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Populationsgenetische Untersuchungen an Mittelmeerkolonien
der »Unechten Karettschildkrote« Caretta caretta

Werner Schroth, Bernd Schierwater, Ulrich Joger und Bruno Streit

Synopsis

As documented in several studies by analyzing mito-
chondrial restriction-site-genotypes between globally
distributed breeding colonies, nesting females of the
two sea turtle species Chelonia mydas and Caretta
caretta (family Cheloniidae) show a strong propensity
for natal homing. The natal homing hypothesis was
tested in geographically close nesting populations of
loggerhead turtles (C. carefta) by means of randomly
amplified polymorphic DNA (RAPD) markers. The
five investigated nesting sites on the Mediterranean
coast of Turkey and Cyprus were discriminated from
each other by measures of genetic dissimilarity, com-
paring the RAPD-fingerprints of all combinations of
individuals. However, former studies suggested a
male-mediated gene flow between rookeries. A com-
parison of the results of this nuclear-based study with
a subsequently planned analysis of maternal lines
(mt-DNA haplotypes) will provide a further method
for quantitative measurements of the genetic exchan-
ge between neighbouring nesting colonies.

Meeresschildkréten, yGeburtsstrandprégung«, RAPD,
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Einleitung

Meeresschildkroten gelten allgemein als eine beson-
ders gefdahrdete Tiergruppe. Neben dem Fang von
Jungtieren und Adulti ist infolge des massiv anstei-
genden Tourismus die Reduktion der Niststrénde von
groBter Bedeutung, so daB Untersuchungen sowohl
zur Bestandsentwicklung, als auch zur Populations-
genetik notwendig sind. Die bisher existierenden
Daten zur Populationsbiologie der im Erhebungs-
gebiet — Ostliches Mittelmeer — abundanten Caretta
caretta basieren vorwiegend auf demographischen
Studien (DODD 1988, GROOMBRIDGE 1990).
Langfristige Untersuchungen zum Migrationsver-
halten durch Markierung und Wiederfang, oder mit
Hilfe von Satelliten-Telemetrie gestalten sich duBerst
schwierig. Einer der Griinde liegt in der spdten
Erlangung der Geschlechtsreife (10-30 Jahre), so dal
groBe Zeitrdume fiir die Erhebung derartiger Daten
liberbriickt werden miissen.

Die Hypothese des natal homing (Geburts-
strandpriferenz) postuliert die stdndige Riickkehr gra-
vider Weibchen zu ihrem Geburtsstrand (CARR &
CARR 1972, MEYLAN et al. 1990). Eine Konsequenz
daraus kann die Manifestation einer »genetischen
Niststrandlinie« {iber viele Generationen hinweg
sein. Mit Hilfe der RAPD-Methode (Random Ampli-
fied Polymorphic DNA, WILLIAMS et al. 1990) soll
die genetische Variabilitdt innerhalb und zwischen
den Niststrandkolonien quantifiziert werden. Diese
genetische Analyse bietet die Mdglichkeit, die natal
homing-Hypothese erstmals bei Niststrdinden von
sehr geringer geographischer Distanz zu {berpriifen.

Material und Methoden

Die Gewebeproben wurden von vier der Niststrande
mit grofter Individuendichte (BARAN & KASPAREK
1988) an der tiirkischen Mittelmeerkiiste gesammelt:
Dalyan, Fethiye, Patara und Kumluca (Abb. 1). Be-
vorzugt wurden Herz oder Muskulatur verendeter
Schliipflinge und Embryonen gewihlt. Von jedem
Niststrand wurden 8 bis 12 Proben entnommen,
wobei jede Probe von unterschiedlichen Gelegen
stammt und somit jeweils das Genom einer elterli-
chen Linie reprédsentiert. Zudem wurden drei Proben
aus Zypern als AuBengruppe der genetischen Analyse
unterzogen. Die DNA-Isolation ergab bei Embryonen
und lénger toten Schliipflingen eine DNA-Menge
zwischen 50 und 200 ng/mg Gewebe, bei frisch
gestorbenen ca. 500 ng/mg Gewebe.

RAPD-Analyse

Die Reaktion wurde in einem 9600 Perkin Elmer
Cetus Thermocycler durchgefiihrt. Reaktionsansatz
(12,5 pL): 1 x Amplifikationspuffer (BM); 0,1 mM
jedes dNTP (BM); 3 pmol Primer (Operon, USA);
0,35 U Tag-Polymerase (BM) und 2-5 ng DNA-Mat-
rize. Die Amplifikate wurden in 1,4% Agarosegelen
unter Ethidiumbromidfdrbung aufgetrennt und unter
UV-Licht photographiert.

Die Muster der generierten Fingerprints wurden zur
Auswertung in eine 0/1-Matrix {iberfiihrt, wobei 1
das Vorhandensein und O das Fehlen eines DNA-
Fragments definierter Lénge charakterisiert. Unter
Verwendung von PAUP 3.1 wurden mit den bindr
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Abb. 1 v
Die wichtigsten Niststrande
von Caretta carettaim
Mittelmeer. Die PfeilgroRe
verdeutlicht die GroBe der
Kolonien.
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Fig. 1

Most important nesting sites
of Caretta caretta in the
Mediterranean Sea. Size of
arrows indicates the size of
the colonies.
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codierten Fingerprints der dissimilarity-Koeffizient
zwischen jeweils 2 Individuen errechnet. Der daraus
resultierende Wert ist als MaR fiir die »Nicht-Ahnlich-
keit«, oder genetische Distanz der beiden Fingerprint-
Phénotypen zu verstehen. Als KorrelationsgroRe zur
genetischen Distanzmatrix diente eine geographische
Distanzmatrix, wobei die Entfernungen zwischen den
Niststranden in km/10 zugrundelagen.

Ergebnisse

Die Primer AB4, M4, M9, M12 und P2 (Operon
Technologies) erwiesen sich als informativ, da sie
polymorphe DNA-Marker auf Individuen- und
Niststrandebene lieferten. Der mit Primer M12
erzielte Fingerprint zeigt Variation auf individueller
Ebene (Abb. 2).

Da bislang kein niststrandspezifischer Marker ge-
funden wurde, der alle Individuen einer Kolonie
charakterisiert, erfolgte die weitere Interpretation
der Fingerprints iber die mathematische Bewer-
tung der paarweise errechneten Distanzkoef-
fizienten. In Abb. 3 sind die Mittelwerte der
Distanzkoeffizienten zwischen drei Niststrénden
und der Referenzkolonie Dalyan aufgetragen. Der
Test auf Korrelation zwischen geographischer Ent-
fernung und genetischer Abgrenzung erfolgte {iber
einen Distanzmatrixvergleich: Die Produkte glei-
cher Elemente von genetischer Distanz (Koeffizient
x 100) und geographischer Distanz (geograph.
Entfernung in km/10) wurden aufsummiert. Die
erhaltene SchétzgroRe, Mantels Z-Variable, wurde
mit zufdllig permutierten Werten fiir Z verglichen.
Der Wert fiir Z sollte bei signifikanter Korrelation
groBer als alle zufdllig generierten Werte sein
(MANTEL 1967, SOKAL 1979). Die Permutationen
fiir den Matrixvergleich aller 5 untersuchten Nist-

strinde ergaben 5! = 120 mogliche Werte fiir Z im
Bereich von 7025 und 7642. Zwei Werte lagen
iber der korrelierten SchitzgréBe Z = 7633. Mit
einer insgesamten Irrtumswahrscheinlichkeit von p
= 0,025 (3/120) korreliert die genetische Distanz
zwischen den Nistkolonien mit einer zunehmenden
geographischen Entfernung.

Diskussion

Bisherige Untersuchungen zur Populationsgenetik
und natal homing von Meeresschildkroten zeigten
eine distinkte Abgrenzung geographisch sehr weit
entfernter Nistkolonien bei Analyse maternaler
Genotypen (BOWEN et al. 1992), oder die
Abgrenzung zwischen Mittelmeer-/ und Atlantik-
populationen durch Cytochrom p-Sequenzanalysen
(LAURENT et al. 1993). Anderergeits ergaben RFLP-
Daten von nuklearen single-copy Loci ein geringes
MaR an genetischer Isolation, was auf einen durch
Minnchen vermittelten GenfluR zwischen benach-
barten Kolonien mit z.B. gemeinsamen Nahrungs-
gebiet zurlickgefiihrt wird (KARL et al. 1992). Im
Gegensatz dazu weisen die RAPD-Daten auf einen
eingeschrankten Genaustausch zwischen den unter-
suchten Niststranden hin. Mdglicherweise 148t sich
dies auf das sensitivere Genom-screening zuriick-
fiihren, bei dem auch nicht kodierende, schneller
evolvierende DNA-Loci erfalit werden.

RAPD-Marker, die biparental vererbt werden,
konstituieren sich zur Halfte aus dem viterlichen
Genom. Da bislang keine natal homing-Tendenz der
Minnchen zur Paarungszeit nachgewiesen wurde,
weist die genetische Diversitdt geographisch relativ
benachbarter Kolonien auf maternal bedingte Sub-
strukturierung der untersuchten Mittelmeerkolonien
hin. Ein durch Médnnchen vermittelter Genflu durch
multiple Paarungen zwischen migrierenden Ménn-
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Abb. 2

Vom Primer M12 erzeugter Fingerprint mit jeweils zwei
Replikaten. Die Pfeile zeigen individuelle Variationen.
Fethiye (lane 2-7), Dalyan (lane 8-11), Kumluca (lane 12-15),
Zypern (lane 16 und 17), Langenstandard in lane 1 und 18.
Fig. 2

Fingerprint, generated with M12 and two replicates for each
individual. Arrows show individual variations.

chen und Weibchen unterschiedlicher Nistkolonie-
herkunft muf postuliert werden.

Um das Ausmal dieses Genflusses zu quantifizie-

ren, sowie die postulierten Substrukturen innerhalb
der gesamten Mittelmeerpopulation qualitativ abzu-
schdtzen, werden die vorliegenden RAPD-Daten
erweitert und Allelfrequenzen an mehreren Loci
ermittelt. Untersuchungen mit maternal vererbten
Markern, z.B. mt-DNA-RFLPs, kénnen mit den dar-
aus ermittelten mt-DNA-Haplotypen Aufschlu3 {iber
distinkte maternale Linien geben und einer kladisti-
schen Analyse unterzogen werden.
Die Erkenntnisse zur genetischen Diversitdt der
untersuchten »Niststrandpopulationen« konnen un-
mittelbare Konsequenzen fiir einen effektiveren
Artenschutz haben. Der Entwurf von Schutz-
programmen fiir Caretta caretta hitte — bei nachge-
wiesener Niststrandabgrenzung — jede Nistkolonie
und deren Habitat als genetische Einheit bzw. als
»Managementeinheit » zu behandeln.
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Abb. 3

Mittelwerte der jeweiligen genetischen Distanz zwischen den
Nistkolonien Fethiye, Patara, Zypern und der Referenzkolonie
Dalyan. Der Wert fiir Dalyan beschreibt die Variation innerhalb
der Kolonie. Mit zunehmender geographischer Distanz wird
die genetische Abgrenzung gegen Dalyan deutlicher.

Fig. 3

Level of genetic distance between each of three nesting
sites and the rookery Dalyan. The genetic differentation bet-
ween the compared rookeries correlates with geographic
distance.
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