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Synopsis

The spreading of foreign genes from genetically 
modified plants of Beta vulgaris L. -  Monitoring 
in agro- and coastal ecosystems

Plant breeders use transgenic resistance in sugar 
beet (Beta vulgaris ssp. vulgaris var. altissima DOLL) 
against the rhizomania disease, which is caused by 
the soil-born beet necrotic yellow vein virus 
(BNYW). It is necessary to assess the ecological con­
sequences of gene flow and spread of transgenic 
traits to intraspecific relatives like Swiss chard (Beta 
vulgaris ssp. vulgaris var. vulgaris Lain et. DC) or 
wild beet (Beta vulgaris ssp. maritima ARCANG.). 
Therefor the ecologically important factors were in­
vestigated in a -on the one hand specific (experimen­
tal use of transgenic plants) and on the other hand a 
general monitoring program.

In the specific part the ecologically important 
ability to survive in the winter was measured in field 
experiments. As tested plants, transgenic and con­
ventional sugar beet and hybrids used. A strong cor­
relation between winter cold sum and hibernation 
rate could be observed, but no difference was found 
between transgenic genotypes and their non-trans- 
genic controls. In experiments with sugar beet Swiss 
chard hybrids, transgenic plants were found to have 
lower rates of first year flowering (bolting) than non 
transgenic controls.

In the general monitoring program, investigations 
regarding the gene flow between sugar beet and wild 
beet in coastal ecosystems have been carried out us­
ing RAPD-PCR (randomly amplified polymorphic 
DNA -  polymerase chain reaction). There are several 
indications that gene flow has occured near seed pro­
duction areas in Italy. These data are useful as base­
line to determine future changes in the natural popu­
lations due to transgen introgression. The potential 
role of BNYW (ABE & TAMADA 1986) in coastal 
ecosystems with mesohaline soil conditions was in­
spected. The data demonstrated a decrease of BNYW 
infection with increasing salt concentration in the 
soil

These results and recent data on competitiveness 
experiments indicate even though the outcrossing of 
transgenic virus resistance into wild beet populations

is very probable, only minor ecological effects can be 
expected due to the absence of ecological advantages 
in coastal ecosystems.
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1 Einleitung

Das Monitoring der Verbreitung gentechnisch verän­
derter Organismen ist ein aktueller Aufgabenschwer­
punkt ökologischer Wissenschaft.

Nach MAAS (1996) ist die Einteilung in spezifi­
sches Monitoring und allgemeines Monitoring 
sinnvoll, wobei mit spezifischem Monitoring der di­
rekte Nachweis von Ursache-Wirkungsbeziehungen 
gemeint ist, wohingegen ein allgemeines Monito­
ring auch Untersuchungen umfaßt, bei denen kein 
direkter Bezug zwischen dem auslösenden Faktor 
und der beobachteten Wirkung besteht. Auf die hier 
vorgestellten Arbeiten bezogen läßt sich hiernach 
eine Unterteilung in Untersuchungen mit (spezifi­
sches Monitoring) und ohne transgene Pflanzen 
(allgemeines Monitoring) treffen. Der Aufbau des 
Forschungskonzeptes soll zum einen die Möglich­
keit einer Auskreuzung experimentell klären (Kreuz- 
barkeit mit verwandten Subspezies, Pollenverbrei­
tung bei Schossen nach Überwinterung und Ver­
wandschaftsanalyse verschiederner B. vulgaris Ge­
notypen.) und zum anderen die potentiellen Konse­
quenzen einer solchen Auskreuzung im natürlichen 
Habitat erfassen (Selektionsdruck bzgl. BNYW-In- 
fektion und genetische Interaktion zwischen Wild- 
und Kulturrüben).

Bei dem Untersuchungsobjekt handelt es sich um 
Beta vulgaris ssp. vulgaris var. altissima DÖLL, die 
Zuckerrübe, die mittels gentechnischer Methoden ge­
gen die Zuckerrübenkrankheit Rhizomania (Wurzel- 
bärtigkeit) resistent gemacht wurde.



Im Bereich des spezifischen Monitorings wurde 
in vorhergehenden Versuchen die Auskreuzungs­
fähigkeit mit wild- und kulturverwandten Subspezies 
(BARTSCH & POHL-ORF 1996), die Reichweite des 
Pollenfluges mit Fangpflanzenversuchen und das 
Konkurrenzverhalten gegenüber Ackerunkräutern 
(BARTSCH & al. 1996) untersucht. Hier dargestellt 
werden Versuche zur Überwinterung'sfähigkeit trans- 
gener und konventioneller Zuckerrüben-Hybriden.

Im Rahmen des allgemeinen Monitorings sind be­
reits Untersuchungen zur Populationsdynamik von 
B. vulgaris ssp. maritima (Arcang.) Populationen des 
Po-Deltas und der Adriaküste und zum BNYW- 
Befallsdruck (beet necrotic yellow vein Virus) in 
Wildhabitaten (BARTSCH & SCHMIDT 1996) durch­
geführt worden. In dieser Arbeit wurden mittels 
RAPD-PCR Untersuchungen vorgenommen, die zum 
einen den Grad genetischer Diversität in Wildrüben­
populationen und zum anderen Mechanismen geneti­
scher Interaktion zwischen Wild- und Kulturrüben 
zeigen sollten. Weiterhin wurde untersucht, welche 
Faktoren für den fehlenden BNYW-Befall und den 
damit verbundenen fehlenden Selektionsdruck zu­
gunsten transgener Pflanzen in den Wildhabitaten 
verantwortlich sind.

2 M ateria l und Methoden

Pflanzenmaterial
Die von PLANTA, Einbeck, zur Verfügung gestellten 
gentechnisch veränderte)! Zuckerrüben enthalten als 
zusätzliche transgene Sequenzen die c-DNA des Hüll­
proteingens des BNYW (MEULEWATER & al. 1989), 
nptll als Kanamycinresistenzgen (BECK & al. 1982) 
und das bar-Gen aus dem Bodenbakterium Strep- 
tomyces hygroscopicus (THOMPSON & al. 1987), 
das Resistenz gegen Phosphinothricin verleiht. Ein­
zelheiten zu den verwendeten Pflanzentypen sind 
aus Tabelle 1 zu entnehmen.

Bei der Beschaffung von Samenmaterial von 
B. maritima ARCANG. wurden verschiedene Wege 
beschritten. Aus eigenen Sammlungen stammen Sa­
men italienischer Populationen des Po-Deltas und 
des niederländischen Küstengebietes. Wildstandorte 
von B. maritima sind in Deutschland nur auf Helgo­
land bekannt (ROTHMALER 1990), wohingegen in 
den Niederlanden zahlreiche Vorkommen (FRESE 
1991, DE VRIES 1992) beschrieben sind und ein 
Standort an der Küste der Halbinsel Walcheren (Vlis- 
singen) beprobt wurde. Die Samen von Unkrautrü­
ben (einjährige Hybride zwischen Wild- und Zucker­
rüben, VAN DIJK & BOUDRY 1991) wurden 1993 in 
Alsdorf-Warden bei Aachen gesammelt. Weitere 
Saatgutproben aus Griechenland, Frankreich, Por­
tugal und Irland wurden vom Institut für Pflanzen­
bau der Bundesforschungsanstalt für Landwirtschaft

(FAL), Braunschweig-Völkenrode, zur Verfügung ge­
stellt.

Überwinterungsversuche
Versuche zur Winterhärte von Beta vulgaris L. wur­
den in den Jahren 1994 bis 1997 durchgeführt. Im 
Winter 94/95 kamen ausschließlich konventionelle 
Zuckerrüben zum Einsatz. In den darauffolgenden 
Wintern (95/96 und 96/97) wurde sowohl mit kon­
ventionellen als auch mit transgenen Hybriden gear­
beitet, wobei ein Standort mit BNYW-Befall (Mainz) 
und ein Standort ohne Befall (Aachen) gewählt wur­
de. Für den Standort Mainz wurde ein Teil der Ver­
suchspflanzen vor der Auspflanzung in BNYW-halti- 
ger Erde angezogen (Vorgehensweise bei der Inokula­
tion s.u. unter BNYW-Befall und ELISA). Es wurden 
fünffache Wiederholungen in randomisiertem Block­
design angelegt, wobei zwischen 90 bzw. 150 Pflan­
zen in 3 bzw. 5 Reihen ausgebracht wurden. Bei der 
Anlage der Versuchsfelder mit transgenen Pflanzen 
mußte mit einer geringeren Samenmenge operiert 
werden. Aus diesem Grund wurde gepflanzt, anstatt 
wie bei den Versuchen mit Sorten (94/95) zu säen. 
Je Genotyp wurden insgesamt 315 Pflanzen in 5 Par­
zellen ausgebracht. Die nach Ende der Frostperiode 
bestimmten Überlebensraten wurden mit ver­
schiedenen Temperaturdaten korreliert.

RAPD-PCR
Die DNA- Isolierung wurde in Anlehnung an die Me­
thoden von SAGHAI-MAROOF (1984) und GEB­
HARDT & al. (1989) mit SDS-Extraktionspuffer durch­
geführt. Die verwendete Goldstar® Taq-Polymerase 
wurde von Eurogentec (Seraing, Belgien) bezogen. 
Die Synthese der Primer (Oligonucleotide zum DNA- 
Polymerisationsstart) erfolgte bei Eurogentec (Seraing, 
Belgien), Pharmacia Biotech (Freiburg) und bei 
MWG-Biotech (Ebersberg).

Die Amplifikationsprodukte wurden in l,5%igen 
Agarosegelen aufgetrennt. Die PCR-Reaktionen wur­
den in einem Thermocycler MJ-Research, PTC 100 
durchgeführt.

Tab. 2
Sequenzen der Oligonucleotide zur RAPD-PCR (Deca 1 und 
Deca 2 nach LORENZ et al. 1994).

Table 2
Oligonucleotide sequence for RAPD-PCR (Decal and Deca 2 
according to LORENZ et al. 1994).

Bezeichnung Sequenz

DECA 1 5' CTG CTGGGAG3'
DECA 2 5' GGC ATC GGC C 3'
DECA 3 5' CCC AAG GTC C 3'
DECA 7 5'CCACGG GAAG3'



Tab. 1
Verwendung und Charakterisierung der eingesetzten  
Pflanzentypen. Die Zuckerrüben-Zuchtlinien und -Sorten 
stammen von KWS, Einbeck, die W ildrübentypen B51421 bis 
B57735 wurden von der FAL (Braunschweig) zur Verfügung 
gestellt. Die mit * gekennzeichneten Genotypen sind in Abb. 
3 besonders hervorgehoben.

Table 1
Different plant types and their characterization. The sugar 
beet breeding lines and cultivars w ere supplied by KWS, 
Einbeck/Germany, the w ild  genotypes B51421 to 57735 w ere  
supplied by the FAL, Braunschweig/Germany. (* genotypes, 
marked especially in the fig 3).

Registrierungs­
nummer, Name

Typ Charakterisierung Verwendung

2K6481 Zuckerrübe gentechnisch ver­
änderte Zucht l in ie

Pol lenspender bei der Produktion von 
transgenen Versuchshybr id en

4B4857 Zuckerrübe, Cms-mainta iner , Ausgangslin ie  zu Transformation
Zucht l in ie mult igerm , O-Typ Pol lenspender aller  Kontro l lhybr iden zu 

t ransgenen Kreuzungen
2N1009 Zuckerrübe, mult igerm, Pollenem pfänger bei der Produktion von
( C ult 1) Zuch t l in ie * cms -  Typ Hybridsaatgut,  RAPD-Bandenmuste r

Edda Zuckerrübe, 
S o rte *

monogerm , diploid Ü be rw in te rungsversuche ,  Inokola tionsver-  
such, R APD-Bandenmuster

Rizor Zuckerrübe,
Sorte

monogerm , diplo id 
rh izomania to leran t

, Ü be rw in te rungsversuche

Kaw eTina Zuckerrübe,
Sorte

monogerm, tr ip lo id Ü be rw in te rungsversuche

G la tte r S ilb e r Mangold Sorte diplo id Ü be rw in te rungsversuche

Ma/2K6481 Beta-Hybrid Hybrid, diploid, 
t ransgen

Ü berw in te rungsversuche

Ma/4B4857 Beta-Hybrid Hybrid, diplo id Ü be rw in te rungsversuche

B51421 Griechenland, w i ld ,  plag iotrop, R APD-Bandenmuste r
(G R IE ) Euboea einjähr ig
B54225 Irland, w i ld R APD-Bandenmuste r
( IR L ) W ater fo rd var iabel
B54804 Frankreich, w ild ,  o r thotrop RAPD-Bandenmuste r
( FRA1 ) Fin istère meis t e injähr ig
B54809 Frankreich, w i ld ,  o r thot rop R APD-Bandenmuster
( FR A 2) M orb ihan meis t ein jähr ig
B57735 Portugal, w i ld ,  o r thot rop R APD-Bandenmuster
( PORT) Aveiro einjähr ig

NL1 Niederlande,
Vliss ingen

w i ld ,  p lag io trop 
b ienn/peren ie rend

R APD-Bandenmuster

W ildpop. Ita lien, w ild ,  ein -  bis Inoku la t io nsversuche
(Ital) 1 -  (Ital) 6 Adr iaküs te zweijähr ig
Ital 16 Italien, w i ld ,  ein -  bis RAPD-Bandenmuste r
( IT A L ) Venedig zweijähr ig
Weed Deutschland, ve rw i lde r t , R APD-Bandenmuste r
Unkrautrübe* A ls dorf o r thot rop

Die Konditionen, unter denen ein optimaler Ab­
lauf der PCR-Reaktion gewährleistet ist, variieren mit 
den unterschiedlichen Anwendungen und mit den 
verwendeten Komponenten. Basierend auf Arbeiten 
von LORENZ & al. (1994), UPHOFF & WRICKE 
(1992, 1995) sowie EAGEN & GOLDMAN (1996) 
wurden die Reaktionsbedingungen für die vorliegen­
den Untersuchungen optimiert. Die in Tabelle 3 dar­
gestellten Konzentrationen sind auf die RAPD-PCR

bei B. vulgaris, mit GOLDSTAR® DNA-Polymerasen 
der Firma EUROGENTEC optimiert.

Es konnten Dendrogramme (neighbour-joining- 
tree, SAITOU & NEI 1987) erstellt und so Verwandt­
schaftsverhältnisse aufgezeigt werden. Die Berech­
nung der Ähnlichkeitsmatrix erfolgte nach Jaccard 
(SNEATH & SOKALL 1973). Bei der Auswahl der 
Banden und Primer wurde primär auf die sichere 
Wiederholbarkeit geachtet und im Zweifelsfall eher



Tab 3 Table 3
Reaktionsbedingungen zur RAPD-PCR in Beta vulgaris L  PCR conditions for RAPD analysis in Beta vulgaris L.

PCR-Konditionen PCR-Programm
Puffer lOmM 
MgCI2 1,5mM 
DNTP's 0,2mM 
Taq 1 u 
Gelatine 0,001% 
H20 bidest add. bis 50 |jl 
DNA ca. 100 ng 
Pr imer  0,5 pM

Step 1: 3' 94°C (Denatu rierung)
Step 2: 30" 94°C (Denatu rierung) 
Step 3: 1' 35°C (Pr imer Annea ling) 
Step 4: 2' 72°C (DNA-Snthese)
Step 5: GOTO Step 2 , 40x
Step 6: 5' 72°C (Absch lu ß-Syn these)
Step 7: V 20°C (Abkühlung)

Abb. 1
Überlebensraten von Beta vulgaris L  an 
verschiedenen Standorten und in verschiedenen  
Versuchsjahren. Die Überlebensraten der 
verschiedenen Genotypen an einem Standort 
sind zu einem W ert gem ittelt. Transgene 
Pflanzen wurden bei den Versuchen in M ainz 
und Aachen eingesetzt. 1996/97 wurden die 
Versuche mit Zuckerrüben-Mangoldhybriden  
durchgeführt.

Fig. 1
Survival rates of Beta vulgaris L. at different 
sites in different test periods (mean over all 
genotypes). Transgenic plants w ere  used in 
Mainz and Aachen. The tests in 1996/97 w ere  
carried out w ith  hybrids between sugar beet 
and Swiss chard.

auf die Auswertung einzelner Banden oder ganzer 
Datensätze zu bestimmten Primern verzichtet.

BNYW-Befall und ELISA
Die Versuchspflanzen wurden 12 bis 16 Tage nach 
der Keimung in BNYW-haltiges Substrat umge­
setzt, das zu je 50% aus Einheitserde und aus Erde 
eines Befallsstandortes bestand. Die Pflanzen, 32 je 
Behandlung, wurden zweimal wöchentlich mit 
0,5%igem bzw. l%igem Salzwasser gegossen. Falls 
notwendig wurde zusätzliches Wasser zur Gewährlei­
stung einer Mindestfeuchte im Kultursubstrat gege­
ben. Die Kontrollgruppe wurde nur mit Wasser ge­
gossen. Nach 95-106 Tagen wurden die Wurzeln der 
Pflanzen geerntet und auf ihren Virusgehalt hin un­
tersucht (WITHNEY 1989, ALDERLIESTE & VAN 
EEUWIJK 1992, GEY1 & al. 1995). Der Nachweis des 
Hüllproteins erfolgte mittels ELISA (Enzym Linked 
Immunosorbent Assay, KÖNIG & al. 1987, KAUF­
MANN & al. 1992). Die Zusammensetzung der ver­
wendeten Puffer und sonstiger Komponenten des 
ELISA richtete sich nach der Methode von KÖNIG 
(1985) mit Modifikationen gemäß der Verwendungs­

anleitung LOEWE Phytodiagnostica, deren Antikör­
per zum Nachweis verwendet wurden. Proben mit 
einer Extinktion von mehr als 0,3 nach 60 min Reak­
tionszeit wurden als infiziert gewertet.

3 Ergebnisse

Überwinterung transgener und konventioneller 
Zuckerrüben
In den Überwinterungsversuchen zeigte sich eine un­
terschiedliche Überlebensfähigkeit in Abhängigkeit 
von den Temperaturbedingungen, wie in Abbildung 1 
dargestellt. Als unabhängige Variable wurde die 
Kältesumme gegen die Überlebensrate aufgetragen. 
Die Kältesumme ist definiert als die Summe aller ne­
gativen Tagesdurchschnittstemperaturen in 2m Höhe. 
Die Berechnung der Kältesumme aus den Durch­
schnittstemperaturen unter -4°C  ergab eine maxi­
male Korrelation im linearen Bereich der Funktion 
(graphisch nicht dargestellt). Die logistische Regres­
sion folgt der Gleichung: f(x)= (100)/(l+(x/c)b) mit 
den Parametern b = 4.213 und c = -32.461 mit einem



Mainz
Aachen Mainz inokuliert

A bb.2
Schosserraten transgener und nicht transgener 
Zuckerrüben-M angold-Hybriden. Die Pflanzen 
wurden im Gewächshaus vorgezogen und im 
April 1996 ausgepflanzt. Der Standort Aachen ist 
BNYVV-frei. In M ainz kommt das Virus vor, 
w obei ein Teil der Pflanzen zusätzlich in Be­
fallserde vorgezogen w ar (M ainz, inokuliert).
Die Unterschiede zwischen den Behandlungen 
sind nicht signifikant.

F ig .2
Bolting rates of transgenic and non-transgenic 
hybrids between sugar beet and Swiss chard. 
The plants w ere pre-cultivated in the green­
house and planted in April 1996. The test site in 
Aachen is free of BNYVV. In M ainz the virus is 
present and additionally a part of the plants was  
inoculated (M ainz, inokuliert). The differences 
between bolting rates w ere not significant.

Korrelationskoeffizienten von r = 0,931 und einem 
Bestimmtheitsmaß von r2 = 0,866 (Abb. 1).

Signifikante Unterschiede in den Oberlebensraten 
der verschiedenen Genotypen eines Standortes konn­
ten nicht nachgewiesen werden, weswegen in Abbil­
dung 1 jeweils die gemittelten Daten aller Genotypen 
eines Standortes dargestellt sind.

Unter milden Temperaturbedingungen -  insbe­
sondere des Winters 94/95 -  sind teilweise sehr ho­
he Überlebensraten zu verzeichnen, die mitunter 
über 90 Prozent liegen. In den zwei folgenden, we­
sentlich kälteren Wintern, sind, mit Ausnahme des 
Küstenstandortes Breskens (Niederlande) kaum Über­
lebende zu verzeichnen.

Bei Überwinterungsversuchen mit Zuckerrüben- 
Mangoldhybriden (1996/1997) wurden Aufnahmen 
zur Häufigkeit schossender (im ersten Jahr blühen­
der) Pflanzen gemacht. Dar gestellt als prozentualer 
Anteil aller ausgepflanzten Individuen eines Geno­
typs zeigen sie einen deutlich geringeren Schosser­
anteil unter den transgenen Hybriden im Vergleich 
zu den nicht-transgenen Kontrollen (Abb. 2). Eine 
Beeinflussung der Schossrate durch unterschiedli­
chen BNYW-Befallsdruck durch die zusätzliche In­
okulation eines Teils der Versuchspflanzen konnte 
nicht beobachtet werden.

Verwandtschaftsanalyse mittels RAPD PCR
Vier der getesteten Primer (siehe Tab. 2) ergaben ge­
eignete Amplifikationsmuster, die das Erstellen eines 
Stammbaumes möglich machten. Bei jedem dieser 
Primer wurde ein Bereich festgelegt, innerhalb des­
sen mit einer reproduzierbaren Amplifikation spezifi­
scher DNA-Fragmente gerechnet werden konnte. Bei 
den Primern 2 und 3 konnten auch große Fragment

von 1400 bzw. 1600 Basenpaaren Länge in die Aus­
wertung aufgenommen wurden. Primer 1 zeigte ein 
reproduzierbares Optimum im Bereich zwischen 
1000 und 400 Basenpaaren. Mit den vier Primern 
wurden insgesamt 24 auswertbare Fragmente ampli- 
fiziert, wovon 16 diagnostischen Wert hatten, das 
heißt in ihrem Vorkommen variabel und reproduzier­
bar waren (Tab 4).

Das erstellte Dendrogramm macht eine klare Ab­
grenzung der Kulturformen von den Wildformen 
deutlich. Eine Unterteilung der Wildformen ist nur 
sehr begrenzt möglich, wobei die atlantischen For­
men aus Portugal über die Kanalküste bis nach Ir­
land, zumindest bei Betrachtung der maximal vor­
kommenden Banden-Konstellation, eine separierte 
Gruppe bilden. Die Bandenmuster der untersuchten 
Unkrautrübenpopulation deuten auf eine intermediä­
re Stellung zwischen Wild- und Kulturrüben hin. In 
den Bandenmustern können sowohl kulturrüben- als 
auch wildrübenspezifische DNA-Fragmente nachge­
wiesen werden. Die italienischen Wildrüben stehen 
den Kultur- und Unkrautrüben im Dendrogramm am 
nächsten.

BNYW-Infektionsdruck unter mesohalinen 
Bodenbedingungen
Die Bestimmung des Virusgehaltes mittels ELISA er­
gab durchschnittliche Extinktionswerte zwischen ca.
2,3 bei empfindlichen und weniger als 0,3 bei tole­
ranten Pflanzen. Unter Salzbehandlung konnten auch 
bei der anfälligen Sorte keine Extinktionswerte von 
mehr als 0,5 gemessen werden. Die verschiedenen 
Wildrübenpopulationen zeigten ein unterschiedliches 
Maß an Infektion mit BNYVV. Population Nummer 6 
erwies sich als hoch tolerant, so daß auch bei Be-



Tab. 4
Vorkommen diagnostischer RAPD-Banden in verschiedenen  
W ildrübenpopulationen und Kulturvarianten von Beta 
vulgaris L  »+« bezeichnet das Vorkommen, »-« die 
Abw esenheit in allen untersuchen Individuen der 
Population. Bei heterogenem Vorkommen ist die Rate der 
Pflanzen angegeben, in deren RAPD M uster die Bande 
auftritt.

Primertyp Pflanzentyp 
W  i 1 d r ü b e n Kulturrüben

B anden­
num m er

Größe  
in  bp

G riechen­
land

N ieder­
lande

Italien Portugal Irland Frank­
reich 1

Frank­
reich 2

Sorte
(Edda)

Z u ch t ­
linie

(2N1009)
D ec a l  1 980 + + + + + 0,66 + + +

2 900 0,5 - + + 0,5 0,8 0,5 + +
3 750 + + + + + + + - -

4 500 - + - + + 0,3 0,66 - -

5 400 + + + + + + + + +

Deca2 1 2000 + + + + + + + + +
2 1400 + + +0,6 + 0,33 0,5 + - -

3 1300 + + + + + + + + +
4 1100 + + + + + + + + +
5 800 - - - - - - - + +
6 550 + + + + + + + + +

Deca3 1 1500 + + + + + + + + +
2 1250 + + + + + + + + +
3 1150 - - 0,5 - - - - + +
4 1050 + + 0,3 + 0,6 0,5 0,33 - -

5 900 + + + + + + + - -
6 820 + + + + + + + + +

Deca7 1 1500 + 0,4 + 0,4 + + + + 0,5
2 1200 + + + + + + + + +
3 1100 + - + 0,6 0,8 0,4 - 0,5 +

Table 4
Diagnostic bands of different w ild  beet populations and 
cultivars of Beta vulgaris L.
»+« indicates the presence » -« the absence in all 
investigated plants of the population. If the appearance is 
heterogeneous, the rate of plants carrying the band is given.

handlung mit reinem Wasser bei den meisten Pflan­
zen keine Infektion erfolgte. Die Sorte Edda zeigte, 
wie in Abb. 4 dargestellt, das höchste Infektionsni­
veau. Die Anzahl infizierter Pflanzen verminderte 
sich signifikant mit steigender Salzbelastung des 
Gießwassers. Die Unterschiede bei Population 1 zwi­
schen 0,5%iger und 1 %iger Salzkonzentration waren 
in einer Zwei-Weg-Varianzanalyse nicht signifikant.

Morphologisch zeigte sich bei allen Pflanzen un­
ter erhöhter Salzbelastung ein verminderter Wuchs 
und eine zunehmende Sukkulenz der Blätter, was 
auch bei Edda, der untersuchten Sorte, einen 
wildrübenartigen Habitus hervorrief.

4 Diskussion

Spezifisches Monitoring
Die Frage, ob eine Pollenverbreitung durch überwin­
terte Zuckerrüben erfolgen kann und ob sich in die­
sem Zusammenhang Unterschiede zwischen transge- 
ne und nicht transgene Pflanzen ergeben, konnte re­
lativ klar beantwortet werden. Die Ergebnisse der 
Überwinterungsversuche zeigen, daß Zuckerrüben, je 
nach Härte des Winters, durchaus die Fähigkeit besit­
zen, die Frostperiode zu überleben. Entgegen frühe­
ren Untersuchungen (ANONYMUS 1993) führten 
auch Minimumtemperaturen von weniger als -5°C  
nicht zu einem quantitativen sterben. Es konnte fest­
gestellt werden, daß eine Korrelation zwischen Über­
lebensrate und Temperatur besteht. Schwieriger ge­
staltet sich die Frage, welche Temperaturparameter 
besonders gut korrelieren. Neben der Anzahl der Eis-



A b b .3
Verwandtschaftsverhältnisse zwischen verschiedenen W ild - 
und Kulturvarianten der Art Beta vulgaris. Die Darstellung als 
neighbor-joining-tree (SAITOU & N E I1987) basiert auf einer 
Ähnlichkeitsm atrix nach JACCARD (SNEATH & SOKALL1973). 
Die Bezeichnung min und max hinter den Kennungen stehen 
jew e ils  für die m inim ale bzw. m axim ale Anzahl an RAPD- 
Banden innerhalb der jew eiligen  Population (Abkürzungen 
siehe Tab. 1). Bei den nicht w e ite r spezifizierten Genotypen 
handelt es sich um W ildrüben verschiedener Herkunft, Kultur 
und Unkrautrüben sind als solche gekennzeichnet.

The neighbor joining tree (SAITOU & N E I1987) shows 
relationships obtained from RAPD analyses using both 
minimum (min) and maximum (max) number of bands of 
individuals from each Population of w ild - and cultivated  
varieties of Beta vulgaris L. (Abbr. see Tab 1). The tree is 
based on a JACCARD correlation described by SNEATH &  
SOKALL (1973). Cultivated beets are especially marked, the 
other genotypes are w ild  beets from different origins

Abb. 4
Infektion verschiedener Beta vulgaris 1. W ild - 
populationen mit BNYVV in Abhängigkeit von 
der Salzkonzentration im Gießwasser. Die Feh­
lerbalken zeigen den Standardfehler des M itte l­
w ertes (n = 32). Die W ildrübenpopulationen  
stammen von der italienischen Adriaküste

F ig .4
Infection of different w ild  populations of Beta 
vulgaris L. w ith  BNYVV depending on salt 
concentration in the soil (mean of 32 plants w ith  
standard error). The six different w ild  beet 
populations originated from the Adriatic coast 
in Italy.

tage und der absoluten Minimumtemperatur (Ergeb­
nisse hier nicht dargestellt), erwies sich die Kälte­
summe (Abb. 1) als der Parameter, der die 
Temperaturverläufe eines Winters am umfassendsten 
beschreibt. Die Variation der Temperaturgrenze, un­
terhalb derer die Duchschnittstemperaturen sum­
miert wurden, ergab im negativen Temperaturbereich 
steigende Korrelationen, was zu der Tatsache paßt, 
daß Pflanzensäfte aufgrund ihres Gehaltes an gelö­
sten Stoffen einen erniedrigten Gefrierpunkt haben. 
Die höchste Korrelation ergab sich bei einer Grenz­
temperatur von -4°C, weswegen die entsprechende 
Kältesumme als unabhängige Variable zur Darstellung 
gewählt wurde. Diese Temperatur entspricht auch 
gleichzeitig etwa dem durchschnittlichen Gefrier­
punkt von Pflanzensäften. Da es sich bei den aufsum­
mierten Temperaturwerten allerdings um Durch­

schnittswerte in 2m Höhe handelt und sich die Ex­
tremwerte, zumal am Boden, erheblich hiervon un­
terscheiden, ist diese Übereinstimmung jedoch eher 
zufällig, wenngleich in der Größenordnung nicht ver­
wunderlich.

Die Vergleichbarkeit verschiedener B. vulgaris- 
Genotypen ist, insbesondere was die Mangold- 
Zuckerrübenhybride angeht, diskussionswürdig. 
Mangold zeigt auch als Kulturpflanze eine höhere 
Tendenz zum Übergang in die generative Phase ohne 
vorhergehende Wintervernalisation, was sich auch in 
dem hohen Anteil blühenden Mangolds (ca. 25%) in 
den Überwinterungsversuchen (Abb. 2) wider­
spiegelt. Zudem ist Mangold als Blattvarietät nicht 
auf die Ausprägung eines großen Rübenkörpers hin 
selektioniert. Da größere Rübenkörper einen höheren 
Wasseranteil besitzen, ist hier auch eine größere Ge­



fahr des Durchfrierens mit irreversiblen Gewebeschä­
den gegeben. Kleine Wurzelkörper könnten sich 
durch ihre höhere Osmolarität günstig auf die Über­
winterungsfähigkeit auswirken (BAROCKA 1985).

Bei den Überwinterungsversuchen mit konven­
tionellen Zuckerrübensorten gibt es weniger Anlaß, 
eine Vergleichbarkeit mit den Versuchshybriden in 
Frage zu stellen. Genau wie bei den transgenen und 
nicht-transgenen entstammen die Sorten einer Kreu­
zung einer cms-Zuchtlinie und einer zweiten Linie 
als Pollenspender. Da die drei verwendeten Sorten 
eine sehr unterschiedliche Charakteristik haben, gibt 
es keinen Grund anzunehmen, daß sich das Verhal­
ten der Kreuzungen außerhalb dieses Spektrums be­
findet.

Der Vergleich der Überlebensraten an verschiede­
nen Standorten und in verschiedenen Jahren ist 
durchaus zu vertreten, da ohnehin jeder Versuch nur 
zusammen mit seinen standortspezifischen Eigen­
schaften gesehen werden kann und die speziellen Kli­
mabedingungen eines bestimmten Winters lediglich 
als weitere Standortbesonderheit betrachtet werden 
müssen.

Neben den Temperaturbedingungen spielt auch 
die Austrocknung in kalten und zugleich trockenen 
Perioden des Winters eine Rolle. Entsprechende Sym­
ptome konnten an den Versuchspflanzen nicht fest­
gestellt werden, zudem in den Versuchsjahren mit 
entsprechender Witterung immer auch eine Schnee­
bedeckung während der kalten Phasen vorlag.

Der hohe Schosseranteil in den Überwinterungs­
versuchen mit transgenen und nicht transgenen 
Zuckerrüben-Mangoldhybriden im Frühjahr 1996 
kann seine Ursache in einer relativ kalten Witterung 
nach der Auspflanzung haben. Zum anderen spielt 
die genetische Konstitution der Hybriden eine bedeu­
tende Rolle, da bei bekannt höherer Schossneigung 
des Mangolds auch dessen Hybriden eine höhere 
Tendenz zum Schossen haben sollten.

Den beobachteten Unterschied zwischen transge­
nen und nicht transgenen Pflanzen erklärt dies je­
doch nicht. Hier können zwei Hypothesen diskutiert 
werden, die den Effekt
1. der genetischen Konstitution der klonierten 

Transformante zuschreiben oder
2. diffuse Nebeneffekte des eigentlichen Transfor­

mationsvorganges für das veränderte Schossver­
halten verantwortlich machen.

Solche unerwarteten Effekte werden oft der unbe­
stimmten Integration der fremden DNA im Genom 
zugeschrieben und daher als Positionseffekt (SENIOR 
& DALE 1996, WEBER 1996) bezeichnet. Durch 
einen solchen Eingriff können Stoffwechselwege be­
einflußt und eine Vielzahl unspezifischer Reaktionen 
hervorgerufen werden (pleiotrope Effekte).

Die generelle Beobachtung, daß transgene Lini­
enpflanzen ohnehin ein schlechteres Blühverhalten

zeigen, spricht eher für die zweite Hypothese. Die 
oben angeführte Überlegung, daß durch den gentech­
nischen Eingriff vielfältige Stoffwechselvorgänge ge­
stört werden können, macht die Annahme plausibel, 
daß es sich bei den Pflanzen quasi um »Reprodukti­
onskrüppel« handelt.

Des weiteren ist auch der große Unterschied zwi­
schen den Schossraten eher als Indiz gegen eine Ab­
weichung im Rahmen der modifikatorischen Schwan­
kungsbreite zugunsten der zweiten Hypothese zu 
werten. Je größer die Abweichung, desto geringer 
wird die Wahrscheinlichkeit, daß die Mittelwerte der 
gleichen Grundgesamtheit angehören.

Allgemeines Monitoring
Die Mechanismen der genetischen Interaktion zwi­
schen Kultur und Wildrüben sind sehr komplex, so 
daß die vorliegende Untersuchung nur Teilaspekte zur 
Klärung beitragen kann. Die Erstellung eines Stamm­
baumes zur Darstellung phylogenetischer Beziehungen 
zwischen Wildrüben verschiedener Herkunftsorte ist, 
aufgrund der großen Heterogenität innerhalb der mari­
tima (JUNG & al. 1993y, problematisch. Auch in Pflan­
zen einer Population lassen sich mitunter große Unter­
schiede im RAPD-Bandenmuster finden. Da deshalb 
eine klare Definition des Bandenmusters einer be­
stimmten Population teilweise nicht möglich ist, wird 
der Vergleich zwischen verschiedenen Standorten 
schwierig. Es ließen sich kaum Banden finden, die nur 
für bestimmte Herkunftsgebiete charakteristisch waren 
und an allen anderen untersuchten Standorten nie vor­
kamen. Die Häufigkeit, mit der solche Banden vorka­
men, variierte stark. Die gewählte Darstellungsform 
einer minimalen und einer maximalen Bandenkonstel­
lation hat den Vorteil, daß neben der phylogenetischen 
Nähe der verschiedenen Populationen, auch eine Aus­
sage über deren Homogenität gemacht wird. Während 
einige Varianten, wie die aus Griechenland oder den 
Niederlanden, sehr geringe Unterschiede aufweisen, 
gibt es auch Populationen, deren max- und min-Varian- 
ten im Dendrogramm, aufgrund ihrer Heterogenität, 
relativ weit entfernte Positionen einnehmen.

Die intermediäre Stellung der Unkrautrüben war 
zu erwarten, da sie einen Großteil der möglichen Ban­
den, sowohl der kultur- wie auch der wildrübenspezi­
fischen, in den RAPD Bandenmustern vereinen. Diese 
Tatsache bestätigt die These einer Genese von Un­
krautrüben, über die Hybridbildung zwischen Wild- 
und Kulturrüben, wie sie bereits von BOUDRY & al. 
(1993) und SANTONI & BERVILLE (1992) an franzö­
sischen Wildrüben untersucht worden ist. Die relative 
Nähe der italienischen Population zu den Kulturrüben 
deutet auf eine Beeinflussung der Wildpopulationen 
durch die dort betriebene Saatgutproduktion.

Die entscheidende Frage, welchen Einfluß eine 
erworbene BNYW-resistenz im Wildhabitat hat, 
konnte durch die Versuche dahingehend geklärt wer­



den, daß sich mangels Selektionsdruck kein unmittel­
barer Vorteil für Pflanzen mit eingekreuzter, transge­
ner Virusresistenz ergibt. Die gemessenen Extinkti­
onswerte in den Inokulationsversuchen mit unter­
schiedlichen Salzkonzentrationen zeigen eine deutli­
che Abhängigkeit des BNYW- Befalls vom Salzgehalt 
des Bodens. Da sich die Wildpopulationen von B. ma­
ritima ARCANG. fast ausschließlich im Meeresspül­
saum oder an Salinen befinden, ist diese Abhängig­
keit sehr bedeutsam für die Relevanz der Verbreitung 
einer gentechnisch eingeführten Virusresistenz. Darü­
ber, ob der verminderte Befall auf eine geminderte 
Infektionsfähigkeit des Virus oder eine Beeinflussung 
des Überträgerorganismus Polymyxa betae KESKIN 
zurückzuführen ist, kann nur spekuliert werden. 
Festzuhalten bleibt allerdings, daß eine transgene Vi­
rusresistenz in Wildrübenhabitaten wenig bedeutsam 
wäre, da es unter mesohalinen Bedingungen kaum 
zu einem Befall kommen kann und Wildrüben zu­
dem eine wesentlich höhere Toleranz dem Erreger 
gegenüber aufweisen (WHITNEY 1989).

5 Zusammenfassung und Ausblicke

Die vorgestellten Untersuchungen verdeutlichen, 
welches große Spektrum Untersuchungen zum Moni­
toring gentechnisch veränderter Pflanzen umfassen 
müssen. Gerade die Anstrengungen im Bereich des 
allgemeinen Monitorings sind hervorzuheben, da ge­
rade diese Untersuchungen Aussagen über zu erwar­
tende Konsequenzen des Inverkehrbringens gentech­
nisch veränderter Pflanzen möglich machen.

In dem Maße, wie die Freisetzung und Inver­
kehrbringung von gentechnisch veränderten Zucker­
rüben zunimmt, wird auch die Bedeutung des spezifi­
schen Monitorings zunehmen (PARKER & BARTSCH 
1996), da dann auch Versuche mit transgenen Pflan­
zen durchgeführt werden können, die im Rahmen 
des allgemein anerkannten »step-öy-step«-Konzeptes 
vorher als unnötiges Verbreitungsrisiko hätten gewer­
tet werden müssen.
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