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DIE BEDEUTUNG VON ISOENZYMUNTERSUCHUNGEN FOR SYSTEMATIK UND
TAXONOMIE DER UNTERGATTUNG SYLVAEMUS (ROD., MUR., APODEMUS).

Bei den verschiedensten biologischen Fragestellungen ist man mit
der groBen Formenvielfalt der Natur konfrontiert.

Die Aufgaben dieser Wissenschaft werden von zwei Disziplinen, der
Systematik und der Taxonomie wahrgenommen.

Die allgemein akzeptierten Definitionen stammen von SIMPSON
(zitiert nach MAYR 1975):

Taxonomie ist die Theorie und die Praxis der Klassifikation der
Organismen.

Systematik ist die wissenschaftliche Untersuchung der Arten und
der Vielgestaltigkeit der Organismen und samtlicher
Beziehungen zwischen ihnen.

Wahrend diese Disziplinen noch vor etwa 10 - 20 Jahren durch

moderne Entwicklungen in Verhaltensforschung, Physiologie, Zell-
biologie, Molekularbiologie und Genetik, aber auch der Ukologie

in den Hintergrund gedrangt wurden, wird in jlingster Zeit die genaue
Kenntnis der Arten, ihrer Variabilitdt und ihrer verwandtschaftlichen
Beziehungen immer notwendiger.

Es werden teilweise neue Methoden der Klassifikation notwendig, da
man flir manche Untersuchungen eine schnelle, exakte und noch am
lebenden Tier durchgefiihrte Bestimmung bendtigt. Zudem werden
Klassifikationen bendtigt, die als Ursache fiir Ahnlichkeiten eine
gemeinsame Abstammung haben.
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Genetik und Molekularbiologie lassen es als sehr wahrscheinlich
erscheinen, daB morphologische Merkmale (vor allem "hard structure" -
Merkmale) erst sekunddr nach einer genetischen Differenzierung
entstanden sind. Untersuchungen dieser genetischen Differenzierungen
sowie Beschreibung und Vergleich verschiedener Genotypen ermdglichen
oftmals erst Aussagen iiber Evolutionsvorgdnge oder evolutive Zusammen-
hange. Beim gegenwartigen Wissensstand ist es aber nach wie vor un-
moglich, den Genotyp direkt zu analysieren. Es ergibt jedoch einige
indirekte Methoden, die es gestatten, genetische Strukturen zu
untersuchen. Zu diesen gehdren das Sequenzieren von Nukleotiden und
Aminosduren, DNA - DNA-Hybridisierungen, immunologische und cytogenetische
Techniken. Fiir Untersuchungen im Bereich der Feinsystematik, also auf
dem Populations- und Artniveau haben sich vor allem Proteinelektrophoresen
bewghrt.

Diese Methode erlaubt es auch, Zwillingsarten, die mit den herkdmmlichen
Merkmalen nicht oder kaum bestimmt werden konnen, sowohl zu identifizieren
als auch Verwandtschaftsverhdltnisse zu kldren. Ein Beispiel aus der
einheimischen Sdugetierfauna ist die Gattung Apodemus.

Nach morphologischen Kriterien lassen sich die drei in Usterreich
vorkommenden Arten Apodemus sylvaticus, Aflavicollis und A.microps

nur unzureichend bestimmen (siehe dazu auch ZIMMERMANN 1962, BAUER 1960,
NIETHAMMER 1978, STEINER 1966).

Fiir eine sdugetierkundliche Untersuchung des Steinfeldes (Wr.Becken)
wurde die "Summe der GroBenklassen (SGK)"- Methode nach STEINER

(1966) angewandt. Dabei wurden 11 Schddel- und Korpermafe in vorher
festgelegte Grofenklassen eingeordnet und die Klassenwerte summiert.

In Abb. 1 sind die SGK-Werte gegen die Dicke der Incisiven (=ID) auf-
getragen.

Diese Auftrennung setzt aber voraus, daB das Material vorher in
Altersklassen aufgeteilt wird. Ist dies aus irgendeinem Grund nicht
moglich, so ist selbst mit dieser aufwendigen Methode keine ein-

deutige Bestimmung mdglich.
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Bei elektrophoretischen Untersuchungen (Elektrophoresen) macht man
sich zu Nutze, daB Proteine auf Grund ihrer Aminosduresequenz ladbar
sind und in einem elektrophoretischen Spannungsfeld wandern. Bei der
Wahl geeigneter Versuchsbedingungen lassen sich sowohl Plasmaproteine
als auch Enzyme aus verschiedenen Organen auftrennen (CSAIKL 1980,
HARRIS & HOPKINSON 1976).

Durch die Koppelung von Elektrophorese mit einem topographischen
Nachweis von Enzymaktivitdten wird eine Trennschérfe erreicht, die
es ermdglicht, multiple molekulare Enzymformen innerhalb eines
Individuums darzustellen. Diese heifen "Isozyme" oder "Isoenzyme".
Als Ursache fiir die Entstehung solcher Isoenzyme fungieren drei
verschiedene molekulare Ursachen.

1) Multiple Genloci
2) Multiple Allelie
3) Sekunddre Isoenzyme

Letztere entstehen durch physiologische Vorgange oder durch bio-
chemische Degradationen wéhrend der Prdparation, jedoch nie auf Grund
unterschiedlicher Aminosdurewequenz.

Multiple Genloci sind durch Genduplikationen im Zuge der Evolution
entstanden (OHNO 1970). Es resultieren zwei Genprodukte, die mit
einer Enzymreaktion nachweisbar sind, aber eine andere Wanderungs-
geschwindigkeit oder -richtung haben.

Als Beispiel seien hier jene Enzyme genannt,von denen eine Form in
den Mitochondrien, die andere im Cytosol aktiv ist. Beide werden
jedoch vom chromosomalen Genom kodiert.

Multiple Allelie ist die Hauptursache fiir die groBe genetische Varia-
bilitat der Organismen. Liegen in einem diploiden Individuum zwei
verschiedene Allele fiir ein bestimmtes Gen vor, so ist dieses Indivi-
duum heterozygot und es kommt zur Produktion verschiedener Poly-
peptidketten. Unterscheiden sich diese in ihren ladbaren Aminsduren,
so sind im Versuch mindestens zwei Banden zu unterscheiden (siehe
dazu CSAIKL 1980).
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An einem Locus konnen nun zwei Organismen vGllig identisch sein,
wenn sie homozygot oder heterozygot fir die gleichen Allele sind;
zu 50 % identisch sein, wenn ein Organismus homozygot, der andere
heterozygot ist; oder als dritte Moglichkeit, vollig verschieden
sein, wenn sie homozygot oder heterozygot fiir verschiedene Allele
sind (AVISE 1974).

Fiir systematische Fragestellungen gibt es nun zwei verschiedene
Auswertungsmdglichkeiten: a) die Suche nach differentialdiagno-
stischen Allelen bzw. Loci, b) die Berechnung eines Koeffizienten
lber alle untersuchten Loci, der die verschiedenen Allelfrequenzen
der untersuchten Arten(bzw. Individuen bei intraspezifischen
Untersuchungen) in ein metrisches MaB umrechnet;

dieses spiegelt dann die Ahnlichkeit (oder Undhnlichkeit-Distanz)
zwischen den Arten (bzw. Populationen einer Art) wieder.

In der Vergangenheit sind mehrere solcher Koeffizienten beschrieben
worden, so von NEI (1975), ROGERS (1972) und SOKAL & SNEATH (1963).
Fir die genetische Distanz D nach NEI gilt D = -In I, wobei I

die Identitdt zweier Populationen ist. NEI definiert die Identi-
tdt zweier Populationen am J-ten Locus als

o 2 2w
(xi y i ) 1/2

X, und s bezeichnen dabei die Frequenzen des i-ten Allels in den
entsprechenden Populationen X und Y.

Die durchschnittliche Identitdt I liber alle untersuchten Loci

ist definiert als

J
;e ik

(JXJy)l/ 2
Jx’ Jy und J_., sind dabei die arithmetischen Mittel liber alle Loci
(IJ) von X y1.2 und XYs -
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Tabelle 1 gibt eine Aufstellung der genetischen Ehnlichkeit

verschiedener Tiergruppen wieder.
Ein Teil der Werte ist nach den Formeln von ROGERS (1972) berechnet,
welche mit den nach NEI kalkulierten gut vergleichbar sind (AVISE 1976)

Auf Grund der von mir bei einem Vergleich der Arten A.sylvaticus
und A.flavicollis gefundenen Allelefrequenzen ergeben sich fir

I und D die Werte I= 0,918 und D = 0,085.

Die von mir erh&b@neh Daten sind in Tabelle 2 wiedergegeben.

In ihr sind die Zahl der untersuchten Loci, die gefundenen Allele
(Anzahl und Frequenz) sowie die Heterozygositdt angegeben.

Von den 29 von mir bei A.sylvaticus und A. flavicollis untersuchten
Genprodukten wiesen 4 (LDH B, LDH C = X, s-NADP-MDH und SOD)
differenzialdiagnostische, allelische Unterschiede in der Wanderungs-
geschwindigkeit auf.

A microps unterscheidet sich von A. sylvaticus in 5 Genprodukten
{LDH B, S-NADP-MDH, SOD, Tf, PA) und von A.flavicollis nur in 2

(Tf und PA).

Zur Differentialdiagnose wurden nur jene Genprodukte herangezogen,
fur welche beide Allele des entsprechenden Gens verschieden waren.
Das heift, es wurden auch jene Genprodukte, die in der einen Art
homozygot, in der anderen jedoch heterozygot in Bezug auf dieses
eine Allel waren, ausgeschieden.

Ein Differentialdiagnostisches Genprodukt fiir alle 3 untersuchten
Arten konnte nicht gefunden werden.

Damit werden erstmals Merkmale vorgestellt, die eine eindeutige
Identifikation dieser 3 Arten erlauben (Abb. 2, Tabelle 3).

Die groBere Ahnlichkeit zwischen A.f1. und A.m. steht zwar in

direktem Gegensatz zur Ahnlichkeit der untersuchten morphologischen
Merkmale, bestdtigt aber die Ahnlichkeitsverhdltnisse dieser Arten
beziiglich ihrer relativen Hodengewichte (KRATOCHVIL 1971).

Diese groBe Ahnlichkeit spiegelt sich auch in den von mir berechneten
Werten von I bzw. D wieder.
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Diese Werte stellen die beiden Arten auf das Niveau von weit
voneinander differenzierten verschiedenen geographischen Populationen
einer Art,

Dieses Ergebnis reicht zwar noch nicht aus, den Artcharakter von
A.flavicollis in Frage zu stellen, wie es noch WETTSTEIN (1925),
SCHAEFER (1935) und DALIMIER (1955) auf Grund von KdrpermafBen

getan haben, weist aber auf die duBerst nahe Verwandtschaft

dieser Arten hin.
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untersuchte Lokal= ' Sub- oder

Tierarten populationen s;niapocios Species Genusa
Evertebraten

Dros, willistoni 0,97 0,79 0,47

Dros, obscura AO,99 0,82

Dros. repleta 1,00 0,88 0,78
Vertebraten :

Lepomis 0,98 0,84 0,54
Cyprinidae 0,99 0,59
Taricha 0,95 0,84 0,63 0, 31
‘Sceloporus®™ = - 0,89 0,79

Mus™ 0,95 0,77

Apodemus 0,918

Dipodomys™ 0,97 . 0,61 0,16
Preomyscus™ : 0,95 0,65 5

Tab. 1: Genetische Ahnlichkeit verschiedener Tiergruppen
Cema genet. Ahnlichkeit nach Rogers Formeln
berechnet (bis auf Apodemus nach Avise 1976).




Apodemus flavicollis Apodemus sylvaticue Apodemus microps
untersuchte gefundene untersuchts geofundane untersuchte gefundene
Tiere Allele Allel- Hetero- Tiere Allele Allel- Hetero- Tiere Allele Alle] - Hetero-~
Enzyme (Ne.) Loed (Mo.) frequenzen zygositht (No.) Loc1 (No.) frequenzen zygositlt (No.) Locd (No.) frequenzen zygositdt Gewvebe
SDH 17 0 1 1 o 21 o 1 1 o - 4 0 ] 1 o Himolysat
EC 1, 0.0,.14
LDN 2) A 1 1 0 21 A 1 1 o 2 A 1 1 ] -
e V.00 23 1 ] 1 1 o 21 B 1 1 o 2 B 1 1 o LI
6 b 1 1 o " X ¥ 1 0 - Hoden
NAD-MDH 23 . 1 1 o 2 . 1 1 o 2 . 1 1 o H¥molysat
B . 23 " 1 1 o 20 - 1 1 o z - \J 1 o - -
NADP-MDH 7 . 1 1 o 20 ° 1 1 o 2 L] 1 1 o Leber
EC 1.1,1,.40
NADP-IDH 17 L] unauswertbar 2 . unsuswertbay 2 - uwnsuswertbar w oy
EC V.1.1, 62 17 - 1 1 o 21 » 1 1 L] 2 - 1 1 o Herz
6-GPD 2) o - | 0,196 0,311 21 ] 2 0,07% 0,139 2 o 2 0,750 0,375 HEmolysat
EC 1.1.1,44 0,652 0,923 0,250
0,152
G-6-PD 2) /] | 1 o 21 (4] ' ' o 2 1 1 o - .
EC 1.1.1,h9
sop 2) A 1 1 0 2 A 1 ) o ? A 1 1 o " .
EC V,.15.0.10
AAT 2) ] 1 1 0 21 . 1 1 ] 2 . 1 1 o -
EC 2.6,1,1 17 - 1 1 <] 1 o 1 1 (4] 2 - 1 1 o Herz
cPK " A 1 1 o 21 A 1 1 o 2 A 1 1 o Muekel
EC 2.7.).2 17 B 1 1 o 2 B 1 1 o 2 B 1 1 o - .
" c 1 1 [¢] 21 c ' 1 o 2 c 1 1 o Hirn
AKX 7 o ' 1 ] EAl o 1 1 o 2 o 1 1 o Muskel
EC 2.7.4.)
Est. D 2) D 2 0,0u) 0,081 21 D 1 ) o 2 D 1 1 o Ikmolysat
£6 Y1 0,937
ADA 23 o 2 0,804 0,918 21 o 1 1 0 2 o 2 0,750 0,373 -
ZC J.5.k. & 0,196 0,250
Ald 7 A ' 1 0 21 A 1 1 ] 2 A 1 1 o Niere
e Y1200 " ] ' 1 o 21 B 1 1 ] 2 B 1 ] 0 Mueke !
Ak} c 1 1 o 21 c 1 1 ] 2 c 1 1 o Hirn
17 D 1 1 4] 21 o 1 1 Q 2 D 1 1 o - .
GLO 1 23 o 1 1 (] 21 ] 1 1 ) 2 o 1 1 o Himolysnt
EC b 4.1,
PGI 23 (L] 1 ' 0 21 0 1 ' o 2 [} 1 1 ] L
EC 5.3.1.9
Ll 23 A 1 1 4] 21 A 1 1 0 2 A 1 1 o L
2) B 1 1 o] 21 B 1 1 o 2 B 1 1 o « W oy
™ 2 L] 1 1 [ 6 [ 1 1 ] 2 ] 1 1 o Serum
PA 2 o i 1 o [ o ' 1 o 2 o 1 1 o LI

Tab. 2: Elektrophoretische Ergebnisse
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1. LR B langsames Allel . . . . « A, sSylvaticus
schnelleres Allele . . , 2.

2. Tt langsames Allel . . . . . A, microps
schnelleres Allel . . . . A, flavicollis

Tab. 3: Biochemisch - genetischer Schliissel fiir die
UG Sylvaemus bei einem paarweisen Vergleich
der drei Arten.
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