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Populationsgenetische Untersuchungen am Feldhasen

(Lepus europaeus Pallas, 1778) in Hessen auf der Ebene der
Mitochondrien-DNS — erste Ergebnisse

Einleitung

Auf Grund des kontinuierlichen Riickgangs
der Feldhasenstrecke in Hessen seit den siebzi-
ger Jahren wurden seitens der Jagerschaft
immer wieder Untersuchungen iiber die Ursa-
chen angeregt. Zuletzt das hessische Feldhasen

- Untersuchungsprogramm 1994-96. Neben

Populationsdichtebestimmung und Zuwachser-

mittlung mittels Scheinwerfertaxation, Jagd-

streckenanalysen und Hygienestatus der Feld-
hasen, werden auch populationsgenetische Un-
tersuchungen durchgefiihrt.

Geklirt soll werden:

. Wie groB ist die genetische Vielfalt des
Feldhasen im Untersuchungsgebiet?

2. Gibt es genetische Unterschiede zwischen
verschiedenen Populationen?

3. Wie grof} ist der Einflul von Barrieren
natiirlicher Art, wie Fliissen oder Wildern,
und anthropogenen Ursprungs, wie Sied-
lungen, Landstraflen oder Autobahnen, auf
die genetische Distanz von benachbarten
Populationen?

4. Gibt es Populationen, die durch anthropo-

gene Barrieren bereits Anzeichen einer ge-

netischen Verarmung erkennen lassen?

Kann man einen Zusammenhang zwischen

Zuwachsrate oder  Gesundheitszustand

einer Population und ihrer genetischen

Struktur feststellen?

n

Material und Methode

Bislang wurden insgesamt 109 Gewebeproben,
davon 88 aus 7 verschiedenen hessischen Ge-
bieten untersucht. (Abb. 3). 12 Proben (polni-
schen Ursprungs) wurden vom Institut fiir
Zoo- und Wildtierforschung Berlin zur Verfii-
gung gestellt und weitere 9 Proben stammen
aus einem Revier bei Aachen. Als Untersu-
chungsmaterial dienten Leber-, Nierengewebe,
Ovarien oder Zunge, die nach der Entnahme
auf Eis gekiihlt und spéter bei -20°C eingefro-
ren wurden. Jeweils 0,1 g Gewebe wurde mit-
tels Proteinase K und 10%igem SDS aufge-
schlossen. Nach Zentrifugation und Prizipita-
tion in Ethanol wurde die Gesamt-DNS iso-
liert. Mit Hilfe der PCR wurde ein ca. 600 bp
langes Stiick aus dem d-loop Bereich der
mtDNS amplifiziert, welches von zwei 20 und
21 bp langen Primern flankiert wird. Von 14
Tieren wurde jeweils ein 340 bp langes
mtDNS Stiick auf einem ABI PRISM 377
DNA-Sequenzer sequenziert und die so erhal-
tenen Sequenzen miteinander verglichen. Auf
der Grundlage der durch den Sequenzvergleich
gefundenen Mutationen wurden 4 Restrikti-
onsenzyme (Rsa I, Fok I, Hph I und Bsp I) aus-
gewihlt, mit deren Hilfe zunichst ein Teil der
Mutationen bei allen Proben untersucht wurde.
Die gefundenen RFLP’s liefen sich durch
Elektrophorese in einem mit Ethidiumbromid
gefdarbten 2% Agarosegel unter UV-Bestrah-
lung darstellen.
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CTTTACTCTTAATAACATATCCAAGTAACTTGTCACTATTGACAAAACACCCTTTAATGCTATGTAATTC
80 90 100 110 120 130 140
GTGCATTANTGCTTTTCCCCATTAACATGNACCTATACTANCATTTCATAATCAACATTAGACCATTACA
150 160 170 180 190 200 210
TGTTTAATCGTGCATTAAAGCTCTTCCCCATGCATATAAGCTAGTACATCNCTGCTTAATAGGACATAGT
220 230 240 250 260 270 280
ACATTCACCTACTAAACTCACATAACNCTATCNCCAACATGGATATTCAATTCCAACACCCACCTTAATC
290 300 310 320 330 340

AACATCCAGACATCCATTCCTTGATNGAACATAAACCATCCGAGTCAAATCCTTTCTTGT

Abb. 1

Sequenz eines 340 bp langen d-loop Stiickes der mtDNS des Feldhasen. A = Adenin, T = Tymin, C = Cytosin,

G = Guanin, N = Stelle an der bei verschiedenen Tieren eine Mutation auftaucht.

Ergebnisse
. Sequenzierung

Aus den 14 sequenzierten mtDNS Stiicken laf3t
sich folgende Konsensussequenz erstellen
(Abb.1).

Bei einem Vergleich der Sequenzen der ver-
schiedenen Tiere in Tabelle 1 kommen folgen-
de Varianten zutage:

Bei 7 der 14 untersuchten Tiere tritt eine
100%ige Ubereinstimmung auf. Sie werden im
weiteren Verlauf als ,,Wildtyp* bezeichnet.
Es treten an 6 Stellen Transversionen (3 x Ty-
min—>Cytosin, 2x Cytosin~>Tymin, 1x Gua-
nin—>Adenin) und an einer Stelle eine Transiti-
on (Adenin—>Tymin) auf. Insgesamt kann zwi-
schen 7 Genotypen unterschieden werden.
4 Tiere unterscheiden sich in je einer Base

Tab.1: Lokalisation der Mutationen bei 14 Tieren ermittelt durch Sequenzvergleich eines 340 bp langen mtDNS-Stiicks.
Horizontal aufgetragen die jeweilige Stelle im untersuchten DNS-Stiick. Vertikal die Untersuchungsnummern der Tiere.
Dunkel unterlegt sind die Abweichungen der Sequenz eines Tieres vom sogenannten Wildtvp (erste Zeile).

n=14
Tier-Nr. Localisation
79 100 111 191 237 243 306
610/637/
652/ 653/ G T T C T A G
788 /829 /830

656/700 A T T & T A €
642 G T T T T A (6
717 G T T C T A T
639 G T T i T T C
609 A T e C (e A C
789 A @ T C G A @
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(2x Austausch an Stelle 79 und je 1 x Aus-
tausch an Stelle 191 bzw. 306) vom Wildtyp,
ein Tier durch zwei Austausche (Stelle 191 und
243) und zwei Tiere durch je drei (Stelle 79,
100, 237 bzw. 79, 111 und 243).

II. Restriktionsverdaus:

Die Ergebnisse der Restriktionsverdaus weisen
methodisch bedingte Unterschiede zu den Se-

Abb. 2 Beispiel einer Ver-
dau-Serie mit je 12 DNS Pro-
ben geschnitten von den vier
Restriktionsenzymen Rsa 1,
Fok 1. Hph I und Bsp I (von
links nach rechts und oben
nach unten). An Position 1, 14

und 27 ist jeweils ein
WpUC Asu™ - Marker aufge-
tragen. An den Positionen 5

(Rsa 1), 18, 24 (Fok 1) in der
oberen Reihe und 24 (Bsp 1) in
der unteren Reihe treten Un-

terschiede im Restriktionsmu-
ster auf, die eine Mutation
kennzeichnen. Die Schnittmu-

ster aller vier Enzyme machen
in threr Kombination fiir das
jeweilige Tier eine bestimmte
Variante aus.

Tubelle 2
den Untersuchungsgebieten (1 - 200, vertikal).

quenzvergleichen auf. Die Differenzierung
verschiedener Varianten ist etwas ungenauer,
da im Vergleich zur Sequenzierung nur einzel-
ne Loci, nicht aber das komplette amplifizierte
DNS-Stiick, betrachtet werden kdnnen. Die
Methode hat aber den Vorteil, daf} die, fiir die
populationsgenetischen Untersuchungen not-
wendigen grolen Probenzahlen, mit geringe-
rem finanziellen und zeitlichen Aufwand bear-
beitet werden kdnnen.

Aufgetretene Varianten (4 - K, horizontal) mit der dazugehorige Tierzahl, geordnet nach ihrem Vorkommen in

n=109
["Gebiet|  Varianten- Varianten (mit der jeweiligen Zahl der Individuen)
NR anzahl/Gebiet A B C D E F G H I ] K
1 5 5 1 3 5 1
K 3 T [ 1
2 1 2
[ 6 3 5 1 2
7 3 10 6 2
I 1 19
9 1 12
100 1 9
1200 3 10 1 1
Anzahl Gebiete pro Variante 6 2 3 1 1 2 1 2 2 1 1
‘. Anteil Tiere in % pro Variante| 51 19 7.3 0,9 2,8 10 0.9 2.8 1.8 0,9 1.8
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Polen
AGIJ

Abb. 3: Geographische
Verteilung der mtDNS
Varianten (4 - K) in
Hessen (1 - 9) und zwei
Gebieten (Aachen = 100,
Polen = 200) aufSerhalb.

Insgesamt konnten 11 Varianten bei den unter-
suchten Tieren gefunden werden. Die einzel-
nen Varianten treten lokal unterschiedlich hiu-
fig auf. Variante A kommt groBfldchig vor, in
sechs Gebieten bzw. 51 % der untersuchten
Tiere, Variante C in drei Gebieten, vier Varian-
ten (B, F, H und I) in zwei Gebieten und finf
(D, E, G, J und K) in je nur einem Gebiet.

Die geographische Verteilung (Abb. 3) der Va-
rianten auf die 9 Untersuchungsregionen siecht
wie folgt aus: Im Gebiet Nr. 1 treten die Vari-
anten A, D, E, F und H auf, in 4 Gebieten je
drei Varianten (Nr. 4: B/C/I, Nr. 6: C/I/K, Nr. 7:
B/F/H, Nr. 200: A/G/]), in Gebiet Nr. 5 zwei
Varianten A und C und drei Gebiete (Nr. 8,
9,100) haben nur die Variante A.

1. Populationsgenetische Parameter

Die Untersuchungsgebiete lassen sich beziig-
lich ihrer genetischen Distanz nach folgender
Formel vergleichen:

nV

Dix=1-2 FijxFy;
=

D; x = Distanz zwischen Gebiet i und k
Fi;j = Frequenz der Variante j in Gebiet i
Fij = Frequenz der Variante j in Gebiet k
nV = Anzahl Varianten

Die relative geographische Distanz wurde er-
mittelt aus

S= Sik /Smux

Smax = Distanz zwischen den am entfernte-
sten von einander liegenden Gebieten

Sik = Distanz zwischen Gebiet 1 und k
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Abb. 4. Genetische und relative geographische Distanzen der

Besprechung der Ergebnisse

Aufgrund der noch geringen Untersuchungs-
zahlen insbesondere aus einigen Untersu-
chungsgebieten und der somit nur vorldufigen
Ergebnisse konnen die eingangs gestellten Fra-
gen groftenteils noch nicht befriedigend be-
antwortet werden. Immerhin 146t sich aber an-
hand der gefundenen mtDNS-Varianten sagen,
dall genetische Vielfalt in der hessischen
Feldhasenpopulation zu beobachten ist. Die
Nukleotiddiversitit, ein Hinweis auf gene-
tische Vielfalt, der untersuchten hessischen
Hasen ist hoher als beispielweise die von Hartl
et al. 1993 fiir niederdsterreichische Popula-
tionen angegebene (= 0,01; SD =0,02). Hier-
bei muBl berticksichtigt werden, da3 unsere
Werte auf Sequenzierungsdaten beruhen und
daher etwas hoher aber auch genauer sind, als
dic auf Restriktionsenzymebene entstandenen
Daten, die immer einen Mindestschitzwert
darstellen.

\uf der Ebene der Untersuchungsgebiete ist
die Situation allerdings unterschiedlich. Wih-
rend in Nordhessen die grofite Varianz der un-
tersuchten mtDNS auftritt, in einem Gebiet,
wo die Feldhasendichte weit unter 20 Hasen je
100 ha Biotopflache liegt, findet sich im hess.
Ried mit 50 bis fast 100 Tieren je 100 ha nur
cine Variante, der am weitesten verbreitete
Wildtyp. Diese Verhdltnisse miissen durch wei-

Untersuchungsregionen im Vergleich

tere Untersuchungen, die die Qualitét der Dif-
ferenzierung und Quantitit der Proben deutlich
verbessern sollen, noch genauer geklirt wer-
den.

Die Gebietsvergleiche beziiglich genetischer
und geographischer Distanz (Abb. 4) zeigen
keine Korrelation (r = 0,09). Es treten bei-
spielsweise genetisch dhnliche Populationen
sowohl benachbart wie auch in grofler Distanz
auf (Stidhessen im Vergleich mit Aachen). Hier
muf} die Steigerung der Probenzahl besonders
im kleinrdumlichen Bereich auf Revierebene
noch abgewartet werden, bevor die Interpreta-
tion der Daten zu verwertbaren Ergebnissen
fiihrt.

Zusammenfassung

Im Rahmen des hessischen Feldhasen-Unter-
suchungsprogramms 1994 - 1996 werden po-
pulationsgenetische Untersuchungen an Feld-
hasen (Lepus europaeus Pallas, 1778) durchge-
fiihrt.

Die hier vorgestellten vorldufigen Ergebnisse
basieren auf der Untersuchung von insgesamt
109 Feldhasen aus insgesamt 7 Gebieten inner-
halb Hessens und zwei Gebieten auflerhalb als
Vergleich. Untersucht wurde jeweils ein ca.
340 bp bzw. 600 bp langes mtDNS-Stiick aus
dem d-loop Bereich. Es wurde sequenziert
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bzw. mit vier Restriktionsenzymen verdaut.
Die gefundenen mtDNS-Varianten (7 Typen
bei der Sequenzierung und 11 Typen bei den
Restriktionsverdaus) und die daraus resultie-
rende Nucleotiddiversitit deuten darauf hin,
dal} genetische Vielfalt bei hessischen Feldha-
sen vorhanden ist. Auf Gebietsebene ist die
Situation jedoch uneinheitlich. Es konnte keine
Korrelation zwischen genetischer und geogra-
phischer Distanz der Untersuchungsgebiete
gefunden werden. Eine endgiiltige Interpretati-
on der Daten kann allerdings erst nach Ab-
schlufl der Untersuchungen erfolgen.

Summary

A total of 109 brown hares (Lepus europaeus,
Pallas 1778) from 7 sampling sites in Hessen,
Germany and 2 sampling sites outside (Aa-
chen, Germany and Poland) were examined for
genetic diversity in and between populations
by DNA-sequencing (14 individuals) and di-
gestion with 4 selected restriction endonuclea-
ses of about 600 bp in the d-loop of the
mtDNA. 11 different typs were found by dige-
stion, the nucleotid diversity figured out by the
sequences seems to be on a high level in the
brown hare population of Hessen. A compari-
son between different populations within Hes-
sen shows a non-uniform distribution of
mtDNA types and there was no correlation
between genetic and geographic distances. To

Anschrift der Verfasser:
DETLEF FABER,

DR. WERNER HECHT,
PROFESSOR DR. ALEXANDER HERZOG

get a better differentiation of mtDNS types
especially between closely located populations
it is necessary to examine more individuals of
these populations. All dates are provisionally:
and a definitive interpretation will follow after|
finishing the examination. ‘
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