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1. Einleitung und Problemstellung

1. Einleitung und Problemstellung

Evolution ist kein abgeschlossener Prozess. Besonders in agrarisch genutzten
Okosystemen missen sich Biota an sténdig wechselnde Umweltbedingungen
anpassen. Vorraussetzung fur diese Anpassungsfahigkeit ist eine hohe genetische
Variabilitat. Sind Populationen nicht in der Lage den standigen Veranderungen durch
genetische Veranderung entgegenzuwirken, ist oft das Aussterben der betreffenden
Arten und damit ein Verlust von Biodiversitat die Folge.

Bei Arten, die aus einer Vielzahl von Subpopulationen bestehen, konnen Migrations-
barrieren, wie sie durch Landschaftsstrukturen hervorgerufen werden konnen, durch
Verminderung bzw. Unterbindung des Genflusses zu einer Populationsstrukturierung
fuhren. Das Erkennen solcher Barrieren und die Vorhersage ihrer Auswirkungen sind
ein wichtiger Forschungsgegenstand der Populationsbiologie (SLATKIN 1985, SORK et
al. 1999, WIEGAND et al. 1999).

Die meisten Studien, die sich mit genetischen Austauschprozessen zwischen
Teilpopulationen beschaftigen, analysieren die Auswirkungen von
Habitatfragmentierungen durch Habitatverlust bei oftmals gefahrdeten oder
bedrohten Tier- und Pflanzenarten (ALDRICH et al. 1998, GiBBS 1998, VAN DONGEN et
al.1998).

In der aktuellen Diskussion um Artensterben und Biodiversitatsverlust wird zudem oft
die intensive Landwirtschaft als ein Faktor benannt, der zum lokalen Aussterben
vieler Arten der offenen Feldflur fuhrt.

Der Bestandsruckgang vieler Tier- und Pflanzenarten belegt, dass der
Anpassungsprozess in der heutigen Kulturlandschaft nicht immer greift (HENLE et al.
1995). Es wird angenommen, dass Umweltveranderungen bzw. Landschaftswandel
zu einer Veranderung der Populationsstruktur und zu einem Verlust von genetischem
Polymorphismus fuhren konnen, da der Genfluss 2zwischen einzelnen
Teilpopulationen behindert werden kann.

Ruckgangen von Arten und Zusammenbrichen von Populationen stehen inselartige
Refugialraume in anderen Regionen gegenuber und fuhren zu unterschiedlichen
Bewertungen des Regenerationsvermogens (MULLER et al. 2002). Zahlreiche
Flachenmanagementmethoden wurden erprobt, um Kooperationsmodelle zwischen
wettbewerbsfahiger Landwirtschaft und Bio-Ressourcenschutz zu erreichen (Lys &
NENTWIG 1992, NENTWIG 1988, 1993, Lys 1994, MULLER 1995). Deshalb ist es
notwendig, die funktionalen Zusammenhdnge zwischen Populationsgenetik,
Flachennutzung und Taxa- Migration aufzuklaren.

Die Landwirtschaft hat auf die (Arten)- Biodiversitat einen bedeutenden Einfluss. Die
landwirtschaftlich genutzte Flache nimmt in den meisten Landern einen Grolteil der

1



1. Einleitung und Problemstellung

Landesflache ein, auch im hoch industrialisierten Deutschland pragt die
Landwirtschaft Uber 50% der Landesflache (Daten zur Umwelt, Anonymus).

Seit der EinflUhrung des Ackerbaus in Mitteleuropa hat die Landwirtschaft auch zur
Steigerung der Habitat—Vielfalt und damit auch der Biodiversitat beigetragen. Viele
Taxa der offenen Feldflur wirden ohne diese Landschaftseingriffe in Mitteleuropa
nicht existieren kdnnen.

Die Intensivierung der Landwirtschaft und die Steigerung der Agrarproduktion haben
dagegen auch einen negativen Einfluss auf die Biodiversitat. Die Landwirtschaft gilt
mittlerweile als Hauptverursacher des Artenrlickgangs (Sukopp 1969, 1972,
KORNECK & SUKOPP 1988).

Es ware also viel erreicht, wenn dieser flachenmafig so bedeutsame Nutzungstyp
zukunftsfahiger und nachhaltiger wirtschaften wirde. Es stellt sich also generell die
Frage, wie man den Landbau unter den 6konomischen Zwangen globalisierter
Agrarmarkte umweltfreundlicher und zukunftsfahiger gestaltet, so dass die
Agrarokosysteme auch flr kiinftige Generationen dauerhaft funktionsfahig bleiben.

Um die Biodiversitat zu erhalten und diese Ressourcen nachhaltig zu nutzen, wurden
in den vergangenen Jahren gro3e Anstrengungen unternommen (LEHMANN et al.
2000). Diese Bestrebungen flhrten 1992 zur Unterzeichnung der
Biodiversitatskonvention (CONVENTION ON BioLoGICAL DIVERSITY, CBD). Ziel der
Biodiversitatskonvention ist es, samtlich Aspekte der Biodiversitat abzudecken.

Laut Definition der Biodiversitatskonvention beeinhaltet Biodiversitat drei Ebenen:

e Okosystem-Diversitat
e Arten-Diversitat und
e genetische Diversitat

Zu den Themenkomplexen ,Okosystem-Diversitat* und ,Arten-Diversitat* sind schon
zahlreiche Studien verodffentlicht worden (LETSCHERT 1986, INGRISCH et al. 1989);
welchen Einfluss jedoch die Flachennutzung auf die genetische Diversitat von Arten
hat, ist bisher jedoch kaum bekannt.



1. Einleitung und Problemstellung

In dieser Arbeit sollten also folgende Fragen untersucht werden:

e gibt es einen Zusammenhang zwischen Flachenbewirtschaftung und
Populationsdichte?

e hat die Populationsdichte einen Einfluss auf populationsgenetische Faktoren
wie Diversitat, Drift oder Inzucht?

e tragen bestimmte Bewirtschaftungsformen zur Verbreitung und Ausbreitung
von Arten bei?

e gibt es bewirtschaftungsbedingte Ausbreitungshindernisse, die den Genfluss
zwischen den Flachen beeintrachtigen kbnnen?

e werden durch die Art der Bewirtschaftung bestimmte Genotypen geférdert
bzw. dezimiert?

e unterscheidet sich die genetische Diversitat zwischen 06kologisch und
konventionell bewirtschafteten Flachen?

Um diese Fragestellung zu bearbeiten, wurde als Modellorganismus das Neozoon
Arion lusitanicus MABILLE 1868 ausgewahlt, da Arion lusitanicus keine
tierschutzrechtlichen Bedenken hervorruft und auf Ackerstandorten mittlerweile
beinahe ubiquitar vorhanden ist. Dartber hinaus ist von Vorteil, dass das Alter der
recht jungen Population in Herl bekannt ist und somit genetische Veranderungen den
aktuell vorherrschenden Bewirtschaftungssystemen oder lokalen Ausbreitungs- und
Extinktionsprozessen zugeordnet werden kdnnen.

In dieser populationsgenetischen Arbeit soll jedoch nicht auf eine Nutzlings- bzw.
Schadlingsdiskussion eingegangen werden.

Diese Arbeit wurde im Rahmen des Sonderforschungsbereiches ,Umwelt und
Region® der Universitat Trier durchgefuhrt und war Bestandteil des Projektes B7
,veranderungen und Anpassungsprozesse von Tier- und Pflanzenpopulationen in
agrar- und forstwirtschaftlich genutzten Okosystemen der Region Trier*.

Im Rahmen dieses Projektes wurden verschiedene Taxa untersucht, die sich
hinsichtlich ihrer Empfindlichkeit, Mobilitat, Ernahrungsweise usw. unterscheiden, wie
z.B. Lumbricidae, Microtus spec. Caenorhabditis elegans usw..
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Acker sind komplexe Lebensraume, deren floristische und faunistische Diversitat
stark von der Bodenart und der damit zusammenhangenden Bodenfeuchte und der
Intensitat der Bewirtschaftung abhangt (TISCHLER 1980, INGRISCH et al. 1989). Auf
biologisch bewirtschafteten Flachen wurden bei vielen Insektengruppen hohere
Artenzahlen nachgewiesen als auf konventionell bewirtschafteten Flachen
(LETSCHERT 1986, OSEAU 1987, INGRISCH et al. 1989). Zu den Ackerzoozonosen
Mitteleuropas gehoren ca. 2800 bis 3000 Organismenarten, ein Grof3teil davon sind
Wirbellose (ca. 2500 Arten). Die Lebensgemeinschaften haben sich mit dem
Vordringen des Ackerbaus seit etwa 5000 Jahren langsam herausgebildet.

Die Arten der offenen Feldflur ertragen bzw. bevorzugen, sofern sie nicht nachtaktiv
sind, hohere Durchschnittstemperaturen und Sonneneinstrahlung (BLAB 1993).

Nur diejenigen Arten kdnnen auf Ackerbiotopen existieren, deren Entwicklungszyklus
an die Dynamik des Lebensraumes angepasst ist. Neben den mikroklimatischen
Besonderheiten spielen die Bodenbearbeitung und der Zeitpunkt der Ernte eine
uberragende Rolle, da bei der Ernte oftmals die gesamte Vegetationsdecke entfernt
wird, so dass der kurze Zeitraum von der Ackerbestellung bis zur Ernte die
Lebensgemeinschaften pragt. Zu den periodisch wiederkehrenden Boden-
bearbeitungsmallnahmen kommt die wechselnde Fruchtfolge als Herausforderung
des Lebensraumes an die Anpassungsfahigkeit der Organismen (BLAB 1993).
Typische Acker- Zoozonosen zeichnen sich durch die Fahigkeit zur raschen
Neubesiedlung des Lebensraumes aus, wenn in erreichbarer Entfernung
Refugialraume wie Hecken oder Ackerraine vorhanden sind. Durch die VergroRerung
der Schlage und Beseitigung von Kleinbiotopen wurden jedoch viele dieser
Refugialraume beseitigt.

Die Heterogenitat der Landschaft durch Einhaltung gewisser Fruchtfolgen und
Brachejahren wurde durch die Verfugbarkeit von Pflanzenschutzmitteln und
Dungemitteln reduziert. Die Anwendung von Pestiziden erlaubt heute eine sehr
einseitige Fruchtfolge (HEYDEMANN & MEYER 1983).

Die Bodenbearbeitung erfolgt heute Uberwiegend mit landwirtschaftlichen
Grol3geraten, was die Gefahr der Bodenverdichtung und Verringerung des
Porenvolumens in den oberen Bodenschichten mit sich bringt.
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Die meisten Untersuchungsflachen liegen in der Gemeinde Herl, hier wurden die
Flachen nach ihrer Bewirtschaftungsform ausgewahlt. Um Uberregionale genetische
Muster identifizieren zu kénnen, bzw. die Methoden generell auf ihre Eignung zu
prifen, Standorte zu differenzieren, wurden 2zwei weitere Referenzflachen
ausgewahlt. Die Referenzflache in Wahlen wurde ausgewahlt, da das Fach
Biogeografie der Universitaten Saarbriicken bzw. Trier dort seit vielen Jahren
Okologische Dauerbeobachtungen durchfiihrt. Die Flache in der niedersachsischen
Gemeinde Belm wurde aufgrund der geografischen Entfernung als Uberregionale
Referenzflache gewahlt (vgl. Karte 1).
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Karte 1: Lage der Untersuchungsgebiete in Deutschland
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3.1 Untersuchungsgebiet Herl

3.1.1 Untersuchungsflachen

Abbildung 1: Luftbild von Herl (Luftbildquelle: H-S-W)

Um kleinrdumliche Effekte der verschiedenen Bewirtschaftungssysteme untersuchen
zu konnen, wurden in der Gemeinde Herl zehn, groRtenteils landwirtschaftlich
genutzte Untersuchungsflachen ausgewahlt. Darunter fielen vier 6kologisch und vier
konventionell bewirtschaftete Flachen mit  teilweise unterschiedlicher
Flachennutzungsdynamik. Darlber hinaus wurde eine langjahrige Brachflache und
eine  Dauergrinlandflaiche mit in die Untersuchung einbezogen. Die
landwirtschaftlichen Flachen sollten moglichst durch Getreideanbau gekennzeichnet
sein. Aufgrund des Fehlens reiner Getreideflachen aus 6kologischer Bewirtschaftung
wurden hier einige Flachen mit Gemenge (Mischung aus Getreide und Leguminosen)
mit hinzugenommen.

Die Gemeinde Herl liegt auf einer Rumpfflache am nordwestlichen Rand des
Osburger Hochwaldes, der als Teil des Hunsriicks zum Rheinischen Schiefergebirge
gehdrt. Herl liegt ca. 10 km sudostlich von Trier (Luftlinie) und ist mit seinen ca. 250
Einwohnern durch bauerliche Landwirtschaft gepragt.

Was die Gemeinde Herl fur diese spezielle Untersuchung besonders interessant
macht, ist die Tatsache, dass das Alter der Population sehr genau bekannt ist. Durch
Gesprache mit den Landwirten konnte herausgefunden werden, dass ein Landwirt
ca. 1980 von seinem friheren Betrieb in der Nahe von Pforzheim, Kompost nach
Herl mitgebracht hat und kurze Zeit spater in seinem Hofgarten und seinen Kulturen
die Schnecken in zum Teil hohen Dichten bemerkt hat. Ausgehend von einigen
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Ausbreitungszentren hat sich die Population entweder durch aktives Dispersal oder
durch weitere Verschleppungsereignisse ausgebreitet. Die aktuelle Verbreitung in
Herl wurde im Jahr 2001 dokumentiert (vgl. Karte 9).

Die Karte 2 zeigt die Lage der zehn Untersuchungsflachen im Untersuchungsgebiet

Herl.
N
. [ C——
Gemeinde Thomm —
Konv. 4
P
Wiese
Bio 4
Bio 3
Bio 2

Gemeinde Herl

, Konv. 3
Konv. 1 Konv. 2

Brache
Bio 1

e —
800 0 800Meter

Karte 2: Lage der Untersuchungsflachen in Herl

Die Flachennutzung in Herl wurde vom Fach Biogeografie der Universitat Trier seit
1999 im Rahmen von Gelandepraktika erfasst. Die Karte 3 zeigt die Flachennutzung
in Herl im Untersuchungsjahr 2001.



3. Untersuchungs-und Referenzgebiete

Thomm Flachennutzung 2001
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Karte 3: Flachennutzung des Untersuchungsgebietes Herl-Thomm im Jahr 2001
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3.2 Referenzgebiet Wahlen

Das Untersuchungsgebiet ,Wahlen* (6°47E, 49°29°N), liegt in Sidwestdeutschland
im nordwestlichen Saarland. Von der naturrdumlichen Gliederung Deutschlands
(SCHNEIDER 1972), gehdrt es zur sogenannten ,Wahlener Platte®, einer Untereinheit
der ,Merziger Muschelkalkplatte®“. Als leicht gewellte Flache im Hohenniveau um 350
m 0. NN wird das Gebiet von verschiedenen steilwandigen und bewaldeten
Talschlissen gegliedert und von bewaldeten Kuppen im Siden und Sddosten
eingerahmt. Der mittlere Jahresniederschlag liegt bei ca. 750 — 800 mm, die
Jahresmitteltemperatur bei 9° Celsius. Die Karte 4 zeigt die Lage der
Untersuchungsgebiete Herl und Wahlen.
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Karte 4: Lae der Untersuchungsgebiete Herl und Wahlen
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Die Karte 5 zeigt die Lage der Untersuchungsflache in der Gemeinde Wahlen
(farbiger Kreis).

| Niederlosheim |57 | 5_8'

- e

Karte 5: Gebietsausschnitt des Untersuchungsgebietes Wahlen, die Lage der
Untersuchungsflache ist durch den farbigen Kreis gekennzeichnet (Kartengrundlage:
TK 25, Blatt 6506, Reimsbach).
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Die Flachennutzung in Wahlen wurde vom Fach Biogeografie der Universitaten
Saarbricken und Trier seit mehr als zehn Jahren im Rahmen von Gelandepraktika
erfasst. Die Karte 6 zeigt die Flachennutzung in Wahlen im Untersuchungsjahr 2001.

Wahlen

Flachennutzung 2001 -
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[ Kartoffel
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Sonstige Mutzung

0.5

Karte 6: Flachennutzung des Untersuchungsgebietes Wahlen im Jahr 2001
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3.3 Referenzgebiet Belm

Die Referenzflache liegt 10 km nordéstlich der niedersachsischen Stadt Osnabriick
und gehért zum Naturraum ,Osnabricker Hugelland“, das zwischen den
Mittelgebirgszigen Teutoburger Wald und Wiehengebirge liegt. Die leicht hugelige
Landschaft liegt in einer Hohenlage von ca. 70 bis 170 m G. NN. Die mittleren
Jahresniederschlage liegen bei ca. 850 mm. Die Jahresmitteltemperatur betragt 9,4
°C.

Bei der Untersuchungsflache handelt es sich um einen Garten, der direkt an
landwirtschaftlich genutzte Flachen angrenzt. Den Bewohnern der Siedlung zufolge
wird die Arion lusitanicus Population dort als Problem empfunden, dass sich erst in
den letzten drei Jahren gravierend verstarkt hat. Die Karte 7 zeigt die Lage der
Untersuchungsflache in der niedersachsischen Gemeinde Belm.

3443

Karte 7: Gebietsausschnitt des Untersuchungsgebietes Belm, die Lage der
Untersuchungsflache ist durch den farbigen Kreis gekennzeichnet (Kartengrundlage: TK 25,
Blatt Wallenhorst).
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4. Verbreitung und Biologie von Arion lusitanicus

4.1 Systematik und Taxonomie

Die Familie der Arionidae oder Wegschnecken umfasst Arten von Nacktschnecken,
deren innere Kalkplatte gewohnlich reduziert ist. Allen Arionidae fehlt ein Kiel,
wahrend alle Arten eine caudale Schleimdrise uber der Schwanzspitze besitzen. Der
Mantel ist genarbt, die Atemo6ffnung befindet sich vor der Mantelmitte. An der Lage
der Atemoffnung konnen die Arten der Familie eindeutig von anderen Familien
abgegrenzt werden.

Die Familie Arionidae besteht aus vier Gattungen und aus 30 bis 50 Arten
(BACKELJAU 1996). Mit Ausnahme von Arion sibiricus kommen alle Vertreter der
Familie in Europa vor.

Viele dieser Arten konnen nur durch feinste morphologische und anatomische
Unterschiede voneinander unterschieden werden. Daher ist die Taxonomie und
Systematik der Arionidae nach wie vor problematisch.

Stamm Mollusca
Klasse Gastropoda Cuvier 1797 - Schnecken
UkI. Pulmonata CUVIER 1817
Ord. Stylomatophora A. SCHMIDT 1855 - Landlungenschnecken
UFam. Arionoidea GRAY 1840
Fam. Arionidae GRAY 1840 - Wegschnecken
Arion lusitanicus MABILLE 1868 — Spanische Wegschnecke

Die Nomenklatur und Systematik richtet sich nach den Angaben der DEUTSCHEN
MALAKOZOOLOGISCHEN GESELLSCHAFT (in Vorbereitung).

13
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4.2 Artbeschreibung

Arion lusitanicus ist eine mittelgrol3e bis gro3e Nacktschnecke, die ausgestreckt ca.
7 — 14 cm lang werden kann. In der Farbung kann sie sehr variabel sein; das
Spektrum geht von grau- grun bis orangerot (in Bulgarien). Die normale Farbung ist
grau bis braun. Die Jungtiere weisen oft eine dunkle Seitenbinde auf dem Mantel auf.
Die Sohle ist oft weilllich, der Schleim farblos. Ein Fulssaum mit feiner Querstreifung
bildet die Begrenzung zur Korperoberseite, die grobe Querrunzeln aufweist. Arion
lusitanicus kann mit Arion rufus und Arion subfuscus verwechselt werden, wobei
allerdings Arion subfuscus stets unter sieben cm Lange bleibt (KERNEY et al. 1983).
Anhand der genitalmorphologischen Merkmale sind die Arten jedoch gut zu
unterscheiden (vgl. Abbildung 2).

Atrium

Atrium Atrium

Orvidukd
Epiphallus

Panis
retraktor -
~ Penis
ratraktor
Onviduki Panis
Epiphaillus

. Bursa copllatrix
¢ Bursa copulainix

. copulatrix Arion fusitanicus
Artont ater ater

Arion ater rufus

Abbildung 2: Genitalmorphologische Merkmaleder Arten Arion ater, Arion rufus

und Arion lusitanicus (KERNEY et al. 1983))

4.3 Verbreitung

Die Spanische Wegschnecke war urspriunglich ausschlieBlich in Stdwesteuropa
verbreitet. Sie besiedelt dort naturnahe Lebensraume (WIESE 1999). Durch
Verschleppung wurde die Art seit den 60er Jahren des 20sten Jahrhunderts nach
Mittel - und Sudosteuropa eingefuhrt und hat sich dort vor allem auf Kulturland stark
ausgebreitet.  Vor allem  Gartenbaubetriecbe und Baumschulen  sollen
Ausbreitungszentren gewesen sein (WIESE 1999).

Die aktuelle Verbreitung von Arion lusitanicus und das erste Auftreten in Mitteleuropa
ist nur schlecht dokumentiert. In der Schweiz wurden das erste Auftreten der Art
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1955 dokumentiert (ScHmID 1970). Der Erstnachweis fiir Osterreich erfolgte 1972
durch REISCHUTZ und STOJASPAl. Die ersten Fundstellen beschrankten sich auf
Gartnereien, Garten und Mdulldeponien. Dort wo Arion lusitanicus auftritt, verdrangt
sie Arion rufus; obwohl auch an Orten, an denen A. lusitanicus nicht vorkommt ein
Ruckgang von Arion rufus beobachtet wird. Inzwischen zahlt A. lusitanicus zu den
haufigsten Schnecken und gilt als grofl3er Ernteschadling (REISCHUTZ 1984).

Seit 1975 wird auch eine starke Ausbreitung der Art in Schweden beobachtet
(PrRoscHWITZ 1989), die ersten Vorkommen in Danemark werden seit 1991 gemeldet.
Die Karte 8 zeigt das ungefahre Areal in Europa.

In den USA ist bisher keine starke Ausbreitung bekannt, obwohl es auch dort
Fundorte gibt (Cornell University). Auch von Funden auf den Falklandinseln wird
berichtet.

Karte 8.: Ungefahres Areal von Arion lusitanicus mit Ausbreitungsrichtung. Fir einige
Gebiete liegen keine aktuellen Daten vor (Quelle: WIESE 1999).

4.4 Lebenszyklus

Arion lusitanicus Mabille 1868 hat in West- und Nordeuropa einen univoltinen und
semelparen Zyklus (QuicK 1952; CHEVALIER 1971, DAVIES 1987; RisCH & BACKELJAU
1989, GRiMM 2001). Sie lebt also nur ein Jahr und pflanzt sich nur einmal in ihrem
Leben fort. Die Geschlechtsreife wird im Frihsommer erreicht. Bei der Paarung im
Sommer Ubertragen die Tiere wechselseitig Spermatophoren. Die Eiablage erfolgt im
Herbst. Es werden pro Individuum oft mehrere hundert Eier abgelegt, die einen
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Durchmesser von 3-4 mm aufweisen. Sowohl Eigelege als auch Jungtiere kénnen im
Herbst und Friihjahr gefunden werden, so dass die Uberwinterung in beiden
Entwicklungsstadien erfolgen kann (SouTH 1989). Der Schllpfzeitpunkt wird durch
den Temperaturverlauf beeinflusst (KAISER et al. 1993).

Die KorpergroRe der Individuen einer Population kann daher deutlich variieren
(GRIMm 1991). Die im Herbst geschlipften Individuen sollen friher zur Eiablage
kommen, als die im Fruhjahr geschlupften Individuen (CHEVALIER 1971). So kommt
es zu zwei Eiablageperioden im Juni und im August.

Wie viele andere Schneckenarten ist Arion lusitanicus hermaphroditisch (FOLTZ
1982). Hermaphroditismus (Zwittrigkeit) ist eine Form der geschlechtlichen
Fortpflanzung, wie sie bei vielen sessilen oder grabenden Tieren zu beobachten ist.
Jedes der Individuen Dbesitzt sowohl weibliche, als auch mannliche
Fortpflanzungsorgane. Einige Hermaphroditen kdénnen sich selbst befruchten, die
meisten sind jedoch auf die geschlechtliche Fortpflanzung angewiesen.

4.5 Okologische Anspriiche

Arion lusitanicus bevorzugt offene Landschaften und ist in vielen landwirtschaftlich
genutzten Flachen ein ernstzunehmender Ernteschadling (FRANK 1996). In manchen
Habitaten konnen so Populationsdichten von mehr als 50 Individuen pro
Quadratmeter gefunden werden (GRIMM 1991).

Wahrend der Jugend- und der weiblichen Reifephase verbreiten sich die Tiere
deutlich mehr als in der Zwischenphase und der mannlichen Reifephase (GRIMM et
al. 2001).

Nacktschnecken sind weltweit wichtige Schadorganismen in Landwirtschaft und
Gartenbau (BAHR 1989, BEER 1989, BYERS & CALVIN 1994). Wie bei vielen anderen
Schadorganismen wurde ihr Schadpotential erst durch menschliche Aktivitaten wie
die Schaffung von Monokulturen und Bodenbearbeitungsmethoden, die ihnen Schutz
vor Austrocknung und Feinden bieten, erreicht.

Im Naturhaushalt spielen Nacktschnecken in normalen Populationsdichten, ahnlich
wie Regenwurmer, eine wichtige Rolle als Destruenten abgestorbenen
Pflanzenmaterials (SWIFT et al. 1979).

In der Okotoxikologie haben Nacktschnecken eine groe Bedeutung als Monitor-
Organismen und Frihwarnsystem fur Umweltbelastungen und — gifte (TRIEBSKORN et
al. 1996); an Nacktschnecken werden z.B. Zellwandschadigungen sublethaler
Konzentrationen untersucht.
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5. Flachennutzung und Bewirtschaftungssysteme

5.1 Vergleich der Bewirtschaftungssysteme

5.1.1 Begriffsbestimmung: Konventionelle Landwirtschaft

Der Begriff konventionelle Landwirtschaft wird zur Abgrenzung der in den letzten
Jahrzehnten entwickelten alternativen Anbauverfahren verwendet. Er wird oft im
allgemeinen Sprachgebrauch mit intensiver oder sogar industrieller Landwirtschaft
gleichgesetzt. In der Regel aber handelt es sich in den meisten Fallen um
kleinbauerliche Betriebe, die nach den Vorschriften des landwirtschaftlichen
Fachrechts, wie Dungemittel-, Pflanzenschutz- und Bodenschutzgesetz wirtschaften.
Das Fachrecht gilt fur landwirtschaftliche Betriebe aller Rechtsformen mit ihren
unterschiedlichen Produktionsrichtungen, Anbauverhaltnissen und Betriebsgrofen.
FUr Deutschland wird die Einhaltung der ,guten landwirtschaftlichen Praxis“ im Sinne
der EG - Verordnung Nr. 1257/99 durch die geltenden Regelungen des Fachrechts
festgelegt und von den Landern umgesetzt und kontrolliert. Die ,gute fachliche
Praxis“ beschreibt die von den Landwirten zu beachtenden Grundsatze der
landwirtschaftlichen Flachenbewirtschaftung. Hinsichtlich der Umweltauswirkungen
sind hauptsachlich die mit der Dingung und dem Pflanzenschutz verbundenen
Stoffeintrage in Agrardkosysteme mafigebend. lhre Einhaltung soll ein hohes Niveau
zum Schutz der Umweltgiter Boden, Wasser und Luft im Sinne der
Nachhaltigkeitsstrategie sichern und zur Erhdhung und Sicherung der Biodiversitat
beitragen (Anonymus 2002).

Nach dem Pflanzenschutzgesetz soll der Pflanzenschutz nach guter fachlicher Praxis
im Sinne des integrierten Pflanzenschutzes durchgefuhrt werden. Die Grundsatze
der guten fachlichen Praxis bilden einen Handlungsrahmen, der fur jeden qilt, der
Pflanzenschutzmassnahmen in der Landwirtschaft, im Gartenbau oder der
Forstwirtschaft durchfuhrt. Ziel des Pflanzenschutzmittelgesetzes ist es, ein hohes
Schutzniveau fur Mensch, Tier und Naturhaushalt zu garantieren. So kommen nur
Pflanzenschutzmittel in den Verkehr, die nach einer umfangreichen
wissenschaftlichen Priafung die Zulassung bekommen haben. Neben der Priufung
und Zulassung der Pflanzenschutzmittel mussen auch die Anwender ausgebildet
werden und einen Sachkundenachweis erbringen. DarUber hinaus ist auch die
Prifung der Feldspritzgerate vom Pflanzenschutzrecht vorgeschrieben.

Auch das Dungemittelgesetz schreibt eine Anwendung von Dingemitteln nach guter
fachlicher Praxis vor. Die Einhaltung dieser Grundsatze hat eine hohe
Umweltrelevanz, da Pflanzen, Boden und Wasser direkt von diesen MalRnahmen
betroffen sind. Dungungsmalnahmen sollen so erfolgen, dass sie nach Art, Menge
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und Zeit auf den Bedarf der Pflanzen und auf den vorhandenen Nahrstoffvorrat des
Bodens ausgerichtet sind.

Im Interesse des Gewasserschutzes durfen keine Nahrstoffe in die
Oberflachengewasser gelangen, es ist daher ein angemessener Abstand
einzuhalten. Fur gewisse stickstoffhaltige Sekundarrohstoffdiinger wie Jauche, Gllle
und Geflugelkot gilt eine Sperrfrist vom 15. November bis zum 15. Januar. Zur
Umsetzung der EU — Nitratrichtlinie werden auf Betriebsebene Obergrenzen fur die
Stickstoffdlingung erlassen, die bei Ackerland bei 170 kg/ha N und bei Grinland bei
210 kg/ha liegen. Bei Betrieben mit Tierhaltung darf ein Viehbesatz von 2,8
GroRvieheinheiten/ha landwirtschaftlicher Nutzflache nicht Uberschritten werden. Die
gute fachliche Praxis schlie3t auch das Ausbringen von Klarschlamm und
Bioabfallkompost mit ein, sofern diese die Schadstoffgrenzwerte der abfallrechtlichen
Vorschriften wie Klarschlammverordnung und Bioabfallverordnung einhalten. Kommt
es zu VerstoRen durch unsachgemafRe Anwendung, kann dieses durch die
zustandigen Landwirtschaftsamter geahndet werden. Kontrollen erfolgen als
geplante Kontrollen in Abhangigkeit vom Vegetationsverlauf, Stichprobenkontrollen
und Anlasskontrollen auf Verdacht oder Anzeige hin.

Alle der beschriebenen Bestimmungen und Malnahmen zielen auf eine
groltmogliche Minimierung der Umweltauswirkungen, Produktsicherheit und
Verbraucherschutz.

Dennoch gehen vielen die Bestimmungen der guten fachlichen Praxis nicht weit
genug, zumal durch Lebensmittelskandale das Vertrauen der Verbraucher in die
konventionelle Landwirtschaft, insbesondere der intensiven Tierhaltung, Schaden
genommen hat. Zurzeit ist sogar das erklarte politische Ziel der Bundesregierung, die
biologische Landwirtschaft zu férdern und die konventionelle Landwirtschaft
umweltgerechter zu gestalten.

Kritik an der guten landwirtschaftlichen Praxis wird dahingehend geaullert, dass es
keinerlei Einschrankungen zur Fruchtfolgegestaltung gibt, keine Vorgaben zu
standortangepassten oder resistenten Sorten gebe, die Sperrfrist flr die Ausbringung
von flissigen Wirtschaftdingern zu kurz sei, die Viehbesatzdichte zu hoch und das
Schadschwellenprinzip beim Pflanzenschutz nur eine unverbindliche Empfehlung sei
(Anonymus 2002).

Diese Kritikpunkte sollen z.B. durch den integrierten Landbau aufgegriffen und
entscharft werden.
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5.1.2 Begriffsbestimmung: Biologische Landwirtschaft

Der Begriff ,Biologische Landwirtschaft” bezeichnet keine einheitliche Anbaurichtung
in der Pflanzenproduktion. Er wird im Sprachgebrauch oft als Sammelbegriff
verwendet, der alle Anbauformen umfasst, die die negativen Umweltwirkungen der
Landbewirtschaftung auf Boden, Wasser und Luft zu minimieren versuchen.
Wissenschaftlich ist der Begriff umstritten, da alle Arten der Landwirtschaft
biologischen Gesetzmaligkeiten unterliegen (DIERCKS 1983).

Synonyme Bezeichnungen sind auch ,0kologischer, ,organischer®, ,naturgemalier*
oder ,alternativer® Landbau. Die landwirtschaftlichen Betriebe sind meist einem
Anbauverband angegliedert. Die einzelnen Anbauverbande unterscheiden sich
hinsichtlich ihrer methodischen Konzepte, einige entstammen sogar philosophischen
und religiosen Denkansatzen.

Alle Richtungen des biologischen Landbaus beruhen auf einer ganzheitlichen,
zyklischen Lebensbetrachtung (DIERCKS 1983). Darunter versteht man zum einen
den Grundsatz mdglichst geschlossener Stoff- und Energiekreislaufe, die
Fremdstoffzufuhr bleibt auf ein Minimum beschrankt. Diese Forderung setzt eine
gemischte Betriebsstruktur voraus, der Umfang des Viehbesatzes ist an die
landwirtschaftliche Nutzflache angepasst und entspricht etwa 1 Grolvieheinheit
(GV). Die Art und Anzahl der angebauten Marktfrichte richtet sich nicht nur nach
okonomischen sondern vor allem an okologischen Forderungen, was sich an einer
moglichst ausgewogenen Fruchtfolge wiederspiegelt, auch um die Gefahr von
Fruchtfolgekrankheiten zu minimieren. Auch der vollstandige Verzicht auf
Mineraldunger und chemisch-synthetische Pestizide sind Grundvoraussetzungen fur
die biologische Landwirtschaft.

Ein Hauptprinzip ist eine ausgeglichene Humusbilanz, die auf Gaben von
organischem Hofduinger (Stallmist), mehrjahrigem Leguminosenanbau fur
Futterzwecke und Zwischenfriachten zur Grindingung beruhen.

Auch die mechanische Bodenbearbeitung wird nach bodenschonenden
Gesichtspunkten durchgefuhrt, die das Bodenleben wenig stdren, sogar nachhaltig
fordern soll. Die Bodenbearbeitung soll die vertikale Struktur des Bodens nicht
verandern, was u.a. Verzicht auf tiefes Pfligen bedeutet. Nach der Ernte wird der
Boden in der Regel flach gelockert und saatfertig gekrimelt, um Wasserverluste zu
minimieren und Ausfallgetreide und Unkrautsamen zum Auflaufen anzuregen, was
eine spatere Vernichtung durch weitere mechanische Bearbeitung erleichtert. Die
Erntertckstande werden oberflachennah in den Boden eingearbeitet.

Pflanzenschutz wird im biologischen Landbau hauptsachlich vorbeugend
durchgefuhrt. Das beinhaltet neben der erwahnten vielfaltigen Fruchtfolge auch den
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Anbau resistenter Sorten und nitzlingsfordernde Malnahmen, die die
Selbstregulation natiirlicher Okosysteme simulieren soll. Unkrauter werden daher
nicht ausschlielBlich als Konkurrenten der Nutzpflanzen betrachtet, sondern als
Hilfsmittel zur Erhaltung der Selbstregulationsfahigkeit.

Dem 6kologischen Landbau liegen zum einen die EU-Verordnung von 1991 Gber den
biologischen Landbau und die jeweiligen Verbandsrichtlinien zugrunde.

Die in Deutschland 6kologisch bewirtschaftete Flache betragt 623000 ha (Daten zur
Umwelt, Stand Januar 2002). Dies entspricht rund 3,7 % der landwirtschaftlichen
Nutzflache und einer Zunahme zum Vorjahr von 16 %.

5.2 Beschreibung der Landbewirtschaftung auf den
Untersuchungsflachen

Die genetische Populationsstruktur und genetische Diversitat sind Parameter, die
sich Uber mehrere Generationen herausbilden und nicht nur Spiegelbild der
jeweiligen Nutzung im Untersuchungsjahr sind. In der Tabelle 1 sind die Nutzungen
der letzten drei Jahre angegeben. Da im biologischen Landbau auf eine vielfaltige
Fruchtfolge besonderer Wert gelegt wird, ist hier auch die Zahl der durchschnittlichen
Nutzungen mit 2,75 hoher als bei den konventionellen Flachen (2,00). Dieser
Unterschied ist jedoch nicht signifikant, da auf der Untersuchungsflache ,Bio1“ nur
zwei, statt drei verschiedene Nutzungen stattfanden. Andererseits wird hier durch die
Kleegraseinsaat von den Biolandwirten gezielt versucht, eine Erholung des Bodens
herbeizufuhren.

Aufgrund dieser Indikatoren fur Bewirtschaftungsintensitat sollte abgeschatzt werden,
ob es Hinweise darauf gibt, dass hier Einflusse auf populationsgenetische Parameter
stattfinden.
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Tabelle 1: Ubersicht tiber die Nutzungen der Untersuchungsflachen
in den Jahren 1999-2001

Zahl der
1999 2000 2001 Nutzungen
Konv1 Brache Brache S-Gerste 2
Konv2 Weizen Hafer S-Gerste 3
Konv3 Weizen Gerste S-Gerste 2
Konv4 Gerste Gerste S-Gerste 1
Bio1 Kleegras Kleegras W-Weizen 2
Bio2 Kleegras W-Weizen Gemenge 3
Bio3 Kleegras W-Weizen Gemenge 3
Bio4 Kartoffel W-Gerste  Gemenge 3
Brache Brache Brache Brache 1
Wiese Grunland Grunland Grunland 1
Wahlen Gemenge Gemenge  Grinland 2
Belm Garten Garten Garten 1

5.2.1 Nutzungsintensitat auf der Flache ,,Wiese“

Die Wiese ist eine relativ stark vernasste Flache, die zur Bodenmelioration aufgekalkt
wurde. Das Gras wurde dreimal jahrlich bei trockenem Wetter mit dem Kreiselmaher
bei einer Schnitthdhe von sieben cm gemaht, gewendet und das Anwelkgut
gehackselt. einmal jahrlich wird ca. 20 m*> Gillle ausgebracht. Insgesamt werden
jahrlich 13 verschiedene Bearbeitungsschritte durchgefuhrt.

5.2.2 Nutzungsintensitat auf den konventionell
bewirtschafteten Flachen

Ein konventionell wirtschaftender Landwirt ist vollstandig auf die pfluglose
Bodenbearbeitung umgestiegen (,Konv2“ bis ,Konv4“). Bei dieser Art der
Bodenbearbeitung, die in Deutschland schon auf einem Sechstel der Flachen
praktiziert wird, wird die Scholle nicht komplett gewendet, sondern nur mit speziellen
Maschinen so vorsichtig wie moglich aufgelockert (DEWALD 1983). Die neue Saat
wird auf den Halmresten des letzten Jahres ausgebracht. Auflaufende Unkrauter und
Ausfallgetreide werden vor der Aussaat mit Totalherbiziden beseitigt. Der Grund fur
die Umstellung sind vor allem die geringen Arbeitskosten. Der Einsatz an
chemischen Spritzmitteln ist in Deutschland jedoch mit dem herkdmmlicher
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Bodenbearbeitung zu vergleichen. Das Verfahren kann jedoch nur dort eingesetzt
werden, wo die Boden nicht zu nass oder zu trocken sind (DEWALD 1983).

Auf allen untersuchten konventionellen Flachen wurde im Jahr 2001 Sommer-Gerste
angebaut. Die Bearbeitungsschritte auf den Flachen ,Konv2“, ,Konv3“ und ,Konv4*
bestanden aus je einmal Drillen, Mineraldinger streuen, Stalldung ausbringen,
Pflanzenschutz, Mahen, Rundballen pressen (und Abtransport). Hier sind sieben
Bearbeitungsschritte  durchgefihrt worden, die  Auswirkungen auf die
Schneckenpopulation haben kdnnten.

Auf der Flache ,Konv1“ wird die Bearbeitung von einem anderen Landwirt
vorgenommen, der nicht pfluglos arbeitet. Die Bearbeitungsschritte fallen daher
anders aus: Je einmal Pfligen, Eggen, Walzen, Direkteinsaat, Drillen, Kalk streuen,
Mineraldiinger streuen, Pflanzenschutz, Mahen und Rundballen pressen (und
Abtransport). Hier sind demnach zehn Bearbeitungsschritte durchgefihrt worden.

5.2.2.1 Chemischer Pflanzenschutz auf den
konventionell bewirtschafteten Flachen

Neben Saatgutbeizmitteln, die hier nicht naher aufgeflhrt werden, wurden die
Getreidefelder der konventionellen Betriebe mit Herbiziden und Fungiziden
behandelt.

Als Herbizide zur Unkrautbekampfung im Getreide dienten Praparate wie ,BASAGRAN
DP®  (Wirkstoffe: Bentazon und Dichlorprop), ,DupLOSAN DP®* (Wirkstoff:
Dichlorprop), Eine Mischung aus ,POINTER®™ (Wirkstoff: Tribenuron) und ,HOESTAR®™
(Wirkstoff: Amidosulfuron), ,RALON SUPER® gegen Flughafer (Wirkstoffe: Fenoxapron
und Mefenpyr) und als Totalherbizid, das gegen Ende der Vegetationsperiode
ausgebracht wurde ,ROUNDUP ULTRA®* (Wirkstoff: Glyphosat).

Als Fungizid wurde das Praparat ,OpPus TOoP® mit den Wirkstoffen Epoxiconazol und
Fenpropimorph eingesetzt. Insektizide, Molluskizide bzw. andere Biozide kamen in
den letzten Jahren nicht zum Einsatz.

5.2.3 Nutzungsintensitat auf den biologisch bewirtschafteten
Flachen

Die Bearbeitung der Flachen ,Bio2“ bis ,Bio4“, auf denen im Jahr 2001 Gemenge
angepflanzt wurde, bestand aus jeweils einmaligem Pfligen, Kreiseldrillen und
Ausbringen von Gillle (20 m*/ha), zweimalige Diingung mit Hornmist, einmal Mahen
und einmal Rundballen pressen. Hier sind demnach 7 verschiedene Arbeitschritte
durchgefiihrt worden. Ahnlich sieht es auf der Winter-Weizen-Flache aus (Bio1), mit
Ausnahme der Gulleausbringung wurden die gleichen Arbeitsschritte durchgefluhrt.
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6. Populationsgenetische Analysen

Das Prinzip molekularer Studien auf Populationsebene besteht darin, durch
geeignete Merkmale Teilpopulationen genetisch zu charakterisieren, um somit
Unterschiede oder Ahnlichkeiten zu anderen Teilpopulationen herauszustellen. So
werden Ruckschlusse auf die zwischen Teilpopulationen bestehenden Beziehungen
moglich. Eine der theoretischen Grundannahmen der Populationsgenetik ist die
Zugrundelegung von panmiktischen Populationen, was bedeutet, dass unter allen
Mitgliedern einer Population eine theoretisch gleiche Paarungswahrscheinlichkeit
besteht (HARTL & CLARK 1997).

6.1 Entstehung und Bedeutung genetischer Variation

Genetische Variation ist in naturlichen Populationen oftmals Uberraschend hoch und
es gibt eine intensive Debatte darlber, wie genetische Variation zustande kommt
(ORR 1998, COMERON et al. 1999, HEY 1999, QUESADA et al 1999).

Nach Ansicht der sogenannten Neutralisten werden unstabile Polymorphismen
uberwiegend durch genetische Drift hervorgerufen (KIMURA 1968, NEI 1988).

Im Gegensatz dazu sehen die sogenannten Selektionisten Polymorphismen als stabil
an, da durch balancierende Selektion verschiedene Allele in verschiedenen
Mikrohabitaten erhalten werden (SiLvA & Russo 2000).

Die Begriffe genetische Variation und genetische Variabilitdt werden oftmals
synonym verwendet, in der Evolutionsbiologie z.B. werden sie jedoch unterschiedlich
definiert. Genetische Variation bedeutet aktuell beobachtete Unterschiede zwischen
Individuen, wahrend Variabilitat die potentielle Differenzierung beschreibt. Variabilitat
ist die Fahigkeit, sich an wechselnde Umweltbedingungen anzupassen. Wenn an
einem Genort genetische Variation beobachtet wird, muss er natirlich variabel sein.
Der Umkehrschluss hingegen kann nicht getroffen werden.

Das Auftreten von genetischer Variation kann viele Ursachen haben. Als Ursachen
kommen Mutationen, Rekombination der Allele bei zweigeschlechtlicher Paarung,
Zufallsprozesse wie genetische Drift, lokale Muster von Genfluss, Austausch-
prozesse zwischen Teilpopulationen und verschiedene Selektionsbedingungen
aufgrund lokal unterschiedlicher abiotischer und biotischer Faktoren in Frage.

Als Mutation wird das Auftreten von vererbbaren Veranderungen der Basensequenz
eines bestimmten Genabschnitts bezeichnet. Diese Sequenzveranderungen kdnnen
nur wahrend der Replikation der DNA entstehen. Wirkt sich diese Veranderung
phanotypisch aus, wird diese neue Eigenschaft durch Selektion auf ihre Eignung
getestet. Mutation und Selektion sind die wesentlichen Faktoren der Evolution.
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Genetische Variabilitat bildet die Basis fur naturliche und klnstliche Selektion und
stellt damit eine wichtige Vorraussetzung fiir das Uberleben der Populationen dar.
Auch die effektive Populationsgrofle (N.) spielt bei der Erhaltung genetischer
Variation eine bedeutsame Rolle. Die effektive Populationsgrofde umfasst alle Tiere
einer Population, die fortpflanzungsfahig sind und auch tatsachlich am
Fortpflanzungsgeschehen teilnehmen (EWENS 1984). Die effektive Populationsgrofie
ist deshalb meist kleiner als die Zahl der Individuen einer Population. Bei simultan
hermaphroditischen Arten, wie z.B. Arion |lusitanicus ist die effektive
PopulationsgroRe dementsprechend hoéher, als bei getrenntgeschlechtlichen Arten.
Bei simultan hermaphroditischen Arten wurde daher oftmals eine hohe genetische
Variation ermittelt (RITTE & PASHTAN 1982, SOLE-CAVA & THORPE 1990, 1991, THORPE
& SOLE-CAVA 1994).

Offenbar koénnen auch kleinrdumige Unterschiede der Standortbedingungen
genetische Variation hervorrufen (LINHART 1974, TURKINGTON & AARSON 1984,
MENGES 1991).

Genetische Differenzierung ist jedoch nur durch einen lokal eingeschrankten
Genfluss moglich.

Neben den standig auf eine Population einwirkenden Faktoren wie Genfluss und
Gendrift, Selektion und Mutation gibt es einige historische Faktoren, die die
genetische Zusammensetzung von Populationen beeinflussen. Solche historischen
Ereignisse koénnen Habitatfragmentierungen sein, die den Genfluss zwischen
Teilpopulationen verringern kdnnen und zu erhdhter Inzucht fiuhren kénnen oder die
Arealausdehnung, die die gegenlaufigen Auswirkungen hat.

Ebenso bedeutsam wie die vorher genannten Faktoren sind historische Ereignisse
bei der Neubesiedlung eines Areals (founder effect) oder ein genetischer
Flaschenhals (bottleneck), der durch extreme Verkleinerung der Populationsgrofie
hervorgerufen werden kann.

Die Abbildung 3 zeigt die Veranderung der Allelfrequenzen, wie sie durch einen
genetischen Flaschenhals oder Grindereffekt hervorgerufen werden kénnen.
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Abbildung 3: Bottleneck-Effekt durch Verkleinerung der PopulationsgroRe bewirkt eine
Veranderung der Zahl der Allele und der Allelfrequenzen (verandert nach BERRY 1997). Die
verschiedenen Farben reprasentieren die verschiedenen Allele eines Locus.

Vor Entwicklung der molekulargenetischen Methoden konnten Mutationen nur
morphologisch, ethologisch oder aufgrund der Leistungsfahigkeit der Individuen
erkannt werden. Da sich nicht alle Mutationen auf die Expression der
Aminosauresequenzen auswirken und diese sich nicht in jedem Fall durchsetzen
konnen, ist auf der Ebene der DNA eine grofRere genetische Variation vorhanden, als
bei der Untersuchung phanotypischer Merkmale erkennbar ist. Hinzu kommt, dass
der grofRte Teil der genomischen DNA neben diesen kodierenden Bereichen aus
nicht kodierenden Sequenzen besteht, deren Mutationen, soweit heute bekannt ist,
keine Wirkung auf den Phanoyp ausuben. AuRerdem sind innerhalb von Genen die
ursachlichen Mutationen oft nicht bekannt, so dass die Variabilitat nicht kodierender
Bereiche in Form von molekulargenetischen Markern als Informationsquelle genutzt
wird. Untersuchungen mit verschiedenen Markersystemen z.B. bei Homo sapiens
(Bowcock et. al. 1994), Rattus spec. (RUSSEL et al. 1993), Equus africanus (JORDANA
et al. 1999) bestatigen die geringere Variabilitat auf dem Niveau der Proteine im
Vergleich zur DNA (IRGANG 2001).

Die molekulare Populationsgenetik untersucht die genetische Struktur von
Populationen mit den Methoden der Molekularbiologie. Es gibt nur wenige Bereiche
in der Biologie, die im gleichen MalRe von mathematischer Theorie beeinflusst und
geleitet wurden, wie die Populationsgenetik. Um die mathematischen
Schwierigkeiten unter Kontrolle zu halten, werden viele Vereinfachungen verwendet,
die allerdings die Komplexitat naturlicher Populationen ignorieren. Dennoch haben
sowohl empirische als auch theoretische Methoden in der Populationsgenetik grol3e
Erfolge erzielt.

Genetische Variation ist als direkt beobachtbare Eigenschaft vergleichsweise einfach
zu messen. Auf der Individuenebene wird sie als Heterozygotie angegeben. Im
Gegensatz dazu ist die genetische Variabilitat schwieriger zu messen, sie wird
oftmals als Mutationsrate angegeben.

Auf der Populationsebene kann die Verteilung genetischer Variation mit dem
Inzuchtkoeffizienten Fs als Mal genotypischer Diversitat angegeben werden.
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Inzucht bedeutet, dass zwei Individuen sich kreuzen, die naher miteinander verwandt
sind als zwei zufallig ausgewahlte Individuen der Population (HEDRICK 1999).

Der Inzuchtkoeffizient drickt die Wahrscheinlichkeit aus, dass zwei homologe Allele
eines Individuum von gleicher Abstammung sind (identity by descent). Das bedeutet,
dass beide Kopien eines Allels einen gemeinsamen Ursprung haben.

Daneben koénnen jedoch auch Allele vorkommen, die zwar die gleiche Grolie
aufweisen, jedoch nicht von gleicher Abstammung sind (identity in state).

Eine extreme Form der Inzucht ist die Selbstbefruchtung. Bei kompletter
Selbstbefruchtung in einer Population entstehen schnell verschiedene Linien, die
schnell einen hohen Homozygotenanteil aufweisen (HEDRICK 1999).

Beim Vergleich verschiedener Populationen wird die Verteilung der Allelfrequenzen
als Fst-Wert angegeben

6.2 Auswirkungen des Verlustes genetischer Variation

Im Zusammenhang mit verringerter genetischer Variation wird bei einigen Arten eine
verringerte Fitness beobachtet (inbreeding depression). Fruchtbarkeit und
Anpassungsfahigkeit konnen reduziert werden (BlIULSMA et al. 1991, BRAKEFIELD
1992).
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6.3 Molekulargenetische Analysemethoden

In dieser Arbeit wurden zwei grundlegend unterschiedliche molekulargenetische
Methoden angewandt und kombiniert. Die Methoden unterscheiden sich nicht nur in
ihrem experimentellen Aufwand, sondern auch im Ausmal} der beobachtbaren
genetischen Variation. Die Tabelle 2 stellt die Starken und Schwachen der Methoden
gegenuber.

Tabelle 2: Eigenschaften und Eignung von RAPD-Markern und Mikrosatelliten. Verandert
nach BERGMANN & LEINEMANN (2000) sowie GLAUBITZ & MORAN (2000).

RAPD’s Mikrosatelliten

Eigenschaften

Anzahl der Loci 5 bis 80 1 oder mehr
pro Reaktion

Vererbung dominant codominant
Variabilitat hoch sehr hoch
Entwicklungsaufwand niedrig sehr hoch
Eignung

Genetische Diversitat gut sehr gut
Populations- gut gut

differenzierung

Genotypische Struktur, nicht geeignet gut
Heterozygozie

6.3.1 Randomly-amplified-polymorphic DNA —PCR (RAPD-PCR)

6.3.1.1 Prinzip und Durchfiihrung der RAPD-PCR

Die Polymerase-Kettenreaktion (PCR) ist ein in vitro—Verfahren, welches das
Zellreparatursystem lebender Systeme imitiert. Durch zyklische Replikation wird bei
jedem Zyklus die vorhandene DNA verdoppelt, so dass Fragmente von bis zu 4 kb
tausend- bis millionenfach vervielfaltigt werden kénnen.

Erst die Entdeckung hitzestabiler Polymerasen z.B. aus Thermus aquaticus (Tag-
Polymerase) ermdglichte den automatisierten Einsatz der PCR mittels Thermocycler.
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Heute ist PCR eine Standardanwendung in der medizinischen Diagnostik, Forensik,
Bioanalytik und Populationsgenetik.

Bei der RAPD-PCR handelt es sich um eine Sonderform der PCR, die erstmals 1990
von WILLIAMS et al. beschrieben wurde.

Es werden hier kurze, meist decamere Oligonucleotid-Primer mit einem GC —Gehalt
von 50-80% eingesetzt. Statistisch gesehen findet sich in einem Genom alle 10°
Basen ein komplementarer Bindungsort. Liegen zwei dieser Hybridisierungsstellen in
entgegengesetzter Richtung und in einer Entfernung von weniger als 5 kb, kann mit
Hilfe der Polymerase und unter Verwendung der vier Desoxyribonucleosidtri-
phosphate (dATP, dCTP, dGTP, dTTP) der dazwischen liegende Bereich amplifiziert
werden.

Der entscheidende Vorteil dieser Methode ist, dass sie auch bei Arten durchgefihrt
werden kann, deren Genom nicht hinreichend bekannt ist, und demzufolge keine
spezifischeren Methoden angewandt werden koénnen. Trotz der relativ einfachen
Anwendung sind die Fehlerquellen ungleich gréfRer, als bei der konventionellen PCR
und koénnen nur durch sorgfaltige Versuchsdurchfiuhrung und mehrfache
Wiederholungen vermieden werden.

Ein Hauptproblem der RAPD-PCR ist die Reproduzierbarkeit, da unterhalb einer
Primerlange von 15 bp die unspezifische Primeranlagerung erhdht sein kann
(HADRYS et al. 1992). Das Amplifikationsmuster ist ebenfalls sensitiv gegenlber
verschiedenen Polymerase- und Templatekonzentrationen und Templatequalitaten.
Die RAPD-Marker verhalten sich dominant, im Vergleich zu kodominanten Markern
wie Isoenzymen oder Mikrosatelliten. Das bedeutet, dass durch die Dominanz der
Marker keine Unterscheidung zwischen Heterozygoten und Homozygoten gemacht
werden kann. Bei der RAPD-PCR unterscheidet man +-Allele (Bande vorhanden)
von Null-Allelen (Bande nicht vorhanden). Die Homozygoten des dominanten Allels
(MM) und Heterozygote (Mm) werden beide als +-Allel detektiert und die
Homozygoten des rezessiven Allels (mm) als Null-Allel dargestellt.

Die RAPD-PCR besteht aus verschiedenen Temperaturzyklen (vgl. TAYLOR 1993):
e Denaturierung der DNA bei 94 °C

¢ Annealing (Primeranlagerung bei spezifischer Temperatur)
e Polymerisation (bzw. DNA-Synthese, Replikation bei 72 °C)
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6.3.2 DNA-Mikrosatellitenanalyse

Eine groRe Bedeutung fur die Analyse genomischer Variabilitat hat die ,tandem
repetitive DNA®, die auch als Satelliten-DNA bezeichnet wird, da bei der
Gradientenzentrifugation neben der Hauptbande aus genomischer DNA, spezifische
Satellitenbanden sichtbar werden. Je nach Lange der wiederholten Sequenz werden
sie in klassische Satelliten, Minisatelliten und Mikrosatelliten eingeteilt (IRGANG 2001).
Mikrosatelliten sind hoch polymorphe DNA-Regionen, die von Allel zu Allel in der
Zahl der Wiederholungen variieren konnen. Wegen ihrer hohen Mutationsrate weisen
die meisten Mikrosatelliten-Regionen eine grof3e Zahl verschiedener Allele auf
(WEBER & WONG 1993). Sie bestehen normalerweise aus 10-50 Kopien von 1-6
Basenpaarfolgen (LITT & LuTy 1998, SCHLOTTERER & TAUTz 1992, TAuTZ 1989,
WEBER & MAY 1989). Mikrosatelliten werden in reine, zusammengesetzte und
unterbrochene Repetitionen eingeteilt (JARNE & LAGODA 1996):

¢ reiner, perfekter Repeat CACACACACACACACACACAC
e zusammengesetzter Repeat CACACACACAGAGAGAGAGA
e unterbrochener, imperfekter Repeat CACATTCACACATTCATTCACA

Im Gegensatz zur RAPD-PCR ist die DNA-Sequenz der Region meist bekannt, die
Primer konnen oftmals auch bei nah verwandten Spezies eingesetzt werden, wie
zum Beispiel Huhn/Pute (LEVIN et al. 1995), Huhn/Wachtel (PANG et al. 1999),
Rind/Schaf (CRAWFORD et al. 1995, Schaf/Ziege (YANG et al. 1999), Rind/Bison
(MOMMENS et al. 1998) und Pferd/Esel (JORDANA et al. 1999).

Da Mikrosatelliten codominant sind, konnen aus Allelfrequenz und Heterozygotiegrad
Aussagen Uber die Variabilitat der Populationen und den Genfluss zwischen
Populationen gemacht werden (JARNE & LAGODA 1996).

Neben der Primerentwicklung bedeuten Artefakte in der Amplifikation wahrend der
PCR, die durch slippage verursacht werden (WEBER 1990) und das Auftreten von
sogenannten Null-Allelen, die Hauptnachteile dieser Methode. Null-Allele kdnnen
durch Mutationen der Primerbindungsstellen entstehen.
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6.3.2.1 Mikrosatelliten-Mutations-Modelle

Das Verstandnis der Mikrosatelliten-Evolution ist flir die Auswahl einer moglichst
genauen Analysemethode unerlasslich. Ein wichtiges Mutationsmodell ist das
sogenannte IAM-Modell (Infinite Alleles Model, KIMURA & OHTA 1978). Nach dem
IAM-Modell entsteht mit der entsprechenden Mutationsrate bei jeder Mutation ein
neues Allel. Demzufolge gibt es in diesem Modell keine Homoplasie und alle
identischen Allele sind gleichen Ursprungs (BALLOUX & LUGON-MOULIN 2002).

In jungster Zeit hat sich flr die Erklarung der Mikrosatelliten-Mutation das ,Stepwise
Mutation Model (SMM)* (KIMURA & OHTA 1978) durchgesetzt, um die
Langenvariationen bei Mikrosatelliten zu erklaren (GOLDSTEIN et al. 1995, SLATKIN
1995). Bei diesem Modell wird davon ausgegangen, das jede Mutation durch
Hinzufigen oder Ldschen eines einzelnen Repeat ein neues Allel hervorbringt.
Demnach sind Allele die eine sehr unterschiedliche GroRe aufweisen weniger nah
miteinander verwandt als Allele ahnlicher GroRde.

Die Mutationsrate eines bestimmten Mikrosatelliten-Locus ist im Allgemeinen
unbekannt. Man geht davon aus, dal} die meisten Mikrosatelliten eine Mutationsrate
von ungefahr 10 aufweisen (WEBER & WONG 1993, JARNE & LAGODA 1996). Dennoch
gibt es Unterschiede zwischen Di-, Tri- und Tetranucleotiden,
Basenzusammensetzung des Repeatmotivs, Mikrosatelliten-Typ, Art der
flankierenden Region, Lage auf dem Chromosom und zwischen taxonomischen
Gruppen (SCHLOTTERER et al. 1998, BACHTROG et al. 2000).

Zur Auswertung der genetischen Variation sind verschiedene Berechnungsmethoden
entwickelt worden, die den entsprechenden Mutationsmodellen Rechnung tragen.
Jedoch soll keines der beschriebenen Mutationsmodelle, als auch keines der davon
abgeleiteten Modelle wie z.B. das K-Allel-Modell (KAM) und Zwei-Phasen-Modell
(TPM) die Asymmetrien der Mikrosatellitenmutation korrekt wiederspiegeln. Die
,Wahrheit* soll zwischen den beiden Extremen ,|IAM“ und ,SMM* liegen (BALLOUX &
LUGON MOULIN 2002).
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6.3.2.2 Cycle-Sequenzierung

Dieses Verfahren der direkten Sequenzierung doppelstrangiger DNA beruht auf einer
Kombination der PCR-typischen Zyklen von Denaturierung, Primer- Anlagerung und
Elongation mit der Sanger- Kettenabbruchmethode. Die Methode nach SANGER
(1977), beruht darauf, dal® bei der kinstlichen DNA-Synthese mittels PCR
katalytische Mengen von Didesoxy- Nukleotiden hinzu gegeben werden, denen die
reaktive OH-Gruppe an der 3  Position fehlt. Jedes mal, wenn ein Didesoxy-
Nukleotid in den wachsenden DNA-Strang eingebaut wird, bricht die Reaktion an
dieser Stelle ab. Man erhalt eine Mischung von Fragmenten von denen das zuletzt
eingebaute Nukleotid bekannt ist.

Bei der Cycle-Sequenzierung wurden der PCR-Reaktion vier Didesoxy- Nukleotide
zugegeben, die mit Fluoreszenzfarbstoffen (dRhodamin- Terminatoren) markiert
waren. dRhodamin- Terminatoren bestehen aus dem Energiedonor Fluoreszin und
dem daran gebundenen Akzeptor Dichlorrhodamin.

Die verschiedenen Fragmente wurden danach mit dem ,ABI-PRISM 310 GENETIC
ANALYZER" kapillarelektrophoretisch detektiert und ausgewertet.
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7. Material und Methoden

7.1 Schétzung der Dichte von Arion lusitanicus

Die Erfassung der Dichte von Nacktschnecken wird durch die nachtliche Aktivitat und
versteckte Lebensweise in unregelmaflig verteilten Verstecken erschwert. Die
Populationsdichteschatzung tUber Fang- und Sammelverfahren liefert angesichts der
stark wechselnden Aktivitat der Tiere nur ungenaue Werte (MULLER et al. 1985).

Da alle Methoden, die zur Dichteabschatzung von Schnecken zum einen extrem
aufwandig und zum anderen oft ungenaue Daten liefern, wurde nur eine Einstufung
der Untersuchungsflachen in vier Kategorien vorgenommen:

o keine Tiere
e geringe Dichte
o mittlere Dichte
¢ hohe Dichte

Da es sich bei den meisten Flachen um Getreidefelder handelte, wurden in den
Flachen zwei Transekte von je 50 m abgeschritten, die sich an den Fahrspuren der
Traktoren orientierten. Dadurch wurden zum einen Zerstérungen der Feldfrichte
vermieden, zum anderen konnten die Tiere in den Fahrspuren am leichtesten
aufgefunden werden. Die Dichteschatzungen erfolgten vormittags zwischen 9 und 11
Uhr und wurden bei feuchter Witterung durchgefuhrt. Um Randeffekte zu vermeiden,
lagen alle Transekte mindestens 3 m von der Flachengrenze entfernt.

Die vier Kategorien wurden folgendermalen festgelegt:
e 1-2 Tiere pro Transekt => ,geringe Dichte*
e 3-10 Tiere pro Transekt => ,mittlere Dichte“
e 10 Tiere pro Transekt => ,hohe Dichte*
Ziel dieser Dichteschatzung war es zu Uberprifen, in wieweit sich Unterschiede in

der Populationsdichte auf populationsgenetische Parameter wie genetische
Diversitat und Populationsstruktur auswirken.
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7.2 Bioanalytische Methoden

7.2.1 Puffer und Losungen

Bisbenzimid-L&sung 10 ~° mol/l
Chloroform p.a.
Ethanol abs., unvergallt

Ethanol 70 % in sterilem H0 geion
Ethidiumbromid-Lésung 1 ug/mi
10 x PCR-Puffer Finnzymes

10 mM Tris-HCI (pH 8,8)

1,5 mM MgCl,

50 mM KCI

0,1 % Triton® X-100
Stop-Lade-Mix

0,25 % w/v Bromphenolblau

40 % w/v Saccharose

0,1 M Na,EDTA
TBE-Puffer (Tris-Borat-EDTA)

0,089 M Tris-HCL

0,089 M Borsaure

0,002 M Na,EDTA pH 8,0-8,2
Langenstandard
Langenstandard
Oligonukleotid-Primer
Acrylamid (40 %)
Ammoniumpersulfat 10 % (APS)
TEMED

7.2.2 Gerate

Hochst, Hattersheim
Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe

Boehringer, Ingelheim
Biometra, Goéttingen

Roth, Karlruhe
Roth, Karlruhe
Roth, Karlruhe

Biometra, Géttingen

Life-Technologies, Eggenstein
Peglab, Erlangen

Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe

Elektrophorese-Kammer Sub-Cell GT
Elektrophorese-Kammer Protea Il XI Cell
Gelgielistand

Gel-Tray

Netzgerat Power Pac 300

Slotkamm (20 slots)

Photometer Gene Quant Il
Thermocycler

Gel-Dokumentation

Digitalkamera Kodak DC 120

7.2.3 Kits

BIO-RAD, Mlnchen
BIO-RAD, Mlnchen
BIO-RAD, Miinchen
BIO-RAD, Miinchen
BIO-RAD, Miinchen
BIO-RAD, Minchen
Pharmacia Biotech (Freiburg)
Biometra, Géttingen
Eastman Kodak, Stuttgart
Eastman Kodak, Stuttgart

DNEasy Tissue Kit
QiAquick Gel Extraction Kit
DyeEx 2.0 Spin Kit

ABI PRISM dRhodamine Terminator Cycle

SequencingReady Reaktion Kit
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7.2.4 Material fir die Mikrosatellitenanalyse

Fluoreszenzmarkierte Desoxynucleosid-Triphosphate Applied Biosystems, Weiterstadt
[FIdNTP's

Performance Optimized Polymer 4 (POP-4) Applied Biosystems, Weiterstadt
ABI PRISM Genetic Analyzer Kapillare: 47 cm, Ld=36 Applied Biosystems, Weiterstadt
cm, i.d.= 50 ym

Gene-Scan Langenstandard: GS 500 ROX Applied Biosystems, Weiterstadt
Genetic Analyzer-Puffer mit EDTA Applied Biosystems, Weiterstadt
Formamid Applied Biosystems, Weiterstadt
1ml GeneScan Glass Syringe Applied Biosystems, Weiterstadt
0,5 ml Genetic Analyzer Reaktionsgefale mit Septa Applied Biosystems, Weiterstadt

7.2.5 Material fiir die Sequenzierung

ABI PRISM dRhodamine Matrix Standards Kit Applied Biosystems, Weiterstadt
DNA Sequencing Polymer (POP-6) mit Applied Biosystems, Weiterstadt

Template Supression Reagent (TSR)

7.2.6 Software

SPSS 10.0 Hauptkomponentenanalyse
Diskriminanzanalyse
ANOVA, U-Test
STATISTICA 5.0 Statsoft Clusterdiagramme,
Regressionsanalyse
ARLEQUIN Schneider et al. 1997 AMOVA Mikrosatelliten
WINAMOVA 1.55 Excoffier et al. 1992 AMOVA (RAPD’s)
POPGENE VERSION 1.32 YEH et al. 1997
GENEPOP, VERSION 3.1 Raymond & Rousset, Mikrosatellitenanalyse
1995
AMOVA-PREP MILLER, 1998 Erstellen der Distanzmatrix
fur die AMOVA
MANTEL LIEDLHOFF 1999 Signifikanztest fir Isolation
by distance
AFLP-SURvV VEKEMANS, 2002 Genetische Distanzen,
genetische Diversitat, Fst,
(RAPD’s)
ABI PRISM 310 COLLECTION Applied Biosystems, Fragmentanalyse
SOFTWARE Weiterstadt
GENESCAN ANALYSIS SOFTWARE Applied Biosystems, Fragmentanalyse
Weiterstadt
GENOTYPERV. 2.0 Applied Biosystems, Fragmentanalyse
Weiterstadt

7.2.7 Polymerase

Fir alle PCR-Anwendungen wurde die DYNAzYME "Il rekombinante DNA-Polymerase
von Finnzymes verwendet. Die Cycle Sequencing PCR wurde mit dem ,ABI PRISM
DRHODAMINE TERMINATOR CYCLE SEQUENCING READY REAKTION KIT“ mit AMPLITAQ
POLYMERASE durchgeflhrt.
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7.3 Probenahme und Probenaufbreitung

Fir die Populationsgenetischen Untersuchungen wurden pro Flache 30 Tiere als
Zufallsstichprobe einer einheitlich bewirtschafteten Flache entnommen. Als
Mindestabstand zu den Nachbarflachen wurde ein Randstreifen von 3 m nicht
besammelt.

FUr die weiteren populationsgenetischen Analysen wurden 19 Individuen mit der
RAPD-PCR untersucht und 30 Individuen sind in die Auswertung der
Mikrosatellitenanalyse eingeflossen.

Die zur genetischen Analyse verwendeten Tiere wurden hauptsachlich mit
Handbesammlung gewonnen bzw. als Beifang in Lebendfallen fur Kleinsauger
(Hengstlerfallen) vorgefunden. Die in flissigem Stickstoff abgetoteten Tiere wurden
unter Laborbedingungen gereinigt, aufgeschnitten und der Darminhalt entfernt. Zur
weiteren genetischen Analyse wurde das Muskelgewebe unter flissigem Stickstoff
zermorsert und bei —20 °C gelagert.

Zur Isolierung der DNA wurde das DNEASY TISSUE KIT der Firma Qiagen eingesetzt.
Das System basiert darauf, dass die DNA-LAsung durch eine Silikagel-Membran
zentrifugiert wird, durch die dann Waschpuffer zentrifugiert werden. Am Ende der
Prozedur wird dann die gereinigte DNA aus der Membran eluiert. Bei dieser Methode
war der Gehalt stérender Verunreinigungen (z.B. Mucosaccharide) relativ gering. Fur
die DNA-Isolierung wurden jeweils 15 mg Schneckengewebe eingesetzt. Als
Gewebe wurde nur Material des Mantels der Schnecke verwendet, da das
FuBgewebe hohere Anteile stérenden Schleims enthalt. Das unter flissigem
Stickstoff zermorserte Gewebe wurde nach den Vorgaben des Herstellers bei 55 °C
eine Stunde im Warmeschrank inkubiert. Die restlichen Arbeitsschritte hielten sich
ebenfalls streng an die Vorgaben des Herstellers. Die Elution wurde mit 2 x 200 pl
Elutionspuffer durchgeflhrt. Das erste Eluat wurde verworfen, da es die meisten
Verunreinigungen enthielt. Das zweite Eluat wurde fur die anschlieRenden PCR
eingesetzt.

Die DNA-Konzentration wurde mit Hilfe des Spektralphotometers Gene Quant I
ermittelt.

Um den Erfolg der lIsolierung zu uUberprifen und die Qualitat der DNA in der
Stammldésung zu kontrollieren, erfolgte zusatzlich eine gelelektrophoretische
Auftrennung der Proben auf 0,8%igen Agarosegelen, die 1:3000 mit Ethidiumbromid
vorgefarbt waren. Als Puffersystem wurde TBE-Puffer verwendet. 15 uyl der DNA-
Stammldésung wurden mit 4 ul Stop-Lade-Mix versetzt und in die Geltaschen
pipettiert. Auf diese Weise lassen sich Aussagen Uber Menge und Reinheit der DNA
machen.
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Nach ca. 45 Min. und einer elektrischen Spannung von 4 V/cm Gel-Lange wurde
jedes Gel auf dem Leuchttisch fotografiert und dokumentiert.

7.4 RAPD-PCR

7.4.1 Durchfihrung der RAPD-PCR

Nach vorangegangenen Tests und Optimierungen wurde die PCR mit dem folgenden
Temperaturprofil durchgefuhrt:

Nach einer anfanglichen Denaturierung von 5 Minuten bei 94°C erfolgten 40
Wiederholungen von 30 Sekunden Denaturierung bei 94°C, 60 Sekunden Annealing
bei 38 °C ( bei 60 und 70 %igem GC-Gehalt der Primer) und 40°C (bei 80%igem GC-
Gehalt der Primer), 120 Sek. Primerextension bei 72°C. Nach einer abschlielenden
Extension von 10 Minuten bei 72°C wurden die Proben auf 4°C heruntergekunhlt.

Ein 25 yl PCR-Reaktionsansatz bestand aus 2,5 yl PCR-Puffer, 2 ul Template-DNA
mit einer DNA-Menge pro Ansatz von 50-100 nmol, 2,5 pl Primer (25 pmol), 0,5 ul
dNTP’S (200 pymol/l), 0,25 ul Polymerase (0,5 U) und 17,25 pl H,O (bidest.).

7.4.2 Primertest der RAPD-Primer

Um auswertbare Polymorphismen zu erkennen, wurden mehr als 160 Primer
getestet. Kriterien zur Auswahl geeigneter Primer waren gute Auswertbarkeit und
hohe Reproduzierbarkeit der Ergebnisse. Gute Auswertbarkeit bedeutet, dass die
erzeugten Banden eine ausreichende Starke aufweisen und im Agarose-Gel
ausreichend von einander getrennt werden konnten. Zusatzlich zu den 150 hier
aufgefuhrten Primern (Tabelle 3) wurden noch verschiedene Primer getestet, die in
anderen populationsgenetischen Studien des Institutes verwendet wurden. Die
Primer der Roth-Kits sind mit den haufig verwendeten Operon-Kits identisch.
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Tabelle 3: Ubersicht iber die getesteten RAPD-Primer

Bezeichnung Anzahl

Roth Primer Kit 170 10
Roth Primer Kit 270 10
Roth Primer Kit 370 10
Roth Primer Kit 470 10
Roth Primer Kit 180 10
Roth Primer Kit 280 10
Roth Primer Kit 380 10
Roth Primer Kit 480 10

Roth Primer Kit A 20
Roth Primer Kit B 20
Roth Primer Kit C 20
Roth Primer Kit D 20

7.4.3 Verwendete RAPD-Primer

In die Auswertung sind letztendlich vier Primer eingegangen, die sich zum einen
durch einen hohen Polymorphiegrad und andererseits gute Auswertbarkeit durch gut
unterscheidbare Bandenpositionen und eine hohe Zahl von polymorphen RAPD-
Markern auszeichneten. Tabelle 4 zeigt die Primer und ihre genaue Basensequenz.
Der GC-Gehalt der vier Primer lag zwischen 60 und 80%, was unterschiedliche
Annealingtemperaturen far die Primer-Anlagerung erforderte. Die
Annealingtemperatur wurde zu Beginn durch einen Temperaturgradienten ermittelt.
Der Primername ,Arion lus.“ wurde fur einen Primer verwendet, der keinem der oben
angefuhrten Primer-Kits entstammt und ursprunglich fur eine andere Organismenart
beschafft wurde.

Tabelle 4: Ubersicht iber die verwendeten RAPD-Primer

RAPD-Primer 5>3 GC-Gehalt annealing
270-5 GCCCTCTTCG 70% 38 °C
380-3 GGC CCCATCG 80% 40 °C
480-4 CGC CACGAGC 80% 40 °C
Arion lus. GTAGTCTCGC 60% 38 °C
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7.4.4 Agarose-Gelelektrophorese

Der Nachweis der PCR-Produkte fand auf 1,2%igen Agarosegelen statt. Die
Auftrennung des 25 ul PCR-Ansatz erfolgte auf ca. 5 mm starken Gelen mit einer
Grofle von 15 X 15 cm. Die Gele wurden wahrend des Abkuhlvorgangs mit 4 ul
Ethidiumbromid versetzt und auf das Gel aufgetragen. Nach einer Laufzeit von ca. 5
h bei 100 V wurden die Gele im UV-Durchlicht (254 nm) unter Verwendung eines
Filters mit einer digitalen Kamera (Kodak DC 120) fotografiert und zur spateren
Auswertung gespeichert.

7.4.5 Datenerfassung

Die RAPD-Bandenmuster der einzelnen Individuen wurden mit der Analysesoftware
,Kodak Digital Science“ bearbeitet und die Fragmentlangen der einzelnen
Bandenpositionen ermittelt. Jeder Marker wurde bei allen untersuchten Individuen
entweder als fehlend oder vorhanden dokumentiert. Eine Bande wurde nur dann als
solche gewertet, wenn sie mindestens zweimal in verschiedenen PCR-Ansatzen und
Gelen als Bande festgestellt wurde.

Die daraus resultierende binare 0/1- Matrix (siehe Anhang) wurde fur die weiteren
statistischen Analysen verwendet.

7.4.6 Auswertebereich

Der Auswertebereich der einzelnen Primer richtete sich nach Reproduzierbarkeit und
Auswertbarkeit. Bei Primer Roth 270-5 wurden Fragmente zwischen 460 und 1860
bp in die Auswertung einbezogen, bei Primer Roth 380-3 Fragmente zwischen 530
und 1840 bp, bei Primer Roth 480-4 Fragmente zwischen 510 und 1860 bp und bei
Primer ,Arion lus.“ waren es Fragmente zwischen 380 und 1940 bp.

Daruber hinaus wurden nur Fragmente in der Auswertung berucksichtigt, die in zwei
von drei Wiederholungen reproduzierbare Ergebnisse liefern konnten.
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7.4.7 Molekulargenetische Artunterscheidung zwischen Arion
lusitanicus und Arion rufus

Da die Individuen der Art Arion lusitanicus von Arion rufus /Arion ater im Gelande
kaum und im Labor nur durch Sektion bestimmt werden konnten, wurde zusatzlich
zur Sektion, das Untersuchungsmaterial mit Hilfe Der RAPD-PCR getestet. Es wurde
ein Primer eingesetzt, der deutliche Bandenunterschiede im Agarose-Gel aufzeigen
konnte (Roth A 16). Nur im Untersuchungsgebiet Wahlen sind jedoch Individuen
beider Arten gesammelt worden. Diese Individuen, die als Arion rufus determiniert
wurden, hatten alle eine deutlich rote Farbung, im Gegensatz zu den braunlich
gefarbten Arion lusitanicus.

7.5 Mikrosatellitenanalyse

7.5.1 Test der Mikrosatellitenprimer

In dieser Arbeit wurden insgesamt 14 Primerpaare getestet, die in anderen Studien
zur Auswertung von Mikrosatelliten bei Schnecken eingesetzt worden sind. Es sind
nur Primer aus Arbeiten Uber Landschnecken verwendet worden, die meisten
allerdings stammen von Gehauseschnecken und nicht von Nacktschnecken. Die
Primer mit der Bezeichnung ,Arin“ stammen von Arion intermedius (BROOKS et al.
2001), die mit der Bezeichnung ,HA"“ von Helix aspersa (Guiller 2000) und ,Hita“ von
Helicella itala (Wirth 1999).
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Tabelle 5: Ubersicht (ber die getesteten Mikrosatellitenprimer, Primerbezeichnung,
Basensequenz des Primers in 5-3-Richtung, Genbank-Nummer, eingesetzte
Annealingtemperatur und Literaturzitat

Genbank-

Accession-
Bezeichnung 5°>3 Nr. Annealing Zitat

Arin1F GTG TGG GCATTA AAT ATAC AF335765 58°C BROOKS ET AL. 2001
Arin 1R GAT GTG TCG ATA TGC AAT AG

Arin2 F GCA CGT GTG AAT GCC ATAAC AF335766 58°C BROOKS ET AL. 2001
Arin 2R GTACGACTAACCCTCAACCT

Arin3 F AGG CAACGACTGGCTTACTC AF335767 58°C BROOKS ET AL. 2001
Arin 3R AAT ACT TTC CAT CAA CTC GG

Arin4 F ACG CAG ATT AGC AGT GTT AG AF335768 50°C BROOKS ET AL. 2001
Arin4 R GTACAT CTG TCT GTG CGG TG

Arin5F AAT CTG GTT CAT CGG TCA AG AF335769 58°C BROOKS ET AL. 2001
Arin 5R ATA GAT TTT CTA GAG ATC CC

Arin6 F CAT CAG TCT AGG CGG GGA AC AF335770 58°C BROOKS ET AL. 2001
Arin 6 R CGC TCAATATCGACCACCTG

Ha6-F TTATCC GCT TGATAT ATC CT AF204932 51,4°C GUILLER, A. 2000
Ha6-R ACT CGT ACATGG TTG AAAAC

Ha7-F GCC ATA TGG GAT AAA ATA CCG GTG AF204933 54°C GUILLER, A., 2000
Ha7-R CGC CCCTTGTTT ACACGAGAAA

Ha8 -F AGTTTGCTG GTTTGTACACTC G AF204937 51,4°C GUILLER, A. 2000
Ha8-R CGTTTT TAG CTCTTG AAT ACG G

Ha11-F CGT GTACTACTG GGC AAC GT AF204938 54°C GUILLER, A. 2000
Ha11-R ACG GAA AGA GACAGAAAGTGAG

Ha13-F AAA ATA GTT CCT GCA TGT TAC GTA GAF204930 54°C GUILLER, A. 2000
Ha13—-R CTGGTGTTAACAGCGAAGTTICT

Hita2 - F TGT CCT CAC CTT CCT CAG CA AF060904 57°C WIRTH, T. 1999
Hita2-R GGAATG GAG GTG GAG GCG GC

Hita4 - F CAG TTC CAT GTC TGC TAG GC AF060906 55°C WIRTH, T. 1999
Hita4-R TGC AAC CAA CTG AGC TAG GG

Hita5-F AAA CGA AAC TCA GCC AGCTA AF060907 57°C WIRTH, T. 1999
Hita5 -R CAG CAT CTG CTG CGG GGG TG
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7.5.2 Verwendete Mikrosatellitenprimer

Von den 14 getesteten Mikrosatelliten Primer-Paaren, die als Kreuz-Amplifizierung
(Cross-Species-Amplification) von anderen Mollusken-Arten auf Arion lusitanicus
ubertragen wurden, zeigten nur zwei Primer-Paare gute Resultate.

Primerpaar HA-7

1 gtgctttgngcgacgctttccgcgectgecggaaagagactnageccatatgggataaaatac

61 cggtgcnatgaagncgacctgtngacttttaagcgacttttttatgtgtcattcctgtca
121
181 tgtcatcaactcttgtcatcccttgtgacgaca

241 cgaaaattatctacaaagacaaaataagttcttgttagtgttttctcgtgtaaacaaggg
301 gcgtttcttatgggtgtcttctgtcaccttgaaggtctaaacgtaaatctgtataccccc

361 aattgtcacctgtaaatgcatctctctttctttaacccactgccaggacagtacaacctg

Abbildung 4: Basensequenz der Mikrosatellitenregion des Primerpaares HA-7 fir (die
Primersequenz ist gelb unterlegt, die Repeat-Einheit ist rot gekennzeichnet)

GUILLER et al. (2000) fanden bei Helix aspersa aus Sudfrankreich mit dem Primerpaar
HA-7 f/r 18 Allele in einer Grékenordnung von 216-296 bp. Die Sequenz bestand aus
einem (TC).G(TC)s7-Motiv.

Primerpaar Arin-1

1 ggctgcatattctgtaccnaaatagcacactacgattaagtgtgggcattaaatatacac

121 gcgtgcgctattgcatatcgacacatctctgaggg

Abbildung 5: Basensequenz der Mikrosatellitenregion des Primerpaares Arin 1 f/r (die
Primersequenz ist gelb unterlegt, die Repeat-Einheit ist rot gekennzeichnet)

Der Primer Arin1 zeigte in der Studie von BROOKES et al. (2001) bei Arion intermedius
einen (AT);CC(GT).GGAT(GT).3-Repeat mit zwei Allelen an diesem Locus mit einer
AllelgréfRe zwischen 105-117 bp.
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7.5.3 Mikrosatelliten-PCR

Die Mikrosatelliten-PCR wurde mit folgendem Temperaturprofil durchgefihrt:

Nach einer anfanglichen Denaturierung von 5 Minuten bei 94°C erfolgten 40
Wiederholungen von 30 Sekunden Denaturierung bei 94°C, 60 Sekunden Annealing
bei der spezifischen Annealingtemperatur, 120 Sek. Primerextension bei 72°C. Nach
einer abschlieRenden Extension von 10 Minuten bei 72°C wurden die Proben auf 4°C
heruntergekuhilt.

Ein 25 yl PCR-Reaktionsansatz bestand aus 2,5 yl PCR-Puffer, 2 ul Template-DNA
mit einer DNA-Menge pro Ansatz von 50-100 nmol, 2,5 pl Primer (jeweils 25 pmol),
0,5 ul dNTP’S (200 pmol/l), 0,25 ul Polymerase (0,5 U) und 17,25 ul H,O (bidest.).

7.5.4 Kapillarelektrophoretische Fragmentlangendetektion

Die Fragmentlangenbestimmung der PCR-Produkte erfolgte mit der lasergestutzten
Kapillarelektrophorese des ABI Prism™ 310 Genetic Analyzer (Applied Biosystems).
Zur Denaturierung der PCR-Produkte wurden 2 ul jeder Probe mit 12 pyl Formamid
versehen.

Die Proben wurden vor dem Lauf bei 95 °C auf einem Thermoblock denaturiert und
danach auf Eis gelagert. Als interner Langenstandard wurde GENESCcAN®-500 (ROX)
Size Standard, als Laufpuffer 1 x Genetic Analyzer Puffer verwendet. Die Kapillare
(50 pm, 47 cm) wurde mit dem Polymer POP-4™ gefiillt. Die Injektionszeit von 4
Sekunden bei einer Spannung von 15 KV und 60 °C brachten hierbei die besten
Ergebnisse.

7.5.5 Erfassung und Auswertung der Mikrosatellitendaten

Unabhangig vom Detektionssystem wurden bei der Mikrosatellitenanalyse jeweis die
hdchsten Peaks (Primer Arin 1) bzw. starksten Banden im Agarosegel (Primer HA-7)
als Allele gewertet. Bei beiden Auftrennungsmethoden waren regelmalig
sogenannte Stotterbanden zu erkennen, die allerdings recht gut durch ihre geringere
Grole im Elekropherogramm und ihrer geringeren Intensitat im Agarosegel von den
Allel-Banden unterschieden werden konnten.

Heterozygote Individuen wurden nur dann als solche erfasst, wenn beide Peaks bzw.
Banden eine nahezu identische Intensitat aufwiesen. Die Daten des Primers Arin 1
wurden am Genetic Analyzer 310 (PE Biosystems) erfasst und mit Hilfe der
GENESCAN ANALYSIS - Software ausgewertet. Die GENESCAN-Software erlaubt die

42



7. Material und Methoden

Darstellung der Ergebnisse in Form eines Elektropherogramms. Dieses stellt die
Fragmente als Peaks dar. Jede Probe ist sowohl einzeln als auch kombiniert
darstellbar. Als Allelsignale werden die Peaks aufgenommen, die innerhalb der direkt
an sie anschlieBenden Wiederholungseinheit die starksten Signalintensitaten
aufweisen. Peaks, die diesen Allelsignalen vorangehen oder diesen folgen und um
die Halfte kleiner als diese sind, werden als Artefaktsignale (Stotterbanden,
Schattenbanden) gewertet.

7.5.6 Acrylamid-Gelelektrophorese der HA-7 Mikrosatelliten-
Allele

Um die Fragmentlange des Mikrosatellitenprimer HA-7 genauer zu Uberprifen,
wurden die Allele von mehreren Individuen aus Herl, Wahlen und Belm nochmals mit
Hilfe der Polyacrylamidgelelektrophorese getestet. Dazu wurde ein 5 %iges
Acrylamidgel hergestellt (6,23 ml Acrylamid (40%), 10 ml 5 x TBE, 33,42 ml H2Opjgest
und 350 yl APS) und 10 Minuten in einer Saugflasche auf dem Magnetrihrer im
Vakuum entgast. Danach wurden 18 ul TEMED zugegeben und das Gel im Geltrager
zwischen zwei Glasplatten gegossen und eine Stunde Polymerisieren lassen.
Danach wurde der Gel-Trager in die mit 1 x TBE-Puffer geflllte Gelkammer gestellt
und an die Kuhlung angeschlossen. Das Gel wurde bei 180 V funf Stunden laufen
gelassen und danach in Ethidiumbromidlésung (10 pl /100 ml) angefarbt und
fotografiert.

7.6 Sequenzierung der Mikrosatellitenloci

7.6.1 Aufreinigung der Mikrosatelliten-PCR-Produkte

Die PCR-Produkte aus der Mikrosatelliten-PCR wurden auf ein 1,4 %iges
Agarosegel aufgetragen, das mit 3 ul Ethidiumbromid versetzt und bei 4 V/cm eine
Stunde aufgetrennt wurde. Die Ziel-DNA war als Bande unter dem UV-Licht
detektierbar und wurde mit einem Skalpell ausgeschnitten. Die Ziel-DNA in dem
Gelstuck wurde mit dem QIAQuick GEL EXTRACTION KIT extrahiert. Das Prinzip dieser
Methode beruht auf der Zentrifugation durch eine Silikagel- Membran, die selektiv
grolRere Mengen an Nukleinsduren bindet. Wahrend die DNA an die Membran
bindet, werden die Oligonukleotide, die kleiner als 50 bp sind, Salze und andere
Molekule abzentrifugiert. Die Vorgehensweise hielt sich dabei streng an die
Empfehlungen des Herstellers.
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7.6.2 Cycle-Sequencing-PCR

Die aus dem Gel extrahierte DNA wurde als Template fur die nachfolgende
Sequenzier-PCR eingesetzt. Ein 20 ul PCR Ansatz bestand aus:

2 yl Template-DNA (ca. 50 — 100 ng)
8 pl Terminator Ready Reaktion Mix
0,5 pl Primer (10 pmol/pl)

9,5 pl H2Opidest

Die Sequenzier-PCR wurde mit folgendem Temperaturprofil durchgefuhrt:

Tabelle 6: PCR-Temperaturprofile der Mikrosatellitenprimer

Primer Arin1 PCR-Temperaturprofil HA-7 PCR-Temperaturprofil
96°C 5 min 96°C 5 min

96°C 10 sec. 96°C 10 sec.

54°C 15 sec. 60°C bzw 45 15 sec.

60°C 4 min 60°C 4 min

4°C 0 4°C oo

Die Schritte 2 bis 4 wurden 39 mal wiederholt.

7.6.3 Aufreinigung der PCR-Produkte

Die PCR-Produkte wurden vor der Sequenzierreaktion, von ihren Puffersalzen,
Uberschissigen Primern, dNTP's und Polymerase mit Hilfe des Reinigungskits
DyeEx 2.0 Spin Kit der Firma Qiagen aufgereinigt.

Das Prinzip dieser Methode berunt auf dem Prinzip der Gelfiltrations-
Chromatographie. Wahrend die groRen DNA-Fragmente das Gel durch
Zentrifugation durchwandern, werden die dRhodamin-Terminatoren in der Gelmatrix
zuruckgehalten. Dieser Schritt ist notwendig, da nicht eingebaute fluoreszenz-
markierte Terminatoren stérende Signale wahrend der Sequenzierung hervorrufen
konnen. 20 ul PCR-Produkt wurden in den Vorgang eingesetzt, wobei sich die
Vorgehensweise genau an die Angaben des Herstellers hielt. Das Elutionsvolumen
entsprach weitgehend der Ausgangsmenge.
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7.6.4 DNA-Sequenzierung mittels Kapillarelektrophorese

Bei der Kapillar-Elektrophorese (ABI Prism™ 310 Genetic Analyzer) werden die
markierten Produkte Uber einen Autosampler elektrokinetisch in eine mit Polymer
(POP 6) geflllte Glaskapillare (50 pm, 61 cm) als Trennmedium injiziert. Die
fluoreszenzmarkierte DNA wird in der Kapillare elektrophoretisch ihrer Lange nach
aufgetrennt und passiert dabei ein Fenster, wo die Fluorezenzfarbstoffe, durch einen
Laser angeregt, Licht unterschiedlicher Wellenlange emittieren.

Das spektrographisch separierte Licht wird mit einer CCD-Kamera aufgenommen
und als elektrisches Signal gespeichert. Diese Daten werden dann mit der Analyse-
Software ,ABI PrisM™ SEQUENCING ANALYsis ™ 3.0° (PE Biosystems) zu
Elektropherogrammen umgewandelt, in denen die Basen der DNA durch Peaks
unterschiedlicher Farbe dargestellt werden.

Die Laufe wurden mit dem Modul ,SEQPOPC RAPID (1ML) E copY* durchgeflhrt. Bei
einer Injektionszeit von 60 bis 100 Sekunden (je nach Starke des Signals) und einer
Spannung wahrend des Laufs von 15 KV und 50 °C.
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