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Populationsokologische und -genetische
Untersuchungen an Laufkiifern

Roland GERSTMEIER, Harald vom HOFE, Dieter SEDLMAIR und Ralf EINSPANIER

1. Einleitung

Ahnlich wie bei taxonomischen Studien stoBt man
bei populationsokologischen Untersuchungen in
Bereiche vor, die mit sogenannten ,,konventionel-
len* Untersuchungsmethoden nicht befriedigend
bearbeitet und geklart werden kénnen. Verwandt-
schaftsnachweise, klein- und groBraumig isolierte
Populationen, Hybridisierung, Populationsstruktu-
ren, Nachweis von Fortpflanzungserfolgen und die
Definition eines ,,evolutionary significant unit*
(ESU) setzen molekulargenetische Techniken vor-
aus (AMOS, SCHLOTTERER & TAUTZ 1993;
AVISE et al. 1987; HADRYS et al. 1993; HARI-
SON, RAND & WHEELER 1987; SCHLOTTE-
RER & PENIBERTON 1994; STREIT et al. 1994;
VOGLER & DeSALLE 1994).

Der Einsatz molekularbiologischer Methoden bei
taxonomischen Untersuchungen ist heute ebenfalls
nahezu uniiberschaubar; zusammenfassende Uber-
sichten sind zu finden bei: CRAMPTON & EGG-
LESTON 1992; HEWITT & JOHNSTON 1991;
HILLIS, MORITZ & MABLE 1996.

Im Rahmen eines ,,Uferstreifenprojektes*, bei dem
schwerpunktsmiflig Laufkéfer (Carabidae) bear-
beitet wurden, ergaben sich Fragestellungen, zu
deren Losung die Einarbeitung in molekularbiolo-
gische Untersuchungsmethoden Voraussetzung ist.
So soll im ersten Teil dieser Arbeit auf die 6kologi-
schen Fragestellungen eingegangen werden, im
zweiten Teil werden dann die molekularen Techni-
ken zur taxonomischen Untersuchung von Laufka-
fern vorgestellt.
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Abbildung 1

Prozentangaben der dkologischen Prife-
renzen von Laufkifer in Uferstreifen der
Murn.

2. Populationstkologische Untersuchungen
an Laufkiifern in Uferstreifen

Die Untersuchungen in Uferbereichen der Murn,
eines Nebenflusses des Inns (Landkreis Rosen-
heim) sollten vor allem zur Kldrung der Fragestel-
lungen iiber eine angemessene Breite eines Ufer-
streifens, iiber Einflisse der angrenzenden
landwirtschaftlichen Bewirtschaftung und iiber den
Einflu} verschiedener Mahdvarianten zur Pflege
der Uferstreifen dienen.

Allgemeine Ergebnisse zu allen untersuchten Ar-
thropodengruppen finden sich bei GERSTMEIER
(1993) und GERSTMEIER, BOOCKHAGEN &
CARL (1994); faunistische Details zu Laufkifern
werden bei GERSTMEIER (1996) erwihnt.

Beziiglich der 6kologischen Préiferenzen dominie-
ren in den Uferstreifen die Feldarten mit 29 % vor
den hygrophilen Arten mit 27 %, Waldarten 21 %,
Uferarten 12 % und den Feld-/Waldarten mit 10 %;
die reinen Uferarten stehen also erst an 4. Stelle
(Abb. 1).

Hier dringt sich natiirlich die Frage auf: Was tun
Waldarten in Uferstreifen bzw. sind sog. Waldar-
ten wirklich Waldarten?

1995 wurden bestimmte Arten in einem Waldstiick,
im angrenzenden Uferstreifen und in einer etwa
80 m entfernten Hecke markiert und wieder freige-
lassen. Alle 10 Meter befinden sich Trennwande,
die die Tiere zum Entlanglaufen zwingen. Wird ein
markiertes Tier in einer Falle gefangen, wird es auf
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der anderen Seite der Trennwand wieder freigelas-
sen. Die Grafik von Abax parallelepipedus zeigt,
daf3 sich zwar die meisten Individuen im Wald auf-
halten, aber auch stark im Uferstreifen und in der
Hecke vertreten sind (Abb. 2). Die Tiere sind aber
auch sehr wanderfreudig, indem sie aus dem Wald
bzw. der Hecke in den Uferstreifen einwandern. A.
parallelepipedus ist im Untersuchungsgebiet eher
als Waldrand-, Hecken- und Uferstreifenart zu be-
zeichnen.

Abax parallelus dagegen zeigt als echte Waldart
seinen Schwerpunkt im Wald; Ein- und Auswande-
rung halten sich in Grenzen. Trotzdem finden sich
einige Individuen in der Hecke und nicht wenige
Individuen in den Uferstreifen (Abb. 3).

Die Wanderung erfolgt bei beiden Abax-Arten
doch stark auB3erhalb der Uferstreifen, also in der
intensiv genutzten Wiese; d.h. der Uferstreifen ist
zwar ein wichtiger Lebensraum, aber nicht unbe-
dingt ein notwendiger Vernetzungskorridor.

Bei Carabus nemoralis bewegen sich die meisten
Tiere nur in einem begrenzten Bereich, v.a. in
Waldnéhe, ansonsten scheinen die Kifer die Ufer-
streifen nur ungern zu verlassen (Abb. 4). Dies
deutet wiederum die wichtige Funktion der Ufer-
streifen als Vernetzungsstruktur an.

Jetzt wire es natiirlich interessant zu wissen, ob
iiber die Uferstreifen ein Genaustausch zwischen
isolierten Populationen besteht?

Eine Forderung bzw. Erhaltung der genetischen
Vielfalt setzt in den meisten Fillen den Austausch
von genetischem Material voraus, d.h. bei isolier-

ten Populationen miissen Trittsteine oder Korridore
als Verbindungswege vorhanden sein. Allerdings
fehlt bis heute der eindeutige Nachweis, ob iiber
solche Vernetzungsstrukturen tatsdchlich ein Gen-
austausch stattfindet.

3. Molekularbiologische Differenzierung hoch-
alpiner Laufkéfer der Untergattung
Orinocarabus

Molekularbiologische Methoden sollten eine Dif-
ferenzierung vor allem solcher Arten ermdglichen,
die rein morphologisch kaum unterscheidbar sind.
Dies ist z.B. der Fall, wenn ein Merkmal unabhin-
gig voneinander konvergent entstanden ist, was bei
zwei Taxa auftreten kann, die zwar aus unter-
schiedlicher genetischer Richtung kommen, aber
dieselbe 0kologische Nische besetzen. Bei mole-
kularen Markern hat man dieses Problem nicht, da
molekulare Merkmale (z.B. DNA Sequenzen) im
allgemeinen nicht konvergent selektiert werden.
Der grofle Vorteil von DNA-Untersuchungen be-
steht darin, daB der dem Phénotyp zugrundeliegen-
de Genotyp direkt untersucht wird. Insbesondere
liefern DNA-Sequenzen diskrete Daten, die mit
Hilfe kladistischer Verfahren ausgewertet werden
konnen.

Wir haben drei Verfahren zur DNA-Differenzie-
rung von Taxa und Populationen getestet: SSCP,
Sequenzierung und RAPD-PCR.

Die SSCP- (Single-strand conformation polymor-
phism) Elektrophorese wird seit einigen Jahren zur
Detektion von Sequenzunterschieden zwischen ho-
mologen DNA-Abschnitten angewendet (BOGE,

Abax parallelepipedus
e Hecke (28) Uferstreifen (82) Wald (151)
\\b > \
—

i -L..\

<

Abbildung 2

Individuenaustausch von Abax parallelepipedus zwischen Hecke, Uferstreifen und Wald wihrend eines Jahres.
In Klammer steht jeweils die Anzahl der insgesamt markierten Tiere; die Pfeildicke spiegelt die Anzahl der wandern-

den Individuen wider.

32



Abax parallelus

Y Hecke (9)

Uferstreifen (66)

Wald (326)

Abbildung 3

Y

Individuenaustausch von Abax parallelus zwischen Hecke, Uferstreifen und Wald wihrend eines Jahres. In
Klammer steht jeweils die Anzahl der insgesamt markierten Tiere; die Pfeildicke spiegelt die Anzahl der wandernden

Individuen wider.

Carabus nemoralis

Abbildung 4

Wanderaktivitit einiger Individuen von Carabus nemoralis.

GERSTMEIER & EINSPANIER 1994; CHAU-
BERT, BAUTISTA & BENHATTAR 1993; DOCK-
HORN-DWORNICZAK et al. 1991). Die vorher
amplifizierten DNA-Abschnitte werden durch Hitze
denaturiert und in eine native Polyacrylamid-Gel-
Elektrophorese eingesetzt. Die einzelstrdngigen
Fragmente nehmen innerhalb des Gels aufgrund in-
tramolekularer Wechselwirkungen eine dreidimen-
sionale Struktur ein, die von der jeweiligen Basen-
sequenz bestimmt wird. Bei Sequenzunterschieden

ergeben die unterschiedlichen Laufeigenschaften
ein spezifisches Bandenmuster (Abb. 5).

In Mitteleuropa ist die Untergattung Orinocarabus
mit den fiinf Arten alpestris, carinthiacas, conco-
lor, linnei und sylvestris vertreten. In Abb. 6 er-
kennt man die Unterscheidungsmoglichkeiten der
Taxa; d.h., die Arten lassen sich eindeutig anhand
der unterschiedlichen Bandenmuster identifizieren
(basierend auf dem Ubiquitin-Gen). Zwischen den
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Schematische Darstellung der SSCP-PCR (aus ROLFS et al. 1992, S. 163).

beiden Unterarten von alpestris hoppei und rotten-
mannicus — besteht ein Unterschied in einer einzi-
gen Bande. Als konstantes gemeinsames Banden-
muster der Untergattung Orinocarabus ergeben
sich vier Banden.

Bei der Analyse von zwei Populationen der Art 0.
concolor, die vom Grimsel- und vom Furka-Pal}
aus der Schweiz stammen, liefert die Ubiquitin-
SSCP zwei Typen an Bandenmuster, die gemischt
an beiden Fundorten auftreten (Abb. 7).

Zur weiteren Bearbeitung wurde das Verfahren der
Sequenzierung eines Genabschnittes angewandt.
Im Vergleich zur SSCP ist die Sequenzierung zwar
aufwendiger und damit teurer, aber unanbdingbar
bei phylogenetischen Fragestellungen. Sequenziert
wurde ein 550 Basenpaare langer Abschnitt der
mitochondrialen DNA, der fiir Leucin-tRNA, ei-
nen Teil der 16 S rRNA und iiberwiegend fiir ND1
(365 bp) codiert, ein bei Kéfern in letzter Zeit ein-
gesetztes Gen (PRUSER 1996; VOGLER et al.
1993). Als Ergebnis der Sequenzierung erkennt
man eine Furka- und eine Grimsel-Population; in-
nerhalb der jeweiligen Population sind keine Un-
terschiede zu erkennen (Abb. 8).

Tabelle 1

Dabei spiegeln die Ubiquitinbanden als Kerngene
den gemeinsamen Ursprung der Populationen wi-
der, wihrend die mitochondrialen Sequenzdaten
der geographischen Isolierung der beiden Fundorte
entsprechen.

Bei der RAPD-PCR (Random Amplified Poly-
morphic DNA) wird ein Zufallsprimer eingesetzt,
die gesamte DNA dient praktisch als Matrize
(KAMBHAMPATI, BLACK IV & RAI 1992;
PUTERKA et al. 1992). Man erkennt eine deutli-
che Trennung der drei Unterarten von 0. alpestris
und eine sehr scharfe Unterscheidung zu einer
anderen Art, O. sylvestris (Abb. 9). Wertet man
die Bandeniibereinstimmung (Bandsharing-In-
dex) aus, erhilt man eine hohe prozentuale Uber-
einstimmung zwischen Individuen der einzelnen
Unterarten; eine mittlere Ubereinstimmung zwi-
schen den Unterarten, und einen sehr geringen
Prozentsatz beim Vergleich zu einer anderen Art
(Tab. 1). Die RAPD-PCR ist eine vielverspre-
chende, schnelle und einfache Methode, wenn
man den richtigen Primer gefunden hat; ihr Ein-
satz in phylogenetischen Verwandtschaftsanaly-
sen ist allerdings stark limitiert (VAN DE ZAN-
DE & BIJLSMA 1995).

Bandsharing Index der RAPD-PCR (basierend auf Abb. 9)

O.a. alpestris

0O.a. rottenmannicus

0O.a. dolomitanus

O. sylvestris

O.a. alpestris 75% / / 17%
O.a. rottenmannicus 31% 86% / /
0.a. dolomitanus 29% 32% 91% /
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Abbildung 6

Ubiquitin-SSCP-Bandenmuster der fiinf mitteleuropiischen Orinocarabus-Arten. alp.h = alpestris hoppei,
alp.r. = alpestris rottenmannicus, alp. = alpestris, car. = carinthiacus, con. = concolor, lin. = linnei, syl. = sylvestris,

Orinoc. = Orinocarabus

4. Ausblick

Fiir populationsokologische Fragestellungen wiren
neben der RAPD-PCR auch Isoenzym- und Micro-
satelliten-Untersuchungen geeignet.

Bei der taxonomischen Differenzierung sollte ein
weiteres Gen untersucht werden, nicht codierende
Genabschnitte konnten in Erwidgung gezogen wer-
den und letztendlich miissen die molekularen
Merkmale mit den eidonomischen und genital-
morphologischen Merkmalen kombiniert werden.
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Abbildung 7

Ubiquitin-SSCP-Bandenmuster von O. concolor. Typ I = Population vom Grimsel-Paf, Typ II = Population vom
Furka-Paf3 (Schweiz).
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Abbildung 8

Mitochondriale DNA-Sequenzen der O. concolor-Population vom Furka-PaB (obere Reihe) im Vergleich zur
Grimsel-PaB-Population (untere Reihe).
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Abbildung 9
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RAPD-PCR-Bandenmuster der drei Unterarten von O. alpestris und O. sylvestris.
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