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1. Einleitung

Die Giftschlangen der Gattung Vipera Laurenti, 1768 waren
und sind seit Jjeher ein Gegenstand intensiven Interesses
und eingehender Erforschung. Dazu beigetragen hat zum einen
sicherlich der von Giftschlangen ausgehende besondere Reiz,
der sich schon in den Schriften Francesco Redis (1670, in
KNOEFEL, 1988) widerspiegelt, zum anderen ihre fiir den Men-
schen betr&dchtliche Bedeutung durch ihre Giftigkeit. Welt-
weit und von allen Giftschlangen zusammen verursacht z#hlt
man mehr als 40.000 Todesfdlle pro Jahr (MEBS & KORNALIK,
1981). Die Mitglieder der Gattung Vipera waren aufgrund
ihrer Verbreitung dem europidischen Naturwissenschaftler
schon immer am ehesten zugidnglich, was sich in der Fiille
der Arbeiten iiber diese Gruppe ausdriickt. Trotz dieser
vielfdltigen Behandlung der Gruppe kann man z.Z. weder die

Alpha- noch die Beta-Taxonomie als weitgehend geklidrt be-
trachten.

Gerade in der Herpetologie sieht sich der Bearbeiter sys-
tematischer Gruppen vielen Problemen gegeniiber, die mit den
konventionellen Methoden der Systematik nur begrenzt zu
16sen sind (DESSAUER 1974). Die Seltenheit brauchbarer
Fossilien, die ausgepridgte Merkmalsreduktion (z. B. der
GliedmaBen) in vielen Gruppen und die z. T. extreme Modifi-
kation und Spezialisation (z.B. bei Schlangen) verlangen
nach neuen Methoden, die unabhdngig von den genannten Fak-
toren die Rekonstruktion der Phylogenie der untersuchten
Taxa erlauben (siehe Zielsetzung, Abschnitt 2.).

Gegenstand der vorliegenden Arbeit ist nicht die Gesamtheit
der Gattung Vipera, sondern nur ein gréBerer Ausschnitt,
ndmlich die sogenannten paldarktischen GroBvipern. Sie

werden heute vielfach unter folgenden Gattungsnamen ge-
fihrt:



Daboia GRAY, 1842 (sensu OBST, 1983)
Pseudocerastes BOULENGER, 1896
Eristicophis ALCOCK & FINN, 1897

Zu allen Zeiten wurden mindestens Teile der zugehdrigen
Arten (Formeniibersicht siehe Abschnitt 1.2.) der Gattung
Vipera =zugerechnet. Dies ist einer der Griinde fiir eine
auBerordentlich wechselvolle Geschichte der Klassifikation

und Nomenklatur der GroBvipern. Darauf soll zunichst einge-
gangen werden.

1.1. Historischer Uberblick

Im Folgenden soll die wechselhafte Geschichte der Klassifi-
kation z.T. in der Gattung Vipera vereinigter paldarkti-
scher GroBvipern dokumentiert werden.

GRAY schuf 1842 die Gattung Dabojia mit den Arten D.
xanthina, D. mauritanica, D. superciliaris und der Typusart
D. russelli. Die heutige monotypische Gattung
Pseudocerastes stellt er zu den afrikanischen Viperiden der

heutigen Gattung Bitis und nennt diese Sammelgruppe Clotho.

STRAUCH (1869) betrachtet Daboia und Clotho als Synonyne
der Gattung Vipera. Er erkennt iiberhaupt nur drei verschie-
dene Gattungen innerhalb der Viperinae , nidmlich Atheris,
Echis und Vipera an. Vipera ist in diesem Sinne ein Sammel-
becken, dessen Mitglieder sp&ter in verschiedene andere
Gattungen iiberfiihrt wurden.

In den Jahren 1924-1935 produziert REUSS eine wahre Flut
von neuen Unterart-, Art- und Gattungsnamen, die spiter
vorwiegend in der Synonomie verschwinden. Unter anderem
kreiert er die Gattung Macrovipera ReuB, 1927 mit der

Typusart M. lebetina. Diese Gattung =zitiert er spéter
(REUSS, 1935) in einer Art systematischer Liste.
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In seiner Arbeit zur Systematik der europdischen und medi-
terranen Ottern zihlt SCHWARZ (1936) Macrovipera als Syn-
onym wieder 2zu Vipera und schldgt die Taxa xanthina,
raddei, deserti, mauritanica als Unterarten 2zu lebetina.
Die heute validen Taxa bornmuelleri und obtusa sind bei
SCHWARZ Synonyme von lebetina.

WERNER (1938) beschreibt V. palaestinae und trennt diese
dabei von V. xanthina. Er vertritt die Meinung, "daf V.
lebetina, mauritanica und deserti als Rassen derselben Art

V. lebetina anzusehen sind, dagegen die vorliegende

(palaestinae) ebenso wie V. xanthina und raddei besondere
Arten vorstellen".

MERTENS (1951) folgt seiner Meinung, erkennt aber im Falle

von V. lebetina noch die Unterarten obtusa, turanica und
schweizeri an. Ein Jahr spdter allerdings revidiert er
diese Ausfiihrungen und bezeichnet aus geographischen Griin-
den sowohl raddei als auch palaestinae wieder als Unter-
arten von xanthina (MERTENS, 1952).

KRAMER & SCHNURRENBERGER (1959) werten das Taxon
mauritanica als gute Art mit der Nominatform und deserti
als Subspezies. Sie meinen eine gewisse Ahnlichkeit mit V.
palaestinae feststellen zu kd&nnen.

KLEMMER (1963) folgt der Mertensschen Auffassung, revali-
diert aber sogar die bis dahin als Synonym betrachtete V.
lebetina euphratica. In der Gattung Pseudocerastes nennt er
die vier Arten bicornis, fieldi, latirostris und persicus.
Eristicophis ist eine monotypische Gattung in seiner Liste.
Flir V. russelli existieren vier Subspezies.

Pseudocerastes latirostris wird allerdings 1965 von MARX &
RABB als gleichbedeutend mit Eristicophis erkannt. Eben-

falls wird P. bicornis mit P. persicus synonymisiert, und
P. fieldi wird als Unterart von persica angesehen. 1In
dieser Arbeit vertreten MARX & RABB aufgrund ihrer
osteologischen und morphologischen Untersuchungen die




Meinung, daB die nunmehr monotypische Gattung
Pseudocerastes deutliche Ahnlichkeit mit der Vipera-
lebetina-Gruppe aufweist und daher zur Gattung Vipera zu
rechnen ist. Eristicophis erscheint ihnen allerdings auf
Gattungsebene von Vipera getrennt zu sein.

EISELT & BARAN (1970) bezweifeln in ihrer Arbeit die Vali-
ditdt von V. lebetina euphratica.

OBST (1983) erkennt die Gattung Vipera in ihrer derzeitigen
Zusammensetzung als sehr heterogen. Er trennt die GroB-
formen der Gattung von Vipera und revalidiert den alten
Grayschen Gattungsnamen Daboia. Die Gattung Daboia s. str.
beinhaltet nach OBST D. lebetina (mit deserti, lebetina,
mauritanica, obtusa, schweizeri und turanica), D. persicus
(mit fieldi wund persicus) sowie D. palaestinae und D.
russelli (mit limitis, pulchella, siamensis und russelli).
Erweiternd faBt er zu Daboia s. 1. die Arten D. xanthina
und D. raddei (mit bornmuelleri, latifii und raddei). Un-
sicherheit &uBert er allerdings in den Fragen der Validitit

von D. lebetina euphratica und des Status von mauritanica.

GROOMBRIDGE (1980, 1986) (Abb. 1) zeigt mit seinen Unter-
suchungen, daB Pseudocerastes und Eristicophis untereinan-
der und auf Gattungsniveau enge Beziehungen aufweisen. Nach
seiner Ansicht sind beide hinreichend von Vipera separiert.

Das Gattungskonzept sensu OBST wird von ihm nicht {iber-
nommen.
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Abb. 1. Diagramm der phylogenetischen Beziehungen euro-
asiatischer Viperinae aufgrund von morphologischen,
anatomischen und osteologischen Merkmalen ( umgezeichnet
nach GROOMBRIDGE 1986).

In seiner Arbeit liber die Giftschlangen des Nahen und Mitt-
leren Ostens vertritt JOGER (1984) die Auffassung, daB es
eventuell gerechtfertigt erscheint, V. russelli, lebetina

und palaestinae in die Gattung Daboia zu stellen. Trotzdem

benutzt er den Gattungsnamen Vipera fiir die genannten
Fdlle. Eristicophis und Pseudocerastes betreffend folgt er
GROOMBRIDGE. Etwas vereinfachend erscheint es, wenn JOGER

der Art lebetina nur drei Unterarten, n#dmlich lebetina,

obtusa und schweizeri, zurechnet. Die Namen euphratica und

turanica sind mit obtusa synonymisiert. Im xanthina-Komplex
vereint er bornmuelleri, latifii, palaestinae, raddei,

xanthina und eine bisher unbeschriebene Form aus den

Cilikischen Taurus. Bezliglich palaestinae vermerkt er
allerdings, daB dieses Taxon ebensogut nihere Beziehungen
zu russelli oder lebetina aufweisen kann.

In ihrer Revision des V. xanthina-Komplexes &uBern NILSON &
ANDREN (1986), daB sie keine Synapomorphie finden konnten,
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die ein Schwestergruppenverhiltnis des xanthina- und des
lebetina-Komplexes wirklich stiitzt. In diesem Zusammenhang
erscheint die Einbeziehung des xanthina-Komplexes in Daboia
nach OBST (1983) etwas hypothetisch. Der xanthina-Komplex
besteht nach der Meinung der Autoren aus V. albicornuta, V.
bornmuelleri, V. bulgardaghica, V. latifii, V. r. raddei,
V. raddei kurdistanica, V. wagneri und V. xanthina.

HERRMANN et al. (1987) fanden anhand immunologischer Metho-
den eine deutliche Abgrenzung der "GroBvipern" von den
Ubrigen Mitgliedern der Gattung Vipera. Allerdings konnte
auch hier nicht eindeutig entschieden werden, zu welcher
der beiden Gruppen der xanthina-Komplex zu z#hlen ist.

In neuester Zeit wurde von NILSON & ANDREN (1988) ein neues
Taxon aus der lebetina-Gruppe beschrieben. Es handelt sich
um V. lebetina transmediterranea aus Nordafrika. AuBerdem

wird schweizeri erstmals Artrang zuerkannt und euphratica

und peilei als "nominal taxa" Validitit als Unterarten von
lebetina zugestanden.

ASHE et al. (1988) kamen in ihrer Analyse zu einer "“frag-
mentation of the species hithero included in the genus
Vipera". Die Gattung Vipera s. 1. ist nach ihren Ergeb-
nissen mit Sicherheit nicht monophyletisch. Der Gattungs-
status von Eristicophis und Pseudocerastes scheint
gesichert. Beide Gattungen sind untereinander und nit
Cerastes nah verwandt. Die Gattung Vipera weist eine
"fundamental polyphyly" auf und "has been composed of taxa
which are united by the shared presence of primitive
character states". Sie kommen zu dem Ergebnis, daB '"our
data provide absolutely no support for the traditional
concept of the genus Vipera".

Zur Klédrung der Beziehungen zwischen den Mitgliedern der
Gattung Vipera scheint es angeraten, andere als die bisher

verwandten morphologischen und osteologischen Merkmale und
Methoden zu erschlieRen.



1.2. Die systematische Situation

Aufgrund der in 1.1. dargestellten Geschichte der Taxa wird
derzeit die folgende Klassifikation der pldarktischen
GroBvipern von den meisten Autoren (z.B. ASHE et al., 1988;
BRODMANN, 1987; HERRMANN et al., 1987; JOGER, 1984; NILSON
& ANDREN, 1986; NILSON et al., 1988; etc.) akzeptiert oder
mangels eines besseren Konzeptes teilweise bzw. vollstédndig
in der unten dargestellten Form benutzt.

In der folgenden Aufzdhlung sind keine vollstdndigen Syn-
onymielisten angegeben. Zusitzlich (ohne Unterstreichung)
aufgefiihrte Namen sind lediglich unsichere nominelle Taxa,
also solche, die hier nicht als valide Taxa erscheinen.

Eristicophis macmahoni Alcock & Finn, 1897 (Abb. 2, 3, 19)
Pseudocerastes latirostris Guibé, 1957
Verbreitung: Afghanistan, Pakistan.

Pseudocerastes persicus Boulenger, 1896

Pseudocerastes bicornis wall, 1913

Pseudocerastes persicus persicus (Duméril, Bibron &
Dumeril, 1854) (Abb. 19)

Verbreitung: Iran, Pakistan.
Pseudocerastes persicus fieldi Schmidt, 1930 (Abb. 4, 19)
Verbreitung: Irak, Jordanien, Israel, Saudi-Arabien, Sinai.

Vipera-lebetina-Komplex:

Vipera mauritanica (Duméril & Bibron in Guichenot, 1848)
Vipera mauritanica mauritanica (Abb. 5, 18)
Verbreitung: Marokko, Algerien, Tunesien

Vipera mauritanica deserti Anderson, 1892 (Abb. 6
Verbreitung: Algerien, Tunesien, Libyen.

Vipera lebetina (Linnaeus, 1758)

Vipera lebetina lebetina (Abb. 7, 18)

Verbreitung: Zypern

Vipera lebetina obtusa Dwigubskij, 1832 (Abb. 8, 18)

Vipera euphratica Martin, 1838

Verbreitung: UdSSR, Tirkei, Iran, Syrien, Pakistan,

Libanon.

Vipera lebetina schweizeri Werner, 1935 (Abb. 10, 11, 18)

Verbreitung: Griechenland (Cycladen: Milos, Kimolos,
Polinos, Siphnos).

Vipera lebetina transmediterranea Nilson & Andrén, 1988

(Abb. 18)

Verbreitung: Algerien, Tunesien.

» 18)




Vipera lebetina turanica Chernov, 1940 (Abb. 9, 18)
Vipera peilei Murray, 1892

Verbreitung: UdSSR, Iran, Afghanistan, Pakistan, Indien.

Vipera palaestinae Werner, 1938 (Abb. 12, 18)

Verbreitung: Syrien, Libanon, Jordanien, Israel.

Vipera russelli (Shaw, 1802)
Vipera russelli russelli (Abb. 13, 19)

Verbreitung: Pakistan, Indien, Bangladesch.

Vipera russelli formosensis Maki, 1931 (Abb. 19)
Verbreitung: Taiwan

Vipera russelli limitis Mertens, 1927 (Abb. 19)
Verbreitung: Java, Komodo, Flores, Ende, Lomblen.
Vipera russelli pulchella (Gray, 1842) (Abb. 19)
Verbreitung: Sri Lanka

Vipera russelli siamensis Smith, 1917 (Abb. 14, 19)
Verbreitung: Burma, Thailand, China.

Vipera-xanthina-Komplex:

Vipera albicornuta Nilson & Andrén, 1985 (Abb. 20)
Verbreitung: Iran.

Vipera bornmuelleri Werner, 1898 (Abb. 20)

Verbreitung: Libanon.

Vipera bulgardaghica Nilson & Andrén, 1985 (Abb. 20)
Verbreitung: Tiirkei.

Vipera latifii Mertens, Darevsky & Klemmer, 1967 (Abb.
Verbreitung: Iran.

Vipera raddei Boettger, 1890

Vipera raddei raddei (Abb. 15, 20)
Verbreitung: Tiirkei, UdSSR, Iran.

Vipera raddei kurdistanica Nilson & Andrén, 1986 (Abb.
Verbreitung: Tiirkei, Iran.

Vipera wagneri Nilson & Andrén, 1984 (Abb. 20)
Verbreitung: Tiirkei, Iran.

Vipera xanthina (Gray, 1849) (Abb. 16, 20)

Verbreitung: Griechenland, Tiirkei.

20).

20)



Alternativ zu dieser Einteilung setzt sich in jlingerer Zeit
vermehrt die wvon OBST (1983) vorgeschlagene Nomenklatur
durch, nach der die oben genannten Arten der Gattung Vipera
und die Gattung Pseudocerastes den revalidierten Gattungs-
namen Daboia erhalten. GRUBER (1989) benutzt Daboia sensu
OBST als Untergattung und schlieft somit einen KompromiB.
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Abb. 4. Pseudocerastes Abb. 5. Vipera m. mauritanica
persicus fieldi (Aufn. U. Joger)

Abb. 8. V. 1. obtusa (juv.) Abb.‘9; v. 1. turanica
(Aufn. U. Joger)




Abb. 10. V. 1. schweizeri Abb. 11. v. 1.
(rote Form)
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Abb. 12. V. palaestinae Abb. 13; V. r. russelli
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Abb. 14. V. r. siamensis Abb. 15. V. r. raddei
(juv.) (Aufn. U. Joger)
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Abb. 16. V. xanthina Abb. 17. Echis multisgquamatus




Abb. 18. Verbreitung der Arten des Vipera lebetina
und von V. palaestinae (nach BRODMANN 1987, JOGER
NISLON & ANDREN 1988).
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Abb. 20. Verbreitung der Arten des Vipera xanthina-
Komplexes (nach NILSON & ANDREN 1986).

1.3. Die Neutralit&tstheorie der molekularen Evolution

1.3.1. Die Theorie

Wurden  urspriinglich im Rahmen evolutionsbiologischer
Untersuchungen nur phdnotypische Merkmale beriicksichtigt,
so stieg die Anzahl der Arbeiten, die modernere Techniken
der Biochemie und Molekulargenetik anwenden (z.B. elektro-
phoretische und immunologische Methoden oder Sequenz-
analysemethoden auf DNA- und Proteinniveau bis hin zur DNA-
DNA Hybridisierung) in den letzten Jahrzehnten deutlich an.
Zundchst erkannte man die auBerordentlich polymorphe Natur
vieler Enzyme. Indirekt schloB man auf eine erstaunliche
genetische Variabilit&t. Durch weiterentwickelte Methoden

gelang es, die Aminosduresequenzen einiger Proteine unter-
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einander und mit den dazugehdrigen Basensequenzen der DNA
zu vergleichen.

Nach einer Hochrechnung KIMURAs (1968) betridgt die Gesamt-
evolutionsrate eine mutationswirksame Nukleotidsubstitution
alle zwei Jahre pro haploider DNA-Menge bei Siugetieren.
Flir eine selektive Fixierung einer Substitution sind zwei
Jahre allerdings bei weitem zu kurz, da héchstens eine
selektive Allelsubstitution alle 300 Generationen tolerier-
bar ist (HALDANE 1957). gzur Erkldrung dieses Phinomens
boten sich selektionsneutrale oder fast selektionsneutrale
Mutationen an, die zufdllig fixiert werden oder wieder ver-—
loren gehen (KIMURA 1968, KING & JUKES 1969). In der fol-
genden Darstellung der Zusammenhidnge folge ich KIMURA
(1987) . Die Fixierung einer solchen Mutation erfolgt in der
Driftzeit (in Generationen):

wobei N der effektiven PopulationsgrdBe, d. h. der Zahl der
am Fortpflanzungsgeschehen beteiligten Individuen, ent-
spricht.

Es sind die Evolutionsfaktoren Mutation und Zufallsdrift,
die auf molekularer Ebene Uberwiegend fiir die Entstehung,
das Verschwinden oder die Fixierung eines mutierten Allels
verantwortlich sind, und nicht Mutation und Selektion, die
auf phdnetischer Ebene wirken.

Flir die Evolutionsgeschwindigkeit gilt:

- allgemein: k

]

2Nvu

wobei: v

]

Mutationshdufigkeit
u = Wahrscheinlichkeit der Fixierung
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- flr Mutationen mit kleinen Selektionsvorteil:

k = 4Nsv
da: u = 2s
wobei : S = Selektionsvorteil

- flr neutrale Mutationen:

k =v

da: u

I

1/ (2N)

Die Evolutionsgeschwindigkéit ist nach der letztgenannten
Formel bei neutralen Mutationen also nur von der Mutations-
rate abhdngig. Es handelt sich um "Mutationsinput" und zu-

fdllige Fixierung bzw. zufédlligen Verlust des betreffenden
Allels (Abb. 21.).

S\ >|<

<] —
\

100

gkeit

Allel-Haufi
in Prozent

0 e T m e

Zeit —>

Abb. 21. Auftreten und Verbleib mutierter Gene in einer
endlichen Population ( nach KIMURA 1988). N.: effektive
Populationsgrspe, v: Mutationsrate.

Kommt es in einigen Fillen zur schnellen Anhdufung von
fixierten Mutationen, so ist nach KIMURA (1987) nicht ein
stdrkerer positiver Selektionsdruck, sondern die Verringe-
rung des funktionellen Zwanges im betreffenden Molekiil bzw.
Molekiilteil wirksam. Die Verringerung des funktionellen
Zwanges bewirkt eine gréBere Plastizitit des Molekiils oder
anders formuliert: Leicht nachteilige Substitutionen haben
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nicht die gleichen schwerwiegenden Konsequenzen wie vorher
bei h&herem funktionellem Zwang (Abb. 22.). Aus diesem
Grund werden auch Synonyme Nucleotidsubstitutionen beson-
ders h&ufig fixiert. Die Ursache hierflir ist die Redundanz
des genetischen Codes. Es stehen 43 verschiedene Codons nur
20 verschiedenen Aminosiuren gegenliber. Die meisten der
Aminosduren werden durch mehrere Codons kodiert. Besonders
hdufig erfolgen Synonyme Substitutionen an der dritten
Codonstelle. Die dritte Codonstelle ist in Vergleich zur
ersten und zweiten besonders dazu geeignet, trotz Nukleo-
tidsubstitution nicht in einer Aminosduresubstitution zu
resultieren, sondern "stumm" z2u bleiben (Abb. 23.). Stati-
stisch werden fiir eine Aminosduresubstitution ca. 1.2
Basensubstitutionen im Genom bendtigt (KIMURA 1968). Sehr
hohe Substitutionsraten lassen sich bei den sogenannten
Introns und Pseudogenen finden, in denen der funktionelle
Zwang niedrig ist oder v6llig fehlt.

Selektiv neutral heifit im hier gebrauchten Sinne selektiv
dquivalent. Die Neutralitdtstheorie behauptet nicht, daB es
keine selektiv positiven Mutationen gibt. Sie kommen jedoch

SO selten vor, daB sie im Gesamtzusammenhang unbedeutend
sind.

KIMURA (1983) unterscheidet die folgenden wesentlichen
Merkmale der molekularen Evolution:

1. Flr jedes Protein ist die Evolutionsrate in Form von
Aminosduresubstitutionen pro Jahr und Position iiber ver-
schiedene Linien hinweg annihernd konstant, solange Funk-
tion und Tertiirstruktur des Molekiils im wesentlichen un-
verdndert bleiben.
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Abb. 22. Verhiltnis von physikalisch~-chemischer Differenz
zur Substitutionsha'ufigkeit der Aminosiuren wihrend der
Proteinevolution (nach KIMURA 1987). Das & auf der Ordinate
zeigt die erwartete Frequenz fiir Synonyme Substitutionen,
die keine physikalisch-chemische Verdnderung bewirken.

2. Funktionell weniger festgelegte Aminosiure- oder
Nukleinbasensequenzen evolvieren schneller (d.h. ihre
Substitutionsrate ist hdher) als Molekiile mit zahlreichen
fiir spezifische Funktionen bendtigten Sequenzanteilen.

3. Die Substitutionen, die weniger in die Struktur und
Funktion eines Molekiils eingreifen (konservative Sub-
stitutionen), treten in der Evolution hdufiger auf als
solche, die tief eingreifen.

4. Eine Genduplikation ist immer die Voraussetzung dafiir,
daB ein Gen eine neue Funktion bekommen kann.
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Aminos&ure-Position 2 10 11 19
Menschliches B-Glaobin His Thr Pro Ala Val Asn
Nukleotid-Sequenz 00® @0e ee0 008 o008 008
Kaninchen-B-Globin His Ser Ser Ala Val Asn

P] 33 38 42 47 g Bl Ed B 57 s

Asp Val Pro Phe Asp Thr Pro Asp Gly Asn Lys
008 ©C0e Oooe 0O® 008 B0C 808 800 80 008 008
Glu Val Pro Phe Asp Ser Alz Asn Asn Asn Lys

68 69 71 73 74 g 82 8 [B] 90 110

Leu Gly Phe Asp Gly Ala Lys Ala Thr Glu Val
0CCe 080 0C® 00® 008 €90 OO 008 OB8 008 OO®
Lleu Ala Phe Glu Gly Ser Lys Ala Lys Glu Val

117] 15 117 123 124 132 138 142 144 145

Cys Ala His Thr Pro Pro Lys Ala Ala Lys Tys
®eC 808 009 008 0O0® O®e OO 006 OO® 008 OOe
Ile Ser His Thr Pro Gln Lys Ala Ala Lys Tyr

Abb. 23. Die Beziehung von Nukleotidsubstitutionen zu
Aminosduresubstitutionen am Beispiel des B-Globins von
Mensch und Kaninchen (nach KIMURA 1987). Der groBe Anteil
synonymer Substitutionen ( an der dritten Codonstelle) wird
deutlich. Es sind nur Codons dargestellt, bei denen
mindestens eine Substitution vorliegt. e: Nukleotidsub-
stitutionen, O : Aminosduresubstitutionen.

5. Selektive Eliminierung eindeutig nachteiliger Mutationen
und zuf&llige Fixierung selektiv neutraler oder leicht
nachteiliger Mutationen treten in der Evolution
wesentlich h&ufiger auf als positive Darwinsche Selektion
fiir eindeutig vorteilhafte Mutationen.

Trotz der relativ geringen Bedeutung der Darwinschen Selek-
tion im Rahmen der molekularen Evolution erscheinen mir Be-
zeichnungen wie "Non-Darwinian Evolution" (KING & JUKES
1969) als ungerechtfertigt, da schon Darwin, ohne Kennt-
nisse iiber Mutationen, Pseudogene und Ahnliches gehabt zu
haben, erkannt hatte: "A structure which has been developed
through longcontinued selection, when it ceases to be of

service to a species, generally becomes variable, as we see
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with rudimentary organs; for it will no longer be requlated

by this same power of selection" (Darwin 1872, zit. nach
CROW 1985).

1.3.2. Die Molekularuhr

Eines der umstrittensten Produkte der Neutralit&dtstheorie
ist zweifellos die "molekulare Uhr". Diese Bezeichnung geht
auf ZUCKERKANDL & PAULING (1965) zurilick, die von einer
Ratenkonstanzhypothese ausgingen.

Flir KIMURA (1987) ist die Uhr die logische Konsequenz neu-
traler Mutationen, die pro Zeiteinheit in konstanter Anzahl
auftreten. Es handelt sich um eine lineare Uhr, die der
oben beschriebenen Beziehung k = v folgt. Die Globine der
Vertebratenlinien zeigen z. B. eine beinahe konstante Rate
von 1072 Aminosduresubstitutionen pro Stelle und Jahr. Die
Molekularuhr ist abh#ngig von der absoluten Zeit (z. B.
Jahren) und nicht von Generationen.

Es handelt sich nicht um eine metronomische Uhr, sondern um
eine statistische Uhr die einen stochastischen Fehler auf-
weist. KIMURA & OHTA (1971) ermittelten, daB die Varianzen
der Evolutionsraten fiir Himoglobin und Cytochrom c bei S3du-
getieren etwa 1.5-2.5 mal grdBer sind als die Varianzen,
die man theoret erwartet, wenn die Variation bloB8 vom Zu-
fall abhd&ngt. FITCH & LANGLEY (1976) ermittelten einen Wert
der Variation von 2zweimal der einer Poisson-Verteilung.

Dies entspricht der doppelten Varianz des radioaktiven Zer-
falls.

Die Molekularuhr folgt einer stochastischen Linearitdt und
stellt darum nach Meinung vieler Autoren ein geeignetes
Werkzeug der Systematik dar (THORPE 1982, WILSON et al.
1977) . Der rein empirische Nachweis der relativen Ratenkon-
stanz reicht zur Rechtfertigung des Gebrauchs der
Molekularuhr als Hilfsmittel zur Lésung systematischer
Problemfdlle aus.
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Flir einige Proteine ist die beobachtete Varianz allerdings
etwas gréBer, als statistisch 2u erwarten ware. Der Index
aus beobachteter Varianz / erwarteter Varianz schwankt zwi-

schen 1.3 und 3.3 und liegt z.B. im Falle des Sdugetier-
Myoglobins bei 1.7.

Ein bekanntes Beispiel filir eine abweichende molekulare
Evolutionsrate sind die Primaten (Abb. 24.). Eine ausfiihr-
liche Diskussion dieses Falles findet sich bei KIMURA
(1987), WILSON et al. (1977) u.a. Sie kann hier nicht
wiedergegeben werden. Fehlerquellen, die oftmals zur
falschen Einschitzung molekularer Distanzen fiihren, sind
z.B. bei der Eichung der Molekularuhr zu finden (CARLSON et
al. 1978). Die Eichung erfolgt mittels geologischer Ereig-
nisse oder paldontologischer Zeugnisse (Fossilien), deren
Datierungen in den meisten Fdllen nicht als wirklich
gesichert gelten k&nnen oder zumindest sehr ungenau sind.
Ebenso miissen mégliche experimentelle Fehler und Ungenauig-
keiten sowie ein stochastischer Fehler beriicksichtigt
werden. Unter Berlicksichtigung dieser Fehlerquellen handelt

es sich bei einer solchen Molekularuhr um eine semiquanti-
tative Uhr.

SARICH & WILSON (1967a, 1967b) und SARICH & CRONIN (1976)
fihren Unstimmigkeiten bezliglich der auf molekularer Ebene
ermittelten Divergenzzeit Schimpanse-Mensch auf falsch
datierte Fossilien zuriick. Sie vertreten die Meinung, daB
bei Bertlicksichtigung der oben genannten Fehlerquellen in
Arbeiten und Diskussionen um die Molekularuhr sicherlich
weniger Widerspriichlichkeiten und eine hdhere Pr&dzision die
Folge seien.

Weiterhin muf bedacht werden, daB wenn Aminosduresequenzen
verglichen werden, bei denen mehr als 10 % der Aminosiuren
ausgetauscht  wurden, eine erh8hte Wahrscheinlichkeit
multipler Substitutionen, d.h. Mehrfachaustausche an einer
Aminosdurestelle, vorliegt. Diese multiplen Substitutionen
lassen die Zahl der Austausche niedriger erscheinen als sie
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tats&dchlich ist, und kdnnen ebenfalls zur VergréBerung der
Abweichungen der molekularen Uhr beitragen.

Unter Nennung der oben angefiihrten Abweichungen von der er-
warteten Varianz wurde die Molekularuhr auch oft als Gegen-
argument zur NeutralitHtstheorie gebraucht. Die beobachtete
Ratenkonstanz wurde von manchen Autoren kritisch als das
Ergebnis der "Verwechslung von Konstanz und Durchschnitt"
oder als das "Gesetz der groBen Zahlen" bezeichnet
(LEWONTIN 1974; STEBBINS & LEWONTIN 1972). Nach FITCH &
LANGLEY (1976) ist die Uhr von einem zum anderen Augenblick
v61llig unberechenbar und arbeitet erst bei der Betrachtung
liber lidngere Zeitriume zufriedenstellend. READ (1975)
formulierte eine Hypothese, nach der die Proteinuhr nicht
einen linearen, sondern einen exponentiell Verlauf zeigen

soll. SARICH (1976) diskutiert READs Hypothese und weist
sie zurilick.
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Abb. 24. Nukleotidsubstitutionen im Genom 16 verschiedener
Sdugetierartenpaare, basierend auf 7 unterschiedlichen
Proteinen (nach KIMURA 1988). Die Substitutionen wurden
gegen die Divergenzzeit der einzelnen Paare aufgetragen.
Mit Ausnahme der Primaten (o) zeigen die anderen Paare (e)
eine lineare Beziehung im Verh&ltnis der beiden Parameter.

WILSON et al. (1977) vertreten eine #hnliche Position wie
vorher schon ZUCKERKANDL & PAULING (1965). Sie halten die
Entdeckung der molekularen Uhr fiir "eines der herausragen-
sten Ergebnisse der molekularevolutiven Forschung". Nicht
der theoretische Hintergrund der Uhr ist am
interessantesten, sondern vielmehr die Existenz der moleku-
laren Uhr an sich.

1.3.3. Die Evolution des Albumins

Albumin ist ein leicht isolierbares, im Blutplasma der Wir-
beltiere vorhandenes Polypeptid. Sein Anteil am Gesamtpro-
teingehalt des Blutserums betrdgt bei Squamaten, wie z.B.
Tarentola (Reptilia: Gekkonidae), 20-40 % (DeSMET 1978a)
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und erreicht im Humanserum ca. 60 % (WEIS 1985). Humanalbu-
min hat ein Molekulargewicht von 69000 (WEIS 1985) und be-
steht aus ca. 582 Aminosiduren (BENJAMIN et al. 1984).
DeSMET (1978b) gibt fiir das Albumin einiger Squamaten ein
Molekulargewicht wvon 74000 an, was JOGER (1984) =zu einer
Hochrechnung mit dem Ergebnis von ca. 640 Aminosiuren im
Squamatenalbumin veranlaft. Die Funktion des Albumins ist
im wesentlichen die des Osmoregulators, ReserveeiweiBes und
Transportproteins (WEIS 1985).

Diese Aufgaben sind relativ unspezifisch, und man kann auf-

grund dieser Tatsache von einem relativ geringen funktio-
nellem Druck ausgehen.

WILSON et al. (1977) ermittelten aus Daten verschiedener
Autoren die Albuminevolutionsrate von 3 x 10° Jahren fir 1%
Aminos&dureaustausch (Tab. 1.). JOGER (1984) gibt eine Rate
von 3.9 x 10° Jahren an.

Die relativ hohe Substitutionsrate befindet sich in einen
geeigneten "Aufldsungsbereich" fiir systematische Fragestel-
lungen bezliglich der Vertebratenevolution. Das Albumin
eignet sich zur Untersuchung von Taxa, deren Aufspaltungs-

zeit bis zu ca. 100 Mio. Jahre zurickliegt (CARLSON et al.
1978) .

Diese Evolutionsrate wurde in guter Ndherung von einer
Vielzahl von Arbeiten verschiedener Autoren filir S&duger,
Reptilien und Amphibien bestdtigt (SARICH & WILSON 1966,
SARICH & WILSON 1967, SARICH 1970a, SARICH 1972, WALLACE et
al. 1971, WALLACE et al. 1973, MAXSON & WILSON 1974, PRAGER

& WILSON 1971, CADLE & GORMAN 1981, DOWLING et al. 1983,
u.v.a.).

Trotzdem beobachtete man immer wieder Albumine, deren
Evolutionsrate nicht gut ins Bild der Molekularuhr paBten.
So scheint das Albumin der Végel generell langsamer zu
evolvieren (PRAGER et al. 1984). Auch in den oben genannten
Gruppen finden sich konservative Albumine bei z.B. Primaten
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(Aotus (SARICH 1970b)), Carnivoren (Ursus (SARICH 1970a)),
Marsupialiern (Caluromys und Marmosa (MAXSON et al. 1975)),
Echsen (Uromastyx (JOGER 1986), Agama (JOGER & ARANO 1987))
und bei Schlangen (Elapidae (CADLE 1982), Viperidae
(DESSAUER et al. 1987, CADLE 1988), Vipera (HERRMANN et al.
1987)). Ebenso sind signifikant schneller evolvierende
Albumine bei z.B. Echsen (Iarentola, JOGER 1984) und
Fréoschen (Litoria, MAXSON et al. 1975) bekannt.

Das Auftreten solcher konservativer Albumine erkldrt SARICH
(1970b) als normale Abweichung im Sinne der Poisson-
Verteilung. Dieses Argument wiirde auch den gegens&dtzlichen
Fall progessiver Albumine bei Tarentola und Litoria
zwanglos erkléiren.

WILSON et al. (1977) fanden beim Vergleich der Aminos&dure-
austauschrate von SHugetieralbuminen und der paldontolo-
gisch ermittelten Aufspaltungszeit eine strenge Korrelation
(r = 0.96; Abb. 25.).

Die Molekularuhrhypothese steht im Einklang mit den oben
genannten Beobachtungen. Die Frage nach der Genauigkeit der
Uhr bzw. den statistichen Abweichungen, mit denen die Uhr

“"tickt", muB nach wie vor Gegenstand eingehender Priifung
bleiben.

Um die phylogenetische Wertigkeit eines Proteins (wie z.B.
Albumin) zu verdeutlichen, sollen einige Anmerkungen zur
Homologie auf molekularer Ebene folgen.
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Abb. 25. Die zwischen Albuminen verschiedener Vertreter der
Carnivoren und Ungulaten gemessene immunologische Distanz
und deren durch fossile Zeugnisse belegte Divergenzzeit
(nach WILSON et al. 1977). Die horizontalen Balken zeigen
die Unsicherheit bei der Datierung des Spaltungszeitraumes
mit Hilfe von Fossilien.

Betrachtet man ein Molekiil unter phylogenetischen Aspekten,
sollte man iiber dessen Homologie in zwei verglichenen Taxa
groftmdgliche GewiBheit erlangen. Homologiekriterium auf
molekularer Ebene ist "a high level of physical congruence
between compared polypeptides" (THROCKMORTON 1968). Je
hSher die Ubereinstimmung, umso sicherer die Homologie. Die
ErfaBbarkeit der Homologie molekularer Strukturen unter-
scheidet sich in der Sicherheit bei der Bestimmung einer
Homologie leider nicht von der auf phénotypischer Ebene (AX
1984) . Sind 2zwei Proteine einander homolog, so heiBt das
nicht, dag automatisch zwel an gleicher Position
befindliche Aminosiuren ebenfalls einander homolog sein
missen (Abb. 26.). FITCH (1976) definiert Homologie im
molekularen Zusammenhang als "similarity arising by virtue
of common ancestry" und unterscheidet "paralogous and
orthologous homology". Unter paralogischer Homologie ver-
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steht er z.B. dje Homologie wvon Genprodukten, die sich
durch Genduplikation oder Translokation véllig unabhidngig,
parallel, entwickeln, obwohl sie von gemeinsamer Abstammung
sind. Orthologische Homologie 1liegt nach FITCH dann vor,
wenn "an exact phyletic correspondence between the history
of the genes and the history of the taxa from which they
derive" besteht. ZzZur Untersuchung pPhylogenetischer Bezjie-

hungen sing folglich nur orthologisch homologe Molekiile ge-
eignet.

7N\

«— d->
i !

Abb. 26. Dargestellt sind die homologen Polypeptidketten P
und P, sowie deren "letzter gemeinsamer Vorfahre® Pp (nacﬁ
KIMUR£ 1987). P, und P haben im ©Laufe def Zeit
"autapomorphe” Aminosduren %volle und schraffierte Kreise)
erworben. n: Anzahl der Aminosduren pro Polypeptidkette (n

= 6), d: Anzahl unterschiedlicher Aminosduren bei P, und P,
(d = 3),

JOGER (1990b) diskutiert Remanes Homologie~Kriterien be-
zogen auf biochemische Merkmalskomplexe. Er kommt zu dem
Ergebnis, daB sowohl das Kriterium der Lage als auch das
Kriterium der spezifischen Qualitit auf molekularer Ebene
volle Giiltigkeit besitzen. Das Kriterium der Kontinuitit
aber trifft nur bedingt zu. Zwischenformen bei rezenten
Arten sind bei Berlicksichtigung der Molekularuhr nicht zu
erwarten, abgestufte Verwandtschaftgrade sind die Regel.
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Zur Prifung auf Homologie schldgt er die Konvergenztests
(1) "triangle inequality test", (2) "Prinzip der wech-
selseitigen Erhellung" (Hennig) wund (3) den Test auf

gleichsinnige funktionelle Adaptation vor (siehe Abschnitt
4.3.).

1.4. Molekulare Systematik

Die Anwendung molekularer Methoden hat in den 1letzten
Jahren deutlich zugenommen und ist in Fillen nicht eindeu-
tig interpretierbarer bzw. reduzierter phdnotypischer Merk-
male von besonderer Bedeutung (DESSAUER 1974).

In der molekularen Systematik ist die quantitative Ermitt-
lung genetischer Distanzen zwischen phylogenetischen Ein-
heiten mdglich. Zugrunde liegen informative Molekiile, die
ein hohes MaB der in der DNA gespeicherten, primdren gene-
tischen Information beinhalten (FRELIN & VUILLEUMIER 1979).
Abb. 27. zeigt die graduelle Abstufung an genetischem In-
formationsgehalt. Sie erlauben den Vergleich von Taxa auf
"unterster, genetischer Ebene".

Die molekulare Systematik ist unabhdngig von traditionellen
Merkmalen und Klassifikationen und verfiigt aus diesem Grund
Uber einen ausgezeichneten "Testcharakter". Die Bewertung
von Merkmalen ist nicht ndtig. Das garantiert eine relativ
grofe Objektivitdt. Vieles spricht fiir die Existenz einer
kontinuierlichen evolutiven Anderung im Sinne der
Molekularuhr. Wechselnde Evolutionsgeschwindigkeiten, die
wdhrend der phinotypischen Evolution hdufig auftreten (z.B.
bei adaptiven Radiationen) erschweren die phylogenetische
Interpretation &uBerlicher Merkmale.
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systematische Methoden
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Abb. 27. Graphische Darstellung des genetischen
Informationsgehaltes verschiedener systematischer Methoden
(nach FRELIN & VUILLEUMIER 1979). Die Zahlen kennzeichnen
den Verlust an genetischer Information bezogen auf die
unterschiedlichen Merkmalskomplexe. Besonders grof ist der
Verlust bei Stufe 3.

Die Einheit der evolutiven Anderung bei Proteinen ist die
Aminosduresubstitution. Damit ist diese Einheit exakt
definiert. Homologe Molekiile sind in verschiedenen, relativ
weit verwandten Taxa direkt vergleichbar (z.B. Albumin bei
Froschen und S&ugetieren (MAXSON et al. 1975)). Es
existiert "an ideal situation of continual divergence"
(SARICH & CRONIN 1976).
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Methoden der molekularen Systematik sind u.a. die Amino-
sduresequenzanalyse, die DNA-Sequenzanalyse, die DNA-DNA-

Hybridisierung, sowie immunologische und elektrophoretische
Techniken.

Unter den genannten Methoden sind die Aminosiure- und die
DNA-Sequenzanalyse die einzigen direkten Methoden. Sie
erlauben die unmittelbare Detektion substituierter Amino-
sduren bzw. Nukleotide. Immunologische Methoden (Mikrokom-
plementfixierung und quantitativer Prdzipitintest) und DNA-

DNA-Hybridisierung sind indirekte Methoden.

Sie erlauben die Messung der Ahnlichkeit (und somit indi-
rekt die Rate der insgesamt ausgetauschten Aminosduren bzw.
Nukleinsduren) im betrachteten Protein bzw. Teil der DNA
zwischen verschieden Taxa. Diese indirekten quantitativen
Techniken zeichnen sich durch ihre groBe Sparsamkeit und
Aussagekraft flir zeitliche Abfolgen aus und sind daher die
haupts&dchlich gebriduchlichen Methoden.

Signifikante Korrelationen bestehen zwischen der Anzahl
substituierter Aminosiduren und den zwischen den entspre-
chenden Proteinen ermittelten immunologischen Distanzen
(z.B. CHAMPION et al. 1975, PRAGER & WILSON 1976) . Immuno-
logische Distanzen und elektrophoretisch gewonnene Ergeb-
nisse korrelieren ebenfalls signifikant (SARICH & CRONIN
1976, MAXSON & WILSON 1974, MAXSON & WILSON 1979, u.a.).

Quantitative molekulare Methoden resultieren in Distanz-
werten und erscheinen daher als phenetisch (THROCKMORTON
1968) . Unter Voraussetzung einer im groBen und ganzen
gleichm&éBigen Evolutionsrate werden die vermeintlich phene-
tischen Distanzwerte zu phylogenetisch relevanten Werten.
Somit ermdglicht die molekulare Systematik Informationen
lUber (a) die Kladogenese phylogenetischer Linien, (b) die
absolute Zeit seit der Aufspaltung und (c) evolutive Ver-
dnderung in den einzelnen Tochterlinien (SARICH 1970a).

Diese Informationen stammen aus einer von konventionellen
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Methoden v&llig unabhdngigen Quelle und haben dadurch be-
sonderen Priifcharakter.

Durch einige Vertreter der kladistischen Theorie erfolgt
die Zurlickweisung der molekularen Systematik u.a. mit dem
Argument, daB Distanzwerte keine Merkmalsbeurteilung (i.s.
von apo- und pPlesiomorph) zulassen und deshalb phylogene-
tisch irrelevant sind. Neuerdings werden Termini wie
Plesio- und Apomorphie, die dem kladistischen Wortschatz
zugehdrig sind, in Progressiver Weise auf Merkmale der
molekularen Evolution angewendet (JOGER 1990)., Es wird
theoretisch gezeigt, daB auch auf molekularer Ebene Plesio-
und Apomorphien definierbar sind. Lediglich die von Kladi-
sten geforderte explizite Benennung von Apomorphien bei der
Stammbaumrekonstruktion im Sinne Hennigs (HENNIG 1982, AX
1984) erfolgt bei den genannten indirekten Methoden nicht
(quantitative Distanzwerte). Diese Tatsache wird den Kladi-
sten wohl auch weiterhin Anlag zur Kritik bieten. Trotzdem
zeigen in vielen Fillen sowohl molekulare als auch mit
'Methoden der phylogentischen Systematik ermittelte Ver-

wandtschaftsdiagramme ein hohes MaB an Kongruenz (SARICH
1988).

Der Einsatz der Methoden der molekularen Systematik bei der
Untersuchung phylogenetisch bisher nicht eindeutiqg inter-
pretierbarer Taxa hat sich in vielen F&illen bewihrt. Als
Beispiele fiir albumin-immunologische Untersuchungen seien
hier genannt: die Aufdeckung konvergenter morphologischer
Evolution bei Hyla exima und Hyla regilla (MAXSON & WILSON
1974) und bei den Schlangen der Gattung Atractaspis und den
~ Viperidae (CADLE 1982) sowie die systematische Einordnung
des GroBen Pandas (Ailuropoda melanoleuca) als speziali-
sierter Vertreter der Ursidae (SARICH 1973).
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2. Zielsetzung

In der vorliegenden Arbeit soll mit Hilfe immunologischer
Untersuchungen des Albumins versucht werden, Fragen zur (a)
molekularen Evolution und zur (b) Phylogenie der pals-
arktischen GroBvipern zu beantworten.

Das allgemeine Anliegen der Arbeit ist es, zu Uberpriifen,
ob sich die Albuminevolution bei den pal&darktischen Grof-
vipern mit statistisch konstanter Rate vollzieht, und somit
zur Stiitzung der Molekularuhrhypothese beitragen kann.

Die speziellen, die Phylogenie der paldarktischen GroB-
vipern betreffenden Fragen gliedern sich wie folgt:

= Ist die Gattung Daboia (sensu OBST 1983) monophyletisch?
In welchenm Verwandtschaftsverhiltnis stehen die pali-
arktischen GroBvipern zur Gattung Vipera s.str. (sensu
OBST 1983)7?

Wohin gehdrt die monotypische Gattung Eristicophis im
System der paldarktischen GroBvipern?

- Wie sieht die zeitliche Dimension der Stammesgeschichte
der paldarktischen GroBvipern aus?

- Wie erfolgte die Ausbreitung der paldarktischen Grof-
vipern, und wie ist die heutige Verbreitung zu ver-
stehen?

Die Beantwortung dieser Fragen und deren kritische Reflek-
tion im Vergleich zu den konventionell erworbenen Vor-
stellungen der Phylogenie der untersuchten Taxa werden an-
gestrebt.
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3. Material und Methoden
3.1. Material

Blutserumproben der in Tab. 2. aufgefiihrten Arten und
Unterarten standen fiir die immunologischen und elektro-
phoretischen Untersuchungen zur Verfiigung.

Der weitaus grdBte Teil der Blutseren wurde Tieren ent-
nommen, die aus der Lebendsammlung von Herrn Dr. G. Nilson
(Goteborg) stammen. Die betreffenden Schlangen wurden von
Dr. Nilson bestimmt. Andere Blutproben wurden Tieren ent-
nommen, die entweder von kommerziellen Importeuren oder aus
privater Terrarienhaltung stammen. Bei diesen Tieren wurde

die Bestimmung von Herrn Dr. U. Joger oder mir vorgenommen.

Genligten kleinere Serummengen, wurde das Blut aus der
Caudalvene der Tiere entnommen. Wenn gréBere Serummengen
zur Herstellung eines Antiserums bendétigt wurden (in Tab.
2. mit (¢) gekennzeichnet), erfolgte die Blutentnahme aus
einem Aortenbogen oder einer Carotis, nachdem das be-
treffende Tier kurz vorher mittels Chloroform oder Ather
getdtet worden war. Nach der Entnahme wurden die Proben bei
4 % in einer Heraeus-Christ-Minifuge 10 Minuten bei 5500
U/min zentrifugiert. Der Serumiiberstand wurde anschlieBend

abpipettiert, aliquotiert (ca. 100 pl/Probe) und bei -30 Oc
eingefroren.

Die Auswahl der zur Antiserenproduktion verwendeten Albu-
mine erfolgte so, daB die Antiseren einen méglichst guten
Querschnitt der untersuchten Taxa reprdsentierten. Dies ge-
schah unter Berlicksichtigung der z.Z. gebrduchlichen Klas-
sifikationen und der jeweils verfligbharen Serummenge.
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Tabelle 2. Ubersicht der verfligbaren Blutseren.
Mit Ausnahme der mit h gekennzeichneten Taxa, von denen
Blutseren von dje 2 Exemplaren zur Verfiigung standen, wurden

Blutseren von jeweils einem Exemplar verwendet. Gegen die Albumine
der mit (¢) gekennzeichneten Formen wurden Antiseren hergestellt.
Die Herkunft der Tiere ist mit der mir bekannten Genauigkeit
angegeben (mehrere Ortsnamen hinter einem Taxon sind Erl&duterungen
eines Fundortes). Autorennamen sind nur fiir diejenigen Taxa
angegeben, die nicht bereits in Abschnitt 1.2. genannt wurden.

Art / Unterart Herkunft

Eristicophis macmahoni Pakistan

Pseudocerastes p. persicus (¢) Pakistan

P. p. fieldi Israel

Vipera m. mauritanica Marokko: Sousse, Aoulouz

V. m. deserti (¢) Libyen: Djebel Nefusa

V. 1. lebetina () Zypern: Limassol

V. 1. obtusa?l Tlirkei: Ararat
Tirkei: Gaziantep

V. 1. schweizeril Griechenland: Kykladen,

Milos
V. 1. turanica UdSSR: Kopet-Dagh,
Aschchabad

V. palaestinae (¢) Israel: Tel Aviv

V. r. russelli Pakistan

V. r. siamensis Thailand

V. xanthinal (¢) Tiirkei: Ciglikara
Tlirkei: Xanthos

V. r. raddeil (¢) Tlirkei: Ararat
Tlirkei: Digor

V. berus sachalinensis Zarewskij UdSSR: Sachalin

V. nikolskyi Vedmederja, Grubant UdSSR: Charkow

& Rudajeva

V. a. aspis (Linnaeus) Frankreich: La Licamarie,
slidl. Saint Etienne

V. a. atra Meisner Schweiz: Maggiatel Corgello

V. a. francisciredi Laurenti Italien: Monte Geove,
Terracina

V. a. hugyi Schinz Italien: San Giovanni, Lago
Argo, Kalabrien

V. a. ammodytes (Linnaeus) Jugoslawien: Gracac

V. a. meridionalis Boulenger Griechenland: Eubea

V. a. transcaucasiana Boulenger UdSSR: Boschumi, Georgien

Tlirkei: Borcka, Artvin
Echis leucogaster Roman (¢) Algerien: Hoggar

E. pyramidum (Geoffroy Saint-Hilaire)
E. multisquamatus Cherlin (Abb. 17.)

Agypten: El Fayunm
UdSSR: Turkmenien
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3.2. Elektrophoretische Methoden

Es wurden diskontinuierliche, vertikale Polyacrylamidgel-

Plattenelektrophoresen (PAGE) durchgefiihrt ( HEIMES 1982,
JOGER 1984).

Pro Gelplatte konnten sechs Proben aufgetragen werden, die
je aus 1.0 - 2.0 K1l Serum und 15 gl mit Bromphenolblau an-
gefirbter, konzentrierter Saccharoseldsung bestanden. Die
Gelplatte bestand aus einem 2.5%-igen Sammelgel (pH 7.8),
gefolgt von einenm 7.5%-igen Trenngel (pH 8.4). Als Puffer
wurde ein Tris-Glycin-Puffer (PH 8.7) verwendet. Die Lauf-
strecke der Bromphenolblau-Front im Trenngel betrug 4.5 cm.
Zu Beginn der Laufzeit wurde die Elektrophorese zundchst 20
min lang mit 50 V und Ca. 60 mA betrieben, dann auf 75 Vv
und ca. 80 mA erhdht bis die Bromphenolblau-Front das
Trenngel erreichte und schlieBlich mit 100 V und ca. 115 mA
bis zum Erreichen der Endmarke ausgefiihrt.

AnschlieBend wurden die Gel-Platten in einem auf 60 Oc er-
warmten Serva Blau G-Bad (0.025% Serva Blau G in ithanol,
Aqua dest., Essigsiure im Verh&ltnis 5:5:1) fixiert und ge-
farbt. Die Differenzierung erfolgte in 7.5%-iger Essigsdure
auf einem Riittler (1-2 Tage) .

Die so erhaltenen PAGE-Platten wurden gezeichnet, fotogra-
fiert und in 7.5%iger Essigsidure aufbewahrt.

3.3. Immunologische Methoden

3.3.1. Antigenpriparation

Aufgrund seiner relativ grofen Quantitdt im Blutserum der
Vertebraten und der hohen elektrophoretischen Mobilitit ist
Albumin ein leicht zu isolierendes Protein.

Flir die vorliegende Arbeit wurde Albumin mittels prédpara-
tiver Elektrophorese ( MAXSON et al. 1979, CADLE & SARICH
1981, JOGER 1984) aus den fir die Antiserenproduktion vor-
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gesehenen Blutseren isoliert. Verwendet wurde eine wie in
Abschnitt 3.2. beschriebene PAGE. Die zu trennende Serum-
probe wurde anstelle einer Einbringung in die sechs Einzel-
fdcher in eine durchgehende Rinne gegeben. Dies erm&glichte
das Auftragen von 20 Ll Serum gemischt mit 60 41l Brom-
phenolblau—Saccharose-Lésung pPro Gelplatte.

Nach Beendigung der Elektrophorese wurde das Albumin mit
einer 0.001%~igen Ani1inonaphthalin-Sulfonat—LBsung (ANS)
in Natriumphosphat-Puffer (PH 6.8) angefdrbt (HARTMAN &
UDENFRIEND 1969). ANS bindet an den hydrophoben Stellen des
Albumins und fluoresziert dann unter UV-Beleuchtung. Falls
der F&drbevorgang zeitlich kurgz gehalten wird, kommt es nur
zu geringfiigigen Denaturationserscheinungen an den im Gel
exponiert liegenden Molekiilen. Kurze Fédrbezeit ist auch
notwendig, um grépRere Diffusionseffekte zu vermeiden. Nach
3-5 Minuten im ANS-Bad waren die Albuminbanden gut zu er-
kennen und wurden herausausgeschnitten. Die Gelstiicke mit
der Albuminbande wurden anschlieBend in Tris-Glycin-Puffer
(PH 8.7) {iiberfiihrt.

Mit einer bei JOGER (1984) beschriebenen Elektrophorese-
apparatur wurde das Albumin aus den Gelstilicken eluiert und
in Kollodiumhiilsen angereichert. Aus den Kollodiumhiilsen
konnte man nun das konzentrierte, im Elektrophoresepuffer
geldste Albumin entnehmen.

In diesen Proben wurde die Proteinkonzentration nach der
Methode von BRADFORD (1976) Dbestimmt. Mittels einer
Humanalbumin-stammlésung (500 pg/ml) wurde eine Eichkurve
als Proteinstandard erstellt. Bei der Durchfiihrung der
Proteinbestimmung wurden 800 #l Aqua dest., 200 pl BIORADR
Protein Assay (Farbstoff—Konzentrat, verdiinnt) und 20 ul
der Albuminl&sung gut gemischt und nach 10 min bis 1 h die
Extinktionsmessung gegen einen Blindwert durchgefiihrt. Es
wurden jeweils Doppelbestimmungen filir jede Verdilinnungsstufe
gemacht. Der entsprechende Proteingehalt wurde der Eich-

kurve entnommen. Die Albuminausbeuten waren durchweg sehr
hoch.
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Die dann folgende Durchfiihrung der Reinheitskontrollen ist
in Abschnitt 3.3.3. ndher ausgefiihrt.

Nach JOGER (1984) ist die prdparative Elektrophorese der
Albuminisolation mit Sepharose-blue (TRAVIS & PANNEL 1973;
TRAVIS et al. 1976) sowie der Polydthylen-Glykol-Methode
(GAMBAL 1971) bezliglich der Reinheit und der Quantitidt des
isolierten Albumins liberlegen.

3.3.2. Antiserenproduktion

Antiseren wurden durch die Immunisierung von je zwei Kanin-
chen pro Albumin bzw. Vollserum erhalten. Es erfolgten
alternierend Injektionen in die linke oder rechte Ober-
schenkelmuskulatur. Jedes Kaninchen erhielt insgesamt 1 mg
Protein injiziert.

Grundsédtzlich ist zwischen zwei verschiedenen "“Qualititen®
von Antiseren zu unterscheiden:

1. Polyvalentes Antiserum zur Reinheitskontrolle der iso-
lierten Albumine. Hier geht es darum, ein Antiserum zu
gewinnen, welches moglichst viele und selbst kleinste
Mengen an Antigenen detektieren kann und somit in der
Lage ist, die Reinheit der isolierten Albumine anzu-
zeigen. Fiir die Produktion dieses Antiserums wurde das
Vollserum von Vipera ammodytes meridionalis verwendet.
Img geldster Vollserumproteine wurden in 9 Aliquoten zu
je 200 pl plus 100 k1l komplettes Freundsches Adjuvans?l
verwendet (JOGER 1984). Die Injektionen erfolgten am 1.,
2., 3., 9., 16., 23., 37., 51.,und 79. Tag. Am 65. Tag
wurde eine Blutprobe zur Prifung der Antiserumreaktions-
fdhigkeit entnommen. Am 89. Tag erfolgte die endgililtige
Blutentnahme.

lFreundsches Adjuvans ist eine Mineraldlsuspension und
verstdrkt die Immunreaktion insbesondere auf geldste
Antigene. Freundsches Adjuvans komplett enthilt abgetotete
Myobacterium tuberculosis zur zusdtzlichen Verst&drkung der
Immunantwort.
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2. Monovalente Antiseren fiir quantitative Prdzipitintests.
Ziel der Produktion dieser Antiseren ist es ebenfalls,
eine gute Reaktionsféhigkeit zu erreichen. Dieser sollte
aber eine spezifische Reaktion gegen Albumin zugrunde
liegen. Eventuell vorhandene Verunreinigungen durch
andere, sehr kleine Proteinfraktionen sollten nicht un-
verhdltnismdBig stark an der immunologischen Reaktion
beteiligt sein. Zur Gewinnung derartiger monospezifi-
scher Antiseren eignet sich erfahrungsgemdf das folgende
Immunisierungsschema besonders. Jeweils 1 mg Albumin
wurde zu 5 gleichen Teilen aligoutiert. Pro Injektion
wurden 200 pul Albuminldsung plus 200 ul Freundsches
Adjuvans (1. Injektion komplett, 2.-5. Injektion
inkomplettz) eingesetzt (JOGER 1984). Die Injektionen
erfolgten am 1., 21., 42., 63. und 84. Tag. Die Blutent-
nahme erfolgte am 91. Tag.

Das Kaninchenblut wurde nach der Entnahme zundchst ca. %
Stunde bei Zimmertemperatur und danach iiber Nacht bei 4 Oc
der Gerinnung iliberlassen. Dann wurde der Blutkuchen von der
GefdBwand geldst und das Serum mit einer Pipette entnommen.
Das Serum wurde mit 2500 U/min 10 Minuten lang zentrifu-

giert, um verbliebene zellulire Bestandteile zu entfernen.

Die beiden jeweils gegen das Albumin derselben Art produ-
zierten Antiseren wurden nach positiver Kontrolle auf
Monospezifitdt (siehe Abschnitt 3.3.3.) vereinigt. Dies er-
schien notwendig, da die immunologische Antwort der
einzelnen Kaninchen auf das Antigen individuell in der
zeitlichen Abfolge, der Reaktivitit und der Differenzie-

rungsfdhigkeit stark variieren kann (PRAGER & WILSON
1971a) .

Die Seren wurden mit Merthiolat (Bakteriozid) versetzt
(1:10.000), aliquotiert und bei -30 Oc eingefroren.

2Freundsches Adjuvans inkomplett enth#lt keine Bakterien.
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3.3.3. Reinheitskontrollen

Zur Kontrolle auf rein isolierte Albumine bzw. weitgehend
monospezifisch reagierende Antiseren dienten Immunel-
ektrophoresen.

Dazu wurde ein 1.25%-iger Agarosegel (mit Na-Azid
(Bakteriozid) versetzt) auf Objekttrdger aufgebracht. Aus
dem Gel wurden je nach Bedarf zwei Lochdepots und eine
Rinne oder ein Lochdepot und zwei Rinnen ausgestanzt. In
die Lochdepots wurden 10 rl der Albuminldsung bzw. des
Vollserums eingefiillt. Es folgte eine horizontale Elektro-
phorese unter Verwendung von Michaelis-Puffer (pH 8.6; 0.05
M Na-Acetat, 0,05 M Na-Didthylbarbiturat). Die Laufzeit be-
trug ca. 5 h, die Spannung 140 V und die Stromstidrke ca. 20
mA (bei Beginn). Nach Ende der elektrophoretischen Trennung
der Proteine wurden 100 k1l poly- bzw. monovalentes Anti-
serum in die Rinne gefiillt und iiber Nacht in einer feuchten
Kammer bei 37 Oc diffundieren gelassen. Anschliefend wurden
die Gele 2-3 Tage in 0,15 M NaCl gewissert, bei 50 Oc ge-
trocknet und % Stunde in 0.2%-iger Serva Blau G-Ldsung
(Athanol, Aqua dest., Essigsdure (40:55:5)) gefdrbt.

Differenziert wurde in der gleichen L&sung unter Weglassen
des Farbstoffes.

Die Prdzipitate waren gut sichtbar und gaben AufschluB iiber
die Brauchbarkeit der isolierten Albumine und Antiseren
(Abb. 28.). Sowohl bei den Albuminen als auch bei den Anti-
seren war, gegen Vollserum bzw. Vollantiserum getestet,
lediglich eine kridftige Albuminbande zu sehen. In einigen
Fdllen konnten sehr schwache Prazipitatbdgen innerhalb des
"Albuminbogens" ausgemacht werden. Dabei kdnnte es sich um
durch die ANS- -Behandlung oder aus anderen Grinden leicht
denaturlerte Albuminmolekiile handeln. Derartige Erscheinun-

gen beeintrdchtigen die Quilitdt der betreffenden Antiseren
nicht (JOGER 1984).
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Abb. 28. Beispiele einiger Immunelektrophoresen zur
Reinheitsiliberpriifung isolierter Albumine. 1In den Rinnen

befand sich jeweils Anti-v. ammodytes meridionalis-

Vollserum.

A oben: V. r. raddei-Albumin
unten: V. xanthina-Albumin
B oben: P. p. persicus-Albumin (Probe 1)
unten: P. p. persicus-Albumin (Probe 2)
C oben: E. leucogaster-Albumin (Probe 1)
unten: E. leucogaster-Albumin (Probe 2)
D oben: V. 1. lebetina-Vollserum
unten: V. 1. lebetina-Albumin

Alle getesteten Antiseren erwiesen sich als fiir die quanti-
tativen Prédzipitintests geeignet.

3.3.4. Titerbestimmung

Die Titerbestimmung erfolgte nach der von JOGER (1984) be-
schriebenen Methode.

Auf die Durchfiihrung der Prizipitintests wird in Abschnitt
3.3.5. ndher eingegangen.
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Der angegebene Prdzipitin-Titer entspricht der photometri-
schen Extinktion x 1000 am Aquivalenzpunkt bei homologer
Reaktion und 50 pl Antiserum. Die Extinktion wurde mit
einem BECKMAN Spectrometer Model 24 gemessen.

Die Titer der verschiedenen Antiseren sind der Tab. 3. zu
entnehmen.

Tabelle 3. Reaktionsstidrke der produzierten Antiseren.

Antialbuminserum Titer
V. xanthina 626
V. r. raddei 540
V. 1. lebetina 356
V. mauritanica deserti 508
V. palaestinae 695
P. p. persicus 586
E. leucogaster 451

3.3.5. Quantitativer Prizipitintest

Zur Durchfiihrung des quantitativen Prdzipitintests wurden

pro Einzelansatz , d.h. pro "Antiserum-Antigen-Ansatz", 12
ReaktionsgefdBe bendtigt.

Zundchst wurde Antigen mit einer Anfangskonzentration von
10-30 pl Vollserum in 150 ul physiologischer NaCl, das ent-
spricht ca. 25 pug Albumin, angesetzt. 50 4l davon wurden in
ein ReaktiongefiB gegeben. Die Ausgangskonzentration wurde
schrittweise mittels einer geometrischen Verdlinnungsreihe
bis auf eine Menge von 0,39 ug Albumin verdiinnt. In jedes
ReaktionsgefdB wurden 50 pul der entsprechenden Ver-
diinnungsstufe gefiillt. Von den 7 Verdiinnungsstufen wurde
jeweils die erste und letzte einfach, die dazwischen-
liegenden doppelt angesetzt. Der Aquivalenzpunkt (siehe Ab-
schnitt 3.4.) lag in den meisten Fillen innerhalb dieses
Konzentrationsbereichs. Zu der Antigenlésung wurden jeweils
50 pl Antiserum gegeben.

T e
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e
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Danach konnte die Antigen-Antik&rper-Reaktion 18 h lang bei
Zimmertemperatur ablaufen.

Nach dieser Zeit wurden die ReaktionsgefiBe bei 4 Oc und
6500 U/min 30 min zentrifugiert. Daraufhin war das Prazipi-
tat als am Boden des ReaktionsgefdBes befindliches Zentri-
fugat gut sichtbar. Der {Uberstand wurde abpipettiert und 1
ml physiologische NacCl zZugegeben. Mit Hilfe eines Riittlers
wurden Pr&dzipitat und NaCl-L&sung gut gemischt und erneut
bei 4 9¢, 6500 U/min 30 min zentrifugiert. Die iiberstehende
NaCl-Losung wurde abpipettiert und der gesamte Vorgang
wiederholt. Der Waschvorgang wurde insgesamt dreimal durch-
gefiihrt, um sicherzustellen, daB Proteine, die nicht an der
Prézipitatbildung beteiligt waren, spdter nicht photome-
trisch mitgemessen wurden.

Nun wurden 300 ul 0,5 N NaOH auf das Pellet gegeben. Dies
hat eine v8llige Hydrolyse der Proteine in ihre Aminosiuren
Zur Folge. Diese L3sung wurde in reduzierte Quarzkiivetten
geflillt und die relative Aminos&durekonzentration durch die
photometrische Bestimmung der Extinktion mit einem Zeiss
DMR-10 Photometer bei 280 nm gegen 0,5 N NaOH bestimmt.

Nach dieser Methode konnten pro "Antiserum-Ansatz" ein
homologer3 und bis zu 12 heterologe Tests erfolgen.

3.4. Aquivalenzpunktfindung

Der im Abschnitt 3.3.5. dargestellte quantitative Prizipi-
tintest ergab flir jeden Einzelansatz 12 Extinktionswerte.
Entsprechend der angesetzten Antigenkonzentration wurden
flr die erste und letzte Konzentrationsstufe je ein Extink-
tionswert, fiir die Verdlinnungsstufen 2-6 je zwei Extink-

tionswerte gemessen. Tragt man die Antigenkonzentration

3Homolog bedeutet hier, daB es sich beim Antigen um das

Albumin handelt, gegen welches das Antiserum produziert
wurde.
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logarithmisch auf der Abszisse gegen die Extinktion auf der
Ordinate auf, so erhilt man durch Interpolation eine fiir
diese Reaktion typische eingipfelige Kurve ("Heidelberger-
kurve") (BRANDIS 1972, Abb. 29.).

Anfangs, beil hoher Antigenkonzentration, liegt ein Antigen-
Uberschuf im Reaktionsgemisch vor, der sich bei abnehmender
Konzentration in einem fast 1linearen Anstieg der Kurve
duBert. Hier sind alle Antikdrpervalenzen vollstdndig abge-
sdttigt. Es kann sich kein ausgeprédgtes Netzwerk (Prézipi-
tat) bilden, da Uberwiegend Komplexe vorliegen, die aus
zwei Antigenen und einem Antikdrper bestehen (ROITT 1984).
Der abfallende Teil der Kurve verdeutlicht einen Anti-
kdrperiliberschuB, bei dem die Antigenvalenzen vollstandig
abgesdttigt sind. Das Antigen-Antikérper-Verhiltnis hangt
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Abb. 29. Schematische Darstellung der Antikdrper-Antigen-
Relationen beim Prdzipitintest. Die Antikodrpermenge wird
wdhrend des gesamten Tests konstant gehalten. Die
Antigenmenge wird geometrisch verdiinnt, was auf der
Abszisse als logarithmische Konzentration angegeben ist. Am
Aquivalenzpunkt entsprechen sich die Antikdérper-Antigen-
Bindungsstellen, so daB es gzur optimalen Ausbildung eines
Prédzipitates kommt. Dort ist bei der photometrischen
Bestimmmung der Prdzipitatmenge die Extinktion am h&chsten.

dabei von der Anzahl der Valenzen pro Antigen ab. Nur am
Kurvengipfel ("Peak"), dem Aquivalenzbereich, ist das Ver-
hdltnis von Antigenvalenzen zu Antikdrpervalenzen derart,
daB sich ein grofes dreidimensionales Gitter, ein typisches
Immunprédzipitat, bilden kann.

Da man weder die genaue Anzahl der Antigenvalenzen des
Albumins kennt, noch die Konzentration entsprechend der
hohen Sensibilitit der Antiseren genau auf den
Aquivalenzpunkt einstellen kénnte, behilft man sich mit der
graphischen oder mathematischen Ermittlung des
Aquivalenzpunktes.
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= Graphische Ermittlung: Hierbei wurden die einzelnen
MeBwerte in das weiter oben schon besprochene Koordina-
tensystem eingetragen. Dann wurden die typischen auf-
steigenden bzw. abfallenden Schenkel der Xurve rekon-

struiert und schlieBlich der Peak interpoliert (Abb.
30.-32.).

— Mathematische Ermittlung: Die Berechnung der Kurve wurde
mit einem selbst entwickelten Computerprogramm durchge-
fihrt, in das u.a. die Funktion "spline" aus der Turbo
Pascal Graphix ToolboxR (HEIMSOETH SOFTWARE 1985) einge-
bunden war. Zunichst wurden fiir doppelt existierende
Mefwerte die Mittelwerte errechnet. Handelte es sich in
seltenen F&llen bei einem der Werte um einen extremen
"AusreiBer", so wurde dieser nicht beriicksichtigt. Das
Programm errechnete dann mittels Gldttungs-Polynomen
interpolierende Punkte zwischen den MeBwerten. Das Poly-
nom ist in allen Punkten des definierten 1Intervalls
stetig. Die Interpolationspunkte wurden durch die
folgende Formel errechnet:

(x—xz)...(x—xn) (x—xl)(x—x3)...(x—xn)
pp(x)= ¥Yq + Y,
(x1~x2)...(x1—xn) (xz-xl)(xz—x3)...(x2—xn)
(x-xl)...(x—xn_l)
+ ...+ Yn
(xn-xl)...(xn-xn_l)

Nach der Berechnung wurde die Kurve graphisch darge-
stellt, um sie auf eine typische "Heidelberger"-Kurven-
gestalt zu priifen (Abb. 33.-35.).
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Abb. 30. Graphisch ermittelte Prdzipitationskurve des

Typs 1 (siehe Abschnitt 3.4.). Antiserum: P. p-
persicus, Antigen: V. russelli siamensis. Abszisse:

Verdinnungsstufen 1-7 ( die Ausgangsmenge von ca. 25 ug
Albumin wurde in 7 Stufen geometrisch auf ca. 0.4 1g

Albumin verdiinnt, siehe Abschnitt 3.3.5.), Ordinate:
Extinktion.

- T —

e —




47

0.54 8’\0

0.4 1

0.3

0.0

0.2 4

0.1 ¥ T T T
12 3 4 5 6 7

Abb. 31. Graphisch ermittelte Prdzipitationskurve des
Typs 2 (siehe  Abschnitt 3.4.). Antiserum: V.

balaestinae, Antigen: V. lebetina schweizeri. Sonst wie
Abb. 30.
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Abb. 32. Graphisch ermittelte Prdzipitationskurve des
Typs 3 (siehe Abschnitt 3.4.). Antiserum: V. xanthina,
Antigen: V. xanthina. Sonst wie Abb. 30.
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Abb. 33. Mathematisch ermittelte Prizipitationskurve des
Typs 1 (siehe Abschnitt 3.4.). Antiserum: V. mauritanica
deserti, Antigen: V. m. mauritanica. Abszisse:
Verdiinnungsstufen 1-7 ( die Ausgangsmenge von ca. 25 ug
Albumin wurde in 7 Stufen geometrisch auf ca. 0.4 ug

Albumin verdiinnt, siehe Abschnitt 3.3.5.), oOrdinate:
Extinktion.
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Abb. 34. Mathematisch ermittelte Prdzipitationskurve des

Typs 2 (siehe Abschnitt 3.4.). Antiserum: V. palaestinae,
Antigen: V. russelli siamensis. Sonst wie Abb. 33.
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Abb. 35. Mathematisch ermittelte Prézipitationskurve des
(siehe Abschnitt 3.4.). Antiserum: P. p. persicus,
33.

Typs 3
Antigen: V. 1. lebetina. Sonst wie Abb.
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Bei der Sichtung der graphisch und mathematisch ermittelten
Kurven wurden drei Typen unterschieden:

- Typ 1: Diese Kurven zeigten die typische eingipflige

Charkteristik und wurden bedingungslos akzeptiert (Abb.
30., 33.).

= Typ 2: Bei diesen Kurven lag der Aquivalenzpunkt dicht an
der Grenze des erfaBten Bereichs und konnte somit nicht
mit groBer Genauigkeit und Sicherheit bestimmt werden.
Kurven dieses Typs wurden nur unter Vorbehalten, die

weiter unten ausfiihrlich diskutiert werden, akzeptiert
(Abb. 31., 34.).

- Typ 3: Hier handelte es sich um Kurven mit einer durchweg
schlechten Charakteristik, die keinen oder mehrere Peaks
aufwiesen (Abb. 32., 35.). Derartige Kurven wurden ver-

worfen und fanden in der weiteren Auswertung keine Be-
ricksichtigung mehr.

Insgesamt wurden 634 Kquivalenzpunktbestimmungen (je 317
graphische und mathematische) durchgefiihrt. Davon geh&rten
56 Kurven bzw. 8.8% dem Typ 2 an (graphisch 18 bzw. 5.7%;
mathematisch 38 Kurven bzw. 12.0%). Dem Typ 3 muBten insge-
samt 24 Kurven bzw. 3.8% zugerechnet werden.

3.5. Homologenkorrektur

Die Werte der Homologen sind von groBer Wichtigkeit, um die
relative Reaktion der heterologen Tests,‘ und somit die
immunologische Distanz, zu bestimmen. Besonders bei der
Homologenmessung ist eine besondere Sicherheit der ermit-
telten Werte von evidenter Bedeutung, da sich hier gemachte

Fehler prozentual auf den gesamten Test auswirken kdnnen.

Nach der Bestimmung der Aquivalenzpunkte stellte sich her-
aus, daB nicht alle homologen Tests brauchbar waren. Einige
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der erhaltenen Kurven entsprachen den Typen 2 und 3 aus Ab-
schnitt 3.4. und erschienen aus diesem Grund als Homologe
ungeeignet. In wenigen anderen Fdllen war die Reaktion im
Vergleich zu den Heterologen offensichtlich bei weitem zu
hoch oder zu niedrig , was lediglich mit dem Unbrauchbar-

werden des homologen Albumins in der verwendeten Probe zu
erkldren ist.

Trotzdem sollten die betroffenen gesamten Tests nicht ins-
gesamt verworfen werden, da dies eine bedeutende Ver-
ringerung der Gesamtzahl an Einzelversuchen (n) Dbedeutet
hdtte. Die statistischen und sonstigen n-abhingigen Berech-

nungen wirden durch solches Vorgehen ein erhebliches Maf an
Aussagekraft einbliBen.

Bei der Auswertung der Aquivalenzwerte ist die Unterschei-
dung 1in graphisch und mathematisch ermittelte "Peaks"
(siehe Abschnitt 3.4.) zu beachten. So existieren fiir jeden
Test je eine der oben genannten Auswertungen und sonmit zwei
unabhdngig ermittelte Aquivalenzpunkte. Es konnte in
seltenen F&llen durchaus vorkommen, daB mit einer der
beiden Methoden die Aquivalenzpunktermittlung reibungslos
verlief, wdhrend man mit der anderen Methode auf Schwierig-

keiten stieB und der Homologe per Korrekturmethode gefunden
werde muBte.

Nachfolgend sind die korrekturbediirftigen Fdlle aufgefiihrt
(die angegebenen Test-Nummern beziehen sich auf die Test-
nummerierung der im Anhang befindlichen Tabelle Al.):

Anti- V. xanthina: Fiir den 1. und 2. Test wurde sowohl fiir
die graphisch als auch filir die mathematisch ermittelten
Peaks der Homologe durch einen AuBengruppen-Vergleich mit
Echis korrigiert, d.h. die ermittelten immunologischen
Distanzen (siehe Abschnitt 3.6.) vom Homologen zur AuRen-
gruppe wurden filir solche Tests {libernommen, bei denen der

Aquivalenzpunkt des Homologen nicht eindeutig bestimmbar
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war. So korrigierte Homologe wurden dann auf den gesamten
Test angewendet.

Anti- V. r. raddei: Die Homologen der Tests 1 und 2 wurden
nach dem Vergleich mit V. raddei kurdistanica-Werten aus

anderen Tests ermittelt. Dies gilt fiir die graphische und
mathematische Auswertung.

Anti- P. p. persicus: Bei diesem Antiserum wurde Test Nr. 4
der graphischen Auswertung nach der Echis-AuBengruppe, Test
Nr. 4 der mathematischen Auswertung nach P. persicus fieldi
und Test Nr. 1 der graphischen Auswertung nach V.
palaestinae korrigiert.

Insgesamt wurden 54 Testauswertungen (je 27 graphisch und
mathematisch) vorgenommen. Davon muBte in 11 Fillen (20.4%)
der Homologe korrigiert werden.

3.6. Berechnung der immunologischen Distanzen

Die immunologischen Distanzwerte (IDs) wurden nach folgen-
der Formel berechnet (JOGER 1984):

E
heterolo
ID = 100 - ( 100 g

E homolog
wobei E = gemessene Extinktion.

So ermittelte IDs sind ein MaB der prozentualen Differenz
der immunologischen Reaktion eines heterologen Albumins
relativ zum homologen Albunin.
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3.7. Statistische Behandlung der Daten und AusschluB
ungeeigneter Werte

Zundchst wurde das gewonnene Datenmaterial auf das
Kriterium ID < 0 Uberpriift, d.h. auf IDs, die im Test eine
hShere Reaktion zeigten als der Homologe. Dieses Kriterium

traf auf 32 IDs (5.0%) zu. Die betreffenden Werte wurden
eliminiert.

Existierten fiir ein Taxon pro Antiserum mindestens zwei ge-
messene IDs, so wurde gepriift, ob einer der Werte mehr als
7.5% (absolute Reaktion) vom ndchsten Wert abwich (HERRMANN
et al. 1987). Wurde diese Toleranz iiberschritten und
handelte es sich bei der zum entsprechenden ID gehdrenden
Kurve um eine vom Typ 2 (Abschnitt 3.4.), so wurde dieser
Wert ebenfalls ausgeschieden. Insgesamt lagen 22 IDs bzw.
3.5% auBerhalb der 7.5%-Toleranz, wovon 8 bzw. 1.3% denm
Kurventyp 2 entsprachen und ausgeschieden wurden.

Nun wurde fiir jedes Antiserum und jedes Albumin Mittelwert
(%), Standardabweichung (s), Varianz (52) und, falls minde-
stens 3 IDs vorhanden waren, der Median (X¥) nach SACHS
(1984) bestimmt.

War s2 > 25.0 wurden die zugrundeliegenden IDs auf das Vor-

kommen von Kurventyp 2 kontrolliert und diese 1IDs ge-
gebenenfalls ausgeschieden. Entsprachen alle in Frage
stehenden Kurven dem Typ 2, so konnte nicht entschieden
werden, welcher Wert der Realiti#t am nichsten kommt. In
diesem Fall wurden alle Werte beibehalten. Nach der Heraus-
nahme von Einzelwerten erfolgte die Neuberechnung der sta-
tistischen Werte. Stellte sich nach der Berechnung heraus,
daB s2 Zu, statt abgenommen hatte, und sich eine Ver-
schlechterung der Ausgangssituation ergab, wurde die an-
fdngliche Varianz akzeptiert.

Der Median eignet sich nach SACHS besonders dazu, bei
kleinen Stichproben (hier n = 1-5) zu priifen, ob das geome-
trische Mittel X unverhdltnismifig stark durch "AusreiBer"
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beeinfluft wird. Zur Ermittlung des Medians wurden die
Werte ihrer GréBe entsprechend aneinandergereiht. Bestand
die Reihe aus einer ungeraden Zahl von Einzelwerten, so
entsprach der mittlere dem Medianwert. War eine gerade Zahl
an Einzelwerten an der Reihe beteiligt, wurde der Median

mit den beiden mittleren Werte und der Formel X = %(xl+x2)
berechnet.

Nach dem Vergleich von %X und % ergab sich die Einteilung
der Ergebnisse in 3 Klassen:

A. |%-%| < 2.0
X und ¥ entsprachen sich weitgehend. Die Einzelwerte
schienen anndhernd normal verteilt und wurden fiir die
weiteren Berechnungen akzeptiert.

B. 2.0 < |%-%| < 5.0
Fdlle, bei denen sich die Differenz im obigen Rahmen
befand, indizierten eine leicht "schiefe" Verteilung.
Die beteiligten Werte wurden auf eventuell zugrunde-

liegende Kurven vom Typ 2 gepriift, diese ausgeschieden
und X sowie ¥ neu berechnet.

C. |x-%| = 5.0
Hier handelte es sich um eine ausgesprochen asymmetri-
sche Verteilﬁng der Einzelwerte. Es wurden beide
Extremwerte (d.h. kleinster und gréBter Wert) ge-
strichen und X sowie ¥ neu berechnet.

Insgesamt wurde der Median in 65 Fillen bestimmt. Davon
traf in einem Fall (1.5%) das B-Kriterium und in 4 F&llen
(6.2%) das C-Kriterium zu.

Ein Fall entsprach nach durchgefiihrter Korrektur immer noch
dem Kriterium B, so daB, um wenigstens eine kleine An-
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passung des Mittelwertes an die asymmetrische Verteilung
der Einzelwerte zu erreichen, X und X gemittelt wurden.

Im folgenden wurde die Ubereinstimmung der Ergebnisse der
graphischen und mathematischen Bestimmung des Aquivalenz-
punktes (Abschnitt 3.4.) Uberpriift. Dies geschah durch eine
Korrelationsanalyse nach SACHS. Zur Berechnung des
Korrelationskoeffizienten gebrauchte ich folgende Formel:

1

Xy = -(Zx) (Zy)
n

1 1
J/[zxz - —(zx)?][2y? - -(3y) 2]
n n

Der errechnete Korrelationskoeffizient betridgt r = 0.95 und
ist hochsignifikant.

Alsdann wurden graphisch und mathematisch gewonnene Ergeb-
nisse zusammengefaBt, indem fiir jedes Wertepaar X, s und s2
bestimmt wurden.

Wiederum wurde auf s » 25.0 geprift und gegebenenfalls wie
oben beschrieben "Kurventyp 2-Daten" ausgeschieden. In 14
Fdllen (10.9%) war die Varianz > 25.0.

3.8. Reziprozitdt der immunologischen Daten

Vergleicht man die mit einem Antiserum A zu Albumin B ge-
messene immunologische Distanz und, reziprok dazu, die mit
einem Antiserum B zu Albumin A gemessene immunologische
Distanz, so sollten sich die Werte theoretisch entsprechen.
In der Praxis kann man beobachten, daB eine vollstidndige
Reziprozitdt nicht gegeben ist (MAXSON & WILSON 1975,
SARICH UND CRONIN 1976, CADLE 1988). Diese "Nicht-Rezipro-
zitdt" hat zwei Griinde.

Zum einen verdeutlicht sie das "Rauschen", d.h. den metho-

dischen Fehler, der einer bestimmten immunologischen
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Methode zu eigen ist. Durch "Rauschen " verursachte "Nicht-
Reziprozitdt" sollte zufillig verteilt sein.

Zum anderen kann die unterschiedliche Stirke der Immunant-
wort der verwendeten Kaninchen verantwortlich sein. Die
unterschiedliche Differenzierungsfihigkeit der Antiseren
kann dazu fiihren, daB Antiserum A verglichen mit Antiserun
B relativ hdhere Distanzen liefert. Durch diesen Umstand
bedingte "Nicht-Reziprozit#t" tritt nicht zufallsverteilt
auf, sondern ist mit bestimmten Antiseren korreliert.

Um die Abweichung der IDs von der perfekten Reziprozitit
quantitativ zu erfassen, wurde die "prozentuale Standardab-
weichung der Reziprozitit" (%s rezi) hach MAXSON & WILSON
(1975) und die "percent nonreciprocity™ nach SARICH &
CRONIN (1976) verwendet:

/1 (ai - bi)loo
- - 2
¥S rezi = 3 [ ]

1=1
n ai+bl

IDya-B — IDgp-n

"% nonreciprocity"™ = 100
IDyp-p + IDyp-n

wobei: - a bzw. IDaA—B ¢ ID von B nach A unter Verwendung
von Antiserum A

- b bzw. IDyg-a ¢ ID von A nach B unter Verwendung
von Antiserum B

- n : Anzahl der getesteten "Albumin-Paare".




59

3.9. Korrektur nichtzufdlliger Abweichungen
("nonrandom elements")

SARICH & CRONIN (1976) beschreiben eine Methode zur Korrek-
tur der in Abschnitt 3.8. niher bezeichneten "nichtzu-

fdlligen Abweichungen" ("nonrandom elements") der rezipro-
ken Matrix.

Zundchst werden die Spalten- und Zeilensummen der Matrix
gebildet (Anhang, Tab. A2.). Dann erfolgt die Berechnung
der Zeilensumme/Spaltensumme-Indizes (Anhang, Tab. A2.).
Diese Indizes sind ein MaB fiir die unterschiedliche
Reaktionfdhigkeit der verschieden Antiseren. Nun werden die
Werte des Antiserums, dessen Index am weitesten von 1.0 ab-
weicht mit diesem Index multipliziert. AnschlieBend wird
das Verfahren erneut durchgefihrt und solange wiederholt,
bis alle Indizes den Wert 1.0 haben und die unterschied-

liche Differenzierungsfdhigkeit der Antiseren angeglichen
ist.

Bei diesem Vorgehen ist zu beachten, daB bei sp&teren
Interpretationen auch die unidirektionalen Werte (d.h.
Werte, die mit Albuminen ermittelt wurden, gegen die kein
spezifisches Antiserum vorlag) mit den Indizes der ent-

sprechenden Antiseren zu korrigieren sind.
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3.10. Test auf unterschiedliche Evolutionsgeschwindigkeiten
("relative rate test")

Um eine Vorstellung der relativen Evolutionsgeschwindigkeit
des Albumins bestimmter Taxa zu erlangen und gegebenenfalls
Albumine mit verlangsamter oder beschleunigter Substitu-
tionsrate zu erkennen und nicht aufgrund dieser Tatsache zu
falschen phylogenetischen SchluBfolgerungen 2zu Xommen,
fiihrten SARICH & WILSON (1967) den Test auf unterschied-
liche Evolutionsgeschwindigkeiten ("relative rate test")
ein (Abb. 36.).

a b
20 A 20 A
5 5 B 5
; 10 C 15
X
A B C X
A 0
B 25 0
C 35 20 0
Xy+25 y+10 y+10 0
Abb. 36. Beispiel eines Tests auf unterschiedliche
Albuminevolutionsraten (aus CADLE 1988). Die zugrunde

liegenden Distanzen sind unten in der Matrix aufgefiihrt.
Ermittelt man die Beziehungen der Albumine A, B und C, ochne
die Distanzen zur AuBengruppe X zu berlicksichtigen, ergibt
sich das in 36b dargestellte Verzweigunsschema. Bezieht man
aber die jeweiligen Distanzen zur AuBengruppe X in die
Auswertung mit ein, so stellt man fest, daB sich das
Albumin A seit der Trennung vom letzten gemeinsamen
Vorfahren um 15 Distanzeinheiten schneller entwickelt hat
als die Albumine B und C. Unter Berlicksichtigung der
unterschiedlichen Evolutionsraten gelangt man nun zum in
36a dargestellten realistischeren Verzweigungsschema.

|
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Fir die Durchfiihrung des Tests wurde Echis als AuBengruppe

zur Gruppe der paldarktischen GroBvipern ausgewidhlt.

Es wurde der Mittelwert aus allen Echis-IDs der heterologen
Antiseren berechnet. Ebenso wurde reziprok dazu fiir das
Anti-Echis-Serum verfahren. Die beiden resultierenden Werte
wurden gemittelt.

Beim Innengruppe-AuBengruppe-Vergleich des ermittelten
AuBengruppe-ID und dem entsprechenden tatsdchlich ge-
messenen ID, konnten unterschiedliche Evolutionsraten er-—
kannt werden. Dies geschah durch die Berechnung der Diffe-
renz zwischen und durch die Ermittlung der Indizes aus ge-
messener und durchschnittlicher Distanz zur AuBengruppe.
Die Indizes dienten zur Korrektur der entsprechenden Anti-
gen- und Antiserenwerte (siehe Abschnitt 4.1.2.2. und
4.1.2.3.).

3.11. Stammbaumrekonstruktion

Zur Zelit oft verwendete Methoden zur Erstellung von
Dendrogrammen, die auf Distanzenwerten basieren, sind die-
jenigen von FITCH & MARGOLIASH (1967) und FARRIS (1972,
"distance Wagner procedure"). Sie beruhen auf dem Prinzip
der Additivitdt von Distanzwerten (WILSON et al. 1977).

Kriterium zur Beurteilung der Aussagekraft des Jjeweils er-
rechneten Dendrogrammes ist die Ubereinstimmung ("goodness
of fit") zwischen den gemessenen Distanzen ("input") und
den resultierenden, im Dendrogramm erscheinenden Distanzen
("output").

Der Fitch & Margoliash-Algorithmus versucht, das Dendro-
gramm zu finden, welches die Summe entsprechend der Formel
(d-—d')z/d2 flir alle gemessenen IDs minimiert (d: "input"-
Wert, d': "output"-Wert). Der Farris-Algorithmus beschrinkt
sich auf Dendrogramme, bei denen d'> d gilt (FELSENSTEIN
1982).
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Aufgrund der unterschiedlichen Prinzipien der beiden
Methoden sollten anfangs beide verwendet werden. Leider
waren die bei CADLE (1988) zitierten Programme WAGPROC und
NETOPT (SWOFFORD 1982), die Modifikationen des Farris—-Algo-
rithmus darstellen, nicht erhidltlich (SWOFFORD, ©pers.
Mitt.).

Fitch & Margoliash-Dendrogramme wurden mit Hilfe des Pro-
grammes FITCH, enthalten im Programmpaket PHYLIP Version
3.1 (FELSENSTEIN 1988), erstellt. Echis wurde als Aufen-
gruppe verwendet. Negative Astldngen wurden per Option
unterbunden. Die erstellten Dendrogramme besaBen keine
"Wurzel" ("unrooted"), d.h. fiir die jeweils erste Verzwei-
gung eines Dendrogrammes kann nur die Distanz zwischen den
beiden Taxa errechnet werden und nicht die Distanz bzw.
Astldnge vom letzten gemeinsamen Vorfahren.

Da die resultierenden Dendrogramme nicht unabhdngig von der
Reihenfolge der eingegebenen Taxa sind, wurden insgesamt 11
voneinander unabhdngige Berechnungen, mnit zufdllig ge-
fundener Eingabereihenfolge der Taxa, durchgefiihrt.

Als MaB fir die Eingabe-Ausgabe-Ubereinstimmung ("goodness
of fit"-Parameter) wurde in den die reziproken Distanzen
betreffenden Fdllen die "average percent standard
deviation" (APSD) nach FITCH & MARGOLIASH bestimmt. Das
Programm FITCH berechnet diesen Wert mit folgender Formel:

A (dj4-dg4)?
2
dij
APSD = 100
n-2
wobei: - dij : gemessener ID zwischen Taxon i und Taxon j

- d'ij: erhaltener ID zwischen Taxon i und Taxon j
- n ¢ Anzahl der IDs.
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Als weiteres MaB fiir die Eingabe-Ausgabe-Ubereinstimmung
wurde der F-Wert nach PRAGER & WILSON (1976) berechnet:

s|dg4-d' g5

Zdij

F = 100

FITCH akzeptiert zur Dendrogrammberechnung nur vollst&d@ndige
Matrizen, d.h. Dendrogramme konnten mit FITCH nur fir die-
jenigen Taxa erstellt werden, fiir die eine vollstdndige
reziproke Matrix vorhanden war.

Um die Taxa, filir die lediglich unidirektionale Werte (siehe
Abschnitt 3.9.) existierten, ebenfalls in das Dendrogramm
einfiigen zu kénnen, wurde die Methode von BEVERLEY & WILSON
(1982) benutzt. Dabei wurde ein Fitch & Margoliash-Dendro-
gramm als Rahmen ("framework tree") verwendet, in den
einige "unidirektionale" Taxa sukkzesiv eingefligt wurden.
Dafiir wurde jedes "unidirektionale" Taxon an potentiell
mdéglichen Verzweigungsstellen eingefligt und fiir jeden da-
durch erhalten neuen Baum der F-Wert berechnet. Die ent-
giiltige Bestimmung des Abzweiges der entsprechenden Taxa
erfolgte nicht ausschlieBlich nach dem gilinstigsten F-Wert,
sondern orientierte sich teilweise auch an den konventio-
nell erworbenen Ergebnissen von GROOMBRIDGE (1980) (siehe
oben, Abb. 1.).

Alle in diesem Abschnitt bisher beschriebenen Methoden
setzen keine konstante Evolutionsrate voraus.

Alternativ dazu wurden Dendrogramme unter Verwendung aller
(reziproker und unidirektionaler) IDs mit hierarchischen
Clusteranalysen erstellt (JOGER 1986, JOGER & ARANO 1987
und HERRMANN et al. 1987). Hierbei wurden jeweils Taxa mit
den niedrigsten 1IDs zueinander zusammengefaft wund im
weiteren Verlauf unter Verwendung der ID-Mittelwerte als
Einheit betrachtet.
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Bei diesem Verfahren wird eine Kkonstante Evolutionsrate
vorausgesetzt. Bel nicht-konstanter Evolutionsrate miissen
die 1IDs daher entsprechend korrigiert werden ("relative
rate test", siehe Abschnitt 3.10.).

3.12. Eichung der Zeitskala und Berechnung der

Isolationszeiten

Die Eichung der Zeitskala filir ein ermitteltes Dendrogramm
kann durch bekannte Fossilien oder markante historisch-geo-
logische Ereignisse (z.B. Trennung von Landmassen, Ent-
stehung von Landverbindungen, Auffaltung von Gebirgen,
etc.) geschehen (z.B. JOGER 1984). Diese Weise der Zeit-
skalierung birgt keine Probleme, solange die immunologi-
schen Distanzen und somit die Evolutionsgeschwindigkeit auf
den verschiedenen Asten des Dendrogrammes anndhernd gleich
sind. Weichen die Evolutionsraten aber deutlich voneinander
ab, so fiihrt die oben beschriebene Skalierung nicht zu be-
friedigenden Ergebnissen.

LUTZ et al. (1986) schlagen eine Methode zur Berechnung der
Isolationszeiten bei ungleichméfigen Evolutionsraten vor.
Dabei wird =zundchst der Durchschnittsabstand (&) eines
"letzten gemeinsamen Vorfahres" (LGV) 2zu dessen unter-

suchten rezenten Nachfahren ermittelt.

X
d =
Ztrel
wobei: x: Distanzen der Nachfahren vom LGV
tr eyt relative Zeit bezogen auf das ndchstdltere

Zeitniveau.

Dann wird das Verh&ltnis (Q) zweier Zeiten t; / t,, von
denen eine aufgrund anderer Quellen (siehe oben) bekannt

ist, berechnet.
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¢

¢ + r

wobei: r: Lange des im Dendrogramm nichsten nach unten
fihrenden Astes.

Ist Q ermittelt, kann man mit der Gleichung t; = Q*t, die
unbekannte Zeit t; bzw. t, ausrechnen, wenn die jeweils
andere Zeit t, bzw. t, bekannt ist.

Dieses Verfahren der Ermittlung der Isolationszeiten wurde
fir das Fitch & Margoliash-Dendrogramm der reziproken
Matrix wund das nachtridglich eingefiigte Taxon V. 1.
schweizeri durchgefiihrt. Fiir alle anderen Dendrogramme
wurde die anfangs beschriebene Methode verwendet.

3.13. Methodenkritik

Konventionell erstellte, z.B. auf Pholidosemerkmalen
(Schuppenzahlen) basierende Phylogenien sind jederzeit re-
produzierbar. Die Reproduzierbarkeit serologischer Ergeb-
nisse ist allerdings nur mit den unten genannten Einschrin-
kungen gegeben (siehe auch JOGER 1984, S. 169).

Hauptfehlerquellen bei der Durchfiilhrung der Pridzipitintests
waren Pipettierfehler bei der Erstellung geometrischer Ver-
dlinnungsreihen und bei den diversen Waschvorgidngen. Beim
Pipettieren auftretende UnregelmiBigkeiten wurden notiert
und der entsprechende Ansatz gegebenenfalls bei der Aus-
wertung verworfen. Zukiinftig sollten Techniken gefunden

werden, die diese "mechanischen" Fehler verringern.

Unterschiedliche Differenzierungsfihigkeit einzelner Anti-
seren wurde durch die Vereinigung ("poolen") von jeweils
zwel entsprechenden Antiseren vermindert. Immer noch vor-
handene Unterschiede in der Differenzierungsfihigkeit der
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Antiseren konnten durch die von SARICH & CRONIN (1976) be-
schriebene Korrekturmethode (Abschnitt 3.9.) angeglichen
werden. JOGER (1990a) empfiehlt, nicht die bisher oft ver-
wendeten linearen Korrekturfaktoren zu gebrauchen, sondern
proportional wirkende Korrekturformeln einzusetzten. Diese
Korrekturformeln sollen dem realen Reaktionsverhalten der
Antiseren besser angepaBfBt sein, da die Reaktion bei
niedrigen Distanzen relativ gréBer ist als bei hohen
Distanzen. Obwohl 1lineare Korrekturfaktoren eingesetzt
werden, liegt der Vorteil der Sarich & Cronin-Methode in
der iterativen Angleichung aller Antiseren zueinander. In
Zukunft sollte die Verwendung dieser iterativen Anpassung

aller Antiseren mit proportionalen Korrekturformeln geprift
werden.

JOGER (1990a) fiihrt in seiner Arbeit eine weitere Korrektur
fir multiple Substitutionen durch. Die 2zur Korrektur
bendtigten Werte ermittelte er durch den Vergleich der
Aminosduresequenzen von Human- und Rinderserumalbumin. Es
ergaben sich Faktoren von z.B. 1.02 fiir 20 % Distanz, 1.09
fir 50 % Distanz und 1.19 fiir 90 % Distanz. Die Korrektur
der multiplen Substitutionen ist besonders bei hohen
Distanzen erforderlich.

Ein weiterer Kritikpunkt sind Schwierigkeiten bei der
zeichnerischen Bestimmung der Aquivalenzpunkte (JOGER
1984). In der vorliegenden Arbeit sollte die Subjektivitédt
dieser Methode durch die zus#dtzliche Anwendung eines
Programmes, mit dessen Hilfe der Kurvenverlauf mathematisch
bestimmt wurde, ausgeglichen werden. Doppelt angesetzte
Verdiinnungsstufen muBten allerdings vor Eingabe zur Ver-
rechnung gemittelt werden, was im Einzelfall durchaus einen
Verlust von Information bedeuten konnte.

GrdBter Mangel bei der Durchfiihrung der Tests auf unter-
schiedliche Evolutionsraten (Abschnitt 3.10.) war das
Fehlen der meisten "unidirektionalen" Taxa im AuBengruppen-
Vergleich. Dies hatte zur Folge, daB zwar diejenigen Taxa,

gegen deren Albumin Antiseren verfiigbar waren, per 'rate
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test" sowohl in Form des Antiserums als auch des Antigens
(in der Matrix Zeile und Spalte !) an die durchschnittliche
Rate angepaBt werden konnten, die "unidirektionalen" Taxa
aber nicht. Daraus resultierte eine semikorrigierte, uni-
direktionale Werte einschlieBende Matrix, die akzeptiert
werden mubBte.

Die verschiedenen Methoden der Stammbaumrekonstruktion sind
aus theoretischen Griinden Gegenstand kontroverser Diskus-
sionen (FARRIS 1981, FELSENSTEIN 1981, SWOFFORD 1981).

Bei hierarchischen Clusteranalysen werden konstante
Evolutionsraten vorausgesetzt. Dies entspricht in manchen
Fdllen den Eingabe-Daten nur sehr schlecht und stellt dann
eine sehr starke Vereinfachung dar. Ausgeglichen wird dies
durch die Korrektur unterschiedlicher Evolutionsgeschwin-
digkeiten (siehe Abschnitt 3.10.).

Die alternativ dazu verwendete Fitch & Margoliash-Methode
erzeugt eine méglichst gut an die Eingabewerte ("input")
angepafte Ausgabe ("output") (vgl. Abschnitt 3.11.). Aller-
dings hat auch diese Methode Schwdchen indem sie u.a.
relativ h&dufig negative Astldngen im Dendrogramm erzeugt.
In dem von FELSENSTEIN (1988) entwickelten Programm FITCH
sind negative Aste optional vermeidbar. Manche Autoren
(z.B. FARRIS 1981) lehnen s&dmtliche z.Z. bekannte Distanz-
methoden ("distance matrix methods") aufgrund manchmal auf-
tretender nichtmetrischer Distanzen ("triangle inequality",
siehe Abschnitt 4.3.) und negativer Astlédngen fiir immunolo-
gische Distanzen ab. FELSENSTEIN (1982, 1984) argumentiert
degegen, indem er FARRIS' Bedenken als von rein &stheti-
scher Natur zuriickweist.

Sollen 20 Taxa mit der Fitch & Margoliash-Methode unter-
sucht werden, so sind nach FELSENSTEIN (1978) 2.2 x 1029
verschiedene Biume méglich. Um den Baum der besten Uberein-
stimmung mit dem “"input" zu finden, miiBten theoretisch
sdmtliche pendrogramme generiert werden. Dies erscheint

selbst unter Verwendung leistungsfdhiger Computer aus-
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sichtslos. Tatsdchlich werden im Rahmen der meisten
Arbeiten bis zu ca. 100 verschiedene Biume erzeugt, unter
denen derjenige mit dem besten "goodness of fit"-Wert aus-
gewdhlt wird. Praktisch zeigt sich, daB selbst bei dieser
relativ geringen Anzahl erzeugter Dendrogramme fiir die
meisten der zugrunde liegenden Distanzmatrizen brauchbare
Ndherungen zum "Optimalbaum" gefunden werden k&nnen.

CADLE (1988) d&duBert sich 2zum Problem der verschiedenen
Methoden der Stammbaumrekonstruktion wie folgt: "Until we
have methods of testing alternative trees statistically, an
eclectic approach would seem to be a rational one". SARICH
& CRONIN (1976) meinen "... any analysis of an actual data
set must take cognizance of the uncertainties introduced by
parallelisms, convergences, back mutations, and
particularly the already discussed vagaries of immunology.
Thus perfect additivity becomes impossible and any
cladistic solutions become approximations." und %... the
dgeneral question of how <closely these cladograms
approximate what actually happened cannot be answered
directly, that is, by checking it against what actually
happened. We do not know what actually happened; if we did,
there would be little, if any, point in doing the molecular
studies. We are then left with three indirect checks on the
reliability of the cladograms." Diese drei Tests werden
durch (1) das "goodness of fit"-Kriterium, (2) durch den
Vergleich mit auf anderen Molekiilen basierenden Dendro-
grammen und (3) durch den Vergleich mit konventionell er-
worbenen Vorstellungen zur Phylogenie der untersuchten
Gruppe geliefert. .

Die im Rahmen dieser Arbeit ebenfalls angefertigten Elek-
tropherogramme wurden lediglich zur Absicherung von immuno-
logischen Ergebnissen auf dem Unterart/Art-Niveau benutzt.
Die Homologisierung einzelner Proteinbanden war mit Aus-
nahme des Albumins nicht eindeutig mdglich. Die Auswertung
des Proteinbandenmusters erfolgte ausschlieBlich im aus-

sagekrdftigen anodischen Bereich unter Verwendung des
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Kriteriums Bande vorhanden / Bande nicht vorhanden (JOGER
1984) .
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4. Ergebnisse
4.1. Immunologische Ergebnisse

4.1.1. Immunologische Distanzen

Nachfolgend soll die Auswertung der immunologischen Distan-
zen (IDs) der untersuchten Albumine aus Tab. 5. dargestellt

werden. Dies geschieht von den jeweiligen Antiseren ausge-
hend.

Tabelle 4. Auflistung der in nachfolgenden Tabellen
verwendeten Abklirzungen von Art- und Unterartnamen.

Name _ Abkilirzung
Eristicophis macmahoni Er
Pseudocerastes p. persicus Pp
P. p. fieldi v Pf
Vipera m. mauritanica - mm
V. m. deserti md
V. 1. lebetina 11
V. 1. obtusa lo
V. 1. schweizeri 1ls
V. 1. turanica 1t
V. palaestinae ' pa
V. r. russelli rr
V. r. siamensis rs
V. xanthina Xa
V. r. raddei ra
V. berus sachalinensis bs
V. nikolskii ni
V. a. aspis ‘ as
V. aspis atra aa
V. a. francisciredi af
- V. a. _hugyi ah
V. a. ammodytes ao
- V. a. meridionalis am
V. a. transcaucasiana at
Echis leucogaster _ El
E. pyramidum Ep
E. multisquamatus Em




Tabelle 5.
rumalbumine.
Mittelwertbildung ermittelte Werte sind unterstrichen.
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zu entnehmen.
Die Klammern

Gemessene (unkorrigierte) immunologische Distanzen der Se-

Die Abkilirzungen sind der Tab. 4. Durch

unfassen Gruppen, die flir die weitere Auswertung zusammengefafBt
wurden.
Antiseren:

xXa ra 11 nd pa Pp El
Albumine:
Xa 0 2. 17.5 17.4 16.5 8.1 56.0
ra 13.8 0 22.8 21.6 17.7 13.3 56.7
11 22.3 14.8 0 9.6 - 14.5 -~
1t - }22.1 - }16 6 2.2 10.0+ 6.8 -—- - +t10.1 --
lo 21.9 18.3 3.4 2.3 - 9.6 -
1ls - -— 11.5 5.4 27.5 6.2 66.0
md 29.6 31.3 23.5 0 17.9 7.4 68.2
mm - - - 7.6 - - -
pa 9.5 10.4 15.8 12.5 0 11.0 56.7
rr - 46.5744.1 ~—- 13.1112.9 24.9,27.1 16.8115.4 -
rs 32.8 41.6 18.2 12.6 29.2 14.0 -
Pp 23.5] 16.4 -- - - - 0 -
Pf 9.2 16.0 19.3 11.5 24.1 7.0 51.5
Er 39.6 19.8 45.3 21.8 36.6 10.1 69.6
bs 5.8+ 6. 1- - - - - -
ni 21.0 - - 28. 34 - 20.54 -
aa 35.0 21.8 - 36.7 - 26.0 -
af -— +23.0 =-- +16.9 -- 26.6 - 14.8 -
ah - 14.4 - 25.91-29.2 40.1 -— }19.8 55.9
ao 30.5 23.3 32.9 30.4 23.3 - -
am 22.6 - 17.3}19.3 30.3 -— r32.0 21.3 adad
at - - 19,3 7.6 27.9- 32.9 16.5- -
El - - 71.1 37.5 - 38.2 0]
Ep 44.1445.5 41.3]39.6 50.6}60.6 28.8}37.9 - - }32.1 -
Em 47.0 37.9 60.1 47.5 61.4 25.9 -
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4.1.1.1. Anti-Vipera xanthina-Albumin

V. raddei-Albumin zeigt einen Distanzwert von 13.8. Einen

noch geringeren Wert hat palaestinae mit 9.5.

Die Gattung Pseudocerastes weist mit ihren Dbeiden
Unterarten persicus und fieldi eine hohe Variabilitdt (23.5
bzw. 9.8, Mittelwert 16.4) auf. Gefolgt werden diese Arten
von den lebetina-Unterarten und der V. berus-aspis-
ammodytes—-Gruppe mit 22.1 bzw. 23.0. In der letztgenannten
Gruppe f&dllt der unwahrscheinlich niedrige Wert von V.

berus sachalinensis (5.8) auf. V. mauritanica deserti ist

29.6 und V. russelli siamensis 32.8 weit vom Homologen
entfernt.

Erwartungsgemd® weist die AuBengruppe Echis mit 45.5 den
héchsten ID auf.

4.1.1.2. Anti-Vipera r. raddei-Albumin

Stdrkste Prédzipitation relativ zum Homologen zeigt hier
xanthina mit einer Distanz von nur 2.8. Auch bei diesem
Antiserum liegt palaestinae mit 10.4 relativ nahe beim
Homologen. Mit durchschnittlichen IDs von 16.6 respektive
16.9 folgen die lebetina-Unterarten und die Vertreter der
V. berus-aspis-ammodytes-Gruppe. Anschliefend rangieren

Pseudocerastes mit 16.0, Eristicophis mit 19.8 ’
mauritanica mit 31.3 und die Echis-Arten mit 39.6.

Erstaunlicherweise weist russelli mit einem Durchschnitts-
wert von 44.1 eine hdhere Distanz zum Homologen auf, als

die AuBengruppe Echis.
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4,1.1.3. Anti-Vipera 1. lebetina-Albumin

ErwartungsgemdB rangieren die Unterarten turanica und
obtusa mit 2.2 bzw. 3.4 dicht hinter der Nominatform
lebetina.

Bemerkenswert ist die relativ hohe Distanz der Inselform
schweizeri mit 11.5.

Auch hier erscheint palaestinae mit 15.8 rasch nach den

ndchstverwandten lebetina-Unterarten. Es folgen xanthina
mit 17.6, russelli mit 18.2, Pseudocerastes mit 19.3 , die
getesteten Unterarten von V. ammodytes, hier als einzige

Vertreter der V. berus-aspis-ammodytes-Gruppe, nit einen
Mittelwert von ebenfalls 19.3 sowie raddei mit 22.8.

Unerwartet hoch ist der ID von mauritanica mit 23.5.

Weit vom Homologen entfernt befinden sich Eristicophis
(45.3) und die AuBengruppe Echis (60.6).

4.1.1.4. Anti-Vipera mauritanica deserti-Albumin

Der Mittelwert der lebetina-Unterarten und der m.

mauritanica Wert zeigen mit 6.8 respektive 7.6 eine nur

geringe Distanz zu mauritanica deserti.

Als nichste folgen die Taxa Pseudocerastes mit 11.5,
palaestinae mit 12.5 und russelli mit 12.9. V. xanthina und

raddei weisen Entfernungen von 17.4 bzw. 21.6 auf.
Eristicophis schlieft sich mit 21.8 an.

Etwas weiter entfernt liegen die Werte der V. berus-aspis-

ammodytes-Gruppe mit 29.2.

Die AuBengruppe Echis folgt wiederum als am weitesten

entfernte Form mit 37.9.
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4,1.1.5. Anti-Vipera palaestinae-Albumin

Hier weist der Homologe eine relativ hohe Distanz zu den
ndchstfolgenden Werten auf. Diese sind xanthina und raddei
mit 16.5 bzw. 17.7. Sehr dicht folgt mauritanica mit 17.9.

Die ndchste Gruppe wird von Pseudocerastes mit 24.1,
russelli mit 27.1 und lebetina schweizeri mit 27.5
gebildet.

Die Kleinvipern der berus-aspis-ammodytes-Gruppe weisen
eine Distanz von 32.0 auf, gefolgt von Eristicophis mit
36.6.

Echis hat mit 61.4 den hdchsten ID auch dieses Antiserums.
4.1.1.6. Anti-Pseudocerastes p. persicus-Albumin
Die andere Pseudocerastes-Unterart fieldi weist eine

Distanz wvon 7.0 auf, dicht gefolgt von V. mauritanica
deserti mit 7.4 und V. xanthina mit 8.1.

Die ndchste Gruppe bilden V. lebetina und Eristicophis mit
jeweils 10.1, V. palaestinae mit 11.0, V. raddei mit 13.3
und V. russelli mit 15.4.

Etwas weiter entfernt liegt die Kleinvipern-Gruppe mit
19.8.

Echis hat einen ID von 32.1.

4.1.1.7. Anti-Echis leucogaster-Albumin

Die niedrigste Distanz zur AuBengruppe Echis zeigt P. p.
fieldi mit 51.5.

Gefolgt wird dieses Taxon von einer Gruppe, die aus V.
aspis hugyi, V. xanthina, V. raddei und V. palaestinae
besteht und IDs zwischen 55.9 und 56.7 liefert.
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Die hochsten Distanzen werden von V. lebetina schweizeri,
V. mauritanica deserti und Eristicophis mit 66.0, 68.2 und
69.6 geliefert.

4.1.1.2. Diskussion der immunologischen Distanzen

Die ermittelten IDs entsprachen zu einem groBen Teil der
erwarteten hierarchischen Abstufung.

V. palaestinae war in heterologen Tests, mit Ausnahme des
AuBengruppen-Antiserums gegen das E. leucogaster-Albumin,

stets mit wenig unterschiedlichen relativ geringen

Distanzen vertreten. Im reziproken Anti-V. palaestinae-
Albumin-Vergleich zeigte sich allerdings eine 1leichte
Abstufung der heterologen Tests, bei denen die xanthina-
raddei-Gruppe palaestinae am ndchsten stehen.

V. berus sachalinensis zeigte in beiden getesteten Fdllen
eine verddchtig niedrige Reaktion. Dies ist mdglicherweise
auf Albuminartefakte in der Serumprobe zurilickzufiihren. Da
sie in beiden F&llen mit anderen IDs aus der V. berus-
aspis-ammodytes-Gruppe 2zu einem Mittelwert verrechnet
wurden, ist ihr EinfluBR auf den resultierenden Wert
vertretbar gering.

V. russelli zeigt beim Test gegen V. raddei-Antiserum eine

hdhere Distanz zum Homologen als die AuBengruppe Echis. Da
der russelli-Wert aus den Werten der Unterarten russelli
und siamensis ermittelt wurde und diese Kkeine grofe
Differenz aufweisen (siehe Tab. 5.), scheint der Mittelwert

gesichert. Allerdings zeigt Echis im Vergleich zu anderen

heterologen Tests beim V. raddei-Antiserum eine relativ
niedrige Distanz. Der hohe russelli-Wert kann sonit
lediglich als Indiz fir die relativ grofe
Unterschiedlichkeit von raddei- und russelli-Albuminen
gewertet werden.




Beim V. lebetina-Antiserum war die hohe Distanz zu

V.
mauritanica deserti auffdllig. Im Gegensatz dazu weist V

m. deserti im heterologen Test mit palaestinae~ und

Pseudocerastes-Antiserum auffallend niedrige Werte auf.

Fliir die weitere Auswertung wurden Taxa, die sowohl nach der
gingigen Klassifikation (siehe Abschnitt 1.1. und 1.2.),
als auch nach den gemessenen immunologischen Distanzen

Gruppen bilden, zusammengefaBt (in Tab. 5. durch Klammern
gekennzeichnet).

Tabelle 6. Matrix der reziproken immunologischen Distanzen.

Abklrzungen: Album.= Albumin, xanth.= xanthina, lebet.=
lebetina, mauri.= mauritanica, palae.= palaestinae, Pseud.=
Pseudocerastes.

Antiseren:

Album.: | xanth. raddei 1lebet. mauri. palae. Pseud. Echis

xanth. 0 2.6 17.5 17.4 16.5 8.1 56.0
raddei 13.8 0 22.8 21.6 17.7 13.3 56.7
lebet. 22.1 16.6 0 6.8 27.5 10.1 66.0
mauri. 29.6 31.3 23.5 0 17.9 7.4 68.2
palae. 9.5 10.4 15.8 12.5 0 11.0 56.7
Pseud. 16.4 16.0 19.3 11.5 24.1 0 51.5
Echis 45.5 39.6 60.6 37.9 61.4 25.9 0

Fir die Arten, gegen deren Albumin ein Antiserum produziert
worden war, und die in heterologen Tests gegen die
Antiseren der anderen Arten getestet wurden, wurde eine
Matrix der reziproken IDs erstellt (Tab. 6.). Aus dieser

Matrix wurden der % s -Wert und die % Nichtreziprozitdt

(siehe Abschnitt 3.8.)r2§;ittelt. Der % s rezi-Wert betrédgt
28.7, der & Nichtreziprozitidt-Wert 24.0. Eine Auswahl
bereits in der Literatur publizierter Werte ist Tab. 7. zu
entnehmen. Einschr&dnkend muB bemerkt werden, daR alle diese
Werte mittels Mikrokomplement-Fixierung gewonnen wurden.
Flir IDs, die mit dem gquantitativen Prizipitintest ermittelt
wurden, ist meines Wissens bisher kein vergleichbarer, alle
reziproken IDs erfassender Wert publiziert. Beim Vergleich
mit den Werten aus Tab. 7. zeigt sich, daB die hier
errechneten Werte deutlich {iber den dort angefiihrten

liegen, was z.T durch eine unterschiedliche Reaktivitidt und
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Fiir IDs, die mit dem quantitativen Prédzipitintest ermittelt
wurden, ist meines Wissens bisher kein vergleichbarer, alle
reziproken IDs erfassender Wert publiziert. Beim Vergleich
mit den Werten aus Tab. 7. zeigt sich, daB die hier
errechneten Werte deutlich {iber den dort angefiihrten
liegen, was z.T durch eine unterschiedliche Reaktivitdt und
Differenzierungsfihigkeit der Antiseren bedingt sein kann.
Wie grof der Anteil des "Methodenrauschens" an den
ermittelten % s [ ,i- und % Nichtreziprozitdt-wWerten ist,
kann erst nach der in Abschnitt 4.1.2. folgenden Korrektur
auf unterschiedliche Differenzierungsfahigkeit der
Antiseren und unterschiedliche Evolutionsraten der Albumine
festgestellt werden.

Tabelle 7. Auflistung einiger publizierter % s ,.,,i-Werte
und einiger % Nichtreziprozitdt-Werte filir unkorrigierte
immunologische Distanzen (siehe Abschnitt 3.8.). Die in den
Matrices enthaltenen immunologischen Distanzen wurden mit
der Mikrokomplement-Fixierungs-Methode gewonnen. (2):
basiert auf IDs, die mittels quantitativen Pr&dzipitintests
gewonnen wurden.

Literatur % S rezi % Nichtreziprozitat
CADLE 1984 10.4 8.9
CADLE 1988 - 9.0
CADLE & SARICH 1981 - 8.5
DAUGHTERY et al. 1982 15.0 -
DOWLING et al. 1983 10.2 -
HUTCHINSON & MAXSON 1987 15.9 ==
LUTZ et al. 1986 15.1 -
MAXSON 1981 9.0 -
MAXSON 1984 9.1 -
MAXSON et al. 1979 12.7 -
MAXSON et al. 1982 19.7 -
MAXSON et al. 1984 8.2 -
MAXSON & ROBERTS 1984 12.4 -
MAXSON & ROBERTS 1985 25.0 -
MAXSON & WAKE 1981 11.0 -
ROBERTS & MAXSON 1989 15.5 -
SARICH & CRONIN 1976 - 18.0

diese Arbeit 28.72 24.02
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4.1.2. Korrektur der immunologischen Distanzen

4.1.2.1. Korrektur der unterschiedlichen Differenzierungs-
fdhigkeit der Antiseren

Die bereits in Abschnitt 3.9. angedeutete unterschiedliche
Differenzierungsfihigkeit verschiedener Antiseren entsteht
dadurch, daB das Albumin des immunisierten Kaninchens u. U.
verschiedene Bereiche der Aminosduresequenz mit dem anti-
genen Albumin gemeinsam haben kann (SARICH & CRONIN 1976).

Bezeichnet man das Kaninchenalbumin mit C, das Antigen-
Albumin mit A und das zu testende Albumin mit B, so ist
leicht einzusehen, daf wenn A und C an einer Stelle die
gleiche Aminosiuresequenz aufweisen, keine Antikérper gegen
die entsprechenden Aminosduren gebildet werden (da sie vom
Kaninchenimmunsystem nicht als fremd erkannt werden) und
daher keine unterschiedliche immunologische Reaktion
zwischen A und B festgestellt werden kann, auch wenn B an
dieser Stelle von A abweicht. Differieren aber die Sequen-
zen von A und C an dem entsprechenden Abschnitt, so werden
Antikdrper gebildet und die Unterschiedlichkeit der beiden

Sequenzen ist immunologisch detektierbar.

Die Immunantwort der Kaninchen kann aber auch aufgrund
unterschiedlichen Vermdgens zur Bildung spezifischer Anti-

kdrper individuell variieren.

Um Nichtreziprozitdt, die auf derartigen Effekten beruht,
zu erkennen und zu korrigieren, wurde die in Abschnitt 3.9.
beschriebene Methode angewandt. Ausgehend von den in Tab.
6. dargestellten reziproken IDs, wurde die unterschiedliche
Differenzierungsfihigkeit der Antiseren in insgesant 15
Korrekturschritten aneinander angeglichen. Die vollstdndige
Darstellung dieses Verfahrens ist dem Anhang, Tab. A2. 2zu
entnehmen.

Durch die Multiplikation der in dieser Tabelle einzeln er-
mittelten Korrekturfaktoren erhielt man pro Antiserum einen
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Gesamtkorrekturfaktor (Verhdltnis der Spaltensummen aus
Tab. A2. vor und nach den durchgefiihrten Korrekturen) zur
Angleichung der unterschiedlichen Differenzierungsfdhig-
keit. Nachtrdglich wurden mit diesem Faktor auch die uni-
direktionalen IDs, die an der Ermittlung der Faktoren nicht
beteiligt waren, korrigiert (Tab. 8.).

Die Antiseren gegen die Albumine von V. xanthina, V. 1.

lebetina und E. leucogaster wiesen Gesamtkorrekturfaktoren

von 0.99 bzw. 1.00 auf, was fast keiner bzw. keiner
Korrektur gleichkan.

Das Anti-V. r. raddei-Albumin zeigte mit einem Faktor von

1.46 bereits eine deutliche Abweichung vom Idealwert 1.0.

Besonders stark angepaBt werden muBte das V. mauritanica

deserti- und P. p. persicus-Antiserum mit Korrekturfaktor

1.80 respektive 1.81. Die drei letztgenannten Antiseren
lieferten urspriinglich zu niedrige IDs.

Das einzige Antiserum, das zu hohe IDs lieferte , wurde
gegen das Albumin von V. palaestinae produziert. Die ent-
sprechenden IDs muBten hier mit dem Faktor 0.84 multipli-
zlert werden.

Der % s ~-Wert konnte durch diese Korrektur der

Differenzieijigéféhigkeit der Antisern auf 17.1 gesenkt
werden, die % Nichtreziprozitdt fiel auf 10.8 (siehe
4.1.1.8.). Durch diese Senkung der Werte wird nun der
tatsidchliche Umfang des "Methodenrauschen" (methodische

Schwankungsbreite bzw. Unsicherheitsbereich) erkennbar.
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Tabelle 8. Immunologische Distanzen der Serumalbumine nach der
Korrektur der unterschiedlichen Differenzierungsfihigkeit der
Antiseren. Die Gesamtkorrekturfaktoren (unterstrichen) wurden durch
Mhl?iplikation der im Anhang Tab. AZ2. aufgefiihrten Zeilen / Spalten-
Indizes ermittelt. Die Abkiirzungen sind Tab. 4. 2u entnehmen.

Antiseren:

Xa ra 11 md pa Pp El
Gesamtkorrekturfaktoren:

0.99 1.46 0.99 1.80 0.84 1.81 1.00
Albumine:

xa O 3.8 17.3 31.3 13.9 14.1 56.0
ra 13.7 0 22.6 38.9 14.9 24.1 56.7
11 22.1 21.6 0 17.3 - 26.2 -
1t -- }21.8 - }24.2 2.2 18.0F12.2 -- -— t18.3 --
lo 21.7 26.7 3.4 4.1 - 17 .4 -
ls  -- - 11.4 9.7 23.1 11.2 66.0
md 29.3 45.7 23.3 0 15.0 13.4 68.2
mm = - - 13.7 - - -
pa 9.4 15.2 15.6 22.5 0 19.9 56.7
rr -- 67.9.64.4 -—- 53.6423.2 20,9722.8 30.4927.9 -~
rs 32.5 60.7] 18.0 22.7] 24.5] 25.3] -
Pp 23.3716.2 -- - - - 0 -
Pf 9.1 23.4 19.1 20.7 20.2 12.7 51.5
Er 39.2 28.9 44.8 39.2 30.7 18.3 69.6
bs 5.71 8.9 - - - - --
ni 20.8 - 1 - 50.9 - 37. 1 -
aa 34.7 31.8 - 66.1 - 47.1 -
af —-- }22.8 -- }24.7 -- 47.9 - 26.8 -
ah -- 21.0 - 46.6F52.7 33.7 -- 135.8 55.9
aoc 30.2 34.0 32.5 54.7 19.6 - -
am 22.4 - 17.1}19.1 54.6 -—— 126.9 38.6 -
at - 28 .2 7.5 50. 2- 27.6 29.9- -
El - - 70.4 67.5 - 69.1 0
Ep 43.7]45.0 60.3]57.8 50.1+60.0 51.8}68.2 - - }58.1 -
Em 46.5 55.3 59.5 85.5 51.6 46.9 -
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4.1.2.2. Relative Evolutionsgeschwindigkeit der Albumine

In Tab. 9. sind die relativen Evolutionsraten der geteste-
ten Albumine aufgefiihrt. Im wesentlichen beschrénkte sich
der Test auf die Albumine, gegen die Antiseren verfiigbar
waren. Durch die Antiseren und die in diesen Fédllen gréBere
Anzahl von Einzelwerten hatten diese Albumine einen beson-
ders groBen EinfluB auf die gesamte Matrix der IDs. Bedingt
durch die begrenzten Antiserumvorrite wurde lediglich fiir
die ausschlieBlich unidirektional getesteten Albumine von
E. macmahoni und V. aspis die relative Evolutionsrate be-
stimmt. Eristicophis bot sich wegen der isolierten Position
im System, V. aspis als Vertreter der Kleinvipern s. str.

an.

Tabelle 9. Test der relativen Evolutionsrate. Aufgefiihrt
sind die Abweichungen der IDs der gegen die AuBengruppe
Echis getesteten Albumine. Der dafiir verwendete Echis-TID
(57.3) ist der Mittelwert aus allen reziproken Echis-Tests.
ID: Mittelwert der reziproken IDs der getesteten Art.
Relative Rate: Abweichung vom Echis-ID 57.3. Index:
Quotient aus Echis-ID 57. 3 und dem fiir das betreffende
Albumin angegebenen ID. (&): Fiir diese Arten lagen nur
unidirektionale Werte vor; ein Index wurde nicht bestimmt,
da eine Korrektur fiir nur zwei unidirektional getestete

Arten nicht vorgenommen werden sollte.

Albunin ID Relative Rate Index
V. xanthina 49.7 -7.7 1.15
V. raddei 56.4 -0.9 1.02
V. lebetina 63.2 5.9 0.91
V. mauritanica 67.2 2.9 0.85
V. palaestinae 53.2 -4.1 1.08
V. aspis?® 55.9 -1.4 -
P. persicus 54.3 -3.0 1.06
E. macmahoni? 69.6 12.3 -

relativen Evolutionsraten bewegten sich
zwischen =-7.9 (unterdurchschnittliche Substitutionsrate)
und 12.3 (liberdurchschnittliche Substitutionsrate) relativ

Die gefundenen

zum Echis-Albumin.
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V. raddei-Albumin wich mit -0.9 kaum von Echis~-Albumin ab.
V. aspis, P. persicus und V. palaestinae besitzen Albumine
mit etwas niedriger Rate (-1.4 bis -4.1). Die niedrigste

Substitutionsrate wies V. ¥anthina-Albumin mit mit einer
relativen Rate von -7.7 auf.

ﬁberdurchschnittlich schnell evolvierende Albumine haben V.
lebetina (5.9), V. mauritanica (9.9) und E. macmahoni
(12.3).

Tab. 10. zeigt die gesamte Matrix der entsprechend der
relativen Evolutionsraten korrigierten IDs. Die Korrektur
erfolgte per Multiplikation der in Tab. 8. aufgefiihrten IDs
mit den zu jedem an der Reaktion beteiligten Albumin
(Antiserum-Albumin und Antigen-Albumin !) gehdrigen Index
der relativen Rate (siehe Tab. 9.). Die unidirektionalen
IDs wurden nur mit dem Index des Antiserum-Albumins
multipliziert.

Auf den % s rezi—Wert und die % Nichtreziprozitit hatte
diese Korrektur keine Auswirkungen.
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Tabelle 10. Immunologische Distanzen der Serumalbumine nach der
Korrektur der unterschiedlichen relativen  Evolutionsrate der
Albumine. 2Zur Korrektur wurden die in Tab. 9. errechneten Indizes
verwendet. S&mtliche Werte an der ein Albumin mit bekannter relativer
Evolutionsrate beteiligt war, wurden mit dem entsprechenden Indexwert
multipliziert. Beispiel: Fiir das V. xanthina-Albumin wurde laut Tab.
9. eln Index von 1.15 ermittelt. Es wurden sowohl alle heterologen V.
xanthina-Albumin-IDs (unten: Zeile xa) als auch alle IDs, die mit dem
Anti-V. xanthina-Albumin gewonnen wurden (unten: Spalte xa), mit dem
Index multipliziert. Unidirektionale Werte wurden nur spaltenweise
korrigiert. Die Abkiirzungen sind Tab. 4. zu entnehmen.

Antiseren:
xa ra 11 md pa Pp El

Albumine:

xa 0 4.5 18.1 30.6 17.2 17.2 64.4
ra 16.1 0 21.0 33.7 16.4 26.1 57.8
11 23.1 20.0 0 13.4 - 25.3 -

1t - }22.8 - }22.5 1.8 13.9} 9.4 ~-- - }17.7 -~

lo 22.7 24.8 2.8 3.2 - 16.8 -
1s -- - 9.4 7.5 22.7 10.8 60.1
md 28.6 39.6 18.0 0 13.8 12.1 58.0
mm -- -- - 11.6 - - -
pa 11.7 16.7 15.3 20.7 0 22.8 61.2
rr - 69.3765.7 =-- 20.1]19.7 22.6724.6 32.2929.6 -—-
rs 37.4 61.9 16.4 19.3 26.5 26.8 -
Pp 28.4-19.7 -- - - - 0 -
Pf 11.1 25.3 18.4 18.7 23.1 14.2 54.6
Er 45.1 29.5 40.8 33.3 33.2 19.4 69.6
bs 6. 6n 9.1+ - - - - -
ni 23.9 - - 43.3 - 39. 3 -
aa 39.9 32.4 - 56.2 - 49.9 -
af - }26.2 == [25.2 -- 40.7 - 28.4 -
ah - 21.4 - 39.6}44.8 36.4 -- }37.9 55.9
ao 34.7 34.7 29.6 46.5 21.2 - -
am 25.8 - 15.6}17.4 46.6 -- }29.1 40.9 -
at - 28. 8- 6.8 42.7 29.8 31.7- -
El - - 64.1 57.4 - 73.2 0

Ep 50.3]51.8 61.5759.0 45.6}54.6 44.0:]»58.0 - - }61.6 -
Em 53.5 56.4 54.1 72.7 55.7 49.7 -
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4.1.2.3. Diskussion der Korrekturen

Bei der Korrektur der Antiseren muBten durchaus stirkere
Unterschiede in der Differenzierungsfihigkeit der Antiseren
ausgeglichen werden. Besonders das V. mauritanica- und das
P. persicus-Antiserum lieferten zu niedrige IDs, die mit
den relativ hohen Korrekturfaktoren von 1.80 bzw. 1.81
multipliziert wurden. JOGER (1990a) und SARICH & CRONIN
(1976) verwendeten bei der Korrektur ihrer Antiseren &hn-
lich hohe Korrekturfaktoren wie diejenigen, die hier fir
die Antiseren gegen die Albumine einiger Viperinae bendtigt
wurden (Tab. 11.). Die gefundenen Abweichungen der Substi-
tutionsraten der Albumine sind im Hinblick auf die systema-
tischen Gruppierungen uneinheitlich. Eng verwandte Taxa
kdnnen im Trend i{ibereinstimmen oder stark voneinander ab-
weichen: Zwar wies sowohl das Albumin von V. lebetina als
auch das Albumin der nahe verwandten V. mauritanica eine
lUberdurchschnittlich hohe Rate auf, aber schon die Albumine
von V. xanthina und der ihr nahe stehenden V. raddei zeig-
ten kein so einheitliches Bild (Tab. 9.). Beide Albumine
wiesen eine unterdurchschnittliche Evolutionrate auf, das
V. raddei-Albumin wich im Unterschied zum V. xanthina-Albu-
min allerdings nur sehr wenig vom Durchschnitt ab. Die am
weitesten abweichende relative Rate wies Eristicophis mit
12.3 auf. Diese Rate basiert auf unidirektionalen Tests und
ist mit der entsprechenden Vorsicht zu interpretieren.

Insgesamt zeigen die Albumine der untersuchten paldarkti-
schen GroBvipern keine sehr inhomogene Evolutionsrate.
Dieser Sachverhalt spricht fiir die Existenz der molekularen
Uhr.
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>elle 11. Auflistung einiger publizierter Korrektur-
‘toren zur Angleichung der unterschiedlichen Differen-
srungsfihigkeit der Antiseren (siehe Abschnitt 4.1.2.1.).

-teratur Korrekturfaktorenextrema Tiergruppe
\DLE 1984 0.80 / 1.30 Xenodontinae
\DLE 1988 0.82 / 1.28 Caenophidia
JGER 1990a 0.77 / 1.65 Agamidae
\RICH & CRONIN 1976 0.53 / 1.55 Platyrhina
Lese Arbeit 0.84 / 1.81 Viperinae

» ermittelten Indizes aus durchschnittlicher immunologi-
ler Distanz / gemessener immunologischer Distanz zum
1is-Albumin wurden als Korrekturfaktoren fiir die IDs ver-
1det (Tab. 10.). Dieses Verfahren stellt eine Alternative
n bisherigen, von anderen Autoren (z.B. CADLE 1988) ver-
ideten dar. CADLE ermittelte zwar die relativen Raten der
1 ihm untersuchten Albumine, diskutiert diese aber erst
Zusammenhang mit den errechneten Stammbdumen. Durch die
-rektur der ID-Matrices vor der Ermittlung der phylogene-
schen Beziehungen kdnnen durch unterschiedliche
>lutionsraten verursachte, unrichtige Verzweigungen im
craus ausgeschaltet werden. Dies ist besonders bei der
rwendung hierarchischer Clusteranalysen notwendig. Durch
> angewendete Korrektur der unterschiedlichen Raten ent-
rechen die terminalen Aste der resultierenden Dendro-
amme je nach Albumin u.U. nicht der eigentlichen, realen
nge (immunologischen Distanz). Besonders schnell oder
ngsam evolvierende Albumine sind somit nicht im Dendro-
amm erkennbar, sondern nur durch ihre abweichende

lative Rate.

ider konnte fiir unidirektional getestete Albumine die re-
tive Rate nur in wenigen F&dllen ermittelt werden. Auf-
und dessen wurden abweichende Evolutionsraten unidirek-
onal getesteter Albumine nicht per Korrekturfaktor korri-
ert, sondern erst nach der Erstellung der Dendrogramme

skutiert.
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Die durch die Korrektur der unterschiedlichen
Differenzierungsfihigkeit der Antiseren deutlich verbes-
serte Reziprozitdt der IDs wurde durch die Korrektur ab-
weichender Substitutionsraten nicht weiter verbessert. Ein
rezi-Wert von 17.1 bzw. eine % Nichtreziprozitat von
10.8 miissen als "Methodenrauschen" akzeptiert werden. Diese
Werte liegen etwas iber denjenigen, die die zur Stammbaum-
rekonstruktion verwendeten ID-Matrices bei 2.B. CADLE
(1988), LUTZ et al. (1986) und SARICH & CRONIN (1976) auf-

weisen.

[+

s S

4.1.3. Eichung der linearen Zeitskala

Da keine grdBeren Abweichungen der Evolutionsgeschwindig-
keiten der untersuchten Albumine festgestellt werden
konnten und die beobachteten, vom purchschnitt leicht ab-
weichenden Raten per Korrekturfaktoren angeglichen wurden,
schien eine mit den ermittelten 1IDs korrelierte lineare

Zeitskala mdglich.

Die Eichung der Zeitskala erfolgte durch die Datierung der
Isolation der &gdischen Kykladeninseln Vvom Festland. Vor
etwa 5-6 Millionen Jahren kam es Zzu einer groBfldchigen
Austrocknung des Mittelmeeres ("messinian event"; THENIUS
1977). Da in der gesamten Agdis kaum Wassertiefen von mehr
als 2000 m unter NN vorkomnen, und speziell im Bereich der
Kykladen die Wassertiefen auf den kiirzesten Entfernungen
zum Festland kaum iiber 200 m unter NN liegen, scheint eine
langandauernde Verbindung zum Festland wihrend dieser Zeit
wahrscheinlich. Dies ermdglichte u.a. Schlangen des V.

lebetina-Komplexes die Besiedlung einiger dieser Inseln.

Gegen Ende der Austrocknungsphase wurden die Inseln und mit

ihnen die dort lebenden Schlangenpopulationen isoliert. Aus

den geringen heutigen Wassertiefen in diesem Bereich 1&8t

sich schlieBen,
Der letzte gemeinsame vorfahre der Kykladen-Levanteotter V.

dap die Isolation relativ spdt erfolgte.

lebetina schweizeri und der festlindischen V. lebetina-
Unterarten (rezente Verbreitung siehe Abb. 18.) muf unge-
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fshr gegen Ende des Miozins und Anfang des Pliozdns gelebt
haben und wird daher hypothetisch auf ca. 5 Millionen Jahre
datiert.

Die ermittelte immunologische Distanz von V. lebetinag
schweizeri-Albumin zum Albumin von V. 1l. lebetina betr#gt
9.4 (Tab. 10.). Demzufolge entspricht ein ID von 1.0 ca.
0.5 Millionen Jahren. Dieser Wert diente sowohl zur Eichung
jer Zeitskala fiir die per Clusteranalyse erhaltenen Dendro-
jramme III-VI (Abb. 40.-43.) als auch fiir Berechnung der
Isolationszeiten nach LUTZ et al. (1986; siehe auch ap-
schnitt 3.12. und Abb. 39.). Die von JOGER (1984, 1985,
1987) ermittelten ID / Zeit - Relationen betragen fir Albu-
mine von Vertretern der Gekkonidengattung Tarentola 1.0 1p
/ 1.1 Mill. Jahre und fiir die Vertreter verschiedener
Agamidengattungen 1.0 ID / 0.7 Mill. Jahre. Die flir dije
untersuchten Viperinae-Albumine ermittelte Zeitskala zeigt
somit, daB die gleiche immunologische Distanz in kiirzerer
Zeit erreicht, als JOGER fiir verschiedene Echsen ermit-
telte. Eine Erklirung kdnnte eine im Verhdltnis zu Echsen
bei den Viperinae generell erhdhte Albyu~
minevolutionsgeschwindigkeit sein. DESSAUER et al. (1987)
fanden allerdings, daf die Albumine der von ihnen unter-

suchten Viperiden konservativ im Vergleich zu Colubriden-
und Elapiden-Albuminen reagierten. Sie verwendeten fijr
diese Tests das sehr weit entfernte Anti-Boa-Albumin,

In diesem Zusammenhang sollte nicht vergessen werden, dap
sowohl historisch-geologische  Geschehnisse als auch
Fossilien meist nur sehr ungenau datiert werden kdnnen. pje
mit diesen Hilfsmitteln geeichten Zeitskalen und er-
rechneten Isolationzeiten sollten entsprechend den dieser
Methode anhaftenden Ungenauigkeiten groBzligig betrachtet

und interpretiert werden.
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suchten Viperiden konservativ im Vergleich zu Colubriden-
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diese Tests das sehr weit entfernte Anti-Boa-Albumin.

In diesem Zusammenhang sollte nicht vergessen werden, daB
sowohl historisch-geologische Geschehnisse als auch
Fossilien meist nur sehr ungenau datiert werden kdnnen. Die
mit diesen Hilfsmitteln geeichten Zeitskalen und er-
rechneten Isolationzeiten sollten entsprechend den dieser
Methode anhaftenden Ungenauigkeiten grofziligig betrachtet

und interpretiert werden.
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4.1.4. Stammbaumrekonstruktion

4.1.4.1. Stammbaumrekonstruktion nach der Methode von FITCH
& MARGOLIASH (1967).

A. Dendrogramm fiir alle reziproken immunologischen

Distanzen.

Die fiir die Berechnung eines Stammbaumes mit dem Programm
FITCH (siehe Abschnitt 3.11.) verwendete Matrix der immuno-
logischen Distanzen ist in Tab. 12. dargestellt. Die IDs
der getesteten Albumine wurden in 11 unterschiedlichen ;
zufdllig gefundenen Reihenfolgen zur Berechnung der Dendro-
gramme eingegeben. Fiir jedes Eingabemuster wurden zwischen
65 und 81 B4ume erzeugt. Aus diesen wurde jeweils derjenige
ausgewdhlt, der den niedrigsten APSD - Wert aufwies. Sowohl
die Verzweigung als auch der niedrigste APSD-Wert (11.7)
und der niedrigste F-Wert (7.0) waren in allen 11 F&illen

gleich. Dendrogramm I (Abb. 37.) zeigt den gefundenen
Stammbaun.
Die ermittelten Astléngen, die unterschiedlichen

Evolutionsraten entsprechen, wichen nicht wesentlich von-
einander ab. Lediglich der V. palaestinae- und der V.
raddei-Ast wiesen etwas kleinere bzw. gréBere Ldngen auf.
Dabei koénnte es sich um abweichende Evolutionsraten
handeln, die durch die in Abschnitt 4.1.2.2. durchgefiihrte
Korrektur nicht erfaft wurden.




89

g:::;ézt 12, Ma_trix der Immundistanzen der reziprok
dargesteig_lt Album}ne und der in Dendrogramm I (Abb. 37.)
reziprok en Distanzen. Unten links: Mittelwerte der
oben recﬁg ?mml_mdlstanzen (aus Tab. 6.) (Eingabe, winput");
(Abb 37S~ Differenz zwischen den durch das Dendrogramm I
"out},;ut") .)  wiedergegebenen Immundistanzen _(Rusgabe,
(siehe und den unten links aufgeflihrten Eingabe-IDs
auch Abschnitt 3.11.). Abkiirzungen wie in Tab. 6.

xanth. raddei lebet. mauri. palae. Pseud. Echis
i_f:ggh: 0 0.0 0.9 6.9 0.4 3.1 0.1
lop el 10.3 0 2.8 10.9 2.7 6.2 3.2
iy et. | 20.9 22.1 0 0.0 0.3 2.3 0.5
‘ilrl- 29.6 36.7 14.1 0 2.7 1.6 0.8
I;a ae. 14.5 16.5 19.4 17.3 0 3.8 3.0
Esﬁl}d- 18.9 25.8 18.5 15.5 = 23.1 0 0.3
chis 57.1 57.5 57.5 57.1 57.5 57.5 0
‘@
E o,
> g %
o g H g
£ i &
g & > § z
> g > & .
67 g l
36 g i
> !
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6.6 8.2 {
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Abb. 37. Dendrogramm I. '
stelltes Dendrogramm der

Nach FITCH & MARGOLIASH (196’{) er
reziproken immunologischen Distanzen (Tab. 12.). An den

Abzweigen befindliche zahlen sind die errechneten IDs. Der
jeweils im Késtchen angegebene Zeitpunkt der Trennung vom

letzten gemeinsamen vorfahren in Mill: Jahren wurde nach
der Methode von LUTZ et al. (1986) ermittelt. Die Linie (-
jch bei der Echis-Distanz von

- =) verdeutlich, daf es SiC .
tanz zum letzten gemelnsamen Vorfahren

46.2 nicht um die Dis .
die Distanz zu den Innengruppen-Taxa

handelt, sondern um
(siehe Abschnitt 3.11. nynrooted™) .

Beim vergleich der zur stammbaumrekonstruktion verwendeten

gischen Distanzen (Eingabe, "input") und der vom

{mmunolo
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Dendrogramm I (Abb. 37.) wiedergegebenen immunologischen
Distanzen (Ausgabe, "output") f&llt vor allem die Differenz
von Eingabe-Ausgabe-IDs bei den Artenpaaren V. xanthina-V.

m. deserti (6.9) und V. raddei-V. m. deserti (10.9) auf
(Tab. 12.).

Die Isolationszeiten der untersuchten Taxa wurden nach der
Methode von LUTZ et al. (1986) bestimmt (siehe Abschnitt
3.12.) und sollen erst spdter im Zusammenhang mit den durch

andere Methoden ermittelten Isolationszeiten diskutiert
werden.

B. Nachtr&dgliche Einfligung unidirektional getesteter
Albunine.

Zur Anwendung der von BEVERLEY & WILSON (1982) beschriebe-
nen Methode der nachtrd@glichen Einordnung der unidirektio-
nal getesteten Taxa bendtigt man ein Rahmendendrogramm (Ab-
schnitt 3.11.). Zu diesem Zwecke wurde Dendrogramm I (Abb.
37.) verwendet. Flir die nachtrdglich einzufiligenden Taxa
wurden die F-Werte verschiedener alternativer Abzweige im
Rahmendendrogramm errechnet (Tab. 13.). Unter Beriick-
sichtigung der F-Werte und der z.Z. gebriuchlichen Systema-
tik wurde Jjeweils ein Abzweig ausgewidhlt, wie in den
folgenden Abs&dtzen im einzelnen dargelegt werden soll. Die
ausgewdhlten Abzweige im Rahmendendrogramm sind in Dendro-
gramm II (Abb. 38.) dargestellt.

{
i
|
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Tabelle  13. Berechnung  alternativer, nachtrdglich  in
Dendrogramm I (Abb. 37) eingefligter Abzweige der unidirektional
getesteter} Albumine nach der Methode von BEVERLEY & WILSON
(1982). Die in Dendrogramm II (Abb. 38.) dargestellten Abzweige
sind _durch unterstrichene F-Werte gekennzeichnet. Wurden
neggtlve Astlédngen errechnet, schied diese Ver-
zwelgungsalternative aus.

Art / Unterart Anzahl  Abzweig? AstlingenP F-Wert®
der Tests a b r
V. berus-aspis- 7 xa - A 19.4 6.8 -3.2
ammodytes-Gruppe ra - A 17.8 7.4 -0.7
pa - C 20.7 8.3 -2.6
11 - B 15.4 2.0 4.6 11.6
A 19.0 9.3
c 18.9 10.6
E 20.4 11.2
A -C 15.7 10. .0 11.1
Cc - E 19.1 7.7 -1.2
V. lebetina schweizeri 5 11 - B 4.5 4.9 1.7 7.8
md - B 4.1 5.4 2.1 7.7
B 5.6 8.2
B -D 5.6 5.3 3.29
V. russelli® 6 11 - B 14.9 -1.2 4.8
md - B 16.9 2.8 4.7 11.7
Pp - D 20.9 8.6 -0.4
pa - C 19.9 4.7 1.0 15.2
B 14.8 12.3
c 29.1 17.5
D 16.6 13.0
E 20.7 14.2
B -D 18.2 =-0.1 1.5
c-E 34.5 13.6 =-11.0
D-E 22.0 1.8 1.0 13.9
E. macmahoni 7 Pp - D 17.9 1.5 6.7 8.3
ra - A 21.7 7.8 -1.1
A 26.4 13.8
B 24.1 10.2
D 21.3 10.6
E 23.6 10.8
B-D 23.7 11.0 -9.6
D - E 22.6 6.9 -4.1

L pie Grofbuchstaben A bis E beziehen sich auf die in
yendrogramm II (Abb. 38) dargestellten Verzweigungen. Die
rerwendeten Abkilirzungen sind Tab. 4. 2zu entnehmen.
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b pie folgende Skizze verdeutlicht beispielhaft die bei
nachtrdglicher Einfligung des Taxons B errechneten Aste:

i___Ja

C F - Wert nach PRAGER & WILSON (1978). Siehe auch
bschnitt 3.11. ("goodness of fit").

Da die Linge des Astes B - D nur 1.4 betrdgt und bei der
Subtraktion von 3.2 eine Linge von -1.8 entstehen wiirde,
gur@e der Wert wie ein negativer Wert behandelt.

Die ermittelten Werte fiir die Unterarten V. r. russelli
und V. r. siamensis wurden gemittelt.

Beim Versuch, den Abzweig der V. berus-aspis-ammodytes-
Gruppe zu ermitteln, wurden die niedrigsten F-Werte er-
wartungsgenidf auf der Strecke A bis E gefunden (Dendrogramm
II, Abb. 38.). Der Abzweig zwischen den Punkten C und E er-
gab eine negative r-Linge (Uber a-,b- und r-Lingen siehe
Tab. 13.) und muBte ausgeschieden werden, obwohl diese Ver-
zweigung in den mit hierarchischen Clusteranalysen ermitte-
leten Dendrogrammen IV und VI (Abb. 40. u. 42.) errechnet
wurde. Der niedrigste F-Wert wird durch einen Abzweig von A
erhalten (9.3). Der ndchstbeste Abzweig liegt am Punkt C
und weist einen F-Wert von 10.6 auf. Da weder der A- noch
der C-Abzweig durch andersartige Ergebnisse oder die z.Z.
anerkannte Systematik besonders gestiitzt werden, wurde die
A-Alternative ausschlieBlich aufgrund des niedrigen F-
Wertes ausgew#dhlt. Diese Verzweigung ergibt sich zwar durch
den hier angewendeten Formalismus, entspricht aber wahr-
scheinlich nicht der Realit#t (Abschnitt 3.11.). Auffallend

ist ebenfalls der extrem hohe Wert des b-Astes von 19.0.
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Abb. 38. Dendrogramm II.

Wie Dendrogramm I, aber unter zusdtzlicher Beriicksichtigung
der unidirektionalen immunologischen Distanzen (Tab. 10.).
Sie wurden nach der Methode von BEVERLEY & WILSON (1982) in
den durch Dendrogramm I vorgegebenen Rahmen eingefigt
(diinner gezeichnete Abzweige). Gestrichelte Abzweige
kennzeichnen deutlich von der durchschnittliche Astlidnge
abweichende IDs. Die im Kistchen angegebene Zahl ist die
Zeit seit der Isolation von V. 1. schweizeri in Mill.
Jahren. Grofbuchstaben befinden sich an flir die Berechnung
relevanten Verzweigungen (siehe Tab. 13.).

Die Einfligung von V. 1. schweizeri bereitete wenig
Schwierigkeiten. Die niedrigsten F-Werte wurden fliir die Ab-
zweige vom zu V. 1. lebetina (7.8) und zu V. m. deserti
(7.7) filhrenden Ast errechnet. Mit Riicksicht auf die der-

zeitige Eingliederung von schweizeri zu V. lebetina wurde

hier die Abzweigungsalternative vom V. 1. lebetina - Ast
gewdhlt. Die fiir diesen Abzweig neu berechneten Aste a und

b entsprachen sich mit 4.5 bzw. 4.9 gut.

V. russelli wurde an Punkt D im Dendrogramm II ange-

schlossen. Die Abzweige von B und V. m. deserti-B wiesen
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niedrigere F-Werte auf. Diese Alternativen werden weder in
den mittels Clusteranalyse erstellten Dendrogrammen IV und
VI (Abb. 40. u. 42.), noch durch andere Autoren gestiitzt
und versprechen somit keine realistische Darstellung der
evolutiven Geschehnisse. Wie schon bein Abzweig der V.
_lg_e__r;l_l_g—aspis—-ammodztes-Gruppe weist auch hier der a-Ast eine
unwahrscheinlich groBe Linge von 16.6 auf.

Der Abzweig von Eristicophis vom Pseudocerastes-D-Ast wies
mit Abstand den niedrigsten F-Wert von 8.3 auf. Ahnlich wie
bei den Abzweigen von V. russelli und der V. berus-aspis-

ammodytes-Gruppe waren die Distanzen der neu errechneten
Aste a und b sehr diskrepant (a: 17.9, b: 1.5).

Insgesamt lieferte die Methode von BEVERLEY & WILSON durch-
aus brauchbare Ergebnisse. Die Abzweigung der V. berus-
aspis-ammodytes-Gruppe und die a-Astlingen in den Fillen
Eristicophis, V. russelli und der V. berus-aspis-ammodytes-
Gruppe erscheinen allerdings sehr unwahrscheinlich. Solche
extrem diskrepanten Astlingen sind auch im Hinblick auf das
mit reziproken IDs gewonnene Dendrogramm I nicht zu er-
warten und miissen daher der von BEVERLEY & WILSON

erarbeiteten Methode angelastet werden.

Der F-Wert filir das gesamte Dendrogramm II betrédgt 9.6, was
eine Erh8hung um 2.6 relativ zum Dendrogramm I bedeutet.
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4.1.4.2. Stammbaumrekonstruktion durch hierarchisches

Zusammenfassen ("Clusteranalyse").

A. Dendrogramme flir alle reziproken immunologischen
Distanzen.

Die in Tab. 12. (unten links) aufgefiihrten reziproken IDs
wurden durch hierarchisches Zusammenfassen jeweils zuein-
ander ndchster Distanzen zu einem Dendrogramm verrechnet
(siehe Abschnitt 3.11.). Fihrt man dieses Verfahren sehr
strikt den ID-Werten folgend durch, so erhdlt man das in
Abb. 39. dargestellte Dendrogramm III. Da aber die V.
palaestinae betreffenden Distanzen nur geringfiigige Unter-
schiede in ihrer Entfernung zur V. xanthina-raddei- und zur

V. lebetina-mauritanica-Gruppe zeigten, war eine eindeutige

Zuordnung von V. palaestinae zu einer der beiden Gruppen
nicht zweifelsfrei mdglich. Deshalb wurde filir beide Alter-

nativen je ein Dendrogramm errechnet (Dendrogramm III u.
IV, Abb. 39. u. 40.).

Eine Matrix der sich durch beide Dendrogramme ergebenden
Differenzen zwischen Eingabe- und Ausgabe-Werten ist in
Tab. 14. dargestellt. Auffallend ist die in beiden F&dllen
auftretende groBe Differenz der Eingabe-Ausgabe-IDs des
Artenpaares V. raddei - V. m. deserti mit 12.9 (Dendrogramm
III) bzw. 13.6 (Dendrogramm IV). Fir das Dendrogramm IV
wurde ebenfalls eine schlechte Ubereinstimmung filir die V.

>xanthina - V. palaestinae - ID ermittelt (8.6).




96

2
& ¢ Q> &
& X o & &
‘6\\(\ bbc\ °Q¢ 0\0?’\- btg bobe’
+0° & Q\ \.\ & £
A- :
040 2 2 2 AN Q
1D | Mill. J.
10> 10.3 *
141
15.5
17.0

10
20 -

-1 23.8

i Echis

25 1
55 J F=- 73 c /

30 ‘ 574

APSD = 15.4

60 -

Abb. 39. Dendrogramm III. , . .
Dieses Dendrogramm wurde mit einer Clusteranalyse fiir die
reziproken immunologischen Distanzen (Tab. 12. u. 14.)
ermittelt. V. palaestinae wurde mit der xanthina-raddei-
Gruppe zusammengefaft. Der Stern kennzelchnet.den Eichpunkt
der Zeitskala unter der Annahme der Separation von v. 1.
schweigzeri vor ca. 5 Mill. Jahren (siehe Abschnitt 4.1.3.).

Tabelle 14. Matrix der Differenzen'zwischen den in Tabc.1 1(2:h
aufgefiihrten Eingabe - 1IDs ("input") wund den cgis)
Dendrogramm III (unten links) und V _(oben rﬁie =)
wiedergegebenen Ausgabe-IDs ("output"). Abkurzungen

Tab. 6.
Antiseren: .
Album.: | xanth. raddei lebet. mauri. palae. Pseud. Echis
. 0.3
xanth. 0 0.0 2.2 6.5 22 33 93
raddei 0.0 0 1.0 13.6 1,1 2 s o1
lebet. 2.9 1.7 0 060 1:1 92 o1
mauri. 5.8 12.9 0.0 : >3 o3
palae. 1.0 1.0 4.4 6.2 o : °-3
Pseud. 4.6 2.3 1.5 1. 0.1 o1 :
Echis 0.3 0.1 0.1 0.3 .
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Al?b. 40. Dendrogramm IV. :
Wie Dendrogramm III, mit der Ausnahme, dap V. palaestinae
mit der lebetina-mauritanica-Gruppe zusammengefaft wurde.

Der F- Wert fiir Dendrogramm III betrigt 7.3 (APSD 15.4),
derjenige fiir Dendrogramm IV betrédgt 8.8 (APSD 20.4)-

B. Dendrogramme fiir alle reziproken und unidirektionalen

immunologischen Distanzen.

Fiir die durch Clusteranalysen erhaltenen Dendrogramme Vv und
VI (Abb. 41. u. 42.) wurden ebenfals die unter A. beschrie-

benen (siehe oben) Alternativen der Y. palaestinae-Ein-

ordung im Dendrogramm durchgefiihrt.
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Al?b, 41. Dendrogramm V.
Wie Dendrogramm III, aber unter Beriicksichtigung aller

reziproken und unidirektionalen immunologischen Distanzen
(Tab. 10.).

Die in den Dendrogrammen V und VI vorkommenden Ver-
zweigungen, die eine immunologische Distanz von etwa 1.0
oder weniger aufweisen, sind unter Beriichsichtigung der Ge-

nauigkeit der verwendeten immunologischen Methoden nicht

zu unterscheiden. Deshalb

mit ausreichender Sicherheit

kdnnte man in beiden oben genannten Dendrogrammen die Ver-
lebetina, turanica und

zweigung der V. lebetina-Unterarten

obtusa ebensogut durch eine Trichotomie mit der mittleren
Auch die Ab-

Dendrogramm VI

immunologischen Distanz von 2.3 darstellen.
zweige von V. palaestinae und V. russelli in
liegen an der Grenze der methodischen Genauigkeit und
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Abb. 42. Dendrogramm VI.

Wie Dendrogramm V, aber mit der Ausnahme, daB V.
palaestinae mit der lebetina-mauritanica-Gruppe

zusammengefaft wurde.

kdnnten zusammengefaBft werden. Die dadurch entstehende
Trichotomie wiirde einen ID von 18.8 zwischen V.

palaestinae, V. russelli und der V. lebetina-mauritanica-
Gruppe aufweisen. Dendrogramm V beinhaltet einen "yViererab-

zweig", der die V. lebetina-mauritanica-Gruppe, V.

russelli, Pseudocerastes und Eristicophis bei einem ID von
17.6 verbindet.

Die Ubereinstimmung der Eingabe- und Ausgabe-IDs war hier
im Unterschied zu den Dendrogrammen III und IV, filir das

Dendrogramm VI (F = 24.8) mit der Zuordnung von V.

palaestinae zur V. lebetina-mauritanica-Gruppe etwas besser

als zu der durch Dendrogramm V (F = 26.7) gezeigten Alter-
native.
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4.2. Elektrophoretische Ergebnisse

Un immunologische Ergebnisse zu stiitzen, wurden im Rahmen
dieser Arbeit Elektropherogramme lediglich fiir die in der
neueren Literatur (KRAMER & SCHNURRENBERGER 1959, JOGER
1984, HERRMANN et al. 1987, NILSON & ANDREN 1988) kontro-
vers behandelten Vertreter der V. lebetina s.l.-Gruppe an-
gefertigt.

Es sollte bedacht werden, daB Elektropherogramme ohne
spezifische Anfdrbung der sichtbaren Banden und damit ohne
zweifelsfreie Homologisierung der beteiligten Proteine nur
Hilfscharakter fiir die Deutung mittels anderer Methoden er-
worbener phylogenetischer Vorstellungen haben kdnnen (JOGER
1984, s. 204 u. 234). Lediglich fiir die Albuminbanden er-
folgte eine eindeutige Homologisierung (Abb. 43.).

Bei der Interpretation der Elektropherogramme wurde den
anodennahen Banden grdfBere Bedeutung zugestanden als den im
kathodischen Bereich 2zu findenden Banden (HEIMES 1982,
JOGER 1984).

4.2.1. Interspezifische Variabilitdt

Bei der Betrachtung des in Abb. 43. gezeigten Elektrophero-
grammes f&llt sofort die relativ groBe Unterschiedlichkeit
des Bandenmusters zwischen V. lebetina und V. mauritanica

auf. Die Banden a3 charakterisieren V. lebetina, die

Banden Cqo7y sind nur bei V. mauritanica zu finden.

Die Bande d fdllt als gemeinsame Bande von V. mauritanica
und V. 1. schweizeri aus dem bisher dargestellten Rahmen.
Aus den in Abschnitt 4.2. genannten Griinden sollte diese
Bande allerdings nicht als Synapomorphie betrachtet werden.
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Abb. 37, Elektropherogramm der Serumproteine der V.
lePetlna- und V. mauritanica-Unterarten. Die gezeichnete
Stgrke der Banden entspricht der visuell wahrnehmbaren
Stdrke. Gestrichelte Banden waren nur undeutlich zu
erkennen. Abkiirzungen:

= A: Albumin

- a;_3: lebetina - spezifische Banden
- b1_2: l. lebetina - 1. turanica - 1.

obtusa - spezifische Banden
cl_g: mauritanica - spezifische Banden
- : mauritanica - l.schweizeri - spezi-
fische Bande
l. schweizeri - spezifische Banden
m. mauritanica - spezifische Banden

4.2.2, Intraspezifische Variabilitdt

Innerhalb der Art V. lebetina zeigten sich bezogen auf die
Unterarten lebetina, obtusa und turanica nur im kathodi-

schen Bereich der Pherogramme kleinere Unterschiede, die
hier aus den in Abschnitt 4.2. genannten Griinden keine
weitere Beachtung fanden (Abb. 43.). Die Banden by_, waren
nur den letztgenannten Unterarten zueigen und fehlten
schweizeri. Dieses Taxon wies dafilir zwei andere Banden (x;_
2) auf und hatte eine gemeinsame Bande (d) mit V.
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Die beiden Unterarten von V. mauritanica wi

chen wvor allenm
durch die nur bei m. mauritanica gzuy findenden

Banden Y1-3
auf. Die andere Unterart m, deserti besitzt ip anodischen

Bereich keine nur ihr eigenen Banden.

4.3. Diskussion der serologischen Ergebnisse.

Wie schon in Abschnitt 4.1.4.2.A. angedeutet, zeigt gas
Albumin von V. palaestinae keine eindeutige, immunologisch
feststellbare, Nihe zu den Albuminen anderer Vigera—-Gruppen
(Tab. 12., unten links). Zur xanthina-raddei-Gruppe weist

pPalaestinae eine immunologische Distanz von 15.5, zur
1ebetina-mauritanica-—Gruppe eine von 18.4 auf.

Der Unter-

Vergleich
zZu den Distanzen zwischen den beiden Gruppen (durchschnitt-

lich 27.3) viel zu niedrig. Aufgrund dieser Tatsache ist
eine mdgliche Konvergenz der Albumine zZwischen einer Art
aus den oben genannten Gruppen und palaestinae nicht auszu-
schlieBen. Im folgenden wurden alle palaestinae betreffen-
den Distanzen mit Hilfe der von JOGER (1990b) genannten

Methoden zur ﬂberprﬁfung von Konvergenzen bei immunologi~
schen Distanzdaten getestet.

schied von 2.9 immunologischen Distanzen ist im

Zundchst erfolgte die iiberpriifung durch die sogenannte
Dreiecksungleichung ("triangle inequality test"). Dpabei
wird die Summe der IDs zweler beliebiger Albumine A und B
Zum Albumin C ermittelt. Die Summe muB gréBer oder gleich
dem ID zwischen A und B sein (AC + BC > AB). JOGER ver-
schdarft diese Ungleichung, indem er die Formel folgender-
maBen abdndert: AC + BC >» AB. Flhrt man diesen Test fiir
alle palaestinae-Kombinationen durch, so trifft diese "ver-
schirfte" Ungleichung fast tberall zu. Ausnahmen sind die
Ungleichungen palaestinae - xanthina (14.5) + palaestinae -

mauritanica (17.3) > xanthina - mpauritanica (29.6) und
balaestinae - raddei (16.5) + palaestinae - mauritanica
(17.3) < raddei - mauritanica (36.7) . Die beobachtete Ab-

weichung von der JOGERschen Dreiecksungleichung 1i#Bt eine
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Konvergenz des palaestinae-Albumins mit den Albuminen von
entweder xanthina und raddei oder mauritanica vermuten.

Als weiterer Konvergenztest wurde der Test auf gleich-
sinnige funktionelle Adaptation durchgefiihrt. Hierfiir ist
wichtig, daB das Albumin aufgrund seiner physiologischen
Funktion der Konstanthaltung des osmotischen Druckes im
Blut Trockenheitsanpassungen zeigen kann. Nach DESSAUER
(1974) sind die Serumalbumine von Wiistenreptilien stdrker
negativ geladen als diejenigen von in feuchteren Gebieten
lebenden Reptilien. Vergleicht man die IDs dreier Taxa, von
denen zwei in ihrer Okologie &hnliche Anspriiche und
niedrige 1IDs 2zueinander aufweisen, aber trotzdem eine
dieser beiden Arten ebenfalls einen niedrigen ID 2zur
dritten, Odkologisch differenten Art aufweist, so liegt der
Verdacht auf konvergente bzw. parallele funktionelle Adap-
tation der beiden 8kologisch #hnlichen Arten nahe. Leider
gibt es keine sehr groBfen Unterschiede beziliglich der
Habitatfeuchtepriferenzen der hier in Frage stehenden
Arten. Allerdings erwdhnen EISELT & BARAN (1970), BRODMANN
(1987) und GRUBER (1989) das Vorkommen von V. xanthina in
Wasserndhe, wie z.B. in Bachtidlern oder auf feuchten Berg-

wiesen. Derartige Pridferenzen wurden filir die Taxa
palaestinae und mauritanica nicht beschrieben. Fir
palaestinae nennen MENDELSSOHN (1963) und DISI (1985) vor
allem mediterrane Eichenwdlder. V. mauritanica lebt nach
Angaben von KRAMER & SCHNURRENBERGER (1963), BRODMANN
(1987) und GRUBER (1989) an felsigen H&ngen mit Geblisch und
Felsspalten, in denen sie sich tagsiiber aufhdlt. Zusammen-
fassend 13Bt sich eine gréBere AKhnlichkeit der Habitate von

palaestinae und mauritanica annehmen. In Tab. 15. sind die

verglichenen IDs der Arten V. xanthina , V. palestinae und
v. mauritanica aufgefilhrt. Aufgrund der oben genannten

Argumente muB von einer konvergenten Entwicklung der

alaestinae- und mauritanica-Albumine ausgegangen werden,

die durch die Anpassung an relativ trockene Habitate er-

folgte.
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Tabelle 15. Immunologische Distanzen der Albumine dreier
Vipera-Arten mit unterschiedlichen

Habitatfeuchtigkeitspriferenzen (siehe Abschnitt 4.3.).

Art Habitat Art Habitat ID
palaestinae trocken xanthina feucht 14.5
palaegtinae trocken mauritanica trocken 17.3
xanthina feucht mauritanica trocken 29.6

Eine dritte Mdglichkeit, Hinweise auf eventuell konvergent
entstandene Ahnlichkeiten zweier Albumine zu erhalten, be-
steht nach JOGER in der Anwendung des "Prinzips der wech-
selseitigen Erhellung" (nach Hennig). Dabei wird versucht,
anhand voneinander unabhingiger Merkmalskomplexe Beziehun-
gen zwischen den untersuchten Taxa zu ermitteln und konver-
gente Entwicklungen einzelner Merkmale im Vergleich mit
anderen Merkmalen zu erkennen. Da die immunologische
Distanz 2zwischen Albuminen véllig unabhidngig von morpholo-
gischen, anatomischen oder osteologischen Merkmalen ist,
konnen die meisten konventionell erworbenen Vorstellungen
der phylogenetischen Beziehungen der paldarktischen GroB-
vipern zum Vergleich herangezogen werden. WERNER (1938) be-
schrieb die vorher meist unter xanthina gefiihrte Palistina-
viper als eigene Art. Sie schien ihm aufgrund abweichender
Kopfzeichnung, hdherer Ventralia- und Subcaudaliawerten und
durch die unterschiedliche Lebensweise (xanthina: vor-
wiegend Gebirgsform, palaestinae: vorwiegend in niedrigeren
Hohenlagen) deutlich von xanthina verschieden und eher V.
russelli &hnlich. Trotz der WERNERschen Aufwertung von
palaestinae zdhlt MERTENS (1951) dieses Taxon ohne Nennung
von Griinden auch weiterhin auf Unterartniveau zu xanthina.
In der von GROOMBRIDGE (1980) durchgefiihrten phylogeneti-
schen Analyse sind palaestinae und russelli monophyletisch.
Dieses Monophylum zeichnet sich durch die synapomorphe Aus-
bildung der Kopfzeichnung, Form und Zahl der Nasalia und
die Reduktion der Peritonealpigmentierung aus. Bei allen

drei Merkmalen besitzt russelli die Jjeweils extremste Aus-
prdgung innerhalb der Gattung Vipera, wdhrend palaestinae

eine eher vermittelnde Stellung zwischen russelli und den

|
|
i
i
K
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anderen Vipera-Arten inne hat. Andere, phylogentisch
besonders aussagekridftige Merkmalskomplexe wie z.B. die
Hemipenes (BOHME 1988), zeigen nach GROOMBRIDGE keine be-
sonderen, filir russelli und palaestinae synapomorphen Aus-

prdgungen, obwohl der russelli-Hemipenis besonders autapo-~
morphe Merkmale aufweist. Die Skelettmorphologie der beiden
Formen weist nach SZYNDLAR (1987b) groBe Unterschiede auf.
JOGER (1984) plaziert palaestinae trotz seiner Kenntnis von
GROOMBRIDGEs Ergebnissen in der xanthina-Gruppe. HERRMANN

et al. (1987) ermittelten immunologische Distanzen, die
eine grdBere Nihe von palaestinae zu lebetina wahrschein-
lich machten. Aufgrund der genannten sehr differenten Ein-
ordnung von palaestinae imn System der paldarktischen
GroBvipern ergeben sich mit Hilfe des "Prinzips der
wechselseitigen Erhellung" keine konkreten Hinweise auf die
oben angedeutete Konvergenz. Bemerkenswert ist allerdings,

daB palaestinae mehrfach der xanthina-Gruppe zugerechnet
wurde.

Unter Berilicksichtigung der Ergebnisse aller drei Konver-
genztests ist eine konvergente Entwicklung der Albumine von
V. palaestinae und V. mauritanica méglich. Aufgrund dieser
Ahnlichkeit und dem dadurch verursachten niedrigen
palaestinae-mauritanica-ID, ergaben sich fiir die beiden
Hauptlinien in den Dendrogrammen I, II, 1III, V und VII

(Abb. 37.-40. u. 42.) zu niedrige Distanzen. So verzweigen
sich die Hauptlinien in Dendrogramm III (Abb. 39.) bei
einem ID von 24.6 (etwa 13 Mill. Jahre), wenn man bei der
Berechnung des Verzweigungspunktes den palaestinae-
mauritanica-ID unberiicksichtigt 148t. Die engeren Beziehun-

gen von palaestinae mit der xanthina~Gruppe werden eben-

falls durch die bessere Ubereinstimmung der reziproken
Eingabe-Ausgabe-IDs (F- und APSD-Werte, Dendrogramme III
und IV, Abb. 39. u. 40.) und durch die Auswahl dieses Ver-
zZweigungsmusters durch das Programm FITCH (nach der Methode
von FITCH & MARGOLIASH (1967), Dendrogramm I, Abb. 37.) ge-
stiitzt. Flir die unter Einbeziehung der unidirektionalen IDs
errechneten Stammbdume ergibt sich ein etwas besserer F-
Wert fir Dendrogramm VI (Abb. 42.), welches palaestinae vom
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zur lebetina-Gruppe filhrenden Ast abzweigt. Da die unidi-
rektionalen Werte aber mit erheblichen Unsicherheiten
belastet sein k&nnen (siehe Abschnitt 4.1.2.), darf diese
Alternative nicht {iberbewertet werden.

In Dendrogramm VII (Abb. 44.) wurde versucht, die Ergeb-
nisse aus den Dendrogrammen I, II, III und V in einenm
"Konsensusdendrogramm" darzustellen.

Die Verzweigungsstelle der beiden Taxa xanthina und raddei
ist in allen ermittelten Dendrogrammen gleich und liegt bei
einer immunologischen Distanz von ca. 10. Dies befindet
sich in Einklang mit den Ergebnissen von GROOMBRIDGE
(1980), NILSON & ANDREN (1986) und HERRMANN et al. (1987).







107
9’(5‘0de \ k‘\(p
N < N
Ko & @ o « G & N >
s e SN S @
& & & 4 &S © P & & QY e N
A QY AT AT Ay QY QY A K A a Q Q &
00
L2 |2 |
1D {Mill. J.
c
B
~N
S
& 9
& 10
10+5
12
I N A R L o e e 2 =
14 14
16
19
20 + 10
[ =4
Hel
~N
5 % 2
26
30
s T —— _——C L T T L. o

o
o
)
o
Oligozdn
(=2
o
m
[s]
=
w

Abb. 44. Dendrogramm VII.

Konsensusdendrogramm  der in den Dendrogrammen I-1IV
dargestellten phylogenetischen Beziehungen. Ermittelte
immunologische Distanzen sind als ganze Zahlen dargestellt
(Dezimalzahlen auf- bzw. abgerundet). Verzweigungspunkte,
deren Distanz nicht gréBer als 1.0 war, wurden zu

Trichotomien zusammengefaBft. Zeitskala wie in Dendrogramm
I1T.

Das Schwestertaxon der xanthina-raddei-Gruppe ist
palaestinae (siehe oben). Aufgrund der hohen Distanz von
ca. 16 scheint der Artstatus gesichert. Die Position von
palaestinae im hier vorgezeichneten System steht im Wider-
spruch zu den Ergebnissen von GROOMBRIDGE und HERRMANN et
al.. Dennoch scheint diese Position aufgrund der gewonnenen

IDs und der méglichen Albuminkonvergenz zwischen
palaestinae und mauritanica gerechtfertigt. Bei den von
GROOMBRIDGE aufgefiihrten synapomorphen palaestinae-
russelli-Merkmalen handelt es sich in allen Fdllen nicht um

eindeutig gleichwertige Ausprdgungen der Merkmale, sondern

R G )
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um eine graduelle Abstufung derselben. Daher scheint eine
konvergente Entwicklung mdglich. Flir Zeichnungselemente
sind ohnehin h#ufig auftretende Konvergenzen bekannt (z.B.
Zickzackmuster vieler Kleinvipern). Den von HERRMANN et al.
gefunden Ergebnissen lagen im Vergleich zu der hier vor-
liegenden Arbeit viel weniger Einzelmessungen immunologi-
scher Distanzen zugrunde, was die Gefahr, durch einzelne
abweichende Werte zu Fehlinterpretationen zu gelangen, er-
h8ht. Diese Einschrinkung ist allerdings von sehr allge-
meiner Natur und nur sehr begrenzt zur Erkldrung der
Diskrepanz geeignet. Die  xanthina-raddei-Gruppe und
palaestinae bilden somit eine monophyletische Gruppe, die
schon von MERTENS (1951), allerdings mit abweichender Ein-
ordnung der Taxa innerhalb des Monophylums, erkannt wurde.

Die Kleinvipern der berus-aspis-ammodytes-Gruppe (Pelias-
und Rhinaspis-Gruppe sensu OBST (1983)) weisen in allen
generierten Dendrogrammen eine grdfere Ndhe zur xanthina-
raddei-Gruppe auf, als diese zum Rest der paldarktischen
GroBvipern. Der Abzweig der untersuchten Kleinvipern liegt
bei einem ID von ca. 26. Lediglich in Dendrogramm II ergibt
sich ein etwas anderer Abzweig. Dieser belegt allerdings
ebenfalls den monophyletischen Status  2zwischen  der
xanthina-raddei-Gruppe, palaestinae und der Kleinvipern-

gruppe.

Die lebetina-Unterarten lebetina, obtusa wund turanica
weisen sowohl albuminimmunologisch als auch bezliglich des

Serumproteinelektropherogrammes grofe Ahnlichkeit auf.

V. 1. schweizeri hat, wie durch die mit beiden Methoden ge-

wonnenen Ergebnisse gezeigt wird, eine erheblich gréBere
Distanz zu den anderen lebetina-Unterarten. Die groBe immu-
nologische Distanz von lber 9 und die zusdtzlich im Serum-
proteinmuster auftretende Bande sprechen flr eine artliche
Separation dieses Taxons. NILSON & ANDREN (1988) fihren
schweizeri bereits als selbstdndige Art.

SRS |
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Die beiden mauritanica-Unterarten sind durch relativ groBe

Unterschiede gekennzeichnet. Die immunologische Distanz
zZzwischen ihnen betrdgt ca. 12, elektrophoretisch unter-
scheiden sie sich durch mehrere Banden (siehe Abschnitt
4.2.2.). Insgesamt ist die Distanz zwischen ihnen noch
grdBer, als die zwischen schweizeri und den restlichen

lebetina-Unterarten. Auch hier ist eine artliche Ver-

schiedenheit mbéglich. Die Arealgrenzen der beiden Formen
sind nach wie vor nicht genau bekannt (NILSON, pers. Mit-
teilung), so daB ein sympatrisches Vorkommen nicht ausge-

schlossen werden kann.

V. russelli weist eine relativ grofe Distanz zur lebetina-

mauritanica-Gruppe auf. Diese Art =zeigt, verglichen mit

anderen Vipera-Arten, groBe Unterschiede bezliglich osteolo-
gischer Merkmale im Wirbelbereich (SZYNDLAR, pers. Mittei-
lung). Sie verzweigt sich gemeinsam mit der lebetina-
mauritanica-Gruppe und der Pseudocerastes-Eristicophis-
Gruppe bei einer immunologischen Distanz von ca. 24. Dieses
Monophylum entspricht mit Ausnahme der Exklusion von
palaestinae der von GROOMBRIDGE vorgenommenen Einteilung.
Groombridges Einteilung besteht allerdings nicht wie hier
aus einer Trichotomie, sondern aus den Schwestergruppen
lebetina und Pseudocerastes-Eristicophis (5 Synapomorphien)
und russelli als Schestergruppe der vorgenannten Formen.
Vergleicht man den Durchschnitt der mit den Antiseren gegen
die xanthina-, raddei- und palaestinae-Albumine ermittelten
russelli-IDs (ca. 42) mit dem durch Dendrogramm VII (Abb.
44.) wiedergegeben ID (30), so stellt man eine Diskrepanz
von ca. 12 IDs fest. Schreibt man diesen Unterschied einer

beschleunigten Evolutionsrate des russelli-Albumins zu, so
hitte dies eine Anndherung des russelli-Abzweiges an die
lebetina s.l.-Gruppe zur Folge (d.h. Aufldsung der Tricho-

tomie) .

_E_S_g_l_l_g_g,g_ezég_t_éa_s und Eristicophis sind monophyletischen Ur-
sprungs-. Dies deckt sich mit GROOMBRIDGEs Befunden und
spricht gegen die von MARX & RABB (1965) geduBerte Hypo-
these der grdBeren Verwandtschaft der lebetina-Gruppe nit

o
w:ﬁx
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Pseudocerastes (ausfilhrliche Diskussion bei GROOMBRIDGE) .
Eristicophis wies im Test auf unterschiedliche Evolutions-

geschwindigkeiten eine relativ hohe Substitutionsrate auf
(siehe Tab. 7.). Dies konnte fiir eine ungewdhnlich grofe
Anhdufung autapomorpher Aminosduren sprechen, was wiederum
mit dem extremen Wiistenlebensraum dieser Schlange und damit
verbundener physiologischer Albuminanpassungen in Verbin-
dung gebracht werden konnte (siehe oben). In einem solchen
Fall wire ein "Evolutionssprung” (d.h. Erwerb vieler
autapomorpher Aminosduren in kurzer Zeit), der mit der
Besiedlung der Wiistengebiete erfolgt sein miiBte, denkbar.
Flir eine solche konstante Anzahl autapomorpher Aminosduren
k&nnte u.U. ein konstanter Korrekturwert geeigneter sein,
als Korrekturfaktoren. Aus den oben genannten Griinden ist
eine kiirzere Distanz (und damit ein Jjlngerer Isolations-
zeitpunkt) =zwischen pseudocerastes und Eristicophis mdg-

E=AA A A

lich, als die in Dendrogramm VII angegebene.

Die relativ groBe Distanz zwischen den Pseudocerastes-
Unterarten persicus und fieldi spricht, &hnlich wie beil
mauritanica, fiir eine artliche Seperation. MARX & RABB und
GROOMBRIDGE sehen allerdings den Unterartstatus als ge-
rechtfertigt an, da morphologisch lediglich die
Ventraliazahl keine Uberschneidungen beim Vergleich der
beiden TFormen aufweist. BDOLAH (1986) untersuchte die
Zusammensetzung der Gifte von persicus und fieldi und fand
erhebliche Unterschiede. Daraus schlop er auf eine
genetische Isolation peider Formen. Nach den Angaben von
JOGER (1984) befindet sich eine eindeutige Liicke zwischen
den Verbreitungsgebieten beider Formen. Geographische
Uiberlappungsbereiche oder sympatrische Vorkommen sind nicht

bekannt.

Die beiden Hauptlinien des Dendrogrammes VII verzweigen

sich bei einer immunologischen Distanz von ca. 30.

pie AuBengruppe Echis weist eine ID von ca. 60 zu den
paléiarktischen GroBvipern auf.
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Die Resultate der von ASHE et al. (1988) durchgeflihrten
Analyse stehen an vielen Stellen mit den von GROOMBRIDGE
vertretenen und auch den hier gewonnenen Ergebnissen im
Widerspruch. So gruppierten ASHE et al. die Gattungen
Pseudocerastes und Eristicophis in die N&he von Cerastes
und Echis, die sowohl hier (Echis) als auch bei HERRMANN et
al. (Cerastes) immunologisch als AuBengruppe erkannt wur-
den. Lediglich die Beziehungen zwischen russelli und

lebetina entsprechen anndhernd den hier gefundenen. Die von
ASHE et al. dargestellten phylogenetischen Muster der pa-
ldarktischen GroBvipern sind sehr uneinheitlich und er-
lauben im Vergleich mit anderen Arbeiten keine schliissige

phylogenetische Deutung.

Vergleicht man die hier gewonnenen immunologischen Ergeb-
nisse mit den Ergebnissen, die auf konventionelle Art und
Weise von GROOMBRIDGE erzielt wurden, so 1&Bt sich keine
generelle Ubereinstimmung feststellen. Einige seiner Merk-
male und deren Deutung sind bereits oben im Zusammenhang
mit der palaestinae-russelli-Frage diskutiert worden. Eine
ausfilhrliche Diskussion der einzelnen morphologischen,
anatomischen und osteologischen Merkmale wiirde an dieser
Stelle zu weit filhren. Trotzdem soll bemerkt werden, daB
einige oft zur Charakterisierung der paldarktischen Grof-
vipern (z.B. bei OBST 1983) verwendeten Merkmale wie z.B.

zunehmende Auflésung der dorsalen Kopfschilder, die Nasen-
beschuppung (Nasalia), die Kérpergrdfe und die Kopf- und
Kdrperzeichnung mdglicherweise konvergent bzw. parallel
entstanden sind und sich somit nicht zur Rekonstruktion

phylogenetischer Beziehungen eignen.

Nachfolgend soll auf die in Abschnitt 2. aufgeworfenen

Fragen eingegangen werden:

- Die Albuminevolution bei den untersuchten paldarktischen
GroBvipern vollzog sich unter Beachtung einiger Aus-
nahmen mit relativ konstanter Evolutionsgeschwindigkeit.
Eine deutlich vom Mittelwert abweichende Evolutionsrate

weisen vor allem Eristicophis und V. russelli auf. Dies
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kénnte mit physiologischen Anpassungen des Albumins an
die jeweils stark von den anderen Taxa der paldarkti-
schen GroBvipern abweichenden Lebensrdume dieser beiden
Formen in Verbindung gebracht werden. Eristicophis ist
eine Bewohnerin extremer Sandwiisten; V. russelli bewohnt
feuchtere tropische Gegenden.

-~ Teile der von OBST (1983) zu Daboia gerechneten Taxa

(ndmlich xanthina, raddei und palaestinae) weisen engere

albumin-immunologische Beziehungen zu den Kleinvipern
s.str. auf, als zu den anderen Daboia-Arten. Damit er-
weist sich Daboia sensu OBST als polyphyletisch.

~ Eristicophis zeigt die grdBte Albuminiibereinstimmung mit

Pseudocerastes. Diese Taxa sind monophyletischen Ur-

sprungs, was einer Zuordnung Vvon Pseudocerastes 2zu

Daboia im Sinne OBSTs widerspricht und ein weiteres
Argument fiir die Polyphylie von Daboia sensu Obst ist.

— Auf die zeitlichen und geographischen Aspekte der Stam-
mesgeschichte pal&darktischer Grofvipern soll in Ab-

schnitt 5. ndher eingegangen werden.

Die Klassifikation der paldarktischen GroBvipern auf
Gattungsebene konnte sich nach den albumin-immunologischen
Ergebnissen wie folgt von der in Abschnitt 1.2. darge-

stellten Klassifikation unterscheiden:

- Die V. xanthina-Gruppe und palaestinae k&nnten einen
generisch eigenstédndigen Status erhalten, der sie von
den Kleinvipern s.str. trennt. Die beiden Taxa sollten
dann aufgrund abweichender morphologischer Merkmale etc.
auf Untergattungsniveau getrennt werden.

— Ebenso kénnte die V. lebetina s.l.-Gruppe eine eigene
Gattung bilden.

- V. russelli scheint soweit von lebetina s.l. entfernt,

daB auch ihr eigensté@ndiger Gattungsstatus gebiihrt (auch
aufgrund.'morphologischer"und. anatomischer (GROOMBRIDGE
1980) sowie osteologischer Merkmale (SZYNDLAR 1987Db)).

- pseudocerastes und Eristicophis sollten weiterhin als

Gattungen gefilihrt werden. Eristicophis weniger aufgrund
ihrer immunologischen Distanz 2u Pseudocerastes, als
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vielmehr aufgrund der stark abweichenden Morphologie und
Lebensweise (GROOMBRIDGE nennt 12 Autapomorphien fir

Eristicophis).

] L1] "
Artniveau sollte im Unterschied zu Abschnitt 1.2. V. "1."
schweizeri, V. "m." deserti, und P. "p." fieldi zugestanden

werden.

i n
Nomenklatorische Konsequenzen aus den gewonnen Ergebnls?ed
sollen im Rahmen dieser Arbeit nicht gezogen werden, sin
aber unter Berlicksichtigung auch anderer Merkmalskomplexe

in Vorbereitung.
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5. Phylogenie und mégliche Verbreitungsgeschichte aufgrund
der immunologischen Ergebnisse

Als Entstehungszentrum der paldarktischen Vipern muf der
vordere und mittlere Osten gelten. Dies ergibt sich aus der
rezenten Verbreitung und der groéfSten Artendiversitdt in

diesem Raum.

Schon im spiten Oligoz#n trennte sich die Echis-Linie von
den paldarktischen Vipern. Dieser frilhe Zeitpunkt liegt vor
den durch Fossilien belegten &ltesten Vipern, die erst aus
dem frithen Miozin bekannt sind (ROMER 1967, SZYNDLAR
1987a).

Die Trennung der xanthina-palaestinae-Kleinvipern-Gruppe
und der lebetina-russelli-Pseudocerastes-Gruppe erfolgt im
mittleren Miozin. Aus dieser Zeit liegen Fossilien vor, die
schon den beiden Hauptlinien zugeordnet werden kénnen
(xanthina-Linie: V. platyspondyla Szyndlar, 1987; lebetina-
Linie: V. sp. Zerova & Ckhikvadze, 1984) .

Im Miozin herrschte in groBen Teilen Europas und den medi-
terranen Gegenden Vorderasiens und Nordafrikas ein weit-
gehend tropisches Klima, das sich im Spdtmiozdn zum sub-
tropischen hin ver&nderte (de LATTIN 1967). Zu dieser Zeit
hatten die Vertreter der xanthina- und der lebetina-Gruppe
eine viel grdBere Verbreitung als heute. Fossil bekannte
Vipern (Abb. 45.) existierten im frilhen Mioz&n von Dolnice
(CSSR; V. platyspondyla Szyndlar, 1987), im spdten Miozdn
von Kohfidisch (Osterreich, V. burgenlandica Bachmayer

Szyndlar, 1987), im spéten Miozin von Polgardi (Ungarn; ¥V

gedulyi Bolkay, 1913) und im Miozin von Kalfa (USSR:

Ukraine; V. sp. Zerova & Ckhikvadze, 1984). Das subtropi-
sche Klima hielt sich bis zum mittleren Pliozdn, bevor es
dem heutigen Klima &hnlich wurde. Aus dem Pliozdn sind
fossile Vipern aus Kuchurgan (USSR: Ukraine; V.

kuchurganica Zerova & Ckhikvadze, 1984), aus Layana
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Abb: 45. Hypothetische Ausbreitungsgeschichte der
paldarktischen GroBvipern im spdten Miozi#n und frithen Pliozé&n.
Dargestellte Fossilfunde (nach SZYNDLAR 1988): 1: V.
platyspondyla, frithes Miozdn, Dolnice (CSSR); 2: V.
burgenlandica, spites Miozin, Kohfidisch (Osterreich); 3: V.
gedulyi, spites Miozdn, Polgdrdi (Ungarn); 4: V. sp., Miozén,
Kalfg (UASSR, Ukraine); 5: V. kuchurganica, Kuchurgan (UdSSR,
gkralne); 6: V. maxima, mittleres Pliozé&n, Layna (Spanien); 7:
°V. sp., Pliozdn, Vilafant (Spanien); 8: "grande Vipére",
Pllgzan/Pleistozén, Medas (Spanien); 9: V. lebetina, mittleres
Pleistoz&n, Chios (Griechenland).
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(Spanien; V. maxima Szyndlar, 1988), und eine GroBviper aus
Medas (Spanien; "grande Vipére", SAINT-GIRONS 1980) bekannt
(Abb. 45.). Durch die zunehmende Klimaverschlechterung ver-
schwanden die Grofvipern wieder aus weiten Teilen Europas.
Lediglich die Kleinvipern, die im mittleren Miozidn ihren
letzten gemeinsamen Vorfahren mit der xanthina-palaestinae-
Gruppe hatten, konnten sich anscheinend an die niedrigeren
Temperaturen soweit anpassen, daf sie Europa besiedeln
konnten. Auch die heutigen Vertreter der xanthina-Gruppe
sind beziliglich der Temperaturen weitaus plastischer als die
Angehdrigen der lebetina-Linie (NILSON & ANDREN 1986) .

Seit etwa dem mittleren Miozdn existierte die Verbindung
zwischen dem damaligen Mittelmeer (der Tethys) und den
Indopazifik auf Hshe des heutigen Syriens und des Iraks
nicht mehr (POR 1978). Nun konnten palaestinae-Vorfahren

vor ca. 8 Mill. Jahren nach Stiden in ihr heutiges Areal
vordringen. Da keine fossilen lebetina-Formen aus dem
palaestinae-Areal bekannt sind und rezent zwar beide Formen
sympatrisch, aber wahrscheinlich nicht syntop (in Syrien
und dem Libanon) vorkommen , kdnnte man annehmen, daB

palaestinae sich dort einnischte, wo andernorts diese
Nischen bereits von lebetina besetzt waren. Spidter gelangte
lebetina ebenfalls nach Siiden, konnte aber nicht die be-
reits etablierte palaestinae verdringen. Diese war lebetina
in einigen Merkmalen, wie z.B. der GrdBe, #dhnlich geworden.

Die Phylogenie und Verbreitung der xanthina-Gruppe steht in
engem Zusammenhang mit den im spdten Plioz&n und im Plei-
stozan zyklisch auftretenden Klimaschwankungen (aus-
fiihrliche Diskussion bei NILSON & ANDREN 1986) .

Vor etwa 12 Mill. Jahren, im mittleren Miozdn, trennten
sich lebetina s.l., russelli und der Vorfahre von Pseudo-
cerastes und Eristicophis voneinander. Aufgrund der re-
zenten Verbreitung und einiger der oben genannten Fossilien
(Abb. 45.) ist die Ausbreitung von lebetina in

nordwestliche (bis Spanien) und norddstliche Richtung (bis
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Nordindien, silidliche UdSSR), ausgehend von Kleinasien und

dem ndrdlichen Nahen Osten, anzunehmen.

Die beiden in Nordafrika vorkommenden mauritanica-Formen

sind nach immunologischen Daten bereits seit ca. 6 Mill.
Jahren isoliert. Um dieses Datum erkldren zu konnen, miiften
diese Taxa nicht wie bisher angenommen durch einen gemein-
samen Vorfahren nach Nordafrika gelangt sein, sondern
k&nnten iiber zwei Landbriicken getrennt dort eingewandert
sein. Im spiten Mioz&n kam es zur weitriumigen Austrocknung
des Mittelmeeres ("messinian event", THENIUS 1977), so daB
mehrere Landverbindungen zwischen Afrika und Europa
existierten. Die in Spanien lebende lebetina k&nnte ilber
die damals trockene StraBe von Gibraltar nach Nord-
westafrika gelangt sein, wo sich nach ihrer genetischen
Isolation mauritanica entwickelte. Die von RAGE (1976) aus
dem Miozin Marokkos beschriebene V. maghrebiana wurde von
ihm urspriinglich in die Ndhe von lebetina geriickt. SZYNDLAR
(1988) vertrat die abweichende Meinung, daB diese Viper
eher mit den europidischen Kleinvipern assoziert werden
sollte. Des weiteren kdnnte lebetina unabhingig davon Uber

Sizilien im Bereich Tunesiens nach Nordafrika gelangt sein.

Diese Population kdnnte sich nach der erneuten Fiillung des
Mittelmeeres zu deserti entwickelt haben. Parallel zur Ein-
wanderung von Norden nach Afrika gab es auch Einwanderungen
aus Siiden nach Europa. Als Beispiel mag der Kammfinger
Pellegrina dienen, der auf Sizilien einwanderte (THENIUS

1977).

Die Besiedlung einiger Kykladeninseln durch lebetina er-
folgte ebenfalls im Messinium. Dies geschah entweder von

der westlichen Tiirkei oder Griechenland aus. Durch den An-

stieg des Meeresspiegel vor ca. 5 Mill. Jahren wurde diese

Population isoliert und entwickelte sich zu schweizeri.

Zypern wies bis zur Pliozin-Pleistozédn-Wende vor ca. 2.

Mill. Jahren eine Landverbindung mit Syrien auf (HAAS

1952), was die relativ groBe Nihe der Inselform 1. lebetina

zu den Festlandformen erkliart. Die lebetina-Unterarten
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of 5000 feet (ca. 1500 m) in India (SMITH 1943), and it
thus appears likely that the Zagros mountain range could be
penetrated, allowing gene flow". JOGER (1984) berichtet
iilber persicus-Populationen nordwestlich und westlich des
Zagros-Gebirges. Trotzdem besteht eine grofe geographische
Liicke zwischen den Verbreitungsgebieten von persicus und
fieldi. Aufgrund der immunologischen Distanz zwischen
beiden Formen und den Ergebnissen von BDOLAH (1986) scheint

die genetische Isolation durchaus wahrscheinlich.

AbschlieBend soll angemerkt werden, daf viele der in dieses

Abschnitt gemachten Aussagen hypothetischen Charakter haben
iy 3§ ol

und nur als eine von eventuell mehreren Deubungs

keiten aufzufassen sind.
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6. zusammenfassung
In der vorliegenden Arbeit wird versucht, mnit Hilfe
albumin-immunologischer vergleiche (und Blutserum-
1darktischen

Elektropherogrammen) die Phylogenese der pa

GroRvipern 2zu rekonstruieren. 2u diesem Zweck wurden

Serumalbumine von 24 Taxa der Gattungen Vipera s.1l.,

pseudocerastes und Eristicophis, sowie von 3 Echis~-Arten

Pseudocerastes
untersucht. Gegen 7 der genannten Albumine wurden

Antiseren hergestellt.

Albumine zeigten

Mittelwert und

Die Evolutionsraten der untersuchten
keine drastischen Apweichungen VOI
schwankten lediglich ijm statistisch Z4 erwartenden
Rahmen. Ausnahmen waren die Albumine von Eristicophis

1i, die eventuell aufgrund physiologischer
von der mittleren

und V. russel

Anpassungen groBere Abweichungen
In der Annahme einer linearen

Evolutionsrate zeigten.
Beziehung zwischen der Zei
Distanzen wurde die Zeitskala durc
Eichpunktes, dem gie Isolation von V. lebetina
schweizeri (Kykladen-Inselgruppe) im Messinium zugrunde
(immunologischen Distanzen) angepaBt.
rch diese Vorgehensweise ein

£ und den jmmunologischen
h die Ermittlung eines

lag, an die IDs
Insgesamt ergab sich du

durch Fossilien gestiitzes, pa
Bild. Es wurden keine gegen die Molekularuhrhypothese

n Hinweise gefunden-

1'aiogeographisch schliissiges

sprechende
Bei der peutund der immunologischen Daten von Y.

palaestinae ergaben sic
18sten sich durch die ausfiihrlich begriindete Annahne,

dap die Ahnlichke

h besondere schwierigkeiten. Sie

it der Albumine von V. palaestinae und

V. mauritanica deserti auf Konvergenz beruht.
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Die paldarktischen Vipern sind im Vergleich zur AuBen-

gruppe Echis monophyletisch. Echis muB sich bereits im

Oligozdn von ihnen getrennt haben.

Dieser Zeitpunkt
liegt erheblich vor den &dltesten fossilen Funden aus dem

frithen Miozé&n.

Die Gattung Daboia sensu OBST (1983)
polyphyletisch. Die V.

erwies sich als

xanthina~-Gruppe und palaestinae
weisen engere Beziehungen zu den Kleinvipern s.str. auf

als zu den restlichen Daboila-Arten.

[

Die Trennung der beiden Hauptlinien der paldarktischen
Vipern erfolgte bereits im friihen bis mittleren Miozin.
Eine Hauptlinie fiihrt zu den Vertretern der xanthina-
Gruppe, palaestinae und den Kleinvipern,

die sich von
den erstgenannten Taxa schon relativ friih abzweigten.
Die terminalen Taxa der zweiten Linie werden von den

restlichen, heute 1lebenden paldarktischen GroBvipern

gebildet (V. lebetina-mauritanica-Gruppe, V.
Pseudocerastes und Eristicophis).

russelli,

V.

russelli erweist sich albuminimmunologisch als eben-
soweit von lebetina s.l. entfernt wie die Gattungen

Pseudocerastes und Eristicophis, wdre Jjedoch bei der

Annahme einer schnelleren Albuminevolution ndher an
lebetina zu rilicken.

Eristicophis, eine hochspezialisierte  Sandwlisten-

schlange, trennte sich etwa im mittleren bis spdten

Miozd&n von Pseudocerastes, die das Schwestertaxon dar-
stellt.

V.

lebetina schweizeri weist eine relativ groBe Diffe-

renz 1ihres Albumins 2zu den Albuminen der anderen

lebetina-Unterarten auf. Durch die Isolation dexr

Kykladen-Inseln vom Festland gegen Ende des "messinian

event" und der damit einhergehenden genetischen Isola-
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tion dieser Population ist eine Separation eingetreten,
die den Artstatus nahelegt.

J. Die Albumine der Unterarten V. m. mauritanica und V. m.
deserti sind immunologisch ebenfalls sehr unterschied-
lich. Die starke Austrocknung des Mittelmeeres gegen
Ende des Miozdns kdnnte eine getrennte Einwanderung der
beiden Formen nach Nordafrika ermdglicht haben. V. m.
mauritanica wanderte iiber die damals trockene StraBe von

Glbraltar ein, wdhrend m. deserti iiber Sizilien ins

heutige Tunesien gelangt sein k&nnte.

K. Die Pseudocerastes-Formen p. persicus und p. fieldi sind

ebenfalls weitgehend genetisch isoliert, was auch hier
eine Trennung auf Artniveau angebracht erscheinen 1l&Bt.
Die Trennung steht ursidchlich mit der Auffaltung des

Zagros-Gebirges im Miozdn in Verbindung.

L. Auf Gattungsebene lassen sich u.U. die folgenden Gruppen
bzw. Taxa trennen:
— Vipera xanthina-Gruppe und V. palaestinae (auf

Untergattungsniveau getrennt)
- V. lebetina, V. "1." schweizeri, V. "m." mauritanica

und V. "m." deserti

— V. russelli
— Pseudocerastes "p." persicus und P. "p." fieldi

- Eristicophis macmahoni.
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abelle Al. Immunologische Distanzen der Einzeltests gder

>r Schiedenen Albumine gegen die jeweiligen Antlseren. Die Ermlttlung
Yy fir die Berechnung der IDs erforderlichen Aqulvalenzpunkte
-folgte in den meisten Einzeltests sowohl graphisch als auch
ithematisch (siehe Abschnitt 3.4.). Aufgefiihrt sind die nach der in
)>schnitt 3.7. beschriebenen statistischen Behandlung erhaltenen IDs.
e dienten zur Errechnung der in Tab. 5. dargdgestellten Werte.
klirzungen sind der Tab. 4. zu entnehmen.

ti - V. xanthina - Albumin:

Graphische Ermittlung Mathematische Ermittlung

t 1.Test 2.Test 3.Test 4.Test X 1.Test 2.Test 3.Test 4.Test X
| 0 0 0 0 0 0 (0] 0 0 0
| 19.0 12.2 13.0 4.1 12.1 21.1 20.3 13.8 7.2 15.6
. 25.9 15.1 30.5 12.9 21.1 30.8 18.5 24.8 19.7 23.5
| 20.3 18.8 - - 19.5 24.3 24.3 - - 24.3
| 31.1 23.8 31.9 22.7 27.4 35.3 27.5 32.7 - 31.8
- — - 14.5 3.6 9.0 — - 15.2 4.9 10.0
: - - — 32.3 32.3 - - - 33.3 33.3
' - - 23.8 - 23.8 - - 23.1 - 23.1
| - - 11.4 6.9 9.1 - - 12.7 5.7 9.2
' 40.1 36.6 - - 38.3 41.4 40.6 - - 41.0
: - - 3.1 - 3.1 - - 8.5 - 8.5

19.2 19.4 -— - 19.3 23.3 22.1 — - 22.7
, 40.7 31.6 - 19.4 30.6 42.6 36.1 - - 39.4
: - - 36.0 11.9 24.0 37.1 - - - 24.0
| 25.9 18.0 - - 21.9 - 23.3 - - 23.3
» 43.8 43.8 41.7 - 43.1 45.8 45.8 43.6 - 45.1

—_ - - 45.9 45.9 - - - 48.1 48.1

i
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Tabelle Al. Immunologische Distanzen der Einzeltests der
verschiedenen Albumine gegen die jeweiligen Antiseren. Die Ermittlung
der flr die Berechnung der IDs erforderlichen Aquivalenzpunkte

erfolgte in den meisten Einzeltests sowohl graphisch als auch

mathematisch (siehe Abschnitt 3.4.). Aufgefiihrt sind die nach der in
Abschnitt 3.7. beschriebenen statistischen Behandlung erhaltenen IDs.
Sie dienten zur Errechnung der in Tab. 5. dargestellten Werte.

Abklirzungen sind der Tab. 4. zu entnehmen.

Anti - V. xanthina - Albumin:

Graphische Ermittlung Mathematische Ermittlung _
Art 1.Test 2.Test 3.Test 4.Test X 1.Test 2.Test 3.Test 4.Test X

xa 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
ra 19.0 12.2 13.0 4.1 12.1 21.1 20.3 13.8 7.2 15.6
11 25.9 15.1 30.5 12.9 21.1 30.8 18.5 24.8 19.7 23.5
lo 20.3 18.8 - - 19.5 24.3 24.3 - - 24.3
md 31.1 23.8 31.9 22.7 27.4 35.3 27.5 32.7 - 31.8
pa - - 14.5 3.6 9.0 - - 15.2 4.9 10.0
rs - - - 32.3 32.3 - - - 33.3 33.3
Pp - - 23.8 - 23.8 -- - 23.1 - 23.1
Pf -- - 11.4 6.9 9.1 - - 12.7 5.7 9.2
Er 40.1 36.6 - - 38.3 41.4 40.6 - - 41.0
bs - - 3.1 - 3.1 - - 8.5 - 8.5
ni 19.2 19.4 - - 19.3 23.3 22.1 - - 22.7
aa 40.7 31.6 - 19.4 30.6 42.6 36.1 - - 39.4
ao - - 36.0 11.9 24.0 37.1 - - - 24.0
am 25.9 18.0 - - 21.9 - 23.3 - - 23.3
Ep 43.8 43.8 41.7 - 43.1 45.8 45.8 43.6 - 45.1

Em - - - 45.9 45.9 - - - 48.1 48.1
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anti - V. r. raddei - Albumin:

Graphische Ermittlung Mathematische Ermittlung
art 1.Test 2.Test 3.Test 4.Test % 1.Test 2.Test 3.Test 4.Test X

xa = ~7 -- 0.3 4.7 2.5 O 2.1 0.3 5.9 2.8
ra O 0 0 0 0 0 0 0 0 0

11 12.4 -- 17.3 —— 14.9 4.7 24.6 14.6 -- 14.6
lo -- --  12.1 29.4 20.7 -~ -~ 13.3 18.7 16.0
nd 20.6 38.4 27.7 40.6 31.8 -~ 31.5 29.0 31.6 30.7
pa 10.2 16.1 - 18.1 14.8 4.5 7.1 -- 6.5 6.0
rr T -= -- 46.5 46.5 -— -- -- 36.6 36.6
rs --= - 41.3 45.6 43.5 - - 41.9 37.6 39.7
pf -- - 12.1 25.4 18.8 - - 11.2 15.2 13.2
Er 12.1 -- 23.1 -  17.6 == -- 22.0 -- 22.0
bs == 8.8 -- -~ g.8 -— 3.3 -- - 3.3
aa 23.6 -- - - 23.6 19.9 - - - 19.9
ah -- 24.0 8.6 -~ 16.3 -- 17.0 7.9 -- 12.5
ao  -- 25.1  22.3 -~  23.7 -- 24.5 21.3 -  22.9
at -- - 13.3 28.5 21.9 - -- 17.4 16.2 16.8
Ep =~ 52.6  38.2 --  45.4 - - 37.2 - 37.2
Em  -- -- -- 43.5 43.5 -— - - 32.3 32.3

Anti - V. L. lebetina - Albumin:

Mathematische Ermittlung

Graphische Ermittlung
Test 2.Test 3.Test 4.Test 5.Test

Art 1.Test 2.Test 3.Test 4.Test 5.Test x 1.

x|

xa 17.1 17.3 13.3 24.6 -~ 8.1 18.3 20.3 111 18.2 -- 17.0
ra 33.1 26.7 13.3 19.9 -- 23.3 36.6 27.9 9.9 4.4 -- 2.2
tt o 0 0 0 -- 0 0 0 0 0 -- 0
it 0.0 0.0 6.5 8.0 -- 3.6 0.0 6.0 3.0 0.0 - 0.7
to 0.0 4.1 10.6 0.0 .- 3.7 0.0 8.8 0.5 2.9 -- 3.0
ts 3.4 15.5 10.4 141 12.5 11.8 -- 6.6 9.2 19.8 10.7 11.3
md -- 23.5 20.5 21.8 .- 219 44.9 283 19.1 12.4 --  26.2
pa -- 21.9 13.3 -- 7.6 14.2 -- 28.1 -- 14.1  10.1 17.4
rs -- -- -- 19.4 20.7 20.1 -~ -- -- 13.8 18.8 16.3
pf -- -- -- 20.5 21.1 20.8 -~ -- -- 12.7 22.8 17.7
Er 49.6 45.3 -- -- --  47.5 == 43.1 -- -- -- 431
ao -- 35.5 30.1 -- --  32.8 -- 33.9 32.2 -- -- 33.0
am 16.7 - -- -- -- 16.7 17.9 -- -- -- -- 17.9
at -~ - 8.0 -- -- 8.0 -- -- 7.2 -- -- 7.2
EL T71.2 - -- -- -- 7.2 7.0 -- -- -- -~ T1.0
Ep -- 59.2 24.6 -- -- 419 - 59.2 -- .- --  59.2
- -- 61.1 -~ 811 - -- -- 59.1 --  59.1

Em - -
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Anti - V. mauritanica deserti - Albumin:

Graphische Ermittlung Mathematische Ermittlung
Art 1l.Test 2.Test 3.Test 4.Test X 1.Test 2.Test 3.Test 4.Test

k|

xa « -- 21.5 20.0 11.0 18.5 - 17.8 16.0 12.9 16.1
ra 33.7 - 15.1 12.4 23.8 26.1 - 15.5 10.2 19.5
11 8.9 14.1 6.4 - 9.8 - 11.5 7.2 - 9.4
1t - 18.2 10.2 -— 14.2 - 0.8 10.6 - 5.7
lo 0.0 6.1 0.6 - 2.2 - 2.8 1.9 - 2.4
1s 7.4 - 4.2 6.7 6.5 - - 2.7 8.0 5.3
md 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
mm 8.2 11.3 - - 9.8 0.4 10.5 - - 5.5
pa 20.9 - - 7.9 14.4 15.2 - - 5.9 10.5
rr -- - - 13.4 13. - - -= 12.9 12.9
rs - - 12.6 13.6 13.1 - - 11.4 12.6 12.0
Pf - - 12.2 14.6 13.4 - - 3.9 15.2 9.6
Er 36.1 10.5 - - 23.3 30.7 9.9 - - 20.3
ni - 29.3 - - 29.3 - 27.3 - - 27.3
aa - 37.3 - - 37.3 - 36.0 - - 36.0
af 30.8 -- - - 30.8 - 22.5 - - 22.5
ah - - 24.3 - 24.3 - - 27 .4 - 27.4
ao - 31.3 - - 31.3 - 29.6 - - 29.6
am 42.1 -- 21.9 - 32.0 32.4 - 24.9 - 28.7
at - -- 32.1 22.2 27.2 - - 34.0 23.3 28.7
El 40.2 - - - 40.2 34.7 - - - 34.7
Ep - 30.7 27.4 - 29.1 - 27.3 29.6 - 28.5
Em - - - 47.8 47.8 - - - 47.1 47.1
Anti - V. palaestinae - Albumin:
Graphische Ermittlung Mathematische Ermittlung

Art 1.Test 2.Test 3.Test 4.Test X 1.Test 2.Test 3.Test 4.Test X

xXa 21.0 14.9 16.7 16.0 17.2 18.2 14.9 15.6 14.7 15.9
ra 18.7 18.5 14.9 19.6 17.9 16.3 20.2 14.3 19.1 17.5

1s - - 30.4 29.3 29.8 - 28.1 20.3 27.1 25.2
md 18.1 18.5 14.8 20.1 17.8 15.5 19.1 16.9 20.7 18.0
ra o 0] 0 0 0] 0] 0 0 0 0

rr - - 27.7 27.8 27.7 - - 17.1 27.2 22.2
rs - 25.2 31.4 31.8 29.5 - 30.6 26.1 30.1 28.9
Pf - 25.5 22.8 24.0 24.1 - 25.4 24.2 22.4 24.0
Exr - 34.2 - - 34.2 - 38.9 - - 38.9
ah 40.0 - - - 40.0 38.4 41.8 - -- 40.1
ao 27.4 20.7 - - 24.0 25.6 19.7 - -= 22.6
at 29.2 - 36.0 33.2 32.8 27.6 - 38.5 32.7 32.9

EFm 62.8 59.6 61.7 61.2 61.3 61.8 61.4 61.5 61.6 61.6




Graphische Ermittlung

Mmti - P. p. persicus - Albumin:

irt 1.Test 2.Test 3.Test 4.Test X
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Mathematische Ermittlung _
1.Test 2.Test 3.Test 4.Test X

xa
ra
11
lo
1s
nd
pa
rr
rs
Pp
Pf
Er
ni
aa
af
am
at
El
Em

-- - 7.6
14.2 21.3 11.0
19.4  12.7 —

2.7  12.4 -

-- -- 6.3

- 15.7 --
15.1  17.0 6.3

-- -- 18.3

-= -- 14.3

0 0 0

- - 9.5

-~ 10.2 -

-- 21.3 -

-- 22.9 -
10.0 18.1 -
20.3  24.3 -

- - 17.6

- 36.7 -

- - 27.0

e =
OO WMO®EIONN
OWWYWORORRK ®H

.

Anti - E. leucogaster - Albumin:

Graphische Ermittlung Mathematische Ermittlung

18.4
12.9
11.6
11.8
16.4

5.9
11.3

12.9
12.0

R WHERSNONO 0N

e

ONOOVMUIFEFOANRENDWY

e

N 2
[(e Vo]
* &
oOR oo

=
)]

20.3
15.5
39.6
24.0

Art 1.Test 2.Test X 1.Test 2.Test X
xa 60.7 47.4 54.0 60.9 55.1 58.0
ra - 57.5 57.5 - 56.0 56.0
1s 67.9 63.6 65.8 67.4 65.1 66.3
md - 67.8 67.8 - 68.6 68.6
pa 56.7 - 56.7 68.5 - 68.5
Pf 55.1 52.6 53.9 - 49.1 49.1
Er 69.2 - -_ 70.0 - 70.0
ah - 52.8 52.8 - 59.1 59.1




omd  4.1.2.1.). Die zur Korrektur

ggﬁ‘;lie_ A2. Angleichung der unterschiedlichen
| gkeit der Antiseren unter Verwendung der M

| ms nach der Methode von SARICH & CRONIN (1976)
verwendeten

spaltensumme-Indizes sind Jjeweils unterstrichen.
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pDifferenzierungs-

atrix der reziproken
(siehe Abschnitt 3.9.

zeilensumme /

Antiseren:
Xa ra 11 md pa Pp El
Albumine: T Zelle:
ﬁg 0 5.6 17.5 17.4 16.5 8.1 56.0 118.1
13 13.8 0 2.8 21.6 17.7 13.3 56.7 145.9
o3 22.1 16.6 0 6.8 27.5 10.1 66.0 149.1
S 29.6 31.3 23.5 0 17.9 7.4 68.2 177.9
g 9.5 10.4 15.8 12.5 0 11.0 56.7 115.9
Eli 16.4 16.0 19.3 11.5 24.1 0 51.5 138.8
45.5 139.6 60.6 37.9 61.4 32.1 0 277.1
5 Spalte: 136.9 116.5 159.5 107.7 165.1 82.0 355.1
Index: 0.86 1.25 0.93 1.65 0.70 1.69 0.78
1. Korrektur
xa 0 2.6 17.5 17.4 16.5 13.7 56.0 123.7
ra 13.8 0 52.8 21.6 17.7 22.5 56.7 155.1
11 22.1 16.6 O 6.8 27.5 17.1 66.0 156.1
md 29.6 31.3 23.5 O 17.9 12.5 68.2 183.0
pa 9.5 10.4 15.8 12.5 O 18.6 56.7 123.5
Pp 16.4 16.0 19.3 11.5 24.1 ) 51.5 138.8
E1l 45.5 39.6 60.6 37.9 61.4 54.2 0 299.2
S spalte: 136.9 116.5 159.5 107.7 165.1 138.6 355.1
Index: 0.90 1.33 0.98 1.70 0.75 1.00 0.84
2. Korrektur
xa 0 5.6 17.5 29.6 16.5 13.7 56.0 135.9
ra 13.8 0 52.8 36.7 17.7 22.5 56.7 170.2
11 22.1 16.6 O 11.6 27.5 17.1 66.0 160.8
md 29.6 31.3 23.5 O 17.9 12.5 68.2 183.0
pa 5.5 10.4 15.8 21.3 O 18.6 56.7 132.2
Pp 16.4 16.0 19.3 19.6 24.1 0 51.5 146.9
El 45.5 39.6 60.6 64.4 61.4 54.2 0 325.8
s spalte: 136.9 116.5 159.5 183.1 165.1 138.6 355.1
1.06 0.92

Index: 0.99 1.46 1.01 1.00 0.80
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e _

Antiseren:

j Xa ra 11 md pa Pp El

| Albumine: s Zeile:

| 3. _KRorrektur
xa 0 3.8 17.5 29.6 16.5 13.7 56.0 137.1
_FS 13.8 0 22.8 36.7 17.7 22.5 56.7 170.2

3 22.1 24.2 0 11.6 27.5 17.1 66.0 168.5
n 29.6 45.7 23.5 O 17.9 12.5 68.2 197.4
ba 9.5 15.2 15.8 21.3 0 18.6 56.7 137.0
EP 16.4 23.4 19.3 19.6 24.1 O 51.5 154.2
1 45.5 57.8 60.6 64.4 61.4 54.2 0 344.0

I Spalte: 136.9 170.1 159.5 183.1 165.1 138.6 355.1

Index: 1.00 1.00 1.06 1.08 0.83 1.11 0.97

4. Korrektur
xa 0 5.8 17.5 29.6 13.7 13.7 56.0 134.3
ra 13.8 0 22.8 36.7 14.7 22.5 56.7 167.2
11 22.1 24.2 O 11.6 22.8 17.1 66.0 163.8
md 29.6 45.7 23.5 0 14.9 12.5 68.2 194.4
pa 9.5 15.2 15.8 21.3 O 18.6 56.7 137.0
Pp 16.4 23.4 19.3 19.6 20.0 O 51.5 150.1
E1l 45.5 57.8 60.6 64.4 51.0 54.2 O 333.6

Y Spalte: 136.9 170.1 159.5 183.1 137.0 138.6 355.1

Index: 0.98 0.98 1.03 1.06 1.00 1.08 0.94

5. Korrektur
xa 0 5.8 17.5 29.6 13.7 14.8 56.0 135.4
ra 13.8 O 52.8 36.7 14.7 24.3 56.7 169.0
11 22.1 24.2 0 11.6 22.8 18.4 66.0 165.2
md 29.6 45.7 23.5 0 14.9 13.5 68.2 195.4
pa 9.5 15.2 15.8 21.3 O 20.1 56.7 138.5
Pp 16.4 23.4 19.3 19.6 20.0 ¢ 51.5 150.1
E1l 25.5 57.8 60.6 64.4 51.0 58.6 0 337.9

159.5 183.1 137.0 149.7 355.1

T Spalte: 136.9 170.1
0.99 1.04 1.07 1.01

Index: 0.99 1.00 0.95
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Antiseren:
Xa ra 11 mad pa Pp El

Albumine: S Zeile:

6. Korrektur
Xa 0 3.8 17.5 31.7 13.7 14.8 56.0 137.4
ra 13.8 0 22.8 39.3 14.7 24.3 56.7 171.6
11 22.1 24.2 O 12.4 22.8 18.4 66.0 166.0
md 29.6 45.7 23.5 O 14.9 13.5 68.2 195.4
pa 9.5 15.2 15.8 22.7 0 20.1 56.7 140.0
Pp 16.4 23.4 19.3 20.9 20.0 O 51.5 151.5
El 4i5.5 57.8 60.6 68.9 51.0 58.6 0 342.4

¥ Spalte: 136.9 170.1 159.5 195.9 137.0 149.7 355.1

Index: 1.00 1.01 1.04 1.00 1.02 1.01 0.96

7. Korrektur
xa 0 3.8 18.2 31.7 13.7 14.8 56.0 138.1
ra 13.8 0 53.7 39.3 14.7 24.3 56.7 172.5
11 22.1 24.2 0 12.4 22.8 18.4 66.0 166.0
md 29.6 45.7 24.4 0 14.9 13.5 68.2 196.3
pa 9.5 15.2 16.4 22.7 0 20.1 56.7 140.6
Pp 16.4 23.4 20.1 20.9 20.0 0] 51.5 152.3
El 45.5 57.8 63.0 68.9 51.0 58.6 o} 344.8

> Spalte: 136.9 170.1 165.9 195.9 137.0 149.7 355.1

Index: 1.01 1.01 1.00 1.00 1.03 1.02 0.97

8. Korrektur
xa 0 5.8 18.9 31.7 13.7 14.8 54.3 137.2
ra 13.8 O 54.7 39.3 14.7 24.3 55.0 171.7
11 22.1 24.2 O 12.4 22.8 18.4 64.0 164.0
md 29.6 45.7 25.4 0 14.9 13.5 66.2 195.2
pa 9.5 15.2 17.1 22.7 o} 20.1 55.7 139.6
Pp 16.4 23.4 20.9 20.9 20.0 0 50.5 151.5
El 45.5 57.8 65.5 68.9 51.0 58.6 0 347.4

> sSpalte: 136.9 170.1 172.5 195.9 137.0 149.7 344.4

Index: 1.00 1.01 0.9 1.00 1.02 1.01 1.00
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<a Antiseren:
ra 11 md pa P -
Albumine: P El
o Zeile:
9. Korrektur
xa 0 3.8 18.0 31.7 1 \
. . . 3.7 . = : ,
ra 13.8 5 55’4 305 14.8 52.7 13¢xﬁ
11 . . 14.7 24.3 53.3 168.8
22.1 24.2 0 12.4 L
md S5 . 22.8 18.4 62.1 162.1
iy .6 45.7 24.1 0 14.9 13.5 64.2 192.0
g 9.5 15.2 16.2 22.7 O 20.1 53.3 137.1
E% 16.4 23.4 19.8 20.9 20.0 O 48.5 145.0
45.5 57.8 62.3 68.9 51.0 58.6 O 144.1
T Spalte: 136.9 170.1 163.9 195.9 137.0 149.7 344.4
Index: 0.98 0.99 1.00 0.98 1.00 1.00 1.03
10. Korrektur
xXa 0 3.8 18.0 31.7 13.7 14.8 54.3 136.2
ra 13.8 0 23.4 39.3 14.7 24.3 54.9 170.4
11 22.1 24.2 0 12.4 22.8 18.4 64.0 163.9
md 29.6 45.7 24.1 0 14.9 13.5 #66.1 193.9
Ppa 9.5 15.2 16.2 22.7 O 20.1 54.9 138.7
Pp 16.4 23.4 19.8 20.9 20.0 0 49.9 150.4
El 45.5 57.8 62.3 68.9 51.0 58.6 0 144.1
% Spalte: 136.9 170.1 163.9 195.9 137.0 149.7 344.1
Index: 0.99 1.00 1.00 0.99 1.01 1.01 1.00
11. Korrektur
o = ‘?ﬁ “‘5
xa 0 3.8 18.0 31.7 13.8 14.8 ga.z 136.°
ra 13.8 0 23.4 39.3 14.8 24.3 gﬁﬁg 1iﬁ,&
11 22.1 24.2 0 12.4 23.1 18.4 64.0 ;%@,§
0 15.0 13.5 66.1 194.1
md 29.6 45.7 24.1 : s
pa 9.5 15.2 16.2 22.7 O 20.1 54.9 138.7
* ° FXs TR0, 65
Pp le.a 23.4 19.8 20.9 20.2 0 499 et
El 45.5 57.8 62.3 68.9 51.5 58.6 C 344.6

[y
o
3

wd
{ed
=Y
&
ot

s Spalte: 136.9 170.1 163.9 195.9 138.4

1.00 0.99 1.00 1.8

=1
]
<3

Index: 1.00 1.00
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Antiseren:
xa ra 11 md pa Pp El
A 3 - :
lbumine: ¥ Jelle:

12. Korrektur
xa 0 3.8 18.0 31.7 13.8 14.9 54.3 136.5
ra 13.8 0 23.4 39.3 14.8 24.5 54.9 170.8
11 22.1 24.2 0 12.4 23.1 18.6 64.0 164.3
md 29.6 45.7 24.1 0 15.0 13.6 66.1 194.2
pa 9.5 15.2 16.2 22.7 O 20.3 54.9 138.9
Pp 16.4 23.4 19.8 20.9 20.2 0 49.9 150.6
El 45.5 57.8 62.3 68.9 51.5 59.2 0 345.2

T Spalte: 136.9 170.1 163.9 195.9 138.4 151.2 344.1

Index: 1.00 1.00 1.00 0.99 1.00 1.00 1.00

13. Korrektur
xXa 0 3.8 18.0 31.3 13.8 14.9 54.3 136.1
ra 13.8 0 23.4 38.9 14.8 24.5 54.9 170.4
11 22.1 24.2 0 12.2 23.1 18.6 64.0 164.2
md 29.6 45.7 24.1 O 15.0 13.6 66.1 194.2
pa 9.5 15.2 16.2 22.5 O 20.3 54.9 138.7
Pp 16.4 23.4 19.8 20.7 20.2 0 49.9 150.4
El 45.5 57.8 62.3 68.3 51.5 59.2 0 344.5

3 Spalte: 136.9 170.1 163.9 193.9 138.4 151.2 344.1

Index: 0.99 1.00 1.00 0.99 1.00 1.00 1.00

14. Korrektur

3.8 18.0 31.3 13.8 14.9 54.3 136.1

Xa 0 . |
ra 13.7 0 23.4 38.9 14.8 24.5 54.9 170.3
11 21.9 24.2 0 12.2 23.1 18.6 64.0 164.0
md 29.3 45.7 24.1 0 15.0 ;g.i gg.; igg.z
a 9.4 15.2 16.2 22.5 0 . . .6
gp 16.2 23.4 19.8 20.7 20.2 0 43.9 é?g.g
El 45.0 57.8 62.3 68.3 51.5 59.2 44.

> Spalte: 135.5 170.1 163.9 193.9 138.4 151.2 344.1

Index: 1.00 1.00 1.00 1.00 1.00 £.9%9 1.00
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Antiseren:
xa ra 11 md pa Pp El
Albumine: s Zelle:
15. Korrektur
xa 0 3.8 18.0 31.3 13.8 14.8 54.3 136.0
ra 13.7 0 23.4 38.9 14.8 24.3 54.9 170.0
11 21.9 24.2 0 12.2 23.1 18.4 64.0 163.8
md 29.3 45.7 24.1 0 15.0 13.5 66.1 193.8
pa 9.4 15.2 16.2 22.5 0 20.1 54.9 138.4
Pp 16.2 23.4 19.8 20.7 20.2 0 49.9 150.2
El 45.0 57.8 62.3 68.3 51.5 58.6 0 343.4

¥ Spalte: 135.5 170.1 163.9 193.9 138.4 149.7 344.1

Index: 1.00 1.00 1.00 1.00 1.00 1.00 1.00
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