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1. Einleitung

Die Bachforelle (Salmo trutta) ist der am weitesten verbreitete, natiirlich vorkommende
StiBwasserfisch in der Paldarktischen Region (BERNATCHEZ 2001). Als Speisefisch wird
die Forelle seit jeher vom Menschen wirtschaftlich genutzt, darum und nicht zuletzt auch
aufgrund der Berufs- und Angelfischerei, unterliegt die Bachforelle einem starken
anthropogenen EinfluB. Schon im Mittelalter wurden durch BesatzmaBBnahmen die
Ursprungspopulationen vermischt und die natiirlichen Verbreitungsgrenzen verdndert
(PECHLAHNER 1984). Der grofite Besatz fand in der Zeit des spaten 19. Jahrhunderts und
des frithen 20. Jahrhunderts statt, bevor man sich der Risiken der Einfilhrung von exotischen
Arten bewusst wurde (LAIKRE et al. 1999).

In Europa dient dic Bachforelle der Flussperlmuschel (Margaritifera margaritifera L.) als
Zwischenwirt fiir ihre Glochidien. Trotz der grofen 6kologischen Bedeutung der Perlmuschel
fiir aquatische Systeme (z.B. Filtrierung, Stoffumsetzung, Sedimentdurchmischung),
existieren noch immer Wissensliicken beziiglich der komplexen Biologie, in der die Ursachen
fiir das rapide Schwinden der Muschelbestidnde zu suchen sind (GEIST 2005). Einige Autoren
betrachten die Flussperlmuschel als die am stirksten vom Aussterben bedrohte
StiBwassermuschel der Welt (MACHORDOM et al. 2003). Noch vor etwa einem Jahrhundert
war die Flussperlmuschel bodendeckend in Gewéssern vorhanden (ISRAEL 1913). Bis 1990
wurde ein Schwinden der Muschel in Europa von tiber 90% festgestellt (BAUER 1988), eine
Tendenz, die noch immer andauert, oder sich verschlimmert. Das derzeitige Hauptproblem ist
das Fehlen von Jungmuscheln in vielen européischen Perlmuschelgewissern (GEIST 2005).
Nur wenige Arten dienen der Flussperlmuschel als Zwischenwirt. Als natiirlich vorkommende
Arten sind dies die Seeforelle (Salmo trutta f. trutta), die Bachforelle (Salmo trutta f. fario)
und der Atlantische Lachs (Salmo salar) (YOUNG & WILLIAMS 1984). In Mitteleuropa
stellt die Bachforelle (Salmo trutta f. fario) den einzigen geeigneten Wirtsfisch fiir die
Flussperlmuschel dar (WACHTLER et al. 2001).

Direkte Bedrohungen der adulten Muscheln durch Perlrduberei und durch Fral3feinde, wie der
Bisamratte und dem Aal (Erndhrung moglicherweise durch Jungmuscheln), haben nur einen
begrenzten lokalen Einfluss und konnen nicht die globale Abnahme der Art erkldren.
Stattdessen sind indirekte Effekte, verbunden mit anthropogenen Stoérungen, wie Zerstérung
des Lebensraumes durch wasserbauliche Mallnahmen, der Eintrag von Feinsedimenten und
Eutrophierung vermutlich die wichtigsten Faktoren, die zu einer Abnahme der Bestinde
fiihren. Ein Mangel oder eine Abnahme der Wirtsfischpopulationen und eine Reihe

zusitzlicher Storungen der Chemie, der Biologie, der Hydrologie und der Geomorphologie



der Gewdsser konnen ebenfalls dazu beitragen (GEIST 2005). Nach GEIST et al. (2005) stellt
der aktuelle Status (Biomasse und Anzahl) der Wirtsfischpopulationen keinen maf3geblichen
Grund fir das Fehlen von Jungmuscheln dar. Eine Verbindung zwischen fehlenden
Jungmuscheln und einem Fehlen von geeigneten Wirtsfischen konnte nur selten beobachtet
werden.

Es ist wichtig nach weiteren Griinden fiir das Schwinden der Flussperlmuscheln zu suchen.
Moglicherweise lassen sich Zusammenhinge zwischen der genetischen Populationsstruktur
von Bachforellen und der Struktur von Perlmuschelpopulationen finden.

Ziel der vorliegenden Forschungsarbeit ist die Analyse der genetischen Struktur der
Bachforellen (Salmo trutta) in ausgewéhlten Flussperlmuschelgewéssern in Deutschland,
Frankreich und Finnland anhand von mitochondrialer DNA und Mikrosatelliten. Es wurden
Bachforellenproben aus den Gewdssersystemen der Elbe, Donau, Weser, Aulne, Kemijoki
und  Tuloma mit teils noch intakten  Flussperlmuschelpopulationen  (mit
Jungmuschelproduktion) und nicht mehr intakten Populationen (ohne Jungmuscheln)
genommen. Insgesamt wurden 15 Populationen analysiert. Weiter soll durch einen Vergleich
der Ergebnisse mit anderen Studien die Erkenntnisse der bisherigen Phylogeographie der
Bachforellen {iberpriift und nach einem eventuellen Zusammenhang zwischen
Perlmuschelpopulationen und der genetischen Struktur der Bachforellenpopulationen gesucht

werden.



2. Literaturiibersicht

2.1. Verbreitung, Systematik und Phylogenie der Bachforelle

Die Bachforelle (Salmo trutta Linnacus) ist ein Vertreter der Familie Salmonidae. IThre
natilirliche Verbreitung erstreckt sich von Nordnorwegen und dem norddstlichen Teil
Ostrusslands nach Siiden, bis hin zum Atlasgebirge Nordafrikas. Island stellt die westliche
Verbreitungsgrenze, die Aralsee-Zufliisse stellen die Ostliche Verbreitungsgrenze dar (MAC
CRIMMON & MARSHALL 1968; BEHNKE 1986; BERNATCHEZ et al. 1992, ELLIOTT
1994). Die Bachforelle war urspriinglich in Europa, Nordafrika und dem Westen Asiens
beheimatet. Doch wurde sie in mindestens 24 Landern auerhalb Europas, einschlielich der
USA, Kanada und Australien, sowie in einige Liander in Siidamerika, in Afrika und in Asien
eingefiihrt. Der fritheste dokumentierte Besatz fand 1852 im Osten Russlands statt, in
Neuseeland von 1867-1885, USA und Kanada jeweils 1883 und 1887, Australien 1888,
Stidafrika 1890, Japan 1892 und Stidamerika zwischen 1904 und 1938. Innerhalb von weniger
als 90 Jahren (1852-1938) entwickelte sich die Bachforelle von einer europdischen zu einer
weltweiten Art (KLEMETSEN et al. 2003).

Griinde fiir das grofle geographische Verbreitungsgebiet dieser Art sind ihre ausgezeichnete
Féhigkeit der Verbreitung und der Besiedelung neuer Gewdsser, ebenso ihr Ruf als guter
Speisefisch. Mit dem Einzug der Bachforelle als Wirtschaftsfisch in die Teichwirtschaft,
fanden eine Erweiterung der natiirlichen Verbreitungsgrenzen und eine Beeinflussung der
Bestandszahlen durch kiinstlichen Besatz statt.

Es gibt 68 verschiedene Fischarten aus der Familie der Salmonidae. Sie lassen sich in 9
Gattungen und diese wiederum in drei Unterfamilien (Coregoninae, Salmoninae,
Thymallinae) zusammenfassen (NELSON 1976). Es finden sich eine Vielzahl von
geographischen und lokalen Formen, sowie Okotypen: die anadrome Meerforelle (S. trutta
trutta), die in FlieBgewassern residente Bachforelle (S. trutta f. fario), und die in Seen lebende
Seeforelle (S. trutta f. laccustris). Dieser Umstand hat seit Linné zur Beschreibung von iiber
50 Arten gefiihrt, die jedoch heute zu einer einzigen polytypischen Art, Salmo trutta,
zusammengefasst werden (BEHNKE 1986; KOTTELAT 1997).

Alle Arten der Familie Salmonidae bilden eine monophyletische Gruppe mit einem
gemeinsamen tetraploiden Vorfahren, der sein gesamtes Genom vor ca. 20 bis 50 Millionen
Jahren verdoppelt hat (ALLENDORF & THORGAARD 1984). Ein charakteristisches
Merkmal der tetraploiden Salmoniden ist, dass noch immer eine Diploidisierung ihres

Genoms stattfindet (JOHNSON et al. 1987) und sie sich somit in einer Phase der ,,Re-



Duplizierung* befinden (ALLENDORF & THORGAARD 1984). Aus diesem Grund weisen
Salmoniden, im Vergleich zu anderen Vertebraten, mitunter einen 4-fachen Satz (4n) einiger

Chromosomen auf.

2.2 Die Okologie der Bachforelle

Als Habitat bevorzugt die Bachforelle kalt stenotherme Gewésser, mit nicht mehr als 20-22°C
Wassertemperatur im Sommer und einem hohen Sauerstoffgehalt (LELEK 1987). Als
Leitfisch, der nach ihr benannten Forellenregion bieten ihr strukturreiche und hartgriindige
Gewisser Unterstand, sowie das erforderliche Laichsubstrat (LEUNER et al. 2000). Die
Bachforelle laicht in gut durchspiiltem, kiesigem Untergrund (BRABRAND et al. 2002).
Dazu schlagt das Weibchen mit seiner Schwanzflosse eine Laichgrube, die nach der Eiablage
und der Befruchtung wieder mit lockerem Sand und Kies bedeckt wird (HAURY et al. 1999).
Das Bedecken der Eier verhindert deren Verdriftung, sowie Zugriffe von Eiprddatoren. Das

Liickensystem des Kiesbettes ist flir die Entwicklung der Larven essentiell.

Die Art variiert in der Grofe, den Wachstumsraten, der Einnischung beziiglich Nahrung und
den Standorten innerhalb und zwischen Wasserldufen. Das phénotypische Erscheinungsbild
der Bachforelle verdandert sich mit dem jeweiligen Habitat und bis zu einem bestimmten Grad
auch mit ihrer Okologie (PAKKASMAA & PIIRONEN 2001). Es existieren residente und
wandernde Formen innerhalb einer Art. Die wandernden Formen bestehen aus anadromen
und in Seen lebenden Forellen. Die anadromen Forellen ziehen von den Fliissen oder Stromen
herab bis ins Meer, wo sie bis zur Geschlechtsreife bleiben. Dann kehren sie wieder an ihren
Ursprungsort zuriick, um abzulaichen. Einige fithren diese Wanderung auch nur zur
Uberwinterung durch. Die in Seen lebenden Formen schwimmen von ihren Herkunftsfliissen
in Seen, zur Laichzeit kehren auch sie wieder in ihre Fliissse zuriick. Residente Formen
verbringen ihr gesamtes Leben in einem Fluss oder kleinen Strom und laichen oftmals in
kleineren Nebenfliissen ab (ELLIOTT 1994). Residente und wandernde Forellenformen
konnen in den Fliissen koexistieren und einige Studien (z.B. HINDAR et al. 1991) vermuten,

dass sich diese beiden Formen gelegentlich kreuzen.

Aufgrund des gleichen Habitats besteht eine Konkurrenz zwischen der Bachforelle und dem
Bachsaibling (Salvelinus fontinalis). Der Bachsaibling stammt aus dem Osten Nordamerikas
und wurde 1884 in Europa eingefiihrt. Als Kaltwasserfisch bevorzugt er sauerstoffreiche

Fliessgewisser mit starker Stromung. Der Bachsaibling ist im Vergleich zur Bachforelle



weniger auf Unterstinde angewiesen und reagiert weniger empfindlich auf

Gewisserversauerung (TEROFAL 1984; LUBIENIECKI & STEINBERG 1987).

Der Lebensraum der Bachforelle wurde durch den Eingriff des Menschen, etwa durch
wasserbauliche Eingriffe und Verschmutzung, aber auch durch sauren Regen und
Grundwasserabsenkung verdndert, was zur Folge hat, dass die fiir Bachforellen geeigneten
Gewissersysteme immer seltener werden. So ist durch den Verschluss des Liickensystems,
sowie durch das Verschwinden von Unterstandsmoglichkeiten, das natiirliche Vorkommen
stark zuriickgegangen. Die Zunahme von FraBfeinden hat zudem einen negativen Einfluss auf
die Demographie der Bachforelle. Die Bachforelle ist als potentiell gefdhrdet einzustufen. Der
einst reiche Bestand an Bachforellen in Gewissern der Forellenregion kann heute meist nur
mehr durch kiinstlichen Besatz aufrechterhalten werden (LEUNER et al. 2000). Durch den
Besatz wurde das Verbreitungsgebiet der Bachforelle kiinstlich erweitert, so dass auch
untypische, und damit nur wenig oder urspriinglich nicht besiedelte FlieBgewésser heute zu
den Habitaten der Bachforelle hinzugerechnet werden. Die heutige weite Verbreitung der
Bachforelle spiegelt laut BERG et al. (1989) weniger die urspriingliche Verbreitung, sondern

in vielen Fillen wohl eher die Besatzmallnahmen wieder.

2.3 Die Bachforelle als Zwischenwirt der Flussperlmuschel

Flussperlmuscheln ~ (Margaritifera  margaritifera L.) weisen einen  komplexen
Entwicklungszyklus mit einem parasitdren Stadium an einem Wirtsfisch auf (vgl. Abbildung
2.1). Die Flussperlmuschel ist getrenntgeschlechtlich. Die Weibchen sind in der Lage, sich im
Falle einer geringen Populationsdichte in Hermaphroditen umzuwandeln (BAUER 1987).
Wie alle SiiBwassermuscheln  (Unionoidea), weisen Flussperlmuscheln einen
Entwicklungszyklus auf, der ein larvales, sog. Glochidien-Stadium, beeinhaltet. In den
Marsupien (Kiementaschen) wachsen die Zygoten zu zweiklappigen Glochidien heran. Nach

threr Abgabe in das Gewésser werden sie von den Wirtsfischen eingeatmet.



Parasitische Phase

/bis 1000 Glochidien auf Post-parasitische

Glochidien  den Kiemen Jungtiere
fo 70um 0.4-0.Frrem

Adulte Phase

bis zu 4 Mio. Glochidien

Abbildung 2.1: Lebenszyklus der Flussperlmuschel
(Margaritifera margaritifera L.) (nach GEIST 2005)

Die Glochidien setzen sich innerhalb kurzer Zeit im Kiemengewebe der Wirtsfische fest und
enzystieren dort fiir einen Zeitraum von bis zu 10 Monaten (BAUER 1994). Glochidien
bleiben nur fiir einen Zeitraum von wenigen Tagen, und nur iiber eine kurze Distanz
flussabwérts vom Ort der Abgabe infektios (JANSEN et al. 2001).

Die einzigen geeigneten Wirtsfische fiir die Flussperlmuschel sind Salmoniden. Der
Atlantische Lachs (Salmo salar L.) scheint der Hauptwirt in Neuschottland (CUNJAK & MC
GLADDERY 1991) und Russland (ZIUGANOV et al. 1994) zu sein. Wohingegen in
Mitteleuropa die Bachforelle (Salmo trutta f. fario) den wichtigsten Wirt fiir die
Flussperlmuschel darstellt (WACHTLER et al. 2001). Besonders Jungfische stellen einen
wichtigen Verbreitungsvektor fiir die Flussperlmuschel dar. Nach zwei bis drei Infektionen
konnen Immunreaktionen ausgelost werden, die letztendlich zu einer AbstoBung der
Glochidien fiihren (BAUER & VOGEL 1987). Aufgrund dieser Immunitdt gegeniiber den
Muschelglochidien, wie sie z.B. fiir die englische Bachforelle vermutet wird, wird empfohlen

nur heimische und autochthone Bachforellen fiir den Besatz in Gewdissern mit



Flussperlmuscheln zu verwenden. Dies entspricht den Verordnungen zur Ausfiithrung des

Fischereigesetzes fiir Bayern (AVFiG) Paragraph § 19.

2.4. Phylogeographie der Bachforelle in Europa

Der Begriff Phylogeographie wurde von AVISE et al. (1987) eingefiihrt. Darunter versteht
man die Erforschung der Prinzipien und Prozesse, die die geographische Verbreitung
genealogischer Linien beeinflussen (AVISE 1994).

Es ist nur sehr wenig iiber die Verbreitung der Salmoniden im voreiszeitlichen Europa
bekannt. Jedoch wurde gezeigt, dass sich die Hauptlinien (BERNATCHEZ et al. 1992) vor
etwa 0,5 bis 2 Millionen Jahren voneinander getrennt haben miissen (dlteste Salmo trutta
Fossilien aus dem friihen Pleistozdn, vor etwa zwei Millionen Jahren (OSINOV &
BERNATCHEZ 1996). Nach BERNATCHEZ (2001)) hat sich die Art aus fiinf
unterschiedlichen Entwicklungslinien, in geographischer Isolierung, wihrend des Pleistozédns
entwickelt und blieb seit damals weitestgehend allopatrisch. Die fritheste und erste
Abspaltung fiihrte zu einer Fragmentierung zwischen den drei urspriinglichen
Abstammungslinien. Diese sind die Atlantische (AT-Abstammung), die Ponto-Kaspische oder
Danubische (DA) und die Mediterrane, gefolgt von einer anschliefenden und moglicherweise
gleichzeitigen Aufteilung innerhalb des Mediterranen Beckens. Diese fiithrte zur
Differenzierung in die Mediterrane (ME), die Marmorata (MA) und die Adriatische (AD)
Abstammungslinie (BERNATCHEZ 2001) (vgl. Abb. 2.2).



OAT @ paA @ pD krm
e p—
OME ©O wmA Duero 0 500 1000
AT: Atlantische Linie DA: Danubische Linie AD: Adriatische Linie
ME: Mediterrane Linie MA: Mormorata Linie Duero: Duero Linie

Abbildung 2.2: Geographische Verbreitung der Bachforellenlinien (kombiniert aus
BERNATCHEZ 2001, SUAREZ et al. 2001, WEISS et al. 2000)

Durch die Betrachtung der Umweltbedingungen in den Habitaten wéhrend des Pleistozéns,
sowie die geographische Verbreitung und genetische Diversitét der fiinf Abstammungslinien
der Bachforellen, ist es moglich, hypothetische Ursprungszentren der einzelnen Linien
anzugeben.

Die AT-Linie kolonialisierte das Atlantische Becken von Marokko bis zum Weillen Meer.
Bachforellen aus dem Atlantischen Becken konnten in Refugien am Rande der Eisflichen
wihrend der letzten Eiszeit iiberleben und von dort aus eine Neubesiedelung in den
Warmzeiten einleiten (OSINOV & BERNATCHEZ 1996). BERNATCHEZ (2001) nimmt als
Ursprungszentrum der AT-Linie eine weit im Siiden gelegene Region an, eventuell
Nebenfliisse an der Kiiste der Iberischen Halbinsel oder sogar Nordafrika. Diese Hypothese
wird von WEISS et al. (2000) durch den Befund eines ausgeprigten Musters an genetischen
Unterschieden innerhalb eines Stammes, sowie einer Vielzahl an Differenzierungen in siidlich
gelegenen Populationen gestiitzt.

Problematischer ist es ein Ursprungszentrum der DA-Linie anzugeben. Hier liegen weniger

klare, direkte Einwirkungen durch den Habitatverlust wihrend der Eiszeiten im Ponto-
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Kaspischen Becken und ein sehr komplexer Sachverhalt beziiglich der Expansion, der
Verkleinerung und der Quervernetzung des Schwarzen Meeres, des Kaspischen Meers, sowie
des Aral-Sees vor (ARKHIPOV et al. 1995). Dennoch folgerte BERNATCHEZ (2001) aus
Fossilienfunden und eigenen Studien ein mdgliches Zentrum in Abfliissen, die mit dem
Schwarzen Meer zusammenhédngen. Die DA-Linie dominierte demnach das Ponto-Kaspische
Becken.

Weitere Abstammungslinien (ME, MA, AD) weisen ebenfalls eine unterschiedliche Struktur
der geographischen Verteilung auf. Es wurden drei Areale, ein siidwestliches (Ibero-
Mediterran), ein zentrales (Adriato-Mediterran oder Italien) und ein Ostliches
(Balkan/Anatolien), festgestellt (KEITH 1998, BERNATCHEZ 2001).

In Stid-Europa war die MA-Linie, verwandt mit der Marmorataforelle, begrenzt auf einige
Fliisse in Italien (hauptsdchlich Po-Flussbecken), Kroatien und Slowenien. Diese miindeten
offenbar wéhrend der grofiten eiszeitlichen Perioden in das Adriatische Meer ein und waren
wahrscheinlich miteinander vernetzt (BIANCO 1990). GIUFFRA et al. (1996) unterstiitzen
die Hypothese eines Nordadriatischen Ursprungs der marmorierten Forelle.

Die Dominanz der AD-Linie in 0Ostlichen mediterranen Nebenfliissen und eine hoéhere
Stammdiversitét in Populationen aus dem Balkan ldsst vermuten, dass die AD Linie aus dem
Balkan/Anatolien stammt und sich dort in dem Refugium wéhrend der Eiszeiten verbreitet
hat.

Die Abundanz der ME-Linie in Fliissen, die in das westliche mediterrane Meer abflieB3en, legt
die Vermutung nahe, dass sie aus dieser Region, aus isolierten Fliissen in Siidfrankreich, die
als eiszeitliche Refugien dienten, herstammt (BERNATCHEZ 2001).

Untersuchungen von SUAREZ et al. (2001) erweiterten die von BERNATCHEZ (2001)
iberarbeiteten fiinf Ursprungslinien. Durch vollstdndige Sequenzierung des D-Loops wurden
weitere Unterteilungen der ,,Mediterranen Gruppe festgestellt. Es wurde eine Prizisierung
der AD-Linie von Adriatisch zu Adriatisch-Andalusisch vorgenommen, sowie eine neue
Duero-Linie der iberischen Halbinsel ermittelt (Abb. 2.2).

Durch eine Vielzahl an Studien (Tab. 2.1) konnte letztlich die von BERG (1948) stammende,
auf morphologischen Unterschieden beruhende Hypothese, Populationen der oben genannten
Becken als eigene evolutionire Abstammungslinie anzusehen, erhdrtet werden

(BERNATCHEZ & OSINOV 1995, BERNATCHEZ 2001).
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2.4.1 Techniken der molekularen Phylogeographie

Aufgrund der groBBen Anzahl unterschiedlichster phénotypischer Bachforellenformen, kann
keine genaue Identifizierung phylogenetischer Beziehungen auf morphologischer Basis
durchgefiihrt werden (BEHNKE 1972, LAIKRE et al. 1999). Teilweise konnen nur mit
genetischen Methoden Wildfische und bereits an Gewésser adaptierte Satzfische eindeutig
unterschieden werden (LEUNER et al. 2000, AURELLE et al. 1999, HANSEN et al. 2000a).
Zur eindeutigen Identifizierung der phylogenetischen Beziehungen einzelner Populationen
oder Individuen werden deshalb immer hidufiger molekulargenetische Methoden angewendet

(z.B. BERNATCHEZ 2001; HANSEN & LOESCHCKE 1996; APOSTOLIDIS et al. 1997).

2.4.2 Mitochondriale DNA

Analysen der mitochondrialen DNA (mtDNA) dienen zur Darstellung von {ibergeordneten
Verwandtschaftslinien und zur Klarung phylogenetischer Fragestellungen innerhalb des
Tierreichs (MORITZ et al. 1987) (vgl. Tab. 2.1). Mitochondriale DNA liegt in der Regel
zirkuldr vor, dupliziert sich selbstéindig, und es ist bei Vertebraten zwischen 15.000 und
20.000 Basenpaaren lang.
Von Vorteil ist auch hier der geringe Bedarf an Gewebematerial fiir Populationsstudien, da
das mitochondriale Genom in allen Zellen in hoher Kopienzahl vorhanden ist. Hervorzuheben
ist, dass bei mitochondrialer DNA keine Vererbung im Mendel’schen Sinne vorliegt, sie
verlduft meist maternal, da paternale mtDNA in der Zygote meist rasch abgebaut wird
(LIGHTOWLERS et al. 1997).
¢ Da das Mitochondriengenom nicht rekombiniert, und haploid vorliegt, ldsst sich die
Abstammungsgeschichte der mt-Linien leicht verfolgen, was Phylogenie-Rekonstruktion
vereinfacht. Aufgrund der haploiden und maternalen Vererbung verringert sich die
effektive Populationsgrole im Vergleich zu nukledrer DNA auf ein Viertel, gleiches
Geschlechterverhiltnis vorausgesetzt. Allelfrequenzunterschiede zwischen isolierten
Populationen stellen sich so aufgrund der genetischen Drift schneller ein, und
Populationsdifferenzierungen lassen sich somit eher detektieren (MEYER 1994; WARD
& GREWE 1994). Verglichen mit dem Kerngenom weist mtDNA eine relativ hohe
Evolutionsrate, (ca. 10°) auf (BROWN et al. 1982) und geeignet sich daher sehr gut zur
Rekonstruktion der Phylogenie.
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Tabelle 2.1:  Studien an Bachforellen in Europa unter Verwendung von Mikrosatelliten

und mitochondrialer DNA Analysen

Fragestellung Marker Land/Region Quellen
genetische Differenzierung STR Ostsee WAS & WENNE 2002
von Besatz- und Wildfisch g1 /mipNa Déinemark HANSEN et al. 2000b, 2001
STR Déanemark FRITZNER et al. 2001, HANSEN 2002
rdumliche und zeitliche mtDNA Gotland, Schweden LAIKRE et al. 2002
Untersuchung der
Populationsstruktur
Phylogeographische mtDNA Osterreich DUFTNER et al. 2003
Studien mtDNA Osterreich WEISS et al. 2001
mtDNA Spanien CORTEY et al. 2004
mtDNA Griechenland APOSTOLIDIS et al. 1997
mtDNA Deutschland MILLER 1999
mtDNA Italien GIUFFRA et al. 1994
Haplotypenanalyse, mtDNA Portugal WEISS et al. 2000
Rekolonialisierung von
Habitaten
Evolutionsgeschichte der mtDNA europaweit BERNATCHEZ et al. 1992,
Bachforelle BERNATCHEZ 2001
Untersuchung endemischer mtDNA Balkan, See Ohrid ~ SELL & SPIRKOVSKI 2004
Arten
Phylogeographie der mtDNA Iberische Halbinsel SUAREZ et al. 2001
Palaarktik, Sequenzierung
Griinder Effekte mtDNA Dénemark HANSEN & MENSBERG 1996
Genetisches Monitoring STR Danemark HANSEN et al. 2000a
Methodikstudien:
Analyse STR/ Allozyme Frankreich ESTOUP et al. 1998
mikrogeographischer
Differenzierung
Mikrosatelliten als STR Frankreich, ESTOUP et al. 2000
diagnostische Marker fiir Schweiz, Italien
Besatz
Mikrosatelliten, Artificial STR Frankreich AURELLE et al. 1999

Neural Networks,
Unterscheidung zwischen
Besatz und Wildfischen
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Speziell in fischgenetischen Studien haben sich folgende mtDNA-Regionen als sehr
informativ erwiesen:

¢ Teilsequenzen der Untereinheiten der NADH Dehydrogenase (z.B. NIELSEN et al. 1996)

¢ kodierende Bereiche des Cytochrom b Gens (z.B. McVEIGH & DAVIDSON 1991)

¢ Teilsequenzen der ATPase (z.B. MEYER 1993)

¢ Cytochrom Oxidase (z.B. NORMARK et al. 1991)

Mitochondriale Kontrollregion (D-Loop) (z.B. GIUFFRA et al. 1994, BERNATCHEZ 2001).

2.4.3 Mikrosatelliten als genetische Marker

Eine weitere Moglichkeit zur Untersuchung der Populationsstruktur ist die Verwendung von
Mikrosatelliten. Als Mikrosatelliten (simple tandem repeats, STRs) werden Abschnitte der
DNA mit einfachen, sich tandemartig wiederholenden, Sequenzmotiven bezeichnet. Sie
gehoren zur Gruppe der VNTRs (variable number of tandem repeats). Die
Wiederholungseinheiten sind in der Regel zwei, drei oder vier Basenpaare lang. Man spricht
daher von Di-, Tri- oder Tetranucleotiden (TAUTZ 1989).

In wie weit STRs selektiv neutral sind, wird derzeit diskutiert. Moglicherweise unterliegen
STRs, wie im obigen Fall dargestellt, der natiirlichen Selektion. Bis jetzt nimmt man
allerdings an, dass STRs in nicht kodierenden Bereichen selektiv neutral sind
(SCHLOTTERER & WIEHE 1999).

Verglichen mit dem codierenden Bereich des Genoms liegt die Mutationsrate von
Mikrosatelliten relativ hoch, zwischen 102 und 107 je haploidem Genom je Generation

(WEBER & WONG 1993).

2.4.4 Microarry Analyse und quantitatve PCR

Zur Erfassung, ob Okotypen der Bachforelle tatsichlich funktionale Unterschiede anhand
moglicher Variationen von Genexpressionen zeigen, muss der Schritt von der Genomik
(Variationen bzw. Mutationen auf kodierenden und nicht kodierenden genetischen Markern)
zur Transkriptomik (Variation der Expression von Genen) durchgefiihrt werden. Die
Fertigstellung von Microarrays mit 16.000 Genen der verwandten Art Salmo salar seit Mitte
2005 durch die Norwegische Arbeitsgruppe GARSP bietet bei Ubertragung auf die
Bachforelle die Moglichkeit der genetisch-funktionalen Unterscheidung der iiber den

populationsgenetischen Teil dieser Studie ermittelten evolutiven Linien. Hierzu gibt es bis
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heute nur eine Arbeit welche die globale Genexpression mit dem Migrationsverhalten von
Bachforellen verbindet (GIGER et al 2006). Es wurden dabei durch Mikrosatellitenanalysen
zunidchst die  unterschiedlichen Linien  differenziert und  anschlieBend die
funktionalgenetischen Unterschiede anhand von Microarrays erfasst. Auf genomischer Ebene
lieBen sich die geographischen Linien und auf transkriptomischer Ebene die Linen

unterschiedlichen Verhaltens klar trennen.
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3. Material und Methoden

3.1 Probenmaterial

3.1.1 Herkunft der Proben

Die Gewebeproben der untersuchten Bachforellen stammen von 14 Populationen aus den
Gewissereinzugsgebieten der Donau (Kleine Ohe, Biberbach, Dorfen, Fischbach,
Reichenaubach, Jachen), der Elbe (Zinnbach, Wolfsbach), der Weser (Lutter), des Kemijoki
(Pikku-Luiro) und des Tuloma (Kuutusoja, Ruohojérvenoja) sowie der Aulne (Elez).

Bei der Befischung des Pikku-Luiro fiel auf, dass innerhalb des oberen Flussabschnittes (mit
Muschelvorkommen)  iiberwiegend Alttiere und 1im unteren  Abschnitt (ohne
Muschelvorkommen) gehduft Jungtiere auftraten. Es bestand der Verdacht, es konne sich um
zwel Linien, eine migratorische und eine residente, handeln. Deshalb wurden die Proben (PI
und PID) aus diesen beiden Flussabschnitten zunichst als getrennte Populationen behandelt.
Zusétzlich stammen Gewebeproben aus einem Beispielbetrieb des Bezirks Oberfranken, der
Fischzuchtanstalt AufseB3, die einen Teil des in Bayern fiir Perlmuschelgewédsser verwendeten

Besatzmaterials liefern (vgl. Tab 3.1).

3.1.2 Probennahme

Zur Probennahme wurde die von HALL & NAWROCKI (1995) beschriebene ,,fin-clip-
sampling” Methode verwendet, eine mittlerweile standardisierte Methode (GROSS et al.
2001, GUM et al. 2003). Die Fische wurden im Rahmen von Elektrobefischungen gefangen
und die Proben in 96-99% Ethanol iiberfiihrt. Das Tier wurde im Anschluss wieder in das
Gewisser ausgesetzt. Die Elektrobefischung und die schonende Gewebeentnahme hat
erwiesenermaBen keine dauerhafte Schidigung der Fische zur Folge (RUMMLER et al.
1998). Insgesamt wurden 407 Proben aus 15 Populationen gesammelt (Tab. 3.1).
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Tabelle 3.1: Probenmaterial, Herkunftsort, Code, Anzahl (N), Besatz

Vorfluterfolge Population Code Land Perlmyschel- N  Besatz
gewasser
Zuchtstation Aufsel AO D nein 25  Zucht
Elbe Sachsische . bach 7z D ia 20 -
Saale
Elbe Sachsische ;1 rchach WB D ia 20 -
Saale
Donau Naab Biberbach BI D ja 25 +
Donau Isar Dorfen D D nein 28 +
Donau Isar Fischbach FB D nein 42 -
Donau Isar Reichenaubach R D nein 72 -
Donau Isar Jachen J D nein 25 -
Donau Gailla Kleine Ohe KO D ja 25 -
Weser Aller Lutter LU D ja 25 -
Aulne Elez EL F ja 29 -
Kemijoki Luiro Pikku-Luiro PI  FIN ja 32 -
Kemijoki Luiro Pikku-Luiro PID FIN ja 22 -
Tuloma Suomujoki Kuutusoja KU FIN ja 6 -
Tuloma Lutto Ruohojirvenoja FR  FIN ja 11 -

D: Deutschland; F: Frankreich; FIN: Finnland; N: Anzahl, - : kein Besatz seit 1998; + :
gelegentlich Besatz seit 1998
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3.2 Molekulargenetische Methoden

3.2.1 DNA Priparation aus Flossenstiicken

Die Préparation der genomischen DNA aus den Flossenstiicken erfolgte mittels der DNA-
Extraktions-Methode von HOGAN et al. (1986).

Die in Ethanol konservierten Proben wurden mit destilliertem Wasser gespiilt und kurz

trockengetupft. Die tiefgefrorenen Proben konnten direkt verwendet werden.

it

Abbildung 3.1: Kontrolle der Quantitédt und Qualitét der
DNA der Biberbach Proben

3.2.2 Mikrosatelliten (STRs)

Es wurden 9 Primerpaare aus den empfohlenen Mikrosatelliten des Trout Concert

(http://www.qub.ac.uk/bb/prodohl/TroutConcert/troutconcert.htm) ausgewahilt.

Die Auswahl der Mikrosatelliten erfolgte aufgrund der verschiedenen, in den Literaturstellen
(Tab. 3.2) angegebenen Allelldingen und nach einer, mit jeweils einigen Vergleichstieren

durchgefiihrten, Test-Typisierung.
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Tabelle 3.2: Ausgewihlte Mikrosatellitensysteme

Name Allele* Lange* Primersequenz Quelle
S_TGCAGGCAGACGGATCAGGC-3' ESTOUP et al.
StrISINRA 10 193225 & A ATCCTCTACGTAAGGGATTTGC-3' (1993)
5-CGGTGTGCTTGTCAGGTTTC-3' ESTOUP et al.
Str60INRA O 8L & GTCAAGTCAGCAAGCCTCAC-3' (1993)
5_CCTGGAGATCCTCCAGCAGGA-3' ESTOUP et al.
Str73INRA 38162 G T ATTCTGCTTGTAACTAGACCTA-3' (1993)
PRESA &
5_GGAAGGAAGGGAGAAAGGT-3'
SU8SINRA 19 146200 5 GGAAAATCAATACTAACAA-3 GU?BE/IS‘RD
PRESA &
5_ATTCTTCGGCTTTCTCTTGC-3'
Str343INRA 24 19-169 5 A TCTGGTCAGTTTCTTTATG-3' GU}(I%I;%*RD
S_CACATCATGTTACTGCTCC-3' ESTOUP et al.
BS131 10 149-177 5 CAGCCTAATTCTGAATGAG-3' (1998)
S 41161
SAAINR A 5_GTTGTGGGCTGAGTAATTGG-3' ESTOUP et al.
5_CTCCACATGCATCTTACTAACC-3' (1998)
Strd3-2:
180-192
7
S_TTATTATCCAAAGGGGTCAAAA-3  OREILLY et
Ssal7l 22 201283 5 G AGGTCGCTGGGGTTTACTAT-3' al. (1996)
Seats o 104120 S-AGGTGGGTCCTCCAAGCTAC- OREILLY et
5S_ACCCGCTCCTCACTTAATC-3' al. (1996)
OmyFat TUF 7 1g7aes S-AGATTTACCCAGCCAGGTAG-3 SAKAMOTO

5-CATAGTCTGAACAGGGACAG-3'

et al. (1994)

* Angaben laut Quellenangabe

3.2.3 Restriktionsfragmentldngenpolymorphismus (RFLP)

konnten die ersten

RFLPs

Mit Hilfe von Restriktionsfragmentlingenpolymorphismen

Nukleosidvariationen  dargestellt ~werden. Zur Bildung von werden

Restriktionsenzyme eingesetzt, welche die DNA an fiir das jeweilige Enzym spezifischen
Sequenzen erkennt und schneidet. Durch Kombination der PCR-Technik und der RFLP-
Analyse ist es moglich DNA sehr rasch und kostengiinstig auf Polymorphismen hin zu

analysieren (z.B. BERNATCHEZ & OSINOV 1995, HANSEN et al. 1995).
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Zur Untersuchung der mtDNA der Bachforellenproben wurde das mitochondriale Fragment
ND5/6 ausgewihlt, um einen Vergleich der Ergebnisse mit den von MILLER (1999) fiir
Bayern ermittelten Daten zu ermdglichen. Dieses Fragment wurde bereits in Studien mit
Bachforellen verwendet (z.B. BERNATCHEZ et al. 1992, BERNATCHEZ 1995, 2001,
APOSTOLIDIS 1997). Das ND5/6 Fragment umfasst die NADH-Dehydrogenase-
Untereinheiten 5 und 6 mit einer Grofe von insgesamt 2470bp. Die Primer zur Amplifikation
dieses Locus entstammen Literaturangaben (NIELSEN et al. 1998) und sind der Tabelle 3.8

zu entnehmen.

Tabelle 3.3: Sequenzen der ND5/6 Primer

Name Primersequenz Quelle
ND5/6A fc‘)rward : ‘ NIELSEN

5°-AATAGCTCATCCATTGGTCTTAGG-3 et al. (1998)
ND5/6B reverse .

5¢-TAACAACGGTGGTTTTTCAAGTCA-3*

Bei der Untersuchung von bayrischen Bachforellenpopulationen ist besonders die
Unterscheidung zwischen den atlantischen und danubischen Typen interessant. Zur
Vergleichbarkeit wurden Restriktionsenzyme gewihlt, die sich bereits in vorangegangenen
Studien bewéhrt haben (BERNATCHEZ et al. 1992, APOSTOLIDIS 1997, BERNATCHEZ
2001, SELL & SPIRKOVSKI 2004, MILLER 1999). Die Enzyme in Tabelle 3.9 wurden
wiéhrend des ersten Workshops des TROUT CONCERTSs (EU FAIR-Programm CT973882,
vom 29.6.-5.7.1998 in Silkeborg, Ddnemark) als besonders geeignet eingestuft.

Tabelle 3.4: Verwendete Restriktionsenzyme und deren Erkennungs-/Schnittstellen

Restriktionsenzym Erkennungssequenz und Schnittstelle ( | )
Alul AG|CT

Avall G| GACC oder G| GTCC

Mboll | (N),;TCTTC

Taql T|CGA

Nach dem Restriktionsverdau wurden die einzelnen Restriktionsfragmente auf einem 2%igen
Agarosegel elektrophoretisch getrennt und mittels Ethidiumbromid sichtbar gemacht (Abb.
3.2). Zur Auswertung der RFLP-Gele wurden unterschiedliche Fragmentmuster eines jeden
Restriktionsenzyms mit einem Grofbuchstaben benannt. Aus der Kombination der

Schnittmuster in der Reihenfolge der Enzyme Alul, Avall, Mboll und Taql ergab sich ein
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Haplotyp. Dieser wird im Folgenden als RFLP-Haplotyp bzw. NDS5/6-Haplotyp bezeichnet
(z.B. ABBA fiir die unterschiedlichen Schnittmuster der vier Enzyme). Die RFLP-

Haplotypenfrequenzen wurden durch einfaches Auszéhlen ermittelt.

o el ﬁ < Mboll . =¥ FagF &

p——

Abbildung 3.2: Restriktionsfragmente der Proben WB01, WB02, WB03,WB04
(Enzyme Alul, Avall, Mboll, Taql)

3.2.4 Microarry und quantitative RT-PCR Analysen

Um eine sinnvolle Analyse der funktionalgenetischen Unterschiede durchzufiihren miissen
zunichst iiber die genomische Analyse die unterschiedlichen evolutiven Linien ermittelt und
anschlieBend unter den gleichen Umweltbedingungen behandelt werden. In der vorliegenden
Studie wurden je 8x5 Individuen (Fingerlingstadium) von Bachforellenlinen des atlantischen
und danubischen Haplotyps in einem Rinnensystem an der AG fiir Fischbiologie TUM fiir
fiinf Tage nach folgendem Schema gehiltert (Abb.3.3).

Wasserdurchfluss

l l l l l l l l l l l l l

atlantisch danubisch atlantisch danubisch
danubisch atlantisch danubisch atlantisch
atlantisch danubisch atlantisch danubisch
danubisch atlantisch danubisch atlantisch

Abbildung 3.3: Tiermodel zur Transkriptionsanalyse
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Anschliefend wurden die Proben auf -196 C° bis zur RNA-Prépération gelagert und nach
dem Protokoll des RNA-Prep-Kits von Quiagen die RNA isoliert. Die extrahierten RNA-
Proben lagern bei -196C° an der AG Molecular Ecology and Conservation Genetics.

Die Hybridisierung der Microarrays erfolgte nach den Vorgaben der Arbeitsgruppe GARSP.
Die Auswertung erfolgte mit dem Softwarepaket TIGR.

Zur intensiveren Untersuchung der Expressionsunterschiede wurden und werden
introniiberspannende Fragmente der Superoxiddismutase SOD, Catalase (Cat) und
Glutathionperoxidase (GPX) mittels quantitativer RT-PCR analysiert. Als housekeeping gene
dient B-Aktin. Das Softwarepaket STATISTIKA dient zur Auswertung.

Tabelle 3.5: Ausgewihlte Genexpressionssysteme

Name Lange* Primersequenz

5'- GGGACCGTATTCTTTGAGCA-3'

SOD 37§ TTCCCAGATCATCAGCCTTC-3'

5'- GCCAAGGTGTTTGAGCATGT-3'

CAT 174 5'- AAAGAAGATGGGGGTGTTGTT-3'

GPX 138 5'- GGTGCCCTGCAA(T/C)CAGTT-3'
5'- TCCTTCCCATTCACATCCA-3'

B-Actin 103 5'- CATGTTTGAGACCTTCAACACC-3

5'- ACCGGAGTCCATGACGATAC-3'
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ADbDb.3.3: RT-PCR Amplifikate der Gene Catalase (Cat), Glutathionperoxidase (GPX)
Superoxiddismutase SOD und B-Aktin unter Verwendung von Bachforellen RNA.

3.3 Statistische Methoden

Die durchgefiihrten Wahrscheinlichkeitstests basieren auf der Markov-Chain-Methode (GUO
& THOMPSON 1992; RAYMOND & ROUSSET 1995 b). Bei den multiplen Tests fand eine
Korrektur des Signifikanzniveaus nach Bonferroni statt (RICE 1989).

3.3.1 Allelfrequenz, Allele pro Locus, Allelic Richness

Die Verteilung und Anzahl der Allele gibt einen Hinweis auf die genetische Diversitit einer
Population. Das genetische Potential einer Population ist umso variabler anzusehen, je mehr
Allele in einer Population vorliegen und je gleichméBiger diese Allele in ihr verteilt sind.

Die Allelfrequenzen, die Anzahl der Allele pro Locus (A) als auch die Allelic Richness (Ag)
wurden mit dem Softwareprogramm FSTAT v.2.9.3 (GOUDET 2001) berechnet. Die Allelic
Richness gibt die durchschnittliche Anzahl von Allelen je Locus unabhingig vom
Stichprobenumfang an und wird héufig zur Beurteilung der genetischen Variation von

Populationen herangezogen (LEBERG 2002).
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3.3.2 Hardy-Weinberg-Gleichgewicht

Die Genhéufigkeiten in Populationen stehen in Idealpopulationen in einem stabilen
Gleichgewicht zueinander. Unter der Annahme einer Idealpopulation stellt sich nach einer
Generation das Hardy-Weinberg-Gleichgewicht (Hardy-Weinberg equilibrium) ein (HARDY
1908, WEINBERG 1908).

Folgende Ereignisse werden fiir eine Idealpopulation angenommen:

e cine sich bisexuell fortpflanzende Population ist groB genug, so dass
Zufallsschwankungen vernachldssigt werden kdnnen;

e jedes Individuum hat die gleiche Chance sich mit jedem anderen
Geschlechtspartner zu paaren (Panmixie);

e es finden keine zufilligen oder beabsichtigten Verdnderungen der Genhédufigkeiten

durch Mutation, Selektion, Migration und Drift statt.

Durch Analyse der jeweiligen Populationen wird iiberpriift, ob diese den Annahmen einer
Idealpopulation entspricht. Ergeben sich Abweichungen im Hardy-Weinberg-Gleichgewicht,
so trifft eine der oben getroffenen theoretischen Annahmen nicht zu. Mit Hilfe des
Programms GENEPOP v.3.3 (RAYMOND & ROUSSET 1995a) wurden die Allelfrequenzen
jeder Population und Loci auf das Hardy-Weinberg-Gleichgewicht getestet. Alle ermittelten
Werte des Hardy-Weinberg Gleichgewichts wurden nach Bonferroni (RICE 1989) korrigiert.

3.3.3 Heterozygotiegrad

Man unterscheidet zwischen dem erwarteten und dem beobachteten Heterozygotiegrad (He,
Ho). Sie geben den Anteil der heterozygoten Tiere in einer Population an und stellen wichtige
und haufig verwendete Parameter zur Quantifizierung der genetischen Variabilitit von
Populationen dar. Der erwartete Heterozygotiegrad He wird auch als Gendiversitdt bezeichnet
(NEI 1987). Die Werte H, und He wurden mittels des Softwareprogramms FSTAT v.2.9.3
(GOUDET 2001) errechnet.
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3.3.4 Genetische Differenzierung

Der Fsr-Wert (WEIR & COCKERHAM 1984) wurde im paarweisen Vergleich der
Populationen mit dem Softwareprogramm GENEPOP v.3.3 (RAYMOND & ROUSSET
1995a) ermittelt. Fst wird zur Abschitzung der genetischen Unterschiede zwischen
Populationen verwendet. Weicht der Fst-Wert signifikant von Null iiber alle Loci ab, so kann
man von einer genetischen Differenzierung der Populationen ausgehen (ESTOUP et al. 1996).
Mit dem Programm STATISTICA 6.0 wurde eine Korrespondenzanalyse (KA) (BENZERCI
1973) durchgefiihrt um weitere Anhaltspunkte tiber den Grad der genetischen Differenzierung
zu erhalten. Als erste verwendeten GREENACRE & DEGOS (1977) und SHE et al. (1987)
diese Analysenmethode fiir genetische Datensdtze. Die Korrespondenzanalyse gibt eine
Beschreibung der Beziehungen zwischen Zeilen und Spaltenprofilen (Populationen und deren
Allelfrequenzen aller Loci) einer Korrespondenztabelle in einem Raum mit wenigen
Dimensionen wieder. Mittels der KA ist die genetische Differenzierung zwischen einzelnen

Populationen in einem dreidimensionalen Raum darstellbar.

3.3.5 Assignment Test

Der Assignment Test (CORNUET et a. 1999, ,,as it is*“-Option) wurde fiir alle Populationen
nach der Bayesischen Methode mit Hilfe des Programms GENECLASS 1.0.02 (PIRY &
CORNUET 1999) ausgefiihrt. Der Test dient der Abschédtzung der Wahrscheinlichkeit, dass
ein Individuum aufgrund seines Genotyps der Population, aus der es entnommen wurde,

zugeteilt wird.
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4. Ergebnisse und Diskussion

4.1 Mitochondriale DNA-Analysen

4.1.1 Haplotypfrequenzen der ND5/6 Fragmente

Es wurden insgesamt 14 verschiedene RFLP-Haplotypen in den untersuchten Proben
festgestellt. In Tabelle 4.1 ist die Anzahl der RFLP-Haplotypen fiir die einzelnen

Populationen dargestellt.

Tabelle 4.1: ND5/6 Haplotypen-Verteilung (Anzahl, Gewéssereinzug, Populationen)

Elbe ~  Donau Weser Aulne_Kemijoki Tuloma _Zucht Summe:
Haplotyp Z WB BI KO FB R J D LU EL PI PID KU FR AO
AABA 1 4 1 6
AAAA 6 5 3 4 8 1 27
BBBB 1
CAAA 1
ACBA 6 1 7
AADA 1
ABCB 1 1 1 3 6
ABAB 2 2
ABBB 19 11 16 20 11 10 15 13 26 31 21 10 22 225
ABBA 1 1 2 1 4 10 3 22
Atlantik 20 20 25 25 0 17 14 27 25 29 32 22 6 11 25 296
DCAC 42 52 5 99
DCBC 1
DCBD 1
DCAD 1 6 1
Donau 0O 0 O 0 42 55 11 1 0 0 0O o 0O 0 0 111

Die NDS5/6-Haplotypen trennen sich auf in eine atlantische und eine danubische Line.
Besonders erwihnenswert sind die Populationen FB, die ausschlieBlich Haplotypen der
danubischen Linie aufweist, sowie die Populationen ZI, WB, BI, KO, LU, EL, PI, PID, KU,
FR und AO, mit Haplotypen die ausschlieBlich der atlantischen Linie zugehdren. Dabei sind
der Haplotyp ABBB fiir die atlantische Line und der Haplotyp DCAC fiir die danubische
Linie dominierend. Die Populationen R, J und D zeigen sowohl Haplotypen der danubischen
als auch atlantischen Linie und miissen daher als Mischpopulationen bezeichnet werden.

Auffillig ist, dass die Populationen des siidlichen Einzugsgebietes der Donau (FB, R, J und
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D), Haplotypen der danubischen Line aufzeigen, wohingegen die des Nordeinzugsgebietes
der atlantischen Linie zugehoren.

Auf der Ebene der mtDNA zeigt die Population R mit 7 Haplotypen die grofite genetische
Variabilitit, wobei hier nochmals erwdhnt werden muss, dass diese eine Mischpopulation aus
atlantischen und danubischen Haplotypen ist. Die Population WB hat mit 5 der atlantischen
Linie zugehorigen Haplotypen ebenfalls eine groBe genetische mtDNA-Variabilitidt. Die
Population FB nimmt eine Sonderstellung mit nur einem Haplotypen der danubischen Linie
ein und ist daher bei ManagementmalBBnahmen mit besonderer Sorgfalt zu behandeln.

In Abbildung 4.2 sind die {ibertragenen Daten der NDS5/6-Haplotypen gezeigt. Die
Populationen PI und PID wurden hierbei zu einer Population (PI_G) zusammengefiigt, da

keine signifikanten Unterschiede in ihrer Haplotypenfrequenzen vorlagen.
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4.1.2 Bayern als Kontaktzone der AT- und DA-Typen

Drei Wasserscheiden treffen sich in Bayern, die Oberldufe des Mains, der Elbe und der
Donau. Geographisch liegen die Habitate der Bachforellen dieser drei Einzugsgebiete
teilweise nur einige Kilometer auseinander. Zwischen den Eiszeiten oder wihrenddessen
konnten sich diese getrennten Flussldufe verbinden (HANTKE 1993). Dadurch kdnnten sich
Tiere des Donaueinzugsgebietes mit AT-Typen und umgekehrt gemischt haben. Nordbayern
stellt somit eine Kontaktzone dieser beiden Typen dar.

Wie in dieser Arbeit gezeigt werden konnte, treten im Bereich der ndrdlichen Zufliisse der
oberen Donau (BI, KO) tatsiachlich AT-Haplotypen auf. Es muss jedoch darauf hingewisen
werden dass BI besetzt wurde. Studien, die mit Proben aus Bayern und Osterreich
durchgefiihrt wurden, zeigen &hnliche Ergebnisse (MILLER 1999, RIFFEL et al. 1995,
BERNATCHEZ 1992, SUAREZ 2001, WEISS et al. 2001). So zeigte MILLER (1999), je
nordlicher der Donau die Proben entstammten, desto geringer war der Anteil an DA- Linien
(3 - max. 26%). Siidlich der Donau gehorten zwischen 7- 94% der untersuchten Bachforellen
dem DA-Haplotypen an. Die vorliegende Arbeit bestitigt dieses Ergebnis und zeigt fiir die
Populationen des siidlichen Einzugsgebietes FB, R, J und D Anteile des danubischen
Haplotypens von 100%, 76%, 0,44% und 0,04%. Es ist davon auszugehen, dass die
Population Dorfen mit Tieren des atlantischen Typs besetzt wurde und somit nur noch ein

geringer Anteil danubische Haplotypen vorhanden ist.

4.1.3 Zusammenhang der Bachforellen-Haplotypen und der Perlmuschelbestinde

Um einen Zusammenhang zwischen einzelnen Haplotypen der Bachforellen und den
Bestdnden der Flussperlmuscheln zu ermitteln, fand ein Vergleich der wichtigsten Studien zu
diesem Gebiet statt (MILLER 1999, BERNATCHEZ 2001, GEIST 2005, CORTEY et al.
2004, SUAREZ 2001). MILLER (1999) bearbeitete ebenfalls Populationen aus
Flussperlmuschelgewéssern. Diese waren im Folgenden: Wolfertsriederbach (Donau),
Steinselb (Elbe/Nord), Hollbach (Elbe/Nord), Maihringsbach (Elbe/Nord), Grenzbach
(Elbe/Siid) (vgl. MILLER (1999), GEIST et al. 2005). Aus den Daten wurden folgende
Berechnungen angestellt: Im Wolfertsriederbach waren 12% des danubischen-Typen, sowie
88% des atlantischen-Typen zu finden. In Steinselb, Méhringsbach und Hollbach wiesen alle
zu 100% den atlantischen-Haplotyp auf, im Grenzbach waren nur 5% danubischen und 95%
atlantischen Typs vertreten. Ergénzt mit den Ergebnissen der vorliegenden Arbeit, ldsst sich
ein Zusammenhang zwischen atlantischen Haplotypen der Bachforellen und dem

Flussperlmuschelvorkommen sowie dem der danubischen Haplotypen und dem
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Nichtvorkommen der Perlmuschel ziehen. Abbildung 4.2 zeigt die Karte des

Verbreitungsgebietes der Flussperlmuschel und der atlanatischen-Haplotypen.

@ M. maraaritifera (mit
O M. maraaritifera (ohne
S. trutta AT-Linien

Abbildung 4.2: Flussperlmuschelpopulationen und Bachforellen AT-Linien in Europa
(kombiniert aus vorliegenden Daten, GEIST 2005, BERNATCHEZ 2001, MILLER 1999,
SUAREZ 2001, CORTEY et al. 2004)

Wie aus der Karte in Abbildung 4.2 ersichtlich ist, liegt die Vermutung nahe, dass ein enger
Zusammenhang zwischen der Verbreitung der Perlmuschel und des AT-Typen in Europa
besteht. Die Flussperlmuschel ist anscheinend nur in Gewéssern zu finden, in denen ein
deutliches Ubergewicht des AT-Typen vorhanden ist. In Gewissern mit anderen

Haplotypenverteilungen sind keine Flussperlmuscheln zu finden.
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Es wird angenommen, dass die groflen SiiBwassermuscheln der Ordnung Unionoida
(Unionacea) sich aus einer bisher nicht identifizierten marinen Gruppe des Trias entwickelt
haben (WATTERS 2001). Sollte sich der Zusammenhang zwischen atlantischen Haplotypen
der Bachforellen und dem Flussperlmuschelvorkommen bestétigen, so konnte dies ein
weiterer Beweis des mutmallichen marinen Ursprungs der Flussperlmuschel sein. Bei einem
marinen Ursprung der Flussperlmuschel liegt eine koevolutive Anpassung der Perlmuschel an
die AT-Haplotypen der Bachforelle nahe. Mittels Infektionsversuchen von danubischen
Haplotypenlinien von Bachforellen mit Perlmuschelglochidien liee sich diese Hypothese

iberpriifen.

Weiterhin muss beriicksichtigt werden, dass die Flussperlmuschel nur in kalkarmen Gebieten
bzw. Flissen Europas zu finden ist. Die Linie in Abbildung 4.2 stellt die siidliche
Verbreitungsgrenze der Flussperlmuschel innerhalb Europas dar (GEIST 2005). Es bleibt zu
iiberpriifen, ob der gefundene Zusammenhang nicht durch eine zufillige Ubereinstimmung

der kalkarmen Regionen mit den Habitaten der AT-Linien zustande kommt.

Eine urspriingliche Besiedlung Europas durch die Flussperlmuschel wire theoretisch, auBer
durch die Bachforelle auch durch den Atlantischen Lachs (Salmo salar L.), moglich, der
jedoch heute nur noch in den Gewéssern Nordeuropas als Wirt der Perlmuschel dient. Alle
untersuchten Proben stammen jedoch aus Gewissern, die als einzigen Wirtsfisch die
Bachforelle aufweisen (GEIST et al. 2005). Auch hier konnten Infektionsversuche mit
Perlmuschelglochidien weitere Erkenntnisse zur Koevolution von Perlmuschel und Salomiden

liefern, die wichtige Grundlagen zur Erarbeitung von Erhaltungsstrategien bieten.

4.2. Mikrosatelliten Analyse

Da die Bachforelle tetraploiden Ursprungs ist (ALLENDORF & THORGAARD 1984),
kommt es vor, dass ein einzelnes Primerpaar einen zweiten Locus amplifiziert. Dies ist bei
dem verwendeten Mikrosatelliten Str43INRA der Fall. Er wurde in der Auswertung in die
Mikrosatelliten  Str43-1 und Str43-2 aufgeteilt, und im Folgenden wie zwei
Mikrosatellitenloci behandelt.
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4.2.1 Hardy-Weinberg Gleichgewicht
11 der 15 Populationen (AO, KO, LU, EL, BI, ZI, PI, PID, FB, R, J,D) zeigten signifikante

Abweichungen von den erwarteten Hardy-Weinberg Verhéltnissen, nach der erfolgten
Korrektur nach Bonferroni. Die Populationen FR, KU, WB lagen im Hardy-Weinberg
Gleichgewicht. Uber die Loci betrachtet zeigten die Loci Str60 und Str85 keine
Abweichungen vom Hardy-Weinberg Gleichgewicht. Die Forellenpopulation des

Reichenaubaches zeigte mit 8 signifikant abweichenden Loci das Maximum.

4.2.2 Genetische Variabilitit innerhalb Populationen

Mittels der verwendeten 10 Mikrosatelliten konnten bei den 15 untersuchten Populationen
insgesamt 146 verschiedene Allele gefunden werden. In Tabelle 4.2 sind die Allelfrequenzen
der untersuchten Mikrosatelliten {iber alle Populationen dargestellt.

Die Mikrosatelliten Omyfgt] und Str543 wiesen mit 34 und 24 detektierten Allelen die grofite
Allelzahl auf. Nur vier verschiedene Allele lieBen sich mit Str43-2 nachweisen. Der erwartete
Heterozygotiegrad (H.) der Mikrosatelliten lag zwischen 0,237 (Str43-2) und 0,808
(Omyfgtl), der beobachtete Heterozygotiegrad (H,) der Mikrosatelliten zwischen 0,234
(Str43-2) und 0,629 (BS131) (Tab. 4.2).

Tabelle 4.2: Mikrosatellitensysteme, Anzahl Allele, Allellange,
erwarteter (He) und beobachteter (H,) Heterozygotiegrad

Anzahl  Allellange

Locus Allele (bp) Ho He
BS131 16 129-179 0,629 0,614
Omyfgtl 34 183-255 0,590 0,808
Ssa85 10 104-126 0,513 0,555
Str15 12 209-227 0,615 0,655
Str43-1 5 141-155 0,437 0,502
Str43-2 4 176-190 0,234 0,237
Str543 24 119-169 0,583 0,636
Str60 5 93-105 0,421 0,410
Str73 8 136-150 0,518 0,568
Str85 14 146-182 0,498 0,500

Die erwarteten (He) und beobachteten (H,) Heterozygotiegrade der einzelnen Populationen
variierten zwischen 0,357 (FB) und 0,694 (KO) bzw. zwischen 0,243 (FB) und 0,636 (WB)
(Tab. 4.3). Die Allelic Richness (Ag) bewegte sich zwischen 2,151 (FB) und 4,544 (KO). Bei
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diesen drei wichtigsten Parametern zur Beschreibung der genetischen Variabilitit von
Populationen zeigte sich FB sehr auffillig. Mit 8 bzw. 7 Privatallelen grenzen sich die

Populationen EL und KO stark von den anderen untersuchten Populationen ab.

Durch geographische bzw. anthropogen bedingte Barrieren ist Panmixie unterbunden, und
eine genetische Durchmischung kann nicht mehr stattfinden. In diesem Fall bilden sich durch
Drift Inselpopulationen aus. Dies bedingt nach WRIGHT (1943) eine Reduktion der
Heterozygotiegrade und steht in engem Zusammenhang mit Inzucht und einem Verlust der
genetischen Variabilitidt durch Drift. Inzucht ist definiert als die Paarung von Tieren, die
starker miteinander verwandt sind, als es dem Durchschnitt der Population entspricht
(PIRCHNER 1979). Zufillige Verdnderungen der Allelfrequenzen (Drift) aufgrund
demographischer Prozesse fithren zu einer genetischen Differenzierung (KUEHN 2004). Die
Population FB kann aufgrund ihrer genetischen Variabilitdt und ihrer grofen genetischen
Distanzen zu den anderen untersuchten Populationen (Tab 4..5) als Inselpopulation angesehen
werden und sollte bei Managementmafinahmen besonders beriicksichtigt werden.

Wichtig fiir die Bewertung der H,, He, sowie der Allelic Richness der AufseB-Zuchtstation
(AOQ) ist zu beachten, dass es sich um einen neuen Zuchtstamm handelt. Dieser stammt von
ca. 28 Tieren, die aus der Wiesent entnommen wurden (KLUPP, Fachberatung fiir Fischerei,
Oberfranken, mdl. Aussage). In diesem Gewisser findet jdhrlich Besatz satt (Manfred
Herrmann, Fliegenfischer-Schule, Hammermiihle, mdl. Aussage). So ldsst es sich erkléren,
weshalb eine geringe Allelic Richness und dennoch ein hoher, vom H¢ abweichender,
beobachteter Heterozygotiegrad zu finden sind (Tab. 4.3).

In Tabelle 4.3 sind die finnischen Populationen, abgesehen von der Fischbachpopulation
(FB), diejenigen Populationen mit einem niedrigen beobachteten Heterozygotiegrad und den
geringsten Werten der Allelic Richness.

Eine Besiedelung Finnlands konnte erst nach dem Riickgang der letzten Gletscher, vor etwa
10.000 Jahren stattfinden (SIEGERT & DOWDESWELL 2004). Somit ergeben sich fiir die
geringen genetischen Variabilitdten der finnischen Populationen mehrere mogliche
Erklarungen:1) die geringen Werte beruhen auf den geringen Populationsdichten und der
damit verbundenen Drift. 2) die Besiedlung durch wenige Griindertiere vor relativ kurzer Zeit
lasst auf einen Flachenhalseffekt schlieBen. Dies und natiirlich die geographische Distanz
(Isolation by Distanz) zu den anderen untersuchten Gebieten (Tab. 4.5) bedingt die groen

genetischen Distanzen.
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Tabelle 4.3: Populationen, Anzahl der Proben (N), durchschnittliche Anzahl von Allelen
(Ap), Allelic Richness (Ar), Privatallele (Apriv), erwarteter (He) und beobachteter (Ho)

Heterozygotiegrad
Population N Ap AR Apriv He Ho

AO 25 3,40 2,779 0 0,504 0,620
BI 25 5,90 3,945 3 0,617 0,548
D 28 6,90 4,257 1 0,649 0,466
EL 29 6,50 4,005 8 0,616 0,600
FB 42 2,90 2,151 1 0,357 0,243
FR 11 2,70 2,432 0 0,419 0,400

J 25 6,40 4,116 3 0,598 0,483
KO 25 7,20 4,544 7 0,694 0,616
KU 6 2,40 2,400 0 0,418 0,433
LU 25 5,90 3,876 1 0,630 0,636
PI 32 3,20 2,453 0 0,402 0,406
PID 22 3,10 2,518 0 0,429 0,414
R 72 7,50 4,131 5 0,616 0,487
WB 20 5,00 3,656 1 0,628 0,633
71 20 5,40 3,570 3 0,623 0,575

Mit Hilfe des Assignment Tests wurde iiberpriift, wie viele Tiere mittels der Mikrosatelliten
Analyse eindeutig zu ihrer Ursprungspopulation zugeordnet werden (Tab. 4.5). Durchgefiihrt
wurde der Assignment Test mit dem Programm GENECLASS 1.0.02 (PIRY & CORNUET
1999) nach der Bayesischen Methode (,,leave one out“-Option). 81,33% der untersuchten
Individuen konnten genetisch korrekt zu ihrer geographischen Herkunft zugeordnet werden.
Eine 100% korrekte Zuordnung trat bei den FB und EL auf. Daher sollten wiederum diese
Populationen bei Managementmalinahmen besonders beriicksichtigt werden. Die geringsten
Werte einer korrekten Populationszuordnung zeigten die Dorfen (D) und die Jachen (J), und
natiirlich PI und PID.

Betrachtet man die Auswertung auf die jeweiligen Drainagen bezogen, so weist die
Population Dorfen (D) eine starke genetische Durchmischung auf die durch den

beschriebenen Besatz begriindet ist.
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Tabelle 4.4: Assignment Test der Bachforellenpopulationen (Bayesische Methode, ,,as it is“-Option, GENECLASS 1.0.02 (PIRY & CORNUET
1999))

Drainage Elbe Donau Weser _ Aulne _ Kemijoki Tuloma Zucht

Population Z1 WB BI KO FB RI J D
71 16 2 2
1
2
1

LU EL PI PID KU FR AO

WB 18

BI 20 2

KO 2 20 1 1

FB 42

RI 1 66 4 1
J 2 7 15 1
D 4 2 1 1 1

LU 1 1 23
EL 2 1 1 25

PI 21 11

PiD 10 12
KU 4 2

FR 1 10

AO 1 24
% korr.

zugeordnet 80,0% 90,0% 74,1% 74,1% 100,0% 88,0% 65,2% 65,4% 92,0% 100,0% 67,7% 52,2% 80,0% 76,9% 96,0%
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4.2.3 Genetische Variabilitit der Bachforelle im Vergleich zur Perlmuschel

Einen tieferen Einblick in die Koevolution zwischen Bachforelle und Perlmuschel liefert der
Vergleich der beobachteten Heterozygotiegrade dieser beiden Arten.  Bachforellen-

populationen ohne Perlmuschelvorkommen wurden aus diesem Datensatz entnommen.

Tab.: 4.5 Beobachtete Heterozygotie von Bachforelle und Perlmuschen (Geist and Kuehn
2005)

Ho Ho
Population Bachforelle Perlmuschel
BI 0,548 0,278
EL 0,6 0,004
FR 0,4 0,483
KO 0,616 0,369
KU 0,433 0,484
LU 0,636 0,412
PI 0,41 0,484
WB 0,633 0,245
ZI 0,575 0,372

Zur Ermittlung der Regression zwischen den beobachteten Heterozygotiegraden der
Bachforellen- und der Perlmuschelpopulationen wurde die Perlmuschelpopulation EL als
Ausreifler ermittelt und in der weiteren Berechnung nicht beriicksichtigt. Diese Population
zeigte einen extrem niedrigen Heterozygotiegrad an nur einem von neun Mikrosatellitenlocus.
Alle anderen Loci waren monomorph. Durchgefiihrt wurde die Regression mit dem dem
Programm STATISTICA 6.0. Mit einem Bestimmtheitsmal} von 0,56 konnte eine signifikannt
negative Regression (p= 0,033) von -0,75 zwischen den Heterozygotiegraden der Perlmuschel
und der Bachforellenpopulation ermittelt werden (Abb.4.6).

Dieser interessante Sachverhalt ist damit zu erkldren, dass die Perlmuschel ein sehr
oligotrophes Habitat bevorzugt und hierin die geringsten Driftwirkungen fiir diese Art
auftreten. Demgegeniiber steht die Bachforelle die in diesen Habitaten keine optimale
Lebensgrundlage findet und daher stirkeren Driftwirkungen unterliegt.

Aus der Sicht des Populationsmanagements der Bachforelle, macht dies einen fundierten und

sehr umsichtigen Managementplan notwendig.
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Abb. 4.6: Regression der beobachteten Heterozygotiegrade der Bachforelle und der

Perlmuschel.

4.2.4 Genetische Differenzierung der Populationen

Als Parameter der genetischen Differenzierung zwischen Populationen dient der Fsr-Wert
(WEIR & COCKERHAM 1984). In Tabelle 4.5 sind die paarweise ermittelten Fsr-Werte
aller Populationen wiedergegeben. Die Fsr-Werte lassen sich wie folgt skalieren: geringe (0 —
0,05), moderate (0,05 — 0,15), hohe (0,15 — 0,25) und starke (> 0,25) Differenzierung
(WRIGHT 1978, HARTL & CLARK 1997). Eine Strukturierung der untersuchten
Populationen wird durch einen von Null abweichenden Fst-Wert angezeigt, ein Fsr-Wert =
,0“ deutet auf Panmixie hin. Ein hoher Polymorphiegrad der analysierten Loci kann jedoch
die absoluten Fsr-Werte verringern und ein geringer Fsr-Wert von 0,05 kann dennoch auf eine
nennenswerte Populationsdifferenzierung hinweisen. Aus diesem Grund, ist es nur sinnvoll
Fst-Werte derselben Studie zu vergleichen, um mogliche Beeinflussungen dieser Werte
beriicksichtigen zu konnen.

Die Fst-Werte der Bachforellenpopulationen nahmen Werte von 0,0305 bis 0,3980 an. Dies

spricht filir eine geringe bis starke Differenzierung der einzelnen Populationen. Ausser PI und
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PID sowie FR und KU zeigten die Populationen eine signifikante Populationsdifferenzierung
nach Bonferoni-Korrektur.

Sehr auffillig ist wiederum die Population Fischbach (FB) mit hoher (zu allen Populationen
der Donau) bis starker (alle anderen) Differenzierung. Die isolierte Stellung dieser Population
spiegelt sich auch in einem hohen durchschnittlichen Fst-Wert von 0,119 zwischen den
Populationen der Donau wieder. Wie mehrfach erwéhnt sollte daher die Fischbachpopulation

bei Managementmalinahmen besonders beriicksichtigt werden.
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Tabelle 4.5 : Paarweise ermittelte Fsr-Werte tiber alle 15 Populationen (WEIR & COCKERHAM 1984)

Drainage Elbe e bonau_ o Weser Aulne Kemijoki __ _Tuloma __ Zucht
Population 71 WB BI KO FB R J D LU EL PI PID KU FR AO
71

WB 0,0383

BI 0,0788 0,0984

KO 0,0613 0,0753 0,0429

FB 0,2634 0,2346 0,2414 0,2212

R 0,1166 0,1152 0,0962 0,0879 0,1884

J 0,1255 0,1214 0,1208 0,0877 0,2137 0,0563

D 0,0548 0,0781 0,0522 0,0421 0,2274 0,0496 0,0571

LU 0,0643 0,1014 0,0666 0,0850 0,3158 0,1600 0,1573 0,0788

EL 0,1115 0,1291 0,1180 0,0979 0,3342 0,1284 0,1574 0,1096 0,1279

PI 0,2988 0,2833 0,2552 0,2696 0,4215 0,2578 0,2420 0,2567 0,2732 0,3115

PID 0,2782 0,2683 0,2225 0,2372 0,4061 0,2365 0,2191 0,2258 0,2338 0,2984 0,0305

KU 0,1540 0,1591 0,1432 0,1360 0,3544 0,1850 0,1892 0,1351 0,1654 0,2202 0,3651 0,3326

FR 0,2089 0,2156 0,1627 0,1414 0,3777 0,2228 0,2243 0,1758 0,2191 0,2352 0,3980 0,3567 0,0809

AO 0,1937 0,1485 0,1489 0,1590 0,2539 0,1344 0,1529 0,1520 0,2343 0,2321 0,2571 0,2704 0,2570 0,3196
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Tabelle 4.6 zeigt die Fsr-Werte zwischen den Hauptdrainagen und ldsst den Schluss zu, dass
jede Drainage eine eigenstidndige evolutive Einheit darstellt und zudem isolierte Populationen
beinhaltet. Daher miissen bei Managementmaflnahmen die evolutiven Einheiten der
Drainagen, aber auch innerhalb dieser die besonderen genetischen Konstitutionen einzelner

Populationen beriicksichtig werden.

Tabelle 4.6 : Paarweise ermittelte Fsp-Werte iiber alle 15 Populationen (WEIR &
COCKERHAM 1984)

Drainage Elbe Donau Weser Aulne Kemijoki  Tuloma Zucht
Elbe

Donau 0,119

Weser 0,083 0,144

Aulne 0,12 0,158 0,128

Kemijoki 0,282 0,271 0,254 0,305

Tuloma 0,184 0,204 0,192 0,228 0,363

Zucht 0,171 0,167 0,234 0,232 0,264 0,288

Durch die Korrespondenzanalyse mittels des Programms STATISTICA 6.0, wurden anhand
der verschiedenen Allelfrequenzen die genetischen Unterschiede der einzelnen Populationen
in einer 3D Graphik dargestellt (Abb. 4.6). Die Populationen PI und PID stehen getrennt von
den anderen Populationen. Die beiden Populationen des Tuloma (FR und KU) gruppieren sich
ebenfalls getrennt von den restlichen Populationen. Die deutschen Bachforellenpopulationen
zeigen eine Tendenz der Gruppierung nach Drainagen, doch wird anhand der
Korrespondenzanalyse die isolierte Stellung verschiedener Populationen wiederum deutlich

und erginzt somit die Ergebnisse der Fsr-Analyse.
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KBR

Abbildung 4.6: Korrespondenzanalyse der untersuchten Populationen (STATISTICA 6.0)

4.3 Microarry und quantitative RT-PCR

Die vorldufigen Ergebnisse der Mikroarrayanalysen deuten auf Expressionsunterschiede der
danubischen und atlantischen Linien hin, doch miissen aufgrund grofer Expressionsvarianzen
noch weitere Versuche durchgefiihrt werden, um dieses Ergebnis absichern zu kénnen. Da
das unter 3.2.4 dargestellte Tiermodell nur einmal im Jahr durchfiihrbar ist, sind hierdurch
zeitliche Verzogerungen bedingt.

Die quantitativen Ergebnisse der RT-PCR von SOD, Cat, und GOX zeigen ebenfalls
Tendenzen unterschiedlicher Expressionsstirken der atlantischen und danubischen Linien.
Auch hier miissen die Ergebnisse in einer weiteren Versuchsdurchfiihrung bestétigt und

abgesichert werden.
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5. Zusammenfassung

Ziel dieser Arbeit war, mit Hilfe von Mikrosatelliten und mitochondrialen Genen die
genetische Struktur von Bachforellen (Salmo trutta) aus Flussperlmuschelgewissern
(Margaritifera margaritifera L.) darzustellen, evolutive Einheiten zu ermitteln und mogliche
Genexpressionsvariationen zu erfassen.

Zur phylogeographischen und populationsgenetischen Analyse wurden 407 Proben aus 14
verschiedenen Populationen der Gewassersysteme Elbe, Donau, Weser, Aulne, Kemijoki und
Tuuloma  mit teils noch  funktionalen  Flussperlmuschelpopulationen  (mit
Jungmuschelproduktion) und nicht mehr funktionalen Populationen und eine Zuchtpopulation
untersucht. Ergebnisse vorhandener Studien konnten verifiziert werden. Weiter wurde ein
Vergleich mit Bachforellen- und Flussperlmuschelstudien durchgefiihrt, um den coadaptiven
Zusammenhang zwischen Bachforellen- und Perlmuschelpopulationen zu erarbeiten.

Durch RFLP-Analyse eines mitochondrialen Gens konnte die Populationen in die atlantische
und danubische Abstammungslinie eingeordnet werden. Durch Kombination der eigenen
Ergebnisse mit Bachforellen- und Perlmuschelstudien konnte eine Ubereinstimmung des
Verbreitungsgebietes des atlantischen Bachforellenhaplotypen und der Perlmuschelbestidnde
in Europa festgestellt werden. Dies legt die Vermutung einer Koevolution der, als Glochidien
auf der Bachforelle parasitierenden, Flussperlmuschel und dem atlantischen Haplotypen der
Bachforelle nahe.

Zur detaillierten Darstellung der Verwandtschaftsverhiltnisse und der genetischen Diversitét
auf Individuen- und Populationsebene wurden 10 unterschiedlich polymorphe
Mikrosatellitensysteme genotypisiert. Die Ergebnisse der Allelic Richness, der erwarteten
(He) und beobachteten (H,) Heterozygotiegrade der einzelnen Populationen zeigten eine
geringe Variabilitit der Population des Fischbachs (FB). Mittels des Assignment Tests wurde
die genetische Reinheit der Populationen erfasst. Die paarweisen Fsr-Werte sowie die
Korrespondenzanalyse zeigten eine deutliche Differenzierung der Hauptdrainagen und lésst
den Schluss zu, dass jede Hauptdrainage eine eigenstindige evolutive Einheit darstellt die
jedoch in sich isolierte Populationen beinhaltet. Bei Managementmallnahmen ist dies zu
beriicksichtigen.

Die vorldufigen Ergebnisse der funktionalgenetischen Analysen mittels Microarrays und
quantitativer RT-PCR zeigen Genexpressionsunterschiede der danubischen und atlantischen
Linien, doch sind fiir eine gesicherte Aussage noch weitere Untersuchungen nétig. Die

vorliegende Arbeit unterstiitzt die These, dass sowohl fiir das Bachforellen- als auch fiir das
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Perlmuschelmanagement die Einhaltung evolutiver Einheiten, die sich in den Hauptdrainagen
sowie im speziellen Fall der Donau im nordlichen und siidlichen Einzugsgebiet
widerspiegeln, als auch die Beriicksichtigung einzelner Populationen besonderer genetischer

Konstitution in allen geplanten Erhaltungsstrategien einbezogen werden miissen.
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