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1. EINLEITUNG 1

1. Einleitung

1.1 Uber Arten und Unterarten, Rassen und Okotypens- das

PhanomenMelitaea athalia

Kaum eine weitere palaearktisch verbreitete Sclarigitjsart hat seit fast einem Jahrhundert die
Lepidiopterologen so sehr fasziniert wie der ,Watheizen-ScheckenfaltefMelitaea athalia
Rottemburg 1775. Das liegt zum einen daran, ddsim alie Unterscheidung dieser Art von ihren
VerwandtenM. aurelia Nickerl 1850,M. britomartis Assmann 1847M. deioneGeyer 1832,
M. parthenoidesKeferstein 1851M. varia Meyer-Dur 1851 undM. diamina Lang 1798 so
schwierig ist, dass eine sichere Bestimmung oftmaishach Untersuchung des Genitalapparates
moglich ist (Ebert & Rennwald 1991, Settele etl@99, Weidemann 1995), zum anderen ist die
Variationsbreite innerhalb der Art so grol3, dass beute keine absolute Klarheit dartber
herrscht, ob es unter dem Taxbh athalia nicht kryptische Arten gibt (Tolman & Lewington
1998).

Erst als der Wert der méannlichen Genitalstruktufén die Unterscheidung ,schwieriger”
Schmetterlingsarten erkannt wurde, erhielt die Skdefalterforschung ihre Dynamik. Dampf
(1910) veroffentlichte die erste Arbeit auf BasisnvGenitaluntersuchungen und bildete die
Strukturen der ArterM. athalia M. deione M. aurelia und M. parthenieBorkhausen (heute:
M. varia Meyer-Dir 1851) ab. Es folgten Hormuzaki (1911); Me athalia und M. aureliain

der Bukowina miteinander verglich, Suschkin (1918)a. mit der Abbildung des
Genitalapparates voM. britomartissowie Sheldon (1916). Reverdin (1920) entdecldecedter
die Unterschiede im ménnlichen Genital zwischerdindten und sidwestlichen Formen von
M. athalia und beschrieb die sudwestliche Form als eigene Mglitaea pseudathalia
1922 analysierte Reverdin seine Entdeckung in emesfuhrlicheren Arbeit und legte die
Verbreitung der beiden Taxa detailliert dar. DaoscReverdin selbst, aber auch andere Autoren
wie Beuret (1931), Rocci (1932) und Higgins (1938n zahlreichen Tieren berichteten, die
intermediare Merkmale aufwiesen, wurde schon frign einer Hybridzone zweier Taxa
gesprochen. Beuret (1933) untersuchte die Prairasgaudien beider Taxa und stellte zahlreiche
Unterschiede fest. Gleichzeitig unternahm er Hybigdungsversuche, die allerdings

fehlschlugen, was gleichzeitig einen Ruckschlagdig Theorie bedeutete, dass die bekannte
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Mischzone durch einfache Hybridisierung zustandenrkb. Verity (1940) analysierte die
Gesamtverbreitungssituation va. athalia am genauesten: Auf Basis der Genitalstrukturen
ordnete er 53 athalia-Populationen 3 SektionenSaktion | helveticaRuhl (= pseudathalia
Reverdin = celadussa Fruhstorfer), Sektion Il intermedidre Formen, &ektlll athalia
(Rottemburg). 1953 verdffentlichte Bourgogne sdilvgersuchungsergebnisse zur Situation der
Ubergangszone zwischeN. athalia athalia und M. athalia celadussaFruhstorfer 1910
(=pseudathaliaReverdin) in Frankreich. In Abb 1.1 ist die Korttadne der Taxaathalia“ und
.celadussa dargestellt. Das breite 0Okologische Spektrum und Hohe morphologische
Variabilitat hat beiM. athalia zur Beschreibung einer Vielzahl von ,Formen* getiide nach
Autor wird bei einigen bis heute ein Artstatus vatet. Dazu zahlen die Taxaeronicae
Dorfmeister 1853, suessularuhstorfer 1910, gentropositalssekutz & Kovacz 1954“ und die
als ,Torfwiesenathalia® bekannt gewordeneMelitaeca neglectaPfau 1962 (Pfau 1962,
Marschner 1981, Kristal 1987, Schadewald 1988)Rmhmen dieser Arbeit wurde auch gezielt
nach Populationen voM. neglecta(in Mecklenburg-Vorpommern) undyessula“(in Bayern,
Rohrseemoos am Kochelsee) gesucht. Leider bliéb itrtensiver Nachforschung der Erfolg aus,
so dass diese Taxa nicht in die Untersuchungennibéeogen werden konnten.

Die taxonomisch unubersichtliche Situation, wie msie bei M. athalia vorfindet, hat
Wissenschaftler veranlasst, nach Begriffen zu suclde solche Phdnomene beschreiben, die
nichts anderes als evolutionare Prozesszustandd. dtfierzu gehéren Begriffe wie
,Dualspezies®, ,Schwesternarten®, ,Superspeziegomplexarten* und ,Okotypen®; in alterer

Literatur spricht man in solchen Fallen gerne vBagsen” und ,Varietaten*.
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Abb. 1.1: Zone des Aufeinandertreffens der beiden T  axa , athalia“ und ,, celadussa“ in Mitteleuropa

Die nach Studien von Higgins (1932), Verity (1940) und Bourgogne (1953) vermutete Kontaktzone ist rot eingefarbt,
wobei die Situation in Nordspanien unklar ist. Die Ausdehnung des Kontaktbereichs scheint von Gebiet zu Gebiet
unterschiedlich zu sein (nach Higgins 150-200 km), genaue Angaben fehlen.
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1.2 Scheckenfalter als Modellorganismen moderner

Populationsforschung

Inzwischen haben Schmetterlinge breite Anwenduagviddellsysteme flr 6kologische Studien
und fur die Erforschung evolutiver Vorgange in mi¢tien Populationen gefunden (Boggs et al.
2003, Watt & Boggs 2003). Sie sind aufgrund ihrexn$bilitat hinsichtlich veranderter
Umweltbedingungen, ihrer kurzen Generationsfolgel uvegen des aufRergewdhnlich guten
Wissens Uber ihre Biologie hierfiir besonders gestighktuell laufen zwei Langzeitprojekte, bei
denen Scheckenfalter die entscheidende Rolle algeNéysteme fir die Erforschung der
Populations- und Metapopulationsbiologie spielegit 8ber 40 Jahren wird von Ehrlich et al. an
der Stanford-University, Stanford, Kalifornien, daSuphydryas-edithdrojekt” durchgefihrt,
welches sich mit vielen Fragen der Populationsiieldefasst, wie Populationsdynamik (z.B.
Ehrlich 1965, 1984, Ehrlich et al. 1980, Ehrlich Mason 1966, Singer & Ehrlich 1979),
Populationsregulation (Ehrlich & Murphy 1981b), tdgische Zusammenhange wie Futterpflan-
zen- (z.B. Ehrlich & Raven 1964, Singer 1971a, 1971984) und Parasitenbeziehungen, aber
auch Fragen um das biologische Artkonzept (Ehdi@61, Ehrlich & White 1980), Biodiversitat
( Ehrlich 1992, Ehrlich & Wilson 1991), PhylogerketEhrlich 1958) und Taxonomie (Ehrlich &
Murphy 1981a, Ehrlich 1983). Dagegen stehen beiskagt al., Universitat Helsinki, seit mehr
als 15 Jahren Fragen um die MetapopulationsbiolagieVordergrund. Hier dient die Art
Melitaea cinxiaals Modellorganismus (z.B. Hanski 2003, Hanskale1994, Hanski et al. 1995,
Hanski & Singer 2001, Ehrlich & Hanski 2004). IrraBbritannien steh. athalia aufgrund
dramatischer Populationsverluste im Fokus desdasas. Warren untersuchte in einer Serie von
Veroffentlichungen Fragen der Okologie und Popatabiologie, um letztendlich Strategien zur
Rettung der letzten Bestdnde auf den Britischerlingu entwickeln (Warren 1987a, 1987b,
1987c, 1991).

1.3 Phylogenie der Scheckenfalter
1.3.1 Die Stellung im System

Die untersuchten Schecken- und Perimuttfalterargghoren alle zu den Tagfaltern
(Papilionoidea) und sind samtlich Angehorige demiia Nymphalidae (,Edelfalter). Die
Nymphalidae umfassen mit schatzungsweise 6000 A&ekery 1984) weltweit etwa ein Drittel

aller Tagfalter. Es zahlen kleine bis sehr groReemrdazu mit einer betrachtlichen
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Variationsbreite hinsichtlich Farbung und Fligethbeiung. Auch die Biologie ist sehr
unterschiedlich. Meist werden die Eier in Gruppégedegt. Die jungeren Larven leben dann
gesellig und schitzen sich durch den Bau von Nesfele Unterteilung der Nymphalidae in
Unterfamilien wurde zuerst von Ehrlich (1958) dis&rt. Harvey verdffentlichte (in Nijhout
1991) eine Revision der Familie. Scoble (1992) fll® Unterfamilien fir die Nymphalidae auf,
darunter die Nymphalinae und Heliconiinae.

Obwohl es zweifelsfrei viele natirliche Gruppenariralb der Unterfamilie Nymphalinae gibt,
so gilt sie ebenso sicher als nicht monophylet(gatkery 1984, DeVries et al. 1985). Etwa die
Halfte der Nymphalidae, ca. 3000 Arten, werden ieser Unterfamilie zusammengefasst
(Ackery 1984). Sie sind weltweit verbreitet. Chdeaistisch ist die Reduzierung der Vorderbeine
in beiden Geschlechtern. Die Raupen tragen haufigné&nh oder Dornenkegel. Zahlreiche
Wanderfalter zéhlen zu den Nymphalinae, wie z.B. Distelfalter Vanessa cardulLinnaeus
1758 oder der Admirafanessa atalanthinnaeus 1758.

Die als AuRRengruppe zu den Scheckenfaltern in dieetduchungen einbezogenen Perlmuttfalter
gelten als monophyletische Gruppe und werden a3 rArgynnini innerhalb der Unterfamilie
Heliconiinae zusammengefasst. Die Heliconiinae wardvon Ehrlich (1958) noch den
Nymphalinae zugeordnet. Ackery (1984) fuhrt sietzrBedenken als eigene Unterfamilie. In
Europa sind die einzigen Mitglieder dieser Unteifeemdie sog. Perlmuttfalter (englisch:
Jrittilaries®), kleine bis groRere, kréftige Faftenit orangeroter Grundfarbung und schwarzen
Strich- und Fleckenzeichnungen. Die Arten zeichemm durch bunte Hinterfligelunterseiten
aus, die haufig auffallende permuttartige Fleckefwaisen (Name!). Im Gegensatz zu den
Melitaeini legen die Argynnini ihre Eier meist egtz ab, wobei Violaceae als Futterpflanzen der
Raupen bevorzugt werden.

Der Tribus Melitaeini umfasst etwa 270 Schmettgdarten, der innerhalb der Unterfamilie
Nymphalinae (sensu Harvey 1991) eine in sich gessehe Gruppe bildet. In der
deutschsprachigen Literatur werden diese Schmatierl als ,Scheckenfalter” bezeichnet
(englisch: ,checkerspots”). Die Falter zeichnet einheitlicher Habitus in Gré3e und Féarbung
aus. Auch die Lebensweise ist sehr ahnlich: DieeFégen ihre Eier in Form von Gelegen ab.
Bevorzugte Futterpflanzen sind Scrophulariaceae Rlathtaginaceae, daneben Valerianaceae.
Die Raupen uberwintern meist nach der 3. oder 4t und zerstreuen sich im Friahjahr.

Dabei kommt es nicht selten zum Wechsel der Futterpen. Die Puppenruhe dauert
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witterungsabhéangig etwa 4 Wochen. Die meisten Aftiegen in den Sommermonaten Juni und
Juli.

1.3.2 Ergebnisse phylogenetischer Forschungen

Die unabhéngige Analyse verschiedener Daten, sowwminphologischer (Kons 2000) als auch
molekularer Art (Wahlberg & Zimmermann 2000, Zimmeann et al. 2000, Wahlberg
unveroffentlichte Daten) weisen den Tribus Melitheals monophyletische Gruppe aus. Die
bereits vom Britischen Entomologen Higgins (197881) getroffene Unterscheidung der
Scheckenfalter in die drei Gruppen Euphydrina, tdelna und Phyciodina wurde spater durch
Wahlberg und Zimmermann (2000) bestatigt, die dieSeuppen den Status als drei Subtribi
zustanden. Die Beziehungen zwischen den drei ®ubtrurden mit Hilfe morphologischer
Methoden (Kons 2000), durch die Untersuchung mitadnialer DNA-Sequenzen (Wahlberg &
Zimmermann 2000, Zimmermann et al. 2000) und dialyse von zwei nukledren DNA-
Sequenzen von verschiedenen Chromosomen (pEFRHd ,wingless®) (Wahlberg in Ehrlich &
Hanski 2004) untersucht. Die phylogenetische Aralypositioniert die Euphydrina
Ubereinstimmend als urspriinglichste Scheckenfalippg, allerdings widersprechen sich die
verschiedenen methodischen Anséatze hinsichtlichBeéziehungen innerhalb und zwischen den
beiden anderen Subtribi. Des weiteren sprecheAmidysen dafir, das der Subtribus Melitaeina
in zwei Gruppen aufgespalten werden sollte: dieitsleiha mit der palaearktischen Gattung
Melitaea sowie die Chlosynina mit den Gattungen des ammeiskaen Kontinent¢Chlosyne
Microtia, Texolg DymasiaundPoladryag.

Da die zitierten Untersuchungen Ergebnisse fir Rlwlogenetik auf Art-, Gattungs-, oder
Familienniveau liefern, miussen fur Analysen auf iRafionsebene andere Methoden benutzt
werden. Ein vergleichsweise neuer Ansatz, molekulslarker zu gewinnen, ist die ISSR-
Methode (Zietkiewicz et al. 1994). Die AbkurzungSFs steht fur ,Inter Simple Sequence
Repeats®. Hierbei werden PCR-Primer benutzt, dieektlizu den Sequenzen von invers
angeordneten Mikrosatelliten komplementar sind. dia Methode in der Pflanzenforschung
mehrfach erfolgreich eingesetzt worden ist, andersy nur sehr wenige Erfahrungen bei
Lepidopteren (bei Seidenspinnern: u.a. Chatterfeal.e2004, Chatterjee & Mohandas 2003,
Reddy et al. 1999) vorlagen, bot sich die ISSR-RilXRinteressantes und vielversprechendes

Verfahren zur Analyse déd. athalia/ celadussaKomplexes an.
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1.4 Fragestellungen

Aufgrund der beschriebenen Vorteile wurde die I98&hode ausgewahlt, um folgende Fragen

rund um derMelitaea-athalia / celaduss€omplex zu beantworten:

Ist die ISSR-PCR methodisch geeignet, Populatiomen Melitaea athalia sowie
verwandte Nymphaliden-Arten voneinander zu trennen?

Wie sehen die genetische Zusammensetzung und rdigBtverschiedener Populationen
von M. athaliaaus?

Gibt es homogene Populationen?

In welchem Zusammenhang stehen die Populationennanger? Gibt es klare
Trennungen oder gibt es Brickenpopulationen, weltieegeographisch entferntesten
Populationen miteinander verbinden?

Gibt es artspezifische und / oder populationssiserié Marker?

Wird die Unterteilung in die TaxdJelitaea athalia athaliaund Melitaea athalia
celadussalurch die molekularen Marker gestutzt?

Stutzen oder widersprechen sich die Ergebnisse BEnechnungen verschiedener
Diversitatsindizes und unterschiedlicher Analysetnmoden wie UPGMA-Clusterver-
fahren, Hauptkoordinatenanalysen, AMOVA (,Analyss$ Molcular Variance) und
~-Maximum Parsimony*“-Verfahren?

Kdnnen mit Hilfe des ,Maximum Parsimony“-Verfahrepsylogenetische Zusammen-
hange erkannt werden?

Sind aus den Ergebnissen taxonomische Konsequenzaahen?

Wie ist die Gefahrdungssituation aufgrund der éeaeErgebnisse (mogliche genetische

Isolierung) einzuschatzen?
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2. Material und Methoden
2.1 Die Untersuchungsobjekte

Um die Ergebnisse innerhalb dds athalia / celaduss&omplexes vergleichen und bewerten zu
konnen, wurden drei weiteidelitaea sowie zwei Perlmuttfalterarten — letztere als @mgyige

der Argynnini — in die Untersuchungen miteinbezogddiese Arten stehen somit als
~LAullengruppen” zu Verfigung. Die Auswahl der zukétien Scheckenfalterarten stellt sicher,
dass zum einen sehr nah verwandte und schon réstlo@hnliche Tiere widl. aurelia und

M. diaminauntersucht werden, gleichzeitig Mt cinxia ein vom Habitus und Flugverhalten ein
eher ungewohnliches Mitglied der GattuMglitaea beriicksichtigt wird. Die Perlmuttfalter
Issoria lathonia und Boloria euphrosynegehdren zu verschiedenen Gattungen im Tribus
Argynnini innerhalb der Heliconiinae. Sie sind Bmede fir verwandte Angehodrige eines

separaten, monophyletischen und den Melitaeinistahenden Tribus.
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2.1.1 Nymphalinae, Melitaeini
2.1.1.1 Melitaea athaliaRottemburg, 1775

1lcm

Abb. 2.1: Melitaea athalia athalia Rottemburg 1775 und M. athalia celadussa Fruhstorfer 1910

1. Reihe: M. athalia athalia, Oberseite; Fundortangaben J: ,Bayern, Oberstdorf, 11.7.1979, 800 m, leg. G. Achtelik*
Fundortangaben @: ,Bayern, Oberstdorf, 20.7.1979, 800 m, leg. G. Achtelik".
2. Reihe: Unterseite der Falter aus Reihe 1.

3. Reihe: M. athalia celadussa, Oberseite. Fundortangaben & und Q: ,Schweiz, Tessin, Val Lavizzara, Fusio, 1300 m,
8.8.81"

4. Reihe: Unterseite der Falter aus Reihe 3. Alle Falter befinden sich in coll. Gerdo Achtelik.

Der Wachtelweizen-Scheckenfaltddelitaea athaliaist in ganz Europa verbreitet. Ostlich
erstreckt sich sein Gebiet bis Japan. In Europa werdesi mmterschiedliche Gruppen
unterschieden: Die typischathalia’ Rottemburg 1775 und die auf der Iberischen Halbingel,

Italien, Teilen Sudwestfrankreichs und sudlich des Alpepthkammes fliegendecgladussa
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Fruhstorfer 1910, die insbesondere auf Grund von rdechéden in der Morphologie des
mannlichen Genitalapparates abgetrennt wurde. In einef20® km breiten Streifen
(,Kontaktzone®) weisen die Falter mehr oder wenigerkstusgepragte Zwischenformen auf.
Die folgenden Verbreitungskarten sind unter Zuhilfenahere@hten-CDLepibase 2.QRoine
2000) erstellt worden und wurden je nach Datenlage akeralisnd bearbeitet. Dabei sind die

bekannten Verbreitungsgebiete schwarz eingefarbt.

Abb. 2.2: Verbreitungskarte von  Melitaea athalia (Gesamtverbreitung aller Taxa dieser Art)

M. athalia bildet eine Generation im Jahr aus und fliegt von dismiEnde Juli. In sudlichen
Verbreitungsgebieten kann es zu einer zweiten Generatidugust / September kommen. Der
Falter bevorzugt frische bis feuchte Wiesen. Hier kannsympatrisch mitM. diamina
vorkommen. In Brandenburg findet man ihn mit seinen dfpflianzen Melampyrum und
Veronicain lichten KiefernwaldernM. athalia ist &ufRerst variabel und neigt je nach Biotop zu
unterschiedlichen phanetischen Auspragungen, die haurigss fir Namensgebungen waren.
Die Weibchen legen die Eier in Gelegen von etwa 50 Stlrk Hauptfutterpflanzen sind
Spitzwegerich Rlantago lanceolatp Wiesen-WachtelweizenMelampyrum pratengesowie
Ehrenpreis Yeronica spicata Die anfangs gemeinsam in einem dunnen Gespinst lebend
Raupen vereinzeln sich bereits im 2. Larvalstadium (\WalB000). Im 4. Stadium Uberwintern
die Raupen angesponnen unter dirren Blattern. Die Pupasmplauert etwa 3 Wochen. Weitere
Details finden sich bei Wahlberg (1997a) und Selonen (1997



2. MATERIAL UND METHODEN 11

2.1.1.2Melitaea diaminaLang 1789

Melitaea diaminaist in seiner Nominatform ein sehr dunkler Scheckenfaller, bevorzugt
feuchte Lebensrdume besiedelt. Dabei ist er an dakoWmnen seiner Futterpflanze Baldrian
(Valeriana speg. gebunden, die ihm auch seinen deutschen Namen gedpe ,Baldrian-
Scheckenfalter*M. diaminahat meist nur eine Generation im Jahr und fliegt in Ablykeit
von der Hohenlage von Mai bis Juli. An warmen Standortesgofders im sudlichen
Verbreitungsgebiet, kann es zu einer 2. Generation vonsilms September kommen. Die Eier
werden in Form von meist nur einem Gelege auf der Beiter der Blatter der Futterpflanze
angeheftet. Dabei umfassen die Gelege durchschnittlich Ed@aEier. Die gemeinschaftlich
lebenden Raupen Uberwintern im 4. Larvenstadium lockeesponnen in kleineren Gruppen
unter durren Blattern in der Néhe der Futterpflanze vewkinzeln sich im Fruhjahr. Eine
ausfuhrliche Beschreibung des LebenszyklusModiaminafindet sich bei Wahlberg (1997b).

lcm

Abb. 2.3: Melitaea diamina Lang 1789

1. Reihe: Oberseite, 2. Reihe Unterseite. Fundortangabe J: ,Schweiz, Graubtinden, unterh. vom Albulapass, 1700 m,
15.7.1991, leg. G. Achtelik“. Fundortangabe ¢: ,Deutschland, Baden-Wirttemberg, Schwabische Alb, Hayingen,
90/11, e. 0., 20.5.1991, leg. I. Achtelik.” Die Falter befinden sich in coll. Gerdo Achtelik.
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Die Verbreitung vorMelitaea diaminaerstreckt sich vom Norden der Iberischen Halbinsettdur
die klimatisch gemaRigte Zone Uber Russland, Sibirien, TréadbaAmur-Gebiet und die
Mongolei bis nach Nordostchina, Korea und Japan. Dhed¥id-Ausdehnung dieses Areals
reicht in Europa vom sudlichen Fennoskandien bis in derdési der Balkanhalbinsel. In
Westfrankreich und Suditalien (Kampanien, Abruzzen) exestiesolierte Vorkommen (Ebert &
Rennwald 1991, Volpe et al. 2005), auRerdem gibt es rkeoim Nordosten der Turkei
(Hesselbarth et al. 1995). Auf den Britischen Inselilt fdila Art.

Abb. 2.4: Verbreitungskarte von  Melitaea diamina

2.1.1.3Melitaea cinxiaLinnaeus, 1758

Melitaea cinxiakommt besonders an trockenen Standorten vor, obgieich Populationen von
feuchten Standorten wie Moorkomplexen bekannt sind {EdRennwald 1991). Ich selbst
habe den Falter nur in trockenen und sehr warmennisefdemen gefunden. Er ist im Gegensatz
zu fast allen anderen Angehdrigen der Gattiwjitaea ein schneller und guter Flieger. Im
Freiland ist er gut von seinen Verwandten zu unterscheidemeKandere einheimische
Scheckenfalterart besitzt so auffallige schwarze Punkte dan inneren Randbinde der
Hinterfllgel.

In Mitteleuropa bildet die Art von Anfang April bis August eiGeneration aus, wéhrend in den
Sudalpen und im Mittelmeerraum zwei Generationen (Mai-Jdagust-September) auftreten

konnen. Die Weibchen legen ihre Eier in grol3en Geledenm Durchschnitt etwa 170 Stick
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(Wahlberg 1995). Diese kdnnen auch uUbereinandergésgehigerden. Die Raupe Uberwintert im
4. oder 5. Larvalstadium, wobei nicht jede Raupe eihabvalstadium vor der Uberwinterung

ausbildet. Nach der Uberwinterung hauten sich die Ranpeh zweimal, so dass die Raupen
letztlich ihre Entwicklung mit 6 oder 7 Hautungen absclaie(Vahlberg 2000).

1lcm

Abb. 2.5: Melitaea cinxia Linnaeus 1758

1. Reihe: Oberseite, 2. Reihe Unterseite. Fundortangabe J: ,BR Deutschland, Baden-Wirttembg., Bad Sackingen,
25.5.1987, e. I., leg. G. Achtelik“. Fundortangabe ©Q: ,Sudfrankreich, Digne u. U., 8.8.82, leg. G. Achtelik.“ Die Falter
befinden sich in coll. Gerdo Achtelik.

Die Raupen spinnen vom ersten Tag an grol3e Netzedidiganze Futterpflanze bedecken
konnen und unter denen sie auch gemeinsam Uberwirbéenwichtigste Futterpflanze ist
Spitzwegerich Rlantago lanceolata Plantaginaceae), was dem Falter auch seinen deutschen
Namen eingebracht hat: Wegerich-Scheckenfalter. Danebeh avich EhrenpreisVeronica
spicatg Scrophulariaceae) als Eiablage- und Futterpflanze betdtat(Kuussari et al. 1995).
Melitaea cinxiaist von Stdwesteuropa durch die klimatisch gemafigte Bsn@stasien (Amur-
Gebiet, China) verbreitet. Die Nord-Sud-Verbreitung rewbitn stdlichen Fennoskandien bis
Sizilien. Im Hohen Atlas existiert eine isolierte Population. Aiefehlt im Stden der Iberischen
Halbinsel, auf fast allen Mittelmeerinseln sowie in Grof3britanmé&nAusnahme eines isolierten
Vorkommens an der Sudkuste Englands. Die Vorkommenarokko beschranken sich auf den
Hohen (2000-2600 m) sowie Mittleren Atlas (1500-2000 m).
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iR

Abb. 2.6: Verbreitungskarte von  Melitaea cinxia

2.1.1.4Melitaea aureliaNickerl, 1850
Melitaea aureliabesiedelt bevorzugt geblischreiche Mager- und Trockenrdie Art gehdrt zu
den Scheckenfaltern, die im Gelande wegen ihrer gréBatichkeit zuM. britomartis und M.

athalia nur schwer korrekt identifizierbar sind.

1cm

Abb. 2.7: Melitaea aurelia Nickerl 1850

1. Reihe: Oberseite, 2. Reihe Unterseite. Fundortangabe & und ¢: ,D / Nordhessen, Hess. Lichtenau, 25.6.1998.“ Die
Falter befinden sich in coll. Gerdo Achtelik.
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Der Falter fliegt nur in einer Generation im wesentlichen Mbtte Juni bis Mitte Juli und legt

seine Eier bevorzugt in gelblichen Gelegen durchaus auchmehnreren Schichten an der
Blattunterseite von Wegerich-Arten sowie Ehrenpreis as Werhalten, die Entwicklung und
die Farbung der Raupen &hneln stark denen Morathalia Die Raupen uberwintern im 4.

Larvalstadium leicht angesponnen in zusammengerollten BlafDeenPuppenruhe dauert etwa
drei Wochen.

Melitaea aureliafindet sich in Mittel- und Osteuropa bis zum Balkan.Wasten dehnt sich das
Areal bis Nordfrankreich (Umgebung von Paris) aus untdtae&h Gber Deutschland, Schweiz
und Norditalien bis zum Po. In Skandinavien ist ein Vorkomwam Sidschweden (Petersen
1945) bekannt. Nach Higgins (1955) gibt es NachweiseZamtral-Russland bis zum Ural. Im

Mittelmeerraum, auf der Iberischen Halbinsel und aufBigtischen Inseln fehlt die Art.

Abb. 2.8: Verbreitungskarte von  Melitaea aurelia

2.1.2 Heliconiinae, Argynnini
Mitglieder der als monophyletisch geltenden Gruppe der Avgyrwerden in dieser Arbeit als
AulRengruppe(n) auf Artniveau genutzt. Einige Arten &hmeln Habitus den Melitaeini, so das

der ungetibte Beobachter im Feld durchaus auch beigm&rwerwechseln kann.
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2.1.2.1Boloria euphrosynd.innaeus, 1758

Boloria euphrosyneerscheint schon Ende April, die Flugzeit endet in dereReg Juni, im
Gebirge im Juli. Nur selten kommt es zu einer 2. GemerabDie gelblichen Eier werden einzeln
an Blattunterseiten von Veilchenarten Willa hirta oderViola caninaabgelegtB. euphrosyne
fliegt gerne im Bereich von Waldrandern in meist niedrigg@pulationsdichten. Die Raupe
Uberwintert halberwachsen im vierten KleidyLDie braune Stirzpuppe hat in der Regel kleine

Silberflecken und ist in der Bodenvegetation zu finden.

lcm

Abb. 2.9: Boloria euphrosyne Linnaeus 1758

1. Reihe: Oberseite, 2. Reihe Unterseite. Fundortangabe J': ,Deutschland, Bayern, Berchtesgadener Land, Scharitz-
kehlalm, 1200 m, 12.6.1990, leg. G. Achtelik, Fundortangabe ¢: ,Sudtirol, Villndsstal, Teis, 900 m, 17.7.80, leg. G.
Achtelik.” Die Falter befinden sich in coll. Gerdo Achtelik.
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Die Verbreitung des Silberfleck-PerimuttfalteBoloria euphrosyneerstreckt sich von den
Britischen Inseln durch ganz Europa bis Ostasien (Kdratka). Mit Ausnahme des
Nordwestens fehlt der Falter auf der Iberischen Halbire# dem Peloponnes und den

Mittelmeerinseln mit Ausnahme Siziliens.

-

Abb. 2.10: Verbreitungskarte von  Boloria euphrosyne
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2.1.2.2Issoria lathoniaLinnaeus, 1758
Der Kleine Perimuttfaltelssoria lathoniaist in ganz Europa mit Ausnahme der Britischen Insel
und des ndérdlichen Fennoskandien verbreitet. Seine Gstfiett@eitung reicht bis Mittelasien.

Durch die grofRen Silberflecke auf der Hinterfligelunterssitder Falter unverwechselbar.

1cm

Abb. 2.11: Issoria lathonia Linnaeus 1758

1. Reihe: Oberseite, 2. Reihe Unterseite. Fundortangabe J: “Italia, Provinz Imperia, C. S. Bartholomeo, 620 m,
22.VI1.1981, leg. G. Achtelik.” Fundortangabe ¢: “Jugoslawien, vic. Bitola, Pelister, 1600 m, 18.7.1981, Arnscheid”.
Die Falter befinden sich in coll. Gerdo Achtelik.

RV

Abb. 2.12 Verbreitungskarte von Issoria lathonia
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l. lathoniabevorzugt offene Flachen im Kulturland wie abgeméahte Gefiedatkr, Brachland und
Ruderalflachen. Starke Populationen finden sich auch inebgebieten, z.B. auf der
Nordseeinsel Langeoog (eigene Beobachtungen). Dier&@emenfolge ist unklar, der Falter
kann je nach Witterungsverlauf mehrere Generationen imn dasbilden. Dabei ist er auf
Vorkommen des Stiefmutterchengidla tricolor, Viola arvensis seiner Raupenfutterpflanze,
angewiesen, auf der die Eier einzeln an die Blattuntensategelegt werden. Es konnten
uberwinternde Raupen und Puppen festgestellt werderacheUmgebung beginnt die Flugzeit
Mitte Méarz und endet im Oktober. Die drastischen BestanblsBen, die diese Art in
Mitteleuropa erlitten hat, h&ngen unmittelbar mit Verandemnder landwirtschaftlichen
Nutzung zusammen (Ebert & Rennwald 1991). Die Art ist alsgepragter Wanderfalter
bekannt. So erklaren sich auch die Vorkommen auf Madeidaden Kanaren und bis 66° N in
Skandinavien (s. Abb. 2.12: grau geféarbter Bereich: nieggatliches Vorkommen aufgrund von

Zuwanderung).

2.2 Herkunft des verwendeten Tiermaterials

Das Tiermaterial fur die diversen Untersuchungen wurde iileérere Jahre hinweg im Verlauf
von Exkursionen zu vermuteten Populationen Malitaea athaliafast ausschlief3lich vom Autor
gesammelt. Hierbei waren aufgrund der nicht immer glerstiyetterverhaltnisse, der nicht sehr
ausgedehnten Flugzeit - bei nur einer Generation imhkthigt die Hauptflugzeit etwa 14 Tage
- sowie der jahrweise schwankenden ErscheinungszeiFaltar auch etliche Rickschlage zu
verzeichnen. So filhrte durchaus nicht jede sorgféltig gepkExkursion auch zum Auffinden der
Schmetterlinge. Schwerpunktm&Rig interessierte der Alpenraiweit, inv diesem Gebiet die
beiden TaxaV. athalia athaliaundM. athalia celadussaufeinandertreffen.

Ingesamt wurde Material von 28 Fundorten in die molekidéogische Untersuchung
einbezogen. Dabei entfielen auf déh athalia / celaduss&omplex 21 Populationen aus
8 Regionen. Die anderen Nymphalidentaxa wurden — aufgiusd geringer Sttickzahlen - nicht
nach Populationen oder Regionen getrennt ausgewertet.leT2bklgibt die exakten Fundort-
daten der untersuchten Mthalia / celaduss#&opulationen wieder, die Tabellen 2.2 — 2.6 die
exakten Fundortdaten der anderen Nymphalidenarteim dieser Studie eine Rolle spielen:

M. diaming M. aurelia M. cinxiag B. euphrosynendl. lathonia



2. MATERIAL UND METHODEN 20
Tab. 2.1: Fundortangaben zu den untersuchten M. athalia-Populationen
Kirzel Staat Verwaltungs- Region Ortsangabe Hoéhe | Nordl. Ostl.
ebene Breite Lange
ODkle Deutschland | Brandenburg | Oder-Spree | Griinheide(Mark) | 39m 52°25 | 13°49
(OT Klein Wall)
ODfic Deutschland Sachsen Erzgebirge | Oberwiesenthal | 1214 50° 12°
Fichtelberg m 25,15’ 56,38’
WDirs Deutschland | Rheinland- Eifel Daleiden 452m 50°4’ 6°10’
Pfalz NSG Irsental
Flsip Finnland Helsinki 35km nordl. Sipoo 35m | 60°10" | 24°56’
Helsinki
PLbia Polen Podlasien Kreis NP Bialowiéza | 150m | 52°40" | 23°50’
Hajnowka
VBfra Osterreich Vorarlberg Ratikon Frastanz 1050m | 47°11,4’ | 9°37,2’
(OT Bazora)
VBame Osterreich Vorarlberg Ratikon Frastanz- 788m | 47°12,6' | 9°36,6’
Amerligen
VBssh Osterreich Vorarlberg Gr. Sonntag- 850m | 47°14,4 9°
Walsertal (Seefeld)- 57,12
Buchboden
Ligaf Liechtenstein Vaduz Triesenberg 1200m | 47°08 9°33’
(unterhalb Gaflei)
CHind Schweiz Wallis Leuk, Inden 1138m| 46°21' |7°37'0"
Dalatal 0”
CHloe Schweiz Wallis Lotschental Blatten 1542m | 46°25 7°49’
STafe Italien Suadtirol Aferertal St. Georg in 1510m | 46°40,3’ 11°
Afers 41,7
STstp Italien Sudtirol Villné3tal | St. Peter/Villno3 | 1150m | 46°38,4' | 11°41’
STstj Italien Sudtirol VillnoRtal St. Jakob 1320m | 46°39,5’ 11°
.Moarhof" 39,5
STpfo Italien Sudtirol Pfossental Vorderkaser 1658m | 46°44’ 10°
(Hof) 54,3
STtei Italien Sudtirol VillnéRtal Teis 963m |46°39, 4’ 11°
37,5
LGroj Italien Ligurien Rojatal Colle Langan |1167m|43°58,1' | 7°43,6’
SFluz Frankreich Alpes Lucéram 665m | 43°52' |7°21,6
Maritimes
SFpei Frankreich Alpes Peira-Cava 1500m | 43°55,8' | 7°21,6’
Maritimes
SFstm Frankreich Alpes St. Martin 970m | 44°4 7°15’
Maritimes Vésubié
SFten Frankreich Alpes Tende 825m | 44°4,8 7°36’
Maritimes
Tab. 2.2: Fundortangaben zu den untersuchten M. aurelia-Stichproben
Kirzel Staat Verwaltungs- Region Ortsangabe Hohe | Nordl. Ostl.
ebene Breite Lange
aureWD226 | Deutschland | Rheinld.-Pfalz Eifel Weinsheim 560m | 50°23,3' | 6°46,6’
aureWD227 | Deutschland | Rheinld.-Pfalz Eifel Weinsheim 560m | 50°23,3' | 6°46,6’
aureWD228 | Deutschland | Rheinld.-Pfalz Eifel Weinsheim 560m | 50°23,3' | 6°46,6’
aureWD229 | Deutschland | Rheinld.-Pfalz Eifel Weinsheim 560m | 50°23,3' | 6°46,6’
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Tab. 2.3: Fundortangaben zu den untersuchten M. cinxia-Stichproben
Kurzel Staat Verwaltungs- Region Ortsangabe Hohe | Nordl. Ostl.
(Individuen) ebene Breite Lange
cinxOD163 | Deutschland | Brandenburg | Oder-Spree | Grinheide(Mark) | 39m | 52°27' | 13°57
Kienbaum
cinxOD267 | Deutschland | Brandenburg | Oder-Spree | Grinheide(Mark) | 39m | 52°27' | 13°57
Kienbaum
cinxOD268 | Deutschland | Brandenburg | Oder-Spree | Grinheide(Mark) | 39m | 52°27" | 13°57
Kienbaum
cinxOD269 | Deutschland | Brandenburg | Oder-Spree | Grinheide(Mark) | 39m | 52°27' | 13°57
Kienbaum
Tab. 2.4: Fundortangaben zu den untersuchten M. diamina-Stichproben
Kirzel Staat Verwaltungs- Region Ortsangabe Hohe | Nordl. Ostl.
(Individuen) ebene Breite Lange
diamOD164 | Deutschland | Brandenburg | Oder-Spree | Griinheide(Mark) | 39m | 52°27' | 13°57
Kienbaum
diamOD270 | Deutschland | Brandenburg | Oder-Spree | Griinheide(Mark) | 39m | 52°27' | 13°57
Kienbaum
diamOD271 | Deutschland | Brandenburg | Oder-Spree | Grinheide(Mark) | 39m | 52°27° | 13°57
Kienbaum
diamOD272 | Deutschland | Brandenburg | Oder-Spree | Griinheide(Mark) | 39m | 52°27' | 13°57
Kienbaum
diamOD273 | Deutschland | Brandenburg | Oder-Spree | Grinheide(Mark) | 39m | 52°27° | 13°57
Kienbaum
diamOD274 | Deutschland | Brandenburg | Oder-Spree | Griinheide(Mark) | 39m | 52°27' | 13°57
Kienbaum
diamOD275 | Deutschland | Brandenburg | Oder-Spree | Grunheide(Mark) | 39m | 52°27° | 13°57
Kienbaum
diamOD276 | Deutschland | Brandenburg | Oder-Spree | Griinheide(Mark) | 39m | 52°27' | 13°57
Kienbaum
diamST277 Italien Sudtirol Pfossental Vorderkaser 1658m | 46°44’ [10°54,3
(Hof)
diamST278 Italien Sadtirol Pfossental Vorderkaser 1658m | 46°44’ |10°54,3
(Hof)
diamST331 Italien Suadtirol Pfossental Vorderkaser 1658m | 46°44’ |10°54,3
(Hof)
diamBA503 | Deutschland Bayern Alpenvorland Kochelsee 600m | 47°39 | 11°21
diamBA504 | Deutschland Bayern Alpenvorland Kochelsee 600m | 47°39 | 11°2Y
diamBA505 | Deutschland Bayern Alpenvorland Kochelsee 600m | 47°39" | 11°21
Tab. 2.5: Fundortangaben zu den untersuchten  B. euphrosyne-Stichproben
Kirzel Staat Verwaltungs- Region Ortsangabe Hohe Nordl. Ostl.
(Individuen) ebene Breite Lange
euphrSF511 | Frankreich Alpes Col de Turini 1604m | 43°58,6' | 7°23,5
Maritimes
euphrCH515 | Schweiz Glarus Klontal oberhlb. Riedern | 650m 47°2' 9°3’
euphrST512 Italien Suidtirol Martelltal oberhalb Morter | 1200m | 46°34,2' | 10°47,6’
euphrST513 Italien Sudtirol Sarntal Sarnthein 1255m | 46°38,3' | 11°20,9’
euphrST514 Italien Suadtirol VillnoRtal St. Jakob 1320m | 46°39,5" | 11°39,5'
.Moarhof*
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Tab. 2.6: Fundortangaben zu den untersuchten  I. lathonia-Stichproben
Kurzel Staat Verwaltungs- Region Ortsangabe Hoéhe | Nordl. Ostl.
(Individuen) ebene Breite Lange
lathSF509 | Frankreich Alpes Col de Turini 1604m | 43°58,6' | 7°23,5’
Maritimes
lathSF510 | Frankreich Alpes Col de Turini 1604m | 43°58,6' | 7°23,5’
Maritimes
lathST506 Italien Sudtirol VillndRtal Teis 963m |46°39,4'|11°37,5
lathST507 Italien Sudtirol VillndRtal Teis 963m |46°39,4'|11°37,5
lathST508 Italien Sadtirol VillnoRtal Teis 963m |46°39,4'|11°37,5

2.3 Methoden

Grundsétzlich stehen zur Erforschung der phylogenetis@eziehungen zwischen Organismen
verschiedene methodische Madglichkeiten zur Verflgung:rpMaogische Untersuchungen
fuhrten urspringlich zur Entdeckung der Unterschiedeni@émnlichen Genital voM. athalia
Immer noch werden neudelitaeaArten aufgrund morphologischer Untersuchungen entdeckt
(Achtelik 1999). Sie haben den Vorteil, dass sie sich pmlas auch an getrocknetem und
prapariertem Tiermaterial durchfihren lassen, wie &ammlungen zu finden ist. In den letzten
Jahren wurden zunehmend molekularbiologische Technilawendet, um die genetische
Diversitat von Arten und Populationen zu untersuchenB&ginn der achtziger Jahre gewann die
Allozymelektrophorese grof3e Bedeutung. Allozyme sind die weitesten verbreiteten
Proteinmarker und werden im Allgemeinen auf Starke- und Botganidgelen sowie auf
Celluloseacetatfolien getrennt. Die Detektion erfolgt mit Hilfe zyamspezifischer
Reaktionsmischungen. Mit ihrer Hilfe kann man prifen, ¢d Proteine eines Locus in ihrer
Aminoséuresequenz identisch sind, oder ob Punktmutationemeém der Allele vorkommen,
die man durch Trennung der Elektromorphen nachweiaen“ (Storch et al. 2001). Auch bei
Scheckenfaltern sind Allozymelektrophoresen durchgefulorden (u. a. Britten et al. 1995,
Brussard et al. 1985, Brussard et al. 1989, Pelz 199&rRbMueller 1998, Vawter & Brussard
1975, eigene Untersuchungen) und auch heute noctt isdgee Methode wertvolle Erkenntnisse.
Inzwischen stehen zunehmend Methoden im Fokus desedsew, die die DNA direkt
untersuchen koénnen (Avise 1994), wie die Untersuchomigchondrialer DNA-Sequenzen
(Wahlberg & Zimmermann 2000, Zimmermann et al. 200@¢ronukledrer DNA-Sequenzen
(,EF-10" und ,wingless*: Wahlberg in Ehrlich & Hanski 2004) zeig Die Ergebnisse dieser
Analysen beziehen sich in erster Linie auf die phylogertetis Beziehungen zwischen den

Arten, Gattungen und Tribi.
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Molekulare Marker, mit deren Hilfe die genetische Variabiligatf der Populationsebene
erforscht werden kann (Wolfe & Liston 1998), werdenbesondere mit folgenden PCR-
basierten Methoden gewonnen: die Mikrosatelliten-Methode (SS8mple sequence repeat”),
die RAPD-Methode (,random amplified polymorphic DNA®) dindie AFLP-Methode

(,amplified fragment length polymorphism*“). Obwohl diese thMmlen eine weite Verbreitung
gefunden haben, so haben sie auch Nachteile; im Fagesadllen diese Methoden kurz
charakterisiert werden.

2.3.1 Mikrosatelliten (SSR)

Mikrosatelliten sind genetische Marker aus dem nichtkodiknerBereich des Genoms, in dem
keine Gene, also keine Bauanleitungen fir Proteine gegpegihd. In bestimmten Abschnitten
dieses Bereichs gibt es repetitive Sequenzen der DNA-Baeisteei denen kurze Motive
(,Repeats”) wie z. B. CG oder GAAT mehrfach hintereiramauf dem DNA-Strang wiederholt
werden. Die Zahl der Wiederholungen variiert zwischedividuen relativ haufig, so dass
mehrere Varianten dieser Abschnitte in einer Populationovanken. Diese Abschnitte werden
Mikrosatelliten genannt und kénnen durch die PCR-Methodedau genomischen DNA gezielt
millionenfach vermehrt und mittels Elektrophorese getrendt siohtbar gemacht werden. Die
Kombination aus mehreren dieser genetischen Markebteggn individuelles Muster, das
ahnlich wie ein Strichcode oder eine Zahlenkolonne dalifeserden kannBei der Vererbung
wird das spezifische Mikrosatelliten-Muster an die Nachkem weiter gegeben. Aus diesem
Grund werden Mikrosatelliten seit langem als DNA-Markar \faterschaftstests verwendet. In
der Pflanzengenetik sind Mikrosatelliten wegen ihrer kodontéra Vererbung zur Sorten-
differenzierung beliebt.

Der Vorteil der Mikrosatelliten-PCR, nur Nanogramm-Mamga& DNA zu benétigen und somit
sehr empfindlich zu sein, wird durch den Nachteil, eigepezifische Primer entwickeln zu
mussen, oft zunichte gemacht. Trotz eines hohen Zedt-Kostenaufwandes ist die Isolierung
und Charakterisierung vom Mikrosatelliten bei den Lepid@ptesxchwieriger als bei den meisten
anderen Organismen (Meglécz & Solignac 1998, Keygolaali 4999, Neve & Meglécz 2000,
Meglécz et al. 2004). So sind bis heute nur wenige Miktedienloci von Schmetterlingen
bekannt geworden (z. B. Palo et al. 1995, Bogdanowiet. 997, Meglécz & Solignac 1998,
Keygobadi et al. 1999, Harper et al. 2000, Anthony €2@01, Caldas et al. 2002, Cassel 2002,
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Flanagan et al. 2002, Amsellem et al. 2003, Ji et al.,2@@8lécz et al. 2004), wobei die Anzahl
der isolierten Mikrosatelliten mit zwei Ausnahmen, dem Sejgiensr Bombyx mori(Reddy et
al. 1999) und der Papilionidenafarnassius smintheuKeyghobadi et al. 2002) funf oder
weniger betrug.

Grunde hierfur kdnnten in Duplizierungs- oder Vervielféltigsereignissen liegen, die grol3ere
Bereiche oder Minisatellitenregionen beeinflussen, die dditelliten enthalten. Dabei konnte
die Multiplikation von Mikrosatelliten an mobile Elemente gebunsleim. Dariiber hinaus kann
,.crossing over* zwischen nicht homologen Mikrosatellitermz@Austausch der flankierenden
Regionen zwischen den Mikrosatelliten fihren. Diese Phéanemcheinen bei anderen Insekten
wie z.B. beiAphis fabae(Hemipterg im Gegensatz zu Lepidopteren nicht vorzukommen
(Meglécz et al. 2004).

2.3.2 Amplified Length Fragment Polymorphism (AFLP)

Die AFLP-Methode (Vos et al. 1995) basiert auf der ldelen Amplifizierung von DNA-
Fragmenten durch die PCR. Dabei wird im ersten Schritt @sargtgenomische DNA mit zwel
Restriktionsendonukleasen gespalten. Nachfolgend wexdedie Enden der so entstandenen
Fragmente spezifische Adapter ligiert. Die Sequenzen dies@pt& und der jeweiligen
Restriktionsschnittstelle dienen dann in einer anschlieRemd&R als Bindungsstelle fir
verschiedene AFLP-Primer. Diese Primer unterscheidenirsidar Anzahl selektiver Nukleotide
an ihrem 3’-Ende, so dass nur ein Teil der Restriktiagsfente in der PCR amplifiziert wird.
So kann uber das Design der Primer die Komplexitdt desrwartenden Bandenmusters
beeinflusst werden. Im letzten Schritt einer AFLP-Analyserdese die radioaktiv oder
fluoreszierend markierten PCR-Produkte auf einem Polyacrytghidufgetrennt und Uber
Autoradiographie oder Sequenzierautomaten detektiert. Meidt dieé AFLP bei pflanzlichen
(Sharma et al. 1996, Pakniyat et al. 1997), pilzlichen (Mgjaf. 1996) und bakteriellen (Janssen
et al. 1996) Genomen angewandt. Anwendungsbeispieledsnidartierung von Pflanzengenen
(,mapping“) und Vaterschaftsanalysen. In der Zoologi# gs noch relativ wenige Erfahrungen
(Besch & Akesson 2005, Wang et al 2003). Dennoch ggbauch innerhalb der Entomologie
Beispiele fur den erfolgreichen Einsatz der AFLP-Methd®®8 benutzte Reineke AFLP (neben
RAPD) zur Differenzierung verschiedener Populationen 8eBwammspinnersLymantria
dispar (Lepidoptera, Lymantriidae). Heckel et al. (1998) untengen Resistenzen der Nacht-
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faltergattungerHeliothis und Helicoverpagegeniber chemischen und biologischen Insektiziden
mit Hilfe der AFLP-Methode. Kryptische Heuschreckenart@nnten ebenso mittels AFLP
unterschieden werden (Parson & Shaw 2001) wie die Nadeamischen Blaulingstaxa
Lycaeides melissa melissadL. melissa samueli&Gompert et al. 2006).

Der Vorteil der AFLP-Methode liegt darin, dass sie ohnerit@s von Nukleotidsequenzen im
Genom durchgefiihrt werden kann und zu einem hochprlyhen Bandenmuster fuhrt, welches
in der Regel gut reproduzierbar ist. Allerdings kommibeseiner unibersichtlichen Zahl von
Fragmenten schnell zu Auswertungsproblemen. Daher &anftir AFLP-Analysen komplexer
Genome sinnvoll sein, ,die Anzahl detektierter AFLP-Fragmedurch die Wahl geeigneter
Primerkombinationen zu beschranken* (Reineke 1998). Bei\tersuchsbedingungen ist strikt
darauf zu achten, dass der Verdau der genomischek miN Restriktionsenzymen vollstandig
verlauft. Vor allem im hochmolekularen Bereich des AFL&sGkonnen partiell gespaltene
Fragmente als zusatzliche Banden detektiert werden und stehah falsche Polymorphismen*
zwischen verschiedenen Individuen dar (Lin & Kuo 19%neben gilt die AFLP-Methode als
arbeitsintensiv und ist mit vergleichsweise hohen Kosten wedyu(Karp et al. 1997, Bornet &
Branchard 2001).

2.3.3 Random Amplified Polymorphic DNA (RAPD)

Die Technik der RAPD (Williams et al. 1990) detektiert gesutie Variationen ohne Kenntnis
der Ziel-DNA-Sequenzen. Mit Hilfe eines einzelnen kurzemfallsprimers” werden DNA-
Regionen amplifiziert, die sich zwischen zwei in geeignetentdhiden (etwa 3000 bp) auf
komplementéaren Strangen liegenden Primerbindungsstedferdben.

Polymorphismen resultieren aus Variationen in der Anzaks@nder Primerbindungsstellen und
werden nach gelelektophoretischer Analyse der Amptibkaprodukte (Banden) anhand der
Ab- bzw. Anwesenheit bestimmter Fragmente detektiert. Wésentlichen Vorteile dieser
Technik liegen in der einfachen Anwendbarkeit, der sdtmeBereitstellung genetischer
Informationen sowie einem geringen DNA Bedarf. Problesoh ist, dass die Marker h&ufig
nicht genug Variabilitat zeigen und insbesondere oft niggroduzierbar genug sind
(Ellingsworth et al. 1993, Meunier & Grimont 1993, Micheti a&. 1994, Wolfe und Liston
1998). Das hangt in erster Linie mit den Primern zusammiennur eine Lange von ca. 10
Nukleotiden aufweisen. Das Ergebnis wird so leicht von Menge der an der Reaktion
beteiligten Parameter beeinflusst (Menge der Template-DN&/ oder der PCR-Primer, die
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gewahlten Temperaturprogramme und Enzyme). Es hasidBlum dominante Marker, so dass
nicht zwischen heterozygoten und homozygoten Individuerraghieden werden kann (Carlson
et al. 1991, Hadrys et al. 1992). Aul3erdem ist praktisechdglich, die Homologie von RAPD
Fragmenten festzustellen, die von Individuen stammen, dBemiehung nicht bekannt ist
(Weeden et al. 1992). Somit ist keine Entscheidung dambgtich, ob die getrennten Banden
auf einem Gel von dem gleichen Locus stammen (Rollisortofth&d 1994). Dennoch ist die
Methode auch in der Entomologie weit verbreitet und beidgggieren angewendet worden, wie
z. B. bei der Unterscheidung verschiedener Populationen Sis&éwammspinner&ymantria
dispar (Lep., Lymantriidae) (Garner & Slavicek 1996, ReineR88), der Noctuidé&podoptera
frugiperda (Martinelli et al. 2006) sowie zur Differenzierung \&redener Subspezies und

Hybridzonen der Nymphalid®@leria onegain Peru (Galusser et al. 2004).

2.3.4 Inter Simple Sequence Repeats (ISSR)

Ein vergleichsweise neuer Ansatz, molekulare Marker ewirgnen, ist die ISSR-Methode
(Zietkiewicz et al. 1994). Die Abklrzung ISSR steht furtginSimple Sequence Repeats”.
Hierbei handelt es sich um einen Spezialfall der MikrosatelM€R, bei dem PCR-Primer
benutzt werden, die direkt zu den Sequenzen von Mikibsatekomplementar sind. Liegen
zwei Mikrosatelliten in Nachbarschaft (Abstand nach eigéf@ersuchungen 100-4000 bp), von
denen einer durch Inversion seine Orientierung getéimaer erhalt man PCR-Produkte, die oft
Polymorphismen zwischen Taxa klar erkennen lassen.r Jedmer besteht aus Di- oder
Trinukleotidwiederholungen mit ein bis drei zusatzlichen Nukleatal® 5" oder 3" Ende, die als
Anker dienen (Gupta et al. 1994; Zietkiewicz et al. 1994), die Selektivitat der Amplifi-
zierungsreaktionen zu erhéhen. Zwingend erforderlictl soiche Anker jedoch nicht. Auch in
dieser Untersuchung sind durchaus auch Primer ohnerAnkeErfolg verwendet worden.
Identische  Wiederholungssequenzen mit  unterschiedlichen erdefuenzen kdnnen
unterschiedliche Bandenmuster ergeben (Wolfe et al. )1¥I8enso wie die RAPD-Marker
werden auch die ISSR-Marker als dominante Marker andlyéWolfe and Liston 1998).
Gemeinsam ist beiden Methoden auch, dass nur ein eirizigeer eingesetzt wird. Da dieser
Primer jedoch bei der ISSR-Methode 16-20 bp lang istiat die ISSR-PCR die notwendige
Selektivitdt und Reproduzierbarkeit.

Der Vorteil der ISSR-Methode liegt somit in der kostenguestignd leichten Anwendung,
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verbunden mit einer bis zu drei- bis funffach groRevanabilitéat als bei den RAPD-Markern
(Meekins et al. 2001). Auch ist eswie bei der RAPD-Methode nicht ndtig, vorherige
Kenntnisse uber das Genom zu besitzen, welches antlysielen soll. Bisheriger Schwerpunkt
fur den Einsatz der ISSR ist die Pflanzenforschung. Dasffbeystematische, molekulare,
Okologische Bereiche, dazu Studien zur Ertragssteigerunbei Nutzpflanzen, auf
Populationsebene ebenso wie zwischen nahe verwandten Afsmmura et al. 1996;
Hollingsworth et al. 1998, Esselmann et al. 1999). Einatigen Anwendungsbereich hat die
ISSR-PCR in der Erforschung des intraspezifischen Polyiniemus diverser Pflanzen gefunden,
wie z. B. bei Zitrus Roncirus trifoliatg (Fang et al. 1997), Erdnus&rachis hypogaed (Raina
et al. 2001), HopfenHumulus lupulus (Patzak 2001), ReifOfyza spec) (Joshi et al. 2000),
Tomate Lycopersicon spec(Kochieva et al. 2002) und Kichererbs&der speq. (Iruele et al.
2002). Eine Untersuchung von Hybriden bei Wildpflammogulationen wurde erstmals 1998 von
Wolfe et al. beschrieben.

Arbeiten, die sich mit der Vergleichbarkeit von mdglichenegischen Markern beschéatftigen,
bestatigen die Zuverlassigkeit der Ergebnisse, die mii®eR-Technik erzielt werden, z. B.:
ISSR versus RFLP und RAPD (Nagaoka & Ogihara 1997)RI18&sus RAPD (Pujar et al.
2002), ISSR versus pp-ISSR = ,primer-pair ISSR", RAMRandomly amplified microsatellite
polymorphism®, SAMPL = ,selective amplification of microsatellgelymorphic loci” und pp-
RAPD* = primer-pair-random amplification of polymorphic DN@e Leon & Jones 2004).
Auch im Insektenreich gibt es Anwendungsbeispiele futSiBR-Methode:

Die intraspezifische Variation neuseeléandischer und stifsascheMicroctonus aethiopoides
(HymenopteraBraconidag erklart die unterschiedliche Fahigkegitona lepidug(Coleoptera:
Curculionidag zu parasitieren (Phillips et al. 2002). In Indien wurde genetische Variabilitat
verschiedener Populationen des Seidenspinhettseraea mylitteDrury analysiert (Chatterjee et
al. 2004). Des weiteren gelang es beim wirtschaftlich tgézu SeidenspinndBombyx mor;i
ISSR-Markern bestimmte Produktivitatseigenschaften zuzuord@dratterjee & Mohandas
2003). Mit Hilfe des ISSR-Verfahrens konnten ebenfadisBombyx morzwei Gruppen erkannt
werden, von denen sich eine mit und die andere ohagabse entwickelt (Reddy et al. 1999).
Insofern ist die ISSR-Methode als neue Datenquelle furAdifdeckung genetischen Poly-
morphismus auch bei Lepidopteren anerkannt (Hundsd&riVink 2005).
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2.4 Theoretische Grundlagen der ISSR-PCR

Die Polymerase-Kettenreaktion wurde vom US-Amerikanery Ba Mullis (1986) entwickelt,
dem fur seine Entdeckung 1993 der Nobelpreis verliehamev Die PCR (,polymerase chain
reaction”) ist eine Methode zur Vervielfaltigung von Nukléimsen: Spezifische DNA-
Sequenzen konnen in einem einzigen Reaktionszyklus in vitrtiohiér Ausbeute amplifiziert
werden.

Das Reaktionsprinzip der PCR entspricht der ReplikationDd¢A in der Zelle: Eine DNA-
Polymerase synthetisiert neue DNA an einer vorhandendteiNsaure-Matrize. In der Zelle
braucht das Enzym dazu einen (RNA)-Primer, ein Nuklemesdolekil, das mit dem
Matrizenstrang hybridisiert und von der Polymerase als Stgeteutzt wird. Im Labor werden
kinstlich synthetisierte Oligonukleotidprimer verwendet, dis &tartmolekile aus den
flankierenden Bereichen der Matrize abgeleitet sind, Wedles zu amplifizierende Fragment
zwischen ihnen liegt. Indem man doppelstrdngige DNA aufpeeaturen nahe dem Siedepunkt
erhitzt (Denaturierung, ca. 94 °C), lassen sich einzalgiggé Vorlagen einfach erzeugen. Bei der
ISSR-PCR wird nur ein einziger Oligonukleotidprimer (16—RD bverwendet, der mit
.Mikrosatelliten-Repeats” identisch ist. Dieser Primer wirdrier dann ein eindeutiges PCR-
Produkt liefern, wenn in einem gewissen Abstand ein teweiaber in der Orientierung
umgedrehter (invertierter) ,Repeat“-Bereich auftritt. Somigibeen die neu synthetisierten
DNA-Strange jeweils mit der Primer-Sequenz, reichen d&en éber die Position des Primers
des gegenuberliegenden Stranges hinaus. Folglich entstah@gdem neuen DNA-Strang auch
wieder neue Primer-Bindungsstellen. Beim ,Annealing“, deweiten Schritt (ca. 50 °C),
hybridisieren die (identischen) ISSR-Oligonukleotidprimer mén beiden DNA-Matrizen-
strdngen und dienen damit im dritten Schritt (Polymerisatior¥@aC) der DNA-Polymerase als
Startmolekule zur Kopierung der beiden Matrizenstrange. tkésomt die urspringlichen und neu
entstandenen Strdnge, indem man das Reaktionsgemisch erni¢zt. Diese stehen dann fur
weitere Runden der Primer-Hybridisierung, DNA-Synthesd Strangtrennung zur Verfigung.
Als Endergebnis einer PCR enthalt das Reaktionsgemischexgienentiell vervielfaltigten
Kopien der DNA-Sequenz zwischen den Primern bzw. bei IB&R-PCR zwischen den
Mikrosatelliten. Man bendtigt somit fir die Reaktion eine DMAtrize, eine DNA-Polymerase,
Desoxynukleotide, bei der ISSR-Methode einen Oligonukleotigprinmd eine geeignetes
Puffersystem. In Abbildung 2.13 wird das Prinzip der ISBER dargestellt.
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Abb. 2.13: Schematischer Ablauf einer ISSR-PCR
5" NNNNNNNNNNNNNCCGCCGCCGCCGCCGCCGNNNNNNNNNNNNNGGCGGCGGCGGCGGCGGCNNNNNNNNNNN 3

3" NNNNNNNNNNNNNGGCGGCGGCGGCGGCGGCNNNNNNNNNNNNNCCGCCGCCGCCGCCGCCGNNNNNNNNNNN 5
1. Schritt Hitzedenaturierung und
Trennung der isolierten genomischen
DNA-Strange

5" NNNNNNNNNNNNNCCGCCGCCGCCGCCGCCGNNNNNNNNNNNNNGGCGGCGGCGGCGGCGGCNNNNNNNNNNN 3

3" NNNNNNNNNNNNNGGCGGCGGCGGCGGCGGCNNNNNNNNNNNNNCCGCCGCCGCCGCCGCCGNNNNNNNNNNN 5

2. Schritt Hybridisierung mit einzelnem ISSR-
Primer, z. B. UBC-865

5" NNNNNNNNNNNNNCCGCCGCCGCCGCCGCCGNNNNNNNNNNNNNGGCGGCGGCGGCGGCGGCNNNNNNNNNNN 3

CCGCCGCCGCCGCCGLCG 5

5" CCGCCGCCGCCGCCGCCG

3 NNNNNNNNNNNNNGGCGGCGGCGGCGGCGGCNNNNNNNNNNNNNCCGCCGCCGCCGCCGCCGNNNNNNNNNNN 59

3. Schritt Verlangerung der Primer durch
Polymerasekettenreaktion

5" NNNNNNNNNNNNNCCGCCGCCGCCGCCGCCGNNNNNNNNNNNNNGGCGGCGGCGGCGGCGGCNNNNNNNNNNN 3

<
3 NNNNNNNNNNNNGGCGGCGGCGGCGGCGGCNNNNNNNNNNNNN CCGCCGCCGCCGCCGCCG 5

5 CCGCCGCCGCCGCCGC(&NNNNNNNNNNNNGGCGGCGGCGGCGGCGGCNNNNNNNNNNN 3

3" NNNNNNNNNNNNNGGCGGCGGCGGCGGCGGCNNNNNNNNNNNNNCCGCCGCCGCCGCCGCCGNNNNNNNNNNN 57

4. und 5. Schritt Trennung der Strange und
Hybridisierung mit ISSR-Primer

5 CCGCCGCCGCCGCCGC:SNNNNNNNNNNNNNNGGCGGCGGCGGCGGCGGC 3

3 NNNNNNNNNNNNNNGGCGGCGGCGGCGGCGGCNNNNNNNNNNNNNN CCGCCGCCGCCGCCGCCG 5

5" CCGCCGCCGCCGCCGCCGNNNNNNNNNNNNNNGGCGGCGGCGGCGGCGGCNNNNNNNNNN 3

D
3" GGCGGCGGCGGCGGCGGCNNNNNNNNNNNNNNCCGCCGCCGCCGCCGCCG 5

6. und 7. Schritt Trennung der Strange und
(ca. 30 — 40fache Wiederholung) Amplifizierung der Zielsequenz

5" CCGCCGCCGCCGCCGCCGNNNNNNNNNNNNNNGGCGGCGGCGGCGGCGGC 3°

3" GGCGGCGGCGGCGGCGGCNNNNNNNNNNNNNNCCGCCGCCGCCGCCGCCG 5

5" CCGCCGCCGCCGCCGCCGNNNNNNNNNNNNNNGGCGGCGGCGGCGGCGGC 3°

3" GGCGGCGGCGGCGGCGGCNNNNNNNNNNNNNNCCGCCGCCGCCGCCGCCG 57

Erlauterung: ,UBC-865" ist die Bezeichnung fiir den Primer Nr. 865 des ISSR-Primer Sets #9 der University of British Columbia
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2.5 ISSR-PCR in der Praxis

2.5.1 Behandlung des Tiermaterials

Die Falter wurden in ihren natirlichen Biotopen mit deras¢her gefangen und direkt in
Kryorohrchen eingebracht, die - mit den Fundortdaterchyéiet - unmittelbar in flissigen

Stickstoff Uberfuhrt wurden, was den sofortigen Tod deerel zur Folge hatte. Eine

entsprechende Stickstofftransportkanne (Airliquide GT3Rfurde auf jeder Exkursion

mitgefiihrt. Dieses Verfahren wurde gewahlt, damit mit Biemen auch gegebenenfalls allozym-
elektrophoretische Untersuchungen durchgefuhrt werdenntkn. Diese waren bei einer
ebenfalls denkbaren Aufbewahrung in Alkohol nicht mefiiglich gewesen, da die Allozyme
hier zerstort worden wéaren. Die Proben wurden nachEd&nrsionen entweder direkt oder nach
einer kurzen Zwischenlagerung bei —26 °C in einen Ulfregechrank Uberflihrt und dort bei

—80 °C aufbewahrt.

2.5.2 DNA-Extraktion

Fur die molekularbiologische Untersuchung wurde den Ralfeweils ein Bein des dritten
Beinpaares entnommen. Diese Arbeit wurde auf Eis dufichde um die temperaturempfind-
lichen Enzyme des restlichen Kérpers flr eventuelle sp&#ealysen (s.0.) nicht zu zerstoren.
Das Bein wurde unter weitgehend sterilen Bedingungen imé&ne Skalpell in kleine Stiicke
zerteilt, um die quantitative Extraktion der DNA zu ermoéglichemd die Extraktionszeit zu
verkirzen. Das Extraktionsverfahren folgte dem Protakedl ,QIAmp DNA Mini Kits* (Qiagen
GmbH, Hilden, Deutschland).

Die Lagerung der im Puffer gelésten DNA erfolgte bei 20

2.5.3 DNA-Qualitatsprifung

Bevor die isolierte DNA der ISSR-PCR unterworfen wurd&lgte eine Qualitatskontrolle mit
Hilfe einer Gelelektrophorese. Hierzu wurden 3 pl @egeiligen DNA-Isolats mit 2 pl DNA-
Probenpuffer gemischt, auf ein horizontales Agaroseg#)(aufgetragen und elektrophoretisch
aufgetrennt. Zur Herstellung des Agarosegels wurdeAdirose (Seakem [ in 1x TAE-
Puffer durch Erhitzen in einer Mikrowelle vollstandig geltsie Boch heil3e Loésung wurde in
eine Elektrophoreseapparatur gegossen, wobei ein ,Kameimfesetzt wurde, der die

Aussparungen fir die Untersuchungsproben erzeugtd d&m Abkuhlen und der Gelierung des
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Gels erfolgte die Zugabe des Laufpuffers (1x TAE-Plfterd die Herausnahme des Kammes.
Anschlieend erfolgte die Befullung der Probentaschemeiwoeben den eigentlichen Proben
zwei Taschen den DNA-Langenstandards (250 bp) deraHnvitrogen vorbehalten waren. Dies
diente der spateren Charakterisierung der FragmentgrdBien.Elektrophorese wurde 20
Minuten lang bei einer angelegten Spannung von 120 Vdlteumer Stromstéarke von 2 Ampeére
durchgefuhrt. Mit Hilfe des im Probenpuffer enthaltenembBtoffes Bromphenolblau konnte
man die Wanderung der DNA zur Anode gut verfolgenbevdBromphenolblau ungefahr die
Wanderungsgeschwindigkeit eines etwa 300 bp gro3en Bidgmentes besitzt. Um die DNA
zu detektieren, wurde das Agarosegel nach Beendidenglektrophorese fir etwa eine Minute
in ein mit dem Farbstoff Ethidiumbromid versetztes Wasskilberfihrt (2 mg Ethidiumbromid
in 150 ml destilliertem Wasser). Ethidiumbromid interkaliert man dDNA-Molekilen und
emittiert bei Anregung mit UV-Licht (254 — 366 nm) orangeesoLicht (590 nm). Nach Ablauf
der Farbezeit wurde das Gel unter ultraviolettem Licht ausgetvwend fotografiert. Es wurden
nur Proben einer ISSR-PCR unterworfen, wenn sie belQdditatsprifung eine klare Bande
zeigten. In diesem Fall konnte davon ausgegangen weiddsa die DNA intakt war und sauber
extrahiert werden konnte. So konnte die DNA von prapaneBammlungstieren bei der
Qualitatsprufung nicht detektiert werden, ein Vergleich naindeingefrorenen Material war

daher nicht moglich.

2.5.4 Praktische Durchfiihrung der ISSR-PCR

Aus einem von der University of British Columbia (,UBCBiotechnology Laboratory

(Vancouver, BC, Canadduttp://www.biotech.ubc.gaangebotenen ,Primer Set #9“, bestehend

aus 100 Primern, wurden 90 Primer ausgewahlt und einemer8og unterworfen. Hierfur wurde
die DNA von drei Faltern ausgewahlt, die die zwei Tdkaa. athaliasowie M. a. celadussa
reprasentierten, um bereits hier schon erste HinweiseiafEignung der jeweiligen Primer zur
Unterscheidung beider Taxa erhalten zu kdnnen. Teilweisde ergdnzend auch DNA anderer
MelitaeaArten (M. didyma M. deiong@ mitgetestet. Fir dieses Screening wurde ein
Standardprotokoll (Chatterjee & Mohandas 2003) ausgewgtiher, die mit diesem Protokoll
bei der anschlielRenden Agarosegelelektrophorese kderekeine verwertbaren Banden zeigten
(,Schmier”), wurden vom weiteren Screening ausgeschhod3e verbliebenen Primer wurden

einem umfangreichen Optimierungsscreening unterzogen, ilcheve Parameter wie die
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Konzentration der Primer, des Magnesiumgehaltes, deiPdhgnerase ebenso variiert wurden
wie die Annealingtemperatur oder die Anzahl der PCR-Zykkes.zeigte sich, dass nur in
wenigen Fallen eine Abénderung des urspringlich gewdhlrotokolls zu besser
interpretierbaren Ergebnissen fihrte.

Die PCR-Reaktionen wurden bevorzugt in einem PTC 20@eP&hermal Cycler (MJ Research,
Waltham, Mass., USA) durchgefiihrt.

Als Standard wurde folgender Ansatz mit einem Gesantwveartuvon 25 pl gewahilt:

2,5 ul 10x PCR-Puffer (,Taq Buffer with Mg, Fa. Eppendorf, Mg-Gehalt 1,5 mM)
2,5 pl dNTP-Mix (2 mmol/pl (0,2 mM von jedem der 4 dN))Ps

0,4 ul Primer (ca. 0,24 pM/Ansatz)

0,3 ul Tag-Polymerase (5 U/ul, Eppendorf)

1,0 ul DNA (Konzentration nicht ermittelt)

18,3 pl autoklaviertes Wasser (reinst)

Das ,UBC SSR Primer Oligonucleotid Set #9“ enthadlt die Oligdaotidprimer in einer
Konzentration von 3 -4 nmol in luftgetrockneter Formie DPrimer werden in 2 ml
EppendorfgefaRen geliefert und sind von 800 — 900 nmemert. Sie werden mit 200 pl
autoklaviertem Wasser Uberschichtet und resuspendierttundér entsteht eine 15 uM LOsung
des jeweiligen Primers. Die Lésung wird aliquotiert und béi 2% aufbewabhrt.

Die Tabelle 2.7 enthalt die Primer mit Ihren Sequenzengmiadsatzlich detektierbare Signale
ergaben. Primer, die nicht aufgelistet sind, ergaben kelaesehr schlechte Banden.

Die zehn fettgedruckten Primer wurden in die Hauptunterswychainbezogen, da sie bereits

unter Standardbedingungen besonders deutliche und /ietlersprechende Banden zeigten.
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Tab. 2.7: Auflistung der bei einem Screening fir die ISSR-PC R bei Melitaeini erfolgreich getesteten Primer.

Die fettgedruckten Primer wurden fir die Hauptuntersuchung ausgewabhlt. Die Basenabkiirzungen entsprechen dem
IUPAC-Code fur Nukleinsduren. Anmerkung: R=A/G, Y=C/T, B= C/G/T, D=A/G/T, H=A/C/T, V=A/C/G, bp=Anzahl
Basenpaare

UBC-Primer Sequenz (5" - 37) Lange (bp)
807 AGA GAG AGA GAG AGA GT 17
808 AGA GAG AGA GAG AGA GC 17
809 AGA GAG AGA GAG AGA GG 17
810 GAG AGA GAG AGA GAG AT 17
811 GAG AGA GAG AGA GAG AC 17
812 GAG AGA GAG AGA GAG AA 17
816 CAC ACA CAC ACA CAC AT 17
817 CAC ACA CAC ACACACAA 17
818 CAC ACA CAC ACA CAC AG 17
819 GTG TGT GTG TGT GTG TA 16
820 GTG TGT GTG TGT GTG TC 17
825 ACA CAC ACA CAC ACACT 17
827 ACA CAC ACA CAC ACACG 17
834 AGA GAG AGA GAG AGA GYT 18
836 AGA GAG AGA GAG AGA GYA 18
842 GAG AGA GAG AGA GAG AYG 18
844 CTC TCT CTC TCT CTC TRC 18
850 GTG TGT GTG TGT GTG TYC 18
851 GTG TGT GTG TGT GTG TYG 18
855 ACA CAC ACA CAC ACACYT 18
856 ACA CAC ACA CAC ACACYA 18
857 ACA CAC ACA CAC ACACYG 18
861 ACC ACC ACC ACC ACC ACC 18
862 AGC AGC AGC AGC AGC AGC 18
865 CCG CCG CCG CCG CCG CCG 18
867 GGC GGC GGC GGC GGC GGC 18
868 GAA GAA GAA GAA GAA GAA 18
878 GGA TGG ATG GAT GGAT 16
880 GGA GAG GAG AGG AGA 15
881 GGG TGG GGT GGG GTG 15
884 HBH AGA GAG AGA GAG AG 18
885 BHB GAG AGA GAG AGA GA 17
890 VHV GTG TGT GTG TGT GT 17
891 HVH TGT GTG TGT GTG TG 17

Das gewahlte Temperaturprofil fir die PCR folgt Chatterjeddhandes (2003):

Vor dem ersten Zyklus wurde eine zweiminitige Denatungruwdurchgefiihrt, um die
Einstrangigkeit aller Matrizenmolekile sicherzustellen. Naem detzten Zyklus wurde ein
zehnmindtiger Polymerisationsschritt angeschlossen, um dgiPdlgmerase zu ermdglichen,

alle synthetisierten Strange zu vervollstandigen.
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Tab. 2.8: Darstellung des standardmafig verwendeten PCR-Temperaturprofils

Initialdenaturierung 94°C fir 2 min
Amplifizierung 94°C fur 30 s
50°C fur 30 s 35x

72°C fur 2 min
Abschlusszyklus 72°C fur 10 min

15°C fur «

Teilweise mul3te das Versuchsprotokoll abgeéndert werden:

Bei Primer 862 wurden zahlreiche Versuche unternommiienErgebnisqualitat zu verbessern.
Dies gelang schlie3lich auch mit der Verwendung vonthéster Tag DNA Polymerase®,

zusammen mit dem dazugehdrigen ,HotMaster Taq Puffer* Eirma Eppendorf, die die

entsprechenden Standardkomponenten ersetzten.

Primer 865 schien bereits nach dem ersten Screeningeafisghe Marker produzieren zu

konnen. Leider war die Qualitéat der auszuwertenden @eter Standardbedingungen (s.0.)
schlecht. Es waren lange Versuchsreihen erfordertichdie optimalen Versuchsbedingungen
herausgefunden waren. Der Durchbruch gelang mit dezufligung der Q-Solution der Firma
Qiagen. Der optimierte PCR-Ansatz fur Primer 865 sah olgg us:

2,5 pul 10x PCR-Puffer (,Taq Buffer with Mg, Eppendorf, M§*-Gehalt 1,5mM)
2,5 pl dNTP-Mix (2 mmol/ul (0,2mM von jedem der 4 dNT)Ps)

5,0 uI Q-Solution (Qiagen)

0,4 ul Primer (ca. 0,24puM/Ansatz)

0,3 ul Tag-Polymerase (5U/ul, Eppendorf)

1,5 ul DNA (Konzentration nicht ermittelt)

12,8 plautoklaviertes Wasser (reinst)

Des weiteren wurde diénnealingtemperatuvon 50° C aub1,5° Cheraufgesetzt.
Die Anderungen zu den Standardbedingungen sind durdtdréek und Kursivstellung

hervorgehoben.
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2.5.5 Elektrophoretische Auftrennung der DNA-Fragmate

Mit Hilfe der Elektrophorese lassen sich elektrisch gelad€edchen auf Grund ihrer
Wanderungsgeschwindigkeit in einem elektrisch geladen&h tFennen. Zur Optimierung der
Untersuchungsergebnisse wurden entsprechende Vorkersdarchgefihrt und folgende

Parameter ermittelt:

Agarosetyp: Seakem [°E
Agarosekonzentration: 2%

Losungs-/Elektrophoresepuffer: 1x TAE

Ethidiumbromidzusatz im Gel: nein

Spannung: 120 Volt

Laufzeit: 120 Minuten

GelgroRRe / Taschenanzahl (,Slots®): 29 (24 Prober\viabker)
Probenmenge/Slot: 2 ul PCR-Produkt + 2 ul Probenpuffer
Marker (DNA-Langenstandard): im Abstand von 6 Proben

Die Seakem LB Agarose erwies sich in der Trennung der DNA-Fragmemwartungsgeman
der ebenfalls getesteten NUSi@vkgarose als (iberlegen.

Verschiedene Konzentrationen bedingen unterschiedlichen&igenschaften: Getestet wurden
die Konzentrationen 0,5% - 1% - 1,3 % - 1,5 %- 1,8%ie 2 %. Zwar liel3 sich die Laufzeit
durch den Einsatz niedriger Gelkonzentrationen verringargleichem Malie verschlechterten
sich aber auch die Trenneigenschaften. Letztlich zeigien2d&6-igen Gele zudem weniger
Verwerfungen.

Obwohl sowohl mit 1x TBE als auch mit 1x TAE Puffer glegite Ergebnisse erzielt wurden,
erwies sich der TAE-Puffer als stabiler und somit als vwhd#iicher. Er konnte ohne
Qualitatsverlust fur bis zu 4 Elektrophoresen benutzt ererebhne ausgetauscht werden zu
mussen.

Obwohl in der Literatur haufig Hinweise finden, dass Ethiditomid direkt in das Gel
eingearbeitet wird (z. B. Galusser et al. 2004), futlies bei der gegebenen Versuchsanordnung
zu grol3en Problemen. Der Vorteil der Direkteinarbeitung laggin, dass sich die Banden
unmittelbar nach der Beendigung der Elektrophorese unteLithf detektieren lassen (besser:

lassen sollen). Man erspart sich so die sonst notige FKirbureiner Farbewanne. Dieser
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Arbeitsschritt tragt immer das Risiko einer Kontamination dergebung (Labortisch, Kittel
u.a.) in sich. Offenbar ist wenig bekannt, dass sich Eitmidromid in einem elektrischen Feld
ebenfalls bewegt und sich kathodal ansammelt, so daddethieren DNA-Fragmente, die am
weitesten gewandert sind, mangels Farbstoff kaum bisight mehr detektiert werden kénnen,
wahrend die groReren Fragmente durch die hohe Komatiemirdes Ethidiumbromids in ihrem
Bereich oftmals Uberstrahlt werden. Zumindest bei derggen Laufzeit von 2 Stunden ist das
Farben des Gelsach Beendigung der Elektrophorese Voraussetzung fir puwerlassige
Detektion.

Die Spannung und die Laufzeit wurden empirisch ermittelbhere Spannung fihrte zu
Ubermaliger Erwarmung des Puffers und in der Folgengleichmalligen Laufstrecken der
Proben.

Der Einsatz von Gelen, die moglichst viele Proben aufneh¢heer 22 - 24 zuziglich 3 -5
Marker), erwies sich als wirtschaftlich, zeit- und ressensparend. Es gab keine Nachteile
gegenuber Gelen, die weniger, dafir aber groRere Flotebesallen.

Die anfangs benutzte DNA Leiter (,100 bp DNA Ladddrivitrogen) erwies sich im Laufe der
Untersuchungen als weniger geeignet. So konnten dia-Bidgmente im Bereich zwischen
1500 bp und 2000 bp sowie ab 2072 bp (= EndpunkLei¢er) nicht zufriedenstellend bestimmt
werden. Als optimal erwies sich die Kombination des ,03e Ruler 200 bp DNA Ladder*
(Fermentas, St. Leon-Rot, Deutschland) mit der ,Supéeiachidl 100 / 500 bp* (Eurogentec,
Koln, Deutschland) in jeweils getrennten Slots. Hiermit lieBem alle Fragmente zwischen
200 bp und 4500 bp zuverlassig bestimmen.

Nach Beendigung der Elektrophorese wurde das Gel Madte in eine mit Ethidium-
bromidlosung (2 mg Ethidiumbromid in 150 ml destilliertem ¥éa gefillte Wanne gelegt, die
leicht bewegt wurde, um eine gleichmallige Anfarbung OBIA-Fragmente zu erreichen.
Anschlieend wurde das Gel 30-60 Minuten in destillierteasd®r auf einer Schuttelapparatur
bewegt, um Uberschissiges Ethidiumbromid zu entfernest.dann konnte das Gel unter UV-
Licht sinnvoll beurteilt werden. Die gefarbten Gele wurdamndsatzlich mehrfach fotografiert
und digitalisiert. Um die Gele auswerten zu konnen, mosgteachst die Fotos in einen
Computer eingescannt werden. Dieser Schritt entféllt, wean die Bilder direkt digitalisiert.
Ein weiterer Vorteil liegt darin, dass teures Fotopapier epayeswerden kann und
Qualitatseinbulen durch den zusatzlichen Scanschritt wdgmiewerden koénnen. Die
Gelfotographien wurden in einem BildbearbeitungsprografiCROGRAFX PICTURE
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PUBLISHER 8.0ADOBE PHOTO SHOP 7)@ptisch aufbereitet und anschlielend mit Hilfe des
Programms CROSS CHECKER.9" (http://www.spg.wau.nl/pv/pub/CrossChecalisgewertet.

Abb. 2.14: Beispiel fir ein Bandenmuster, welches mit Primer UBC-865 erhalten wurde.
Die 4 Arten M. athalia (,0Dfic*), M. diamina (,diam“), M. cinxia (,cinx*) und I. lathonia (,lath“)

sind gut zu
unterscheiden. Die Fotographie des Gels wurde unter der Bezeichnung ,865_8" archiviert.
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Erklarung zu den Kirzeln: OD = Ostdeutschland, ST = Sudtirol, BA = Bayern, SF = Siidfrankreich, fic = Fichtelberg;
die nachfolgenden Ziffern sind jeweils einem bestimmten Individuum zugeordnet. M = Marker: M1 = , Superladder-
mid1 100 / 500 bp“, Fa. Eurogentec; M2 = ,,O’Range Ruler 200 bp“, Fa. Fermentas.
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Abb. 2.15: Beispiel fir ein hochpolymorphes Bandenm uster, welches mit Primer UBC-855 erhalten wurde.
Enthalten sind Stichproben der M. athalia-Populationen vom Fichtelberg, aus Sudtirol, Finnland, Vorarlberg und
Sidfrankreich. Die Fotographie des Gels wurde unter der Bezeichnung ,855_3" archiviert
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==
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STiei165
ODfic158
Flsip155
Flsip154
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R
VBfra149
VBfra148
VBfra147
SFpei146
SFpei145
SFpei144

==

Erklarung zu den Kiirzeln: OD = Ostdeutschland, ST = Sidtirol, FI = Finnland, SF = Sidfrankreich, VB = Vorarlberg,
fic = Fichtelberg, fra = Frastanz, pei = Peira Cava, sip = Sipoo, tei = Teis; die nachfolgenden Ziffern sind jeweils einem
bestimmten Individuum zugeordnet. M = Marker. M1 = ,Superladder-mid1 100/ 500 bp“, Fa. Eurogentec;
M2 =, 0’Range Ruler 200 bp“, Fa. Fermentas.

2.5.6 Gewinnung der Basisdaten

Nur eindeutig zuzuordnende Banden wurden in die Auswgrginbezogen. Bei Unklarheiten
wurde die Elektrophorese der fraglichen Proben zur Absicly wiederholt. Gleich grol3e
Fragmente bei einem Primer wurden als homolog angesemgreprasentierten somit einen
einzelnen ISSR-Locus. Fur jedes Individuum liegt ein Vektsr iullen und Einsen vor, der das
Vorhandensein (1) oder Fehlen (0) der beobachteteknve, in diesem Fall einzelner Banden
auf einem Gel, charakterisiert. Somit werden binare Merkiftdle Merkmale) zwangslaufig zu
bindren Daten (0/1-Daten). Alle auswertbaren ISSR-Datendemurin eine Excel-Tabelle
Ubertragen, die als Basis fur die verschiedenen Ausmgetudiente und je nach verwendeter
Software entsprechend transformiert wurde.

Anhand der gewonnenen Markerdaten werden die genolygisUnterschiede zwischen dem

untersuchten Material erfasst. Danach wird auf der Bdisser Daten die genetische Distanz
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berechnet und das Ergebnis mit Hilfe multivariater Methodsngestellt. Insofern besteht jede

Analyse aus einem mehrstufigen Prozess.

2.6 Analyse der gewonnenen Daten

2.6.1 Genetische Diversitat

Die genetische Diversitat bezeichnet die Vielfalt bzw. Mgialtigkeit in der genetischen
Zusammensetzung von Organismengruppen auf derseltder auf unterschiedlichen
Organisationsstufen. Sie ist ein Ergebnis der Evolutiondaietr eine Konsequenz der Wirkung
der verschiedenen Evolutionsfaktoren, insbesondere votatidn, Selektion, Zufallsdrift und
Migration sowie der Vermehrungsstruktur von Populationene [Qharakterisierung der
genetischen Diversitat kann auf der Ebene von Individd®apulationen, Arten oder auch
hinsichtlich hoherer taxonomischer Einheiten erfolgen. Dieadsting der genotypischen
Unterschiede kann auf unterschiedliche Art und Weise ermmgnmen werden, beispielsweise
anhand von Unterschieden in den DNA-Sequenzen, Genelekularen oder biochemischen
Markern, Proteinen oder auch an ,klassischen* morphatbgis Merkmalen. Dabei konnen auch
andere Informationen, z. B. biogeographische, einbezageden.

Genetische Diversitat sollte nicht mit Gendiversitat (,gene divejsiygrwechselt werden.
Letztere gibt den Anteil der genetische Variation einer Rajoun wieder (s. 2.6.2.3).

Die durch molekularbiologische Techniken wie z. B. RFIY¥FELP, RAPD, SSR und ISSR
gewonnenen Marker unterscheiden sich vor allem inAderhrer Vererbung: Wéahrend RFLP-
Marker und Mikrosatelliten (SSR) eine kodominante Vererbmemen, werden die zufallig
verteilten RAPD-, AFLP- und ISSR-Marker dominant verei®bmit kdnnen Heterozygoten
nicht direkt erkannt werden. Dieses Wissen ist bei der Wath Distanz- oder
AhnlichkeitsmaRen von Bedeutung.

Genetische Distanzen driicken genetische Unterschiedeitieiten zwischen Individuen oder
Populationen durch eine einzige Zahl aus, die in der Regstlzen = 0 (kein Unterschied) und 1
(maximaler Unterschied) liegt (Dice 1945). Die Analyse glemetischen Diversitat anhand von
ISSR-Markern wird auf der Basis von binaren Daten lyetiihrt. Hierbei liegt fur jedes
Individuum ein Vektor aus Nullen und Einsen vor, der dashgndensein (1) oder Fehlen (0) des
beobachteten Merkmals, z. B. einzelner Banden aufrekgarosegel, charakterisiert.
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2.6.2 Berechnung der genetischen Distanzen

Die genetische Distanz ist am einfachsten tabellarisch (als XMpaarweiser Distanzen)

darstellbar, jedoch werden solche Tabellen rasch undbtich und unbrauchbar, wenn die
Anzahl der Genotypen hoher wird. Beispielsweise fuime é&nalyse von 60 Individuen (Taxa)
bereits zu einer Anzahl von 1770 paarweisen Distanzerdamdt zu einer sehr gro3en Tabelle.
Wesentlich ibersichtlicher ist daher bei groRen Datenmedigedberfiihrung der Distanzmale
in ein Dendrogramm.

Die Wahl des statistischen MalRes zur Berechnung gemetighnlichkeiten / Distanzen hangt
vor allem von der Fragestellung der Studie, vom untersuadgeratischen Material und davon,
welches Markersystem zur Erfassung genotypischer Uhietse verwendet wurde, ab. So wird
der Ahnlichkeitskoeffizient von Jaccard (Jaccard 1908) die Analyse von dominanten

Markerdaten empfohlen, wahrend der Assoziationskaeffiznach Dice (Dice 1945) eher fir
kodominante Marker verwendet werden sollte (Link et &95). Dennoch werden beide
Koeffizienten bei dominanten Markern (RAPD, ISSR) verwan®a es noch keine

umfangreichen Erfahrungen mit der ISSR-Methode gibt, feddt bisher an gewissen
Standardisierungen. Daher werden in dieser Arbeit auchrame Indizes vergleichsweise
untersucht und ausgewertet.

2.6.2.1 Dice-Index

Der AssoziationskoeffizieriDyy, nach Dice (1945) betont gemeinsame Merkmale von Indgvidu
(hier gemeinsame ISSR-Fragmente) doppelt so stark wigadeard-Index. Gemeinsam fehlende
Merkmale werden ignoriert. Der Wertebereich liegt somiisehen 0 (keine gemeinsamen
Banden) und 1 (gemeinsame Banden). Der Dice-Indexlesitisch mit der genetischen Distanz
nach Nei & Li (Nei & Li 1979). Der Dice Ahnlichkeitskifizient Dy, berechnet sich wie folgt:

D = 2n,,
Y n +n,+2n
X y Xy
x undy bezeichnen die beiden zu vergleichenden Individuen
n Anzahl gemeinsamer Banden

Xy
n,und n, Anzahl Banden der Einzelindividuen
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Die Berechnung des Dice-Index erfolgte mit der SoftiR&k&T 1.4 200@Hammer et al. 2001).

2.6.2.2 Jaccard-Index

Jaccard- und Dice-Koeffizient unterscheiden sich in der Wigh der in beiden Linien

gemeinsam vorkommenden Markerbanden: Beim JaccaeXInder auch als ,Tanimoto
AhnlichkeitsmaR* bekannt ist, werden die Anzahl gemeinsd@aaden im Gegensatz zum Dice-

Index nur einfach gewertet. Der Jaccard Ahnlichkeitdkaeht berechnet sich wie folgt:

J., = Iy
YR +n, +
n, ny I’]Xy
x undy bezeichnen die beiden zu vergleichenden Individuen
n Anzahl gemeinsamer Banden

xy
n, undn,  Anzahl Banden der Einzelindividuen

Ebenso wie beim Dice-Index werden beim Jaccard-Indalehde Banden nicht bertucksichtigt
und somit hierbei keine Homologien angenommen.

Die Berechnung des Jaccard-Index erfolgte mit der SoftWRAST 1.4 200gHammer et al.
2001).

2.6.2.3 Gendiversitath nach Nei (1973)
Eines der gebrauchlichsten Mal3e fur die Gendiversitat €,derersity”) wurde von Nei (1973)

vorgeschlagen. Die Gendiversitat an einem Locus ist fdeyemaRen definiert:

q
— 2
h=1-2 X
i=1
X; Populationsfrequenz deésten Allels

Anzahl Allele
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Dementsprechend versteht man unter der durchschnittlicekadiv@rsitat den Mittelwert dieses
Malies Uber alle Loci. Die Gendiversitat ist ein Mal3 der gehetisWariation einer Population
und wird manchmal auch als Heterozygositéat bezeichreat.ViZert gibt die Wahrscheinlichkeit
an, dass zwei zuféllig gewéhlte Kopien eines Gens vedmige Allele darstellen. Die
GroRRenordnung fir diesen Parameter bewegt sich aef &kale von 0, alle Individuen sind
gleich, bis 1, alle Individuen sind unterschiedlich. Die Benmeing erfolgte mit Hilfe des
Programmd$OPGENE 1.32Version Dezember 2000 (Yeh & Boyle 1997).

2.6.2.4 Shannon-Index

Der Shannon-Indek (,Shannon information measure*, ,Shannon diversityekigl wird als Mal3
fur die Gesamtdiversitat herangezogen, wobei hdhere Warer gréfReren genetischen
Diversitat entsprechen. Urspringlich stammt er aus demiationstheorie (Shannon & Weaver
1949). Er berechnet sich wie folgt:

I =-) plog, p

pi bezeichnet die Frequenz eines bestimmten ISSR-Fragmentes

Da ISSR-Marker dominant sind, konnen Heterozygoten niclekidinterpretiert werden. Der
Shannon-Index ist diesbeziglich unproblematisch undrdéhelie Untersuchung gut geeignet.
Der Wert liegt, wie bei der Gendiversitinach Nei (1973), zwischen 0 und 1. Die Berechnung
des Shannon-Indelxerfolgte mit der SoftwarePOPGENE 1.32Version Dezember 2000 (Yeh
& Boyle 1997).

2.6.2.5 Raup-Crick-Index

Der Raup-Crick-Index (Raup & Crick 1979) stammt uilich aus der Palaontologie. Ebenso
wie bei den Indizes nach Dice und Jaccard bewert#t auBeziehungen zwischen Stichproben
nach Vorhandensein oder Fehlen eines Merkmals. Inrseispriinglichen Anwendung in der

Faunistik bezieht sich dieses Vorhandensein oder Fehfedaauvorkommen einer Stichprobe

z.B. in einem Lebensraum. Der Grund, diesen Indexdneuwenden, liegt darin, dass er eine

allgemeinere Klasse von Indizes reprasentiert, die ein Bapgsngverfahren integriert haben.
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Es wird eine Randomisierung, ein sog. ,Monte-Carlo-Vedgahbenutzt, wobei die gefundenen
Wertebeziehungen durch 200 zufallige Wiederholungen statisgesprift werden.
Die SoftwarePAST 1.4 200@Hammer et al. 2001) bietet die Mdglichkeit an, diesesakeen

auf die entsprechenden Datensatze anzuwenden.

2.6.2.6 Quadrierte euklidische DistanD

Der KoeffizientD bezeichnet die quadrierte euklidische Distanz, d.h. detaAbszwischen zwei
Individuen ist die Quadratwurzel aus der Summe der quadri&ertedifferenzen Uber jeder
Variablen. Hierbei werden gemeinsame Banden nicht beididigt. Die euklidische Distan2
und die genetische Distanz nach Nei & Li (1979) sind nkiehf et al. (1993) nahezu
austauschbab stellt ein quantitatives Mal fir die Unéhnlichkeit zweiealividuen dar und ist

wie folgt definiert:

D= Zk (nkx - rlky)2

X,y stehen fur die beiden zu vergleichenden Individuen
k Anzahl vergleichbarer Banden jedes Individuums
Ny, Ny Anzahl Banden jedes Individuums

Die quadrierte euklidische Distaf> wurde zur Errechnung der Varianzkomponenten mit dem
ProgrammARLEQUIN ver. 3.0Version Februar 2006 (Excoffier et al. 2005) vergein

2.6.2.7 FixationsindexF

Der durch Wright (1978) eingefuihrte:-Wert ist ein sog. Fixationsindex, der angibt, wie stark
sich eine Population von einer anderen Population oder einend@rsamtheit genetisch
differenziert hat. Aus den Daten wurden mit dem ProgradRhEQUIN ver. 3.@lie paarweisen
Fsi-Werte zwischen den einzelnen Populationen berechnetydi®eschreibung von genetischen
Distanzen, die innerhalb kurzer Zeitspannen der Evol@idstehen, gut geeignet sind (Reynolds
et al. 1983, Slatkin 1995). Er drtickt die Abnahme deia#ian in Subpopulationen relativ zu der
Variation der unterteilten Gesamtvariation infolge genetis@rdt aus. Dadurch gibt er den
Anteil an Diversitat an, der auf die Diversitat zwischen Bepulationen entfallt. I$ts; = 0, so

bilden die Tiere eine einzige panmiktische Population. IstFdeWert dagegen signifikant von
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Null verschieden, so deutet dies auf eine entsprechesrdgigche Differenzierung zwischen den
Populationen hin. Als Distanzmethode wurde die Anzahl derrkifieede (Euklidische Distanz)
verwendet. Die Signifikanz défs; -Werte wurde auf dem 99 % Niveau durch das Prograntm m
einem nicht-parametrischen Permutationsverfahren mit Wig@erholungen Uberpruft. Indem
die paarweiselfrs -Werte als genetische Distanzen verwendet wurdemt&ain Dendrogramm
erstellt werden. Hierzu wurde die Matrix zunéchst mittels siiexteditors NOTEPAD
enthalten inMICROSOFT WINDOWS 98pHkn eine Eingangsdatei (,infile*) des Programms
PHYLIP3.65a (Felsenstein 2005) ubertragen. AnschlieRend ewurst dem Programm
~NEIGHBOR - ebenfalls imPHYLIP-Programmpaket enthalten — mit Hilfe der UPGMA-
Methode eine Ergebnisdatei (,outtree”) erzeugt, welcheam ProgramnTREEVIEW(Win32)
1.6.6, Version September 2001 (Page 1996) uUbertraggrals Dendrogramm sichtbar gemacht

wurde.

2.6.2.8Nm-Wert

Der NmWert (,number of _nigrants per generation”) steht in einem direkten matheotesis
Zusammenhang zuf-Wert und stellt ein MaR fur den Genflu3 zwischen Populaticiaen

Unter der Annahme, dass zwei Populationen der Gri3aus einer groRen Zahl von
Populationen jede Generation den Antgilan Migranten untereinander austauschen und die
Mutationsrateu im Vergleich zu der Migrationsrate zu vernachlassigen ist, ergibt sich bei

einem Gleichgewicht zwischen Mutation und Drift folgenddasine Beziehung:

1- FST
4k,

Nm U

Auch wenn der errechnete Wert mit Vorsicht zu interpretigst, so stellt er bis heute doch ein
wichtiges Vergleichsmalf3 auch in Hinblick auf andere i8tudar. Die Berechnung erfolgte mit
dem Programm\RLEQUIN ver. 3.0
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2.6.3 Multivariate Statistik

2.6.3.1 Clusteranalyse / Dendrogramme

Mit Hilfe von Clusteranalysen kann man eine Vielzahl voneangneten Objekten aufgrund von
Ahnlichkeit und sachlicher Verwandtschaft in kleine, honmeg&ruppen zerlegen und somit
klassifizieren. Dabei wird zwischen den zu beurteilen@bjekten, die in ihren Merkmalen mit
Hilfe einer Datenmatrix beschrieben werden, zunachst bastimmten Algorithmen paarweise
die Ahnlichkeit dieser Objekte gemessen, danach werdem@mezweiten Schritt mit Hilfe
dieser Ahnlichkeiten Gruppen gebildet, wobei der Abstami$chen Objekten innerhalb einer
Gruppe stets kleiner ist als zwischen den Gruppen. ,8halObjekte* sind folglich solche, die
nach Bertcksichtigung aller ihrer Merkmale in der gleicnppe zusammengefasst werden,
L=unahnliche Objekte* gehoren verschiedenen Gruppen Eagebnisse von Clusteranalysen
werden meist als Dendrogramme (,Baumdiagramme®) dteiifesEs wurde grundsétzlich die
Ahnlichkeitsmatrix nach Dice verwendet, daneben noch dah daccard und Raup-Crick, die

Euklidische sowie die auf ddr:-Werten beruhende Distanzmatrix.

2.6.3.1.1 UPGMA

Mit dem UPGMA-Verfahren (,aweighted _pirgroup nethod using arithmetic varages")
svergleicht man Distanzen von Objekten paarweise undcheeg fir die zueinander nachsten
Paare die gemeinsame Distanz zu den anderen Objektelemigrithmetischen Mittel* (Wagele
2001). Der UPGMA-Algorithmus wird kritisch gesehen, da wera. voraussetzt, dass die
berechneten Distanzen ultrametrisch und somit der Divergémeoportional sind. Evolutions-
prozesse verlaufen jedoch in der Regel nicht so re@em@vagele 2001). Dennoch ist die
UPGMA das regelmafiig in der Populationsbiologie am meisteeawaarglete Verfahren. Da auch
die wesentlichen Ergebnisse durch andere Algorithmen suigle linkage*“ (,nearest neighbor")
unterstutzt wurden, wird die UPGMA-Methode auch aus Gniindier Vergleichbarkeit mit

anderen Studien in dieser Arbeit verwendet.

2.6.3.2 Hauptkoordinatenanalyse (PCO)

Die Hauptkoordinatenanalyse (,Principal Coordinate Andlysig?CO") ist eine gute

Moglichkeit, die in einer Distanz- oder Ahnlichkeitsmatrix eftér@e Information der

zahlreichen paarweisen Kombinationen auf wenige Dimensi@meist 2 — 3) zu reduzieren und

graphisch darzustellen.
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Ausgangspunkt ist eine Vielzahl von Variablen, von denenat nicht bekannt ist, ob und in
welcher Weise sie miteinander korreliert sind. Die PCOefirieigenwerte (,eigenvalues®) und
Eigenvektoren (,eigenvectors®) einer Matrix, die die Diagtan zwischen allen Datenpunkten
enthalt. Die Werte werden dann in ein zwei- (eben-raumbcigy dreidimensionales (kubisch-
raumlich) Koordinatensystem eingetragen. Die PCO ist alghMetrische Multidimensionale
Skalierung” bekannt. Mit Hilfe der Hauptkoordinatenanalysedee Gruppen von Variablen
untersucht, die durch eine ,Hintergrundvariable* charaktt werden kodnnen. Solche
.Hintergrundvariablen®* werden auch Faktoren genannt. &ie den Variablen abgeleitete

Distanz- oder Ahnlichkeitsmatrix ist die AusgangsbasislféPCO.

2.6.3.3 Beziehung zwischen Cluster- und ordinativelethoden wie der PCO

Die Clustermethode und die PCO als Verfahren der multidsroealen Skalierung (MDS)
beruhen beide auf der Verwendung von Ahnlichkeitsmatrede ,Daten-Input®. Wahrend mit
der Clusteranalyse diese Ahnlichkeiten in einen hierarchis@&aum umgesetzt werden, fiihrt
die Multidimensionale Skalierung gewissermal3en wieder Ztivaiaten Daten zurlck, indem
sie die Ahnlichkeiten von Objekten (=OTUSs) als relative Lagathungen zueinander in einem
niedrigdimensionalen Raum darstellt (Kruskal 1977). Die ghaitiye Anwendung von
Clusteranalyse und den Verfahren der Multidimension&lkalierung auf dieselben Ahnlich-
keitsmatrizen nutzt den weitgehend komplementéaren Infasnsgehalt der Methoden. Bei der
iterativen Berechnung der raumlichen Konfiguration deredimen Objekte &ndert sich bei der
MDS die Position der Objekte im Zentrum der Anordnung, waliese den Kleinclustern der
Clusteranalyse entspricht. Dahingegen verandert sich aliive Lage der Objekte an der
Peripherie zum Zentrum hin nicht. Dadurch bleiben die mé&iionen Uuber grofe
Unahnlichkeiten erhalten. Es kommt als entscheidendeeNbitzu, dass die Lagebeziehungen
zwischen den Objekten direkt als Abbild der Beziehungerem&bnnen. Das Erkennen direkter
Nachbarschaft oder der Lage zwischen zwei Objekten tmaieh MDS als Erganzung zur
Clusteranalyse in Studien zur geographischen Variabgibawertvoll, da sie de facto nicht
bestehende Hierarchien, wie sie die Clusteranalyse methediegt immer produzieren muss,
z. B. bei klinaler Variation oder Ubergangssituationen ontékt- oder Hybridisierungszonen,
auflést und gerade den Blick auf solche Situationen lenkie@sa 1990).
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Somit ist die genetische Distanz bei der MDS zwischen allerel6ibjekten sichtbar und nicht
nur zwischen wenigen einzelnen, bevor diese in deraftieischen Clusteranalyse im

Dendrogramm zu einer Gruppe verschmelzen.

2.6.4 Varianzanalyse (AMOVA)

Um die genetische Variabilitat innerhalb und zwischen Paopukt naher zu beschreiben,
wurden Varianzanalysen (AMOVA, ralysis of Mdecular Vaiance) durchgefuhrt. Hierfur
wurde das Softwareprogram®RLEQUIN ver. 3.0 Version Februar 2006 (Excoffier 2005)
eingesetzt. Als Datenbasis dient die quadrierte euklidiBesanzD. Die Analyse der moleku-
laren Varianz ist eine Methode, Populationsunterschiede tduak molekularen Daten aus
berechnen und verschiedene Hypothesen in Bezug aefldiésrschiede testen zu kénnen.

Die Varianzs? ist die Summe der Abweichungsquadrate (SQ = sum a@irss)aller Messwerte

einer Verteilung von ihrem Mittelwert, dividiert durch deriReitsgrad (n-1):

, S 1 \2
=2 —* 2% -%)

_n—l_n

n Stichprobenumfang

n-1 Freiheitsgrad

X Messwert

X arithmetisches Mittel der Messwerte

Die Varianz beschreibt eine Methode zum Prifen der Nubtingse mehrerer gleicher
Gruppenmittelwerte in der Grundgesamtheit (Gesamtstichprale).groRer die Streuung
zwischen den Gruppenmittelwerten bzw. je kleiner die Stigeinumerhalb der Gruppen ist, desto
groRer die Vermutung, dass es einen Unterschied dapp&nmittelwerte in der Grund-
gesamtheit gibt. Dabei wird die fur die Gruppenmittelwggschatzte Stichprobenvarianz mit
derjenigen innerhalb der Gruppen verglichen. Die Analysemd#ekularen Varianz ordnet die
genetische Gesamtvariabilitat anteilig den einzelnen geloigca®n Einheiten zu. Es kdnnen
mehrere Hierarchieebenen unterschieden werden. Zundigseeck kénnen Populationen zu

einer Ubergeordneten Gruppe zusammengefasst werden.
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In dieser Untersuchung wurden folgende Ebenen untedsshie

 Varianz  zwischen  verschiedenen Populationen innerhalb  d@sxons

(Interpopulationsebene)

* Varianz innerhalb der Populationen einer Region

* Varianz innerhalb der Populationen (Intrapopulationsebene)
Die Werte fUr die Varianzkomponenten werden gegen dighyyiothese, dass im Datensatz
keine hierarchische Struktur enthalten ist, auf Signifikaetegiet. Die Nullhypothese wurde
durch 1023fache Permutation der Ausgangsdaten gdnerier
Das AMOVA-Programm enthélt keine Einstellung fur die daminvererbten ISSR- oder
RAPD-Marker. Um das Programm auch fir solche Mamdasetzen zu kénnen, muss das
gleiche Paarungsmuster in allen Populationsstichproben voratdgegerden. Unter dieser
Annahme kann man die Analyse mit der Einstellung ,RFLP-Etérklurchfihren. Man muss
sich der Tatsache bewusst sein, dass jetzt die gesdigpVarianz aufgeteilt wird, nicht - wie
bei den kodominanten RFLP-Markern ublich - die Varianz adielhaufigkeiten. Aus diesem
Grund ist es auch nicht empfehlenswert, die hierauglaibgten F-Statistiken mit denen von

kodominanten Markern zu vergleichen.

2.6.5 ,Maximum Parsimony* als Baumkonstruktionsverfahren

Das Prinzip der sparsamsten Erklarung ist die GrundlaggMiesmum Parsimony” - oder kurz
MP-Verfahrens. Ziel der Methode ist es, ,die kirzeste olape zu finden, die zu einer
gegebenen Arten / Merkmalsmatrix passt* (Wagele 200i).sparsamste Erklarung beruht auf
der Schatzung der Wahrscheinlichkeit, dass die vermutegeslistimmung von Merkmalen bei
Organismen auf eine gemeinsame Ursache zurickzufisramd somit Identitaten in einer
gemeinsamen Stammlinie entstanden sind. Es ist ,sparsantedaher wahrscheinlicher, wenn
die Evolution einer komplizierten Struktur nur einmal stattfeeld dass dieselbe Entwicklung
zuféllig mehrfach unabhangig abgelaufen ist. Der wahrshtieste Stammbaum ist nach dem
MP-Verfahren der Baum, der auf der geringsten AnzahMarkmalsanderungen beruht und
somit am kirzesten ist. Dabei wird jede Merkmalséanderatgy 1 Schritt gezahlt, die
.Baumlange“ ergibt sich aus der Addition der Schritte fir gesamte Topologie. Im MP-
Verfahren werden nur Merkmale gewertet, die bei mindes2efiaxa in mindestens 2 Zustanden

auftreten (,parsimonie-informative Merkmale“, Synapomorphiekutapomorphien terminaler
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Taxa sowie Plesiomorphien, die nur bei einem Auf3engruppemtzorkommen, haben dagegen
keine Bedeutung fur die Topologie, obwohl sie fur die Bemeag der genetischen Distanz und
damit der Divergenzzeit wichtig sind. Grundsétzlich ist eglickd, Topologien zu unterscheiden,
auch wenn eine Polarisierung oder Wurzelung nicht volgeyest. Durch die Zunahme einer der
Innengruppe nahestehenden Aul3engruppe lasst sich diesiealeag erreichen und folglich auch
eine Lesrichtung der Merkmale. Eine der Voraussetzufigredie Verwendung der ,Maximum
Parsimony” ist, dass alle Merkmale entweder dieselbe gescli#tntelogiewahrscheinlichkeit
haben oder derart bewertet sind, dass hohe HomologieskehBchkeiten hoch gewichtet
werden (Wagele 2001). Bei der ISSR-Methode wurdenek&ewichtungen unterschiedlicher
Art vorgenommen. Eine Berechnung der ,sparsamsteofolbgie ist mittels ,effektiver”
Algorithmen nicht moglich (Graham & Foulds 1982). Es dsimlaher mehrere Schritte
nacheinander durchzufiihren, um den kirzesten Baufima@en. In Abh&ngigkeit vom Umfang
des Datensatzes werden dazu unterschiedliche Verfateiseswangeboten.

Die Berechnungen fur die in dieser Arbeit erstellten Degidimme, die auf dem MP-Verfahren
beruhen, wurden mit dem ComputerprogranfPAUP* Vers. 4.0b10 (Swofford 2002)
durchgefuhrt. Um die Ergebnisse graphisch umzusetzerde auf das ProgramiREEVIEW
Vers.1.6.6 (Page 2001) zuruckgegriffen. ZusatzlichecBeftungen und Bearbeitungen wurden
mit dem ProgrammVICROSOFT WORD 200&rgenommen.

2.6.5.1 Heuristische Suchalgorithmen

Grundsatzlich gibt es drei Methoden, mit deren Hilfe man den heute verfiigbaren
Computerprogrammen die sparsamste Topologie rekoasgrukann: Die ,erschopfende Suche®,
das ,branch and bound“-Verfahren und die ,heuristisd¥iethode. Die ,erschopfende Suche*
(,exhaustive search®) und die ihr zuzuordnende ,bnaand bound-Methode* gehdren zu den
exakten Verfahren. Wahrend die ,erschépfende Suabshahmslos jede mdgliche Permutation
der Verwandtschaftsbeziehungen uberprift, beschrankt dgr ,branch and bound“-Algo-
rithmus auf die Suche nach der sparsamsten Topologemird fortlaufend den Suchvorgang
abbricht, sobald eine bestimmte Langenvorgabe Ubettechwird und in einer anderen Richtung
fortschreibt. Als L&ngenvorgabe ist hier die Anzahl von n$farmationsschritten von
Merkmalen zu verstehen. Die ,erschopfende Suche'eiseimer Datenmatrix mit mehr als 10-12
terminalen Taxa nicht mehr praktikabel, da die Anzahl wéglichen Bdume dramatisch

zunimmt. So sind fiir n = 50 theoretisch schon>»2,80"*Baumemdéglich und somit mehr Baume
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als Atome im Universum (Storch et al. 2001). Da auf Rdmnsebene in Gré3enordnungen Uber
n =100 gearbeitet wurde, kam die ,erschopfende Suchait in Frage. Das ,branch and
bound“-Verfahren ist zwar aus oben erwahnten Grurstmeller und verkraftet auch eine
hohere Anzahl terminaler Taxa, dennoch erweisen sicdebekakten Methoden fur die
vorliegende Untersuchung wegen der hohen Zahl termingtera (50 —112) als nicht
praktikabel.

Abhilfe wird durch die heuristische Suchoption (,heuristicrclegd geschaffen. Der Ablauf
erfolgt in zwei Schritten: Zunachst werden die termindlera zu einer moglichst sparsamen
Topologie zusammengefuhrt. Haufig geschieht das mit deepwise addition“-Algorithmus:
Einem Ausgangsbaum von 3 Taxa werden sukzessive @eél@a so hinzugeflugt, dass ein
optimaler (Teil-)Baum entsteht. Diese sparsame Losung wvirdinem zweiten Schritt in der
Suche nach einer noch sparsameren Losung manipuliest. PBegramm beginnt, Aste zu
vertauschen und berechnet, ob sich so ein besserer Badem lasst. Fur dieses ,branch
swapping” gibt es verschiedene Mdoglichkeiten: Das ,TBRHghren (,tree bisection and
reconnection”) ist das genaueste, aber auch zeit- undenmmtensivste. Hier wird der
Ausgangsbaum in zwei Teile geschnitten und die Teile enthamy Asten nach dem
Zufallsverfahren wieder zusammengefiigt. Weitere Optioserd der ,NNI“-Algorithmus
(,nearest neighbor interchange®), bei dem ,nachste Nactibbezogen auf ein Segment des
Stammbaumes ausgetauscht werden und die ,SPR"-Methad&rgs pruning and regrafting"),
bei der ein Ast abgeschnitten und an anderer Stelle desa®gstaums wieder aufgepfropft
wird. Im Gegensatz zur ,exakten“- oder einer ,branctd dound“-Suche gibt es bei einer
heuristischen Suche keine Garantie, das die erhaltenen Bjeicieer Ld&nge auch die maximal
sparsamsten (,most parsimonious”) darstellen. Es kanierdaur von ,gleichermal3en
sparsamen* (,equally parsimonious”) Kladogrammen gesymo werden. Grundsatzlich besteht
bei der heuristischen Suche, insbesondere bei groRemmangen, wie sie bei molekularen
Merkmalen auftreten, die Gefahr, dass nur ein lokalessgmkeitsmaximum gefunden wird.
Um diesen Effekt zu vermeiden, werden die Taxa aufB#mis von Zufall zu einem ersten
Kladogramm zusammengefugt (,addseq = random®) undegienach dem ,TBR"“-Verfahren
behandelt. Alternativ wird auch haufig die Einstellung ,a&dds closest* gewahlt, da der
Rechenvorgang dann weniger Zeit in Anspruch nimmt. Dech@wzess wird mehrfach
wiederholt, so das die Taxa auf immer andere Weiseeimem ,ersten” Kladogramm

zusammengesetzt werden. Die nachfolgenden Manipulatienigalten so eine jeweils andere
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Ausgangsbasis. Wenn das Ergebnis tGber mehrfache Riplién dieses Suchprozesses stabil
bleibt, ist die Wahrscheinlichkeit gro3, dass eine lokales s8pd&eitsmaximum vermieden

wurde.

2.6.5.2 Konsensusmethoden

Oft fuhrt die Analyse einer Datenmatrix zu mehreren glesiparsamen Kladogrammen. Um ein
solches Ergebnis zu visualisieren, wurden verschiedemeseafgusmethoden entwickelt. Der
~Strikte Konsensus*® ist die einfachste Form der Darstgllund resultiert in einer Hierarchie,
welche die Schnittmenge aller gefundenen gleich sparsantiodfamme wiedergibt. So
werden die Abzweigungen, die in allen gleich sparsakladogrammen identisch sind, nattirlich
auch im strikten Konsensusbaum wiedergegeben. Dagegtem Taxa, die in den jeweiligen
Diagrammen unterschiedliche Lagebeziehungen aufweisestrikten Konsensusbaum in einer
Trichotomie oder Polytomie auf.

Eine weitere Methode folgt der ,50 %-igen Mehrheitsreggh0©@ majority rule®). Hier wird
bewertet, wie oft alternative Verwandtschaftsbeziehungerriatt der gleich sparsamen
Kladogramme gefunden werden. Dabei werden die Algzwagen in den Konsensusbaum
Ubernommen, die bei mindestens 50 % der Baume vorli&mmit erhdlt man gegeniber einem
strikten Konsensusbaum einen hoheren Grad an Auflosdmgdlie Wahrscheinlichkeit von

Polytomien abnimmt.

2.6.5.3 Bewertung von Kladogrammen

Fur den Vergleich und die Bewertung von Kladogrammerd srerschiedene Messwerte
entwickelt worden. Entscheidende Basis fur alle diese Metswist die Anzahl der
Transformationsschritte, die ein berechnetes Kladogrammhdleh Die L&énge eines
Kladogramms (,tree length“) wird durch die absolutehiZinplizierter Transformationsschritte
bestimmt. Allerdings eignet sich dieser Wert nur bedingt 2dengleich phylogenetischer
Analysen unterschiedlichen Umfangs, da die Lange einedotamms auch direkt von der
Relation der Anzahl Merkmale zur Anzahl terminaler Takhangt.



2. MATERIAL UND METHODEN 52

2.6.5.3.1 KonsistenzindeXl
Der KonsistenzindexCl (,consistency index®) bezogen auf alle Merkmale wird seftrim
Vergleich phylogenetischer Hypothesen angewandt. Er fietvéie Zahl der Homoplasien als

Anteil der Merkmalsénderungen in einer Topologie* (Wagélel) und berechnet sich wie folgt:

Cl=M/S

Cl Konsistenzindex

M Summe der geringsten Anzahl von Merkmalséanderungeatie zu erwarten sind.

S Summe aller in der Topologie gefundenen Merkmalsandens;

Der Konsistenzindex ermdglicht einen Vergleich von Datzesdund Topologien: Wenn in
einer Topologie keine Homoplasien vorhanden sind,@jilt 1. Gibt es Homoplasien, ist die
Anzahl der Zustandsanderunggnhoher als die Mindestanzahl an AnderungenAls Folge
sinkt der Index. Somit gilt: “Je naher dét-Wert bei 1 liegt, desto besser stimmen Topologie

und Datensatz Uberein* (Wagele 2001).

2.6.5.3.2 HomoplasieindeHI

Homoplasien sind Merkmale, deren Auftreten in einermmBtbaum mit anderen Merkmalen

nicht kompatibel ist. Ein solch inkompatibles Merkmal kaneder als Homologie noch als

Analogie identifiziert werden, solange nicht entschieden iglgher Stammbaum als sparsamste
Topologie angesehen werden kann. Homoplasien sindidetztafiir verantwortlich, dass es

oftmals zwei oder mehr gleich sparsame Topologien gibt.

Ein dem Konsistenzindex komplementéres Mal3 ist der HosiepliadexHI:

HI =1-CI

HI Homoplasieindex
Cl Konsistenzindex

Der HomoplasieindexHl gilt als ,Mal3 fur den Anteil an Merkmalsdnderungen, darch

Homoplasien verursacht wird” (Wagele 2001).
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Der Konsistenzindex und der mit ihm in Zusammenhanbesige Homoplasieindex haben
dieselben Schwachen. DeZl wird kunstlich erhoht, wenn nicht informative Merkmale
(,uninformative characters”) wie zum Beispiel Autapomorphieit bertcksichtigt werden. Ein
solches Merkmal eines terminalen Taxons hat immerodenl. Somit wird durch zahlreiche
Bericksichtigung von Autapomorphien der in Richtung des Wertes 1 verandert und dement-
sprechend verfalscht. Analog hierzu wird ##rkleiner. Indem die nicht informativen Merkmale
ausgeschlossen werden, kdnnen sowohl der Konsisterzamdeauch der Homoplasieindex

entsprechend Korrigiert werden.

2.6.5.3.3 KonservierungsindeRl
Der Konservierungs- oder Retentionsind&t (,retention index®) ist ,Ausdruck fir das
Verhaltnis von scheinbarer zu tatsachlicher SynaponerigRieppel 1999). Er wird wie folgt

berechnet:
RI —_ lmax — S
Imax - M
max maximale Schrittzahl, Summe der Merkmalszustande in der Dater. Es z&hlt
dabei nur der seltenere Merkmalszustand pro Taxon.
S Anzahl aller implizierten Merkmalsdnderungen, bezogendaifGesamtheit der
Merkmale, einschlie3lich Apomorphien und Analogien.
M Anzahl der minimal notwendigen Merkmalsanderungen,odmmz auf die

Gesamtheit der Merkmale.

S wird um so kleiner, je geringer die Anzahl an Homoplass¢rbzw. je héher die Anzahl an
Synapomorphien ist. Da bei der Berechnung der Nerimezifien gegebenen Datensatz konstant
ist, wird somit der Konservierungsindex kleiner, je m&halogien vorkommen. Im Gegensatz
zu dem Konsistenz- und Homoplasieindex wird der Koneamgsindex nicht durch
Symplesiomorphien und Autapomorphien beeinflusst, da diete ais Homoplasien auftreten

kdnnen.
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2.6.5.3.4 Berichtigter KonsistenzindeRC
Das Produkt aus gewohnlichem Konsistenzin@éxind dem Konservierungsind&{ ergibt den

berichtigten KonsistenzinddXC (,rescaled consistency index").

RC=CI xRl

Der berichtigte Konsistenzindex soll den Einfluss nicht infdimer Merkmale auf den

Konsistenzindex minimieren und allgemein zu einer Vedresg der Vergleichbarkeit phylo-
genetischer Analysen beitragen. Mit dem Umfang einer Ded&ix nimmt auch die Homo-

plasiewahrscheinlichkeit zu, so dass es mit Hilfe R€deichter ist, phylogenetische Analysen
bestimmter Taxa mit unterschiedlich grol3en Datenmengeergleichen (Rieppel 1999).

Keiner der aufgefuhrten Indizes gibt Auskunft Uber diealt einzelner Merkmale oder
bewertet Monophyliehypothesen. Obwohl die Indizes haufigveredet werden, ist der

praktische Nutzen daher eher von untergeordneter Badputu

2.6.5.4 ,Bootstrapping” als statistische Absicherng fir MP-Verfahren

Um zu beurteilen, wie vertrauenswirdig oder robust Bandrogramm ist, wird oft als
Wiederfindungswahrscheinlichkeitstest der Bootstrap-Test {sh@pping“) eingesetzt. Die
.Bootstrap-Werte* geben in Prozent an, wie oft ein Galogler Knotenpunkt in s&mtlichen
rekonstruierten Dendrogrammen vorkommt. Dabei wirdudgpriingliche Datenmatrix durch die
zuféllige Auswahl von Merkmalen in eine modifizierte Datatnix umgewandelt. Dabei bleibt
zwar die Anzahl der Merkmale konstant, daftir werderesndillkiirlich verdoppelt oder bleiben
unberiicksichtigt. Die so verdnderte Datenmatrix wird ddf-Verfahren unterworfen und
daraus ein Dendrogramm berechnet, das mit der urdmtierg Version verglichen wird. Dieser
Vorgang wird 100 bis 1000mal wiederholt. Die Vielzahl anuman wird in einem
Mehrheitsregel-Konsensusbaum zusammengefasst. Dhwokstrapping” wird der Einfluss der
verschiedenen Merkmale auf einen Stammbaum reduBead.Ergebnis eines Bootstrap-Tests
sollte immer kritisch bewertet werden, da mit den erreémBtrozentzahlen weder die Glte der
verwendeten Merkmale noch die Qualitat der Stichprobegeeédhlten Taxa geschatzt werden
kann. Des weiteren werden dadurch weder das Fehlaninformation noch die Haufung

zufalliger Ahnlichkeiten in polyphyletischen Artgruppen enkian(Wé&gele 2001). Die
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Monophylie einer Gruppe kann im Extremfall durch nur eiemzige gut begrindete
Synapomorphie gestitzt werden, was im ,bootstrapping” éweter einen Synapomorphie) nur
durch einen sehr niedrigen Prozentwert seinen Niedagéinldet. Hieran wird deutlich, dass der
Bootstrap-Test u. a. stark von der Anzahl und Verteillergwkerkmale einer Matrix abhéangt.
Samtliche ,bootstrap“-Berechnungen wurden mit dem Comprggramm PAUP* Version
4.0b10 (Swofford 2002) durchgefihrt.

2.6.6 Manteltest

Der einfache Mantel-Test (Mantel 1967) besteht darin, @ead und die Signifikanz der
Korrelation zwischen zwei Distanzmatrizen, z. B. zwischenetischer und geographischer, zu
bestimmen und zu testen. Der Korrelationsvemy oder ManteF, ist als Verhaltnis aus dem
Kreuzprodukt der Matrizen und der Quadratwurzel ans Bedukt der Summenquadrate der
Matrizen definiert.
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3. Ergebnisse

3.1 Einzelanalysen der Primer

Die ausgewahlten Primer zeigten unterschiedliche Fahigkeifeten und Populationen
voneinander zu trennen. Daher ist es sinnvoll, die Prenéprechend zu gruppieren und die
Ergebnisse zu analysieren. Die folgenden Tabellen gruppteePrimer nach lhren auflosenden

Eigenschaften:

Tab. 3.1: Primer mit Arten- aber ohne Populationsun  terscheidung

Primer UBC-Nr. 5’ Sequenz 3’ Bemerkungen

808 AGA GAG AGA GAG AGA GC M. diamina, B. euphrosyne, M. athalia
weitgehend trennbar

818 CAC ACA CAC ACA CAC AG Abtrennung von M. cinxia

862 AGC AGC AGC AGC AGC AGC Unterscheidung aller Arten mdglich

865 CCG CCG CCG CCG CCG CCG Unterscheidung aller Arten méglich

880 GGA GAG GAG AGG AGA Trennung M. diamina und M. cinxia von
allen anderen

Tab. 3.2: Primer mit geringer Arten- , aber (partie ller) Populationsunterscheidung

Primer UBC-Nr. 5’ Sequenz 3’ Bemerkungen
810 GAG AGA GAG AGA GAG AT Keine klaren Trennungen, nur Tendenzen
868 GAA GAA GAA GAA GAA GAA Keine klaren Trennungen, nur Tendenzen
878 GGATGG ATG GATGGA T I. lathonia durch mehrere gemeinsame
Marker trennbar
884 HBH AGA GAG AGA GAG AG I. lathonia abtrennbar, kaum
Schwerpunktmarker bei Populationen

Erlauterung: H = A oder C oder T (nicht G), B = C oder G oder T (nicht A)

Tab. 3.3: Primer ohne Arten- und ohne Populationsun  terscheidung

Primer UBC-Nr. 5’ Sequenz 3’ Bemerkungen
825 ACA CAC ACA CAC ACA AG Polymorph, aber keine klaren Trennungen
855 ACA CAC ACA CAC ACA CYT Polymorph, aber keine klaren Trennungen

Haufig erschliel3t sich dem Bearbeiter beim Anblick deraggevenen Datenmatrix aufgrund des
vorliegenden sehr hohen Polymorphismus nicht die Wertigkees bestimmten Primers. Die
Wertigkeit sei hier definiert als die Fahigkeit, verschiedenagaT(Arten oder Populationen)
voneinander trennen zu kénnen. Als sehr hilfreich hat &icheine solche Beurteilung die
Hauptkoordinatenanalyse erwiesen, da mit ihrer Hilfe Untéede zwischen den zu
analysierenden Taxa sichtbar gemacht werden kénnen.

Bei den folgenden primerbezogenen Ergebnistabellenenedie VergleichsarteM. diaming
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M. cinxig, M. aurelia B. euphrosyneind I. lathonia nicht nach Populationen unterschieden —
wahrend beM. athaliaverschiedene Fundorte populationsgemald zusammengetagen sind.
Um die Vergleichbarkeit mit den anderen Arten moéglich zuhmacwerden in der letzten Zeile
alle M. athaliaStichproben zusammen behandelt. In der dritten Spaltéeeignkahl der jeweils
untersuchten Individuen aufgefiihrt, darauf folgt die Speeitgdoder gefundenen Fragmente in
Anzahl Basenpaaren (,bp“). Die Bezeichnung ,% p Bzibht sich auf den Anteil polymorpher
Banden in Prozent. Des weiteren werden zur besseragiel6iibarkeit mit anderen Studien die
Gendiversitah nach Nei (Nei 1973) sowie der Shannon-Intéshannon & Weaver 1949) mit

ihren Standardabweichungen (in Klammern) angegeben.

3.1.1 Artentrennende Primer

3.1.1.1 Primer UBC-808

Primer UBC-808 amplifiziert Fragmente in der Grol3e von0408 400 bp, allein fuK. athalia
konnten 56 verschiedene Marker festgestellt werden. PBBmorphismus ist sehr hoch, unab-
hangig von Arten oder Populationen erreicht er Werte zwis@@eand 100 %. Dass sich bei
M. aureliamit 77,8 % die niedrigste Rate findet, ist sicherlich mitgiingen Stichprobengrolie
zu begrinden. Interessanterweise findet man aber enactomorphe Marker. Darunter sind
Marker zu verstehen, die in allen untersuchten Prolden,zusammengehdren, amplifiziert
werden. Diese sind durchaus auch als diagnostische Mbrkau werten: Bei 11 von 12
M. diamina( = 91,7 %) findet sich der Marker 1450 bp, bei alBereuphrosyndindet sich der
Marker 720 bp. Die Tax¥l. cinxia undl. lathonia weisen keinen monomorphen Marker auf.
Auffallend ist fur M. athalia der Marker 1130, der sich bei 94,3 % dér athaliaGesamt-
stichprobe nachweisen lasst, aber bei allen anderen &hltaNur bei den beiden ostdeutschen
Populationen tritt ein weiterer Marker (1030 bp) in den “ogdund. Dieser ist nur dort
monomorph, wahrend es hier Tiere gibt, denen der Markgo fehilt.

Ansonsten zeigen di#®l. athaliaPopulationen keine diagnostischen Unterschiede. Auch bei
M. athalia finden sich Marker in der GroRe von 1450 bp K&.diaming oder 720 bp
(s.B. euphrosyne Es handelt sich dabei nur um wenige Einzelexemplarbemdie Homologie

dieser gleichgrol3en Fragmente fraglich bleibt.
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Tab. 3.4: Ergebnisse der ISSR-Untersuchungen mit Pr  imer UBC-808
Frag- Anzahl Anzlahl % spezifische d."gene . | Shannon’s
Taxon | Populationen n | mente B nza POTy- pB | Fragmente 'Vers"Y Diversitats-
bp anden | morpher bp h (Nei index |
Banden 1973)
lathonia | divers 5 |2800 - 15 15 100 - 0,2801 0,4445
480 (0,1240) (0,1442)
euphro- | divers 5 13200 - 27 26 96,43 | 720 (100%) 0,2772 0,4365
syne 460 (0,1368) (0,1690)
cinxia | Brandenburg 4 11900 - 13 13 100 - 0,3837 0,5644
460 (0,1285) (0,1438)
diamina | divers 12 | 3200 - 22 22 100 1450 0,1920 0,3315
600 (91,7%) (0,1064) (0,1369)
aurelia | Eifel 2 | 2400 - 9 7 77,78 | 2400 (100%) | 0,3222 0,4703
830 1900 (100%) | (0,1827) (0,2667)
athalia | Eifel 8 |4000 - 22 21 95,45 | 1130 (100%) | 0,1941 0,3321
600 (0,1087) (0,1473)
athalia | Fichtelberg 29 |3400 - 44 42 95,45 | 1130 (100%) | 0,1454 0,2606
(Sachsen) 400 1030 (100%) | (0,1065) (0,1521)
athalia | Brandenburg 8 {2900 - 28 27 96,43 | 1030 (100%) | 0,2254 0,3658
400 (0,1560) (0,1959)
athalia | Polen (Ost) 15 | 3400 - 41 41 100 1130 0,2351 0,3789
480 (93,33%) (0,1505) (0,1928)
athalia | Finnland 4 | 2900 - 20 20 100 - 0,3446 0,5214
400 (0,1196) (0,1347)
athalia | Vorarlberg 10 | 2900 - 28 27 96,43 | 1130 (100%) | 0,2353 0,3851
400 (0,1210) (0,1584)
athalia | Sudtirol 36 | 3200 - 41 40 97,56 | 1130 (100%) | 0,1310 0,2378
400 (0,1117) (0,1570)
athalia | Wallis 24 13000 - 26 25 96,15 | 1130 (100%) | 0,1417 0,2510
600 (0,1224) (0,1723)
athalia | Ligurien 5 |3200 - 13 12 92,31 | 1130 (100%) | 0,3109 0,4726
830 (0,1491) (0,1959)
athalia | Sudfrankreich | 24 | 3200 - 41 41 100 1130 0,1389 0,2514
(gesamt) 400 (95,83%) (0,1065) (0,1512)
athalia | Peira Cava/ 7 |3200 - 31 30 96,77 | 1130 (100%) | 02194 0,3653
Lucéram 400 (0,1188) (0,1529)
Sudfrankreich
athalia | Tende 7 11900 - 11 10 90,91 | 1130 (100%) | 0,2905 0,4408
Sudfrankreich 530 1030, 830, | (0,1817) (0,2358)
530
(85,7%)
athalia | St.Martin Vs. 10 | 2500 - 25 25 100 | 1130 (80%) | 0,2068 0,3498
Sudfrankreich 530 (0,1137) (0,1473)
athalia |alle 164 | 4000 - 56 56 100 1130 0,1155 0,2172
Populationen 400 (96,34%) (0,0934) (0,1369)
zusammen

Erlauterung: n = Anzahl untersuchter Individuen, bp = Basenpaare, Fragmente = amplifizierte DNA, % p B = Anteil
polymorpher Banden in Prozent, spezifische Fragmente: Fragmente, die in einem auffallend hohen Anteil der Tiere
des jeweiligen Taxons oder der Population vorhanden sind. Die Fragmente werden wieder in Anzahl Basenpaaren
(,bp“) charakterisiert. Hinter der Basenpaarangabe befindet sich in Klammern der prozentuale Anteil der Tiere, bei
denen das entsprechende Fragment amplifiziert wurde. Bei den Kennzahlen ,gene diversity“ h (Nei 1973) und dem
Diversitatsindex | nach Shannon werden zusatzlich zu den Werten darunter die Standardabweichungen in Klammern
angegeben.
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3.1.1.2 Primer UBC-818

Die Fragmentgrof3en lagen zwischen 4000 und 400 bpP8&lnorphismusrate betrug bis auf
wenige Ausnahmen 100%. Bei der Abgrenzung Momthaliazu anderen Arten ergaben sich bei
Primer 818 nur wenige interessante Marker. MlecinxiaProben wiesen die Bande 980 bp auf,
die hier als artspezifisch gelten kahnlathonia zeigt zwei monomorphe Marker, die sich jedoch
grundsatzlich auch bei anderen Arten finden. Verschedén athaliaPopulationen zeigen
ebenfalls Anhaufungen bestimmter Marker. Dennoch ig¢ &interscheidung der Populationen
nicht moéglich (Tabelle 3.5).
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Tab. 3.5: Ergebnisse der ISSR-Untersuchungen mit Pr  imer UBC-818
Frag- Anzahl A;cf@?l % | spezifische di\’}ge(ra;te v Shannon’s
Taxon | Populationen n | mente pB Fragmente .| Diversitats-
|| SR | IOES Anteilinoe) | 1 NE T ey |
Banden 1973)
lathonia | divers 5 2100 9 7 77,78 | 2100, 1550 0,2422 0,3724
—480 (100%) (0,1909) (0,2609)
euphro- | divers 5 3100 18 18 100 1050 0,2415 0,4003
syne — 670 (80%) (0,928) (0,1099)
cinxia | Brandenburg 4 2700 9 8 88,89 980 0,3575 0,5239
- (100%) (0,1513) (0,2119)
590
diamina | divers 12 | 4000 21 21 100 1100 0,2557 0,4068
— 480 (83,33%) (0,1492) (0,1885)
athalia | Eifel 8 3250 18 18 100 - 0,2835 0,4480
—900 (0,1199) (0,1463)
athalia | Fichtelberg 39 | 3500 31 31 100 - 0,1748 0,3019
(Sachsen) — 420 (0,1256) (0,1665)
athalia | Brandenburg 8 3250 19 19 100 - 0,2025 0,3455
— 740 (0,1094) (0,1394)
athalia | Polen (Ost) 15 | 2800 - 24 24 100 2050 0,2475 0,3972
690 (86,67%) (0,1465) (0,1832)
athalia | Finnland 4 3500 18 18 100 - 0,3273 0,5023
— 740 (0,1132) (0,1282)
athalia | Vorarlberg, 18 | 3800 33 33 100 - 0,2041 0,3379
Liechtenstein — 420 (0,1438) (0,1901)
athalia | Sudtirol 27 | 3500 20 20 100 1800 0,1965 0,3289
— 600 (85,12%) (0,1352) (0,1831)
athalia | Wallis 25 | 2800 33 33 100 - 0,2156 0,3562
—520 (0,1343) (0,1762)
athalia | Ligurien 5 12800 - 22 21 95,45 860 0,3001 0,4646
400 (100%) (0,1293) (0,1655)
athalia | Sudfrankreich | 25 | 3500 30 30 100 - 0,1900 0,3207
(gesamt) - 520 (0,1307) (0,1780)
athalia | Peira Cava, 8 3500 - 24 24 100 2100 0,2507 0,4057
Lucéram 740 (87,5%) (0,1284) (0,1578)
Sudfrankreich
athalia | Tende 7 2800 15 14 93,33 2050 0,3321 0,4960
Sidfrankreich - 790 (100%) (0,1566) (0,2050)
athalia | St.Martin Vs. 10 | 2800 20 20 100 - 0,2143 0,3598
Sudfrankreich — 520 (0,1168) (0,1489)
athalia |alle 166 | 3800 43 43 100 - 0,1402 0,2481
Populationen - 400 (0,1206) (0,1729)
zusammen

Erlauterung s. Tab. 3.4
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3.1.1.3 Primer UBC-862

Die GrofRe der von Primer 862 produzierten Fragmentgestavon 3000 bis 300 bp. Das
Fragment bestehend aus 670 bp fallt besonders auf: Bsissahmslos bei allekl. athalia-
Individuen vorhanden, aber dennoch nicht artspezifisclgsdauch bei alleM. diaminasowie
einigen B. euphrosyn®roben nachgewiesen werden konnte. Bei den Taxéthonia

B. euphrosyneund M. cinxia fallen mehrere monomorphe Banden auf, so dass sich de
Primer 862 in Kombination mit diesen monomorphen Markern vielen Fallen zur
Artunterscheidung eignet. Eine Trennung der verschiedi®heathaliaPopulationen ist jedoch
nicht moglich, obwohl manche Marker in bestimmten Populatidr@figer auftreten. So findet
sich der Marker 520 bp bei allen Proben aus Brandgnt®alen, Vorarlberg und bei 27 von 28
Tieren (=96,4 %) vom Fichtelberg. In Vorarlberg ist eod noch Marker 1250 bp bei allen
Proben nachgewiesen, die finnischen Tiere fallen ddiehMarker 1600 und 1100 auf. Die

Polymorphismusrate erreicht bei keinem Taxon und kétopulation die 100 % (Tabelle 3.6).
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Tab. 3.6: Ergebnisse der ISSR-Untersuchungen mit Pr  imer UBC-862
Anzahl .gene ,
Frag- % o . ., | Shannon’s
Taxon | Populationen n | mente I;’A\nzahl poly- B spezifische d|verS|ty Diversitits-
bp anden | morpher Fragmente h (Nei index |
Banden 1973)
lathonia | divers 5 1800 17 13 72,22 | 1600, 1060, | 0,2027 0,3228
— 460 840, 460 (0,1591) (0,2332)
(100%)
euphro- | divers 5 2200 20 17 85,0 | 1500, 1250, 0,2595 0,4022
syne — 340 890 (100%) | (0,1677) (0,2255)
cinxia | Brandenburg 4 2300 22 19 86,36 | 550, 500, 0,2374 0,3825
— 340 340 (100%) | (0,1258) (0,1807)
diamina | divers 12 | 1900 22 21 95,45 | 670 (100%) 0,2634 0,4078
— 340 1000 (91%) | (0,1791) (0,2289)
aurelia | Eifel 2 1400 4 1 25,0 | 1400, 1150, 0,1036 0,1512
- 670 670 (100%) | (0,2071) (0,3024)
athalia | Eifel 8 2100 14 13 92,86 | 670 (100%) 0,2151 0,3552
—400 (0,1300) (0,1774)
athalia | Fichtelberg 28 | 3000 - 35 34 97,14 | 670 (100%) 0,1576 0,2706
(Sachsen) 460 570, 520 (0,1379) (0,1912)
(96,43%)
athalia | Brandenburg 6 2200 17 16 94,12 | 670 (100%) 0,2878 0,4440
-520 1400, 570, | (0,1584) (0,2013)
520 (83,3%)
athalia | Polen (Ost) 15 | 2400 - 27 25 92,59 | 670,520 0,2402 0,3826
400 (100%) (0,1536) (0,2035)
570 (93,3%)
athalia | Finnland 4 2600 17 13 76,47 | 1600, 1100, | 0,3048 0,4460
—490 670, 570 (0,1955) (0,2738)
(100%)
athalia | Vorarlberg 10 | 2300 30 29 96,67 | 670 (100%) 0,2027 0,3414
—300 1250, 520 (0,1231) (0,1622)
(90%)
athalia | Sudtirol 34 | 2300 32 31 96,88 | 670 (100%) 0,1312 0,2289
- 320 (0,1491) (0,1982)
athalia | Wallis 22 | 2400 27 26 96,3 | 670 (100%) 0,1880 0,3149
—300 (0,1425) (0,1916)
athalia | Ligurien 5 2800 21 19 90,48 | 670,570 0,2796 0,4320
— 460 (100%) (0,1582) (0,2067)
athalia | Sudfrankreich | 25 | 2300 37 36 97,3 | 670 (100%) 0,1138 0,2140
(gesamt) — 380 (0,1015) (0,1416)
athalia | Peira Cava 8 | 2300 - 28 27 96,43 | 670 (100%) 0,2474 0,4000
Lucéram 380 (0,1255) (0,1626)
Sudfrankreich
athalia | Tende 7 2050 6 4 66,67 | 950, 670 0,1470 0,2427
Sidfrankreich - 670 (100%) (0,1720) (0,2433)
athalia | St.Martin Vs. 10 | 2100 18 17 94,44 | 670 (100%) 0,1781 0,3084
Sudfrankreich - 520 (0,1152) (0,1554)
athalia |alle 157 | 3000 59 58 98,31 | 670 (100%) 0,0967 0,1791
Populationen — 300 (0,1144) (0,1654)

Erlauterung s. Tab 3.4
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3.1.1.4 Primer UBC-865

Bei Primer 865 fuhrte die zusatzliche Verwendung vd@p-Solution® der Firma Qiagen
zusammen mit der Erhohung der Annealing-Temperatur 5y% °C sowie gleichzeitiger
Erhohung der eingesetzten DNA-Menge von 1 ul auf L,Zyr Optimierung der PCR-
Bedingungen (s. 2.5.4).

Es fallt auf, dass die Polymorphismuswerte bei diesemePrebenso wie beim Primer 862
durchgehend unter 100 % bleiben und somit deutlich niedsigd als bei den anderen Primern.
Die FragmentgroRen liegen zwischen 3800 und 550 bprchDwas dberschaubarere
Bandenmuster ist die Mdglichkeit gegeben, Taxa voneinandernterscheiden (s. Abbildung
2.14). BeiM. diaminaz. B. sind gleich 4 Marker zu 100 % vorhanden (18501500 bp, 850 bp
und 780 bp). Dennoch ist keiner der Marker absoluperifisch, da sie — wenn auch nur auf3erst
selten — auch bei anderen Taxa vorkommen. Kombiniertmai dieser 4 Primer miteinander,
so reicht das aus, uM. diaminazu identifizieren. Die Kombination von 1500 bp und 18%0 b
konnte dagegem. diaminaund B. euphrosynenicht unterscheiden, da alle Tiere der beiden
Arten diese Marker zeigerM. cinxia lasst sich Uber den artspezifischen Marker 1675 bp
charakterisieren. VoM. athalia wurden 143 Proben untersucht. Dabei ergaben sichidir v
Marker sehr hohe Anteile: 2200 bp: 94,1 %, 1190 bp: 97,2100 bp: 85,3 % und 1000 bp:
95,8%. Andererseits kamen diese Marker auch vereingettdn anderen Taxa vor, insbesondere
bei M. aurelia- der Art, die von allen uberpriften als die nachstaaedte vonM. athalia gilt -

so dass eine Spezifitdt wiederum nur Uber die Kombinatioglichdt aller vier Marker erreicht

wird. Ein populationsspezifischer Marker konnte nichtdestellt werden (Tabelle 3.7).
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Tab. 3.7: Ergebnisse der ISSR-Untersuchungen mit Pr  imer UBC-865
Erlauterung s. Tab. 3.4
Frag- Azl % | spezifische 98N€ 1 Shannon's
. Anzahl poly- diversity* g e
Taxon | Populationen n | mente B pB Fragmente 4 Diversitats-
e | PR | Iy (Anteil in %) | D (Nei index |
Banden 1973)
lathonia | divers 5 |3000 - 13 6 46,15 1288, ﬁgg 0,1353 0,2128
800 1050500 800 | (©0:1725) | (0,2573)
(100%)
euphro- | divers 5 3800 18 15 83,33 | 1850, 16500, 0,2083 0,3424
syne — 780 1230 (100%) | (9 1282) | (0,1875)
cinxia | Brandenburg 4 3600 9 7 77,78 | 1800, 1675 0,3103 0,4530
— 950 (100%) (0,2044) | (0,2821)
diamina | divers 12 | 3500 21 17 80,95 1%%% 1758%0, 0,1623 0,2731
- 780 (100%) (0,1466) (0,2058)
aurelia | Eifel 3 2400 15 13 86,67 1900, 1550 0,3476 0,5085
- 900 (100%) (0,1677) | (0,2286)
athalia | Fichtelberg 36 | 3400 - 27 24 88,89 2121(;% 1&%% 0,1807 0,2964
(Sachsen) 780 5 100%) (0,1564) | (0,2190)
1000 (94,5%)
athalia | Brandenburg 5 3000 17 13 76,47 1133861338, 0,2916 0,4297
—-900 (je 100%) (0,1977) (0,2746)
3000, 2200,
1100 (80%)
athalia | Polen (Ost) 15 | 3400 22 20 90,91 1(1'3826(1)%/9)() 0,2187 0,3529
e 0
—-900 1000 (93.3%) (0,1538) (0,2088)
1100 (86,7%)
athalia | Finnland 4 | 3000 15 13 86,67 | 1190, 1000 0,3033 0,4574
— 780 (100%) (0,1647) | (0,2230)
athalia | Vorarlberg, 18 | 3400 19 18 95,83 11388 ((32%‘:{/0)) 0,2684 0,4198
. . 5%
Liechtenstein — 550 1600, 1100 (0,1543) (0,1999)
(88,89%)
athalia | Sudtirol 10 | 3400 26 24 92,31 2(j10(ib(1)(3/0)0 0,2423 0,3857
e 0
- 780 1190 (90%) (0,1507) (0,2014)
athalia | Wallis 25 | 3600 27 24 88,89 2200, 1100, 0,1949 0,3181
— 700 1000 (100%) | (0 1585) | (0,2156)
athalia | Ligurien 5 3000 17 14 82,35 1600, 1190, 0,2608 0,4003
— 900 1000 (100%) | (9 1773) | (0,2403)
athalia | Sudfrankreich | 25 | 3500 28 25 89,29 fgg&llggg) 0,1769 0,2946
0
(gesamt) - 700 1190 (96%) (0,1470) (0,2065)
athalia | Peira Cava, 8 3400 23 19 82,61 | 2200, 1380, 0,2554 0,3910
Luzéram - 900 11(igb%/‘3)‘)° (0,1829) | (0,2482)
Sudfrankreich
athalia | Tende 7 3400 15 10 66,67 ﬁggv ﬁgg' 0,1785 0,2852
Sudfrankreich -850 1600 ’(100%') (0,1670) (0,2242)
athalia | St.Martin Vs. 10 | 3500 20 16 80 2123%%, 11%%% 0,1644 0,2758
Sudfrankreich - 700 (10’0%) (0,1461) (0,2073)
athalia |alle 143 | 3600 41 41 100 ﬁgg 8‘71%); 0,1569 0,2677
H ,2%
Populationen - 550 1000 (95.8%) (0,1432) (0,1975)
Zusammen 1100 (85,3%)
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3.1.1.4.1 Clusteranalyse bei UBC-865

Fur die Clusteranalyse wurden verschiedene Distanzmafgarme gelegt und verglichen. Die
Berechnung der Dendrogramme wurde mit der UPGMA-Mighadurchgefiihrt. Bei allen
Uberpriften Distanzmaf3en — Dice-, Jaccard-, Raup-@radx und euklidische Distanz — lie3en
sich die Arten in Cluster trennen. Unterschiede gab es inSdellung zueinander. Das
Dendrogramm in Abb. 3.1 beruht auf dem Dice-Index. daantliche M. athaliaIndividuen
zusammenclustern, wurde aus Griinden der Ubersichtlictiessipielhaft nur ein Teil der

M. athaliaGruppe (Population Fichtelberg, n = 25) aus Ostdeutsdldasgewahilt.
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Abb. 3.1: UPGMA-Dendrogramm fiir den Primer UBC-865
Den Berechnungen liegen die Marker zugrunde, die mit Hilfe des UBC-Primers 865 gewonnen wurden.

Zeichenerklarung: la = I. lathonia,

30 40 50

auf Basis des Dice-Index.

= B. euphrosyne, au = M. aurelia, OD...fic = M. athalia-Population Fichtelberg,

di = M. diamina, cx = M. cinxia. Die Ziffern geben die Nummern der Individuen an; die Gro3buchstaben beziehen sich
auf die Fundgebiete: BA = Bayern, CH = Schweiz, OD = Ostdeutschland, ST = Sudtirol, SF = Sidfrankreich,

WD = Westdeutschland.
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3.1.1.4.2 Hauptkoordinatenanalyse bei UBC-865

Es wurde eine Hauptkoordinatenanalyse (PCO) (s. 2)&8rchgefihrt und zwei Eigenvektoren
in ein Diagramm eingetragen. Um die Abgrenzung deutlidbemachen, wurden die &uf3eren
Punkte durch Geraden verbunden. Auch hier werden tliehan Unterschiede deutlich. Die
M. athaliaPopulationen sind nicht zu trennen und bilden eine sepaviitdke”. Die PCO-
Analysen beruhen auf den Ahnlichkeitswerten nach Diasgald und Raup-Crick. Die letztere
trennt die verschiedenen Taxa noch deutlicher und kémetrdie M. athalia-Gruppe stérker.
Da die Ergebnisse der PCOs auf Basis des Dice- undadesrd-Index praktisch austauschbar
sind, wird auf die Darstellung der ,Jaccard-PCO*" verath

0,3 grmrrmmmm s T T H

7 — AU S——

Koordinate 2

T
0 0,1
Koordinate 1

0,3

Zeichenerklarung: -+ M. athalia ¥ M. diamina B. euphrosyne
1} M. cinxia o M. aurelia O . lathonia

Abb. 3.2: 2D-Blot der Eigenvektoren aus der Hauptko  ordinatenanalyse fiir Primer UBC-865 nach Dice
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0 0,1 0,2 0,3
Koordinate 1

Zeichenerklarung: -+ M. athalia ¥ M. diamina B. euphrosyne
1} M. cinxia o M. aurelia @) . lathonia

Abb. 3.3: 2D-Blot der Eigenvektoren aus der Hauptko  ordinatenanalyse fiir Primer UBC-865 nach Raup-Crick

In den Graphiken (Abb. 3.2 und Abb. 3.3) werdenidi8 untersuchten Individuen aus 4 Arten
des Tribus Melitaeini sowie 2 Arten des Tribus Agynnini inGBuppen angeordnet. Die

M. athalia-Populationen sind nicht zu unterscheiden und werden einheirtlRbt dargestellt.

Die Gesamtstichprobe setzt sich zusammenMusliamina(n = 12),M. cinxia(n = 4),M. aure-

lia (n = 3),M. athalia(n = 143) /. lathonia(n = 5),B. euphrosynén = 5).

Tabelle 3.8 gibt die jeweiligen Eigenwerte (1 —4) undidfaen fir die beiden ausgewahlten

Ahnlichkeitsindizes wieder.



3. ERGEBNISSE

69

Tab. 3.8: Eigenwerte und Varianzen der Hauptkompone

Dice und Raup-Crick bei Primer UBC-865
(Transformationsexponent jeweils ¢ = 1)

ntenanalyse auf Basis der Ahnlichkeitsindizes nach

Dice Jaccard Raup-Crick
Wert % Varianz Wert % Varianz Wert % Varianz
Eigenwert 1 16,46 18,25 13,99 12,39 25,28 14,16
Eigenwert 2 7,39 8,20 6,55 5,80 9,83 5,44
Eigenwert 3 5,98 6,63 5,53 4,90 7,87 4,36
Eigenwert 4 4,85 5,38 4,97 4,40 6,85 3,79

3.1.1.4.3 Verwandtschaftsbaumkonstruktion durch ,Maimum Parsimony*

Unter Verwendung des Computerprogramr®AJP* Version 4.0b10. (Swofford 2002) wurde
versucht, mittels des ,Maximum Parsimony“-Verfahrenskiiezeste Topologie zu finden, die zu
der vorliegenden Datenmatrix passt. Hierflr wurde eineisteache Suche durchgefihrt, die auf
300000 Baume beschrankt wurde. Die gleich kurzen Bédatien eine Lange von 160 Schritten.
Daher wurden aus den gleich ,sparsamen® Topologienseikter sowie ein ,50 %-majority-
rule® Konsensusbaum berechnet. Als AufRRengruppe undtsom Wurzelung des Baumes
dienten die 5 Individuen voln lathonia

Betrachtet man zunachst den strikten Konsensusbaum 8Mh gibt es innerhalb der Arten auf
Individuenebenen nur beM. athalia einige wenige dichotome Aufspaltungen. Wahrend
M. athalia B. euphrosyneind M. diaminamonophyletisch sind, finden sich di aureliaund
M. cinxia Polytomien. Dennoch kdnnen zwei Ubergeordnete Grupaemgewiesen werden,
bestehend auMl. aurelia und M. athalia auf der einen sowi®l. cinxia B. euphrosyneind
M. diaminaauf der anderen Seite. Dass der Perlmuttf@teeuphrosynals Schwestergruppe
von M. diaminaausgewiesen wird, zeigt, wie problematisch es sein,kaann ein Taxon als
Innengruppe behandelt wird, welches eigentlich nur als eAgfiippe in Frage kommit.
Gleichzeitig wird damit dokumentiert, dass die Aussadekiaer Datenmatrix, die sich nur auf
die Ergebnisse eines einzigen Primers stitzt, begrenzeisaditet man nur die Melitaea-Arten,
so erweisen sichM. diamina und M. cinxia sowie M. athalia und M. aurelia als
Schwestergruppentaxa, was der allgemein anerkannten draentspricht.

Der ,50 %-majority-rule” Konsensusbaum (Abb. 3.5) setih sausschliel3lich aus solchen
Verzweigungen zusammen, die in mindestens 50 % dechyexn Topologien nachgewiesen
werden. Wiederum wird die Trennung der Taxa bestatigti Awiéviduen vonM. aureliabilden

eine basale Gruppe aus.
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Abb. 3.4: Strikter Konsensusbaum der ,Maximum Parsi mony“-Analyse der Datenmatrix des Primers UBC-865.

Folgende Einstellungen wurden fir die heuristische Suche vorgenommen: ,set maxtree=300000", ,addseg=closest",
Lbranchswapping=tbr‘. Die Konsensustopologie hat eine Lange von 160 Schritten. Folgende Indizes wurden
errechnet: Cl = 0,2625, Clexe = 0,2436, HI = 0,7375, HI exq = 0,7564, Rl = 0,7281, RC = 0,1911. Erlauterung:
Cl = Konsistenzindex, Clexes = Konsistenzindex ohne nichtinformative Merkmale, HI = Homoplasieindex,
Hlexc = Konsistenzindex ohne nichtinformative Merkmale, Rl = Konservierungsindex, RC = berichtigter
Konsistenzindex.
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Abb. 3.5: ,50 %-majority-rule“-Konsensusbaum der M aximum Parsimony“-Analyse der Datenmatrix des
Primers UBC-865.
Die Einstellungen sowie die Indizes sind mit denen des strikten Konsensusbaumes in Abb. 3.4 identisch.
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3.1.1.4.4 Uberprifung des MP-Dendrogramms mit ,,Boaitrapping*

Um die Ergebnisse abzusichern, wurde fir den Datensd&r dem ,Maximum Parsimony*“-
Kriterium eine ,Bootstrap“-Analyse durchgefiihrt. Dabei erdsphen die Suchparameter denen
der heuristischen Suche. Der sich hieraus ergebendseKsmsbaum (Abb. 3.6) folgt der ,50 %-
majority-rule” und setzt sich somit nur aus solchen Wergungen zusammen, die in mindestens
50 % der berechneten Topologien gefunden wurden. dasgeist die Auflosung im Gegensatz
zu den vorangegangenen Diagrammen deutlich geringemweStérgruppenverhaltnisse sind
nicht mehr erkennbar. Lediglich die Monophylie der Artelathonia M. cinxiaundM. diamina
bleibt erhalten, wahrendl. athalia,z M. aurinia und B. euphrosynekeine Verwandtschafts-

verhaltnisse erkennen lassen.
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Abb. 3.6: ,Maximum Parsimony bootstrap“-Analyse der durch den Primer UBC-865 erhaltenen Datenmatrix.

Folgende Parameter galten fir die heuristische Suche: ,stepwise addition = closest®, ,branchswapping = tbr. Es
wurden 1000 Replikationen berechnet, die einzelnen ,bootstrap“-Werte sind an den jeweiligen Knoten aufgefiihrt. Es
handelt sich um einen ,50%-majority-rule“-Konsensusbaum mit einer Lange von 297 Schritten. Folgende Indizes
wurden errechnet: Cl = 0,1414, Cleye = 0,1297, HI = 0,8586, Hl ¢xq = 0,8703, Rl = 0,4124, RC = 0,0583. Erlauterung:
Cl = Konsistenzindex, Clexc = Konsistenzindex ohne nichtinformative Merkmale, HI = HomoplasieindeXx, Hlexc=
Konsistenzindex ohne nichtinformative Merkmale, Rl = Konservierungsindex, RC = berichtigter Konsistenzindex.



3. ERGEBNISSE 74

3.1.1.5 Primer UBC-880

Die Grol3e der von Primer 880 produzierten Fragmentgasdtt zwischen 3000 und 200 bp. Fast
alle M. athaliaIndividuen (151 von 164, d.h. 92,07 %) weisen dagrent 2300 bp auf,
welches jedoch nicht artspezifisch ist, da es aucivbeaiurelia M. cinxiaundB. euphrosyneu
100 %, beiM. diaminazu 91,7 % vorhanden isk lathonia ist die einzige Art, bei der das
Fragment 2300 bp bei keinem Tier nachgewiesen wurdef&lserelativ haufig zu finden ist das
Fragment 510 bp, und zwar populationsunabhanhlg. cinxia zeigt ein 1790 bp langes
Amplifizierungsprodukt, das sich bei keiner der andefroben findet und somit zur
Artunterscheidung geeignet scheint. Artspezifisch ist aushiFdagment 2200 bp fiM. diamina
(83,3 % der Stichproben) (Tabelle 3.9) .
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Tab. 3.9: Ergebnisse der ISSR-Untersuchungen mit Pr  imer UBC-880
Frag- Anzahl Anzlahl % | spezifische d_,,gene . | Shannon’s
Taxon | Populationen n |mente | 2142 POly- pB | Fragmente |ver3|t)_/ Diversitats-
b || SR | IOE Anteilinog) | TNE i dex
Banden 1973)
lathonia | divers 5 1500 4 4 100 - 0,3380 0,5155
—590 (0,1134) (0,1325)
euphro- | divers 5 3000 9 6 66,67 | 2300, 810, 0,1777 0,2855
syne —810 590 (100%) | (0,1677) (0,2446)
cinxia | Brandenburg 4 2300 6 4 66,67 | 2300, 1790 0,2297 0,3476
-390 (je 100%) (0,2062) (0,2938)
390 (75%)
diamina | divers 12 | 2600 14 9 64,29 | 800, 490, 0,1154 0,1948
- 330 440, 390, (0,1543) (0,2198)
330 (100%)
aurelia | Eifel 2 2300 6 5 83,33 2300 0,3452 0,5039
—330 (100%) (0,1691) (0,2469)
athalia | Eifel 8 2300 12 11 91,67 2300 0,1991 0,3371
—350 (100%) (0,1101) (0,1568)
athalia | Fichtelberg 29 | 2300 24 24 100 2300 0,1343 0,2406
(Sachsen) —330 (96,55%) (0,1217) (0,1701)
athalia | Brandenburg 8 2300 10 9 90 |2300 (100%) | 0,2150 0,3513
-330 440 (0,1468) (0,1990)
(88,89%)
athalia | Polen (Ost) 13 | 3000 21 20 95,24 | 2300 (100%) | 0,1584 0,2744
-330 510 (80%) | (0,1389) (0,1843)
athalia | Finnland 4 2300 12 10 83,33 | 2300, 720 0,2612 0,4059
—720 (100%) (0,1563) (0,2198)
athalia | Vorarlberg 10 | 2300 18 17 94,44 2300 0,1968 0,3305
—330 (100%) (0,1337) (0,1776)
athalia | Sudtirol 36 | 3000 36 36 100 2300 0,1311 0,2257
—330 (66,67%) (0,1602) (0,2119)
560
(69,44%)
510
(80,56%)
athalia | Wallis 24 | 2900 16 15 93,75 | 2300 (100%) | 0,1920 0,3141
—330 440 (83,3%) | (0,1634) (0,2203)
athalia | Ligurien 4 |2300 - 12 11 91,67 | 2300 (100%) | 0,2458 0,3952
330 1000, 510 | (0,1350) (0,1799)
(66,67%)
athalia | Sudfrankreich | 25 | 2300 31 30 96,77 | 2300 (100%) | 0,0927 0,1790
(gesamt) —330 510 (72%) | (0,1064) (0,1440)
athalia | Peira Cava, 8 2300 17 16 94,12 2300 0,1646 0,2939
Lucéram -330 (100%) (0,0866) (0,1256)
Sudfrankreich
athalia | Tende 7 2300 5 4 80 |2300 (100%) | 0,3115 0,4525
Sudfrankreich — 330 510 (85,7%) | (0,2275) (0,3075)
athalia | St.Martin Vs. 10 | 2300 18 17 94,44 | 2300 (100%) | 0,1827 0,3135
Sidfrankreich —330 510 (90%) | (0,1240) (0,1645)
athalia |alle 164 | 3000 55 55 100 2300 0,0641 0,1233
Populationen -200 (92,07%) (0,1021) (0,1513)
zusammen

Erlauterung s. Tab. 3.4
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3.1.2 Primer mit eingeschrankten Trennmaoglichkeiten

3.1.2.1 Primer UBC-810

Primer 810 zeigt ein uneinheitliches Bild. Die FragmentgréRewastken zwischen 4500 und
320 bp. Nur die kleine ligurische Stichprobe wies mit Markd0 bei M. athalia eine
Monomorphie aus. Bei den anderen Arten konnte diesl. tethonia (700 bp),B. euphrosyne
(530 bp) und beiM. aurelia (3500 bp und 1020 bp) festgestellt werden. Dle athalia
Populationen wiesen ansonsten nur Anh&ufungen bestimniegmentgrof3en auf, eine
Trennung der Populationen war aufgrund der Variabilitat rimdb der Populationen nur
eingeschrankt moglich. Marker 980 war in den dstlichepulationen Brandenburg zu 80 % und
Polen zu 75 % vertreten (Tabelle 3.10).
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Tab. 3.10: Ergebnisse der ISSR-Untersuchungen mit P

rimer UBC-810

Anzahl o .gene ,
_ Frag- Anzahl olv- % spezifische diversity* Shannon’s
Taxon | Populationen n | mente poly pB Fragmente 4 Diversitats-
b || SR | IOE Anteilinog) | TNE i dex
Banden 1973)
lathonia | divers 5 11380 - 9 8 88,89 700 0,1985 0,3353
540 (100%) (0,1178) (0,1645)
euphro- | divers 5 12300 - 15 14 93,33 530 0,2782 0,4352
syne 530 (100%) (0,1419) (0,1837)
990, 800
(80%)
cinxia | Brandenburg 4 | 3000 - 9 9 100 - 0,3225 0,4974
400 (0,1105) (0,1257)
diamina | divers 12 | 2350 - 14 14 100 - 0,2200 0,3650
490 (0,1338) (0,1658)
aurelia | Eifel 3 |3500 - 11 9 81,82 | 3500, 1020 0,3308 0,4829
680 (100%) (0,1861) (0,2575)
athalia | Fichtelberg 28 | 2700 - 42 42 100 - 0,1563 0,2730
(Sachsen) 400 (0,1251) (0,1731)
athalia | Brandenburg 5 {3500 - 16 16 100 1175, 980, 0,3126 0,4816
410 650, 490 (0,1371) (0,1563)
(80%)
athalia | Polen (Ost) 12 | 4500 36 36 100 980 0,2326 0,3771
—320 (75%) (0,1479) (0,1870)
athalia | Finnland 4 1600 16 16 100 1300, 490 0,2883 0,4576
—410 (75%) (0,1031) (0,1163)
athalia | Vorarlberg 17 | 3500 35 35 100 - 0,1701 0,2992
— 340 (0,1036) (0,1429)
athalia | Sudtirol 8 3000 - 7 7 100 780 0,2686 04244
680 (87,5%) (0,1553) (0,1912)
athalia | Wallis 23 | 3500 - 31 31 100 720 0,1853 0,3147
370 (86,95%) (0,1351) (0,1771)
athalia | Ligurien 5 3400 17 16 94,12 610 0,2006 0,3405
—490 (100%) (0,1142) (0,1506)
athalia | Sudfrankreich | 23 | 4000 44 44 100 - 0,1483 0,2638
(gesamt) - 370 (0,1155) (0,1604)
athalia | Peira Cava, 8 3500 - 31 31 100 - 0,2182 0,3681
Lucéram 370 (0,0995) (0,1255)
Sudfrankreich
athalia | Tende 7 3500 - 13 13 100 1050 0,3117 0,4792
Sidfrankreich 370 (85,7%) (0,1401) (0,1684)
athalia | St.Martin Vs. 8 4000 28 28 100 - 0,2545 0,4120
Sudfrankreich - 370 (0,1155) (0,1454)
athalia |alle 127 | 4500 70 70 100 - 0,0911 0,1747
Populationen - 320 (0,0915) (0,1421)
zusammen

Erlauterung s. Tab. 3.4
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3.1.2.2 Primer UBC-868

Primer UBC-868 zeigt ein variables Markerfeld. Art- od®&ypulationsspezifitdt ist nicht zu
erkennen, obgleich es Fragmente gibt, die je nach Taxlen Population mehr oder weniger
haufig amplifiziert werden. Interessant ist der Marker 1580der auf3erhalb vaddl. athalia nur
einmal festgestellt werden konnte, andererseits nicht in allgul&mnen bei jedem Tier
nachweisbar ist (Tabelle 3.11).
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Tab. 3.11: Ergebnisse der ISSR-Untersuchungen mit P

rimer UBC-868

Anzahl o .gene ,
_ Frag- Anzahl olv- % spezifische diversity* Shannon’s
Taxon | Populationen n | mente poly pB Fragmente 4 Diversitats-
b || SR | IOE Anteilinog) | TNE i dex
Banden 1973)
lathonia | divers 5 3700 10 10 100 - 0,2530 0,4158
— 750 (0,0828) (0,1015)
euphro- | divers 5 2300 7 7 100 1500 0,2948 0,4611
syne —400 (80%) (0,1394) (0,1616)
cinxia | Brandenburg 4 3200 12 12 100 3200 0,2999 0,4715
— 550 (75%) (0,1027) (0,1170)
diamina | divers 12 | 2400 13 13 100 600 0,2032 0,3360
— 450 (91,67%) (0,1562) (0,2004)
aurelia | Eifel 2 3500 10 6 60 | 3500, 2400, | 0,2485 0,3628
— 600 1950, 1100 | (0,2139) (0,3123)
(100%)
athalia | Eifel 8 2400 12 12 100 - 0,2071 0,3512
—530 (0,1135) (0,1453)
athalia | Fichtelberg 29 | 3200 28 28 100 - 0,1513 0,2655
(Sachsen) - 420 (0,1260) (0,1744)
athalia | Brandenburg 8 3100 20 20 100 - 0,1794 0,3177
—490 (0,846) (0,1098)
athalia | Polen (Ost) 13 | 3000 17 17 100 - 0,1736 0,3081
—530 (0,0941) (0,1220)
athalia | Finnland 4 2700 7 6 85,71 880 0,2770 0,4280
—490 (100%) (0,1524) (0,2162)
athalia | Vorarlberg 9 2800 19 19 100 1580 0,2090 0,3539
—490 (66,67%) (0,1110) (0,1411)
athalia | Sudtirol 34 | 3700 32 32 100 1580 0,0792 0,1578
— 350 (67,64%) (0,0944) (0,1321)
athalia | Wallis 24 | 3500 21 20 95,24 1580 0,1570 0,2747
— 620 (100%) (0,1237) (0,1708)
athalia | Ligurien 4 2600 4 4 80 1580 0,2757 0,4171
—910 (100%) (0,1932) (0,2676)
athalia | Sudfrankreich | 22 | 3300 23 23 100 | 2300, 1580 0,1181 0,2165
(gesamt) — 600 (73,91%) (0,1290) (0,1679)
athalia | Peira Cava, 8 3200 18 17 94,44 2300 0,1630 0,2898
Lucéram — 600 (100%) (0,1020) (0,1385)
Sudfrankreich
athalia | Tende 6 2300 4 4 100 - 0,2936 0,4635
Sudfrankreich - 720 (0,1044) (0,1270)
athalia | St.Martin Vs. 8 3300 12 12 100 1580 0,2203 0,3625
Sudfrankreich — 700 (87,5%) (0,1507) (0,1854)
athalia |alle 155 | 3700 52 52 100 - 0,0673 0,1371
Populationen - 350 (0,7898) (0,1212)
zusammen

Erlauterung s. Tab. 3.4
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3.1.2.3Primer UBC-878

Bei Primer UBC-878 findet man je nach Taxon unterschikdli¥/erteilungsschwerpunkte
bestimmter Marker. Als art- oder populationsspezifisches\gich letztlich keiner. Béi latho-
nia waren 3 Marker gleichzeitig bei allen Tieren nachweisbaher missen zur eindeutigen
Identifizierung diese 3 Marker gemeinsam zu finden $éirathaliaPopulationen unterscheiden
sich durch unterschiedliche H&ufungen diverser Banderre Klaennungen koénnen nicht
festgestellt werden (Tabelle 3.12).
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Tab. 3.12: Ergebnisse der ISSR-Untersuchungen mit P

rimer UBC-878

Anzahl o .gene ,
_ Frag- Anzahl olv- % spezifische diversity* Shannon’s
Taxon | Populationen n | mente poly pB Fragmente 4 Diversitats-
b || SR | IOE Anteilinog) | TNE i dex
Banden 1973)
lathonia | divers 5 | 3000 - 20 17 85 | 1800, 1100, | 0,2500 0,3936
640 900 (0,1478) (0,2074)
(je 100%)
euphro | divers 5 3500 15 14 93,33 1200 0,2054 0,3491
syne - 750 (100%) (0,976) (0,1344)
cinxia | Brandenburg 4 | 2500 20 20 100 2000 0,3317 0,5081
— 550 (75%) (0,1052) (0,1200)
diamina | divers 12 | 3600 - 15 15 100 2100 0,2791 0,4388
1150 (75%) (0,1439) (0,1752)
3600, 2000
(66,67%)
aurelia | Eifel 2 3400 9 8 88,89 | 750 (100%) | 0,3682 0,5375
- 750 (0,1381) (0,2016)
athalia | Fichtelberg 46 | 4000 42 42 100 800 0,1205 0,2227
(Sachsen) - 520 (63,04%) (0,1115) (0,1525)
athalia | Brandenburg 5 4000 14 14 100 2100 0,2315 0,3881
— 640 (60%) (0,0887) (0,1051)
athalia | Polen (Ost) 15 | 4500 31 31 100 | 4000,2400 0,2103 0,3462
- 520 (66,67%) (0,1488) (0,1920)
800 (80%)
athalia | Finnland 4 3900 8 8 100 2000 0,3111 0,4840
— 640 (75%) (0,1122) (0,1273)
athalia | Vorarlberg 21 | 4000 32 32 100 - 0,1335 0,2459
— 690 (0,0950) (0,1371)
athalia | Sudtirol 10 | 4000 22 22 100 1700 0,2168 0,3631
— 800 (70%) (0,1178) (0,1487)
athalia | Wallis 25 | 4700 23 23 100 1300 0,2015 0,3381
- (68%) (0,1296) (0,1723)
810
athalia | Ligurien 4 |1850 - 8 8 100 - 0,2776 0,4466
1000 (0,0843) (0,0976)
athalia | Sudfrankreich | 23 | 4500 38 38 100 - 0,1370 0,2526
(gesamt) - 570 (0,0914) (0,1297)
athalia | Peira Cava, 9 3500 23 23 100 2400 0,2109 0,3559
Lucéram - 620 (66,67%) (0,1138) (0,1445)
Sudfrankreich
athalia | Tende 4 1700 7 7 100 1500 0,3224 0,4969
Sudfrankreich - 620 (75%) (0,1162) (0,1318)
athalia | St.Martin Vs. 10 | 4500 30 30 100 2050 0,2052 0,3495
Sudfrankreich - 570 (66,67%) (0,1043) (0,1346)
athalia | alle 152 | 4700 - 60 60 100 - 0,0857 0,1687
Populationen 520 (0,0780) (0,1266)
zusammen

Erlauterung s. Tab. 3.4
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3.1.2.4 Primer UBC-884

Primer UBC-884 zeigt nur ein schwaches Differenzieruege®gen:l. lathonia ist die einzige
Art, die sich dank zweier Marker (1650 bp und 780 bp Verbund von den anderen Taxa
differenzieren lasst. Daneben ist noch auffallend, dagviee Drittel der polnischeM. athalia
Population mit dem Marker 980 bp sowie in etwa in der géicleroRenordnung bei der
Walliser Population mit dem Marker 720 bp jeweils Fragmentelifiziert werden, die in diesen
Populationen eine vergleichsweise hohe Verbreitung gefumaleen (Tabelle 3.13).
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Tab. 3.13: Ergebnisse der ISSR-Untersuchungen mit P

rimer UBC-884

Anzahl o .gene ,
_ Frag- Anzahl olv- % spezifische diversity* Shannon’s
Taxon | Populationen n | mente poly pB Fragmente 4 Diversitats-
b || SR | IOE Anteilinog) | TNE i dex
Banden 1973)
lathonia | divers 5 1900 13 11 84,62 | 1650, 780 0,2023 0,3346
— 740 (je 100%) (0,1358) (0,1899)
euphro | divers 5 2900 21 21 100 - 0,2841 0,4541
syne — 360 (0,0843) (0,0976)
cinxia | Brandenburg 4 1650 6 6 100 1300 0,3071 0,4789
- (75%) (0,1193) (0,1346)
1200
diamina | divers 12 | 2800 19 19 100 - 0,1556 0,2814
— 650 (0,0938) (0,1269)
aurelia | Eifel 3 2200 7 7 100 - 0,4073 0,5935
— 450 (0,1007) (0,1093)
athalia | Fichtelberg 43 | 3100 37 37 100 - 0,0723 0,1475
(Sachsen) - 230 (0,0766) (0,1181)
athalia | Brandenburg 4 2200 7 7 100 - 0,3224 0,4969
— 620 (0,1162) (0,1318)
athalia | Polen (Ost) 14 | 1900 8 8 100 980 0,2324 0,3817
—520 (64,23%) (0,1350) (0,1682)
athalia | Finnland 5 2700 11 11 100 - 0,2034 0,3550
— 600 (0,0483) (0,0592)
athalia | Vorarlberg 20 | 2000 16 16 100 - 0,1556 0,2674
— 620 (0,1451) (0,1982)
athalia | Sudtirol 10 | 3100 18 18 100 - 0,1795 0,3161
— 700 (0,0923) (0,1226)
athalia | Wallis 25 | 2300 15 15 100 720 0,1357 0,2481
- (72%) (0,1140) (0,1496)
620
athalia | Ligurien 5 2300 13 12 92,31 1200 0,2360 0,3868
— 650 (100%) (0,1062) (0,1513)
athalia | Sudfrankreich | 26 | 2300 19 19 100 - 0,1124 0,2146
(gesamt) - 620 (0,0883) (0,1284
athalia | Peira Cava, 8 2000 12 12 100 - 0,1876 0,3252
Lucéram - 620 (0,1040) (0,1394)
Sudfrankreich
athalia | Tende 5 1100 5 5 100 - 0,3372 0,5106
Sudfrankreich - 620 (0,1459) (0,1685)
athalia | St.Martin Vs. 9 2300 11 11 100 - 0,1940 0,3341
Sudfrankreich - 720 (0,1062) (0,1398)
athalia |alle 152 | 3100 53 53 100 - 0,0488 0,1045
Populationen -230 (0,0609) (0,1031)
zusammen

Erlauterung s. Tab. 3.4
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3.2 Gesamtanalyse anhand der Daten von mehreren Rrern
3.2.1 Interspezifische ISSR-Untersuchungen bei firdymphaliden-Arten

Um Vergleiche zwischen der intraspezifischen Differemzig am Beispiel vorMelitaea athalia
und den Distanzen zwischen n&her verwandten Arten zigbhemkdnnen, wurden weitere
Nymphaliden-Arten miteinbezogen. Im einzelnen sind diezd den Perlmuttfaltern z&hlenden
Arten Issoria lathonia Boloria euphrosynesowie die wieM. athalia zu den Scheckenfaltern
gehdrendemMelitaea diaminaund Melitaea cinxia Weitere Daten liegen von einzelnen Primern
auch zu den ArteMelitaea aureliaund Melitaea didymavor. Sie werden hier aber nicht weiter
berucksichtigt.

Tabelle 3.14 zeigt die Auswertung aller von den 8 ausgésvahiSSR-Primern gewonnenen
Daten fur die 5 untersuchten Nymphaliden-Taxa. Die Polghsmuswerte sind durchgangig
hoch und liegen bis auf lathonia tber 90 Prozent. Wahrergl euphrosyneM. diaminaund
M. cinxia trotz unterschiedlicher Stichprobenzahl (n = 4 - 12) edwhgleicher Hohe liegen,
erreichtM. athaliafast 100 Prozent. Gleichzeitig sind die Diversitatsindizes Nestl{1973) und
Shannon fuM. athaliadie niedrigsten in der Vergleichsgruppe. Somit liegt die datuhigliche
Gendiversitat scheinbar unter denen der anderen Am@s, vermutlich mit der hohen
Stichprobenzahl zu beginden ist. Vergleicht man namlich Idiaeken Populationsstichproben
von M. athalia mit der Gesamtstichprobe der Art, werden bei den klein8taatnproben trotz
uneinheitlicher Werte tendenziell hohere Diversitatsindizésngen (s. Tab. 3.17). Insofern ist
die M. athaliaGesamtstichprobe nur eingeschrankt mit den verhaltnignkédinen Stichproben
der anderen Arten vergleichbar.

Bei einem hohen Polymorphismus erreicht Me cinxia-Stichprobe die hdchsten Indexwerte,
was bedeutet, das hier die im Vergleich zu den anderén Ayroldte genetische Diversitat
erreicht wird. Dies ist nicht Gberraschend: Zwar stammg&tehprobe vermeintlich nur aus einer
Population, abeM. cinxia ist ein Modellbeispiel fur die Ausbildung von Metapopulatione
(Hanski et al. 1994). Somit ist bei der Besiedlung von Standaright unbedingt von einem
einheitlichen Genpool auszugehen. Ob sich die gefunderente Wei Einbeziehung weiterer
Populationen, die einen grof3eren Abstand voneinanderemai den anderen Arten anpassen,

ware in Zukunft zu prifen.
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Tab. 3.14: Auswertung der Loci, die von 8 ISSR-Prim  ern fur 5 Nymphalidentaxa gewonnen werden konnten.

Anzahl .gene Shannon’s
Taxon Populationen | Anzahl n Qs poly- pB in % LB Diversitats-

Banden morpher nach NEI index |

Banden (1973), h

lathonia alle 5 98 80 81,6 0,2292 0,3643
(0,1492) (0,2106)

euphrosyne alle 5 129 117 90,7 0,2463 0,3943
(0,1362) (0,1809)

diamina alle 12 144 134 93,1 0,2117 0,3450
(0,1520) (0,2003)

cinxia alle 4 100 92 92 0,3074 0,4693
(0,1400) (0,1840)

athalia alle 101 410 409 99,8 0,1132 0,2073
(0,1115) (0,1623)

Die Grafik in Abbildung 3.7 lasst gut erkennen, dassDiwersitatsindizes nach Nei (1973) und
Shannon in allen Fallen korreliert sind, wohingegen sichb#a den Polymorphismusanteilen in
Bezug auf die Indizes nicht sagen lasst.

14

0,81

0,6+ E % polymorphe Loci

B Nei's h (1973)
O Shannon's |

0,4

lathonia euphro diamina cinxia athalia

Abb. 3.7: Graphische Darstellung der Ergebnisse de r Analyse der Loci der 5 Nymphaliden-Arten, die bei
Anwendung von 8 ISSR-Primern erhalten wurden.

Die Abkiirzung ,euphro” steht fur das Taxon B. euphrosyne.

3.2.1.1 UPGMA-Clusteranalyse auf der Basis verschdener Distanzmalle
Insgesamt liegen fur 126 Individuen komplette DatensatzeDierISSR-Daten wurden in eine
I/0-Matrix Uberfuhrt und statistisch ausgewertet. Als Distaal3e wurden der Dice-, der Jaccard

sowie der Raup-Crick-Index verwendet und jeweils eine t@lasalyse durchgefiihrt. Die
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Berechnung der Dendrogramme in Abb. 3.8, 3.9 un@® 8rde mit der UPGMA-Methode
durchgefuihrt. Bei der Darstellung wurde aus Platzgrimedren den vier anderen Arten nur die
groRte M. athaliaStichprobe (Fichtelberg, Sachsen) integriert. Die PositionerMdeathalia
Populationen untereinander werden an anderer Stelle besproche

Es zeigt sich, dass die Dendrogramme, die auf dere-Dicd dem Jaccard-Index beruhen, zur
gleichen Anordnung der Stichproben filhren, wobei dieitealen Aste beim Jaccard-Index
langer sind. Auch bei dem Raup-Crick-Index bleiben Hisitionen der Arten zueinander
unverandert, was als Beweis fur die Stabilitit der gewammebDaten gelten kann. Die
intraspezifische Auflosung des Raup-Crick-Dendrogransnsillerdings deutlich schlechter als
bei den Dice- und Jaccard-Dendrogrammen. Dies ist aifirdegrierte ,Bootstrap-Verfahren*
zurickzufuhren. Ein ahnlicher Effekt konnte beim ,Boatsping” im Rahmen des ,Maximum-
Parsimony“-Verfahrens beobachtet werden. Bei allen drédunin werden die Tax3.

euphrosyneindl. lathoniaals monophyletische Schwestergruppen ausgewiesen.
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Tab. 3.15 zeigt die Aufteilung der 12&dividuen in die finf Nymphaliden-Arten auf der Basis
der Clusteranalyse. Es wurde fur jede Art der Dicez¢aka- und Raup-Crick-Index berechnet.
Abbildung 3.11 stellt die Werte graphisch dar.

Tab. 3.15: Indizes nach Dice, Jaccard und Raup-Cric  k fiir alle komplett untersuchten Individuen der 5 A rten

Arten Individuen Anzahl Dice-Index Jaccard-Index Raup-Crick-
ISSR-Marker Index
M. athalia 100 410 0,3452 0,2108 0,7896
M. diamina 12 144 0,5472 0,3881 0,7649
M. cinxia 4 100 0,4505 0,2957 0,3171
C. euphrosyne 5 129 0,4754 0,3134 0,5203
I. lathonia 5 98 0,5715 0,4018 0,6253
0’8_ — a—
0,71
0,64
0’5_ — I
0.4 O Dice
’ I B Jaccard
0,371 O Raup-Crick
0,217]
0,117]
O_

athalia  diamina  cinxia euphro lathonia

Abb. 3.11: Verhaltnis der durchschnittlichen Indize
Arten.

s nach Dice, Jaccard und Raup-Crick bei 5 Nymphalid  en-

Die Abkurzung ,euphro” steht fir das Taxon B. euphrosyne.

Allein aus dem Durchschnitt der Index-Werte lassen sicmekeRickschlisse auf die
Verwandtschaft zieherDice- und Jaccard-Index sind miteinander korreliert. Raup-Crick-

Index fallt sehr unterschiedlich augl. diaminazeigt beim Dice- wie beim Jaccard-Index die
hdchsten Werte, was auf eine ungleichmafige genetischdustadklieRen lasst. Die gesamte
M. athalia Stichprobe weist niedrige Dice- bzw. Jaccard-Indizesdagegen ist der Raup-Crick-

Index sehr hoch.
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3.2.1.2 Hauptkoordinatenanalyse (PCO)

Es wurde eine Hauptkoordinatenanalyse durchgefihrt. DiegBtibe setzt sich zusammen aus:
M. athalia = 100 ProbenM. diamina= 12 ProbenM. cinxia= 4 ProbenB. euphrosyne= 5
Proben]. lathonia= 5 Proben.

Um zu Uberprifen, ob die Anwendung verschiedenezdsdzu ahnlichen Ergebnissen flhrt,
wurden die Ahnlichkeitsindizes nach Dice, Jaccard undpFerick als Grundlagen fiir die
Berechnungen gewahlt. Analog zu den bisherigen Unteusgem wird auch hier bei der
Berechnung zunachst der Dice-Index favorisiert. Abbild8ri zeigt den 2-D-Blot der ersten
beiden Koordinaten, Abb. 3.13 den 2-D-Blot der Kooatim 2 und 3.

T ST :

0,3+

0,2+
N
g
g
1
o
o
N4
04
-0,1-
-0,2 -0.1 0 0,1
Koordinate 1
Zeichenerklarung: + M. athalia * M. diamina B. euphrosyne

1] M. cinxia O I lathonia

Abb. 3.12: 2D-Blot der Eigenvektoren aus der Hauptk  oordinatenanalyse (Eigenwerte 1 und 2) auf Basis de s
Dice-Index.

Die untersuchten Individuen aus fiinf Nymphaliden-Arten wurden in finf Gruppen angeordnet.
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0,2+

Koordinate 3

0.1 0 0.1 0.2 0.3 0.4
Koordinate 2

Zeichenerklarung: + M. athalia * M. diamina B. euphrosyne
1] M. cinxia O I lathonia

Abb. 3.13: 2D-Blot der Eigenvektoren aus der Hauptk  oordinatenanalyse (Eigenwerte 2 und 3) auf Basis de s
Dice -Index.

Die untersuchten Individuen werden auch hier gemaR ihrer Artzugehdérigkeit in 5 Gruppen angeordnet. M. athalia zeigt
aber eine geringere Geschlossenheit als in Abb. 3.12.

Die PCO ergibt auf Basis der Eigenwerte (,Eigenvaluesndl 2 sowie 2 und 3 eine klare
Trennung der 5 Arten in 5 Bereiche, wobkicinxiaundB. euphrosyneelativ nahe beieinander
ligen. Der Verlust an Geschlossenheit Meiathaliareflektiert die Variationsbreite der Werte.
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Eine weitere Hauptkoordinatenanalyse wurde mit Hilfe descald-Index durchgefihrt
(Abb. 3.14). Wie bereits zuvor bei der Clusteranalyse keam gravierender Unterschied zu der
Analyse festzustellen, die auf Basis des Dice-Index ergtettien war.

0,3g------mmmrmememee e 0,3+
02— --------- i’}’ 0,2+
N : : : ™
) : : )
oL Rt B y 50,17
= T 5 5
R e S 5 0
o : : o
¥ - ; ¥
; ; ; i ; ; ; ; .
-0,2 -0,1 0 0,1 -0,1 0 0,1 0,2 0,3
Koordinate 1 Koordinate 2
Zeichenerklarung: + M. athalia * M. diamina B. euphrosyne
1] M. cinxia O I lathonia

Abb. 3.14: 2D-Blot der Eigenvektoren aus der Hauptkoordinaten  analyse auf Basis des Jaccard—Index:

Rechte Halfte: Basis Eigenwerte 1 und 2, linke Hélfte: Basis Eigenwerte 2 und 3

Auf Basis des Raup-Crick-Index wurde eine dritte PCQebt:s Ubereinstimmend mit den
Hauptkoordinatenanalysen, die auf Basis des Dice- baecadd-Index durchgefihrt wurden,
kann man auch hier eine Trennung der 5 Arten Kklarerat&n, wobei die beiden
Perlmuttfalterarte. euphrosynendl. lathoniarelativ nahe beieinanderstehen (Abb. 3.15). Das
ist auch schon in der Clusteranalyse sichtbar gewordemadhtet man die Eigenwerte 2 und 3
(Abb.3.16), so ist festzustellen, dass insgesamt dienlirender Taxa. cinxig B. euphrosyne

und I. lathonia Uberaus deutlich wird, wahrend dw. athaliaWerte eine grol3ere Streuung
erfahren.
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o
|

Koordinate 2

=
1

B — N 00N O —
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0,2 0.1 0 0.1

Koordinate 1

Zeichenerklarung: + M. athalia ¥ M. diamina B. euphrosyne
1] M. cinxia O I lathonia

Abb. 3.15: 2D-Blot der Eigenvektoren aus der Hauptk  oordinatenanalyse (Eigenwerte 1 und 2) auf Basis de s
Raup-Crick-Index.

Die untersuchten Individuen aus 5 Nymphaliden-Arten wurden in 5 Gruppen angeordnet.
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Abb. 3.16: 2D-Blot der Eigenvektoren aus der Hauptkoordinaten  analyse (Eigenwerte 2 und 3) auf Basis des
Raup-Crick —Index

Die 5 Arten sind in 5 abgegrenzten Gruppen angeordnet.
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Tabelle 3.16 enthalt zusammenfassend fur alle drei Hauplikabenanalysen die errechneten

Eigenwerte nebst Varianzen der funf Nymphaliden-Arten.

Tab. 3.16: Eigenwerte 1-4, die mittels der Hauptkoordinatenan  alysen auf Basis von 3 Ahnlichkeitsindizes

errechnet wurden.
Dice Jaccard Raup-Crick
Wert % Varianz Wert % Varianz Wert % Varianz
Eigenwert 1 7,23 7,95 5.45 5,19 21,67 12,71
Eigenwert 2 4,29 4,72 3,41 3,25 9,44 5,54
Eigenwert 3 3,90 4,29 3,21 3,06 6,07 3,56
Eigenwert 4 2,87 3,16 2,38 2,27 5,77 3,39

Die Hauptkomponentenanalysen auf der Basis dreier, atérachiedlichen Algorithmen
beruhender Ahnlichkeitsindizes filhren somit zu einespaifischen Gruppierung der durch die
ISSR-Methode gewonnenen Daten.

3.2.1.3 Stammbaumrekonstruktion durch das ,MaximumParsimony“-Verfahren

Gemall dem Parsimonie-Kriterium (s. 2.3.5) wurde eine hisghe Suche durchgefiihrt
(s. 2.3.5.1). Als Aulzengruppe wurden die Individuen I. lathonia bestimmt und die Baume so
gewurzelt. Von 363 Merkmalen waren 300 ,parsimoniesimiativ‘. Die Suche ergab 12 beste
(=kurzeste) Baume, deren Baumlange aus 1422 Schritgtanide Aus dem Ergebnis wurde ein
strikter Konsensusbaum errechnet (Abb. 3.17).

Der Konsensusbaum weibt. cinxia und M. diaminaals Schwestergruppen aus, die ihrerseits
zusammen eine Schwestergruppe Mu athalia bilden. Alle Arten werden als Monophyla
ausgewiesen. Dabei ist basal eine Polytomie festzustdieemponB. euphrosyneM. athaliaund
dem Taxonpaakl. diamina/ M. cinxiagebildet wird. Eine weitere polytome Verzweigung findet
sich innerhalb des Taxom. athalia
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Abb. 3.17: ,Strikter Konsensusbaum“ der ,Maximum Pa rsimony“-Analyse der Datenmatrix von 5
Nymphaliden-Arten, gewonnen von 8 ISSR-Primern.

Einstellungen fir die heuristische Suche: ,addseq=closest”, ,branchswapping=tbr‘. Das Konsensuskladogramm
wurde aus 12 verschiedenen Baumen mit einer Lange von 1422 Schritten gewonnen. Folgende Indizes wurden
errechnet: Cl = 0,2553, Clexes = 0,2208, HI =0,7444, Hl exe = 0,7792, Rl = 0,4933, RC = 0,1259. Erlauterung:

Cl = Konsistenzindex, Clexes = Konsistenzindex ohne nichtinformative Merkmale, HI = Homoplasieindex, Hlex =
Konsistenzindex ohne nichtinformative Merkmale, Rl = Konservierungsindex, RC = berichtigter Konsistenzindex.
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3.2.1.4 ,Bootstrapping” als Prifmethode fur das MPKladogramm

Zur statistischen Absicherung der Ergebnisse wurde uwgen Parsimonie-Kriterium eine
.Bootstrap“-Analyse (s. 2.3.5.3) vorgenommen. Diengardeten Suchparameter waren identisch
mit denen der heuristischen Suche. Die Topologie wurdehddie Individuen vori. lathonia
gewurzelt. Der erhaltene Konsensusbaum (Abb. 3.18fwar solche Verzweigungen auf, die in
mindestens 50 % der Ba&ume nachgewiesen wurden (,B@parity-rule”). Die einzelnen
.pootstrap“-Werte sind an den Knoten des Kladogrammsmekt. Im Gegensatz zur
heuristischen Suche ist die Auflosung geringer. Das Schigagdpenverhaltnis zwische.
cinxiaundM. diaminawird nicht mehr unterstutzt. Die Monophylie aller Arten wirdjelgen bei
Bootstrap-Werten von 96 - 100 % eindrucksvoll bestatigt. falien bestéatigt werden die
Schwestergruppenverhaltnisse zwischen den Sadtiroler umd A&dfranzésischen bzw.

Sudfranzdsisch-Schweizer Populationen der ArtéathoniaundB. euphrosyne
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Abb. 3.18: Kladogramm der ,Maximum Parsimony Bootst rap“-Analyse der Datenmatrix von 5 Nymphaliden-
Arten, gewonnen von 8 ISSR-Primern.

Folgende Einstellungen galten fiir die heuristische Suche: ,addseq=closest", ,branchswapping=tbr“. Es wurden 1000
Replikationen berechnet (,nreps=1000). Der ,50%-majority-rule“ Konsensusbaum hat eine Lange von 1675 Schritten.
Folgende Indizes wurden errechnet: Cl = 0,2167, Clex = 0,1861, HI = 0,7833, HI exo = 0,8139, RI = 0,3722,
RC =0,0807. Erlauterung: ClI = Konsistenzindex, Clexe = Konsistenzindex ohne nichtinformative Merkmale,
HI = Homoplasieindex, Hlexea = Konsistenzindex ohne nichtinformative Merkmale, Rl = Konservierungsindex,
RC = berichtigter Konsistenzindex.
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3.2.2 Intraspezifische Diversitat beMelitaea athalia

FOr insgesamt 100 Individuen voll. athalia aus 8 Regionen konnten komplette ISSR-
Datensatze analysiert werden. Abbildung 3.19 zeigt diéeMeng der untersuchten Regionen in
Europa.

Die Analyse mit Hilfe von 9 Primern ergab innerhalb desoha M. athalia insgesamt 490
verschiedene ISSR-Banden und somit durchschnittlich 54dda pro Primer. Die geringste
Anzahl wurde mit Primer UBC-865 erzielt (n = 35), dopsait viele und damit die meisten
Fragmente (n = 70) amplifizierte Primer UBC-810. Die Rragtgrof3en variierten von 200 bis
4500 bp. Die Polymorphismusrate betrug 99,8 % (Tafy)3.1

Es konnte kein populationsspezifischer Marker festgestediiden. Alle Individuen konnten
aufgrund ihres einzigartigen Bandenmusters identifizierderer Hierfir genlgte bereits meist
das Spektrum, das nur von einem Primer erzeugt w@uimit war die genotypische Diversitat
(Anzahl der Genotypen / Anzahl der Individuen) furgdtbpulation 1,0.
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Abb. 3.19: Untersuchte Regionen der M. athalia-Populationen in Europa

Betrachtet man die verschiedenghn athaliaPopulationen, so féllt auf, dass grundsétzlich bei
allen Populationen, bei denen mehr als 5 Exemplare analysielen, hohe Polymorphismus-
werte von Uber 95 % erreicht werden. Die regional dmgachbarten Sudfranzésischen

Populationen werden mit Ausnahme der Clusteranalysen iAlol@fdungen mit der Ligurischen
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Population als Population ,Sudfrankreich / Ligurien® zusamretagst, da hier von einem
geographisch und biotopméalig ungehinderten Genaustausgegangen werden kann. Da nur
wenige Individuen von jedem dieser Fundorte zur Verfugstagden (n = 3 - 7), macht eine
Gesamtbetrachtung dieser Populationen schon aus staésti&ectinden Sinn. Bei den folgenden
Auswertungen wurden die Ergebnisse von Primer UBC-884t hierticksichtigt, da er nur sehr
begrenzte Trennungseigenschaften aufwies. Abbildung 3€ft in graphischer Form die
Beziehungen zwischen den polymorphen Loci, der Gendi&ets nach Nei (1973) und dem
DiversitatsindeXd nach Shannon. Wie bereits bei der Analyse der Artenaict innerhalb der
M. athaliaPopulationen die beiden Indizes miteinander korreliert. Bymorphismus ist bei

allen Populationen sehr hoch und zeigt nur geringe Uthtiecse.

Tab. 3.17: Auswertung der Loci, die von 8 ISSR-Prim ern fir 8 M. athalia-Populationen gewonnen werden
konnten.

o Anzlahl . .gene Shannon’s
. Anzal poly- . iversity* - o
Taxon Populationen | Anzahl n SR morpher pB in % nach NEI D|\_/eerS|tatIs-
Banden (1973),h | M9
athalia Fichtelberg 24 251 244 97,2 0,1594 0,2765
(0,1280) (0,1757)
athalia Brandenburg 5 123 112 91,1 0,2626 0,4136
(0,1434) (0,1885)
athalia Polen (Ost) 11 201 195 97,0 0,2327 0,3773
(0,1413) (0,1820)
athalia Finnland 4 113 104 92,0 0,3070 0,4688
(0,1405) (0,1841)
athalia Vorarlberg 9 192 186 96,9 0,2256 0,3708
(0,1283) (0,1684)
athalia Sudtirol 6 119 113 95,0 0,2777 0,4345
(0,1414) (0,1803)
athalia Wallis 21 202 195 96,5 0,1943 0,3241
(0,1400) (0,1871)
athalia Ligurien 3 94 81 86,2 0,3083 0,4651
(0,1484) (0,2070)
athalia Tende 4 66 49 74,2 0,2462 0,3766
Sudfrankreich (0,1743) (0,2481)
athalia St. Martin V. 7 153 146 95,4 0,2289 0,3754
Sudfrankreich (0,1263) (0,1643)
athalia Peira Cava 7 189 181 95,8 0,2342 0,3828
Lucéram (0,1244) (0,1614)
Sudfrankreich
athalia | Sudfrankr./Lig. 21 272 267 98,2 0,1449 0,2590
gesamt (0,1153) (0,1582)
athalia gesamt 101 410 409 99,76 0,1132 0,2073
(0,1115) (0,1623)

Erlauterung s. Tab. 3.4
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Abb. 3.20: Grafische Darstellung der Ergebnisse der Analyse  der Loci der 8 M. athalia-Populationen, die bei
Anwendung von 8 ISSR-Primemn erhalten wurden.

3.2.2.1 UPGMA-Clusteranalyse auf der Basis verscldener Distanzmal3e

Insgesamt liegen fur 1081. athaliaIindividuen komplette Datenséatze vor. Die Behandlung der
ISSR-Daten erfolgte wie in 3.2.1.1 beschrieben. Auch Wwigrden als Distanzmal3e der Dice-,
der Jaccard- sowie der Raup-Crick-Index verwendet.

Abbildung 3.21 zeigt das Ergebnis der UPGMA-Clusteranalyde Basis des Dice-Index.
Schenkt man dem Teil der Sudfranzésch-Ligurischen Populatwsthen der Polnischen und
Fichtelberg Population zunachst keine Beachtung so falkein,@rof3gruppen” auf: Links oben
eine ,sudliche* Gruppe (,Gruppe 2" Tgladussy, bestehend aus der Sudtiroler, Walliser und
dem groRBeren Teil der Siudfranzdsischen Population, daneime Bereich, der die beiden
Ostdeutschen sowie die Vorarlberger und Finnische Populatidasst (,Gruppe 1" =athalia s.
str.) sowie rechts die Polnische Gruppe (,Gruppe 3it)@mem Finnischen Tier. Zwischen der
.athalia s. str.-Gruppe“ und der ,Polen-Gruppe” befindet siah Eeil der Sudfranzdsischen
Population, die zum gréf3ten Teil von Tieren aus Peira-Casarmaengesetzt ist. Die Sudtiroler,

Walliser und Polnischen Populationen bilden jeweils geschies&nheiten, wenn man von
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zwei Individuen der Suidfranzdsisch-Ligurischen Populatadsieht, die im Bereich der
Sudtiroler Tiere clustern. Die Anwendung des Jaccardxirfdért zu kleineren, aber doch
unbedeutenden Verschiebungen einzelner Individuen, ¢dohech das Ergebnis, das durch
Berechnung des Dice-Index gewonnen wurde, wesentlichndern (Abb. 3.22). Etwas anders
sieht es aus, wenn der Raup-Crick-Index als Basis fluB@MA gewahlt wird (Abb. 3.23). Die
bestehende Ordnung wird dadurch ,gestort®, dass einzdimividuen aus lhrem
Populationsverband ,herausgerissen” werden. Dennoch kach hier auf 3 Grol3gruppen
geschlossen werden. Die Gruppe 3 (= ,Polen-Grupdabtert zusammen mit einem Finnischen
Individuum (wie auch beim Dice- und Jaccard-Index), afmech mit einem Walliser Tier
(,CH466ind“) und einem aus der Fichtelberg-Population (,OZiR8). Die Individuen
,PL133bia“ und ,PL367bia“ befinden sich in der Grupp€,2eladussaGruppe”), in der sich 4
von 6 Sddtiroler und Walliser Tiere (bis auf ,CH466ind“¢finden, daneben 18 von 21
Individuen aus Sudfrankreich/Ligurien, sowie 3 vom Ficleeib Die Gruppe 1 gthalias. str.”)
enthalt alle Ubrigen Tiere aus Finnland, Vorarlberg, Braodey und vom Fichtelberg, dazu
noch 2 Sudtiroler und einen Franzésischen Falter. Im Gage zu den Dice- bzw. Jaccard-
Dendrogrammen bilden 5 Proben eine weitere Gruppees,R bestehend aus je zwei
Sudfranzdsischen und Sudtiroler Faltern und einem VorgedbeFier. Hervorzuheben ist die
Verteilung der Sudfranzdsichen Falter im Raup-Crick-Deghmm: Fast 87 % der Stichprobe
befindet sich in Gruppe 2 und signalisiert damit eine vedaemaftiche Nahe zur Walliser
Gruppe, wéhrend es bei den Dice- / Jaccard-Baumecaa82 % waren. Insgesamt ist jedoch
die geographische Zuordnung der einhundert StichprobetezuGruppen bei Anwendung des
Raup-Crick-Index unscharfer als bei den bekannten Dipe- Jaccard-Indizes. Dies kann sicher
durch das integrierte Bootstrap-Verfahren begrineeten (s. 2.3.3.4).
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3.2.2.2 Hauptkoordinatenanalyse (PCO)

Durch Hauptkoordinatenanalysen ist es moglich, Daterreduzieren und Zusammenhange
zwischen ihnen auch optisch deutlich zu machen (s. 2)6Mnalog zu den Untersuchungen auf
Artniveau (s. 3.2.1.2) wurden entsprechende Analyad Populationsniveau durchgefihrt. Auch
hier wurden die Indizes nach Dice (Abb. 3.24 und ABRS5), Jaccard (Abb. 3.26) und Raup-
Crick (Abb. 3.27 und Abb. 3.28) verwendet.

Bei allen drei Verfahren gibt es Gemeinsamkeiten: So diehBrandenburger Population immer
in der Fichtelberg-Population auf, die ihrerseits weiteerdbhneidungen mit der Vorarlberger
Population aufweist. Die Sudtiroler Tiere befinden sich im bfetd der Sudfranzosischen
Falter. Beim Dice- und Jaccard-Index wird die WallisepWation deutlich von allen anderen
getrennt, wahrend sie beim Raup-Crick-Index (Abb. 3.A7 Bereich der Sudfranzdsischen
Population zu finden ist. Die Auswertung auf Basis des FGrigk-Index (Abb. 3.27) kommt
somit der klassischen Vorstellung von den Beziehungen kensden Populationen sehr nahe:
Eine ,Sud-Gruppe” (=geladusseGruppe”), bestehend aus den Populationen aus dem Wallis
Sudfrankreich und Sadtirol grenzt an eine ,Nord-Gruppe;dathalia s. str.-Gruppe®) mit den
Populationen aus Vorarlberg, vom Fichtelberg und aus Brdndg, mit geringfiigigen
Uberschneidungen mit Individuen aus Vorarlberg. Dienldefinnische Stichprobe ist separiert
und befindet sich tendenziell in der Nahe zur Fichtelb&wmgndenburg / Vorarlberg-Gruppe,
wahrend die Polnische Population keine Uberschneidungéndem anderen Populationen
aufweist. Die Polnische Gruppe wird als einzige auch van2deund 3. Koordinaten deutlich
unterschieden. In dem Punkt stimmen alle 3 PCOs Ube&kbm (8.25, Abb. 3.26, linke Bildhélfte
und Abb. 3.28). Grundsatzlich zeigt die Polnische Populaiiokeinem Fall eine Néhe zur
.,Nord-Gruppe®. Auf Basis der 1. und 2. KoordinatennbeDice- und Jaccard-Index gibt es
geringfuigige Kontakte zur ,Sud-Gruppe®.
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, Koordinate 2

-0,2+

-0,1 0 0,1 0,2
Koordinate 1

Zeichenerklarung: + Fichtelberg O Brandenburg X Vorarlberg
[ Sudtirol O Polen O Sudfrankreich/Ligurien
| Wallis Finnland

Abb. 3.24: 2D-Blot der Eigenvektoren aus der Hauptk  oordinatenanalyse (Eigenwerte 1 und 2) auf Basis de s
Dice-Index.

100 M. athalia-Individuen wurden untersucht und die Zusammenhéange zwischen den verschiedenen Populationen

dargestellt. Die auReren Punkte jeder Gruppe sind durch Linien miteinander verbunden. Die geographische Verteilung
der Populationen ist Abb. 3.19 zu entnehmen.
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0,2 01 0 0.1 0,2
Koordinate 2
Zeichenerklarung: + Fichtelberg O Brandenburg X Vorarlberg
[ Sudtirol O Polen O Sudfrankreich/Ligurien
| Wallis Finnland

Abb. 3.25: 2D-Blot der Eigenvektoren aus der Hauptk

Dice-Index.

oordinatenanalyse (Eigenwerte 2 und 3) auf Basisde s
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Abb. 3.26: 2D-Blot der Eigenvektoren aus der Hauptk  oordinatenanalyse auf Basis des Jaccard-Index.

Linke Halfte: Basis Eigenwerte 1 und 2, rechte Halfte: Basis Eigenwerte 2 und 3.
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Abb. 3.27: 2D-Blot der Eigenvektoren aus der Hauptk

Raup-Crick-Index.

oordinatenanalyse (Eigenwerte 1 und 2) auf Basisde s
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0,3+
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T
-0,1 0 0,1 0,2 0,3 0,4
Koordinate 2

Zeichenerklarung: + Fichtelberg O Brandenburg X Vorarlberg
[ Sudtirol O Polen O Sudfrankreich/Ligurien
| Wallis Finnland

Abb. 3.28: 2D-Blot der Eigenvektoren aus der Hauptk  oordinatenanalyse (Eigenwerte 2 und 3) auf Basis de s
Raup-Crick-Index.

Tabelle 3.18 enthalt zusammenfassend fur alle drei Haogtik@tenanalysen die errechneten
Eigenwerte nebst Varianzen del8 athaliaPopulationen.

Tab. 3.18: Eigenwerte und Varianzen der fur 8 M. athalia-Populationen  durchgefiihrten
Hauptkoordinatenanalysen
Dice Jaccard Raup-Crick
Wert % Varianz Wert % Varianz Wert % Varianz
Eigenwert 1 3,98 6,04 3,32 4,20 9,45 6,57
Eigenwert 2 2,72 4,12 2,34 2,96 7,87 5,47
Eigenwert 3 2,54 3,85 2,22 2,81 6,51 4,53
Eigenwert 4 2,22 3,36 1,98 2,51 4,76 3,31
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3.2.2.3 Verwandschaftsbaumrekonstruktion durch ,Maimum-Parsimony*

Mittels des ,Maximum Parsimony“-Verfahrens (kurz: MP-Vérkn) sollte die kirzeste
Topologie gefunden werden, die zu der vorliegenden ridadérix passt. Fir die Berechnungen
erwiesen sich 374 Merkmale als ,parsimonie-informativs \Eurde eine heuristische Suche
durchgefihrt, die 141 gleich kurze Baume mit einer Bangd&/on 3384 Schritten ergab. Daher
wurden aus den gleich ,sparsamen” Topologien 2 Kusisgbdume berechnet, einer nach der
50 %-Mehrheitsregel (,50 %-majority-rule”), einer als lggr Konsensusbaum. Als Auf3en-
gruppe und somit zur Wurzelung des Baumes dienten died@duen vonM. diamina Diese
Art hat sich bei den vorhergehenden Untersuchungeméhbster Verwandter zM. athalia
erwiesen, wenn man vay. aurelia absieht. Da voM. aurelia nur 3 Individuen vorlagen, die
zudem nicht mit allen ausgewahlten Primern auswertbar&evidieferten, musste auf dieses
Taxon als denkbare Auf3engruppe verzichtet werden.

Das basalste Taxon ist eine Stichprobe vom Fichtelberg (,6@2p Der ,50 %-
Mehrheitsregel-Baum* zeigt vier polytome Verzweigungém.Abbildung 3.29 sind diese als
Gruppe 2c und 2b gekennzeichnet, dazu ein Zweig, ideGuppen 1, 2a und 3 umfasst. Die
vierte Polytomie findet sich innerhalb der Gruppe 1 undiffie?r Teilgruppen der Fichtelberg-
Population sowie die Vorarlberger Falter aus Frastanz. @rRpgenthalt die Walliser Population
als Monophylum innerhalb eines Teils der Sudfranzésisdhepulation. 2 Individuen aus
Sudfrankreich bilden die Gruppe 2c. Die Polnische Populatittetbzusammen mit einem
Finnischen Tier (FIL31sip) die basale Gruppe (,Grupperderhalb eines Astes, der 2 weitere
Gruppen (,2a" und ,1%) umfasst. Die ,Gruppe 2a“ unghalle Sudtiroler, dazu die restlichen
Sudfranzdsich / Ligurischen und Finnischen Tiere und @shits vergleichsweise heterogen
zusammengesetzt. Die letzte Gruppe wird - abgesehen desn erwdhnten Ausnahme
,0dfic296“- ausschlie8lich von den Populationen vom Fidt#ej, aus Brandenburg und
Vorarlberg gebildet. Die Verteilung der Sidfranzésischen éfrat uneinheitlich und weist
somit auch auf genetische Uberlappungen mit den nordlicilgen verbreiteten Populationen
hin. Beim ,strict consensus“-Baum (Abb. 3.30) treten agtungsgemal’ zahlreiche Polytomien
auf. Dennoch bleiben wesentliche Strukturen des ,50%+hajoile“-Baumes erhalten. Die
Gruppen 2a, 2b, 2c und 3 bleiben monophyletisch. Dieup@e 1“ zerfallt in insgesamt 8
polytome Einheiten. Aus Orientierungsgrinden sind die Grupmzsichnungen des ,50 %-

majority-rule“-Baumes auf den ,strict consensus“-Balbartragen worden.
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Abb. 3.29: ,50%-majority-rule-Baum* der ,Maximum Pa rsimony“-Analyse der Datenmatrix von 100 Individuen
von M. athalia aus 8 Regionen, auf Basis der Marker von 8 ISSR-Pr  imern.

Die AuRengruppe wird von 12 Faltern von M. diamina gebildet. Einstellungen fiir die heuristische Suche:
s,addseq = random®, ,branchswapping = tbr“, ,nreps =1000“. Somit wurden 1000 Replikationen berechnet. Das
Konsensuskladogramm wurde aus 141 verschiedenen Baumen mit einer Lange von 3384 Schritten gewonnen.
Folgende Indizes wurden errechnet: Cl = 0,1256, Clexe = 0,1122, HI = 0,8744, HI & = 0,8878, Rl = 0,3734,
RC =0,0469. Erlauterung: ClI = Konsistenzindex, Clexe = Konsistenzindex ohne nichtinformative Merkmale,
HI = Homoplasieindex, Hlexe = Konsistenzindex ohne nichtinformative Merkmale, Rl = Konservierungsindex,
RC = berichtigter Konsistenzindex.
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Abb. 3.30: ,Strict-consensus-Baum* der ,Maximum Par simony“-Analyse der Datenmatrix von 100 Individuen
von M. athalia aus 8 Regionen, auf Basis der Marker von 8 ISSR-Pr  imern.

Die AuRengruppe wird von 12 Faltern von M. diamina gebildet. Einstellungen fir die heuristische Suche:
L.addseq = random®, ,branchswapping = tbr“, ,nreps =1000“. Somit wurden 1000 Replikationen berechnet. Das
Konsensuskladogramm wurde aus 141 verschiedenen Baumen mit einer Lange von 3384 Schritten gewonnen.
Folgende Indizes wurden errechnet: Cl = 0,1256, Clexe = 0,1122, HI = 0,8744, HI & = 0,8878, Rl = 0,3734,
RC =0,0469. Erlauterung: Cl = KonsistenzindeX, Clexe = Konsistenzindex ohne nichtinformative Merkmale,
HI = Homoplasieindex, Hlexe = Konsistenzindex ohne nichtinformative Merkmale, Rl = Konservierungsindex,
RC = berichtigter Konsistenzindex.
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3.2.2.4 Genetische Variation zwischen Fundorten, Palationen und Regionen

Um die genetische Variation ddt. athaliaProben zwischen den Fundorten, Populationen und
Regionen zu untersuchen, wurden verschiedene Varialysen durchgefiihrt. Solche
Varianzanalysen geben Aufschluss dariber, ob unddweieStichproben genetisch strukturiert
sind und wie grof3 das Ausmald der jeweiligen genetischaratibn auf den verschiedenen
Hierarchieebenen ist. Das fuhrende Softwareprogramm Barechnung einer ,AMOVA*
(LAnalysis of Molecular Variance”) heiBtARLEQUIN (Schneider et al. 2005). Grundsatzlich
berechnet das Programm Varianzen aufgrund der ,QuisriEuklidischen Distanz“. Nach Huff
et al. (1993) sind die genetische Distanz nach Nei & Li 912nd die euklidische Distariz
nahezu austauschbar.

In die Untersuchung wurden nur Stichproben einbezogeniilger einen kompletten Datensatz
verfugten, d. h. die auswertbare Banden bei jederactgrPrimer erzeugten.

Insgesamt wurden 100 Falter von 14 Fundorten untersBeldingt durch die raumliche Nahe
mancher Fundorte (Abstand < 30 km Luftlinie) wurden diesein den bisherigen Analysen zu
insgesamt 8 Populationen zusammengefasst, wenn aufgarndekannten Verbreitung davon
ausgegangen werden konnte, dass es sich im betteffe@ebiet um zusammenhangende

Populationen handelt.

3.2.2.4.1 AMOVA von 14 Einzelfundorten ohne Berlckshtigung der rAumlichen Néhe
Die Totalvarianz der zum Teil eng beieinander liegendendém® betrdgt zwischen den

Populationen 18,1 %, 81,9 % entfallen auf individuelle Unteesle innerhalb der Populationen.

Tab. 3.19: AMOVA der 14 Fundorte von M. athalia

Variationsquelle d.f. SSD | Varianzkomponenten Varianz | P-Werte | F-Indizes
(%)
Zwischen 14 Fundorten 13 956,7 6,5 18,1 <0,001 | F,;=0,181
Innerhalb der 14 Fundorte | 86 | 2530,6 29,43 81,9 < 0,001

Erlauterung der in den Tabellen 3.19, 3.20, 3.22, 3.23 und 3.24 verwendeten Abkiirzungen:

d.f. = Freiheitsgrad (,degree of freedom"): Individuenzahl — 1

SSD = Summe der Abweichungsquadrate vom Mittelwert (,Sum of Squares")
Varianz (%) Anteil in % an der Gesamtvarianz innerhalb von Populationen
P-Werte Signifikanztests nach 1023 Permutationen

Fet Verhaltnis der Differenzierung zwischen beiden Taxa

Fsc = Differenzierung zwischen den Populationen innerhalb der beiden Taxa
Fst = Gesamtdifferenzierung der Populationen



3. ERGEBNISSE 118

3.2.2.4.2 AMOVA der zu 8 Regionen zusammengefassteandorte
Fasst man die 14 Fundorte zu 8 Regionen zusammerhtestoh die Varianz innerhalb der

Populationen auf 84,99 %, entsprechend betrégt sie zwidemeRegionen nur noch 15,01 %.

Tab. 3.20: AMOVA der zu 8 Regionen zusammengefasste n Fundorte von M. athalia

Variationsquelle d.f. SSD | Varianzkomponenten Varianz | P-Werte | F-Indizes
(%)
Zwischen 8 Regionen 7 670,5 5,43 15,01 <0,001 | F,=0,1501
Innerhalb der 8 Regionen | 93 | 2859,7 30,75 84,99 < 0,001

Erlauterung der Abkilrzungen s. Tab. 3.19

3.2.2.4.3 UPGMA-Clusteranalyse auf Basis errechnet&s-Werte

In einem weiteren Schritt wurde analysiert, wie grof3 die Wokeede zwischen den Regionen
sind, welche Regionen sich von anderen deutlicher undelchem Ausmald unterscheiden.
Aufgrund des paarweisen Vergleichs der dubdRLEQUIN berechneterrs-Werte ergibt sich,
dass die Populationen Brandenburg, Fichtelberg und Vergrlbie geringsten Unterschiede
zueinander aufweisen, wahrend der héchste Wert zwisidreRinnischen und Walliser Popula-
tion gefunden wird. Die Werte in Tabelle 3.21 sind allenifikant (P < 0,05; 1023 Permuta-

tionen).

Tab. 3.21: Matrix der Fs: Werte fiir 8 Regionen

Fichtelberg | Brandenbg. | Polen |Finnland |Vorarlberg |Sudtirol | Wallis | Sudfr./Lig.

Fichtelberg 0.00000

Brandenbg. 0.08912 0.00000

Polen 0.17189 0.19722 | 0.00000

Finnland 0.13436 0.19731 |0.16815| 0.00000

Vorarlberg 0.07601 0.14093 |0.18794| 0.14825 | 0.00000

Sudtirol 0.16800 0.18831 ]0.20842 | 0.21415 | 0.19470 | 0.00000

Wallis 0.17807 0.20078 |0.21117| 0.23645 | 0.16678 | 0.18478 | 0.00000

Sadfr./Lig. 0.12062 0.16640 ]0.14743] 0.14876 | 0.11052 | 0.10505]0.11276| 0.00000
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Die berechneten Werte wurden einer UPGMA-Clusteraaalygserworfen. Aus dem errechneten
Dendrogramm (Abb. 3.31) ergibt sich eine Dreiteilung&iBegionen:
1. Populationen sudlich des Hauptalpenkammes: SudfrankrigiahAn, Sadtirol,
Wallis (,celadussa-Gruppe*)
2. Mittel- und nordeuropéaische Populationen: VorarlbeBachsen (Fichtelberg),
Brandenburg und Finnland (,athalia“-Gruppe)
3. Osteuropa, vertreten durch die polnische Populationen daheweil3russischen

Grenze (,Polen“-Gruppe)

Polen

Finnland

Brandenburg

Fichtelberg

Vorarlberg

Wallis

Sidtirol

Sudfrankr./Lig.

Abb. 3.31: UPGMA-Clusteranalyse fir 8 Regionen auf  Basis von der vom AMOVA-Programm errechneten Fst-
Werte

3.2.2.4.4 AMOVA innerhalb und zwischen den 3 Hauptgionen

Im n&chsten Schritt wurde untersucht, wie gro3 die Vaemnmnerhalb der einzelnen
Populationen, zwischen den Populationen in den Hauptregioneh amschen den
3 Hauptregionen sind. Die Hauptregionen sind folgendeemal&finiert: ,Sud* (geladussg
aus den Populationen Sudfrankreich, Sudtirol und WallisprgN (,athalia) aus den

Populationen Vorarlberg, Fichtelberg, Brandenburg und Fidnlaowie ,Ost" (,Polen®). Ein
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sehr hoher Anteil von 83,16 % entfallt demnach auf Wotdede innerhalb der Populationen,
10,7 % werden von den Populationen innerhalb der 3 Hagiptren gedeckt, und nur 6,1 %
werden auf Unterschiede zwischen den Hauptregionerckyetiihrt (Tab. 3.22).

Tab. 3.22: AMOVA der 3 Hauptregionen von M. athalia

Variationsquelle d.f.| SSD Varianz- Varianz P- F-Indizes

komponenten (%) Werte

Zwischen den 3 Hauptregionen 2 | 311,1 2,26 6,13 <0,001

Zwischen den Populationen innerhalb 5 | 363,4 3,94 10,7 F.. =0,1140

der 3 Hauptregionen F.=0,1684

F. =0,0614
Innerhalb der 3 Hauptregionen 92 |2820,4 30,66 83,16
TOTAL 99 134949 36,86

Erlauterung der Abkiirzungen s. Tab. 3.19

3.2.2.4.5 Weitere AMOVA-Untersuchungen

Des weiteren wurde untersucht, wie sich die VarianzenRegjion ,Nord“ (,athalia s. str.”)
gegenuber denen der anderen Populationen verhalt.

Es zeigt sich, dass die geringsten Unterschiede zur&@iadsischen (2,9 %) und zur Sudtiroler
Gruppe (6,75 %) bestehen. In beiden Fallen Gbersteigtatianz innerhalb der ,Nord“-Region
(10,04 % bzw. 10,3 %) die jeweilige Varianz zu den beidederen Populationen. Starker diffe-
renziert zeigen sich die Polnische und die Walliser Popuktiaur ,Nord“-Region, wobei die
genetische Variation zwischen der ,Nord“-Region und Eemischen Population 9,38 % und
zwischen der ,Nord“-Region und der Walliser Populatid®®®b6 betragt. Die groldten Varianzen
zeigen sich zwischen folgenden Populationen:

Polen — Wallis 21,12 %

Polen — Sudtirol 20,84 %

Polen — Sudfrankreich 14,74 %

Alle Werte erwiesen sich als hochsignifikant (P < 0,00Bs bedeutet, dass die hier beobachtete
Verteilung der Individuen in den jeweiligen Populationen dad3tmdogliche Quantum an
genetischer Struktur wiedergibt.
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Tab. 3.23: Ergebnisse der Varianzanalysen (AMOVA) z

Populationen von M. athalia

wischen der ,Nord“-Gruppe und 4 anderen

Variationsquelle d.f. | SSD Varianz- Varianz P- F-Indizes
komponenten (%) Werte

Zwischen ,Nord“ und 4 Populationen | 4 | 483,7 2,17 5,96 < 0,001

Zwischen den Populationen 3 | 180,6 3,64 9,99 < 0,001 | Fs. = 0,1063

innerhalb der Gruppen Fs = 0,1595
F. = 0,0596

Innerhalb der Populationen 92 |2820,4 30,66 84,05 < 0,001

Zwischen ,Sudfrankreich* und ,Nord“ | 1 | 129,9 1,04 2,9 <0,001

Zwischen den Populationen 3 | 180,9 3,59 10,04 <0,001 | Fs. =0,1034

innerhalb der Gruppen F.=0,1294
F. = 0,0290

Innerhalb der Populationen 57 |1773,9 31,12 87,06 < 0,001

Zwischen ,Sudtirol* und ,Nord" 1| 83,0 2,44 6,75 < 0,001

Zwischen den Populationen 3 | 180,6 3,73 10,3 <0,001 | Fs. =0,1105

innerhalb der Gruppen Fs=0,1706
F. =0,0675

Innerhalb der Populationen 42 11259,9 30,00 82,94 < 0,001

Zwischen ,Wallis" und ,Nord" 1 |184,1 2,93 7,99 < 0,001

Zwischen den Populationen 3 | 180,9 3,72 10,15 <0,001 | Fs. =0,1104

innerhalb der Gruppen F.=0,1815
F. = 0,0800

Innerhalb der Populationen 57 |1710,8 30,01 81,85 < 0,001

Zwischen ,Polen” und ,Nord" 1] 137,6 3,63 9,38 < 0,001

Zwischen den Populationen 3 |180,86 3,54 9,15 < 0,001 | Fs. = 0,1009

innerhalb der Gruppen F.=0,1853
F.=0,0938

Innerhalb der Populationen 47 11481,4 31,52 81,47 < 0,001

Erlauterung der Abkirzungen s. Tab. 3.19

Tab. 3.24: Ergebnisse der Varianzanalysen (AMOVA) z

Sidfranzdsich-Ligurischen Population

wischen der Polnischen, Walliser, Sidtiroler und

Variationsquelle df.| SSD Varianz- Varianz P- F-Indizes

komponenten (%) Werte

Zwischen ,Sudfrankreich/Ligurien” 1 64,0 3,58 10,51 <0,001 | F;=0,1051

und ,Sudtirol"

Innerhalb der Populationen 25 | 763,4 30,54 89,49 < 0,001

Zwischen ,Sudfrankreich/Ligurien” 1|111,4 3,9 11,3 <0,001 | F;=0,1128

und ,Wallis*

Innerhalb der Populationen 40 |1240,3 30,4 88,7 < 0,001

Zwischen ,Sudfrankreich/Ligurien” 1| 1148 5,68 14,74 <0,001 | F;=0,1474

und ,Polen“

Innerhalb der Populationen 30 | 984,9 32,83 85,26 < 0,001

Zwischen ,Polen” und ,Wallis" 1 | 1495 8,23 21,12 <0,001 | F;=0,2112

Innerhalb der Populationen 30 | 921,8 30,73 78,88 < 0,001

Zwischen ,Polen* und ,Sudtirol” 1 95,6 8,27 20,84 < 0,001 | F;; = 0,2084

Innerhalb der Populationen 15 | 470,9 31,39 79,16 < 0,001

Zwischen ,Wallis* und ,Sudtirol” 1 87,3 6,35 18,48 <0,001 | F;=0,1848

Innerhalb der Populationen 25 | 700,3 28,01 81,52 < 0,001

Erlauterung der Abkilrzungen s. Tab. 3.19
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3.2.2.4.6 Genflul3 zwischen den Populationen

Als Mal} fir einen moglichen Genfluf3 zwischen den Populatiailt der mit derfrsrWerten im
Zusammenhang stehende W, der die Anzahl von Immigranten pro Generation wiedeérgib
Tabelle 3.25 gibt die entsprechenden Werte wieder. Dalgi gich, dass grundséatzlich bei allen
Populationen von einem recht hohen Genflu3 ausgegang@lenvkann. Keine der untersuchten
Populationen weist eine isolierte Situation auf. Besonders intesis die Verbindung der
Fichtelberg- mit der Vorarlberger Population in Richtung éilifNm = 7) sowie mit der
Brandenburger PopulatiomNn > 5) im Norden. Trotz der geographisch hervorgeheh Lage
der Population des Fichtelberges, der mit 1115 m auch g&ich die hochste Erhebung
Ostdeutschlands darstellt, ist diese Population keinesigegisrt. Der durchschnittlich&lm-
Wert fur alle Populationen betragt 2,97.

Tab. 3.25: Matrix der Nm-Werte, die auf Basis der Fs-Werte berechnet wurden.

Fichtelberg | Brandenbg. | Polen | Finnland | Vorarlberg | Sudtirol | Wallis | Sudfr./Lig.

Fichtelberg 0
Brandenbg. 51 0

Polen 2,4 2,0 0

Finnland 3,2 2,0 2,5 0

Vorarlberg 7,0 3,5 2,3 3,3 0

Sadtirol 2,5 2,2 1,9 1,8 25 0

Wallis 2,3 2,0 1,9 1,6 2,7 2,2 0

Sudfr./Lig. 3,7 25 2,9 2,9 5,0 4,3 3,9 0

3.2.2.4.7 Korrelation zwischen genetischer und ge@phischer Distanz

Um einen Zusammenhang zwischen genetischer und géuggher Distanz zu Uberprifen,
wurde ein Mantel-Test durchgefuhrt. Ausgangsbasis Uriefaren zum einen die aus den
errechneten FsrWerten gewonnene Distanzmatrix, zum anderen eine gHugche
Distanzmatrix, welche die Abstande der verschiedengulBmonen zueinander - gemessen in
Kilometer Luftlinie — enthalt (Tab. 3.26). Populationen, dweniger als 30 km Luftlinie
voneinander entfernt sind, wurden analog zu den hgdre Berechnungen zu einer
Gesamtpopulation zusammengefasst. Deren geographisdtelpiikt diente als Messpunkt fur
die Berechnung der Abstande. Die Abstandswerte wurdgnHilfe des Internetprogramms
http://www.karomue.privat.t-online/nav/Entfernung_2.x¢8rekt aus den Fundortkoordinaten

berechnet.
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Tab. 3.26: Matrix der geographischen Distanzen zwis
Kilometer Luftlinie wieder

chen 8 Populationen. Die Zahlen geben die Abstdnde  in

Fichtelberg | Brandenbg. | Polen | Finnland | Vorarlberg | Sudtirol | Wallis | Sudfr./Lig.

Fichtelberg 0
Brandenbg. 237 0

Polen 798 678 0

Finnland 1335 1103 841 0

Vorarlberg 428 650 1182 1748 0

Sudtirol 427 656 1104 1743 162 0

Wallis 593 804 1360 1905 182 307 0

Sadfr./Lig. 812 1048 1544 2139 402 450 266 0

Fir den Mantel-Test wurde das Progranen1.0 (Bonnet & Van de Peer 2002) eingesetzt. Zur

statistischen Absicherung wurden 10000 Randomisierudigeximgefiihrt.

Die beobachtete Korrelation betrug r = 0,40 bei einem p-W 0,04. Damit ist ein Zusam-

menhang zwischen den beobachteten genetischen Distandestren geographischen Abstanden

bewiesen, da der Wert signifikant von Null verschieden is
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4. Diskussion

4.1 Einleitung

Die geographische Situation und die damit verbundenen mogbchen Unterschiede
innerhalb des TaxonMelitaea athaliasowie die Schwierigkeiten, die Arten dieser Gattung
Uberhaupt voneinander zu unterscheiden, haben diegpp&rzu einem hochinteressanten
Forschungsobjekt gemacht. Die bisherigen Untersuchurggnmolekulargenetischer Basis
umfassen die Analyse der mitochondrialen Gene COI und\Wa&lberg & Zimmermann 2000)
sowie der nuklearen Gene ,EB1und ,wingless” (Wahlberg, in Ehrlich & Hanski 2004) din
beschéftigten sich in erster Linie mit der Verwandascter verschiedenen Arten, Tribi, Subtribi
und Unterfamilien untereinander. Eine umfangreiche Anakgsschiedener Populationen einer
der variabelsten Scheckenfalterarinathaliawird hiermit zum ersten Mal durchgefihrt.

Da zu der gewdahlten Untersuchungsmethode, der ISSR-R@RZusammenhang mit
Lepidopteren nur sehr wenige Vertffentlichungen vorliegear es zu Beginn der Analysen
fraglich, ob die ISSR-PCR uberhaupt geeignet ist, bei emehvariablen Tagfalterart auf
Populationsebene auswertbare Ergebnisse zu liefern.

Die Eignung der Methode kann nunmehr bestatigt werden.

4.2 Genetische Marker

Die grol3e Zahl an Markern, die in dieser Studie erzieltdejuzeigt die grundsatzliche Fahigkeit
der ISSR-PCR, fir jedes Individuum einen genetischeneFRahglruck produzieren zu kdnnen.
Dabei ist die Wahl eines geeigneten Primers von entscligd@edeutung. So gibt es Primer,
die zwar klare, aber auch nur wenige Banden lieferdass je nach Stichprobenzahl die Anzahl
der Banden fir eine Unterscheidung der Individuen niokteacht. Geht man auf Populations-
oder Artniveau, so sind sichere Ergebnisse nur zu emyasenn man eine hohere Anzahl an
Markern mit Hilfe mehrerer Primer gewinnen kann. In ter vorliegenden Gesamtanalyse
wurden 410 Marker, die mit acht Primern amplifiziert wordgand, allein fur das Taxon

M. athalia untersucht. Daneben liegen noch die Ergebnisse drei areReimer vor, auf deren

Darstellung in dieser Arbeit verzichtet worden ist. DiesenBriproduzierten so viele individuell

unterschiedliche Marker, dass eine taxonspezifische &usng wenig Sinn machte. Insofern ist
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bei einer ISSR-Analyse nicht die Anzahl der eingesetztenePrgntscheidend, sondern die
Ausbeute an polymorphen uimdormativen ISSR-Markern.

Es wurde ein hohes Mal3 an Polymorphismus bei densuicteen Taxa festgestellt. Bezogen auf
acht Primer schwankten die PolymorphismuswerteMieathalia-Populationen zwischen 74 und
98 %, bei einem Durchschnittswert von 92 % (n = 10X1eréssanterweise lagen die Werte fur
die Vergleichsarten ahnlich, obwohl weit weniger Individuertersucht wurdenM. cinxia

92 %, (n =4),M. diamina93 % (n = 12),B. euphrosyn91 % (n =5) und. lathonia 82 %
(n=5). Dieses Ergebnis steht im Einklang mit anderen Studrendenen ISSR-Marker
erfolgreich eingesetzt wurden, um Taxa auf Art- odednigerem Niveau zu trennen (Wolfe et
al. 1998; Culley & Wolfe 2001, Wolfe & Randle, 2001).ridBeispiel benutzten Wolfe et al.
(1998) ISSR-Marker, um Hybridisierungsmuster der PflagadungPenstemonaufzuzeigen,
wobei sie Polymorphismusraten von 72 - 95 % bei siebenmsuatgen Taxa feststellten. Wolfe
und Randle (2001) untersuchten die Beziehungen undidaxischen Grenzen bei vier Taxa der
Pflanzengattungdyobancheund fanden Polymorphismuswerte von 64 - 96 %. 100 %devu
von Culley und Wolfe 2001 bei Studien zu Unterscheidungiewiola pubescen¥arietéaten
festgehalten. Die Untersuchung von dreizehn Seidenspimmers (Bombyx moli mit sechs
Primern erbrachte 77 % an polymorphen Banden (Reddi; 4099). Hundsdorfer und Wink
(2005) fanden bei der Studie mit dem Primer (GACAgi Acentria ephemerellgLep.,
Pyralidae) 75 %,Hyles euphorbiae(Lep., Sphingidae) 80 % sowie be&ieris napi (Lep.,
Pieridae) 100 % polymorphe Loci.

Der hohe Polymorphismus erschwert natirlich die Interpoetaler Ergebnisse. Es ist allerdings
festzustellen, dass es je nach Taxon oder auch Populatioesg Haufungen von Markern gibt.
Als ein Beispiel fur einen artspezifischen Marker in didsetersuchung kann béi. cinxiadas
vom UBC-Primer 880 amplifizierte Fragment ,1790 bp“ dienBennoch bleibt es fraglich, ob
dieses Fragment auch bei einer hohen Stichprobenzahsjevfér M. athalia vorliegt, konstant
produziert werden kann oder ob letztlich auch hier kloeomorphie vorliegt.

Ein Beispiel fur ein konservatives Fragment ist das ebenfalisUBC-880 produzierte, 2300 bp
lange DNA-Stuck. Es findet sich artubergreifend Meiaurelia, M. cinxiaundB. euphrosyneu
100 %, beiM. athaliazu 92,7 %, beM. diaminazu 83,3 %. Nur bédi. lathonia konnte es nicht
nachgewiesen werden.

Letztlich kdnnen Schlisse nur gezogen werden, wenn al&eavliin Ihrer Gesamtheit betrachtet
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werden (,fingerprint*). So gibt es — wie gerade gezeigt arkdr, die zumindest schwerpunkt-
mafig bei einer Art oder auch bei einer Population varken. Umgekehrt kann auch das
Fehlen eines Markers diagnostisch wertvoll sein, wie giaade beim Beispiel des Fragments
2300 bp des Primers 880 belathoniagezeigt wurde.

Da die ISSR-PCR ein recht neues Verfahren ist, fehlt eghésh Standardisierungen bezlglich
der Auswertung mit Hilfe verschiedener Indizes (Hundsi6& Wink 2005). Grundsatzlich
konnte gezeigt werden, dass die Verwendung des Dind- des Jaccard-Index praktisch
gleichwertige Ergebnisse geliefert hat. Des weiteren sorgteAdivendung des Raup-Crick-
Index durch das integrierte Bootstrappingverfahrereifie zusatzliche statistische Absicherung.
Durch die gute Zuganglichkeit anhand der SoftwBA&ST 1.4sollte dieser Index breitere
Anwendung finden.

4.3 Differenzierung und Beziehungen zwischeMelitaea athalia

Populationen

Die AMOVA-Analysen sind ganz besonders geeignet, dieetigche Differenzierung von
Populationen aufzulésen. Der hochste Anteil an genetid3&mation findet sich beM. athalia
innerhalb der Populationen. Fasst man die 14 Fundor&Pwopulationen zusammen, so betragt
dieser Anteil 85 % und erhoht sich auf 94 %, wenn m&sed8 Populationen gemal der
Clusteranalyse auf Basis degWerte zu 3 Grof3raumpopulationen zusammenfasst. Grizadsa
lich bedeutet ein solches Muster, dass von einer holee Bn Genfluss auszugehen ist.
AMOVA-Untersuchungen an 2 Unterarten vQieria onega(Lep., Nymphalidae, Ithomiinae)
und ihrer vermuteten Hybride aus Nord-Ost-Peru, die deit verwandten RAPD-Methode
durchgefuhrt wurden, ergaben auf Basis von 92 Markéferte von 67,2 % innerhalb 7
Populationen, 19,6 % zwischen den Populationen innerhalb2 denterarten sowie 13,2 %
zwischen den Unterarten (Galusser et al. 2004). Fuhrteman solchen Test bkl. athalia mit
der bisherigen taxonomischen Nord / Std-Unterteilung dusohlassen sich nur 3,2 % der
genetischen Unterschiede auf die beiden Tattalia und celadussazurickfihren. 83,9 %
entfallen auf genetische Unterschiede innerhalb der Populatismwvie 12,9 % auf

Populationsunterschiede innerhalb der beiden Taxa (s.l&dbg).
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Tab. 4.1: AMOVA-Analyse auf Basis der klassischen Nord/Stid-U  nterscheidung (resp. M. athalia/celadussa)

Variationsquelle d.f.| SSD |Varianzkomponenten | Varianz P- F-Indizes
(%) Werte
Zwischen beiden Taxa 1| 171,54 1,16 3,17 |<0,001
Zwischen den Populationen 6 | 498,97 4,74 12,92 |<0,001 |Fs:0,1334
innerhalb der beiden Taxa F.:0,1609
F.:0,0317
Innerhalb der Populationen 93 | 2859,67 30,75 83,91 |< 0,001

Anmerkungen: Signifikanztest: 1023 Permutationen. Die F-Statistiken werden durch drei Fixationsindizes
wiedergegeben: F¢ = Verhaltnis der Differenzierung zwischen beiden Taxa, Fsc = Differenzierung zwischen den
Populationen innerhalb der beiden Taxa, Fs = Gesamtdifferenzierung der Populationen. Weitere Erlauterungen s.
Tabelle 3.20.

Eine klare Trennung zwischen Nord / Sud bzw.althalia / celaduss&ann auf Grundlage dieser
Analyse nicht festgestellt werden. Dennoch sind die 8 Popuoén strukturiert: Die Gegentber-
stellung einzelner, insbesondere geographisch weiter mtetfePopulationen zeigt schon ein
differenzierteres Bild: Immerhin liegt der Anteil an gendtesc Variation zwischen der
Ostpolnischen Population und den 3 ,Sud“-Populationen (&dkifeich, Sudtirol, Wallis)
zwischen 14,7 und 21,1 %. Zwei Ergebnisse sind somitnoless hervorzuheben:

1. Die Sudfranzésiche Population hat eine hohe genetiBezehung zur ,Nominat-
Athalia“, die hier durch die ,Nord“-Gruppe (Fichtelberg, Brantarg, Vorarlberg und
Finnland) vertreten wird.

2. Die Polnische Population (genauer: Ostpolnische Populateigy grofiere genetische
Abstande zur ,Nord“-Gruppe und wird mdglicherweise \aBn noch weiter 6stlich

vorkommenden Populationen weit mehr beeinflusst.

Der auf Grundlage der 8 Populationen ermittelte\fert betragt 0,150. Damit ist er mit Werten
anderer Studien bei Lepidopteren vergleichbar, bei deneroséitelliten verwendet wurden, wie
bei Melitaea cinxiaFs; = 0,20 (Palo et al. 1999P0lyommatus bellarguss; = 0,127 (Harper et al.
2003) und den Ungarischen Populationen Pamassius mnemosytie = 0,070 (Meglécz et al.
1998). Die bei anderen Arten durch Allozymelektrophergeswonnenen Daten bewegen sich
ebenfalls in dieser Grolenordnung: Beispiele hierfur siadsdheckenfalteEuphydryas editha
Fst = 0,120, Euphydryas chalcedoni; = 0,090 (McKechnie et. al. 1975) uMelitaea didyma
Fst = 0,10 (Johannesen et al. 1996), die Polnischen Pomdatides BlaulingdMaculinea
nausithaus~; = 0,153 (Figurny-Puchalska et al. 2000) oder der AwgEmniErebia medusd; =
0,149 (Schmitt 1999).
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Eine weitere Bestatigung fur den genetischen ZusammerdgraRapulationen liefern auch die
UPGMA-Clusteranalysen der Indizes nach Dice, Jaccamd Raup-Crick. Trotz geringer
Unterschiede werden die einzelnen Falter meist klar naclhil®mmen getrennt. Das trifft
insbesondere auf die Polnische, Walliser und Sudtiroler IBomen zu, wahrend die
Sudfranzosischen Falter auf vier Zweige verteilt sinds vim Gegensatz zu der geltenden
Auffassung als Hinweis gewertet werden muss, dasgchaicht um eine separierte Subspezies
handelt, sondern um eine Population, deren genetische dgeoitdt nur mit dem Einfluss
benachbarter, ndrdlicher Populationen erklart werden k&ngsatzlich unterstutzt wird diese
These durch die gleichmaRig hohdmWerte fur die Sudfranzdsische Population. Dies lasst
vermuten, dass diese Population vergleichsweise wenig risadte und offenbar mit allen
benachbarten Populationen in einem gewissen Genaustateduhh Da die Tiere nicht Uber
Hunderte von Kilometern fliegen und zudem auch keined&Hdalter sind, ist dies nur mit dem
Vorhandensein einer Populationskette erklarbar.

Ein weiterer Bereich wird durch die Ostdeutschen Populatioapragt, allerdings unterbrochen
von Vorarlberger und Finnischen Tieren. Aistleitner (1988jte aufgrund morphologischer
Untersuchungen den Verdacht geauf3ert, dass es sidbrb¥iorarlberger Populationen um einen
.Diffusionsbereich beider Phana“ handelt (gemeint sind Tdiga ,athalia® und , celadussg.
.Die Grenze zwischen der mitteleuropaischen Nominat-Unteradt der siidwesteuropaischen
ssp. celadussaFRUHSTORFER, 1910, die sich genitaliter deutlich unteideine verlauft,
regional betrachtet, durch Liechtenstein und VBG" (VBGrartberg) (Aistleitner & Aistleitner
1996). Die vorliegenden genetischen Untersuchungerenijigidoch diese Populationen sehr nah
an die Nordostdeutschen Populationen heran. Offenbaregitzwischen diesen Populationen
nahezu liickenlose Verbindungaw: athaliaist auch heute noch in Osterreich und im Siiden und
Sudosten Bayerns ebenso weit verbreitet wie in Tscheaniémnler Slowakei (Belin 1999). Eine
Verbindung von Vorarlberg Uber die Gebirgsziige BohraktwOberpfalzer Wald, Fichtel-
gebirge zum Erzgebirge ist geographisch und dkologiatielregend und kann als sicher gelten.
Der grol3e geographische Abstand der Finnischen Populatiden anderen Populationen wiirde
ad hoc vermuten lassen, dass sich dementsprechenkd geiffere genetische Veranderungen
manifestiert haben. Dies lasst sich — zumindest mit der gerigen kleinen Stichprobe — nicht
bestatigen. Trotz leichter phanetischer Unterschiede {dre $ind auf der Hinterfligelunterseite

auffallend intensiv und kontrastreich gefarbt), gehoressaliFalter zweifellos zum ndrdlichen
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M. athaliazKomplex. Dagegen scheint sich die Ostpolnische Population, adie dem
Nationalpark Bialowiéza, einem der letzten urspringlichen gvéiropas, stammt, entweder
genetisch differenziert zu haben oder unterliegt derfliSgsen sibirischer Faunenelemente
deutlich mehr als die von ihr aus gesehenen westlichem&mmen. Die Walliser Tiere clustern
geschlossen, sie sind genetisch einheitlicher und somit isphbdstdie Stdfranzésichen Falter.
Die Hauptkoordinatenanalyse liefert eine zusatzliche MoglichtetZusammenhénge zwischen
Individuen und Populationen sichtbar zu machen: WahmiedVergleichsarterl. lathonia

B. euphrosyneM. cinxia und M. diaminaklare und engbegrenzte Bereiche einnehmen, obwohl
zwischen Populationen nicht differenziert wurde, Uberlapgen dieM. athaliaPopulationen
oder sind kettenartig miteinander verknupft. Die drei vengterd Indizes fuhren nicht zu vollig
identischen Ergebnissen, dennoch werden bestimmte Sfdigesungen bestétigt. Dazu gehdren
die geringe genetische Diversitat zwischen den PopulatiansrVorarlberg, Brandenburg und
vom Fichtelberg und die grdl3ere Affinitat der oftmals safparscheinenden Walliser zur
Sudfranzosisch-Ligurischen Population. Die letztere stellt gaatetoetrachtet ein Bindeglied
zwischen den Walliser und Ostdeutschen Populationen dde. des grofieren Abstandes zu den
Walliser Faltern scheinen auch die Tiere aus Sudtirol zwisdberbeiden Lagern zu stehen. Die
bemerkenswert separierte Rolle der Polnischen Populatiderintersuchung belegt insbeson-
dere die Analyse auf Basis des Raup-Crick-Indexesgtiehider 2. und 3. Eigenwert-Koordina-
ten. Ein Genaustausch mit den Ostdeutschen Populatssiezint in eher geringem Umfang
stattzufinden.

Die Ergebnisse der ,Maximum Parsimony“-Analyse sollen @egensatz zu den bisher
besprochenen Verfahren phylogenetische Zusammenh&dgespiegeln. Die Polarisierung bei
der Untersuchung der verschiedem¢nathalia Populationen erfolgte durch die Aul3engruppen-
addition M. diaming. Der ,strict consensus“-Baum zeigte eine ausgepragtedpuly, so dass
hieraus kein Ablauf der Evolution zwischen den Populatioabgeleitet werden konnte.
Lediglich die Monophylie einzelner (Teil-)Gruppen konnte hggewiesen werden. Insbesondere
die Walliser und die Polnische Population — wenn man vomeiimeischen Individuum ab-
sieht — fallen dabei auf. Betrachtet man den ,50 %-majauig“rBaum, so leitet sich die
,Gruppe 1%, bestehend aus den Populationen des Fengsl, Brandenburgs und Vorarlbergs,
letztlich von den Polnischen Populationen (,Gruppe 3“) Dez.,,Gruppe 1“ kann als ,athalia s.

str.” in taxonomischen Sinne angesehen werden. DibiMiung dieser drei Populationen wird
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somit mehrfach unterstitzt: Sie zeigen bei der AMOVA untareler die geringsteRs-Werte.
Die Hauptkoordinatenanalysen auf Basis des Dice- wsl Jhccard-Index verdeutlichen dies
jeweils mit den Eigenwerten 1 und 2 (Abb. 3.24 und 8r#&).

Die ,Gruppe 2a“ wird von allen Stichproben Sudtirols, dénof3teil der Finnischen Tiere und
einigen Faltern aus Suidfrankreich und Ligurien gebildetdti®l liegt im vermuteten
~Hybridgurtel* von ,athalia* und ,celadussa Die Position der Finnischen Population in der
,Gruppe 2a“ bleibt unklar. Der Datensatz ist zu klein (n)/un eine Verbindung zwischen den
Sudtiroler oder Sudfranzdsisch-Ligurischen Populatidrenstellen zu kdnnen. Die ,Gruppe 2a“
steht zumindest tendenziell der ,Gruppe 1" nahe, welch&ttaproben auf sich vereint, die der
Nominatform M. athalia athalig zuzurechnen sind. Die ,Gruppe 2b*, die sich aus deHi¥&r
und einem Grol3teil der Sudfranzosischen Populationen zusasetat und ,Gruppe 2c*, die von
zwei Sudfranzésischen Tieren gebildet wird, geben einsaZmensetzung wieder, die der
klassischen geladuss&Zuordnung entspricht. Der Zusammenhang zwischeeneieil der
Sudfranzosischen Stichprobe und der Walliser Populationmigftt nur durch die MP-Analyse,
sondern ebenso durch die UPGMA-Clusteranalyse aufsBa@es Dice- und Jaccard-Index
gestutzt. Gleiches gilt fur die Aufteilung der SudfranzosscRopulation auf mehrere Zweige.
Die Sudfranzosisch-Ligurischen Tiere zeigen auch in deleran Analysen ein uneinheitliches
Bild, so dass die bereits formulierte Schlussfolgerungs ahese Populationen genetisch von
ndrdlichen Populationen beeinflusst werden, auch hier ins&Bgung findet.

Durch diese Analysen wird zweierlei sichtbar: Zum einen g#einen Genflul3 zwischen den
Populationen, zum anderen ist belegt, dass geographisbband eine bedeutende Barriere flr
Genfluss darstellt. Von daher zeldt athaliaein differenziertes Bild: Zwischen einem Teil der
Populationen besteht ein recht hoher Genfluss, von esodatibn selbst eines so exponierten
Standortes wie dem Fichtelberg kann nicht die Rede seiwoldbdie Walliser Populationen
ebenfalls nicht isoliert sein dirften (Rhonetal!), scheinengeographischen Gegebenheiten
durch die zahlreichen tber 3000 - 4000m hohen Beogé @iir eine gewisse Abgeschirmtheit
gesorgt zu haben. Eine Durchmischung mit der ,taxoscdnen Stammform® (=M. athalia
athalia), in dieser Untersuchung vertreten durch die ,Grudpe hat hier bislang kaum
stattgefunden. Die Sudfranzésischen Populationen galtenstgrieseit Higgins (1955) als
.reinrassige” Vertreter der sudlichen Unterart (Locugidys!), aber hier scheint die ,taxono-

mische Stammform® hinter dem Alpenbogen lber die Kistemmegugang zu den dortigen
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Populationen gefunden zu haben und die Durchmischun@etes starker fortgeschritten zu sein,

als allgemein angenommen wurde. Diese Auffassung wicth @urch folgende eigene Unter-

suchungen (Achtelik, unveroffentlicht) bestétigt:

Bei Genitaluntersuchungen von Individuen aus Sudfrankreiolden immer wieder
rudimentare Unci festgestellt.

Bei Allozymuntersuchungen konnte die Vermutung von P&237}, dass es am Glucose-
6-phosphat-Dehydrogenase-Locus (G6PDH) Markerallele dig Taxa athalia*
und / oder geladussa geben konnte, trotz intensiver Suche nicht bestatigtdever
Weder an diesem Locus noch an anderen untersuchterinLecl7) konnten tUberhaupt
diagnostisch wertvolle Allele entdeckt werden. Dabei wureigens - wie bei Pelz - fur
das Taxon geladussau. a. Falter aus St. Martin Vésubié, Alpes Maritimes, nsoteht,
um zu vermeiden, dass es durch die Verwendung vdersirchungsmaterial anderer
Herkunft zufallig zu anderen Ergebnissen kommt.

Hybridisierungsversuche verliefen erfolgreich: So gelangéolgeeiche Paarungen in
Flugkafigen bei Langtagbedingungen (> 18 Std. Licht28a:C, ausreichende Fitterung)
zwischen Sudfranzésischen und Finnischen, Westschwsirge Vorarlberger Faltern.
Auch die anschlieBenden Zuchten verliefen ohne Auffaligk. Beuret (1933) ist
bislang der einzige, der Zuchtversuche zwischen den embei@axa athalia’
(?: Deutschland, Baden, Sackingen) uwedladussa(d: Schweiz, Tessin, Val Canaria)
dokumentiert hat, wobei diese misslangen. Das gab @@muvig Auftrieb, diese beiden
Taxa seien getrennte Arten. Er erreichte zwar eine Rgaund die nachfolgende
Eiablage, aber es schliupften keine Raupchen, obwolkl e@mbryonale Entwicklung
ausgelost worden war. Beuret hielt eine ,BastardkraitkHur denkbar, obwohl er
gleichzeitig von &ahnlichen Problemen bei Zuchten innerhalbgtechen Populationen
berichtet. Aus eigener Erfahrung weild ich, dass die Galegd. athalia / celadussa
Komplexes sehr empfindlich auf mangelnde Luftzirkulationrodeviel Feuchtigkeit
reagieren, so dass die mil3lungene Zucht Beuret's vermetheh auf solche Faktoren

zurickzufuhren sein dirfte als auf eine ,Bastardkrartkhei

Es gibt somit geniigend Hinweise, dass die urspringl@gsamtpopulation voW. athalia in

der erdgeschichtlichen Vergangenheit geographisch in nemes? Populationen gespalten
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worden ist. Diese Populationen, eine nérdlich und einacsiider Alpenkette, entwickelten sich
getrennt weiter, wobei sich morphologische Unterschiedalém Entwicklungsstadien (Beuret
1933, eigene Beobachtungen) manifestierten. Viele Schmagteriveisen im Sidden ihres
Verbreitungsgebietes z. B. eine grol3ere Fligelspannweiteiral zeigen eine hellere Fliigel-
farbung. Das trifft auch auf die sudlich der Alpen veitbte Form vorM. athaliazu. Allerdings

ist es bei dieser Form, anders als bei vergleichbaresn, noch zu weiteren Veranderungen
gekommen, als deren auffalligste das Fehlen der Undmespiilt. Dabei ist davon auszugehen,
das es sich um eine Reduktion handelt, da Reduktionee kestimmte oder komplexe Serie
von Mutationen bendtigen und daher eine hdohere Wadirdatnkeit haben als die Neuent-
stehung eines Merkmals. Durch die unterschiedlichen Unteuragen kann belegt werden, dass
trotz der zeitweisen Trennung der Verbreitungsgebietd der nachgewiesenen genetischen
Differenzierung keine Speziation stattgefunden hat. Essicht somit bei der Betrachtung der
beiden in der Vergangenheit raumlich und reproduktiv geteen®opulationen noérdlich und
sudlich der Alpen vielmehr um eine potentielle Fortpflanagegneinschaft gehandelt, die nach
sich nach Wegfall der geographischen Barrieren (Rucldeig Gletscher) wieder zu einer
funktionellen Fortpflanzungsgemeinschaft zuriickentwickelt ha

4.4 Die Gefahrdungssituation vorMelitaea athalia

Die aktuelle Gefahrdungssituation fir. athaliain Europa muss differenziert betrachtet werden.
Einerseits gibt es individuenstarke Populationen besondewslpenraum, die sicher nicht als
gefahrdet anzusehen sind. Gleiches gilt sicherlich igibdreits skizzierte Verbindung von den
nordlichen Alpen Uber die mittleren Hohenlagen entlangTdehechischen und Slowakischen
Grenzen bis in den Brandenburger Raum. Problematisah esir wenn durch den Eingriff des
Menschen Lebensrdume groRraumig zerstort werden un@agialationen zunehmend isoliert
werden. Dies ist bereits in den Bundeslandern Nordrheistfdlen, Niedersachsen (Lobenstein
2003) und Schleswig-Holstein (Kolligs 2003) der Fall. Hidat g¢s allenfalls sehr wenige und
kleine Populationen. Insgesamt geht man in Deutschland ¥e&50 26 Bestandseinbuf3en aus.
Auch im europaischen Ausland beklagt man erhebliche diiinge: Belgien, Luxemburg und
Niederlande (> 50 % Bestandsverlust in 25 Jahren), Démerf25 % - 50 %), Osterreich,

! Der Uncus ist eine chitindse Struktur des manelicGenitalorgans
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Frankreich, Lettland, Moldawien, Slowakei, Schweden (18623Asher et al. 2001). Besonders
dramatisch ist die Situation in England, Wb athalia inzwischen zu den seltensten Schmetter-
lingen zahlt und nur durch den konzertierten EinsatzNaturschitzern noch an wenigen Stellen
Uberlebt hat. Dass der ,Wachtelweizen-Scheckenfaltestogfisch so unter Druck geraten ist,
hat auch mit seiner Lebensweise zu tun: Die Art ist sehdstdreu und bildet geschlossene
Kolonien um die Futterpflanzenhabitate aus, die manchmat mehr als 0,5 ha grof3 sind.
Durch Markierungsexperimente konnte man feststellens dash die Tiere meist in einem
Umkreis von 100 m bewegen, wobei vereinzelt auch Wieddeuim Abstand von 2 km
verzeichnet werden konnten. Da viele der Habitate kurzlgig, ist die Art gezwungen, auch
neue geeignete Lebensrdume zu finden. Dabei sind digkBdln, neue Kolonien zu begrinden,
trotz des grundsétzlich vorhandenen Nomadentums, gsmhgeschrankt. Studien in
Sudostengland haben gezeigt, dass selbst geeignete Habigat®)rds00 m weit von einer
Population entfernt liegen, nur sehr zoégernd, wenn Ubethaegsiedelt werden (Barnett &
Warren, 1995; Brereton et al. 1998, Feber et al. 2000ren 1987, 1991, Warren et al. 1984).
Angesichts der (noch) vorhandenen hohen genetischeabiféét hatM. athalia sicherlich gute
Chancen, nicht ausgerottet zu werden, solange nur gehivgeda und nicht zerstreute Biotope

erhalten bleiben.

4.5 Taxonomische Konsequenzen

Taxonomischen Konsequenzen sollten erst nach dem Alschiiterer Untersuchungen (z. B.
Morphologie, Allozymelektrophorese, DNA-Sequenzierungzagen werden. Unstrittig ist die
Zuordnung des Artnamensthalia“ zu den um Paris fliegenden Tieren. Diese Populationen sind
eindeutig den uncusspitzentragenden Faltern West-, Mittel- Nordeuropas zuzuordnen. Die
uncusspitzenlose Form wurde von Reverdin 1920 als eigenbl. pseudathaligbeschrieben.
Zeitweise wurde dieser Name durch die Bezeichninedygtica“ Rihl 1888 ersetzt, dem manche
Autoren Prioritat einrAumten. Higgins beendete die bereitsmahr als 60 Jahren diskutierte
Frage, wie die uncusspitzenlose Form vathalia“ heiRen misste, indem er als Locus typicus
fur diese Form den Ort Tende, Alpes Maritimes, auswalitahstorfer (1910) hatte der
Population dieses Ortes den Namerlgdussagegeben. Diese Population war fur Higgins die
alteste benannte reine uncusspitzenlose Subspezigd.vathalia ,There can be no doubt that
this is the oldest name that applies unquestionably to thespcies, of which the holotype
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exists and the typical locality is definitly known and theretomust take precedence over
pseudathaliaRev., 1920" (Higgins 1955). Die bisherigen Ergebnissgerejedoch, dass es sich
bei dieser Sudfranzésichen Population, wie bei allen weiter&grsuichten Sidfranzdsischen
oder benachbarten Ligurischen Populationen, vermutlichHytiride zwischen der Stammart
.athalia® und einer sudlich der Alpen verbreiteten Form handelt.fénsoscheint mir die
Zuordnung des Namensceladussa fir die Bezeichnung einer Unterart, die das moglichst
Lreinrassige”, uncusspitzenlose sudliche Taxon Morathalia reprasentieren soll, ungeeignet zu
sein. Rezbanyai-Reser (1987) vertritt die Auffassungs dathalia“ und ,celadusséanicht als
~.gewohnliche* Unterarten betrachtet werden konnen, ,deerimb beider Taxa deutliche,
Okologisch-geographisch bedingte morphologische Aufspgdturbemerkbar sind“. Demnach
vertritt ,celadusséa ,eben eine weitere Stufe der Artentwicklung, ein Taxoas Gu einer
Unterartgruppe der Arthalia gehdrt, wie dies in der Neufassung der Nomenklatuimgd®85)
sogar als Beispiel aufgefuhrt wird (Art. 6b, Examples1D). Der Name dieser Unterartgruppe
(Supersubspezies?) soll aus Prioritatsgriindengdensi©BERTHUR 1905 heiRen*.

Die Frage, ob die Bildung von ,Unterartgruppen” sinvoll &)l hier nicht diskutiert werden.
Richtig ist allerdings, dass das Taxoneyadensis“auf Grund seiner isolierten Lage in der
spanischen Sierra Nevada (s. Abb. 2.2) eine vermutihe uncusspitzenlose Form von
»athalia* darstellt und daher als Ersatz fiir die Bezeichnurgjadussa“grundsatzlich geeignet
ist. Auch bei der Genitaluntersuchung eigenen Sammlwstgsials konnte ich bei Tieren aus der

Sierra Nevada keine Ubergangsformen feststellen.
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5. Zusammenfassung

Bei der vorliegenden Untersuchung wird erstmalig miteHder ISSR-PCR eine grol3rdumige
Populationsanalyse bei der zunehmend in ihrem BestandhbexrdagfalterarMelitaea athalia
vorgenommen. Dabei erwiesen sich die hohe Reproduzkerhaiiberschaubare Kosten sowie
ein vergleichsweise geringerer Zeitaufwand als Vorteile I&R-PCR gegeniber anderen
Methoden wie RAPD, AFLP oder Mikrosatelliten-PCR (SSR). DietlMde ist geeignet,
Zusammenhange zwischen verschiedenen PopulationeMyvathalia nachzuweisen. Darilber
hinaus konnten mit Hilfe der gewonnenen Daten funf vedta Arten aus der Familie der
Nymphalidae, namentlich die Scheckenfalielitaeca diamina Melitaea cinxiaund Melitaea
aurelia sowie die PermuttfalteBoloria euphrosynaund Issoria lathoniauntereinander sowie
gegenuberM. athalia differenziert werden. Aufgrund der hohen Polymorphisrate war es
notwendig, geeignete Primer zu suchen, die in der Lagenwaine hohe Anzahl von
auswertbaren Markern zu produzieren. Hierzu wurdenPffher getestet und davon 14 fur
weitere Analysen ausgewahlt. 8 Primer waren in unterdathied Art in der Lage, Arten und
Populationen zu trennen. Ein populationsspezifischer Maxkentk weder fur die Nominatform
M. athalia athalia noch fir das TaxorM. athalia celadussa vermutlich aufgrund des
vorhandenen Genflusses - gefunden werden. Die Konitaingeeigneter Marker ermdglichte die
Unterscheidung von Arten, Populationen und Individuen inrmFoeines genetischen
Fingerabdrucks. Die Anwendung mehrerer Diversitatsindieege, das die Verwendung der bei
dominanten Markern haufiger eingesetzten Dice- und Jdiodies gleichwertig waren. Der
zusatzliche Vergleich mit dem Raup-Crick-Index, der mit min@tegrierten Bootstrapping-
verfahren arbeitet, wird aus Griunden der statistischeniciAdrsing flr zukinftige Unter-
suchungen empfohlen. Es wurden mehrere analytischigoblen angewandt, um zu Utberprifen,
ob Ergebnisse unabhéngig voneinander durch verscl@edatersuchungsmethoden bestatigt
werden: Auf Basis des Dice-, Jaccard- und Raupk&ndex wurden UPGMA-Cluster- sowie
Hauptkoordinatenanalysen (PCOs) auf Art, Unterart- Bogulationsebene durchgefihrt. Die
genetische Struktur dé. athaliaPopulationen wurde mit Hilfe einer AMOVA untersucht, die
errechneterFs-Werte wurden einer weiteren UPGMA-Clusteranalyse ungerzaind dieNm
Werte bestimmt. Mit Hilfe des ,Maximum Parsimony*“-Verfahsewurden Kladogramme kon-

struiert, die phylogenetische Zusammenhange offen leBienISSR-Marker wieseM. aurelia
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auf Basis des vorliegenden Datensatzes als Schwestergrappd. athalia aus. Gleichzeitig
konnte die enge phylogenetische Beziehung zwisbhatiaminaundM. cinxiabelegt werden.
Folgende weitere Feststellungen lassen sich in Bezug augimangs formulierten Fragen
(s.1.4) treffen:

* Es gibt beiM. athalia homogene Populationen: Beispiele sind die Polnische Population
aus Bialowiéza sowie die Walliser Population.

* Aufgrund fehlender geographischer Barrieren gibt es Rbpoen, die so eng
miteinander verwandt sind, dass man von einem nahezaittictien Genpool ausgehen
kann. Beispiele sind die Populationen aus Vorarlbeny Fachtelberg (Sachsen) und aus
Brandenburg.

» Klare Trennungen, wie sie zu den Vergleichsarten fegiffeserden konnten, lieRen sich
zwischen den Populationen vadyl. athalia nicht nachweisen. Bei den untersuchten
Populationen ist von einem GenfluR ist unterschiedlichem Ma&aigehen.

* Die molekularen Marker der ISSR-Analyse stitzen gruntigiétdie Unterteilung in die
Taxa M. athalia athaliaund M. athalia celadussaGleichzeitig werden durch sie auch
Populationen entdeckt, die weder dem einen, noch demresndeaxon eindeutig
zuzuordnen sind. Das betrifft in der vorliegenden Untdmgng die Populationen aus
Sudfrankreich / Ligurien und aus Sudtirol.

* Der Typenfundort des Taxongegladussaist Tende in Sudfrankreich und somit einer
Zone zuzuordnen, die sowohl von sudlichen als auch n@mllichen Populationen
beeinflusst wird. Konsequenterweise sollte der Nacetagussadurch den Namen eines
moglichst ,reinrassigen” uncusspitzenlosen Taxons ersetdewe Hierfur bietet sich

das isolierte stdspanische Taxoeyadensi©berthir 1905* an.

In den letzten 50 Jahren haben die teilweise dramatisskhlechterten Lebensbedingungen fur
Schmetterlinge europaweit zum Aussterben vieler PopulationémrgeDie vorliegende hohe
genetische Variabilitat 1&sst jedoch darauf schliel3en, Mliadisaea athaliagrundsatzlich tber
genigend genetische Anpassungsfahigkeit verflgt, ungrgge Biotope neu besiedeln zu
konnen, sofern diese sich in der N&he rezenter PopulatibeBnden. Eine Verinselung ist
jedoch eine grof3e Gefahr und wird nach den bishefgihrungen schnell zum Verschwinden

dieses schonen Schmetterlings fihren.
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7. AbklUrzungen und Symbole

8

A
Abb.
AFLP

Baden-Wurttembg.

bp
BPB
BR
bzw.
C
ca.
cm

coll.

d. h.
dATP

Nummer (,number”)

Prozent

und

Sekunde (topographisch)

kleiner als

Summe

Grad (topographisch)

Grad Celsius

Mikroliter

Mikromolar

Weibchen

M&annchen

unendlich

Adenin

Abbildung

~Amplified Fragment Length Polymorphism”
Baden-Wurttemberg

Basenpaar(e)

Bromphenolblau

Bundesrepublik

beziehungsweise

Cytosin

circa

Zentimeter

Sammlung (lateininisch: ,collectio®)

Deutschland

das heif3t

Desoxyadenosin-5"-triphosphat
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dCTP Desoxycytosin-5"-triphosphat

dGTP Desoxyguanosin-5"-triphosphat
DNA Desoxyribonukleinsaure (“desoxyribonucleid acid”)
dNTP Desoxynukleotidtriphosphat

dTTP Desoxythymidin-5"-triphosphat

e.l. aus der Larve (,ex larva®)

e. 0. aus dem Ei (,ex ovo®)

EDTA Ethylendiamintetraessigsaure

et al. und weitere (et alii®)

etc. und weiteres (,, et cetera“)

Fa. Firma

EthBr Ethidiumbromid

Fst Fixationsindex

G Guanin

G6PDH Glucose-6-Phospat-Dehydrogenase
Gr. Grol3(es)

ha Hektar

ISSR .inter Simple Sequence Repeats”
km Kilometer

leg. legit (lateinisch: ,hat gesammelt®)
Lep. Lepidoptera

Lig. Ligurien

m Meter

MDS Multidimensionale Skalierung

Mg** zweifach positiv geladenes Magnesium-lon
min Minute(n)

ml Milliliter

mM millimolar

mmol Millimol

MP ~-Maximum Parsimony*

n Anzahl
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nm
Nm

nmol
nordl.
NSG
oberhlb.
ostl.

oT
OTU
pB
PCO
PCR
pp-ISSR
pp-RAPD
RAMP
RAPD
resp.
Rev.
RFLP
Rheinld.
Rm
RNA

S

S.

S. 0.

S. u.
SAMPL
sog.
spec.

ssp.

Nanometer
Anzahl der in andere Populationen einwandernde Tiere pro
Generation (“number of migrants per generation”)
Nanomol

nordlich

Naturschutzgebiet

oberhalb

Ostlich

Ortsteill

Operational Taxonomic Unit

polymorphe Banden

Principal Coordinate Analysis

Polymerase-Kettenreaktion (,polymerase chain reaction®)
Lprimer-pair Inter Simple Sequence Repeats”

~primer-pair Random Amplified Polymorphic DNA”
~-Randomly Amplified Microsatellite Polymorphism”
-Random Amplified Polymorphic DNA”

respektive (beziehungsweise)

Reverdin

.Restriction Fragment Length Polymorphism*

Rheinland

Korrelationswert beim Manteltest

Ribonukleinsaure (“ribonucleic acid”)

Sekunde(n)

siehe

siehe oben

siehe unten

~>elective Amplification of Microsatellite Polymorphic Loci”
sogenannt, sogenannter (je nach Kontext)

species (Ersatz fur Artbezeichnung)

Unterart (,subspecies”)
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SSR
Std.
Sudfr.

Tab.
TAE
TBE

u. U.
UBC
unterh.
UPGMA
uv
VBG

vic.

»Simple Sequence Repeat”
Stunden

Sudfrankreich

Thymin

Tabelle

Tris/Natriumacetat-Puffer mit EDTA
Tris/Borat-Puffer mit EDTA

L»unit*

unter Umstéanden

University of British Columbia
unterhalb

~-Jnweighted Pairgroup Method using Arithmetic Aversige
ultraviolett

Vorarlberg

benachbart (lateinisch: ,vicinus®)

zum Beispiel
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8. Anhang

8.1 Material

8.1.1 Chemikalien
Agarose (Seakem L
Agarose (NUSieVd)
Bromphenolblau
dNTPs

EDTA
Ethidiumbromid
Tris-Acetat

Tris-Base

Cambrex Bio Science, Baltimore

Cambrex Bio Science, Baltimore
Serva, Heidelberg

Promega, Mannheim

Merck, Darmstadt

Roth, Karlsruhe

AppliChem, Darmstadt

Biomol, Hamburg

8.1.2 Eingesetzte Losungen und Puffer
Agarose(2 g, 3 g, 4 @0 ml TAE-Puffer (1x)

Agarose-Gel (1%, 1,5%, 2%)
DNA — Probenpuffer

dNTP-Mix

EthBr-Stammlésung (1%)
PCR-Puffer (10x)

Q-Solution
TAE-Puffer (50x, pH 8,3)

100 mM EDTA
43% (v/v) Glycerol
0,05% (w/v) BPB
2 mM dATP
2mM dCTP
2 mM dGTP
2mMdTTP
100 mg in 10 miQH(reinst)
“Taq Buffer with Mg, Mg?*-Gehalt 1,5 mM
(Eppendorf, Hamburg)
Qiagen, Hilden
2 M Tris-Base
0,5 M Natriumacetat
50 mM EDTA in HO (reinst)
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TBE-Puffer (10x, pH 8,3)

8.1.3 DNA-Langenstandard
Superladder-mid1 100 bp/500 bp

O’RangeRuler™ 200 bp DNA Ladder

100 bp DNA Ladder
250 bp DNA Ladder

8.1.4 Enzyme

Proteinase K
Taq DNA-Polymerase
HotMaster Taq DNA Polymerase

8.1.5 Primer
Primer Set #9

8.1.6 Kits
Qiamp® DNA Mini Kit

8.1.7 Gerate

Dokumentationssysteme

Pipetten /2, 10, 20, 200 und 1000 pl

Reinstwasseranlage

Spannungsregler

Stickstofftransportkanne

1340 mM Tris-Base
45 mM Borsaure
25 mM EDTA in HO (reinst)

Eurogentec DeutschlandHGKidin
Fermentas, St. Lenin-R
Invitrogen

Invitrogen

Sigma, Minchen
Eppendorf, Hamburg , Quiagen Gnihilden
Eppendorf AG, Hamburg

University of British Columbia Biotechnology

Laboratory, Vancover, BC, Canada

Qiagen, Hilden

Gel Print 1000i, BioPhotonics Catijoor,
Sony Black and White Monitor SSM-930 CE, Sony
ABIMED, Langenfeld
Reinstwasser-System clear plus, SG
Wasseraufbereitung- und Regenerierstation GmbH
Power Pac 200, Bio-Rad Laboratories GmbH
Airliquide GT3
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Thermocycler PTC-200 Peltier Thermal Cycler, MJ Resgarc
Waltham, Mass., USA

UV-Leuchttisch TFX-20.M UV-Leuchttisch, Vilber Lourmat

Vortexer Vortex Genie 2, Scientific Industries

Zentrifuge Biofuge pico, Heraeus Instruments GmbH

8.1.8 Verbrauchsmaterialien, Laborbedarf

Kunststoffmaterialien (Kryordhrchen, Biozym, Fischer Scientific, Hartenstein, Roth
Lagerboxen, Pipettenspitzen,

Reaktionsgefalie etc.)

Glasgerate (Becherglaser, Messzylinder Schott, Hirschmann

etc. )
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