetische Ahnlichkeit durch Genfluss zwischen weit entfernten Populationen
hervorgerufen wird, der durch Luftstromungen verursacht wird. Nur in wenigen RAPD-
Arbeiten wurden ergénzende klimatische Informationen erhoben und zusammen mit den
genetischen Distanzen ausgewertet. Ein Beispiel dafiir liefern die Schmetterlingsunterarten
Oleria onega agarista und Oleria onega ssp., bei denen mit Hilfe von GIS- und
geordumlichen Analysen die Parameter Temperatur, Feuchtigkeit, Topographie und
Ackerbau dahingehend untersucht wurden, in welchen Bereichen dieser Parameter die
meisten Schmetterlinge zu finden sind (GALLUSSER et al., 2002a). Daraus konnen nach
thren Aussagen Austauschbewegungen von Populationen und Arten vorausgesagt werden.
Diese topographischen und klimatischen Erhebungen wurden jedoch ohne Bezug zu ihren
RARD-Ergebnissen durchgefiihrt, so dass ein Vergleich zu den Ergebnissen aus dieser

Arbeit nicht vorgenommen werden konnte.

Fiir phylogenetische Aussagen werden hauptsidchlich Alloenzyme herangezogen, da diese
mehr ,konservierte Polymorphismen gegeniiber den DNA-Sequenzen aufdecken. NEI
(1988) hingegen empfiehlt fiir evolutionsbiologische Fragestellungen DNA-Sequenzen, da
diese mehr genetische Informationen liefern als Proteine. Nur in wenigen Arbeiten
(Blattldause - PUTERKA et al., 1993; Miicken — KAMBHAMPATI et al., 1992) wird die RAPD-
PCR herangezogen, um eine Aussage iiber die Abstammung und Ausbreitung einer
Organismengemeinschaft zu treffen, da diese nur die gegenwértigen Strukturen aufzeigen
kann. Da jedoch die Ausbreitung der Z-Rasse in Deutschland erst vor wenigen Jahrzehnten
erfolgte, kann die RAPD-PCR sowohl die vergangenen als auch die gegenwirtigen
Strukturen besser erfassen, als dies bspw. mit Alloenzymen moglich wére. Im folgenden

Abschnitt wird anhand der vorliegenden Ergebnisse iiber O. nubilalis zusammen mit den
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Ergebnissen aus der Literatur eine theoretisch mogliche Ausbreitung von O. nubilalis fiir

Deutschland beschrieben.

O. nubilalis, die ihr Ursprungsgebiet in den asiatischen Steppengebieten haben (ZWOLFER,
1928b), spalteten sich nach den vorliegenden TGGE-, Sequenzierungs- und RAPD-
Ergebnissen und nach den Schétzungen von MARCON et al. (1999) vor iiber 60 000 Jahren
in zwei Rassen. Die E-Rasse, die vermutlich gut an den aus den russischen
Steppengebieten stammenden Beifuss Artemisia vulgaris angepasst war, verbreitete sich
mit ihm {iber Europa. Mit der zunehmenden Kultivierung von Mais und der intensiveren
Landwirtschaft verursachte dieser polyphage Ziinsler auch Schiden an Hanf, Hopfen u. a.
Kulturpflanzen. Ausgehend von den Befallsgebieten in Asien und spiter auf dem Balkan
kam die Z-Rasse von O. nubilalis vermutlich erst vor iiber 100 Jahren entlang der Donau
nach Deutschland. Auf diesem Weg haben sich einige Populationen separiert. Ein Teil
wanderte vermutlich iiber das ungarische Gebiet weiter iiber die heutige Schweiz in den
siidwestlichen Teil Deutschlands ein. Somit konnte BAKO & JABLONOWSKI (1926) zitiert
in: ZWOLFER (1928a) in Ungarn und ZWOLFER (1928a) in Deutschland grof8e Schiden im
Mais beobachten, die sie mit einer Anderung der Nihrpflanzenpriferenz begriindeten.
Demgegeniiber versuchte ANDERSEN (1943) vergebens O. nubilalis in der Hallertau
(Bayern) durch den Maisanbau vom Hopfen fernzuhalten. Daraus schlussfolgerte
LANGENBRUCH (1985), dass es sich bei den Ziinslern von ANDERSEN um die E-Rasse, bei
denen von ZWOLFER jedoch um die Z-Rasse gehandelt haben muss. Eine weitere
Population konnte dann weiter nordlich iiber die stidwestlichen Bezirke Polens (nach
KANIA (1968) traten erste Schiden Mitte der 50er Jahre auf) nach Osterreich ins untere
Inntal in Richtung Pocking (LANGENBRUCH et al., 2000) eingewandert sein. Dies deckt sich
mit den RAPD-Ergebnissen aus der vorliegenden Arbeit, die eine enge genetische
Ahnlichkeit der Standorte Pocking und Polen aufzeigten. Weiterhin bestitigten die RAPD-
und TGGE-Ergebnisse eine starke Separation der siidlichen Standorte aus Baden-
Wiirttemberg gegeniiber denen aus Bayern und allen ndrdlich gelegenen Standorten. Von
den siidlichen Gebieten Deutschlands begann dann die weitere Ausbreitung entlang der
Flussebenen in Richtung Norden bei einer vorherrschenden westlichen Hauptwindrichtung
(Abb. 56). Aufgrund der bei den RAPD-Ergebnissen ermittelten Stellung des Standortes
Pocking zwischen den westdeutschen und den nordostdeutschen Populationen, konnte von
einer gemeinsamen Ausbreitung ausgegangen werden. Somit kann die hochste genetische
Ahnlichkeit zwischen Oderbruch und Halle mit der zeitlich jiingsten Trennung erklirt

werden. Hingegen wird bei den Populationen Hessisches Ried und Niedernberg schon eine
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geringere Ahnlichkeit sichtbar. Die geringste Ahnlichkeit innerhalb einer Metapopulation
wurde bei der slidwestdeutschen Metapopulation (Karlsruhe, Bodensee, Freiburg)
ermittelt. Ausgehend von den Maisschiden Anfang des 20. Jahrhunderts (ZWOLFER,
1928b) wanderte O. nubilalis vermutlich vor ca. 100 Jahren zundchst in den stidwestlichen
Teil Deutschlands ein. Aufgrund der Ahnlichkeit innerhalb der siidwestdeutschen Gruppe
konnte diese Vermutung damit bestétigt werden. Warum jedoch Bodensee und Karlsruhe
eine hohere genetische Ahnlichkeit besaBen als zur Population Freiburg, obwohl Bodensee
erst nach Freiburg und Karlsruhe befallen wurde (ZWOLFER, 1928a), kann nicht erklart
werden. Es kann nur vermutet werden, dass besondere zur Migration geeignete Genotypen

ausgehend von Freiburg nach Karlsruhe und Bodensee vorgedrungen sind.

Erst durch den zunehmenden Maisanbau ab den 60er Jahren von 100 000 ha auf bis zu
800 000 ha im Jahr 1980 (ANONYMUS, 2003b) konnte O. nubilalis ihre Populationsdichten
erhbhen und damit ein massenhaftes Auftreten ermdglichen. Der Mais, mit seinem
weichen, dicken Stidngel und hohen Kohlenhydratgehalt, gab O. nubilalis ausreichende
Néhrstoffe fiir eine schnelle Entwicklung und eine starke Reproduktionsrate gegeniiber
anderen Kulturpflanzen mit geringem Stidngeldurchmesser (LOSEY, 2002). Da das erste
Auftreten von O. nubilalis an den Standorten Pocking (Anfang 80er Jahre - pers. Mitt.
LANGENBRUCH, 2003) und Oderbruch (1985 - PorPKo, 1988) zeitgleich in den 80er-Jahren
erfolgte, kann eine ,unauffillige Ausbreitung innerhalb weniger Jahre angenommen

werden.

4.4  Auswirkungen populationsgenetischer Kenntnisse auf das Insektenresistenz-
management beim Anbau von Bt-Mais

Durch einen groBfldchigen Anbau von Bt-Mais besteht eine groe Gefahr, dass O. nubilalis
eine Resistenz gegen das Bt-Toxin entwickelt, da stindig ein starker Selektionsdruck auf
thn ausgeiibt wird. Das gezielte Suchen nach resistenten Maisziinslern im konventionellen
Feld konnte durch den Einsatz von resistenzspezifischen Primern schneller und effektiver
durchgefiihrt werden als mit dem aufwendigen F2-Screening. Um die Entstehung einer
Resistenz rechtzeitig zu erkennen, wire es wichtig, Resistenzmarker bereits vor dem
grof3flichigen Anbau von Bt-Mais in Deutschland zu erhalten. Es hat sich jedoch gezeigt,
dass beim gegenwirtig geringen Anbau von Bt-Mais noch keine resistenten Tiere
identifiziert werden konnten (pers. Mitt. HOMMEL, 2003). Auch beim intensiven Anbau
von Mais und Baumwolle in Amerika wurden keine resistenten Ziel-Organismen

identifiziert (Fox, 2003). Erst mit einem umfangreichen Anbau von Bt-Mais ist die
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wichtige Vorraussetzung erfiillt, um auf der Grundlage iiberlebender Tiere das F2-
Screening nach ANDOW & ALSTAD (1998) zu realisieren. Ein Problem dabei ist, dass im
Feld mit Bt-Mais auch anfillige Pflanzen stehen. Damit muss auch iiber den Nachweis des
Bt-Toxins eine weitere Eingrenzung der gesammelten {iberlebenden Larven erfolgen. Die
DNA der resistenten F2-Laborpopulation kann anschlieend iiber eine RAPD-PCR mit der
DNA der empfindlichen Tiere aus dieser Status-quo-Analyse verglichen werden. Dabei
sollten die RAPD-Muster von allen drei Jahren herangezogen werden, da zwischen
verschiedenen Jahren innerhalb einer Lokalpopulation eine sichtbare genetische
Variabilitit bestand. Wenn eine resistente Laborpopulation eine zusétzliche Bande
amplifiziert, die in keinem RAPD-Muster iiber die drei Jahre auftrat, dann wird diese
Bande zunichst sequenziert. AnschlieBend werden anhand der sequenzierten Daten
spezifische Primer entwickelt, die als SCAR- (sequence characterized amplified region)
oder als Marker korreliert mit der Resistenz auftreten und nach einer Validierung in der
Praxis fiir das Resistenzmanagement herangezogen werden konnen. Allerdings ist es
moglich, dass ein Screening auf resistente Banden mittels RAPD-PCR mit den in dieser
Arbeit verwendeten 20 Primern nicht ausreichend ist. In anderen Arbeiten lieferten von
einer groen Auswahl an Primern nur wenige Primer resistente Markerbanden
(MICHELMORE et al., 1991 — 3 von 100 Primern; MARTIN et al., 1991 — 3 von 144 Primer;
PARAN et al., 1991 — 4 Marker verbunden mit 2 Resistenzgenen, 6 Marker mit einem
Resistenzgen von 212 Primern). Fiir eine rechtzeitige Erkennung der Resistenzentstehung
miissten dann mit spezifischen Primern jéhrlich 20er-Populationen vom Feld gesammelt
werden, um das Auftreten (qualitativ) und die Intensitét (quantitativ) der diagnostischen
Bande zu ermitteln. Bei mehreren 20er-Gruppen pro Jahr kann die Frequenz dieser
diagnostischen Bande berechnet werden. Bei einer Frequenzerhdhung konnte dann ein
voriibergehender Anbaustop fiir Bt-Mais vorgenommen werden, da nach HUANG et al.
(1999) bei Abwesenheit des Selektionsdrucks wahrscheinlich eine Bevorzugung von
Genen fiir Nicht-Resistenz besteht. Allerdings konnten EDWARDS & HoOy (1995) bei
ausgesetzten  Blattlausparasiten  Trioxys pallidus mit Insektizidresistenz keine
Frequenzerhohung bei sechs RAPD-Markerbanden in der Feldpopulation nach drei Jahren
feststellen. Die Nutzung von RAPD-Mustern fiir die Entwicklung diagnostischer Marker
wurde insbesondere im Zusammenhang mit Pflanzenkrankheiten gezeigt. Dass eine
schnelle Identifizierung resistenter Genotypen bei bereits bekannten Resistenzgenen durch
Markerbanden mit Hilfe der RAPD-PCR moglich ist, zeigen die folgenden Arbeiten:

MARTIN et al. (1991) wiesen damit Pseudomonas Resistenz-Gene in Tomaten nach,
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MICHELMORE et al. (1991) und PARAN et al. (1991) identifizierten Mehltau-Resistenz-Gene
bei Salat und NOTHNAGEL & STRAKA (2004) wiesen Resistenz-Gene gegen den pilzlichen

Krankheitserreger Alternaria dauci bei der Mohre nach.

Um einer Resistenzentstehung entgegenzuwirken, kann sowohl eine hohe Migration
zwischen den lokalen Populationen als auch die Anlage von Refugien mit konventionellem
Mais oder Wildpflanzen eine ,,Ausdiinnung® der homozygot resistenten Gene bewirken.
Da durch die RAPD-PCR eine hohe genetische Variabilitit innerhalb einer
Lokalpopulation und ein geringer Genfluss zwischen den Lokalpopulationen von O.
nubilalis ermittelt wurden, wire ohne Refugien eine schnelle Resistenzentstehung
(KRONBERG, 1993) aber eine langsame Resistenzausbreitung zu erwarten. BLATTER &
WOLFE (1996) gehen bei einer Anlage von Refugien von einer geringen Gefahr einer
Resistenzbildung aus. Ein Refugium mit konventionellem Mais kann jedoch eine stirkere
Separation durch den geringen Genfluss innerhalb einer Lokalpopulation bewirken und
somit die Entstehung einer Resistenz in einer ,,Teilpopulation” fordern. Dadurch wird die
grofle Variabilitdt vermindert, hohere Fsr-Werte erreicht und es werden RAPD-Muster
entstehen, die mit den in dieser Arbeit ermittelten RAPD-Mustern wenig vergleichbar sind.
Das ostdeutsche Befallsgebiet, besonders im Oderbruch, ist aufgrund der grofBen
zusammenhdngenden Anbauflichen und des starken Befalls (hohe Individuendichten)
besonders fiir eine schnelle Entwicklung der Bt-Resistenz priadestiniert. BLATTER & WOLFE
(1996) schitzen fiir die Schweiz eine geringe Resistenzbildung, da dort die Mais-
Anbaufldchen klein sind und damit nur ein geringer Selektionsdruck besteht. Wenn sich
jedoch eine Resistenz in einer Population etabliert, dann kann anhand der ermittelten

genetischen Ahnlichkeiten eine Abschitzung der Ausbreitungsrichtung in andere

Lokalpopulationen und durch die Fsr-Werte die Geschwindigkeit der Ausbreitung zu

anderen Lokalpopulationen vorgenommen werden. Das Oderbruch ist aufgrund der
Befallssituation und den nur geringen Moglichkeiten zum Pfliigen nach der Maisernte fiir
den Anbau von Bt-Mais besonders priddestiniert. Die Ausbreitung resistenter Tiere in
andere norddeutsche Lokalpopulationen wére allerdings durch die wéhrend des
Falterfluges vorherrschende (nord)westliche Windrichtung erschwert. Eine Drift von
Resistenzgenen zwischen élteren etablierten Befallsgebieten, wie der siidwestdeutschen
Metapopulation, wird als weniger kritisch betrachtet, da ihre Populationsdichten und somit
auch ihr Genfluss bedeutend geringer sind. Die Entstehung neuer Befallsgebiete als Folge
der Migration aus resistenten Lokalpopulationen muss dann auf resistente Tiere

zurlickgefiihrt werden. Ein Anbau von Bt-Mais wire dann keine Bekdmpfungsoption.
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5 ZUSAMMENFASSUNG

Das Ziel der vorliegenden Arbeit war die Erfassung der genetischen Variabilitat zwischen

Populationen des Maiszlnslers Ostrinia nubilalis und die Gruppierung von genetisch

homogenen Populationen. Darauf aufbauend sollten Aussagen zur Migration zwischen O.

nubilalis-Populationen in Deutschland und zur kinftigen Ausbreitung von moglichen Bt-

resistenten Maiszunslern als Folge des Anbaus von Bt-Mais abgeleitet werden. Fir die

Beantwortung dieser Fragen wurde die O. nubilalis-DNA mit den molekularbiologischen
Methoden RAPD-PCR, ITS-RFLP, TGGE und der Sequenzierung untersucht. Die RAPD-

Untersuchungen von 1999 — 2001 zeigten den genetischen Status-quo von O. nubilalis-

Populationen in den wichtigsten Befallsgebieten Deutschlands noch vor dem Anbau von

Bt-Mais.

In den methodischen Untersuchungen wurden folgende Ergebnisse erzielt:

>

Die Poolung von 20 L5-Larven in einem gemeinsamen DNA-Extrakt
représentiert die Population hinreichend. Obwohl Geschwisterlarven vom Feld
das RAPD-Muster der Population kaum beeinflussen, sollte eine reprasentative
Populations-Gruppe von verschiedenen Feldbereichen und Stdngeln gesammelt
werden. Laborzuchten ab zwei bis drei Generationen sind aufgrund der
zunehmenden Homogenitat der RAPD-Muster ungeeignet als Reprasentanz
ihrer Herkunft.

Die RAPD-Muster werden durch assoziierte Mikroben-DNA in der O.
nubilalis-DNA von L5-Larven nicht beeinflusst. Eine Entfernung des Darmes

der L5-Larven vor der DNA-Extraktion ist daher nicht notwendig.

Larven der E-Rasse verandern das RAPD-Muster in der Populationsprobe der
Z-Rasse deutlich. Bei der Probenentnahme der L5-Larven der Z-Rasse von
einem Maisfeld sollte daher durch einen genugenden Abstand zum Feldrand
(Breite des Vorgewendes) das Sammeln von Larven der E-Rasse

ausgeschlossen werden.

Aus den populationsgenetischen Untersuchungen koénnen folgende Aussagen getroffen

werden:

>

Innerhalb der Lokalpopulationen wurde eine hohe genetische Variabilitat der
Individuen nachgewiesen, was auf hohe Mutationsraten schlieBen lasst. Diese

intrapopulationsspezifische  Variabilitdt ist jedoch im Vergleich zur
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interpopulationsspezifischen Variabilitat geringer. Das weist darauf hin, dass
ein geringer Genfluss zwischen den Populationen besteht. Dieser wird durch die
grolen Distanzen von 100-200 km, topographische Barrieren, geringe
Flugaktivitaten von O. nubilalis und durch einen geringen Maisanbau zwischen

den Standorten verursacht.

» Ein  Zusammenhang zwischen der genetischen Variabilitait aller
Lokalpopulationen und ihren geographischen Distanzen, Hohen in NN,
Niederschlagen und Temperaturen wurde nicht festgestellt. Die nicht
vorhandene Korrelation zwischen genetischer und geographischer Variabilitat
kdnnte darauf hinweisen, dass sich die Lokalpopulationen erst vor kurzer Zeit
(< 100 Jahre) getrennt haben und damit die Standortcharakteristik sich in den

Distanzen noch nicht aufzeigen l&sst.

» Aufgrund der groRen genetischen Variabilitat innerhalb einer Lokalpopulation
sollten die Voraussetzungen fir eine schnelle Resistenzentwicklung gegeben
sein. Durch den geringen Genfluss zwischen den Lokalpopulationen ist die
Ausbreitung der Resistenz in eine benachbarte anfallige Population eher gering
einzustufen. Wenn jedoch der Maisanbau, insbesondere von Ko&rnermais,
regional zunimmt und somit die Kolonisation der island-Habitate zwischen den
mainland-Habitaten ansteigt, dann wird auch die Abundanz von O. nubilalis

zunehmen, die die Resistenzausbreitung beschleunigen wirde.

» Aufgrund der groRen genetischen Variabilitat innerhalb einer Lokalpopulation
ist das Auffinden resistenzbezogener DNA-Marker nur tber die Status-quo-
Analyse von drei Jahren mdglich. Anhand der Dendrogramme kann eine
Abschétzung der Resistenzausbreitung vorgenommen werden. Aufgrund der
ermittelten Fsr-Werte ist eine geringe Ausbreitungsgeschwindigkeit der

Resistenz zwischen zwei Lokalpopulationen zu erwarten.

» Auf der Basis der genetischen und geographischen Ergebnisse werden vier
Metapopulationen definiert: 1.) nordostdeutsche Metapopulation mit Oderbruch
und Halle 2.) westdeutsche Metapopulation mit Hessischem Ried, Niedernberg
und Bonn 3.) sudwestdeutsche Metapopulation mit Karlsruhe, Freiburg und
Bodensee 4.) sudostdeutsche Metapopulation mit Pocking. Die norddeutsche
Metapopulation bildet zur westdeutschen Metapopulation die hdchste

genetische Ahnlichkeit. Die siidostdeutsche Metapopulation nimmt genetisch
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eine  Zwischenstellung zwischen der nordost- und westdeutschen
Metapopulation ein. Die stidwestdeutsche Metapopulation separiert sich in den
RAPD-Mustern von allen anderen Metapopulationen. Diese Separierung wurde
auch bei der Untersuchung von ITS-1-Fragmenten durch die TGGE bestétigt.

» Anhand der RAPD-PCR, TGGE und Sequenzierung konnte eine klare
Trennung der Z-Rasse von der E-Rasse vorgenommen werden. Die TGGE
zeigte bei der Z-Rasse eine zusatzliche Variante des ITS-1-Typs gegentber der
E-Rasse. Bei der Sequenzierung aller Varianten des ITS-1-Typs wurden zwei
Sequenzunterschiede detektiert, bei denen es sich um eine Deletion bzw.
Substitution jeweils eines Nukleotids bei der E-Rasse gegenuber der Z-Rasse
handelte. Die Rassen haben sich wahrscheinlich vor tber 60 000 Jahren
getrennt und sich von Asien nach Europa ausgebreitet. Dabei wurde Europa
sehr viel friher von der E-Rasse besiedelt, bevor die Z-Rasse zu Beginn des 20.
Jahrhunderts in Deutschland einwanderte. Wie die RAPD-PCR und die TGGE
zeigten, mussen zwei unabhangige Einwanderungen der Z-Rasse nhach
Deutschland stattgefunden haben. Eine erfolgte um 1900 in den stidwestlichen
Teil Deutschlands (Baden-Wurttemberg) und eine weitere ab den 50er Jahren in
den sudostlichen Teil Deutschlands (Bayern). Von dort aus breitete sich O.
nubilalis in wenigen Jahrzehnten ,,unauffallig“ in Richtung Norden aus. Durch
den immer starkeren Maisanbau, der zunehmend andere Kulturen wie
Futterpflanzen, Futterriiben und Kartoffeln verdréngte, konnten O. nubilalis
ihre Populationsdichte an dem fur sie vorteilhaften Mais erhdhen und damit in
unterschiedlichen Regionen Deutschlands zeitgleich in den 80er Jahren bemerkt
werden. Die Ausbreitung in die westlichen Gebiete, z. B. in die Region um
Bonn, vollzog sich langsamer als in den norddstlichen Regionen. Die schnellere
Ausbreitung in der norddstlichen Region hat vor allem drei Grunde: die
westliche Hauptwindrichtung wéhrend des Falterfluges, der zunehmende Anteil

des pfluglosen Maisanbaues und ein héherer Anteil an Kérnermais.
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7  ANHANG

1. Standortbeschreibung

Tab. 1: Beschreibung der Standorte von O. nubilalis

1999
Befall Schatzung
Standorte Maisanbau Feldanzahl gering: bis 20 %, Sammel- Sammel-
und -grofe mittel: 21 — 70 %; termin bedingungen
hoch: iiber 70 %
allgemein | detailliert Silo | Kdrner | CCM gering mittel stark Stoppel | Bestand
2
Oderbruch Golzow X ca. 73/62 30.9./ X
ha/Feld 1.10.99
1
Halle Spicken- X ca. 50 ha X 6.10.99 X
dorf
Niedernberg | Niedern- 10 1.-8.11.
berg X X 0,5 - 5 ha/Feld X X
GroB3-
Ostheim
Hessisches | Gemeinde 9 13. - 26.
Ried Riedstadt X X 10,5-7ha/Feld X 10. X) X
Inntal 10 X
Pocking Landreis X X 4 — 10 ha/Feld 1.-31. X
Passau 10.
Walldorf X 2
Karlsruhe Liedols- X 2.7-16.7. Falterfange
heim X
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2000

Befall Schatzung

Standorte Maisanbau Feldanzahl gering: bis 20 %, Sammel- | Sammelbedingungen
und -grofRe mittel: 21 — 70 %; termin
hoch: iiber 70 %
allgemein | detailliert Silo | Kérner | CCM gering | mittel | stark Stoppel Bestand
Oderbruch Seelow X 1 X 14. - 18. X X
ca. 30 ha 9.
Spicken- X 1 X X
Halle dorf ca. 28 ha 4.10.
Niedern- 12
Niedernberg berg 0,5 — 5 ha/Feld 23.-26.
GroB- X X X X 10. X X
Ostheim
Gemeinde 10 X
Hessisches | Riedstadt X X 10,5-7ha/Feld 16. —30. X) X
Ried 10.
Inntal 16
Pocking Landreis X X 4 — 10 ha/Feld X 26.—28.9. X
Passau
Walldorf X
Karlsruhe Liedols- X 3 X 20.6. —
heim X 10.7.
Laden-burg X X
Gott- X 4 X
Bodensee | madingen Felder hatten 19.6. - 3.
Nenzin-gen X eine Abstand X 7.
Hilzingen X von = 11 km X Falterfinge
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2001
Befall Schatzung
Standorte Maisanbau Feldanzahl gering: bis 20 %, Sammel- | Sammelbedingungen
und -groRe mittel: 21 — 70 %; termin
hoch: iiber 70 %
allgemein detailliert Silo | Kérner | CCM gering | mittel | stark Stoppel Bestand
1
Oderbruch Gusow X ca.2,2 ha X 26.09 X
1
Halle Spickendorf X ca. 50 ha X 2.10 X
10 8.—109.
Niedernberg Niedernberg X X | 2-10 ha/Feld X X 10. X X
Grof3-Ostheim
10 23. -30.
Hessisches Gemeinde X X 0,5-7 X 10. (X) X
Ried Riedstadt ha/Feld
Inntal Landreis 20 13.-15.
Pocking Passau X X |4-10ha/Feld X 10. X
Riegel 3 X
Breisgau/ (Romanshofe) Felder hatten 11.6. - 14.
Freiburg Endingen einen Abstand 7. Falterfange
(Wilhelmshofe) von = 3 km X
Forchheim/Wyhl X
Alfter/Vollm. 4 X 18.6.
Bonn (Borkeshof) Felder hatten X
Rheinbach/Ober- einen Abstand X 6.8.
drees X von = 14 km
Euskirchen X
Bonn- Bei- X 9.5.
Tannenbusch ful
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2. Chemikalien und Geréte

Chemikalien wurden von folgenden Firmen bezogen:

Tab. 2a: Extraktion
Chemikalien Firma
TE-Puffer Fluka
EDTA Fluka
Ethanol Roth
Isopropanol unbekannt
KAC Merck
NaAc Roth
NaCl Roth
Quarzsand Roth
SDS Promega
Tris ICN Biomedicals, Inc.
Tab.2b: PCR
Chemikalien Firma

Ampli-Tag-DNA-Polymerase
(Stoffelfragment) inkl. 10 X Stoffel-Puffer
und MgCl,

Applied Biosystems

Doppelt Destilliertes Wasser Fluka
Gelladungspuffer (GLP) 6X Promega
d NTP Boehringer Mannheim, Roche
RAPD-Primer Roth, MWG-Biotech AG
TE-Puffer Fluka
Taqg-Polymerase bei Mais
Tab. 2c:  Gelelektrophorese/Farbung
Chemikalien Firma
100 bp Ladder GIBCO/BRL
Agarose Seakem® Bio Whittaker Molecular Applications
Bromphenol Blau Fluka
Destilliertes Wasser Roth
Ehidiumbromid SERVA, Elektrophoresis GmbH
MgSO, Fluka
TAE-Puffer Eppendorf
Tab. 2d: DNA-Messung
Chemikalien Firma
Destilliertes Wasser Roth
Farbstoff 33258 Hoechst
Kalbsthymus-DNA Pharmacia
TAE-Puffer Eppendorf
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Tab. 2e: RFLP

Chemikalien

Firma

Restriktionsenzym Hae Il1

MBI Fermentas

Restriktionsenzym Rsa |

MBI Fermentas

Tab. 2f: TGGE

Chemikalien Firma
50 X Mops Puffer Roth (Art.6979.3)
Ammoniumpersulfat (APS) Serva (Art.13375)

ITS f und r Primer mit GC-Klammer

MWG-Biotech AG

Paraffinol Roth Art.9190.1
TEMED Promega
Tab.2g: T-RFLP
Chemikalien Firma
BSA New England Biolabs
Hhal, Taqg|l New England Bio Labs
NEBuffer 4 New England Biolabs

POP 6-Polymer

PE Applied Biosystems

Rox-Standard

Applied Biosystems

Tab. 2h:  Sequenzierung

Chemikalien

Firma

GA-Puffer

PE Applied Biosystems

Primer siehe Tab. 2b

POP 6-Polymer

PE Applied Biosystems

Sephadex G-50

Pharmacia

Terminationsmix Big Dye®

Applied Biosystems

TSR-Puffer

PE Applied Biosystems
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Tab. 3:  Geréate und Hilfsmittel wurden von folgenden Firmen bezogen:

Gerate und Hilfsmittel Firma angewandte Methode
A 14 Tischzentrifuge Jouan Sequenzierung
CCD Video Kamera RA 1 KAISER Gelelektrophorese
Elektrodenkammer Eigenbau TGGE
Elektrodenlappen Flinka, Allzwecktuch TGGE
(Art.-Nr.386/620020)
Elektrophorese-Kammer Owl Scientific, inc. Woburn, T-RFLP
MA USA
Filterpapier Filtrak GmbH Gelelektrophorese
Fluoriometer DyNA Quant Pharmacia Biotech
200
Gelkamm, Gelkammer; Hoefer Gelelektrophorese
Geltréger
Kapillare (50 um, 47 cm) PE Applied Biosystems T-RFLP, Sequenzierung
Kapillare (50 um, 61 cm) PE Applied Biosystems Sequenzierung
Kihlzentrifuge MR 1822 Jouan Extraktion, PCR
Kivette amersham Pharmacia biotech DNA-Messung
Mikrowelle Alaska Gelelektrophorese
Marser und Pistill Roth Extraktion
Multi Temp 1l Pharmacia Gelelektrophorese
PCR-Thermal Cycler Biozym PCR
PTC 200
Sequenzierer ABI Prims PE Biosystems Sequenzierung, T-RFLP
310 Genetic Analyzer (64331 Walterstadt)
Skalpell Extraktion
Spannungsgerét Serva,Blue Power 500 TGGE
Spatel Roth Extraktion
Spectrophotometer U-2010 Hitachi Sequenzierung
Speed Vac Jouan Extraktion
Sterilfilter-Pipettenspitzen Biozym PCR
fur PCR
Stromversorgungsgerate Pharmacia Gelelektrophorese
Thermocycler 2400 T-RFLP
Thermocycler Gene Amp PE Applied Biosystems Sequenzierung
PCR System 9700
Tiefkuhlgerate Siemens PCR, Extraktion
Tischzentrifuge EBA 12 Frobel Labor Technik PCR, Extraktion, DNA-
Reinigung
UV-Tisch Labortechnik Gelelektrophorese
Vakuumzentrifuge RC 10.10 Jouan Sequenzierung
Vortex Genie 2™ Bender & Hobein AG, Extraktion
Zurich, Schweiz
Wasserbad Bandelin Extraktion
Wasserbad Sonorex Bandelin Extraktion
Super 10 P
Wippe Rocky Frobel Labor Technik Gelelektrophorese
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3. Puffer und Losungen (selbst hergestellt)

Extraktion

Extraktionspuffer
100 mM Tris-HCI, pH 8,0; 500 mM NaCl; 50 mM EDTA, pH 8,0

DNA-Fluoreszenzmessung
10 X TNE-Puffer

12,11 ¢ Tris (100 mM)
3,729 EDTA Na; + 2 H,0 (10 mM)
116,89 g NaCl

Pulver in 800 ml HPLC-Wasser geben und mit HCI einen pH von 7,4 einstellen. Danach
mit HPLC-Wasser auf 1000 ml aufftllen. Puffer ist fir drei Monate bei 4 °C
aufzubewahren.

Hoe 33258
10 mg Hoe 33258 in 10 ml HPLC-Wasser (in dunkler Flasche aufbewahren) l6sen

Probenlésung A (Farbstofflosung, Hoe 33258) 1mg/ml

Ansetzung: 10 pl Hoe 33258

10 ml 10 X TNE

90 ml dd Wasser
TGGE
50 X MOPS-Puffer (pH 8,0) fuir 500 ml
104,659 MOPS
50 ml EDTA 0,5 M (pH 8,0)

TGGE-Stammlésung (500 ml)

240,4 g 8 M Urea

77,8 ml dd Wasser

100 ml Acrylamid 30 %
100 ml Formamid

11,5ml Glyzerin 85 %

10 ml 50 X MOPS-Puffer

leicht erwéarmen, auf 500 ml mit dd Wasser auffiillen und anschlieRend filtrieren

Gelladungspuffer (5X)

200 mM MOPS

10 mM EDTA
0,05 % Bromphenolblau
0,05 % Xylencyanol (pH 8,0)
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Silberfarbung
Fixierlosung: 10 %

0,5%

Farbeldsung: 150 ml

03¢

Entwicklerlésung: 150 ml

0,4 ml

Konservierungsldsung: 28,5 mi

62,5 ml
159 ml

Sequenzierung
Reinigung der PCR-Produkte

Ethanol
Essigsdure

Fixierldsung
Silbernitrat (0,2 %)

Natriumhydroxid (3 %)
Formaldehyd (37 %)

Glycerin (85 %)
Ethanol
Destilliertes Wasser

10 g Sephadex G-50 (Pharmacia) werden in 150 ml ¥ TE-Puffer resuspendiert und
einen Tag lang quellen gelassen; Lagerung bei 4°C
750 pl Suspension wird in ein Rohrchen mit eingesetzten Filter gegeben; 10 min

bei Raumtemperatur stehen

Zentrifugation fur 2 min bei 800 g

Uberfithrung des Filters auf ein neues 1,5 ml Tube und Beladung der Saule mit dem

PCR-Produkt

Zentrifugation fur 2 min bei 800 g

Entfernung des Filters und Uberfilhrung des PCR-Produktes in ein Reaktionsgefil
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4. Alignment der O. nubilalis-Populationen

Bodensee
Freiburg
Frankreich
Hess. Ried
Karlsruhe
Pocking
Polen
Niedernberg
Oderbruch
Tierl_Oderb
Tier2_Oderb
Goettingen
Bonn

Lintel

Bodensee
Freiburg
Frankreich
Hess. Ried
Karlsruhe
Pocking
Polen
Niedernberg
Oderbruch
Tierl_Oderb
Tier2_Oderb
Goettingen
Bonn

Lintel

Bodensee
Freiburg
Frankreich
Hess. Ried
Karlsruhe
Pocking
Polen
Niedernberg
Oderbruch
Tierl_Oderb
Tier2_Oderb
Goettingen
Bonn

Lintel

CCGCCCGTCG
CCGCCCGTCG
CCGCCCGTCG

CCGCCCGTCG
CCGCCCGTCG
CCGCCCGTCG
CCGCCCGTCG
CCGCCCGTCG

65
CTTCACGGCC
CTTCACGGCC
CTTCACGGCC
CTTCACGGCC
CTTCACGGCC
CTTCACGGCC
CTTCACGGCC
CTTCACGGCC
CTTCACGGCC
CTTCACGGCC
CTTCACGGCC
CTTCACGGCC
CTTCACGGCC
CTTCACGGCC

SRR |
125
AGTCGTAACA
AGTCGTAACA
AGTCGTAACA
AGTCGTAACA
AGTCGTAACA
AGTCGTAACA
AGTCGTAACA
AGTCGTAACA
AGTCGTAACA
AGTCGTAACA
AGTCGTAACA
AGTCGTAMCA
AGTCGTAACA
AGTCGTAACA

SRR R |
15
-TACTACCGA
CTACTACCGA
CTACTACCGA
CTACTACCGA
-TACTACCGA
--ACTACCGA
CTACTACCGA
CTACTACCGA
CTACTACCGA
---CTACCGA
CTACTACCGA
CTACTACCGA
-TACTACCGA
-TACTACCGA

TR R |
75

GTCGGCGTTG
GTCGGCGTTG
GTCGGCGTTG
GTCGGCGTTG
GTCGGCGTTG
GTCGGCGTTG
GTCGGCGTTG
GTCGGCGTTG
GTCGGCGTTG
GTCGGCGTTG
GTCGGCGTTG
GTCGGCGTTG
GTCGGCGTTG
GTCGGCGTTG

SRR |
135
AGGTTTCCGT
AGGTTTCCGT
AGGTTTCCGT
AGGTTTCCGT
AGGTTTCCGT
AGGTTTCCGT
AGGTTTCYGT
AGGTTTCCGT
AGGTTTCCGT
AGGTTTCCGT
AGGTTTCCGT
AGGTTTCCGT
AGGTTTCCGT
AGGTTTCCGT

YRR |
25
TTGAATGATT
TTGAATGATT
TTGAATGATT
TTGAATGATT
TTGAATGATT
TTGAATGATT
TTGAATGATT
TTGAATGATT
TTGAATGATT
TTGAATGATT
TTGAATGATT
TTGAATGATT
TTGAATGATT
TTGAATGATT

YRR |
85

CTGGGAAGTT
CTGGGAAGTT
CTGGGAAGTT
CTGGGAAGTT
CTGGGAAGTT
CTGGGAAGTT
CTGGGAAGTT
CTGGGAAGTT
CTGGGAAGTT
CTGGGAAGTT
CTGGGAAGTT
STGGGAAGTT
CTGGGAAGTT
CTGGGAAGTT

Sl EER |

145
AGGGGAACCT
AGGGGAACCT
AGGGGAACCT
AGGGGAACCT
AGGGGAACCT
AGGGGAACCT
AGGGGAACCT
AGGGGAACCT
AGGGGAACCT
AGGGGAACCT
AGGGGAACCT
AGGGGAACCT
AGGGGAACCT
AGGGGAACCT

S EEER |
35
TAGTGAGGTC
TAGTGAGGTC
TAGTGAGGTC
TAGTGAGGTC
TAGTGAGGTC
TAGTGAGGTC
TAGTGAGGTC
TAGTGAGGTC
TAGTGAGGTC
TAGTGAGGTC
TAGTGAGGTC
TAGTGAGGTC
TAGTGAGGTC
TAGTGAGGTC

S EEEe |
95

GACCAAACTT
GACCAAACTT
GACCAAACTT
GACCAAACTT
GACCAAACTT
GACCAAACTT
GACCAAACTT
GACCAAACTT
GACCAAACTT
GACCAAACTT
GACCAAACTT
GACCAAACTT
GACCAAACTT
GACCAAACTT

Y EErY |

155
GCGGAAGGAT
GCGGAAGGAT
GCGGAAGGAT
GCGGAAGGAT
GCGGAAGGAT
GCGGAAGGAT
GCGGAAGGAT
GCGGAAGGAT
GCGGAAGGAT
GCGGAAGGAT
GCGGAAGGAT
GCGGAAGGAT
GCGGAAGGAT
GCGGAAGGAT

ST EP |
45
TTCGGACCGA
TTCGGACCGA
TTCGGACCGA
TTCGGACCGA
TTCGGACCGA
TTCGGACCGA
TTCGGACCGA
TTCGGACCGA
TTCGGACCGA
TTCGGACCGA
TTCGGACCGA
TTCGGACCGA
TTCGGACCGA
TTCGGACCGA

SRR |
105
GATCATTTAG
GATCATTTAG
GATCATTTAG
GATCATTTAG
GATCATTTAG
GATCATTTAG
GATCATTTAG
GATCATTTAG
GATCATTTAG
GATCATTTAG
GATCATTTAG
GATCATTTAG
GATCATTTAG
GATCATTTAG

I PR |
165
CATTAACGTG
CATTAACGTG
CATTAACGTG
CATTAACGTG
CATTAACGTG
CATTAACGTG
CATTAACGTG
CATTAACGTG
CATTAACGTG
CATTAACGTG
CATTAACGTG
CATTAACGTG
CATTAACGTG
CATTAACGTG

ITS-1

TR R |
55
CACGCGGTGG
CACGCGGTGG
CACGCGGTGG
CACGCGGTGG
CACGCGGTGG
CACGCGGTGG
CACGCGGTGG
CACGCGGTGG
CACGCGGTGG
CACGCGGTGG
CACGCGGTGG
CACGCGGTGG
CACGCGGTGG
CACGCGGTGG

A PR |
115
AGGAAGTAAA
AGGAAGTAAA
AGGAAGTAAA
AGGAAGTAAA
AGGAAGTAAA
AGGAAGTAAA
AGGAAGTAAA
AGGAAGTAAA
AGGAAGTAAA
AGGAAGTAAA
AGGAAGTAAA
AGGAAGTAAA
AGGAAGTAAA
AGGAAGTAAA

SRR |
175
TACGTTCACA
TACGTTCACA
TACGTTCACA
TACGTTCACA
TACGTTCACA
TACGTTCACA
TACGTTCACA
TACGTTCACA
TACGTTCACA
TACGTTCACA
TACGTTCACA
TACGTTCACA
TACGTTCACA
TACGTTCACA

v
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Bodensee
Freiburg
Frankreich
Hess. Ried
Karlsruhe
Pocking
Polen
Niedernbe
Oderbruch
Tierl_Oderb
Tier2_Oderb
Goettingen
Bonn

Lintel

Bodensee
Freiburg
Frankreich
Hess. Ried
Karlsruhe
Pocking
Polen
Niedernbe
Oderbruch
Tierl_Oderb
Tier2_Oderb
Goettingen
Bonn

Lintel

Bodensee
Freiburg
Frankreich
Hess. Ried
Karlsruhe
Pocking
Polen
Niedernberg
Oderbruch
Tierl_Oderb
Tier2_0Oderb
Goettingen
Bonn

Lintel

4 BEER
185
TGTGATACAC
TGTGATACAC
TGTGATACAC
TGTGATACAC
TGTGATACAC
TGTGATACAC
TGTGATACAC
TGTGATACAC
TGTGATACAC
TGTGATACAC
TGTGATACAC
TGTGATACAC
TGTGATACAC
TGTGATACAC

L EEER
245
TCTGATCGAA
TCTGATCGAA
TCTGATCGAA
TCTGATCGAA
TCTGATCGAA
TCTGATCGAA
TCTGATCGAA
TCTGATCGAA
TCTGATCGAA
TCTGATCGAA
TCTGATCGAA

TGATCGAA

TGATCGAA

TGATCGAA

4 BEER
305
ATTCTACGTG
ATTCTACGTG
ATTCTACGTG
ATTCTACGTG
ATTCTACGTG
ATTCTACGTG
ATTCTACGTG
ATTCTACGTG
ATTCTACGTG
ATTCTACGTG
ATTCTACGTG
ATTCTACGTG
ATTCTACGTG
ATTCTACGTG

g EEEn
195
AAGTGTCATG
AAGTGTCATG
AAGTGTCATG
AAGTGTCATG
AAGTGTCATG
AAGTGTCATG
AAGTGTCATG
AAGTGTCATG
AAGTGTCATG
AAGTGTCATG
AAGTGTCATG
AAGTGTCATG
AAGTGTCATG
AAGTGTCATG

5 e
255
GGAAGGTCTC
GGAAGGTCTC
GGAAGGTCTC
GGAAGGTCTC
GGAAGGTCTC
GGAAGGTCTC
GGARGGTCTC
GGAAGGTCTC
GGAAGGTCTC
GGAAGGTCTC
GGAAGGTCTC
GGAAGGKCTC
GGAGGGTCTC
GGAAGGTCTC

4 BEEn
315
TACAGATTGA
TACAGATTGA
TACAGATTGA
TACAGATTGA
TACAGATTGA
TACAGATTGA
TACAGATTGA
TACAGATTGA
TACAGATTGA
TACAGATTGA
TACAGATTGA
TACAGATTGA
TACAGATKGA
TACAGATTGA

Y B

205
TGGGAATGAT
TGGGAATGAT
TGGGAATGAT
TGGGAATGAT
TGGGAATGAT
TGGGAATGAT
TGGGAATGAT
TGGGAATGAT
TGGGAATGAT
TGGGAATGAT
TGGGAATGAT
TGGGAATGAT
TGGGAATGAT
TGGGAATGAT

Y EEEn

265
GTTTAATTAT
GTTTAATTAT
GTTTAATTAT
GTTTAATTAT
GTTTAATTAT
GTTTAATTAT
GTTTAATTAT
GTTTAATTAT
GTTTAATTAT
GTTTAATTAT
GTTTAATTAT
GTTTAATTAT
GTTTAATWAT
GTTTAATTAT

Y EEEn

325
AAATCCGCGA
AAATCCGCGA
AAATCCGCGA
AAATCCGCGA
AAATCCGCGA
AAATCCGCGA
AAATCCGCGA
AAATCCGCGA
AAATCCGCGA
AAATCCGCGA
AAATCCGCGA
AAATCCGCGA
AAATCCGCGA
AAATCCGCGA

S R
215
CATACAATAA
CATACAATAA
CATACAATAA
CATACAATAA
CATACAATAA
CATACAATAA
CATMCAATAA
CATACAATAA
CATACAATAA
CATACAATAA
CATACAATAA
CATMCAATAA
CATACAATAA
CATACAATAA

Y Ern

275
GAGATCGTTC
GAGATCGTTC
GAGATCGTTC
GAGATCGTTC
GAGATCGTTC
GAGATCGTTC
GAGATCGTTC
GAGATCGTTC
GAGATCGTTC
GAGATCGTTC
GAGATCGTTC
GAGATCGTTC
GAGATCGTTC
GAGATCGTTC

Y L

335
TCTCAGTAGT
TCTCAGTAGT
TCTCAGTAGT
TCTCAGTAGT
TCTCAGTAGT
TCTCAGTAGT
TCTCAGTAGT
TCTCAGTAGT
TCTCAGTAGT
TCTCAGTAGT
TCTCAGTAGT
YCTCAGTAGT
YCTCAGTAGT
TCTCAGTAGT

4 EEER
225
TCCAGACACA
TCCAGACACA
TCCAGACACA
TCCAGACACA
TCCAGACACA
TCCAGACACA
TCCAGMCMCA
TCCAGACACA
TCCAGACACA
TCCAGACACA
TCCAGACACA
TCCAGACACA
TCCAGACACA
TCCAGACACA

4 EEER
285
GACGATKGGC
GACGATKGGC
GACGATKGGC
GACGATKGGC
GACGATKGGC
GACGATKGGC
GACGATKGGC
GACGATKGGC
GACGATKGGC
GACGATKGGC
GACGATKGGC
GACGATKGGC
GACGATKGGC
GACGATKGGC

L R
345
TTTCGTACGT
TTTCGTACGT
TTTCGTACGT
TTTCGTACGT
TTTCGTACGT
TTTCGTACGT
TTTCGTACGT
TTTCGTACGT
TTTCGTACGT
TTTCGTACGT
TTTCGTACGT
TTTCGTACGT
TTTCGTMCGT
TTTCGTACGT

Y e

235
AAACAAAAGT
AAACAAAAGT
AAACAAAAGT
AAACAAAAGT
AAACAAAAGT
AAACAAAAGT
AAACAAAAGT
AAACAAAAGT
AAACAAAAGT
AAACAAAAGT
AAACAAAAGT
AABRCAAAAGT
AABRCAAAAGT

AABCAAAAGT

Y EEEn

295
GTCGTMCGAT
GTCGTMCGAT
GTCGTMCGAT
GTCGTMCGAT
GTCGTMCGAT
GTCGTMCGAT
GTCGTMCGAT
GTCGTMCGAT
GTCGTMCGAT
GTCGTACGAT
GTCGTACGAT
GTCGTMCGAT
GTCGTMCGAT
GTCGTMCGAT

Y REEn

355
TCGTAAAATG
TCGTAAAATG
TCGTAAAATG
TCGTAAAATG
TCGTAAAATG
TCGTAAAATG
TCGTAAAATG
TCGTAAAATG
TCGTAAAATG
TCGTAAAATG
TCGTAAAATG
TCGTAAAATG
YSGTAAAATG
TCGTAAAATG
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Bodensee
Freiburg
Frankreich
Hess. Ried
Karlsruhe
Pocking
Polen
Niedernberg
Oderbruch
Tierl Oderb
Tier2_Oderb
Goettingen
Bonn

Lintel

Bodensee
Freiburg
Frankreich
Hess. Ried
Karlsruhe
Pocking
Polen
Niedernberg
Oderbruch
Tierl_Oderb
Tier2_Oderb
Goettingen
Bonn

Lintel

365
ACAAATTCAT
ACAAATTCAT
ACAAATTCAT
ACAAATTCAT
ACAAATTCAT
ACAAATTCAT
ACAAATTCAT
ACAAATTCAT
ACAAATTCAT
ACAAATTCAT
ACAAATTCAT
ACAAATTCAT
ACAAATTCAT
ACAAATTCAT

I

425
TTGTTTATTT
TTGTTTATTT
TTGTTTATTT
TTGTTTATTA
TTGTTTATTT
TTGTTTATTT
TTGTTTATTT
TTGTTTATTT
TTGTTTATTT
TTGTTTATTT
TTGTTTATTT
TTGTTTATTT

TTGTTTATTT

ITS-1

375
GCGGTTGAAA
GCGGTTGAAA
GCGGTTGAAA
GCGGTTGAAA
GCGGTTGAAA
GCGGTTGAAA
GCGGTTGAAA
GCGGTTGAAA
GCGGTTGAAA
GCGGTTGAAA
GCGGTTGAAA
GCGGTKGAAA
CCGGTKGAAA
CCGGTKGAAA

I
435

385
ATTGTATATT
ATTGTATATT
ATTGTATATT
ATTGTATATT
ATTGTATATT
ATTGTATATT
ATTGTATATT
ATTGTATATT
ATTGTATATT
ATTGTATATT
ATTGTATATT
ATTGTATATT
ATTGTATATT
ATTGTATATT

395
TTTCAGACAT
TTTCAGACAT
TTTCAGACAT
TTTCAGACAT
TTTCAGACAT
TTTCANACAT
TTTCAGACAT
TTTCAGACAT
TTTCAGACAT
TTTCAGACAT
TTTCAGACAT
TTTCAGACAT

ATAACC———— ——— e

ATAACCACTA
ATAACCACTA
ATAACCACTA
ATAACCACTA
ATAACCACTA
ATAACCACTA
ATAACCACTA

ATAACCACTA
ATAACCACTA

TAAACCATTA
TAAACCATTA
TAAACCATTA
TAAACCATTA

TAAACCATTA
TAAACCATTA

TAAACCATTA
TAAACCATTA

CCCTGGACGG
CCCTGGACGG
CCCTGGACGG
CCCTGG—---

CCCTGGACGG
CCCTGGACGG

ATAACC———— o

405
TTATAAAATT
TTATAAAATT
TTATAAAATT
TTATAAAATT
TTATAAAATT
TTATAAAATT
TTATAAAATT
TTATAAAATT
TTATAAAATT
TTATAAAATT
TTATAAAATT
TTATAAAATT

TTATAAAATT

Goettingen, Bonn und Lintel = E-Rasse; alle anderen Populationen = Z-Rasse
Grune Markierung: Unterschiede zwischen MARcoO et al. (1999) und LIeBE (2004)
Rote Markierung: Unterschiede zwischen der E- und Z-Rasse

415
ATTATTATTA
ATTATTATTA
ATTATTATTA
ATTATTATTA
ATTATTATTA
ATTATTATTA
ATTATTATTA
ATTATTATTA
ATTATTATTA
ATTATTATTA
ATTATTATTA
ATTATTATTA

ATTATTATTA
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Anhang

5. T-RFLP-Originallaufe von O. nubilalis von verschiedenen Standorten mit jeweils eine Wiederholung von Oderbruch und Halle

GroRe [bp] | Niedernberg | Bonn | Oderbruch_1 | Oderbruch_2 | Halle_1 | Halle_2 | H. Ried | Pocking | Freiburg | Karlsruhe
50 33 27

51 1884 1249 | 896 642 1514 260 1452 1539 696 1394
68 80 55 40 27 49
69,2 204 50 97 82 181 35 140 171 86 159
70,5 269 71 111 88 228 43 194 204 109 161
71,1 160 25 60 63 150 101 139 58 103
72,2 82

287 25

291 46

331 46 35 26 30

3315 60 42 36

333 44 36

379 80 31 34
380 33
381,2 6026 1691 | 2261 1973 4157 734 3126 4632 2056 2976
397,5 3558 990 | 1453 1080 2315 423 1776 2418 1188 1719
400,4 77 41 27 61 36 54 26 43
402 39 26

403,5 84 28 354 495 55 63 33 36
404 87 205 62 85 46 45
404,5 44
406,6 181 89 99 69 124 31 107 164 70 87
Summe 12.799 4.478 | 5.405 4.519 9.032 1.756 7.014 9.588 4.316 6.883
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Anhang

6. Primerauswertung Uber drei Jahre

Roth A 18
Roth A 12
Roth A 02
Roth A 11
OPB-01
OPA-07
Roth A 180
OPB-08
OPD-11
Roth A 03
Roth A 19
Roth A 16
Roth A 280
OPC-15
OPA-05
Roth A 09
OPC-18
Roth A 10
OPF-03
Roth A 20

1999
Gesamt_B  polyin %
3 100,0
6 50,0
7 100,0
11 36,4
12 91,7
12 83,3
6 83,3
11 90,9
11 100,0
10 100,0
5 100,0
9 88,9
9 100,0
13 100,0
8 100,0
10 90,0
2 100,0
7 100,0
8 100,0
5 100,0

2000
Gesamt_B  poly in %
4 25,0
6 50,0
8 50,0
12 100,0
14 71,4
9 66,7
11 63,6
8 75,0
10 80,0
6 66,7
10 70,0
15 86,7
5 80,0
14 71,4
13 76,9
7 85,7
5 100,0
10 90,0
14 92,9
6 100,0

Gesamt_B

3
9
9
11
7
12
11
9
7
7
13
14
8
12
9
7
6
10
9
12

poly in %

33,3
66,7
44,4
81,8
57,1
75,0
81,8
66,7
57,1
71,4
76,9
78,6
75,0
91,7
88,9
100,0
83,3
100,0
100,0
100,0

MW poly
52,8
55,6
64,8
72,7
73,4
75,0
76,3
77,5
79,0
79,4
82,3
84,7
85,0
87,7
88,6
91,9
94,4
96,7
97,6
100,0

+SD
41,1
9,6
30,6
32,8
17,3
8,3
11,0
12,3
21,4
18,0
15,7
54
13,2
14,7
11,5
7,3
9,6
58
4,1
0,0

1999 - 2001

stark monomorpher Primer

stark polymorpher Primer

1999 - 2001
FragmentgroRRe
910-1500
600-1900
520-1300
550-1800
300-1700
200-1700
400-1900
400-2072
380-1900
490-1800
400-1900
590-1700
370-1100-2072
300-2072
600-1500
400-1800
450-1500
750-1500
300-1600
750-2072

Gesamt_B = Gesamtbanden; poly = polymorphe Banden; MW = Mittelwert; SD = Standardabweichung
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Primer 1999 2000 2001
Gesamt_B mono poly Gesamt_B mono poly Gesamt_B mono poly

OPA-05 8 0 8 13 3 10 9 1 8
OPA-07 12 2 10 9 3 6 12 3 9
OPB-01 12 1 11 14 4 10 7 3 4
OPB-08 11 1 10 8 2 6 9 3 6
OPC-15 13 0 13 14 0 14 12 1 11
OPC-18 2 0 2 5 0 5 6 1 5
OPD-11 11 0 11 10 2 8 7 3 4
OPF-03 8 0 8 14 1 13 9 0 9
Roth 180-08 6 1 5 11 4 7 11 2 9
Roth 280-08 9 0 9 5 1 4 8 2 6
Roth-02 7 0 7 8 4 4 9 5 4
Roth-03 10 0 10 6 2 4 7 2 5
Roth-09 10 1 9 7 1 6 7 0 7
Roth-10 7 0 7 10 0 10 10 0 10
Roth-11 11 4 7 12 1 11 11 2 9
Roth-12 6 3 3 6 3 3 9 3 6
Roth-16 9 1 8 15 2 13 14 3 11
Roth-18 3 0 3 5 3 2 3 2 1
Roth-19 5 0 5 10 3 7 13 3 10
Roth-20 5 0 5 6 0 6 12 0 12

Gesamt_B = Gesamtbanden; mono = monomorphe Banden; poly = polymorphe Banden
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7. RAPD-PCR-Gele von O. nubilalis aus den Jahren 1999, 2000 und 2001 mit den jeweiligen Lokalpopulationen und den zweli
AulRengruppen Ephestia kuehniella und Plodia interpunctella

Abkirzung Beschreibung 100 bp-Marker
B Bodensee (O. nubilalis)
Bn, Bn 99 Bonn 2001, Bonn 1999 - 2072bp
E Ephestia kuehniella E 1500 bp
—
F Freiburg (O. nubilalis) P
H Halle (O. nubilalis) :
H,0 Wasser (Kontrollprobe) = 600 bp
HR Hessisches Ried (O. nubilalis) _ q
K Karlsruhe (O. nubilalis)
M 100 bp-Marker
N Niedernberg (O. nubilalis) 100 bp
0,0 Oderbruch, 2. Oderbruch-Probe (O. nubilalis)
P Pocking (O. nubilalis)
Pl Plodia interpunctella
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1999
OPA-05 =
5> AGG GGT CTT G <3’ =
G/C-Gehalt 60 % =
Tm 32°C —

2001

-
!I'lﬁ-

S

SRR TN

!
!
'
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OPA-07

5>GAA ACG GGT G<Z
G/C-Gehalt 60 %
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OPB-01

5>GTTTCGCTCC<3
G/C-Gehalt 60 %
Tm 32°C
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OPB-08

-

5> GTC CAC ACG G <3’ =
G/C-Gehalt /0 % ——

Tm 34°C —

RUITRRS S

1y

| IO

| LINSENIT

- i
=) -
— -
-

SN
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OPC-15

5>GACGGATCAG<¥
G/C-Gehalt 60 %
Tm 32°C

RN I
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OPC-18

5>TGAGTG GGT G<F
G/C-Gehalt 60 %
Tm 32°C

2001 2000
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OPC-18

5>TGAGTG GGT G<F
G/C-Gehalt 60 %
Tm 32°C

2001 2000

216



Anhang

OPD-11

5>AGC GCCATTG<Z
G/C-Gehalt 60 %
Tm 32°C

-_——
—
P—
P—
—
—
e
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OPF-03

5>CCT GAT CACC<¥
G/C-Gehalt 60 %
Tm 32°C

2001

FEEERim
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Roth 180-08

5> CGC CCTCAGC<¥
G/C-Gehalt 60 %
Tm 32°C
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Roth 280-08

5> GGC CACAGC G<Z
G/C-Gehalt 60 %
Tm 32°C

2001
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Roth-02

5> TGC CGAGCT G<%
G/C-Gehalt 70 %

RN T
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Roth-03

5> AGT CAGCCACKY
G/C-Gehalt 70 %
Tm 34°C

2000

‘4!'
-

——
e
—
e
-
-
-—
-
—
—
—
—-—

RN
R TN
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Roth-09

5> GGG TAACGCC<%
G/C-Gehalt 70 %
Tm 34°C
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Roth-10

5> GTGATCGCAG<Y
G/C-Gehalt 60 %
Tm 32°C

2001

R TTTTTN
I

e

.

I

T |
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Roth-11

5> CAATCGCCGT<%
G/C-Gehalt 60 %
Tm 32°C

2000

RERERR I
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Roth-12

=

5> TCG GCG ATAG<S E
G/C-Gehalt 60 % -

Tm 32°C -

2001

UL
IEEN T
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Roth-16

5> AGC CAG CGAA<Y
G/C-Gehalt 60 %
Tm 32°C
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Roth-18

5> AGGTGACCG T3
G/C-Gehalt 60 %
Tm 32°C
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1999

Roth-19

5> CAAACG TCG G <3
G/C-Gehalt 60 %
Tm 32°C

2001 2000
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Roth-20

5> GTT GCG ATC C<%
G/C-Gehalt 60 %
Tm 32°C

—
—
—
—
——
—
-———
-
-——
-—

2001 2000
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Hessisches

Oderbruch Ried Pocking
/_H /_H (_/5 oruch
M 99 00 01 99 00 01 99 00 01 M Oderbruc

FLnm d

o=
—
-
L
..
..

=) 0 PR

Standorte Oderbruch, Halle und Pocking mit
jeweils drei Wiederholungen mit dem Primer
OPF-03

Feldvergleich Oderbruch und Halle mit Primer OPD-11
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8. Urtabellen sind an der BBA bei Herrn Dr. B. HOMMEL (IP) einsichtbar.

(Dateiname) Beschreibung

@) F-Statistik der Einzeltiere

(b) Hs, Hr, Fst der Einzeltiere

(c) F-Statistik von Geschwistern

(d) F-Statistik von den Stangeln und Vergleich mit Feld

(e) F-Statistik von Teilfeldern

()] F-Statistik von Gesamtfeldern und allen Teilfeldern

) 0/1-Tab. aus den Jahren 2000 und 2001 mit zwei AulRengruppen
(h) 0/1-Tab. von 40er-Gruppe (Auswertung 1 & 2)

(i) 0/1-Tab. aus den Jahren 1999, 2000, 2001 (Auswertung 1 & 2)
a) 0/1-Tab. von 5 Standorten aus 3 Jahren (Auswertung 1 & 2)
(k) Tab. der Bandenhaufigkeiten von drei Jahren

() 0/1-Tab. von 3 Standorten mit jeweils drei Wiederholungen
(m) F-Statistik der Tiergruppen

(n) Hs, Hr, Fst der Tiergruppen

(o) 0/1-Tab. von 6 Standorten aus 2 Jahren

(p) Manteltest
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