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Genetische Differenzierung und Diversitiit von
Lacerta viridis viridis (LLAurenTi, 1768) im nordlichen Teil
ihrer Verbreitung: Eine Studie unter Verwendung von
mitochondrialen Haplotypen

Zusammenfassung: Die Verbreitung von Lacerta viridis viridis ist das Ergebnis ciner schnellen nach-
eiszeitlichen  Ausbreitung  mit  nachfolgenden, die  Verbreitung einscheiinkenden  Geschehnissen, die  zur
Isolation der heutigen nordlichen Reliktpopulationen gefiihrt haben, Die gegenwiirtigen Schutzbestrebungen
konzentrieren sich aul’ diese gefiihrdeten nirdlichen isolierten Populationen. Das Verstindnis der genetischen
Diversitit dieser Populationen st eine Voraussetzung fiir SchutzmaBnahmen in jeder Form., Um derartige
Daten zur Verfiigung zu stellen, analysierten wir die miDNS-Sequenzvariation von 57 L. v, viridis aus dem
niirdlichsten  Bereich  der  Verbreitung  dieser  Unterart, einschlieblich Vertretern  von  isolierten  Reliki-
populationen in - Brandenburg und  Nord-Bshmen (Tschechische Republik). Wir stieBen dabei aul  eine
positive  Relation zwischen den genctischen Distanzen der mtDNS-Sequenzen und den  geographischen
Entfernungen, die gut mit dem Migrationsverhalten von L. v. viridis tibereinstimmt, Weiterhin zeigen unsere
Daten dic grobie Bedeutung ciner vergleichenden Analyse fiir das Abschiitzen der genetischen Diversitit von
gefiihrdeten Taxa wie Lacerta v, viridis auf,

Schlagwdrter; Reptilia: Lacerta viridis viridis: Randpopulation; mitochondriale Haplotypen; Cytochrom-b;
Kontrollregion;  genctische  Distanz,

Einleitung

Periphiire Populationen werden fiir moderne
Schutzstrategien immer wichtiger. Wihrend zentral
verbreitete Populationen einer Art gewdhnlich nicht
gefihrdet sind, stellen die eher bedrohten Rand-
populationen eine bedeutende Quelle fiir Adap-
tionen und damit fiir die evolutioniire Zukunft der
betreffenden Art dar (Lusica & Arpenporr 1995),
Im Vergleich zu den Populationen im Zentrum des
Verbreitungsgebiet dieser Art bewohnen Rand-
populationen oftmals atypische und weniger geeig-
nete Habitate. Folglich stehen die Individuen einer
Randpopulation hiiufig unter einem starken Um-
weltdruck, dersich von den Zusténden im Zentrum
des Verbreitungsgebietes unterscheidet. Diese Be-
dingungen nahe der Verbreitungsgrenzen werden
als Ausliser [iir die Ausbildung von genetischen
und/oder morphologischen Besonderheiten ange-
sehen (Lusica & Avrenborr 1995). Thr Vorkom-
men an der Verbreitungsgrenze und ihre geringe
Populationsgrifie machen diese Populationen an-

Falliger fiir Griindereffekle, Inzucht und Gendrift.,
Es ist gut bekannt, dass eine abnehmende geneti-
sche Diversitiit zu cinem erhéhten Aussterberisiko
fiihren kann, vor allem bei kleinen Populationen,
Diese Probleme sind der Kernpunkt zahlreicher
dem Artenschutz dienender Untersuchungen (Pri-
oretal, 1997, Mockiorp et al, 1999, Ebinuamn et
al. 2000, Garnegr et al. 2004),

Die Smaragdeidechse Laceria viridis (LLAUREN-
11, 1768) ist eine von acht Arten in der Gattung
Lacertaimengeren Sinne (NETTMANN 2001). Ge-
genwiirtig werden von L. viridis fiinf Unterarten
anerkannt (Rykena etal, 2001); L. v. viridis (Lau-
RENTL, 1T768), L. v. guentherpetersi (RvKeNa et al.,
2001). L. v. infrapunctata (SCHMIDTLER, 1986), L.
v. meridionalis (CYREN, 1924) und L. v. paphla-
gonica (SCHMIDTLER, 1986), Lacerta v, viridis be-
wohnt ein weites Gebiet, das von der Balkan-
Halbinsel nordwiirts durch das Karpathenbecken
bis zu den mehr isoliert vorkommenden Rand-
populationen in der Tschechischen Republik und
den nérdlichsten Vorkommen im Osten Deutsch-
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lands reicht. Diese Unterart ist in Deutschland und
der Tschechischen Republik hochgradig gefiihrdet
(EremG 2001a, Mikdtova 2001), und viele der
unternommenen Schutzbemiithungen dienen dem
Erhalt der bestehenden Populationen.

Die deutschen Populationen betfinden sich in
zwei Kleinen Gebicten: zum Einen unweit von
Passau in Bayern und andererseits in der Niederlau-
sitz in Brandenburg. Die brandenburgischen Habi-
tate unterscheiden sich erheblich von den typischen
Lebensriumen von L. v. viridis. Die isolierten
Populationen in der Niederlausitz stellen Relikte
dar, die nach einer raschen Ausbreitung aus einem
stidlicher gelegenen Eiszeitrefugium withrend der
holoziinen Warmzeit zuriickgeblieben sind, Prrers
(1970) zufolge begann die Aushreitung dieser me-
sophilen Eidechse in den Osten Deutschlands vor
8000-7000 Jahren zu priiborealen Zeiten. Natiirli-
che Veriinderungen wie nacheiszeitliche Klima-
schwankungen, Vegetationsabfolgen und mensch-
liche Einflussnahmen aufl Habitate verursachten
dann vermutlich eine zunechmende Fragmentierung
der Lebensriume, Diese Vorkommnisse fiihrten
schlieBlich zu der heute bestehenden Situation des
flickenhaft verstreuten Vorkommens nur kleiner
und isolierter Populationen im Osten Deutschlands
(Brandenburg). Aufgrund ihrer Seltenheit in Bran-
denburg hat L. v. viridis schon seit den 1930crn
Aufmerksamkeit auf sich gezogen (Hucur 1930,
MerTENs & Scunurri 1946, 1949, ELpinG 1996,
20014, b, Scanerweiss et al. 2004). Diese Untersu-
chungen zeigten den Zusammenbruch der meisten
brandenburgischen Bestiinde im Laufe des 20,
Jahrhunderts auf. Ein gegenwiirtiges Schutzpro-
gramm liberwacht die bestehenden Populationen
und schliet eine Zuchtpopulation ecin  fiir
Wiederansiedlungsmalinahmen in Gebicten, in de-
nen die Unterart bereits ausgestorben ist (SCHNEE-
weiss 2001). Im weiteren Verlauf dieses Beitrags
wollen wir uns auf diese Zuchtgruppe als die
Getangenschaftspopulation bezichen. Aufgrund
der Gefiihrdung in Brandenburg sind Informatio-
nen liber die phylogeographische Herkunft und
genetische Variation der frei lebenden Populationen
cine Notwendigkeit. Unsere Untersuchungen der
Genetik von L. v. viridis sind Bestandteil dieses
Programms und dienen dem Vergleich der geneti-
schen Variation der brandenburgischen Smaragdei-
dechse mitanderen im Norden und im Zentrum des
Verbreitungsgebietes vorkommenden Populatio-
nen.

Als genetischen Marker verwenden wir dazu
das sich schnell evolvierende mitochondriale DNS-
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Fragment (mtDNS), welches das Cytochrom-b
Gen (cyt ) und die Kontrollregion (CR) enthiilt.

Diese DNS-Fragmente haben sich bisher als
bedeutende Werkzeuge zum Aufspiiren von phylo-
geographischen Mustern und holozéinen Verschie-
bungen der Verbreitung erwiesen (LEnk etal, 1999,
Haring et al. 2000, SEppon et al. 2001, Barik et al.
2004). Weiterhin enthalten diese mitochondrialen
Fragmente Informationen iiber die genetischen
Verwandtschaftsbeziehungen von Populationen
und selbst tiber die genetische Variation innerhalb
kleiner Gebiete (Gimrrz et al. 2000, Pauro et al.
2002, Hrota et al. 2004),

Um den genetischen Status der gefithrdeten
Populationen von L. v. viridis in Brandenburg zu
tiberpriifen, bewerteten wir die genetische Distanz
dieser Populationen zu den niichstliegenden inner-
halb der durchgiingigen Verbreitung (Rand-
populationen) in der Tschechischen Republik, Wir
bewerteten weilerhin die genetische Differenzie-
rung durch den Vergleich mit mehr zentral verbrei-
teten Bestiinden der Unterart in der Slowaket, Os-
terreich und Ungarn. Um weitere Informationen
zum genetischen Status der getithrdeten Populatio-
nen in Raum Brandenburg zu erhalten, fiihrten wir
eine Analyse der Differenzierung zwischen den in
Gefangenschaft und in freier Natur lebenden bran-
denburgischen Populationen durch. Dies erscheint
uns als Voraussetzung fiir weitere Wiederansied-
lungsprojekte von L. v. viridis in Brandenburg,

Material und Methoden
Probennahme und DNS-Extraktion

Es wurden Blutproben von 57 Exemplaren von L.,
v. viridis aus den nordlichen und eher zentralen
Teilen der Verbreitung der Unterart gesammelt
(Tab. 1). Diese Studie umfasst drei isolierte Relikt-
populationen sowie eine Zuchtpopulation aus Ost-
Deutschland, weiterhin vier Populationen aus der
Tschechischen Republik, eine aus der Slowakei,
drei Populationen aus dem Osten Osterreichs und
eine aus Nord-Ungarn. Blut wurde durch Punktion
aus der Vorderbeinvene entnommen. Die Blutpro-
ben wurden in spezieller EDTA-Thymol Pufferls-
sung bei -20 °C konserviert. Gefungene Exemplare
wurden mit einem Punkt aus Nagellack markiert,
wodurch ein Wiederfang derselben Exemplare ver-
mieden wurde. Die gesamte genomische DNS wur-
de mit dem Qiagen Blood Kit gemiiBf der Anwei-
sungen des Herstellers extrahiert,



Region Pop Fundort Probenumtang
Deutschland, Brandenburg (D) 1 gesichert 6
2 gesichert 3
3 gesichert 3
Cp Linum b
Tschech. Republik, Bohmen (CzB) 4 Karlik 4
Tschech, Republik, Mihren (CzM) 5§ Podny 2
6 Pavloy 2
7 Bzenec 3
Osterreich, Niederdsterreich (A) 8 Weilenkirchen 3
9 Hundsheim 2
10 Gumpoldskirchen 11
Ungarn (H) 11 Godallo 4
Slowakei, Slowakischer Karst (SK) 12 Turna 9

Tab. I. Besammelte Regionen, Populationen und Individuen (Probenumfang) dieser Untersuchung. Dic
Populationen wurden fortlaufend nummeriert (dic Nummern werden auch in Abb. 6 verwendet). Wegen
der hohen Schutzwiirdigkeit (Richtlinien des Artenschutzes) kiinnen wir keine genauen geographischen
Angaben zu den brandenburgischen Fundorten machen, Die Nummern der Brandenburg-Population
entsprechen der Benennung nach denen der von Ersing (2000) verwendeten. Cp steht fiir die Zuchl-
population in Deutschland (Brandenburg, Linum).

Amplifikation und Sequenzicrung

Um die regionale Differenzierung innerhalb L. v.
viridis zu ermitteln, amplifizierten wir ¢in mtDNS-
Fragment, welches einen Teil des Cytochrom-f
Gens, tRNS Thr, IRNS Pro und einen Teil der
Kontrollregion (CR) umfasste. Diese Amplifikati-
on wurde bei 47 Proben mit den Primern Ly und
LvRI (Abb. 1, Tab. 2) unter den folgenden Bedin-
gungen durchgefiihrt: | x Puffer (Sigma), 1.5 mm
MgCl,, 0,2 mm dNTPs, je 15 pmol beider Primer
und 1 U Taq Polymerase (Sigma). Die PCR erfolg-
te aufl einem Eppendorf Mastercycler mit 35 Zyklen
bei 95 °C diber 30 s, 60 °C iiber 30 s, 72 °C iiber
3 min, Zur Sequenzierung wurden vier interne
Primer (Tab. 2) entwickelt. Hierdurch entstand ein

Fragment mit einer endgiiltigen Linge von etwa
2600 bp. Die gereinigten PCR-Produkte wurden
einer zyklischen Sequenzierreaktion ausgesetzt, zu
der Terminator Ready Reaction Mix ,Big Dye*
Version 3.1 (Applied Biosystems) entsprechend
der Anweisungen des Herstellers verwendet wur-
de; zu ihrer Analyse fund ein ABI 3100 DNA
Sequencer Verwendung, Die Verbindung von Teil-
sequenzen und internen Sequenzen erfolgte mithilfe
des Programms DNASIS v.7.0 (Hitachi Software).
Die endgiiltigen Sequenzen wurden visuell mit dem
Programm Bioedit Version 7.1 gepriift (HarL
1999). Die GenBank-Zugriffsnummern fiir die hier
beschriebenen Nukleotidsequenzen sind
AMO87227, AM 087228 und AMO087289-
AMOB7330. Die endgtiltige Ausrichtung der Se-

LvF LyF1  §p 12Lint4 LvR1
—_— — o —
| eytochrom b (R51hp) | TP I : '_I control region (1547-1687 bp) l
~l (2538 — 2680 bp) £

Abb. 1. Zusammensetzung des amplifizierten (Primer LvF und LvR1) mitochondrialen Fragments
einschlieBlich einen Teil des Cytochrom-b Gens, tRNA Threonin (T), 17 bp Spacer (SP), tRNA Prolin
(P) und einem Teilstiick der Kontrollregion (CR). Der gepunkiete Bereich am 5'-Ende der CR umfasst cinen
Wiederholungsbereich von variabler Liinge, der aus einer 35 bp langen Wiederholungseinheil besteht,
amplifiziert mit den Primern LvF1 und 12Lint4. Interne Primer (Tab. 2) werden nicht gezeigt.
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Primer

Sequence

LvF
LvFl
LvF2
LvRI
12Lint4
LvR3

5~ CTGCATTTACCTCCATATTGGACG - 37
5= GCCTATGCAATCCTTCGCTC - 37

5°- CAGTTATGCTATGAGCAAGGGTA - 37
5= GGCTTTGTAGTTTRATCCTGAC - 37
5 TACCCTTGCTCATAGCATAACTG - 3~
5- GGGCGGAATGTTAAGGTCCGTTG - 3°

Tab. 2. Bei dieser Studie verwendete Primer zur Sequenzierung der mtDNS-Bereiche. die das Cytochrom-
b Gen und die mitochondriale Kontrollregion (CR) beinhalten. Der Primer 12Lint4 wurde von Brens et
al. (2002) entworfen, und LvF ist eine modifizierte Version von cBL (Brenm et al. 2002). Die restlichen

Primer sind Neuentwicklungen fiir diese Studie.

quenzen erfolgte mit dem Programm Clustal X
(THomesoN et al. 1997),

Phylogenetische Beziehungen
innerhalb des analysierten Bereichs

Zur Analyse der phylogenetischen Bezichungen
und zur Uberpriifung, ob die Populationen von L.
v viridiy in Brandenburg méglicherweise eine ab-
grenzbare Unterart darstellen, wie dies von Hecny
(1930) vorgeschlagen wurde, alinierten wir zehn
individuelle L. v. viridis mtDNS-Sequenzen aus
dem gesamien Probenbereich mit individuellen Se-
quenzen  von  Lacerta viridis - meridionalis
(AMORB7227) aus Griechenland und von Lacerta
agilis (AMO87228) aus Rumiinien. Lacerta agilis
fungierte dabei als Auflengruppe. Zum Aufbau
eines  phylogenetischen  Wahrscheinlichkeits-
baumes (ML) verwendeten wir PAUP* Version
4.0 b10 (Sworrorn 2002). DNS-Substitutions-
raten wurden nach einem hierarchischen Wahr-
schemlichkeitsverhiltnistest mit Modeltest 3.6
(Posapa & Cranparl 1998) ermittelt. Das ausge-
wiihlte Modell war HKY +1+G (HaseGawa et al.
1985) mit Basenfrequenzen von A =0.2946, C =
0.2544, G =0.1153 und T = 0.3357, ecinem Ver-
hiiltnis unveriinderlicher Stellen von I =0.6708 und
einem Gamma-Verteilungsformparameter veriin-
derlicher Stellen von G =0.4713. Ein ,Neighbor-
Joining™ (NJ) Baum nach dem Tamura-Nei-Modell
(Tamura & N 1993) und ein Maximum-
Parsimony-Stammbaum (MP) mit heuristischer
Suche durch zehn schrittweise Hinzuftigungen von
Sequenzen und der [ TBR branch swapping™-Opti-
on wurde gleichfalls mit PAUP* 4.0 b10 angelegt.
Zur Uberpriifung der Stirke der NJ- und MP-
Bifurkationen wurden Bootstrap-Analysen mit
2000 Replikaten durchgefiihrt,

Genetische Differenzierung zwischen den
Regionen

Zur Einschiitzung der relativen Migrationsraten und
der genetischen Differenzierung zwischen den Re-
gionen wurden siimtliche alinierten individuellen
Sequenzen Sequenzgruppen zugeordnet, die die
sechs hauptsiichlichen Regionen verkérperten
(Tab. 1). Genfluss und Genabstiinde wurden mit
DnaSP 4.0 errechnet (Rozas et al. 2003). Die
Signilikanz der Populationsditferenzierungen wur-
de mit Chi-Quadrat (Ne1 1987, Hupson et al. 1992)
iiberpriift und einem Permutationstest (Hunson et
al. 1992) mit 999 Wiederholungen unterzogen. Um
die Differenzierung zwischen den mtDNS-Haplo-
typen als Muster darzustellen, wurde die Matrix der
paarweisen Genabstiinde (¥, ) zwischen den ein-
zelnen Regionen mit einem Neighbor-Joining Al-
gorithmus (Sarou & Nt 1987) unter Verwendung
von MEGA3 (Kumar et al, 2004) analysiert. Im
Rahmen dieser Analyse wurden durch unterschied-
liche Sequenzmotiv-Wiederholungen verursachte
Liicken nahe der CR ausgeschlossen,

Populationsinterne Variation

Zur Einschiitzung der genetischen Diversitit inner-
halb von Populationen konzentrierten wir uns auf
den variabelsten Teil des analysierten mtDNS-
Fragments: dic Wiederholungsregion der CR (Abb,
1). Die Haplotypenvielfalt einer beliebigen Popula-
tion entsprach daher der Anzahl der verschiedenen
Wiederholungen. Um den Datensatz fiir diesen
emplindlichen Parameter zu vergroBiern, sequen-
zierten wir zehn weitere Proben fiir die CR-Wieder-
holungsregion mitden internen Primern LvF1 und
LvR2 (Abb. 1). Der Rest des Protokolls war mit der
Analyse zur Populationsditferenzierung identisch.



Die Analyse umfasste zwolf verschiedene Popula-
tionen aus den sechs besammelten Gebieten zuzii-
glich einer Gefangenschaflspopulation, die bereits
weiter oben beschriecben wurden (Tab. 1).

Ergebnisse

Das allgemeine Bild des amplifizierten Fragments
entspricht dem fiir Wirbeltiere typischen Muster
(Abb. 1, Boore 1999) und besteht aus einem 851
bp langen Stiick cyt-b, (RNS Thr (67 bp), (RNS Pro
(69 bp) sowie einem Teil der Kontrollregion (CR,
1528-1670 bp). Die beiden IRNS-Abschnitte sind
durch die Binfligung von siebzehn zusitzlichen
Nukleotiden voneinander getrennt (Abb. 1,
Spacer™). Diese Nukleotide wurden bei anderen
squamaten mIDNS-Sequenzen, die in der GenBank
verflighar sind, nicht beobachtet, wie 2.B. bei
Lacerta dugesii (Brenm et al, 2003), Podarcts
stenlus (Ponnar et al, unverdtt.), Pariocela eregia
lividus (Kumazawa & Nisaina 1999) und Cordyius
warreni (Kumazawa 2004). Aus diesem Grund
war eine Zuordnung dieser Nukleotide zu IRNS
Thr oder IRNS Pro nicht moglich. Wir stellten einen
allgemein verminderten G-Gehalt in der Nukleotid-
frequenz des leichten Stranges fest (A 29,2-29.8 %;
G 11,5-12,1 %; T 33,1-33,8 % und C 25,1-25,7 %),
was dem bislang von Reptilien bekannten Muster
entspricht (Macky etal. 1997). Die Anlage der CR
ist jener bei L. dugesii sehr dhnlich (Brenm et al.
2003). Allerdings weist das mitochondriale Genom
von L. v. viridis ein einzigartiges und bemerkens-
wertes Merkmal auf: einen Bereich mit einer unter-
schiedlichen Anzahl von Wiederholungseinheiten
neben dem Pro am 5-Ende der CR (Abb. 1). Das
35 bp lange Motiv dieser Wicderholungsfrequenz,
ist innerhalb L. v. viridis hochgradig konserviert,
unterscheidet sich jedoch hinsichtlich der Anzahl
der Wiederholungen (6-10). Dieser Grofienpoly-
morphismus in Form einer variablen Anzahl von
Tandemwiederholungen (VNTRs, Lunt et al.
1998) verursacht eine Schwankung der Gesamt-
Fragmentlinge von 2538 bis 2680 bp zwischen
einzelnen Individuen. Unterschiedliche Typen von
mtDNS-Molekiilen innerhalb eines Individuums
(Heteroplasmic), wie sie bei anderen Untersuchun-
gen aufgezeigt und von Raxp (2001) zusammenge-
fasst wurden, konnten bei L. v. viridis hingegen
bisher nicht festgestellt werden. Die genannten
VNTRs sind oftmals in der mitochondrialen CR zu
beobachten (Sumipa et al. 2000, Munpy & HereiG

2004) und sollen Informationen zur Populations-
differenzierung und Biogeographie licfern kénnen
(Lunretal, 1998).

Phylogenetische Beziehungen innerhalb des
analysierten Bereichs

Alle phylogenetischen Biume (NJ, MP und ML),
die sich aus den alinierten vollstindigen mtDNS-
Sequenzen ergaben, sind in Abb. 2 dargestellt.
Lacerta v, viridis bilden eine monophyletische
Gruppe, die von L. v. meridionalis verschieden ist,
Dies wird durch Bootstrap-Werte von 79% fiir den
NJ-, 72% fiir den MP- und 62% fiir den ML-Baum
{Abb. 2) gestiitzt. Hicraus kann geschlossen wer-
den, dass alle besammelten Gebiete von der glei-
chen Unterart, néimlich L. v. viridis besiedelt sind
und dass die nordlichsten Populationen in Deutsch-
land (Brandenburg) keine separate Unterart verkor-
pern.

Genetische Variation und Diflerenzierung der
Regionen

Insgesamtist die genetische Variation innerhalb des
analysierten Fragments gering. Von den 2680
alinierten Sequenzpositionen zeiglen sich lediglich
79 als variabel, und nur 44 von diesen besafien eine
phylogenetische Aussagekraft (MEGA3), Generell
passt das festgestellte Differenzierungsmuster
(Abb. 3) gut zur geographischen Verbreitung der
Smaragdeidechsen in den untersuchten Gebieten.
Paarweise Genabstinde F (999 Replikate im
Permutationstest p = 0,000 2= 0,0003, df = 150)
zwischen den Regionen korrelieren signifikant mit
deren geographischen Abstiinden, und Abb. 4 stellt
dieses positive Verhiiltnis von genetischen und
geographischen Abstinden zwischen den einzelnen
Gebieten bildhaft dar. Die Regionen Brandenburg
(Ost-Deutschland) und Béhmen (nérdliche Tsche-
chische Republik) wiesen die geringsten Genab-
stinde auf (Tab. 3) obwohl sie nicht auch die
geographisch am niihesten beieinander liegenden
Regionen innerhalb des besammelten Bereichs
sind. Interessanterweise erwiesen sich die geogra-
phisch dichter beicinander liegenden Gebiete in
Osterreich und Mihren (siidliche Tschechische
Republik) sowie auch die der Slowakei und Ungam
als genetisch mehr von einander distanziert (Abb.
3)

Lv]
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Abb. 2. Neighbor Joining™-Baum (PAUP* 4.0 b10) auf der Grundlage von 10 L, v,

e

L. v. viridis 46D

96/ 95/91 | L. v viridis 45D \
90/ BT/ 84 ﬁ

L. v. viridis 162CZ

L. v. viridis 43CZ
L. v viridis 95D

L. v. viridis 48D

L. v. viridis 358K
L. v. viridis 142CZ
Lacerta viridis
L, v. viridis 144CZ
L. v viridis 34SK

|L. w. viridis 108H
99/B0/86 | L. v, viridis 103H

]L. v. viridis 61 A
100/ 99/ 97 | L. v. viridis 78A

Lacerta v. meridionalis

Lacerta agilis

viridis mDNS (cyl

b, CR) Sequenzen aus dem besammelten Bereich (D - Deutschland | Brandenburg], CZ - Tschechische
Republik, SK - Slowakei, H - Ungarn, A - Osterreich), einer L. v. meridionalis und der Outgroup Lacerta
agilis. Die dargestellten Abstinde sind wNeighbor-Joining“-Distanzen, Die Zahlen (NJ/MP/ML) an den
Knotenpunkten sind Bootstrap-Werte fiir dic NJ-Analyse (erster Wert), Bootstrap-Werte fiir eine
Maximum-Parsimony (zweiter Wert) und cine Maximum Likelihood (> 50 %), wie sie sich aus 2000

Replikationen ergeben,

Genetische Diversitit innerhalb der Populationen

Ungeachtet der allgemein geringen Nukleotidvaria-
tion in dem untersuchten mtDNS-Fragment zeigten
sich bemerkenswerte Unterschiede in der Wieder-
holungsregion der mitochondrialen Kontrollregion
(CR, BOnME etal, unverdft.). Diese Variation war
allerdings hauptsiichlich auf Einfiigungen oder
Auslassungen von Wiederholungseinheiten be-
schriinkt. Diese hohe Mutationsrate liisst sich bis zu
einer besonderen D-loop und einer Fehlpaarung
durch Strangyerschiebung wihrend der miDNS-
Replikation zuriick vertolgen (Howzi et al. 1994,
Smisa etal. 1997, Savoramen et al, 2000). Veriin-
derliche Wiederholungswerte wurden durchgiingig
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innerhalb der gesamten besammelten Bandbreite
der Unterart, aber auch innerhalb der cinzelnen
Populationen gefunden. Eine Analyse der variablen
CR-Wiederholungswerte und der festgestellten
Haplotypenfrequenz zeigte fiinf unterschiedliche
Wiederholungshaplotypen bei den untersuchten
Populationen auf. Dariiber hinaus entdeckten wir,
dass geringere Wiederholungswerte (r6-17) cine
hohere Gesamt-Haplotypenfrequenz zeigen (Abb.
5) als grisfiere Wiederholungswerte (r8-r10), Inner-
halb der cinzelnen Populationen existieren erhebli-
che Unterschiede in der Verteilung der
Wiederholungshaplotypen (Abh., 6). Zentraler an-
gesiedelte Populationen, wie die Populationen 9
(Ost-Osterreich) und 12 (Slowakei), weisen pri-
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Abb, 3. ,Neighbor Joining® (NJ) Baum aufl der
Basis von paarweisen Genabstinden (F,) der
mitDNS-Haplotypen aus sechs Bereichen des Ver-
breitungsgebictes von Lacerta v. viridis. Die Buch-
staben geben die einzelnen Gebiete an und die
ZilTern in Klammern die durchnummerierten Popu-
lationen (Tab. 1, Abb. 6).
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Abb. 4, Korrelation der paarweisen Genabstiinde
(#,,) und der geographischen Distanzen zwischen
verschiedenen Gebieten innerhalb des Verbrei-
tungsgebietes von Lacerta v, viridis.

vate*  Wiederholungshaplotypen auf, also
Haplotypen, die nur in dieser cinen Population
vorkommen, z.B. r9 und r10. Interessanterweise
besitzen die nordlichsten Populationen 1-3
(Deutschland) und 4 (Tschechische Republik) kei-
ne solchen ,privaten” Wiederholungshaplotypen.

Die Situation in Brandenburg

Zwolf Proben von Individuen aus drei frei lebenden
Populationen in Brandenburg (Pop1, Pop2, Pop3)

Region D C:B C:M H SK A
D 0.106 0.251 0.444 0.376 0.416

CzB 226 0.327 0.496 0.433 0.461
CzM 3935 © 250 (0.288 0.126 0.200
H 608 483 247 0.208 0.226
SK 590 554 334 183 0.365
A 458 258 102 248 374

Tab, 3. Genetische Differenzierung zwischen ver-
schiedenen Teilbereichen des Nordens des Verbrei-
tungsgebietes von Lacerta v. viridis. Werle im
oberen Teil geben die paarweisen Genabstiinde
(I'y;) zwischen den Regionen wider, wohingegen
die\«Vene im unteren Teil die ungefihre geographi-
sche Distanz in km zwischen den einzelnen Regi-
onen anzeigen. Regionen: D — Deutschland (Bran-
denburg), CzB — Tschechische Republik (Bih-
men), CzM ~ Tschechische Republik (Mihren), H
—~ Ungarn, SK — Slowakei, A — Osterreich.

und fiinf von Individuen der Gefangenschafts-
population wurden mit dem Ziel analysiert, mehr
Informationen iiber die gefiihrdeten und isolierten
Vorkommen in Brandenburg zu erhalten. Unter den
2680 alinierten Basenpaaren stellten wir 22 variable
Stellen zwischen den Individuen der Wildpopu-
lationen fest, von welchen sechzehn phylogeneti-
sche Informationen lieferten. Innerhalb der Zucht-
population fanden wir lediglich vier variable Posi-
tionen ohne phylogenetischen Informationsgehalt.
Im Vergleich zu den frei lebenden Populationen in
Brandenburg (Abb. 7) wies die Gefangenschafts-
population dic engsten Beziehungen zu der Popu-
lation Pop3 auf (F, 0,067), wohingegen der Gen-
abstand zu Pop1 und Pop2 griBer war (F, 0,241
/0,584). Die allgemeine Haplotypenfrequenz des
Wiederholungswertes war bei brandenburgischen
Populationen niedrig (Abb. 6); es waren lediglich
zwei verschiedene Wiederholungshaplotypen zu
finden (r6 und r8). Wie bei den meisten der besam-
melten brandenburgischen Populationen besal die
Gefangenschaftspopulation nur einen Wiederho-
lungshaplotypus (r6).

Diskussion

Eine genetische Analyse aller mtDNS-Haplotypen
zeigte keine bedeutenden Nukleotidunterschiede
zwischen den nordlichen, isolierten Populationen
und den zentral verbreiteten Populationen von La-
certa v. viridis aul (Abb. 2). Unsere Ergebnisse
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Abb. 5. Gesamt-Haplotypenfrequenz von Wieder-
holungswerten innerhalb der mitochondrialen Kon-
trollregion (CR) von Lacerta v. viridis.

ciner positiven Korrelation zwischen genetischen
und geographischen Abstidnden (Abb, 4) lassen auf
eine schrittweise Ausbreitung von Individuen iiber
Jjeweils kurze Strecken schliefen. Dies entspricht
dem angenommenen nacheiszeitlichen Migrations-
muster von L. v. viridis (NoLL 1878, Perirs 1970),
dem cine enge Bindung an mikroklimatisch giins-
tige Gebiete und dem Folgen von Flussliufen und
den Stidhéingen von Geliindeerhebungen zugrunde
liegt, Dessen ungeachtet bedarf die genetische Dif-

ferenzierung zwischen den brandenburgischen
(Ost-Deutschland) und bshmischen (Tschechische
Republik) Tieren einer ausfiihrlicheren Diskussion
(Abb. 3). Der geringe Genabstand zwischen jenen
aus Bohmen (CzB) und Brandenburg (DD) ist
insofern bemerkenswert, als er mit geographisch
nither beieinander licgenden Paarungen anderer
Regionen (Tab. 3) wie Osterreich (A) und Miihren
(CzM) oder Slowakei (SK) und Ungarn (H) kon-
trastiert, Dieses Ergebnis scheint Informationen fiir
dic  Rekonstruktion von nacheiszeitlichen
Migrationsrouten liefern zu kénnen. Die giingige
Hypothese nimmt eine holozéne Einwanderung
von L. v. viridis aus der Tschechischen Republik in
den Osten Deutschlands an. Unsere Ergebnisse
stiitzen diese Hypothese, favorisieren jedoch cinen
Weg aus Bohmen entlang der Flusstiiler von Vitava
(Moldau) und Elbe.

Generell und im Unterschied zu anderen Unier-
suchungen an Vertebraten, die sich nicht auf die
Ebene von Unterarten konzentrieren (Gusriz et al.
2000, Pauroetal. 2002, Brenm et al. 2003, Hirora
et al. 2004), erwies sich das mitochondriale DNS-
Fragment (mtDNS) einschlieBlich des Cytochrom-

Haplotvpes @ 6@ 71 8@ 9 D10 |

Abb. 6. Haplotypenmuster der variablen Anzahl von Wiederholungen (VNTRs) innerhalb einzelner
Populationen von Lacerta v. viridis in verschiedenen Teilbereichen ihrer Nordverbreitung. Die Kreise
geben haplotypische Frequenzen innerhalb der besammelten Populationen an, Die Populationsnummern
bezichen sich auf Tabelle 1, Populationen 1-3 - Deutschland (Brandenburg), 4 - Tschechische Republik
(Btihmen), 5-7 - Tschechische Republik (Mihren), 8-10 - Osterreich, 11 - Ungamn, 12 - Slowakei,
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Abb. 7. NJ-Baum aul” der Grundlage von paar-
weisen Genabstinden (F,) der mtDNS-Haploty-
pen zwischen tschechischen (bshmischen) und frei
lebenden deutschen Populationen von Lacerta v.
viridis und der Zuchtpopulation in Brandenburg.

b Gens und der Kontrollregion (CR) als wenig
variabel bei L. v. viridis. Hs vermag keine ausrei-
chenden phylogenetischen Informationen zu einer
aulindividuellen Haplotypen basierenden Phyloge-
nic zu liefern. Die genetische Variation innerhalb
einzelner Populationen, die anhand der Frequenz
von Wiederholungshaplotypen der CR analysiert
wurde (Abb. 6). weist keine groliere genctische
Variation innerhalb der zentralen Populationen ge-
gentiber den nordlichen, isolierteren Populationen
auf. Insgesamt besteht eine geringe Variationsbreite
von nur fiinf verschiedenen CR-Wiederholungsha-
plotypen (Abb. 5). Kiirzere Wiederholungswerte
(r6/r7) scheinen die hauptsichlichen Wiederho-
lungshaplotypen auszumachen, wohingegen linge-
re Wiederholungswerte seltener auftreten. Weiter-
hin entdeckten wir ,eigenstindige™ Wiederho-
lungshaplotypen  ausschlieBlich bei  zentraler
angesiedelten Populationen, z.B. bei Pop9 und
Pop12. Aufgrund der gewiihlten Amplifikations-
bedingungen kinnen wir eine verzerrie Verteilung
hin zu kleineren Grofenklassen durch einen Labor-
artefakt wie bei Lunt et al. (1998) dargestellt aus-
schlieBen. Ungeachtet der bekanntermaben grofien
Variabilitit der CR konnte dieses Markersystem die
genetische Variationsbreite der Populationen nicht
zufriedenstellend autlgsen. Es bedarf weiterer In-
formationen in Form von Kern-Mikrosatelliten-

daten (Bonme et al. 2005), um diese genetische
Situation aulzuhellen (in Vorbereitung), Von er-
heblicher Bedeutung ist jedoch, dass der Vergleich
der gefithrdeten Populationen in Brandenburg mit
den zentraler angesiedelten in der Slowakei und
Ungarn eine geringe Variabilitiit der CR crgeben
hat. Eine Einzelanalyse. die sich lediglich auf die
gefihrdete Population konzentriert hiitte, hiitte zu
dem Trugschluss fiihren konnen, dass die geneti-
sche Diversitit dieser Populationen stark reduziert
sei, obwohl tatsiichlich der molekulare Marker
selbst cine geringe Variation aufweist. Somit zeigt
dieses Beispiel die Notwendigkeit auf, dass gene-
tische Marker , kalibriert" werden mussen, bevor
sic zur einer Einschiitzung der genetischen
Diversitit von gefiihrdeten Populationen geeignet
sind.

Zuchtpopulation und Brandenburgische
Populationen

Zwischen der Gefangenschaftspopulation und den
in der Natur in Brandenburg lebenden Bestiinden
stellten wir eine geringe genetische miDNS-Varia-
tion lest und keine ausgepriigten Unterschicde zu
anderen nordlichen Populationen innerhalb des
Verbreitungsgebictes von L. v. viridis. Daher besti-
tigen unsere genetischen Daten (Abb. 2) die mor-
phologischen Befunde von Mertins & SCHNURRE
(1946, 1949), dafi die brandenburgischen Popula-
tionen die Unterart L. v, viridis und nicht wie von
Hrenr (1930) angeregt eine eigene Unterart verkor-
pern. Auch unsere Daten zu den CR-Wiederho-
lungswerten (Abb. 6) stiitzen diesen Schluss.
Innerhalb der Brandenburg-Populationen zei-
gen unsere Daten (Abb. 7) cine enge Verbindung
zwischen der Gefangenschaftspopulation und
Pop3. Dies war zu erwarten, da die Ursprungsticre
der Gefangenschaftspopulation aus diesem Vor-
kommen stammen (Kirmst 1990, 1994). Daher
sind wir davon iiberzeugt, dass die von uns an-
egewandten genetischen Verfahren zur Analyse der
genetischen Bezichungen zwischen den Populatio-
nen von L. v. viridis geeignet waren. Zwischen den
drei in Freiheit lebenden Populationen (Pop1/2/3)
besteht cine iiberraschend grofe genetische Varia-
bilitit, was belegt, dass auch tiber eine kleine
geographische Distanz von lediglich 2-14 km eine
genctische Differenzierung zwischen Populationen
méglich ist. Moglicherweise begiinstigen eine ge-
ringe Anzahl von Individuen und niedrige Popu-
lationsdichten (NETTMANN & Rykuna 1984, ELping



2001b) sowie ein ausgepriigtes Mikroreliet (Mau-
er) an manchen Fundorten diesen Effekt.
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