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Zeitlicher Vergleich der genetischen Struktur von Arealrandpopu-
lationen beim expansiven Orpheusspotter Hippolais polyglotta
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founded populations along the expansive range edge of the Melodious Warbler (Hippolais polyglotta) in Southwest Ger-
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Investigating the extrinsic and intrinsic factors that shape species distributions is one of the central goals of biogeography. For
expansive range edges in particular, the extrinsic drivers such as climate of biotic interactions are well mentioned in the lit-
erature. However, studies investigating range expansion from an intrinsic perspective on an individual basis or on a basis of
populations are quite scarce. However, especially this component becomes very important, as the colonization process is a
necessary prerequisite for range expansion and takes place on the individual level. Here, we investigated the population ge-
netic structure of three recently founded populations of the Melodious Warbler (Hippolais polyglotta) along its expansive range
edge in southwestern Germany. The populations were founded between the early 1980s and the late 1990s, thus having a dif-
ferent age. We genotyped each of the three populations in 2001 and again in 2008 at six microsatellites. We found a generally
homogeneous genetic diversity between the populations. The genetic differentiation between the populations was low but
present in 2001 but completely absent in 2008. Consequently, single populations differ in their genetic setup between the
seven years. As a highly mobile species, the Melodious warbler might be able to rapidly exchange between populations, even
covering longer distances. We conclude that long distance dispersal might play a central role in the foundation of new popula-
tions in the cause of range expansion in this species. Once a population has been successfully established regional gene-flow
but also ongoing long distance dispersal might homogenize the genetic setup rather quickly within just a few generations. This
consequently enables this species to keep track of changes in its range (e.g. as a consequence of climatic changes) without
losing its genetic setup.
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1. Einleitung

Die Erforschung der Entstehung und Dynamik von lungen von weiter entfernten Populationen ausgehend

Arealen ist eines der zentralen Ziele der Biogeographie
(Miiller 1980; Gaston 2003). Speziell die Frage nach den
extrinsischen und intrinsischen Faktoren, die Artareale
limitieren, interessiert Wissenschaftler seit weit mehr
als hundert Jahren (Merriam 1894). Generell sind die
exogen wirkenden Faktoren auf Arealgrenzen, wie etwa
das Klima oder biotische Interaktionen, gut bekannt
(s. Gaston 2003 fiir einen Uberblick). Jedoch sind die
intrinsischen Faktoren bei der Auspragung von Areal-
grenzen, die sich auf Populations- oder Individuenebe-
ne abspielen, nur unzureichend erforscht und hochgra-
dig artspezifisch (Gaston 2003; Angert et al. 2011). Vor
allem bei Arealexpansionen spielt das einzelne Indivi-
duum jedoch eine tragende Rolle, da es maf3geblich zur
genetischen Struktur am Arealrand beitréagt (z.B. Free-
land 2005; Ray & Excoffier 2010). Zwei grundlegend
gegensatzliche Szenarien fiir eine Besiedlung entlang
eines expansiven Arealrandes sind denkbar: (1) Schritt-
weise Besiedlung vom Arealrand aus oder (2) Besied-

durch Langstreckendispersal. Ebenso wiren interme-
didre Prozesse oder eine Kombination dieser beiden
Extreme denkbar.

Die breite Anwendung von genetischen Methoden
in der Okologie hat in den vergangenen Jahrzehnten
zu einer Vielzahl neuer Erkenntnisse gefiihrt. Mithil-
fe hoch variabler Genabschnitte (z.B. Mikrosatelliten)
lassen sich Populationen sehr gut genetisch charakte-
risieren. Neben der rdumlichen Differenzierung sind
auch zeitliche Veranderungen von Populationsstruk-
turen ein wichtiges, aber deutlich seltender unter-
suchtes Merkmal. Im Falle, dass eine Besiedlung von
wenigen arealrandnahen Populationen ausgeht, wiir-
den bestimmte Genotypen immer wieder am Besied-
lungsprozess teilnehmen. Hierdurch kann es zu soge-
nanntem Mutationssurfen kommen, bei dem durch
zielgerichtete Expansion iiber vergleichsweise kurze
Distanzen bestimmte Genotypen Dominanz entlang
der Expansionsfront erreichen (Edmonds et al. 2004;
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Klopfstein et al. 2006). Eine Veranderung der gene-
tischen Differenzierung von Populationen zwischen
zwei Untersuchungszeitrdumen wiére dann eher un-
wahrscheinlich. Wenn Besiedlungen jedoch aus ferner
gelegenen Regionen stattfinden, so wiren kurzfristige
lokale Griindereffekte zu erwarten (z.B. Hanson et al.
2000). Junge Populationen wiirden sich erst mit zu-
nehmenden Alter (und damit einhergehendem wach-
senden Genfluss) benachbarten Arealrandpopulati-
onen genetisch annghern.

In der vorliegenden Studie untersuchten wir drei re-
zent gegriindete Populationen des sich nach Nordosten
hin ausbreitenden Orpheusspétters (Hippolais polyglot-
ta). Diese Populationen besitzen ein unterschiedliches
Alter und befinden sich im Saarland und Rheinland-
Pfalz, entlang der Hauptexpansionsroute, wo die hoch-
sten Bestandszahlen hierzulande zu finden sind. Die
ilteste dieser Populationen wurde ca. Anfang der 1980er
Jahre gegriindet, die jiingste ca. Ende der 1990er Jahre.
Mithilfe von Mikrosatelliten-Analysen aus den Jahren
2001 und 2008 wurden genetische Veranderungen in-
nerhalb dieser Populationen untersucht. Bedingt durch
die hohe Mobilitit der Art nahmen wir an, dass die
Arealexpansion zu einem gewissen Grad durch Lang-
streckendispersal gesteuert wird. In diesem Fall sollte
die jiingste Population die hochste genetische Verdnde-
rung zwischen den beiden Untersuchungsjahren auf-
weisen. Entsprechend gingen wir davon aus, dass die
Populationen im Jahr 2008 im Vergleich zu 2001 einan-
der ahnlicher geworden sind.

2. Datenerhebung

2.1 Untersuchungsart

Der Orpheusspotter (Hippolais polyglotta, Viellot 1817) ist
ein Langstreckenzieher aus der Familie der Zweigsianger
(Acrocephalidae). Er besitzt ein atlanto-mediterranes
Brutareal und iiberwintert in Westafrika zumeist in Feucht-
savannen (Glutz von Blotzheim & Bauer 1991). Seit Mitte
der 1930er Jahre ist eine Expansion des Brutareals in nord-
westlicher Richtung dokumentiert (Jouard 1935; Yeatman
1976; Yeatman-Bertelot & Jarry 1994). Erste Brutnachweise
der Art in Deutschland gelangen 1983 in Weil am Rhein
(Baden-Wiirttemberg) und 1984 im Saarland bei Schwemm-
lingen; jedoch deutete der hohe Bestand von 60 BP bei einer
intensiven Nachsuche im Saarland 1985 darauf hin, dass es
bereits seit einiger Zeit eine unentdeckte Population im Saar-
land gab (Glutz von Blotzheim & Bauer 1991; Hayo & Zan-
nini 1986). Im darauffolgenden Jahr wurde der erste Nach-
weis im Raum Trier erbracht (Heyne 1987). Uber die fol-
genden 15 Jahre wuchsen die bekannten Bestiande stetig und
weitere Populationen entstanden weiter nordlich und ostlich,
so im Raum Wittlich, Aachen und Bingen (jeweils ca. Mitte
der 90er Jahre), im Raum Mayen-Koblenz und Bonn (ca.
2001) und unstet an einigen weiteren Standorten in Hessen,
Nordrhein-Westfalen und Baden-Wiirttemberg. Der heutige
bundesweite Brutbestand kann auf etwa 500 bis 1.000 BP
beziffert werden (J. O. Engler eigene Daten; vgl. BirdLife
International 2013).

2.2 Studiengebiet

Fiir diese Studie wurden drei Populationen im Raum Saar-
louis, Trier und Bingen ausgewihlt, die zu unterschiedlichen
Zeitpunkten besiedelt wurden und somit ein unterschied-
liches Alter aufweisen. Diejenige bei Saarlouis ist die alteste
der drei Populationen und wurde wahrscheinlich Anfang
der 1980er Jahre gegriindet (Hayo & Zannini 1986). Die
Population im Raum Trier entstand 1986. Sie zeigte einen
deutlichen Anstieg der Populationsdichte in den darauf fol-
genden Jahren (Heyne 1987, 2000). Die jiingste untersuchte
Population ist jene im Raum Bingen bei Mainz, welche erst
Ende der 1990er Jahre entstanden sein diirfte. Die Brutha-
bitate des Orpheusspétters im Untersuchungsraum sind vor
allem wirmeexponierte Brachestandorte (Elle et al. 2009).
Zumeist handelt es sich um offengelassene Weinberge mit
mehrjihriger Brachevegetation, die vorwiegend aus hohen
Dominanzbestinden der Brombeere (Rubus fructicosus agg.)
bestehen. Jedoch werden auch Kiesgruben und Gewerbe-
brachen besiedelt, welche anstelle der Brombeere auch Do-
minanzbestinde von Besenginster (Cytisus scoparius) oder
anderen Gebiischen aufweisen konnen.

2.3 Probenahme & DNA-Extraktion

Die drei Populationen wurden im Jahr 2001 und 2008 be-
probt. Die Vogel wurden mittels Japannetzen und Gesangs-
attrappen im Zeitraum zwischen Anfang Mai und Ende Juni
gefangen. Wenige Mikroliter Blut wurden durch Punktion
der Fligelvene (Vena ularis) gewonnen und in ein Gefif3
mit 500p] Pufferlosung (0.15 mM NaCl, 0.05 mM Tris,
0.001 mM EDTA, pH = 8.0) gegeben. Bis zur DNA-Extrak-
tion wurden die Proben bei -20°C gelagert. Im Jahr 2001
wurden 56 Proben aus den drei Populationen gesammelt
(Trier = 20, Bingen = 22, Saarlouis = 15), 2008 wurden aber-
mals 56 Proben genommen (Trier = 35, Bingen = 8, Saar-
louis = 13). Die DNA-Extraktion wurde mit dem High Pure
PCR Template Preparation Kit (Roche) durchgefithrt und
erfolgte gemaf3 der Arbeitsanweisung des Herstellers. Die
Untersuchungen erfolgten auf der Basis der artenschutz-
rechtlichen Erlaubnis 425-108..0703 der SDG Nord in Rhein-
land-Pfalz vom 17.03.2008 sowie des saarlindischen Um-
weltministeriums D/1-624/08 Dr.Ir/Schm vom 10.03.2008
und der entsprechenden tierschutzrechtlichen Anzeigen der
Blutabnahme.

2.4 Genotypisierung

Sechs Mikrosatelliten-Loci (ASE9, ASE19, ASE34, ASE37,
ASE46, ASE56) wurden zur Genotypisierung der Populati-
onen genutzt (Tabelle 1). Diese wurden urspriinglich fiir den
Seychellenrohrsinger (Acrocephalus seychellensis) entwickelt,
eignen sich jedoch fiir eine Vielzahl anderer Vogelarten
(Richardson et al. 2000). Die Polymerase-Kettenreaktion
(PCR) wurde mit dem Qiagen Multiplex PCR Kit durchge-
fithrt. Die PCR erfolgte auf mit einem initialen Aktivierungs-
schritt bei 95°C fiir 15 Min. gefolgt von 37 Zyklen (30 Sek.
Denaturierung bei 94°C, 90 Sek. Annealing bei der primer-
spezifischen Annealing-Temperatur von 54-60°C (Tabelle
1); 60 Sek. Elongation bei 72°C). Im Anschluss fand eine
abschlieflende Phase von 30 Min. bei 60°C statt. Die Geno-
typisierung wurde auf einem MegaBACE 1000 Sequenzierer
(GE-Healthcare) durchgefiihrt und die resultierenden Frag-
mentldngen mit dem Programm FragmentProfiler (Amers-
ham Biosciences) bestimmt.
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Tab.1: Genutzte Mikrosatelliten-Loci fiir die genetische
Charakterisierung der drei Arealrandpopulationen des
Orpheusspétters. Ta ist die Annealing Temperatur fiir das
PCR Protokoll. - Microsatellite loci used for the genetic
characterization of three populations of the Melodious
Warbler founded at the range edge. Ta is the annealing
temperature during the PCR.

Locus Ta°C Produktgrofle (bp) | Farblabel
ASE9 60 119-159 FAM
ASE19 60 163-183 FAM
ASE34 54 204-226 HEX
ASE37 58 236-238 FAM
ASE46 58 240-244 HEX
ASE56 54 286-318 FAM

2.5 Auswertung

Die (effektive) Anzahl von Allelen (N, und N ) sowie die er-
wartete (H ) und beobachtete Heterozygotie (H ) wurden im
Programm GenAIEx v.6.4 fiir Microsoft Excel 2007 (Peakall
& Smouse 2006) berechnet. Der Allelreichtum (AR), der auf
unterschiedliche Stichprobengrofen korrigiert, wurde mit der
Software Fstat (Goudet 2001) berechnet. Die genetische Dif-
ferenzierung zwischen den Populationen sowie zwischen den
Zeitabschnitten wurde mit Hilfe einer AMOVA (Analysis of
MOlecular VAriance) in GenAlEx durchgefiihrt. Dabei wur-
de die Signifikanz mittels 999 Permutationen ermittelt. Zudem
nutzten wir das Programm Structure (Prichard et al. 2000;
Falush et al. 2003), um festzustellen, ob eine raumliche oder
zeitliche Strukturierung des Datensatzes vorhanden war. Hier-
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fiir verwendeten wir ein Burn-in von 100.000 und eine Mar-
kov-Kette von 100.000.000. Da wir v.a. auf die zeitliche
Komponente hin testen wollten, setzten wir die initiale Grup-
pengrofle auf K = 2.

3. Ergebnisse

Die genetische Diversitét innerhalb der Populationen
war sowohl in der absoluten Zahl der Allele (Na) als
auch in der Zahl der effektiven Allele (Ne) in beiden
Jahren in Trier am hochsten (Tabelle 2). Dies galt auch
fur die allelic richness (Abb. 1), die bei variabler Stich-
probengrofie ein geeigneteres Maf3 fiir den Vergleich
der genetischen Vielfalt darstellt als Na oder Ne. Jedoch
war kein signifikanter Unterschied in der genetischen
Diversitat zu den anderen Populationen bzw. zwischen
beiden Untersuchungsjahren feststellbar (Abb. 1).

Die beobachtete (H ) und erwartete Heterozygotie
(H,) unterschieden sich bei den meisten Populationen
nicht signifikant (Tabelle 2, Abb.2). Einzig Bingen und
Saarlouis zeigten 2008 stirkere Abweichungen, was zu
einem erhohten Inzucht-Koeffizient (F,) fiihrte.

Die AMOVA zeigte, dass nur 1,2% der genetischen
Varianz durch die Untersuchungsjahre erkldrt werden
konnten. Zwischen den Populationen waren es sogar
nur 0,46 %. Dieser Anteil war jedoch fiir beide Faktoren
signifikant (F,=0,012,p=0,003; F_=0,017,p=0,001).
Die genetische Differenzierung zwischen den Popula-
tionen war im Jahr 2001 nur schwach (F_ = 0,013 +
0,006 Standardfehler [SF]). Im zweiten Untersuchungs-
zeitraum (2008) wurde keinerlei Differenzierung zwi-

Tab. 2: Genetische Diversitét der drei beprobten Arealrandpopulationen des Orpheusspétters in 2001 und 2008. Statistische
Kennwerte sind Mittelwerte mit Standardfehler (SF). N, = Anzahl von Allelen, N, = effektive Anzahl der Allele, H, =
beobachtete Heterozygotie, H, = erwartete Heterozygotie, F = Inzuchtskoeffizient, AR = Allelic richness. — Genetic diversity
of the range edge populations of the Melodious Warbler sampled in 2001 and 2008 respectivtely. Values represent means and
standard errors. N, = number of alleles, N, = effective number of alleles, H, = observed heterozygosity, H, = expected
heterozygosity, F,, = inbreeding coefficient, AR = Allelic richness.

Jahr Population n N, N, Ho H, E, AR
Mittelwert 5.667 3.348 0.540 0.554 -0.001 4.552
Bingen 22
SF 1.745 1.030 0.099 0.106 0.096 2.515
Mittelwert 6.000 3.960 0.489 0.576 0.119 4.500
2001 Saarlouis 15
SF 1.949 1.380 0.123 0.112 0.136 2.566
Mittelwert 6.167 4.096 0.486 0.524 0.021 4.812
Trier 20
SF 2.056 1.598 0.114 0.133 0.083 2.952
Mittelwert 4.500 3.052 0.438 0.551 0.247 4.535
Bingen 8
SE 1.147 0.764 0.095 0.103 0.168 2.991
Mittelwert 5.167 3.947 0.397 0.532 0.190 4.743
2008 Saarlouis 13
SF 1.600 1.303 0.115 0.142 0.115 3.008
Mittelwert 7.667 4.571 0.537 0.569 -0.013 5.070
Trier 35
SF 2.486 1.649 0.096 0.128 0.080 3.104
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Abb. 1: Mittlere Allelic Richness (AR) mit
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schen den Populationen festgestellt (F_ < 0,0001). Zwi-
schen den beiden Untersuchungsjahren war die Diffe-
renzierung in Saarlouis am héchsten (F_ = 0,024, p =
0,028) und in Trier am geringsten (F_ = = 0,005, p=0,2).
Die Differenzierung der jiingsten Populatlon Bingen lag
intermedidr zwischen den iibrigen beiden (F_ = 0,009,
p=0,2). Die zusitzlich durchgefiihrte ,,Structure“-Ana-
lyse zeigte keinerlei rdaumliche oder zeitliche Gruppie-
rungen der Individuen.

4. Diskussion

Populationsgenetische Studien in stabilen Populationen,
die sowohl eine raumliche als auch eine zeitliche Kom-
ponente untersuchten, zeigten oftmals eine starke rdum-
liche Differenzierung, die jedoch iiber die Zeit hinweg
stabil war (z.B. Lundy et al. 2000; Heath et al. 2002;
Ostergaard et al. 2003; Nussey et al. 2005; Habel et al.
2011). Zeitliche Anderungen der populationsgene-
tischen Struktur treten jedoch haufig dann auf, wenn
Populationen beispielsweise durch Aussterbe-Wieder-
besiedlungs-Ereignisse oder durch invasive Mehrfach-
besiedlungen dynamisch in ihrer Entwicklung sind (z.B.
Huber et al. 2002; Ostergaard et al. 2003; Fonseca et al.
2010; Shama et al. 2011).

Unsere Ergebnisse zeigen, dass in einer fritheren
Phase der Arealexpansion des Orpheusspoétters in Stid-
westdeutschland eine gewisse genetische Strukturie-
rung vorhanden war. Diese erlosch jedoch vollends
nach nur sieben Jahren. Zwar war die genetische Struk-
turierung 2001 nur gering. Der signifikante F_-Wert
von 0.02 zwischen den Standorten Bingen und Saar-
louis 2001 ist jedoch vergleichbar mit den Maximal-
werten, die in einer arealweiten Untersuchung mit
zusdtzlichen Mikrosatelliten durchgefithrt wurde
(Engler et al. unpubl.). In diesem Kontext scheint die
hohe Mobilitdt der Art fiir eine generell niedrige ge-
netische Differenzierung zu sorgen, wie es auch bei
anderen ziehenden Singvégeln nachgewiesen werden
konnte (z.B. Lovette et al. 1998; Hellegren et al. 2008;
Prochazka et al. 2011). Als jiingste Population in die-
ser Untersuchung kénnte die hohe Differenzierung in
Bingen zu der dlteren Population in Saarlouis auf einen
Griindereffekt durch Langstreckendispersal hinweisen.
Die rasche genetische Homogenisierung binnen sieben
Jahren konnte jedoch sowohl durch regionalen Gen-
fluss, als auch durch vermehrte Zuwanderung aus
weiter entfernt liegenden Populationen erfolgen. Bei
einem durchschnittlichen Alter von vier bis sechs Jah-
ren bendtigte der Orpheusspotter gerade einmal zwei
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Generationen, um Griindereffekte komplett ver-
schwinden zu lassen.

Die Rolle von Langstreckendispersal iiber die reine
Griindungsphase einer neuen Population hinaus konnte
sich durch die starke Differenzierung in Saarlouis zeigen
(Saarlouis 2001 vs. 2008: F_ = 0.024, p = 0.028), welche
ebenfalls vergleichbar zu den hochsten gemessenen
Differenzierungen auf Arealebene ist (2001, Saarlouis
vs. Madrid: F_ = 0.026, p < 0.05, Engler et al. unpu-
bl.). Dies konnte darauf hindeuten, dass auch nach
Jahrzehnten der erfolgreichen Etablierung noch Zuwan-
derung aus weiter entfernten Regionen an den Areal-
rand stattfindet.

In diesem Kontext wire eine stetige Kolonisierung
vieler Individuen von vielen unterschiedlichen Quell-
populationen eher denkbar (sog. migrant-pool model,
Slatkin 1977) als eine Besiedlung von nur wenigen In-
dividuen aus vereinzelten Quellpopulationen (sog.
propagule-pool model, Slatkin 1977). Bei letzterem Mo-
dell wire folglich eine héhere Populationsdifferenzie-
rung wesentlich wahrscheinlicher.

Zusammenfassend ldsst sich der intrinsische Aspekt
des Expansionsprozesses beim Orpheusspotter weitge-
hend mit der hohen Mobilitit der Art erklaren. Die
Griindung und Etablierung neuer Populationen entlang
des expansiven Arealrandes findet sehr wahrscheinlich
aus vielen Bereichen des Areals statt. Eventuell auftre-
tende Negativeffekte, wie die Verringerung der gene-
tischen Diversitit durch genetische Flaschenhilse
sollten beim Orpheusspétter kein Problem darstellen.
Die Art scheint somit in der Lage zu sein, in kurzer Zeit
ihre gesamte genetische Variabilitit mit an den expan-
siven Arealrand zu bringen. Dieser Umstand konnte fiir
den Orpheusspétter von Vorteil sein, da die Wahr-
scheinlichkeit steigt, dass geeignete Genotypen den
Arealrand erreichen, die auch an Umweltschwankungen
(wie den Klimawandel) angepasst sind.
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Zusammenfassung

Die Erforschung von intrinsischen und extrinsischen Fakto-
ren, die Artverbreitungen limitieren, ist eines der zentralen
Ziele der Biogeographie. Speziell fiir expansive Arealrinder
sind die extrinsischen Faktoren wie Klima oder biotische
Interaktion gut bekannt. Jedoch finden sich nur wenige Stu-
dien, welche die intrinsischen Aspekte beleuchten. In der
vorliegenden Studie untersuchten wir die populationsgeneti-
sche Struktur dreier kiirzlich etablierter Populationen des
expansiven Orpheusspétters (Hippolais polyglotta) entlang
seines Arealrandes in Stidwestdeutschland. Die Populationen
etablierten sich zwischen Anfang der 1980er Jahre bis Ende
der 1990er Jahre. Wir genotypisierten Individuen dieser drei
Populationen aus dem Jahr 2001 sowie 2008 mithilfe von sechs
polymorphen Mikrosatelliten. Dabei fanden wir eine dhnlich
hohe genetische Diversitit zwischen den Populationen. Die
genetische Differenzierung zwischen den Populationen war
2001 bereits niedrig, verschwand dann aber vollstindig bis
zum Jahr 2008. Als hochmobile Art diirfte der Orpheusspét-
ter in der Lage sein, fiir starken Genfluss zwischen den Popu-
lationen zu sorgen und dabei auch lingere Distanzen zu
tiberwinden. Daher gehen wir davon aus, dass die Besiedlung
neuer Standorte stark durch Langstrecken-Dispersal gesteuert
wird. Sobald eine Population erfolgreich etabliert ist konnte
regionaler Genfluss einerseits, aber auch die andauernde Im-
migration von weiter entfernten Regionen andererseits die
genetische Struktur in einer Region innerhalb von nur we-
nigen Generationen vereinheitlichen. Hierdurch wird er-
reicht, dass die Art auch entlang des expansiven Arealrandes
ihre gesamte genetische Variation erhalten kann. Im Falle
von klimatisch bedingten Arealveranderungen ist das Risi-
ko eines Verlustes von genetischer Diversitit somit deutlich
reduziert.
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