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1 Zusammenfassung

Die vorliegende Arbeit befasst sich mit der molekularen Biogeografie und der
Populationsgenetik von Meum athamanticum (Apiaceae). Die Untersuchung stellt
dabei die erste arealweite Phylogeografie einer europaischen temperat-montanen
Pflanzenart dar. Neben der biogeografischen Struktur lag ein Schwerpunkt dieser
Arbeit auf der Untersuchung der M. athamanticum-Populationen des
mitteleuropaischen Periglazialgebietes. Dadurch sollte ein Beitrag zur aktuell
geflihrten Debatte und Theoriebildung der postglazialen Arealentwicklung temperater
Arten geleistet und die Rolle des mitteleuropaischen Mittelgebirgsraums fir die
historische  Entwicklung der Art beleuchtet werden. Auf der Basis
populationsgenetischer Analysen sollten auflerdem Aussagen zum Schutz der

gefahrdeten Art M. athamanticum getroffen werden.

Fur die Arbeit wurden AFLP-Untersuchungen an 173 Individuen aus 23
Populationen aus dem gesamten Verbreitungsgebiet von M. athamanticum
durchgefiihrt. AuBerdem wurden von 24 Individuen ITS- und ETS-Sequenzen erzeugt
und analysiert, um Hinweise auf die urspriinglichen Evolutionsvorgange innerhalb der
Art zu erhalten. Fir die feinere Auflésung des mitteleuropaischen Teilareals wurde in

einem zweiten AFLP-Datensatz 210 Individuen aus 14 Populationen untersucht.

Innerhalb der Art ist eine deutliche Nord-Sud-Differenzierung nachweisbar, die
durch eine intermediare Populationsgruppe in den Sidwest-Alpen, die vermutlich eine
sekundare Kontaktzone reprasentiert, getrennt wird. Die starke genetische
Separierung sudlicher Populationen und die Existenz distinkter ITS/ETS-Haplotypen
liefern Hinweise darauf, dass die Auftrennung innerhalb M. athamanticum relativ alt
ist. Das wird gestitzt durch die Tatsache, dass in allen drei grofien geografischen
Regionen Populationen mit hoher genetischer Diversitdt und genetisch alte
Reliktpopulationen, die durch eine hohe Zahl eigener Fragmente gekennzeichnet

sind, existieren.

Die Ergebnisse der individuellen und populationsbezogenen
Diversitatsanalysen zeigen, dass M. athamantiucm sich nicht an den gro3raumigen
Rekolonisationsvorgangen der europaischen Flora beteiligte, sondern zumindest das
letzte glaziale Maximum im periglazialen Mitteleuropa tberdauerte. Ein Refugialgebiet

bestand wahrscheinlich im Umfeld des franzdsischen Zentralmassivs, ein weiteres



vermutlich im Randbereich von Ardennen/Eifel. Weiter gibt es Hinweise darauf, dass
rund um den Gebirgsbogen des Erzgebirges und im Umfeld des Schwarzwaldes
Refugien der Art gelegen haben. Und schlieRlich wird eine glaziale Persistenz im
Bereich der Britischen Inseln postuliert. Eine Gruppe mit Populationen aus dem
Thiiringer Wald und dem Bayerischen Alpenvorland sind als Ubergangsgruppe und

sekundare Kontaktzone zwischen den mitteleuropaischen Refugien zu deuten.

Die Ergebnisse weisen auf unterschiedliche Migrationsmuster von M.
athamanticum hin, die durch die topografischen Gegebenheiten in den geografischen
Teilrdumen gepragt sind. Im noérdlichen Teilareal von M. athamanticum kam es bei
einem vergleichbar wenig ausgepragten Relief (heutige Vorkommen zwischen 200
und 1020 m 0. NN) zu geografisch weitrdumigen longitudinalen und latitudinalen
Migrationen, was die Bildung intramontaner Populationen und den genetischen
Austausch mit benachbarten Populationen ermoglichte. Demgegenuber kam es in
Sldeuropa wahrend kalter Perioden im Zuge der klimabedingten Absenkung der
Vegetationszonen zu geografisch eng begrenzten, altitudinalen
Wanderungsbewegungen (heutige Vorkommen zwischen 1400 und 2900 m d. NN),
womit ein genetischer Austausch zwischen benachbarten Populationen auch in den
Kaltphasen eingeschrankt war. Die genetischen Merkmale (AMOVA: Differenzierung
zwischen den Populationen; NJ: langere Aste; modellbasiertes Clusterverfahren:
hohere Likelihood fir Differenzierung; hohe Anzahl privater und fixierter privater
Fragmente und isolation-by-distance) der Populationen des sldlichen Arealrandes
(rear edge) reflektieren insgesamt Isolationsereignisse, die vermutlich bis in das

Tertiar zurickreichen.

Aus den Ergebnissen der arealweiten phylogeografischen Studie als auch der
mitteleuropaischen populationsgenetischen Studie kénnen Schlussfolgerungen fiir
den Schutz von M. athamanticum gezogen werden kénnen. Dabei werden die rear-
edge-Populationen der stdeuropaischen Hochgebirge, genetisch rezent verarmte
Kleinpopulationen in Mitteleuropa und die genetisch diversen Populationen in allen

Teilarealen als prioritar fur den Erhalt der Art eingestuft.



2 Einleitung

Die Art Meum athamanticum reprasentiert mit ihrem Arealmuster wie kaum
eine andere Pflanze die mitteleuropaischen Mittelgebirge und ist ein
charakteristischer Bestandteil der Mittelgebirgsvegetation. lhr Verbreitungsmuster
hangt, wie das der meisten anderen mitteleuropaischen Pflanzen, im Wesentlichen mit

der postglazialen Klimaentwicklung zusammen.

Die Frage nach der postglazialen Arealentwicklung wurde bisher nicht an
disjunkten europaischen Mittelgebirgsarten diskutiert und die arealweite
Untersuchung an der temperat-montanen Art M. athamanticum stellt eine wichtige
Erganzung zu bisherigen phylogeografischen Studien in Europa dar. Bereits
durchgefiihrte Untersuchungen konzentrieren sich grofdtenteils auf alpine (z. B.
Stehlik 2000, Stehlik et al. 2001, Zhang et al. 2001, Schonswetter et al. 2002, Kropf et
al. 2003, Schonswetter et al. 2005), arktisch-boreale (z. B. Gabrielsen et al. 1997,
Tollefsrud 1998, Tremblay & Schoen 1999, Schonswetter et al. 2003, Tyler 2002a,
Tyler 2002b), Kuistenpflanzen (Clausing et al. 2000, Arafeh 2005, Westberg 2005)
oder Baumarten der gemaRigten Klimazonen (z. B. Demesure et al. 1996, Dumolin-
Lapégue et al. 1997, Ferris et al. 1998, Petit et al. 2002a, Petit et al. 2002b, Hampe et
al. 2003, Heuertz et al. 2004). Andere Studien beschranken sich aus
arealgeographischer Sicht auf Teilareale weiter verbreiteter Arten (Graham et al.
1997, Fischer & Matthies 1998, Meikle et al. 1999, Gaudeul et al. 2000, Jordano &
Godoy 2000, Baumel et al. 2001, Després et al. 2002, Nordal et al. 2005) oder auf die
Gesamtareale lokal oder regional vorkommender, zumeist endemischer
sudeuropaischer Taxa (Martin et al. 1997, Martin et al. 1999, Freville et al. 2001).

Am Beispiel von M. athamanticum soll die nacheiszeitliche Entwicklung einer
temperat-montanen, europaischen Art mit AFLP-Markern und durch Methoden
statistischer Phylogeografie aufgeklart werden. Es soll insbesondere geklart werden, ob

es sich bei den heutigen Teilarealen um
1. Reliktareale mit hoher genetischer Diversitat, oder um
2. nacheiszeitliche Expansionsareale mit geringer Diversitat handelt und

3. welche Rolle der periglaziale Mittelgebirgsraum in der historischen

Entwicklung der Art gespielt hat.



Da die klimabedingten Vorgange der Arealregression und —expansion in
besonderem Male auch Auswirkungen auf die genetische Diversitat innerhalb und
zwischen Populationen einzelner Arten hatten, liefern phylogeografische
Untersuchungen zur Biogeografie von Arten auch wichtige Basisinformationen flir den
Naturschutz (Ryder 1986, Moritz 1994, Avise 2000). Vor allem Populationen mit
hoher genetischen Diversitat als auch isolierte Populationen mit eigenstandigen
genetischen Merkmalen haben eine hohe Bedeutung fiir den langfristigen Schutz der

gefahrdeten Art M. athamanticum.

Arealweite Phylogeografie

Die heutigen Arealmuster von Pflanzenarten in Europa stehen in engem
Zusammenhang mit den quartaren Klimaschwankungen (Stebbins 1950, Hewitt
1996). Mit dem Anfang des Mittelpleistozéans vor etwa 700 000 Jahren setzte ein
ausgepragter mehrfacher Wechsel von Kalt- und Warmzeiten ein (Sibrava 1986,
Webb & Bartlein 1992). Im gesamten Pleistozan lassen sich in Europa etwa 10
Folgen von Kalt- und Warmzeiten unterscheiden (Sibrava 1986, de Jong 1988, Lang
1994). Die enormen klimatischen Veranderungen wahrend der pleistozéanen Eiszeiten
fihrten zur Migration, Isolation, Durchmischung und dem Aussterben von
Pflanzenpopulationen (Avise 1992, Hewitt 1996, Bennett 1997). An die
Klimadepression der letzten Kaltphase konnten sich ndérdliche Populationen
temperater Arten nicht anpassen und wahrend der maximalen Ausdehnung des
Inlandeises wahrend der Wirm-Eiszeit vor ca. 20 000 Jahre BP beschrankte sich ihr
Areal auf kleine Refugien im sldlichen Europa. Im Postglazial dehnte sich ihr
Verbreitungsgebiet wieder nach Norden aus (Hewitt 1996, Comes & Kadereit 1998,
Taberlet et al. 1998, Hewitt 2000).

Auf Basis der verwandtschaftlichen Beziehungen und der raumlichen
Verteilung einzelner Evolutionslinien untersucht der Wissenschaftszweig der
Phylogeografie (Avise et al. 1987) die historische Arealentwicklung von Arten. Fur
phylogeografische Untersuchungen stellt der europaische Kontinent ein besonders
komplexes biogeografisches Modell dar, da bei Nord-Sud gerichteten
Arealverschiebungen die zentral gelegenen Alpen und Pyrenden einen starken

Raumwiderstand bilden. Historisch-biogeografische Studien an europaischen Tier-



und Pflanzenarten haben sich vor allem mit postglazialen Migrationsverlaufen und der
Identifikation glazialer Refugien befasst (Bennet et al. 1991, Hewitt 1996, Comes &
Kadereit 1998, Taberlet et al. 1998, Hewitt 1999, Tremblay & Schoen 1999). Einzelne
Untersuchungen an verschiedenen Taxa belegen, dass es kein pauschales Modell
der postglazialen Ausbreitung fiur temperate Arten gibt und weitere Untersuchungen

an Modellorganismen nétig sind (Taberlet et al. 1998, Bilton et al. 1998).

Den Grundstein fir die Rekonstruktion der quartaren Vegetationsgeschichte
haben palynologische Untersuchungen gelegt. Diese Arbeiten haben in erheblichem
Male zum heutigen Verstandnis Uber glaziale Rilckzugsgebiete und postglaziale
Wiederausbreitung (Firbas 1949, Huntley & Birks 1983, Bennett et al. 1991, Berglund
et al. 1996, Petit et al. 2002a), aber auch zum generellen Verstandnis der
Landschaftsgeschichte und der klimabedingten Vegetationsédnderung beigetragen
(Huntley 1988, Lang 1994). Demgegenuber ist die quartdre Arealentwicklung der
meisten krautigen Pflanzen aber nicht anhand von Pollenprofilen zu rekonstruieren,
da sie, im Gegensatz zu windbestaubten Baumarten, keine Pollen in palynologisch
auswertbaren Sedimenten hinterlassen (Cain et al. 1998, Bonn & Poschlod 1998,
Hewitt 1999). Hinzu kommt, dass nur wenige Taxa hinsichtlich ihrer Pollen sicher bis

zur Art bestimmt werden kdénnen (Speier 1996, Cruzan & Templeton 2000).

Mit der Entwicklung von molekularen Techniken und der Méoglichkeit,
genetische Beziehungen auch auf intraspezifischem Niveau aufzuklaren, ergab sich
die Mdoglichkeit (1) die palynologischen Befunde flir glaziale Refugien und
postglaziale Ausbreitungswege zu evaluieren und zu verfeinern (Demesure et al.
1996, Dumolin-Lapégue et al. 1997, Ferris et al. 1998, Petit et al. 2002a, Petit et al.
2002b, Heuertz et al. 2004) und (2) postglaziale Migrationswege von Artengruppen
ohne Fossilbefunde zu rekonstruieren (Hewitt 1996, Comes & Kadereit 1998, Taberlet
et al. 1998, Hewitt 2000).

Fur temperate europaische Arten postuliert das traditionelle biogeografische
Modell, dass sie die pleistozanen Kaltphasen in sideuropédischen Refugialrdumen auf
der iberischen Halbinsel, dem Apennin, dem Balkan, daneben aber auch weiter
Ostlich im Kaukasus und rund um das Kaspische Meer Uberdauerten (z.B. Hewitt
1996, Taberlet et al. 1998, Santucci et al. 1998, Hewitt 2004). Das bis auf lokale
Gletscherbildungen in den hdchsten Lagen einiger Mittelgebirge weitgehend eisfreie

Periglazialgebiet (Abb. 1) war demnach von waldloser Tundrenvegetation und



Kaltesteppen bedeckt (Hantke 1978, Lang 1994, Huijzer & Vandenberghe 1998) und
bot zumindest flr temperate Arten Uberwiegend keinen geeigneten Lebensraum
(Dawson 1992). Mit der beginnenden Klimaerwarmung setzte eine nordwarts
gerichtete Arealexpansion ein und das heutige Verbreitungsmuster temperater Arten
ist das Ergebnis aus der Rekolonisation aus den stideuropaischen Rickzugsgebieten
in wieder nutzbare Lebensraume im mittleren und nérdlichen Europa (Hewitt 1996,
Comes & Kadereit 1998, Taberlet et al. 1998, Hewitt 2000). Bei diesen
Migrationsszenarien, die insgesamt als tabula rasa Hypothese (Nordal 1987, Birks
1993, Stehlik 2000) bezeichnet werden, ist prinzipiell davon auszugehen, dass die
neu besiedelten Gebiete im Norden nur einen Bruchteil der Genotypen tragen, da an
der Nordexpansion nur ein geringer Anteil an Individuen beteiligt ist (Hewitt 1996,
Ibrahim et al. 1996). Der Grad an allelischem Reichtum und genetischer Diversitat
korreliert demnach mit den raum-zeitlichen Migrationsvorgangen (Ferris et al. 1998,
Amsellem et al. 2000, Comps et al. 2001, Widmer & Lexer 2001, Gugerli et al. 2001).

Abb. 1: Europa wahrend der letzten maximalen Vereisung vor ca. 20000 Jahren mit
Ausdehnung der Gletscher (Schraffur), Kiistenlinien (gestrichelte Linien) und Verlauf der

Permafrostgrenze (punktierte Linie) (verandert nach Hewitt 1999).

Aufgrund der stark differenzierten topografischen und klimatischen Situation in
Europa wurde die Ableitung allgemeiner biogeografischer Regeln fiir die postglaziale

Arealentwicklung speziell der temperaten Arten aber auch in Frage gestellt (Taberlet
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et al. 1998, Bilton et al. 1998). So befasst sich die vor einigen Jahren angestol3ene
.refugial debate” vor allem mit der Frage nach kryptischen Refugien temperater Arten
aullerhalb der gut dokumentierten glazialen Riickzugsgebiete in Stideuropa (Willis &
Whittaker 2000, Tzedakis et al. 2002, Stewart 2003, Tzedakis et al. 2003). Fir einige
temperate Tierarten (z. B. Englbrecht et al. 2000, Hanfling et al. 2002, Gum et al.
2005, Pinceel et al. 2005, Deffontaine et al. 2005, Nieberding et al. 2005) und eine
temperate Baumart (Pinus sylvestris: Stewart & Lister 2001) wurden inzwischen
Hinweise fir die Existenz periglazialer Refugien gefunden. Flr temperate krautige
Pflanzen liegen dafir bisher aber keine Hinweise vor. Mit der arealweiten
phylogeografischen Untersuchung an M. athamanticum soll zu der Fragestellung

kryptischer periglazialer Refugien ein Beitrag geleistet werden.

Regionale (mitteleuropaische) populationsgenetische Studie

M. athamanticum ist in Mitteleuropa eine Charakterart montan bis
hochmontaner Borstgrasrasen und der traditionell extensiv genutzten Bergwiesen der
Mittelgebirge. In den mitteleuropaischen Kulturlandschaften haben Veranderungen in
den Landnutzungspraktiken allerdings zur Degradierung, Zerschneidung, Isolation
und oftmals auch zur Vernichtung vieler natirlicher und seminattrlicher Lebensraume
gefuhrt (Saunders et al. 1991). In Mitteleuropa wurden viele Borstgrasrasen und
Bergwiesen durch landwirtschaftliche Intensivierung quantitativ und qualitativ stark
dezimiert, was auch einen starken Rickgang der auf solche Habitate angewiesenen

Arten zur Folge hatte.

Die internationale Bedeutung dieser Vegetationstypen, denen eine Reihe
seltener, montaner Pflanzenarten angehoéren, wurde inzwischen erkannt und durch
deren Aufnahme in die Fauna-Flora-Habitat-Richtlinie der Europaischen Union
unterstrichen (COUNCIL OF THE EUROPEAN COMMUNITIES 1992). Ziel dieser
Richtlinie ist es, im europaischen Schutzgebietssystem NATURA 2000 Arten und
Lebensrdume von gemeinschaftlichem Interesse zu sichern und zu schitzen. Im
Gegensatz zu den Lebensrdumen, deren Qualitdt durch den Naturschutz in den
letzten Jahren vielerorts wieder verbessert wurde, konnte der Rickgang einzelner

Arten aber lediglich verlangsamt werden (Kaule et al. 1999). Zudem ist aufgrund der



geringen Ausbreitungsfahigkeit vieler Arten eine Wiederbesiedlung geeigneter oder

wieder geeigneter Habitate oftmals eher unwahrscheinlich.

M. athamanticum tritt in einigen mitteleuropaischen Populationen nur noch in
sehr geringer Anzahl auf. Aufgrund verminderter Habitatqualitat, was im Falle von M.
athamanticum der veranderten Nutzung montaner Borstgrasrasen und Bergwiesen
entspricht, unterliegen zurlickgezogene Populationen Randeffekten. Sie missen
stressreichere Habitate besiedeln und sind in einigen Teilbereichen bereits
ausgestorben. Dadurch wird der Effekt der inselhaften Restriktion auf hoéhere
Mittelgebirgsbereiche noch weiter verstarkt. In vielen Mittelgebirgen hangt die weitere
Existenz montaner Bergwiesenarten aber gerade vom Uberleben kleiner und isolierter
Populationen in Habitatinseln ab. Fragmentierte und kleine Populationen sind durch
stochastische Ereignisse in ihrem Fortbestand allerdings starker gefahrdet als grol3e
und vernetzte Populationen (Belovsky 1987). Zudem koénnen ungunstige
Wuchsbedingungen zur weiteren Reduktion von Populationsgrofien fihren (Gaston
1994). Das liegt zum einen daran, dass kleine Populationen weniger plastisch auf
negative Umweltfluktuationen reagieren kénnen (Shaffer 1987, Menges 1991) und
somit das Risiko, von einer Naturkatastrophe ausgeldéscht zu werden, besonders
hoch ist. Zum anderen sind kleine und isolierte Populationen von demografischen und
genetischen Zufallsereignissen bedroht. So wurde gezeigt, dass vor allem
fremdbestaubte Pflanzenarten schnell der Inzuchtdepression unterliegen und daher
besonders unter Fragmentierung und Isolation leiden (Booy et al. 2000, Oostermeijer
2000). Die populationsgenetischen Untersuchungen in ihrem mitteleuropaischen
Teilareal sollen dazu beitragen, die genetische Diversitat von M. athamanticum unter
Einbezug ihrer historischen Entwicklung zu erklaren. Dariber hinaus kann die Arbeit
im Gesamten dabei helfen, biogeografisch und genetisch besonders herausgehobene
Evolutionslinien bzw. Managementeinheiten von M. athamanticum  fir

Naturschutzanforderungen zu identifizieren.



3 Material und Methoden

3.1 Das Untersuchungsobjekt Meum athamanticum Jacquin —
Barwurz

M. athamanticum Jacquin ist ein sommergriiner, ausdauernder, bis zu 100 cm
Hoéhe erreichender Hemikryptophyt. Die Pflanze ist charakterisiert durch die
haarfeinen, 0,2 mm breiten und bis zu 8 mm langen Zipfel ihrer im Umriss langlich-
dreieckigen, 2- bis 3-fach gefiederten Blattspreiten, dartber durch ihren
durchdringend-wtrzigen Geruch. Die Terminaldolde der Art setzt sich aus 20 bis 30
Déldchen zusammen, die in der Regel eine gréfiere Zahl hermaphroditischer dulerer
und eine geringere Anzahl mannlicher zentraler Bliten besitzen. Die Zahl zwittriger
Bliten kann in den Dolden 2. Ordnung wesentlich geringer sein, die sich selten
entwickelnden Dolden 3. Ordnung sind in der Regel rein mannlich (Schulz 1890). Die
ausgepragte Protandrie der hermaphroditischen Blaten und die hohe
Besucherfrequenz potenzieller Bestauber (pers. Beob.) lassen darauf schliefen, das
die Art Uberwiegend fremdbestaubt ist. Klonale Ausbreitung ist aufgrund der lediglich

kurzen Wurzelauslaufer raumlich nur eng begrenzt moglich.

Abb. 2: Habitus von M. athamanticum.



M. athamanticum bliht in ihrem mitteleuropaischen Teilareal von Juni bis in die erste
Julihalfte, in stideuropaischen Populationen bis Mitte August. Die 6-8 mm langen
Frichte zeigen keine Anpassung an Fernverbreitung. Sie reifen von August bis
September. Vorliegende Chromosomenzahlungen (Leute 1969) kennzeichnen die Art
als diploid (2n = 22). M. athamanticum wird in frischem Zustand von Weidevieh
gemieden, der Heuertrag einer Wiese kann bei massenhaftem Auftreten der Pflanzen

beeintrachtigt sein (Hegi 1965).

M. athamanticum wachst vorwiegend Uber silikatischem Untergrund, Bestande
Uber Kalkgestein existieren allerdings im Schweizer Jura, den 6stlichen Kalkalpen
und uber kalkreichen Schottern im ndrdlichen Alpenvorland. Die Art ist insgesamt eng
an montane bis subalpine Vegetationstypen gebunden ist. In S-Europa bewohnt sie
Uberwiegend primare Standorte wie z. B. Zwergwacholdergeblsch am Monte Pollino
in Suditalien, Staudenfluren entlang von Gebirgsbachen in der zentralspanischen
Sierra de Gredos, stark bewegte Grobschutthalden in der nordspanischen Sierra de
la Pena Labra oder subalpin-alpine Zwergstrauchheiden, Borstgrasrasen und
Seggenrasen in den Pyrenden und den Alpen (vgl. Abb. 3). In Zentraleuropa wachst
sie in Borstgrasrasen und extensiv genutzten Bergwiesen (Burkart et al. 2004). Sie
gilt hier als schwache Nardetalia-Ordnungscharakterart (Oberdorfer 1984), die auch
in magere Polygono-Trisetion-Gesellschaften Ubergreift. In letzteren wird sie teilweise
als Kennart einer eigenstandigen Assoziation (Meo-Festucetum) angesehen (Matzke
1989). Daneben wachst sie beispielsweise im Schwarzwald oder in den Vogesen in
Hoéhenformen von Glatthaferwiesen (Alchemillo-Arrhenatheretum). Die
Standortamplitude von M. athamanticum Uberlappt sich allerdings auch mit
Feuchtwiesengesellschaften, in denen die Art mit Hochstauden wie Polygonum
bistorta, Trollius europaeus oder Angelica palustris vergesellschaftet ist, in seltenen
Fallen findet sie sich zusammen mit verschiedenen Kleinseggen auf nassen
Flachmoorstandorten (pers. Beob.). M. athamanticum hat als lichtliebende Art die
postglaziale Wiederbewaldung Mitteleuropas vermutlich in den Randzonen waldfreier
Hangmoore (Matzke 1989), an Karen und Felsabstirzen (Philippi 1992) oder in
anderen bspw. durch Megaherbivoren waldfrei gehaltenen Bereichen Uberdauert
(Geiser 1992, Davidson 1993, Beutler 1996), wie sie im Umfeld aller heutigen
mitteleuropaischen Vorkommen anzunehmen sind. Meum zeigt allerdings auch eine
gewisse Resistenz gegenlber Lichtmangel, an einigen Lokalitaten in der Eifel, dem

Thiringer Wald und den Ostalpen konnten im weiteren Umfeld von
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Offenlandpopulationen auch Exemplare im Waldinneren registriert werden, die

allerdings durch ein auffallig reduziertes Wachstum gekennzeichnet waren.

Abb. 3: Standorte von M. athamanticum: (A) stark bewegter Solifluktionsschutt in den
nordspanischen Kordilleren, (B) bachbegleitende Staudenflur in der zentralspanischen Sierra
de Gredos, (C) Zwergstrauch- und Calluna-Heide im franzésischen Massif Central, (D)

Borstgrasrasen im Studschwarzwald.

3.1.1 Gesamtverbreitung

M. athamanticum gehdrt dem subatlantisch-temperaten Florenelement an
(Leute 1969, Leute 1970, Oberdorfer 1984). Die Art ist in ihrem gesamten Areal an
die montane-subalpine Hohenstufe gebunden (Meusel et al. 1978, Bruelheide &
Lieberum 2001). Verbreitungskarten finden sich in Leute (1969), Weinert (1970) und
Meusel et al. (1978). Abbildung 4 zeigt die Gesamtverbreitung der Art nach den zuvor
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genannten Autoren und eigenen Recherchen und Beobachtungen. Auf der iberischen
Halbinsel besiedelt sie neben den Pyrenden die kantabrischen Kordilleren, das
kastilische Scheidegebirge und den Nordteil des Iberischen Randgebirges. Aulerdem
hat die Art lokal eng begrenzte Vorkommen in der slidspanischen Sierra Nevada, wo
sie den Sludwestrand ihres Gesamtareals erreicht. In Mitteleuropa umfasst die Art die
montanen Lagen vom franzdsischen Zentralmassiv (ber Schweizer Jura,
verschiedene Hohenziige des rheinischen Schiefergebirges und der hercynischen
Gebirgsziige (Schwarzwald, Eifel, Hunsriick, Rhén, Harz, Rothaargebirge, Thiringer
Wald, Fichtelgebirge, Bayerischer Wald) bis in die polnischen Westkarpaten. Im
Bereich der Alpen hat die Art deutliche Verbreitungslicken. Neben zwei eng
begrenzten und individuenschwachen Populationen im Alpenvorland wachst sie dort
regional begrenzt in den Ostalpen von den Radstadter Tauern Uber den Dachstein
und die Eisenerzer Alpen bis zur Raxalpe in Niederosterreich. AuRerdem tritt Meum
im Bereich der Karawanken im Grenzgebiet zwischen Osterreich und Slowenien
sowie den Julischen Alpen auf. Im Westteil der Alpen auf Schweizer und
italienischem Territorium hat die Art lokal begrenzte Vorkommen im Berner Oberland,
in der Schwyz, den Alps Vallaisannes, dem Massif de la Vanoise und dem Massif des
Ecrins. In den SW-Alpen im franzdsisch-italienischen Grenzgebiet tritt Meum dagegen
wieder regelmalfig auf. In Italien besiedelt die Art aullerdem den nérdlichen und
mittleren Apennin bis auf Hohe des Gran Sasso d’ lItalia, davon isoliert existieren
Populationen am und um den Monte Pollino in Kalabrien. M. athamanticum ist
vermutlich weit verbreitet in den Dinarischen Gebirgsziigen, inwiefern es sich
allerdings insgesamt um weitrdumige oder nur eng begrenzte Vorkommen handelt, ist
unklar. Zumindest im Bereich von Serbien-Herzegowina ist die Art disjunkt verbreitet
und kommt nur punktuell in einigen Gebirgsziigen vor (G. Tomovic, pers. Mitteilung).
Ihren &stlichen Arealrand erreicht die Art in der bulgarischen Stara Planina. lhre
nordliche Verbreitungsgrenze markieren stark isolierte Vorkommen in Schottland,
Nordengland und Nordwales. Bei den Angaben aus den Karpaten handelt es sich um
Verwechslungen mit Ligusticum mutellina (vgl. Meusel et al. 1978, Slaby 1966) und
die Vorkommen in Sud-Norwegen sind als synanthrop einzustufen, die Art wachst

hier an deutlich ruderalisierten Standorten (Hylander 1971).
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Abb. 4: Gesamtverbreitung von M. athamanticum basierend auf den Angaben von Leute
(1969), Weinert (1970), Meusel et al. (1978) und pers. Beobachtung.

Insgesamt bilden die Vorkommen von M. athamanticum zwei altitudinale
Schwerpunkte, die zum einen die montane Stufe der zentraleuropaischen
Mittelgebirge (550 — 1000 m . NN), zum anderen die subalpine Zone der mittel- und
sudeuropaischen Hochgebirge (1400 — 2200 m 4. NN) umfassen. Die absolut
niedrigsten Lagen erreicht die Art an der Nordgrenze ihrer Gesamtverbreitung bei 200
m 0. NN in den schottischen Grampian Mountains. Die héchstgelegenen Wuchsorte
existieren am sudlichen Arealrand in der stidspanischen Sierra Nevada bei 2900 m (.
NN.

3.1.2 Systematische und biogeografische Aspekte

In der ersten umfassenden Bearbeitung der Apiaceen von De Candolle (1830)
wurde neben M. athamanticum auch die heute in die Gattung Ligusticum
eingeordneten Arten L. mutellina und L. pyrenaicum der Gattung Meum zugerechnet.

In der Folgezeit fassten Bentham (1867) sowie Drude (1898) Meum allerdings als
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monotypische Gattung auf. Phylogenetische Untersuchungen stiitzen diese These
(Valiejo-Roman et al. 1998, Plunkett & Downie 1999), eine abschliel’iende Phylogenie
um M. athamanticum mit dem Einbezug aller vermeintlichen Verwandten steht aber
noch aus. Innerhalb von M. athamanticum sind drei Unterarten beschrieben worden
(Leute 1969, Leute 1970, Weinert 1970, Meusel et al. 1978). Die ssp. labranum
besiedelt lokal die nordspanische Sierra Pena Labra und unterscheidet sich von der
Nominatunterart durch eine vergleichsweise starkere basale Stengelbehaarung. Die
ssp. nevadense der sldspanischen Sierra Nevada ist durch ihren insgesamt
kleineren Habitus gekennzeichnet. Die Bewertung dieser beiden Vorkommen als
Unterarten ist allerdings umstritten (Tutin 1968, Villar 2003). Kleinwuchsige
Exemplare vom Typus der ssp. nevadense wachsen auch in den Pyrenden, den SW-
Alpen und in Suditalien (Villar 2003, pers. Beob.).

Die natirliche Verwandtschaftsgruppe der Apiales, die von den beiden
Familien der Apiaceae und Araliaceae gebildet wird, geht auf gemeinsame
proaralioide Ausgangssippen, einem ,pro-araliaceous stock” (Mathias 1965) zurlck,
deren Entstehung und Entfaltung vermutlich in der mittleren und oberen Kreidezeit
erfolgte (Baumann 1946, Axelrod 1952). Im Zuge der Kontinentaldifferenzierung
haben sich die Apiaceen moglicherweise im ndrdlichen Amerika als Glieder einer
temperaten Arcto-Tertiar-Flora herausgebildet (Weinert 1970). Die Apiaceen sind im
Gegensatz zu den Araliaceen ein deutlich extratropischer Verwandtschaftskreis und
sind besonders reich am Rand der noérdlichen Subtropen, z.B. im Bereich des
Mittelmeeres, Mittelasiens oder im mittleren Amerika entfaltet (Meusel et al. 1978).
Hierbei zeigen die Apioideae innerhalb der Apiaceae ihre grofRte Diversitat vor allem
durch ein- und mehrjahrige, krautige Arten in den gemaRigten Breiten der
Nordhemisphare und sind in Europa mit ca. 820 Arten, in Nordamerika mit ca. 370
Arten vertreten (Mathias 1965). Innerhalb der Apioidae treten neben in der Holarktis
weit verbreiteten auch etliche, auf enge Gebiete beschrankte Gattungen auf
(Heywood 1971). Zu letzteren gehdrt die Gattung Meum, von der Meusel et al. (1978)
vermuten, dass sie sich in abgegrenzten Teilrdumen tertidarer Hochgebirge in der
westlichen Submediterraneis als Abgliederung eurasischer oder zirkumpolarer Sippen
gebildet hat. Eine ahnliche Entstehung postulieren sie fir die ebenfalls monotypische
Trochiscanthes nodiflora. Trotz einer Reihe phylogenetischer Studien sind viele
Verwandtschaftskreise innerhalb der Apiaceae noch nicht abgeklart (Valiejo-Roman
et al. 1998, Plunkett & Downie 1999, Katz-Downie et al. 1999, Downie et al. 2000a,
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Downie et al. 2000b, Spalik et al. 2004). So ist die von Meusel et al. (1978) als mit M.
athamanticum nah verwandt eingestufte Ligusticum-Gruppe (sensu Leute 1969,
Leute 1970) deutlich polyphyletisch. In ITS-Sequenzanalysen der Apioideae, streuen
die funf beteiligten der insgesamt ca. 40-50 Ligusticum-Arten in 4 der insgesamt 8

gebildeten Artengruppen (Downie et al. 2000b).

3.2 Markersysteme fir die genetischen Untersuchungen

Im Gegensatz zur hohen Sequenzvariabilitat des mitochondrialen Genoms
von Tieren ist die Variation der pflanzlichen Chloroplasten- und mitochondrialen-DNA
vergleichsweise gering, weshalb die Verfigbarkeit variabler Gene fur infraspezifische,
phylogeografische und populationsgenetische Studien begrenzt ist (Avise 1998). Die
Entwicklung hoch auflésender fingerprint-Verfahren wie die RAPD-Methode (Random
Amplified Polymorphic DNA; Welsh & McClelland 1990, Williams et al. 1990) und die
AFLP-Methode (Amplified Fragment Length Polymorphism; Vos et al. 1995) liefern
aber auch Botanikern brauchbare Werkzeuge fur phylogeografische und
intraspezifische Untersuchungen (z. B. Giannasi et al. 2001, Kropf et al. 2002, Tribsch
et al. 2002). Da die RAPD-Methode im Gegensatz zur AFLP-Methode nur eine
geringe Zahl polymorpher Banden pro Primer liefert und deren Reproduzierbarkeit
sehr stark von den Reaktionsbedingungen abhangt (MacPherson et al. 1993, He et
al. 1994, Jones et al. 1997), wird flr populationsgenetische aber auch
phylogeografische Fragestellungen die AFLP-Technik bevorzugt (ndheres zur AFLP-
Technik siehe Kapitel 3.6.1). Als weitere Markersysteme wurden in dieser Arbeit die
Internal- und die External-Transcribed-Spacer-Region (ITS und ETS) auf ihre
Variabilitat innerhalb von M. athamanticum Uberprift. Von diesen beiden Abschnitten
der ribosomalen DNA ist bekannt, dass sie potenziell ausreichende Variation fir
intraspezifische Untersuchungen haben (Baldwin et al. 1995, Linder et al. 2000, Kropf
et al. 2002, Kropf et al. 2003). Wahrend Sequenzverfahren spezifischer Gene
detaillierte Informationen Uber einen kleinen Teil des Genoms liefern, geben
Fingerprintverfahren mit anonymen Markern, wie z.B. die RAPD-Methode und die
AFLP-Methode ein Bild der genetischen Variabilitdt Gber das gesamte Genom (Hillis
et al. 1996), so dass auch geringe genetische Unterschiede und Prozesse jlingerer

Zeitepochen registriert werden kénnen (Hewitt 2004, Kauserud et al. 2005).
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3.3 Probenmaterial fur die genetischen Untersuchungen

Fir die zwei raumlichen Untersuchungsebenen der
e arealweiten (europdischen) phylogeografischen Studie und der
e regionalen (mitteleuropdischen) populationsgenetischen Studie

wurden zwei getrennte AFLP-Datensatze erzeugt, die sich neben der
geografischen Abdeckung im Wesentlichen durch die unterschiedliche Anzahl
eingesetzter Individuen pro Population und der Anzahl detektierter Fragmente
voneinander unterscheiden. Der mafR3gebliche Grund fur dieses Vorgehen lag darin,
dass bei der Fragmentauftrennungen auf den Sequenziergelen einige
Fragmentldngenbereiche nicht detektiert, andere wiederum stark gestaucht detektiert
wurden, weshalb bei der Auswertung durch das Programm GENOTYPER und auch
der nach gelagerten visuellen Kontrolle teilweise keine Trennung zwischen ahnlich
langen Fragmenten festgestellt wurde. Daher konnte fur den regionalen,
populationsgenetischen Teil die bereits in der phylogeografischen Studie
eingesetzten Individuen aus zentraleuropaischen Populationen nicht Gbernommen

werden.
Arealweite phylogeografische Studie

Das Probenmaterial flr die arealweite phylogeografische Studie deckt das
komplette Areal von M. athamanticum ab. Dabei wurden neben den mutmallichen
sudeuropaischen Refugien auf der iberischen Halbinsel, dem Apennin und dem
Balkan vor allem das mitteleuropaische Periglazialgebiet intensiv besammelt. Das
iberische Refugialgebiet wird durch fiinf Populationen reprasentiert, ltalien durch zwei
Populationen. Der Balkan wird nur durch eine Population aus Bulgarien reprasentiert,
aus anderen Gegenden Sudosteuropas war eine Beschaffung von ausreichendem
Material fur die AFLP-Analysen nicht méglich. Insgesamt wurde zwischen den Jahren
2001 und 2004 in 23 Populationen Blattmaterial von M. athamanticum gesammelt
(Abb. 5, Tab. 1). Dabei wurden jeweils 10 m Abstand zwischen den Individuen
gelassen, um das Beproben von Klonen zu vermeiden. Das Blattmaterial wurde in
kleinen ziplog-Beuteln mit Silikagel (Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland) getrocknet.
Die weitere Lagerung des Materials erfolgte bei Raumtemperatur. Fur die ITS- und

ETS-Sequenzuntersuchungen stand zudem Herbarmaterial aus den Dinarischen
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Alpen/Montenegro (MA) zur Verfigung. Die maximale Distanz der analysierten
Populationen betragt 2564 km zwischen der schottischen Population Kenmore (KE)
und der Population aus dem Stara Planina-Gebirge in Bulgarien (BU). Die geringsten
Distanzen (2 km) werden von Populationen am Ost- (LA) und Westhang (CL) des Col
de Larche in den franzésischen SW-Alpen gebildet (Abb. 5).

Abb. 5: Sammellokalitaten fur die arealweite phylogeografische Studie fur M. athamanticum
(zweiziffrige Codes) und bekannte Gesamtverbreitung, basierend auf den Angaben von Leute
(1969), Weinert (1970), Meusel et al. (1978) und pers. Beobachtung. Bis auf das Material aus
Montenegro (MA), fir das nur ITS/ETS-Sequenzen generiert werden konnten, wurden Proben
aus allen Aufsammlungen in der AFLP- und der Sequenzanalyse bericksichtigt. Die
Abkurzungen und weitere Details sind in Tabelle 1 zusammengefasst.
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Tab. 1: Alphabetisch
geografische Koordinaten und Hohenlage der untersuchten M. athamanticum Aufsammlungen

sortierte  Populationscodes, Sammellokalitaten, Gebirgsziige,

fur die arealweite phylogeografische Studie.

Pop. Lokalitat Gebirgszug Land Koordinaten Hohe (m
code 0. NN)
BU Yumruka Stara Planina Bulgarien 24°46'13"E 42°46'13"N 1750
CE Mont Lozére Massif Central Frankreich 03°32'20"E 44°24'20"N 1600
CL Col Larche Osthang Sitdwest-Alpen Italien 06°54'40"E 44°25'20"N 1930
EB Eibenberg Ost-Alpen Osterreich 13°49'00"E 47°47'00"N 1590
EG Altenberg Erzgebirge Deutschland  13°45'12"E 50°46'51"N 770
El Rothe Kreuz Eifel Deutschland  06°20'03"E 50°31'45"N 550
HZ Hohegeif’ Harz Deutschland  10°40'09"E 51°39'12"N 560
KE Kenmore Grampian Mts. Schottland 04°12'18"W 56°35'563"N 200
LA Col Larche Westhang  Siidwest-Alpen Frankreich 06°55'50"E 44°24'50"N 1940
LT Col du Lautaret West-Alpen Frankreich 06°25'06"E 45°02'20"N 2040
MA Mt. Prokletije Dinarische Alpen Montenegro  20°16'67"E 42°71°67”’N 1800
Pl Piau Engaly Zentral-Pyrenaen Frankreich 00°11'25"E 42°50'11"N 1400
PO Monte Pollino Sid-Apennin Italien 16°12'20"E 39°55'00"N 1863
PR Prabichl Ost-Alpen Osterreich 14°55'50"E 47°30'40"N 1820
PT Col du Pourtalet Zentral-Pyrenden Frankreich 00°21'00"W 42°50'40"N 1790
PU Col de Puymorens Ost-Pyrenaen Frankreich 01°47'50"E 42°33'45"N 1915
Pz Pizzo di Sevo Zentral-Apennin Italien 13°20'12"E 42°39'53"N 1970
RH Kesselstein Rhén Deutschland  09°58'12"E 50°26'20"N 760
SC Glen Clova Grampian Mts. Schottland 03°06'00"W 56°50'19"N 243
Sl Yeguas Sierra Nevada Spanien 03°12'15"W 37°03'40"N 2900
SL Alto Campoo Sierra Pena Labra Spanien 04°23'50"W 43°02'50"N 1800
TE Col de Tende Sudwest-Alpen Frankreich 07°34'01"E 44°08'06"N 1910
TH Steinbach Thiringer Wald Deutschland  10°51'29"E 50°32'19"N 750
VO Le Hohneck Vogesen Frankreich 07°00'30"E 48°02'40"N 1020

Populationsgenetische Studie im mitteleuropdischen Teilareal

Fur die regionale populationsgenetische Untersuchung von M. athamanticum
wurden zwischen den Jahren 2002 und 2005 in 14 deutschen Populationen und
zusatzlich in einer Population aus dem Schweizer Jura Blattmaterial gesammelt (Abb.
6). Dabei wurde die Individuenzahl der beprobten Populationen geschatzt. Bei der
bei

Aufsammlung zwischen den beprobten Individuen ein Abstand von Minimum 10 m

Probenaufsammlung wurde analog zum Vorgehen der europaweiten
eingehalten und das Blattmaterial in Silikagel getrocknet. Die Proben decken bis auf
wenige Ausnahmen (Nordschwarzwald und Bayerischer Wald) alle bekannten
Vorkommen von M. athamanticum in Deutschland ab. Die Lokalitdten der
Aufsammlungen, ihre Koordinaten und ihre Hohenlage sind in der Tabelle 2

aufgelistet.
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Abb. 6: Sammellokalitaten fir die Analyse der regionalen genetischen Struktur von M.
athamanticum (dreiziffige Codes) und bekannte Verbreitung in Mitteleuropa, basierend auf
Angaben von Leute (1969), Weinert (1970), Meusel et al. (1978) Haeupler & Schonfelder
(1988) und pers. Beobachtung. Fir Abkirzungen und weitere Details siehe Tabelle 2.

Tab. 2: Alphabetisch sortierte Sammellokalitaten, Gebirgszige,

geografische Koordinaten und Hohenlage der untersuchten M. athamanticum Aufsammlungen

Populationscodes,

fur die regionale populationsgenetische Studie.

Pop. Lokalitat Region/ Koordinaten Hohe (m 0.
Code Gebirgszug NN)
BAY Hechenrain Alpenvorland 11°06'26"E 47°43'27"N 690
ERZ Altenberg Ost-Erzgebirge 13°45'12"E 50°46'51"N 770
EIF Rothe Kreuz Eifel 06°20'03"E 50°31'45"N 550
FBG Fichtelberg West-Erzgebirge 12°57'15”E 50°25'05”N 1060
FIG Neubau Fichtelgebirge 11°50°20”E 50°00°30”N 770
HUN Zisch Hunsriick 07°01°"12”E 49°38'51”N 530
HAR Hohegeily Harz 10°40'09"E 51°39'12"N 560
JUR Grosse- Ronde Schweizer Jura 06°27°18”E 46°55’48”"N 1150
MSW Schénwald Mittlerer Schwarzwald  08°12°04”E 48°00°34”N 1050
OBS Seibranzer Osch  Oberschwaben 09°59'13"E 47°54'41”N 730
RHO Mosbach Rhon 09°58'12"E 50°26'20"N 760
ROT Mollseifen Rothaargebirge 08°31°17”E 51°09°03”N 550
SSw Titisee Sud-Schwarzwald 08°07°30"E 47°54'17°N 910
THU Steinbach Thiringer Wald 10°51'29"E 50°32'19"N 750
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3.4 DNA-Isolation

Fur die mechanische Zerkleinerung wurden jeweils ca. 10 mg getrockneten
Blattmaterials in ein 2 ml-Reaktionsgefal} Uberfuhrt. AnschlieRend wurde das
Reaktionsgefal® in flissigen Stickstoff gehalten, um das Blattmaterial schock zu
gefrieren und sprode zu machen. Danach konnte das Blattmaterial mit einem Moérser
direkt im Reaktionsgefall zerkleinert werden. Die darauf folgende DNA-Isolation
wurde mit einem Extraktionskit (DNeasy Plant Mini Kit, Quiagen, Hilden, Deutschland)
durchgefiihrt. In Abwandlung des Standardprotokolls wurde die DNA anstatt mit 100
ml lediglich mit 50 ml AE-Puffer eluiert, um die Konzentration der DNA in der Losung

zu erhdhen. Die DNA-Extrakte wurden bis zur weiteren Analyse bei —20°C gelagert.

3.5 Erstellung des AFLP-Datensatzes
3.5.1 Allgemeines zur AFLP

Die AFLP (Amplified Fragment Length Polymorphism)-Methode ist ein
fingerprint-Verfahren, bei der eine hohe Anzahl von Markern erzeugt werden kann.
(Vos et al. 1995). Die Technik verbindet die RFLP (Restriction Fragment Length
Polymorphism)-Methode mit der Polymerase-Kettenreaktion und produziert DNA-

Fragmente unterschiedlicher Lange.

Bei Tests verschiedener Fingerprint-Verfahren hat sich der Einsatz
unspezifischer Marker (z.B. RAPD-PCR) als ungeeignet erwiesen, weil bei einzelnen
Individuen unterschiedliche Bandenmuster nach der Gelelektrophorese-Auftrennung
der PCR-Produkte detektiert wurden und somit keine Reproduzierbarkeit der
Ergebnisse gesichert ist (MacPherson et al. 1993, He et al. 1994, Jones et al. 1997).
Die AFLP Technik besitzt gegentber der RAPD- (Random Amplified Polymorphic

DNA), aber auch der Mikrosatelliten-Technik einige prinzipielle Vorteile:

(1) Die PCR kann unter stringenten Bedingungen durchgefuhrt werden und ist
daher robuster, d.h. sie reagiert weniger empfindlich auf Veranderungen der
Versuchsbedingungen. So konnte an der Zuckerriibe die unabhangige Reproduktion
von 97,6% aller AFLP-Banden fir 5088 Vergleiche demonstriert werden
(Parallelexperimente auf der Basis unterschiedlicher DNA-Isolationen; Hansen & al.
1999)
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(2) Aufgrund der selektiven PCR einer kleinen Auswahl von
Restriktionsfragmenten und der Auftrennung auf hochauflésenden Sequenziergelen
ist die Homologie der zu vergleichenden Banden verschiedener Arten weniger fraglich

als die Homologie comigrierender RAPD-Fragmente auf Agarosegelen.

(3) AFLPs weisen mit die hochsten Multiplexraten aller molekularen
Markersysteme auf, schon mit einer geringen Anzahl von Primerkombinationen
konnen Hunderte von polymorphen Banden sichtbar gemacht werden. Aufgrund
dieser methodischen  Uberlegenheit werden fiir  populationsgenetische

Untersuchungen inzwischen vielfach AFLPs herangezogen.

(4) gegenuber Mikrosatelliten besitzen AFLPs den Vorteil, dass sie ohne
kosten- und zeitintensive Vorstudien direkt nach der DNA-Extraktion angewendet

werden konnen.

3.5.2 Restriktion und Ligation

Die AFLP-Analyse wurde mit kleinen Anderungen nach dem Protokoll von Vos
et al. (1995) durchgefiihrt.

Die DNA-Konzentration jeder Probe wurde bestimmt (Alpha Imager, Alpha
Innotech, San Leandro, USA) und anschlieRend auf 20 ng DNA/uI eingestellt. Alle

verwendeten Primer sind in Tabelle 3 aufgelistet.

Nach der Standardisierung der DNA-Extrakte wurden 100 ng genomische
DNA in einer gemeinsamen Restriktions- und Ligationsreaktion eingesetzt. Fur die
Restriktion der DNA wurden die Enzyme EcoRI und Msel benutzt (Restriktions-
Ligations-Mix). Wahrend der Ligation wurden die komplementaren Adapter EcoRI und
Msel an die kohasiven Enden des Restriktionsfragments ligiert (Restriktions-

Ligations-Reaktion).
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Restriktions-Ligations-Mix:

Menge Komponente Konzentration

1,19 ul H.O bidest

0,165 ul T4 DNA Ligasepuffer 10 x

0,165 pl NaCl 0,5M

0,017 pl BSA (10 mg/ml) 100 x

0,077 pl Msel 10 U/l

0,102 pl EcoRI 20 U/l

0,084 pl T4 DNA Ligase 10 U/l
Restriktions-Ligations-Reaktionsgemisch:

Menge Komponente Konzentration

0,5918 pl H.O bidest

0,792 ul T4 DNA Ligasepuffer 10 x

0,792 pl NaCl 0,5M

0,0792 pl BSA (10 mg/ml) 100 x

0,4725 pl Msel 50 pmol/ul

0,4725 pl EcoRI 5 pmol/pl

3,2 pl des Restriktions-Ligations-Reaktionsgemisches und

des

Restriktions-Ligations-Mixes wurden mit 5 pl genomischer DNA (100 ng) gemischt.

Verdau und Ligation wurden uber 16 h bei 22°C durchgefuhrt. Das Produkt wurde

anschliefend auf 40 ul mit H,O bidest aufgefllit.

3.5.3 Praselektive Amplifikation

In der praselektiven Amplifikation wurde eine Verdiinnung des Restriktions-

Ligations-Produktes, die jeweils um ein selektives Nukleotid verlangerte EcoRI primer

E+1 und Msel primer M+1 sowie zusatzliche Reagenzien in den folgenden

Bestandteilen eingesetzt:

Reaktionsgemisch Praselektive Amplifikation:

Menge Komponente Konzentration
15,4 ul H,O bidest

2,5 ul PCR-Puffer 10 x

0,792 pl MgCl, 50 mM

0,25 pl dNTPs 20 mM

0,25 pl Primer M 02 50 ng/ul

0,25 i Primer E 01 50 ng/ul

0,1 pl Taqg-Polymerase 5 U/l

5,0 pl Restriktion-Ligations-Produkt
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Die praselektive Amplifikation wurde mit einem thermocycler (Whatman

Biometra, Gottingen) unter folgenden Bedingungen durchgefiihrt:

Thermocycler-Einstellungen Praselektive Amplifikation:

Zyklen Schritt Temperatur Dauer

1 Initialdenaturierung 72 °C 120 sec
Denaturierung 94 °C 10 sec

20 Primeranlagerung 56 °C 30 sec
Polymerisation 72°C 120 sec

1 Endpolymerisation 60 °C 30 min

Bei der anschlieRenden Gelkontrolle wurden 7 ul des Reaktionsproduktes auf
ein 1,4%iges Agarosegel aufgetragen und bei 89 Watt aufgetrennt. Eine erfolgreiche
praselektive Amplifikation wird in der Regel durch einen Bandenschmier im Bereich
von 100bp bis 1000bp dokumentiert. Anschliefiend wurde das Reaktionsprodukt je
nach Intensitat des Bandenschmiers auf durchschnittlich 1:50 mit H,O bidest

verdinnt.

3.5.4 Selektive Amplifikation

Die Produkte der praselektiven Amplifikation wurden in der selektiven
Amplifikation als Ausgangssubstrate fiir eine weitere PCR-Reaktion genutzt. Dabei
wurden Primer eingesetzt, die zusatzlich zu dem selektiven Nukleotid noch je zwei
weitere selektive Nukleotide am 3’-Ende tragen (E + 3). Es wurden
Primerkombinationen gewanhlt, die bereits in anderen Studien erfolgreich eingesetzt
wurden (Kropf et al. 2002, Kropf et al. 2003, Kadereit et al. 2005): E37/M54, E39/M61
und E45/M57. Im Gegensatz zum Standardprotokoll (Vos et al. 1995) wurden die
EcoRl-primer fluoreszenzmarkiert (E37: NED, E39: 6-FAM, E45: HEX; Applied
Biosystems [ABI], Foster City, USA). Die selektive Amplifikation wurde in den
folgenden 15 ul Ansatzen durchgeflhrt:
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Reaktionsgemisch Selektive Amplifikation:

Menge Komponente Konzentration
7,12 ul H.O bidest

1,5 ul PCR-Puffer 10 x

0,75 pl MgCl, 50 mM

0,15 pl dNTPs 20 mM

0,25 pl Msel Primer M 50 ng/ul

0,18 pl EcoRI Dye-Primer E 50 ng/pl

0,05 pl Taqg-Polymerase 5 U/l

5,0 ul Praselektives Amplifikat

Bei der abschlieRenden PCR-Reaktion wurde ein touch-down-Protokoll

angewendet. Dabei soll eine schrittweise Erniedrigung der Anlagerungstemperatur

eine Fehlanlagerung des Primers verhindern.

Thermocycler-Einstellungen Selektive Amplifikation:

Zyklen Schritt Temperatur Dauer
1 Initialdenaturierung 94 °C 120 sec
Denaturierung 94 °C 10 sec
65 °C, nach
9 Primeranlagerung J:g:gkiﬁlgus 30 sec
um 1 °C
Polymerisation 72 °C 120 sec
Denaturierung 94 °C 10 sec
24 Primeranlagerung 56 °C 30 sec
Polymerisation 72 °C 120 sec
1 Endpolymerisation 60 °C 30 min

AnschlieBend wurden die Produkte der drei

unterschiedlich markierten

Primerkombinationen in folgendem spezifischen Verhaltnis gemischt:

Mischungsverhaltnis des Proben-Mix:

Menge Komponente

1,5 ul Produkt der selektiven Amplifikation mit Primer E39 (6-FAM-markiert)
2,25 pl Produkt der selektiven Amplifikation mit Primer E45 (HEX-markiert)
2,25 yl Produkt der selektiven Amplifikation mit Primer E37 (NED-markiert).

2 ul H,0 bidest

Aulerdem wurde ein Loadingbuffer/Langenstandardmix hergestellit.

Langenstandard diente der GeneScan ROX 500 (ABI).

Als

24



Mischungsverhaltnis des Loadingbuffer/Langenstandard-Mix:

Menge Komponente

2 ul Formamid

0,78 pl Loadingbuffer
0,542 I Langenstandard

SchlieBlich  wurden 2 pyl  des Probenmixes und 3 pul des
Loadingbuffer/Langenstandardmix fiur die Multiplexanalyse zusammengemischt. 1,8
Ml dieses Gemisches wurden mit einer Polyacrylamid-Gel-Elektrophorese in einem

ABI 377-Sequenzierer der Firma GENterprise (Mainz) aufgetrennt.

Tab. 3: Ubersicht Uber die bei der AFLP-Analyse eingesetzten Adapter, Primer und

fluoreszenzmarkierten Primerkombinationen:

Adapter Sequenz

EcoRlI 5-CTCGTAGACTGCGTACC-3
3’-CATCTGACGCATGGTTAA-5

Msel 5-GACGATGAGTCCTGAG-3’

3-TACTCAGGACTCAT-5

Primer +1 Sequenz5 -3

E+A GACTGCGTACCAATTCA
M+C GATGAGTCCTGAGTAAC
Primer +3 Sequenz5 -3

E+ACG (E37) GACTGCGTACCAATTCACG
E+AGA (E39) GACTGCGTACCAATTCAGC
E+ATG (E45) GACTGCGTACCAATTCATG
M+CCT (M54) GATGAGTCCTGAGTAACCT
M+CTG (M61) GATGAGTCCTGAGTAACTG
M+CGG (M57) GATGAGTCCTGAGTAACGG

Fluoreszenzfarbstoff | Primerkombinationen

NED E37/M54
6-FAM E 39/M61
HEX E 45/M 57

Die erstellten Rohdaten wurden mit dem Programm ABI Prism GeneScan
(Version 2.1, ABI) aligniert. Dabei wurden die Langen der DNA-Fragmente anhand

des internen Langenmarkers GeneScan ROX 500 standardisiert und die
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Mindestpeakhdhen der einzelnen Fragmente festgelegt. Die GeneScan-files wurden
anschlieltend in das Programm Genotyper (Version 2.1, ABI) exportiert und dort in
einem automatischen Verfahren als 0/1-Merkmale kodiert. Da die automatische
Fragmentlangenzuordnung besonders an der Grenze zweier Fragmentlangen nur
unzureichend war, mussten alle Elektrophoretogramme visuell kontrolliert und ggf.
editiert werden. Das fehlerfreie Ablaufen der verschiedenen AFLP-Reaktionen wurde
mittels Negativkontrollen getestet. Die Reproduzierbarkeit wurde geprift, in dem
sieben Amplifikations-Produkte doppelt elektrophoretisch aufgetrennt wurden. Im
zweiten Datensatz wurden drei Amplifikationsprodukte reproduziert. Die technische
Fehlerrate wurde durch das Verhaltnis der Anzahl nicht Ubereinstimmender
Fragmente zur Gesamtzahl aller amplifizierten Fragmente bestimmt (Bonin et al.
2004).

3.6 Analyse der AFLP-Daten

Prinzipiell wurden bei den computergestitzten Auswertungen der AFLP-
Datensatze der arealweiten phylogeografischen und der mitteleuropaischen
populationsgenetischen Studie die selben Software-Programme und
programminternen  Einstellungen verwendet. Wurden bei den Analysen
unterschiedliche Einstellungen verwendet, wird dies bei der folgenden Beschreibung
der einzelnen Analyseverfahren und der genutzten Software explizit erwahnt. Die
statistischen Analysen basierten auf der Annahme, dass comigrierende AFLP-
Fragmente homolog sind, es sich bei ihnen um diploide, dominante Marker handelt
und die Allele entweder anwesend (amplifiziert) oder abwesend (nicht amplifiziert)

sind.
Arealweite phylogeografische Studie

Bei der Auswertung und Statistik der bindren AFLP-Matrices wurden bei der
arealweiten Phylogeografie von M. athamanticum Clusterverfahren (NJ,
modellbasierte Analyse), Hauptkoordinatenanalysen (PCO), Varianzanalysen
(AMOVA) und Manteltests durchgefuhrt. AuRerdem wurden fur die 23 Populationen
mit Hilfe verschiedener Indices (Anzahl polymorpher Marker, Shannons diversity
Index, Neis gene diversity) der Grad ihrer genetischen Diversitadt und die Anzahl

privater und fixierter privater Fragmente bestimmt.
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Populationsgenetische Studie im mitteleuropaischen Teilareal

Bei der AFLP-Analyse flir die regionale populationsgenetische Untersuchung
von M. athamanticum in Mitteleuropa wurden ebenfalls Clusterverfahren (NJ,
modellbasierte Analyse), PCOs, AMOVAs und Manteltests durchgefiihrt. Fir die 14
untersuchten Populationen wurden wiederum Diversitatswerte berechnet, der
Zusammenhang zwischen Populationsgrofle und genetischer Diversitat untersucht
und der Genfluss zwischen den Populationen bzw. Populationsgruppen ermittelt.
Untersuchungen zu Ausbildung von Hybridzonen wurden mit dem modellbasierten

Clusterverfahren durchgefiihrt.

3.6.1 Neighbor-Joining-Analyse

Als erstes wurde das Ausmall der genetischen Distanzen (D) zwischen den
AFLP-Phanotypen auf Basis des Ahnlichkeitskoeffizienten SC (Nei & Li 1979) mit
dem Programm PAUP, Version 4.0 (Swofford 2002), berechnet. Sie errechnet sich
aus der Formel: D = 1 — SC = 1 — [2nxy/(nx + ny)] wobei nxy die Zahl der
gemeinsamen Fragmente zweier AFLP-Phanotypen x und y und nx bzw. ny die Zahl
aller Fragmente der AFLP-Ph&notypen x bzw. y ist. Der Ahnlichkeitskoeffizient wurde
urspriinglich fir RFLPs entwickelt und kann als Ausmaly des Anteils von Banden
interpretiert werden, die zwei Individuen aufgrund gemeinsamer Vorfahren gemein
sind (Robinson & Harris 1999). Auf Basis der sich ergebenden paarweisen
Distanzmatrix wurde ebenfalls mit dem Programm PAUP eine Neighbor-joining (NJ)-
Analyse (Saitou & Nei 1987) durchgeflhrt und ein Phylogramm erstellt. Das NJ-
Clusterverfahren berechnet einen ,minimum evolution tree“ (Li 1997) und stellt eine
Annaherung an einen Baum mit der kleinsten moglichen Summe aller Astlangen dar.
Die statistische Unterstiitzung der einzelnen Aste des NJ-Phylogramms wurde mit
einer Bootstrap-Analyse (Felsenstein 1985) nach 1000 Wiederholungen ermittelt. Da
bei individuellen NJ-Analysen haufig keine hohen Vertrauenswerte (bootstrap
support) fiir die einzelnen Aste erzielt werden (vgl. z.B. Kropf et al. 2002, Kropf et al.
2003), basiert die Clusterbildung und somit Aussagen zur genetischen Struktur im

Datensatz vorwiegend auf einer visuellen Analyse.

Neben dieser auf Individuen basierenden Clusteranalyse wurde auch ein

Clusterverfahren auf Basis der paarweisen ,unbiased genetic distances” (Nei 1978)
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zwischen den Populationen mit dem Programm TFPGA 1.3 (Miller 1997)
durchgefiihrt. Die Vertrauenswerte der einzelnen Aste wurden wiederum mit einer

Bootstrap-Analyse (Felsenstein 1985) nach 1000 Wiederholungen ermittelt.

3.6.2 Modellbasiertes Clusterverfahren

Um die geografisch-genetische Struktur im Datensatz zu untersuchen, wurde
auch eine im Programm STRUCTURE (Pritchard et al. 2000) implementierte
modellbasierte Clusteranalyse durchgefiihrt. Dabei nimmt das Modell eine Anzahl von
K Clustern bzw. Populationen an, die jeweils durch eine Abfolge von Allelfrequenzen
charakterisiert sind. Das Programm berechnet die Wahrscheinlichkeit Pr (X | K) fur
unterschiedliche Werte von K mit einem Markov Chain Monte Carlo-Verfahren
(MCMC) und einem Bayes’schen Algorithmus. Im Falle stark strukturierter Datensatze
(z. B. aufgrund einer ausgepragten isolation-by-distance-Beziehung) kann die
Heranziehung des hdchsten Wertes fur die Wahrscheinlichkeit Pr (X | K) zur
Bestimmung der Anzahl der Cluster/Populationen dem realen Bild entgegenstehen.
Das liegt daran, dass im Falle einer ausgepragten Differenzierung der Daten, die sich
in einer graduellen Veranderung von Allelfrequenzen widerspiegelt, der Datensatz
letztendlich in soviel Cluster zerlegt wird, wie abgegrenzte Untersuchungseinheiten
existieren (Rosenberg et al. 2002, Garnier et al. 2004). Da im Mittelpunkt der
arealweiten phylogeografischen Analyse die Erkennung der grof3raumigen Struktur
des Datensatzes und nicht die Bestimmung der maximalen Anzahl der Genpools
steht, wurde neben dem maximalen Wert fir Pr (X | K) auch das Ausmal} der
Erhéhung von Pr (X | K) fur K + 1 als Hinweis flir die biogeografische Struktur am

besten reprasentierende Anzahl von Clustern herangezogen (Garnier et al. 2004).

Bei der arealweiten phylogeografischen Studie wurden als Grundeinstellungen
das ,no admixture ancestry model“ und das ,independent allele frequencies model*
gewahlt. Ersteres impliziert die Zugehdrigkeit eines jeden Individuums des
Datensatzes zu einer diskreten Population (bzw. einem Cluster). Letzteres geht
davon aus, dass die Allelfrequenzen in den untersuchten Populationen unabhangige
Abbilder einer Dirichlet-Verteilung D mit (A4, Ao, ..., Aj) sind.

Bei der mitteleuropaischen populationsgenetischen Untersuchung stand

neben der Aufdeckung der geographisch-genetischen Struktur die Suche nach
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Kontaktzonen bzw. Kontaktzonen-Populationen im Vordergrund. Diese Analyse
beschrankte sich aufgrund der detaillierten geografischen Auflésung der
Beprobungsstellen auf die  mitteleuropdischen  Populationen. Da die
phylogeografische Analyse das mitteleuropaischen Teilareal als vergleichsweise
homogene Gruppe charakterisiert wurde, wurden bei den Grundeinstellungen das
»=admixture model“ und das ,correlated allele frequencies model“ gewahlt. Das
.2admixture model“ impliziert, dass Individuen nicht ausschliefdlich von einer
Population abstammen, sondern gemischte Vorfahren haben kénnen, wobei mit dem
Programm die Proportionen des Anteils verschiedener Vorfahren an einem
Individuum berechnet werden (Pritchard et al. 2000). Das ,correlated allele
frequencies model“ fuldt auf der Annahme, dass sich die Allelfrequenzen aufgrund
von Migrationsereignissen und gemeinsamen Vorfahren in den verschiedenen

Populationen ahneln (Falush et al. 2003).

Fur die Ermittlung der Pr (X | K)-Werte wurde fir beide Datensatze jeweils 5
unabhangige MCMC-Berechnungen flir K = 1 bis K = die Anzahl der Probestellen
bzw. besammelten Populationen durchgefiuhrt. Der MCMC-Prozess basierte jeweils
auf einer burn-in-Phase von 30000 Generationen und einer Sammelphase von
200000 Generationen.

3.6.3 Hauptkoordinaten-Analyse (PCO)

Um die Ahnlichkeit der individuellen AFLP-Phanotypen raumlich darzustellen
und mit den Ergebnissen der individuellen NJ-Analyse zu vergleichen, wurde ein
Ordinationsverfahren angewandt, wobei mit dem Programm NTSYS (Rohlf 2000)
Distanzmatrices basierend auf den quadrierten Euklidischen Distanzen (E) mit E; =
S (X — xkj)2 berechnet wurden. Sie wurden anschlieRend in NTSYS einer
Hauptkoordinaten-Analyse (PCO) unterzogen (Gower 1966, Sneath & Sokal 1973).
Die  Berechnungen erfolgten mit den in NTSYS implementierten
Computerprogrammen SIMINT, DCENTRE, EIGEN, der Plot wurde mit dem
Programm MOD3D erstellt. Zusatzlich wurde in NTSYS ein Mimimum-spanning-tree
(MST) erstellt und Uber die zwei- und dreidimensionalen plots projiziert. Der MST
verbindet die im n-dimensionalen Raum am né&chsten liegenden Individuen

miteinander.
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3.6.4 Analyse der molekularen Varianz (AMOVA)

Um die genetische Variabilitat innerhalb und zwischen den Populationen zu
untersuchen, wurde auch eine Analyse der molekularen Varianz (AMOVA) mit dem
Programm ARLEQUIN (Excoffier et al. 1992) durchgefihrt.

Die AMOVA wurde fir den gesamten Datensatz sowie innerhalb der
geografischen Gruppierungen, die auf den Cluster- und PCO-Analysen basierten,
berechnet. Grundlage der hierarchischen AMOVA, die die genetische Varianz im
Datensatz auf verschiedene Varianzkomponenten verteilt (Wright 1951, Cockerham
1973), waren die in den NJ- und PCO-Analysen beobachteten geografischen
Gruppierungen. Dabei wurde auf Basis der vorangegangenen NJ- und PCO-Analysen
eine geografisch-genetische Struktur definiert, die aus den Ebenen der Individuen,

Populationen und Regionen gebildet wurde.

Die Signifikanzen der Varianzkomponenten wurden tber einen Vergleich der
berechneten Werte mit einer Nullverteilung ermittelt, die mit einer Bootstrap-Prozedur
mit 1000 Wiederholungen generiert wurde. Bei dieser Methode wird eine neue
Stichprobe aus den urspringlichen Daten mit der gleichen Anzahl an

Datenelementen zufallig erzeugt.

Mit dem Programm ARLEQUIN wurde aulRerdem eine Matrix mit den
paarweisen Fsr-Werten (Weir & Cockerham 1984) der Populationen erstellt. Der Fst-
Wert beschreibt, analog zu den Werten aus den F-Statistiken (Wright 1943), die
durchschnittliche genetische Differenzierung der Populationen, mit 0 < Fst < 1, wobei
der Grad der genetischen Differenzierung mit dem Fsr-Wert ansteigt. Die Fsr-Werte
der Populationen wurden analog zum Vorgehen bei den individuellen Analysen in
PCO- und MST-Analysen verrechnet.

3.6.5 Isolation-by-distance-Beziehung

Die vom Programm ARLEQUIN in der AMOVA-Analyse generierte Matrix der
paarweisen Fsr-Werte wurde dartber hinaus auch mit ihren geografischen Distanzen
verglichen, um die ,Isolation durch Distanz“ Korrelation (Wright 1943) zu testen.
Diese Korrelation besagt bei einer positiven Beziehung, dass sich geografisch naher

liegende Populationen genetisch ahnlicher sind, der Genfluss zwischen Populationen
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mit der Entfernung also abnimmt. Da prinzipiell davon auszugehen ist, dass in
Refugialgebieten flir Populationen ein langerer Zeitraum zur Erreichung des isolation-
by-distance-Gleichgewichtes zur Verfliigung stand, wird das Fehlen oder die
Reduktion dieser Beziehung in verglichenen Regionen als Hinweis flr jlingere
Besiedelung angesehen. In nicht linearen, dreidimensionalen Systemen, wie sie in
expliziter Weise von M. athamanticum und der von der Art besiedelten Mittel- und
Hochgebirge gebildet wird, kann die Reduktion von isolation-by-distance allerdings
auch mit einem in jlngerer Zeit stattgefundenen Genfluss begriindet werden, der
bspw. einem jlngeren Interglazial entspricht. Die Berechnung der Signifikanzwerte
erfolgte durch einen Manteltest (Mantel 1967) mit dem Programm NTSYS (Rohlf
2000).

3.6.6 Diversitatsindices

Um die genetische Diversitat innerhalb der untersuchten Populationen von M.
athamanticum zu beschreiben, wurden Shannons diversity index Hsy nach Hsy = -
> (pi In[pi]), wobei pi die relative Haufigkeit des i-ten AFLP-Fragments ist (Legendre &
Legendre 1988) und der Prozentsatz aller polymorphen AFLP-Fragmente innerhalb
jeder Population (%P,) berechnet. Mit dem Programm POPGENE (Yeh et al. 1997)
wurde Nei’s gene diversity (h) berechnet (Nei 1973). Die Korrelation zwischen den
verschiedenen Diversitatsindices wurde mit dem Spearman-Rang-
Korrelationskoeffizienten bestimmt. Vergleiche der Diversitatswerte zwischen den
Gruppen wurden mit einem Mann Whitney U-Test berechnet. Die Berechnung der
Spearman-Rang-Korrelationskoeffizienten, die Mann Whitney U-Tests wurden mit
dem Programm STATISTICA (StatSoft 2002) durchgeflihrt.

Als weiterer Diversitatsmarker wurde die Anzahl privater (Fy), d. h. nur auf
eine Population beschrankter Fragmente bestimmt, die als fixiert bezeichnet wurden
(Forr), wenn sie allen Proben einer Population gemein sind (z. B. Stehlik et al. 2001,
Tribsch et al. 2002). Da private Fragmente in vergleichsweise alteren und isolierten
Populationen haufiger sind, geben sie zusammen mit den Werten der genetischen
Diversitdt Hinweise auf historische Entwicklungsprozesse der einzelnen
Populationen. Zur Charakterisierung der geografisch-genetischen Gruppen in

mitteleuropaischen Datensatz wurde die bindre Fragmentmatrix analysiert. Dabei
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wurde Uberprift, ob Populationen bzw. Gruppen private, seltene oder zerstreut
auftretende Fragmente besitzen. Private Fragmente sind auf einzelne Populationen
bzw. Gruppen beschrankt, seltene Fragmente treten in bis zu 25% und zerstreute
Fragmente in bis zu 50% aller Akzessionen auf. AuRerdem wurde Uberprift, ob sich
innerhalb der Gruppen Gradienten bezlglich der Anzahl der privaten, seltenen oder
zerstreuten Fragmente erkennen lassen, die mit historischen Migrations- und

rezenten Isolationsprozessen erklart werden kénnen.

Fur die 14 mitteleuropaischen Populationen wurde der Zusammenhang
zwischen der PopulationsgréRe und der genetischen Diversitat mit einem Spearman-

Rang-Korrelationskoeffizienten bestimmt.

3.6.7 Geneflow

Der Genfluss zwischen den 14 Populationen im mitteleuropdischen Teilareal
von M. athamanticum wurde Uber die indirekte Methode nach Wright (1931) auf Basis
der Fsr-Werte der AMOVA ermittelt. Die Berechnung erfolgte nach der Formel Nem =
(1 — Fst) / (4 X Fst), wobei N, fur die effektive PopulationsgroRe und m fur die

Migrationsrate steht.

3.7 PCR-Amplifikation und Sequenzierung der ITS- Region

Da die Variation der pflanzlichen Chloroplasten- und mitochondrialen -DNA
vergleichsweise gering ist, ist die Auswahl von Genen fir infraspezifische genetische
Untersuchungen beschrankt. Die Internal-Transcribed-Spacer-Region (ITS) ist seit
der Entwicklung von universellen Primern (White et al. 1990) ein haufig in
phylogenetischen Analysen eingesetzter Marker. Von ihm ist aber inzwischen in einer
Reihe von Studien auch infraspezifische Variation belegt. Die aus den variablen
Bereichen ITS-1 und ITS-2 sowie dem dazwischen liegenden konservativen 5,8s-
RNA-Gen bestehende ITS-Region liegt zwischen den Genen der ribosomalen 18S-
und 26S-RNA. Bei der Sequenzierung von Individuen von M. athamanticum wurden
mit den von White et al. (1990) fur Pilze entwickelten und von Downie & Katz-Downie
(1996) fur eine Phylogenie der Apioidae modifizierten Primern ITS-4 (5°-
TCCTTCCGCTTATTGATATGC-3") und ITS-5 (5-GGAAGGAGAAGTCGTAA-
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CAAGG-3") gearbeitet, welche die ITS-Region komplett amplifizieren. Die PCR-

Reaktion erfolgte in einem 25 yl-Ansatz:

Reaktionsgemisch PCR-Amplifikation (ITS):

Menge Komponente Konzentration
1,25 pl MgCl, 50 mM

2,5 ul BioTherm Puffer 10 x

0,25 pl dNTPs 20 mM

1 ul Primer1 50 pmol

1 ul Primer2 50 pmol

0,1 pl BioTherm-Polymerase 5 U/l

1 ul DNA 50 — 80 ng/p
12,9 ul H,O bidest

Die anschlieBende PCR-Reaktion wurde in einem thermal cycler (Whatman

Biometra,

ausgefuhrt:

Gottingen,

Deutschland) unter folgenden

Temperaturbedingungen

Thermocycler-Einstellungen PCR-Amplifikation (ITS):

Zyklen Schritt Temperatur Dauer

1 Initialdenaturierung 94 °C 120 sec
Denaturierung 94 °C 18 sec

9 Primeranlagerung 55 °C 30 sec
Polymerisation 72 °C 60 sec

1 Polymerisation 72 °C 120 sec

1 Endpolymerisation 60 °C 30 min

Die eingesetzten Primer wurden von der Firma Roth (Karlsruhe, Deutschland)

synthetisiert. Die Aufreinigung der PCR-Produkte erfolgte mit ExoSAP-IT (USB,
Cleveland, USA). Die Sequenzierreaktion wurde mit dem BigDye Terminator Cycle
Sequencing kit (Applied Biosystems, Norwalk, Connecticut, USA) und AmpliTag DNA

Polymerase mit folgenden Temperaturzyklen durchgefiihrt:

Thermocycler-Einstellungen Sequenzierreaktion (ITS):

Zyklen Schritt Temperatur Dauer
1 Initialdenaturierung 96 °C 60 sec
Denaturierung 96 °C 10 sec
25 Primeranlagerung 50 °C 5 sec
Polymerisation 60 °C 4 min
1 Endpolymerisation 60 °C 4 min
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Bei der Vorwartsreaktion wurde dabei der Primer ITS-4, bei der
Rickwartsreaktion der Primer ITS-5 benutzt. Die Sequenzieramplifikate wurden mit
einem automatischen Sequenzierer (ABI 3100) im Nano-Biozentrum der Universitat

Kaiserslautern aufgetrennt.

3.8 PCR-Amplifikation und Sequenzierung der ETS-
Region

Auch fir die External-Transcribed-Spacer-Region (ETS), die sich zwischen
den ribosomalen 18S und 26S Genen befindet, wurde infraspezifische Variation
beschrieben (Baldwin & Markos 1998, Kelch & Baldwin 2003). Die ETS-Region ist
Bestandteil der Intergenic-Spacer-Region (IGS). Sie wurde mit den primern 26S-1GS
(5"-TATGTAAGTGGCAGAGTGGCC-3") (Baldwin & Markos 1998) und 18S-2L (5'-
TGACTACTGGCAGGATCAACCAG-3") (Linder et al. 2000) amplifiziert und

sequenziert. Die PCR-Reaktion erfolgte in einem 50 pl-Ansatz mit:

Reaktionsgemisch PCR-Amplifikation (ETS):

Menge Komponente Konzentration
10 pl Phusion HF-Puffer inkl. 7,5 mN MgCl, (Finnzymes, Espo, Finnland)  5X

5l dNTPs 20 mM

1ul Primer 1 30 pmol

1l Primer 2 30 pmol

0,5 pl Polymerase 1 U/l

1ul DNA 50 — 80 ng/u

18,6 ul  H,O bidest

Die Primer wurden ebenfalls von Roth (Karlsruhe, Deutschland) synthetisiert.
Die anschlieRende PCR-Reaktion wurde in einem thermal cycler (Whatman Biometra,

Gottingen, Deutschland) unter folgenden Temperaturbedingungen ausgefuhrt:

Thermocycler-Einstellungen PCR-Amplifikation (ETS):

Zyklen Schritt Temperatur Dauer
1 Initialdenaturierung 96 °C 3 min
1 Polymerase-Addition 80 °C 10 sec
Denaturierung 94 °C 20 sec
35 Primeranlagerung 50 °C 30 sec
Polymerisation 72 °C 60 sec
1 Polymerisation 72 °C 5 min
1 Endpolymerisation 60 °C 30 min
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Die Aufreinigung der PCR-Produkte erfolgte mit dem QIAquick purification kit
(Qiagen, Hilden). Die aufgereinigte DNA wurde direkt mit den Primern der initialen
PCR Sequenzierreaktion und dem BigDye Terminator Cycle Sequencing kit (ABI) und

AmpliTag DNA Polymerase bei folgenden Temperaturzyklen sequenziert:

Thermocycler-Einstellungen Sequenzierreaktion (ETS):

Zyklen Schritt Temperatur Dauer
1 Initialdenaturierung 96 °C 1 min
Denaturierung 96 °C 10 sec
25 Primeranlagerung 50 °C 5 sec
Polymerisation 60 °C 4 min
1 Endpolymerisation 60 °C 4 min

Mit der Sequenzier-PCR und der Auftrennung der ETS-Amplifikate, die auf
einem automatischen ABI 377-Sequenzierer erfolgte, wurde die Firma SRD GmbH

(Oberursel, Deutschland) beauftragt.

3.9 Analyse der Sequenzdaten

Aus den Sequenzen beider Leserichtungen wurde mit dem Programm
SegMan (Dnastar, Madison, USA) eine Konsensus-Sequenz erstellt. Die Verwendung
von Strang und Gegenstrang erhoht dabei die Sicherheit der resultierenden
Sequenzen, denn schwache Signale eines Stranges kénnen durch den Abgleich mit
dem Gegenstrang verifiziert werden. Die Konsensus-Sequenzen wurden
anschlielend uUber das in der European Molecular Biology Laboratory(EMBL)-
Datenbank integrierte Programm BLAST (Altschul et al. 1997) auf ihre
phylogenetische Stellung kontrolliert. Mit Hilfe des Programms BioEdit (Hall 1999)
wurden die einzelnen Sequenzen in einem Datensatz vereinigt. Das Alignment
erfolgte mit dem Programm ClustalX (Thompson et al. 1994), die resultierende Datei
wurde wiederum mit BioEdit kontrolliert, eine manuelle Nachbearbeitung war weder

bei der ITS- noch bei der ETS-Alinierung natig.

Mit dem Optimierungskriterium Maximum Parsimony wurde unter dem
Programm PAUP, Version 4.0 (Swofford 2002) fiir die kombinierten ITS/ETS-Daten
zunachst ein phylogenetischer Stammbaum errechnet. Bei parsimonischen Methoden

erfolgen die Berechnungen nach dem Prinzip der logischen Sparsamkeit und es wird
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diejenige Topologie eines Phylogramms gesucht, zu deren Erstellung die geringste
Anzahl evolutionarer Schritte erforderlich ist. FUr die heuristische Suche nach dem
optimalen Baum wurde beim Branch Swapping der Nearest Neighbor Interchange
(NNI) Algorithmus verwendet. Es wurden 500 Zyklen heuristischer Suchen
durchgefiihrt. Anschlielend wurde ein Konsensus-Baum erzeugt, fir den mit einem
nicht-parametrischen Bootstrap-Verfahren und 1000 Pseudoreplikationen des
Ausgangsdatensatzes Vertrauenswerte der einzelnen Aste berechnet wurden. Im
Bootstrap-Verfahren (Felsenstein 1985) werden aus einem Ausgangsdatensatz
zufallig Merkmale ausgewahlt und in einem neuen Datensatz gleichen Umfangs
zusammengestellt. Fur jeden dieser simulierten Datensatze, in dem einige
urspriingliche Merkmale fehlen, andere wiederum doppelt auftreten, wird die optimale
Topologie gesucht. Der Vertrauenswert (Bootstrap-Wert) der Knoten gibt die
prozentuale Anzahl der entsprechenden Verzweigungen in den simulierten

Datensatzen an.

AulBerdem wurde aus dem im NEXUS-Format abgespeicherte Alignment mit
Hilfe des Programms TCS (Clement et al. 2000) bei einem 95%igen Connection Limit
und der Definition der Gaps als zusatzlichen Charakterzustand ein

Haplotypennetzwerk erstellt.
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4 Ergebnisse
4.1 Arealweite Phylogeografie
4.1.1 AFLPs

Bei der Bestimmung der technischen Fehlerrate wahrend der
Fragmenterkennung und Fragmentlangenzuordnung konnten bei den sieben doppelt
elektrophoretisch aufgetrennten Individuen 16 Unterschiede bei insgesamt 350
verglichenen Fragmentsignalen beobachtet werden. Die technische Fehlerrate betrug
demnach 4,57%. Die Unterschiede waren allerdings ungleichmafig verteilt und
konzentrierten sich auf ein dupliziertes Individuum. Nach dem Ausschluss dieses
Profils sank die Fehlerrate auf 3,38% (10 Unterschieden bei 296 Vergleichen). 70 %
der Differenzen konnen dabei unterschiedlichen Signalintensitaten wahrend der
Auftrennung zugeordnet werden, 30 % der Unterschiede sind auf fehlende

Amplifikation der Fragmente zurtickzufihren.

Mit der AFLP-Prozedur fiir die arealweite phylogeografische Studie wurden
mit den drei Primerkombinationen insgesamt 218 auswertbare Fragmente zwischen
200 und 500 bp Lange produziert. Bei 11 Individuen brachten unterschiedliche
Primerkombinationen keine auswertbaren Ergebnisse, sie wurden aus der weiteren
Analyse ausgeschlossen. Mit der Merkmalsmatrix konnten alle 173 M. athamanticum-
Proben individuell unterschieden werden, die sampling-Prozedur mit einem Abstand
von 10 Metern zwischen beprobten Individuen war erfolgreich und klonale Effekte
kénnen fur die durchgefuhrten Analysen ausgeschlossen werden. Die individuelle
Anzahl der Fragmente reichte von 35 (SlI4) bis 63 (TH1, TH6, CE1). Die Anzahl der
Fragmente pro Population variierte von 54 (Sl) bis 88 (CE und TH).

4.1.1.1 Geografisch-genetische Gruppen

Der NJ-Baum (Abb. 7), basierend auf genetischen Distanzen (Nei & Li 1979),
zeigt bis auf einige Proben der zentraleuropaischen Mittelgebirge sowie Proben vom
Ost- und Westhang des Col Larche in den franzdsischen Sudwest-Alpen eine
deutliche Zuordnung der Individuen in ihre jeweiligen Populationen. Der Baum trennt
die Proben zunachst einmal in zwei grol3e Gruppen auf. In die erste Gruppe fallen alle

Proben aus Nordwest-/Zentral-Europa (im Folgenden NW/Z-Europa). Weniger
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deutlich ist die weitere Untergliederung innerhalb dieser nordwest-
/zentraleuropdischen Populationsgruppe in  ein  Cluster mit Proben aus
zentraleuropaischen (deutschen) Mittelgebirgen (EG, TH, HZ, RH, EI) und ein Cluster
mit Proben aus dem westlichen und nordwestlichen Europa (VO, CE) inklusive der
zwei schottischen (KE, SC) und der West-Alpen-Population (LT). In der zweiten
Gruppe stehen die drei Populationen CL, LA und TE aus den Sidwest-Alpen (im
Folgenden SW-Alpen) den Proben aus Sid-Europa (im Folgenden S-Europa)
gegeniiber. Die S-Europa-Gruppe ist in weitere flnf Cluster unterteilt: (1) eine
sudwesteuropaische Gruppe mit den Populationen der Pyrenaen (PT, PU, PI) und
aus Nordspanien (SL), (2) eine Apennin-Gruppe (PZ, PO), (3) die Nordost-Alpen (EB,
PR), (4) die spanische Sierra Nevada (Sl) und (5) Bulgarien.
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Abb. 7: NJ-Baum fir 173 M. athamanticum AFLP-Phanotypen aus 23 Populationen basierend

auf genetischen Distanzen (Nei 1979) mit

Bootstrap-Werten > 50%

nach 1000

Wiederholungen. Die Stellung der Individuen Rh3 und Ei8 (blau markiert) entspricht nicht der

geografischen Substrukturierung im Datensatz. Fir Populationsabkiirzungen siehe Tabelle 1.
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Dabei sind die zwei Populationen aus dem italienischen Apennin mit einem
Bootstrap-Wert von 65 am deutlichsten unterstitzt. Die Zwischenstellung der
Populationsgruppe aus den SW-Alpen wird im Phylogramm (Abb. 8) mit fast

identischen Astlangen zur nérdlichen bzw. stdlichen Gruppe deutlich.

Nordwest-/Zentral-Europa

Stidwest-
TE  Alpen

CL/LA

i
PT

PU

51 65
EB PO
Sl Pz

Sdd-Europa

0.01 changes

Abb. 8: NJ-Phenogramm der AFLP-Phanotypen von 173 Individuen aus 23 Populationen von
M. athamanticum. Die Darstellung basiert auf den genetischen Distanzen (Nei & Li 1979). Fir
Aste, die Populationen bzw. Populationscluster trennen, ist die Bootstrapunterstiitzung bei >

50% angegeben (bei 1000 Wiederholungen). Fir Populationsabkirzungen siehe Tabelle 1.

Die Clusteranalyse der genetischen Distanzen zwischen allen paarweisen
Kombinationen der Populationen (Abb. 9) zeigt die gleiche Differenzierung im
Datensatz, wobei die Populationen HZ, KE und BU auf einem vergleichsweise hohen

Level isoliert dargestellt werden.
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Abb. 9: NJ-Baum der 23 Populationen und korrespondierende geografische Regionen
berechnet auf Basis von Nei’'s genetischen Distanzen (Nei 1978). Abkirzungen und Details zu

den Populationen in Tabelle 1.

Auch die Hauptkoordinaten(PCO)-Analyse aller 173 AFLP-Phanotypen (Abb.
10) ermoglicht eine Untergliederung des Datensatzes. Entlang der ersten
Hauptkoordinate, die 22,5% der Gesamtvariation im Datensatz erklart, sind in einem
gestaffelten Ubergang Individuen mit tendenzieller Nord-Siid-Ausrichtung in drei
Gruppen voneinander getrennt, die mit den geografischen Regionen der

Distanzanalysen korrespondieren.
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Abb. 10: Hauptkoordinaten(PCO)-Analyse der 173 AFLP-Phanotypen von M. athamanticum
auf Basis ihrer quadrierten Euklidischen Distanzen. (A) Hauptkoordinate 1 gegen
Hauptkoordinate 2, (B) Hauptkoordinate 1 gegen Hauptkoordinate 3. Diese drei Achsen
erklaren 22,52% (1), 11,19% (2) und 8,86% (3) der Gesamtvariation im Datensatz. Schwarze
Quadrate: Nordwest-/Zentral-Europa; offene Kreise: Sudwest-Alpen; schwarze Dreiecke: Sid-
Europa. Der offene Kreis innerhalb der Nordwest-/Zentral-Europa-Gruppe symbolisiert ein

Individuum der Population TE (siehe Text).

Eine zwischen sidlichen und nérdlichen Proben intermedidre Stellung
nehmen hierbei wiederum Individuen aus den SW-Alpen ein, wobei ein Individuum
aus der TE-Population (Col det Tende, SW-Alpen) in die NW/Z-Europa-Gruppe fallt.
Die individuelle MST-Analyse belegt aber die Eigenstandigkeit dieser SW-
Alpengruppe, mit der nérdlichen als auch der stidlichen Gruppe ist sie nur mit einem
MST-Ast verbunden.

Um die Struktur im Datensatz deutlicher darzustellen, wurden weitere PCO-
Analysen durchgefiihrt, die nur den Datensatz fir NW/Z-Europa oder S-Europa
umfassten, jeweils inklusive dem Material aus den SW-Alpen. Die PCO-Analyse der
M. athamanticum-Proben aus NW/Z-Europa und den SW-Alpen stellt das Material
aus dem nordwest- und zentraleuropaischen Populationen mit Ausnahme der deutlich
isoliert clusternden schottischen Population KE als unstrukturierte Punktewolke dar

(Abb. 11). Es bestatigt sich das Bild der individuellen Clusteranalysen, welche die

42



Populationen aus NW/Z-Europa im Gegensatz zu denen aus S-Europa als schwach

strukturiert und somit genetisch geringer differenziert charakterisiert.

Die separate PCO-Analyse von den M. athamanticum-Proben aus S-Europa

und den SW-Alpen zeigt deutlich die vergleichsweise starkere Differenzierung und

geografische Gruppenbildung der stideuropaischen Populationen (Abb. 11).

Abb. 11: Hauptkoordinaten(PCO)-Analyse der AFLP-Phanotypen von M. athamanticum. (A)
96 AFLP-Phanotypen aus den 13 Populationen der Nordwest-/Zentral-Europa und der
Sudwest-Alpen-Gruppe, Hauptkoordinate 1 (11,49%) gegen Hauptkoordinate 2 (8,62%); (B)
100 AFLP-Phanotypen aus den 13 Populationen der Sud-Europa und der Sudwest-Alpen-
Gruppe, Hauptkoordinate 1 (11,13%) gegen Hauptkoordinate 2 (9,12%). Quadrate: Nordwest-

[Zentral-Europa, Kreise: Stidwest-Alpen, Dreiecke: Sud-Europa.
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In dem zweidimensionalen Plot der ersten zwei Hauptkoordinaten, die 11,4%
bzw. 8,62% der gesamten Variation im Datensatz beschreiben, kénnen neben dem
SW-Alpen finf klar umrissene Cluster identifiziert werden. Sie korrespondieren
entweder mit diskreten Populationen oder mit geografisch deutlich abgegrenzten
Regionen. Populationscluster bilden die Individuen aus Bulgarien (BU) und der Sierra
Nevada (SI). Geografische Cluster bilden die Populationen der Pyrenaen (PI, PT, PU)
zusammen mit der benachbarten Population der spanischen Sierra Pena Labra (SL),
die beiden italienischen Populationen aus dem zentralen (PZ) und sudlichen Apennin
(PO) und schliel3lich das Material der beiden beprobten ostalpinen Populationen (EB,
PR). Dieses Bild stutzt wiederum die individuellen Clusteranalysen, welche die
Populationen aus S-Europa als deutlich strukturierte und genetisch differenzierte

Gruppe charakterisieren.

Eine weitere PCO-Analyse zur Aufklarung der genetisch-geografischen
Struktur von M. athamanticum wurde mit den in der Analyse der molekularen Varianz
(AMOVA) errechneten Fsr-Werte der 23 Populationen durchgefuhrt (Abb. 12).

Nordwest-/
entral-Europa

Stud-Europa

: Stdwest-
P, ___:.______Afen T

U[.OQ 013
PCO 1

Abb. 12: Hauptkoordinaten(PCO)- und Minimum-Spanning-Tree(MST)-Analyse der
paarweisen AMOVA-Fst-Werte der 23 untersuchten Populationen von M. athamanticum,
Hauptkoordinate 1 gegen Hauptkoordinate 2. Diese beiden Achsen erklaren 25,54% und

12,37% der Gesamtvariation im Datensatz. Fir Populationsabkurzungen siehe Tabelle 1.

44




Sie belegt die bereits in den vorherigen Analysen gezeichnete biogeografische
Groldstruktur von M. athamanticum mit zwei groRen Populationsgruppen in NW/Z-
Europa und S-Europa sowie einer intermediaren Gruppe von Populationen aus den
SW-Alpen. Das Minimum Spanning-Network (MST), das die im n-dimensionalen
Raum am nachsten liegenden Proben miteinander verbindet, weist die Gruppe der
SW-Alpen als geografisch-genetische Ubergangsgruppe zwischen NW/Z-Europa und
S-Europa aus, indem sie zu beiden groften geografischen Populationsclustern mit
MST-Asten verbunden ist.

Um die genetische Struktur im AFLP-Datensatz von M. athamanticum
aufzudecken, wurde aulRerdem eine modellbasierte Clusteranalyse durchgefuhrt. Die
Ergebnisse dieses Verfahrens bestatigen die Resultate der NJ- und PCO-Analysen.
Die Likelihood-Werte steigen wie erwartet mit zunehmender Zahl angenommener
Populationen bzw. Cluster (K) an und erreichen ab K = 11 ein Werteplateau (Abb.
13). Mit der Ausnahme des Modells bei K = 6 werden mit Erhéhung von K die Cluster
in sukzessive kleinere geografischen Einheiten unterteilt. Bei dem 2-Cluster Modell (K
= 2) werden Individuen aus S-Europa auf der einen von Individuen aus den SW-Alpen
und NW/Z-Europa auf der anderen Seite voneinander getrennt. Im K = 3 Modell wird
als nachstes die SW-Alpen-Gruppe getrennt plus den Individuen aus den Pyrenaen.
Dieses Cluster teilt sich im Folgenden (K = 4) in Material aus den SW-Alpen auf der
einen und Material aus den Pyrenden plus Individuen aus der benachbarten
nordspanischen Population SL auf der anderen Seite. Im nachsten Modell (K = 5)
wird das Material aus der sudspanischen Sierra Nevada (Sl) noch zur Pyrenaen-
Nordspanien Gruppe hinzugefiigt. Hingegen werden das gesamte restliche Material
aus S-Europa in ein Apenninen-Cluster (PZ, PO) und ein Cluster mit ostalpinen (EB,
PR) und bulgarischen Individuen (BU) getrennt. Im Modell K = 6 zeigt sich das erste
Mal eine Trennung innerhalb der NW/Z-Europa Gruppe mit einem separaten Cluster
aus Material des Thiringer Waldes (TH) und der schottischen Population KE.
DarlUber hinaus zeigen auch Individuen anderer NW/Z-Europa Populationen partielle
Zugehorigkeit zu diesem Cluster (SC, CE, VO). In den nachgelagerten Modellen mit K
= 7-11 werden die bereits bestehenden sideuropaischen Cluster schrittweise in
kleinere, regionale Cluster unterteilt. AuRerdem wird die Population aus dem Harz
von der NW/Z-Europa-Gruppe separiert (Abb. 14).
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Das modellbasierte Clusterverfahren unterstitzt am deutlichsten die
Unterteilung des Datensatzes in zwei Hauptcluster durch das Modell K = 2. Gestutzt
wird das durch die Tatsache, dass der Zuwachs der Likelihood gemessen im
Zuwachs von Pr (X | K) in der Analyse fortlaufend grofder K’s am hdchsten ist, fir K >
2 sind zunehmend geringere Zuwachswerte ermittelt worden. Das bedeutet, dass der
Informationsgewinn im K = 2-Modell wichtiger fiir die Strukturierung des Datensatzes
ist als die Information der Modelle mit K > 2. Darlber hinaus gaben 5 unabhangige
Berechnungen fiir das Modell K = 2 das gleiche Ergebnis der Strukturierung,
wohingegen die Berechnungen fiir die Modelle K = 3-23 unterschiedliche Resultate

fur die Clusterung lieferten.
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Abb. 13: Ergebnisse der modellbasierten Clusteranalyse. Likelihood der Daten fur K-Cluster
(A) und Zuwachs der Likelihood fur K+1 (B).
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Abb. 14: Ergebnisse der modellbasierten Clusteranalyse fur K = 2-6. Jedes Cluster ist durch
eine eigene Signatur gekennzeichnet, Individuen und Zuteilungsfrequenzen einzelner
Individuen zu den Clustern sind durch vertikale Saulen reprasentiert. Die Abbildungen fir
jedes K basieren auf dem jeweils hdchsten gemessenen Likelihood-Wert. Die Zuordnung der
Cluster zu den geografischen Regionen der NJ- und PCO-Analysen ist oberhalb der

Saulengrafik angegeben. Abkirzungen und weitere Details finden sich in Tabelle 1.

Zusammengefasst ermodglichen die Clusteranalysen der genetischen

Distanzen, die individuellen und populationsbezogenen PCO- und MST-Analysen und
die modellbasierte Clusteranalyse die Definition von drei geografischen Gruppen im

AFLP-Datensatz von M. athamanticum:
(1) Nordwest-/Zentral-Europa (NW/Z-Europa),
(2) Studwest-Alpen (SW-Alpen),

(3) Stid-Europa (S-Europa).

4.1.1.2 Genetische Diversitat innerhalb der Populationen und Regionen

Um die genetische Diversitat innerhalb der 23 untersuchten Populationen von
M. athamanticum zu beschreiben, wurden Shannons diversity Index Hsy der
Prozentsatz aller polymorphen AFLP-Fragmente innerhalb jeder Population (%Ppop)
und Nei's gene diversity (h) berechnet. Die Werte dieser Diversitatsindices sind
signifikant miteinander korreliert (Tab. 4, Spearman’s paarweiser
Rangkorrelationskoeffizient %Ppop vS. Hsn: 0,993; Hgy vs. h: 0,915; %Py, vs. h: 0,902;
p jeweils < 0,001). Auf Ebene der 23 untersuchten Populationen sind nach dem

percentage of polymorphic loci zwei Probensatze aus den SW-Alpen (CL = 28,44%,
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TE = 28,44%) genetisch am diversesten, gefolgt von der Population CE (= 27,06%)
im franzosischen Zentralmassiv. Die geringste Diversitat nach %Py, findet sich in der
sudspanischen Sierra Nevada (S| = 14,68%), der schottischen Kenmore-Population
(KE = 16,51%), und in der mitteldeutschen Rhén (RH = 16,97%). Nach Shannons
index Hsy ist die Reihenfolge TE (= 0,222), CL (= 0,217), TH (= 0,216). Die genetisch
einheitlichsten Populationen sind Sl (= 0,104); KE (= 0,124) und BU (= 0,141). Die
geografische Verteilung der genetischen Diversitat der Populationen nach dem Index

Nei’s gene diversity (h) ist in Abbildung 15 dargestellt.

Tab. 4: Genetische Diversitat in den 23 untersuchten Populationen von M. athamanticum in
Beziehung zu genetisch definierten geografischen Populationsgruppen. Gesamt (T) oder
Durchschnittswerte (M) der Gruppen und die Standardabweichung (in Klammern) sind

angegeben. Abkirzungen und weitere Details finden sich in Tabelle 1.

Region Populations- N Anzahl Percentage of Shannon's  Nei's gene (fixierte)
Code polymorpher polymorphic Index (Hsy)  diversity private
Loci loci (%Ppop) (h) Fragmente
Nordwest-/ CE 8 59 27,06% 0,206826 0,0829 7
Zentral-Europa KE 8 36 16,51% 0,124334 0,0617 4
LT 7 57 26,15% 0,207343 0,0892 -
SC 8 55 25,23% 0,200633 0,0868 1
VO 7 51 23,39% 0,184185 0,0805 -
EG 8 53 24.31% 0,192149 0,0899 2
El 8 54 24,77% 0,193542 0,0845 4
HzZ 5 44 20,18% 0,168964 0,0763 -
RH 6 37 16,97% 0,142453 0,0612 1
TH 8 57 26,15% 0,216231 0,0916 2
M: 23,07% M: 0,184 M: 0,080 T: 21
(3,84%) (0,030) (0,011)
Sudwest-Alpen CL 8 62 28,44% 0,216979 0,0967 1
LA 7 50 22,94% 0,182451 0,0761 1
TE 8 62 28,44% 0,221868 0,1039 4
M: 26,61% M: 0,207 M: 0,092 T:6
(3,18%) (0,021) (0,014)
Sud-Europa PI 8 49 22,48% 0,170403 0,0740 3
PT 8 56 25,69% 0,206546 0,0821 2
PU 7 44 20,18% 0,159419 0,0703 1
Sl 8 32 14,68% 0,104478 0,0494 5
SL 7 50 22,94% 0,174471 0,0763 6 (2)
BU 8 39 17,89% 0,140577 0,0694 6 (1)
EB 8 42 19,27% 0,15682 0,0671 1
PO 8 47 21,56% 0,172006 0,0844 5
PR 7 40 18,35% 0,15311 0,0607 2
Pz 8 46 21,10% 0,161093 0,0821 1
M: 20,41% M: 0,160 M: 0,072 T:35
(3,08%) (0,026) (0,011)

Beim Vergleich der populationsbezogenen genetischen Diversitat zwischen

den Regionen (Tab. 4) zeigen alle Indices die héchsten Werte in den SW-Alpen
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(%Ppop: 26,61 = 3,18%; Hsu: 0,207 £ 0,021; h: 0,92 + 0,014). Die Populationsgruppe
aus NW/Z-Europa Populationen hat die zweith6chsten Diversitatswerte (%Ppop: 23,07
* 3,84%; Hsy: 0,184 £ 0,030; h: 0,080 = 0,011). Vergleichsweise wenig divers sind die
stideuropéischen Populationen (%P0p: 20,41 + 3,08%; Hsh: 0,160 + 0,026; h: 0,072
0,011). Dabei zeigen sich signifikante Unterschiede im Vergleich zwischen SW-Alpen
und S-Europa (Mann Whitney U-Test, %Py, p = 0,022; Hsy p = 0,018) als auch
zwischen NW/Z-Europa und S-Europa (Mann Whitney U-Test, h p = 0,045)

Nei's gene diversity (h)
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Abb. 15: Nei’'s gene diversity (h) in den 23 arealweit untersuchten Populationen von M.

athamanticum.

Als weiterer Diversitadtsmarker wurde die Anzahl und regionale Verteilung
einzelner Fragmente analysiert und vor einem geografischen Hintergrund visualisiert
(Abb. 16). Eine hohe Anzahl populationsspezifischer (privater) Fragmente (F,) findet
sich in den Populationen der Cevennen (CE), in der Sierra Pena Labra (SL),
Bulgarien (BU), gefolgt von der Sierra Nevada (Sl), Sud-Apennin (PO),
Kenmore/Schottland (KE), der Eifel (El) und dem Col de Tende in den SW-Alpen
(TE). Keine privaten Fragmente haben hingegen Populationen im Harz (HZ), den
Vogesen (VO) und am Col du Lautaret in den Westalpen (LT). Uberdies sind die
untersuchten Populationen der Sierra Pena Labra (SL) und der Stara Planina (BU)
durch fixierte private Fragmente (F,), also Fragmente, die in allen Individuen der

Population vorkommen, gekennzeichnet.
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Abb. 16: Private (F,) und fixierte private Fragmente (F,) in den 23 untersuchten
Populationen von M. athamanticum. Sehr grofte Punkte: F,+F,; 2 6; grofle Punkte: Fy+F,; =
4, 5; mittelgroRe Punkte: F,+Fps = 2, 3; kleine Punkte: F,+Fps = 1; offene Kreise: Fy+Fps =0
(vgl. Tab. 4).

Zusammengefasst zeigen die Diversitatsindices und die Verteilung privater

Fragmente, dass Populationen mit hoher genetischer Diversitdt und einer
vergleichsweise hohen Zahl privater bzw. fixierter privater Fragmente Uber das

gesamte Areal von M. athamanticum verteilt sind.

4.1.1.3 Genetische Differenzierung zwischen Populationen und
Regionen
Auf Basis des gesamten oder Teilen des AFLP-Datensatzes wurden neben
den Cluster- und Ordinationsverfahren auch Analysen der molekularen Varianz
(AMOVA) durchgefuhrt (Tab. 5), um die genetische Variabilitdt innerhalb und
zwischen den Populationen zu untersuchen. Die AMOVA wurde fir den gesamten

Datensatz sowie innerhalb der geografischen Gruppierungen berechnet.

Im kompletten Datensatz ohne definierte geografische Struktur liegt zwischen
den 23 Populationen 46,6% der gesamten Variation. Die hierarchische AMOVA
ermittelte zwischen den drei auf Grundlage der Cluster- und Ordinationsanalysen
gebildeten Gruppen NW/Z-Europa, SW-Alpen und S-Europa 16,9% der gesamten
Variation. 33% der Variation verbleiben zwischen den Populationen der drei Gruppen.

Beim Vergleich der separat durchgefliihrten Gruppenanalysen ohne hierarchische
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Struktur zeigt sich, dass die studeuropaischen Regionen mit 47,1% Variation zwischen
den Populationen am starksten differenziert ist. Innerhalb der nérdlichen Gruppe
betragt die Variation unter den Populationen dagegen nur 36,4%. Eine
demgegenlber nochmals deutlich reduzierte Differenzierung zeigt sich mit 18,2% in
den SW-Alpen.

Tab. 5: Analysen der molekularen Varianz (AMOVA) der M. athamanticum AFLP-Phanotypen.
Neben der Differenzierung des kompletten Datensatzes (Total) sind die Werte fir die
intraregionale Differenzierung der drei geografischen Hauptgruppen (NW/Z-Europa, S-Europa,
SW-Alpen) dargestellt. Deren Abgrenzung basiert auf den Ergebnissen der Cluster- und PCO-
Analysen (Abb. 7-12). Angegeben sind Freiheitsgrade (df), Summe der Quadrate (SSD),
Varianzkomponenten (CV), Prozentanteil der Gesamtvarianz (%total). Die Signifikanzwerte (p)

fir die Varianzkomponenten zwischen den Regionen sind nach 1000 Permutationen

berechnet.
df SSD CVv %total p
Gruppierung
Total
Zwischen Populationen 22 1694,868 8,8909 46,58 < 0,001
Innerhalb der Populationen 150 1529,479 10,19652 53,42
Nordwest-/Zentral-Europa
Zwischen Populationen 9 499,178 6,13946 36,37 < 0,001
Innerhalb der Populationen 63 676,657 10,74059 63,63
Sid-Europa
Zwischen Populationen 9 647,268 8,15227 47,06 < 0,001
Innerhalb der Populationen 67 614,446 9,17084 52,94
Siudwest-Alpen
Zwischen Populationen 2 64,408 2,65089 18,19 < 0,001
Innerhalb der Populationen 20 238,375 11,91875 81,81

Die Analyse des isolation-by-distance-Musters wurde auf Basis der Matrices
der paarweisen Fst-Werte und der geografischen Distanzen der Populationen
(Anhangstab. 1 & 3) durchgefuhrt. Fur den kompletten Datensatz mit allen
Populationen (Abb. 17) zeigt die lineare Regression eine signifikant positive
Beziehung (y = 0,00014 x + 0,31511; r = 0,6887; p < 0,001). Abbildung 18 zeigt die
lineare Regression der sideuropédischen und der nordwest/zentraleuropaischen
Populationsgruppe. In S-Europa zeigt sich eine signifikant positive Beziehung (y =
0,000105 x + 0,34514; r = 0,7205; p < 0,0001). Hingegen ist innerhalb der nérdlichen

51



Evolutionslinie die genetische Distanz nicht positiv mit der geografischen Distanz
korreliert (y = 0,00007 x + 0,3093; r = 0,255; p = 0,1307).
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Abb. 17: Plot der Fsr-Werte zwischen allen 23 Populationen von M. athamanticum gegen ihre
geografischen Distanzen. Bei dieser arealweiten Betrachtung spiegelt die Regressionsgerade
einen signifikant positiven Zusammenhang wider, sie zeigt somit ein isolation-by-distance-
Muster (y = 0,00014 x + 0,31511; r = 0,6887; p < 0,001).
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Abb. 18: Plot der Fsr-Werte zwischen Populationen von M. athamanticum gegen ihre
geografischen Distanzen innerhalb der zwei groRen geografischen Gruppen der Cluster- und
PCO-Analysen. Schwarze Punkte und durchgezogene Regressionslinie symbolisieren die
Ergebnisse flir NW/Z-Europa, offene Kreise und gestrichelte Linie symbolisieren den Vergleich
innerhalb von S-Europa. Eine isolation-by-distance-Beziehung zeigt sich in S-Europa (y =
0,000105 x + 0,34514; r = 0,7205; p < 0,0001), dagegen nicht in NW/Z-Europa (y = 0,00007 x
+0,3093; r = 0,255; p = 0,1307).
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4.1.2 ITS- und ETS-Sequenzen

Fur die intraspezifische Verwandtschaftsanalyse von M. athamanticum
wurden von je einem Individuum aus 24 europaweit untersuchten Populationen (23
Populationen analog zu den AFLP-Untersuchungen plus 1 Individuum aus
Montenegro) ITS- und ETS-Sequenzen generiert (Anhangstab. 5 & 6). Das Alignment
der kombinierten ITS1- und ITS2-Region resultierte bei allen Individuen in einer
insgesamt 440bp-langen Sequenz. Innerhalb der vollstandigen ITS-Region waren 8
Nukleotidpositionen variabel (ITS-1: 4 Positionen/ITS-2: 4 Positionen). Das Alignment
der ETS-Sequenzen fihrte zu einer Insertion an der Position 318. Inklusive dieser
Insertion hatte das Alignment insgesamt eine Lange von 646 Basenpaaren. Innerhalb
dieses Abschnittes waren inklusive der Insertion 12 Nukleotidpositionen variabel. Die
ETS-Region war mit einem Anteil von 1,86 % variabler Positionen nur gering

informativer als die ITS-Region mit 1,82 % variablen Positionen.

4.1.2.1 Maximum Parsimony-Phylogramm

In dem Maximum Parsimony (MP)-Phylogramm der kombinierten ITS/ETS-
Analyse (Abb. 19) ist eine basale, in sich unaufgeloste Gruppe west- und
nordwesteuropaischer  Individuen (VO, LT, SC, KE, CE) mit 88%
Bootstrapunterstitzung (BS) deutlich von den Ubrigen Individuen separiert. Eine gut
unterstitze Gruppe (BS = 86) bilden die Proben aus den Nordostalpen (EB, PR).
Aufgrund der geringen Anzahl informativer Merkmale sind die Individuen aus dem
zentralen Europa (El, TH, RH, HZ, EG), den Pyrenaen (PT, PU, PIA), dem restlichen
Spanien (SL, Sl) sowie Zentralitalien (PZ) nur gering intraspezifisch strukturiert.
Ausgehend von dieser Gruppe zeigt sich zwischen den Proben der SW-Alpen (CL,
LA, TE) auf der einen und den Proben aus dem 6stlichen Mediterrangebiet (PO, MA,
BU) auf der anderen Seite eine deutliche Separierung (BS = 99), wobei letztere

wiederum eine sequenzielle Abfolge in 6stliche Richtung zeigt (BS = 88).
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Abb. 19: Maximum parsimony-Phylogramm des kombinierten ITS-ETS-Sequenzdatensatzes
von 24 Individuen von M. athamanticum. Die Zahlen {ber den Asten geben die Anzahl der
Nukleotidsubstitutionen, die Zahlen unter den Asten die Bootstrap-Unterstiitzung > 50% nach

1000 Wiederholungen an.

4.1.2.2 Haplotypennetzwerk

Das Haplotypennetzwerk basiert auf den kombinierten ITS/ETS-Sequenzen.
Insgesamt wurden mit dieser Sequenzabfolge acht Haplotypen detektiert (Abb. 20).
Im Zentrum des Netzwerks steht ein weit verbreiteter Haplotyp, der in den
Mittelgebirgen Deutschlands (El, HZ, RH, TH, EG), den Pyrenden (PI, PT, PU) und
dem zentralen Apennin (PZ) nachgewiesen wurde. Ein Drittel aller Individuen gehdren
zu diesem Haplotyp. Er bildet ausgehend von der Annahme, dass interne und haufige
Haplotypen vergleichsweise alter sind, die Wurzel des Netzwerkes (Castelloe &
Templeton 1994). Um ihn liegen 4 Haplotypen aus den Nordostalpen (EB, PR), den
spanischen Kordilleren (SL), der Sierra Nevada (SI) sowie dem west- und
nordwestlichem Europa (KE, SC, VO, CE, LT). Letzterer ist aus einem grof3en Areal

belegt und vermutlich durch Expansionsereignisse charakterisiert. Am zentralen Ast
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des Netzwerkes liegen weitere Haplotypen aus den SW-Alpen (CL, LA, TE) und dem
sudlichen Apennin (PO). Von Letzterem aus bilden Individuen aus Montenegro (MA)
und Bulgarien (BU) den Spitzenhaplotyp des Netzwerkes. Die Lange des
Balkan/Suditalien-Astes im Haplotypennetzwerk weist auf eine alte Differenzierung
und lIsolation dieser Gruppe hin. Die Beziehungen zwischen den Gruppen bleiben
aber insgesamt unklar. Das spiegelt den Mangel an sequenzbasierten Informationen

wider.

Abb. 20: Haplotypennetzwerk und geografische Verbreitung der Haplotypen der kombinierten
ITS-ETS Sequenzdaten von M. athamanticum. Die GroRRe der Kreise im Haplotypennetzwerk

reflektiert die Anzahl an Individuen pro Haplotypen.
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4.2 Mitteleuropéische populationsgenetische Studie

4.2.1 AFLPs

Fir die populationsgenetische Studie auf dem Fokus von 14 beprobten
mitteleuropaischen Populationen von M. athamanticum standen nach der AFLP-
Analyse mit drei Primerkombinationen insgesamt 128 Fragmente zwischen 230 und
420 bp Lange zur Auswertung zur Verfligung. Alle 210 M. athamanticum-Proben
konnten mit der Merkmalsmatrix individuell unterschieden werden, die sampling-
Prozedur mit dem Abstand von 10 Metern zwischen beprobten Individuen war wie bei
der Aufsammlung fur die phylogeografische Studie erfolgreich und klonale Effekte
kénnen fur die durchgefuhrten Analysen ausgeschlossen werden. Die individuelle
Anzahl der Fragmente reichte von 30 (MSW 7) bis 75 (EG 6). Die durchschnittliche
Anzahl der Fragmente lag bei 56,4.

4.2.1.1 Geografisch-genetische Gruppen im zentralen Mitteleuropa

Das Gebiet der populationsgenetischen Studie mitteleuropaischer M.
athamanticum-Vorkommen ist Bestandteil der NW/Z-Europa-Gruppe der arealweiten
phylogeografischen Studie. In den Clusteranalysen der phylogeografischen
Untersuchung wurden, wie oben dargelegt, die NW/Z-europaischen Populationen mit
Ausnahmen einer schottischen Population, als untereinander vergleichsweise
homogen und gering genetisch differenziert charakterisiert. Daher wurde als erstes
Uberprift, ob der neu erstellte und stark erweitert Datensatz mit 210 Individuen aus
15 Populationen (die phylogeografischen Studie deckt in diesem Gebiet 42 Individuen
aus 6 Populationen ab) die geografisch-genetische Struktur innerhalb der

zentraleuropaischen Vorkommen von M. athamanticum feiner auflst.

Auf Basis der 210 individuellen AFLP-Phanotypen erbrachte die NJ-Analyse
(nicht dargestellt) keine interpretierbare Untergliederung des Datensatzes. Auch die
Hauptkoordinaten-Analyse der 210 Individuen zeigt kein eindeutiges Bild in der
genetischen Struktur der mitteleuropaischen Vorkommen von M. athamanticum. Die
beiden wichtigsten Hauptkoordinaten (PCO1, PCO2) erklaren gemeinsam 24,9% der
Varianz im Datensatz. Ihnen liegt der Scatterplot der Abbildung 21 zugrunde. Dieser

zweidimensionale Plot zeigt mit einigen Ausnahmen eine grol3e, fast kontinuierliche
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Punktewolke. Um den Informationsgehalt der Analyse zu erhbéhen, wurde die
Populationszugehorigkeit der einzelnen Individuen auf die entsprechenden Punkte

des Plots aufgetragen.
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Abb. 21: Ergebnisse der Hauptkoordinatenanalyse von 210 mitteleuropaischen M.
athamanticum-Individuen aus 14 Populationen basierend auf ihren Euklidischen Distanzen.
Dargestellt ist ein zweidimensionaler Scatterplot der beiden ersten Hauptkoordinaten (PCO 1,
PCO 2), die 14,7% bzw. 10,2% der gesamten Variation im Datensatz erklaren. Die Individuen
sind geman ihrer Herkunft, die in der nebenstehenden Karte dargestellt ist, eingefarbt. In der

Karte wird zudem das Verbreitungsgebiet der Art in Mitteleuropa gezeigt.

Bei dieser Darstellung kénnen einige Tendenzen beobachtet werden:

1. der Grofteil der Individuen aus dem Schweizer Jura (JUR, rote Punkte) ist
zusammen mit einzelnen Individuen aus dem bayerischen Alpenvorland (BAY,
orange Punkte) und dem Thiringer Wald (THU, dunkelgriine Punkte) deutlich von

den restlichen mitteleuropaischen Proben getrennt.

2. Die Populationen aus dem Harz (HAR, rosa Punkte), dem Hunsrick (HUN,
graue Punkte) und aus Oberschwaben (OBS, lila Punkte) sind weit Gberwiegend in
der linken Halfte der Grafik positioniert. Dem entgegen sind die Individuen aus dem

bayerischen Alpenvorland (BAY, orange Punkte) auf die rechte Seite der Grafik
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beschrankt. Alle anderen Populationen zeigen entlang der 1. Achse keine klare

Clusterung.

3. Entlang der 2. Achse sind neben der bereits erwahnten deutlichen
Abtrennung von Material aus dem Schweizer Jura, den bayerischen Voralpenland
und dem Thiringer Wald die beiden benachbarten Populationen aus dem Ost-
Erzgebirge (ERZ, beige Punkte), dem West-Erzgebirge (FBG, braune Punkte) sowie
aus Oberschwaben (OBS, lila Punkte) in der unteren Halfte der Grafik konzentriert.
Die Population aus dem Rothaargebirge (ROT, gelbe Punkte) hingegen beschrankt

sich auf den mittleren Abschnitt der 2. Achse.

In der Clusteranalyse der genetischen Distanzen zwischen allen paarweisen
Kombinationen der Populationen (Abb. 22) sind zwei Gruppen zu differenzieren. Die
erste Gruppe wird aus den Populationen aus dem bayerischen Alpenvorland (BAY),
dem Jura (JUR), dem Thuringer Wald (THU), der Eifel (EIF) und dem Rothaargebirge
(ROT) gebildet. Das zweite Cluster umfasst die restlichen Populationen. Die
Populationen aus dem Jura (JUR), dem Harz (HAR), aus Oberschwaben (OBS) und

der Rhén (RHO) sind auf einem hohen Level isoliert.
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Abb. 22: NJ-Baum der 14 mitteleuropédischen Populationen von M. athamanticum berechnet
auf Basis von Nei's genetischen Distanzen (Nei 1978). Abkirzungen und weitere Details zu

den Populationen finden sich in Tabelle 2.
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Auf Basis der Fsr-Werte der 14 Populationen, die der Analyse der
molekularen Varianz (AMOVA) entstammen, wurde eine weitere
populationsbezogene PCO- und MST-Analyse durchgeflihrt (Abb. 23).

Zu allererst verdeutlichen beide Analyse die klare Separierung von
Populationen aus dem Sidwesten des mitteleuropaischen Teilareals von Meum
(OBS, SSW, MWS, HUN). Von den restlichen Populationen deutlich abgegrenzt sind
auch die zentral im Scatterplot gelegenen Populationen aus dem Nordosten (FBG,
ERZ, HAR), die mit einem MST-Ast miteinander verbunden sind. Weitere
Gruppierungen werden durch diese populationsbezogene Analyse nicht aufgedeckt.
Die Populationen aus dem nordwestlichen Verbreitungsgebiet (EIF, ROT) bilden mit
den zentral (THU, FIG) und den sudlich gelegenen Population (BAY, JUR) eine

grolde, heterogene Gruppe.
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Abb. 23: Hauptkoordinaten- und Minimum-Spanning-Tree-Analyse der paarweisen AMOVA-
Fst-Werte der 14 mitteleuropaischen Populationen von M. athamanticum. Hauptkoordinate 1
gegen Hauptkoordinate 2 (A) bzw. Hauptkoordinate 3 (B). Diese drei Achsen erklaren 40,24%
und 27,17% bzw. 19,91% der Gesamtvariation im Datensatz. AbklUrzungen und weitere

Details zu den Populationen finden sich in Tabelle 2.

Ein weiter differenziertes Bild der genetischen Struktur der 14
mitteleuropdischen M. athamanticum-Populationen zeigen die Ergebnisse der
modellbasierten Clusteranalyse. Die Likelihood der Daten steigt wie erwartet mit
zunehmender Zahl angenommener Populationen bzw. Cluster (K) an und erreicht ab
K = 8 ihr Werteplateau (Abb. 24). Mit Erhéhung von K werden die Cluster also in
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sukzessive kleinere geografische Einheiten unterteilt. Ab dem Modell mit K = 6
separieren sich analog zum NJ-Baum die genetisch isolierten Populationen (RHO,
HAR, OBS) in eigenen Clustern. Da das Ziel der modellbasierten Clusteranalyse die
biologisch sinnvoll interpretierbare Strukturierung des Datensatzes in geografisch-
genetische Gruppen ist, wurde jenes Modell als Grundlage fiir gruppenbezogenen
Folgeanalysen gewahlt, dass bei der hochsten Likelihood (Wert fir Pr (X | K) die
einzelne Population noch populationstibergreifenden Gruppen zuordnet (,capture of

the maijor structure in the data“: Pritchard et al. 2000, vgl. Abb. 25).
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Abb. 24: Ergebnisse der modellbasierten Clusteranalyse. Likelihood der Daten fur K-Cluster
(A) und Zuwachs der Likelihood fur K+1 (B).

Die Ergebnisse im Modell mit K = 5 (Abb. 25) liegen generell in
Ubereinstimmung zur vorhergehenden NJ-Analyse. Allerdings werden die in der NJ-
Analyse isoliert stehenden Populationen aus der Rhén (RHO), dem Harz (HAR) und

aus Oberschwaben (OBS) in der modellbasierten Clusteranalyse zu geografisch-
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genetischen Gruppen zugeordnet. Aulerdem besteht ein Konflikt in der Zuordnung
der Population aus dem Thiringer Wald (THU), die anhand ihrer Allelfrequenzen

allerdings als Ubergangsgruppe charakterisiert ist.

SSWHUN MSW OBS FBG ERZ HAR THU EIF ROT FIG BAY JUR RHO

Abb. 25: Ergebnisse der modellbasierten Clusteranalyse fur K = 2-7. Individuen und
Zuteilungsfrequenzen einzelner Individuen zu den Clustern sind durch vertikale Saulen
reprasentiert. Die Abbildungen fir jedes K basieren auf dem jeweils héchsten gemessenen

Likelihood-Wert. Abklrzungen und weitere Details zu den Populationen siehe Tabelle 2.

Insgesamt bilden die Populationen aus der Eifel (EIF), dem Rothaargebirge
(ROT), dem Fichtelgebirge und der Rhén (RHO) eine Gruppe. Ein weiteres Cluster
bilden die Populationen vom Nordostrand des Areals von M. athamanticum: Harz
(HAR), Ost-Erzgebirge (ERZ) und West-Erzgebirge (FBG). Die beiden Populationen
aus dem Schwarzwald (MSW, SSW), dem Hunsriick (HUN) und aus Oberschwaben
(OBS) fallen in einer weiteren Gruppe zusammen. Und schlieBlich bilden die
Populationen aus dem Thiringer Wald (THU) und dem bayerischen Alpenvorland
(BAY) eine Gruppe, die durch ihre Allelfrequenzen als Ubergangsgruppe
charakterisiert sind. Bezlglich der Gruppierung der Meum-Population aus dem
Thiringer Wald besteht ein Konflikt zwischen NJ- und der modellbasierten
Clusteranalyse. Die separierte Stellung der auch geografisch isoliert stehenden
Population aus dem Schweizer Jura (JUR) wird durch die modellbasierten
Clusteranalyse weiter gestiitzt. Sie ist durch eigene Allele gekennzeichnet, die in

nennenswertem Umfang auch in der Ubergangsgruppe (THU, BAY) auftreten.
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Zusammengefasst ermdglichen die Analysen zur geografisch-genetischen

Struktur der mitteleuropaischen M. athamanticum-Populationen die Separierung von

funf unterschiedlich stark charakterisierten Gruppen:

(1) NW-Gruppe mit Populationen aus der Eifel (EIF), dem Fichtelgebirge
(FIG), dem Rothaargebirge (ROT) und der Rhén (RHO),

(2) NO-Gruppe mit Populationen aus dem Ost-Erzgebirge (ERZ), dem Zentral-
Erzgebirge (FBG) und dem Harz (HAR),

(3) SW-Gruppe mit Populationen aus dem sldlichen Schwarzwald (SSW),
dem mittlerem Schwarzwald (MSW), dem Hunsrick (HUN) und aus Oberschwaben
(OBS),

(4) Z(entral)-Gruppe mit Populationen aus dem Thiringer Wald (THU) und
dem bayerischen Alpenvorland (BAY),

(5) Schweizer Jura (JUR).

4.2.1.2 Genetische Distanzen, gene flow und sekundarer Kontakt zwischen
mitteleuropaischen Populationen

90 der insgesamt 91 paarweisen genetischen Distanzen (Fst-Werte) zwischen
den mitteleuropaischen Populationen (vgl. Anhangstab. 2) waren hoch signifikant (p <
0,0001). Der hochste Fsr-Wert (der zwischen 0 und 1 variiert) wurde mit 0,3125
zwischen den Populationen aus der Rhon (RHO) und Oberschwaben (OBS) ermittelt.
Der niedrigste Wert betrug 0,02 zwischen der Population im Thiringer Wald (THU)
und der Eifel (EIF).

Auf Basis der paarweisen Fst-Werte wurde der Genfluss Nom als die Anzahl
der Migranten zwischen Populationen pro Generation berechnet (Wright 1931). Die
durchschnittliche effektive Migrationsrate zwischen den 14 Populationen betrug 1,86.
Den geringsten durchschnittlichen Genfluss zu allen benachbarten Populationen
haben die Populationen der Rhén (Nem = 0,93) und aus Oberschwaben (N.m = 1,03),

den hdéchsten durchschnittlichen Austausch zu den Ubrigen Populationen haben die
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Population aus dem Thiringer Wald (N.m = 3,6861) und der Eifel (Nem = 2,7714). Auf
Basis der Strukturierung des AFLP-Datensatzes in den Clusteranalysen wurden
zudem die Migrationsraten innerhalb und zwischen den geografisch-genetischen

Gruppen bestimmt (Tab. 6).

Tab. 6: Effektive Anzahl der Migranten (Ne.m) zwischen allen 14 mitteleuropaischen M.
athamanticum-Populationen (Total), zwischen Populationen innerhalb der geografisch-
genetischen Gruppen und zwischen Populationen zwischen den geografisch-genetischen
Gruppen. Die Werte sind Durchschnittswerte aller verglichenen Populationen. Fir

Populationsabkiirzungen siehe Tabelle 2.

Gruppierung Effektive Anzahl der
Migranten Nem
Total 1,86
SW-Gruppe (HUN-MSW-OBS-SSW) 2,98
NW-Gruppe (EIF-ROT-RHO-FIG) 1,63
NO-Gruppe (ERZ-FBG-HAR) 2,64
Z-Gruppe (BAY-THU) 4,73
Zwischen SW — NW 1,31
Zwischen SW — NO 1,55
Zwischen SW - Z 2,18
Zwischen NW — NO 1,37
Zwischen NW - Z 4,18
Zwischen NO — Z 1,69

Dabei zeigt sich deutlich, dass die hochsten Migrationsraten zwischen den
geografisch-genetischen Populationsgruppen immer unter Beteiligung der zentralen
Ubergangsgruppe (Populationen THU, BAY) gemessen werden und Uberdies auch
innerhalb dieser Gruppe der im Vergleich grote Wert fir den Genfluss festgestellt
wurde (Nem = 4,73).

Aulierdem wurde fiir die einzelnen Populationen der proportionale Anteil der

Genpools in den jeweiligen Populationen bestimmt (Tab. 7).
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Tab. 7: Prozentualer Anteil der Genpools in den 14 mitteleuropdischen M. athamanticum-

Populationen. Fir Populationsabkirzungen siehe Tabelle 2.

Population Cluster 1 Cluster 2 Cluster 3 Cluster 4 Cluster 5
BAY 6,6 2,9 20,4 27,2 42,9
EIF 71 17,9 49,7 3,5 21,8
ERZ 78,6 2,0 8,9 1,4 9,1
FBG 73,9 6,8 2,7 0,9 15,7
FIG 12,3 5,6 47,3 1,4 334
HAR 74,4 5,0 12,4 2,2 6,0
HUN 6,8 79,6 2,5 1,4 9,6
JUR 16,7 54 5,6 66,1 6,3
MSW 10,7 46,5 3,2 1,6 38,0
OBS 5,2 80,7 1,3 0,8 12,0
RHO 1,8 1,7 85,7 0,7 10,0
ROT 9,0 1,7 70,7 1,2 17,3
SSw 12,5 67,7 6,2 2,6 11,0
THU 17,4 20,3 11,3 20,5 30,5

Auf Grundlage der genetisch definierten geografischen Gruppen in
Mitteleuropa wurden die Zuordnungen der einzelnen Individuen zu diesen Gruppen

vorgenommen und die Ergebnisse populationsbezogen dargestellt (Abb. 26).

Abb. 26: Anteil von funf Genpools im mitteleuropaischen Verbreitungsgebiet von M.
athamanticum in den 14 untersuchten Populationen auf Basis der Strukturierung des

mitteleuropdischen Datensatzes in K = 5.
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Neben den drei Gruppen NW, NO und SW, die Uber einen hohen Anteil
gruppenspezifischer Allelfrequenzen gut definiert sind, ist die Zentral-Gruppe mit den
Populationen THU und BAY durch einen hohen Durchmischungsgrad verschiedener
Genpools gekennzeichnet (vgl. Tab. 7). Es handelt sich um Populationen, die in
einem hoheren Malle Austausch mit Individuen aus benachbarten
Populationsgruppen hatten. Diese Gruppe tragt die Eigenschaften einer Kontaktzone,
wobei die Populationen aus dem Thiringer Wald mit annahernd gleichen Anteilen an
allen funf Genpools (17,4%, 20,3%, 11,3%, 20,5%, 30,5%) am deutlichsten als

Kontaktzonenpopulationen auffallt.

Zur Charakterisierung der geografisch-genetischen Gruppen wurde die binare
Fragmentmatrix analysiert. Dabei wurde Uberprift, ob Populationen bzw. Gruppen
private, seltene oder zerstreut auftretende Fragmente besitzen und ob sich innerhalb
der Gruppen Gradienten bezlglich der Anzahl der privaten, seltenen oder zerstreuten

Fragmente erkennen lassen (Tab. 8).

Tab. 8: Private, seltene und zerstreute Fragmente in Gruppen und Populationen des

mitteleuropdischen Teilareals von M. athamanticum. Fir Populationsabkirzungen siehe

Tabelle 2.
private Fragmente seltene Frag. (- 25%) zerstreute Frag. (26-50%) Frag. -50%
Gruppe Pop. in Pop. in Gruppen in Pop. in Gruppen in Pop. in Gruppen in Pop.
Sudwest SSwW 0 3 31 36 28 28 59
HUN 0 27 28 55
MSW 1 29 28 57
OBS 0 15 20 35
Nordost FBG 0 4 29 34 28 29 57
ERZ 1 29 29 58
HAR 0 19 29 48
Nordwest  RHO 0 4 17 31 25 29 42
EIF 1 24 28 52
ROT 0 16 25 41
FIG 0 18 28 46
Jura JUR 1 25 13 28 28 53
Zentral THU 0 0 29 36 29 29 58
BAY 0 19 27 46
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Die Stidwest-Gruppe der mitteleuropaischen Meum-Vorkommen (Abb. 27), die
von den Populationen aus dem Schwarzwald (SSW, MSW), Hunsrick (HUN) und
Oberschwaben (OBS) gebildet wird, tragt drei gruppenspezifische Fragmente. Alle
drei Fragmente sind in der Population MSW vertreten, zwei in der Population HUN
und eines jeweils in den Populationen SSW und OB. Die Population MSW aus dem
mittleren Schwarzwald besitzt zudem ein populationsspezifisches Fragment. Von den
insgesamt 64 in der Gruppe auftretenden seltenen und zerstreuten Fragmenten tragt
die Population aus dem sudlichen Schwarzwald (SSW) die héchste Anzahl (59),
gefolgt von der Population MSW (57) und der Population aus dem Hunsriick (HUN,
55). Die Population aus Oberschwaben besitzt hingegen nur 35 (54,7%) der seltenen

und zerstreuten Fragmente.

AT >0 R
1% N\ Frankfurt/Main

-

Abb. 27: Anzahl der gruppenspezifischen (privaten) Fragmente (3) und der seltenen und
zerstreuten Fragmente (in  Kreisen) in Populationen der Sidwest-Gruppe des
mitteleuropaischen Teilareals von M. athamanticum. Griine Flachen bilden die Verbreitung der
Art ab.

Die Nordost-Gruppe der Populationen aus dem Erzgebirge (ERZ, FBG) und
dem Harz (HAR) hat vier gruppenspezifische Fragmente (Abb. 28). Alle vier

Fragmente sind in der Population ERZ vertreten, zwei in der Population FBG und
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eines in der Population HAR. Die Population aus dem Ost-Erzgebirge (ERZ) tragt
aullerdem ein populationsspezifisches Fragment. Von den insgesamt 63 in der
Gruppe auftretenden seltenen und zerstreuten Fragmenten tragt die Population aus
dem Ost-Erzgebirge 58 und dem West-Erzgebirge (FBG) 57 Fragmente. Die
Population aus dem Harz besitzt hingegen nur 48 (76,2%) der seltenen und

zerstreuten Fragmente der Gruppe.

Dresden

Abb. 28: Anzahl der gruppenspezifischen (privaten) Fragmente (3) und der seltenen und
zerstreuten Fragmente (in  Kreisen) in Populationen der Nordost-Gruppe des
mitteleuropdischen Teilareals von M. athamanticum. Griine Flachen bilden die Verbreitung der
Art ab.

Die Nordwest-Gruppe des mitteleuropdischen Meum-Areals (Abb. 29) wird
von den Populationen aus der Eifel (EIF), dem Rothaargebirge (ROT), der Rhén
(RHO) und dem Fichtelgebirge gebildet (FIG). Sie tragt vier gruppenspezifische
Fragmente. Zwei dieser Fragmente tauchen in den Populationen EIF, RHO und FIG
auf und eines in der Population ROT. Die Population aus der Eifel hat zudem ein
populationsspezifisches Fragment. Von den insgesamt 60 in der Gruppe auftretenden
seltenen und zerstreuten Fragmenten besitzt die Population EIF die héchste Anzahl
(52), gefolgt von der Population FIG (46), der Population RHO (42) und der
Population ROT (41).
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Abb. 29: Anzahl der gruppenspezifischen (privaten) Fragmente (3) und der seltenen und
zerstreuten Fragmente (in  Kreisen) in Populationen der Nordwest-Gruppe des
mitteleuropaischen Teilareals von M. athamanticum. Griine Flachen bilden die Verbreitung der
Art ab.

Die Zentral-Gruppe der Populationen aus dem Thiringer Wald (THU) und
dem  bayerischen  Alpenvorland  (BAY) besitzt kein  gruppen-  oder
populationsspezifisches Fragment (Abb. 30). Von den insgesamt 65 in der Gruppe
auftretenden seltenen und zerstreuten Fragmenten tragt die Population THU 58, die

Population BAY 46 Fragmente.

Abb. 30: Anzahl der gruppenspezifischen (privaten) Fragmente (3) und der seltenen und
zerstreuten Fragmente (in  Kreisen) in Populationen der Zentral-Gruppe des
mitteleuropaischen Teilareals von M. athamanticum. Griine Flachen bilden die Verbreitung der
Art ab.
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Die Population aus dem Schweizer Jura besitzt ein privates Fragment und 53

seltene und zerstreute Fragmente.

Zusammengefasst zeigen die Analysen zum Genfluss, zu den Genpools und

der Verteilung der Fragmente deutliche Unterschiede auf dem Niveau der
Populationen und Gruppen an. Der hochste Genfluss herrscht zwischen der
Population THU und EIF, der niedrigste zwischen OBS und RHO. Die durchschnittlich
hochste Austauschrate zu allen anderen Populationen hat die Population THU, die
geringsten RHO. Bei einem paarweisen Gruppenvergleich herrschen die hochsten
Migrationsraten immer unter Beteiligung der Z-Gruppe (THU, BAY), gruppenintern
liegen hier auch die hochsten Austauschraten. Die funf vorherrschenden sind in
unterschiedlichem Malie an Aufbau der einzelnen Populationen beteiligt. Eine grof3e
Affinitadt zu einem Genpool haben die Populationen RHO (85,7%), OBS (80,7%) und
ERZ (78,6%). Die Populationen THU und BAY der Z-Gruppe konstituieren sich
demgegenliber am starksten aus unterschiedlichen Genpools. Daruber ist diese
Gruppe, im Gegensatz zur NW-, NO-, SW- Gruppe sowie die Population aus dem
Schweizer Jura, durch das Fehlen populations- und gruppenspezifische Fragmente

gekennzeichnet.

4.2.1.3 Genetische Diversitat

Als Mall fur die genetische Diversitat innerhalb der 14 untersuchten
mitteleuropaischen Populationen wurden drei verschiedenen Diversitatsindices
berechnet: (1) Shannons diversity index Hsy, (2) der Prozentsatz aller polymorphen
AFLP-Fragmente innerhalb jeder Population (%P,.p) und (3) Nei’s gene diversity (h)
(Tab. 9).
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Tab. 9: Genetische Diversitat und PopulationsgroRe der 14 untersuchten mitteleuropaischen
M. athamanticum Populationen. Die Standardabweichungen sind in Klammern angegeben.

FUr Populationsabkiirzungen siehe Tabelle 2.

Anzahl Percentage , . PopulationsgréfRe
Population N polymorpher of . Shannon’s Ne.' S gene (Individuen,
Loci poly:r;c():irphlc Index diversity geschitzt)
BAY 15 74 57,81% 0,44298 0,1716 <100
EIF 15 78 60,94% 0,46124 0,1919 1000
ERZ 15 81 63,28% 0,48700 0,2048 10000
FBG 15 81 63,28% 0,48610 0,2025 10000
FIG 15 68 53,12% 0,42718 0,1633 1000
HAR 15 66 51,56% 0,39774 0,1755 10000
HUN 15 77 60,16% 0,46057 0,1843 1000
JUR 15 77 60,16% 0,44296 0,1863 150
MSW 15 84 65,62% 0,51053 0,1917 10000
OBS 15 54 42,19% 0,31500 0,1360 150
RHO 15 60 46,88% 0,35100 0,1393 <100
ROT 15 64 50,00% 0,38972 0,1711 250
SSw 15 84 65,62% 0,51405 0,2174 10000
THU 15 83 64,84% 0,50454 0,1991 10000
e gaw owee o

Der Spearman-Rang-Korrelationskoeffizient (rs) zeigte eine signifikant positive

Beziehung zwischen den drei berechneten Diversitatsindices (vgl. Tab. 10).

Tab. 10: Ergebnisse der Rangkorrelationsanalyse (spearman rs) und deren Signifikanzwerte
(p) fur die Beziehung zwischen den verschiedenen Diversitatsindices der molekularen Varianz

fur 14 mitteleuropaische Populationen von M. athamanticum (Signifikanznivaeu = 0,05).

Vergleich I's p

%Ppop VS h 0,934956 0,000001
Hsy vs h 0,929671 0,000001
%Ppop VS HsH 0,990083 0,000000

Nach dem percentage of polymorphic loci tragen die beprobten Populationen
aus dem Thiringer Wald (THU = 68,75), dem sidlichen und dem mittleren
Schwarzwald (SSW, MSW = 65,62) die hochste genetische Diversitat. Die niedrigsten
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Werte nach %P, finden sich in den Populationen der Rhén (RHO = 46,88) und in
Oberschwaben (OBS = 42,19). Ein vergleichbares Bild zeigt sich bei der Berechnung
von Nei's Index h (vgl. Abb. 31), der ebenfalls die Populationen im Schwarzwald
(SSW = 0,2174) und dem Thiringer Wald (THU = 0,2096) als die genetisch
diversesten ausweist und fir die Population aus der Rhon (0,1393) und aus
Oberschwaben (0,1360) wiederum die niedrigsten Werte ermittelt. Nach Shannons
index Hsy kommen die genetisch diversesten Populationen aus dem Thiringer Wald
(THU = 0,52001) und dem Sid-Schwarzwald (SSW = 0,51405), die genetisch
einheitlichsten Populationen aus Oberschwaben (OBS = 0,315) und aus der Rhon
(0,351).

Nei's gene diversity (h)

@:05

. =0.190 bis <0.215

® =0.175bis <0.190
' =0.160 bis <0.175
O <0.160

Abb. 31: Nei's gene diversity (h) in den 14 untersuchten mitteleuropaischen Populationen von

M. athamanticum

4.2.1.4 Genetische Differenzierung

Neben den Cluster- und Ordinationsverfahren wurde auch der Mitteleuropa-
Datensatz von M. athamanticum einer AMOVA unterzogen, um das Ausmal} der
genetischen Variabilitdt innerhalb und zwischen den Populationen und geografisch-
genetischen Gruppen zu untersuchen. Bei Berlcksichtigung des kompletten

Datensatzes und ohne hierarchische Gliederung der Varianzkomponenten entfallt
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15,13% der Variation auf den Vergleich zwischen den Populationen. Die Ubrigen
84,87% entfallen auf die Varianz innerhalb der Populationen. Dieses Ergebnis deckt
sich mit den Untersuchungsergebnissen zur arealweiten Phylogeografie von M.
athamanticum, bei denen die NW/Z-Europa-Gruppe als vergleichsweise schwach

genetisch differenziert charakterisiert wurde.

Tab. 11: Analysen der molekularen Varianz (AMOVA) der mitteleuropdischen M.
athamanticum AFLP-Phanotypen. Neben der Differenzierung des kompletten Datensatzes
(Total) ist die intraregionale Differenzierung der vier geografisch-genetischen
Populationsgruppen dargestellt, deren Separierung auf den Ergebnissen der Clusteranalysen
basiert. Angegeben sind Freiheitsgrade (df), Summe der Quadrate (SSD),
Varianzkomponenten (CV) und Prozentanteile der Gesamtvarianz (%total). Die
Signifikanzwerte (p) fir die Varianzkomponenten zwischen den Regionen sind nach 1000

Permutationen berechnet. Abkiirzungen der Populationen finden sich in Tabelle 2.

df SSD cv %total p
Gruppierung
Total
Zwischen Populationen 13 673,762 2,51474 15,13 < 0,001
Innerhalb der Populationen 196 2764,933 14,10680 84,87
5 Gruppen
Zwischen den 5 Gruppen 4 311,617 0,92513 5,52 < 0,001
Zwischen Populationen der 5 Gruppen 9 362,144 1,74210 10,39 < 0,001
Innerhalb der Pop. der 5 Gruppen 196 2764,933 14,10680 84,10
SW-Gruppe (HUN-SSW-MSW-OBS)
Zwischen Populationen 3 112,900 1,55333 9,78 < 0,001
Innerhalb der Populationen 56 802,667 14,33333 90,22
NW-Gruppe (EIF-ROT-RHO-FIG)
Zwischen Populationen 3 141,817 2,28704 14,99 < 0,001
Innerhalb der Populationen 56 726,133 12,96667 85,01
NO-Gruppe (ERZ-FBG-HAR)
Zwischen Populationen 2 81,511 1,74519 10,69 < 0,001
Innerhalb der Populationen 42 612,267 14,57778 89,31
Z-Gruppe (THU-BAY)
Zwischen Populationen 1 27,433 0,80921 5,02 < 0,001
Innerhalb der Populationen 28 428,267 15,29524 94,98
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Bei einem Szenario, das gestitzt durch die Clusteranalysen eine Unterteilung
in 5 geografische Gruppen innerhalb des mitteleuropaischen Teilareals von Meum
unterstellt, ermittelt die hierarchische AMOVA zwischen den fiinf Gruppen 5,52% der

gesamten Variation und 10,39% zwischen den Populationen der Gruppen.

Beim Vergleich der separat durchgefihrten Gruppenanalysen ohne
hierarchische Struktur zeigt sich, dass das Cluster Eifel-Rothaargebirge-Rhon-
Fichtelgebirge mit 14,99% Variation zwischen den Populationen am starksten
differenziert ist. Innerhalb der heterogenen Gruppe Bayerische Voralpen- Thiringer
Wald betragt die Variation unter den Populationen dagegen nur 5,02%. Die
genetische Differenzierung auf Basis der AMOVA-Fgsr-Werte war zwischen den

Populationen in allen 4 Populationsgruppen hochsignifikant (Tab. 11).

Auf Grundlage der paarweisen Fsr-Werte und der geografischen Distanzen
der Populationen (Anhangstab. 2 & 4) wurde die isolation-by-distance-Beziehung fiir
den kompletten Datensatz als auch fir die geografisch-genetischen Gruppierungen
untersucht. Fur den kompletten Datensatz mit allen Populationen (Abb. 32) zeigt die
lineare Regression keine signifikant positive Beziehung (y = 0,00007 x + 0,1281; r =
0,16887; p = 0,1099).
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Abb. 32: Plot der Fsr-Werte zwischen den 14 untersuchten mitteleuropaischen Populationen
von M. athamanticum gegen ihre geografischen Distanzen. Die Beziehung zeigt keine
signifikante Beziehung, ein isolation-by-distance-Muster wird nicht belegt. Das bedeutet, dass
zwischen den Populationen ein Genfluss herrscht bzw. In jlingerer Zeit genetischer Austausch
stattgefunden hat. (y = 0,00007 x + 0,1281; r = 0,16887; p = 0,1099).
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Auch die linearen Regressionen der vier Populationscluster zeigen keine
signifikant positive Beziehung (Tab. 12). Somit ist weder im gesamten noch in
genetisch definierten Teilen des Datensatzes die genetische Distanz positiv mit der

geografischen Distanz korreliert.

Tab. 12: Ergebnisse der linearen Regression zwischen den AMOVA-Fsr-Werten und den
geografischen Distanzen (Luftlinie) zwischen den 14 mitteleuropaischen Populationen von M.
athamanticum und innerhalb der geografisch-genetischen Gruppen. Neben den
Regressionskoeffizienten (R?) sind Mantel's Korrelationskoeffizient (r) und der p-Wert des

Mantel-Test angegeben. Fur Populationsabkirzungen siehe Tabelle 2.

Gruppierung Lineare Regression R2 Mantels r p

Total 0,00007x + 0,1281 0,285 0,16887 0,1099
SW-Gruppe (HUN-SSW-MSW-OBS) 0,0001x + 0,0774 0,06 0,24489 0,4171
NW-Gruppe (EIF-ROT-RHO-FIG) 0,0003x + 0,1191 0,059  0,24217 0,5001
NO-Gruppe (ERZ-FBG-HAR) 0,0004x +0,0432 0,415  0,64454 0,3392
Z-Gruppe (THU-BAY) 0,0001x — 0,0947 0,461 -0,67905 0,8281

4.2.1.5 Korrelation zwischen genetischer Diversitat und Populationsgréi3e

Die Populationsgrofien der untersuchten 14 mitteleuropaischen Populationen
von M. athamanticum variierten stark. Die individuenschwachste ist die Population im
bayerischen Alpenvorland (BAY). Hier konnten nur weniger als 100 Exemplare von M.
athamanticum gezahlt werden. Populationen im Schwarzwald, dem Erzgebirge, im
Harz und im Thdringer Wald haben hingegen mehr als 10 000 Individuen (Tab. 9,
Abb. 33).
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Abb. 33: Populationsgroe (Anzahl der Individuen,

mitteleuropaischen Populationen von M. athamanticum.

geschatzt) der 14 untersuchten

Der Spearman-Rang-Korrelationskoeffizient zeigt eine signifikant positive

Beziehung zwischen der Populationsgréfie und allen drei berechneten Indices der

genetischen Diversitat (vgl. Tab. 13).

Tab. 13: Ergebnisse der Rangkorrelationsanalyse (spearman rs) zwischen verschiedenen

Diversitatsindices und den Populationsgrofen in 14 mitteleuropaischen Populationen von M.

athamanticum (Signifikanznivaeu = 0,05).

Vergleich rs p

%Ppop vs. Populationsgrolie 0,650643 0,011744
Hsy vs. PopulationsgréfRe 0,704340 0,004920
h vs. Populationsgrofle 0,747649 0,002110

Die signifikant positive Regression zwischen Populationsgréofle und dem

Diversitatsindex Nei’s gene diversity (h) ist in Abbildung 34 dargestellt. Das bedeutet

zumindest fur die untersuchten mitteleuropdischen Populationen von M.

athamanticum, je grofier eine Population ist, desto groRer ist ihre molekulare Varianz.
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Abb. 34: Lineare Regression der Populationsgrofte und der genetischen Diversitat (Nei’'s gene
diversity h) zwischen 14 mitteleuropaischen Populationen von M. athamanticum. Die
Beziehung ist signifikant positiv (y = 0,000034 x + 0,1684; R? = 0,444; p = 0,0093).
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5 Diskussion

5.1 Nord-Sud-Differenzierung

Die Ergebnisse der individuellen (Abb. 7) als auch der populationsbezogenen
NJ-Analyse (Abb. 8), der Hauptkomponenten-Analysen (Abb. 10-12) und der
modellbasierten Clusteranalyse (Abb. 14) zeigen, dass der tiefste Einschnitt in der
biogeografischen Struktur von M. athamanticum eine Nord-Sud-Differenzierung der
Populationen ist. Die Nordgruppe bilden Populationen aus dem nordwestlichen und
zentraleuropaischen Verbreitungsgebiet der Art. Die Sidgruppe umfasst alle
Populationen der iberischen Halbinsel, des Apennin, der Ostalpen und des Balkans.
Ahnliche Muster einer Nord-Sid-Differenzierung wurden bei phylogeografischen
Untersuchungen an den Arten Trollius europaeus (Després et al. 2002), Ranunculus
glacialis (Schonswetter et al. 2003) und Carex digitata (Tyler 2002) aufgedeckt. Die
Analysen dokumentieren dartber hinaus eine zwischen diesen beiden, genetisch
eigenstandigen Linien stehende Ubergangsgruppe in den SW-Alpen. Die Nord-Siid-
Differenzierung steht vermutlich im Zusammenhang mit der maximalen Vereisung der
Wirmeiszeit, die den Genfluss zwischen den Regionen sidlich und nérdlich der

europaischen Hochgebirgsketten wirksam unterbunden hat.

Dieses grolmafstdbige Muster wird von den ITS/ETS Sequenzdaten
allerdings nicht uneingeschrankt unterstutzt (vgl. Abb. 19 & 20). Wird die Anzahl an
Nukleotidsubstitutionen zwischen Populationen als Hinweis fur den Grad der
genetischen Separierung gewertet, teilt der ITS/ETS-Datensatz die 24 untersuchten
Populationen in eine sud/stdost-europaische Gruppe (MA, BU, PO), an die die SW-
Alpen-Gruppe angeschlossen ist (CL, LA, TE) auf der einen von dem gesamten
Ubrigen Material auf der anderen Seite. Basierend auf der Annahme, dass die
Evolutionsrate der ITS- und ETS-Region langsamer ist als die genetische
Differenzierung, die durch die AFLP-fingerprints der gesamten genomischen DNA
erfasst wird (Després et al. 2002, Kauserud 2005), wird hier postuliert, dass der
ITS/ETS-Datensatz geografisch-genetische Beziehungen einer alteren, vermutlich
spatpliozan-frihpleistozéanen Zeitepoche widerspiegelt. Somit wird das Signal der
starken biogeografischen Strukturierung, verursacht durch den ausgepragten
Wechsel von Kalt- und Warmzeiten des Pleistozans, vor allem durch die AFLP-
fingerprints erfasst. Abgesehen von dem Haplotyp der SW-Alpen reflektieren die

ITS/ETS-Sequenzdaten, dass in SE-Europa die Vegetation weniger stark von den
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klimatischen Oszillationen des Quartars beeinflusst war als in SW-Europa und in dem
zentral- und nordwesteuropaischen Gebieten nordlich der Gebirgsketten der
Pyrenden und der Alpen. DarlUber hinaus signalisieren die Sequenzdaten von M.
athamanticum deutlich die engen Beziehungen zwischen dem sudlichen Apennin und
der Balkanhalbinsel. Diese Verbindung lber die im Tertiar und Quartar mehrfach
existente Landverbindung Uber die noérdliche und mittlere Adria belegen neben
palaontologischen Untersuchungen (Régl 1998, Popov et al. 2004) auch
molekulargenetische Studien (Kropf 2002: Anthyllis montana, Fineschi et al. 2002:
Quercus pubescens). Letztendlich muss aufgrund der Tatsache, dass die Haplotypen
nicht regional sortiert sind und in den Analysen nur jeweils ein Individuum aus den 24
Populationen sequenziert wurde der gesamte ITS/ETS Datensatz beziglich der
spatquartaren Biogeografie von M. athamanticum mit Vorsicht interpretiert werden.
Daher stitzt sich die folgende Diskussion hauptsachlich auf die Analysen der AFLP

Phanotypen.

5.2 Differenzierung zwischen Populationen

M. athamanticum besiedelt heute in disjunkten Teilarealen héhere Lagen der
sud- und zentraleuropaischen Gebirge und der zentral- und nordwesteuropaischen
Mittelgebirge (vgl. Abb. 4). Die Art ist aufgrund ihres Gesamtareals als temperates
Florenelement eingestuft, ihre 0©kologische Konstitution bedingt allerdings eine
Restriktion auf kiihl-ozeanische Standorte (Bruelheide & Lieberum 2001). Die starke
Isolation der inselhaft verbreiteten Populationen (vgl. Abb. 2) kommt in der Analyse
der molekularen Varianz zum Ausdruck (Tab. 5). Hierbei konnten 46,6% der
gesamten Variation zwischen den 23 untersuchten Populationen ermittelt werden.
Dieses Mal} entspricht dem Wert anderer, ebenfalls auf Ebene ihres Gesamtareals
untersuchter europaischer Pflanzenarten mit disjunkter Verbreitung in europaischen
Gebirgen. So konnten Kropf et al. (2002) fur die sumediterran-montane Anthyllis
montana 42,37% der gesamten Variation und fir die hauptsachlich in europdischen
Hochgebirgen vorkommende Art Pritzelago alpina 45,37% der gesamten Variation
zwischen den Populationen ermitteln (Kropf et al. 2003). Dagegen wurde bei einer
phylogeografischen Untersuchung europaischer Populationen von Trollius europaeus

nur 36% der Gesamtvariation zwischen Populationen gemessen (Després et al.
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2002), wobei bei dieser Untersuchung weite Bereiche des europaischen Areals nicht

bertcksichtigt wurden.

5.3 Persistenz im Periglazialgebiet

Im Modell der postglazialen Migration temperater Arten sind die
expandierenden Populationen durch eine reduzierte genetische Diversitat
ausgezeichnet, da sie nur einen Bruchteil der Genotypen der siidlichen
Refugialgebiete tragen (Nichols & Hewitt 1994, Hewitt 1996, Ibrahim et al. 1996,
Demesure et al. 1996, Dumolin-Lapégue et al. 1997, Ferris et al. 1998). Die
Berechnungen von drei signifikant miteinander korrelierten Diversitatsindices fur die
23 Populationen von M. athamanticum zeigen hingegen, dass Populationen mit hoher
genetischer Diversitat nicht konzentriert im stdlichen Arealteil von M. athamanticum
liegen, sondern Uber das gesamte Areal verteilt sind (vgl. Tab. 4, Abb. 15). So wurden
die héchsten Werte fiir den Shannon’s diversity Index Hsy, abgesehen von den SW-
Alpen-Populationen, im nérdlichen (TH = 0,216, LT = 0,207, CE = 0,207) als auch im
sudlichen Teilareal (PT = 0,207) ermittelt. Beim Vergleich zwischen den geografisch-
genetischen Gruppen NW/Z-Europa, SW-Alpen und S-Europa zeigt die nérdliche
Evolutionslinie  (NW/Z-Europa), die fast durchweg Populationen des
mitteleuropaischen Periglazialraums und damit vermeintlich postglazial besiedelter
Gebiete reprasentiert, sogar signifikant héhere Werte genetischer Diversitat (Mann
Whitney U-Test, Nei’'s h: p = 0.045) als die slideuropaische Gruppe. Das traditionelle
biogeografische Modell der postglazialen Rekolonisation nérdlicher Breiten durch die
temperaten Arten ist deshalb nicht auf M. athamanticum Ubertragbar. Die
Untersuchung belegen hingegen, dass Meum zumindest das letzte glaziale Maximum
im Periglazialgebiet Uberdauerte. Untersuchungen an anderen Arten bestatigen die
genetische Verarmung der Phalanxpopulationen. So ermittelten Després et al. (2002)
fur Trollius europaeus als auch Schonswetter et al. (2003) fur Ranunculus glacialis
bei ihren AFLP-Untersuchungen die niedrigsten absoluten und durchschnittlichen
Diversitatswerte in Populationen im skandinavischen Teilareal der Arten, die hdchsten

hingegen in den Alpen und den Pyrenaen.

Einen weiteren Hinweis auf eine Persistenz von Meum im Periglazialgebiet

nordlich und nordwestlich der Alpen, zumindest wahrend dem letzten glazialen
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Maximum, ergibt die Analyse der Verteilung privater Fragmente (Tab. 4, Abb. 16).
Generell ist davon auszugehen, dass Populationen mit unabhangiger Evolution in
Verbindung mit hohem Alter und geografischer Isolation durch eigene molekulare
Marker (private Fragmente) charakterisiert sind (Comes & Kadereit 1998, Stehlik et
al. 2001, Tribsch et al. 2002). Bei Meum sind Populationen mit einer hohen Anzahl an
privaten Fragmenten aber nicht auf den Siidteil des Areals beschrankt (SI, F, = 5; SL,
For = 6; PO, F, = 5; BU, F,r = 6), sondern besiedeln auch das Gebiet von NW/Z-
Europa (CE, Fo = 7; KE, Fp = 4; El, Fpr = 4).

Zwei weitere Beobachtungen kénnen als Hinweis flir die periglaziale Existenz
nordlicher Populationen angefiihrt werden: (1) Bei der Annahme einer
nordgerichteten postglazialen Migration ware zu erwarten, dass sich die kaltetolerante
Art Meum (vgl. Bruelheide & Lieberum 2001) in Mitteleuropa wesentlich weiter nach
Norden ausgebreitet hatte, wo sie abgesehen von den Britischen Inseln heute aber
nicht vorkommt. Aulerdem fehlt Meum weiten Teilen der Alpen, wo sie bei einer
expansiven Reaktion wesentlich groliere Gebiete besiedelt haben musste. Hier ist sie
aber nur in den Westalpen und einigen Bereichen der Ostalpen weiter verbreitet (vgl.
Abb. 4). (2) Die im periglazialen Mitteleuropa vorherrschenden Permafrostbdden
waren durch eine hohe, von Temperaturwechseln und Verlagerungsprozessen
gepragte Dynamik gekennzeichnet (Walter & Straka 1970). Dass M. athamanticum
mit diesen Standortbedingungen durchaus zurechtkommt, zeigen die aktuellen
Vorkommen der Art auf ebenfalls hochdynamischen, von Frostwechseln beeinflussten
Standorten auf Schutthalden in den spanischen Kordilleren, in stark bewegtem
Grobschutt in bachbegleitenden Staudenfluren in Zentralspanien oder auf Rohboden
an Steilhangen in den Pyrenden, den Alpen und den nordspanischen Kordilleren

(pers. Beob.).

Im Gegensatz zu den bisher untersuchten Arten, die massive
Arealveranderungen aufgrund der klimabedingten Wiederbesiedelung des
periglazialen Mitteleuropas belegen (Hewitt 1996, Comes & Kadereit 1998, Taberlet
et al. 1998, Hewitt 2000), weisen die Ergebnisse bei M. athamanticum auf ein
wesentlich statischeres Bild hin. Das Verhalten der Art zeigt deutliche Parallelen zur
submediterran-montanen Anthyllis montana, die ebenfalls vergleichsweise statisch
auf die quartaren Klimaschwankungen reagiert hat (Kropf et al. 2002). Meum hat

vermutlich regional differenziert und kleinrdumig auf die pleistozanen Klimawechsel
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reagiert. Bei den Teilarealen handelt es sich daher insgesamt um einen Komplex

evolutionarer Einheiten unterschiedlicher raum-zeitlicher Entstehung.

5.4 Nordliche Durchmischung vs. stdliche Isolation

Ein weiteres interessantes Ergebnis zeigen die Untersuchungen zur
regionalen genetischen Variabilitat bezogen auf die geografischen Gruppen der
Cluster- und Ordinationsanalysen (Tab. 5). Die genetische Differenzierung zwischen
Populationen ist in S-Europa sehr hoch (47,06%). Im Vergleich dazu ist die
Differenzierung zwischen den Populationen in NW/Z-Europa niedriger (36,4%). Auch
der intraregionale Vergleich auf Basis der geografischen Substrukturierung des
Datensatzes weist die noérdliche Gruppe (7,9% Variation zwischen zwei
Untergruppen) als wesentlich weniger differenziert als die sudwest- und
sudosteuropdische Gruppe (13,6% bzw. 16,6% Variation zwischen zwei

Untergruppen) aus.

Auch das isolation-by-distance-Muster zeigt deutliche Unterschiede zwischen
den Populationsgruppen aus NW/Z-Europa und S-Europa. Die lineare Regression der
sudlichen Gruppe zeigt eine signifikant positive Beziehung. Hingegen ist innerhalb der
nordlichen Evolutionslinie die genetische Distanz nicht positiv mit der geografischen
Distanz korreliert (vgl. Abb. 18). Das zeigt, dass zwischen den Populationen der
nordlichen Gruppe in vergleichbar jlingerer Zeit ein genetischer Austausch (geneflow)
stattgefunden hat, hingegen in S-Europa andauernde Isolation der Populationen zur

genetischen Drift und einer divergenten Evolution flhrte.

Die Entwicklung nérdlich und nordwestlich der Alpen hat also insgesamt einen
anderen Verlauf genommen als in den Regionen stdlich der Alpen. Die geringere
Variation im Norden ist vermutlich darauf zurlckzufiihren, dass es dort in den
Kaltphasen zu longitudinalen und latitudinalen Migrationen aus den Mittelgebirgen in
die Beckenlagen kam, was einen genetischen Austausch benachbarter Populationen
ermdglichte (Hewitt 1996, Hewitt 2000). Vor dem Hintergrund, dass die Kaltzeiten im
spaten Pleistozan bis zu 100000 Jahre andauerten (Bennett 1997, Rutherford &
D’Hondt 2000), stand fir die ndérdlichen Populationen von M. athamanticum
genugend Zeit zu einer periglazialen Durchmischung zur Verfugung, die sich

postglazial durch sekundaren Kontakt in den Hochlagen der Mittelgebirge fortsetzte.
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Hingegen sind die stdlichen Populationen von altitudinalen Wanderungsbewegungen
gekennzeichnet, der genetische Austausch zwischen benachbarten Populationen war
somit geringer (Hewitt 1996, Hewitt 2000, Gutierrez Larena et al. 2002). Wahrend
also sudliche Populationen von M. athamanticum auf die Warmphasen und dem
downshift nutzbarer Lebensraume mit einem kleinraumigen Ausweichen innerhalb der
Gebirgszlige reagierten, bildeten sich in den intramontanen, collinen Beckenlagen
zwischen den orografisch weniger differenzierten zentraleuropaischen Mittelgebirge

vermutlich groRere zusammenhangende Periglazialpopulationen vgl. Abb. 35).

Zentral-Europa

Abb. 35: Modell der Diversifikation von M. athamanticum im zentralen (A, B) und stdlichen
Europa (C, D) wahrend des Spatquartars, Kreise: Beckenpopulationen, Dreiecke:
Gebirgspopulationen. (A) Klimawandel fihrt zu Arealausweitung im Zuge longi- und
latitudinaler Migration. Initiale, montane Populationen (Dreiecke orange, blau, gelb, rot)
besetzten Habitate in den Becken- und Tallagen zwischen Mittelgebirgen und bilden dort

gréRere, durchmischte Genpools in intramontanen Populationen (Kreise). In vielen Fallen
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kommt es dabei zu einem primaren Kontakt zwischen verschiedenen
Mittelgebirgspopulationen (Kreise gelb/orange, blau/orange, gelb/rot). (B) Erneuter
Klimawandel fuhrt zu Arealkontraktion. Die gréf3tenteils durchmischten Populationen weichen
in Mittelgebirge zuriick oder erléschen, falls kein Ausweichpotenzial vorhanden ist (X). Uber
die vermischten Beckenlagenpopulationen erreichen Genotypen neue Gebirgsziige (Dreiecke
gelb/rot, orange/blau). Sekundare Kontaktzonen entstehen im Bereich von Populationen bzw.
Mittelgebirgen, in denen sich Genotypen unterschiedlicher Herkunft mischen (Dreiecke
gelb/orange/blau, rot/orange/blau). Primarer und sekundarer Kontakt wirken der genetischen
Verarmung entgegen und nivellieren die genetische Differenzierung zwischen den

Mittelgebirgen.

(C) Klimawandel fihrt zu geringfiigiger Arealausweitung im Zuge der altitudinalen
Arealabsenkung. Initiale, alpin-subalpine Populationen (Dreiecke orange, blau, gelb)
besetzten Habitate in mittleren und tieferen Lagen der Gebirgsziige und bilden dort gréRere,
zum Teil durchmischte gebirgsinterne Genpools in Populationen (grofe Dreiecke) innerhalb
der jeweiligen Gebirgszulge. In seltenen Fallen kommt es zu einem primaren Kontakt zwischen
verschiedenen Gebirgspopulationen in héher gelegenen Beckenlagen (Kreis blau/gelb). (D)
Erneuter Klimawandel fihrt zu Arealkontraktion. Die gebirgsinternen Populationen weichen
innerhalb der Gebirgsziige zuriick, manifestieren die genetische Differenzierung zwischen den
Gebirgsziigen oder erldschen, falls kein Ausweichpotenzial vorhanden ist (X). Migration und
die Isolation auf kleine Habitatinseln der Gebirgshochlagen fiihrt zur genetischen Verarmung
durch Bottlenecks. Uber die vermischten Beckenlagenpopulationen erreichen Genotypen
neue Gebirgszlige (Dreieck blau/gelb) und reduzieren teilweise die genetische Differenzierung

zwischen den Gebirgszigen.

5.5 Nordliche Durchmischung

Die Vermutung, dass M. athamanticum zumindest in dem letzten Glazial in
Mitteleuropa weitrdumige Populationen gebildet hat, stitzt die Tatsache, dass M.
athamanticum heute mit einer  ausgesprochenen Konsequenz die
zentraleuropaischen Mittelgebirge zwischen dem franzésischen Zentralmassiv und
den Westkarpaten besiedelt. Sie fehlt nur wenigen Mittelgebirgsbereichen (vgl. Abb. 2
& 6).

Die Ergebnisse des zweiten AFLP-Datensatzes flir 14 mitteleuropaische
Meum-Populationen, welcher genauere populationsgenetische Daten lieferte,

bestatigt die Untersuchungen der arealweiten Phylogeografie in Bezug auf das
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nordliche Teilareal. AMOVA-Analysen (15,13% der Variation zwischen den
Populationen; Tab. 11) und das Fehlen einer isolation-by-distance-Beziehung (Abb.
32) zeigen, dass es sich bei den mitteleuropaischen Populationen um eine relativ
homogene Gruppe handelt. Individuelle NJ und PCO-Analysen (Abb. 21) zeigen
keine geografisch-genetische Struktur. Mit modellbasierten (Abb. 25) und
populationsbezogenen Clusteranalysen (Abb. 22) Ilasst sich allerdings eine
geografische Struktur in diesem Gebiet aufdecken. Demnach bilden die 14
untersuchten mitteleuropaischen Populationen von Meum insgesamt flnf

geografisch-genetische Gruppen.

Die Analyse der geografischen Verteilung der Allelfrequenzen weist dabei eine
putative Kontaktzone zwischen dem Erzgebirge-Harz-Cluster (NO-Gruppe), dem
Eifel-Rothaargebirge-Rhon-Fichtelgebirge-Cluster (NW-Gruppe) und dem
Schwarzwald-Hunsriick-Oberschwaben-Cluster (SW-Gruppe) aus (Abb. 26). Zu
dieser Kontaktzone (Z-Gruppe) sind die Populationen aus dem Thuringer Wald (THU)
und dem bayerischen Alpenvorland (BAY) zu rechnen. Im Gegensatz zu den drei
vorgenannten Gruppen (NW-, NO-, SW-Gruppe), die sich durch das Auftreten
gruppen- und populationsspezifischer privater Fragmente (vgl. Abb. 27 — 29, Tab. 8)
als Refugialgebiete charakterisieren lassen, besitzt die Z-Gruppe weder populations-
noch gruppenspezifische Fragmente (Abb. 30). Vor allem die Population aus dem
Tharinger Wald ist in der STRUCTURE-Analyse am deutlichsten als
Mischpopulationen gekennzeichnet und besitzt anndhernd gleiche Anteile an den flnf
detektierten Genpools in Mitteleuropa (Tab. 7). Zwischen dieser und allen Ubrigen
Gruppen wurden zudem die hoéchsten effektiven Migrationsraten ermittelt (Tab. 6).
Die hohe genetische Diversitat in dieser Population (Nei's gene diversity h: 0,1991;
Durchschnitt aller 14 Populationen: 0,181) ist das Ergebnis einer Anreicherung von

Loci durch den postglazialen Kontakt.

Auch flir andere Arten wurden sekundare Kontaktzonen in Mitteleuropa auf
Basis phylogeografischer Untersuchungen beschrieben, vor allem aber fur Arten, die
sich nachweislich aus verschiedenen sudost- und sudwesteuropaischen Refugien

wieder vollstandig in dieses Gebiet ausbreiteten (Taberlet et al. 1998, Hewitt 1999).
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5.6 Sudliche Isolation

Die geografische Isolation der stideuropaischen Populationen von Meum, die
sich deutlich in ihren genetischen Eigenschaften widerspiegelt, ist vor allem das
Resultat klimabedingter Fragmentierung. Neben den Ergebnissen der AMOVA wird
die starkere Isolation und Differenzierung zwischen sidlichen Meum-Populationen
auch in anderen AFLP-Analysen deutlich. In den NJ-Analysen haben Individuen bzw.
Populationen aus S-Europa langere interne Aste (vgl. Abb. 7-9) und das
modellbasierte Clusterverfahren errechnet hdhere Wahrscheinlichkeiten fir eine
Differenzierung innerhalb der Sudgruppe (vgl. Abb. 13 & 14). Zudem sind sudliche
Populationen durch einen vergleichsweise hdheren Anteil privater Marker sowie
fixierte private Marker gekennzeichnet (vgl. Tab. 4). Uberdies belegen die ITS/ETS-
Sequenzdaten durch die teilweise Prasenz sehr isolierter Haplotypen in den
Populationen BU, MA, PO, Sl (vgl. Abb. 19 & 20) die starke Differenzierung von M.
athamanticum in S-Europa. Dabei reflektieren vor allem Populationen des sldlichen
Arealrandes (BU, SI, SL) eine Kette von Isolationsereignissen, die vermutlich bis in
das Tertiar zurlckreichen. So liefern phylogeografische Untersuchungen, die an einer
Reihe unterschiedlicher Artengruppen wie Rotiferen (Gomez & Lunt 2004), Kafern
(Gomez-Zurita et al. 2000), Eidechsen (Paulo et al. 2002), Salamandern (Alexandrino
et al. 2002) und Pflanzen (Guttierez Larena et al. 2002) in Spanien durchgefihrt
wurden, Hinweise fiir das Uberdauern pleistozédner Linien in verschiedenen

iberischen Gebirgszlgen.

Auffalligerweise verhalt sich M. athamanticum bezlglich ihrer Habitatwahl in
S-Europa auch wesentlich plastischer als im nordlichen Verbreitungsgebiet. Im Siiden
besiedelt sie, wie bereits erwahnt, eine breite Palette an Offenland-Lebensraumen,
die aufgrund der hohen Temperaturen und der Ariditat allerdings raumlich stark
beschrankt sind (Deffontaine et al. 2005). Die 6kologischen Rahmenbedingungen
sind fur die Verbreitungsrestriktion und somit auch die starke genetische

Differenzierung im sudlichen Europa also mitverantwortlich.

5.7 Refugien nérdlich der Alpen

Der Kern der NW/Z-europaischen Gruppe, der bis auf die beiden schottischen

Populationen und eine Population aus den Westalpen geschlossen im
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mitteleuropaischen Periglazialgebiet liegt, ist der zentraleuropaische
Mittelgebirgsraum. Er zieht sich vom franzdsischen Zentralmassiv Uber triassische
und hercynische Gebirgsziige in der Schweiz, Deutschland, Osterreich und
Tschechien bis zu den Sudeten in der Slowakei. Abgesehen von einigen lokalen
Gletscherbildungen war dieses Gebiet wahrend dem letzten glazialen Maximum
eisfrei (Lang 1994). Pedologische Klimazeugen wie Eiskeile, Kryoturbation,
Strukturbdéden und Pingos weisen darauf hin, dass im gesamten Periglazialgebiet
Permafrostbedingungen herrschten. Die Temperaturen lagen durchschnittlich 12 — 16
°C tiefer als heute (Washburn 1979). Im zentralen, eisfreien Teil der Britischen Inseln

wird eine bis zu 10 °C niedrigere Temperatur angenommen (Williams 1975).

Im Rahmen der ,refugial debate“ wird seit einigen Jahren kontrovers diskutiert,
inwiefern der mitteleuropdische Periglazialraum als Refugialgebiet fir temperate
Pflanzen- und Tierarten fungieren konnte (Willis & Whittaker 2000, Tzedakis et al.
2002, Stewart 2003, Tzedakis et al. 2003). Die Vielzahl phylogeografischer
Untersuchungen, speziell an Tierarten, lasst keinen Zweifel daran, dass im
periglazialen Mitteleuropa mikroklimatisch beglinstigte Standorte existierten, an
denen temperate Arten pleistozane Kaltphasen Uberdauern konnten (z.B. Kotlik &
Berrebi 2002, Hanfling et al. 2002, Trewick et al. 2002, Pfenninger et al. 2003,
Nieberding et al. 2005). Molekulargenetische Untersuchungen, die eine solche
Méglichkeit flr temperate, krautige Pflanzen in Betracht ziehen, sind allerdings bisher

nicht durchgefihrt worden.

Bereits am Anfang des letzten Jahrhunderts gab es einige Arbeiten, die die
Rolle und Lage glazialer Refugien im periglazialen Mitteleuropa mit Hilfe
arealgeografischer  Analysen  aufzuhellen  versuchten. Auf der Basis
arealgeografischer und pflanzensoziologischer Analysen vermutet Bresinsky (1965),
dass die periglaziale Dryas-Kaltesteppe (Frenzel et al. 1992, Lang 1994) im
nordlichen Alpenvorland von vereinzelten Kolonien temperat-praalpiner Arten wie
Astrantia major, Carex ornithopoda oder Pleurospermum austriacum durchsetzt war.
Bei Aposeris foetida wurden disjunkte Vorkommen im periglazialen Alpenvorland in
Verbindung mit einer fehlenden Ausbreitungsfahigkeit und der offensichtlichen
Unfahigkeit, angrenzende und potenziell geeignete Standorte zu besiedeln, als
glaziale Refugien gedeutet. Ein anderes Beispiel ist der Alpenschwemmling

Laserpitum siler. Er fehlt oberhalb seines heutigen Vorkommens in den voralpinen
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Lechauen und ihren Zuflissen. Andererseits ist die Art trotz geeigneter Standorte kein
Bestandteil der benachbarten Isarauen, tritt hingegen bei Eintritt der Isar in den
Alpenraum plétzlich verbreitet auf. Bresinsky (1965) bevorzugt als Erklarung flr
dieses Arealbild auch hier ein vermutlich glaziales Refugium in den voralpinen
Lechauen, moglicherweise auch im Bereich der noérdlich anschlieBenden Jura-
Kalkstufe.

Die Vermutung, dass auch M. athamanticum zumindest die letzte Eiszeit in
mehreren unabhangigen periglazialen Refugien Uberstanden hat, legen die
individuellen und populationsbezogenen Diversitats- und Varianzanalysen nahe. Das
deutlichste Signal liefern dabei die Werte der Population im franzdsischen
Zentralmassiv (CE). Sie ist genetisch diverser als jede untersuchte sudeuropaische
Population (%Py, = 27,06; Hsy = 0,2068; h = 0,0829) und tragt zudem die
zweithochste Anzahl privater Fragmente (F,, = 7; vgl. Tab. 4). Da weder die
Clusteranalysen noch die AMOVA-Fst-Werte Hinweise fir eine Verbindung mit, und
die postglaziale Einwanderung aus den Pyrenden oder den Sidwest-Alpen liefern,
aber enge Beziehungen zu den Vogesen (VO), zur Westalpenpopulation (LT) und zu
Schottland (SC) anzeigen (vgl. Abb. 7 & 12), wird hier ein Refugium im Umfeld des
franzésischen Zentralmassivs postuliert. Den Populationen der Vogesen (VO) und der
Westalpen (LT) fehlen private Fragmente, was auf ein vergleichsweise junges Alter

schlief3en lasst. Sie sind vermutlich postglaziale Kolonisierer.

Ein weiteres Refugium lag vermutlich im Bereich der Eifel (El), deren
untersuchte Population im AFLP-Datensatz zur arealweiten Phylogeografie durch
eine hohe Anzahl privater Fragmente gekennzeichnet ist (F, = 4, vgl. Tab. 4). Die
detaillierte Untersuchung der 14 mitteleuropaischen Populationen unterstitzt diese
These. Die modellbasierte Clusteranalyse weist eine geografisch-genetische Gruppe
aus, die aus den Populationen der Eifel (EIF), dem Rothaargebirge (ROT), der Rhon
(RHO) und dem Fichtelgebirge gebildet wird (Abb. 24). Bei der Berechnung von Nei's
diversity index h zeigt die Population der Eifel (EIF) mit 0,1919 einen
Uberdurchschnittlichen Grad genetischer Diversitdt (Durchschnitt aller 14
mitteleuropaischen Populationen: Nei’s h = 0,1818; vgl. Tab. 9). Darlber hinaus tragt
sie ein privates Fragment (vgl. Tab. 8). Innerhalb dieser Gruppe besteht ein deutlicher
Gradient der genetischen Diversitat, ausgedrickt in den Diversitatsindices (Tab. 9)

und der Verteilung privater, seltener und zerstreuter Fragmente (Tab. 8, Abb. 29).
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Demnach sind die Populationen in tendenzieller West-Ost-Richtung genetisch
verarmt. Vor dem Hintergrund, dass Meum im letzten Glazial in tiefere Bereich als
heute, vermutlich die intramontanen Beckenlagen, gedrangt wurde, kénnten die
periglazialen Rickzugsgebiete der nordwestlichen mitteleuropaischen Gruppe im

Bereich der Julicher Borde, der Ville und der Kdlner Bucht gelegen haben.

Das Auftreten privater Fragmente (F, = 2; vgl. Tab. 4) in der Population des
Erzgebirges (EG) und die tberdurchschnittlich hohe genetischer Diversitat in beiden
AFLP-Datensatzen (EG (vgl. Tab. 4); ERZ, FBG (vgl. Tab. 9)) geben zudem Hinweise
darauf, dass rund um den Gebirgsbogen des Erzgebirges ein Refugialzentrum von M.
athamanticum gelegen hat. Im mitteleuropaischen Datensatz ist eine klare genetische
Verarmung in Richtung der Population aus dem Harz (HAR) festzustellen (Abb. 28).
Das glaziale Refugium dieser Gruppe liegt daher tendenziell im Vorland des dstlichen

Erzgebirges.

In der mitteleuropdischen Studie wurden auch Populationen aus dem
Schwarzwald (SSW, MSW), dem Hunsrick (HUN) und Oberschwaben (OBS)
untersucht, die auf Basis der populationsbezogenen und der modellbasierten
Clusteranalyse eine Gruppe bilden. Die Population aus dem Sidschwarzwald (SSW)
weist mit die hochsten Werte genetischer Diversitat im mitteleuropaischen Teilareal
der Art auf (Nei's h = 0,2174; vgl. Tab. 9), zudem tragt die Population aus dem
mittleren Schwarzwald ein privates Fragment, was insgesamt auf die Existenz eines
periglazialen Refugiums im Bereich des Schwarzwaldes hindeutet. Die
Diversitatsindices und die Verteilung der Fragmente belegen eine graduelle
genetische Verarmung von den beiden Schwarzwald-Populationen in Richtung der
Populationen im Hunsrick und in Oberschwaben (Abb. 27), die vermutlich auf

Flaschenhalseffekte im Zuge der postglazialen Wiederbesiedlung zurtickzufiihren ist.

Fir die Population aus dem Thiringer Wald konnten auf Basis beider
Datensatze eine hohe genetische Diversitat festgestellt werden. Die Analyse des
mitteleuropdischen Datensatzes zeigt allerdings, dass es sich bei der Population
zusammen mit dem Vorkommen in dem bayerischen Alpenvorland (BAY) um eine
sekundaren Kontaktgruppe handelt. Hier fehlen populations- als auch
gruppenspezifische Fragmente (Tab. 8, Abb. 30), die hohe genetische Diversitat ist
vermutlich das Resultat der starken Durchmischung der verschiedenen

mitteleuropaischen Genpools (vgl. Abb 26).
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Fur temperate krautige Pflanzen fehlen vergleichbar stark auflésende
Untersuchungen zu periglazialen mitteleuropaischen Refugien. Lediglich Schmitt &
Seitz (2001) geben konkrete Hinweise darauf und vermuten, dass die heute in vielen
mitteleuropaischen Mittelgebirgen beheimatete Lepidoptere Erebia medusa das letzte
glaziale Maximum partiell zwischen den Westalpen und dem franzosischen

Zentralmassiv Uberdauerte.

Die isolierten Areale von M. athamanticum in den schottischen Highlands und
den nordenglischen Cheviot Hills waren wahrend der Wirm-Eiszeit, wie der Grossteil
der nordlichen Britischen Inseln, von Eis bedeckt (Bowen et al. 2002). Die beiden
untersuchten Meum-Populationen aus Schottland sind in einem Fall mit einer
Uberdurchschnittlich hohen Anzahl privater Fragmente ausgestattet, im anderen Fall
durch eine Uberdurchschnittliche hohe Diversitat gekennzeichnet (Tab. 4). Die
Eigenschaften dieser beiden Populationen legen in Verbindung mit dem statischen
Verhalten der Art gegenlber den klimatischen Oszillationen die Vermutung nahe,
dass auf oder im Umfeld der Britischen Inseln ein glaziales Refugium bestand. Diese
Ergebnisse kollidieren mit der traditionellen Annahme, dass sich die temperate Flora
und Fauna der Britischen Inseln aus Rekolonisierern aus dem sidlichen Europa
konstituiert (Hewitt 1996, 2000). So wurde das Auftreten von Pinus sylvestris in
Schottland lange Zeit als ein Beispiel flir Fernausbreitung angesehen (Birks 1989).
Neuere Untersuchungen postulieren hingegen ein separates, irisches Refugium von
Pinus sylvestris (Sinclair et al. 1999). Und auch andere Untersuchungen unterstiitzen
die Vermutung, dass es im Bereich von Sidengland bzw. der damals existenten
Landverbindung zum europaischen Kontinent kryptische Refugien temperater Arten
gab (Stewart & Lister 2001, Hanfling et al. 2002, Tzedakis 2003, Nieberding et al.
2005).

5.8 Sudeuropaische Refugien

Im spanischen Teil der stideuropaischen Gruppe leben heute geografisch und
genetisch stark isolierte, reliktische Populationen von M. athamanticum. Das bestatigt
die These der Besiedelung der iberischen Halbinsel durch temperate Arten wahrend
der quartaren Klimadepressionen (Hewitt 1996, Taberlet et al. 1998). Es liegen aber

keine Hinweise daflr vor, dass sich die spanischen Populationen an einer
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postglazialen Besiedelung Mitteleuropas beteiligt haben, wobei vermutlich weniger
die Barrierewirkung der Pyrenaen als das insgesamt statische Verhalten der Art als
Ursache zu sehen ist. Die plausibelste Interpretation scheint zu sein, dass die
beprobten Populationen der Sierra Nevada und der Sierra Pena Labra sehr alte,
womoglich tertiare Relikte reprasentieren (Leute 1969, Leute 1970, Weinert 1970,
Meusel et al. 1978), die als isolierte Populationen die Abfolge pleistozéner
Klimawechsel in den Hohenlagen oder Randbereichen spanischer Gebirgsziige
Uberdauert haben, wobei Diversifikationsereignisse primar im kaltzeitgepragten
Gebirgsumfeld stattfand (Kadereit et al. 2004). Und zumindest die beprobte
Population der zentralen Pyrenden (PIl), die sich durch mittelmaRige Persdnlichkeit,
aber grole Diversitat auszeichnet (vgl. Tab. 4, Abb. 15 & 16), scheint sich ebenfalls
direkt aus Reliktpopulationen des letzten glazialen Maximums zu konstituieren. Die
andauernde Isolation der Populationen verschiedener spanischer Gebirgsmassive ist
vermutlich der Grund flr (1) den vergleichsweise hohen Anteil der Variation zwischen
den Populationen der Gruppe, (2) die immer noch deutliche Variation zwischen den
beiden Populationen der Sierra Nevada und der Sierra Pena Labra und den
Pyrenaen-Populationen, (3) die hohe Anzahl privater Fragmente in Populationen der
Sierra Nevada und der Sierra Pena Labra und (4) die zusatzliche Fixierung zweier
privater Fragmente in der nordspanischen Population aus der Sierra Pena Labra.
Inzwischen gibt es eine Reihe von Studien, die multiple Refugialrdume auf der
iberischen Halbinsel beschreiben (z.B. Gomez et al. 2000, Queney et al. 2001,
Rendell & Ennos 2002, Alexandrino et al. 2002) und die Untersuchung an dem
Amphib Salamandra salamandra detektiert mit dem Massiv der Sierra Nevada und
den kantabrischen Kordilleren die selben glazialen Refugien (Steinfartz et al. 2000,
Garcia-Paris et al. 2003), wie sie fir M. athamanticum anzunehmen sind. Die
Eigenstandigkeit der M. athamanticum Bestande der Sierra Nevada und der Sierra
Pena Labra wurde auch von Taxonomen registriert. Sie stuften die Vorkommen der
Pena Labra als Unterart ssp. labranum und die Populationen der Sierra Nevada als
Unterart ssp. nevadense, teilweise sogar als eigene Art M. nevadense ein (Leute
1969, Leute 1970, Weinert 1970, Meusel et al. 1978). Allerdings ist die Anerkennung
der beiden Unterarten umstritten (Tutin 1968, Villar 2003) und Exemplare vom Typus
der ssp. nevadense kommen auch in anderen Hochlagen S-Europas vor (Villar 2003,

pers. Beob.).
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Innerhalb der sideuropaischen Gruppe scheinen Populationen aus Italien auf
der einen und den Ostalpen und dem Balkan auf der anderen Seite zwei weitere
distinkte Refugien fir M. athamanticum darzustellen. Die alte Verwandtschaft
zwischen den Populationen im sudlichsten Apennin und dem Balkan belegen die
Ergebnisse der ersten Sequenzanalysen (vgl. Abb. 19 & 20). In der jlingeren und
alteren Erdgeschichte gab es Uber die heutige Adria hinweg mehrfach direkte
Austauschmdglichkeiten zwischen den beiden Halbinseln (Rogl 1998, Popov et al.
2004). Im Suden des Balkans und der Apenninen existieren heute ebenso wie in
Spanien Populationen, die als alt und isoliert eingestuft werden konnen. Neben den
Populationen der spanischen Sierra Pena Labra (SL) und der Sierra Nevada (SI) fallt
besonders die Population der bulgarischen Stara Planina (BU) durch ihre
allopatrische Differenzierung und genetische Verarmung auf (vgl. Tab. 4, Abb. 15 &
16). Die starke biogeografische Differenzierung dieser ,rear edge“-Populationen
(Hampe & Petit 2005) von M. athamanticum und die damit verbundenen genetischen
und Okologischen Eigenschaften decken sich mit den Ergebnissen anderer
Untersuchungen. Sie zeigen, dass rear edge-Populationen in Regionen auftreten, die
geeignete Bedingungen fir das Uberdauern von Populationen unter warm- als auch
kaltzeitlichen Bedingungen bieten (Tzedakis 2002). Diese Regionen sind durch eine
heterogene Topografie gepragt, die den Populationen das Erreichen zusagender
Habitate durch vergleichsweise geringe altitudinale Migrationen erméglichen. So sind
diese Populationen heute auffalligerweise Weise auf besondere Habitatinseln
innerhalb ansonsten zur Besiedelung ungeeigneter Landschaften beschrankt (Hampe
& Petit 2005). lhre lange anhaltende Isolation und ihr erfolgreiches Uberleben trotz
teilweise geringer Populationsgroften deuten darauf hin, dass demografische
Prozesse nicht zum Aussterben kleiner Populationen von Meum fiihren missen.
Vermutlich ist ihre genetische Plastizitat, die sich in einer hohen regionalen Diversitat
aufgrund einer starken Differenzierung widerspiegelt (Comps et al. 2001, Castric &
Bernatchez 2003, Martin & McKay 2004), ein Grund fiir ihr erfolgreiches Uberdauern.

Das Gesamtbild der sldlichen Gruppe korrespondiert mit einer Vielzahl
palynologischer und phylogeografischer Untersuchungen, in denen die iberische
Halbinsel, der Apennin und der Balkan als bedeutende Refugialrdume der
pleistozanen Kaltphasen identifiziert wurden (Huntley & Birks 1983, Bennett et al.
1991, Berglund et al. 1996, Hewitt 1996, Taberlet et al. 1998). Der

physiogeografischen und klimatischen Komplexitat dieser Gebiete kommt dabei eine
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entscheidende Bedeutung zu. Sie ermdglichte Arten einerseits, durch bereits
kleinrdumige Arealverschiebungen wieder nutzbare Lebensrdume zu erreichen.
Andererseits beglnstigte die Heterogenitdt und Fragmentierung nutzbarer

Lebensraume die intraspezifische Differenzierung der Refugialpopulationen.

5.9 Die SW-Alpen

Die Populationen der SW-Alpen nehmen in allen Cluster- und PCO-Analysen
eine Ubergangsposition ein (Abb. 7-10). Aufgrund der Untersuchungsergebnisse wird
hier postuliert, dass die Sudwestalpen eine sekundare Kontaktzone von M.
athamanticum reprasentieren. Vor allem der sehr hohe Grad genetischer Diversitat in
zwei Populationen aus diesem Gebiet (Nei’s h: TE = 0,1039, CL = 0,0967; Shannon’s
Hsy: TE = 0,222, CL = 0,217) und die geringe Zahl privater Allele werden als
Unterstutzung fur diese Hypothese angebracht (Tab. 4). Die hohe genetische
Diversitat ist demzufolge das Ergebnis der Durchmischung raumlich getrennter und
genetisch differenzierter Linien, was auch die geringe Anzahl privater Fragmente

erklaren wurde.

Der Ubergangscharakter der SW-Alpen kommt weiterhin dadurch zum
Ausdruck, dass hier der einzige durchgehend von M. athamanticum besiedelte
Alpenbereich liegt (vgl. Abb. 2), obwohl im gesamten Ubrigen Alpengebiet durchweg
Lebensraume existieren, die von der Art besiedelt werden konnten. Als Grund fir das
zerstickelte und inselhafte Alpenareal der Art wird ihre kalkscheu angefiihrt (Hegi
1965, Oberdorfer 1994). Dass diese Argumentation unzutreffend ist, zeigen die
Vorkommen der Art im Bereich der 6stlichen Kalkalpen, im Schweizer Jura oder auf

Altmoranenschottern des Alpenvorlandes.

Wahrend des letzten glazialen Maximums war das heutige SW-Alpen-Areal
von M. athamanticum komplett vereist (Penck & Briickner 1909, Denton & Hughes
1981, Velichko & Isavea 1992). An keiner anderen Stelle reichte der alpine Eisschild
so nah an das Mittelmeer wie am Sludabfall der Westalpen. Dieses Gebiet stellte fir
viele Organismen also eine wirksame Ausbreitungsbarriere dar. Mit der postglazialen
Klimaverbesserung und der damit einhergehenden Wiederbesiedelung vermischten
sich in diesem Alpenabschnitt Genotypen, die zuvor wirksam getrennt waren und

bildeten eine Kontaktzone. Dieses Phanomen ist vor allem durch Untersuchungen an
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Tierarten gut studiert (z.B. Barton & Hewitt 1981, Flanagan et al. 1999; Deschamps-
Cottin 2000, Garnier et al. 2004). Diese Kontaktzone wurde auch im Rahmen der
ersten, das Gesamtareal umfassenden phylogeografischen Untersuchung an der
submediterran verbreiteten und montanen Art Anthyllis montana (Kropf et al. 2002)
nachgewiesen. Wahrend die sudwestalpinische suture zone bei Anthyllis montana
eine West-Ost-Separierung der genetischen Linien belegt, ist sie bei M.
athamanticum allerdings der Kristallisationspunkt der Nord-Siid-Differenzierung. Der
Hypothese, dass die SW-Alpen eine Kontaktzone von M. athamanticum darstellen,
widerspricht allerdings die Beobachtung eines vergleichsweise stark separierten
ITS/ETS-Haplotypen (Abb. 19 & 20).

Die Betrachtung der Proportion und der Verteilung der genetischen Diversitat
(vgl. Tab. 4) zeigt, dass die TE-Population den vergleichsweise alteren Genotyp der
SW-Alpen reprasentiert. Die beiden weiter westlich gelegenen Populationen, vom
Osthang (CL) und Westhang (LA) des Col Larche, tragen deutlich weniger private
Fragmente, wobei die Population am Westhang zudem genetisch deutlich verarmt ist.
Diese Befunde zusammengenommen kénnten einen Hinweis darauf geben, dass das

glaziale Refugium am Ostabfall der Nord-Sid ausgerichteten SW-Alpen lag.

Zwei weitere arealgeografisch plausibel erscheinende Kontaktzonen konnten
zumindest auf Ebene der grofiraumigen phylogeografischen Untersuchungen nicht
bestatigt werden. So zeigen weder die zwei Populationen der Nordostalpen (EB und
PR) genetische Beziehungen zu Populationen in nérdlich davon gelegenen
deutschen Mittelgebirgen (Populationen RH, EG, TH), noch kénnen genetische
Ahnlichkeiten zwischen den Populationen der Pyrenden (Pl, PU, PT) und dem

franzosischen Zentralmassiv (CE) registriert werden.

5.10 Folgerungen aus der arealweiten und mitteleuropaischen
Untersuchung fir den Schutz von Meum athamanticum

Meum athamanticum ist in den meisten Landern ihres Vorkommens durch
gesetzliche Regelungen geschitzt bzw. in Roten Listen, die die Schutzbedurftigkeit
von Tier- und Pflanzenarten dokumentieren, aufgefiihrt. Uber ihre allgemeine
Gefahrdung besteht somit auf nationalen Ebenen offensichtlich Klarheit. Auf

europaischer Ebene sind Vorkommen von Meum indirekt durch ihre enge Bindung an
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Lebensraumtypen, die in der europaischen Flora-Fauna-Habitat(FFH)-Richtlinie
(Richtlinie 92/43/EWG des Rates vom 21. Mai 1992 zur Erhaltung der natlrlichen
Lebensrdume sowie der wildlebenden Tiere und Pflanzen: COUNCIL OF THE
EUROPEAN COMMUNITIES 1992) aufgelistet sind, abgesichert. So wird sie fir die
Lebensraumtypen ,artenreiche Borstgrasrasen, montan und submontan auf dem
europaischen Festland (Eu-Nardion) und ,Berg-Mahwiesen® als Charakterart
aufgefiihrt (EUROPEAN COMMISSION 1995, Ssymank et al. 1998). Fir diese
Lebensraumtypen in allen ihren geografischen Auspragungen gilt, dass fir sie
Schutzgebiete ausgewiesen werden mussen, die in einem koharenten europaischen
Netzwerk NATURA 2000 allen charakterisierenden Arten dieser Lebensraumen ein

langfristiges Uberleben sichern sollen.

DarlUber hinaus fordert die FFH-Richtlinie in Artikel 10, dass fir Arten der
FFH-Richtlinie Informationen zu ihrer genetischen Situation und dem Genaustausch
zwischen Populationen zusammengetragen werden sollen, um die Wirksamkeit von
Stitz- und RevitalisierungsmafRnahmen im Zuge von Biotopverbundkonzepten zu
verifizieren und zu verbessern. Explizit ist Meum athamanticum in den Tier- und
Pflanzenarten betreffenden Anhangen I, IV und V der FFH-Richtlinie nicht aufgefihrt,
als typischer Bestandteil von FFH-Lebensraumtypen liefert sie aber konkrete

Anhaltspunkte fir Stiitz- und Revitalisierungsmaflinahmen.

Aus den hier durchgeflihrten Untersuchungen zur arealweiten Phylogeografie
sowie der Populationsgenetik im mitteleuropaischen Teilareal kénnen flr den Schutz

von M. athamanticum einige Schlussfolgerungen gezogen werden.

Dabei muss als erstes konstatiert werden, dass es sich aufgrund der
nachgewiesenen glazialen Persistenz im nordwestlichen und mittleren Europa, der
starken Differenzierung in Siideuropa und dem hohen temporalen und genetischen
Isolationsgrad einiger stdeuropaischer Populationen, bei den Teilvorkommen von
Meum insgesamt um einen Komplex evolutionarer Einheiten verschiedener

raumzeitlicher Entstehung und genetischer Charakteristik handelt.

Die geografisch stark isolierten und kleinen (pers. Mitteilung D. Dimitrov, pers.
Beob.) Populationen in Bulgarien, der spanischen Sierra Nevada und der
nordspanischen Sierra Pena Labra tragen mit ihrer ausgepragten Eigenstandigkeit,

die durch eine hohe Zahl eigener Marker zum Ausdruck kommt (vgl. Tab. 4),
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erheblich zur gesamten genetischen Diversitat von M. athamanticum bei. Allerdings
ist es umstritten, ob der Schutz vieler kleiner und isolierter Populationen eine héhere
Effizienz hat als die Sicherung groRer zusammenhangender Populationen. Millar &
Libby (1991) pladieren dafir, dass Populationen aus dem Arealzentrum hdhere
Prioritat genieflen und dass das Ausmall genetischer Diversitat innerhalb der
Populationen qualitativ wichtiger sei, als deren genetische Eigenstandigkeit. Die
Berticksichtigung beider Faktoren scheint allerdings aus zwei Griinden notwendig zu

sein.

Zum einen herrscht Einigkeit dartber, dass das adaptive Potenzial gegeniber
Umweltveranderungen in genetisch diversen Populationen hoher ist, als in genetisch
einheitlichen Populationen, da durch Kreuzungen unter wenigen genetisch sehr
ahnlichen Individuen schlechte Fitnesseigenschaften verstarkt vererbt werden und
Inzucht zur verringerten Reproduktion fihrt (Charlesworth & Charlesworth 1987,
Oostermeijer et al. 1994, Fischer & Matthies 1998, Schmidt & Jensen 2000).
Genetische Diversitat ist die Voraussetzung, damit sich Arten an wechselnde
Umweltbedingungen anpassen, Krankheiten Uberleben und den negativen
Konsequenzen der Inzucht entgehen kénnen. Daher wird der Grad an genetischer
Diversitdt in einer Population als wichtiger direkter Parameter, fir die
Uberlebenschance einer Art an einer Lokalitat betrachtet (Fischer 1998). Uberregional
handelt es sich bei den genetisch diversen Populationen von Meum also um
schitzenswerte Genreservoire, die einen hohen Anteil am gesamten Genpool

ausmachen.

Auf der anderen Seite wurde die Bedeutung der durch ein hohes Mal} an
Eigenstandigkeit (private Fragmente) gekennzeichneten Populationen des hinteren
Arealrandes (rear-edge-Populationen) fiir das langfristige Uberleben und die
Evolution von Arten bisher unterschatzt (Hampe & Petit 2005). Da Artbildung ein
langsamer Prozess ist, ist davon auszugehen, dass Uberwiegend Uber lange
Zeitrdume isolierte Populationen Ausgangspunkte der Speziation sind (Jansson &
Dynesius 2002). Die Tatsache, dass starkere Differenzierungen und &ltere genetische
Linien, zumindest in den gemaRigten Breiten, meistens im geografischen Gebiet der
rear-edge-Populationen auftreten, unterstreicht die Bedeutung dieser Populationen
fur die Aufrechterhaltung der Biodiversitat im Quartar (Martin & McKay 2004, Hampe
& Petit 2005). Das 6kologische Verhalten und die genetischen Eigenschaften der
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rear-edge-Populationen von Meum unterscheiden sich stark von den Populationen
des restlichen Areals, und einige SchutzmalRnahmen, wie beispielsweise
Biotopverbundkonzepte oder populationsstiitzende Wiederansiedlungen sind sogar
kontraproduktiv fiir den Erhalt der genetischen Eigenschaften dieser Populationen.
Da sie zudem geringe Flachenausdehnungen haben und zumeist individuenarm sind
(pers. Mitteilung D. Dimitrov, pers. Beob.), ergibt sich flir sie im europaischen

Malstab die hochste Schutzprioritat.

Im mitteleuropaischen Mal}stab kénnen die montanen und subalpinen Lagen
der zentraleuropaischen Mittelgebirge als Biodiversitatszentren bezeichnet werden
(vgl. Meusel et al. 1965, Meusel et al. 1978, Meusel et al. 1992, Jalas & Suominen
1972-1994, Jalas et al. 1996, Jalas et al. 1999) und vor dem Hintergrund des starken
Verlustes an Arten und ihrer Lebensrdume in Mitteleuropa haben sie
Refugialcharakter. Die effektive Sicherung dieser Biodiversitatszentren setzt die

Kenntnis auch der genetischen Diversitat und ihrer Verteilung voraus.

Im mitteleuropdischen Teilareal ist M. athamanticum in einigen Gebirgsziigen
wie dem sidlichen Schwarzwald, Thiringer Wald, Erzgebirge oder Harz weit
verbreitet und ungefahrdet (Sebald et al. 1992, Wolff-Straub et al. 1999, Schulz 1999,
Korsch et al. 2002). Anders ist die Situation allerdings fur die zwei Populationen aus
der Rhén (RHO) und aus Oberschwaben (OBS) einzuschatzen. In der Studie des
mitteleuropaischen Teilareals von M. athamanticum sind diese beiden Populationen
durch die hochsten genetischen Distanzen von allen anderen Populationen getrennt
(RHO = 0,7636; OBS = 0,7502; Durchschnitt aller Populationen: 0,5278; vqgl.
Anhangstab. 2). Beiden Lokalitaten ist gemeinsam, dass sie nur eine geringe
Flachenausdehnung haben (< 2 ha, pers. Beob.) und dass beide Standorte
offensichtlich keine idealen Bedingungen fir die Existenz von M. athamanticum
bieten. An beiden Lokalitdten sind die Individuen von Meum an den Randbereich
genutzter Wiesen verdrangt und kommen nur mit wenig vital erscheinenden
Einzelexemplaren in der Grinlandflache vor. Sie sind nicht mehr als kennzeichnende
Arten der dort vorherrschenden Griinlandgesellschaften anzusprechen, sondern sind
vielmehr mit typischen Saum-, Waldrand- und Brachearten, wie Ranunculus serpens,
Trifolium medium, Deschampsia flexuosa oder Luzula luzuloides assoziiert (pers.
Beob.). Zudem tragen beide Populationen die niedrigsten Werte der genetischen
Diversitat (Nei's h: RHO = 0,1383; OBS = 0,1360; Durchschnitt aller Populationen =
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0,1818; vgl. Tab. 9). Darlber hinaus sind beide Populationen durch eine Reihe
geomorpholgischer Barrieren von den nachsten Meum-Populationen isoliert. So sind
die Rhoéner Population und die nachstliegenden Populationen im Thiringer Wald
durch die Beckenlage des Grabfeldes und das Werratal voneinander getrennt. Die
Population in Oberschwaben wird nach Osten von der Population im bayerischen
Alpenvorland durch die lller- und Lechauen, nach Westen von den Populationen im
Schwarzwald durch das Linzgau und das Donautal separiert. Die genetisch-
geografische Isolation lasst im Zusammenhang mit deutlich reduzierter genetischer
Diversitat (Tab. 8 & 9) und geringen PopulationsgréRen darauf schlielen, dass die
Differenzierung beider Populationen rezent ist und durch lokale Flaschenhalseffekte
verursacht wurde. Beide Populationen reprasentieren, im Gegensatz zu den
genetisch verarmten und geografisch isolierten absoluten Auflenrandern der
Populationen im sudlichen Europa (rear edge), innere Aufenrander (inner rear
edges) geografisch-genetischer Arealkompartimente. Aus naturschutzgenetischen
Gesichtspunkten hat im mitteleuropaischen Teilareal von Meum die Sicherung und

Entwicklung der Populationen in der Rhén und Oberschwaben hdchste Prioritat.

Prinzipiell ist davon auszugehen, dass genetische Variation und die damit
verbundene Anpassungsfahigkeit an Umweltveranderungen mit der Populationsgréfie
zunimmt, mit dem Grad der Isolation aber abnimmt (Ellstrand & Elam 1993, Menges
& Dolan 1998). Die Populationsgrofie ist somit ein wichtiger indirekter Parameter fir
die Uberlebenschance einer Art an einer Lokalitat (Fischer 1998). In einer Reihe von
Studien wurde gezeigt, dass kleine und fragmentierte Populationen eine geringere
genetische Diversitat aufweisen als gro3e Populationen (Prober & Brown 1994, Godt
et al. 1996, Fischer & Matthies 1998, Menges & Dolan 1998, Reisch 2002). Dieser
Zusammenhang kann mit den hier ausgewerteten AFLP-Daten zumindest flir das
mitteleuropaische Teilareal auch fir M. athamanticum belegt werden (vgl. Abb. 34).
Daher sollte neben dem naturschutzgenetischen Fokus auf den insgesamt genetisch
diversen Populationen, den stideuropaischen rear-edge-Populationen und den rezent
genetisch verarmten Populationen in Mitteleuropa die Sicherung aller individuenarmer

Teilvorkommen im Interesse des Artenschutzes von M. athamanticum liegen.
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5.11 Die Rolle der mitteleuropaischen Mittelgebirge in der
spatquartaren Vegetationsgeschichte Europas

An dieser Stelle sollen die Ergebnisse der Arbeit noch einmal auf eine zentrale
Fragestellung fokussiert werden, namlich darauf, inwiefern die mitteleuropaischen
Mittelgebirge, abgelesen an der historischen Biogeografie von M. athamanticum, eine
besondere Rolle in der spatquartdaren Vegetationsgeschichte temperater Arten in
Europa eingenommen haben. Dabei soll unter Bezug auf die Ergebnisse und
Diskussionen der vorherigen Kapitel ein etwas allgemeineres Bild der potenziellen
biogeografischen Entwicklung temperat-montaner Arten in Mitteleuropa gezeichnet

werden.

Es ist anzunehmen, dass M. athamanticum eine stdeuropdaische, vermutlich
sudwesteuropaische Herkunft hat (Meusel et al. 1978). In welchen Zeitrdumen und ob
wiederholt oder einmalig eine Kolonisierung des mitteleuropaischen Teilareals
stattgefunden hat, ist auf Basis des momentan vorliegenden Datenmaterials noch
nicht zu klaren. Zumindest konnte aber nachgewiesen werden, dass Meum wahrend
dem letzten glazialen Maximum, der Wirmeiszeit, in Mitteleuropa persistent war (vgl.
Kap. 5.3). Das bedeutet, dass die Art im davor liegenden Interglazial, der Eem-
Warmzeit, bereits in einigen mitteleuropaischen Mittelgebirgen anwesend war. Die
starke genetische Homogenitat der zentraleuropaischen Populationen (vgl. Kap. 5.5),
verglichen mit der Situation der starken Isolation in — und Differenzierung zwischen —
suideuropaischen subalpin-alpinen Lagen (vgl. Kap. 5.6), legt die Vermutung eines
kaltzeitbedingten Kontaktes von Populationen verschiedener Mittelgebirgsbereiche
nahe (vgl. Kap. 5.4, Abb. 35). Das bedeutet, dass im Bereich der Riickzugsgebiete
der mitteleuropaischen Tal- und Beckenlagen Habitate existiert haben missen, die
einer temperat-montanen Art ein Uberdauern erméglichten. Die physiogeografische
Komplexitat im mitteleuropaischen Mittelgebirgsraum und ihren angrenzenden Tal-
und Beckenrdumen wird bei der Rekonstruktion der periglazialen
Vegetationsverhaltnisse aber haufig unterschatzt. Auf die landschaftskologische
Heterogenitdt wahrend der Kaltphasen kann indirekt aus der aktuellen
Vegetationsbedeckung in Mitteleuropa geschlossen werden. So beschreibt die
potenziell natlrliche Vegetation im engeren mitteleuropdischen Mittelgebirgsraum
mitsamt ihren Rand- und Ubergangsbereichen eine ganze Palette von
Vegetationstypen, von den zonalen Buchenwaldgesellschaften Uber azonale Erlen-

und Weidengesellschaften und Blockschuttgesellschaften zu extrazonalen
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Schluchtwaldern, Mooren, subalpinen und xerothermen Offenlandgesellschaften
(Ellenberg 1996, Bohn & Neuhausl 2004). Diese reliefbedingte Variabilitat ist auch fir
die Vegetation des periglazialen Mitteleuropas anzunehmen, denn die
orogeografische Differenzierung hat sich bereits wahrend des Altpleistozans
manifestiert (Semmel 1996). An die Stelle der aktuellen zonalen, azonalen und
extrazonalen Vegetation sind dabei entsprechende Pflanzengesellschaften getreten
(vgl. Lang 1994). Inzwischen deuten auch einige molekulare Untersuchungen darauf
hin, dass es im mitteleuropaischen Periglazialgebiet mikroklimatisch beglnstigte
,Landschaftstaschen“ gab, die ein glaziales Uberdauern auch temperater Arten
beglnstigten (z.B. Kotlik & Berrebi 2002, Hanfling et al. 2002, Trewick et al. 2002,
Pfenninger et al. 2003, Nieberding et al. 2005, vgl. Kap. 5.7). Aufgrund des
klimabedingten downshifts der Vegetationszonen wahrend der Wurmvereisung (vgl.
Hewitt 1996, Hewitt 2000) spielten aber weniger die Mittelgebirgslagen als vielmehr
die zwischen ihnen liegenden intramontanen Becken- und Tallagen die
entscheidende Rolle fir die ,Uberwinterung“ von Meum. Wahrend die montanen
Mittelgebirgslagen von kalte- und trockenheitsadaptierten Arten besiedelt waren,
fungierten die intramontanen Ubergangsrdume unter anderem als Kontaktzonen von
persistierenden, kaltetoleranten temperaten Arten und waren somit Orte der
genetischen Durchmischung vormals getrennter Populationen. Dabei sind die
Kaltphasen, im Gegensatz zu den klassischen Modellen der Arealreduktion
temperater Arten (Hewitt 1996, Taberlet et al. 1998), zumindest bei einer regionalen
Betrachtung von Mitteleuropa Phasen der Arealexpansion gewesen. Die
Mittelgebirgslagen spielen hingegen in den interglazialen Warmzeiten eine
entscheidende Rolle fiir das Uberleben der kéltetoleranten, periglazial persistierenden
temperaten Arten. Diese Landschaftsraume bildeten im Zuge der klimabedingten
Anhebung der Vegetationszonen den Rickzugsraum aus den tieferen Lagen. Hier
kumulierten die kaltezeitlich durchmischten Becken- und Tallagen-Populationen und
in  Kontaktzonen fand ein Uberregionaler genetischer Transfer zwischen
verschiedenen Mittelgebirgen statt. Die warmezeitliche Restriktion auf hohere
Mittelgebirgslagen bedeutet, wiederum bezogen auf Mitteleuropa, dass die
Warmzeiten nicht die Phasen einer Arealexpansion sondern einer Arealkontraktion

waren.
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5.12 Ausblick

Das hier geschilderte Szenario stitzt sich auf die genetischen
Untersuchungen an M. athamanticum. Aufgrund der Verteilung und Menge der
untersuchten Proben konnten im Rahmen dieser Arbeit einige Sachverhalte allerdings
nicht bzw. nur mit Einschrankung behandelt werden. Dazu zahlt zum einen die Rolle
der intermediaren SW-Alpen-Gruppe. Gerade in diesem postulierten Kontaktbereich
der zwei genetischen Hauptlinien von M. athamanticum sollte eine regionale
Untersuchung der Populationsstrukturierung auf Grundlage einer wesentlich feiner
aufgelosten Beprobung inklusive der angrenzenden Regionen (Westalpen,
nordwestlicher Apennin, Schweizer Sidalpen) durchgefihrt werden, um die
spannenden Fragen zu klaren, ob die Sudwestalpen-Populationen: (1) von Osten
oder Westen besiedelt wurden, ihre Refugium also am Ost- oder Westhang der Alpen
lag, und (2) in welcher Form benachbarte Populationsgruppen aus dem nérdlichen
bzw. sldlichen Teilareal an der Wiederbesiedelung der ehemals vergletscherten
Westalpen beteiligt waren, sich die SW-Alpen-Populationen also aus nérdlichen oder
sudlichen Vorfahren konstituiert. Vor dem Hintergrund, dass der Ursprung von M.
athamanticum hdchstwahrscheinlich in tertiaren Hochgebirgen des
Submediterranraums liegt (Meusel et al. 1978), stellt sich zudem die Frage, ob neben
den Suldwestalpen noch andere Gebiete als Quellen der urspringlichen

mitteleuropaischen Populationen fungiert haben kdnnten.

Eine weitere offene Frage betrifft die Vorkommen von M. athamanticum in
Schottland und dem Norden Englands. Die zwei in dieser Arbeit untersuchten
schottischen Populationen sind sich nicht in dem Malie genetisch ahnlich, wie es
aufgrund ihrer geografischen Lage und Isolation zu erwarten gewesen ware. Unter
Einbezug noch weiterer Populationen der Britischen Inseln sollte hier die Frage nach
einer mdglichen multiplen Besiedelung durch postglaziale Migration aus einem nahe
gelegenen Refugium in Std-England und/oder long distance dispersal aus anderen

mitteleuropaischen Refugien Uberprift werden.

Neben diesen auf die spezielle Situation von M. athamanticum bezogenen
offenen Fragen sollte die Uberpriifung der oben diskutierten Hypothesen in Zukunft
anhand phylogeografischer Analysen weiterer Arten erfolgen. In das
Untersuchungsschema sollten dabei Arten aufgenommen werden, die bei einem

vergleichbaren arealgeographischen Hintergrund &hnliche Restriktionen auf
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zentraleuropaische Mittelgebirgslagen aufweisen wie M. athamanticum, wobei
Vertreter verschiedener Vegetationstypen berilcksichtigt werden sollten. Fir
Offenlandgesellschaften bieten sich Crepis mollis und Ajuga pyramidalis an, die in
Mitteleuropa, wie M. athamanticum, eng an montane Lagen gebunden sind, dartiber
hinaus aber noch im ehemals vergletscherten Bereichen in Nordost-Europa auftreten.
Die Berucksichtigung von drei Teilarealen, namlich dem sudeuropaischen mit sicher
anzunehmenden glazialen Refugien, dem mitteleuropaischen mit maoglichen
periglazialen Refugien und dem glazial gepragten Nordost-Europa mit sicher
auszuschlieBenden Refugialfunktionen konnte die genetischen Eigenschaften von
unterschiedlichen Refugialtypen besser voneinander abgrenzen und persistierende
Periglazialpopulationen besser definieren. Aullerdem sollten Arten in die
Untersuchungen mit einbezogen werden, die zum einen tendenziell weniger, zum
anderen tendenziell starker kaltetolerant sind. Dadurch kénnten Artengruppen bzw.
Arealtypen identifiziert werden, die einen Schwellenwert flir die periglaziale

Persistenz bilden.
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