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Einleitung

Die Erbinformation aller Lebewesen ist in Form der DNA gespeichert und wird genau von
Generation zu Generation weitergeben. Auch Mutationen, d.h. Austausch von einzelnen
DNA-Basen, werden vererbt. Durch die Analyse von Mutationen kann man die Evolutions-
und Populationsgeschichte aller Lebewesen analysieren und riickverfolgen. Was flr den Ar-
chaologen eine Keramikscherbe darstellt, ist fur den Evolutionsbiologen die DNA, Uber deren

Basenabfolge man die Vergangenheit rekonstruieren kann.

Alle Tiere haben zwei unterschiedliche Genome: 1. Das Kerngenom mit 1-3 Milliarden Ba-
senpaaren und 2. das mitochondriale Genom mit ca. 16000 Basenpaaren. Beide Genome

werden flr phylogenetische und phylogeographische Analysen eingesetzt.

Das mitochondriale Cytochrom b Gen, das maternal vererbt wird, dient heute als Markergen
fur einen weiten Bereich phylogenetischer Fragestellungen vom intraspezifischen bis zum in-
tragenerischen Niveau. Die hochvariablen Mikrosatelliten dagegen sind wichtige Kernmarker,

die biparental vererbt werden.

Die Europaische Sumpfschildkrote ist genetisch besonders differenziert. Man kann 7 Haplo-
typen-Linien, die Uber Sequenzen des mitochondrialen Cytochrom-B-Gens ermittelt werden,
erkennen, die sich in weitere Unterlinien aufspalten. Diese Haplotyplinien entsprechen weit-

gehend den geographisch getrennten und erkennbaren Unterarten.



Tabelle:

Ubersicht tiber die mitochondrialen Haplotypen der Sumpfschildkréte und ihre geographische

Verbreitung

Verbreitungsgebiet der Haplotyp-Gruppen Haplotyp

Osteuropa, nordliches Asien, Ag'éis, Anatolien, |
Schwarzes Meer

Mitteleuropa Il

Italien Sizilien (E. trinacris) I

Adria, Peloponnes v
Westliches lItalien, Std-Frankreich V
Iberische Halbinsel, Nordafrika VI
Kaspisches Meer, Iran VII
Tarkei (stdl. Anatolien) VI

Die in Sizilien vorkommende Form, welche der mitochondrialen Linie Il entspricht, wurde
aufgrund morphologischer und molekularbiologischer Daten, als neue Art — Emys trinacris —

beschrieben.

In Mitteleuropa ist die Haplotypenlinie Ila autochthon, d.h. urspriinglich heimisch. Viele der
urspringlichen Vorkommen sind bei uns in den letzten 100 Jahren durch Habitatzerstorung
oder Verfolgung erloschen. Da die Sumpfschildkréten gerne von Aquarianern gehalten wer-
den, gibt es viele gekafigte Tiere, die z.T. aus den Ferien im Mittelmeergebiet oder dem
Schwarzen Meer mitgebracht wurden. Vielfach wurden diese fremden (d.h. allochthonen)
Tiere bei uns freigesetzt. Dadurch kommt es nicht nur zur Faunenverfalschung, sondern
auch zur Vermischung mit den wenigen noch vorhandenen autochthonen Tieren. Daher be-
steht ein hohes Interesse im Artenschutz, dass nur Sumpfschildkréten in unseren heimi-
schen Gewassern geduldet oder freigesetzt werden, die den Haplotyp Ila aufweisen. Anhand
der Bestimmung der mitochondrialen Haplotypen lassen sich also eingeflihrte allochthone

Tiere erkennen und von den urspringlich einheimischen (autochthonen) Tieren abtrennen.



Da mitochondriale Gene nur in der mutterlichen Linie vererbt werden, kbnnten Tiere auftre-
ten, die zwar nach der mtDNA in Ordnung sind, aber in der vaterlichen Linie eine andere
Herkunft hatten. Diese Falle kann man mittels Mikrosatelliten-Analyse erkennen, da Mikrosa-

telliten biparenteral, d.h. von Vater und Mutter, vererbt wurden.

Fur den Nachweis von Hybridisierungen bzw. Intergradation verschiedener Taxa werden ko-
dominant vererbte nukleare Marker, wie Mikrosatelliten, bendtigt. Mikrosatelliten (auch STR,
short tandem repeats) bestehen aus kurzen, nicht kodierenden DNA-Abschnitten von 1 - 4
Basen, die sich bis zu 100-mal wiederholen. Sie werden — als genomische DNA-Elemente —
von beiden Eltern nach den Gesetzen Mendels vererbt und unterliegen damit einer Rekombi-
nation. Da Mikrosatelliten zudem relativ schnell evolvieren und damit sehr variabel sind, sind
sie wesentlich hoher auflésend als andere Marker; mit ihnen sind sogar Vaterschaftsanaly-
sen madglich. Dies ist gerade bei Schildkréten, welche eine sehr geringe Mutationsrate auf-
weisen, von grofder Bedeutung. Allerdings missen in Studien anhand von Mikrosatelliten
mehrere verschiedene, hochpolymorphe Loci untersucht werden, um aussagekraftige Ergeb-

nisse zu erhalten.

Die Unterscheidung verschiedener Populationen oder Gruppen erfolgt zum Einen Gber das
Vorkommen ,populationsspezifischer” Allele, zum Anderen Uber die Zusammensetzung und
Haufigkeit der vorkommenden Allele. Daher sind fir die Zuordnung fraglicher Individuen na-
turlich entsprechend Referenz-Populationen notwendig, mit denen das in den Individuen vor-

gefundene Allel-Muster abgeglichen werden kann.

Unsere vieljahrigen Untersuchungen zeigen, dass es technisch mdéglich ist, genetisch reine
Sumpfschildkréten zu ermitteln, die fur Mitteleuropa autochthon sind. Nur diese Tiere sollten

bei uns zur Nachzucht bzw. Freilassung kommen.

Methodisches Vorgehen

Fir die genetische Charakterisierung wird DNA benétigt, die man am leichtesten aus Blut
isolieren kann. Aber auch Abstriche von der Mundschleimhaut kann man einsetzen, wobei zu
beachten ist, dass die Menge an DNA dann relativ begrenzt ist und u.U. nur fir wenige Ana-

lysen reicht. Tupferproben eignen sich beispielsweise fir die Analyse von Schlipflingen.

Da DNA ein instabiles Molekl ist, das von DNAsen und Mikroorganismen leicht abgebaut
wird, missen die Proben konserviert werden. Dazu werden Blut- oder Tupferproben entwe-
der in 70-80% Alkohol (Ethanol) oder in einem speziellen EDTA-Puffer aufgenommen (kann

von uns zur Verfugung gestellt werden). Diese Proben kénnen bei Raumtemperatur trans-



portiert werden und sind im Kuhlschrank bei 4°C monatelang haltbar. Wichtig ist eine eindeu-
tige Beschriftung der Proben, die sich nicht abldst oder abwischen lasst. Am besten eignen
sich Klebeetiketten, die mit Bleistift beschriftet und mit Tesafilm an den Réhrchen befestigt

werden.

Im Labor wird aus diesen Proben die Gesamt-DNA isoliert und die DNA-Marker mittels PCR
(so etwas wie ein molekularer Fotokopierer) millionenfach vermehrt und dann mit speziellen
Verfahren analysiert (DNA-Sequenzierung bei mtDNA oder Gelelektrophoresen oder

Kapillarelektrophoresen im Falle von Mikrosatelliten). Der Aufwand (finanziell und personell)

der Mikrosatellitenanalysen betragt ein Vielfaches der einfachen DNA-Sequenzierung.
Uber diese DNA-Analysen kann man klar Uberprifen:

* Artzugehorigkeit

* Unterart- bzw. Haplotypen-Zugehdrigkeit

* Reinerbigkeit
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