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Einleitung

1 Einleitung

Zu Beginn der Einleitung mdchte ich eine kurze Ubersicht zur Gattung Daphnia geben
Diese Einleitung wird sich vornehmlich mit Themen der systematischen Einteilung und
Lebensweise dieser Tiere befassen und in einem vertiefenden Abschnitt den
Daphnia longispina-Artkomplex ndher beschreiben. In einem zweiten Teil wende ich
mich dem Artbegriff zu. In diesem Abschnitt werden auch die Themen interspezifische
Hybridisierung und Introgression vertieft. In einem methodisch ausgerichteten
Abschnitt stelle ich dann das in dieser Studie verwendete Markersystem
»Mikrosatelliten* detaillierter vor, bevor ich mit meiner Fragstellung des Projektes in

die Arbeit einleite.

1.1  Die Gattung Daphnia

1.1.1 Systematische Stellung

Die Gattung Daphnia O. F. Miiller 1885 besteht aus vielzelligen Tieren, die dem Stamm
der Arthropoden zuzuordnen sind. Dort gehdren sie zu den Crustaceen. In der Klasse
Branchiopoda (BlattfuBBkrebse) sind sie in die Ordnung der Diplostraca
(Krallenschwinze) gestellt, wobei viel hdufiger die Unterordnung Cladocera angegeben
wird, um Daphnia in das System einzuordnen (http://www.cladocera.de). Andere
Quellen (Myers et al. 2006) beschreiben die Cladocera selbst wiederum als Klasse und
stellen in der Regel die Familie Daphniidae neben die Familien Bosminidae,
Chydoridae und Macrothricidae. Innerhalb der Familie Daphniidae findet die Gattung
Daphnia ihren Platz neben den Gattungen Ceriodaphnia, Megafenestra, Scapholebris
und Simocephalus. Ob Daphniopsis in die Gattung Daphnia gestellt werden sollte, ist
Gegenstand kontroverser Diskussion (Benzie 2005, Myers et al. 2006). Die weitere
Einteilung in Untergattungen wird durch Benzie (2005) in Ctenodaphnia
Dybowski & Grochowski, 1895; Daphnias.s. O. F. Miiller, 1785 und Hyalodaphnia
Schodler, 1865 vorgenommen, durch Colbourne & Hebert (1996) und Petrusek et al.
(2005) in die drei Gruppen Ctenodaphnia, Daphnia s.s. (Daphnia pulex-Gruppe) und
Hyalodaphnia (Daphnia longispina-Gruppe). Innerhalb der Daphnia longispina-Gruppe

wurde durch Petrusek et al. (2007) kiirzlich eine Revision der Arten vorgeschlagen. Die
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Arten D. hyalina, D. rosea und D. zschokkei werden unter dem Namen D. longispina O.
F. Miiller, 1776 zusammengefasst. Die in letzter Zeit in der Literatur als D. longispina
bezeichnete Art stellt meist Tiere der Art D. lacustris G. O. Sars, 1862 dar. In der
vorliegenden Arbeit werden die Artnamen und -zuordnungen durchgingig nach dieser

Beschreibung verwendet.

Die eben beschriebene Stellung der Gattung soll aber nicht dariiber hinwegtiuschen,
dass die systematischen Zuordnungen in vielen Untergruppen der Gattung Daphnia bis
heute nicht eindeutig gekliart werden konnten. Es gibt zwar viele regionale Ansitze oder
Untersuchungen von abgegrenzten Systemen, doch aus morphologischer Sicht fehlten
bisher Merkmale, die zur Aufkldrung der Phylogenie der ganzen Gattung herangezogen
werden konnten (Benzie 1986). Eine molekulare Phylogenie von Colbourne & Hebert
(1996), klarte zumindest eine Einteilung in GroBgruppen auf. Schwenk et al. (2000)
konnten das aktuelle Bild um eine detailliertere Untersuchung in Europa erweitern
(zusammengefasst in Benzie 2005). Dabei ist eine besondere Herausforderung die
Tatsache, dass in einigen Komplexen hiufige Hybridisierung solche Ansitze scheitern
lasst. Die Beschreibung der Arten erfolgte traditionell durch morphologische Merkmale.
Heute ist dieses Artkonzept wegen seiner geringen Auflésung zwar iiberholt, aber
dennoch eine wichtige Grundlage. Vor allem im Hinblick auf die hier untersuchten
Arten der Gattung Daphnia zeigt sich, dass das Morphospezies-Konzept nicht greift. Es
gibt innerhalb der untersuchten nah verwandten Arten nahezu kontinuierliche
Ubergiinge und hohe phinotypische Plastizitit in der Morphologie; siche z.B.
Wesenburg-Lund (1926) fir D. cucullata und Glagolev (1986) fiir D. galeata.
AuBerdem  treten  jahreszeitenabhingig  unterschiedliche = Phénotypen  auf
(Zyklomorhpose), was erstmals durch Wesenburg-Lund (1908) am Beispiel von

D. longispina beschrieben wurde. Dies erschwert eine systematische Einteilung.

1.1.2 Lebensweise

Die Vertreter der Gattung Daphnia stellen eine der am besten bekannten und weltweit
verbreiteten Gruppen des SiiBwasserzooplanktons dar (Benzie 2005). IThre weite
Verbreitung verdanken sie der gro3en Breite ihrer 6kologischen Nischen. Sie bewohnen
von kleinen tempordren Timpeln bis hin zu groen Seen, von sehr klaren bis sehr

triiben und von sehr gering salzigen bis hoch salinen Habitaten praktisch das gesamte
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Spektrum der Binnengewésser, wobei es keine marinen Formen gibt (Hebert 1978,
Benzie 2005). Die groBte Diversitit an Arten findet man in den gemiBtigen und
hoheren geographischen Breiten (Fernando 2002). In vielen Bereichen der Forschung ist
Daphnia ein wichtiger Modellorganismus. In der Vergangenheit wurden an Daphnien
klassische Arbeiten iiber Genetik, Evolution und Populationsbiologie verfasst (Banta
1939, Slobodkin 1954, Hutchinson 1967, Hebert 1978, De Meester 1996). Aktuell
haben sich diese Tiere als Modellorganismus sowohl in der Okotoxikologie,
Limnologie, Okologie, evolutioniren Genetik und Populationsgenetik (Lynch & Spitze
1994, Stark & Banks 2003) als auch in der Genomik (The Daphnia Genomics
Consortium: http://daphnia.cgb.indiana.edu/) etabliert. Besonders in experimentellen
Disziplinen sind Daphnien seit Jahrzehnten sehr beliebt, da sie leicht zu héltern sind und

klonale Linien bilden kénnen (z.B. Frank 1952, Frank 1957, Small 1962).

Eine weitere Besonderheit dieser Gattung ist ithr Reproduktionszyklus, der iiberwiegend
zyklisch parthenogenetisch erfolgt (Banta 1939, Brooks 1957, Hebert 1978, Zaffagnini
1987). Dabei werden von asexuellen Weibchen zum einen Subitaneier produziert, die
sich ohne Befruchtung entwickeln konnen. Die aus den Subitaneiern resultierenden
Nachkommen gleichen genetisch dem Muttertier (Bildung klonaler Linien). Zum
anderen sind parthenogenetische Weibchen aber auch in der Lage, bei verschiedenen
Verschlechterungen der Umweltbedingungen Ménnchen und Weibchen zu produzieren,
die in einem sexuellen Zyklus so genannte Ephippien bilden, in denen sich bis zu zwei
Dauereier befinden konnen. Die sexuelle Reproduktion dient der Erhohung der
genetischen Diversitdt durch Rekombination und zusétzlich fungieren die befruchteten
Eier als Uberdauerungsstadium im Sediment. Dabei bietet die chitinisierte Hiille des
Ephippiums besonderen Schutz gegen extreme Bedingungen, wie Temperaturstress und
Trockenheit (Benzie 2005). Die Produktion sexueller Individuen wird meist nur bei
ungiinstigen Umweltbedingungen initiiert, wozu zum Beispiel der Mangel an Nahrung,
die Anderung der Photoperiode und zu hohe Populationsdichten zihlen (Banta & Brown

1929, Hebert 1978, Hobaek & Larsson 1990, Kleiven et al. 1992).
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1.1.3 Der Daphnia longispina-Artkomplex

Nach Petrusek et al. (2007) besteht der D. longispina-Komplex aus D. lacustris G. O.
Sars, 1862; D. longispina O. F. Miiller, 1776 ; “D. umbra’; D. cucullata G. O. Sars,
1862; D. galeata G. O. Sars, 1863 in Europa, und den nearktischen Arten D. mendotae
Birge, 1918; D. dentifera Forbes, 1893 und D. thorata Forbes, 1893. Bis auf die noch
nicht offiziell beschriebene Art ,,D. umbra“ hybridisiert in diesem Komplex jede der
Arten mit mindestens einer anderen, wobei D. galeata die am stirksten hybridisierende
Art ist (Taylor et al. 2005). In dieser Studie sind die drei Arten D. longispina,
D. galeata und D. cucullata als Daphnia longispina-Artkomplex zusammengefasst, da
sie sehr nah verwandt sind. Diese drei Arten lassen sich recht eindeutig anhand ihrer
Kopfform, der Ausbildung des Rostrums und des Antennulahiigels (antennula mound)
unterscheiden (F16Bner 2000, Benzie 2005). Je nach Morphotyp hat D. longispina einen
symmetrischen (D. hyalina-Morphotyp) bis asymmetrischen (D. rosea) Kopf, nach
hinten versetzte Antennulae, einen schwach bis gar nicht ausgepragten Antennulahtigel
und ein spitzes Rostrum (Abbildung 1A-C). D. galeata ldsst sich am asymmetrischen
Kopf (gelegentlich mit induziertem spitzem Helmfortsatz) und stark ausgeprigtem
Antennulahtigel erkennen (Abbildung 1F und G). Im Gegensatz zu den anderen beiden
Arten hat D. cucullata keinen Antennulahiigel. Die Antennulae sitzen direkt am stark
abgerundedeten Rostrum (Abbildung 1E und F). Allerding gibt es viele Phinotypen, bei
denen diese Merkmale meist nicht so deutlich voneinander abzugrenzen sind. Wie oben
beschrieben machen phénotypische Plastizitit sowie die morphologisch intermedidren
Hybride die Identifikation der drei Arten allein anhand der Morphologie oft sehr
schwierig. Zusatzlich tritt im D. longispina-Artkomplex die hdufigste Hybridisierung im
D. longispina-Komplex auf, was die morphologische Zuordnung zu Arten erschwert -
siche zusammenfassende Arbeiten von (Schwenk & Spaak 1997, Schwenk et al. 1998,
Giessler et al. 1999).#

1.2 Arten und Artbildung

1.2.1 Der Artbegriff

Der Begriff ,,Art* in der Biologie bezeichnet eine Kategorie der Taxonomie. Obwohl er
als basale Einheit von Analysen unerlésslich fiir viele Felder der Forschung ist (Sites &

Marshall 2003) und allgemein verwendet wird, ist seit Jahrzehnten keine
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Abb. 1: Arten des D. longispina-Artkomplexes. Es sind sowohl schematische Zeichnungen aus Benzie
(2005, links) dargestellt als auch digitale Fotographien (40x, C, E und G). A-C: D. longispina (A: D. rosea-
Morphotyp; B-C: D. hyalina-Morphotyp); D-E: D. cucullata; F-G: D. galeata. Die Pfeile deuten auf die fiir
die Identifizierung der drei Arten wichtigsten Merkmale hin: Rostrum, Symmetrie des Kopfes, Antennulae
und Antennulahiigel. Siehe Haupttext fiir Details.
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allgemeingiiltige klare Definition erreicht worden (Coyne & Orr 2004). Als
wissenschaftlicher Ursprung des Artbegriffs kann die Definition gelten, dass gleiche
(bzw. sehr dhnliche) Individuen in der kleinsten biologisch realen Kategorie , Art*
zusammengefasst werden. Dieser frilhe Artbegriff, auch als Morphospezieskonzept
bekannt, wurde von Carl von Linné eingefiihrt. Er war der Begriinder der Taxonomie
und teilte die Organismen im 18. Jahrhundert in seiner Systema Naturae Arten nach
ihren Ahnlichkeiten zueinander ein (Linneaus 1758). Es liegt auf der Hand, dass dieses
Artkonzept zu Problemen fiihrt (z.B. bei Sexualdimorphismus). Aus diesem Grunde
wurden seit Beginn des 20. Jahrhunderts immer wieder neue Definitionen der Art
entwickelt. Keine der Definitionen ist falsch, sie haben alle unterschiedliche
Anwendungsgebiete. Das bekannteste dieser Konzepte ist das biologische Artkonzept
(Mayr 1942), in dem eine Art als Gruppe von Individuen bezeichnet wird, die sich
zumindest potentiell miteinander verpaaren koénnen und reproduktiv von anderen
solchen Gruppen isoliert sind. Im vorliegenden Fall der Gattung Daphnia findet man
betrichtliche Hybridisierung. Hybridisierung ist die erfolgreiche Verpaarung zwischen
zwei Arten. Wenn man also mit Daphnia arbeitet, sollte man andere Konzepte in
Betracht ziehen, die erkldren, warum es zwar keine reproduktive Isolation zwischen den
nah verwandten Arten gibt, aber dennoch eine gentische Isolation gefunden wird.. Gut
geeignet erscheint hier das evolutiondre Artkonzept nach Wiley (1978). Er beschreibt
Arten als einzelne Linien von Populationen oder Organismen, die ihre Identitét
gegeniiber anderen solchen Linien bewahren. Dies schlieft Hybridisierung nicht aus,
lasst aber trotzdem eine Abgrenzung von Arten zu, solange durch Hybridisierung keine
vollstindige Homogenisierung auftritt. Andere Artkonzepte (zusammengefasst in
Futuyma 2005) sind z.B. das phylogenetische Artkonzept (Cracraft 1989, de Queiroz &
Donoghue 1990), das genealogische Artkonzept (Baum & Shaw 1995), das
Rekognitionsartkonzept (Paterson 1985) und das Kohédsionsartkonzept (Templeton
1989). Im Falle der Daphnien scheinen die letztgenannten Konzepte weniger gut zu
passen als das evolutionédre Artkonzept. Das phylogenetische Artkonzept setzt — dhnlich
wie das biologische Artkonzept — voraus, dass sich Arten in ihrem Stammbaum immer
weiter verzweigen. Hybridisierung fiihrt allerdings zu netzartiger Evolution
(Makarenkov & Legendre 2004, Moret et al. 2004). Auch das genealogische
Artkonzept, in dem Arten als exklusive Gruppen definiert sind, in denen deren
Mitglieder néher zueinander verwandt sind als zu allen anderen Organismen auflerhalb

dieser Gruppe, hat durchaus Schwierigkeiten mit den Mdéglichkeiten der Hybridisierung,
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da Hybride mit beiden Elterarten gleich nah verwandt sind. Eine Bewertung der
moglichen addquaten Artkonzepte fiir Daphnia, besonders bei dem hier untersuchten

Artkomplex, folgt im Abschnitt Diskussion.

1.2.2 Hybridisierung und Introgression

Wie beschrieben stellt introgressive Hybridisierung die Forschung in der
Evolutionsbiologie, Taxonomie und Okologie vor besondere Herausforderungen, was
die Einteilung von Individuen zu Arten angeht. Dabei variiert die Haufigkeit des
Auftretens von Hybridisierung ebenso wie deren Auswirkungen. Zum einen kann
Hybridisierung z.B. Sterilitit oder erhohte Sterblichkeit auslosen (Barton & Hewitt
1985), zum anderen, vor allem bei Pflanzen, konnen hohere Fruchtbarkeit und
Wachstumsrate, Resistenz gegen biotische und abiotische Faktoren die Folge sein
(Birchler et al. 2003). Weiterhin konnen aufgrund neuer genetischer Kombinationen
neue Arten entstehen (Arnold 1997) oder bereits bestehende durch Konkurrenz
verdrangt werden (Wolf et al. 2001). Hybridisierung ist natiirlich nur dort mdglich, wo
Arten sympatrisch auftreten. Dabei hdngt das Ausmall der Hybridisierung von einem
Gleichgewicht zwischen der Selektion gegen die Hybride und ihrer Fahigkeit zur
Ausbreitung ab. Barton & Hewitt (1985) gehen in ihrem tension zone model davon aus,
dass das Bestehen einer Hybridzone unabhingig von der Umwelt ist und vielmehr
davon abhingt, dass Hybride immer wieder neu von den Elternarten gebildet werden
miissen, da sie aufgrund verminderter Fitness nicht zur Reproduktion in der Lage sind.
Dahingegen geht Moore (1977) davon aus, dass Hybride ihren Elternarten in
bestimmten Umwelten sogar iiberlegen sind. Dies wurde auch fiir Daphnien durch
Spaak & Hoekstra (1995) nachgewiesen. Sie schildern in ihrer Arbeit, dass nach der
temporary hybrid cline hypothesis Hybridisierung bevorzugt dann auftritt, wenn sich die
Okologischen Parameter im Habitat wandeln, fiir die die Parentalarten unterschiedliche
Priferenzen haben. Bei ldngerer Dauer der Hybridisierungsereignisse steigt das
Introgressionspotential. Anderson (1953) beschreibt Introgression als den Transfer
genetischen Materials einer Art in den Genpool einer anderen. Dies geschieht in
Abhingigkeit vom Grad der reproduktiven Isolation und der Fitness der Hybride durch
Riickkreuzungen mit einer Parentalart. Solche Organismen, die einen Teil des
genetischen Materials einer anderen Art tragen, werden als Riickkreuzungshybride

bezeichnet.
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1.3 Mikrosatelliten

Mikrosatelliten sind tandemartige Wiederholungen von 1-6bp langen DNA-
Sequenzmotiven, die in groBer Vielzahl im Genom der meisten Taxa vorkommen
(Selkoe & Toonen 2006). Diese Abschnitte sind hoch variabel mit Mutationsraten in der
GroBenordnung von 107 (Dallas 1992, Brohede et al. 2004) bis 10 (Schug et al. 1997,
Schlotterer et al. 1998, Schug et al. 1998, Vazquez et al. 2000). Das macht sie in vielen
Feldern der Biologie (Genkartierung, Populationsstudien, Vaterschaftstests,
Verhaltensokologie, genomische Krebsforschung und forensische Identifikation) zu
beliebten Markern (Goldstein & Schlotterer 1999). Einfache Préaparation und Lagerung
der Proben in Ethanol (im Gegensatz z.B. zu der Lagerung in fliissigem Stickstoff bei
Allozymanalysen), gute Amplifizierbarkeit der kleinen Fragmente und der hohe
Informationsgehalt dieser codominanten, nach Mendel vererbten Marker haben sie in
den letzten Jahren so erfolgreich gemacht. Leider gibt es zur Zeit kein gingiges
Mutationsmodell, nach dem diese DNA-Abschnitte evolvieren (Chistiakov et al. 2006,
Selkoe & Toonen 2006). Nach der urspriinglichen Idee, dass Mikrsatelliten dem infinite
allele model (IAM, unendliches Allelmodell) gehorchen, wonach bei jeder Mutation ein
neues Allel entsteht (Kimura & Crow 1964), wurde lange das stepwise mutation model
(SMM, schrittweises Mutationsmodell Kimura & Ohta 1978) angewendet.
Verschiedene Studien zum Mutationsverhalten der Mikrosatelliten deckten allerdings
auf, dass dieses deutlich komplexer ist, als urspriinglich angenommen. Verschiedene
Versuche, das bestehende Modell zu erweitern (Dirienzo et al. 1993, Valdes et al. 1993,
Dirienzo et al. 1994) brachten keine grundlegenden Verbesserungen (Balloux & Lugon-
Moulin 2002). Balloux & Lugon-Moulin (2002) raten zur Vorsicht bei der Abschédtzung
von Populationsdifferenzierung mit Mikrosatellitenmarkern. Sobald die Annahmen des
SMM nur leicht verletzt werden, liefert das von Slatkin (1995) eingefiihrte Rgr
schlechtere Werte als Wrights Fsr (1951).

1.4 Fragestellung dieser Arbeit

Probleme bei der Artidentifizierung sind weit verbreitet in der Gattung Daphnia.
Besonders im D. longispina-Artkomplex herrschen Zyklomorphose, phénotypische
Plastizitdt und introgressive Hybridisierung vor, eine morpholgische Artdifferenzierung
ist schwierig, eine Identifizierung der Hybride oder Hybridklassen sogar kaum mdglich.

Da es aber durchaus okologische Unterschiede zwischen den Elternarten und deren



Einleitung

Hybriden gibt, ist es wichtig, fiir regionale Okologische Fragestellungen eine
zuverldssige Identifizierung sowohl der Arten als auch der Hybridklassen zu
ermOglichen. Die nach Billiones et al. (2004) entwickelte ITS-RFLP-Methode, die auf
molekularen Markern beruht, scheint nicht zuverléssig alle europdischen Populationen
abzudecken (Skage et al. 2007; eigene Beobachtungen). Das neu entwickelte
Mikrosatellitenmarkersystem (Brede et al. 2006) wurde schon in verschiedenen Studien
getestet (Sandrock 2005, Thielsch 2005, Heubach 2006, Meier 2006, ClaBen 2007).
Dabei standen aber ebenfalls immer nur regionale Komplexe im Blickpunkt. Hier sollen
diese Marker im gesamten Verbreitungsgebiet der Arten getestet werden. Aus
populationsbiologischer Sicht soll getestet werden, welchen Einfluss Hybridisierung auf
diese Arten hat und ob es regionale Unterschiede in der Populationsstruktur gibt. Zum
Beispiel konnte die introgressive, interspezifische Hybridisierung Einfluss auf die
genetische Diversitit der Individuen in Populationen haben, in denen eine Art des
Komplexes sympatrisch mit mindestens einer ihrer beiden Schwesternarten vorkommt
(,,.betroffen” von Hybridisierung). Im Gegensatz dazu gibt es aber auch Populationen,
die in ihrem Habitat nicht in Kontakt mit ihren Schwesternarten kommen und somit
nicht von Hybridisierung ,,betroffen* sind. Folgende Fragestellungen wurden in dieser

Studie bearbeitet:

o Sind die verwendeten Mikrosatelliten geeignet, um Artidentifizierung im

D. longispina-Artkomplex im gesamten Verbreitungsgebiet durchzufiihren?

o Lassen sich auch die verschiedenen Hybridklassen F1, F2 und Riickkreuzungen
identifizieren?
. Durch welche populationsgenetische Struktur sind die Arten D. galeata,

D. longispina und D. cucullata gekennzeichnet? Gibt es Unterschiede zwischen
sympatrischen und allopatrischen (nicht ,betroffen von Hybridisierung)

Populationen?



Material und Methoden

2 Material und Methoden

Der Abschnitt ,,Material und Methoden* gliedert sich in drei Teile. Der erste Teil gibt
einen Uberblick iiber die untersuchten Lokalititen und Populationen. Im zweiten Teil
werden die verwendeten molekularbiologischen Methoden dargestellt und der dritte Teil

beschreibt die Methoden zur statistischen Auswertung.

2.1  Beschreibung der untersuchten Populationen

In der vorliegenden Studie wurden 1155 Individuen der drei Arten Daphnia longispina,
Daphnia galeata und Daphnia cucullata molekularbiologisch untersucht. Die Tiere
stammen aus 33 Lokalititen aus ganz Europa (Abb. 2, Tab. 1). Eine Ubersicht iiber die

0 250 500 750 1000
kiometers

P
v

Abb. 2: Ubersicht iiber die Lokalititen. Jedes Dreieck zeigt den Sammelort einer Probe.
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verwendeten Abkiirzungen der Lokalitdten, Anzahl der Individuen pro Lokalitdt sowie
Informationen zur geographischen Lage und Herkunft der Proben gibt Tabelle 1. Dabei
waren manche der Proben (GR-AL, CZ-BR, LT-DR, FR-BB, NL-GRO, RU-GL, IS-
MY, FI-PY, PL-M) bereits nach Morphologie (Fl68ner 2000, Benzie 2005, Petrusek et
al. 2005) durch die zur Verfligung stellenden Personen vorsortiert, weshalb mir nicht
alle dort vorkommenden, sondern nur bestimmte Taxa zur Analyse zur Verfiigung
standen. Aus den unsortierten Gesamtzooplanktonproben (SP-CO, HU-KB, IT-PDA,
LU-ES, DE-UHW) wurden von mir zunichst die Individuen ausgesucht, die
morphologisch den Arten des Daphnia longispina Artkomplexes zuzuordnen waren. Zu
den Populationen SP-BA, DE-BO, PT-CB, NL-DH, NO-GOK, SE-GB, AT-MS, SK-
NJ, NO-NFV, IT-PI, CZ-RM, SK-SAT, CH-B, DE-SS, NO-SV, PT-V, CZ-VR und SP-
ZH wurden von den in Tab.l erwidhnten Personen die Mikrosatelliten-
Genotypinformationen bereitgestellt. Als Vergleichstiere wurden die Laborklone mit
den Bezeichnungen 33 (D. cucullata), 100 (D. galeata) sowie X1, X4, X5, X16
(Hybride aus 933 und 4'100) und GCL1 (Hybrid aus 2100 und 333) analysiert. Diese
Klone wurden in (Schwenk et al. 2001) unter den Bezeichnungen C2 (33), G1 (100),
CG1 (X1), CG4 (X4), CGS5 (X5) sowie CG8 (GCL1) eingefiihrt und bereits in anderen
Untersuchungen verwendet, z.B. (Billiones et al. 2004). Die Mikrosatelliten-
Genotypinformationen der Laborklone stammen aus einer Untersuchung von (Thielsch

et al. 2007).

Wenn moglich, wurden von fiinf Individuen der meisten Lokalitdten mit der Software
»Motic Images Plus 2.0 digitale Fotos durch das Mikroskop erstellt (moticam2000,
2 Megapixel an Leica DME Mikroskop; 40fache VergroBBerung).

2.2  Molekularbiologische Methoden

2.2.1 DNA-Préaparation

Alle Proben wurden unmittelbar nach der Probennahme in 70-90% Ethanol eingelegt
und gelagert. Um den Ethanol zu entfernen, wurden die einzelnen Individuen vor der
DNA-Préparation mindestens vier Stunden oder tiber Nacht in 1 ml 1x TE-Puffer (10x:
10 mM TRIS, 1 mM EDTA, pH 8,0) gegeben. Je nach Grofe der Tiere wurden diese
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Tab. 1: Ubersicht iiber die untersuchten Populationen. Die Populationsbezeichnung ergibt sich aus dem Sammelort der Proben. In der Spalte ,,N;* ist die Anzahl der analysierten

Individuen angegeben, die Herkunftslander sind entsprechend dem ISO 3361 Standard (ISO3166 2007) abgekiirzt. AuBBerdem ist angegeben, welche Personen die Proben

bereitgestellt haben (,,Quelle®), und ob es sich um die bereits analysierten Mikrosatelliten-Genotypen gehandelt hat".

Populationsbezeichnung Populationsabkiirzung N; Land geographische Breite geographische Lange Quelle
Aliakmona AL 5 GR 40,564 22,504 K. Schwenk
Badajozl) BA 32 SP 39,178 -6,846 A. Thielsch
Bodensee" BO 33 DE 47,567 9,517 N. Brede
Brno BR 39 CZ 49,260 16,455 A. Petrusek
Castelo do Bode" CB 25 PT 39,670 -8,232 J. Pereira, B. Castro
Cogollo CcO 33 SP 37,210 -2,835 K. Schwenk
Delftse Houd" DH 28 NL 51,980 4,350 A. Thielsch
Drabuzis DR 38 LT 54,567 24,650 K. Schwenk
Esch-sur-Stire ES 30 LU 49,903 5,875 I. Thys
Etang de Bellebouche BB 50 FR 46,711 1,103 K. Schwenk
Goksjo" GOK 32 NO 59,173 10,165 A. Thielsch
Goteborg" GB 32 SE 57,700 12,000 A. Thielsch
Groningen GRO 12 NL 53,217 6,633 K. Schwenk
Ismaning" IS 32 DE 48,221 11,772 A. Thielsch
Kis-Balaton KB 7 HU 46,635 17,172 J. Nedli
Lake Glubokoe GL 21 RU 55,450 36,310 K. Schwenk
Lake Myvatn MY 30 IS 65,583 -16,983 A. Einarsson

12



Material und Methoden

Tab. 1: Fortsetzung

Populationsbezeichnung  Populationsabkiirzung N;  Land geographische Breite geographische Lange Quelle

Lake Pyhajarvi PY 16 FI 62,292 26,769 K. Schwenk
Mikolajkie M 12 PL 53,775 21,592 P. Dawidowicz
Mondsee" MS 24 AT 47,850 13,390 A. Thielsch
Nizne Jamnicke" NJ 32 SK 49,203 19,772 A. Thielsch
Nordfjordvatn" NFV 32 NO 69,273 19,021 A. Thielsch
Piana Degli Albanesi PDA 26 IT 37,977 13,301 F. Marrone
Piano" PI 32 IT 45,780 10,230 A. Thielsch
Rimov" RM 39 CZ 48,807 14,491 A. Thielsch
Satanie’ SAT 31 SK 49,170 20,063 A. Thielsch

St. Bernard" B 32 CH 45,871 7,170 A. Thielsch
Stechlinsee" SS 30 DE 53,150 13,033 A. Thielsch
Storveavatn' SV 32 NO 64,844 11,376 A. Thielsch
Usingen, Hattstein Weiher UHW 36 DE 50,344 8,509 R. H. Kraus
Vela” A\ 22 PT 40,269 -8,794 J. Pereira, B. Castro
Vranov resevoir” VR 241 CZ 48,908 15,817 S. Ruthova
Zahillo" ZH 32 SP 36,990 -6,510 A. Thielsch
LABORKLONE 7
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danach in 30-100 pul H3-Puffer (Ix: 10 mM Tris-HCI (pH 8,3 bei 25°C), 0,05 M
Kaliumchlorid, 0,005% Tween-20 und 0,005% NP-40) iiberfiihrt, mit 2 pl Proteinase K
(10 pg/ul; Sigma Aldrich) versetzt und mindestens vier Stunden oder iiber Nacht im
Wasserbad bei 42°C inkubiert. Die Inaktivierung der Proteinase K erfolgte durch
Erhitzen auf 95-100°C fiir 12 min. Die Proben wurden danach bei 4°C gelagert.

2.2.2 Amplifizierung des Internal Transcribed Spacer (ITS)-Fragments und

Analyse mit dem Restriktionsfragment-Langenpolymorphismus (RFLP)

Um eine genetische Zuordnung zu den verschiedenen Taxa des D. longispina-
Artkomplexes und deren Hybriden vornehmen zu kénnen, wurde fiir jedes Individuum
das ITS-Fragment amplifiziert. Dieses nukleire DNA-Fragment setzt sich aus den
Genen ITS2, 5.8S, ITS1 und einem Teil von 18S zusammen und weist fiir
Hyalodaphnien artspezifische Sequenzunterschiede auf (Schwenk et al. 2000, Billiones
et al. 2004). Bei dieser Methode wird mit den Restriktionsenzymen Sau96 I und Mwo I
(beide NEB) in zwei getrennten Ansitzen das ITS-PCR-Produkt geschnitten (Billiones
et al. 2004). Jedoch wurde durch die detaillierten Untersuchungen von (Petrusek et al.
2005) festgestellt, dass es einige D. galeata-Genotypen gibt, die das Schnittmuster von
D. galeata x cucullata Hybriden zeigen. Aus diesem Grund haben Skage et al. (2007)
ein neues Protokoll mit den Restriktionsenzymen BsrB I und Eag I (NEB) entwickelt
(,,double digest*).

Im Originalprotokoll ist das ITS-Fragment etwa 1450 Basenpaare (bp) lang. Bei dem
auf die PCR (Saiki et al. 1985) folgenden Verdau wird bei allen Arten des
D. longispina-Komplexes davon ein 75 bp groBes Fragment abgeschnitten, das einen
erfolgreichen Verdau anzeigt. In der Praxis hat sich gezeigt, dass diese Bande aufgrund
ithrer geringen Grof3e auf dem Gel nur schwer zu identifizieren ist. Darum habe ich zur
Amplifizierung des ITS-Fragments ein nach Skage et al. (2007) verdndertes Protokoll
(siehe Skage et al. 2007, Appendix) verwendet, in dem der forward-Primer durch den
folgenden ersetzt wurde: 5°-GGT AAC CGC TGA ACC TCC TTC-3’. Ein
Reaktionsansatz besteht aus 1x Amplifikationspuffer, 1,5 mM MgCl,, 0,2 mM dNTPs,
0,5 uM jedes Primers und 1 Unit/pl Tag-Polymerase (alles Invitrogen). Das Volumen
des Ansatzes wurde mit sterilem destilliertem Wasser (< 0,05 pS, Seralpur Pro 90 CN

Seradest-Anlage) auf 7,5 pl aufgefiillt.
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Die Amplifikation wurde in einer PCR-Maschine PTC-225 Engine Tetrad (MJ
Research) mit folgendem Programm durchgefiihrt: Vordenaturierung bei 94°C fiir
3 min; 35 Zyklen: Denaturierung bei 94°C fiir 1 min Anlagerung bei 60°C fiir 1 min,
Synthese bei 72°C fiir 1 min und abschlieBender Synthese nach allen Zyklen bei 72°C
flir 8 min. Der Erfolg der PCR wurde durch Vergleich mit einem 100 bp
GroBenstandard (100 ng/pl, Invitrogen) stichprobenartig auf einem 1,4% TBE-
Agarosegel tiberpriift (~20 min in 1x TBE-Puffer (0,89 mM Bohrsiure, 0,98 mM Tris
Base, 20 mM EDTA, pH 8,0) bei einer Spannung von 130 V). Dazu wurde jeweils 1 pl
PCR-Produkt, versetzt mit 2 pul 6x Ladepuffer (Sigma), aufgetragen. Nach
anschlieBender Farbung des Gels in einer Ethidiumbromidlésung (0,5 pl/ml) fir 10 min
wurde es auf einem UV-Tisch durch Licht der Wellenldnge 320 nm zur Fluoreszenz

angeregt und digital fotografiert.

Das PCR-Produkt wurde in der RFLP-Analyse mit den isoschizomeren Enzymen zu
BsrB1 und Eag I (Mbil und Eco52 I, Fermentas) verdaut. Dabei wurden zu jedem
PCR-Produkt 0,7 ul Eco52 I Puffer (10x, Fermentas), 0,2 ul Mbi I und 0,1 pl Eco52 I
gegeben und iiber Nacht bei 37°C im Warmeschrank inkubiert (nach Skage et al. 2007).
Nach dem Verdau wurden die Fragmente durch Gelelektrophorese aufgetrennt und
durch UV-Licht sichtbar gemacht. Dazu wurde der Restriktionsansatz mit 3 pl
6x Ladepuffe gemischt und zusammen mit einem 100 bp GroBenstandard (3 pl) und
einem gemischten 100 bp/25 bp (3 ul/3 pl) GroBenstandard auf ein 2% Agarosegel
aufgetragen. Die Auftrennung der Fragmente erfolgte bei 130 V und dauerte etwa
2,5 Stunden. Nach Férbung in Ethidiumbromidlosung wurde auch hier fotografiert. Die
Auswertung erfolgte nach Skage et al. (2007).

2.2.3 Amplifizierung und Analyse der Mikrosatelliten-Marker

Als genetische Marker wurden zwolf Mikrosatelliten-Loci aus Brede et al. (2006)
verwendet, die in Multiplex-PCRs amplifiziert wurden: SwiD 12, SwiD 6, SwiD 18
(,,grin1*); Dgm 105, Dgm 109, Dgm 112 (,,griin2); Dp 281NB, SwiD 14, DaB 10/14
(,,blaul*); DaB 17/17, Dp 196NB, Dp 519 (,,blau2*). Die Farbstoffe zur Markierung der
Primer waren folgende: Alexa 647 (Invitrogen) fiir die forward-Primer der Loci
Dp 281NB, SwiD 14, DaB 10/14, DaB 17/17, Dp 196NB und Dp 519; IRD 700 (MWG)
fiir die forward-Primer der Loci SwiD 6, SwiD 12, SwiD 18, Dgm 105, Dgm 109 und
Dgm 112.
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Die Reaktionen wurden in 10 pul Ansdtzen durchgefiihrt: 2 pl préparierte DNA,
1x Amplifikationspuffer, 3 mM MgCl,, 0,2 uM dNTPs, 1 Unit/ul Tag-Polymerase
(alles Invitrogen), 0,2 mg/ml BSA (NEB) und 1x DMSO (Roth). Die Konzentrationen
der Primer betrugen fiir die Loci Dgm 112, Dp 281NB, DaB 17/17, Dp 196NB je
0,1 uM, je 0,2 pM bei den Loci SwiD 12, SwiD 6, SwiD 18, SwiD 14, DaB 10/14 und
je 0,3 uM bei Dgm 105, Dgm 109, Dp 519. Das Restvolumen wurde mit destilliertem,
sterilem Wasser aufgefiillt. Das Grundprogramm fiir die PCRs war folgendes (nach
Brede et al. 2006): Vordenaturierung bei 95°C fiir 3 min, 35 Zyklen: Denaturierung bei
95°C fiir 1 min, Anlagerung fiir 1 min, Synthese bei 72°C fiir 1 min, Abschlieende
Synthese bei 72°C fiir 7 min. Die Anlagerungstemperaturen variierten zwischen den
verschiedenen Ansidtzen wie folgt: Multiplex ,blaul®, ,griin1* und ,,griin2 55°C,
,blau2“ 53°C. Als PCR-Maschinen wurden dabei fiir die Multiplex-PCRs ,,griin1*,
,blaul“ und ,blau2* die DNA Engine Tetrad PTC-225 (MJ Research) verwendet und
fiir ,,grtin2* die PTC-100 (MJ Research). Die Amplifikation einzelner Loci in Féllen, in
denen Liicken im Datensatz geschlossen werden mussten, erfolgte ebenfalls in 10 pl
Ansitzen: 1x Amplifikationspuffer, 2,5 mM MgCl, 0,3 mM dNTPs 1 U/ul Tagq-
Polymerase 0,1 mg/ml BSA und einer Primer-Konzentration von 0,2 uM (SwiD 12 und
SwiD 18 aber 0,1 uM). Der Erfolg der PCR wurde wie oben fiir das ITS-Fragment
beschrieben durch Elektrophorese, anschliefendes Firben in Ethidiumbromid und
digitales Fotografieren iiberpriift. Dabei wurden nur stichprobenartig die jeweils ersten
fiinf Individuen eines PCR-Durchgangs iiberpriift, und es wurde davon ausgegangen,

dass die librigen Proben einen dhnlichen Erfolg bei der Amplifikation lieferten.

Die amplifizierten, fluoreszenzmarkierten Mikrosatellitenfragmente wurden danach
verdiinnt, um bei der spiteren Detektion per Laser ein gleichmiBig starkes Signal
moglichst aller Fragmente zu erhalten. Als Grundlage der Verdiinnung dienten dabei die
Abschitzung der Menge des PCR-Produktes anhand der Stirke der Banden auf dem
oben beschriebenen Gel zur Uberpriifung der PCR, sowie die unterschiedlich starke
Fluoreszenz der verwendeten Farbstoffe: Blaue Farbstoffe geben ein doppelt so starkes
Fluoreszenzsignal. Es ergaben sich daraus in der Regel Verdiinnungen im Bereich von
10-50x fiir blau und 1-20x fiir griin. Die verdiinnten PCR-Produkte wurden
anschlieBend zu zwei Poolplex-Ansdtzen (,,Poolplex1 und ,Poolplex2*)
zusammengefasst. ,,Poolplex1* setzt sich aus ,,blaul* und ,,griin1* und ,,Poolplex2* aus

,grin2 und ,,blau2 zusammen. Pro Ansatz wurde 1 ul der jeweiligen Verdiinnung und
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1 ul je Standard ,,60plus® und ,,180plus® mit deionisiertem Formamid (mindestens

99,5%, Sigma) auf ein Volumen von 30 pl aufgefiillt.

Die GroBenstandards ,,60plus® (Fragmente der Liangen 60 bp, 70 bp, 80 bp, 90 bp,
100 bp, 120 bp, 140 bp und 160 bp) und ,,180plus* (180 bp, 220 bp, 260 bp, 280 bp,
340 bp, 380 bp, 400 bp und 420 bp) sind Mischungen, die aus mehreren Fragmenten
definierter Lange bestehen. Die einzelnen Fragmente wurden mit fluoreszenzmarkierten
forward-Primern und Lambda-DNA als Vorlage amplifiziert (Symonds & Lloyd 2004).
Dafiir wurde folgendes Standardprotokoll verwendet: je 2 pul Lambda-DNA
(0,3 ng/200 pl; Fermentas), 2,4 mM MgCl,, 1x Amplifikationspuffer, 0,25 mM dNTPs,
0,2 uM je Primer (Fluoreszenzmarkierung des forward-Primers IRD 800, MWG) und
0,5 Units/ul Tag-Polymerase (alles Invitrogen). Der Reaktionsansatz wurde mit sterilem
dH,O auf 20 pl aufgefiillt. Das PCR-Programm fiir die Amplifizierung der einzelnen
Fragmente entspricht dem zuvor beschriebenen Mikrosatelliten-Programm nach Brede
et al. (2006; Anlagerungstemperatur aber 60°C). Nach einer visuellen Kontrolle mittels
eines 1,4% Agarose-Gels und einem 100 bp Léngenstandard wurden die Fragmente

aufgereinigt (Pure Link™

PCR Purification Kit, Invitrogen) und darauthin in gleichen
Anteilen gemischt. Dann wurden die Konzentrationen der einzelnen Fragmente nach
einer Analyse mit dem Sequenzierer CEQ 2000 (BeckmanCoulter) aufeinander
abgestimmt, sodass die Fragmente der Grofenstandards bei der spdteren Laserdetektion

gleichmafig starke Signale zeigen.

Der Ansatz von Mikrosatellitenfragmenten, Gréfenstandard und Formamid wurde mit
dem DNA-Sequenzierer CEQ 2000 (BeckmanCoulter) mit dem Programm Frag-3
(Denaturierung bei 90°C fiir 2 min; Injektion bei 2,0 kV fiir 30 sec; Trennung bei
6,0 kV fiir 45 min) aufgetrennt und die einzelnen Fragmente wihrenddessen mit Hilfe
des Lasers detektiert. Die Rohdaten wurden mit der Analysesoftware CEQ 8000
(BeckmanCoulter) automatisch analysiert und die erhaltenen Fragmentldngen
anschlieBend manuell in ein standardisiertes Excel-Format (Microsoft Corp.)
iibertragen. Dabei wurde festgestellt, dass die Allele der Mikrosatelliten scheinbar nicht
immer in der den Schritten ihrer Sequenzmotive entsprechenden Grdéflen vorliegen
(SMM, siehe Abschnitt 1.3), sondern auch Mutationen mdglich sind, die nicht in der

Motivldnge des Mikrosatelliten liegen.
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2.3  Statistische Auswertung

Die Ergebnisse der Mikrosatellitenanalyse wurden auf ihre Vollstindigkeit tiberpriift.
Aufgrund der bisherigen Erfahrungen mit den verwendeten Loci (Thielsch 2005)
wurden nur Individuen in die Analysen mit einbezogen, bei denen an maximal vier der

zwOlf Mikrosatelliten-Loci keine Daten verfligbar waren.

2.3.1 Genetische Struktur der untersuchten Individuen

Um genetische Distanzen — berechnet mit GenAlEx 6 (Peakall & Smouse 2006a) nach
Huff et al. (1993) und Maguire et al. (2002) — zwischen den Individuen graphisch
darstellen zu konnen, wurden Hauptkomponentenanalysen (principal component
analysis, PCA) basierend auf der Methode von Orloci (1978) durchgefiihrt (ebenfalls in
GenAlEx 6). Dabei wurden fehlende Daten nicht interpoliert. Aufgrund der rdumlichen
Anordnung im Koordinatensystem wurden erste Aussagen iiber die Zugehorigkeit der
Individuen zu entweder den Elternarten oder Hybridklassen getroffen. Um Individuen in
Hybridklassen einteilen zu konnen, wurde die Software NewHybrids (Anderson &
Thompson 2002) benutzt. Dabei wurde die posteriore Wahrscheinlichkeit (nach Bayes)
berechnet, dass ein bestimmtes Individuum einer bestimmten Hybridklasse oder einer
der Parentalarten angehort. Das Verfahren ermoglichte die Zuordnungen zu Elternarten
oder Hybridklassen (F1-, F2-, oder Riickkreuzungshybrid zu der einen oder anderen
Elternart) ohne auf Vorkenntnisse iiber die Allelfrequenzen der Elternarten oder
Kenntnisse iiber fixierte Artunterschiede angewiesen zu sein. Da diese Software nur
Hybridkomplexe aus zwei Elternarten analysieren kann, wurde eine hierarchische
Einteilung des Gesamtdatensatzes vorgenommen. Dafiir wurden Datensétze vorbereitet,
die entweder nur den Artkomplex D. cucullata/galeata, D. galeata/longispina oder
D. longispina/cucullata reprasentierten. In einer ersten Analyse mit NewHybrids wurde
der Artkomplex D. galeata/longispina analysiert. Danach wurden die Individuen
ausgewdhlt, die zu > 99% posteriorer Wahrscheinlichkeit als ,,reine” D. galeata erkannt
wurden. Diese wurden gemeinsam mit allen putativen D. cucullata x galeata-Hybriden
und ,,reinen” D. cucullata in einem neuen Datensatz analysiert, um auch hier nach den
gleichen Kriterien die sicher ,reinen D. cucullata-Individuen zu identifizieren.
Nachdem fiir D. galeata und D. cucullata die mit hoher Wahrscheinlichkeit ,,reinen*
Individuen identifiziert wurden, wurden in drei weiteren Analysen die Artkomplexe

D. cucullata/galeata, D. galeata/longispina oder D. longispina/cucullata gegeneinander
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berechnet. Als Kriterium fiir die Korrektheit der Zuordnung zu einer Parentalart oder
Hybridklasse wurde eine Schwelle von 95% posteriorer Wahrscheinlichkeit definiert. Es
wurden auflerdem einige weitere Laufe durchgefiihrt, bei denen ausgewihlte Lokalitéten
einzeln analysiert wurden. Bei allen Laufen mit NewHybrids wurden mindestens die
ersten 30 000 Berechnungen, die wihrend der Konvergenzphase entstanden, verworfen.
Bei manchen Analysen sogar noch mehr (siehe Ergebnisteil). Die Ergebnisse aller
Analysen basieren auf den Mittelwerten von mindestens 1 000 000 Berechnungen nach

der Konvergenzphase.

Als zweite Methode zur Analyse der genetischen Strukturen wurde nach Pritchard et al.
(2000) und Falush et al. (2003) mit der Software Structure 2.1 gearbeitet. Im Gegensatz
zu der allelfrequenzbasierten wird hierbei eine distanzbasierte Einteilung der Daten
vorgenommen. Dabei wird nach der Bayes’schen Gruppierungsmethode anhand der
Multilocus-Genotypen die posteriore Wahrscheinlichkeit fiir ein Individuum berechnet,
dass dieses zu einer der simulierten Gruppen gehort. Die Anzahl der simulierten
Gruppen (K) ist dabei eine a priori-Information. Dies hat den Vorteil, dass beliebig
viele Elternarten in einem Lauf mit in die Analyse einbezogen werden konnen. Der
Nachteil ist allerdings, dass unterschiedliche Hybridklassen nicht voneinander
unterschieden werden (z.B. F1- und F2-Hybride). Alle Analysen mit Structure wurden
mit den Standardeinstellungen im admixture-Modus ausgefiihrt, wobei Alpha tiber alle
Simulationen variieren konnte. In der Konvergenzphase wurden jeweils die ersten
100 000 Berechnungen verworfen, die Ergebnisse basieren auf 1 000 000 Simulationen.

Alle Laufe wurden in drei Replikaten durchgefiihrt.

2.3.2 Simulation von Hybriden

Um die Ergebnisse von NewHybrids zu tiberpriifen, wurde exemplarisch an einer
Lokalitdt, die die beiden Arten D.galeata und D. cucullata sowie deren Hybride
enthielt (Vorinformationen aus ITS-RFLP-Analysen und Morphologie), eine Simulation
durchgefiihrt. Als Testlokalitit wurde FR-BB gewdhlt. Durch die kombinierten
NewHybrids- und Structure-Analysen wurden hier sichere Elterarten sowie Hybride
gefunden. Die durch NewHybrids mit >95% posteriorer Wahrscheinlichkeit den
Elterarten zugeordneten Individuen wurden mit der Software Hybridlab 1.0 (Nielsen et

al. 2007) als Elterngenpool ausgewihlt. Dazu wurden aus den 30 gefundenen D. galeata
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und sechs D. cucullata 100 artifizielle F1-Hybride generiert und mit NewHybrids

analysiert.

2.3.3 Deskriptive Statistik der Mikrosatellitendaten

Der Gesamtdatensatz wurde fiir verschiedene Analysen in unterschiedliche Datensitze
umgruppiert: 1) Gesamtdatensatz nach Lokalitdten oder Populationen, ii) klonaler
Gesamtdatensatz nach Lokalitdten oder Populationen, iii) nur reine Arten (ohne Hybride
und nicht zugeordnete Individuen), sowohl als Datensatz, der alle Individuen enthilt
(,,individueller Datensatz), als auch als Datensatz, in dem mehrfache Multilocus-
Genotypen (MLGs) entfernt wurden (,klonaler Datensatz*). Die Identifizierung
mehrfacher MLGs wurde mit GenAlEx 6 (verschiedene Meniipunkte unter ,,Multilocus,
matches...) durchgefiihrt, indem eine Liste der Individuen mit iibereinstimmenden
MLGs erstellt wurde. Die Liste wurde dann manuell editiert, weil GenAlEX bei der
Auflistung ohne identische MLGs, diejenigen, die in allen Loci libereinstimmen, aber
an einer Stelle fehlende Daten aufweisen, als zwei verschiedene MLGs klassifiziert. Die
konservative Annahme, dass bei ansonsten gleichen MLGs auch die fehlenden Daten
als Ubereinstimmung an einem Locus interpretiert werden, wurde in dieser Arbeit

durchgehend angewendet.

2.3.3.1 Genetische Diversitat und Hardy-Weinberg-Gleichgewicht

Fiir alle Populationen wurde die klonale Diversitit D, berechnet (D, =N,/ Nj; N.:
Anzahl der MLGs; N;: Anzahl der Individuen). Mit GenAlEx wurden auch die
Allelfrequenzen der Arten berechnet. Dazu wurde der Datensatz, bestehend aus reinen
Arten (individuelle Ebene), so formatiert, dass jede Art als eine Population berechnet
wurde. Fiir die Berechnungen der erwarteten (Lynch & Milligan 1994, Maguire et al.
2002) und beobachteten Heterozygotie (Hartl & Clark 1997) — Hg und Hp — in GenAlEXx
wurde der Datensatz verwendet, der nur unterschiedliche MLGs enthélt. Da GenAlEx
Hg und Ho fiir jeden Locus einzeln ausgibt, wurden der Ubersicht halber Mittelwerte fiir
die jeweilige Population berechnet. Fiir die Populationen aus reinen Elternarten (nur
unterschiedliche Klone) wurden mit GenePop (Raymond & Rousset 1995) in der
Version 3.4 (Internet-Version: http://GenePop.curtin.edu.au/) exakte Tests auf das
Hardy-Weinberg-Gleichgewicht (HWG) durchgefiihrt (mit Standardeinstellungen:
Konvergenzphase: 1000 Berechnungen, Stapelgrofe: 100, 1000 Berechnungen pro
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Stapel). Dabei wurden die Populationen, die nur aus einem Individuum bestehen, nicht
in die Analyse mit einbezogen. Als Null-Hypothese wird das HWG angenommen
(Haldane 1954, Weir 1990). Mit einer Monte-Carlo-Markov-Kettenmethode (Guo &
Thompson 1992) wurde das Ergebnis auf statistische Signifikanz gepriift. Ebenfalls
berechnet wurde die  Wahrscheinlichkeit fiir ein  Heterozygotendefizit
(Konvergenzphase 1000 Berechnungen, Stapelgrofie: 10, 1000 Berechnungen pro

Stapel). Hierzu wurde der in GenePop implementierte U-Test genutzt.

Um die klonale Diversitdt und Heterozygotie der untersuchten Arten miteinander zu
vergleichen, wurden mit der Software Statistika 6.1 (StatSoft, Inc.) t-Tests durchgefiihrt.
Dabei wurden zum einen paarweise Vergleiche der Mittelwerte von D, und Ho der
Elternarten, Rekombinanten und Nicht-Zuzuordnenden durchgefiihrt. Zum anderen
wurden die Populationen der reinen Elternarten in zwei Klassen eingeteilt:
Populationen, von denen 1) bekannt ist, dass sie sympatrisch mit anderen Taxa oder
Rekombinanten des Artkomplexes vorkommen; und ii) Populationen, von denen dies
nicht bekannt ist. Innerhalb der Elternarten wurden wiederum jeweils die Mittelwerte

von D, und Hop der beiden Klassen miteinander verglichen.

2.3.3.2 Genetische Differenzierung

Um einen Artkomplex auf seine Differenzierung, vor allem im Hinblick auf den
Speziesstatus seiner Arten, hin zu untersuchen, eignet sich eine Analyse der
molekularen Varianz AMOVA (analysis of molecular variance, Excoffier et al. 1992).
Dabei wird gemessen, auf welche Ebenen sich die Varianz im Datensatz verteilt. Die
Genetische Differenzierung zwischen und innerhalb der Populationen, jeweils fiir jede
Art getrennt, wurde fiir den Datensatz der reinen Arten (nur unterschiedliche Klone)
mittels einer AMOVA in GenAlEX mit 9999 Permutationen berechnet. In einer zweiten
AMOVA wurde als dritte hierarchische Ebene das Element ,,Art* hinzugefiigt. Dadurch
wurden die Anteile der Variation des Gesamtdatensatzes durch die Diversitit zwischen
den Arten, zwischen den Populationen innerhalb der Arten und innerhalb der
Populationen berechnet. Es wurden alle Populationen eingesetzt, die mehr als einen
Klon enthielten. Bei der Berechnung der ndétigen Distanzmatrizen wurde kein
Interpolieren der fehlenden Daten durchgefiihrt. Im Rahmen der AMOVA wurden
ebenfalls die Fsr-Werte (Wright 1951) der Arten nach Peakall et al. (1995) berechnet.
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Rst (Slatkin 1995) wurde nicht berechnet, weil die verwendeten Mikrosatelliten

offensichtlich nicht dem SMM gehorchen.

Ein Vergleich der genetischen Distanzen mit den geographischen Distanzen (Test auf
isolation by distance Wright 1943) wurde mittels eines Mantel-Tests (Mantel 1967,
Smouse et al. 1986, Smouse & Long 1992) in GenAlEX durchgefiihrt (die geographische
Distanzmatrix wurde nach Peakall & Smouse (2006b) berechnet). Die Analyse wurde
mit den gleichen Datensdtzen durchgefiihrt, die auch in der AMOVA verwendet
wurden, wobei auch diejenigen Klone in die Analyse mit einbezogen wurden, die
alleine einer Population zugeordnet waren. Die genetische Distanzmatrix wurde vor

dem Mantel-Test linearisiert und die Anzahl der Permutationen auf 99 999 eingestellt.
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3 Ergebnisse

In den Ergebnissen werde ich drei Abschnitte beschreiben. Zundchst wird darauf
eingegangen, wie erfolgreich die DNA-Préparation und die darauf folgenden
molekularen Analysen waren. Im zweiten Teil wird beschrieben, welche
Zugehorigkeiten der Individuen zu Arten, Hybriden und Populationen ermittelt werden
konnten. Danach wende ich mich der genetischen Struktur und Konstitution des

D. longispina-Artkomplexes auf verschiedenen Ebenen des Datensatzes zu.

3.1  Erfolg der molekularen Analysen

Urspriinglich wurden deutlich mehr Individuen isoliert, als spdter im Datensatz
analysiert werden konnten. Da einige der Proben relativ alt waren (manche aus den
1990er Jahren) und teilweise schelcht gelagert wurden, haben viele molekulare
Analysen nicht funktioniert, da die DNA unter solchen Bedingungen schnell degradiert.
In dieser Arbeit habe ich Rohdaten von 18 Lokalitdten sammeln konnen und zusétzliche
analysierte Genotypen aus weiteren 15 Lokalitdten erhalten (siche Tabelle 1). Bei den
meisten der Lokalititen (z.B. DE-UHW, SP-CO) wurden 40 Individuen der DNA-
Préparation unterzogen. Ausnahmen davon waren Populationen, von denen nicht genug
Individuen in der Probe vorhanden waren (z.B. NL-GRO, FI-PY). Der Erfolg der DNA-
Prédparationen kann aus den Ergebnissen der ITS- und Mikrosatelliten-PCRs abgeleitet
werden. Bei einigen Proben (z.B. IS-MY, CZ-BR) konnten ohne Probleme grofere
Mengen an PCR-Produkt auch fiir das vergleichsweise grofle ITS-Fragment erreicht
werden. Mit anderen Proben waren die PCRs nicht so erfolgreich (schwache Banden auf
dem Gel, z.B. SP-CO, LU-ES) oder es konnte kein PCR-Produkt bei alle isolierten
Individuen der Lokalitdt amplifiziert werden (z.B. FI-PY, GR-AL). In den meisten
Fillen konnten aber aus Proben, von denen das ITS-Fragment nicht amplifiziert werden
konnte, dennoch die viel kleineren Mikrosatellitenloci (70bp bis 270bp) amplifiziert
werden (Daten nicht gezeigt). Trotzdem waren auch hier Qualitdtsunterschiede in der
praparierten DNA zu beobachten, die sich darin dullerten, dass man als Ergebnis der
PCRs teilweise sehr unterschiedlich starke Banden auf den Gelen zur Erfolgskontrolle
der PCR sehen konnte. AuBBerdem funktionierten meist nicht alle Amplifikationen einer
Multiplex-PCR gleich gut, sodass nach der Auswertung der Mikrosatellitendaten

Liicken im Datensatz blieben, die auch durch wiederholtes Amplifzieren der Loci in
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Einzel-PCRs nicht geschlossen werden konnten. Insgesamt gab es bei den 1155
Individuen 27 720 Loci (zwolf diploide Loci pro Individuum, also 24 - 1155). Von
diesen hatte ich an 1924 keine Daten (6,9%). Davon entfillt ein GroBteil der Liicken auf
die Loci Dgm 112 (382; 1,4%), Dgm 109 (380; 1,4%), SwiD 12 (358; 1,3%) und
SwiD 6 (168; 1%). Die restlichen Loci trugen jeweils unter 1% zu den fehlenden Loci
bei. Besonders auffillig ist, dass vor allem bei D. cucullata-Populationen die Loci
Dgm 112, SwiD 12 und SwiD 6 Probleme bereiten. Dgm 112 lie sich oft nicht oder
nur schlecht amplifizieren, SwiD 12 und SwiD 6 lagen bei D. cucullata in
tiberschneidenden  Fragmentldngenbereichen, wodurch eine  Aufnahme der
Fragmentldnge bei bestimmten Allelkombinationen in der Analyse des Poolplex 1

praktisch unmdglich war.

3.2  Einteilung der Individuen nach Arten, Hybriden und Populationen

3.2.1 Visualisierung der Mikrosatellitendaten

Mit dem Programm GenAlEx 6 (Peakall & Smouse 2006a) wurde zunéchst eine PCA
durchgefiihrt, die zeigen sollte, ob sich Arten und Populationen aufgrund ihrer
genetischen Distanz einteilen lassen. Abbildung 3. stellt die ersten beiden
Hauptkomponenten dar, die zusammen 57,44% der Gesamtvariation erkldren. Es zeigt
sich eine deutliche Strukturierung in drei groBe ,,Punktwolken® (cluster), wobei einer
der cluster mit jeweils den beiden anderen teilweise flieBende Ubergiinge bildet. Die
Punkte in Abbildung 3, die jeweils ein Individuum reprisentieren, wurden sowohl
anhand ihrer Morphologie (soweit verfiigbar und eindeutig) als auch vor allem aufgrund
thres Schnittmusters in der RFLP-Analyse als Elternarten oder Hybriden identifiziert.
Es konnte auf diese Weise von ausreichend vielen Individuen eine Zuordnung zu
Elternart oder Hybrid getroffen werden (Daten nicht gezeigt), sodass auch den clustern
in der PCA-Darstellung Artidentititen zugeordnet werden konnten. Auffillig ist, dass
bei einigen Individuen die RFLP-Schnittmuster nicht zu der Position in der PCA-
Darstellung passen. So zeigen einige Individuen aus CZ-BR ein D. galeata x cucullata-
Schnittmuster (Hybrid aus D. cucullata und D. galeata), obwohl sie durch die PCA den
reinen D. cucullata zugeordnet werden. Gleiches gilt fiir die meisten Individuen der

Lokalititen DE-UHW, einige aus FR-BB, CZ-RM und PL-M. Alle Individuen der
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Lokalitdt IS-MY zeigen hingegen ein reines D. galeata-Schnittmuster, werden aber

etwas auBlerhalb des D. galeata clusters zum D. cucullata cluster hin positioniert.

Die Individuen einiger Lokalitdten fallen relativ nah zusammen in nur einen der cluster
(z.B. DE-UHW, NO-SV, FI-PY), wohingegen in anderen Lokalititen Vertreter
mehrerer Taxa und Hybride zu finden sind, z.B. FR-BB: D. galeata, D. cucullata und
deren Hybride, oder auch CZ-VR: D. galeata, D. cucullata, D. longispina sowie
D. galeata x cucullata- als auch D. galeata x longispina-Hybride.
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Abb. 3: Darstellung der ersten beiden Hauptkomponenten der PCA der Mikrosatellitendaten aller
Individuen. Jeder Punkt repréisentiert ein Individuum und die Farbe und Form der Punkte symbolisiert die
Zugehorigkeit zu einer der Lokalitdten. Die Punkte bilden ein Dreieck, an dessen Ecken jeweils die
reinen Elternarten des D. longispina-Artkomplexes zu finden sind. Individuen, die zwischen den clustern
liegen, sind putative Hybride.
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3.2.2 Einteilung der Individuen nach Arten und Hybriden

3.2.2.1 Zuordnung nach NewHybrids

Nach dem wie im Methodenteil beschriebenen Vorgehen wurden die Ergebnisse fiir die
drei Zwei-Art-Komplexe innerhalb des Datensatzes miteinander verglichen. Die
meisten Individuen wurden in zwei dieser drei Artkomplexe analysiert, einige nur in
einem. Nach den Einzelliufen wurden nach dem 95%-Kriterium die Individuen den
Elternarten oder Hybridklassen zugeordnet. Das Individuum wurde keiner Klasse
zugeordnet, wenn es in keinem der verschiedenen Laufe nach dem 95%-Kriterium
zugeordnet werden konnte (N =219, z.B. viele Individuen aus IS-MY, IT-PI oder RU-
GL) oder wenn sich in den verschiedenen Laufen der Zwei-Art-Komplexe Konflikte in
der Zuordnung ergaben (N = 23), was z.B. bei Individuen aus GR-AL, LU-ES und CZ-
VR der Fall war. Zusammengenommen konnten also 242 von 1155 Individuen nicht

zugeordnet werden, was einer Rate von 21% entspricht.

Die grafische Oberfliche von NewHybrids, Gf(MC)* (Anderson 2002), gibt fiir jeden
Locus die Kullback-Leibler Divergenz an (Kullback & Leibler 1951). Je hoher dieser
Wert ist, desto informativer ist der Locus fiir die Analyse (Anderson 2003). Da sich die
Kullback-Leibler Divergenzen der zwolf verwendeten Loci teilweise stark voneinander
unterschieden, habe ich die Analyse der Datensétze erneut nur mit den sechs, bzw. drei
informativsten Loci wiederholt. Tabelle 2 zeigt die Kullback-Leibler Divergenzen der
verwendeten Mikrosatelliten-Loci. Fiir die Wiederholungen der Analysen wurden die
sechs informativsten Loci " oder die drei informativsten Loci 2 verwendet. Abbildung 4
zeigt Balkendiagramme, in denen vergleichend die Zuordnung zu Elternarten oder
Hybridklassen bei diesen Analysen dargestelt ist. Man sieht, dass es kaum Unterschiede
in der Zuordnung gibt, wobei mit abnehmender Locuszahl im direkten Vergleich einige
falsche Zuordnungen getroffen werden (Daten nicht gezeigt). AuBBerdem werden bei nur
drei verwendeten Loci praktisch keine Individuen mehr den Hybridklassen zugeordnet.
Dafiir steigt der Anteil der Individuen, die nicht zugeordnet werden konnen. Aullerdem

ist auffallig, dass hautsidchlich F2-Hybride gefunden werden.
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Tab. 2: Kullback-Leibler Divergenzen der verwendeten Mikrosatelliten-Loci bei den NewHybrids-
Analysen des Gesamtdatensatzes. Die jeweils sechs hochsten Kullback-Leibler Divergenzen sind mit "

gekennzeichnet, die jeweils drei hochsten mit 2.

Locus Kullback-Leibler Divergenz

D. galeata/longispina  D. galeata/cucullata  D. cucullata/longispina

Dp281 DB 14 1 15
SwiD 18 18" 3202 18
DaB 17/17 4 15 13
SwiD 12 17 13 4592
Dgm 112 36Y? 4 33"
Dp 196 5 3 3
SwiD 6 26" 4392 25"
Dp 519 25" 23 362
SwiD 14 10 4592 3402
Dgm 105  32D? 28" 31
DaB 10/14 27Y? 21V 22
Dgm 109 1 28" 23"

Einige der Populationen, in denen Hybride vorkommen, wurden einzeln mit
NewHybrids getestet (Daten nicht gezeigt). IT-PI konnte so als Mischpopulation aus
D. galeata, D. longispina und deren F1-Hybriden identifiziert werden. Dabei zeigte sich
aber bei der Beobachtung des NewHybrids-Laufes im Gf(MC)?, dass die Monte-Carlo-
Markov-Ketten im Vergleich zu den Liufen mit dem Gesamtdatensatz erst nach viel
langerer Konvergenzphase ein Maximum gefunden haben. Es wurden die ersten
400 000 Iterationen verworfen und iiber 6 000 000 Iterationen gemittelt. Bei anderen
Populationen, die im Gesamtdatensatz schlecht zugeordnet werden konnten, wurden
auch nach vergleichsweise langen Konvergenzphasen (>500000) und vielen

Iterationen (> 5 000 000) keine eindeutigen Ergebnisse geliefert (Daten nicht gezeigt).

3.2.2.2 Zuordnung nach Structure

Mit dem Programm Structure wurde der Gesamtdatensatz analysiert. Dabei wurde mit
K =3 getestet, mit welcher posterioren Wahrscheinlichkeit ein bestimmtes Individuum
zu einer der drei putativen Gruppen (hier Arten) zugeordnet werden kann. Wurde ein

Individuum dabei mit > 95% einer der Gruppen zugeordnet, wurde sie als ,reine*
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Abb. 4: Vergleich der Zuordnung zu Elternarten oder Hybridklassen der verschiedenen NewHybrids-
Analysen des Gesamtdatensatzes mit allen zwolf Loci (schwarz), den sechs informativsten Loci (grau) und
den drei informativsten Loci (weil). Die Hohe der Sdulen gibt die Anzahl der identifizierten Individuen
wieder (genaue Anzahl ist oberhalb der Balken angegeben). Bx [Taxon] steht dabei fiir einen
Riickkreuzungshybriden zu der einen Elternart hin. ,,0° bezeichnet den Anteil der Individuen, die nicht mit

> 95% posteriorer Wahrscheinlichkeit einer der Elternarten oder Hybridklassen zugeordnet werden konnten.

Elternart definiert. Individuen mit Werten kleiner <95% wurden als Rekombinante
definiert. Die Gruppen wurden anhand von Morphologie, ITS-Daten und vorldufigen
Ergebnissen der PCA-Analyse den Elternarten zugeordnet. Ein F1-Hybrid hat dabei per
Definition eine posteriore Wahrscheinlichkeit von 50% der einen Gruppe und ebenfalls
50% der anderen Gruppe anzugehoren; ein Riickkreuzungshybrid sollte entsprechend

mit 75% posteriorer Wahrscheinlichkeit der einen Elterart und mit 25% der anderen
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Elternart zugeordnet werden. Die Analyse wurde in drei unabhédngigen Replikaten
durchgefiihrt, die alle dhnliche Ergebnisse lieferten. Es werden hier nur die Ergebnisse
einer Analyse beschrieben. Im Datensatz wurden dabei von den 1155 getesteten
Individuen 367 D. longispina (31,8%), 266 D. galeata (23%) und 166 D. cucullata
(14,4%) gefunden, also insgesamt 799 Individuen von 1155 (69,2%) einer der reinen
Elternarten zugeordnet. Abbildung 5 stellt die Struktur der Elternarten und
rekombinaten Individuen dar. Dabei sind die Individuen nach ihrem Anteil am Genom
der jeweils dargestellten Art geordnet. Ein Y-Wert von 1 zeigt an, dass bei diesem
Individuum 100% des Genoms, représentativ vertreten durch die zwolf Mikrosatelliten,
der dargestellten Art zugeordnet wurden; ein Wert von 0 zeigt an, dass bei diesem
Individuum der Anteil des Genoms der dargestellten Art 0% betrdgt. Individuen mit
z.B. 50% Anteil D. galeata-Genom sind Hybride von D.galeata mit entweder
D. longispina oder D. cucullata. Wie man sicht, macht bei dieser Analyse D. longispina
(Abb. 5A) den Hautpanteil des Datensatzes aus. Bei dieser Art sind relativ wenige F1-
Hybride, aber dennoch einige rekombinante anderer Hybridklassen (mit Anteilen von
D. longispina-Genom unter 95%) zu finden. Vor allem bei D. galeata (Abb. 5B) fallt
auf, dass es relativ viele Rekombinante mit 40-60% D. galeata-Genom gibt (per
Definition putative F1-Hybride), aber dafiir weniger Riickkreuzungen, wobei ein
groBerer Teil zu D. galeata hin riickgekreuzt zu sein scheint (Anteile am D. galeata-
Genom um die 75%). Ein 4&hnliches Bild bietet Abb. 5C, in der kaum
Riickkreuzungshybride zu D. cucullata zu sehen sind, aber dafiir ein recht gro3er Anteil

an Individuen, die 30-40% D. cucullata-Genom zu enthalten scheinen.

3.2.2.3 Synthese

Die Ergebnisse der NewHybrids- und Structure-Analysen wurden miteinander
verglichen. In 123 Fillen stimmten die Zuordnungen durch die beiden Programme nicht
iiberein. In 102 Féllen wurden durch Structure Individuen nicht als reine Arten erkannt,
wobei NewHybrids diese als reine Elternart klassifizierte. In den anderen Féllen verhielt
es sich umgekehrt, wobei es drei Félle gab (LU-ES 43, LU-ES 45 und CZ-VR C857),
bei denen die Zuordnung von beiden Programmen zu jeweils unterschiedlichen
Elternarten vorgenommen wurde. Der grofite Teil der 123 nicht {ibereinstimmenden
Zuordnungen (83) entfiel dabei auf die Lokalititen SP-BA (21), PT-CB (23), LU-ES
(21) und CZ-VR (18). Tabelle 3 zeigt einen Vergleich der Zuordnungen nach den

beiden verwendeten Methoden. Wichtig ist zu beachten, dass die Abwesenheit
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Abb. 5: Posteriore Wahrscheinlichkeiten der Individuen, den Arten D. longispina (A), D. galeata (B)
und D. cucullata (C) anzugehéren (Analyse im Gesamtdatensatz; N = 1155 Individuen). Auf der X-

Achse sind dabei die nach der Hohe der jeweiligen posterioren Wahrscheinlichkeiten sortierten

Individuen als Balken dargestellt. Aufgrund der Vielzahl der Balken erscheinen diese eher als Fléache.
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bestimmter Taxa in einer Lokation nur bedeutet, dass diese nicht analysiert wurden. Es
bedeutet aber nicht, dass sie dort nicht vorkommen. Weiterhin ist zu beachten, dass alle
Individuen, die in der Structure-Analyse nicht zu > 95% einer der Elterarten zugeordnet
wurden, als angehdrige einer der Hybridklassen gewertet wurden. Auflerdem wurden in
dieser Ubersicht alle mdglichen Hybridklassen, die mit NewHybrids erkannt wurden,
nur als ,,Hybrid* klassifiziert um eine Vergleichbarkeit mit Strucuture zu ermoglichen.
Bei der Einteilung der Individuen einer Lokalitdt zu unterschiedlichen Populationen
wurden auch solche Individuen als reine Elternart definiert, die nur in einer der beiden
Analysen als rein erkannt wurden. Die Einteilung erfolgte in die Klassen: reine
Elternarten pro Lokalitdt, rekombinante Individuen pro Lokalitit (,,rek.“) und nicht
zuzuordnende Individuen pro Lokalitit (,,??7?7*). Abbildung 6 stellt eine PCA-Analyse
wie in Abbildung 3 dar. Diesmal wurden nach den Zuordnungen durch NewHybrids und

Structure allerdings die Farben der Individuen manipuliert. D. galeata-Tiere sind als
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Abb. 6: Hauptkomponentenanalyse des Gesamtdatensatzes, nachdem dieser mit den Programmen
NewHybrids und Structure in Populationen eingeteilt wurde. D. galeata-Individuen sind rot markiert,
D. longispina-Individuen griin und D. cucullata-Individuen blau. Rekombinante sind hellgrau und
Individuen, die nicht zuzuordnen waren, dunkelgrau markiert. Die unterschiedlichen Formen der
Individuen geben Aufschluss iiber die Zugehorigkeit zu einer Population, sind aber aus Griinden der
Ubersichtlichkeit nicht extra in einer Legende erklért.

31



Ergebnisse

Tab. 3: Vergleich der Zuordnungen von NewHybrids und Structure. Gezeigt sind die Haufigkeiten der als
ein bestimmtes Taxon identifizierten Individuen nach den Methoden NewHybrids/Structure. In der Spalte
»22?7° ist nur die Anzahl der Individuen angegeben, die durch NewHybrids nicht signifikant den
Elternarten oder einer der Hybridklassen zugeordnet werden konnte. gal =D. galeata,
longi = D. longispina, cuc=D. cucullata, gx1=D. galeata/longispina-Hybrid, gx c=D. galeata/
cucullata-Hybrid, ¢ x 1 = D. cucullata/longispina-Hybrid.

Population gal longi cuc gxl gxc cxl ?7?
CZ-BR 4/4 35/33 0/2

DE-UHW 36/36

FI-PY 15/14 1/2

FR-BB 25/22 6/6 2/29 17
GR-AL 1/5 4
LT-DR 0/1 33/31 0/6 5
NL-GRO 11/11 0/1

RU-GL 4/4 3/17 14
SP-BA 10/0 0/14 10/18 12
NL-DH 26/28 2
CH-B 32/30 0/2

GOK-NO 28/23 0/8 0/1 4
SE-GB 32/30 0/2

DE-IS 32/25 0/6 0/1
AT-MS 24/24

SK-NJ 32/31 0/1
NO-NFV 32/32

IT-PI 7/7 5/25 20
SK-SAT 31/31

DE-SS 30/29 0/1

NO-SV 31/31 0/1 1
SP-ZH 31/0 0/32 1
CZ-RM 38/39 1
DE-BO 32/29 0/4 1
PT-V 20/15 0/7 2
PT-CB 24/1 0/24 1
SP-CO 31/32 0/1 2
IS-MY 2/3 0/27 28
IT-PDA 24/24

LU-ES 19/0 0/4 2/1 0/22 0/3 8
PL-M 12/12

HU-KB 3/3 0/4 4
CZ-VR 33/33 29/22 55/46 3/65 11/74 108
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rote Symbole dargestellt, D. longispina als griine und D. cucullata als blaue. Mit
dunkelgrau sind Rekombinante gekennzeichnet, mit hellgrau die Individuen, die durch

NewHybrids nicht mit > 95% zugeordnet werden konnten.

3.2.3 Untersuchung des Daphnia longispina-Komplexes am Beispiel FR-BB

In der Lokalitit FR-BB wurden die Arten D. galeata und D. cucullata sowie deren
Hybride gefunden. Bei der Analyse des Gesamtdatensatzes (NewHybrids) wurden aber
keine F1-Hybride gefunden, sondern nur die beiden Elternarten und Individuen, die mit
mehr oder weniger hoher posteriorer Wahrscheinlichkeit entweder als F2-Hybrid oder
als D. galeata-Riickkreuzungshybrid klassifiziert wurden. Eine NewHybrids-Analyse, in
der die Tiere aus FR-BB alleine auf ihre Zugehorigkeit zu Elternarten oder
Hybridklassen getestet wurden, lieferte andere Ergebnisse. Es wurden neben den beiden
Elternarten F1-Hybride gefunden. Eine Simulation mit dem Programm Hybridlab 1.0
(Nielsen et al. 2007) und anschlieBender ein Testlauf mit NewHybrids ergab, dass
NewHybrids die meisten simulierten F1-Hybride mit hohen posterioren
Wahrscheinlichkeiten erkennt. Es gab von 100 simulierten F1-Hybriden nur zwei, die
nicht eindeutig als solche erkannt wurden. Aullerdem wurde im NewHybrids-Lauf des
simulierten Datensatzes ein Individuum, das vorher als D. galeata identifiziert und als
Elterart in die Analyse gegeben wurde, mit 71% posteriorer Wahrscheinlichkeit als F2-
Hybrid erkannt. Diese Ergebnisse sind in Abbildung 7A-C dargestellt.

Eine Darstellung der genetischen Distanzen der Tiere aus FR-BB mittels einer PCA-
Analyse wurde ebenfalls durchgefiihrt und auch mit einer PCA der verwendeten
Laborklone verglichen. Dabei fallen die Individuen, die D. cucullata zugeordnet
wurden, als eigene Gruppe. Auf der anderen Seite erkennt man einen iiberlappenden
cluster aus D. galeata-Individuen und Hybriden (Abbildung 8A). Die PCA der
Laborklone zeigt ein dhnliches Bild (Abbildung 8B). Der Klon 33, D. cucullata, liegt
weit auBlerhalb des zweiten clusters, in dem der Klon 100 (D. galeata) und die F1-
Hybride X1.1, X4.1, X5.1, X16.1 und GCL1.2 liegen.
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Abb. 7: Ergebnisse der Analyse mit NewHybrids fiir die Lokalitit FR-BB. A: Auszug aus der Analyse mit
dem Gesamtdatensatz, B: Analyse der Population, C: Ergebnisse der Simulation mit Hybridlab 1.0, bei
der aus den die identifizierten Elterarten der Lokalitdt artifizielle Hybride generiert wurden. Jeder Balken
reprisentiert dabei ein Individuum. Die Hohe der Balken zeigt den Prozentsatz der posterioren
Wahrscheinlichkeit an, mit dem ein Individuum einer bestimmten Gruppe angehért. D. galeata ist durch
blaue Balken dargestellt, D. cucullata durch griine. F1-Hybride sind gelb und F2-Hybride hellblau
dargestellt, D. galeata-Riickkreuzungen sind lila und D. cucullata-Riickkreuzungen sind orange gefarbt.
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2. Hauptkomponente (20,78%)
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Abb. 8: Darstellung der PCA von FR-BB (A) und der Laborklone (B). In A sind die Bezeichnungen der
Punkte aus Griinden der Ubersichtlichkeit nicht angezeigt. Der in der rechten Diagrammhiilfte liegende
cluster besteht aus den D. cucullata-Individuen, in der Mitte der Darstellung finden sich (nicht klar
abgegrenzt von D. galeata) die Hybride. In B entspricht die Bezeichnung der Punkte dem Namen des
jeweiligen Laborklones: 33 = D. cucullata, 100 = D. galeata, die anderen Individuen sind F1-Hybride
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3.2.4 Untersuchung der Arten auf Substrukturen

Um zu testen, ob innerhalb der Populationen Substrukturen existieren, wurden weitere
Analysen mit dem Programm Structure durchgefiihrt. Fiir jede Art wurden die
Individuen ausgewihlt, die sicher als reine Spezies identifiziert wurden. Die
Populationen LU-ES und CZ-VR wurden bei dieser Analyse nicht beriicksichtigt, da die
meisten Individuen dieser Populationen sehr unsichere Ergebnisse lieferten (LU-ES
eigene Beobachtung; CZ-VR personliche Mitteilung, S. Ruthovd). Wie im Handbuch
von Structure (Pritchard & Wen 2004) beschrieben, wurde nach dem Bayes’schen
Theorem getestet, welches K den Datensatz am besten erkldrt. Die Analyse von
D. longispina wurde mit den Populationen CH-B, NO-GOK, SE-GB, DE-IS, AT-MS,
SK-NJ, NO-NFV, SK-SAT, DE-SS und NO-SV (Np =10, N =303) durchgefiihrt. Als
D. galeata-Populationen wurden FI-PY, FR-BB, NL-GRO, NL-DH, SP-ZH, CZ-RM,
DE-BO, PT-V, SP-CO, IS-MY, IT-PDA und HU-KB analysiert Np= 12, N =291)
und als D. cucullata-Populationen CZ-BR, DE-UHW, FR-BB, LT-DR und PL-M
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Abb. 9: Bedingte Wahrscheinlichkeiten (logarithmiert) der getesteten Werte von K bei D. galeata. Das
Maximum der Kurve liegt bei K =17 (durch einen Pfeil markiert). Nur die Anzahl von 17 Gruppen
konnte nicht signifikant abgelehnt werden (p = 1).
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(Np=15, N=126). Jede Population bestand ausschlielich aus Individuen der reinen
Elternart, basierend auf der oben vorgenommenen Einteilung. Dabei wurden die
Analysen jeweils fiir ein K von 1 bis 3Np durchgefiihrt (also unter der Annahme, dass es
maximal drei Subpopulationen in jeder Population gibt). In jeder der Analysen konnten
alle K bis auf jeweils eines hoch signifikant abgelehnt werden (p < 0,001). Im Datensatz
D. longispina wurde mit p=1 eine Anzahl von K= 13 Populationen gefunden, bei
D. galeata K=17 (p=1) und bei D. cucullata K =7 (p =0,99). Abbildung 9 zeigt die
Mittelwerte der logarithmierten bedingten Wahrscheinlichkeiten am Beispiel von

D. galeata fiir jedes getestete K.

3.3 Genetische Struktur des Daphnia longispina-Artkomplexes

3.3.1 Zusammenfassende Statistiken und genetische Differenzierung

Fiir alle Populationen (eingeteilt wie in Abschnitt 2.3.3.2) wurde die klonale Diversitit
D., also der Anteil der Klone an den Individuen der Population, ermittelt. Er lag bei 31
der 57 Populationen bei 1, das bedeutet, dass jedes Individuum aus der Probe der
Population einen anderen MLG hat. Weitere zusammenfassende Statistiken der
untersuchten Populationen sind in Tabelle 4 aufgefiihrt. Dort ist zu jeder Population die
Anzahl der Individuen Nj, die Anzahl der Klone (= Anzahl der MLGs) N, sowie die
resultierende klonale Diversitdt D, gezeigt. Zusidtzlich sind beobachtete und erwartete
Heterozygotie (Ho und Hg) sowie die Ergebnisse der statistischen Tests auf
Heterozygotendefizit (Hager) und  Hardy-Weinberg-Gleichgewicht  (HWG)
wiedergegeben. Ein Grofiteil der Populationen befindet sich nicht im HWG und zeigt
ein Heterozygotendefizit. Die Populationen, bei denen das HWG nicht signifikant

abgelehnt werden konnte, haben allerdings Stichprobengrofien von N, < 10.

Die durchgefiihrten paarweisen t-Tests der Mittelwerte der Elternarten, Rekombinanten
und nicht Zugeordneten fiir D, ergaben keine signifikanten Unterschiede. Die Tests, ob
Ho zweier Gruppen gleich ist, lieferten jedoch signifikante Unterschiede (p < 0,05)
zwischen den Paaren D. galeata und D. cucullata, D. galeata und Rekombinante,
D. cucullata und D. longispina, D. cucullata und Rekombinante, D. cucullata und
Nicht-Zuzuordnende sowie D. longispina und Rekombinante. Es wurden weiterhin

Klassen innerhalb der Elternarten eingefiihrt, in denen diejenigen Populationen, die
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sympatrisch mit Populationen anderer Taxa vorkommen, von denen getrennt wurden,
die alleine an ihrer Lokalitidt gefunden wurden (,,[Taxon] +* und ,,[Taxon]*). Es gibt
keine signifikanten Unterschiede zwischen den Mittelwerten von D, und Hp der beiden
Klassen, wobei der t-Test auf Gleichheit von D, (gal +) und D, (gal) mit p = 0,09 nahe
am Signifikanzlevel liegt. Bei diesen Tests wurden die Populationen PT-CB und IS-MY
nicht beriicksichtigt. Die Individuen aus PT-CB wurden zwar mit NewHybrids und
Structure als D.galeata identifiziert, liegen in der PCA teilweise intermediér.
Individuen der Lokalitdt IS-MY wurden zu einem Grof3teil nicht als D. galeata erkannt,
obwohl Morphologie und ITS-RFLP sie als solche ausweisen (Vergleiche Abschnitt
3.2.2).

Tab. 4: Genetische Diversitit der untersuchten Populationen. Gezeigt ist die Anzahl der Individuen N,
die Anzahl der Klone N, die klonale Diversitit D, die beobachtete und erwartete Heterozygotie (Hp und
Hg) sowie die Ergebnisse der Tests auf Heterozygotendefizit (Hyr) und Hardy-Weinberg-Gleichgewicht
(HWG). Es sind nicht nur die Elternarten aufgelistet (gal=D. galeata, longi= D. longispina,
cuc = D. cucullata), sondern auch die rekombinaten Genotypen einer Lokalitét (rek.) sowie diejenigen,
die nicht signifikant einer der Elternarten bzw. Hybridklassen zugeordnet werden konnten (???). Ein ,,+*
hinter dem Kiirzel einer Lokalitit zeigt an, dass dort neben der Elternart auch noch andere Taxa bzw.

Rekombinante vorkommen. * = p < 0,05; ** = p <0,01; *** =p < 0,001

Population Taxon N; N D, Ho Hg Haer HWG
CZ-BR + cuc 35 35 1,00 0,29 0,36  *** koA
CZ-VR + cuc 56 51 0,91 0,24 0,31 HoAx koA
DE-UHW cuc 36 36 1,00 032 036  ** *
FR-BB + cuc 7 6 0,86 0,08 0,18  *** 0,08
LT-DR + cuc 33 30 0,91 0,22 0,33 Hokx oAk
PL-M cuc 12 11 0,92 0,08 0,16  *** ok
CZ-BR + gal 4 4 1,00 0,51 0,47 0,28 0,6
CZ-RM gal 39 28 0,72 0,38 0,41 0,1 koA
CZ-VR + gal 33 30 0,91 0,43 0,51 Hokx oAk
DE-BO gal 32 30 094 0,35 0,40  *** ok
FI-PY gal 15 15 1,00 0,41 0,40  ** *x
FR-BB + gal 27 27 1,00 044 0,53 *oAkx koA
HU-KB + gal 3 3 1,00 0,50 0,38 0,85 0,84
IT-PDA gal 24 11 046 0,15 0,17 0,12 0,2
NL-DH gal 28 8 0,29 0,53 046 0,85 0,24
NL-GRO gal 11 10 0,91 0,40 043 0,07 *ok
PT-V gal 20 7 035 047 037 097 0,82
RU-GL + gal 4 3 0,75 0,40 0,31 0,8 1
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Tab. 4: Fortsetzung

Population Taxon N; N, D. Ho Hg Haer HWG
SP-CO gal 32 26 0,81 0,34 0,36 0,25 HoAx
PT-CB gal? 24 10 0,42 0,79 0,54 1 ook
AT-MS longi 24 23 0,96 0,36 0,39 ok oAk
CH-B longi 32 30 0,94 0,21 0,24 *ok *ok
CZ-VR + longi 30 30 1,00 0,49 0,55 oAk HoAx
DE-IS longi 32 32 1,00 0,55 0,66 ook ook
DE-SS longi 30 30 1,00 0,45 0,52 oK ok
IT-PI + longi 7 6 0,86 0,38 0,37 0,32 0,27
NO-GOK + longi 28 28 1,00 0,43 0,54 Hokx koA
NO-NFV longi 32 32 1,00 0,21 0,22 * 0,1
NO-SV longi 31 31 1,00 0,43 0,48 HoAx ok
SE-GB longi 32 32 1,00 0,36 0,60 Hokx *okx
SK-NJ longi 32 32 1,00 0,38 0,39 oAk *
SK-SAT longi 31 7 0,23 0,07 0,08 0,42 1
CZ-VR rek. 14 14 1,00 0,46 0,64 *oAkx *oAkx
FR-BB rek. 16 16 1,00 0,54 0,62 HoAx koA
HU-KB rek. 4 4 1,00 0,54 0,43 0,61 0,93
IT-PI rek. 25 19 0,76 0,74 0,56 1 oAk
LT-DR rek. 4 4 1,00 0,57 0,57 0,05 0,85
NO-GOK rek. 4 4 1,00 0,50 0,53 0,05 0,66
RU-GL rek. 17 11 0,65 0,53 0,43 0,54 HoAK
IS-MY rek.? 28 9 0,32 0,53 0,37 0,99 oAk
CZ-VR 77? 108 95 0,88 0,60 0,69 Hokx *okx
GR-AL 77? 5 5 1,00 0,49 0,59 *ok *
LU-ES 77? 30 30 1,00 0,60 0,70 ook ook
SP-BA 77? 32 25 0,78 0,65 0,67 ok oA
SP-ZH 77? 32 21 0,66 0,21 0,20 0,19 *okx

Eine AMOVA wurde zum einen einzeln fiir jede Art durchgefiihrt, zum anderen fiir alle
Arten gemeinsam mit der Art als dritter hierarchischer Ebene durchgefiihrt. Die

Ergebnisse der AMOV As sind Tabelle 5 zu entnehmen.

Die Untersuchung der Allelspektren ergab, dass an den meisten Loci die
Fragmentlangen bei unterschiedlichen Arten zwar variieren, aber in ihrer Grofle stark
iiberlappen (Daten nicht gezeigt). Dennoch sieht man an der Frequenzverteilung

durchaus deutliche Unterschiede zwischen den Arten: Am Locus DaB 17/17 kommt das
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Allel 100 bp bei D. longispina und D. cucullata mit nur 0,2% bzw. 0,4% vor, bei
D. galeata dagegen mit 96,7%. D. longispina hat am Locus Dgm 112 nur Allele in der
GroBe zwischen 105 bp und 117 bp, wohingegen die anderen beiden Taxa nur Allele
von den GroBen 116 bp bis 130 bp tragen. Dp 519 scheint der Locus zu sein, mit dem
man am besten die Arten auftrennen kann. Hier hat D. longispina die hochsten
Allelfrequenzen bei 140bp und 141bp, D.galeata bei 144 bp bis 147 bp und
D. cucullata tragt Allele an diesem Locus erst ab 150bp. D. galeata und D. cucullata
lassen sich besonders gut am Locus DaB 10/14 unterscheiden: D. galeata tragt mit einer
Frequenz von 79,3% dort das Allel 232 bp, D. cucullata mit 96,9% das Allel 227 bp.
Die tibrigen Loci sind weniger informativ, besonders der Locus Dp 196NB. Hier haben
D. longispina, D. galeata und D. cucullata Allelfrequenzen von 47,9%, 99,4% und
66,4% fiir das gleiche Allel 120 bp.

Tab. 5: Analyse der molekularen Varianz (AMOVA). Pop. = Populationen; *** =p < (0,001

Quelle der Variation Freiheitsgrade Anteil an Gesamtvariation Fsr p
D. longispina 0,52
Zwischen Populationen 11 52% otk
Innerhalb Populationen 301 48% ook
Total 312

D. galeata 0,40
Zwischen Populationen 12 40% otk
Innerhalb Populationen 189 60% ook
Total 201

D. cucullata 0,42
Zwischen Populationen 5 42% ook
Innerhalb Populationen 163 58% ook
Total 168

Alle Arten

Zwischen Arten 2 29% 0,29 ***
Zwischen Pop., in Arten 28 36% otk
Innerhalb Populationen 751 35% ook
Total 781
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3.3.2 Korrelation geographischer und genetischer Distanzen

Die Theorie der isolation by distance wurde mit einem Manteltest {iberpriift, indem die
geographischen mit den genetischen Distanzen verglichen wurden. Der Test zeigt fiir
alle drei Arten das gleiche Bild. Auf hohem Niveau signifikante (p <0,001), aber
schwache Korrelationen: R* 0,22; 0,09 und 0,07 — jeweils fir D. longispina,
D. galeata, D. cucullata (Abbildung 10). Das bedeutet, dass nur 22%, 9% und 7% der
Varianz in der Analyse durch einen statistisch signifikanten Zusammenhang erklért

wird. Die Regressionsgeraden steigen ebenfalls nur sehr schwach an.
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Abb. 10: Mantel-Tests fiir
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(GenAlEx). A: D. longispina, B: D. galeata, C: D. cucullata. Jeder Punkt ist ein Individuenpaar, das
in einer bestimmten Klasse von geographischer Distanz eine bestimmte genetische Distanz

zueinander hat. Mit angegeben sind jeweils die Gleichungen der Regressionsgraden und der

Korrelationskoeffizient R
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4 Diskussion

Die Diskussion befasst sich mit den beiden grundlegenden Fragen dieser Arbeit. Zum
einen wird beurteilt, mit welchen Ansédtzen es mdglich ist, in einem Artkomplex aus
drei hybridisierenden Arten diese zu erkennen und abzugrenzen. Weiterhin wird am
Beispiel des D. longispina-Artkomplexes die vorgeschlagene Methodik erklirt,
spezielle Probleme erldutert und der Erfolg des Ansatzes dargestellt. Weiterhin werden
Moglichkeiten zur Optimierung diskutiert. Im zweiten Teil wird vergleichend die

Diversitit und Populationsstruktur des D. longispina-Artkomplexes behandelt.

4.1  Arterkennung in einem hybridisierenden Drei-Arten-Komplex

4.1.1 Erkennung der Arten

Es wurden zwei Methoden zur Erkennung von nah verwandten Arten und deren
Hybriden durchgefiihrt. Abbildung 3 zeigt, dass die genetischen Marker den
Gesamtdatensatz schon ohne statistische Verfahren in einer einfachen PCA in drei
Grofigruppen einteilen konnen. Diese Methode basiert rein auf der genetischen Distanz
der Individuen =zueinander. Die drei cluster konnten durch Vergleich mit
morphologischen und RFLP-Daten den Arten zugeordnet werden. Einige Individuen,
die genetisch intermedidre Genotypen zeigen und damit interspezifische Hybride sind,
werden zwischen die cluster positioniert. Diese Beobachtung steht in Einklang mit den
theoretischen Erwartungen und praktischen Erfahrungen anderer Studien. Sowohl
Morphologie (z.B. Schwenk et al. 2001) als auch life history-Parameter (z.B. Spaak &
Hoekstra 1995) von Hybriden aus D. galeata und D. cucullata wurden in der
Vergangenheit als intermedidr zu den Elternarten bestimmt. Detailliertere
Untersuchungen mit molekularen Markern in diesem System zeigten ebenfalls
intermedidre Genotypen (Billiones et al. 2004) und genetische Untersuchungen anhand

von Allozymen gaben auch Hinweise auf Riickkreuzungen (Spaak 1996).
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Trotz Hybridisierung und bekannter phénotypischer Plastizitit wurden in
vorangegangenen  Studien zwischen den Arten 11-15%  mitochondriale
Sequenzdivergenz und damit klar getrennte Matrilinien gefunden (Schwenk 1993,
Schwenk & Spaak 1995). Der in dieser Untersuchung verwendete Ansatz bestétigt auf
nukleédrer Ebene diese Erkenntnisse. Die genetische Distanz, die in dieser Untersuchung
ermittelt wurden, deuten auf klare Arten im Sinne des evolutiondren Artkonzeptes
(Wiley 1978) hin. Ebenfalls zutreffend konnte das genealogische Artkonzept sein. Man
konnte in diesem Fall die Hybride als eigene Art beschreiben, was aber meiner Ansicht
nach in den entstehenden Netzwerken zu Komplikationen fiihrt. Es konnen durch
Hybridisierung Verwandschaftsbeziehungen entstehen, in denen Arten {ber
Hybridisierung auf kategoriellen Ebenen oberhalb der Arten falsch zusammengefasst
werden. Zum Beispiel hitte ein D. galeata x lacustris-Hybrid in einem solchen
Netzwerk eine Verbindung von D. galeata mit D. lacustris auf {iber-artlicher Ebene zur
Folge, die mit den Verwandschaftsbezichungen im untersuchten D. longispina-
Artkomplex iiberlappt. Eine solche Uberlappung von genealogischen Beziehungen
oberhalb des Artlevels macht in der dieser Definition der Arten aber wenig Sinn. Trotz
der potentiellen fortwdhrenden Vermischung von Arten durch introgressive
Hybridisierung bleiben die Genome der drei Elternarten voneinander isoliert (Schwenk
& Spaak 1995, Spaak 1996, Schwenk & Spaak 1997). Es ist aber bekannt, dass
introgressive Hybridisierung bei Daphnien des D. longispina-Artkomplexes zur
Durchmischung der Genome fithren kann, was in einer Invasion des Genoms der einen
Art durch Anteile des Genoms einer anderen begriindet ist (Mallet 2005, Brede et al.
2007). Aber nicht nur Riickkreuzungshybride, sondern auch F2-Hybride wurden in der
Vergangenheit gefunden. Hobaek et al. (2004) und Jankowski & Straile (2004) fanden
Indizien fiir D. galeata x longispina F2-Hybride. Auch im nordamerikanischen
D. longispina-Komplex wurden F2-Hybride zwischen D. galeata mendotae und einem
speziellen D. rosea-Morphotyp gefunden (Taylor & Hebert 1992). Dass die in der
vorliegenden Studie gefundenen Arten sich dennoch deutlich voneinander abgrenzen, ist
ein Hinweis darauf, dass reproduktive Barrieren allerdings immer noch existieren.
Hinweise hierauf werden in Schwenk et al. (2000) gegeben. Coyne & Orr (2004) fassen
reproduktive Barrieren zusammen: i) Vor der Verpaarung; ii) nach der Verpaarung,
prizygotisch; iii) postzygotisch. Fiir Daphnien im Allgemeinen sind Beispiele auf
verschiedenen Ebenen der reproduktiven Isolation bekannt: Brewer (1998) fand heraus,

dass z.B. D. pulicaria durchaus ein selektives Paarungsverhalten zeigt und Winsor &
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Innes (2002) beschrieben die Vermeidung von Inzucht durch D. pulex. Schwenk et al.
(2001) hatten in Experimenten einen relativ geringen Schlupferfolg von ¢ x g Hybriden
(28%), wobei nur 3,6% von diesen bis zur Reife heranwuchsen. Man kann also von

unvollstindiger reproduktiver Isolation auf verschiedenen Ebenen ausgehen.

4.1.2 ldentifizierung von Hybridklassen

Ziel der Untersuchung war auflerdem, nicht nur die Parentaltaxa, sondern auch
verschiedene Hybridklassen zu identifizieren. Dies wurde nur bedingt erreicht. Zwar
wurde in der Vergangenheit erfolgreich NewHybrids fiir diesen Zweck im hier
bearbeiteten Komplex eingesetzt (z.B. Jankowski & Straile 2004, Brede et al. 2007),
jedoch wurde auch durch eine simulationsbasierte Untersuchung von Vidhd & Primmer
(2006) gezeigt, dass Riickkreuzungen erst mit einer relativ hohen Anzahl von Loci
(mindestens 48) erkannt werden konnen. Diese Vorraussage stiitzt sich jedoch auf einen
Fsr-Wert von 0,21. Der hier gefundene Wert liegt mit 0,29 noch ein Stiick hoher. Um
F1-Hybride zu identifizieren, sollten bei einem Fsr-Wert von mindestens 0,21 sogar nur
12 Loci nétig sein. Der hier verwendete Ansatz hatte also gute Vorraussetzungen, um
zumindest diese Hybride zu identifizieren. Wie man in Abbildung 4 jedoch sieht,
wurden relativ wenige Individuen sicher einer der Hybridklassen zugeordnet. Die
einzigen beiden Riickkreuzungshybride (von insgesamt 1155 getesteten; ~0,2%) wurden
im Komplex D. galeata/cucullata gefunden, die einzigen beiden FI1-Hybride im
Komplex D. galeata/longispina, jedoch wurden in den beiden Komplexen einige F2-
Hybride, 30 und 20 Individuen, gefunden. Es konnten jeweils iiber 100 Individuen nicht
sicher zugeordnet werden. Die Ergebnisse aus den Structure-Analysen (Abbildung 5)
deuten jedoch darauf hin, dass die meisten dieser Individuen Hybride sein miissen, nur
einige konnten auch Individuen der Parentaltaxa darstellen. Auch bei genauerer
Betrachtung der Ergebnisse von NewHybrids (Daten nicht gezeigt) stellt sich heraus,
dass viele der nicht als sicher zugeordneten Individuen durchaus posteriore
Wabhrscheinlichkeiten von iiber 80% hatten, einer der Gruppen (Elternart oder einer der
Hybridklassen) anzugehdren. Diese Zuordnungen waren nach der hier vorgenommenen
Definition allerdings nicht eindeutig genug. Ein viel groBBerer Teil der Hybride (als man
rein intuitiv erwarten wiirde) wurde als F2-Hybrid identifiziert, wenn auch meist nicht
auf dem geforderten Signifikanzlevel von 95%. Dies war vor allem in der Population

CZ-VR der Fall, in der alle Elternarten und die Hybride D. galeata x cucullata sowie
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D. galeata x longispina vorkommen. Bei der Betrachtung der Populationen FR-BB, die
einzeln (also nicht im Gesamtdatensatz) analysiert wurde, zeigt sich, dass NewHybrids
durchaus in relativ kleinen Datensétzen nur einer Population bessere Zuordnungen trifft
als im grofen Gesamtdatensatz. Die Griinde dafiir werden im weiteren Verlauf dieses
Abschnitts noch detaillierter diskutiert. Im Gesamtdatensatz liefert NewHybrids nur fiir
die Elternarten hohe posteriore Wahrscheinlichkeiten, wohingegen rekombinante
Individuen mit jeweils geringen posterioren Wahrscheinlichkeiten entweder als F2-
Hybride oder Riickkreuzungen zu D. galeata identifiziert werden (Abbildung 7A).
Allein analysiert werden die rekombinanten Individuen mit deutlich héheren posterioren
Wahrscheinlichkeiten als F1-Hybride erkannt (Abbildung 7B). Als weiterer Test, ob
NewHybrids in der Lage ist, unter den gegebenen Bedingungen Hybridklassen zu
identifizieren, wurde zusétzlich eine Hybridsimulation mit realen Genotypen als
Elternarten durchgefiihrt. Dabei erkannte NewHybrids mit nur zwei Ausnahmen in
einem Datensatz von 136 Individuen korrekt Elternarten und F1-Hybride
(Abbildung 7C). NewHybrids ist in der Lage, Hybride und Elternarten gut zu erkennen,
solange man einzelne Populationen untersucht, die beide Elternarten enthalten. Weitere
Indizien, dass es Probleme bei einer Betrachtung des gesamteuropdischen Komplexes
gibt, liefern die folgenden Beobachtungen: Im Gesamtdatensatz sind zwischen den
D. galeata- und D. longispina-clustern Hybride verschiedener Klassen gleichmafBig in
Richtung beider Elternarten verteilt. Im D. galeata/cucullata-Komplex liegt allerdings
ein Grofteil der Hybride ndher an D. galeata (Abbildung 6). Experimentelle Hybride
sind aufgrund ihrer genetischen Distanzen der hier verwendeten Loci in einer PCA
nédher an das Elternteil D. galeata gruppiert als an D. cucullata (Abbildung 8B). Auch in
der allein betrachteten realen Population FR-BB zeigt sich dieses Muster sehr deutlich
(Abbildung 8A). Rein theoretisch sollten F1-Hybride in einer solchen Darstellung mittig
zwischen den beiden Eltern liegen. Die Beobachtungen konnten verschiedene
Erklarungen haben: i) meiotic drive; ii) Aufspaltung der Genotypen einer Population in
Subpopulationen, von denen manche hybridisieren und andere nicht; iii)

Unzuldnglichkeiten im Markersystem.

i) Unter meiotic drive versteht man das ,,Verhalten* einiger DNA-Abschnitte, nicht in
einem 1:1 Verhiltnis durch die Gameten eines Heterozygoten vererbt zu werden. Man
nennt dieses Phdnomen auch Stérung der Segregation (Segregation distortion). Zum

Beispiel konnte in Experimenten an Madusen ein Verhéltnis von 1:10 fiir das
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Vorhandensein eines bestimmten Gens in den Spermien festgestellt werden (Futuyma
2005). Allerdings wird meiotic drive meist in Zusammenhang mit anderen ,,egoistischen
genetischen Elementen® (selfish genetic elements) im Rahmen von Selektion und
Adaption diskutiert (Hurst & Werren 2001). Dennoch wird z.B. in phylogenetisch
divergenten Populationen der Stabaugenfliege Cyrtodiopsis sp. ein Zusammenhang
zwischen Mikrosatellitenvariation und meiotic drive vermutet (Wright et al. 2004). Mit
den hier erhobenen Daten kann dies fiir den D. longispina-Artkomplex nicht bestatigt,

aber auch nicht abgelehnt werden. Weitere experimentelle Arbeiten wiren dazu nétig.

i1) Die zweite Hypothese, dass Subpopulationen, die nicht oder in deutlich geringerem
Ausmall an der Hybridisierung teilnehmen, existieren, wurde in dieser Studie
untersucht. Die Ergebnisse des Abschnitts 3.2.4 deuten darauf hin, dass es innerhalb der
Populationen der reinen Arten durchaus Substrukturen gibt. Fir D. longispina,
D. galeata und D. cucullata wurden 10, 12 und 5 Populationen mit Structure getestet,
wobei in den Datensédtzen mit hoher statistischer Signifikanz 13, 17 und 7 Gruppen
gefunden wurden. In jeder der drei Arten scheint es also Substrukturen zugeben. Um
welche der Populationen es sich dabei handelt, und ob einige der Untergruppen weniger
(bzw. gar nicht) zur Hybridisierung beitragen, miissen detailliertere Untersuchungen

zeigen, die sowohl empirisch als auch experimentell ausgelegt sein sollten.

iii) Da die eingesetzten Marker zwar in einem grof3 angelegten Test in verschiedenen
Arten von Daphnien des D. longispina-Komplexes getestet wurden (Brede et al. 2006),
urspriinglich aber fiir D. pulicaria (Colbourne et al. 2004, Dp), allgemein europiische
Hyalodaphnien (Ender et al. 1996, DaB) wund fiir nordamerikanische
D. galeata mendotae (Fox 2004, Dgm) entwickelt wurden, kann es durchaus sein, dass
diese Marker nicht alle auf der hier untersuchten groBrdaumigen Skala perfekt
funktionieren (nur die Marker mit den Bezeichnungen SwiD wurden durch Brede et. al
2005 speziell fir D.galeata entwickelt). Der Mikrosatellit Dgm 112, der die
schlechteste Erfolgsrate bei der Amplifikation zeigte, wurde urspriinglich fiir
D. galeata mendotae entwickelt. Es zeigte sich, dass fast nur D. cucullata von der
schlechten Amplifizierbarkeit dieses Locus betroffen ist. Eventuell treten bei dieser Art
an diesem Locus Null-Allele auf. Das sind Fragmente, die aufgrund von

Punktmutationen in der primer-Bindungsregion auflerhalb des Mikrosatelliten nicht
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amplifiziert werden (Paetkau & Strobeck 1995, Selkoe & Toonen 2006). Dies fiihrt
dazu, dass gar keine oder nur manche der vorkommenden Allele amplifiziert werden.
Zusétzlich kommt es zwischen den Loci SwiD 12 und SwiD 6 bei D. cucullata zu
Uberlappungen in den FragmentgroBen, die es in D. galeata und D. longispina nicht
gibt. Diese beiden Loci konnten also — wie im Ergebnisteil beschrieben — sehr oft nicht
ausgewertet werden. Dadurch konnten die Analysen gestort sein, da es bei D. cucullata
nicht-zufillige Muster von fehlenden Loci im Datensatz gibt. Zur Zeit wird diese
Beobachtung im Rahmen des ,,decade project” von Anne Thielsch (Thielsch et al.
2007) tberpriift. Vorldufige Ergebnisse deuten darauf hin, dass eben diese Loci die hier
beobachteten Schwierigkeiten verursachen, Hybride korrekt zu identifizieren.
Zusitzlich wurden Simulationen durchgefiihrt, in denen die Laborklone 33 und 100 als
Elternarten eingesetzt wurden (vergleiche Abschnitt 2.3.2 und 3.2.3). Dabei fanden aber
nicht alle zwolf Marker Verwendung, sondern nur sechs, von denen in
Einzelamplifikationen eindeutige Allele gefunden wurden. Vorldufige Ergebnisse
(K. Schwenk, personliche Mitteilung) zeigen, dass die simulierten Hybride und auch die
experimentellen mit diesen sechs Markern genetisch wirklich intermedidr sind

(Hauptkomponentenanalyse, Daten nicht gezeigt).

Ich vermute, dass die in dieser Studie gefundenen Schwierigkeiten, Hybridklassen
korrekt im Gesamtdatensatz zu identifizieren, als Ursache eine Kombination aus
komplexen Substrukturen innerhalb von Populationen und einer suboptimalen Wahl der
Marker haben. Weiterhin spielt sicherlich auch die groBe Varianz zwischen den
Populationen innerhalb der Arten eine entscheidende Rolle. In wie weit meiotic drive
fiir die gemachten Beobachtungen verantwortlich ist, muss mit einem neuen

Versuchsaufbau getestet werden.

Wihrend die Identifizierung von Hybridklassen mit NewHybrids problematisch war,
liefert die Auswertung mit Structure dennoch interessante Ergebnisse. Aus Abbildung 5
kann man die Anteile der reinen Elternarten und deren Hybride am Gesamtdatensatz
abschitzen. Die drei untersuchten Arten haben durchaus unterschiedliche
Charakteristika, was ihre Féhigkeiten angeht, Hybride mit anderen Arten zu bilden.
D. longispina scheint einen geringen Anteil an F1-Hybriden mit den anderen beiden

Arten zu bilden, jedoch konnten einige Riickkreuzungen gefunden werden, und zwar in
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dhnlichen Anteilen in Richtung der anderen Elternart wie in Richtung zu sich selbst.
Dies deutet darauf hin, dass zwar immer wieder F1-Hybride gebildet werden, aber einen
geringeren Erfolg haben als die Riickkreuzungen. Im Falle von D. galeata sieht das Bild
ganz anders aus. Man findet im Bereich der Genomanteile, in dem man F1-Hybride
erwarten wiirde (~40-60%) eine grofe Zahl an Individuen wieder, die dort eine Art
»Plateau bilden. Der Anteil an Riickkreuzungen ist im Vergleich zum Anteil der F1-
Hybride eher gering. Bei D. cucullata findet man ein ganz dhnliches Bild, auch wenn
hier die StichprobengréBe von Individuen mit D. cucullata-Genom leider deutlich
geringer ist. Im F1-Hybrid-Bereich gibt es ein Plateau. Hier sind aber im Gegensatz zu
D. galeata und D. longispina viel weniger Riickkreuzungen zur eigenen Art zu sehen.
Riickkreuzungen zu den anderen Arten hingegen scheinen dhnlich haufig zu sein. Dass
die Hybride von D. galeata eher mit einem Anteil von mehr als 50% am D. galeata-
Genom liegen und die Hybride von D. cucullata mit einem Anteil von eher unterhalb
50% am eigenen Genom, ist vermutlich auch eine Folge der oben diskutierten
Markerprobleme und sollte nicht iiberinterpretiert werden. Kombiniert mit der Aussage
der PCA ergibt sich folgendes Bild fir die Hybridisierung im D. longispina-
Artkomplex: D. longispina selbst bildet Hybride mit D. galeata, aber nicht (oder so
selten, dass ich keine gefunden habe) mit D.cucullata. Zwar wurden
D. cucullata x longispina-Hybride in einer Studie von GieBler (1997) gefunden, sie sind
aber sehr selten (personliche Mitteilung, K. Schwenk). Hybride zwischen D. galeata
und D. cucullata scheinen dagegen wiederum ebenso hiufig zu sein, wie diejenigen
zwischen D.galeata und D. longispina. Leider konnte ich keine exakten
Zahlenverhiltnisse bestimmen, da die Ergebnisse aus Structure fiir sich genommen
keine sichere Zuordnung zu Hybridklassen erlauben und ich aufgrund der unsicheren
Ergebnisse von NewHybrids diese Analysen nicht durchgefiihrt habe. Es wére interesant
testen zu konnen, ob der Anteil der Hybride nicht nur vom Habitat und seiner Okologie
(z.B. Spaak & Hoekstra 1995), sondern auch von den Taxa abhidngen konnte, wenn
unterschiedliche Taxa unterschiedliche Fahigkeiten zur Hybridisierung aufweisen
(Mallet 2005). Dies miisste in Experimenten ermittelt werden, in denen unter gleichen
Okologischen Bedingungen die Hybridisierungsrate zwischen verschiedenen Paaren der

Parentaltaxa ermittelt wirde.
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4.1.3 Maoglichkeiten zur Optimierung

Bei der Identifizierung der Elternarten und Hybridklassen gab es einige
Schwierigkeiten. Eine Fehlerquelle liegt auf der Hand: Fiir viele Lokationen konnten
nicht alle dort vorkommenden Taxa des D. longispina-Artkomplexes untersucht
werden, weil die Zeit es nicht zuliel. Zum Beispiel in der Lokalitit RU-GL kommen
neben den in dieser Arbeit als rekombinant identifizierte Tiere zusitzlich alle drei
Elternarten des Komplexes vor (Glagolev 1986), von denen aber keine Individuen in die
vorliegende Untersuchung eingebunden sind. Introgressive Hybridisierung hat
sicherlich einen erheblichen Einfluss auf die dort vorkommenden Genotypen
(vergleiche Brede et al. 2007). Gerade diese Lokalitdt lieferte in der vorliegenden
Untersuchung uneindeutige Ergebnisse, genauso wie CZ-VR, in der ebenfalls alle drei
Arten des Komplexes vorkommen und hybridisieren. Fiir viele der Populationen, die
nicht vollstindig untersucht wurden, existiert noch Material. AuBlerdem ist die
gesamteuropdische Abdeckung noch nicht fiir alle Arten erreicht. Fiir D. cucullata z.B.
stehen noch Proben aus Sizilien und Skandinavien zur Verfugung, fiir D. galeata z.B.
aus England, Schottland und Irland. Der stellenweise unbefriedigende Erfolg der DNA-
Amplifikationen, der entweder auf schlechter Konservierung der Proben (methyliertes
oder vergilltes Ethanol, zu niedrige Endkonzentrationen des Ethanols beim Lagern)
oder auf Problemen mit dem verwendeten H3-Puffer beruhte, konnte erhoht werden.
Dazu sollte man den Partnern vor Ort noch detailliertere Informationen zum Sammeln
und Lagern des Materials geben, bzw. bei der DNA-Priparation hdufiger den H3-Puffer
frisch ansetzen, da dieser oft ein grofles Problem zu sein scheint. Aulerdem sollten noch
moglichst viele der fehlenden Loci bei den hier verwendeten Tieren ergénzt werden.
Dies konnte grofle Vorteile bei der Erkennung von rekombinanten Genotypen haben.
Der Locus Dgm 112 sollte bei Untersuchungen, in denen auch D. cucullata unter den zu
analysierenden Tieren ist, nicht mehr eingesetzt werden, da er bei dieser schwer zu

amplifizieren ist.

Abbildung 4 und Tabelle 2 sowie die Allelfrequenzen (siche Abschnitt 3.3.1) geben
wichtige Hinweise darauf, dass es fiir die Frage nach der Arterkennung zum einen zwar
besonders informative Loci gibt, zum anderen aber auch Loci, die nicht informativ
waren. Der Locus Dp 196 wurde durch NewHybrids z.B. als besonders uninformativ

identifiziert, egal, welche Artkombination getestet wurde. Der Locus SwiD 6 hingegen
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hat in allen durchgefiihrten Analysen einen sehr hohen Informationsgehalt. Ansonsten
sind viele Loci fiir die Analysen betimmter Artkombinationen geeignet, aber nicht fiir
eine andere Analyse. Zum Beispiel hat der Locus Dgm 109 hohe Kullback-Leibler
Divergenzen in Analysen, in denen D. cucullata mit einer der beiden anderen Arten
analysiert wurde, aber einen besonders geringen Wert in der Analyse
D. galeata/longispina. Ein dhnliches Bild ergibt sich bei Locus SwiD 14. Abbildung 4
gibt allerdings einen starken Hinweis darauf, dass die Reduzierung der Loci auf die
sechs, bzw. drei informativsten keinen Einfluss auf das Ergebnis hat. Um dies zu
bestdtigen miissen weitere statistische Test durchgefiihrt werden. Aulerdem wurden die
Analysen tiber die informativen Loci nur am Gesamtdatensatz vorgenommen. Es sollten
weitere Untersuchungen angestellt werden, ob die Ergebnisse solcher Analysen an
Einzelpopulationen vom Ergebnis der Analysen am Gesamtdatensatz abweichen. Trotz
der Tatsache, dass an dieser Stelle noch einiges an Arbeit investiert werden muss,
scheint es moglich zu sein fiir die Art- und Hybridklassenerkennung die Anzahl der
benotigten Loci noch weiter auf besonders informative Loci zu reduzieren. Dies spart
sowohl Kosten als auch Zeit. Allerdings sollte beachtet werden, dass bei
populationsgegnetischen Analysen auch die hier als uninformativ dargestellten Loci
thren Wert besitzen, wenn es z.B. um Berechnungen der Diversitit einzelner

Populationen geht (HWG, Heterozygotie, Klonalitét).

Es gibt wenig Literatur liber Studien, in denen ein System aus drei miteinander
hybridisierenden Arten untersucht wurde. GieBler (1997) untersuchte ebenfalls den
D. longispina-Artkomplex, jedoch mit einer Kombination aus Allozymen und
Morphologie. Es war zwar mdglich, Elternarten und Hybride zu unterscheiden, jedoch
nicht die Einteilung der Hybride in verschiedene Klassen. Eine Arbeit, die auch RFLP-
mit Mikrosatellitendaten (10 Loci) kombinierte, wurde von Lancaster et al. (2006) an
Pelzrobben durchgefiihrt. Dabei wurde ebenfalls das Programm Structure eingesetzt mit
dem gute Ergebnisse erzielt wurden, jedoch keine Analysen mit NewHybrids, die
vermutlich eine bessere Auflosung der Hybridklassen ermoglicht hitte. Die hier
verwendete Kombination aus den Analyseprogrammen NewHybrids und Structure
erwies sich prinzipiell als sinnvoll. Jedoch scheint eine Voreinteilung des Datensatzes in
die jeweiligen Zweiartkomplexe des Gesamtkomplexes aufgrund der in der PCA
dargestellten genetischen Distanzen mit anschlieBender hierarchischer Analyse — wie sie

hier durchgefiihrt wurde — als umstidndlich und subjektiv. Um reine Arten zu finden
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eignet sich Structure sehr gut. Da man durch Morphologie und ITS-Analysen weil3, dass
es drei Arten im Komplex gibt, die in ihren genetischen Distanzen deutlich getrennte
Gruppen bilden, ist der Structure-Lauf mit K = 3 sehr informativ und vermag, die reinen
Arten zu finden. Erst danach sollten die Zweiartkomplexe zusammen mit ihren
putativen Hybriden in NewHybrids analysiert werden, um bei den Hybridklassen

eindeutige Zuordnungen zu erhalten.

4.2 Vergleichende Diversitat und Populationsstruktur

4.2.1 Differenzierung

Tabelle 5 zeigt, dass die einzelnen Populationen hoch differenziert sind. Die Fgr-Werte
der Arten deuten daraufhin, dass kaum Genfluss durch Migration zwischen den
Populationen stattfindet. Die hier gefundenen Werte fiir Fst zwischen von 0,4 bis 0,52
in den einzelnen Arten zeigen eine sehr hohe Divergenz der Populationen (Conner &
Hartl 2004). Die Variabilitdt zwischen den Arten, zwischen den Populationen innerhalb
der Arten und innerhalb der Populationen ist etwa gleich gro. Die Arten und
Populationen sind also hoch differenziert. Solche Muster lassen oft auf eine Isolation
der Populationen schliefen. Bei sehr geringem Genfluss, wie er hier gefunden wurde,
sollten nah beieinander liegende Populationen sich dennoch dhnlicher sein, als weit
auseinander liegende (isolation by distance, Futuyma 2005). Dies wurde hier nicht
festgestellt. Abbildung 10 zeigt zwar eine leichte Tendenz, dass geographisch weiter
voneinander entfernt liegende Individuen auch eine hdohere genetische Distanz
zueinander aufweisen. Dies ist sogar statisitisch signifikant, aber bei den geriungen
Werten biologisch nicht relevant. Dies geht einher mit den Ergebnissen von Bernatchez
& Wilson (1998, Fische), De Meester et al. (2002, aquatische Organismen), Hebert et
al. (2003, D. ambigua), De Gelas & De Meester (2005, D. magna) und Thielsch (2005,
D. longispina). Die Theorie des ,,Provinzialismus* (Hebert & Wilson 1994) sagt fiir
zyklisch parthenogenetische Organismen, die sich schnell verbreiten konnen, ein
solches Muster aber voraus. Obwohl auf den ersten Blick klar zu sein scheint, dass
planktonische Organismen das Habitat nicht wechseln konnen, ist diese Beobachtung
zundchst aber unerwartet, da fiir Dauereier produzierendes Zooplankton schon seit Lyell
(1832) und Darwin (1859) weite und schnelle Verbreitung durch Wasservogel (Proctor

1964, Figuerola & Green 2002) oder auch durch andere Verbreitungsmechanismen wie
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Wind (Brendonck & Riddoch 1999), Regen oder menschliche Aktivitit (Havel &
Shurin 2004) vermutet wird. Dieses Paradox, dass Mechanismen zur schnellen und
effektiven Verbreitung verfligbar sind, diese aber sich nicht in erhohtem Genfluss
duBern, wurde durch De Meester et al. (2002) mit der Monopolisierungshypothese
erklart. Als Grundlage dienen ihr Annahmen iiber Griindereffekte in Kombination mit
hohen klonalen Wachstumsraten und der Etablierung von Dauereierbanken im
Sediment. Dadurch wird das Habitat sehr schnell und effizient von einigen
prdadaptierten Genotypen besiedelt, deren Nachkommen auch Winter- oder
Trockenperioden als Dauerstadien {iiberstehen. Bei erneut guten Bedingungen
vermehren sich diese explosionsartig und bilden hohe Populationsdichten, sodass
Neubesiedler sich nicht etablieren konnen. Daraus resultiert ein sehr geringer Genfluss.
Die empirische, experimentelle und theoretische Uberpriifung der Hypothese wird zur

Zeit im ESF-Projekt BIOPOOL durchgefiihrt.

4.2.2 Klonale Diversitat und das Hardy-Weinberg-Gleichgewicht

Die klonale Diversitdt aller untersuchten Populationen variiert sehr stark (zwischen 0,23
bei SK-SAT oder 0,29 bei NL-DH und 1 bei einer Vielzahl von Populationen).
Mittelwerte + Standardabweichung waren bei D. longispina 0,91 + 0,22, bei D. galeata
0,78 £ 0,26, bei D. cucullata 0,93 + 0,06, bei den Rekombinanten 0,93 +0,14 und
0,86 £ 0,15 bei den nicht zuzuordnenden. Die Unterschiede zwischen den drei Arten
und Rekombinanten sind allerdings nicht signifikant. Fiir parthenogenetische Tiere
wurden in der Vergangenheit einige Untersuchungen durchgefiihrt, bei denen entgegen
der intuitiven Annahme, dass asexuelle Fortpflanzung zu genetischer Armut durch
Anhédufung von letalen Mutationen filihrt (Petrunkevitch 1905, Williams 1975),
ebenfalls eine hohe klonale Diversitit festgestellt wurde (Bell 1982, Hughes 1989,
Vrijenhoek 1989). In Untersuchungen an arktischen D. pulex und D. tenebrosa wurde
dies bestdtigt (Dufresne & Hebert 1995). Eine detailliertere Untersuchung am
D. longispina-Artkomplex zeigte jedoch Unterschiede der klonalen Diversitdt zwischen
D. galeata und deren Hybriden (Miiller & Seitz 1995). D. galeata hatte eine hohere
sexuelle Fortpflanzungsrate, aber eine geringere klonale Diversitit als die Hybride. Dies
kann hier nicht signifikant bestétigt werden, aber im Vergleich von D. galeata mit den
Rekombinanten zeigen die Ergebnisse dieser Studie durchaus eine Tendenz, dass bei

dieser Kombination ein Unterschied bestehen konnte. Durch die geringen
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Stichprobengroflen (der Anzal der Populationen pro Taxon) wurde dieser aber nicht
gefunden. Die Ergebnisse dieser Studie, die durch Mikrosatellitendaten gewonnen
wurden, decken sich also mit den oben erwidhnten, in denen in der Regel Allozyme
Verwendung fanden, die eine deutlich geingere Varibialitit aufweisen. Dass die
gefundene Werte der Populationen innerhalb der Taxa stark schwanken, liegt daran,
dass auch okologische Parameter wie Grofle oder Permanenz des Gewdéssers Einfluss
auf die genetische Diversitit von parthenogenetischen Zooplanktonpopulationen haben
(De Meester 1996). So durchlaufen z.B. Bewohner temporérer, periodisch
austrocknender Gewisser hdufiger sexuelle Stadien, um ihre Dauereier zu produzieren.

Solche Parameter wurden in dieser Untersuchung allerdings nicht analysiert.

Bei der beobachteten Heterozygotie zeigen einige Vergleiche signifikante Unterschiede.
Dabei fillt auf, dass sich D. galeata (Mittelwert 0,41 + Standardabweichung 0,1) und
D. longispina (0,36 + 0,14) durch nicht signifikant unterschiedliche Heterozygotien
auszeichnen, wohingegen D. cucullata (0,21 £0,1) eine signifikante geringere
Heterozygotie als diese beiden zeigt. Die Rekombinanten (0,54 + 0,09) zeigen eine
signifikant hohere Heterozygotie als die drei Elternarten. In der Literatur tiber Daphnia
gibt es bisher in Platt & Spitze (2000) nur eine Zusammenfassung der beobachteten
Heterozygotie, in der Allozyme als Marker dienten. Dort bewegen sich die Werte von
0,02 bei D. thorata bis 0,21 bei D. carinata (beide Benzie 1986) mit einem Mittelwert
aller in Platt & Spitze (2000) aufgelisteten Arten von 0,1. Diese Werte sind natiirlich
deutlich geringer als die hier gefundenen, da Allozyme weniger variabel sind als
Mikrosatelliten. Nach den Erwartungen des Hardy-Weinberg-Gleichgewichts zeigen
aber die meisten der untersuchten Populationen dennoch ein Heterozygotendefizit. Das
ist relativ ungewohnlich flir parthenogenetische Organismen. Denn theoretisch sollte
unter Abwesenheit von Sexualitit die Heterozygotie zunehmen, da durch die
Anhéufung von Mutationen ein Heterozygoteniiberschuss entsteht. Man nennt dies den
Meselson-Effekt (Birky 1996, Judson & Normark 1996). Dieses Phinomen konnte z.B.
in empirischen Studien an urtiimlichen asexuellen Rotiferen bestitigt werden (Butlin
2000, Welch & Meselson 2001). Der Unterschied zwischen den obligat asexuellen
Rotiferen und Daphnien ist allerdings, dass die Daphnien des hier untersuchten
Komplexes hdufig zwischen sexueller und asexueller Phase wechseln. Es gibt also
durchaus Sexualitit, die die Heterozygotie wieder verringern kann. Wenn das HWG
nicht erfiillt ist, kann sogar ein Defizit die Folge sein. Diese Abweichung vom HWG
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wurde in allen der hier untersuchten Populationen mit angemessener Stichprobengrof3e
(N¢ > 10) tatsdchlich gefunden. Die Griinde, warum das HWG abgelehnt wird kénnen
vielfaltig sein. Es basiert auf Annahmen, die z.B. Futuyma (2005) aufzihlt: 1) zuféllige
Verpaarung; ii) die untersuchte Population ist unendlich groB; iii) kein Genfluss
zwischen Populationen (es herrscht Panmixie); iv) keine Mutation und v) keine

Selektion. Wird eine dieser Annahmen verletzt, kann dies zu Abweichungen vom HWG

fihren.

Eine Daphnienpopulation hat meist sehr viele Individuen mit hohen Populationsdichten.
Daher kann Annahme ii) zu einem gewissen Grad bejaht werden. Wie in dieser und
anderen Untersuchungen schon festgestellt wurde, herrscht auch sehr wenig Genfluss
zwischen den Populationen (sieche oben), wodurch auch die Annahme iii) erfiillt ist.
Annahmen, die in einer Daphnienpopulation offensichtlich nicht erfiillt sind, stellen 1)
und iv) dar. Wie diese Studie zeigt, gibt es Substrukturen innerhalb der Populationen
(vergleiche Abschnitt 3.2.4). Dies konnte eine Folge nicht zufdlliger Verpaarung sein.
Auch die Heterozygotendefizite selbst konnten als Wahlund-Effekt (Wahlund 1928)
interpretiert werden. Dieser kommt dadurch zustande, dass die beiden Subpopulationen
unterschiedliche Allelfrequenzen haben, aber in der Analyse als eine Population
betrachtet werden. Die Annahme iv), dass es keine Mutation gibt, kann bei den hohen
Mutationsraten der verwendeten Mikrosatellitenmarker ebenfalls als verletzt gelten. Die
fiinfte Annahme des HWG, dass keine Selektion stattfindet, wird zwar in dieser Studie
vorausgesetzt, da die eingesetzten Marker als neutral gelten, aber in den letzten Jahren
wurde die Neutralitdt von Mikrosatelliten immer wieder kontrovers diskutiert (Kashi &
Soller 1999 und Zitate darin, Li et al. 2002, Selkoe & Toonen 2006). Also kénnten auch
die Marker selbst der Selektion unterliegen, was aber hier nicht getestet wurde.
Abweichungen vom HWG bei den hier untersuchten Daphnien basieren also auf
Substrukturen innerhalb der Populationen, einem resultierenden Wahlund-Effekt und

den verwendeten Markern (aufgrund derer hoher Mutationsraten) sowie Selektion.

Teilt man die drei Elternarten in die zwei Klassen [Taxon] + und [Taxon] ein, so zeigt
ein Vergleich der Mittelwerte von D, und Ho keine signifikanten Unterschiede. Diese
Beobachtung ist kontraintuitiv, da das sympatrische Vorkommen der nah verwandten

Arten und die introgressive Hybridisierung zu erhdhter Diversitét fithren sollte (Kim &
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Rieseberg 1999, Soliva & Widmer 2003). Auch hier spielt aber vermutlich die
Stichprobengréfie eine entscheidende Rolle. Am Beispiel von D. galeata sieht man zwar
den Trend, dass [Taxon]+ und [Taxon] sich eventuell doch in ihrer genetischen
Diversitdt unterscheiden konnten, er ist aber nicht signifikant. Diese Art hat dennoch
den grofiten Stichprobenumfang, wobei man bei Stichprobenumfingen von fiinf (gal +)
und acht (gal) sehr vorsichtig beim Treffen von giiltigen Aussagen sein sollte. Es wiirde
sich also lohnen, diese Berechnungen mit groBeren Stichproben fiir die beiden Klassen
zu wiederholen, um dadurch auch schwichere Unterschiede aufzudecken. Bisher
scheint es, als hitte Hybridiserung keinen Effekt auf die Diversitét der hier untersuchten
Populationen. Weitere Analysen, die Effekte von Hybridisierung aufdecken konnten,
sollten durchgefiihrt werden. Auch wenn die Diversitit der Populationen nicht
beeinflust ist, kdnnten dennoch die genetischen Distanzen zwischen Populationen von
Taxa, die syntop mit mindestnes einer ihrer beiden Schwesterarten aus dem
D. longispina-Artkomplex leben ([Taxon]+) und Taxa, die in ihrem Habitat keinen
Kontakt zu ihren Schwesterarten haben (allopatrisch, [Taxon]), grofer sein als

diejenigen zwischen den [Taxon]-Populationen.
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5 Schluss und Ausblick

Die eingesetzten Mikrosatellitenmarker sind insgesamt gut geeignet, um die drei
Elternarten D. galeata, D. longispina und D. cucullata voneinander zu unterscheiden.
Es gibt zwar einige Populationen, die eine so hohe genetische Distanz zu den anderen
Populationen der selben Taxa aufweisen, dass sie im Gesamtdatensatz evtl. nicht als
reine Arten erkannt werden konnen, aber die meisten reinen Elternarten lassen sich gut
erkennen. Die Mikrosatelliten als molekulare Marker selbst haben vor allem gute
Erfolge bei der Amplifizierung aus schlecht konservierten Proben gezeigt, aus denen
groBBere Fragmente, wie das ITS-Fragment, nicht amplifiziert werden kdnnen. Es zeigt
sich, dass durch die starke Hybridisierung in diesem Komplex die Arten nicht streng
nach Mayr (1942) definiert werden konnen (biologisches Artkonzept). Dennoch bleibt
die reproduktive Isolation zu einem ausreichenden Grad erhalten, so dass keine
Homogenisierung des Genpools aller drei Arten stattfindet. Es ist also korrekt, in
diesem Komplex von Arten zu sprechen, wenn man diese nach Wiley (1987) definiert

(evolutionéres Artkonzept).

GroBere Probleme bereitet die Differenzierung zwischen den verschiedenen
Hybridklassen. In diesem Fall scheint vor allem die nicht zufillige Verteilung in den
fehlenden Daten dies zu verursachen. Die Loci SwiD 6 und SwiD 12 miissen schon in
der Methodik anders behandelt werden, damit sie ausgewertet werden konnen. Dies
wird entweder durch einzelnes Amplifizieren oder durch Amplifizieren in
unterschiedlichen Multiplex-PCRs und Poolplexes erreicht werden. Bei D. cucullata
lasst sich der Locus Dgm 112 oft schlecht amplifizieren und er scheint dort Null-Allele
zu besitzen. Dieser Locus sollte nicht verwendet werden, wenn in dem zu
untersuchenden Datensatz auch D. cucullata oder zumindest Hybride mit D. cucullata
erwartet werden. Zusétzlich sollten alle Arten und Hybridklassen (des untersuchten
Komplexes) einer Lokalitdt mit in die Analysen einbezogen werden. Es kann sich
mitunter als unmdglich herausstellen, sehr divergente Populationen im Gesamtdatensatz
korrekt zuzuordnen. Es miissen zwar noch mehr Daten gesammelt werden, um diese
Probleme zu beheben, ich schlage dennoch folgendes Vorgehen bei der Analyse eines

hybridisierenden Drei-Arten-Komplexes vor:
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a)

b)

d)

Analyse des Gesamtdatensatzes in einer PCA.

> Zeigen sich dort drei klare cluster, ist es vermutlich moglich, die reinen
Elternarten zu identifizieren. Dies sollte im Vergleich mit gut zu
erkennenden morphologischen Merkmalen oder anderen molekularen
Analyse-Techniken (in meinem Fall ITS-RFLP) einiger gut zu

identifizierender Individuen moglich sein.

Analyse des Gesamtdatensatzes in Structure mit K = 3.
> Individuen, die mit hohem Anteil ihres Genoms einer der drei Gruppen

zugeordnet werden (z.B. > 95%), sind reine Elternarten.

Diese Elternarten werden in der PCA wieder gefunden und dann in drei
hierarchischen Analysen durch NewHybrids zusammen mit putativen Hybriden
iiberpriift.

> Vorsicht: Bei sehr divergenten Populationen im Datensatz steigt die

Wahrscheinlichkeit, dass Hybridklassen falsch zugeordnet werden!

Es sollte dann {berpriift werden, inwieweit die Identifizierung im
Gesamtdatensatz mit der Identifizierung nur innerhalb ausgewéhlter Lokalititen
tibereinstimmt (es miissen mindestens beide Elternarten plus Hybride in diesen
Lokalitdten analysiert werden!).

> Im Zweifelsfall sollte iiber Hybridsimulationen getestet werden, welche

Hybridklassen tatsidchlich vorkommen.

Nachdem Elternarten und Hybride identifiziert sind, lassen sich weitere interessante

Beobachtungen machen. Bei der Analyse der Differenzierung der Arten und

Populationen konnte ich feststellen, dass die Populationen hochgradig differenziert sind.

Die Differenzierung zwischen den Populationen in den Arten iibersteigt dabei sogar

leicht die Differenzierung zwischen den drei Arten. Zusétzlich wurde keine

Abhingigkeit der genetischen Distanzen von den geographischen Distanzen gefunden.

Dieses Phanomen ist zunéchst kontraintuitiv, da sich im bekannten Modell isolation by

distance die genetische Distanz der Individuen und Populationen mit ihrem

zunehmenden Abstand zueinander erhdhen sollte. Das hier gefunden Muster entspricht
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dem Provinzialismus, den Hebert & Wilson (1994) beschrieben. De Meester et al.

(2002) erkldren diese Phinomene mit der Monopolisierungshypothese.

Die klonale Diversitit ist vergleichsweise hoch. Dies deutet darauf hin, dass die hier
untersuchten zyklisch parthenogenetischen Arten zwar auch gelegentlich hohe asexuelle
Vermehrung aufweisen, aber dennoch genug sexuelle Reproduktion vorkommt. Wie in
anderen Untersuchungen gefunden wurde, wird hohe Klonalitdt vor allem durch
extrinsische biotische und abiotische Faktoren beeinflusst und weniger durch
intrinsische Veranlagung. Es konnten hier keine signifikanten Unterschiede in der
Klonalitdit der Arten untereinander gefunden werden, wobei die geringe
Stichprobengrofle die Aussagekraft der Statistik vermutlich stark beeintrachtigt. Aus
diesem Grund wurden auch Analysen der Populationsstruktur unter den
Gesichtspunkten des Hardy-Weinberg-Gleichgewichts durchgefiihrt. Dort wurde
festgestellt, dass die mittlere Heterozygotie bei D. cucullata signifikant kleiner ist als
bei den anderen beiden Arten. Die Rekombinanten zeigen wie erwartet eine signifikant
hohere Heterozygotie als die reinen Arten. Dass bei den meisten Populationen dennoch
ein Heterozygotendefizit besteht, zeigt deutlich, die untersuchten Arten nicht obligat
parthenogenetisch sind, da man sonst einen Meselson-Effekt erwarten wiirde, bei dem
durch die Anhdufung von Mutationen ein Heterozygoteniiberschuss entsteht. Auch
wurde das HWG an sich praktisch immer abgelehnt, wenn die Stichprobe grofler als
zehn Individuen in der Population war. Griinde dafiir konnten Substrukturen innerhalb
der Populationen sein, die einen Wahlund-Effekt (Heterozygotendefizit, so wie in dieser
Studie gefunden) zur Folge haben. Auflerdem sind Mikrosatelliten durch
tiberdurchschnittliche Mutationsraten gekennzeichnet. Es wurde zwar nicht explizit auf
die Neutralitit der Marker getestet, aber es existiert eine Vielzahl von Studien, in denen
Selektion an Mikrosatelliten-Loci nachgewiesen werden konnte. Auch dies wiirde eine

Verletzung der Vorraussetzungen des HWG bedeuten.

Ein Einfluss der Hybridisierung auf die genetische Konstitution der Populationen in
gemischten Lokalititen [Taxon] + im Vergleich zu Populationen, die alleine in einer
Lokalitdit vorkommen [Taxon], konnte nicht signifikant festgestellt werden. Dabei
wurden die Mittelwerte von D, und Hp von [Taxon]+ und [Taxon] miteinander
verglichen. Im Fall von D. galeata wurde aber das Signifikanzniveau des Vergleiches

der Mittelwerte von D, nur knapp verfehlt (p = 0,08). Dies ist zumindest Indiz dafiir,
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dass Hybridisierung auf diese Parameter Einfluss haben konnte. Deutlich grofBere

Stichproben werden nétig sein, um dies zu bestitigen.

Der bestehende Datensatz sollte in Zukunft vervollstindigt und erweitert werden. Die
hier vorgestellte Methode bietet einen guten Rahmen, um die Elternarten des
D. longispina-Artkomplexes zu identifizieren — auch wenn Zyklomorphose und
phédnotypische Plastizitdt eine morphologische Erkennung schwierig machen.
AuBerdem bietet der Ansatz, diesen Artkomplex mit mehreren nukledren Markern zu
untersuchen, eine Losung fiir die bisherigen Schwierigkeiten eine zuverldssige
Artidentifikation auf gesamteuropdischer Ebene durchzufiihren. Die bisherige Methode
(ITS-RFLP) ist immer noch nicht allgemein giiltig. An neuen Sammelorten ist die
Bestitigung, dass die ITS-RFLP-Analyse (nur ein einzelner Marker) korrekte
Ergebnisse liefert, nur durch Vergleich mit einer Vielzahl (in dieser Arbeit zwdlf)
unabhingiger Mikrosatellitenmarker moglich. Daher miissen einige Regionen Europas
noch fiir einige der Arten dichter abgedeckt werden. Ob die Probleme bei der
Hybridklassenidentifikation weiterhin bestehen, wenn vorhandene Liicken im Datensatz
aufgefiillt und detaillierte Daten iiber gemischte Lokalititen vorliegen, ist schwer
abzuschitzen. Ich vermute, dass eine aussagekriftige Zuordnung meist nur in
Einzelanalysen innerhalb von gemischten Lokalititen moglich ist, da die hier
eingesetzten Marker im Zusammenhang mit hoher Differenzierung der Populationen
innerhalb der Arten zu variabel sind. Auf die Frage, ob es Artunterschiede innerhalb des
D. longispina-Artkomplexes in Bezug auf genetische Strukturen gibt konnte ich nicht
klar beantworten. Es gibt zwar Tendenzen, aber um ein Gesamtbild zu entwerfen fehlen
noch einige Populationen, die analysiert werden miissen. Wenn es Artunterschiede
geben sollte, wire es sehr interessant zu testen, welche okolgischen Parameter diese

erklaren.
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6 Zusammenfassung

Daphnien sind ein wichtiger Bestandteil des SiiBwasserzooplanktons und in einer
Vielzahl von biologischen Disziplinen als Modellorganismus etabliert. Thr zyklisch
parthenogenetischer Lebenszyklus und die hohen Raten von interspezischer
Hybridisierung mancher Artkomplexe machen sie zu einem interessanten
Forschungsobjekt. Die vorliegende Arbeit bietet Einblicke in die Populationsstruktur
einer dieser Komplexe, des D. longispina-Artkomplexes, und testete ein neu
entwickeltes Markersystem bei diesen Tieren auf gesamteuropdischer Ebene (33
Sammelorte, 1155 Individuen). Es wurden dazu molekulare Analysetechniken mit zwolf

polymorphen Mikrosatelliten-Markern mit etablierten ITS-RFLP-Analysen verglichen.

Durch statistische Auswertemethoden mit den Programmen NewHybrids und Structure
konnten Elternarten gut zugeordnet werden. Die Betrachtung der Kullback-Leibler
Divergenzen in den Analysen durch NewHybrids deuten sogar darauf hin, dass die
Anzahl der Mikrosatellitenmarker auf wenige besoders informative Loci reduziert
werden kann, was bei Fragestellungen zur Art- und Hybrididentifizierung Zeit und
Kosten spart. Ein Protokoll zur Vorgehensweise bei der Art- und Hybrididentifizierung

wurde entwickelt.

Die Arten und Populationen selbst waren hoch differenziert. Zwischen den drei
untersuchten Arten wurde ein Fsr von 0,29 gefunden. Ergebnisse aus einer AMOVA
zeigten sogar, dass die Differenzierung zwischen den Populationen innerhalb der Arten
leicht tiber dieser interspezifischen Differenzierung liegt (D galeata 0,40; D. longispina
0,52 und D. cucullata 0,42). Da auch keine isolation by distance gefunden wurde,
lassen die Ergebnisse meiner Analysen auf ,,Provinzialismus® schlieBen — ein Konzept,
das genau dieses Muster voraussagt. Erkldrt wird dieser Provinzialismus durch die
Monopolisierungshypothese. Die Beobachtung, dass in der Regel in den untersuchten
Populationen ein Heterozygotendefizit vorliegt, obwohl klonale Vermehrung oft zu
einem Heterozygoteniiberschuss fiihrt (Meselson-Effekt), zeigt hdufig vorkommende
sexuelle Vermehrung an. Das Heterozygotendefizit deutet ebenfalls auf einen Wahlund-

Effekt hin.
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Es wurde weiterhin getestet, ob das Vorkommen von introgressiver, interspezifischer
Hybridisierung in bestimmten Lokalititen im Vergleich mit Lokalititen, in denen ein
Taxon allopatrisch lebt, einen Einfluss auf die Populationsstruktur hat. Die klonale
Diversitit sowie die beobachtete Heterozygotie standen dabei im Mittelpunkt der
Analysen. Es wurde kein statistisch signifikanter Einfluss der Hybridisierung auf die

Diversitit gefunden.
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BA

BB

BO

bp

BR
BSA
Bx [Taxon]
bzw.
cXxg
cxl
CB
CH-B
CO
Corp.
cuc
CZ-BR
CZ-RM
CZ-VR
D.

D
DE-BO

Prozent

auf dem 0,05%-Niveau signifikant
auf dem 0,01%-Niveau signifikant
auf dem 0,001%-Niveau signifikant
nicht zugeordnet

[Grad Celsius]

[Mikroliter]

[Mikromolar]

[Mikrosiemens]

[Kilovolt]

[Molar]

[Milligramm)]

[Minuten]

[Milliliter]

[Millimolar]

[Sekunden]

[Volt]

kleiner als

ist gleich

grofer als

kleiner oder gleich

weiblich

ménnlich

Abbildung

Aliakmona

analysis of molecular variance
Mondsee, Osterreich

St. Bernard

Badajoz

Etang de Bellebouche

Bodensee

Basenpaare

Brno

bovine serum albumine
Riickkreuzungshybrid in Richtung der Elternart [Taxon]
beziehungsweise

Hybrid zwischen D. cucullata und D. galeata
Hybrid zwischen D. cucullata und D. longispina
Castelo do Bode

St. Bernard, Schweiz

Cogollo

corporation (Korperschaft)
Daphnia cucullata

Brno, Tschechische Republik
Rimov, Tschechische Republik
Vranov Reservoir, Tschechische Republik
Daphnia

klonale Diversitét (K/T)

Bodensee, Deutschland
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Abkiirzungsverzeichnis

DE-IS Ismaning, Deutschland

DE-SS Stechlinsee, Deutschland

DE-UHW Usingen, Hattstein Weiher, Deutschland
DH Delfste Houd

DMSO Dimethylsulfoxid

DNA desoxyribonucleid acid, Desoxyribonukleinsdure
dNTPs Deoxy-Nukleotidtriphosphate

dr Doktor

DR Drabuzis

ES Esch-sur-Stire

FI-PY Pyhajarvi, Finnland

FR-BB Etang de Bellebouche, Frankreich

gxl Hybrid aus D. galeata und D. longispina
gal Daphnia galeata

GB Goteborg

gg. gegen

GL Glubokoe

GOK Goksjo

GR-AL Aliakmona, Griechenland

GRO Groningen

Hger Heterozygotendefizit

Hg erwartete Heterozygotie (expected heterozygosity)
Ho beobachtete Heterozygotie (observed heterozygosity)
HU-KB Kis-Balaton, Ungarn

HWG Hardy-Weinberg-Gleichgewicht

I Anzahl der Individuen einer Population
IAM infinite allel model (unendliches Allelmodell)
IS Ismaning

IS-MY Myvatn, Island

IT-PDA Piana Degli Albanesi, Italien (Sizilien)
IT-PI Piano, Italien

ITS Internal Transcribed Spacer

k Anzahl der simulierten Gruppen im Programm Structure
KB Kis-Balaton

LABCLONE Laborklon

longi Daphnia longispina

LT-DR Drabuzis, Litauen

LU-ES Esch-sur-Siire, Luxemburg

M Mikolajkie

MgCl, Magnesiumchlorid

MLG Mulitlocus-Genotyp

MLGs Mulitlocus-Genotypen

MS Mondsee

MY Myvatn

N Anzahl

Ne Anzahl der Klone (=Anzahl der MLGs)
NFV Nordfjordvatn

N; Anzahl der Individuen

NJ Nizne Jamnicke

NL-DH Delfste Houd, Niederlande

NL-GRO Groningen, Niederlande
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NO-GOK
NO-NFV
NO-SV

PCA
PCR
PD
PDA
PI
PL-M
Prof.
PT-CB
PT-V
PY
rek.
RFLP
RM
RU-GL
s.L.

S.S.
SAT
sd
SE-GB
SK-NJ
SK-SAT
SMM
SP-BA
SP-CO
SP-ZH
SS

SV
Tab.
Taq
UHW

VR
z.B.
ZH

Goksjo, Norwegen

Nordfjordvatn, Norwegen

Storveatn, Norwegen

Anzahl der Populationen

principal component analysis, Hauptkomponentenanalsye
Polymerase chain reaction (Polymerase-Kettenreaktion)
Privatdozent

Piana Degli Albanesi

Piano

Mikolajkie, Polen

Professor

Castelo do Bode, Portugal

Vela, Portugal

Pyhajarvi

rekombinant
Restriktionsfragment-Léngenpolymorphismus
Rimov

Glubokoe, Russland

strictu latu, im weiteren Sinne

strictu sensu, im engeren Sinne

Satanie

standard deviation (Standardabweichung)
Goteborg, Schweden

Nizne Jamnicke, Slowakei

Satanie, Slowakei

stepwise mutation model (schrittweises Mutationsmodell)
Badajoz, Spanien

Cogollo, Spanien

Zahillo, Spanien

Stechlinsee

Storveatn

Tabelle

Thermus aquaticus

Usingen, Hattstein Weiher

Vela

Vranov Reservoir

zum Beispiel

Zahillo

78



Anlagen

10  Anlagen

Auf der beigefiigten DVD befinden sich (soweit verfligbar)

- die Rohdaten meiner Mikrosatellitenanalysen und diejenigen anderer
Personen, die ich in meiner Arbeit nutzen durfte

- diverse Dateien, die die Ergebnisse der Analysen enthalten

- digitale Fotographien von fiinf Daphnien aus den Lokalitdten

- digitale Fotographien der ITS-RFLP-Gele

- die vorliegende Arbeit in digitaler Form (.pdf-Format)
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Eidesstattliche Erklarung

11  Eidesstattliche Erklarung

Ich erkldre hiermit,
dass ich die Diplomarbeit selbststindig verfasst
und keine anderen als

die angegebenen Quellen und Hilfsmittel benutzt habe.

Niddatal, den 23. April 2007

Robert H. Kraus
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