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1. Abstract

In dieser Arbeit werden die Metaboliten von Tomaten der Art Solanum lycopersicum
untersucht, welche mit der Wildtomate S. pennellii gekreuzt und riickgekreuzt
wurden. Die Pflanzen wurden im Gewachshaus angebaut, wobei jeweils eine
Pflanze in Trockenheit kultiviert und die andere ausreichend bewéssert wurde. Fir
eine umfassende Datengrundlage, werden im Rahmen von zwei Projekten ungefahr
3000 Proben der in dieser Weise kultivierten Tomaten mittels
Gaschromatografie/Massenspektrometrie (GC/MS) analysiert. Bei einem der
Projekte durfte ich im Praktikum mitarbeiten. Das Ziel dieses Projektes ist, die
Metaboliten der gesamten Probenmenge zu analysieren, um anschliessend
herauszufinden, welche DNA-Sequenzen fur die Produktion welcher Inhaltsstoffe
verantwortlich sind.

Wahrend der Praktikumszeit konnte nur ein kleiner Teil der Proben endgultig
ausgewertet werden. Daher liegt das Schwergewicht der folgenden Arbeit eher auf
den angewandten Methoden als den Resultaten. In den 52 bisher ausgewerteten
Proben konnten 54 verschiedene Metaboliten erkannt werden, wie beispielsweise L-
Prolin, welches von den Tomaten in Trockenheit vermehrt produziert wird.



2. Einleitung

2.1. Personliche Vorstellung

Vor den Sommerferien habe ich die Kantonsschule Wohlen mit der zweisprachigen
Matura in Deutsch und Franzésisch abgeschlossen. Dabei belegte ich das
Schwerpunktfach Biologie-Chemie und das Erganzungsfach Physik. In der Bioklasse
habe ich an der ersten Vorrunde der schweizerischen Biologie Olympiade
teilgenommen. Ich habe mich schlussendlich bis in die dritte Runde qualifiziert und
erhielt dadurch die Moglichkeit zu einem vierwdchigen Praktikum am Max-Planck-
Institut fur molekulare Pflanzenphysiologie in Golm.

Pflanzenphysiologie war mir zuvor mehr oder weniger ein Fremdwort und so konnte
ich mich auf viele neue Erfahrungen freuen. Dennoch waren mir einige der
verwendeten Analysemethode schon bekannt, einerseits durch die Schule,
anderseits durch eine Studienwoche an der Universitat Basel im Jahr 2014. Es war
interessant, nebst der Biologie auch einiges tber die Chemie bei der Analyse der
Proben zu lernen.

Das aktuelle Forschungsthema meines Betreuers Dr. Saleh Alseeknwar AAnal ysi s o f
metabolite contentoftr adi ti onal ly .grown tomatoesHh
Wahrend meiner Praktikumszeit hatte ich kein eigenes Projekt, sondern half beim
Projekt meines Betreuers flr sein Postdoc. Das heisst, ich bereitete Proben fir die
GC/MS-Analyse vor, transferierte sie in Szintillationsphiolen fur die
Weiterverarbeitung oder machte die Extraktion und die Derivatisierung. Diese
Schritte sind nétig, damit die Proben anschliessend untersucht werden konnen. Bei
der Extraktion l6st man die zu analysierenden Stoffe aus der Probe heraus, die
Derivatisierung hingegen ist eine chemische Reaktion, bei der die Stoffe so
verandert werden, dass sie spater im Gaschromatografen schneller in den
gasformigen Zustand Gbergehen. Dabei sammelte ich einiges an Erfahrung und
Wissen Uber den Laboralltag. Zudem erfuhr ich diverses uber die klassischen
Analysemethoden von GC-Proben.

2.2. Projektinformationen

Die Tomate, eine urspringlich aus Stidamerika stammende Pflanze, wurde im 16.
Jahrhundert nach Europa gebracht. Anfangs wurde sie jedoch nur als Zierpflanze
angesehen, bevor sie schliesslich ihren Weg in die Kiichen fand. [1] Die grosse rote
Frucht, die wir heute kennen, ist das Resultat zahlreicher Ziichtungen und langer
Kultivierung. Wahrend dieses Prozesses sind jedoch auch diverse nuitzliche
Eigenschaften der urspriinglichen Tomate verloren gegangen. Die wilden
Verwandten der Kulturtomate jedoch sind heute noch im Besitz dieser
Eigenschaften. Beispielsweise haben sie eine aussergewdhnliche Stresstoleranz
gegenuber Trockenheit oder sind resistent gegentber gewissen Schadlingen. Leider
sind ihre Fruchte sehr klein, klebrig, griin und nicht geniessbar.



Mit gezielten Kreuzungen der Kulturpflanze Solanum lycopersicum mit ihrem nahen
Verwandten, der nicht kultivierten Art S. pennellii, versucht man den Genpool
unserer Tomate zu erweitern. [2] Durch Rickkreuzungen mit der Kulturtomate erzielt
man, dass nur eine geringe Menge des Genoms des Wildtypen in der
Tochtergeneration enthalten ist. Diese Tomaten untersucht man dann auf ihre
Metaboliten, wobei jede Linie einmal im gut bewasserten Milieu und einmal im
trockenen Milieu gepflanzt wurde.

Es werden in zwei Projekten circa 3000 Proben von

Tomaten untersucht, wovon bei jedem Projekt etwa die

Hélfte der Proben verwendet wird.

Die Tomaten waren zu dem Zeitpunkt, als ich mit dem Plomrredt
Praktikum begann, schon geerntet und in Eppendorf

Tubes abgefillt, welche bei -80°C gelagert werden,

sodass der Metabolismus gestoppt wird. Fur die Proben oo g
wurden Teile des Fruchtfleisches sowie auch die Schale

verwendet. So kann exakt die Menge der jeweiligen Abb. 2.1: Vergleici$.lycopersicum
Metaboliten zum Zeitpunkt der Ernte festgestellt werden. unds. pennellii

Man moéchte herausfinden, welche DNA-Sequenzen fiir

welche Menge welcher Metaboliten verantwortlich sind.

Frults Leaves

Tem 1o

2.2.1. Solanum pennellii

S. pennellii stammt aus Stdamerika. Sie wachst vorwiegend an trockenen, steinigen
Hangen und in sandigen Gebieten. Dabei ist sie von Meereshdhe bis auf 3000m
Hohe zu finden. [3] Durch ihre Anpassung an diese Lagen besitzt S. pennellii eine
hohere Trockenheitsresistenz, was auch fur unsere kultivierten Tomaten eine
winschenswerte Eigenschaft ware.

2.2.2. Analysemethoden

Es gibt verschiedene Verfahren, welche zur Analyse der Inhaltsstoffe einer Probe
verwendet werden kénnen. Je nach Aggregatszustand, Grosse und Polaritéat eignen
sich daftir gewisse Methoden besser als andere. Zur Analyse der Metaboliten der
Tomaten wurde die Gaschromatographie-Massenspektrometrie (GC/MS) verwendet.

Die GC/MS Methode besteht aus einem Gaschromatografen (GC) verbunden mit
einem Massenspektrometer (MS). Das hier verwendete MS ist ein TOF
Massenspektrometer (Time of flight).

Die Probe wird von der Maschine mittels einer Spritze in den GC injiziert.
Anschliessend steigt die Temperatur im Inneren der Maschine kontinuierlich an,
sodass die Stoffe in den Gaszustand Ubergehen. Diese werden dann durch eine
30m lange Saule geleitet, in der als Tragergas Helium durchfliesst. Durch ihre
Bewegung in der Saule werden die Gase nach Grgsse unterteilt. Die Zeit von der
Injektion in den GC bis zur Ankunft am Detektor nennt sich Retentionszeit und ist fir
den jeweiligen Stoff typisch. Jedoch gibt es auch Stoffe mit sehr &hnlichen



Retentionszeiten, die folglich nicht gut unterschieden werden kénnen. Daher ist dem
GC ein MS nachgeschaltet.

Bei der TOF Methode wird, wie der Name schon sagt, die Flugzeit gemessen. Doch
zuerst werden die Molekdle ionisiert und brechen bei diesem Vorgang in Fragmente.
Im TOF wird jedes Fragment mit demselben Impuls gestossen. Kleinere Teile
erreichen dadurch eine hohere Geschwindigkeit und gelangen als erstes zum
Detektor. Mit der Formel fur den Impuls p = m*v lasst sich also die Masse der
einzelnen Fragmente feststellen.

Die Kombination dieser beiden Methoden ergibt dann sehr genaue Informationen
Uber die einzelnen Molekile; dies ist einerseits die Retentionszeit, andererseits die
genaue Masse der einzelnen Fragmente der Molekiile. Dieses Fragmentspektrum ist
ahnlich wie ein Fingerabdruck spezifisch fir die Molekile und man kann sie anhand
dessen identifizieren.



3. Material und Methoden

Im Rahmen der Versuche wurde zum einen ein bestimmtes Gen vermehrt, um
spater Tomaten mit der VIGS-Methode behandeln zu kdnnen. Dieses Gen wird in
einen Virus eingeschleust, welcher der Pflanze injiziert wird. So erkennt die Pflanze
das Gen als Teil des Virusgenoms und schaltet es aus, wobei es auch in ihrem
eignen Genom bekampft wird.

Andererseits wurden Proben der bereits geernteten Friichte weiterverarbeitet und
mit GC/MS analysiert.

3.1. VIGS (Virus induced gene silencing)

Das Tomatengenom ist bereits vollstandig sequenziert, und es ist auch bekannt, in
welchen Pflanzenteilen welche Gene am haufigsten exprimiert werden. [4][5] Mit der
VIGS-Methode soll herausgefunden werden, welche Gene fir welche Prozesse
verantwortlich sind.

Gewisse Gene der Tomate werden mithilfe eines Virus ausgeschaltet, um
anschliessend die Folgen zu beobachten, welche dadurch an der Pflanze verursacht
werden. Daflur wird zuerst die cDNA mittels PCR vermehrt:

3.1.1. PCR (Polymerase chain reaction)

PCR wird dazu verwendet, die kleine Menge an DNA, welche zur Verfligung steht,
zu vervielfaltigen. Dies geschieht durch wiederholtes Erhitzen und Abkihlen der
Proben. Grundsatzlich gibt es dabei drei Phasen. In der ersten Phase (Denaturation)
werden die Wasserstoffbriicken, welche die DNA-Strange verbinden, aufgetrennt,
sodass nur noch Einzelstrange vorliegen. Im zweiten Schritt (Annealing) lagern sich
die Primer an die DNA-Strange an, sodass die Polymerase im néchsten Schritt
(Extending), den Strang mit freien Nukleotiden aufftllen kann.

Material

Eisbecken

Mikropipette und Spitzen
Handschuhe
PCR-Phiolen

Chemikalien

32.3 pl H20

10 yul  5xHF Puffer

1l dNTPmix

1l cDNA

2.5 ul  Forward Primer

2.5 ul  Reverse Primer

0.7 pl - Phusion HSII (Polymerase)



Versuch

Zuerst werden alle Chemikalien in die Phiolen fur PCR gefllt. Am besten werden
zuerst die grosseren Mengen zugegeben, wobei beim Hinzufligen der kleineren
einige Male auf und ab pipettiert, das Ganze anschliessend kurz gevortext und fur
einige Sekunden zentrifugiert werden soll. Dann kommen die Proben fir 40 Zyklen in
die PCR-Maschine.

PCR- Zyklus:
9 Initial denaturation 98°C 30s

9 Denaturation 98°C 10s

1 Annealing 58°C 20 s 40x wiederholen
1 Extension 72°C 30 s/kb

9 Final extension 72°C 10 min

1 Storage 4°C

Nachdem die DNA durch PCR vermehrt worden ist, muss Uberpriift werden, ob
tatsachlich das gewtinschte Produkt entstanden ist. Dies geschieht mittels
Gelelektrophorese.

3.1.2. Gelelektrophorese

Bei der Gelelektrophorese wird die DNA, welche negativ geladen ist, in einem
Agarosegel separiert, indem sie in Richtung der positiven Ladung gezogen wird.
Kleine DNA-Stiicke kommen dabei schneller voran als grossere.

Material
Gelkammer
Mikropipette und Spitzen

Chemikalien

ca. 45 pl des PCR-Produkts
Agarosegel

Marker

1XTAE Puffer

5 ul 6xDye Ldsung

Versuch

Das Agarosegel kann in die Gelkammer gegossen werden. Am einen Ende muss
der Kamm eingesetzt werden, wo spéater die Proben geladen werden.

Nach einigen Minuten sollte das Gel abgekuhlt und festgeworden sein. Nun kann der
Kamm vorsichtig entfernt und das Gel in der Elektrophoresekammer platziert
werden. Diese wird anschliessend mit dem Puffer aufgefillt. Zum PCR-Produkt wird
5 ul 6xDye Losung zugegeben. Dadurch wird die Probe eingefarbt und die Banden
konnen spéater unter UV-Licht betrachtet werden, da sie fluoreszieren. Nun kann die



gesamte Probemenge in drei Wells geladen werden (ca. 17 ul pro Well). Nebst den
Proben sollte auch noch einen Marker geladen werden, um eine Referenz fur die
Grosse der DNA-Sequenzen zu haben.

Dann kann man die Stromkabel anschliessen und die Proben laufen lassen. Nach
ungefahr einer halben Stunde sollten sie einen grossen Teil der Strecke Uber das
Gel zuriickgelegt haben.

Unter UV-Licht kdbnnen dann die einzelnen Banden betrachtet werden.

3.1.3. PCR-Produkt aus Gel extrahieren und reinigen

Hat sich bei der Gelelektrophorese ergeben, dass das richtige Gen vermehrt wurde,
so kann dieses direkt weiterverwendet werden, indem es aus dem Gel extrahiert und
gereinigt wird.

Material

Skalpell

Zentrifuge

2 ml Eppendorf-Tube
1.5 ml Eppendorf-Tube
Nanodrop

Chemikalien
Nucleopsin Extract Il kit (Machery Nagel)
Binding Buffer NT
Wash Buffer NT3
Elution Buffer NE
PCR Clean-up Column
Collection Tubes (2ml)

Versuch

Mit dem Skalpell kann die entsprechende Stelle aus dem Agarosegel
herausgeschnitten und in ein 2 ml-Eppendorf-Tube gegeben werden.

Pro 100 mg Gel gibt soll circa 200 ul des Binding Buffer NT hinzugefugt werden.
Anschliessend wird das Tube bei 50°C geschiittelt, bis sich das Gel komplett
aufgeldst hat.

Bis maximal 600 pl dieser Losung kénnen dann in die PCR Clean-up Column
Ubertragen werden. Das Tube inklusive Column wird bei 11000 rpm flr eine Minute
zentrifugiert. Der Durchfluss kann entsorgt werden. Dies wird so lange wiederholt,
bis keine Losung mehr ubrig ist.

Die Column soll nun mit 600 pl Wash Buffer NT3 gewaschen werden. Daflr wird bei
11000 rpm fir eine Minute zentrifugiert, der Durchfluss kann entsorgt werden.
Danach muss die Séule getrocknet werden, indem sie, ebenfalls bei 11000 rpm, fur
zwei Minuten zentrifugiert wird.

Die Column wird nun in ein 1.5 ml Tube gesetzt. Jetzt soll 15 ul Elution Buffer NE
vorsichtig in das Zentrum der Column gegeben werden, wobei darauf geachtet



werden muss, dass die Flussigkeit auch wirklich mit der Membran in Kontakt kommt.
Danach wird das Ganze fiur mindestens 10 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert.
Die DNA wird durch zwei Minuten in der Zentrifuge bei 11000 rpm herausgeldst. Am
besten verwendet man «slow start», damit die Zentrifuge langsamer beschleunigt
und das Eppendorf Tube nicht beschadigt wird.

Schliesslich kann die Konzentration der geldsten DNA per Nanodrop quantifiziert
werden. Diese Angabe wird bendtigt, um im nachsten Schritt die zu verwendende
Menge der Chemikalien zu berechnen.

3.1.4. BP Reaktion
Das PCR-Produkt soll nun in einen Vektor eingefugt werden.

Chemikalien
BP reaction mix;:

TE Buffer 35—-ayl
Gereinigte DNA-LOsung aul
pDONR207 (150 ng/ul) 0.5 ul

BP clonase Il enzyme mix 1l

Proteinkinase-K-L6sung (20 pg/ul) 0.5 ul

Material
Becken mit Eis
Zentrifuge

Tabelle3.1: Berechnen des Volumexder gereinigten DNA_Gsung, das hinzugegeben werden soll (= a)

A B C D E F G H
1 coding adapter ng to 50 fmol concentration | for 50 fmol | take
sequence
2 | Gene of | length of | Length of sum of | amount of DNA to determined volume of volume of
interest | CDS adapter the get 50 fmol DNA DNA DNA
seq (60 bp) | length concentration | solutionto | solution
get 50 fmol | used
3 | formula | value 60 | B3+C3 | 50*660*D3/1000000 | value E2/F2 value = a
Versuch

Anhand der Konzentration der DNA und der Lange der kodierenden Sequenz und
der Adaptersequenz kann das bendétigte Volumen a der DNA-L6sung nach Tabelle 1
berechnet werden. Der Reaktionsmix wird vorbereitet, indem die DNA-L&sung und
pDONR207 in ein Eppendorf Tube gegeben und mit dem Puffer auf 4 pl aufgefillt
werden. Den BP clonase Il enzyme mix erst kurz vor Gebrauch aus dem -80°C
Kihler nehmen und auf Eis transportieren, dann kann der enzyme mix kurz
zentrifugiert, durch leichtes Antippen gemischt und nochmals zentrifugiert werden.
Nun gibt wird der enzyme mix zur Lésung gegeben und diese bei 25°C flr eine
Stunde inkubiert.

Danach soll die Proteinkinase-K-LOsung genauso wie der enzyme mix gemischt und
zentrifugiert und anschliessend zur Losung hinzugegeben werden. Nach einer



Inkubation von 10 min bei 37°C kann die Lésung weiterverwendet oder bei -20°C flr
maximal eine Woche gelagert werden.

3.1.5. E. coli Transformation
Diese DNA wird nun in kompetente Zellen eingeschleust.

Chemikalien

DH5a competent cell 50 ul
BP Reaktions-L6sung 5ul
SOC-Medium 450 pl
LB-Medium mit Gentamicin (10 pg/ml)

Material
Becken mit Eis
Shaker
Zentrifuge
Mikropipette
Petrischalen
Drigalski-Spatel

Versuch

Zuerst werden die kompetenten Zellen auf Eis gestellt bis sie aufgetaut sind. Das
dauert an die 10 Minuten. Nun wird die L6ésung aus der BP-Reaktion in dieses Tube
gegeben und durch leichtes Dagegentippen gemischt. Dann wird die Lésung auf Eis
fur 30 Minuten inkubiert. Anschliessend wird sie flr 45 Sekunden einem
Hitzeschock, 42°C, ausgesetzt, bevor sie nochmals zwei Minuten auf Eis inkubiert
wird.

Zur Losung werden nun 450 pul SOC-Medium gegeben und das Tube fir eine Stunde
in den Shaker bei 1100 rpm und 37°C gestellt. Nachdem die Zellen fur 30 Sekunden
bei 10000 rpm zentrifugiert wurden, kann mit der Pipette der Uberstand abdekantiert
werden, sodass neben dem Zellpellet noch etwa 50 pl der Flussigkeit im Tube
verbleiben. Das Pellet wird darin wieder gel6ést und auf eine bereits vorbereitete
Platten mit LB-Medium mit Gentamicin verteilt.

Die Platte wird Uber Nacht bei 37°C inkubiert.

Zum Abschluss waren noch die folgenden Schritte notwendig gewesen, welche ich
nicht mehr durchfiihren konnte, da mein Praktikum zu Ende ging:

- CDP (Colony direct PCR)

- Isolation des Plasmids

- Proben zur Sequenzierung einsenden und die erhaltenen Daten

analysieren

Zudem musste man die E. coli Transformation wiederholen, falls auf den Platten
keine ausreichende Anzahl an Kolonien gewachsen ware.
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3.2. GC/MS-Analyse der Proben

Die bereits geernteten Frichte mussen in folgenden Schritten auf die GC/MS-
Analyse vorbereitet werden. Dabei ist es ebenfalls von Vortelil, jeweils Backups der
Proben wahrend den einzelnen Schritten zu machen, falls einmal ein Versuch
schiefgehen sollte.

3.2.1. Proben mahlen

Material

Szintillationsphiolen mit Deckel
Grosse Metallkugeln

Kleine Metallkugeln

2 Gefriertruhen gefullt mit Trockeneis
Becken mit Kartongitter fiir die Eppendorf Tubes und die Szintillationsphiolen
Flissiger Stickstoff

Trockeneis

Warme Handschuhe

Morser

Pinzette

Edding

Metallkappen

Capper

Decapper

Labman Grinder (Frosty)

Versuch

Die Proben sind in Eppendorf Tubes bei -80°C im Kuhler gelagert. Aus den
gefrorenen Tomatensticken (nur die Frucht verwendet) soll nun ein Pulver
hergestellt werden. Dafir ist eine spezielle Maschine zustandig. Zuerst missen
jedoch die Proben vorbereitet werden. Das heisst, man muss die Proben in die
Szintillationsphiolen umfillen und je zwei grosse und zwei kleine Metallkugeln dazu
geben. Die Szintillationsphiole muss an Boden und Deckel beschriftet sein. Das
umflllen gestaltet sich etwas schwieriger, da die Proben gefroren sind und nicht
auftauen dirfen. Die Eppendorf Tubes mit den Proben sollen in einem Behalter, der
mit flissigem Stickstoff gefullt ist oder in eine Kihltruhe mit Trockeneis transportiert
werden. In einem zweiten Becken, welches ebenfalls flissigen Stickstoff gefullt ist,
kann die jeweilige Probe zur Szintillationsphiole gestellt und die Phiole beschriftet
werden. Anschliessend wird die Probe in den Mérser gegeben, wo das Eppendorf
Tube zerhackt und die gefrorenen Tomatenstiicke mit einer Pinzette in die
Szintillationsphiole Gbertragen werden. Dann muss die Phiole ins Trockeneis gestellt
werden, damit der Inhalt nicht auftaut. Die Proben kdnnen nun wieder bei -80°C
gelagert werden, bis sie weiterverwendet werden.

Um sie fur den «Frosty» vorzubereiten, der die Proben mahlen soll, werden die
Deckel entfernt und mithilfe des Cappers Metallkappen aufgesetzt. Je 96 Phiolen
passen auf einmal in den «Frosty». Jede wird zweimal fiir je 90 s geschittelt, so
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dass ein Pulver entsteht. Dazwischen macht die Maschine eine Pause, damit die
Proben nicht durch die Reibungswarme auftauen.

Ist die Maschine fertig, konnen die Proben herausgenommen, mit dem Decapper die
Metallkappen entfernt und wieder die Deckel aufgesetzt werden.

3.2.2. Aliguotieren

Material

Wage

Flissiger Stickstoff

Trockeneis

Spatel

Leere, nummerierte 2 ml Eppendorf Tubes

Versuch

Von dem entstandenen Pulver werden Aliquoten genommen. Daflir werden die
Metallkugeln aus den Szintillationsphiolen entfernt und diese in flissigen Stickstoff
gestellt. Daneben wird je ein 2 ml Eppendorf Tube gestellt. Dann wird das Tube
gewogen und mit dem Spatel, welcher ebenfalls im fliissigen Stickstoff stehen sollte,
120 mg des Tomatenpulvers dazugegeben. Das exakte Gewicht wird auf einer Liste
notiert. Am Schluss miissen das Tube und Szintillationsphiole wieder im flissigen
Stickstoff zwischengelagert werden. Diese Schritte mussen ausreichend schnell
vollzogen werden, sodass das Tomatenpulver nie auftauen kann. Die 120 mg
werden spater zur Extraktion weiterverwendet.

3.2.3. Extraktion

Material:

2 ml Eppendorf Tubes
1.5 ml Eppendorf Tubes
Mikropipette 1000 pl
Pipettenspitzen

Rack

Messzylinder
Elektrische Pipette mit 2.5 ml und 5 ml Spitzen
Leere Flasche

Shaker

Speed Vac

Zentrifuge

Chemikalien:
Methanol (100 %)
Ribitol

Chloroform (CHCIz)
Wasser

Argon

12



Versuch:

Zuerst wird gentugend Methanol (700 pl pro 50 mg Probe) und Ribitol (30 pl pro 50
mgq) fur alle Proben in die leere Glasflasche gegeben und gemischt. Das Methanol
stoppt alle enzymatischen Aktivitaten. Ribitol ist ein internaler quantitativer Standard
fur die polare Phase. Die Menge an Ribitol ist dadurch im Vergleich zum Methanol
immer gleich. Sollte ein Tropfen verschuttet werden, kann dies am Ribitol erkannt
und berucksichtigt werden. Bis das Methanol wirkt, miissen alle Proben gefroren
bleiben, da die Enzyme ansonsten sofort arbeiten wirden. Daher wird die Methanol-
Ribitol-Mischung auf Eis und die Proben auf Trockeneis gestellt. Zu jeder Probe wird
730 pl der Mischung gegeben, gevortext, und die Proben anschliessend ins Eis
gestellt. Danach kommen alle Proben in den Shaker bei 70°C und 950min-t fir
15min. Nach 1 — 2 Minuten sollten die Proben kurz ge6ffnet werden, um Druck
abzulassen. Anschliessend werden die Proben ca. 5 — 10 min bei 13200 rpm
zentrifugiert. Der Uberstand, 650l in diesem Falle, wird in ein 2 ml Eppendorf Tube
transferiert. Pro Probe werden 375 pl Chloroform zugefugt, gevortext, und dann
650 pl H20 hinzugefugt. Das Eppendorf Tube muss anschliessend sehr gut
gevortext werden, sodass sich Methanol und Wasser in der polaren Phase mischen
kénnen. Die Proben werden nun nochmals 5 — 10 min bei 13200 rpm zentrifugiert.
Von der oberen Phase (also der polaren) werden 2 Aliquoten von 300 plin 1.5 ml
Eppendorf Tubes abgeflllt. Eine soll dabei ein Backup sein, falls die Probe verloren
geht, die andere wird fur die Analyse weiterverwendet. Diese werden dann utber
Nacht im Speed Vac getrocknet. Zum Schluss werden die Eppendorf Tubes mit
Argongas aufgeftillt, um eine Oxidation der Proben zu verhindern.

3.2.4. Derivatisierung

Die Proben werden derivatisiert, das heisst, an Stelle eines H-Atoms oder einer
funktionellen Gruppe wird ein anderes Atom, bzw. eine andere Atomgruppe
angehangt. Das Ziel der Derivatisierung ist es, das Molekul so zu verandern, dass
das Derivat andere Eigenschaften besitzt, als das ursprtingliche Molekdl. In unserem
Falle ist dies z. B. bei der Glukose notwendig, da sie selbst kein flichtiger Stoff ist.
Durch die Derivatisierung wird sie jedoch fliichtig und kann somit mittels GC/MS
analysiert werden.

Material:

Speed Vac

Mikropipette und Spitzen
Testphiolen mit Deckel fur GC
Rack

Shaker

Zentrifuge

1 Eppendorf Tube

Chemikalien:
AC Standard
QC Standard
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Methoxyaminhydrochlorid
Pyridin

MSTFA

FAME (Fatty Acids Methyl Ester)

Versuch:

Die Proben sind bei -80°C gelagert. Sie miUssen zuerst mindestens 15 min im Speed
Vac getrocknet werden, damit kein Wasser mehr enthalten ist, welches bei der
Derivatisierung eine kompetitive Hemmung bewirken kdnnte. Anschliessend wird
jeder Probe 60 pl Methoxyaminhydrochlorid (30 mg/ml in Pyridin) hinzugefiigt.
Zusatzlich wird ein leeres Eppendorf Tube als Kontrolle verwendet. (Wenn in diesem
auch irgendwelche Metaboliten vorhanden sind, weiss man, dass die nicht von der
Probe sein kbnnen) und die zwei Standards AC und QC. (AC ist Arabidopsis, eine
Modellpflanze, die meist fur Tests verwendet wird und deren Kurve daher bekannt
ist, sodass man bei auffalligen Kurven damit vergleichen und Fehler der Maschine
ausschliessen kann. QC steht fur Quality Control.) Danach werden die Proben bei
37°C fur 2h geschittelt bei der Geschwindigkeit 950 min-t. Der MSTFA Mix wird erst
kurz vor Ende dieser 2h vorbereitet, da er mdglichst kihl bleiben soll. Pro 1 ml
MSTFA muss 20 ul FAME hinzugefligt werden. Dies ist ein Marker, dessen
Retentionszeit genau bekannt ist und mit dessen Hilfe daher die Kurve geeicht
werden kann. Bevor der MSTFA Mix zu den Proben gegeben werden kann, missen
diese kurz zentrifugiert werden. Dann kommt zu jeder Probe 120 pl MSTFA Mix. Die
Proben werden nochmals 30 min bei 37°C und 950 min-! geschiittelt. Anschliessend
werden sie kurz zentrifugiert und dann in die Testphiolen fiir den GC/MS ubertragen.
Wir haben 110 pl Gbertragen, doch der GC bendtigt pro Probe jeweils nur 1 pl.

3.3. Analyse der GC-MS-Daten

Die erhaltenen Peaks der GC-Diagramme mussen mit einer Bibliothek abgeglichen
werden, damit jedem Peak das richtige Molekul zugeordnet werden kann. Daftr
muss jedoch zuerst die Retentionszeit angepasst werden. Zu diesem Zweck wurden
die FAMEs den Proben beigefiigt. Charakteristisch fiir die FAMEs sind 13 Peaks der
Masse 87. Manuell werden diese Peaks und ihre jeweilige Retentionszeit gesucht,
um schliesslich vom Computer zur Angleichung der gemessenen Retentionszeiten
an die Bibliothek verwendet zu werden. Ist dies bei allen Messungen erfolgreich
geschehen, kann der Computer jedem Peak gewisse Stoffe zuordnen, welche er mit
der Bibliothek abgleicht. Davon stimmen jedoch viele nicht und so missen alle auf
Time Deviation und Ubereinstimmung mit den Standard-Daten tiberpriift werden.
Wichtig zur Identifikation eines Stoffes ist, dass auch in der GC-Kurve tatsachlich ein
Peak zur entsprechenden Zeit zu finden ist und mehrere Massen der Fragmente des
Molekils im MS-Spektrum sichtbar sind. Als Resultate bleiben schliesslich nur noch
die ausgewahlten und Uberpruften Daten.
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4. Resultate

4.1. VIGS
Beim PCR wurde eine DNA-Konzentration von 62,8 ng/ul, sowie 34 ng/ul erreicht.
Mit beiden Proben konnte jedoch bei der Transformation in E. coli kein positives

Resultat erzielt werden. Lediglich eine Kolonie ist auf einer der beiden Platten
gewachsen.

4.2. GC/MS-Daten

Mit GC-MS konnten diverse Metaboliten der Tomate erkannt werden. In Abb. 4.1
sind die Ergebnisse aus der GC/MS-Analyse in einer sogenannten Heatmap
dargestellt. Auf der horizontalen Achse befinden sich die einzelnen Proben, wobei
von jeder Probe mehrere Pflanzen in Trockenheit, sowie im gut bewasserten Milieu
getestet wurden. VF36 ist dabei die Kontrollpflanze.
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Auf der vertikalen Achse sind die identifizierten Metaboliten zu finden.

Die Farben lassen erkennen, ob in einer Probe mehr oder weniger vom jeweiligen
Metaboliten zu finden war im Vergleich zum Mittelwert aller Resultate. Blau bedeutet,
dass weniger enthalten ist, rot steht fir mehr als der Durchschnitt. In den grauen
Feldern sind keine Daten vorhanden.

Damit die Ahnlichkeiten zwischen den einzelnen Proben schneller ersichtlich
werden, ist die Heatmap in Abb. 4.2 als Cluster arrangiert. Dieses Cluster wird vom
Computerprogramm automatisch generiert, basierend auf ahnlichen Vorkommen
und Menge der Inhaltsstoffen in den Proben.
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Abb. 43: I-Prolin

In Abb. 4.4 ist die Intensitat von L-Prolin (siehe Abb. 4.3) in

den verschiedenen Proben zu sehen. Die Intensitat ist
dabei jeweils der Durchschnitt von 3 — 5 Proben, welche
von einer Pflanze mit derselben genetischen Modifikation
stammen. Die Proben 1 — 9 wurden bei Trockenheit
gehalten, die Proben 10 bis 18 wurden gut bewassert. 9
und 18 ist jeweils die Kontrolle ohne genetische
Veranderung. Jeweils Probe 1 und 10, 2 und 11 usw.

haben ebenfalls dieselbe Modifikation. Genauso sind in Abb. 4.5 die Werte fir den
Saccharosegehalt derselben Proben angezeigt.
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Abb.4.5: GEMS Daten der Saccharose

17



Abbildung 4.6 zeigt die GC/MS Daten der Nicotinsédure, wobei die Proben 1 — 9 in
Trockenheit, die Proben 10 — 18 in bewassertem Milieu angebaut wurden, genauso
wie bei den Abbildungen 4.4 und 4.5.

Nicotinic Acid

0.16

0.14

0.12

0.1 -

0.08 -
0.06 -
0.04 -
0.02 -

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18
sample number

Abb. 4.6: GC/MS Daten der Nicotinsaure
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5. Diskussion

5.1. VIGS

Mit dem gewlinschten Gen wurde ebenfalls eine Resistenz gegeniiber dem
Antibiotikum Gentamicin in das Plasmid eingefligt. Fur ein positives Ergebnis sollten
also auf den Platten mit Gentamicin an die hundert Kolonien zu finden sein. Da
jedoch nur eine einzige Kolonie Uber Nacht gewachsen ist, muss dieser Versuch
wiederholt werden, damit man mit den weiteren Schritten fortfahren konnte.

5.2. GC/MS Daten

Die 52 Proben, welche ich wahrend meiner Praktikumszeit auswerten konnte,
machen nur einen ziemlich kleinen Anteil der insgesamt 3000 Proben des Projektes
aus, weshalb die hier prasentierten Schlisse aus den Ergebnissen der GC/MS-
Analyse mit Vorsicht betrachtet werden mussen.

In den 52 Proben konnte ich 54 verschiedene Metaboliten identifizieren. Dies ist eine
eher kleine Zahl, doch in der Tomate ist es schwer, mehr als 60-70 Inhaltsstoffe zu
messen. Der Grund dafir ist die Menge an Zuckern, welche in der Frucht zu finden
ist. Da der Anteil an Zucker in den Proben derart gross ist, ergibt sich in der
Messung mit dem Gaschromatografen ein verhaltnismassig riesiger und breiter
Peak. Dieser Peak verdeckt aber kleinere Peaks, die dann auf dem Diagramm nicht
mehr erkennbar sind.

Heatmap

Es ware zu erwarten, dass die Proben mit derselben genetischen Modifikation
(selber Probenname) auf der geclusterten Heatmap (Abb. 4.2) nebeneinander zu
finden seien, da zwischen ihnen die grosste Ahnlichkeit besteht.
Interessanterweise sind jedoch beispielsweise die Kontrollen nicht alle
nebeneinander zu finden. Stattdessen sind jeweils eine «drought», das heisst, in
Trockenheit angebaute, und eine «irrigated», d.h. in ausreichend bewassertem
Milieu angebaute Kontrolle von den anderen beiden separiert. Dies kann auch bei
anderen Proben beobachtet werden. Ein Grund daftir kdnnte sein, dass sich bei den
Messungen kleine Ungenauigkeiten ergeben haben. Wahrscheinlich ist aber auch,
dass in den Proben tatsachlich Unterschiede bestehen. Denn diese Proben
stammen zwar von Pflanzen mit demselben Erbgut, jedoch nicht von derselben
Frucht. Es kann sein, dass nicht in jeder Frucht verhaltnismassig die gleichen
Mengen der jeweiligen Metaboliten vorhanden sind.

Auf einige der identifizierten Metaboliten werde ich im Folgenden genauer eingehen:
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L-Prolin

Wie in Abb. 4.4 zu sehen, ist der Prolin-Spiegel in den bewasserten Proben
insgesamt viel geringer. Prolin wird von den Pflanzen folglich unter
Trockenheitsstress vermehrt produziert.

Tatsachlich wird Prolin aus diesem Grund in der Okotoxikologie als Biomarker
eingesetzt. Pflanzen steigern die Prolin-Synthese, wenn der Wasserhaushalt einer
Stresssituation ausgesetzt wird, wie in diesem Versuch aufgrund von Trockenheit.
[6]

Eine besonders hohe Prolin-Produktion kann bei den Proben 6 und 8 festgestellt
werden. Analog dazu produzierten auch die Proben 15 und 17 deutlich mehr Prolin
als der Durchschnitt. Diese Proben kdnnen nun naher analysiert werden, um
herauszufinden, welche Gene fiir die Prolin-Produktion verantwortlich sind.

Nicotinsaure

Eines der Vitamine, die in den Tomaten enthalten sind, ist die Nicotinsaure, ebenfalls
als Vitamin B3 bekannt. Sie bildet einen wichtigen Bestandteil der Coenzyme NADH
und NADPH. Damit ist Nicotinsdure am Eiweiss-, Fett- und Kohlehydratstoffwechsel
und somit auch an der Energiegewinnung beteiligt. [7] Nicotins&ure ist fur den
menschlichen Kérper essentiell, kann jedoch auch in der Leber aus Tryptophan
hergestellt werden. Dennoch muss taglich gentigend Nicotinséure (oder Tryptophan)
mit der Nahrung aufgenommen werden. Nicotinséure ist also ein wiinschenswerter
Bestandteil der Tomaten. Die GC/MS Daten sind hierbei jedoch nicht eindeutig, bei
den Proben in Trockenheit wurde in Probe 6 am meisten Nicotinsaure produziert.
Bewassert hat jedoch die Probe derselben Modifikation, also Nr. 15 verhaltnisméssig
weniger produziert. Ahnlich gilt dies fiir die Proben 5 und 14, deren Werte ebenfalls
nicht tbereinstimmen. Entweder verhalt sich die Produktion der Nicotinsaure unter
trockenen Bedingungen stark unterschiedlich zu den bewasserten Bedingungen,
oder es liegt ein Fehler bei der Messung vor.

Zucker

In den Tomaten ist eine grosse Menge an Zuckern enthalten; unter anderem
Saccharose, welche besser bekannt ist als Haushaltszucker, ein Zweifachzucker,
der aus den Monosacchariden Glucose und Fructose zusammengesetzt ist. Im
Vergleich zu den anderen Metaboliten sind die Zucker in sehr grossen Mengen in
der Frucht zu finden, was der Grund ist, warum uns die Tomaten so gut schmecken.
Es zeigt sich jedoch in Abb. 4.5, dass der Saccharosegehalt tiber alle Proben relativ
konstant bleibt. Insgesamt ist er dennoch in den bewéasserten Proben etwas
geringer. Den héchsten Wert weist die Kontrolle der im Trockenen angebauten
Tomaten auf. Das zeigt, dass die Kulturtomaten schon einen sehr hohen Anteil an
Zucker beinhalten. Durch die Kreuzung mit der Wildtomate konnte dieser Wert nicht
gesteigert werden, da diese geringere Mengen an Zucker produziert.
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6. Fazit

Die Arbeit im Labor hat mir sehr gut gefallen und ich konnte auch oft selbsténdig die
Versuche durchfuhren und so in der Praxis anwenden, was man in der Schule nur
als Theorie hort. Es war interessant, diverse Methoden kennen zu lernen, wie man
Proben analysieren kann und selbstandig mit den verschiedensten Geréten im Labor
zu hantieren. Wahrend anfangs der Umgang mit der elektrischen Pipette noch
ungewohnt war, konnte ich sie am Schluss wie selbstverstandlich bedienen und
auch das Arbeiten mit flissigem Stickstoff gehérte bald zum normalen Alltag. Die
Menge an Proben war anfangs etwas gewdhnungsbedurftig und sogar die geringe
Anzahl Proben, die ich ausgewertet habe, war flir mich schon eine ziemlich grosse
Menge an Daten. Dadurch konnte es teilweise etwas monoton werden, wenn ich
gewisse Schritte fur eine solche Anzahl Proben hunderte Male wiederholen musste,
wie zum Beispiel die Proben fur den «Frosty» vorbereiten. Da aber Arbeiten wie das
Umfullen der Proben am besten zu zweit zu erledigen waren, wurde es niemals
langweilig. Dr. Saleh Alseekh erklarte mir wahrenddessen oft Hintergriinde zu den
Versuchen, doch wir unterhielten uns auch sonst gut. Allgemein war die Atmosphére
im Labor sehr herzlich und ich traf Leute aus den unterschiedlichsten Landern.
Zeitgleich mit mir war auch eine Praktikantin aus Brasilien da, die oft gemeinsam mit
mir im Labor arbeitete.

Fur die Berufswahl hat mir das Praktikum jedoch kaum geholfen, da ich mich bereits
vorher entschieden und schon diesen Sommer mit dem Studium begonnen habe.
Dennoch war das Praktikum eine tolle Erfahrung, die ich nicht so bald vergessen
werde.

Ich méchte hiermit dem Verein der Schweizer Biologie Olympiade und dem
Forderverein der BiologieOlympiade e. V. herzlich dafir danken, dass sie mir dieses
Praktikum ermoglicht haben. Des Weiteren mochte ich dem Max-Planck-Institut
danken, dass ich dort das Praktikum absolvieren durfte. Mein Dank geht ausserdem
an die AG Fernie, die mich herzlich aufgenommen und unterstitzt hat, besonders an
Dr. Saleh Alseekh, der mich fur die Zeit des Praktikums betreute, meine Fragen
beantwortete und mir viel Uber das Arbeiten im Labor beibrachte.
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8. Anhang

Tabelle8.1: Daten aus der G®1S-Analyse, die Nummerierung steht in jeder Tabelle fur die Metaboliterf dieser Seite

Name Analyte

M000026_A138002-101_METB_354060_TOF_Alanine, DL- (3TMS)
M000027_A144001-101_METB_394250_TOF_Alanine, beta- (3TMS)
M000013_A164007-101_MST_479050_TOF_Asparagine, DL- (4TMS)
M000013_A187001-101_METB_479210_TOF_Asparagine, DL- (4TMS)
M000013_A168001-101_METB_550100_TOF_Asparagine, DL- (3TMS)
M000033_A152002-101_METB_457283_TOF_Aspartic acid, L- (3TMS)
M000360_A181006-101_METB_563070_TOF_Calystegine B2 (LMEOX) (4TMS)
M000130_A144002-101_METB_424210_TOF_Cysteine, S-methyl-, DL- (2TMS)
M000082_A185002-101_METB-METB_624990_TOF_Dehydroascorbic acid dimer (TMS)
M000104_A145001-101_MST_394770_TOF_Erythrose, D- (IMEOX) (3TMS)
M000067_A137001-101_METB_371255_TOF_Fumaric acid (2TMS)
MO000114_A133002-101_METB_342530_TOF_Butyric acid, 4-amino- (2TMS)
MO000114_A153003-101_METB_452200_TOF_Butyric acid, 4-amino- (3TMS)
MO000690_A194003-101_METB_624030_TOF_Galacturonic acid, D- (1IMEOX) (5TMS)
MO000643_A194009-101_METB_660120_TOF_Glucaric acid-1,4-lactone (4TMS)
M000073_A135003-101_METB_345050_TOF_Glyceric acid, DL- (3TMS)
MO000053_A129003-101_METB_291783_TOF_Glycerol (3TMS)
MO000328_A177002-101_METB_574230_TOF_Glycerol-3-phosphate, DL- (4TMS)
MO000031_A114001-101_METB_228010_TOF_Glycine (2TMS)
MO000031_A133001-101_METB_325180_TOF_Glycine (3TMS)
MO000435_A116009-101_MST_266760_TOF_Guanidine (3TMS)
M000616_A189011-101_MST_549670_TOF_Inositol, allo- (6TMS)
MO000060_A209002-101_METB_653910_TOF_Inositol, myo- (6TMS)
MO000724_A243001-101_METB_789700_TOF_Inositol-1-phosphate, myo- (7TMS)
MO000017_A132002-101_METB_319193_TOF_lIsoleucine, L- (2TMS)
MO000814_A340003-101_METB_1033400_TOF_Kestose, 1- (11TMS)
M000576_A165006-101_METB_497920_TOF_Lyxose, D- (LMEOX) (4TMS)
MO000065_A149001-101_METB_440995_TOF_Malic acid, DL- (3TMS)
MO000018_A152001-101_METB_474325_TOF_Methionine, DL- (2TMS)
M000457_A133004-101_METB_386210_TOF_Nicotinic acid (1TMS)
MO000028_A162001-101_METB-METB_490485_TOF_Ornithine, DL- (3TMS)
M000028_A182002-101_METB-METB_570427_TOF_Ornithine, DL- (4TMS)
MO000788_A285002-101_METB_910760_TOF_Palatinose (IMEOX) (8TMS)
M000011_A164001-101_METB_531145_TOF_Phenylalanine, DL- (2TMS)
MO000075_A129001-101_METB_333520_TOF_Phosphoric acid (3TMS)
MO000029_A132003-101_METB_338693_TOF_Proline, L- (2TMS)
M000034_A153001-101_METB_448453_TOF_Proline, 4-hydroxy-, DL-, trans- (3TMS)
M000186_A175002-101_METB-METB_517180_TOF_Putrescine (4TMS)
MO000436_A117003-101_CONT-MST_293930_TOF_Pyridine, 4-hydroxy- (1TMS)
M000037_A153002-101_METB-METB_506483_TOF_Pyroglutamic acid, DL- (2TMS)
M000071_A104002-101_METB_222650_TOF_Pyruvic acid (IMEOX) (1TMS)
MO000003_A311001-101_METB_1025600_TOF_Quinic acid, 3-caffeoyl-, trans- (6TMS)
M000049_A337002-101_METB_1033367_TOF_Raffinose (11TMS)
MO000155_A173001-101_IS (QUAN)_501603_TOF_Ribitol, D- (5TMS)
M000015_A138001-101_METB_357523_TOF_Serine, DL- (3TMS)
MO000074_A134001-101_METB_365427_TOF_Succinic acid (2TMS)
M000044_A264001-101_METB_840783_TOF_Sucrose, D- (8TMS)
M000469_A149002-101_METB_409380_TOF_Threitol, D- (4TMS)
M000016_A140001-101_METB_368365_TOF_Threonine, DL- (3TMS)
MO000626_A316001-101_METB_1070600_TOF_Tocopherol, alpha- (1TMS)
MO000035_A194002-101_METB_658337_TOF_Tyrosine, DL- (3TMS)
MO000456_A136001-101_METB_392490_TOF_Uracil (2TMS)
M000030_A122001-101_METB_271580_TOF_Valine, DL- (2TMS)
MO000579_A166001-101_METB_498150_TOF_Xylose, D- (1MEOX) (4TMS)
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1

Drought
0.026895435
0.465457595
0.914374905
0.914374905
3.982688029
6.76961538
0.08524362
0.002810101
0.815040011
0.032681623
0.002711092
1.646075759
13.6604495
1.061263119
2.905359285
0.037349594
0.216197249
0.051737895
0.038313473
1.455763474

0.021546051
3.503934142
0.017486692
2.787556348
0.073671244
2.300648798
1.073942062
0.307687156
0.082276269
0.151104821
0.077174407
0.258878755
3.132619306
7.636719433
12.48758023
0.035165578
0.445419972

20.93629369

0.028074804
0.073671244
1
4.27652852
0.012419774
3.540383921
0.030107395
2.224703265
0.028368918
2.207554367
0.025165694
1.811670802
2.300648798

1

Drought
0.13577514
0.549766578
0.913225373
0.913225373
3.481180822
6.498743541
0.111078172
0.028791888
0.731048527
0.052582875
0.031831216
2.311950905
14.0269827
1.264560101
1.032570962
0.096114259
0.196351144
0.06036544
0.047080499
1.637901561
0.002219236
0.033294083
3.451876377
0.044127059
3.007369748
0.0439913
2.582561957
1.020203084
0.389036807
0.096981451
0.19790544
0.092936401
0.265382964
3.377724521
7.339615166
10.88237217
0.052823916
0.47936332
0.011104492
21.80176763
0.008724563
0.035649078
0.0439913

1
4.040503138
0.033452007
3.415667641
0.068959785
1.926507543
0.046191142
2.185108122
0.089052045
2.078595869
2.582561957

1

Drought
0.021224713
0.51128281
0.918940035
0.918940035
4.232314767
6.001078673
0.087959146
0.022603467
0.644386711
0.047326432
0.034387765
1.33934939
13.11660751
1.30240417
4.105691013
0.088824247
0.178543332
0.040632713
0.037991452
1.739596484
0.136234486
0.040575941
3.353593819
0.026669442
3.21241474
0.047485935
2.484188927
0.863706039
0.344591361
0.085258408
0.134247457
0.067896912
0.254574897
3.304764273
6.736471307
10.55345919
0.044944701
0.332761105
0.008886209
18.51531094
0.009048416
0.041197732
0.047485935
1
3.945158003
0.033765974
3.218483965
0.077553602
1.753311039
0.040002812
2.105777523
0.011857291
2.17722135
2.484188927

2

Drought
0.015111911
0.137582029
1.096922093
1.096922093
5.47313853
9.661391244
0.156603424
0.025002516
1.653867759
0.012209021
0.026658527
0.767109677
10.8467638
1.142416932
3.557552871
0.03000302
0.208842448
0.056778442
0.022206781
0.280891908
0.022346405
0.056349827
3.921589511
0.046887836
1.126791982
0.168465008
1.328153158
1.353285558
0.248005481
0.118570376
0.11842101
0.073763918
0.092558017
3.002766512
8.368339021
10.87819553
0.034526202
0.743055308
0.014897603
25.9758742
0.011491416
0.041783426
0.168465008
1
2.603778302
0.018417438
3.953608967
0.046442986
2.016875075
0.027226766
0.792566784
0.047449581
0.295140095
1.328153158

2

Drought
0.00896594
0.245108929
1.472681804
1.472681804
5.733712795
9.389306536
0.152850568
0.018005523
1.528926051
0.022399509
0.023694385
0.868941393
11.55977294
1.613096042
4.077686407
0.035234735
0.212629641
0.042835226
0.021457502
0.356360847
0.013366063
0.055581467
3.71076097
0.044602639
1.292792268
0.159364836
1.347345812
0.938195766
0.21553544
0.121377723
0.133467321
0.072448604
0.100101258
3.321828782
7.991583308
10.06847499
0.045382019
0.578953667
0.014160786
24.97528383
0.009751458
0.019938631
0.159364836
1
2.835685793
0.020684259
3.743553237
0.049331083
2.176483584
0.027167843
1.029637926
0.043691316
0.415621356
1.347345812

2

Drought
0.0150852
0.259524079
1.566347085
1.566347085
5.039067583
9.320268046
0.143604138
0.022055118
1.267608817
0.024226727
0.028444719
0.860888741
11.65732865
0.87382982
2.500939198
0.031566216
0.170396479
0.057833217
0.016038142
0.422791816
0.011279539
0.055292037
3.810575217
0.048994065
1.375187458
0.162873732
1.16671299
0.846762592
0.250376443
0.1194049
0.175582685
0.082444786
0.100791981
3.115367112
8.130470637
8.212191554
0.035222216
0.67221837
0.011426145
25.34513007
0.009709627
0.020167559
0.162873732
1
3.218278778
0.018643462
3.76294337
0.047781507
2.018909186
0.026218132
0.907637894
0.090761651
0.434911288
1.16671299

24



Line | 3 3 3 4 4 4 4
Drought Drought Drought Drought Drought Drought Drought

1 0.02987004 0.08047115 0.081202736 | 0.0165326 0.026913958 | 0.047224524 | 0.044162451
2 0.09733477 0.201173962 | 0.119198126 | 0.2051865 0.215899463 | 0.276476481 | 0.153455307
3 1.176033776 | 1.868512395 | 1.224174303 | 1.142319735 | 1.271014626 | 1.30688834 0.72646191
4 1.176033776 | 1.868512395 | 1.224174303 | 1.142319735 | 1.271014626 | 1.30688834 0.72646191
5 4.429755369 | 6.136066055 | 4.477206151 | 5.395448569 | 4.709000217 | 5.062203395 | 3.287249754
6 9.549357148 | 12.05231564 | 10.78553137 | 9.096988311 | 10.00730972 | 10.5049554 9.538442317
7 0.114518035 | 0.168471306 | 0.111007908 | 0.153961612 | 0.1944366 0.219344618 | 0.096833823
8 0.027673918 | 0.051478213 | 0.031166448 | 0.013171213 | 0.016093864 | 0.015911368 | 0.023053536
9 2.733688929 | 4.588495177 | 3.826144017 | 1.737770827 | 1.867177187 | 3.838546415 | 1.290286824
10 0.008895684 | 0.018525113 | 0.011375302 | 0.018651598 | 0.019945752 | 0.025111536 | 0.013336836
11 0.027726041 | 0.034627952 | 0.033433988 | 0.017065503 | 0.022602339 | 0.028619663 | 0.037421951
12 0.602613107 | 0.817816823 | 0.601992276 | 0.869587016 | 1.041290399 | 0.990210522 | 0.989543254
13 10.15011815 | 13.03680761 | 11.86093552 | 10.87754272 | 12.48504233 | 12.0125107 11.48198102
14 2.267127667 | 2.733866834 | 2.14544217 1.545433906 | 1.725954434 | 3.444585802 | 2.807985443
15 1.893873792 | 2.954305504 | 1.896772423 | 3.761461352 | 2.360652292 | 2.254328828 | 1.645127394
16 0.02436236 0.038130271 | 0.032020066 | 0.03695949 0.041979995 | 0.051016906 | 0.041817372
17 0.169712975 | 0.240677767 | 0.179816265 | 0.215406252 | 0.168947807 | 0.174532799 | 0.182208155
18 0.082371951 | 0.150016631 | 0.100674245 | 0.060035127 | 0.077090298 | 0.098664346 | 0.045402268
19 0.014789075 | 0.018082921 | 0.029019242 | 0.023930174 | 0.01379521 0.030498522 | 0.015281458
20 0.293880742 | 0.406077208 | 0.97283089 0.425716817 | 0.337192883 | 0.841915881 | 0.327538981
21 0.003367155 | 0.002547497 | 0.109484934 | 0.007580464 | 0.005631703 | 0.005896566 | 0.01742791
22 0.044461047 | 0.063350878 | 0.058910904 | 0.051609587 | 0.050934896 | 0.052427784 | 0.044479614
23 4.265616096 | 5.010992193 | 4.725300552 | 4.118481006 | 4.15091979 4.480377713 | 4.15090199
24 0.051636667 | 0.076147058 | 0.057324002 | 0.055869656 | 0.05590984 0.076707352 | 0.051011876
25 0.986176941 | 1.651227768 | 1.258623607 | 0.93554714 0.924620558 | 0.90965879 0.897659086
26 0.113430398 | 0.221467843 | 0.162781515 | 0.068470127 | 0.096944103 | 0.115324484 | 0.264144959
27 1.05197373 1.33458295 1.06822549 1.107223829 | 1.088337285 | 1.527005994 | 1.142072704
28 1.284870387 | 1.767309085 | 1.68177733 | 0.335886432 | 0.642575675 | 0.806262631 | 0.920110334
29 0.202724303 | 0.36348197 | 0.28310401 | 0.157300926 | 0.191750458 | 0.193369917 | 0.259775167
30 0.096785739 | 0.145457747 | 0.116930586 | 0.100951973 | 0.114344916 | 0.129395125 | 0.099678673
31 0.156699562 | 0.249783795 | 0.208534673 | 0.087992029 | 0.137052337 | 0.11383041 0.081001336
32 0.082854959 | 0.119904518 | 0.093439177 | 0.053633987 | 0.075143009 | 0.063316151 | 0.046529956
33 0.065793314 | 0.114766479 | 0.117953423 | 0.072585146 | 0.096234804 | 0.108263165 | 0.134246163
34 2.703231635 | 3.927284823 | 4.36679239 2.005972295 | 3.046626561 | 2.272105188 | 3.069407291
35 8.843536729 | 10.40865992 | 9.748111324 | 8.123784808 | 8.737710409 | 9.256911392 | 8.407505534
36 9.373736882 | 10.41192745 | 6.451443441 | 11.80046416 | 11.71478297 | 14.06975003 | 11.84237673
37 0.042893877 | 0.047154122 | 0.033230924 | 0.045186374 | 0.059328268 | 0.081324769 | 0.043470461
38 1.35760303 1.842055215 | 1.48025962 | 0.186462377 | 0.249095315 | 0.255479716 | 0.137449823
39 0.018489819 | 0.026695885 | 0.025168561 | 0.01670603 0.016993623 | 0.025908837 | 0.01471441
40 27.14603517 | 32.26838326 | 29.85190673 | 23.34869187 | 26.6654046 28.07315416 | 24.70021432
41 0.010678296 | 0.018039876 | 0.013954958 | 0.008375088 | 0.011558947 | 0.010770505 | 0.019910746
42 0.06605393 | 0.055849263 | 0.077976287 | 0.034976082 | 0.057203654 | 0.061347162 | 0.043127669
43 0.113430398 | 0.221467843 | 0.162781515 | 0.068470127 | 0.096944103 | 0.115324484 | 0.264144959
44 1 1 1 1 1 1 1

45 2.747115852 | 4.767039073 | 3.824906835 | 2.756163857 | 2.630832835 | 3.541052369 | 2.239931698
46 0.016860101 | 0.020814338 | 0.02454433 | 0.036760834 | 0.035258073 | 0.045418462 | 0.044767943
47 4.261418445 | 4.76328631 | 4.586333843 | 3.817163885 | 4.039001596 | 4.252966482 | 3.93096113
48 0.046038641 | 0.095638733 | 0.094368003 | 0.033494045 | 0.040016288 | 0.046396023 | 0.056397228
49 1.270262006 | 2.615281066 | 1.91806774 1.492717521 | 1.562506978 | 1.946223737 | 1.401889519
50 0.031381611 | 0.047146295 | 0.03816837 | 0.030252482 | 0.033855894 | 0.050500393 | 0.031286942
51 0.790690805 | 1.389661312 | 1.223873469 | 0.539830543 | 0.611494585 | 0.763461398 | 0.744142909
52 0.106442421 | 0.118875345 | 0.118570134 | 0.025374372 | 0.089499747 | 0.105420611 | 0.113470429
53 0.162634651 | 0.312066368 | 0.250681578 | 0.324525196 | 0.25158443 0.288980251 | 0.328461635
54 1.05197373 1.33458295 1.06822549 1.107223829 | 1.088337285 | 1.527005994 | 1.142072704

25



Line | 5 5 5 6 6

Drought Drought Drought Drought Drought
1 0.006111889 0.011658798 0.018609814 0.023506229 0.121162186
2 0.087199509 0.100088084 0.120976194 0.392900502 0.912259121
3 1.029909244 1.044697343 0.88491495 1.005821302 1.10041644
4 1.029909244 1.044697343 0.88491495 1.005821302 1.10041644
5 4.443939069 4.834003946 3.426596345 4934181936 6.554428986
6 8.356373633 10.4098337 9.302252898 9.40056781 9.991200382
7 0.061279172 0.085187795 0.059906734 0.118293829 0.112601292
8 0.02572074 0.02565006 0.02013221 0.012592067 0.014409623
9 1.196660084 2.05214925 1.727940766 1.666196604 2.136748849
10 0.007841726 0.008981044 0.0113265 0.035011861 0.086099654
11 0.013088696 0.024226623 0.028519338 0.015870051 0.01989032
12 0.487136606 0.617299697 0.64685692 1.397781679 2.475855758
13 8.743085944 10.73024452 9.391472724 13.58501279 15.69446029
14 1.449793901 2.82307096 2.193772131 2.930169285 2.781544674
15 3.238481614 4.395895286 1.041777513 4.079182154 3.218050822
16 0.023724774 0.036244803 0.040382242
17 0.082678344 0.1557466 0.100140147 0.20039286 0.152580868
18 0.04137395 0.050613065 0.063760782 0.091145396 0.126566624
19 0.019974778 0.021513635 0.014445705 0.028801434 0.049293113
20 0.385239531 0.230565147 0.26281944 0.479946083 0.931393483
21 0.030786259 0.013497992 0.003047892 0.105673746 0.019641649
22 0.042719715 0.049274188 0.0411946 0.050903703 0.065387064
23 3.995436497 4.508755549 4.054586101 4.032505899 4.341696397
24 0.033462668 0.05215982 0.045870308 0.052824421 0.07513163
25 0.964399229 0.865464026 1.002452576 1.492833884 2.320476519
26 0.073853756 0.110027482 0.067692346 0.068722489 0.086142757
27 1.873089846 | 2.540479882 | 2.076563169 | 1.142578307 | 1.260709407
28 0.62680582 0.781259249 | 0.660868541 | 0.151139045 | 0.157766475
29 0.246931203 | 0.197153125 | 0.278675919 | 0.308401352 | 0.418008382
30 0.071806379 0.116101755 0.103107423 0.128046844 0.152325566
31 0.101014011 0.112758086 0.17929852 0.125930007 0.195610801
32 0.078471695 | 0.062659432 | 0.101076529 | 0.066664799 | 0.119507699
33 0.051985835 | 0.083722077 | 0.096996137 | 0.066478019 | 0.064813464
34 2.133911155 | 2.255919245 | 2.414956685 | 3.389476207 | 4.078132253
35 7.319907944 | 8.731872313 | 8.028658866 | 8.186110437 | 8.679918038
36 13.58640566 14.61472764 10.10183618 18.42450675 19.57055941
37 0.013016116 | 0.015576774 | 0.012396207 | 0.086566179 | 0.100748001
38 0.781777438 | 0.873592418 | 0.848287537 | 0.906831157 | 1.654712802
39 0.009976804 | 0.017785921 | 0.01343801 0.015947876 | 0.017930797
40 21.65251144 | 26.51227186 | 24.8434816 23.97997099 | 27.0578308
41 0.008906241 | 0.012116835 | 0.009022752 | 0.008401975 | 0.010205435
42 0.332518818 | 0.41374815 0.206720245 | 0.05027799 0.06867946
43 0.073853756 | 0.110027482 | 0.067692346 | 0.068722489 | 0.086142757
44 1 1 1 1 1
45 2372562124 | 2.319878796 | 2.183251787 | 3.842479314 | 5.833874882
46 0.016273169 | 0.030008456 | 0.027896117 | 0.01831064 0.008325486
47 3.626721142 | 4.295838912 | 3.761476879 | 3.74410243 4.030145489
48 0.025542313 | 0.041628497 | 0.032556322 | 0.033984572 | 0.033189215
49 1.81520684 2.014970756 | 1.917319343 | 1.955761221 | 2.913880453
50 0.028264084 | 0.040102882 | 0.034897277 | 0.030647441 | 0.027738359
51 0.583792758 | 0.556123599 | 0.676089397 | 0.832760542 | 1.840867495
52 0.01770966 0.046702135 | 0.127155694 | 0.030460661 | 0.057509184
53 0.288417048 | 0.231752519 | 0.309201347 | 0.533035108 | 1.192228883
54 1.873089846 | 2.540479882 | 2.076563169 | 1.142578307 | 1.260709407

26
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7

Drought
0.032143912
0.130797136
0.380280035
0.380280035
2.903561142
10.35241533
0.091935363
0.02294468
1.97133428
0.012175455
0.041296864
1.157700619
11.86786784
3.935537731
3.584379105
0.069086805
0.272648304
0.076669764
0.01431862
0.24235919
0.027359172
0.045551153
4.674886879
0.108685514
0.322727871
0.207053932
1.377328734
1.033400619
0.08937567
0.127863635
0.038324202
0.029836984
0.111341329
0.910663491
9.515940233
15.83493715
0.06833919
0.592912604
0.018612069
22.65100234
0.018868395
0.151306725
0.207053932
1
1.812448156
0.119778706
4.336793726
0.056505502
0.692338364
0.058933473

0.094811903
0.167821911
1.377328734

7

Drought
0.023907337
0.041175488
0.260397446
0.260397446
1.733840701
9.199192992
0.089700384
0.024534004
0.869367832
0.00429963
0.031246301
0.453637104
7.285293524
3.772053448
2.405028653
0.045520377
0.233990405
0.079360382
0.011422742
0.190781732
0.008042223
0.021445929
4.719886921
0.07829853
0.238115961
0.217268847
1.319575677
0.7221847
0.0766309
0.105878831
0.029188745
0.023395559
0.103950089
0.301412785
8.717234032
14.86758183
0.052803637
0.335130939
0.011078076
18.6606878
0.015993928
0.37135924
0.217268847
1
1.057218157
0.126670241
4.295017303
0.044044229
0.375721537
0.071492233

0.093348977
0.094292458
1.319575677

7

Drought
0.032874439
0.048786908
0.260363428
0.260363428
1.363741163
9.228934971
0.088671362
0.012010981
1.261086419
0.006113773
0.026364188
0.600119277
9.117547694
1.650931892
1.483651072
0.035813048
0.130198373
0.045944919
0.007196594
0.110697603
0.004227999
0.02447175
4.233003045
0.058092503
0.235468545
0.14161297
0.791278795
0.595025021
0.058862139
0.091256805
0.024615016
0.023149043
0.042573182
0.627033204
8.058572276
12.14932265
0.041143859
0.100509092
0.012237541
17.29561341
0.010918165
0.150345503
0.14161297
1
1.276765664
0.08680891
4.177056193
0.033021037
0.400540411
0.047670769
0.191256139
0.095901273
0.060854529
0.791278795

7

Drought
0.048620626
0.086315036
0.382748009
0.382748009
2.366110832
9.520461696
0.080466378
0.018416904
1.284085041
0.008984695
0.039804609
0.884840995
10.91310664
4.029825057
1.781788953
0.056538173
0.189232824
0.047432993
0.015494296
0.239691698
0.007232507
0.032165897
4.403058239
0.088173938
0.289582573
0.233670919
1.30426446
0.649283634
0.065185512
0.123596357
0.028926587
0.029529009
0.080163446
0.582972454
8.827352716
13.37108167
0.05009742
0.341449393
0.014702541
20.58689336
0.013549333
0.099785193
0.233670919
1
1.724469352
0.160485242
4.220252398
0.046541409
0.666024083
0.05390817
0.290425964
0.105007332
0.155325067
1.30426446

7

Drought
0.016055861
0.066034644
0.379016984
0.379016984
2.921849287
10.04777429
0.084781431
0.019347071
1.075387338
0.006171881
0.026816117
0.660584483
10.94717159
2.109182614
6.258970617
0.052714558
0.171601757
0.044341637
0.018450095
0.19781759
0.018919283
0.031514888
4.583844782
0.083449768
0.357796614
0.407458006
1.362733429
0.800816248
0.076301563
0.095938426
0.027733791
0.018505294
0.104231999
0.935552313
8.716583351
13.46831434
0.039994756
0.244305068
0.012661154
19.21822378
0.024035493
0.195130113
0.407458006
1
2.05630936
0.114912907
4.094213473
0.051990078
0.71555183
0.043268717

0.013489131
0.162400858
1.362733429

8

Drought
0.028116833
0.839057823
1.644622889
1.644622889
5.441761378
8.8311363
0.197851664
0.014843112
1.485155193
0.08040838
0.027106729
1.570797135
15.26225091
1.226263393
2.544229355
0.04186849
0.172558378
0.084401344
0.023845922
0.554686308
0.027838885
0.058169135
4.103105224
0.047207129
1.283859684
0.060870656
0.842627085
0.899111583
0.261040814
0.10287473
0.237649101
0.116751802
0.070093791
2.780424312
8.853233182
18.41819679
0.158223708
1.636114962
0.013077124
26.76687264
0.008785875
0.033058888
0.060870656
1
4.274894159
0.033458862
4.143221284
0.033092784
2.476389656
0.039865229
1.520996953
0.093136374
1.032645355
0.842627085

8

Drought
0.059076614
0.665297398
1.772312084
1.772312084
5.198690829
8.622679328
0.256435735
0.01959318
2.143001533
0.063078567
0.037106847
1.056433686
13.86417603
2.077221989
1.464226568
0.034426358
0.132955675
0.10318688
0.019545375
0.442396801
0.048491243
0.055962466
4.081432235
0.050362464
1.339804068
0.078543453
1.064966861
0.802186733
0.31152064
0.110241517
0.269728912
0.123510792
0.070546376
2.578121745
9.011497079
14.40779971
0.142506411
1.214814739
0.015758544
27.5070461
0.010028785
0.034603919
0.078543453
1
4.254195734
0.039824897
4.142957143
0.043977095
2.405563125
0.034392212
1.814059421
0.134468358
0.764437934
1.064966861

8

Drought
0.068541836
0.639531105
1.666505899
1.666505899
5.330706318
9.144472151
0.239376494
0.022391199
2.024665894
0.058974438
0.043239712
1.462450444
14.51099207
1.936999525
1.203686031
0.038078037
0.170602059
0.094353628
0.021306872
0.44332249
0.013258217
0.062572901
3.890103199
0.047953288
1.74165974
0.072646547
1.063995868
1.06770037
0.409229443
0.12126001
0.33175644
0.152390823
0.063304908
3.651906809
9.013278741
14.17731668
0.107047447
1.268653347
0.016336751
28.36984132
0.011387153
0.035464705
0.072646547
1
4.477117945
0.034000691
4.1482177
0.0499817
2.627822417
0.029307638
2.336069807
0.141824613
0.855428652
1.063995868

27



Line | 8 9 9 9
Drought Drought Drought Drought

1 0.007296201 0.017577844 0.014550393 0.040157694
2 0.115728079 0.137118137 0.100758006 0.070823115
3 1.033550325 0.921118739 0.521569225 0.778979411
4 1.033550325 0.921118739 0.521569225 0.778979411
5 4.265731931 4.317564839 5.47376772 4.031146629
6 9.597861536 10.08240299 16.57204523 10.14053054
7 0.077561856 0.079931961 0.099393041 0.098045226
8 0.024421247 0.020589624 0.027271593 0.020021815
9 1.547680495 2.428613965 3.649030667 3.801710249
10 0.010910597 0.012492043 0.011432452 0.006654928
11 0.024941258 0.035990773 0.02131979 0.029449926
12 0.634692423 1.067049756 0.568663997 0.69553439
13 10.20094565 11.68344137 15.981327 10.24584022
14 2.102079401 3.202415585 4.015915358 4.443538269
15 3.165963689 2.992545844 10.77570223 1.696835434
16 0.033521436 0.038622658 0.037844879 0.03436894
17 0.129537255 0.211786328 0.333120851 0.180709621
18 0.053371724 0.049697795 0.056732675 0.051492814
19 0.015979097 0.016212276 0.034623006 0.012835776
20 0.227196564 0.280403579 0.305544393 0.189289381
21 0.007270521 0.001848138 0.015215554 0.004640983
22 0.042682614 0.042592732 0.050815515 0.040446418
23 4.193280305 4.422251579 7.918891953 4.368252395
24 0.04851829 0.050584217 0.052824855 0.057238793
25 0.98871705 0.946978979 0.96406053 0.68861569
26 0.10215644 0.233512215 0.554307609 0.162434413
27 1.959994479 | 1.412018372 | 1.143189723 | 1.263192227
28 0.806706855 | 0.886130752 | 1.134861356 | 1.179109159
29 0.23421029 0.221988733 | 0.184963208 | 0.191977016
30 0.110251916 0.097961572 0.057591841 0.125855481
31 0.132416574 0.093087965 0.074948381 0.101228328
32 0.070955793 | 0.053914287 | 0.052173552 | 0.063590738
33 0.060520268 | 0.145691443 | 0.162673392 | 0.113985685
34 2.173580884 | 3.614533208 | 3.64147832 2.684063819
35 8.358736823 | 8.531257487 | 13.97871485 | 9.049828191
36 13.25095335 | 11.35063624 | 17.75224145 | 13.13918672
37 0.016893931 | 0.05311685 0.062836911 | 0.044082212
38 0.853543135 | 1.045474458 | 0.925682136 | 1.034069522
39 0.01410128 0.02087369 0.026093705 | 0.02331898
40 24.69218892 | 26.35795692 | 37.29345371 | 27.83302085
41 0.011430607 | 0.01631495 0.026329282 | 0.010451124
42 0.298248655 | 0.078610885 | 0.164987598 | 0.129387904
43 0.10215644 0.233512215 | 0.554307609 | 0.162434413
44 1 1 1 1

45 2.185348536 | 2.426012882 | 1.668583623 | 2.059676913
46 0.023827408 | 0.033663488 | 0.034352785 | 0.025988793
47 3.944002542 | 4.233460878 | 7.780032704 | 4.359701152
48 0.035335054 | 0.051189995 | 0.064375095 | 0.052105909
49 1.848349447 | 1.579192706 | 0.992122002 | 1.371371336
50 0.037023484 | 0.035809382 | 0.05865887 0.042467492
51 0.540718128 | 0.818430726 | #WERT! 0.729005076
52 0.060860522 | 0.122514426 | 0.004309688 | 0.105466522
53 0.280346802 | 0.249166627 | 0.290716849 | 0.171673606
54 1.959994479 1.412018372 1.143189723 1.263192227

28



Line | 10 10 10 11 11 11

Irrigated Irrigated Irrigated Irrigated Irrigated Irrigated
1 0.04624984 0.139509953 0.022269833 0.005444423 0.008845894 0.021280131
2 0.260589366 0.274464535 0.253982355 0.115855767 0.056694963 0.068817701
3 1.764568866 1.658700841 1.526013407 1.825449332 1.237144476 1.037276579
4 1.764568866 1.658700841 1.526013407 1.825449332 1.237144476 1.037276579
5 6.227180013 4.604600737 7.103324943 8.134520768 4.432946881 3.656389232
6 7.803149263 7.409432617 7.871548553 8.512545603 7.748581526 7.646644926
7 0.060758488 0.05086787 0.057891116 0.069126326 0.044625324 0.037455731
8 0.037629725 0.027402439 0.032239147 0.040961476 0.036793642 0.027646515
9 0.926144779 0.991456315 0.880179529 1.097159948 1.354141784
10 0.024525304 0.026006394 0.022780783 0.009895909 0.005619562 0.00634042
11 0.027205637 0.021235 0.015488145 0.040863856 0.030048615 0.034067423
12 1.075871877 0.964539926 0.987713996 0.402332288 0.326715946 0.334437671
13 11.19502114 11.45305564 11.84951387 9.091353073 6.433624747 6.141247001
14 1.134418962 0.934094272 0.983150292 4.274915489 2.695058563 3.811545172
15 1.419672005 0.869968029 3.564256206 5.523462341 1.773041627 0.766297631
16 0.078303652 0.058185628 0.057464357 0.077845213 0.051820536 0.04248237
17 0.156204997 0.16003748 0.180164723 0.207992592 0.105172739 0.089035903
18 0.032868674 0.054143309 0.036895752 0.024855953 0.026026359
19 0.025516976 0.02973008 0.032538169 0.020450057 0.013549561 0.016578043
20 0.879326073 0.862299234 0.842142851 0.403548358 0.312115951 0.267180409
21 0.005929532 0.008054934 0.003774056 0.062259436 0.001738649 0.00574065
22 0.065294042 0.053217113 0.065233106 0.080207624 0.045618837 0.044479005
23 3.054536835 3.101749241 3.381800921 2.937316613 2.602058954 2.553421023
24 0.059103139 0.048035276 0.045050616 0.068191961 0.046558018 0.054062334
25 2.491264574 2.650683711 2.520863272 2.154153604 1.108251597 1.173141234
26 0.020935298 0.020327706 0.031588849 0.074612587 0.025823594 0.049630272
27 3.575546445 3.731964832 4.097025173 2.183375542 1.54402637 1.79750122
28 0.70736451 0.597631315 | 0.667224066 | 1.356693405 | 0.999311785 | 0.564533634
29 0.584517617 | 0.449453463 | 0.487486101 | 0.418818962 | 0.215279413 | 0.235161548
30 0.09233312 0.078607844 0.077553947 0.136844131 0.096888284 0.115971003
31 0.251807816 0.255273646 0.165353005 0.159210335 0.108976034 0.125406337
32 0.097024984 | 0.106291112 | 0.089752857 | 0.070891859 | 0.067512361 | 0.064486899
33 0.128153748 | 0.157131979 | 0.138261089 | 0.056204188 | 0.057251227 | 0.08232939
34 2.510608584 | 2.55357355 2.857082306 | 4.104975288 | 2.946163976 | 3.427061805
35 6.857727098 | 7.120605295 | 7.34852536 7.251210492 | 6.845374081 | 6.8347778
36 3.665516976 | 4.279689576 | 4.149014246 | 0.811629088 | 0.669025399 | 0.789374474
37 0.01247918 0.014881242 | 0.011220559 | 0.012473085 | 0.009334889 | 0.007693147
38 0.529870596 | 0.56139086 0.421170132 | 0.669410262 | 0.332946104 | 0.297932223
39 0.009314542 | 0.009974833 | 0.008448079 | 0.013630582 | 0.009228811 | 0.010219448
40 21.63448559 | 22.39297981 | 22.5376404 22.66353631 | 20.41557333 | 20.94032164
41 0.009399103 | 0.008778609 | 0.009101281 | 0.010275233 | 0.008483676 | 0.005577077
42 0.022723895 | 0.034066729 | 0.015581045 | 0.054271306 | 0.025901213 | 0.040870003
43 0.020935298 | 0.020327706 | 0.031588849 | 0.074612587 | 0.025823594 | 0.049630272
44 1 1 1 1 1 1
45 4.627167201 | 4.872814124 | 4.948330271 | 3.131204467 | 2.133899257 | 1.869554042
46 0.025322229 | 0.010344772 | 0.019268007 | 0.072897259 | 0.029259496 | 0.053584596
47 3.195236387 | 3.364913105 | 3.507805038 | 3.351168097 | 3.282375222 | 3.196682834
48 0.027971813 | 0.028971301 | 0.027115141 | 0.042662859 | 0.028793786 | 0.036009534
49 2.000935298 | 2.056867892 | 2.077254926 | 2.007617172 | 1.406256549 | 1.577313137
50 0.020140935 | 0.022604042 | 0.02136406 0.046394743 | 0.021921983 | 0.026350909
51 1.587713004 | 1.655201279 | 1.470418659 | 2.00492843 0.853141082 | 1.293038001
52 0.080240871 | 0.090880615 | 0.014164322 | 0.032814365 | 0.074464369 | 0.093597786
53 1.624430493 | 1.762108054 | 1.625143342 | 0.533930026 | 0.318524632 | 0.330865018
54 3.575546445 | 3.731964832 | 4.097025173 | 2.183375542 | 1.54402637 1.79750122

29



Line | 12 12 12 13 13 13

Irrigated Irrigated Irrigated Irrigated Irrigated Irrigated
1 0.008749682 0.024876762 0.021073906 0.03168664 0.009068057 0.012096962
2 0.115239924 0.088355944 0.198630686 0.136825561 0.068039285 0.13719498
3 1.776818143 1.191023107 2.110643198 1.447158174 1.234970028 1.488124646
4 1.776818143 1.191023107 2.110643198 1.447158174 1.234970028 1.488124646
5 6.746894682 4.574014493 7.284588241 6.28763849 5.309101824 7.320118521
6 8.617363798 9.460403082 9.331537852 8.571154293 8.654856836 7.883521415
7 0.104408733 0.107367557 0.140178124 0.102233692 0.074844657 0.056486581
8 0.030968453 0.025102712 0.031977374 0.022801284 0.021296368 0.014653967
9 1.400658062 2.405774133 1.82805818 2.461050288 3.424239013 2.129979575
10 0.011235067 0.007949616 0.01872049 0.012466289 0.005639396 0.012360411
11 0.029615613 0.032953674 0.031122666 0.028266448 0.033868124 0.015760454
12 0.569675488 0.563560333 0.895209181 0.572925411 0.36151877 0.486596641
13 9.316894964 9.719443463 12.22502871 9.307981045 6.973794413 9.914633201
14 3.495461349 4.507893924 4.35292337 4.061337239 4.2583386 3.705649898
15 2.369294207 1.518160323 1.69102289 2.62188566 2.395767855 4901649811
16 0.041692321 0.034532141 0.066085584 0.034294202 0.039879824 0.029732553
17 0.13634592 0.171648702 0.179337423 0.189676317 0.123065246 0.181011211
18 0.030604118 0.030557332 0.032351309 0.064048984 0.039383418 0.041321213
19 0.02024176 0.013770212 0.02012423 0.023223971 0.011977223 0.025449181
20 0.339845228 0.281807217 0.496802263 0.342837837 0.158740054 0.410608629
21 0.002101279 0.006686207 0.006718958 0.004649557 0.001763394 0.006043832
22 0.063100517 0.049998568 0.075953312 0.059613747 0.05774176 0.066696008
23 3.250165222 3.600530187 3.580130402 3.55375864 2.975875275 3.263864395
24 0.055669783 0.05756948 0.086853812 0.054529597 0.064985815 0.048976733
25 1.012926822 0.93926404 1.115219449 0.966560102 0.581120433 1.080513137
26 0.030316039 0.07547362 0.017331588 0.071190013 0.052445807 0.07465217
27 2.172536504 | 1.69585557 2.218366142 | 2.102799259 | 2.289346621 | 1.951085255
28 0.730307566 | 0.680882414 | 0.903866072 | 0.601260322 | 0.831657965 | 0.556088308
29 0.310243737 | 0.288859399 | 0.401665494 | 0.243536164 | 0.281259831 | 0.225527905
30 0.106309487 0.101406936 0.099288633 0.110062331 0.104447157 0.060673872
31 0.167178806 0.189361898 0.242001205 0.138427009 0.080781319 0.109808674
32 0.084260175 | 0.10193203 0.119421766 | 0.07616998 0.050676641 | 0.064653502
33 0.043553535 | 0.077739483 | 0.047442255 | 0.039012222 | 0.046439879 | 0.047278261
34 2.434476234 | 3.260981641 | 2.496876456 | 1.835547975 | 2.083078637 | 2.290277489
35 7.305993165 | 8.134503817 | 7.83540333 7.831666399 | 7.554888872 | 7.373629677
36 0.748442398 | 1.37012179 1.372560891 | 2.743714764 | 0.66426545 2.100389595
37 0.009630864 | 0.00651754 0.011482177 | 0.011138695 | 0.010467804 | 0.008662825
38 0.641683848 | 0.45986844 0.654077523 | 0.24379811 0.189797138 | 0.250862408
39 0.011387579 | 0.017200831 | 0.013743593 | 0.018258887 | 0.021120318 | 0.014843031
40 22.8029062 25.48054126 | 24.81076517 | 23.69021509 | 22.66983847 | 21.68536432
41 0.009419041 | 0.009731756 | 0.01032476 0.009962911 | 0.010167652 | 0.009539956
42 0.027477617 | 0.059736689 | 0.030202667 | 0.092976252 | 0.145213007 | 0.065084319
43 0.030316039 | 0.07547362 0.017331588 | 0.071190013 | 0.052445807 | 0.07465217
44 1 1 1 1 1 1
45 2.627330754 | 2.27336433 3.096807605 | 2.655432718 | 1.594835075 | 2.995481074
46 0.044398 0.050036757 | 0.059298367 | 0.052937079 | 0.057637861 | 0.028976299
47 3.186567628 | 4.014613546 | 3.717432788 | 3.715507849 | 3.643179765 | 3.610299929
48 0.02274409 0.035973764 | 0.026068608 | 0.029442232 | 0.032866655 | 0.024355092
49 1.676007569 | 1.783062671 | 2.052107539 | 1.251495776 | 1.193061292 | 1.750966238
50 0.019448132 | 0.028135532 | 0.018595845 | 0.03171343 0.031570806 | 0.024844798
51 0.791631598 | 1.014425785 | 1.066803776 | 0.574785829 | 0.609421313 | 0.778160382
52 0.047434123 | 0.092244828 | 0.088064649 | 0.059569097 | 0.07028754 0.007624526
53 0.48030333 0.356052433 | 0.616657318 | 0.367946039 | 0.264130959 | 0.496183088
54 2.172536504 | 1.69585557 2.218366142 | 2.102799259 | 2.289346621 | 1.951085255

30



Line | 14 14 14 15 15 15

Irrigated Irrigated Irrigated Irrigated Irrigated Irrigated
1 0.021387158 0.054867733 0.026646983 0.038361247 0.055783907 0.071358287
2 0.04011379 0.051920838 0.066599627 0.184193144 0.197056705 0.182624547
3 1.792693037 1.73204124 1.791046195 1.968812461 1.411083842 1.216631498
4 1.792693037 1.73204124 1.791046195 1.968812461 1.411083842 1.216631498
5 6.889696559 5.448400492 7.082448983 5.61430836 4.312710935 3.59014771
6 7.256491466 7.571837786 7.242704114 8.653801089 9.011257821 7.643080589
7 0.090894067 0.087942721 0.129668987 0.14320709 0.141649453 0.169835681
8 0.014470333 0.024588588 0.029692284 0.015507616 #WERT! 0.00870223
9 1.701094554 2.33805807 1.390694833 2.387449169 2.62751739 2.064319719
10 0.003860742 0.004490377 0.00593608 0.017589657 0.008130981 0.01763197
11 0.109569222 0.073828932 0.102624998 0.027276173 0.015170855 0.028216839
12 0.241018694 0.310750538 0.410155284 0.380677511 0.84689842 0.584053305
13 5.231820645 6.236682669 7.295705673 9.436013853 10.8679463 8.843746623
14 1.727770252 2.810550051 3.097264221 4.234061617 4.284473713 3.880014447
15 1.21984828 0.776964231 0.922505278 1.613926413 1.162404379 1.032417229
16 0.099406665 0.049352946 0.100406991 0.037186689 0.038377032 0.038801709
17 0.197686264 0.176907106 0.155141591 0.116241069 0.096958953 0.091472952
18 0.033031699 0.036032869 0.029697039 0.065697728 0.041751987 0.053791727
19 0.01180168 0.017206244 0.019553166 0.014315827 0.005416668 0.017287862
20 0.273028989 0.313878697 0.387599608 0.503802238 0.545543954 0.439249333
21 0.002638851 0.004894099 0.003798901 0.438351483 H#WERT! 0.004080948
22 0.06678136 0.056098124 0.06932875 0.059497553 0.034317521 0.036722843
23 2.837036034 3.021386277 2.667175406 3.073882303 3.221877121 2.438458738
24 0.065199133 0.063491453 0.094782336 0.07224826 0.06216015 0.060417935
25 0.934082904 1.046081975 1.211678173 1.867358191 1.809483952 1.69819187
26 0.106098618 0.123646021 0.06764801 0.041520206 0.027585547 0.033574683
27 3.022468166 | 3.300904667 | 2.842523915 | 1.831196728 | 2.238438015 | 2.321885824
28 1.910352208 | 0.856653997 | 1.156670185 | 0.583385025 | 0.623263572 | 0.533307359
29 0.223427255 | 0.334394362 | 0.423831802 | 0.398580192 | 0.34669365 0.276952741
30 0.120365755 0.121426924 0.119743824 0.094010614 0.08687295 0.101255851
31 0.107458683 0.178585161 0.194091021 0.30736382 0.218594835 0.18495083
32 0.061259821 | 0.083089819 | 0.084576653 | 0.113191238 | 0.120201003 | 0.101073844
33 0.043196966 | 0.048951971 | 0.047096385 | 0.02857709 0.029465836 | 0.032607768
34 1.358271471 1.780740541 1.763424526 2.439577733 2.730715078 2.133064493
35 6.986236792 | 6.965733071 | 6.207914931 | 7.618811313 | 7.919305997 | 7.375495544
36 0.325971281 | 0.455436789 | 0.5739074 4.011923634 | 4.600287574 | 3.765341235
37 0.007152533 | 0.005825131 | 0.00612864 0.012518092 | #WERT! 0.013252416
38 1.13333243 1.492933493 | 1.273076301 | 0.999767386 | 0.987020324 | 1.194187707
39 0.013746952 | 0.015717691 | 0.011988646 | 0.017026788 | 0.001231604 | 0.014375743
40 21.51583582 | 22.16210122 | 20.06550132 | 23.42969306 | 24.29471815 | 21.08716734
41 0.012774316 | 0.009774465 | 0.012506894 | 0.008925495 | #WERT! 0.006094405
42 0.245600108 | 0.410074373 | 0.174559251 | 0.116654605 | 0.101939179 | 0.139625292
43 0.106098618 | 0.123646021 | 0.06764801 0.041520206 | 0.027585547 | 0.033574683
44 1 1 1 1 1 1
45 1.560265511 | 1.873783341 | 2.19305928 3.460082248 | 3.67824036 3.084400257
46 0.044822541 | 0.046867447 | 0.044388657 | 0.029926827 | 0.014008005 | 0.022184999
47 3.334009753 | 3.367664345 | 2.891700424 | 3.541540308 | 3.673582982 | 3.506788308
48 0.045307505 | 0.056359032 | 0.036377208 | 0.03865704 0.015616266 | 0.028319218
49 1.521075589 | 1.607145604 | 1.809874289 | 1.988168263 | 1.941576513 | 1.460811526
50 0.02739366 0.024311201 | 0.018464369 | 0.03641418 0.013858539 | 0.02882827
51 1.261815226 1.065759986 1.134780149 1.319250121 1.114072874 1.181066109
52 0.08149553 0.093100475 | 0.112119872 | 0.090630528 | 0.102824021 | 0.113399159
53 0.611958819 | 0.497890759 | 0.625318556 | 0.730150252 | 0.777548928 | 0.678711387
54 3.022468166 | 3.300904667 | 2.842523915 | 1.831196728 | 2.238438015 | 2.321885824

31



Line | 16 16 16 16 17 17 17

Irrigated Irrigated Irrigated Irrigated Irrigated Irrigated Irrigated
1 0.011848504 0.010141724 0.012443923 0.011486367 0.012536532 0.030714084 0.030373608
2 0.041469764 0.069735188 0.03963297 0.080827659 0.124861025 0.099250904 0.091080897
3 0.43399508 0.465546851 0.315782382 0.761070422 2.071813005 2.078416493 1.924027384
4 0.43399508 0.465546851 0.315782382 0.761070422 2.071813005 2.078416493 1.924027384
5 2.373053378 2.350875482 2.09782086 3.094498093 8.860458464 8.148031252 7.859362024
6 8.946979232 8.398252286 8.227129338 7.850545731 8.011241886 7.883499192 7.434650561
7 0.037241833 0.024801716 0.070645023 0.064947428 0.251494445 0.196817348 0.300179937
8 0.038165799 0.022347549 0.0313608 0.02610304 0.031401785 0.023157011 0.025574413
9 2.436100463 1.937424154 2.415798762 1.729066969 1.470245275 1.768861064 1.94112668
10 0.004662738 0.006763858 0.003889056 0.008147373 0.01113572 0.009241533 0.008363323
11 0.054062017 0.044635505 0.040676569 0.036308697 0.016134407 0.036552204 0.029159835
12 0.50258596 0.609115633 0.367859275 0.392494697 0.761617157 0.519170073 0.678477886
13 8.586415127 9.027635115 6.703261312 8.093263123 10.55476291 9.016327188 8.600985392
14 4.530047486 4.165138907 4.006005316 4.414909979 4.150954469 3.725389927 3.36807404
15 2.227759025 1.873098427 1.954250749 1.439014768 3.160651039 1.759113618 1.63631524
16 0.088895246 0.077877823 0.087509049 0.048727009 0.032640398 0.048576258 0.043852878
17 0.094993993 0.088396069 0.242553461 0.191254581 0.192117704 0.181688829 0.196554055
18 0.020267178 0.018027023 0.021712136 0.029716471 0.040829989 0.035988801 0.049389387
19 0.01381658 0.010534499 0.011566772 0.011632162 0.021566609 0.020696435 0.018156023
20 0.219008525 0.21988363 0.226775307 0.236393887 0.456930186 0.570255773 0.429444113
21 0.002477258 0.001086226 0.011352768 0.018501684 0.002837013 0.020684937 0.01337546
22 0.035125007 0.032408009 0.019350168 0.030542644 0.082839608 0.075656968 0.074404825
23 3.393569426 3.317828197 2.914115795 2.941378936 3.054050706 2.611892976 2.507197462
24 0.080221981 0.062147857 0.08907841 0.060030417 0.050202159 0.056305801 0.053187752
25 0.728714457 0.726522884 0.57923952 0.643073589 1.383902161 1.164663137 1.018997147
26 0.017466674 0.014922745 0.029939392 0.048781325 0.12276423 0.823574389 0.907521667
27 1.708104011 1.575724331 1.479310327 1.32965701 1.923907883 1.804384195 1.747274334
28 0.700194519 | 0.937356434 | 0.944319389 | 1.110689925 | 0.236642887 | 0.433831772 | 0.472650178
29 0.140768923 | 0.179305899 | 0.139221343 | 0.13518636 0.380289541 | 0.339039225 | 0.412746747
30 0.093849763 0.077046223 0.082568468 0.093188796 0.085396459 0.109659486 0.105140436
31 0.096318439 0.109511117 0.072261941 0.083451971 0.360778439 0.263873798 0.282862375
32 0.055151897 | 0.06404943 0.040021348 | 0.044942054 | 0.17034171 0.134937882 | 0.147358979
33 0.041475485 | 0.03525766 0.043300097 | 0.024808036 | 0.036400473 | 0.040409789 | 0.04829007
34 2.427052463 | 2.522404434 | 2.232780622 | 2.114140409 | 1.603059964 | 1.322919002 | 1.135144056
35 7.484106642 7.11026687 7.054473207 7.411631018 7.474943157 7.460607785 6.975237431
36 0.400829567 | 0.81232122 2.074209111 | 0.525877201 | 8.615743949 | 2.166284358 | 2.230007347
37 0.007915213 | 0.011978286 | 0.012200857 | 0.012080982 | 0.013329834 | 0.014283415 | 0.014022274
38 0.111859946 | 0.125205868 | 0.178138326 | 0.635349308 | 1.486170297 | 1.852739116 | 1.502052235
39 0.020464557 | 0.016049603 | 0.018103134 | 0.014179288 | 0.01266924 0.013610781 | 0.014493409
40 18.06073574 | 17.29106531 | 16.59734001 | 18.48376815 | 23.50685218 | 23.48799894 | 21.94495965
41 0.012678071 | 0.010569714 | 0.015070093 | 0.011880871 | 0.006765186 | 0.008413676 | 0.007929452
42 0.057975285 | 0.064287804 | 0.099292467 | 0.100267005 | 0.04280882 0.157680964 | 0.167388897
43 0.017466674 | 0.014922745 | 0.029939392 | 0.048781325 | 0.12276423 0.823574389 | 0.907521667
44 1 1 1 1 1 1 1
45 0.891043538 | 1.366323733 | 0.844326786 | 2.37633717 2.779450233 | 2.508436672 | 2.48993846
46 0.35268608 0.211426776 | 0.149445968 | 0.062663305 | 0.02892456 0.03974003 0.037972999
47 3.16913725 3.393059528 | 3.189858335 | 3.592619909 | 3.656222998 | 3.611703259 | 3.300728264
48 0.034404142 | 0.025809388 | 0.026874647 | 0.028009811 | 0.034271239 | 0.05381648 0.043892805
49 0.691415413 | 0.843407338 | 0.49636722 1.132962271 | 1.892951408 | 1.933101648 | 1.738740657
50 0.0227616 0.025083431 | 0.019976327 | 0.025251139 | 0.01436496 0.021449555 | 0.026649773
51 0.957139997 | 0.994200472 | 0.798566967 | 1.104526509 | 0.769730071 | 1.129703409 | 0.870722514
52 0.05820127 0.073435401 | 0.067617266 | 0.077154194 | 0.021510577 | 0.082366062 | 0.079507464
53 0.246922021 | 0.283001235 | 0.182505588 | 0.267345329 | 0.721191192 | 0.722026756 | 0.62725453
54 1.708104011 | 1.575724331 | 1.479310327 | 1.32965701 1.923907883 | 1.804384195 | 1.747274334
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Line | 18 18 18

Irrigated Irrigated Irrigated
1 0.017457734 H#WERT! 0.026766913
2 0.052859998 0.163751591 0.199471434
3 1.60521517 1.119172048 1.863255415
4 1.60521517 1.119172048 1.863255415
5 6.241752779 8.962848915 6.817501931
6 6.865687749 8.260711583 8.202582512
7 0.016072036 0.032429484 0.039187416
8 0.042104097 0.029523206 0.047994201
9 1.309095639 1.635334002 1.753346525
10 0.005146142 0.014830521 0.019100327
11 0.053017113 0.023646132 0.030645178
12 0.268701771 0.78609679 1.058658109
13 6.03562377 11.9046999 11.71897123
14 3.775777073 4.249620219 3.446857705
15 1.850424467 5.259869907 1.230849409
16 0.063572113 0.065237282 0.054435932
17 0.081117419 0.094182752 0.119826774
18 0.019889144 0.012587027 0.027071142
19 0.01541267 0.031262281 0.026375382
20 0.355987864 0.608332893 0.624025143
21 0.007860874 0.00564246 0.011224749
22 0.057114967 0.081534139 0.06356811
23 2.343681423 2.898570616 3.068462238
24 0.053771777 0.067483709 0.059282441
25 0.88831223 1.014792396 1.455582481
26 0.041501396 0.047034189 0.038475783
27 1.788243203 | 2.095810385 | 1.569631538
28 1.390125486 | 1.406556281 | 1.250126983
29 0.258497059 | 0.35611726 0.531303902
30 0.087484417 0.066554052 0.082110242
31 0.121475227 0.095698944 0.207238548
32 0.090217179 | 0.075050002 | 0.090327086
33 0.052764699 | 0.060794285 | 0.040996921
34 2.460646693 | 3.810915991 | 3.182032465
35 6.642567199 | 7.320130445 | 6.893305362
36 0.238589885 | 0.395089534 | 0.56972413
37 0.005643242 | 0.008056049 | 0.008740648
38 1.851884858 | 2.322573361 | 1.384146729
39 0.010585908 | 0.01173362 0.013185046
40 20.10349721 | 21.6038547 22.19922805
41 0.01128906 0.013305532 | 0.011359668
42 0.082397515 | 0.035895902 | 0.053539116
43 0.041501396 | 0.047034189 | 0.038475783
44 1 1 1
45 2.417229016 | 3.839386368 | 4.156260251
46 0.041292769 | 0.034153895 | 0.035967873
47 3.25810556 3.410037362 | 3.31008402
48 0.034078382 | 0.025754723 | 0.028584354
49 1.520002473 | 1.956945446 | 2.154421646
50 0.016898818 | 0.017030025 | 0.010206241
51 1.10830337 1.647319831 | 2.041533952
52 0.072548242 | 0.003639446 | 0.082549391
53 0.381270412 | 0.633128633 | 0.760240632
54 1.788243203 | 2.095810385 | 1.569631538
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