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Enzympolymorphismen bei Rehwild:
Adenylatkinase-1 und Mannosephosphat-Isomerase

Einleitung

Obwohl Cerviden zu den populationsgene-
tisch am intensivsten untersuchten Sdugetie-
ren zéhlen, sind populationsgenetische Zu-
sammenhénge selbst bei unsereren einheimi-
schen Hirscharten erst ansatzweise bekannt
(DrATCH und PEMBERTON, 1992). Untersu-
chungen zur Populationsgenetik des Rehs
(C. ¢. capreolus) erbrachten eine geographisch
vergleichsweise heterogene Verteilung varia-
bler Allele zwischen verschiedenen Populatio-
nen, die sich im Ausmalf ihrer genetischen Va-
riabilitdit zum Teil deutlich unterschieden
(HARTL et al., 1991, 1993; WEHNER et al.,
1991; LoreNzINI et al., 1993; HEWISON, 1995;
FAKLER und SCHREIBER, im Druck). Wihrend
die bisher dargestellten Eiweilpolymorphis-
men das Reh den genetisch variabelsten Huf-
tieren zuordnen, finden sich regionale Bestén-
de mit deutlich reduzierter Heterozygotie.
Dieses geographische Muster wurde mit dem
Verlust seltener Allele beim Kolonisieren neu
entstandener Lebensrdume durch wenige
Griindertiere gedeutet (KurT, 1991). Die pu-
blizierten Daten deuten dariiber hinaus ein
geographisches Gefille der genetischen Varia-
bilitdt innerhalb des Verbreitungsgebiets des
Rehwildes an: Die hochsten Werte fiir den An-
teil polymorpher Eiweille und fiir die Hetero-
zygotie wurden im siiddstlichen Mitteleuropa
(HARTL et al., 1993) und in Italien (LORENZINI
et al., 1993) beobachtet, die niedrigsten Werte
in GrofBbritannien (HEwWISON, 1995), Skandi-
navien (Baccus et al., 1983) und den GUS-

Staaten (SokorLov, 1986). Die einzige publi-
zierte Untersuchung zur Enzymvariabilitit in
deutschen Rehpopulationen (WEHNER et al.,
1991) bezieht eine geringe Zahl eiweillkodie-
render Genorte ein. Um die populationsgeneti-
sche Struktur der hdufigsten heimischen Hir-
schart besser verstehen zu lernen und ein voll-
stindigeres Bild der geographischen Vertei-
lung genetischer Variabilitit zu bekommen,
sind Untersuchungen weiterer Populationen
unterschiedlicher geographischer Herkiinfte
notwendig, wobei der Standardisierung der
Elektrophoresen besondere Bedeutung zu-
kommt.

Allozyme, also elektrophoretisch dargestellte
allelische Varianten eines Enzyms, gewihren
nicht nur Einsicht in Populationszusammen-
hdnge und -geschichte, sondern tragen auch
wertvolle Daten fiir das Management und den
Schutz von Wildtierpopulationen bei. Sie bil-
den die vorhandene genetische Variabilitit
einer Population ab und zeigen deren Beein-
flussung durch arteigene Faktoren der Sozio-
logie, Migration und Dispersion, aber auch an-
thropogener Einfliisse durch Habitatzerschnei-
dung und selektive Jagd. Dariiber hinaus er-
moglichen Allozymdaten Aussagen zu taxo-
nomischen Fragen und erwiesen sich als sehr
hilfreich beim Erkennen von Hybriden sowie
fiir forensische Untersuchungen (DrRATCH und
PEMBERTON, 1992).

Allozyme werden durch ihre relative elektro-
phoretische Mobilitdt in Gelen typisiert. Die
elektrophoretische Wanderung héngt von den
gewihlten Geltrdgern und von den Gel- und
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Elektrodenpuffern ab. Daher konnen elektro-
phoretische Daten, die in verschiedenen Labo-
ratorien unabhéngig erhoben wurden, nur mit
Einschrinkungen verglichen werden, solange
der direkte Abgleich von Referenzproben un-
terblieb. Uneinheitliche Nomenklatur der Vari-
anten erschwert das Homologisieren von
selbst dargestellten polymorphen Allelen mit
Literaturdaten zusitzlich. Im Gegensatz zu
Publikationen iiber Allozyme von Wei3we-
del-, Maultier-, Rot- und Dambhirsch, welche
mehrere detaillierte Beschreibungen und Ab-
bildungen der allelischen Marker verfiigbar
machen (vgl. DRATCH und PEMBERTON, 1992),
fehlt eine derartige photographische Doku-
mentation beim Reh bisher génzlich. Die ein-
zige publizierte Abbildung eines Eiweil3-Elek-
trophoresemusters zeigt das beim Reh nicht
variable Transferrin (HERZOG et al., 1993).
Als einen Beitrag zur besseren Vergleichbar-
keit enzymelektrophoretischer Daten be-
schreiben wir hier zwei polymorphe Enzyme
des Rehwildes, einen einfachen biallelischen
Polymorphismus der Mannosephosphat-Iso-
merase sowie das kompliziertere Bandenmu-
ster der ebenfalls biallelischen Adenylatki-
nase-1.

Material und Methoden

Die untersuchten Rehe entstammen zwei nie-
derldndischen Bestidnden, aus einem Diinenre-
servat in der Provinz Nord-Holland (Amster-
damse Waterleidingduinen) und aus dem 1953
trockengelegten Polder Flevoland im Ijssel-
meer. Gewebeproben von im Jagdjahr 1993/
1994 erlegten Individuen wurden bis zur Un-
tersuchung bei -20° C gelagert. Kleine Leber-
stiicke von ca. 50 mg wurden in 200 pl 50 mM
Tris-HCI pH 7.5 und 10 mM 2-Mercaptoetha-
nol mit Ultraschall aufgeschlossen. Nach Pel-
letierung der Zellfragmente erfolgte die elek-
trophoretische Auftrennung der Enzyme in
1%igen horizontalen Agarose-Gelen in Multi-
phor-Elektrophoresekammern (LKB Pharma-
cia). Fiir Mannosephosphat-Isomerase (Mpi¥)
wurde als Briickenpuffer 50 mM Tris/S0 mM
NaH,PO, pH 8.3 verwendet, als Gelpuffer
eine Verdiinnung (1 : 30) des Elektrodenpuf-
fers. Adenylatkinase (44*) wurde in 200 mM
Tris/Citrat pH 8.0 (Briickenpuffer) aufge-

trennt, als Gelpuffer diente eine Verdiinnung
(1:3) dieses Briickenpuffers. Die Elektropho-
rese erfolgte zundchst fiir 10 min bei 200 V,
anschlieflend fiir 60 min (Mpi*) bzw. 180 min
(Ak*) bei 500 V, jeweils unter Kithlung auf
4° C. Die Farbung der Enzyme erfolgte nach
HARRIS und HOPKINSON (1976).

Ergebnisse und Diskussion

Adenylatkinase (E. C. 2.7.4.3) erbrachte bei
51 niederldndischen Rehen mehrbandige Zy-
mogramme als Produkte zweier Loci, der
langsamer wandernden Ak-/* und der anodi-
schen Ak-2* (Abb. 1). Wihrend Ak-2* bei al-
len untersuchten Rehen monomorph war,
zeigte Ak-1* zwei Allele, von denen eines (4k-
1#100) geringere, das andere (A4k-1%*250)
groflere elektrophoretische Mobilitit als Ak-
2* aufwies. Die Aktivitidtszone von Ak-1* tritt
in drei Varianten auf, die den beiden homo-
zygoten Genotypen Ak-1* 100/100 und Ak-
1%250/250 sowie ihrer heterozygoten Kom-
bination Ak-1%*250/100 entsprechen. Mit einer
durchschnittlichen Frequenz von p ;s 100 =
0,59 und g 4+ 250 = 0,41 ist die Verteilung
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Abb. 1 Elektrophoresemuster der Adenylatkinase aus
der Leber des Rehes. Spuren 1, 4: Genotvp Ak-
1*250/250. Spuren 2, 3: AK-1*100/100. Spur 5: Ak-1*
100/250. Das monomorphe Isoenzvm Ak-2* erscheint in
allen Fillen als zusdtzliche Einzelbande.
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Abb. 2 Zymogramm der Mannosephosphat-Isomerase
aus der Leber des Rehes. Spuren 1,3,5: Genotyp
Mpi*100/100 . Spuren 2, 4: Genotyp Mpi*100/115 .
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der beiden Allele in den untersuchten Popula-
tionen relativ ausgeglichen.

Dic biallelische Mannosephosphat-Isomerase
(k. C.5.3.1.8) erzeugt einbandige Zymogram-
me bei Homozygoten und eine zusitzliche
Bande bei Heterozygoten (Abb. 2). Neben
dem Hauptallel Mpi*100 wurde in Leberho-
mogenaten aus 51 niederlindischen Rehen die
Variante Mpi*115 beobachtet, benannt nach
ihrer um 15% groBeren elektrophoretischen
Wanderstrecke in anodische Richtung. Die re-
lative Aktivitdt von beiden Banden war bei den
Heterozygoten abgeschwiicht gegeniiber den
Homozygoten, wie es bei kodominanter Ex-
pression zweier Allele erwartet wird. Das Allel
Mpi*115 war auf zwei heterozygote Rehe be-
schriinkt, 49 weitere waren homozygot fiir den
Genotyp Mpi* 100/100.

Das Allel Mpi*115 der Mannosephosphat-Iso-
merase stimmt in seiner relativen Wanderge-
schwindigkeit mit der von HEwWISON (1995)
beschriebenen Mpi*115 iberein, wihrend
HARrTL et al. (1991) eine seltene Mpi*-Varian-
te als Mpi* 120 sowie eine zusitzliche sehr
scltene Variante als Mpi*130 bezeichneten.
Die Bezeichungen der von Baccus et al.
(1983) in ihrem Artenvergleich verschiedener
Wiederkéuer und bei Rehwild aus Skandinavi-
en gefundenen Mpi*-Varianten (Mpi*117 und
VIpi*128) werden auf ein als Bezugspunkt mit
Vipi*100 bezeichnetes Allel des Weilwedel-
hirsches referiert. Das schnellere Allel
VIpi*128 wanderte also etwa 10% schneller
als Mpi*117, so daf3 in diesen skandinavischen
Rehen moglicherweise derselbe Polymorphis-
mus vorliegt wie in unseren niederldndischen
Bestinden. Dagegen werden die von LORENZI-
NIet al. (1993) angegebenen Allozym-Varian-
ten italienischer Rehpopulationen ohne Anga-
be der relativen Wanderstrecken mit Buchsta-
ben benannt, wodurch ein Vergleich nicht
maoglich ist.

Die relative Wandergeschwindigkeit unseres
Allels Ak-1* 250 deckt sich mit derjenigen des
von HARTL et al. (1991, 1993) aus dem siidost-
lichen Mitteleuropa beschriebenen, selteneren
Ak-1*-Allels. Die iibrigen publizierten Unter-
suchungen beziehen diesen Locus entweder
nicht ein (Baccus et al., 1983: SokoLov et al.,
1986: WEHNER et al., 1991; HEWISON, 1995)
oder machen keine Angaben iiber die relative

Wanderstrecke der gefundenen Allele (LOREN-
zINI etal., 1993). Ob es sich in den Fiillen iiber-
einstimmender relativer Wandergeschwindig-
keiten (bei unterschiedlichen Trigermateriali-
en und Puffern) tatsichlich um homologe Va-
rianten handelt, 1dBt sich jedoch nur durch den
Abgleich von typisierten Referenzproben prii-
fen.

Leider stellt Rehwild dahingehend keine Aus-
nahme dar, als daf auch bei dieser Art die di-
versen methodischen Ansitze verschiedener
Labors beziiglich Trennmedien oder Puffer,
und nicht zuletzt die gewihlte Nomenklatur
fiir Allele noch nicht standardisiert wurde. Da-
durch wird selbst bei den wenigen Arten des
okologisch, wirtschaftlich und jagdlich wich-
tigen Schalenwildes der Nutzwert einge-
schriinkt, den die praktische Hege aus popula-
tionsgenetischen Erfassungen von Regional-
bestéinden ziehen kann. Solange eine standar-
disierte Typisierung und Nomenklatur fiir
Wildtiergenetik nicht vereinbart werden kann,
kann nur die deskriptive Publikation von Zy-
mogrammen dazu beitragen, die allelische In-
terpretation von Polymorphismen verstindlich
darzustellen. Nur auf dieser Grundlage wird
die Reihung der Befunde regionaler Studien
moglich, um einen groBmaBstibigen Uber-
blick der genetischen Struktur von Wildpopu-
lationen zu gewinnen.
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Zusammenfassung

Die elektrophoretische Untersuchung von En-
zymen aus der Leber von 51 Rehen zweier ge-
trennter niederldndischer Populationen erbingt
zwel polymorphe Enzyme, Adenylatkinase-1
und Mannosephosphat-Isomerase. Diese bial-
lelischen Allozympolymorphismen werden
beschrieben, um das Homologisieren geneti-
scher Marker bei Rehwild zu erleichtern.

Summary

Title of the paper: Enzyme polymorphism
in roe deer: adenylate kinase 1 and manno-
se phosphate isomerase

Allozyme variability in 51 roe deer (C. ca-
preolus) from two populations in the Nether-
lands consisted of biallelic polymorphisms of
two loci, adenylatekinase-1 and mannosephos-
phate-isomerase. Zymogrammes are depicted
to facilitate reference between working
groups.
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