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Abstract - MOLECULAR BIOLOGY, FAUNISTICS AND ZOOGEOGRAPHY
Following a short description of the faunistics and zoogeography, four molecular
biology methods (mtDNA, microsatellites, SSCP, RAPD) and their use in zoogeo-
graphical research are presented with examples.
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Izvle¢ek - MOLEKULARNA BIOLOGIJA, FAVNISTIKA IN ZOOGEOGRAFIJA
Po kratki razlagi pojmov favnistika in zoogeografija so s primeri predstavljene Stiri
molekularno bioloske metode (mtDNA, mikrosateliti, SSCP, RAPD) in njihova
uporaba v zvezi z zoogeografsko problematiko.

KLJUCNE BESEDE: molekularna biologija, favnistika, zoogeografija
Definitionen

Modeme taxonomische, faunistische und zoogeographische Arbeiten beinhalten
vielschichtige, interdisziplindre Ansatzpunkte. Je nach Fragestellung kommen die
eingesetzten Methoden somit aus den unterschiedlichsten Wissenschaftsgebieten
(u.a. Geographie, Geologie, Klimatologie, Okologie, Molekularbiologie).

Die Faunistik ist eine Arbeitsrichtung der deskriptiven Zoogeographie, die die
Erforschung der Tierarten und moglichst auch der subspezifischen Taxa eines bes-
timmten Gebietes zum Ziel hat und damit eine Grundlage fiir die Chorologie und
weitere Arbeitsrichtungen der Zoogeographie legt (nach SEDLAG & WEINERT 1987).
Letztendliches Ziel sollte die vollstdndige Erfassung des Tierbestandes der Erde sein
(De LATTIN 1967). Uber Position und Inhalte von “Faunistik” liegen zahlreiche
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AuBerungen vor (ASPOCK 1975, KLAUSNITZER 1997, 2000), in denen z.T. auch iiber
die “Wissenschaftlichkeit” dieses Teilgebietes der Zoologie diskutiert wird.
Tatsache ist, dal Faunistik, Taxonomie und Zoogeographie untrennbar miteinander
verbunden sind, wobei der Faunistik ausschlieBlich der deskriptive Teil zuge-
sprochen wird. Direkte molekularbiologische Ansitze gibt es nur in Verbindung mit
zoogeographischen Fragestellungen.

Die Zoogeographie ist ein Teilgebiet der Biogeographie, das die gegenwirtige
und ehemalige Verbreitung der Tiere beschreibt und unter Beriicksichtigung ihrer
Ausbreitungsméglichkeiten ursichlich deutet (SEDLAG & WEINERT 1987); sie rekon-
struiert zeitliche Abfolgen und rdumliche Verldufe von Besiedelungsprozessen, z.B.
die postglaziale Besiedelung des nordlichen Europas durch Tiere nach dem
Riickgang des Eises (Mossakowskl 1997). Die Darstellung von Verbrei-
tungsmustern beruht in erster Linie auf einer Synthese von Taxonomie und
Faunistik. Eine moderne Forschungsrichtung, die sich mit Prinzipien und Prozessen
zur geographischen Verbreitung von Abstammungslinien auseinandersetzt, ist die
Phylogeographie (Avise 2000).

Molekularbiologische Methoden
Mitochondriale DNA (mtDNA)

Nach Extraktion der DNA wird diese einer PCR (Polymerase Chain Reaction)
zugefiihrt, die sich in drei Schritte gliedern 146t: Zuerst wird die doppelstriangige
DNA-Matrize durch Erhitzen denaturiert; anschlieBend lagert sich in den flankieren-
den Bereichen der zu untersuchenden Gen-Sequenz ein entsprechendes Primer-Paar
an die Einzelstringe an und startet damit - drittens - die Polymerisation der jeweils
komplementiren DNA-Stringe mit Hilfe einer DNA-Polymerase. Dieser Zyklus 146t
sich vielfach wiederholen und liefert jedesmal eine Verdoppelung der DNA-
Fragmente. So erhilt man bereits nach 32 Zyklen theoretisch iiber 1 Milliarde dop-
pelstringiger Zielmolekiile. Das PCR-Produkt wird, unter Verwendung eines farb-
stoff-markierten Primers, in die Sequenzier-Reaktion eingesetzt. Die Analyse der
Abbruchfragmente erfolgt iiber ein denaturierendes Polyacrylamidgel, die
Bandenmuster werden automatisch ausgewertet und in die Basenabfolge des sequen-
zierten DNA-Abschnittes umgesetzt. Fiir die statistische Bearbeitung der
Gensequenzen stehen zahlreiche Verfahren (u.a. Maximum Parsimony, Maximum
Likelyhood, Neighbour-Joining) zur Verfiigung (HILLIS et al. 1996).

Mikrosatelliten
Die Mikrosatelliten-Technik erlaubt den Vergleich einer grofen Anzahl von
Individuen innerhalb einer Population und findet ihren Einsatz bei populations-

genetischen Fragestellungen. Mikrosatelliten sind Bereiche der genomischen DNA,
die eine Aufeinanderfolge von sehr kurzen, jeweils identischen DNA-Abschnitten
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darstellen, wobei diese Repeats meist aus nur zwei bis vier Basen bestehen. Die
Anzahl solcher Repeat-Wiederholungen variiert von Individuum zu Individuum.
Uber eine Polyacrylamid-Gelelektrophorese kann die Anzahl dieser Wieder-
holungen, die ein Individuum besitzt (auf beiden Allelen) analysiert werden (HILLIS
et al. 1996).

SSCP-Analyse

Die SSCP (Single-strand conformation polymorphism) Elektrophorese wird seit
einigen Jahren zur Detektion von Sequenzunterschieden innerhalb von Genen
angewendet (BOGE et al. 1994). Die zuvor iiber PCR amplifizierten DNA-Abschnitte
werden durch Hitze denaturiert und in eine native Polyacrylamid-Gel-
Elektrophorese eingesetzt. Die einzelstrdngigen Fragmente bilden aufgrund
intramolekularer Wechselwirkungen eine dreidimensionale Struktur aus, die von der
jeweiligen Basensequenz bestimmt wird. Bei Sequenzunterschieden ergeben sich
unterschiedliche Konformationen der zu analysierenden DNA-Abschnitte, woraus
wiederum unterschiedliche Laufeigenschaften im Gel resultieren. Letztendlich erhilt
man ein spezifisches Bandenmuster, welches vorhandene Mutationen aufzeigt.

RAPD-PCR

Bei der RAPD-PCR (Random Amplified Polymorphic DNA) wird ein
Zufallsprimer (in der Regel mit einer Lange von 10 Basen) eingesetzt, wobei die
gesamte DNA als Matrize dient (HADRYS et al. 1992). Bei geringer Stringenz (sehr
niedrige Annealing-Temperatur) zeigen die Primer die Tendenz, sich relativ unspez-
ifisch an mehreren Stellen der genomischen DNA anzulagern. Die Abschnitte solch-
er Primer-Bindungsstellen konnen letztendlich amplifiziert werden. Die Analyse der
PCR-Produkte im Agarosegel resultiert in unterschiedlichen Bandenmustern pro
RAPD-Primer und oftmals pro Individuum. Uber Bandsharing-Index und mittels
UPGMA-Analyse (Unweighted Pair Group Method using Arithmetic Averages)
werden die Ahnlichkeiten der gefundenen Bandenmuster zueinander ausgewertet.

Beispiele
mtDNA

Der Gemeine Grashiipfer (Chorthippus parallelus) ist iiber ganz Europa bis nach
Sibirien verbreitet und dient seit iiber 10 Jahren als Studienobjekt, insbesondere hin-
sichtlich einer Hybridzone in den Pyrenéden (RITCHIE et al. 1989). Die Verbreitung
vieler Arten ist durch enge Hybridzonen unterteilt, innerhalb derer zwei
divergierende Genpools aufeinandertreffen, die ihren Ursprung in verschiedenen
Glazialrefugien hatten. (Abb. 1; HEWITT 1996). Vergleicht man die DNA solcher
Populationen, so kann man feststellen, von welchem Refugium aus sich besondere
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Abb. 1: Mégliche Expansionsrouten von Chorthippus parallelus, ausgehend von ver-
mutlichen Eiszeitrefugien, abgeleitet von DNA-Sequenzdaten (aus HEWITT 1996).

Genpools entwickelt haben, um ihre heutige Verbreitung einzunehmen. In der
gegenwirtigen (klassischen) Taxonomie werden drei Unterarten von Chorthippus
parallelus auf der iberischen Halbinsel, in Griechenland und im restlichen Europa
unterschieden.

Die DNA-Sequenzierung von etwa 350 Individuen aus 88 Populationen ergab,
daf} der Genpool von C. parallelus in mindestens fiinf geographischen Hauptregionen
aufgeteilt ist (Abb. 2; HEWITT 1999). Die nordeuropiischen Haplotypen zeigen dabei
eine geringe Diversitdt und dhneln denjenigen auf dem Balkan, so da3 eine post-
glaziale Expansion ausgehend von einem Balkan-Refugium angenommen werden
muB. Die Tiirkei, Griechenland, Italien und Spanien beinhalten jeweils einen grofien
Anteil einzigartiger Haplotypen, die evt. einen subspezifischen Status rechtfertigen
wiirden. Folgende Riickschliisse lassen sich hinsichtlich der Eiszeitgeschichte
ziehen:

Die Hybridzone in den Pyrenden wurde durch eine Besiedelung von einem
siidspanischen Refugium aus und einer Expansion aus dem Balkan, mit
Ausbreitung iiber Europa bis hin zur Kolonisierung der franzésischen
Pyrenienseite, geformt.

Italien wurde von einem Refugium in Kalabrien ausgehend besiedelt; konse-
quenterweise muf} eine Hybridzone in den Alpen existieren, was tatsichlich auch

bewiesen werden konnte (FLANAGAN et al. 1999).

Im Siiden besteht eine grolere genetische Variation als im nordlichen Bereich.
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Abb. 2: Genomverteilung von Chorthippus parallelus in geographischen
Hauptregionen. CSSP = Zentral- und Stidspanien, PSP = Spanische Pyrenden, NWIT
= Nordwest-Italien, NEIT = Nordost-Italien, IST = Sid-Italien, WRS = West-
Russland, ERS = Ost-Russland, TU = Tiirkei, NGK = Nord-Griechenland, BG =
Bulgarien, HG = Ungarn, PO = Polen, GB = Grofbritannien, NF = Nord-Frankreich,
CF = Zentral-Frankreich, PF = Franzosische Pyrenden (aus HEWITT 1999).

Abb. 3: Phylogeographie der mtDNA-Haplotypen der europiischen Igelarten
(Westigel, Erinaceus europaeus; Ostigel, Erinaceus concolor), basierend auf einem
Neighbour-Joining-Dendrogramm (aus HEWITT 1999).
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Grasshopper Hedgehog Bear

Abb. 4: Drei Musterbeispiele zur nacheiszeitlichen Kolonisierung Europas anhand
von Unterschieden in der mtDNA (aus HEWITT 2000).

Die nacheiszeitliche Besiedelung Europas, ausgehend von siid- und siidosteu-
ropdischen Refugien, kann in dhnlicher Weise auch an anderen Tiergruppen (und
Pflanzen) gezeigt werden. Die beiden parapatrischen Igelarten, West- und Ostigel
(Erinaceus europaeus, E. concolor), stofen in einer breiten Uberlappungszone, die
vom Baltikum bis zur Adria reicht, zusammen. Untersuchungen der mtDNA
(Cytochrome b; SANTUCCI et al. 1998) ergaben eine klare Trennung der beiden Arten
sowie eine Aufteilung in vier Haupt-Haplotypen; die iberischen Haplotypen unter-
scheiden sich von denjenigen Deutschlands und Italiens, die Balkan-Haplotypen sind
klar von denjenigen der Tiirkei und Israels getrennt (Abb. 3; HEWITT 1999). Die Igel
-Phylogeographie zeigt somit eine von Chorthippus parallelus deutlich unter-
schiedliche postglaziale Ausdehnung. Pyrenden und Alpen wirkten hier nicht als
Ausbreitungsbarrieren, die Besiedelung Mittel- und Nordeuropas erfolgte von drei
Hauptrefugien aus und die Tiirkei und der Nahe Osten bildeten ein weiteres
Refugium (Abb. 4; HEwITT 2000).

Beim Braunbiren (Ursus arctos) ergeben sich getrennte westliche und ostliche
Linien; die Besiedelung Europas erfolgte von einem spanischen und einem kauka-
sisch/karpathischen Refugium aus. In Mittelschweden hat sich eine Hybridzone her-
ausgebildet; die Verzweigungen Italiens und des Balkans dehnten sich nicht weiter
nordlich aus (Abb. 4). Unklar ist, von wo aus die 8stliche Expansion ausstrahlte und
wie weit die Ausdehnung nach Westen voranschritt (KOHN et al. 1995, TABERLET et
al. 1995).

Mikrosatelliten

Zu Beginn der 90er Jahre stieBen molekularbiologische Untersuchungen von
Hautfliiglern noch auf Schwierigkeiten, da Allozyme-Studien keine genetischen
Unterschiede zwischen Populationen zeigten. Ein Autorenteam um den Franzosen
Arnaud EsToup setzte demzufolge Mikrosatelliten zur populationsgenetischen
Untersuchung der Dunklen Erdhummel (Bombus terrestris) ein. Die natiirliche
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N % i
Abb. 5: Sammelstellen und taxonomischer Status von Bombus terrestris-
Populationen. Mitteleuropa: subsp. terrestris; Stidwesteuropa: subsp. ferrugineus;
Tenerifa: B. canariensis; Korsika: subsp. xanthopus; Sardinien: subsp. sassaricus;
Elba: subsp. terrestris; Italien: subsp. calabricus; Bulgarien, Griechenland, Samos,
Zypern: subsp. dalmatinus (aus ESTOUP et al. 1996).

Verbreitung dieser Erdhummel erstreckt sich iiber das kontinentale Europa, stlich
bis zum Kaukasus und Ural; auch auf allen groeren mediterranen Inseln ist dieser
wichtige Bestduber zu finden (Abb. 5; EsToup et al. 1996).

Das Neighbour-Joining-Dendrogramm zeigt die Verwandtschaft der 8 kontinen-
talen und der 5 Insel-Populationen (Abb. 6; ESToup et al. 1996); als AuBengruppen
dienten die Helle Erdhummel (B. Iucorum) und die Kanarische Hummel (B.
canariensis). Zwischen den kontinentalen Populationen gibt es keine signifikanten
Unterschiede; dies stimmt mit fritheren Allozyme-Studien iiberein (SCHOLL et al.
1990). Die geringe genetische Variabilitit liegt hochstwahrscheinlich an ausgedehn-
ten Friihjahrswanderungen der Koniginnen, iiber mehrere Kilometer Entfernung von
threm Geburtsort. Die Inselpopulationen zeigen dagegen deutlichere Unterschiede;
so ergeben sich drei klare Verzweigungen, die Tenerifa, Zypern und die tyrrhenis-
chen Inseln betreffen.

TENERIFE
CYPRUS

[ 6734 100/96 ELBA
100/97 CORSICA
94/68 SARDINIA

NEA-MOUDANIA
TOURS
GIF-SUR-YVETTE
LUBLIN

AVELLINO

B. lucorum

Abb. 6: Neighbour-Joining-Dendrogramm der 8 kontinentalen und 5 Insel-
Populationen von Bombus terrestris, mit B. canariensis und B. lucorum als
AuBengruppen (aus EsToup et al. 1996).
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Die Mikrosatelliten-Technik zeigt zwar deutliche Unterschiede zwischen
Populationen, 148t aber aufgrund der schnellen Evolutionsrate der analysierten
DNA-Abschnitte keine zoogeographischen Aussagen zu.

Ubiquitin-SSCP-Analyse

Die Taxonomie innerhalb der bekannten Laufkéfer-Gattung Carabus ist durch
eine Vielzahl subgenerischer und subspezifischer Klassifikationen erschwert; zahlre-
iche Arten, Unterarten, Mikrorassen und Hybride wurden beschrieben. Die
Untergattung Orinocarabus zeigt in den europdischen Alpen eine disjunkte
Verbreitung. Eine erste Untersuchung basierend auf der Analyse des Ubiquitin-Gens
mittels SSCP-Elektrophorese resultierte in unterschiedlichen Bandenmustern der 14
untersuchten Populationen (SEDLMAIR et al. 1997). Gravierende Unterschiede
ergaben sich bei der Analyse von zwei Populationen der Art O. concolor, deren
Individuen vom Grimsel- und vom Furkapal} aus der Schweiz stammten. Die beiden
typischen Bandenmuster treten gemischt an beiden Fundorten auf (Abb. 7; SEDLMAIR
et al. 2000).

Die Sequenzierung eines mitochondrialen Genabschnittes (SEDLMAIR et al. 2000)
ergab Unterschiede zwischen der GrimselpaB3- und der Furkapal3-Population; inner-
halb dieser Populationen waren dagegen keine Unterschiede erkennbar (Abb. 8;
SEDLMAIR et al. 2000). Offensichtlich spiegeln die Ubiquitin-SSCP-Banden als
kernkodierte Gene den gemeinsamen Ursprung der beiden Populationen wider,
wihrend die mitochondrialen Sequenzdaten der geographischen Isolierung der bei-
den Fundorte entsprechen.

Anders ausgedriickt: Die Genpools der beiden concolor-Populationen haben sich
schon vor langer Zeit getrennt, wobei die Ubiquitin-Genotypen aber erhalten
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Abb. 7: Die beiden unterschiedlichen Ubiquitin-SSCP-Typen von Orinocarabus
concolor concolor; F = Individuen vom Furkapal}, G = Individuen vom
Grimselpal3, M = Marker, 100 BP (aus SEDLMAIR et al. 2000).
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O. alpestris dolomitanus

37

O. alpestris rottenmannicus

26 O. alpestris hoppei (K)

O. alpestris hoppei (TH)

O. bertolinii
100

O. sylvestris nivosus (A)
58

O. sylvestris nivosus (B)

42 O. concolor concolor (Fu)

O. concolor concolor (G)

O. sylvestris nivosus (F)

O. linnaei linnaei (KT)
99

O. linnaei linnaei (R)

O. carinthiacus

Abb. 8: Maximum Likelyhood Dendrogramm eines mtDNA-Abschnittes von ND1
mitteleuropidischer Orinocarabus-Arten (aus SEDLMAIR et al. 2000).
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blieben. Die nacheiszeitliche Entwicklung hat dann aber zu einer divergierenden
Evolution der mitochondrialen Gene fiihrt, so da8 man anhand der mtDNA heute
problemlos Grimselpa83- und Furkapa-Population differenzieren kann.

RAPD-PCR

Hat man die richtigen Zufallsprimer gefunden, ist die RAPD-PCR eine einfache
und schnelle Methode, um Populationen zu unterscheiden. Vergleicht man drei
Unterarten von Orinocarabus alpestris mit O. sylvestris, so zeigen die Bandenmuster
eine gute Differenzierung der drei alpestris-Unterarten und eine deutliche Trennung
zu O. sylvestris (Abb. 9; GERSTMEIER et al. 1998).

Wertet man die Bandeniibereinstimmung anhand des Bandsharing-Index aus
(Tab. 1), ergibt sich eine hohe prozentuale Ubereinstimmung zwischen den
Individuen der einzelnen Unterarten von O. alpestris (75-91%), eine mittlere Ubere-
instimmung zwischen den Unterarten (29-32%) und einen geringen Prozentsatz beim
Vergleich zur Art O. sylvestris (17%).

Tab. 1: Bandsharing Index der RAPD-PCR, basierend auf Abb. 9.

O.a. alpestris  O.a. rottenmannicus  O.a. dolomitanus  O. sylvestris

O.a. alpestris 75% / / 17%

0.a. rottenmannicus 31% 86% / /

0.a. dolomitanus 29% 32% 91% /
O. alpestis  O.alpestris O. alpestris O. sylvestris

Qlpestris rottenmannicus  dolomitanus

\

[ W J— “'/
a«‘”ﬁj
_/

Abb. 9: RAPD-PCR Bandenmuster der drei Unterarten von Orinocarabus alpestris
und O. sylvestris (aus GERSTMEIER et al. 1998).
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